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2. Roviditések jegyzéke

AGE: eldrehaladott glikacids végtermékek
ASC: apoptdzis-asszocialt ,,speck-like” fehérje
BBB: vér-agy gat / blood-brain barrier

BFU-E: burst-forming eritroid egység

CFU-E: koloniaképz6 eritroid egység

CO: szén-monoxid

CSF: cerebrospinalis folyadék

DAMP: veszély-asszocialt molekularis mintazat/ danger/damage-associated molecular pattern
EPO: eritropoetin

ET-1: endotelin-1

FeSQO4: vas-szulfat

G6PDH: gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz

GM: germinalis matrix

GPx: glutation peroxidazok

Gpx-1: glutation peroxidaz 1

GSH: redukalt glutation

GSR: glutation-diszulfid reduktaz

GSSG: glutation diszulfid

H20:2: hidrogén-peroxid

Hb: hemoglobin

HBEC: human agyi mikrovaszkularis endotélsejt
HBSS: Hank-féle pufferolt sdoldat

HDL: nagy stirtiségii lipoprotein

HMGBL1: high mobility group box-1

HO-1: hem oxigenaz-1



Hp: haptoglobin

Hsp70: hésokk protein 70

HUVEC: human umbilikalis véna endotél sejt
Hx: hemopexin

ICAM: intercellularis adhézids molekula

ICH: intracerebralis hemorrhagia

IVH: intraventrikularis vérzés

JAM: junkcios adhézids molekula

JNK: c-Jun N-terminalis kinaz

LDL.: alacsony stiriségti lipoprotein

LFA-1: leukocita funkciondlis antigén

LRR: C-termindlis leucinban gazdag ismétlddé domén
MAPK: mitogén-aktivalt protein kindz
MHb/metHb: methemoglobin

MtROS: mitokondrialis ROS

MyD88: myeloid differencialo 88 faktor

NAC: N-acetil-cisztein

NADP™: nikotinamid adenin dinukleotid foszfat
NADPH: redukalt NADP

NF-kB: nuklearis faktor kappa B

NLRP3: nucleotide-binding domain, leucine-rich Repeat containing 3
NO: nitrogén-oxid

NOD/NACHT: nukleotid oligomerizacios domén
O,": szuperoxid anion

PGI2: prosztaciklin

Prdx/PRX: peroxiredoxinok

PPIX: protoporfirin 1X



PYD: pyrin domén

ROS: reaktiv oxigéngyok

SAH: subarachnoidalis hemorrhagia
SOD1: szuperoxid-dizmutaz 1

Syk: Iép tirozin kinaz

TLRA4: toll-like receptor 4

TNF-a: tumor nekrdzis faktor alfa
Trx(ox): oxidalt thioredoxin

Trx(r): redukalt thioredoxin

TrxR: thioredoxin reduktaz

TXAZ2: tromboxan

VCAM-1: vaszkularis sejtadhézids molekula 1
VVT: vordsvérsejt

vWE: von Willebrand faktor



3. Bevezetés

A vorosvérsejt (VVT) szervezetiink leggyakrabban el6forduld sejttipusa, melynek
¢lettartama koriilbeliil 120 napra tehet6. A VVT-k legfobb alkotoja a hemoglobin (Hb), az
oxigén szallitasaért felelos, négy alegységbdl felépiilo globularis fehérje, mely alegységenként
egy-egy vas-protoporfitrin IX (hem) prosztetikus csoportot is tartalmaz. A VVT-ket élettjuk
végén a makrofagok fagocitaljak, mely folyamat elsésorban a 1épben jatszodik le. A Hb
lebontasa ebben az esetben szabalyozott mechanizmusok altal torténik, mely megteremti a
hemvas biztonsagos ¢s effektiv ujrahasznosulasanak a lehetdségét.

A VVT-K 1-2 %-a azonban az érrendszeren belul 1izal. Az ekkor szabadda valo Hb, illetve
hem eltavolitasa a keringésbdl specifikus és nem specifikus Hb, illetve hemkotd fehérjék altal
valosul meg. Egyes betegségekben az intravaszkularis hemolizis oly mértéket 6lthet, hogy az
meghaladja a Hb- és hem-eltavolitd mechanizmusok kapacitasat, ami az extracellularis hem és
Hb plazmaban valo feldusulasahoz vezet.

Az extracellularis térben a Hb oxidacioja bekovetkezik. A Hb oxidacios termékek, illetve
az oxidalt Hb forméakbdl szabaddd valé hem koroki szerepét szdmos tanulmany vizsgélta a
kozelmultban. Ezekben a tanulmanyokban kimutattak, hogy a hem erds pro-oxidans molekula,
mely szamos sejttipusban nagymértékben fokozza az oxidativ- ¢és inflammatérikus
stimulusokkal kivaltott sejthalalt. Emellett a kozelmult eredményei ramutattak arra is, hogy a
hem veszély asszocialt molekularis mintazatként (danger/damage-associated molecular pattern:
DAMP) viselkedik, és aktivalja a toll-like receptor 4 (TLR4) és a nucleotide-binding domain,
leucine-rich Repeat containing 3 (NLRP3) innate immun Gtvonalakat makrofagokban.

A hem szadmos hatasat vizsgaltdk endotélsejteken, hiszen az endotélréteg képezi a vér és a
szovetek kozotti barriert, igy hemolizis esetén az endotélsejtek vannak elsddlegesen kitéve a
kiszabaduld Hb, az oxidalt Hb formak, illetve a hem hatdsanak. Ismert, hogy a hem oxidativ
stresszt és fokozott reaktiv oxigéngyok (ROS) termelést indukal, fokozza az oxidalo agensek
toxikus hatasat, valamint TLR4 aktivaciot idéz elé endotélsejtekben.

A Hb oxidacidja egy komplex folyamat, melynek soran a hem vas egy-, illetve két-
elektronos oxidacioja €s a globin oxidaciodja is bekdvetkezhet. A Hb oxidéacidja soran metHb,
ferryl-, illetve oxoferrylHb, kovalens modon keresztkotott oxidalt Hb formak, illetve porfirin-
globin keresztkotott forméak képzddhetnek, melyek kimutathatok fokozott hemolizissel jaro
betegségekben. Ugyanakkor kevés informéacio all rendelkezésiinkre az egyes oxidalt Hb formak

pro-oxidans, illetve pro-inflammatorkus tulajdonsagairol.
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PhD értekezésemben kiilonb6zo oxidéacids allapoti Hb formak és a hem NLRP3 aktivalo
hatasat vizsgaltam endotélsejteken, valamint intraventrikularis vérzésen atesett korasziilottek
cerebrospinalis folyadékanak analizisével Osszefiiggéseket igyekeztem feltarni a kiilonféle Hb

oxidacios termékek jelenléte, illetve az IVH-t gyakran kisérd neuroinflammacio kozott.



4. [rodalmi attekintés

4.1 Vorosvérsejtek fizioldgidja, hemolizis, hemorrhagia

4.1.1 A vordsvérsejtek differencialédasa

A vorosvérsejt (VVT) a human szervezet leggyakrabban eléforduld sejttipusa. Mas
sejtekkel ellentétben nem rendelkezik sejtmaggal, riboszomakkal és mitokondriummal, melyek
mas sejttipusok miikodéséhez és tuléléséhez elengedhetetlenek. Egészséges felndttek vére
mikroliterenként koriilbeliil 4,5-5 milli6 VVT-t tartalmaz. A vordsvérsejtek élettartama a
keringésben 110-120 nap. Felndtt, egészséges emberekben masodpercenként 2 millié 0y VVT
képzodik és 1ép be a vérkeringésbe a csontvel6bdl. Ezzel egyiddben ugyanennyi eléregedett
VVT tavozik a keringésbdl a retikuloendothelialis rendszeren keresztiil [1].

A VVT képzddés (masnéven eritropoezis) egy szigorian szabalyozott folyamat, melynek
soran a VVT-k folyamatosan képzddnek a csontveldben taldlhatd, ugynevezett ,.fészkekben”
vagy vérszigetekben. Az eritropoezis fobb 1épéseiben els6ként a hematopoetikus Ossejtek, majd
a burst-forming eritroid egység (BFU-E), ezt kovetden a koloniaképzo eritroid egység (CFU-
E), majd a proeritroblaszt, a bazofil eritroblaszt, a normoblasztok, mig végiil az érett
retikulocitak fejlodnek ki [2, 3]. Az eritrocitak képzddésének ,,mester regulatora” az
eritropoetin  (EPO) nevli hormon, mely a veseglomerulusokban, a juxtaglomerularis
komplexben termel6dik [4].

Az eritropoezis specialis mikrokornyezetét, az eritroblaszt szigeteket Bessis ¢s munkatarsai
jellemezték elséként. Kimutattdk, hogy az eritroblaszt sziget k6zépen egy makrofag talalhatd
(,,nurse macrophage”) a differencial6do eritroblasztokkal koriilvéve [5]. Megallapitottak, hogy
a makrofagoknak kettds szerepiik van a VVT differencidlodéasa soran; egyrészt biztositjak a
vasat a hem szintézishez, masrészt fagocitaljak az eritroblasztbol kilokddd sejtmagot a VVT
differencialodasanak végso 1épésében [6]. A VVT sejtmag nélkiili 1éte sokaig foglalkoztatta a
kutatokat. Valdsziniisitik, hogy a sejtmag hidnya tobb szempontbdl is elényds a VVT szamadra.
Egyrészt a sejtmag nélkiilli VVT hemoglobin (Hb) tartalma magasabb lehet, igy tobb oxigént
képes szallitani, masrészt jobban deformalhato, mely fontos szempont a 6-8 um méretii VVT

5-10 um atmér6ji kapillarisokon valo athaladasakor [7, 8].
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4.1.2 A hemoglobin, mint a vorosvérsejtek legfébb alkotdeleme

A Hb elsédleges feladata az oxigén szallitasa a tiid6 fel6l a szervek iranyaba és a szén-
dioxid eltavolitasa a vérkeringésb6l. A VVT szaraz tomegének legnagyobb hanyadat, mintegy
96%-at a Hb adja. A Hb koncentracié a VVT-ken beliil magas, 1 g VVT megkozelitéleg 0,3 g
Hb-t tartalmaz. A Hb molekula szerkezetét Perutz és munkatarsai hataroztak meg [9]. A Hb
molekula négy alegységbdl all, mely mindegyike tartalmaz egy globularis fehérjerészt és egy
hozza szorosan kapcsolodo hem prosztetikus csoportot. A hem (vas protoporfirin IX) egy 4 taga
heterociklusos gytirib8l all, melynek kdzepén egy Fe?* ion taldlhato. A Fe?* a 4 db pirolgyiirti
nitrogén atomjaihoz, illetve a globinban talalhat6 hisztidin imidazol gytriijének nitrogén
atomjdhoz koordinaldodik, a 6. koordindcios hely alkalmas az oxigén reverzibilis kotésére. A
Fe?* és oxigén kozott 1évé kapcsolatot rezonancia formaként is le lehet irni, melyet az alabbi
4bra szemléltet (1. Abra). Az egyik klasszikusnak tekinthetd hatarszerkezeti forma a Fe?* (ferro)
és O, kozotti kapcsolatot szemlélteti, mig a masik a Fe** (ferri) és szuperoxid anion kozotti

kotodésként irhato le [10].

O
0:

:Q(/;O: O/
\ ?,H \ \\]I;lH

T, U,

1. abra A vas és az oxigén kapcsolatit leiré hatirszerkezeti formak. A Fe?* és oxigén

kozotti kapcsolatban elektronvandorlassal Fe®* és szuperoxid anion alakulhat ki. Forras:
https://femployees.csbsju.edu/cschaller/Reactivity/oxygen/ORbinding.htm, Structure &

Reactivity in Organic, Biological and Inorganic Chemistry by Chris Schaller.

4.1.3 A VVT antioxidans rendszere, 6regedése

Fiziologias koriilmények kozott a VVT-ben talalhaté Hb 1-2%-a methemoglobin (metHb)
forméaban van jelen. A metHb-ban a hemvas oxidacids allapota +3, és ugy képzddik, hogy
bekotddése utan az oxigénmolekula (O2) nagyobb elektronegativitasanak koszonhetéen egy

elektront maga felé vonzva szuperoxid anionként (O2*) valik le a Hb-rél (1. abra). A
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szuperoxid anion egy reaktiv oxigéngyok (ROS), mely karosithatja a VVT membrant, illetve
részt vehet méas ROS formak kialakul4saban.

A VVT-k ROS elleni védelmét egy enzimatikus és nem-enzimatikus elemekbdl felépiilé
komplex antioxidans rendszer biztositja [11] (2. abra). Az enzimatikus rendszer egyik
legjelentdsebb eleme a Cu/Zn szuperoxid-dizmutaz (SOD1), mely a szuperoxid anion hidrogén-
peroxidda (H20>) alakulasat katalizalja. A keletkezé H2O2 vizzé alakitasat a katalaz, a glutation
peroxidaz (Gpx-1), illetve a peroxiredoxinok (Prdx1, Prdx2) katalizaljak [11, 12].

Auto-
oxidacio

—
_

o, 0O, reduktaz

[ e
H,O

#— HZO

Nem enzimatikus

ROS scavengerek:
Glutathion Trx(r) Trx(ox)

Aszkorbinsav NADPH NADP* TrxR

E vitamin G6PDH

NADPH NADP*

G6PDH

2. abra A VVT antioxidans mechanizmusai. Az oxigén kotdédése a Hb-hoz a Hb autooxidaciojat
inditja el, melynek soran MetHb (Fe®") és szuperoxid anion (O%") képzédik. A MetHb Hb-na
redukalodik, mely folyamatot a MetHb reduktaz katalizal, a szuperoxid anion pedig H202-da
alakul at, amit a szuperoxid dizmutaz (SOD) katalizal. Atmeneti fémionok (pl. Fe?* és Cu?")
jelenlétében a Oz és H,0O, reagal egymassal, mely reakcidoban hidroxil gyok (OH") keletkezik
(Haber Weiss reakcid). A katalaz, glutation peroxidazok (GPx) és peroxiredoxinok (PRX) a H,O,
vizzé alakulésat katalizaljak. Az antioxidans rendszer tovabbi fontos elemei a nem enzimatikus
gyokfogok, mint példaul a glutation, aszkorbinsav és E vitamin. Roviditések: SOD: szuperoxid
dizmutaz, GPx: glutation peroxidaz, PRX: peroxiredoxin, GSH: redukalt glutation, GSSG:
glutation diszulfid, GSR: glutation-diszulfid reduktaz, NADP*: nikotinamid adenin dinukleotid
foszfat, NADPH: redukalt NADP, G6PDH: gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz, Trx(r): redukalt

thioredoxin, Trx(ox): oxidalt thioredoxin, TrxR: thioredoxin reduktaz.
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Emellett meg kell emliteniink a redukalt glutationt, az aszkorbinsavat és az E vitamint,
mint a VVT legjelentdsebb nem enzimatikus antioxidansait, melyek szintén fontos szerepet
jatszanak a VVT ROS szintjének szabalyozasaban (2. abra).

Az antioxidans enzimek szerepét a VVT ¢letidejében szamos tanulmany vizsgalta.
Kimutattak, hogy SODI, Prdx1 vagy Prdx2 deficiens egerekben a VVT életideje lecsokken,
melynek hatterében fokozott ROS termel6dés all [13-15], ugyanakkor katalaz, illetve Gpx-1
deficiens egerekben nem tapasztaltak ehhez hasonlé jelenséget [11, 16].

Erdekes modon a Hb 6nmagéban is rendelkezik antioxidans tulajdonsigokkal, mely
hozzajarul a VVT-k komplex antioxidans védelmi rendszeréhez [10]. Ez a mechanizmus a
ciszteinhez kothetd, mely aminosav képes a hem zsebben keletkezd szuperoxid anionokat
semlegesiteni, és ez altal csokkenteni a Hb autooxidacidjanak a mértékét. Végezetiil, a VVT
antioxidans rendszerét a metHb reduktaz enzim teszi teljessé, mely a Hb autooxidacioja soran
keletkezd metHb-ban taldlhaté +3 oxidacios allapoti hem-vasat redukalja Fe?*-vé, ezaltal
visszaallitva a Hb oxigénkotd-képességét [17].

A 120 nap keringésben elt6ltott id6 soran a VVT eloregszik. Ezeket a VVT-ket makrofagok
fagocitaljak, els6sorban a 1épben [18]. Az eloregedett VVT-k csokkent metabolizmussal, kisebb
mérettel és nagyobb siirtiséggel jellemezhetdk [19]. Ezen kiviil a sejtek oregedési szakaszanak
legvégén a sejtfelszinen ugynevezett ,,egyél meg” szignalok jelennek mig, ugyanakkor az
egészséges VVT-t jellemz6 markerek eltiinnek a sejtfelszinr6l [20]. Az egyél meg szignalok
olyan molekuldk, melyek a VVT-ben eredendden is megtalalhatok, de az dregedés soran
modosulnak [18]. llyen egyél meg szignal molekulak példaul a foszfatidil-szerin, illetve a
foszfatidil-etanol-amin, melyek egészséges sejtekben a sejtmembran belsé felszinén
talalhatoak, ugyanakkor apoptotikus sejtek vagy eloregedett VVT-k kiilsé felszinén jelennek
meg [21]. A szialsav, illetve a CD47 membran-szintjének lecsokkenése a VVT membran
fluiditasanak csokkenésével van Gsszefliggésben, és szintén egyél meg szignalnak tekinthetd
[22-24].

4.1.4 A haptoglobin, hemopexin, hem oxigenaz-1 alkotta védelmi rendszer

Fiziologias korilmények kozott a VVT-K 1-2%-a az érrendszerben hemolizal. A
keringésbe keriilt Hb-t a haptoglobin (Hp), egy akut-fazis fehérje koti meg, mely 0,41-1,65
mg/mL koncentracidban van jelen a plazmaban (3. abra). A Hp-Hb komplexek a makrofagok

CD163 receptorahoz kotédnek és receptor-medialt endocitozis altal keriilnek felvételre [25,
26].
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Korabbi tanulmanyokban ramutattak a Hp alfa lancat kodold gén polimorfizmusara,
melynek kodominans atirédasa 3 kiilonbozé genotipust hoz 1étre: Hpl-1, Hp2-1 és Hp2-2. A 3
genotipus nem csak szerkezetében, de antioxidans, Hb ko6té és immunmodulald hatasaiban is
eltér egymastol [27]. A Hp2-2 genotipusrol ismert, hogy 1-es és 2-es tipusu diabéteszben noveli
a kardiovaszkularis sz6vodmények kialakulasat, mely osszefliggésben allhat azzal, hogy ezen
diabéteszes betegek carotis-plakkjaban a vas koncentracioja magasabb [28]. Szintén ennél a
betegcsoportnal irtak le, hogy az érelmeszesedéses plakkokban kevesebb simaizomsejt
talalhato, ugyanakkor nagymértékii a makrofag-infiltracio, mely az instabil plakkok jellemzdje
[29].

A plazmaban 1évé Hp koriilbeliil 3g Hb megkotésére képes, ami a keringésben 1évé Hb-
nak kevesebb, mint 1%-a. Massziv hemolizis esetén tehat az extracellularis Hb szintje
meghaladja a Hp kapacitasat, melynek kovetkeztében a Hp plazma szintje lecsokken, és a Hb

akkumulalodik a plazmaban (3. abra). A plazmaban bekovetkezik a Hb oxidacioja és a hem
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3. abra Extracellularis Hb és heme-koto fehérjék a plazmaban . A VVT-b6l kiszabadulva a Hb-t
a Hp koti meg és tavolitja el a keringésb6l. A Hp kotokapacitasanak kimeriilése utan a Hb
akkumulalodik a plazmaban és oxidalodik. Az oxidalt Hb-bol disszocialodd hem prosztetikus
csoportot a Hx koti, emellett a hem mas fehérjékhez (albumin, oi-mikroglobulin) és lipoproteinekhez
(HDL, LDL) is tud kotédni. Roviditések: ROS: reaktiv oxigéngyok; HDL: nagy stiriségii lipoprotein;
LDL: alacsony stirliségii lipoprotein. Forras: Gozzelino, R., Jeney, V., Soares, M.P., Mechanisms of
Cell Protection by Heme Oxygenase-1. Annual Review of Pharmacology and Toxicology, 2010. 50:
p 323-54.
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Az extracellularis hem megkotésére specializalodott plazma fehérje a hemopexin (HXx),
mely az ismert fehérjék koziil a legnagyobb affinitassal koti meg a hemet (Kd <1072 M) [32].
A Hx blokkolja a hem prooxidans és proinflammatorikus hatasait [33]. A hem-Hx komplexet a
keringésbdl CD91 receptorokon keresztiil veszik fel a sejtek receptor-medialt endocitdzis
révén. A CD91 receptor foként makrofagokban ¢és hepatocitakban, a majban és a lépben
expresszalodik [34]. A hem a hemopexin mellett albuminhoz, ol-mikroglobulinhoz és
lipoproteinekhez is kotddhet massziv intravaszkularis hemolizis esetén (3. abra) [35-39].

Miutan a hem a sejtek altal felvételre kertil, a citoszélban degradalodik, mely folyamatot a
HO-1 enzim katalizalja. A hem degradacidja soran ekvimolaris mennyiségii vas, szén-monoxid
(CO) és biliverdin keletkezik [40]. A hem molekulabol kiszabaduld vas fokozhatja a ROS
termelést a Fenton reakcid katalizalasa révén. Ezt megeldzendd, a vas tobbnyire a ferritin
molekula vasmagjaban redox inaktiv formaban keriil taroldsra, vagy ferroportin exporteren

keresztil az extracellularis térbe tril.

4.1.5 Hemolizis, hemorrhagia, VVT eredetd veszély asszocialt molekularis

mintdzatok

Mai ismereteink szerint szamos megbetegedés Osszefiiggésbe hozhaté a hemolizissel,
illetve hemorrhagias folyamatokkal, ami a VVT nem szabalyozott lizise nyoman alakul ki. A
hemolizis lehet intra- vagy extravaszkularis és szamos orokletes, illetve szerzett okra vezethetd
vissza. Az 6roklott hemolitikus betegségek hatterében tobbnyire a Hb, a VVT membran, illetve
egyéb a VVT milkddése szempontjabdl esszencidlis fehérjéket kodold gének mutacidja all. A
Hb-t kodolo gén mutacidja okozza példaul a sarlosejtes anémiat [41] és a thalasszémidkat [42].
A VVT membranjat érintd betegségként ismert a szintén oOrdkletes, a szferocitozis €s
elliptocitozis [43]. A gliikdz-6-foszfat-dehidrogenaz deficiencia szintén 6rokletes betegség, mai
ismeretek szerint az egyik leggyakoribb enzimhianyos allapot, melyben a VVT normalis
miikodése is gatolt, ezzel kdzvetve vérszegénységhez vezethet [44].

A hemolizissel jard szerzett betegségek csoportja szintén elég kiterjedt. Mechanikai
trauma, vagy kémiai behatas is eldidézhet hemolizist. E mellett nagyon fontos megemliteni a
kiilonféle infekciokkal Gsszefliggésbe hozhatd hemolizist, melynek hatterében allhat parazita
(pl. malaria), virus (pl. Dengue laz) vagy bakterialis fertézés is [45-48]. Ugyancsak
intravaszkularis hemolizis alakul ki disszeminalt intravaszkularis koagulacio soran, illetve a
szivsebészeti és egyéb miitéteknél, ahol extracorporalis keringés fenntartasa sziikséges [48, 49].

A hemolizises megbetegedések mellett szintén emlitésre méltéak a hemorrhagias

megbetegedések. Kozottik is megkiilonboztetiink orokletes és szerzett (masodlagos)
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hemorrhagidkat. Ordkletes betegségek kozé tartoznak a kiilonféle hemofilidk, mig
masodlagosan kialakuld példaul az atheroszklerotikus plakkban torténd vérzés, illetve a
kiilonb6zé kozponti idegrendszeri vérzések. A leggyakoribb agyat érintd vérzés az
intracerebralis hemorrhagia (ICH), melynek soran az agy belsejében 1év6 véredény sériil és a
vér az agyszovetbe szivarog. A subarachnoidalis hemorrhagia (SAH), a pokhalohartya alatti
vérzés. Ehhez az esetek tobbségében repedés altali aneurysma vezet, de akar fejet ért sériilés
kovetkeztében is kialakulhat. Intraventrikuléris vérzés (IVH) esetén pedig a vérzés a kamrai
rendszer iranyaba terjed. A szOveti allomany, az érelmeszesedéses plakk, illetve a
cerebrospinalis folyadék (CSF) Hb-, illetve hem-ko6té kapacitasa, valamint a Hb és hem
eltavolitasanak mechanizmusa a plazmahoz képest kevésbé ismert.

Massziv intravaszkularis hemolizis esetén a Hb és hem scavenger Gtvonalak taltelitddnek,
¢és a VVT-bol szabadda valo anyagok feldusulnak a plazmaban, a szoveti allomanyban, illetve
a CSF-ben [46, 50]. Szamos, a VVT-bdl hemolizis soran kiszabaduld anyagrol bizonyosodott
be, hogy veszély asszocialt molekularis mintazatként (DAMP) viselkedve steril gyulladast okoz
[51]. Ebbe a csoportba tartozik az ATP, az IL-33, a hdsokk protein 70 (Hsp70), rezidualis
mitokondrialis DNS, a ciklofilin A és a szabad hem is [52].

Az extracellularis ATP a P2X purinoreceptor 7 aktivacidjan keresztiil proinflammatérikus
IL-1pB és IL-18 citokin szekréciot indukal LPS-sel elokezelt makrofagokban [53-55]. Az IL-33
az IL-1 szupercsaladba tartozik, hatasat az ST2 receptorokon keresztiil fejti ki. Leirtak, hogy
571. A Hsp 70-r6l ismert, hogy agyi sérillések esetén stimuldlni képes a
monocitakat/makrofagokat, mikrogliat, illetve a dendritikus sejteket is TLR2 illetve TLR4,
[58]. A mitokondrialis DNS-r6l feltételezik, hogy steril gyulladasban részt vesz a TLR9 titvonal
aktivaciojan keresztiil [59]. Tovabba az is ismert, hogy a mitokondrialis DNS direkt médon
aktivalni képes az NLRP3 inflammaszoma kialakulasat, ez altal IL-1p szekréciot indukal
makrofagokban [60]. A ciklofilin A szintén egy ismert DAMP, mely makrofagokon pro-
megbetegedésben lehet szerepe (pl. rheumatoid arthritis, majgyulladas, szepszis) [61-63].

A dolgozat témajat adé Hb-eredeti DAMP-ek képzddése, illetve pro-inflammatorikus

tulajdonsagai a kovetkezd fejezetben keriilnek bemutatésra.
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4.2 A Hb oxidacidja, a hem és oxidalt hemoglobin formak
proinflammatorikus tulajdonsagai

4.2.1 A hemoglobin oxidacidja

A vOrosvérsejt antioxidans rendszere segitségével képes a Hb-ban talalhaté hem vasat a
ferro oxidacios allapotban tartani, illetve, ha mar kialakult a ferri forma, azt visszaredukalni. A
védelmi mechanizmus a vordsvérsejten kiviil nincs jelen, igy az extracellularis térben a Hb
oxidacioja bekovetkezik [64]. A Hb oxidacioja egy komplex folyamat, melyet tobb, fiziologias
koriilmények kozott a vaszkulatiraban jelenlévd oxidald agens indukalhat, mint példaul a

hidrogén-peroxid (H202) vagy a nitrogén-oxid.

1. tablazat A hemoglobin oxidacidjanak lépései és a reakciokban képzodo Hb

Képz6do forma

(1)  Hb(Fe*)O, — Hb(Fe**) + Oy" Methemoglobin

(2)  Hb(Fe*")O; + H20, — Hb(Fe**'=0 %) + H,0 + O, Ferrylhemoglobin

(3)  Hb(Fe*) + H202 — Hb™(Fe**= 0 %) + H.0 Ferrylhemoglobin globin
gyok

(4)  Hb(Fe*=0 %) + 2H*— Hb""(Fe*") + H.0 Methemoglobin globin
gyok

(5)  Hb(Fe*") + Hb™(Fe*") — (Fe*") *Hb — Hb*(Fe*") Kovalensen keresztkotott
methemoglobin multimer

A folyamat els6 1épésében az oxiHb autooxidacioja torténik meg, melynek soran metHb
képzodik (1. reakcio). Ez a Hb-t6] a hem prosztetikus csoportban 1év6 vas oxidacios allapotaban
tér el (Hb: ferro, Fe?*, metHb: ferri, Fe3*). Az oxiHb 2 elektronos oxidacidja soran ferrylHb
keletkezik, melyben a hem-vas oxyferryl formaban (Fe**=0) van jelen (2. reakcié). A metHb
tovabbi oxidacidja soran ferrylHb globin gyok jon létre (3. reakcio). A ferrylHb-ban talalhaté
oxoferryl ion instabil, keletkezése utan intramolekularis elektron transzfer révén elektront vesz
el a globin lancok kitiintetett aminosav oldallancair6l, és ferri formava redukalodik (4. reakcio).
A globin lancokon visszamaradt parositatlan elektronok a Hb alegységek kozott stabil kovalens
kotéseket alakitanak ki, ez altal kovalens modon keresztkotott Hb multimerek képzédnek (5.
reakcio). A hem vas oxidacids allapota befolyasolja a Hb alegységek szerkezetét. A vas
oxidacidja olyan torzuldst idéz el6 a molekuldban, mely csokkenti a hem-globin kotés
mennyiségét vizsgalva megallapitottak, hogy a metHb-ban 1évé hem csoport 3,4-szer, a

ferrylHb-ban 1év6 hem pedig 5-szor akkora mértékben hajlamos a disszociaciora mint a ferro
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vasat tartalmazo Hb [65]. Az extracellularis Hb oxidacidja tehat szamos potencialis DAMP —
ugymint metHb, ferrylHb, kovalens moédon keresztkotott Hb multimerek és hem -
képzddéséhez vezet, melyek koziil korabbi tanulményokban leginkdbb a hem

proinflammatorikus hatasait vizsgaltak.

4.2.2 A hem velesziiletett immun receptorokon kifejtett proinflammatérikus
hatasai

4.2.2.1 A hem medialta TLR4 aktivacio

A TLR4 a Toll-like receptorok csaladjaba tartozo6 innate immun receptor. Legismertebb
ligandja az LPS, mely a Gram-negativ baktériumok kiilsé membranjanak alkotoeleme. A TLR4
aktivacié kovetkeztében a nuklearis faktor kappa B (NF-kB) transzkripcios faktor

transzlokalédik a sejtmagba, és fokozza szdmos proinflammatorikus gén expresszidjat,

crer

[66].

A hem TLR4 aktivaciot eldidézd hatasat elsdként Figueiredo és munkatarsai figyelték meg.
Kimutattak, hogy a hem az LPS-hez hasonlé moédon és mértékben TNF-o szekréciot indukal
makrofagokban [67]. A hem-indukalt TNF-o szekrécid6 TLR4 deficiens egerekbdl szarmazo
makrofagokban nem kovetkezik be. Szintén kulcsszerepet jatszik a folyamatban a TLR4
adaptor fehérje, a myeloid differencialé 88 faktor (MyD88) és a TLR4 koreceptora, a CD14 is
[67]. Tovabba azt is kimutattak, hogy a proinflammatorikus hatas kivaltasahoz sziikséges a hem
gylrll integritasa, ugyanis a vas ion onmagaban, illetve a vasat nem tartalmazo protoporfirin [X
egyike sem indukal TNF-a szekréciot [67]. A hem magasabb dozisban TLR4/MyD88-fiiggd
modon  programozott nekrozist indukal makrofagokban, ugyanakkor TLR4-fliggetlen
utvonalon ROS képzddést general [68].

A hem medialta TLR4 aktivacio jelentds szerepet jatszik az intracerebralis vérzés altal
keltett neuroinflammacié kialakulasaban. Lin és munkatarsai TLR4 deficiens és vad tipusu
egerekben intracerebralis vérzést indukaltak, és TLR4 hidnyaban kisebb mértékii gyulladast és
csokkent mértékii 6démat talaltak [69].

A makrofagok mellett a hem endotélsejtek aktivacidjaban is részt vesz. Az endotélsejtek
egyik f6 funkcidja, hogy barriert képeznek a vér és a szovetek kozott. A gyulladast keltd
stimulus az endotélsejtek aktivaciojat okozza, amelynek legmarkansabb jele az adhézids
molekulak fokozott expresszidja [70, 71]. Wagener és munkatarsai irtak le, hogy a hem fokozza
az intercellularis adhéziés molekula-1 (ICAM-1), a vaszkularis sejtadhézidos molekula 1

(VCAM-1) és az E-szelektin expresszidjat human umbilikalis véna endotél sejtekben (HUVEC)
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[72]. Belcher és munkatarsai kimutattak, hogy a hem altali endotél aktivacio TLR4-fliggd
utvonalon torténik, és bizonyitottak, hogy a hem-medialta TLR4 aktivacionak koroki szerepe
van sarlosejtes anémiaban. Hem hatasasra az endotélsejtekben talalhato Weibel-Palade testek
degranulacidja, a von Willebrand faktor (vVWF) aktivacioja, és NF-kB aktivacio kovetkezik be,
mely hatasok TLR4 inhibitorral blokkolhatok, illetve TLR4 deficiens egérben nem kévetkeznek
be [73].

4.2.2.2 A hem-medialta NLRP3 aktivacio

A NOD-like receptorok az intracellularis mintazatfelismeré receptorok csaladjaba
tartoznak. Szerkezetileg harom f6 doménjiik van: a C-terminalis leucinban gazdag ismétl6do
(LRR) domén, a nukleotid oligomerizaciés domén (NOD vagy NACHT) és az N-terminalis
kaszpaz recruitment (CARD) vagy pyrin (PYD) domén [74, 75]. A NOD-like receptorok a
DAMP-ok ¢és PAMP-0k felismerését kovetden az inflammaszoéma komplex Osszeszerelddik
[76, 77]. Az NLRP3 inflammaszoéma a szenzor molekulan kiviil egy adaptor fehérjébdl (ASC
(apoptozis-asszocialt ,,speck-like” fehérje)) és egy pro-kaszpaz -1 enzimbdl épiil fel.

PAMPok
DAMPok
TNF

/
J
Inflammaszéma
oOsszeszerel6dés

4. abra Az NLRP3 inflammaszéma aktivaciéjanak utvonala. Az NLRP3 inflammaszoma
aktivaciojahoz 2 szignal sziikséges. Az egyik szignal eredményeképpen NF-«kB aktivacio, pro- IL-
1B és pro-1L-18, valamint NLRP3, ASC és pro-kaszpaz-1 képzédik. A masik szignal, - mely lehet
alacsony intracellularis K*, magas Ca?*, fokozott ROS termelés, illetve lizoszéma ruptira -
kovetkeztében aktivalodik az NLRP3, ASC és pro-kaszpaz-1-et tartalmazo platform, a kaszpaz-1
aktivalodik, €s hasitja a pro-citokineket, aminek kovetkeztében aktiv IL-1B és IL-18 képzddik és
szekretalodik.
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Az NLRP3 inflammaszéma aktivalasahoz jellemzden két stimulus sziikséges (4. abra). Az els6
stimulus az NF-«xB ttvonal aktivacidjahoz, az inflammaszéma komplex osszetevdinek és a pro-
IL-1, illetve pro-1L-18 mRNS, majd fehérje expressziojahoz vezet.

A masodik stimulus, DAMP-ok és PAMP-ok hatasa altal az inflammaszéma komplex
Osszeszerelodéséhez ¢€s végeredményben a kaszpaz-1 enzim aktivaciojahoz vezet. Az aktiv
kaszpaz-1 hasitja a pro-1L-1p-t, illetve pro-1L-18-t. A folyamat utolsé 1épéseként a hasitott aktiv
citokinek szekretalodnak a sejtbol [78, 79].

A hem proinflammatorikus hatasait vizsgalva Dutra és munkatarsai kimutattak, hogy a hem
IL-1B szekréciot indukal LPS-sel eldkezelt makrofagokban. Bizonyitottdk, hogy a hem az
NLRP3 inflammaszéma aktivacidjan keresztiil fejti ki e hatasat, ugyanis kaszpaz-1 illetve
NLRP3 deficiens egerekbdl szarmazé makrofagokban nem tapasztaltak IL-1B szekréciot. Az
NLRP3 inflammaszoma aktivaciojahoz a hem molekulanak intakt modon, szerkezetét
megorizve kell jelen lennie, hiszen sem a vas dnmagaban, sem pedig a protoporfirin IX nem
munkatarsai a protoporfirin X molekulaval is tudtak IL-1B szekréciot indukalni LPS-el
elékezelt makrofagokon [81].

A Dutra és munkatarsai altal publikalt tanulmanybol lathato, hogy a hem medialta NLRP3
inflammaszdéma aktivacidjahoz két szignalra van sziikség. Az elsé szignal példaul LPS vagy
TNF-a, melynek hatdsara az NF-kB transzlokalodik a sejtmagba, és pro- IL-1f, pro-kaszpaz-1,
¢s NLRP3 transzkripciojahoz vezet. Megfigyelték azt is, hogy a hem a 1ép tirozin kinaz (Syk)
foszforilacigjat indukalja, mely kozvetlentl mitokondridlis ROS (mtROS) képzddését
indukalja. Emellett a hem indukalja a NADPH oxidaz 2-t, mely szintén mtROS termel6déséhez
vezet, illetve szintén hatassal van a hem a K*-ionok kidramlasara. Ezen hatasok 6sszességének

koszonheté az NLRP3 inflammaszoma komplex dsszeszerelédése [80].

4.2.3 Az oxidalt Hb-formak proinflammatérikus tulajdonsagai

A hemhez viszonyitva sokkal kevesebb informacio all rendelkezésre az oxidalt Hb formak

.....

.....

lipidperoxidaciot, és foként a metHb fokozza a ROS termelést szamos sejttipusban [82-84].

Silva és munkatarsai vizsgaltak a kiilonb6z6 Hb redox formék proinflammatorikus hatasat
endotélsejteken. Kimutattak, hogy a ferrylHb indukalja az adhéziéos molekulak (ICAM-1,
VCAM-1, E-szelektin) expressziojat HUVEC sejteken, ugyanakkor a Hb és metHb nem okoz
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endotélsejt aktivaciot. A ferrylHb az aktin citoszkeleton atrendezédését is indukalja, melynek
kovetkeztében sériilt az endotél réteg integritdsa. Tovabba azt is megallapitottak, hogy a
ferrylHb altal indukalt gyulladasi valasz az aktin polimerizaciojatol fiigg, és a c-Jun N-
terminalis kinaz (JNK) és a p38 mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) szignal atvonalak
aktivalodasaval jar egyiitt [85]. A ferrylHb endotélsejtekre kifejtett proinflammatorikus hatasa
fliggetlen a hem disszociacigjatol, melyet az bizonyit, hogy a metHb, melybdl ugyanakkora
mértékben szabadul fel a hem, nem indukalja a sejteket. Tovabbi bizonyitéka a ferrylHb
kozvetlen proinflammatérikus hatdsanak az, hogy hatasat TLR4 fiiggetlen modon fejti ki,
ugyanakkor a hem hatasa TLR4 dependens [85].

A kiilonféle Hb redox formék porinflammatérikus hatdsat intraventrikularis vérzéssel
Osszefliggésében is vizsgaltdk. Intraventrikularis vérzés modellben korasziilott nyulak
cerebrospinalis folyadékaban kimutattak a metHb jelenlétét, melynek koncentracidja a vérzést
kovetd 24-72 ordban folyamatosan emelkedett, és korrelaciét mutatott a proinflammatorikus

TNF-a szintjével [86].

4.3 Az endotélsejtek szerepe gyulladasi folyamatokban

4.3.1 Az endotélsejtek jellemzdi, funkcidja

Az endotélsejtek barriert alkotnak a vér és a szovetek kozott, emellett pedig szamos mas
folyamatban kulcsszerepet toltenek be. Az erek falat beborité endotél réteg teljes feliilete 100-
350 m?-re becsiilhetd, az emberi testtomeg koriilbeliil 1%-at alkotja. Tomegénél fogva egyes
kutatok 6nalldé metabolikus és endokrin szervként tekintenek az endotélsejtekre [87]. Az
endotélsejtek élettartama nagyjabol egy év [88]. A legtobb szdvetben egyrétegii laphamot
alkotnak, ennek vastagsaga kb. 0,5-2 um. Funkciojuk sokrétii, részt vesznek az érfal tonusanak
szabalyozasaban, a hemosztazis fenntartdsdban, biztositjak az oldott tadpanyagok felvételét a
vérbdl a szovetek szamara, antikoaguldns és tromborezisztens felszint biztositanak. Vazoaktiv
hormonokat képesek aktivalni és inaktivalni, a fehérvérsejtekkel pedig dinamikus kapcsolatban

allnak, gyulladas esetén segitik azok eljutasat a szovetekbe.

4.3.2 Az endotélsejtek barrier funkcidja

A vér és szovetek kozott 1€vo barrier szempontjabol az endotélium folytonos €s egyrétegii
lapham szerkezete rendkiviil meghatarozo. A barrier kialakitasdban adhézids molekuldk
vesznek részt, melyek fontos szerepet toltenek be a vaszkularis permeabilitas szabalyozasaban
is. Az endotélrétegen a sejtek kozott talalhato réseken keresztiil paracellularis modon, vagy a

sejten keresztiil transzcellularis modon johet 1étre transzport. A transzcellularis transzport
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szelektiv csatornakon keresztiil, vagy kaveolak segitségével megy végbe. Ezen barrierrél
ismert, hogy sejteket nem enged at, azonban tapanyagok, a szoveti anyagcsere termékek, illetve
az oxigén transzportja megvalosulhat.

A barrier funkcié fenntartdsaban szerepet jatszo adhézios molekuldk transzmembran
glikoproteinek, ezekhez intracellularisan kapcsolomolekulakon keresztiil citoszkeletalis
elemek rogziilnek. Ezen kotderdk segitségével valosul meg a sejt-sejt €s sejt-matrix kapcsolatok
fenntartasa. Az adhézidés molekulaknak a barrier kialakitasa mellett egyéb funkciojuk is van.
Szerepet jatszanak a haromdimenzids struktirdk kialakitdsaban, a sejtek kozotti
kommunikécidban, sejtndvekedésben, differencialédasban, illetve a migracioban is.

Funkcidjukat tekintve az adhéziés molekulak részt vehetnek (i) endotélsejtek kdzotti, (ii)
endotélsejt-extracellularis matrix kozotti, illetve (iii) egyéb sejttipusokkal, mint példaul
endotélsejt-leukocita kozotti kapcsolat kialakitdsdban. A szomszédos endotélsejtek kozott
1étrejovo kapesolat homotipikus, melynek a barrier funkcié szabdlyozésaban és az 6sszefiiggli
endotélréteg kialakitasaban jatszik szerepet. A szomszédos endotélsejtek kozott adherens,
szoros (tight) és rés (gap) sejtkapcsold strukturak alakulnak ki. Ezen kapcsolatok koziil az
adherens kapcsolatok vannak talstilyban az endotélsejtek esetében. Az adherens sejtkapcsolat
foként a sejtek egymashoz kapcsolddasanak kialakulasaért felelds, mig a szoros kapcsolatok a
makromolekulak és fehérjék szabad atjutasat gatoljak az endotéliumon. Az utdbbi struktarak
kialakitdsaban a nektinek, az okkludin ¢€s a klaudinok, illetve a junkcios adhézids molekuldk
(JAM) vesznek részt. Az adherens sejtkapcsolatok kialakitdsdban a vérlemezke endotélsejt
adhézios molekula (PECAM-1), a CD99 és a VE-kadherin — mely intracellularisan kotédik az
aktin filamentumokhoz — jatszik szerepet. A VE-kadherin egy olyan transzmembran fehérje,
mely a vaszkuldris endotéliumra jellemzd, és feladata a sejtek egymashoz rogzitése dinamikus
moddon. A VE-kadherin szerepe esszencialis a normalis adherens kapcsolatok kialakitasaban és
ezaltal a barrier funkci6 fenntartdsaban.

Az endotélsejtek az extracellularis matrixszal is kapcsolatot alakitanak ki, melyben a
heterodimer integrinek szerepe a legjelentdsebb. Legfontosabb ligandumaik matrixfehérjék
(fibronektin, vitronektin, kollagén, laminin), ezek tartjak fenn a sejtkozotti allomany
rostrendszerét a sejtfelszinen 1évo fehérjékkel és igy a sejtvazzal is. Ezen kapcsolat 4ltal valik
stabilld a szoveti szerkezet, illetve a sejtmigracioban is szerepet jatszik, segitve a sejtek
vandorlasat.

Az endotélsejtek emellett egy specifikus kapcsolatot is kialakitanak, ez az endotél-
leukocita kapcsolat, melynek a gyulladasos reakcioban van szerepe. Az endotél-leukocita

kapcsolat kulcsszerepet jatszik a leukocitak lelassitasaban €s a sejtek endotél felszinhez valo
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részleteiben a 4.3.4 fejezetben mutatom be.

4.3.3 A vaszkularis tonus és a hemosztazis szabalyozasa

A vaszkularis tonus szabalyozasaban tobb, endotélsejtek altal termelt szabalyoz6 molekula
vesz részt. Vazodilatatorok csoportjaba tartozik példaul a nitrogén-oxid (NO), illetve a
prosztaciklin (PGIl.) [89], vazokonstriktorok ko6zzé tartozik az endotelin-1 (ET-1) és a
tromboxan (TxAz), melyek az endotél réteg alatt nyugvd simaizomsejtek tonusanak
szabalyozasaban vesznek részt [90]. Az ér tonusat a vazokonstriktorok, és a vazodilatatoroknak
egyensulya hatdrozza meg, normal koriilmények esetében a vazodilatatorok hatdsa a dominans
[89-91].

A hemosztazis kialakitasat tekintve az endotélsejtek altal termelt faktorokat két csoportra
lehet osztani. Véralvadasgatlo (antikoaguléns, illetve antitrombotikus) és véralvadast fokozo
(prokoagulans és protrombotikus) szabalyozok, ezek a sejtfelszinhez kototten, szolubilis
formaban vannak jelen. A véralvadasgatlo faktorok megakadalyozzdk a vérlemezkék

crer

véralvadasi folyamat 1épését segitik el6 és a vérlemezkék aktivacigjaban, illetve
szerepe a nitrogén-oxidnak és prosztaciklinnek van [93, 95]. Az endotélsejtek feszinén
termel6dd trombomodulin a trombin megkdtése altal és protein-C aktivalasaval egylitt az
endotélsejteket antitrombotikus allapotban tartja. A véralvadasi kaszkad elinditasaban szoveti
faktor és a von Willebrand faktor (vVWF) jatszanak szerepet. A vWF endotélsejtekben
termelddik és az igynevezett Weibel-Palade testekben van tarolva [93]. Innen valamilyen hatas,
aktivacio példaul sériilés utjan képes kiliriilni és az ér sériilt részéhez tapad, stabilizalva a

véralvadasi VIII-as faktort és elinditva a kaszkadot. A vWF-al egyiitt tud a felszinre jutni a P-

crer

4.3.4 Az endotélsejtek aktivacidja, adhézidés molekuldk szerepe a
gyulladasban
Az endotélsejtek anti- és proinflammatorikus mediatorokat termelnek, melyek szerepet
jatszanak a gyulladasi folyamatok szabalyozasdban. Az endotélsejtekben mikrobidlis stimulus
(pl. LPS) hataséara vagy gyulladast kivaltd citokinek (pl. IL-1B, TNF-a) jelenlétére reagalva

megvaltozik az adhézidos molekuldk expresszidja és megnd az endotélréteg permeabilitasa.
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Emellett a proinflammatoérikus citokinek és kemokinek termelddése fokozottd valik. Ezen
folyamatok teszik lehetévé a leukocitak bearamlasat a sériilt vagy gyulladt szoveti teriiletre.

A leukocitak endotél rétegen valo atjutdsanak elsd 1épésében a vérben aramlé leukocitak
kemokin gradiens hatasara a sériilés kozelébe keriilnek (5. abra). A leukociak felszinén
talalhatd szialsav és fukoz tartalmua glikoproteinek tranziens modon Osszekapcsolddnak az
endotélsejtek felszinén expresszalodd E-szelektinnel, ami a leukocita lelassulasat, a leukocita
endotél felszinen vald gordiilését eredményezi [96]. A gordiilésben és lassitasban tovabbi
szelektinek, a leukocitan expresszalodo L-szelektin, valamint a P-szelektin is szerepet jatszik
[96]. A P-szelektin az endotélsejtek Weibel-Palade testjeiben és a vérlemezkék alfa-
granulumaiban inaktiv allapotban talalhatd, ahonnan stimulus hatdsdra szabadul fel és
aktivalodik [97].

A szelektinek sejtfelszini expresszidjanak fokozodasa a leukocitdk gordiilésének
lassulasahoz vezet, melyet citokinek (pl. IL-8, IL-6) és kemokinek felszabadulasa kovet (5.

abra).
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5. abra A transzmigracié szabalyozasa endotélsejteken. Az endotélium aktivacidja soran az
adhézios molekulak megndvekedett expresszidjanak hatasara az erekben keringd sejtek lassulnak,
majd gordiilni kezdenek az endotélrétegen. A proinflammatorikus citokinek aktivaljak a
leukocitakat, az adhézi6 stabilizalodik. A transzmigracid folyamataban az endotélsejtek kozotti
kapcsolat részlegesen felbomlik, mig a leukocitakkal szoros kapcsolat alakul ki. Forrds: Sutton
N.R., Baek A., Pinsky D.J. (2014) Endothelial Cells and Inflammation. In: Mackay I.R., Rose N.R.,
Diamond B., Davidson A. (eds) Encyclopedia of Medical Immunology. Springer, New York, NY
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A pro-inflammatoérikus citokinek aktivaljak a lelassult leukocitdkat, és az adhézio
stabilizalodik. Ez altal a fehérvérsejtek leukocita funkcionalis antigén (LFA-1) integrin az
intracellularis adhézios (ICAM-1/2) molekulakkal és a nagyon késdi antigén (VLA-4)
integrinjei az endotélsejtek VCAM-1 molekulaival hoznak 1étre szoros kapcsolatot [96]. Ezt
koveti az utolso 1épés, melyben a transzmigracio térténik meg a CD99 és a PECAM-1 adhézids
molekulak altal (5. abra). A transzmigracié soran az endotélsejtek kozott 1évé kapcsolat
részleges felbomlasa figyelhetdé meg, mig a leukocitakkal a szoros kapcsolat megmarad [98].
Ezutan az endotélsejtek kozotti rések zarddnak az egysejtréteg sériilése, illetve a permeabilitas
jelent6sebb valtozasa nélkiil (5. abra).

A leukocitakrol az is ismert, hogy képesek alternativ médon, transzcellularisan is atjutni

az endotél rétegen, a sejtek kozotti kapcsolat megzavarasa nélkiil [99].

4.3.5 NLRP3 inflammaszéma aktivacié endotélsejteken

Az endotélsejtek expresszaljak a velesziiletett immunrendszer szamos receptorat, melyek
segitségével érzékelik és reagalnak a keringésbe jutott PAMP és DAMP molekulakra [100].
Ennek megfeleléen korabbi munkdkban kimutattak, hogy az endotélsejtek expresszaljdk az
NLRP3 inflammaszéma komponenseit, ¢és szdmos DAMP-r6l bebizonyitottdk, hogy
endotélsejtekben NLRP3 inflammaszoma aktivaciot és IL-1p szekréciodt indukalnak [101]. Az
NLRP3 inflammaszoma aktivacio egyik legjelentdsebb induktora endotélsejtekben a magas
gliikoz szint és az elérehaladott glikacios végtermékek (AGE). A magas gliikoz és AGE altal
indukalt NLRP3 aktivacio szerepet jatszik a diabéteszhez tarsuld endotélidlis diszfunkcid
kialakulasaban [102]. Az NLRP3 inflammaszoma aktivaci6 ROS termeléssel és az
endotélsejtek bizonyos foku nekrozisaval jar egylitt, melynek soran tovabbi DAMP-0k pl. high
mobility group box-1 (HMGB1), vagy ATP szabadulnak ki a nekrotizalo sejtekbdl. AzHMGB1
¢s az ATP tovabbi NLRP3 inflammaszéma aktivacidt indukal, igy az endotél diszfunkcid
tovabb fokozodik [103-105]. Az NLRP3 inflammaszoma aktivacidjaval osszefiiggd endotél
diszfunkciot a diabétesz mellett szamos mas betegségben is megfigyelték [102, 106-110].

4.4 A koraszulotteket érint6 intraventrikularis vérzés (IVH), a hem és
oxidalt Hb formak szerepe

4.4.1 A koézpontiidegrendszer felépitése, a vér-agy gat szerepe

A kozponti idegrendszer, melyet az agy és a gerincveld alkot egy rendkiviil komplex
halozat, mely kiilonboz6 elektromos vagy kémiai ingerek hatasara precizen és dsszehangoltan

miikodik. Ennek a kornyezetnek a létrehozdsdhoz és fenntartdsdhoz specialis barrierek
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alakultak ki a kozponti idegrendszerben. Ezek a cellullarisan kialakuld rendszerek egyes
esetekben elkiilonitik, maskor &sszekapcsoljak az idegi szoveteket vagy a cerebrospinalis
folyadékot (liquor) és a vért, ezzel irdnyitva az agyba és az agybol torténd aramlést. Kontrollalni
tudjak a nélkiilozhetetlen tapanyagok felvételét, illetve eltavolitjak a felesleges vagy artalmas
anyagokat a kozponti idegrendszerbdl. Elmondhatjuk tehat, hogy fizikai, metabolikus és
immunologiai szempontbol fontos barriert képeznek, amelynek kritikus szerepe van a
transzport funkciokban [111]. Ezen barriert alkotja a vér-liquor barrier a choroid plexusban, az
arachnoid barrier, illetve a vér-agy-gat is (blood-brain barrier; BBB) [112]. Ezek koziil is a
legkiterjedtebb a vér-agy gat, becslések szerint ezerszer nagyobb, mint a vér-liquor alkotta
barrier [113]. A vér-agy gat egy rendkiviil szelektiven miikkdd rendszer, melyet a cerebralis
endotélsejtek alkotnak az agy kapillarisaiban, arteriolakban és kis vénakban, melynek
nélkiilozhetetlen szerepe van a kozponti idegrendszer homeosztazisanak fenntartasaban [111].

Az agyi kapillarisokat béleld endotélsejtek lapos sejtek, amelyekre jellemzd a folytonos,
szoros (intercellularis) kapcsolatok [114] a nagyszamu mitokondrium [115] és a kaveolak
alacsony szama a luminalis membranban [116]. A szoros kapcsolatok, amelyek a szomszédos
sejtek membranjai k6zott alakulnak ki, folyamatos, dvszerii struktarat hoznak létre a sejtek
apikalis részén. Az agyi endotélsejtek a tobbi endotélsejtre jellemzd tulajdonsagok mellett még
epitélsejtekre jellemz6 tulajdonsdgokat is magukban hordoznak: folyamatos szoros
kapcsolatokat alakitanak ki, alacsony a pinocitozis €s magas elektromos ellenallas jellemzi
6ket. Mindezen tulajdonsagok elengedhetetlenek a barrier funkci6 ellatasahoz az agyban [111].
Az endotélek altal 1étrehozott barrier permeabilitasat befolyasoljak a sejtek kozott kialakuld
tight (szoros illeszkedés) és adherens junkcidk. Elébbi kapcsolodas létrehozasdban szamos
transzmembran protein, igy okkludinok és klaudinok vesznek részt. Ezek mellett a zonula
occludens (ZO-1, Z0O-2) fehérjék és az adherens junkcio kialakitasaban részt vevé adhézios

molekulak is jelentds szerepet toltenek be.

4.4.2 Az intraventrikularis vérzés el6forduldsa koraszulottekben

Az intraventrikularis vérzés (IVH) egy gyakorta el6forduld komplikacio korasziilotteknél.
Nemrég megjelent tanulmanyok szerint az 1500 g alatti sulyt korasziilottek mintegy 15-20 %-
at érinti, mig 500-750 g sulyu korasziilottek esetén az eléfordulasa joval gyakoribb, kozel feliik
érintett lehet [117-119]. Az IVH-t kovetd halandosagi rata igen magas, nagyjabol az IVH-n
atesett korasziilottek 20-50 %-a veszti életét, illetve tGlélés esetén is magas az esélye az

idegrendszeri fejlodés visszamaradasanak [120].
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A magzati agyfejlodés soran a neuronok ¢€s gliasejtek az igynevezett germinalis matrixbol
(GM) vandorolnak ki, mely egy erésen vaszkularizalt, vékony réteg. Ez a teriilet a terhesség
8-28. hete kozott a legaktivabb, majd felszivodik, és egészséges tjsziilottekben a8 GM mar nem
talalhato meg [121]. Korasziilottek esetében az IVH oka a GM vérzése, ami abbol adodik, hogy
a GM Kkapillaris rendszere rendkiviil érzékeny és sériilékeny, igy nem tud megfeleléen
alkalmazkodni a korasziilottek vérnyomas-ingadozasahoz. Mivel ez az IVH a GM-bdl indul ki,
szamos irodalmi el6zményben GM-1VH-ként hivatkoznak erre a tipust vérzésre [122].

A GM-IVH-nak sulyossagat tekintve négy stadiumat kiilonboztetjik meg. Az elsé
stadiumban a vérzés koriilhatarolt. A masodik stadiumban a vérzés betor az agykamrakba, mig
a harmadik stadiumban a vérzés olyan nagyfoku, hogy az agykamrak tagulasat okozza. A
legsulyosabb negyedik stddiumban a vér az agyalloményba is betdr. Az IVH kovetkeztében
fokozodik a liquor termelddés, ugyanakkor a liquor elfolydsat akadalyozhatja a vérzés, igy
sulyos IVH-ban fokozodik az agykamrai nyomads. Ilyen esetekben sziikségessé valhat shunt

beiiltetés a liquor mesterséges elvezetése céljabol [123, 124].

4.4.3 A hem és oxidalt Hb formak szerepe a koponyaldiri vérzéseknél

A koponyaiiri vérzéseket kovetden a VVT lizise és a Hb akkumulacioja figyelheté meg a
liquorban [86, 125, 126]. A Hb mellett a Hb oxidacidja soran keletkezé metHb jelenlétét is
kimutattdk human liquor mintakban IVH-t kovetden, illetve in vivo korasziil6tt nyal IVH
modellt hasznalva megallapitottak, hogy az oxidalt Hb formak a vérzést kovetd 3-14. nap kozott
nyert mintakban vannak jelen legnagyobb mennyiségben [125]. Egy masik tanulmanyban SAH
¢s ICH utan vizsgaltak a betegek plazma és liquor mintdit. A vérzés utani elsé harom napban
gylijtott mintakbol hem jelenlétét mutattak ki, melynek szintje korrelalt az inflammatorikus
citkokinek szintjével [126].

Svistunenko és munkatarsai ferrylHb-t detektaltak human plazmaban, mely Hb forma a
szerzOk feltételezése szerint a Hb és a szervezetben alladoan jelenlévo hidrogén-peroxid kozotti
reakcioban képzddik in vivo koriilmények kozott [127]. Egy masik tanulmanyban SAH utan
vizsgaltak a betegek liquor mintait és kovalensen keresztkotott Hb jelenlétét mutattak ki [128].

Szdmos tanulmanyban vizsgaltdk a koponyaiiri vérzések soran szabadda valo Hb, hem és
vas koroki szerepét a vérzést kovetd vér-agy gat diszfunkcid, illetve a neuroinflammaciéd
kialakulasaban [129, 130] . Gram és munkacsoportja kimutatta, hogy a metHb és a szabad hem
fokozza innate immun receptorok (TLR-4, IL1R1), pro-inflammatorikus, valamint
kemotaktikus effektor molekulak (IL-1p3, TNFo, MCP-1, IL-8 és IL-6) expresszidjat choroid
plexus epitél sejtekben [86, 131]. Lin et al. kimutatta, hogy a hem TLR4-fiiggd mddon
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vezet [69]. Intracerebralis vérzés esetén a Hb-bol szabadda vald vasrdl kimutattdk, hogy

lipidperoxidaciot indukal agyhomogenizatumban [132].
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5. Célkitlizések

A korabbiakban targyalt eddigi megfigyelések, erdemények ¢és a szakirodalom gondos

attanulmanyozasa utan az alabbi hipotéziseket és célkitlizéseket fogalmaztuk meg.

1.

Hipotézis: A hem proinflammatérikus molekula, mely in vivo koriilmények kozott és
in vitro endotélsejtekben IL-1p szekréciot indukal.

hatasanak vizsgalata C57BL/6 egerckben, valamint in vitro koriilmények kozott
HUVEC sejteken.

Hipotézis: A hem az NLRP3 inflammaszoma aktivaciojan keresztiil fokozza az IL-
1B termelését.

Célkitlizés: Vizsgaljuk a hem hatasait HUVEC NLRP3 expresszidjara, valamint az
NLRP3 szerepét egerek hemmel indukalt kaszpaz-1 aktivacidjaban és IL-1f
termelésében in vivo koriilmények kozott NLRP3 deficiens egerekben.

Hipotézis: A hem altal eldidézett fokozott ROS termelddésnek szerepe van az NLRP3
inflammaszoéma aktivacidjaban.

Célkitlizés: Vizsgaljuk a hem-altal eldidézett NLRP3 inflammaszoma aktivaciot a
ROS termelés gatlasa mellett in vitro koriilmények kozott, HUVEC sejteken.
Hipotézis: A hemkoto fehérjék csokkentik a hem proinflammatoérikus hatésat.
Célkitlizés: Vizsgaljuk az albuminnal komplexalt hem IL-1p termelésre kifejtett
hatasat HUVEC sejteken.

Hipotézis: IVH-t kovetden Hb oxidacios termékek akkumulalodnak a liquorban.
Célkitlizés: Kiilonbozd oxidacios allapott Hb formék kvantitativ és kvalitativ
analizise IVH-n atesett korasziilottek liquor mintaiban.

Hipotézis: Az oxidalt Hb formak és a szabad hem szerepet jatszik az IVH-t kovetd
neuroinflammacioban.

Célkitlizés: Meghatarozzuk az inflammatorikus citokinek és endotél aktivacios
markerek szintjét IVH-t kdvetéen nyert liquor mintakban. Osszefiiggéseket keresiink
a gyulladdsos markerek ¢és a kiilonboz6 oxidacids allapota Hb formék mennyisége
kozott IVH-t kovetden nyert ligour mintdkban. Vizsgaljuk a kiilonb6zd oxidacios

allapoti Hb formak hatasat agyi mikrovaszkularis endotélsejtek aktivaciojara.
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6. Anyagok és modszerek

6.1 Anyagok

A kisérleteinkhez, amennyiben masként nem jel6ltiik, a Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) termékeit hasznaltuk.

6.2 Allatkisérletek

A Kkisérleteinkhez hasznalt C57BL/6 és NLRP3” egereket a Debreceni Egyetem
Természettudomanyi Kar konvencionalis allathazaban tartottuk. A kisérletekben 6-8 hetes
egereket hasznaltunk fel. Kisérleteink soran mind az intézeti €s a nemzetkdzi etikai szabalyokat
betartottuk és etikai engedéllyel rendelkeztink (2/2016/DEMAB). Az NLRP3” egerek
eredetileg a J. Tschopp altal vezetett laboratoriumban lettek karakterizalva.

A hem gyulladaskelt6 tulajdonsagat vizsgalva hisz C57BL/6 egeret vizsgaltunk (ndstény,
6-8 hetes), melyeket véletlenszerlien osztottunk négy csoportra (n=5/csoport) ¢és
intraperitonealisan hemet injektaltunk 75, 150 és 300 nmol koncentracioban, melyet 200 pL
PBS-ben oldottunk. A kontroll egerek csak PBS-t kaptak. Egy kisérletiink soran a C57BL/6
egerekbe (n=4) hem-albumin komplexét injektaltuk, melyet Ggy készitettiink, hogy a hemhez
ekvimolaris mennyiségli human albumint adtunk és 10 percig inkubaltuk szobahdmérsekleten.
16 ora elteltével az egerek életét CO2 I¢legeztetésével oltottuk ki. A peritonedlis leukocitakat
peritonealis lavage segitségével mostuk ki jéghideg PBS-el, mely 2% FCS-t (Gibco, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) tartalmazott és a mosodfolyadékban talalhatd
sejteket aramlasi citometria segitségével analizaltuk. A sejtek Osszmennyiségének
meghatarozasadhoz fix szamu latex gyongyot (Beckman Coulter, Paris, France) hasznaltunk. A
peritonealis neutrofilek szamat R-phycoerythrin- (R-PE) konjugalt anti-egér Ly6G (Grl;
CD11b, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) és biotin anti-egér neutrofil monoklonalis antitest
(CL8993B, Cedarlane, Hornby, Ontario, Canada) hasznalataval hataroztuk meg. A
fluoreszcenciat dramlasi citometriaval (FACS Calibur, BD Biosciences) mértiik, és az adatokat
FlowJo szoftver (Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA) segitségével elemeztiik. A Ly6G és 7/4
dupla pozitiv sejteket neutrofilként azonositottunk, mig a Ly-6G negativ és 7/4 pozitiv sejteket
inflammatodrikus monocita/makrofagként azonositottuk.

A masik kisérletiink soran, husz C57BL/6 egeret (néstény, 6-8 hetes) véletlenszertien

osztottunk négy csoportba (n=5/csoport), majd intraperitonealisan LPS-sel (100 pg/egér),
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hemmel (300 nmol/egér) vagy LPS+hem elegyével injektaltuk 200 pl PBS-ben oldva. A
kontroll egerek csak PBS injekciot kaptak a kisérlet soran. A leukocitak szdmat a peritonealis
folyadékban Biirker kamrékban hataroztuk meg Tiirk oldatban vald higitas utan. Az IL-1B
szintek meghatarozasahoz a peritonedlis folyadékot lecentrifugaltuk és a feliilluszobol
hataroztuk meg az IL-1p szintjét ELISA mddszerrel (DuoSet ELISA, R&D, Minneapolis, MN,
USA). Az NLRP3 szerepének vizsgalatahoz a hem medialta gyulladasi valasz soran, hat
C57BL/6 és hat NLRP3™" egeret hasznaltunk (ndstény, 6-8 hetes), melyeket véletlenszeriien
osztottunk két csoportra (n=3/csoport) és intraperitonealisan injektaltunk hemet, illetve a
kontroll egerekbe PBS-t. A majmintakat 16 ora elteltével gytjtottiik, nitrogénben poritottuk és

-70°C-on taroltuk az analizisig.

6.3 Human umbilikalis véna endotélsejtek (HUVEC) izoldlasa és
tenyésztése

A HUVEC sejteket 10% FBS, 5 U/L heparin, 1 mM Na-piruvat, 5SmM L-glutamin, 0,5%
EndoGrow névekedési hormon, illetve 10000 unit/mL penicillin G, 10 mg/mL streptomicin és
25 pg/mL amphotericin B tartalmt Medium 199-ben tenyésztettiik.

A HUVEC sejteket egészséges érett Ujsziilottek frissen gytijtott koldokzsindr véndjabol
izolaltuk. A koldokzsindrban futd vénat kaniilaltuk, vértelenitettiik, majd sterilre sziirt 0,2%-0S
diszpaz oldatottal toltottiik fel. A kdldokzsinort lezartuk, majd Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS) pufferoldatba meritve 4°C-on inkubaltuk 6 oran at. A sejteket ezutan Médium 199-cel
kimostuk a vénabol, centrifugaltuk (2000 g, 4°C, 10 min), tenyészt6 médiumban
szuszpendaltuk, ¢és egy eldzetesen 0,2% zselatin oldattal bevont felszinli T75-6s tenyésztd
flaskaba helyeztiik. Az igy nyert sejtek atlagosan 3-4 nap alatt valtak konfluenssé. Konfluenssé
valasuk utan a sejteket 1:4 ardnyban passzaltuk. A kisérleteinkhez felhasznalt sejtek passzazs

szama 2-3 volt.

6.4 Human agyi mikrovaszkularis endotélsejtek (HBEC) tenyésztése

A HBEC sejtvonalat az ATCC-t61 (CRL-3245, Manassas, VA, USA) vasaroltuk meg. A
sejteket Media 199-ben tenyésztettiik, melyet 10% FBS-el, 40 pug/mL EndoGrow ndvekedési
hormonnal és 10 mg/ml streptomycinnal, illetve, 25 pg/ml amphotericin B-vel egészitettiink ki.
A sejteket elézetesen 0,1%-0s zselatinnal bevont felszinli tenyészté edényben tenyésztettiik. A

kisérletben felhasznalt sejtek passzazs szama 5-8 volt.
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6.5 Human Hb preparalasa

A Hb-t Onkéntesekt6l vett heparinnal alvadasgatolt vérbdl tisztitottuk. A VVT-ket
haromszor mostuk 4°C-os fizioldgias sooldattal (2000 g, 10 perc, 4°C) minden alkalommal a
fehérvérsejt €s plazma réteget eltavolitva. A mosott VVT-ket natrium-foszfat pufferrel (5 mM,
pH=7,4) lizaltuk és egy oran at jégen allni hagytuk. A lizalasi 1épés utan a VVT membrant
tavolitottuk el centrifugalassal (16800 g, 1 ora, 4°C). A feliiluszot leszivtuk, és a térfogat 1/20-
ad részének megfeleld Tris bazist (1M, nem titralt) pipettaztunk a csovekbe és alaposan
Osszeforgattuk. A Hb preparalasat 4 °C-on ioncserés kromatografiaval végeztilk, DEAE
Sepharose CL-6B toltetli oszlopon, melyet el6z6 nap Tris oldattal (50 mM, pH=8,2)
ekvilibratunk. A hemolizdtumot 6vatosan rétegeztiik az oszlopra, 3-szoros térfogati Tris
oldattal (50 mM, pH=8,2) mostuk, majd Tris oldattal (50 mM, pH=7,4) clualtuk. Az elualédd
frakcidkat steril centrifugacsdvekbe gylijtottiik, és koncentracidjukat fotometrids modszerrel
hataroztuk meg.

A tisztitott Hb-bol kiindulva metHb-t illetve ferrylHb-t allitottunk eld. MetHb elallitasa
soran a Hb-t 1,5-szeres molaris mennyiségii Ka[Fe(CN)s]-al reagaltattuk kevertetés mellett 30
percen keresztiil 25°C-on. FerrylHb eléallitaisahoz a Hb-t a hemcsoporthoz viszonyitott 10-
szeres mennyiségli H2O2-dal inkubaltuk 1 6ran at 37°C-on. Az oxidécio végeztével a metHb €s
ferrylHb oldatokat, illetve a Hb-t is dializaltuk 100-szoros térfogatu fiziologias sooldat
ellenében (3 alkalommal, 3 ora, 4°C). A tisztitott Hb oldatokat toményitettiik, Amicon Ultra
centrifugacsovek segitségével (10000 MWCO, Millipore Corp., Billerica, MA, USA). A Hb
oldatok tisztasagat gélelektroforézist kovetd eziistfestéssel (ProteoSilver Plus Silver Staining
szamitottuk ki [133, 134]. A tisztitott és betoményitett oldatokat porcioztuk, majd folyékony

nitrogénben gyorsfagyasztottuk, és felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

erer

[Hb]= 119x0ODs76 — 39%0D4g30-89x0D 560 Winterbourn-féle
[MHb]= 28x0ODs76 +307x0Dg30-55*x0D s60 Osszefliggések
[hemikrom]= -133xODs76 -114x0Deg3o + 233x0ODsgo

[Hb]=-350,52x0Ds41 + 388,95x0Ds76+150,02x0OD 630 Meng ¢és Alayash
[MHDb]=-185,77x0Ds41 + 171,88x0Ds76+ 387,58x0De30 altal meghatarozott
[FHb]= 702,23x0Ds41-657,43%x0Ds76-455,64x0Deg30 Osszefliggések
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6.6 Kvantitativ valds idej(i polimeraz lancreakcié (QRT-PCR)

A HUVEC ¢és HBEC sejteket 6 lyukt tenyésztéedényben kezeltiik. Az RNS izolalasahoz a
kezelés végén a sejteket Trizol (RNA-STAT6E0, Tel-Test B Labs, Alvin, TX, USA) reagenssel
szolubilizaltuk. A mintak RNS tartalmét a gyartéi protokollt kdvetve nyertiik ki. Az RNS
mintak koncentraciojat és tisztasdgat a 260 €s 280 nm-en meghatarozott abszorbancidjuk ardnya
alapjan hataroztuk meg. Az abszorbancidkat a NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA) fotométer segitségével hataroztuk meg. A koncentracidé meghatarozasa utan a
mintakbol 2 ng RNS-t irtunk at cDNS-sé. Ehhez High Capacity cDNA RT kitet (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hasznaltunk. A PCR reakci6t valos
ideji qPCR késziilék (CFX96 Real-Time System, Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA)
segitségével végeztiik. A target gének amplifikacidja soran iTaq™ Universal Probes Supermix
master mixet (Bio-Rad, Inc.) és validalt FAM fluoroforral konjugalt TagMan probat és a hozza
megtervezett primereket hasznaltuk. Vizsgalataink soran IL-1p (Hs.00174097), NLRP3 (Hs.
00918082), ASC (Hs.01547324), HO-1 (Hs.01110250), VCAM-1 (Hs.01003372), ICAM-1
(Hs.00164932), 1L-8 (Hs.00174103) és GAPDH (Hs.0278624) gének expressziojat vizsgaltuk.

6.7 Western blot analizis

A HUVEC ¢és HBEC sejteket hat lyuka sejttenyésztd lemezen tenyésztettik, illetve
kezeltiik. A kisérletek végén PBS pufferrel mostuk a sejteket és lyukanként 100 pL
szolubilizal6 oldatban (150 mmol/L NaCl, 5 mmol/L EDTA, 10 mmol/L Tris, 1% Triton-X
100, 0,5 % lgepal CA-630, 1% Complete Mini proteaz inhibitor (Roche, Basel, Svajc) lizaltuk
a mintakat. A kapott lizatumot lecentrifugaltuk (12000 rpm, 10 perc), a feliiluszot
Scientific, Rockford, IL, USA). A mintat (20 pg) B-merkaptoetanolt tartalmaz6 SDS
mintapufferben denaturaltuk 95°C-on, 15 percig. A fehérjéket 10%-os SDS poliakrilamid gélen
valasztottuk el Bio-Rad Mini Proten késziilékkel 100 V fesziiltség mellett. A mintakat
nitrocellul6z membranra blottoltuk (GE Healthcare, Amersham, Germany) 12 V fesziiltségen,
45 percen at félszaraz blottoloval (Bio Rad Inc., Hercules, CA, USA). A membrant 6%-0s tejpor
oldattal blokkoltuk 1 6ran keresztiil szobahdmérsékleten és a membranhoz adtuk az elsédleges
antitest oldatot 1%-os tejpor oldatban. Az altalunk hasznalt els6dleges antitesteket - NLRP3
antitest (768319, R&D Systems, Minneapolis, USA), anti-kaszpaz-1 p20 antitest (sc-398715,
Santa Cruz Biotechnology Inc., TX, USA), monoklondlis anti-IL-1[ antitest (12242, Cell
Signalig Technology, Leiden, Hollandia) monoklonalis anti-human HO-1 antitest (sc-136960,

33



Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, USA) - 1:1000 aranyt higitasban alkalmaztuk, mig
az anti-VCAM-1 anitestet (sc-8304, Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, USA) 1:200
aranyu higitdsban hasznaltuk. A membrant az elsddleges antitesttel 12 6ran keresztiil 4°C-on
billegtettiik, majd a membrant TBS-T pufferrel alaposan atmostuk (Tris-buffered saline mely
0,1% Tween 20-at tartalmaz). Ezt kovetden 1 oran keresztiil torma peroxidazzal konjugalt anti-
nyul (NA934) és anti-egér (NA931) masodlagos antitesttel (Amersham Biosciences Corp.,
Piscataway, NJ, USA) inkubaltuk. Az inkubalas végén a membrant ujbol TBS-T-vel mostuk 3-
szor 10 percen at, majd Western ECL reagenssel (Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA) hivtuk
eld. Az eredményt rontgen filmen tettiik lathatova. A savok intenzitasat Image Studio Digit Ver

5.2 szoftver segitségével kvantifikaltuk.

6.8 ROS képzddés vizsgalata

A HUVEC és HBEC sejteket 96 lyuku sejttenyésztd lemezen tenyésztettiik. A kezelés utan
a sejteket PBS pufferrel mostuk ¢és 5-(és-6)-klorometil-2',7'-diklorodihidrofluoreszcein
diacetat, acetil észtert (CM-H2DCFDA) adtunk (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) a
médiumhoz (10 pmol/L, 30 perc, 37°C-on sotétben). A sejteket az inkubacié utan PBS-el
mostuk és a fluoreszencia intenzitast mértiik (488 nm gerjesztés/533 nm emisszio) 30
percenként 3 oran keresztiil. Emellett néhany kisérletiinkben a ROS képzdédést gatoltuk N-
acetil-cisztein (NAC) elokezeléssel (5 mmol/L).

6.9 IL-1B szekrécid vizsgalata HUVEC-en

A HUVEC sejteket 96 lyuku sejttenyészté edényben tenyésztettiik. A sejtkezelés utan a
feliliszokat leszivtuk és az IL-1B tartalmat 100 pL higitatlan feliilaszobol ELISA modszerrel
(DuoSet ELISA, R&D, Minneapolis, MN, USA) hataroztuk meg, a gyartd altal biztositott

protokoll szerint.

6.10 A betegektd| szarmazd CSF mintak gydjtése

A vizsgalatainkhoz hasznalt liquor mintak minden egyes esetben diagnosztikabol
visszamaradt mintak voltak, melyeket a Debreceni Egyetem Idegsebészeti Klinikajan
gyljtottek. A korasziilott betegeket (n=20) III. satidumu IVH-val diagnosztizaltak atlagban a
27,9 + 2,2 gesztacios héten. A liquor mintak az IVH-t kovetd atlag 26,6 + 16,4 napon lettek
levéve. Egyetlen liquor minta sem kertilt levételre kifejezetten a tanulméanyban torténd részvétel
céljabol. A mintavétel utdn a mintakat centrifugaltuk (2000g, 4°C, 15 perc) a feliiluszokat

szétporcidztuk, és az analizisig -70 °C-on taroltuk. Az eljarasokat és modszereket a Debreceni
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Egyetem Kutatasetikai Bizottsaga €s az Emberi Er6forrasok Minisztériuma engedélyezte 1770-

5/2018/EUIG szam alatt.

6.11 Hb, metHb, ferrylHb, totdl hem, szabad hem és bilirubin szintek
meghatarozasa CSF-bdl
A CSF mintak Hb, metHb ¢és ferrylHb szintjének meghatarozasahoz felvettiik a CSF mintak

abszorpcios spektrumat (Nanodrop 2000, Thermo Fisher Scientific, MA, United States) és az

541, 576 és 630 nm-en mért abszorbancia értékekbdl szamitottuk ki az egyes Hb oxidacios

........

crer

meg: [szabad hem]= [totdl hem]- [Hb-hem]-[metHb-hem]-[ferrylHb-hem]. A bilirubin
szinteket kolometridsan hataroztuk meg Cobas 6000 automata analizatoron (Roche

Diagnostics, Mannheim, Németorszag).

6.12 Az endotél egysejtréteg integritasanak vizsgalata

Kisérletiinkben az ECIS (electric cell-substrate impedance sensing) modszert alkalmaztuk
az egysejtréteg integritasanak vizsgalatara. A HBEC sejteket specialis 8 lyuku ECIS lemezen
tenyésztettiik (8W 10 E, Applied BioPhysics Inc., Troy, NY, USA). Miutan a sejtek konfluenssé
valtak a kiilonb6z6 Hb formakkal (50 umol/L) kezeltiik €s a teljes impedancia spektrumot

vizsgaltuk ECIS ZO késziilékkel (Applied BioPhysics Inc., Troy, NY, USA) 4 6ran keresztiil.

6.13 A szolubilis VCAM-1, ICAM-1 és IL-8 szintek meghatarozasa CSF
mintakban
A szolubilis VCAM-1 és ICAM-1 szinteket ELISA modszerrel hataroztuk meg a gyartoi

utasitasokat kovetve. A mintdkat az analizis el6tt minden egyes esetben 20-Szorosara higitottuk

a gyarto altal meghatarozott protokoll szerint.

6.14 A sejtek életképességének vizsgalata

A sejtek életképességének vizsgalatat 96 lyuku sejttenyésztd lemezen végeztiik. A kezelés
végén a sejteket 100 pl PBS-el mostuk és 100 pul MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-
2H-tetrazolium-bromid) reagenst adtunk hozzajuk. Ezutan a lemezt 4 6ran keresztiil 37°C-on

inkubaltuk a sejttenyésztd inkubatorban. Az inkubaci6 végeztével az MTT-oldatot leszivtuk és

a kialakult formazan kristalyokat 100 pL dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk fel és
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meghataroztuk az egyes mintak abszorbancigjat 570 nm-en. A kezelt sejtek életképességét a

nem kezelt (kontroll) sejtek életképességének %-aban adtuk meg.

6.15 Statisztikai analizis

Az eredményeket atlagérték + standard deviacié (SD) értékben adtuk meg. Az eredmények
statisztikai analizisét GraphPad Prism 8.01 szoftver (GraphPad Software, San Diego,
California, USA) végeztiik. Az eredményeket tobbszords 0sszehasonlitas esetén egytényezds
ANOVA-t kovetd post hoc Tukey-féle tobbszords Osszehasonlitds analizissel adtuk meg.
A P < 0,05 eredményeket szignifikans modon eltéronek tekintettiik. A korrelacios analizisek

értékénél (1) a két paraméter kozotti valtozast r > 0,7 felett tekintettiik erds korrelacionak.
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/. Eredmények

7.1 A hem és oxidalt Hb formak hatasa HUVEC sejtre

7.1.1 A hem proinflammatérikus jellege és hatdsa az IL-1B szekrécidjara in
vivo

Kordbban megfigyelték, hogy a C57BL/6 egerek peritoneumaba injektalt hem
gyulladaskelt6 hatast, monocita és neutrofil granulocita infiltraciot idéz el6 a hasiiregbe. Els6
kisérletiink célja annak a vizsgalata volt, hogy az inflammatorikus hatas egyiitt jar-e az IL-1
proinflmmatorikus citokin hasiiregbeli szintjének emelkedésével. Ezért C57BL/6 egerek
hasiiregébe hemet injektaltunk 75, 150, illetve 300 nmol hem/hasiireg dozisban. A hasiireget 16
ora elteltével kimostuk, és meghataroztuk a hasiliregbe infiltraloédott monocitdk és neutrofil
granulocitak szamat, valamint a mosofolyadék IL-1P szintjét. Megallapitottuk, hogy a hem
dozisfiiggd mdédon indukalja a monocitdk és a neutrofil granulocitak peritonalis infiltraciojat
(6. abra A-C). A legmagasabb dozisban (300 nmol/hasiireg) alkalmazott hem hatasara a

peritonealis mosofolyadék IL-1p szintje mintegy 25-sz6rosére emelkedett (6. abra D).
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6. abra A hem neutrofil granulocita és monocita infiltraciét és IL-1p szekréciot indukal in vivo.
C57BL/6 egerek hasiiregébe hemet (75, 150, 300 nmol/egér) vagy PBS-t injektaltunk (n=5/csoport), 16
oraval késobb a hasiireget atoblitettiik és meghataroztuk a neutrofil granulocitak €s a monocitak szamat,
valamint az IL-1p szintjét. (A) A peritonealis mosofolyadék reprezentativ aramlasi citometrias dot plot
képei. (B) Az Ly-6G és 7/4 dupla pozitiv neutrofil granulocitdk szdmanak atlaga. (C) A Ly-6G negativ és
7/4 pozitiv monocitak atlagos szama. (D) A 300 nmol/hasiireg hemmel, illetve PBS-sel kezelt egér hasiiregi
mosodfolyadék feliiluszojanak IL-1f szintjei ELISA modszerrel meghatarozva (n=5). Az ébradkon az 5

egérbdl szarmazo adatok atlaga + SD van feltlintetve. *p<0,05, **p<0,01 és ***p<0,005
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7.1.2 A hem fokozza a HUVEC NLRP3 expresszidjat és az IL-1 szekrécidjat.

Egy korébbi publikaciéban Dutra ¢s munkatarsai kimutattak, hogy a hem aktivalja az
NLRP3/ASC/kaszpaz-1-et tartalmaz6 inflammaszéma komplexet és aktiv IL-1p képzddést
indukal LPS-sel elékezelt makrofagokban [80]. Ismert, hogy az endotélsejtek aktivan részt
vesznek a gyulladasos valaszreakcioban, és képesek az NLRP3 inflammaszoma aktivaciojara,
igy kovetkezd kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy a hem-indukalta NLRP3 inflammaszoma
aktivacio és IL-1B szekrécid a makrofagok mellett megfigyelheté-e endotélsejtekben is.

Kisérletinket human koldokzsinorbol izolalt konfluens HUVEC sejteken végeztiik el. A
sejteket LPS-sel el6kezeltiink (10 ug/mL, 24 6ra) vagy kezeletleniil hagytuk, és kiilonb6z6

aktivacio szerepének tisztazasahoz elsoként az NLRP3 mRNS ¢és fehérje szintjeit vizsgaltuk.
Kimutattuk, hogy a hem dozisfiiggd modon fokozta az NLRP3 mRNS szintjét (7. abra A). Az
LPS kezelés onmagaban szintén fokozta az NLRP3 mRNS expressziojat, ugyanakkor az LPS
eloékezelés nem befolyasolta a hem altal indukalt NLRP3 mRNS szintemelkedést (7. abra A).
Ezzel parhuzamosan a hem és az LPS is er6teljesen, de nem szinergista modon fokozta a

HUVEC NLRP3 expressziojat (7. abra B-C).
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7. abra A hem fokozza az NLRP3 mRNS és fehérje expressziojat. (A) LPS-el elokezelt (10
pug/mL, 24 ora) és nem elokezelt HUVEC-et hemmel kezeltiink (10, 25, 50 pmol/L; 1% FBS; 4
ora). Az NLRP3 mRNS szinteket QqRT-PCR modszerrel hataroztuk meg. (B-C) LPS-el eldkezelt
(10 pg/mL, 24 6ra) és nem eldkezelt HUVEC-et hemmel (25 pmol/L; 1% FBS; 6 ora) kezeltiink.
Az NLRP3 expressziojat Western blot analizissel vizsgaltuk teljes sejtlizitumbol. Az NLRP3 utan
a membrant 0jbol jeloltiik GAPDH antitesttel. Az abran reprezentativ Western blottok és az
NLRP3 GAPDH-ra normalizalt expressziojanak 3 kisérletbdl nyert atlaga + SD lathato. *p<0,05;
**p<0,01 és ***p<0,005
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Ezt kovetéen a hem hatdsat vizsgaltuk IL-18 mRNS ¢és fehérje expresszidjara.
Kisérletiinkben pozitiv kontrollként ATP-t hasznaltunk, melyr6l korabban kimutattak, hogy
LPS-sel elokezelt endotélsejtekben IL-1B szekréciot indukal. Kimutattuk, hogy a hem magas
koncentracioban (50 pmol/L) kismértékben emeli a HUVEC IL-18 mRNS és szekretalt IL-13
szintjét (8. abra A-B). A hem hatasa LPS-sel el6kezelt HUVEC sejtekben sokkal kifejezettebb
volt, és mar 10 umol/L hem hatasara fokozott IL-1 mRNS és szekretalt IL-1p szinteket
mértiink (8. abra A-B). A hem (10 umol/L) az ATP-hez hasonlé mértékii emelkedést indukalt
az LPS-sel elokezelt sejtek IL-1p mRNS szintjében (8. abra A).
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8. abra A hem fokozza endotélsejtek IL-1 mRNS szintjét és IL-1p szekréciojat. LPS-el
el6kezelt (10 pg/mL, 24 6ra) és nem eldokezelt HUVEC-et hemmel (10, 25, 50 pmol/L; 1% FBS; 4
ora) vagy ATP-vel (Smmol/L) kezeltiink. (A) Az IL-1B mRNS szinteket qRT-PCR moddszerrel
hataroztuk meg. (B) A szekretdlt IL-1f mennyiségét a sejt felilluszobol ELISA modszerrel
hataroztuk meg. A diagrammokon 3, triplikditumban végzet kisérlet atlaga = SD van feltiintetve.

*p<0,05; **p<0,01 és ***p<0,005

7.1.3 A hem magas koncentraciéban csdkkenti a HUVEC viabilitasat.

A hem pro-oxidans jellegébdl adodoan sejthalalt indukalhat, illetve szamos sejtben fokozza
az oxidalo agensek, illetve inflammatorikus citokinek toxikus hatdsat. Ezért kovetkezd
kisérletiinkben a hem HUVEC-re kifejtett toxikus hatasat vizsgaltuk meg LPS-sel eldkezelt,
illetve kezeletlen sejteken. Megallapitottuk, hogy a hem alacsonyabb koncentraciéban (10, 25
umol/L) nem befolyasolta szamottevéen az endotélsejtek viabilitasat, még LPS-sel elokezelés
esetén sem (9. abra). Ugyanakkor a hem 50 umol/L koncentracioban alkalmazva jelentésen,
mintegy 40%-kal cs6kkentette a HUVEC viabilitasat, mely fiiggetlen volt az LPS elékezeléstol
(9. abra).
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SD van feltlintetve. **p<0,01

7.1.4 A hem integritasa kulcsfontossagu a HUVEC hem-altal indukalt IL-1p
termelésében

A hem egy protoporfirin IX (PPIX)-bél és a porfiringylir(i 4 pirroljanak nitrogén atomjai
altal koordinalt vas ionbdl all. A kovetkezo kisérletiinkben a hem szerkezeti sajatsagainak és
komponenseinek szerepét vizsgaltuk az inflammaszoma aktivacioban. PPIX-et és vas-szulfatot
(FeSO4) hasznaltunk, és azt teszteltiik, hogy képesek-e indukalni az IL-1p mRNS és fehérje
expressziojat LPS-sel el6kezelt HUVEC-en. Kimutattuk, hogy sem a PP1X sem ¢és a szabad vas
(Fe?*) nem indukalta az IL-1p mRNS szintjének emelkedését LPS-el elékezelt HUVEC
sejteken (10. abra A). Ezzel 6sszhangban, sem a PPIX sem a FeSO4 hatasara nem tapasztaltunk
emelkedést az LPS-sel elokezelt HUVEC sejtek feliiluszojanak IL-1B szintjében (10. abra B).
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10. abra A hem strukturalis integritasanak kritikus szerepe a hem-medialta IL-1B
indukcioban. A HUVEC-et LPS-el (10 ug/mL, 24 6ra) kezeltiik el6 és hemmel, PPIX-cel illetve
FeS0:-al (25 umol/L) kezeltiik. (A) Az IL-1 B mRNS szinteket 4 ora elteltével QRT-PCR modszerrel
hataroztuk meg. (B) A sejtek feliiliszojabol az aktiv IL-1 B szinteket ELISA modszerrel hataroztuk
meg 24 orat kovetden. A digrammokon 3, triplikatumban elvégzett kisérlet atlaga = SD van

feltlintetve. ***p<0,005
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7.1.5 Afokozott ROS képzbdés szerepet jatszik a HUVEC sejtek hem-
medialta IL-1P termelésében

Korabbi irodalmi adatokbdl ismert, hogy a hem és az LPS is fokozza a ROS képzddését
endotélsejtekben. Masrészt a fokozott ROS termelés szerepet jatszik az NLRP3 inflammaszoma
aktivaciojaban. Ezért a kovetkezo kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy vajon a hem ¢és az LPS
altal indukalt fokozott ROS termelés szerepet jatszik-e a hem-medialta IL-1B termelésben
HUVEC-ben.

Elséként az LPS hatasat vizsgaltuk HUVEC ROS termelésére. Az LPS-t 100 ng/mL ¢és 10
pg/mL kozotti koncentraciotartomanyban alkalmaztuk, és a ROS termelés kismértékii
fokozodasat tapasztaltuk mar a legalacsonyabb LPS koncentracio esetén (11. abra A). A hemet
12,5 és 25 umol/L koncentracioban alkalmaztuk. A hem mindkét vizsgélt koncentracidban a
HUVEC ROS termelésének nagyfoku, mintegy 6tszoros emelkedését valtotta ki, melyet az LPS

elokezelés enyhén, de szignifikans médon még tovabb fokozott (11. abra B).
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11. abra Az LPS és a hem hatasa HUVEC ROS termelésére (A) HUVEC-et LPS-el kezeltik
(0,01-10 pg/mL, 24 6ra). (B) A sejteket LPS-el elékezeltiik (0,01-10 ug/mL, 24 6ra), majd hemmel
(12,5 vagy 25 umol/L; 4 6ra) kezeltiik. (A-B) A kezeléseket kdvetden a ROS képzddését DCFDA
modszerrel kovettiik nyomon. A diagrammokon 3 kisérlet atlaga = SD van feltiintetve. ***p<0,005,

**p<0,01 és *p<0,05

Annak a kérdésnek a megvalaszolasa céljabodl, hogy a fokozott ROS termelés szerepet
jatszik-e a hem altal indukalt IL-1B termelésben, a sejteket az ismert gyokfogoval, N-acetil-
ciszteinnel (NAC) kezeltiik. A NAC jelentés mértékben gatolta az LPS-sel és hemmel kezelt
endotélsejtek ROS termelését (12. abra A). A NAC a ROS termelés csokkentéséhez hasonld
mértékben gatolta az LPS-sel és hemmel kivaltott IL-13 mRNS és fehérje expressziot (12. abra
B-C).
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12. abra A NAC gatolja a hem-medialt ROS- és IL-1p-termelés fokozédasat LPS-sel elokezelt
HUVEC-ben (A-C) Kontroll, illetve LPS-el el6kezelt (10 pg/mL, 24 6ra) HUVEC-et hemmel
kezeltiink (25 pmol/L) NAC (5 mmol/L) jelenlétében, illetve NAC nélkiil. (A) A ROS képzdodését
DCFDA modszerrel mértiik (B) A kezeléseket kovetéen az IL-1p mRNS szinteket gRT-PCR
modszerrel hataroztuk meg. (E) Az aktiv IL-1P szinteket a sejtek feliiluszojabol hataroztuk meg 24
oras kezelés utdn ELISA modszerrel. A diagrammokon 3 kisérlet atlaga = SD van feltiintetve.
***p<0,005, **p<0,01

7.1.6 A hem komplexalasa a proinflammatadrikus hatas csokkenésével jar

Ismert, hogy a hemet kot6 fehérjék, mint példaul a Hx vagy az albumin a hem prooxidans
hatasanak nagy részét blokkolni képesek. Igy kovetkezé kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy az
albumin gatolja-e a hem altal indukalt pro-inflammatorikus valaszokat. Els6ként a hem-
albumin komplex (H-A) IL-1B expressziora kifejtett hatasat vizsgaltuk LPS-sel elokezelt,
illetve kontroll HUVEC-en (13. abra A-B). A H-A a hemmel ellentétben nem valtotta ki sem
az IL-1B mRNS szint emelkedését sem az IL-1B szekrécidjat LPS-sel elékezelt HUVEC-ben
(13. abra A-B). Ezt kdovetéen vizsgaltuk az albuminnal vald komplexalas hatasat a hem
prooxidans viselkedésére. A H-A a hemmel ellentétben nem fokozta az LPS-sel elékezelt
HUVEC ROS termelését (13. abra C). Végiil azt vizsgaltuk, hogy a hem albuminnal vald
komplexalasa gatolja-e a hem altal eldidézett hasiiregi gyulladast. Ennek érdekében C57BL/6
egerek hasiiregébe hemet, illetve H-A-t injektaltunk 300 nmol/egér dozisban. A hasiireget 16
ora elteltével kioblitettiik, és a mosofolyadékban meghataroztuk a leukocitdk szamat.
Megallapitottuk, hogy a hemmel ellentétben a H-A nem idézte eld a leukocitdk peritonealis

infiltraciéjat (13. 4bra D).
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13. abra Az albumin gatolja a hem proinflammatoérikus hatasait. (A-C) Kontroll vagy LPS-sel
(10 pg/mL, 24 6ra) elékezelt HUVEC-et hemmel, illetve hem-albuminnal kezeltink (H-A, 25
umol/L). (A) A kezelést kovetden (4 6ra) az IL-1p mRNS szinteket gRT-PCR moédszerrel hataroztuk
meg. (B) Az aktiv IL-1p szintjét feliilluszobol (24 ora) hataroztuk meg ELISA modszerrel. (C) A
ROS képzodésének mértékét (4 ora) DCFDA assay modszerrel mértiik. A diagrammokon 4 kisérlet
atlaga = SD van feltiintetve. ***p<0,005; **p<0,01 és *p<0,05. (D) C57BL/6 egerekbe
intraperitonealisan hemet (300 nmol/egér), hem-albumint (H-A, 300 nmol/egér) vagy PBS-t
injektaltunk (n=5 /csoport), majd 16 ora elteltével a hasiireget PBS-el atmostuk és meghataroztuk a

leukocita szdmot. Az 4dbrén a kisérletek atlaga + SD lathato, ***p<0,005

7.1.7 Az oxidalt Hb formak nem valtjak ki inflammaszéma aktivacidjat
endotélsejteken

Hemolizist kovetéen a szabad hem képzddését megelézden az extracellularis Hb
oxidacioja révén kiillonbozé oxidaltsagi allapott Hb formék képzddnek, melyek kozos
jellemzdje az, hogy a hemet kevésbé stabilan koordinéljak, mint a Hb. Ennek kovetkeztében az
ismeretében a kovetkezO kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy vajon a kiilonboz6 oxidaltsagi
allapota Hb formak indukalnak-e 1L-1B képzddést.

Els6ként a kiilonboz6 oxidaltsagi allapotd Hb formak hem oxigenaz-1 (HO-1) indukald
képességét vizsgaltuk. A HUVEC-et Hb-nal, metHb-nal, ferrylHb-nal és hemmel kezeltiik 25
pmol/L  hem koncentrdcidban. Viarakozasainknak megfeleléen, a hem idézett eld
legmarkéansabb emelkedést a HO-1 mRNS expresszidjadban, ugyanakkor a metHb és a ferrylHb
is szignifikans mértékben megemelte a HO-1 mRNS szintjét (14. abra A). Hasonl6 eredményre
jutottunk a HO-1 fehérje expresszidjat vizsgalva. A hem volt a leghatékonyabb induktor, melyet
a ferrylHb, majd a metHb kovetett (14. abra B-C).
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14, abra Az oxidalt Hb formak HO-1-et indukalnak HUVEC-ben. (A-C) HUVEC-et kezeltiink
hemmel, Hb-nal, metHb (MHb)-nal és ferrylHb (FHb)-nal (25 umol/L). (A) A HO-1 mRNS szintjét
4 oras kezelést kovetden qRT-PCR modszerrel hataroztuk meg. (B) A HO-1 fehérje expressziojat 8
ora utan Western blot analizissel vizsgaltuk. A membranokat tjra jeloltik GAPDH antitesttel.

Reprezentativ (n=3) Western blot a HO-1 expresszidjat mutatja be. (C) A HO-1 fehérje expressziojat

GAPDH-ra normalizaltuk. A diagrammokon 3 kisérlet atlaga + SD lathat6. ***p<0,005

Mivel a hem-medialta ROS képz6édés kritikus szerepet tolt be az IL-1B képzodésében
HUVEC-en, a kovetkez6 kisérletben azt vizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 oxidaltsagi allapotu Hb
formak hogyan befolyasoljak az intracellularis ROS képzddését. Alacsony koncentracioban (25
pmol/L) a hemmel ellentétben egyik Hb forma sem fokozta a ROS képzddést HUVEC-ben
(15. abra A). Ugyanakkor a kiilonb6z6 Hb formakat magas, 250 pmol/L koncentracidban
alkalmazva, a ROS képzddés fokozodasat tapasztaltuk metHb-nal, illetve ferrylHb-nal kezelt
HUVEC-ben (15. abra B).

Ezek utan azt vizsgéltuk, hogy a kiilonb6zd Hb formdk képesek-e IL-1B képzddést
indukalni HUVEC-en. Els6ként az IL-1p mRNS szinteket vizsgaltuk. Kontroll, illetve LPS-sel
elokezelt HUVEC sejteket a kiillonb6z6 oxidaltsagi foku Hb formakkal kezeltiink alacsony (25
az IL-1p mRNS szint 2,2-szeres emelkedését figyeltiik meg, ugyanakkor a Hb, illetve a metHb
nem fokozta az IL-18 mRNS expressziojat (15. abra C). Kisérletiinket LPS-sel elékezelt
sejteken megismételtiik, és azt tapasztaltuk, hogy a Hb formak nem fokoztdk az LPS éaltal

indukalt IL-1B valaszt (15. abra D).
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15. abra Az oxidalt Hb formak hatasa HUVEC ROS termelésére és IL-1p mRNS szintjére.
(A-C) Nem el6kezelt (A-C) és LPS-el elokezelt (D) HUVEC sejteket hemmel (25 umol/L), Hb-nal,
metHb (MHb)-nal, ferrylHb (FHb)-nal (25 vagy 250 umol/L) kezeltiink. (A és B) 4 oras kezelést
kovetden (A: 25 umol/L, B: 250 umol/L) a ROS képzddését detektaltuk DCFDA modszerrel. (C és
D) Az IL-1p mRNS szinteket (4 6ra) qRT-PCR modszerrel hataroztuk meg. A diagrammokon 3
kisérlet atlaga + SD van feltiintetve. ***p<0,005, **p<0,01 és *p<0,05

7.1.8 Az NLRP3 szerepe a hem-medialt IL-1 termelésben

Ezt kdvetden az NLRP3 szerepét vizsgaltuk a hem altal indukalt IL-1B képzédésben in vivo
kisérleti rendszerben NLRP3 deficiens egereken. Az NLRP3 fehérje integrans része az NLRP3
inflammaszéma komplexnek, melyen a kaszpaz-1 enzim aktivacidja bekovetkezik. Elsoként azt
vizsgaltuk, hogy a hem eldidéz-e kaszpaz-1 aktivaciot vad tipusa (WT) C57BL/6 egerek
majaban, €s hogy vajon van-e kaszpaz-1 aktivacio NLRP3 deficiens egerekben. Ehhez WT és
NLRP3” egerek hasiiregébe hemet (300 nmol/egér) vagy PBS-t (kontroll) injektaltunk. A

kaszpaz-1 enzim aktivacidja soran hasad, és egy 20 kDa (p20) méretli aktiv kaszpaz-1
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keletkezik. A kaszpaz p20 szintje a hemmel kezelt WT egerekben a kontroll egerekhez képest
mintegy Otszorosére emelkedett, ugyanakkor a hemmel kezelt NLRP3” egerek majaban
kaszpaz aktivaciot nem tapasztaltunk (16. abra A-B). Ezzel parhuzamosan vizsgaltuk a
majmintak IL-1B expresszidjat is. Az NLRP3 inflammaszoma komplex aktivacidjanak
kovetkeztében az aktivalodott kaszpaz-1 hasitja a pro-I1L-1B-t, melynek kovetkeztében Kialakul
a 20 kDa méretii aktiv IL-1B, mely format detektaltunk a hemmel kezelt WT egerek
majmintaiban (16. abra A, C). Ezzel ellentétben, a hemmel kezelt NLRP3” egerek majaban
aktiv IL-1B-t nem detektaltunk (16. abra A, C).

A wT NLRP3-- B . C
Kontroll Hem Ctrl Hem  kDa o 6 & #xk .
- ° = EETH
Prokaszpaz-1 - : 50 A.-E‘_'—;" 5 £ 215
S§= 4 @s %
Kaszpaz-1 (p20) - |-20 28 E % 8 E10
-37 'S 63 = >0
Pro 1:18 - [ —— 7 { ¢ 1
SR %.g T2 E 2 E 5
Aktiv IL-1B —| = = | o 5%51 | 38
t c
GAPDH - | S e— - 37 0 O ( 89 4.
- 25 = WT NLRP3- = WT NLRP3--
Ctrl Hem Ctrl Hem Ctrl Hem Ctrl Hem

16. abra Az NLRP3 szerepe az IL-1B hem-medialta indukciéjaban. (A) C57BL/6 és NLRP3™"
egerek hasiiregébe hemet (300 nmol) illetve PBS-t (Ctrl) injektaltunk. A kaszpaz és az IL-1B
expressziojat majmintakban vizsgaltuk Western blot analizissel (16 6ra). A membrant tjra jeloltiik
GAPDH antitestettel. Az dbran reprezentativ Western blottok lathatok. (B-C) A kaszpaz-1 és IL-1P

GAPDH-ra normalizalt expresszidja. Az adbran 3 kisérlet atlaga + SD van feltiintetve. *p<0,05;
**p<0,01 és ***p<0,005

7.2 Az oxidalt Hb formak és a hem szerepe IVH-t kdvetben

7.2.1 Akllénb6z6 Hb formak, szabad hem és bilirubin felhalmozddasa a
cerebrospinalis folyadékban (CSF) intraventrikularis vérzést (IVH)
kévetben

A kovetkezdkben azt vizsgaltuk, hogy IVH-t kdvetden a CSF-ban feldasulo kiilonféle Hb

oxidacios termékek hozzajarulhatnak-e az IVH-t kdvetd neuroinflammaci6 kialakuldsahoz.
Vizsgalatainkhoz CSF mintakat gytjtottiink a Debreceni Egyetem Sebészeti Klinikdjanak

kozremiikodésével, olyan IVH-ben szenvedd korasziilottektol, akiknél shunt beiiltetés valt
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sziikségessé, ¢s a CSF levétele diagnosztikai céllal tortént. A tanulmany soran huasz III.
stadiumu [IVH-ban szenvedd betegek CSF mintajat analizaltuk. A korasziilottek terhességi kora
a sziiletés iddpontjaban 28 hét volt, sziiletési sulyuk 1 kg koriili (3. tablazat). Apgar értékiik
medianja 5 perccel a sziiletés utan 5, 10 perccel a sziiletés utan 8 volt (3. tablazat). Vizfejliség

18 korasziilottben alakult ki, és az IVH-t koveto fél évben 2 korasziilott halt meg (3. tablazat)

3. tablazat A vizsgalat résztvevéinek jellemzdi

Férfi - szam/dsszes 11/20
Terhességi kor a sziiletés idépontjaban Median (hét) 28
Megoszlas:
23 hét 0 naptdl 25 hét 6 napig 4
26 hét 0 naptdl 27 hét 6 napig 4
28 hét 0 naptdl 29 hét 6 napig 6
30 hét 0 naptdl 31 hét 6 napig 6
Sziiletési suly Atlag * s.d. (g) 1094 + 282
Megoszlas:
=500 to <750g 3
=750 to <1000g 6
21000 to <1250g 4
>1250 to <1500g 7
Apgar 5 perc (10 perc) Median 5 (8)
Megoszlas:
0-3 4 (0)
4-6 13 (7)
7-8 3(9)
9-10 0 (4)
Szteroid prophylaxis - igen/részleges/nem 2/8/10
Tobbes terhesség - szam/dsszes 5/20
Csaszarmetszéses sziilés- szam/6sszes 14/20
Hydrocephalus - szam/6sszes 18/20
Halalozas - szam/6sszes eset 2/20

Az altalunk vizsgalt CSF mintdk mindegyikét diagnosztikai céllal vették le, igy mintdink
nagyfoku heterogenitast mutattak (14-60. nap, atlag: 27,6 £15,6 nap, median: 21 nap) a sziiletés
ideje (melyet az IVH feltételezett idejének tekintiink) és a mintavétel kozott eltelt 1d6
szempontjabol. Ezért a mintainkat harom csoportba osztottuk a sziiletés és a mintavétel kozott
eltelt id6 alapjan. Az els6 csoportba azokat a mintakat soroltuk, melyeket a sziiletést kovetd 20
napon beliil vettek le (0-20), a masodik csoportba a 21-40. nap kozott levett, a 3. csoportba
pedig a 41-60. nap kozott levett CSF mintakat soroltuk.
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Megfigyeltiik, hogy a kiilonb6z6 idépontokban érkezett CSF mintak szine kiilonb6zo, a O-
20. nap kozott érkezett mintadk barnas elszinezodést mutattak, a 21-40. nap kozott levett mintdk
sargas szinliek voltak, mig a 41-60. nap érkezett mintak szintelenek voltak (17. abra A).
tartomanyban felvett abszorpcids spektruma, és a szakirodalomban talalhaté extincios
koefficiensek alapjan. A mintdk Hb szintje az IVH ¢és a mintavétel kozott eltelt ido
fliggvényében csokkend tendenciat mutatott, és az IVH-t kovetd 41-60. nap kozott levett CSF
mintakbol Hb-t mar nem tudtunk kimutatni (17. abra B). A Hb koncentraciokhoz hasonloan a
metHb koncentracidja magas volt az elsé csoport (0-20. nap) esetében (80,51+77,65 pmol/L),
mely fokozatosan csokkent vizsgalataink ideje alatt (17. abra C). A metHb koncentracidja
atlagban 9,65 + 10,77 pumol/L volt a 21-40. nap kozott érkezett CSF mintak esetében és
kimutatasi hatar alatt volt a 41-60. nap ko6zott érkezett mintaknal (17. abra C). A Hb
kételektronos oxidacioja soran, példaul kiilonb6z6 peroxidokkal reagalva ferrylHb keletkezik.
FerrylHb-t mindossze két, az IVH-t koveté 20 napon beliil levett CSF mintabol tudtunk
kimutatni (17. abra D).

A B 250 17. abra Hb formak koncentraciéja IVH-t
Idé 1 . T ol
¢ (nap) = 200 kovetéen nyert CSF mintakban. (A) Az IVH
0-20 g E <
3 2 150 4 utan levett CSF mintak fizikai megjelenése, az
=
21-40 §.1°° i IVH és a mintavétel id6pontja kozott eltelt id6
-;'; s04 [*]* alapjan csoportositva. (B-D) A CSF mintak Hb,
41-60
0 . s
20 metHb (MHDb) és ferrylHb (FHb) koncentracidja.
Cc 250 D 2 nap A pottyok egy-egy mintat reprezentalnak, a piros
50 - — —
;E:zoo— . Eﬁ e pottyok a két 6 honapos koruk elétt elhunyt
i 2] - korasziilsttekté] szarmazoé CSF mintakat jelolik.
[=]
E 10 . ‘r ,
£ 1004 Eh A diagrammokon a mérések atlaga = SD van
o £
T 50 EE 54 feltiintetve. A p értékeket egytényezés ANOVA-
E I
0- £ o val szamoltuk, melyet Tukey-féle tobbtényezds
0-20 21-40 41-60 0-20 21-40 41-60
nap nap Osszehasonlité analizis kovetett. *p<0,05
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A ferrylHb-r6l ismert, hogy egy olyan reaktiv intermedier, mely intramolekularis
elektrontranszfer altal stabilizalodik, melynek kdvetkeztében globin gyokok, majd kovalensen
keresztkotott Hb formak képzddnek. Ennek megfelelden a kovetkezd kisérletiinkben arra
kerestiik a valaszt, hogy ezen folyamatok lejatszodnak-e az IVH-t kvetden a CSF mintakban.
A CSF mintakat SDS poliakrilamid gélelektorforézissel redukald koriilmények kozott
komponenseire valasztottuk, majd Western blot mddszerrel vizsgaltuk a Hb formak jelenlétét.
A CSF minték kiilonbozé Hb formakat tartalmaztak. A CSF minték legnagyobb mennyiségben
a 16 kDa moltomegli Hb monomert tartalmaztak, de emellett Hb dimereket (32 kDa) és
tetramereket (64 kDa) is ki tudtunk mutatni a CSF mintakbol (18. abra A). A Western blot
vizsgalatokat kielemezve megallapitottuk, hogy a 0-20. nap kozott nyert CSF mintakban foként
a monomerek jelenléte volt dominans (59,3 + 29,3 % a teljes Hb mennyiségnek), ugyanakkor
kisebb mértékben dimereket (33,6 £ 28,2 % a teljes Hb mennyiségének) és nagyon kis
mennyiségben tetramereket (7,03 + 11,1 % 6sszes Hb mennyiségének) is tartalmazott (18. abra
A-B). A Hb tetramerek aranya emelkedett a 21-40. nap k6zo6tt nyert CSF mintakban a 0-20 nap
kozott levett mintakhoz hasonlitva (18. abra A-B). A 41-60 nap kozott nyert CSF mintakban
mar csak tetramereket tudtunk kimutatni (18. abra A-B).

A nap

kDa 020 2140  41.60

5 e ' = == esepwwe Tetramer (64 kDa)
25— e o0 ok Dimer (32 kDa)
15- m ) Monomer (16 kDa)

120 - .~  H Monomer (16 kDa)
100 - [ Dimer (32 kDa)
_ W Tetramer (64 kDa)

40 1
20 A

Hb formak eloszlasa
(teljes mennyiség %-a)
(-]

o

0-20 21-40 41-60

18. abra A kovalensen Kkeresztkotott Hb multimerek jelenléte IVH-t kovetéen CSF
mintakban. A CSF mintak Hb tartalmat Western blot analizissel vizsgaltuk. (A) Reprezentativ
Western blot (B) A Hb monomerek, dimerek és tetramerek 6ssz Hb-ra vonatkoztatott %-os aranya
(atlag = SD) a kiilonb6z6 idépontokban nyert CSF mintdkban (n=20). A p értékét egytényezOs
ANOVA ¢és azt kovetd Tukey-fél tobbtényzos Gsszehasonlitdo analizissel adtuk meg. *p<0,05,
**p<0,01 és ****p<0,001
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A Hb oxidacidjanak kovetkeztében a hem csoport ledisszocialhat a globinr6l, mely szabad
hem megjelenéséhez vezet (nem Hb kotott hem). Annak eldontésére, hogy ez a folyamat
lejatszodik-e az IVH-t kovetéen a CSF-ben, elséként a CSF mintak Osszes hem tartalmat
hataroztuk meg. Az els6 csoportba (0-20. nap) sorolt mintdkban magas hem koncentraciot
mértiink mely 120,02 és 1035,25 umol/L tartomanyba esett (19. abra A). A masodik csoport
(21-40. nap) CSF mintaiban szignifikansan alacsonyabb hem koncentraciot mértiink (64, 98 +
73,50 umol/L), mig a 41-60. nap kdzott gytijtott mintakban 1 pmol/L alatti hem szintet mértiink
(19. abra A). A hem és a Hb koncentracio kozott erds korrelaciot talaltunk (r=0,7296), melybol
arra kovetkeztettliink, hogy varakozasunknak megfeleléen a Hb a f6 forrasa a hemnek az
altalunk vizsgalt CSF mintakban (19. abra B).
mintak szabad (nem Hb-hoz k6t6tt) hem tartalmat. A teljes hem tartalomhoz hasonldan, a 0-20.
nap kozotti liquor mintak szabad hem tartalma volt a legmagasabb 41,99-717,39 umol/L
tartomanyban (19. abra C). Az IVH-t kovetdé 21-40. nap kozotti mintak szabad hem tartalma
szignifikansan alacsonyabb volt mint a 0-20. nap kozott nyert CSF mintaké (47,73 + 57,50
umol/L), mig a 41-60. nap kozott levett CSF mintakban 1 pmol/L alatti szabad hem volt
megtalalhat6. Az oxidalt Hb formak (metHb + ferrylHb) és a szabad hem koncentracigja
egymassal korrelal (r = 0,4809) (19. abra D), mely alatamasztja azt a feltételezést, hogy a hem
az oxidalt Hb formakrol disszocidl le. A bilirubin a hem degradacids terméke, igy a kovetkezd
kisérletben a CSF mintak bilirubin tartalmat hataroztuk meg. Legmagasabb bilirubin
koncentracioja az elsé csoportba esé (0-20. nap) CSF mintaknak volt (8,8 = 2,47 umol/L), ami
fokozatosan csokkent az id6 elteltével (19. abra E). A bilirubin szint korrelalt a teljeshem
koncentraciéval (r = 0,7568) (19. abra F).
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19. abra CSF mintak hem, szabad hem és bilirubin koncentracidja és korrelacioi. (A, C, E)
A CSF minték 6ssz hem, szabad hem ¢és bilirubin koncentracidja (atlag + SD). A pottyok egy-egy
mintat reprezentalnak, a piros pottyok a két 6 honapos koruk elétt elhunyt korasziil6ttdl szarmazo
CSF mintéakat jelolik. A p értékeket egytényezds ANOVA és azt kovetd Tukey-féle tobbtényezos
Osszehasonlitd analizissel szamitottuk. *p<0,05, **p<0,01. (B) A Hb és az 6ssz hem (D), az

oxidalt Hb formak és a szabad hem, (F) az 6ssz hem és a bilirubin koncentraaciok kozotti

korrelacids analizis. Az R a Pearson- féle korrelacios koefficienst jelzi.

7.2.2 A szabad hem és az oxidalt Hb formak prooxidans és
proinflammatdrikus hatdsa human agyi mikrovaszkularis
endotélsejtekre

Az IVH neuroinflammaciohoz vezet, melyben jellemz6 a proinflammatorikus citokinek és

az adhézids molekulak szintjének novekedése. Az endotélsejtek kritikus szerepet jatszanak a

proinflammatorikus valaszban €s korabbi tanulmanyokbol ismert, hogy az oxidalt Hb formak
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szerepet jatszhatnak a hemolitikus folyamatokkal Osszefiiggd steril gyulladasban. Ezért a
kovetkezdkben a kiilonboz6 oxidaltsagi allapotth Hb formak prooxidans és proinflammatorikus
szerepét vizsgaltuk meg human agyi mikrovaszkularis endotélsejteken (HBEC).

Elso6 kisérletiinkben arra kerestiik a valaszt, hogy a kiilonb6zé Hb formak képesek-e HO-
1-et indukalni HBEC-en. Ennek érdekében a HBEC-ket kiilonb6z6 Hb formakkal és szabad
hemmel kezeltiik (25 pmol/L). Az oxidalt Hb formak (metHb és ferrylHb) 18,2 + 2,6-szoros
indukcidt, illetve 12,1 + 3,1-szeres indukciot okoztak a HO-1 mRNS szintekben, mig a Hb nem
indukalta a HO-1 mRNS expressziot (20. abra A). A szabad hem sokkal er6sebb induktora volt
a HO-1-nek a HBEC-ben, ugyanis kozel 1000-szeres emelkedést idézett ¢l6 a HO-1 mRNS
szintjében (20. abra A). Ezzel parhuzamosan a metHb és a ferrylHb majdnem 20-Szoros
indukciot idézett el6 a HO-1 fehérje expresszidjaban, mig a szabad hem hatdsara

megkozelitéleg 200-szoros novekedést tapasztaltunk (20. abra B).

A B kDa - Hb MHb FHb hem
1600 — 37- R S _
800 == - HO-1
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Relativ HO-1 mRNS szint
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(GAPDH-ra normalizalt valtozas)

= Hb MHb FHb heme

HO-1 expresszio
(B-actin normalizalt valtozas)
w
o
!

- Hb MHb FHb hem

20. abra A hem és Hb formak hatasa HO-1 mRNS és fehérje expressziojara HBEC-en. (A-B) A
konfluens HBEC-et (P5-8) Hb-nal, metHb-nal, ferrylHb-nal, illetve hemmel kezeltiink (25 umol/L
hem) (A) A HO-1 mRNS szinteket 4 0ras kezelést kovetéen qRT-PCR moédszerrel hataroztuk meg.
A diagrammon 3 kiilonb6z6 kisérlet atlaga + SD van feltiintetve. (B) A HO-1 fehérje expressziojat 8
6ra utan Western blot analizissel vizsgaltuk. A membranokat ujra jeloltiik B-actin antitesttel.
Reprezentativ (n=3) Western blot a HO-1 expresszidjat mutatja be. (C) A HO-1 fehérje expresszidjat
B-actin -ra normalizaltuk. A p értékeket egytényezds ANOVA és azt kdveté Dunnett-féle post hoc

analizissel szamitottuk ki. *p<0,05, ****p<0,001
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Kovetlezd kisérletiinkben a hem ¢és a kiilonb6z6 oxidaltsagi allapota Hb formak hatasat
vizsgaltuk HBEC ROS termelésére. A sejteket Hb-nal, metHb-nal, ferrylHb-nal és hemmel
kezeltik 10, 25, 50, 100 umol/L koncentacioban 4 oran keresztiil, majd megmértiik a
termel6dott ROS mennyiségét (21. abra A). A hem dozisfiiggé modon fokozta a ROS termelést
HBEC-ben, ugyanakkor a Hb formak nem befolyasoltak a ROS szintjét (21. abra A). Annak
vizsgalatara, hogy a Hb formak okoznak-e sejthalalt HBEC-en a sejteket Hb-nal, metHb-nal,
ferrylHb-nal és hemmel kezeltiik 10, 25, 50 és100 umol/L koncentracidoban 24 6ran at. A hem
dozisfiiggd modon csokkentette a HBEC viabilitasat, a Hb formak azonban nem befolyasoltak
a sejtek életképességét (21. abra B).

A HBEC egysejtréteg integritdsa fontos szerepet jatszik az agyi barrierek kialakitasaban.
Kovetkezo kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy a hem, illetve a kiilonb6z6 oxidaltsagi fokt Hb
formak bfolyasoljak-e a HBEC egysejtréteg integritdsat. A vizsgalathoz a sejteket specialis
ECIS elektrodokat tartalmazé lemezeken tenyésztettiik. A konfluencia elérése utan a sejteket
mértiik az endotélréteg ellenallas valtozasat ECIS ZO késziilékkel (21. abra C). A HBEC sejtek
integritasat a ferrylHb jelentds mértékben csokkentette, ugyanakkor a Hb és a metHb nem

befolyasolta az endotélréteg ateresztéképességét (21. abra C).

53



>
vy

o
-
»n
=]

(3]
-
=3
o

véltoza’ﬂ

- - N W
o o ©

N A O @

o o o o

ROS pképzédés
(kontrollhoz viszonyitott
Viabilitas kontroolhoz

viszonyitott %)

=

o wv

o

10 25 50 100 10 25 50 100

Koncentréci (umolfL hem csaport) Koncentracié (umol/L hem csoport)

(@)

Ctrl Hb MetHb FHb

0 e

a
S &
3 S

Ellenallas valtozas
(4000 Hz, Ohm)
N -
o O
o o

R
&
S

-300 -

21. abra Hb formak hatisa HBEC ROS termelésére, viabilitasara és a HBEC egysejtréteg
integritasara. (A-B) HBEC sejteket (P 5-8) Hb-nal, metHb-nal, ferrylHb-nal és hemmel (10, 25,
50, 100 pmol/L) kezeltiink. A ROS képzddését 4 ora elteltével DCFDA modszerrel hataroztuk meg.
Az abran a ROS képzddését harom fliggetlen kisérlet atlag + SD abrazoltuk. (B) A HBEC
¢letképességét MTT modszerrel hataroztuk meg 12 oras kezelést kovetden. Az abran a kontrollhoz
viszonyitott életképsseg lathatd %-ban megadva (atlag £ SD) harom fiiggetlen kisérletbol. (C) A
HBEC sejteket 8 lyuku ECIS sejttenyészté lemezen kezeltiik Hb-nal, metHb-nal, és ferrylHb-nal
(50 umol/L). A teljes impedancia spektrumot ECIS Ze késziilékkel kovettiik 4 oran kesztiil. Az
endotélréteg ellenallas valtozasat 4000 Hz-en detektaltuk a O perctdl 4 oraig. A diagrammokon
harom fiiggetlen kisérlet atlaga = SD van feltiintetve. A p értékeit egytényezés ANOVA-t kovetd

Tukey-féle tobbtényezds dsszehasoniltod analizissel szamitottuk. ***p<0,005; ****p<0,001

Az endotélsejtek aktivacidja soran emelkedik a sejtfelszini adhézios molekulak, valamint a pro-
inflammatorikus citokinek expresszidja, ezért kovetkezd kisérletiinkben a hem ¢és a kiilonb6z6
oxidaltsagi allapott Hb formék hatasat vizsgaltuk HBEC VCAM-1, ICAM-1 ¢és IL-8
expressziojara. A HBEC sejteket Hb-nal, metHb-nal, ferrylHb-nal, valamint hemmel (25
umol/L) kezeltlink, és 4 6ra elteltével vizsgaltuk a VCAM-1, ICAM-1 és IL-18 mMRNS szintjét
(22. abra A-D). Kisérleteink soran az LPS-t 100 ng/ml koncentraciéban pozitiv kontrollként
alkalmaztuk. A szabad hem és a ferrylHb jelentés VCAM-1 mRNS indukciot okozott (~15-20-
szoros), mig a Hb és a metHb ennél kisebb mértékii, megkozelitdleg 5-szords emelkedést
okozott (22. abra A). Ugyanezt a trendet figyeltiik meg a VCAM-1 fehérje expresszidjaban is,
a hem és ferrylHb erésebben, a Hb és a metHb kisebb mértékben fokozta a VCAM-1
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expressziojat (22. abra B). Tovabba, a hem és a ferrylHb fokozta az ICAM-1 mRNS
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22. abra Hb formak hatasa HBEC VCAM-1, ICAM-1 és IL-8 expressziéjara. (A-D) HBEC
sejteket (P 5-8) Hb-nal, metHb-nal, ferrylHb-nal és hemmel (25 pumol/L) illetve LPS-sel (100
ng/ml) kezeltink. A VCAM-1, ICAM-1 ¢és IL-8 GAPDH-ra normalizalt relativ  mRNS
expressziojat (4 ora, atlag = SD) harom fiiggetlen, kisérlet alapjan hataroztuk meg. (B) A VCAM-
1 fehérje expresszidjat teljes sejtlizatumbodl 16 6ra utan Western blot analizissel hataroztuk meg.
A kisérlet végeztével a membrant Gjra jeloltiik B-actin elleni antitesttel. Az dbran harom fiiggetlen
kisérlet reprezentativ Western blotja lathat6. (A-D) A p értékeket egytényezds ANOVA-t kovetd
Dunnett-féle post hoc analizissel hataroztuk meg. *p<0,05, **p<0,01 és ****p<0,001

7.2.3 A hem és a proinflammatdrikus markerek korrelacidja IVH-t kovetéen
nyert CSF mintakban
Korabbi tanulmanyokban kimutattak, hogy IVH-t kovetéen a CSF-ben megemelkedik a
proinflammatérikus markerek, mint példaul a szolubilis adhézidos molekulak és az
inflammatorikus citokinek szintje. Az altalunk nyert in vitro adatok alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy a Hb-bol szdrmazod hem kritikus szerepet jatszhat az 1VH-t kovetd
inflammatorikus valasz kivaltasaban. A kovetkezd kisérletekben arra kerestiik a valaszt, hogy

az altalunk gy(jtott CSF mintdban vajon taldlunk-e korrelaciot a gyulladasos markerek
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(sVCAM-1, sICAM-1, IL-8) és a CSF hem tartalma kozott. Ezért meghataroztuk a CSF mintak
SVCAM-1, sICAM-1 és IL-8 szintjét. Megallapitottuk, hogy a SVCAM-1 szintje a 0-20. nap
kozott nyert CSF mintakban volt a legmagasabb (23. abra A). Ezzel Osszehasonlitva,
szignifikdnsan alasonyabb SVCAM-1 szinteket mértiink a 41-60. nap kozott nyert CSF
mintakban (23. abra A). A sSICAM-1 szintek az IVH és a CSF vétel ideje kozott eltelt id6
fiiggvényében tendencidzusan, de nem szignifikansan csokkentek (23. abra B). Legmagasabb
IL-8 szinteket az IVH-t kovetd 0-20 nap kdzott nyert mintakban mértiik (3,92 + 0,85 pg/mL),
majd fokozatos csokkenést tapasztaltunk a 21-40, illetve 41-60 nap kozott nyert mintakban
(2,19 + 1,5 ug/mL és 0,2 £ 0,29 ug/mL) (23. abra C). Mindharom gyulladasos marker szintje

pozitiv korrelaciot mutatott a CSF 0ssz hem szintjével (23. abra D-F).
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23. abra Gyulladasos markerek szintje és hemmel val6 korreliaciéja IVH-t kovetden nyert CSF
mintakban. (A-C) Az IVH-t kovetéen nyert CSF mintak sVCAM-1, SICAM-1 és IL-8 szintjét
ELISA modszerrel hataroztuk meg. A fekete pottyok egy-egy mintat reprezentalnak, a piros pottyok
a két 6 honapos koruk eldtt elhunyt korasziilottektdl szarmazé CSF mintdkat jelolik. A
diagrammokon éltag + SD értékeket abrazoltunk. A p értéket egytényezés ANOVA-t kovetd Tukey-
féle tobbszords Osszehasonlitod analizissel szamitottuk (D-F). A CSF minték 6ssz hem és sVCAM-
1, sICAM-1 és IL-8 tartalma kozotti korrelacioja Az R érték a Pearson-féle korrelacios koefficienst

jeloli. *p<0,05, ***p<0,005
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8. Diszkusszio

A dolgozatom els6 részében a hem medialta NLRP3 inflammaszoma aktivaciot vizsgaltuk
HUVEC sejteken. A hemrdl ismert, hogy rendkiviil potens proinflammatorikus molekula in
vivo koriilmények kozott, melyet mi is megfigyeltiink vizsgalataink soran, ugyanis a hemet
intraperitonedlisan egerekbe injektalva neutrofil infiltracidt okozott. Ezen gyulladasi reakcid
pedig IL-1P képzddésének emelkedéshez vezetett a peritoneumban.

Normal koériilmények kozott az endotélsejtek sokrétii funkeiot latnak el szervezetiinkben.
Hozzajarulnak a normal véraramlas fenntartasahoz, az erek permeabilitasat szabalyozzak, anti-
inflammatoérikus és antitrombotikus felszint biztositanak. Fert6zés vagy gyulladas esetén
azonban az endotélsejtek az els6k kozott érintkeznek a mikrobialis vagy endogén molekulaval
¢és aktiv résztvevdi, illetve regulatorai a gyulladasi valasznak [135]. Az endotélsejtek a
velesziiletett immunrendszer olyan receptoraival vannak felszerelkezve, melyekkel érzékelik és
képesek valaszt adni kiillonbozé PAMP-ok vagy DAMP-ok hatasara [100].

A kiilonbozoé ismert DAMP-ok, mint példaul az ATP vagy HMGB-1 IL-1p képzodését
idézik el6 endotélsejteken az NLRP3 inflammaszoma aktivaciojan keresztiil [103, 106, 107].
Szintén ismert az NLRP3 szerepe hiperglikémia- és hiperkoleszterinémia-asszocialt endotél
aktivacioban [102, 108]. Az endotélsejtek NLRP3 inflammaszoma aktivacidja szerepet jatszik
a hemorrhagias sokk okozta tiidégyulladas pathomechanizmusaban [106].

A kiilonboz6 immunreceptorok (NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2) aktivalasa az
inflammaszéma komplex Osszeszerelddéséhez vezet, mely az inflammatérikus kaszpazok
aktivaciojat és IL-1p képzodését, illetve szekretdlodasat indukalja [136-139]. Korabbi
tanulmanyokban kimutattdk, hogy a hem IL-1P képzodését idézi el6 makrofagokon NLRP3
inflammaszoma aktivaciojan keresztiil [80, 140]. Eredményeink azt mutatjak, hogy a hem a
makrofagok mellett endotélsejtekben is indukéalja az NLRP3 inflammaszomat, igy
feltételezhetd, hogy intravaszkularis hemolizissel jard betegségekben az endotélsejtek
hozzajarulnak a gyulladasos valasz kialakulasahoz.

Ismert, hogy a makrofagok NLRP3 inflammaszéma aktivacidjahoz két szignalra van
sziikség. Az elsd szignal foként a TLR-en vagy TNF receptor 1 és 2-n keresztiil torténik, mely
az NF-xB medialta NLRP3 expressziojahoz vezet [76, 141]. A masodik stimulus a PAMP-ok
vagy DAMP-ok altal lehetséges, melyek aktivaljak az NLRP3-at. Ez az inflammaszoma
platform Gsszeszerelddéséhez, a kaszpaz-1 aktivaciojahoz, illetve az ezt kovetd pro-IL-1B

hasitasahoz és az aktiv citokin szekretalodasahoz vezet [141]. Ezt megerdsiti Dutra és
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munkatarsainak publikacidja, ahol kimutattak, hogy az LPS el6kezelés nélkiilozhetetlen a hem-
medialta NLRP3 inflammaszoma aktivaciojahoz makrofagokon [80]. Kisérleteink soran
Az endotélsejtek hemmel indukalt IL-1B termelése messze elmarad a makrofagok IL-1B
termelésétol, ugyanakkor az endotélsejtek hemre adott valaszanak mértéke Osszevethetd a
szakirodalomban korabban leirt induktorokra (ATP, HMGBI1) adott valasszal [103-105]. A
hem magas dozisban sejthalalt indukal az endotélsejtekben, ami felveti annak a lehetOségét,
hogy a sejtnekrozis soran az extracellularis térbe keriildé ATP és HMGBI1, — melyek ismert
NLRP3 induktorok endotélsejtekben — is hozzajarulnak a hem hatasahoz [103-105].

A hem fokozta a HUVEC NLRP3 mRNS és fehérje expressziojat LPS jelenlétében és
hianyaban is. Az NLRP3 inflammaszoma 0sszeszerel6dését kovetéen a prokaszpaz-1
aktivalodik és proteolitikus hasitassal aktiv kaszpaz-1 képzodik, mely hasitja a pro-1L-1p-t, és
aktiv citokin képzddik [141]. Az NLRP3 szerepét a hem-medialt IL-1p termelésben NLRP3
deficines egérmodellben vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy a hem kaszpaz-1 aktivaciot és pro-1L-13
hasitast idéz el vad tipusu egerekben, ugyanakkor NLRP3 deficines egerekben nem kovetkezik
be a kaszpaz-1 aktivacid, és a pro-IL-1B hasitdsa. Ez arra utal, hogy az NLRP3 koézponti
szerepet jatszik a hem altal indukalt IL-1f termelésben.

A hem a PPIX gyitirii és egy vas ion komplexe, melyet a pirrol gylriik N atomjai ¢s a vas
ion kozotti koordinacios kotés stabilizal. Intracellularisan a hem bontasat a hem oxigenaz
enzimcsaldd végzi, melynek soran vas, biliverdin és szén-monoxid keletkezik. A hembdl ily
moddon kiszabaduld vas emeli a sejtek dtmeneti vasraktar szintjét. Korabban kimutattak, hogy a
vas NLRP3 inflammaszoma aktivaciot indukal human monocitakban [142]. Ezen el6zmények
alapjan a kovetkezdkben a vas hatasat is megvizsgaltuk NLRP3 inflammaszoma aktivaciojara
endotélsejteken. Kimutattuk, hogy a monocitakkal ellentétben a vas dnmagéaban képtelen aktiv
IL-1B képzddését indukalni HUVEC sejteken. Tovabba azt is kimutattuk, hogy a PPIX nem
indukalja NLRP3 inflammaszéma aktivaciojat és IL-1B képzddését LPS-el eldkezelt
endotélsejteken. Ezen eredményeink teljes mértékben 06sszhangban vannak Dutra ¢és
munkatarsainak megfigyeléseivel, a PPIX az LPS-el elékezelt makrofagok esetében sem
vezetett IL-1B képzddéséhez és szekréciohoz [80]. Eredményeink alapjan tehat arra
kovetkeztethetiink, hogy a hemben talalhato koordinélt vasnak kritikus szerepe van az NLRP3
inflammaszoma aktivacioban és az azt kovetd IL-1p képz6désében és szekretalodasban.

Ismert a fokozott ROS termelés szerepe az NLRP3 inflammaszoma aktivacidjaban, és az
IS, hogy a hem prooxidans hatasanal fogva nagymértékben fokozza endotélsejtek ROS
termelését [143-146]. E mellett az LPS is fokozza a ROS termelést [147, 148]. Ezen tények
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ismeretében vizsgaltuk a ROS szerepét a hem altal indukalt NLRP3 inflammaszoma
aktivacioban. Kimutattuk, hogy az LPS sokkal gyengébb induktora a ROS termelddésének
HUVEC sejteken a hemhez viszonyitva. Emellett megfigyeltiik, hogy az LPS eldkezelés
szinergista modon fokozta a hem medialta ROS termelést HUVEC sejteken. A ROS scavenger
NAC csokkentette a hem-medialt ROS képzddést, és az IL-1p szekréciojat is HUVEC-en, ami
arra utal, hogy a fokozott ROS képzédés kozponti szerepet jatszik a hem-medialt NLRP3
inflammaszéma aktivacioban. Az NLRP3 inflammaszoma aktivaciojat a fokozott ROS
képz6dés mellett szamos egyéb tényezd is befolyasolhatja. gy példaul korabban kimutatték,
hogy a lizoszoma destabilizacidoja NLRP3 inflammaszoma aktivaciot okoz HUVEC sejteken
[149, 150]. Dutra és munkatarsai kimutattak, hogy a hem medialta inflammaszoma aktivacio
makrofagokban a ROS képzédéstdl és a K ionok kidramlasatol fligg, azonban a lizoszoma
destabilizaciojatol figgetlen [80]. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak a megallapitasara,
hogy a fokozott ROS termelés mellett a fokozott K™ ion kidramlds és a lizoszomalis
destabilizacio szerepet jatszik-e a hem medidlta NLRP3 inflammaszoma aktivaciojaban
HUVEC sejteken.

Az extracellularis hem prooxidans és proinflammatorikus hatasat specifikus és nem
specifikus hemkoté plazma fehérjék kontrollaljak [147]. A Hx egy akut fazis plazma fehérje,
mely az ismert fehérjék koziil a legnagyobb affinitidssal koti a hemet. Ezen tulajdonsaganal
fogva a Hx kulcsszerepldje az extracellularis hem elleni védelmi rendszernek [147]. Ezzel
Osszhangban kimutattak, hogy a Hx hianya a vesekarosodas fokozodasat idézi el6 akut
hemolizises egérmodellben [151]. Ugyanakkor az exogén Hx képes megakadalyozni a nagy
megfigyelték, hogy a Hx a kardiovaszkularis funkciok és a vérnyomds normalizalasaban is
jelentds szerepet tolt be [152, 153]. A Hx mellett szamos egyéb plazmafehérje rendelkezik
hemkoto kapacitassal, melyek szerepe massziv intravaszkularis hemolizis esetén jelentkezik
[147]. Mennyiségét tekintve az albumin a plazma legjelentdésebb nem specifikus hemkotd
fehérjéje [154]. Vizsgalatainkban kimutattuk, hogy az albumin gatolja a hem medialta NLRP3
inflammaszoéma aktivaciot az LPS-el elokezelt HUVEC sejteken in vitro koriilmények kozott,
illetve blokkolni tudta a peritonealis leukocita infiltraciot in vivo koriilmények kozott CS7BL/6
egerekben.

A Hb extracellularis térben bekovetkezé oxidacidja a hemolitikus patologiakban kiemelt
szerepet jatszik, ugyanis az oxidalt Hb formak molakulaszerkezete oly modon torzul, ami

csokkenti a hem-globin k6z6ti kapcsolat erdsségét, aminek kovetkeztében a hem prosztetikus

------
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Korabbi munkakban kimutattak, hogy a metHb ¢és a ferrylHb hemforrasként miikodik az
endotélsejtek szamara, ugyanakkor a Hb nem [83, 155]. Emellett a ferrylHb az NF-kB ttvonalat
aktivalva fokozza az adhézidés molekuldk expressziojat endotélsejtekben, és ndveli az
egysejtréteg atjarhatosagat [85]. A ferrylHb ezen hatasai fliggetlenek a hem disszociaciojatol,
nem idézi el6 az endotélsejtek aktivaciojat és a barrier funkcio romlasat sem [64, 85]. A hem
hatasanak kitett endotélsejtek HO-1-et expresszalnak, mely a hem lebontasdhoz sziikséges
enzim. Munkank soran bizonyitottuk, hogy az oxidalt Hb formak, a metHb és a ferrylHb a hem
prosztetikus csoportjukat elengedik, mialatt a HO-1 mRNS és fehérje expresszidja novekszik
HUVEC sejtekben. Vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a metHb és a ferrylHb
nagysagrendekkel gyengébb induktorai a HO-1 expresszidjanak mint a hem. Korabbi
publikaciokban, ahol az LDL oxidativ modositasait vizsgaltak, szintén arra mutattak ra, hogy a
kiilonb6z6 oxidalt Hb formak masképp voltak képesek részt venni a reakcioban. A hemmel
Osszehasonlitva a metHb és a ferrylHb késleltetett és kevésbé jelentds oxidativ mddositast
okozott az LDL-en, mely a kisebb szamt LDL-asszocialt hem csoporttal volt magyarazhato.
teljes mértékben.

A szabad hemr6l ismert, hogy fokozza a ROS képzédését HUVEC sejteken.
Vizsgalatainkban kimutattuk, hogy az oxidalt Hb formak, a metHb ¢és a ferrylHb szintén fokozta
az endotélsejtek ROS termelését, a hemhez viszonyitva sokkal kisebb mértékben. Figyelembe
véve, hogy a fokozott ROS termelés 0sszefligg az NLRP3 inflammaszéma aktivaciojaval, azt
is vizsgaltuk, hogy az oxidalt Hb formdk képesek-e NLRP3 inflammaszoma aktivaciot
indukalni és ezen keresztiil IL-1p termelését indukalni HUVEC sejteken. Megallapitottuk, hogy
sem a metHb sem a ferrylHb nem indukalt NLRP3 inflammaszoma aktivaciot HUVEC-ben,
amib6l arra kovetkeztettiink, hogy intravaszkularis hemolizis esetén az oxidalt Hb-bol
disszocialodott hem felelds az NLRP3 inflammaszoma aktivacidjaért.

Dolgozatom masodik részében az IVH-t kovetden korasziilottektdl gylijtott liquor mintak
analizisét végeztiik el, illetve azt vizsgaltuk, hogy lehet-e szerepe a kiilonféle oxidaltsagi
allapota Hb formaknak az IVH-t kdvetd neuroinflammacio6 kivaltasaban. Az IVH egy gyakorta
eléforduld komplikacié korasziilottek esetében. A vérzést kdvetden megnd az Ujszolottkori
mortalitas, illetve az IVH-t talélé betegekben magas a kézponti idegrendszert érint6 fejlodési
rendellenességek kockazata [117-120]. Régodta ismert az orvostudomany szamara, hogy a
gyulladés rendkiviil fontos szerepet tolt be az IVH-t kovetd agykarosoddsban, azonban az e

mogott huzodoé molekularis mechanizmus, mely a gyulladdshoz vezet még nem egyértelmd.
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Elsédleges célunk a korasziilottektol [IVH-t kdvetden gyljtott liquor mintak Hb tartalmanak
kvalitativ és kvantitiv analizise volt, azzal a céllal, hogy jobban megismerjik a Hb
megemliteniink, hogy a liquor mintak diagnosztikai céllal keriiltek levételre, igy a mintavétel
idépontjat befolyasolni nem tudtuk. A mintakat az 6sszehasonlithatosag érdekében 6nkényesen
harom csoportba rendeztiik att6l fliggden, hogy hany nap telt el az IVH és a mintavétel kdzott.
Az igy létrehozott 3 csoport a kdvetkezo volt: 0-20. nap, 21-40. nap, 41-60. nap. Kimutattuk,
hogy az IVH-t kovetéen a Hb akkumlalodik a liquorban, és oxidacidja soran metHb, ferrylHb,
illetve kovalensen keresztkotott oxidalt globin  multimerek képzOdnek. Korabbi
tanulmanyokban szabad Hb jelenlétét mutattak ki liquorban intracranialis vérzés utan, illetve
IVH-ban is [86, 125, 126]. A metHb jelenlétét, mely a Hb egy elektronos oxidacidja soran
keletkezik, kimutattak korasziilottek liquorjaban, illetve IVH nyal modelljében is [86]. Az
altalunk vizsgalt liquor mintak esetében a metHb szintje a 0-20. nap k6z6tt nyert mintakban
80,51+77,65 umol/L volt, mely nagysagrendi egyezést mutat az e€l6z6 tanulmanyokban mért
értekekkel (~40 pmol/L), melyet az IVH-t koveté harmadik napon mértek korasziilott nyul
modellben [86].

A Hb peroxidok hatasara bekdvetkezd két-elektronos oxidacidja soran ferrylHb képzddik,
melyben a vas oxidacios allapota +4. A vas +4-es oxidacios allapotban instabil, ennek ellenére
jelenlétét korabban vérbdl fizioldgias és patofiziologias koriilmények kozott is kimutattak,
azonban jelenlétét a liquorban korabban nem vizsgaltak [127, 128, 156]. Az altalunk vizsgalt
liquor mintak koziil ketté esetében sikertiilt ferrylHb jelenlétét kimutatni a 0-20. nap kozotti
mintak csoportjaban.

A ferrylHb-ban 1év6 +4-es oxidacios allapoti vas oxidalja a kozelében 1év6 globin lanc
egyes aminosav egységeit. A globin lancon visszamarad6 parositatlan elektronok pedig
kovalens keresztkotéseket hoznak létre a globin lancok k6zott [157-159]. Ily modon képzodott
kovalens modon keresztkotott oxidalt Hb molekuldakat kordbban kimutattak plazmabol,
vizeletbdl, illetve bevérzett atheroszklerotikus plakokkbol [160-162]. Vizsgalataink soran az
IVH-t kdvetd kiilonbozd idépontokban nyert liquor mintakban kovalensen keresztkotott oxidalt
Hb dimereket és tetramereket mutattunk ki. A mi munkankkal parhuzamosan Posta ¢és
munkatarsai szintén kimutattdk a Hb multimerek jelenlétét IVH-t kdvetden nyert liquor
mintakban [163]. Kimutattak tovabba, hogy a ferrylHb akkumulacioja egyiitt jar az oxidalt Hb-
bol szarmazo kis peptid fragmentek megjelenésével, melyek az endogén Hb eltavolito
mechanizmust elkerililve szerepet jatszhatnak az IVH-t kovetd endotélsejt aktivacidban és

neuroinflammacioban [163].
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Intravaszkularis hemolizist kdvetden a plazmabol az extracellularis Hb eltavolitasa a Hp-
CD163 utvonalon torténik [26]. A plazmahoz hasonléan a Hp jelen van a liquorban is, azonban
a plazmahoz viszonyitva joval alacsonyabb koncentracioban. Felndttekben a plazma Hp teljes
Hb kot6 kapacitasa mintegy 5 g, szemben a liquoréval, ami koriilbeliil 100 pg-ra teheté [164].
Korasziilottek esetén a liquor Hp tartalma, illetve Hb kotd kapacitasa nem ismert, irodalmi és
sajat eredményeink azonban arra engednek kovetkeztetni, hogy 1IVH-t kdvetéen a liquor Hb
¢s a Hb oxidacios termékek az IVH-t kovetéen az intraventrikularis térbél bejuthatnak a
periventrikularis fehér allomanyba és hozzajarulhatnak az 1VH-t kdvetd neuroinflammacio
kialakulaséhoz.

A Hp nem csak a Hb eliminécidjaban jatszik fontos szerepet, hanem a Hb-nal komplexet
alkotva a Hb oxidaciojat is képes meggatolni. Az oxidalt Hb formak megjelenése liquorban
tovabb erdsiti azt a feltételezést, hogy massziv vérzés esetén a Hp kotdkapacitdsa kimertil.
Emellett a kovalensen keresztk6tott Hb multimerek alacsonyabb affinitassal rendelkeznek a Hp
iranyaba, igy eltavolitasuk a Hp-CD163 ttvonalon gatolt [165].

A liquorokban a teljes és a szabad hem tartalmat is meghataroztuk. A szabad, azaz Hb-nal
nem asszocialt hem koncentracigja az IVH-t kdvetd 0-20. nap kozott nyert mintakban széles
hatarok kozott (42-717 pmol/L) mozgott. A szabad hem forrdsa valoszintisitheten a metHb és
a ferrylHb, mely sokkal kevésbé szorosan koti a hem prosztetikus csoportot, mint a Hb [83, 84,
155]. A hem hidrofob tulajdonsagti molekula, mely a sejtmembranon passziv diffiizié vagy
transzporterek altal képes atjutni [166]. A hem erdteljes prooxidans és proinflammatorikus
molekula [33, 80]. A kozponti idegrendszer sejtjeit tekintve a hemet (5-40 pmol/L)
citotoxikusként irtak le asztrocitak [167] és neuronok [168] esetében is. Oligodendrocitakat
vizsgalva pedig a hem nagymértékben felerdsitette a TNF-a altal indukalt programozott
sejthalalt [147].

Az intravaszkularis hemolizis sordn a plazmaba keriilt szabad hemet a HX koti meg, €s a
CD91 receptoron keresztiil tavolitja el a keringésbdl [169]. A hem-Hx kotés nagyon erds,
emellett a Hx gatolja a hem katalitikus aktivitasat [32, 34]. A Hx-CD91 rendszer megtalalhato
a kozponti idegrendszerben is, és ismert, hogy rendkiviil fontos szerepet tolt be a hem altal
okozott toxicitds csokkentésében szubarachnodialis vérzés utan [170]. Nincs adat a
korasziilottek kozponti idegrendszerének hem stressz elleni védelmérdl és a liquor Hx
szintjérol. Eredményeink arra utalnak, hogy korasziilottekben IVH-t kdvetéen a Hx-CD91

utvonal taltelitddik, ami a hem liquorban valé felhalmozddasahoz vezet.
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A 21-40. nap kozott nyert liquor mintakban a Hb, metHb, ferrylHb, hem és szabad hem
koncentracioja is alacsonyabb volt a 0-20. nap kozott nyert mintdkkal 6sszehasonlitva. A 41-
60. nap kozott gylijtott liquor mintak esetén csak néhany mintaban tudtunk csekély mennyiségii
hemet kimutatni. Ez egy aktiv vagy passziv lassu eltavolitasi mechanizmusra utal. A liquorrdl
ismert, hogy egy nap alatt 4-5 alkalommal cserél6dik felnétt, egészséges szervezetben és ez az
ujsziilottek esetében még gyakoribb. A liquor eltavolitdsa a liquor-vér barrieren keresztiil
torténik specifikus fehérjék segitségével, melyeket a choroid plexus epithél sejtjei
expresszalnak. Ezen sejtek biztositjak a tapanyagok és az ionok transzportjat a kodzponti
idegrendszerbe, illetve az eltavolitasban is szerepilik van. Tovabbi kisérleteket igényel annak a
kérdésnek megvalaszolasa, hogy milyen mechanizmussal tavolitodnak el a Hb és oxidacios
termékei a liquorbol IVH-t kdvetden.

A kovalens modon keresztkotott Hb multimerek jelenlétét vizsgaltuk IVH-t kdvetGen a
liquor mintakban és megfigyeltiik, az id6 fiiggvényében egyre nagyobb multimerek voltak jelen
a liquorban. igy a 0-20. nap kozétt nyert liquor mintakban a Hb monomer és a dimer volt a
dominans forma, ugyanakkor a 41-60. nap kozott nyert mintdkban csak Hb tetramert tudtunk
kimutatni. Mivel ezen mintakban korabban hem jelenlétét nem tudtuk bizonyitani,
feltételezhetjiik, hogy ezen globin tetramerekrél a hem prosztetikus csoport mar kordbban
disszocialt. Ezen forma jelenléte a 41-60. nap kozott vizsgalt mintakban arra enged
kovetkeztetni, hogy a kovalens modon keresztkotott oxidalt Hb formak eltavolitasara nincs,
vagy nagyon lassu mechanizmus van a kozponti idegrendszerben.

A vér-agy gat megakadalyozza a vér alakos elemeinek és patogéneknek a bejutasat az
agy parenchymajaba, emellett szabalyozza a molekulak transzportjat is a plazma és a kdzponti
idegrendszer kozott [171]. Intracerebralis vérzést kovetéen megfigyelték a vér-agy gat
diszfunkcidjat és szamos publikacioban kimutattak, hogy a vér egyes komponensei (pl.
trombin, Hb, Fe) kritikus szerepet jatszanak az ICH-indukalta vér-agy gat diszfunkcid
kialakulasaban [129]. Az agyi mikrovaszkularis endotélsejtek altal alkotott egyrétegii feliilet
fontos alkotoja a vér-agy géatnak €s meghatarozé modon hozzajarul a neuroinflammatorikus
kdzponti idegrendszerbe. Ezért vizsgaltuk az IVH-t kdvetden korasziilottek liquor mintaibol
kimutatott kiilonb6z6 Hb formak hatasat HBEC sejtek aktivaciojara.

Kimutattuk, hogy a hem 50 umol/L feletti koncentracioban nagymértékben fokozza a
HBEC sejtek ROS termelését, és sejthalalt indukal. Ugyanakkor a Hb, illetve az oxidalt Hb
formak nem fokoztdk a ROS termelést és nem voltak toxikusak HBEC sejtekre. A liquor mintak

szabad hem koncentracioja a 0-20. nap kozott nyert mintak szinte mndegyikében meghaladta
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az 50 pmol/L-t, néhany mintaban pedig extrém magas 250 pumol/L feletti szabad hem
koncentraciot mértiink. Korabbi kisérletekben kimutattak, hogy a polimerizalt extracellularis
Hb gatolja a vér-agy gat normal miikodését [172]. A HBEC egysejtréteg integritasat vizsgalva
kimutattuk, hogy a kovalens moédon keresztkotott Hb formakat tartalmazé ferrylHb noveli az
egysejtréteg atjarhatosagat.

A HO-1, mely a hem lebontdsat katalizalé enzim, ICH-t kovetden indukdlodik a kdzponti
idegrendszer kiilonboz6 sejtjeiben, mint példaul az asztrocitdkban, mikroglidkban és
endotélsejtekben [173]. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a hem mellett az oxidalt Hb formak
(metHb, ferrylHb) is indukaljak a HO-1 expressziojat HBEC sejteken. A HO-1 antioxidans és
anti-inflammatorikus tulajdonsagainal fogva képes védelmet biztositani a programozott
sejthalal ellen és gatolja szamos immun-medialt gyulladasos betegség kialakulasat [147].
Korabban kimutattak, hogy a HO-1 felregulalodasa cerebralis maléria kialakulasat el6zi meg
kisérleti allatmodellben és csokkenti a vér-agy gat sériilését, illetve a neuroinflammécio
mértékét [46].

Az adhézids molekulak kozponti szerepet toltenek be a gyulladasi reakcioban a leukocitak
vaszkularis endotéliumra jellemz0 az adhézids molekuldk alacsony eszpresszidja. Agyvérzések
esetén lokalis gyulladasi valasz alakul ki és a szolubilis adhéziés molekulak (E-szelektin,
ICAM-1, VCAM-1 és L-szelektin), illetve az inflammatorikus citokinek szintje megemelkedik
a liquorban [174, 175]. A gyulladasi valasz feltételezhetden a fehér allomany sériilésével jar
[176].

A hemrdl ismert, hogy endotélsejt aktivaciot indukal, melyet az adhéziés molekulak
fokozott expresszidja és emelkedett proinflammatoérikus citokin (IL-6, IL-8) termelés jellemez
[72, 85, 177]. Az IVH-t kovetden nyert CSF mintak analizise soran kimutattuk, hogy a VCAM-
1, ICAM-1 és IL-8 szintje korrelal a CSF-ben talalhaté hem koncentracidjaval. Megallapitottuk,
hogy agyi mikrovaszkularis endotélsejtek aktivaciojahoz a hem mellett a ferrylHb is

hozzajarulhat.
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9. Konkluziok

Dolgozatom elsé részében a hem medialta NLRP3 inflammaszoma aktivaciot vizsgaltuk
HUVEC sejteken és in vivo koriilmények kozott egerekben. Ezzel kapcsolatban az alabbi
megallapitasokat tettiik:

» A hem egy proinflammatérikus molekula, mely fokozza LPS-sel eldkezelt
endotélsejtek IL-1B expresszidjat, és in vivo koriilmények kozott IL-1B szekréciot
indukal.

» A hem az NLRP3 inflammaszoéma aktivacidjan keresztiil fokozza az IL-1f
termelését.

» A hem altal el6idézett fokozott ROS termelddésnek szerepe van az NLRP3
inflammaszoéma aktivacidjaban.

» A hem altal eléidézett IL-1p expresszid emelkedés gatolhatdo az antioxidans

tulajdonsagu N-acetyl ciszteinnel, illetve a hemko6td tulajdonsaga albuminnal.

Dolgozatom masodik részében az IVH-t kovetéen korasziilottektol gyiijtott liquor mintak
analizisével azt vizsgaltuk, hogy lehet-e szerepe a kiilonféle oxidaltsagi allapotd Hb
formaknak az IVH-t koveté neuroinflammacié kivaltasaban. Ezzel kapcsolatban az
alabbi megallapitasokat tettiik:

» Az IVH-t kovetéen Hb oxidacios termékek és szabad hem akkumulalodik a
liquorban.

» A kiilonbozé oxidaltsagi foka Hb formak koziil a ferrylHb a leginkabb
proinflammatorikus  jellegli, mely fokozza adhéziés molekuldk és
proinflammatorikus citokinek expressziojat agyi mikrovaszkularis
endotélsejtekben, valamint rontja az egysejtréteg integritasat.

» IVH-t kdvetden a liquor mintak VCAM-1, ICAM-1 és IL-8 szintje korrelal a liquor

crer
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10. Osszefoglalds

A hemolizissel jaré betegségekben gyakran megfigyelhet6 a gyulladas patogének jelenléte
nélkiil. Ennek oka a hemolizis sordn a véraramba keriil6 DAMP-ok altal keltett gyulladas. A
VVT-k lizise soran a keringésbe keriild6 Hb oxidacidja soran metHb és ferrylHb keletkezik,
melyekrél a hem prosztetikus csoport levalik. A hem proinflammatorikus jellegének egyik
megnyilvanuldsa a makrofagokban megfigyelt NLRP3 inflammaszéma aktivacio és IL-1
szekrécio.

Az endotélsejtek kitiintetett szerepet jatszanak a gyulladédsi folyamatokban, igy jelen
munkank célja a hem és az oxidalt Hb formdak hatdsdnak vizsgalata volt endotélsejtek
aktivacidjara. Kimutattuk, hogy a hem LPS-sel elékezelt HUVEC-ben IL-1B szekréciot
indukal. In vivo koriilmények kozott a hem kaszpaz-1 aktivaciot és aktiv IL-1p képzodést
indukal, NLRP3-fliggé moddon. Bizonyitottuk, hogy a hem altal keltett proinflammatorikus
valaszban fontos szerepe van a reaktiv oxigéngyokoknek, ugyanis a gyokfogd tulajdonsagu

NAC gétolta a hem altal indukalt IL-1 B képzédést.
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24. abra A hem-medialt NLRP3 inflammaszéma aktivacié endotélsejteken. A patogén
asszocialt molekularis mintazatok (PAMP) mint példaul LPS, TNF-a (szignal 1) a toll-like
receptorokhoz vagy a TNF receptorhoz két6dnek és ezaltal az NF-kB utvonalat aktivaljak. Ez
NLRP3, kaszpaz-1 és IL-1p expresszidjahoz vezet. A hem (szignal 2), mely a sériilt VVT-bol
kiszabadult Hb-bol szarmazhat, ROS képz6dését, kaszpaz-1 aktivaciojat és pro-l1L-1 B hasitasat
indukalja, majd az aktiv IL-1P szekrécidjahoz vezet. A K* efflux és a lizoszoma ruptarajanak
szerepe azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.
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Kimutattuk tovabba, hogy az albumin gatolni képes a hem medialta IL-1f termelést
HUVEC sejteken in vitro, illetve blokkolta a hem altal indukalt peritonealis leukocita
infiltraciot in vivo koriilmények kozott CS7BL/6 egerekben.

A hem ¢és az oxidalt Hb formak gyulladaskeltd szerepét vizsgaltuk IVH-val
Osszefiiggésben. Kimutattuk, hogy IVH-t koévetéen hem, Hb, metHb, ferrylHb, illetve
kovalensen keresztkotott oxidalt globin multimerek akkumulalodnak a liquorban. A kiilonb6z6
oxidaltsagi foku Hb formék koziil a ferrylHb a leginkdbb proinflammatodrikus jellegli, mely
fokozza adhézios molekulak és proinflammatérikus citokinek expressziojat agyi
mikrovaszkularis endotélsejtekben, valamint rontja az egysejtréteg integritasat.

Osszességében jelen munka hozzajarulnat a VVT eredeti  DAMP-ok NLRP3
inflammaszéma aktivaciojaban betoltott szerepének megértéséhez, valamint az oxidalt Hb

forméak IVH pathogenezisében betdltott koroki szerepének tisztdzasadhoz.
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11. Summary

In the pathogenesis of hemolysis-associated diseases inflammation often occurs, even in
the absence of pathogens. This is caused by DAMPs, which enter to the bloodstream. Upon
RBC lysis Hb is prone to oxidation, resulting oxidized Hb species, metHb and ferrylHb. These
Hb forms can easily release their heme prosthetic group. The proinflammatory nature of heme
is already well-described and there is an evidence for heme-mediated NLRP3 inflammasome

activation and IL-1p secretion in macrophages.

Endothelial cells play a crucial role in inflammatory response, thus we wanted to examine
the effect of heme and the oxidized Hb forms in endothelial cell activation. Here we
demonstrated, that heme induces IL-1p secretion in LPS-primed HUVECs. We showed, that
heme triggers caspase-1 activation and active IL-1p secretion on an NLRP3-dependent manner
in vivo. Furthermore, we proved that ROS have a key role in heme-induced proinflammatory
response, as the ROS scavenger NAC inhibited IL-1p formation. Moreover, we showed that
albumin prevents heme-mediated IL-1p secretion in HUVECSs in vivo. In addition albumin

blocked heme-induced peritoneal leukocite infiltration in C57BL/6 mice.

PAMPs

| Signal 1| lT”F

TLRs |

_______
o S~

assembl

| Casgase =1 l
\ >_j'>-

Endothelial cell

Caspase-1
activation

Figure 25. Heme-mediated NLRP3 inflammasome activation in endothelial cells. Pathogen
associated molecular patterns (PAMP), such as LPS, TNF-a (Signal 1) binds to toll-like
receptors or TNF-receptor activiating NF-kB pathway. This will cause the expression of
NLRP3, caspase-1 and IL-1B. Hem (Signal 2) derived from damaged RBC triggers ROS
production, caspase-1 activation and cleavage of pro-IL-1 B, resulting active IL-1p secretion.
K* efflux lysosomal rupture still remained to be explored.
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In our work, we also studied the inflammatory role of heme and oxidized Hb forms after
onset of IVH. We presented that upon IVH heme, Hb, metHb, ferrylHb and the covalently
cross-linked globin multimers accumulate in the liquor. However, ferrylHb revealed the
strongest proinflammatory effect, therefore induced the expression of adhesion molecules and
proinflammatory cytokines in human brain microvascular endothelial cells, as well as impaired

the integrity of the monolayer.

Overall, our study may contribute to the understanding the role of RBC-derived DAMPs
in NLRP3 inflammasome activation. In addition, it may provide a more clear explanation of

oxidized Hb forms role in the pathogenesis of IVH.
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