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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE

LDL: alaF92G$%9H1H9,#H%=IJ2J12/*IG

2K;6;3%2KIL<=/%"="F92G$%9H1H9,#H%=IJ2J12/*IG

HUVEC: humán umbilikális véna endotheliális sejt

LCL: immortalizált limfocita sejtvonal

HO-1: hemoxigenáz-1

FCS: fetal calf serum

HBSS: Hank’s balanced salt solution

EDTA: etilén-diamin-tetraacetát

PMN: polimorfonukleáris sejtek

PMA: phorbol myristate acetate

MTT: 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromid

TBARS: tiobarbitursav-reaktív anyagok

LOOH: lipid-hidroperoxid

COOH: kumin-hidroperoxid

Hb: hemoglobin

Hpg: haptoglobin

Hpx: hemopexin

BHT: butilált hidroxi-toluol

DFO: dezferroxamin

!-toc: !-tokoferol

cGMP: ciklikus guanilát-monofoszfát

GSH: glutation

GHS-Px: glutation-peroxidáz

BCA: bicinchoninic acid
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1. BEVEZETÉS

?@?@"!"#$%%&'&%()&"*$+,+',-.$/"01213",4$56-78"9,5$:$#;<$=>6

M%)I99H1H9,#H% =IJ2J12/*IG 9.8:*GL2/N*=I<=I9% /,1:*G% /O1/,G(%

2KIL"/P-% '2LI4I)<FI>Q"% ".% *#$I)% *=9(% =,J,9% ".%

ateroszklerózis kialakulásában.1-3 Az oxidált LDL nem egy 

jól definiált molekula, hanem szerkezetében, fizikai és 

bioló#I"I%/8="QL2G9<#"I/%I==*/(*G%változatos lehet.4,5 Az LDL 

in vivo oxidációjának pontos mechanizmusa nem ismert.  In 

vitro többféle módszert alkalmaznak oxidált LDL 

*=(<==P/<9<1"R átmenetifémeket (vas és réz),6 hemproteineket

(hemoglobin7, cöruloplazmin8, mioglobin9), enzimeket

(lipoxigenáz10, mieloperoxidáz11, tormaperoxidáz12),

reaktív nitrogénrészecskéket13 és számos vaszkuláris 

sejtet.14,15 Kutatócsoportunk korábban megállapította, hogy 

"%N*'S%*#$%*#$*LT=<==>%-"9/"1/"='U%-*#$T=*/%I9%*=(IL,.N*/I%

az LDL oxidatív módosulását.16 Ez a folyamat LDL, hem, 

oxidánsok és antioxidánsok kölcsönhatásaiból épül fel17-19

1. ábra: A lipidperoxidáció mechanizmusa. 

Az iniciációs szakaszban hidrogén-elvonás nyomán alkil-#$O)% ),J.(LI)S% '*=$% </1*GL*.(LI)% '*.2',1I"-

stabilzált konjugált diénné. Oxigén jelenlétében peroxilgyök, majd lipid-NIL12J*12KIL%),J.(LI), abból vas(II) 

hatására alkoxil-gyök jön létre. A gyökök H-elvonással stabilizálódnak, ezáltal propagálják a láncreakciót. A 

-,#9(%9.")"9.:"G%"%.9P19"-%41"#'*G/<=>LI)S%LI"=L*NIL*)%)*=*/)*.G*)
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Az LDL-be beépült hem közvetlenül oxidálja azt, mely folyamat felgyorsul nyomnyi 

'*GG$I9,#H% NIL12#,G-peroxid vagy polimorfonukleáris 9*Q/*):(=% származó oxidánsok 

jelenlétében.15,16 Az LDL V-tokoferol-tartalmának eltávolítása után a zsírsavakból konjugált 

diének, lipid-hidroperoxidok és tiobarbitursav-reaktí-%"G$"#2)%),J.(LG*). (1. ábra). A hem az 

LDL fehérjerészét is módosítja, mely során csökken a szabad aminocsoportok száma az 

apolipoprotein B-100-ban.20,21

Az LDL hem/hidrogén-J*12KILL"=% /O1/,G(% 2KIdációjának kinetikája látható a 2. ábrán.

A reakció során a hem-#$H1H%WJ12/2J214I1IG%BXY%4*=G$P=I)%,9%-"9%

szabadul fel, mely katalizálja a zsírsavak, koleszterin és apolipoprotein B-100 további 

oxidációját az LDL részecskében. 

22 A

reakció kezdetben lassú, majd az LDL antioxidáns tartalmának elfogyása után felgyorsul. Az 

LDL oxidálhatósága, oxidatív rezisztenciája antioxidáns-kapacitásától függ, mely jól 

Q*==*'*.N*/(%"%1*")FI>%9*:*99,#'"KI'8'<I#%*=/*=/%IL(-*=%WZ+%"/%-max 

M% N*'% 9.*1-*.*/TG):*G% 4*N,1Q,)N*.% )O/O//*G% 421L8=% *=(S% =*#G"#$2::% '*GG$I9,#:*G% "%

hemoglobinban található. A hemproteinek okozta LDL-oxidáció mechanizmusa még nem 

tisztázott. Ismert, hogy a ferrohemoglobinhoz (FeII) képest a ferrihemoglobinban (FeIII) 

gyengébb a hem-globin kölcsönhatás, így az oxidált hemoglobinból hem szabadulhat fel.

).

23 A

ferrohemoglobin oxidációja bekövetkezhet hidrogén-peroxid, vagy gyulladásos 

42=$"'"/2):"G% /*1'*=(L(% 2KIL<G92)% N"/<9<1"524 Az LDL sikeresen kompetál a plazma 

N*')O/(% 4*N,1Q*I-*=% WN*'2J*KIGS% N"J/2#=2:IG% ,9% "=:8'IGY% "% N*'J12/*IG*):(=% 4*=9.":"L8=>%

hemért.25-27 Más feltételezések szerint a ferrohemoglobin hidrogén-peroxid mediálta 

2KIL<FI>Q"% 921<G% </'*G*/I=*#% G,#$-*#$,1/,)H% -"9"/% /"1/"='".>S% 4*11I=N*'2#=2:IG%

W[*BBB\[*B]^_Y%),J.(LI)S28,29 mely a hemoglobin fehérjerészének felszínén tirozil-gyököket 

generálva, ferrihemoglobinként stabilizálódik.30,31 [*11I=N*'2#=2:IG% ),J.(L,9,/% 4I.I2=>#I<9%

állapotban32 ,9%)T=OG:O.(%:*/*#9,#*):*G33 egyaránt megfigyelték emberekben. Ha a tirozil-

gyökök molekulán belül képeznek kovalens kötést, ditirozil oldalláncok jönnek létre. A
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gyökök intermolekuláris kovalens kötéseket is létrehozhatnak, melyek során hemoglobin-

multimerek vagy hemoglobin-LDL komplexek jöhetnek létre, illetve a gyökök az LDL 

apolipoprotein B-100-ban keresztkötések létrejöttét iniciálhatják.34 E mechanizusban nincs, 

vagy csekély a szerepe az LDL hemfelvételének.

2. ábra: Az LDL hem/H2O2

A hem és a konjugált dién (lipidperoxidációs termék) )2GF*G/1<FI>Q<G")%IL(:*GI változása spektrofotometriásan

követve.

-dal /O1/,G(%oxidációjának kinetikai görbéje.

22

BL(%WJ*1FY
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1.2.  Az érelmeszesedés és kapcsolata a lipidperoxidációval

Az érelmeszesedés a nagyobb "1/,1I<)% IG/I'<Q<G")%*=-<=/2.<9"R% =IJIL*)S%)O/(9.O-*/I% *=*'*)%

,9%-,1"=)2/>1,9.*)%#>F29%=*1")>L<9<-"=%Q<1S%"'*=$N*.%129/29%9.O-*/),J.(L,9S%'*9.*9*L,9%,9%"%

'*LI"% )<1292L<9"% /<198=S% ".% ,14"=% #$*G#T=,9,/S% ".% ,1=8'*G% :*9.H)T=,9,/% 2)2.-"5% M.%

*=(1*N"="L2//% "/*129zklerózis súlyos klinikai következményei az elégtelen vérellátás okozta 

"G#IG"S% ".% ,14"=% '*##$*G#T=,9,:(=% *1*L(% "G*81I.'"% I==*/-*% "% /12':>.I9% )O-*/)*./,:*G%

kialakult myocardialis infarctus vagy stroke, melyek a nyugati világ:"G%"%'21/"=I/<9%-*.*/(%

okai.35 Ateroszklerotikus elváltozás minden emberben, 'IGL*G%,=*/)21:"G%*=(421L8=,36 de az 

")8/% /TG*/*)%)I"=")8=<9"%".%,=*/)211"=%G(S% I==*/-*%4,14I"):"G%92))"=%#$")21I::S%'IG/%G():*GS%

"'I% ".% O9./12#,G% -,L(N"/<9<G")% )O9.OGN*/(% ,9% "%'*G2J"8."% 8/<G% 42)2."/29"G% *=/HGI). Az 

érelmeszesedés kialakulását több kockázati ténye.(% :*42=$<92=Q"S% melyek közül a

fontosabbakat az 1. táblázat sorolja fel.37,38

1. táblázat: Az érelmeszesedés kialakulásának 4(::%)2F)<."/I%/,G$*.(I

`1O)=*/*9%/,G$*.()% Tangier-betegség39

Familiáris hiperkoleszterinémia 

Életmód Elhízás
Magas zsírtartalmú étrend
Mozgásszegény életmód
Dohányzás 

Más betegségek Hipertónia
Diabetes mellitus
Emelkedett vérzsírszint

[*1/(.,9*)40 Chlamydia pneumoniae
Helicobacter pylori
Cytomegalovirus

Szövettani, morfológiai vizsgálat alapján Stary 8 csoportba osztotta az érelmeszesedés 

fázisait (2. táblázat).41 M.%"/*129.)=*1>.I9:>=%*1*L(%'21:ILI/<9%,9%'21/"=I/<9%4(),G/%"%B]-es és 
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V-ös típusú  ateroszklerotikus lézióknak tulajdonítható, melyek felszínének sérülése nyomán 

vérömleny, bevérzés és trombotikus lerakódások jönnek létre, érelzáródást okozva.45-45 A

hematóma az intimán belül is létrejöhet, az UQ2GG"G% ),J.(LO//% N"Q9.<=*1*):(=% 9.<1'".>%

:*-,1.,9:(=546,47 Klinikai tüneteket a VI típusú léziók (komplikált plakkok) okoznak, 

melyeket felszíni hibák, hematómák és trombotikus lerakódások jellemeznek. A IV-es és V-

O9% /PJ89U% J="))2)% Q*==*'.(Q*S% N2#$% ".% IG/I'"% "="//% G"#$'*GG$I9,#H% *K/1"F*==8=<1I9% =IJIL%

N"='2.>LI)% 4*=% W=IJIL% '"#YS% '*=$% "% J=".'"% =IJ2J12/*IGQ*I:(=% ,9% )21<::"G% IG/*1G"=I.<=/%

9*Q/*):(=%9.<1'".I)548-50 A2=*9./*1IG%,9%)2=*9./*1IG%,9./*1*)%),J*.I)%"%J="))=IJIL%4(%41")FI>I/%

(50 illetve 25%), kisebb arányban találhatók meg foszfolipidek és trigliceridek (15 és 10 

%).51 M% =IJIL=*1")>L<9% )O1T=% )O/(9.O-*/*9% 9"J)"% ),J.(LI)S%'*=$G*)% -"9/"#9<#"% 421LP/2//"G%

arányos a plakk ruptúrára való hajlamával. 

2. táblázat: Az érelmeszesedés léziók csoportosítása (Stary HC et al. Circulation 1995; 92:1355-1374. 

alapján

Nómenklatúra Progresszió A plakk-
növekedés oka

A megjelenés 
IL(J2G/Q"

Klinikai 
vonatkozás

I. típus (kezdeti 
lézió) Lipid-

akkumuláció
M.%*=9(%

évtizedben
Nincs klinikai 

következményeII. típus (fatty 
streak)
III. típus (köztes 
lézió 
/preateróma)

A harmadik 
évtizedben

IV. típus 
(ateróma) Gyakran 

nincsenek 
tünetek, 
azonban 
gyorsan 

kialakulhatnak

Va típus 
(fibroateróma) Simaizom-

proliferáció, 
fokozódott 
kollagén-
szintézis

A negyedik 
évtizedbenVb típus (VII. 

típus / kalcifikált 
plakk)
Vc típus (VIII. 
típus / fibrózus 
plakk)
VI. típus 
(komplikált lézió)

Trombózis, 
hematóma

I.

V

III

IV

VI

II
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Az ateroszklerózis patogenezisét többféle elmélettel magyarázzák.52-56

- *GL2/N*=9,1T=,9S%'*=$*/%N*'2LIG"'I)"I%G$P1>*1()%2)2.N"/G")

Az érelmeszesedés 

)I"=")8=<9<G")%4(::%=,J,9*I3%

- a sérült helyen fokozódik a monociták kitapadása és a plazmalipidek (LDL) 

infiltrációja a 9.8:*GL2/N*=I8':"S%N":29%9*Q/%),J.(LI)

57

- "%'*LI"%9I'"I.2'9*Q/Q*IG*)%-<GL21=<9"%,9%29./>L<9"S%)O/(9.O-*/-),J.(L,9

- elmeszesedés és/vagy plakk ruptúra

Az érelmeszesedés patomechanizmusában szerepet játszó lipidperoxidációs folyamatokat a 3.

ábra foglalja össze.56

3. ábra: Az oxidált LDL szerepe az ateroszklerotikus elváltozás kialakulásában

(Steinberg et al. Beyond cholesterol. Modifications of low-density lipoprotein that increase atherogenicity. N. 

Eng. J. Med. 1989;320:915-924. alapján)

Az oxLDL-/% "% '2G2FI/<):>=% =,/1*QO-(% '")124<#2)% 9.":<=$2."/="G% '>L2GS% G*'% /*=P/(L(%

scavenger (CD 36) receptoraik2G%)*1*9./T=%-*9.I)%4*=S%N":29%9*Q/%),J.(LI), mely prekurzora a 

lézió lipidmagjának.58,59 M.%2KIL<=/%;6;%)*'2/")/I)89%N"/<99"=%-"G%"%)*1IG#(%'2G2FI/<)1",60



11

és fokozza adhéziós molekulák szintézisét, melyekkel még több monocita tapad ki az érfalra 

majd penetrál az endotheliumon.61 Az oxidált LDL toxikus a legtöbb vaszkuláris sejtre, így 

fokozza az endothelium-károsodását is.62 M%=IJIL%2KIL<FI>Q"%'"#"%8/<G%-2GQ"%"%)O/(9.Oveti 

állomány degradációját,63 fokozza a trombocita-adhéziót,64 valamint gátolja az endotheliális 

sejtek relaxációs képességét.65 Az emberi érfalban megtalálták mind a koleszterin, mind a 

többszörösen telítetlen zsírsavak oxidációs termékeit, melyek a legtöbb vaszkuláris sejtre 

toxikusak.66-68 A /2KI)89%N"/<9,1/%4(=*#%"%=IJIL%NIL12J*12KIL2)S%az aldehidek és karbonilok a 

4*=*=(9*)569-71

1.3. Hemoxigenáz-1: védelem az oxidatív stresszel szemben

Kutatócsoportunk korábban feltárta, hogy a hem mediálta lipid-peroxidációval szemben a

sejtes rendszerek indukálható védelemmel rendelkeznek, melynek központi fehérjéi a hem-

oxigenáz (HO)72-78 és a ferritin.79-83 A hemoxigenáz a hemdegradácI>% *=9(, sebesség-

'*#N"/<12.>%=,J,9,/%)"/"=I.<=Q"3%4*=G$I/Q"%"%J214I1IG%#$H1H/S%'*=$:(=%:I=I-*1LIG majd bilirubin és 

szén-monoxid (CO) képz(LI)S%valamint vas szabadul fel84 (4. ábra).

4. ábra: A hem enzimatikus lebontása

Hem
Hemproteinek HEMOXIGENÁZ Biliverdin Bilirubin

FERRITIN

O2

NADPH
Mg

CO
NADP+
Fe

BILIVERDIN-
REDUKTÁZ

NADP

NADP
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A hemoxigenáz gyakorlatilag minden szövetben megtalálható, nagy mennyiségben a májban, 

lépben, vesében, szívben. Három gén kódolja a hemoxigenáz három izoenzimét. A HO-1

indukálható, a HO-2 és a HO-3 konstitutív módon expresszálódik.85,86 A HO-1 egy 32.8 kDa 

/O'*#H%9/1*99.4*N,1Q*S%'*=$G*)%"%N*'*G%)P-T=%9.<'29%IGL8)/21"%-"GR%G*N,.4,'*)S%FI/2)inek, 

hormonok, endotoxinok.87 A HO-a% ")/I-I/<9"% )I*'*=)*L(% "% /*9/I9:*G% ,9% ".% "#$:"G5%A HO-3

katalitikusan nem aktív, való9.PGH=*#% N*'-)O/(% 48G)FI>Q"% 1,-,G% "% 9*Q/% N*'*/% I#,G$=(%

folyamataiban van szerepe.86 A hemoxigenáz által katalizált hemdegradáció egyik terméke a 

:I=I-*1LIG:(=% ),J.(L(% :I=I18:IGS% '*=$ *#$% 4I.I2=>#I<9"G% I9% Q*=*G/(9 antioxidáns.88 A másik 

termék a CO,89 melynek élettani tulajdonságai sokban hasonlítanak a nitrogén-monoxidéra 

(NO). StI'8=<=Q"% "% Fb70% ),J.(L,9,/,90 *=(9egíti az érfal relaxációját,91,92 és gátolja a 

trombocita aktivációt. 93

A HO-1 induktorainak kémiai sokfélesége vezetett arra a hipotézisre, hogy a hem 

degradációjában betöltött funkcióján kívül a HO-1-nek a sejt homeosztázisának fenntartásában 

is szerepe lehet. Ezt a feltételezést támasztja alá, hogy a HO-c%)T=OG:O.(%'>L2)2G%=,/1*N2.2//%

oxidatív stresszre - hidrogén-peroxid kezelés, glutationszint csökkentés, UV sugárzás, vagy 

hiperoxiás állapot létrehozása - is indukálódik,85,94 az emelkedett HO-1 szint pedig sokféle 

oxidatív károsító hatással szemben nyújt védelmet. Patkányokat rabdomiolízI9%*=(//%IG/1"-,G<9%

hemoglobinnal kezeltek, a HO-1 szintje megemelkedett, és ez megakadályozta a rabdomiolízist

)O-*/(% -*9*)<1292L<9/S% -"lamint csökkentette a mortalitást.95 A HO-1 szintjének 

géntranszferrel, vagy intravénás hemoglobinnal /O1/,G(% *'*=,9*% védelmet nyújt a hiperoxia 

-"#$% *GL2/2KIG2)% <=/"=% *=(IL,.*//% /TL()<1292L<9% *==*G.96-98 Humán fibroblasztokon 

bizonyították a HO-1-nek UV sugárzással szembeni protektív hatását.99 A HO-c% "="J-*/(%

42G/299<#</%Q*=.I%"%4*N,1Q*%G"#$',1/,)H%)2G.*1-"/I-I/<9"%I95%
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1.4. A hemoxigenáz-1 és az ateroszklerózis 

A HO-1 és ferritin fokozott expressziója az endotheliumban '*#4I#$*=N*/(%az ateroszklerózis 

korai szakaszában;100,101 -"=>9.PGH=*#%*.%"%9*Q/9.IG/H%-<="9.%"%N*'-stresszre és a hem-vas által 

oxidált lipidperoxidációs termékek megjelenésre.101 Több állatkísérletes modell igazolja, hogy 

a HO-1 és a ferritin védelmet nyújtanak az érelmeszesedés kialakulása ellen.103 A HO-1 és 

ferritin fokozott expressziója meggátolja az oxidált LDL okozta citotoxicitást endotheliális 

sejtekben és érelmeszesedéses lézió kialakulását LDL-receptor knockout egerekben.104 A HO-

1 enzim ón-J12/2J214I1IGG*=% /O1/,G(% #</=<9"% -I9.2G/% #$219P/Q"% ".% "/*129.)=*1>.I9% )I4*Q=(L,9,/%

ugyanezen egerekben.105 A HO-1 vektoriális overexpressziója meggátolja az érelmeszesedés 

kialakulását apolipoprotein E-hiányos egerekben.106

A HO-1-G*)% "% -"9.)8=<1I9%'H)OL,9:*G% :*/O=/O//% )O.J2G/I% 9.*1*J,1*% -I=<#P/2//% 1<% *#$% Q"J<G%

kutatócsoport által publikált közlemény ".%*=9(%LI"#G29./I.<=/%d_-c%L*4IFI*G9%:*/*#1(=5107,108

A páciens állandó láz, ízületi fájdalmak, retardált növekedés és súlyos vérképzavar miatt 

került kétévesen kórházba, ahol a továbbiakban anémiát, fokozott véralvadást, proteinuriát és 

hematuriát, valamint májmegnagyobbodást állapítottak meg. A vérvizsgálat megállapította,

N2#$%".%"G,'I</%IG/1"-"9.)8=<1I9%N*'2=P.I9%2)2./"S%"'I-*=%'*#=*J(%'>L2G%G*'%Q<1/%*#$T//%"%

bilirubin szint emelkedése. Ez az eredmény a hem-metabolizmus zavarára utalt. A beteg 

májszövetének immunhisztokémiai, és immortalizált limfocita sejtjeinek stresszindukció utáni 

immunoblot vizsgálata a hemoxigenáz aktivitás teljes hiányát mutatta ki. A beteg HO-1

génjének mutációs analízise megállapította, hogy az anyai allélen a teljes 2. exon hiányzott, 

míg az apai allél 3. exonján egy két-nukleotidos deléció volt megfigyelh*/(.109 A humán 

betegség tünetei részben hasonlítottak a HO-c%NI<G$29%*#,1G,=%'*#4I#$*=N*/(%/TG*/*)1*,110 de 

összességében súlyosabbak annál (3.táblázat).
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3. táblázat:  A humán és egér HO-1 deficiencia tüneteinek összefoglalása

A beteg véralvadási zavara és glomerulonefritisze a vaszkuláris illetve glomeruláris 

endothelium súlyos károsodásával magyarázható, mivel HO-1 hiányában az endotheliális 

sejtek sokkal érzékenyebbek oxidatív stresszre. M% :*/*#% "21/<Q<:"G% *=(1*N"="L2//%

érelmeszesedés jeleit fedezték fel. Kutatócsoportunk munkája nyomán kiderült, hogy a beteg 

plazmájában a hemoglobin oxidálódott és in vivo hem-katalizált LDL-oxidáció történt.111 A

HO-1 deficiens beteg LDL-je tenyésztett endotheliális sejteken citotoxicitást okozott, 

szubletális dózisban viszont stresszadaptációs fehérjéket, HO-1-et és ferritint indukált.111

1.5. A kén-hidrogén (H2

A kén-hidrogént sokáig csupán egy toxikus gázként tartották számon, újabban azonban 

kiderült, hogy a CO-hoz és NO-hoz hasonló gáztranszmitter.

S) élettani szerepe

112 A kén-hidrogént például 

vaszkuláris simaizomsejtek termelik, L-FI9./*IG:(=% *G.I'"/I)89"G5113 Fiziológiás 

koncentrációja körülbelül 50 µmol/L a szérumban és a szövetekben.114 A kén-hidrogén 

vazodilatátor,115 emellett protektív hatást fejt ki a kardiovaszkuláris rendszerben iszkémiás és 

gulladásos állapot esetén.116,117 A kén-hidrogén lassítja az érelmeszesedés progresszióját, 

mivel apoptózist indukál vaszkuláris simizomsejtekben,118 illetve gátolja azok 

Humán Jelenség Egér

+ Méhen belüli magzatelhalás +
+ Növekedési retardáció +
+ Anémia +
+ Gyulladás +
+ Glomerulonefritis +
+ Májmegnagyobbodás +
+ Emelkedett ferritin-szint +
+ Vaslerakódás a szövetekben +
+ Hiperlipidémia -
+ Zsírlerakódás, fibrózus plakk az aortában -
+ Fokozott intravaszkuláris koaguláció -
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kalcifikációját.119 Megállapították, hogy a Down-szindrómásokban ismert lassabb

érelmeszesedés-progrediáció a betegek fokozott H2S-termelésével magyarázható.120 A kén-

NIL12#,G%*1(9%1*L8)<=>%<#*G95% B9'*1/S%N2#$%"%J=".'<:"G%*=(12L8=>%/I2=2)%WJ,=L<8=%#=8/"/I2GY%

gátolják az LDL hem-mediálta oxidációját.121 Exogén H2S-donorok pedig csökkentették 

lipidperoxidációs termékek mennyiségét egy miokardium-károsodott modelben.122
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a5%?@;AB+CD@E&A

1. ?,=8=% /H./T)% )IS% N2#$% /I9./<..8)S% 'I=$*G% N"/<99"=% -"GG")% "% N*'-mediálta oxidáció 

körülményei és a kén-hidrogén –'*=$%*1(9%1*L8)<=>%<#*G9%,9%Q*=*G/(9%)2GF*G/1<FI>:"G%

van jelen a szervezetben– a termék LDL kémiai és biológiai tulajdonságaira.  

2. Az LDL oxidációjához szükséges hem leggyakoribb forrása az oxidált hemoglobin, 

'*=$% #$8=="L<929% 9*Q/*):(=% 9.<1'".>% 2KIL<G92)% N"/<9<1"% ),J.(LN*/S% NIL12#,G-

peroxid-mediálta folyamat során. Ez alapján feltételeztük, hogy a hidrogén-peroxidhoz 

kémiailag hasonló, oxidált LDL-hez asszociált lipid hidroperoxidok is képesek a 

hemoglobin oxidálására. 

3. Ismert, hogy az érelmeszesedéses plakkban vasakkumuláció és a hemoxigenáz-1

fokozott expressziója 4I#$*=N*/(%'*#. Feltételeztük, hogy a lézió olyan pro-oxidáns 

környezet, melyben az eritrociták oxidatívan károsodhatnak, hemoglobin és hem 

szabadul fel, hem/vas-mediálta lipidoxidáció történik. Humán érminták lipidfrakcióját 

reagáltattuk vörösvértestekkel, hemoglobinnal és hemmel, megvizsgáltuk a 

reakcióelegyek toxicitását és a HO-1 indukciós hatását tenyésztett endotheliális 

sejteken.

4. A HO-1 deficiens sejtek hemmel szembeni toleranciája csökkent az egészséges 

sejtekhez képest. Megvizsgáltuk, hogyan reagálnak a HO-1 deficiens sejtek oxidált 

LDL-re és érelmeszesedéses plakkból származó lipidre.
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

3.1.Sejttenyésztés

3.1.1. Endotheliális sejt izolálás és tenyésztés 

Humán umbilikális véna endotheliális sejtek tenyésztéséhez a sejteket friss köldökzsinórból 

nyertük. A vénát kanüláltuk, kimostuk, majd feltöltöttük 0.2% diszpáz enzimet tartalmazó 

medium 199-sel. 6 óra elteltével (4°C) a sejteket kimostuk a vénából, centrifugáltuk (2000g,

4°C, 10 perc), és medium 199-ben tenyésztettük, mely tartalmazott még 15% FCS-t, 

penicillint (100 U/ml), streptomycint (100 U/ml), heparint (5 U/ml), L-glutamint, nátrium-

piruvátot és endotheliális sejt növekedési faktort.

3.1.2. Immortalizált limfocita sejtek tenyésztése

16,79

Az immortalizált humán limfocita (HO-1+/+, HO-1-/-) sejtvonalakat Akihiro Yachie 

professzor (Kanazawa University, Japán) bocsátotta a rendelkezésünkre. A sejteket 15% FCS-

t tartalmazó RPMI 1640 tápoldatban tenyésztettük.

3.2. LDL szeparálás

Az LDL szeparáláshoz Na2EDTA-val (1 mg/ml végkoncentráció) alvadásgátolt vénás vért 

használtunk, melyet önkéntes donoroktól vettünk le, 12 órás éhezés után5%M%J=".'"%9H1H9,#,/%

1.3 g/ml-re állítottuk be KBr-dal, és egy 39 ml térfogatú Quick-E*"=% F9(:*G% ),/1,/*#H%

#1"LI*G9/% ),9.P/*//TG)% U#$S% N2#$% ce% '=% :*<==P/2//% 9H1H9,#H% J=".'<1"% 4I.I2=>#I<9% 9>2=L"/2/%

rétegeztünk. Az LDL-t egylépéses gradiens ultracentrifugálással izoláltuk (302000g, 4°C, 2

óra, VTi 50.2 rotor, Beckman Instruments). Kisebb plazmatérfogat esetén (1,5 ml) a plazma 

9H1H9,#,/%c5ac%#\'=-re állítottuk be, majd egy 5.1 ml térfogatú Quick-E*"=%F9(:*G%),9.P/*//T)%

el a gradienst, és egy lépésben ultracentrifugáltuk (228000g, 90 perc, 4°C, VTi 65.2 rotor, 

Beckman Instruments). Az LDL frakciók agaróz gélelektroforézissel homogén béta-

lipoproteinnek bizonyultak. Az LDL mintákat -70°C-2G% /<12=/8)S% 1<.<9/>=% ,9% 4,G$/(l óvtuk, 
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fehérjetartalmukat BCA protein módszerrel (Pierce) határoztuk meg. Az LDL koncentrációját 

mg fehérje/ml-ben fejeztük ki.

3.3. Hemoglobin preparálás

M%N*'2#=2:IG%J1*J"1<=<9</%OG),G/*9*)/(=%=*-*//S%N*J"1IGG"=%"=-"L<9#</2=/%-,1:(=%-,#*./T). A 

vörösvértesteket centrifugálással (2000g, 5 perc, 4°C) választottuk el a plazmától és a vér 

/O::I% "=")29% *=*',/(=S% '"QL% 4I.I2=>#I<9% 9>2=L"//"=% N<12'9.21% '29/8)5% f% '=% '292//%

vörösvértesthez 30 ml 5 mmol/l-os nátrium-foszfát puffert adtunk (pH 7.4), és 1 óráig jégen 

állni hagytuk. A lizátumot centrifugálással (16800g, 4°C, 1 óra) elválasztottuk a 

sejtmembrántól, majd ioncserés kromatográfiával tisztítottuk tovább DEAE-Sepharose CL-6B 

oszlopon. A hemoglobint 50 mmol/l-es Tris bázissal eluáltuk (pH 7.4), majd ultrafiltrálással 

betöményítettük. Oxidált hemoglobin *=(<==P/<9<N2.% "% N*'2#=2:IG/% cS5-szörös moláris 

'*GG$I9,#H% )<=I8'-ferricianiddal inkubáltuk 30 percig, majd dializáltuk. A hemoglobin-

koncentrációkat fotometriás módszerrel határoztuk meg.

3.4. Az LDL oxidatív rezisztenciájának meghatározása

123

Az LDL oxidatív rezisztenciájának mérésére munkacsoportunk kidolgozott egy módszert,

melynek alapja az LDL hem mediálta lipid-peroxidációja.16,22

3.5. Az LDL oxidatív módosulásának detektálása

A kinetikai mérés során a hem 

degradációját követjük 405 nm-en LDL-t (200 "g/ml), HEPES puffert (10 mmol/l), hemet (5 

"mol/l) és hidrogén-peroxidot (75 "mol/l) tartalmazó 200 "l végtérfogatú reakcióelegyben, 

automata Microplate Reader Model EL340-nel (Bio-Tek Instruments), 96-well plate-en 37°C-

on, 4 órán keresztül. Az LDL oxidatív rezisztenciáját a #T at Vmax értékkel jellemeztük, 

'*=$%"%N*'%L*#1"L<FI>%9*:*99,#'"KI'8'<I#%*=/*=/%IL(/%Q*=*G/I5

Az LDL konjugált dién tartalmát 234 nm-en fotometrálással határoztuk meg, az 50 "g/ml

fehérjetartalmúra higított LDL mintákból. 
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A tiobarbitursav reaktív anyagok meghatározásához 300 "l 200 "g/ml koncentrációjú LDL-

hez 600 "l tiobarbitursav reagenst adtunk (0.375 g 2-tiobarbitursav, 2,08 ml 12 mol/l-es HCl, 

15 ml 10%-os triklór-ecetsav 100 ml-ben), majd 15 percig forraltuk 100°C-on.

E.2:"N(',19,)=*/H1*% NH/O//T)S% G-butanollal extraháltuk, centrifugáztuk, és tiszta felülúszót 

fotometráltuk 532 nm- en. A koncentrációszámításhoz használt extinciós koefficiens 1,56 $

105 M–1cm-1

Az LDL lipid-hidroperoxid tartalmát a Ferrous Oxidation in Xilenol orange (FOX)

módszerrel határoztuk meg, az eredményeket nmol LOOH/mg LDL protein egységben adtuk 

meg.

volt, és az eredményeket nmol TBARS/mg LDL protein egységben adtuk meg.

124

3.6. Endotheliális citotoxicitás vizsgálat

Az endotheliális sejteket 24 lyukú sejtt*G$,9./(% *L,G$:*G% /*G$,9./*//T)5% M.% O99.*4T##(%

sejtréteget háromszor mostuk Ca2+ és Mg2+

3.7. Immortalizált limfocita sejtek citotoxicitás-vizsgálata

ionokat tartalmazó HBSS pufferrel, majd a 

sejtekre tettük a vizsgálandó reakcióelegyet. 4-8 órás inkubálás után a reakcióelegyet 500 "l

0,5 mg/ml koncentrációjú MTT oldatra ((3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difenil-tetrazolium-

bromid)) cseréltük, és további 6-12 órán keresztül inkubáltuk, hogy az MTT-/% ".% ,=(% 9*Q/*)%

'*/":2=I.<=Q<)5%M.%,=(%9*Q/*)%<=/"=%/*1'*=/%421'".<G/%4*=2=L2//8)%aee%"l dimetil-szulfoxidban, 

majd 570 nm-en fotometráltuk. 

A sejteket 16 óráig kezeltük a tesztoldatokkal, majd a sejtszuszpenziót óvatosan 

centrifugáztuk (400 g, 10 perc), a tesztoldatokat MTT-oldatra cseréltük és a fent leírt módon 

vitalitás-tesztet végeztünk.

3.8. HO-1 mRNS mérése polimeráz láncreakcióval

A tesztoldatokkal kezelt sejteket mostuk, majd teljes RNS-t izoláltunk RNAzol STAT-60-nal

(TEL-TEST Inc., Friendswood, TX). Az RNS-:(=%F6!E-t készítettünk Superscript II reverz 

tanszkriptázzal, (Invitrogen, Carlsbad, CA), majd a hemoxigenáz-1, és kontrolként a ciklofilin 
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háztartási gének mennyiségét mértük real-time PCR-ral (iCycler iQ Real Time PCR System, 

Bio-Rad). A PCR reakcióelegy tartalmazott 3 mmol/l MgCl2-ot, 0.2 mmol/l dNTP-t and 0.05 

U/ml Taq DNA polimerázt (Invitrogen), 0.3 µmol/l primereket és 0.13 µmol/l fluoreszcens

(TaqMan) próbát (fluorofór: FAM, quencher: TAMRA). Az eredményeket a kezeletlen 

sejtekben mért HO-1/ciklofilin darabszámhoz viszonyítva adtuk meg. A mérésekhez használt 

nukleotid-szekvenciák:

HO-1 Ciklofilin

+ primer +GGT-GAT-AGA-AGA-GGC-CAA-GAC-TG + ACG-GCG-AGC-CCT-TGG

- primer -GGT-GTC-ATG-GGT-CAG-CAG-CT -TTT-CTG-CTG-TCT-TTG-GGA-CCT

próba FAM-CTC-AAC-ATC-CAG-CTC-TTT-GAG-GAG-TTG-

CAG-TAMRA

FAM-CGC-GTC-TCC-TTT-GAG-CTG-TTT-

GCA-TAMRA

3.9. Hemoxigenáz enzimaktivitás mérése

A hem2KI#*G<.% *G.I'")/I-I/<9%'*#N"/<12.<9<G")% 921<G% ".% *GL2/N*=I<=I9% 9*Q/*):(=% 9.*J"1<=/%

mikroszóma bilirubin-generáló képességét mérjük.79 A sejtszuszpenziót centrifugáltuk 

(1000g, 10 perc, 4°C), a sejteket MgCl2-ot (2 mmol/l) tartalmazó foszfát pufferben (100 

mmol/l, pH 7.4) felszuszpendáltuk, háromszor lefagyasztottuk (-70 °C) és felolvasztottuk,

szonikáltuk és centrifugáltuk (18800g, 4°C, 10 perc). A felülúszóhoz patkánymáj citoszolt (2 

mg), hemet (20 "mol/l), glükóz-6-foszfátot (2 mmol/l), glükóz-6-foszfát dehidrogenázt (0,2 

U), és NADPH-t (0,8 mmol/l) adtunk, és 1 órán keresztül, 37°C-on sötétben inkubáltuk. A

),J.(LO//% :I=I18:IG/% )=212421''"=% *K/1"N<=/8)S% ,9% 42/2'*/1<=/8)% ghg% ,9% fie% G'-en. A 

),J.(LO//% :I=I18:IG% )2GF*G/1<FI>Q</% ".% M464-A530 abszorbancia-különbségre vonatkozó 

extinciós koefficienst (40 mM-1cm-1) használva számítottuk ki. A hemoxigenáz 

enzimaktivitást pmol bilirubin /mg endotheliális sejtfehérje/60 perc egységben adtuk meg.
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3.10. Proteinanalízis Western blottal 

3.10.1. HO-1

A vizsálandó sejteket szolubilizáltuk 10 mmol/l TrisHCl-dal (pH=7.2), mely tartalmazott még

5 mmol/l EDTA-t, 150 mmol/l NaCl-ot, 1 % Triton X 100-at, 0.5 % Nonidet P-40-et és 

proteáz-inhibitort (Complete Mini). 20 µg fehérjét vittünk fel 12,5 % SDS-polakrilamid  

gélre. Elektroforézis után nitrocellulóz membránra (Amersham Biosciences) transzferáltuk a 

fehérjéket, a HO-1-t poliklonális antitesttel (Calbiochem) jelöltük. Az antitest-antigén 

komplexet tormaperoxidázos kemilumineszcenciás reakcióval detektáltuk (Amersham 

Biosciences). A mennyiségi értékeléshez denzitometráltuk a fotólemezt (AlphaDigiDoc RT). 

A HO-1 indukcióját a kezeletlen sejtekben mért HO-1/GAPDH háztartási fehérje arányhoz 

viszonyítva adtuk meg. Ehhez a nitrocellulóz membránról eltávolítottuk az antitesteket: 2% 

SDS-t és 100 mmol/l merkapto-etanolt tartalmazó 62,5 mmol/l TrisHCl-dal (pH=6.7) mostuk 

a membránt 30 percig, 50°C-on, és GAPDH antitesttel újra blottoltunk.

3.10.2. Hemoglobin-oligomerek

150 nmol hemoglobint 12,5%-os SDS-polakrilamid gélen futtattunk. A hemoglobin

oligomereket csirke anti-humán poliklonális hemoglobin antitesttel (ab17542, Abcam, 

Cambridge, UK) detektáltuk.

3.11. Érminták szövettani vizsgálata

Az ateroszklerotikus érdarabokat endarterektómiából, illetve szervdonor páci*G9*):(=%

nyertük. A szövettani vizsgálatot a DE-OEC Pathológiai Intézetében végezték. A szövetet 10 

%-os formalinban fixálták, majd paraffinba ágyazták. 5 µm-es szeleteket xilollal 8 percig 

paraffin-mentesítette)S% '"QL% F9O))*G(% )2GF*G/1<FI>QU% I.2J12J"G2=% 2ldatokban rehidratálták. 

Hematoxilin-eozin festést végeztek: 6 perc hematoxilines kezelés után a metszetet 8 percig 

mosták desztillált vízzel, 2 percig eozinnal festették, szárították majd e#$%4*L(=*'*.1*%-I//ék.

A lemezeket Miramax Midi szkennerrel (3D Histech, Budapest) vizsgálták.
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3.12. Az érminták feldolgozása

A szöveteket NIL*#%4I.I2=>#I<9%9>2=L"/:"G%'29-"%-,1/*=*GP/*//T)S%9.H1(J"JP12G%9.<1P/2//8)S%,9%

tömegmérés után folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. A mintákat -70 °C-on 12 hónapig

tároltuk. A szövetmintákat fagyott állapotban elporítottuk, lipidtartalmukat kloroform-metanol 

(2:1) elegyével három lépésben extraháltuk, a szerves fázist nitrogén alatt bepároltuk.125 Az 

extraktum tömegét lemértük, majd kevés kloroformmal visszaoldottuk és HBSS oldatban 

diszpergáltuk úgy, hogy koncentrációja 2 mg extraktum/ml legyen. A kloroformos oldat 

diszpergálását vortexeléssel segítettük. A biokémiai mérésekhez és a sejtes munkához ezt a 

szuszpenziót használtuk.

3.12. Az érminták oxidációs állapotának mérése

A konjugált dién méréshez 200 "l lipidszuszpenziót 400 "l ciklohexánnal extraháltunk, és a 

szerves fázist fotometráltuk 234 nm-en. A lipid-hidroperoxid-tartalom méréséhez jodometriás 

módszert használtunk. 100 "l lipidszuszpenziót 110 "l kloroformmal extraháltunk. 80 "l

kloroformos oldathoz 120 "l ecetsavat és 40 "l 1,2 mg/ml-es kálium-jodid oldatot adtunk. Az 

*=*#$*/% f% J*1FI#% 4,G$/(=% *=.<1-"% IG)8:<=/8)% '"QL% hee% "l 40 mmol/l kadmium-acetát (

Cd(OAc)2) hozzáadásával állítottuk le a reakciót. A szuszpenziót centrifugáltuk (10 perc, 

10000g), majd 353 nm-en fotometráltuk. A lipid-hidroperoxid-tartalom kiszámításához a 

trijodid ionra (I3
-) megadott moláris extinkciós koefficienst (2,19$104 M-1cm-1) használtuk és 

nmol LOOH/ mg szövet módon fejeztük ki.16 A tiobarbitursav anyagok szintjének méréséhez 

a lipidszuszpenzióhoz kétszeres térfogatú TBAR-reagenst adtunk, 15 percig 90 °C-on

melegítettük, majd lehülés után  n-butanollal extraháltuk. A butanolos fázist fotometráltuk 

532 nm-en, a TBAR-tartalom kiszámításához az 1,56$105 M-1cm-1 moláris extinkciós 

koefficienst használtuk és nmol/mg szövet egységben adtuk meg.
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3.13. Az érminták neutrális lipid- és zsírsavtartalmának vizsgálata

A neutrális lipideket vékonyréteg-kromatográfiával vizsgáltuk. A lipidet szilikagél lemezre 

(Silicagel G, Merck) vittük fel és n-hexán-éter-ecetsav (80:40:1 v/v) eleggyel futtattuk. A 

foszfolipidek a startpontotn maradtak, ezeket metanollal extraháltuk és egy másik lemezen, 

kloroform:metanol:petroléter:ecetsav:bórsav (40:20:30:10:1.8 v/v) eleggyel futtattuk. A

lemezeket 5%-os foszfo-'2=I:L,G9"--"=%Wfe%j%*/"G2=S%ce%j%J*1)=>19"-Y%NP-/8)%*=(%Wcee%k?S%

10 perc). A lipidek azonosítását standardokkal való összevetéssel végeztük; a mennyiségi 

elemzéshez a lemezeket denzitometráltuk (QuantiScan, Biosoft) és az eredményeket mol%-

ban fejeztük ki.

A zsírsavakat gázkromatográfiával vizsgáltuk. Az extrahált lipidet hidrolizáltuk és metiláltuk 

(methanol/sósav). A reakciót víz hozzáadásával leállítottuk, a metilált származékokat n-

hexánnal extraháltuk.  A szerves fázist injektáltuk Hewlett Packard 5890 gázkromatográfba 

(HP 5970 tömegspektrométer detektor). A zsírsavak azonosításához standardokat 

használtunk, a mennyiségeket mol%-ban fejeztük ki. 

3.14. A hem és vas mérése

A hem mennyiségét fotometriásan (393 nm-en) mértük, (100 "l mintához 300 "l hangyasav 

hozzáadásával) és 1,5*105M-1cm-1 moláris extinkciós koefficienst alapján számítottuk. A

minták vastartalmát közvetlenül az elporított szövetmintából végeztük, ferrozinos 

módszerrel.

3.15. Ditirozin mérése hemoglobinban

16 

1 ml 100 µmol/l hemoglobin oldat fehérje/"1/"='</% *#$*G=(% /,142#"/U% ae% j-os 

triklórecetsavval kicsaptuk. 2 ml etanol hozzáadása után a pelletet centrifugáltuk (5 perc, 

1500 g). A pelletet 1 mol/l-es sósavval mostuk, majd a hidrolízishez 0,5 ml 6 mol/l-es sósavat 

adtunk hozzá. 5 percig átbuborékoltattuk nitrogénnel, majd 100°C-on forraltuk. A 

hidrolizátumot bepároltuk, metanollal oldottuk és HPLC-be (Merck) injektáltuk. Az 
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elválasztást izokratikusan, C18-as (fordított fázisú) kolonnán (4.6 x 150 mm, 5 µm töltet), a 

detektálást fluoreszcens detektorral (exitáció=280 nm, emisszió=410) végeztük. Az eluens 0,2

%-os trifluorecetsavat tartalmazó 20 %-os metanol volt. A ditirozin azonosítását standarddal 

-,#*./T)S%'*=$*/%'"#8G)%<==P/2//8G)%*=(5 10 mmol L-tirozint reagáltattunk 1 mmol H2O2-dal,

1 µmol/l tormapeoxidáz jelenlétében (pH 9.5, 16 óráig 37°C-on). Az enzimet ultrafiltrálással 

távolítottuk el majd bepároltuk a reakcióelegyet. A maradékot etanollal oldottuk és preparatív 

szilikagél lemezre vittük fel. Butanol:ecetsav:víz (4:2:1 v/v) eleggyel futtattuk a lemezt, az 

Rf=0,25–ös fluoreszcens foltot lekapartuk, metanollal extraháltuk, és ezt használtuk 

standardként. Mennyiségileg görbe alatti területként adtuk meg az eredményeket.

3.15. Statisztikai elemzés

126

M.% <:1<)2G% ,9% /<:=<."/2):"G% 9.*1*J=(% "L"/2)% =*#"=<::% N<12'% 4T##*/=*G% ',1,9% </="#"IS%

standard hibával. A szignifikanciát Student t-teszttel határoztuk meg, az ábrákon a 

szignifikáns különbségeket * (p<0,01) és ** (p<0,05) jelöli, a nem szignifikánsakat: n.s. Az 

*.*)/(=%-"=>%*=/,1,9/%Q*=*..T)5
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4. EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉSÜK

4.1. AZ LDL HEM-KATALIZÁLTA OXIDÁCIÓJA

4.1.1 Az LDL oxidációja hemmel és hidrogén-peroxiddal

Az LDL-t (200 l# fehérje/ml) f%lmol/l hemmel és 75 lmol/l H2O2-dal kezelve a hem 1-2 óra

al"//% #$")21="/I="#% *=/HGI), ezzel párhuzamosan az LDL konjugált dién tartalma eléri a 

maximumot (2. ábra). Az így kapott modifikált LDL 200 l# /ml )2GF*G/1<FI>:"G% *1(9*G%

toxikus tenyésztett endotheliális sejtekre. Megfigyeltük azonban, hogy 24 óra elteltével ennek 

a reakcióelegynek a toxicitása nagymértékben lecsökkent (93,3 %-ról 51,9%). További 

inkubáció (48, 72, 96 óra) még tovább csökkenti a módosított LDL toxicitását (45.2%, 34%, 

20,6%). 

5. ábra: Hem/H2O2-dal oxidált LDL toxicitása endotheliális sejteken csökken az oxidációs 

1*")FI>IL(%GO-*)*L,9,-*=5 Az LDL-/%f%lmol/l hemmel és 75 lmol/l H2O2-dal kezeltük 37°C-on 2, 24, 36, 

72 és 96 óráig. 200 l#\'= LDL-t 3 óráig inkubáltunk konfluens endotheliális sejtekkel, majd MTT-próbát

végeztünk a sejtek túlélésének mérésére. 

A toxicitási kísérletekkel párhuzamosan HO-1- indukciós vizsgálatot is végeztünk. A sejteket 

fe% l#\'=% )2GF*G/1ációjú oxidált LDL -lel kezeltük, és azt tapasztaltuk, hogy gén- és 

fehérjeindukció mértéke szintén fü##%".%2KIL<FI>%IL(/"1/"'</>=5%
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6. ábra: A hem/H2O2-dal oxidált LDL okozta endotheliális HO-1 indukció csökken az 

2KIL<FI>9%1*")FI>IL(%GO-*)*L,9,-*=5 Az LDL-/%f%lmol/l hemmel és 75 lmol/l H2O2-dal kezeltük 37°C-

on 2, 24, 36, 72 és 96 óráig. 50 l#\'= LDL-t 60 percig inkubáltunk konfluens endotheliális sejtekkel, majd 

visszaadtuk a sejtekre a  médiát. A) 4 órás inkubáció után totál RNS-t izoláltunk és RT-PCR-ral meghatároztuk a 

minták HO-1 mRNS tartalmát. B) Az LDL-kezelés után 8 órával lizáltuk a sejteket, és Western blottal vizsgáltuk 

a hemoxigenáz-1 fehérjét. Mindkét esetben az indukciót a kezeletlen sejtekhez viszonyított növekményként 

fejeztük ki.  

A citotoxicitás és a HO-c%IGL8)FI>%',1/,)*%N"92G=>"G%-<=/2.I)%".%IL(-*=5%M%)ét órahosszáig 

oxidált LDL volt a leghatékonyabb induktor, 25-szörös génexpressziót és 3.3-szoros 

4*N,1Q*IGL8)FI>/% *1*L',G$*.-*S% ,9% ".% IGL8)FI>%',1/,)*% F9O))*G% ".% 2KIL<FI>% IL(/"1/"'<G")%

növelésével (24, 48, 96 óránál 18, 16, 7-szeres génindukciók és 2.9, 2.8, 1.5, 1.4-szeres 

fehérjeindukciók). Mivel az LDL oxidatív modifikációja során a zsírsavakból konjugált 

A

B

H
O

-1
 f

eh
ér

je
in

du
kc

ió
(k

on
tr

ol
=

1)

0

1

2

3

4

LDL + hem + H2O2

2 24 48 72 96 óra

0

5

10

15

20

25

30

2 24 48 96 óra                                                                                     

H
O

-1
 m

R
N

S 
(H

O
-1

/C
f 

a 
ko

nt
ro

lh
oz

)

LDL+ hem + H2O2

72



27

diének, lipid-hidroperoxidok és tiobarbitursav-1*")/P-% "G$"#2)% ),J.(LG*)S% P#$% '*#',1/T)%

ezen lipidperoxidációs termékek mennyiségét az oxidáció 2. , 24. , 48., 72. és  96. órájában (7. 

ábra).

7. ábra: M%=IJILJ*12KIL<FI>9%J"1"',/*1*)% IL(:*=I%-<=/2.<9"%".%;6;%N*'-mediálta oxidációja 

során. Az LDL-/%f%lmol/l hemmel és 75 l'2=\= H2O2-dal kezeltük 37°C-on 2, 24, 36, 72 és 96 óráig. A) A 

konjugált diének méréséhez 50 l#\'= LDL-t 234 nm-en fotometráltunk. B) A lipid-hidroperoxidokat a FOX 

módszerrel határoztuk meg. C) A tiobarbitursav-reaktív anyagokat a Módszerekben leírtak szerint határoztuk 

meg. 
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Mindhárom termék a reakció els(%),/%>1<Q"%"="//%*=,1/*%"%'"KI'<=I9%'*GG$I9,#*/5%M%)2GQ8#<=/%

dién-tartalom nem változott szignifikánsan 96 óráig, a TBAR-ok mennyisége 24 órára 

Q*=*G/(9*G% =*F9O))*G/% ,9%'"1"L/% *.*G% "% 9.IG/*G% "% )P9,1=*/% -,#,I#S% "% =IJIL-hidroperoxid szint 

pedig fokozatosan F9O))*G/% "% )P9,1=*/% IL(/"1/"'"% "="//5% 7*#<=="JP/N"/>S% N2#$% 'IGL% "%

citotoxicitás, mind a HO-1 indukció mértéke a lipid-hidroperoxid szinttel mutat szoros 

összefüggést. Ez összhangban van azzal a korábbi eredményünkkel, hogy oxidált LDL 

LOOH-ja ekvimoláris m*GG$I9,#H% )8'IG-hidroperoxiddal, mely egy szerves lipid-

hidroeproxidS% '*#*#$*.(% ',1/,)H% )<1292L<9/% okoz endotheliális sejteken.111 A lipid-

hidroperoxidok kulcsszerepét támasztja alá az is, hogy az ebselen, egy szerves szelén 

vegyület, mely redukálja a hidroperoxidokat, védi a humán fibroblaszt sejteket az oxidált

LDL okozta károsodástól.127 A lipid-hidroperoxidoknak nemcsak az oxidált LDL okozta 

toxicitás, hanem az indukáló hatás tekintetében is közp2G/I% Q*=*G/(9,gük van. Agarwal és 

munkatársai az oxidált LDL okozta HO-1 indukció mechanizmusát vizsgálták és 

megállapították, hogy az oxidált LDL-t alkotó vegyületek közül egy lipid-hidroperoxid, a 13-

HPODE a leghatékonyabb induktor, mely transzkripciós szinten szabályozza a HO-1-et egy, a

HO-c% J12'2/*1% 1,#I>Q<:"G% =*-(S% 1<% 9pecifikus elemen keresztül.128 Az LDL lipidfrakciója 

triglicerideket, koleszterin-észtereket, foszfolipideket, szabad koleszterint, lizofoszfatidil-

kolint, foszfatidil-etanolamint, diacilglicerolt, ceramidot és foszfatidilinozitolt tartalmaz.129

_KIL<FI>%921<G%*.*):(=%9.<'29%:I2=>#I"I="#%")/P-%-*#$T=*/%),J.(LI)5%+N*12G%,9%'8G)"/<19"I%

frakcionálták az oxidált LDL-t és megállapították, hogy míg a szabad zsírsavak és a 

foszfolipidek hidroperoxidjai kevésbé, a koleszterin és a koleszterin-észterek hidroperoxidjai, 

valamint a foszfatidilkolin kis szénatomszámú aldehid-származékai nagymértékben toxikusak 

humán endotheliális sejtekre.67 Hughes és munkatársai sertésaorta simaizomsejtjein vizsgálták 

".% 2KIL<=/% ;6;% N"/<9</S% ,9% '*#<=="JP/2//<)S% N2#$% *=9(921:"G% "% m-keto-koleszterin és a 7-

hidroxi-)2=*9./*1IG%4*=*=(9*)%".%2Kidált LDL citotoxicitásáért.130
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4.1.2. Az LDL oxidációja hemmel

A hem hidrogén-peroxid nélkül is oxidálja az LDL-t, de a reakció lassabb.16 Egészséges 

OG),G/*9*)/(=% 9.<1'".>% ;6;-eken 16 órás hem-kezelést (5 l mol/L) végeztünk, melynek 

során az LDL kissé oxidálttá (58 nmol LOOH/mg) és enyhén citotoxikussá (4%) válik (8. 

ábra).

8. ábra: Kontrol LDL és a HO-1 deficiens beteg LDL-jének kezelése hemmel. LDL-hez, 

*=(.*/*9*G%f%lmol/L hemmel 16 órán át inkubált LDL-hez (LDL/hem) és a HO-1 deficiens beteg LDL-jéhez 1

lmol/L hemet adtunk és 15 perc múlva mértük az LDL LOOH-tartalmát, a FOX módszerrel (A) és endotheliális 

citotoxicitását MTT-próbával (B).

&.8/<G%UQ:>=%N*'*/%"L/8G)%,9%1O-IL%IL(%'U=-"%-I.9#<=/8)%"%F92J21/2):"G%".%;6;-ek LOOH-

tartalmát (8. ábra). A natív LDL-nek ilyen rövid hemkezelés hatására nem változott az 

A

B

LDL

L
O

O
H

 
(n

m
ol

/m
g 

L
D

L
)

Sp
ec

if
ik

us
 c

ito
to

xi
ci

tá
s 

(%
)

0

20

40

60

80

100

LDL

0

50

100

150

200

250

HO-1 def. LDL
hemhem

LDL/hem

LDL/hem HO-1 def. LDL

— hem — hem— hem

— hem



30

LOOH-tartalma. A HO-1 deficiens beteg plazmájából izolált LDL-nek, mely már kissé 

oxidált volt (30 nmol LOOH/mg) a beteg állandó hemolízise és magas ferrihemoglobin-

9.IG/Q*% 'I"//S% L1<'"I"G% '*#G(//% "% /2KIFI/ása és az LOOH- szintje.111 Az egészséges 

OG),G/*9*)/(=% 9.<1'".>S%N*''*=%)I99,%2KIL<=/%;6;-ben újabb hemkezelés hatására a lipid-

hidroperoxid tartalom szintén nagymértékben megemelkedett 15 perc alatt (58-ról 205 

nmol/mg-ra) és ".% ;6;% *1(9*::*G% /2KI)89% =*9.% WinjY5% &.% "% )P9,1=*/% '2L*==*.I% ".2)at a 

folyamatokat, melyek a hemoxigenáz-1 deficiens beteg szervezetében játszódtak le. A hem-

oxigenáz-1 deficiens beteg LDL-jének hasonló a lipid-hidroperoxid tartalma a csak hemmel 

oxidált, *#,9.9,#*9% OG),G/*9*)/(=% 9.<1'".>% ;6;-hez. Az ismételt hem-expozíció mindkét 

LDL-ben gyorsan és nagymértékben megnöveli a LOOH-szintet és ezzel párhuzamosan az 

LDL toxicitását. Megállapítható, hogy a mérsékelten oxidált LDL-:*G%Q*=*G%=*-(%)*-,9%=IJIL-

hidroperoxid hem hozzáadásakor ugyanazt a katalizáló hatást fejti ki a hem degradációjára, 

mint a hidrogén-peroxid.

4.1.3. A  kén-hidrogén és az LDL- oxidáció

Kén-hidrogén-forrásként nátrium-hidrogén-szulfid (NaHS) vizes oldatát használtuk. LDL-t

oxidáltunk hem/H2O2-dal úgy, hogy egyIL(:*G%)T=OG:O.(%)2GF*G/1<FI>QU%!"dE-oldatokat is 

a reakcióelegyhez adtunk. Az oxidáció kinetikáját a lipidperoxidációs termékek (konjugált 

diének, LOOH-k és TBAR anyagok) '*GG$I9,#,G*)%IL(:*=I%)O-*/,9,-*=%',1/T) (9. ábra). A

kén-hidrogén –már a fiziológiástól sokkal kisebb mennyiségben- L>.I94T##(*G% lassítja az

LDL hem-mediálta oxidációját. Ennek magyarázata lehet, hogy a kén-hidrogén redukálja a 

katalizátor H2O2-2/%,9%"%1*")FI>%*=*Q,G%),J.(L(%1*")/P-%IG/*1'*LI*1*)*/S%'*#")"9./-"%*..*=%".%

oxidációs láncreakciót.
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9. ábra: A kén-NIL12#,G%L>.I94T##(%',1/,):*G% #</2=Q"% ".%;6;%2KIL<FI>Q</5%200 µg/mL LDL-t

oxidáltunk 37 °C-on 5 µmol/L hemmel, 1-20 µmol/L NaHS jelenlétében.  2-3 óránként mintát vettünk és 

lemértük a konjugált dién, LOOH ésTBARS értékeket.

&GG*)% '*#*1(9P/,9,1*% '*#-I.9#<=/8)S% N2#$"G% -<=/2.G")% ".% 2KIL<=/% ;6;% =IJILJ*12KIL<FI>9%

paraméterei kén-NIL12#,GG*=%/O1/,G(%)*.*=,9%N"/<9<1"%Wce5<:1"Y5 Hemmel és hidrogén-

peroxiddal oxidált LDL-/% ie% J*1FI#% )*.*=/TG)% )T=OG:O.(% )2GF*G/rációjú NaHS-oldatokkal, 
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majd mértük a lipidperoxidációs paraméterek mennyiségét. A lipidperoxidációs paraméterek 

)O.T=%"%;__d%9.IG/Q,/%F9O))*G/*//*%L>.I94T##(*G%"%),G-hidrogén kezelés, a konjugált dién és 

a TBARS értékeket nem befoly<92=/"%9.<'2//*-(*G5

10. ábra: A kén-hidrogén csökkenti oxidált LDL lipid-hidroperoxid tartalmát.

5 µmol/L hemmel 12 óra alatt oxidált LDL-t 30 percig inkubáltunk 37 °C-on 25-200 µmol/L NaHS oldatokkal,

majd mértük a lipidperoxidációs paraméterek mennyiségét.

Az ily módon kezelt oxidált LDL-t endotheliális sejtekre vittük és mértük a citotoxicitást és az 

LDL hemoxigenáz-indukáló képességét (11-12. ábra). A kén-NIL12#,G% L>.I94T##(*G%

csökkenti az oxidált LDL okozta endotheliális citotoxicitást (11. A ábra), ezzel párhuzamosan 
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a HO-1 mRNS indukció is csökken (11. B ábra). Ugyanez a kén-hidrogén koncentrációjától 

4T##(%F9O))*G,9%4I#$*=N*/(%'*#%"%d_-1 fehérjeexpresszióban, mind Western blot vizsgálattal 

(12. A ábra), mind a hem-oxigenáz aktivitás mérésével (12. B ábra).

11. ábra: A kén-hidrogén kezelés mérsékeli az oxidált LDL citotoxicitását és HO-1 mRNS 

indukáló képességét. 5 µmol/l hemmel 12 óra alatt oxidált LDL-t 30 percig inkubáltunk 37 °C-on 25-200 

µmol/l NaHS oldatokkal, majd endotheliális sejtekre tettük. A) Citotoxicitást mértünk 4 óra után MTT-próbával 

B) 1 h után totál RNS-t izoláltunk és HO-1mRNS indukciótmértünk real time PCR-ral.
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12. ábra: A kén-hidrogén kezelés mérsékeli az oxidált LDL HO-1 fehérjeindukciós 

képességét. 5 µmol/l hemmel 12 óra alatt oxidált LDL-t (200 µg/ml) 30 percig inkubáltunk 37 °C-on 25-200 

µmol/l NaHS oldatokkal, 1 órára endotheliális sejtekre tettük, majd 8 óra múlva a sejteket feldolgoztuk. A) A

sejteket szolubilizáltuk és Western blottal vizsgáltuk a HO-1 és GAPDH (háztartási fehérje) fehérjék 

'*GG$I9,#,/%oY%M%9*Q/*):(=%'Ikroszómát szeparáltunk és HO enzimaktivitást mértünk.

Mivel korábban megállapítottuk, hogy az oxidált LDL citotoxikus hatása és HO-1

indukálóképessége a lipid-hidroperoxid tartalmával arányos, így elmondható, hogy a kén-

hidrogén a LOOH-ok redukcióján keresztül fejt ki antioxidáns hatást. A kén-hidrogén más 

mechanizmussal is védheti az endotheliumot oxidatív károsodással szemben. Endotheliális 

sejteket 4 órán át fI.I2=>#I<9% '*GG$I9,#H% Wfe% p'2=\=) kén-NIL12#,GG*=% *=()*.*=/TG), majd 
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*=()*.*=,9%'IGL),/%/2KI)89%<#*G99*=%9.*':*G%*==*G<==>::<%/*//*%"%9*Q/*)*/S%'IGL*G%"=)"='".2//%

koncentrációban csökkent a citotoxicitás. 

13. ábra: A kén-hidrogén ellenállóvá teszi az endotheliális sejteket a hidrogén-peroxiddal és 

oxidált LDL-=*=%*=(IL,.*//%/2KI)89%N"/<99"=%9.*':*G5%A sejteket 4 óráig 50 µmol/l NaHS-dal kezeltük, 

majd 1 óráig 5 µmol/l hemmel szenzitizáltuk, végül 100 és 200 µmol/l-es H2O2-dal és 100 és 200 µg/ml-es 

oxidált LDL-lel inkubáltuk. 4 óra elteltével MTT-próbát végeztünk.

Eredményeink szerint a kén-hidrogén a lipid-hidroperoxidok redukcióján keresztül fejti ki 

lipidperoxidációt gátló hatását. A lipidoxidáció mechanizmusát és a kén-hidrogén szerepét a

14. ábra foglalja össze. A lipid-hidroperoxidok redukciójával a kén-hidrogén gátolja alkoxil 

(LO•) és epoxi-allil-peroxil (OLOO•) gyökök képz(L,9,/,131 így a propagáció két útvonalát 

megakadályozva lassítja a lipidoxidációt.
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14. ábra: A kén-hidrogén szerepe a lipidperoxidáció gátlásában

4.2. A HEMOGLOBIN OXIDÁCIÓJA

A HO-1 deficiens beteg plazmájában lezajló LDL-oxidációban kulcsszerepe van a 

ferrohemoglobin ferrihemoglobinná alakulásának, így kíváncsiak voltunk arra, hogy milyen 

folyamatok vezethettek oda, hogy a beteg plazmájában a teljes hemoglobin 80%-a

ferrihemoglobin volt (he% l'2=\=Y.111 Korábbi tanulmányok kimutatták, hogy aktivált 

gyulladásos sejtek képesek a vörösvértestekben =*-(%N*'2#=2:IG%2KIL<=<9<1".23 Mivel a hem-

oxigenáz-1 deficiens beteg állandó gyulladással küzdött, ez magyarázhatja az emelkedett 

ferrihemoglobin szint jelenlétét. Korábban megállapítottuk, hogy oldatban a hemoglobin 

gyorsan oxidálódik PMA-val aktivált polimorfonukleáris sejtek hatására,76 mely folyamat 

kataláz enzimmel gátolható, mivel a folyamatot hidrogén-peroxid mediálja (15. ábra).
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15. ábra: A ferrohemoglobin oxidációja aktivált PMN-sejtek hatására. ae% l'2=\=

ferrohemoglobint kezeltünk PMA-val (500 ng/ml) aktivált PMN sejtekkel (107db/ml)-(qrYS% I==*/-*%)T=OG:O.(%

koncentrációjú kataláz enzimmel (stY5%MY%M%4*112N*'2#=2:IG -koncentráció változása. B) A ferrihemoglobin-

szint változása. 

Ennek alapján merü=/%4*=%"%=*N*/(9,#S%N2#$%=IJIL-hidroperoxid, illetve az oxidált LDL képes-e

a hemoglobin oxidálására. Oxidált LDL valóban átalakítja a ferrohemoglobint 

ferrihemoglobinná in vitro, mely reakció mértéke és kinetikája az oxidált LDL lipid-

hidroperoxid tartalmától függ (16. ábra). Ennek igazolására elvégeztük a kísérletet úgy is, 

N2#$% "% N*'2#=2:IG% N2..<"L<9"% *=(//% ".% 2KIL<=/% ;6;-:(=% *=/<-2=P/2//8)% "% =IJIL-

hidroperoxidokat. Ehhez az oxidált LDL-t egy óráig, 37 °C-on inkibáltuk ekvimoláris 

'*GG$I9,#H% #=8/"/I2GG"=, glutation-peroxidáz jelenlétében, melynek során az oxidált LDL 

lipid-hidroperoxid tartalma 90%-kal csökkent. A glutationnal kezelt oxidált LDL kevésbé 
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hatékonyan oxidálta a hemoglobint, ami a lipid-hidroperoxidok hemoglobin-oxidációban 

betöltött központi szerepét támasztja alá.

16. ábra: A N*'2#=2:IG% L>.I94T##(*G% 2KIL<=>LI)% 2KIL<=/% ;6;-hez asszociált lipid-

hidroperoxidok hatására. ce%l'2=\= 4*112N*'2#=2:IG/%)*.*=/TG)%)T=OG:O.(%;__d-tartalmú oxidált LDL-

lel (fekete oszlopok) és *)-I'2=<1I9%'*GG$I9,#H%#=8/"/I2GG"=%*=()*.*=/%2KIL<=/%;6;-lal (üres oszlopok). A) A 

ferrohemoglobin-koncentráció változása. B) A ferrihemoglobin-szint változása. 

Ezzel a HO-c%L*4IFI*G9%:*/*#%J=".'<Q<:"G%-,#:*'*G(%N*'2#=2:IG%</"=")8=<9<G")%*#$%UQ"::%

=*N*/(9,#,1*% -I=<#P/N"/8G)% 1<S% '*=$% 9.*1IG/% "% N*'2#=2:IG% 2KIL<FI>Q"% 2Kidált LDL lipid-

hidroperoxidjainak hatására megy végbe (17. ábra).
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17. ábra. A humán hem-oxigenáz-1 deficienciában feltételezett oxidációs „ördögi kör”.  

Ennek során a) a ferrohemoglobin ferrihemoglobinná oxidálódik, b) a ferrihemoglobinból 

4*=9.":"L8=>%N*'%:*,)*=(LI)%".%;6;-be, c) a hem-mediálta oxidáció során felnyílik a hem, 

vas szabadul fel, a vas katalizálja az LDL zsírsavjainak és proteinjeinek oxidációját, d) az 

LDL lipid hidroperoxidjai további ferrohemoglobint oxidálnak ferrihemoglobinná. 

4.3. HEM ÉS HEMOGLOBIN INDUKÁLTA LIPIDPEROXIDÁCIÓ AZ 

ATEROSZKLEROTIKUS LÉZIÓKBAN

4.3.1. A vizsgálatba bevont érminták lipidtartalmának karakterizálása

M% -I.9#<="/:"% :*-2G/% 'IG/<)% *=9(L=*#*9% 29./<=$2.<9"% '")129.)2JI)89% 9.*1)*.*/T)% "="Jján 

történt (18. A ábra). Kontroloknak tekintettük azokat a mintákat, melyeknél 

ateroszklerózisnak nem volt szemmel látható jele (20 db, 1a). A második csoportba (33 db) 
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kerültek a megvastagodott falú, az intima alatt nagy zsíros felhalmozódással rendelkez(%

érminták (aterómák) melyeken fizikai sérülésnek nem volt nyoma (1b). A harmadik csoportba 

(28 db) soroltuk a megrepedt plakkokat, melyekben a zsírlerakódáson túl bevérzést láttunk

(komplikált léziók, 1c). A szövettani vizsgálat extracelluláris zsírfelhalmozódást és 

koleszterin-kristályokat mutatott ki az aterómában (18.B ábra, 2b) A harmadik csoport 

szövettani mintáiban (18. ábra, 2c) vörösvértesteket lehet látni a zsíros plakkban. 

18. ábra: A vizsgálatba vont érminták makroszkópos képe (A) és szövettani metszetei (B). 

Meghatároztuk a mintákban néhány lipidperoxidációs termék (konjugált diének, lipid-

hidroperoxidok és tiobarbitursav-reaktív anyagok), az antioxidáns !-tokoferol és a szabad vas 

szintjét (4. táblázat). Mind a lipidperoxidációs termékek, mind a vas koncentrációja kissé 

emelkedett volt az aterómákban a kontrolokhoz képest, és legnagyobb volt a komplikált 

plakkokban mely arra utal, hogy az ateroszklerózis *=(1*N"="L<9<-"=% 42)2.>LI)% "% J="))%

lipidjének oxidációja. Mivel az !-tokoferol zsíroldékony vegyület, a nagyobb lipidtartalmú 
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mintákban több !-tokoferol található, mint a kontrolban. Ez korrelál korábbi eredményekkel, 

melyek kimutatták, hogy az érlemeszesedéses plakkokban akkumulálódik az%!-

tokoferol.132,133

4. táblázat: Az érminták osztályzása. A vizsgált érminták vas, lipid, !-tokoferol -tartalma és a
                   

lipidperoxidációs termékeik mennyisége, 1 mg szövetre vonatkoztatva.

Az aterómák !-tokoferol 9.IG/Q*%Q*=*G/(9*GS%aSf-szer nagyobb, mint a komplikált lézióké, Ez 

azzal magyarázható, hogy oxidatív stressz érte a léziót, mely során megfogyatkozott az 

antioxidáns !-tokoferol. Összahasonlítottuk továbbá a kontrolok és az aterómák

lipidösszetételét is (5. táblázat). Az ateroszklerotikus plakk lipidjeinek kb. 75%-át koleszterin 

és koleszterin-észterek alkotják, nagyobb frakciót képeznek még a szabad zsírsavak, tri-és 

digliceridek, foszfolipidek.48 M% 4(::% =IJIL41")FI>)% )O.T=% *'*=)*L*//% -2=/% ".% aterómában a

koleszterin, illetve oxidált lipidek: oxidált koleszterin és lizo-foszfolipidek aránya a 

kontrolhoz képest, míg trigliceridek és szabad zsírsavak tekintetében nem volt különbség a két 

csoport között. A lipidek zsírsavösszetételét megvizsgálva azt kaptuk, hogy az aterómákban

1,9-szer több egyszeresen telítetlen zsírsav, de kevesebb (60%) többszörösen telítetlen zsírsav 

van, mint a kontrolokban. Az oleinsav felszaporodása és a linoleinsav hiánya az aterómákban

a lipidek oxidatív modifikációját jelzi.

Kontrol

n=20

Ateróma

n=33

Komplikált lézió

n=28

Lipidtartalom (mg /mg) 0.017 ± 0.002 0.031 ± 0.005 0.042 ± 0.009

Vas (nmol/mg) 0.059 ± 0.027 0.185 ± 0.096 0.433 ± 0.075

!-tokoferol  (nmol/mg) 0.404 ± 0.104 1.442 ± 0.195 0.564 ± 0.139

Konjugált dién (A234 0.006 ± 0.002/mg) 0.021 ± 0.003 0.047 ± 0.019

LOOH (nmol/mg) 0.003 ± 0.003 0.248 ± 0.106 0.465 ± 0.11

TBARS (nmol/mg) 0.002 ± 0.001 0.005 ± 0.001 0.028 ± 0.012
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5. táblázat A kontrol erek és és az aterómák lipid- és zsírsavösszetételének összehasonlítása. 

A lipidfrakciókat vékonyréteg-kromatográfiával vizsgáltuk. A zsírsavösszetételt GC/MS segítségével mértük a 

lipid hidrolízise és zsírsavak illékonnyá tétele után.

4.3.2. A lipid és a vörösvértestek reakciója

Az ateroszklerotikus lézió lipid elemei plakkruptúra során45 vagy a neovaszkularizációban

)*=*/)*.(% 9,1T=,)*G$% N"Q9.<=*1*)% '*#1*J*L,9*)2146 kerülnek közvetlen kapcsolatba 

vörösvértestekkel. A vörösvértestek fizikailag is sérülhetnek az érpályából való kilépéskor, de 

feltételezésünk szerint kémiai reakciók során is roncsolódhatnak. Ismert, hogy a kumin-

hidroperoxid, mely egy zsíroldékony hidroperoxid, vörösvértestek lízisét okozza, a 

sejtmembrán lipid és protein alkotórészeinek oxidatív károsítása útján.134 Mivel az aterómában

Kontrol
n=20

Ateróma
n=33

Szignifikancia
p<0.05

L
ip
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ös

sz
et
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el

 
(m

ol
%

)

Koleszterin 16.9 ± 4.3 42.6 ± 11.2 0.01
Oxy-szterolok 2.05 ± 0.5 5.14 ± 1.2 0.04
Digliceridek 0 1.17 ± 0.2 0.04
Trigliceridek 54.4 ± 12.5 35.8 ± 18.2 n.s.
Szabad zsírsavak 17.3 ± 5.4 8.06 ± 4.5 n.s.
Lizo-foszfolipid 2.61 ± 0.6 4.42 ± 0.8 0.03
Foszfatidil-szerin 6.61 ± 1.3 2.85 ± 2.2 0.04

Z
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ol
%

)

C14:0 0 0.63 ± 0.6 0.03
C16:0 28.7±5.6 27.1 ± 8.2 n.s.
C18:0 10.98±4.3 10.1 ± 7.6 n.s.
C16:1 0 2.56 ± 0.92 0.04
C18:1 18.31±5.2 28.84 ± 8.3 0.02
C20:1 0.1±0.2 3.91 ± 1.1 0.04
C18:2 39.58±8.9 21.9 ± 7.6 0.02
C20:3 0.78±0.5 1.54 ± 1.2 n.s.
C20:4 1.54±0.9 1.21 ± 1.1 n.s.
Össz SFA % 39.68 37.83 n.s.
Össz MUFA % 18.41 35.31 0.02
Össz PUFA % 41.9 24.65 0.02
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lipid-hidroperoxidok akkumulálódnak, megvizsgáltuk, hogy az oxidált LDL-nek, valamint 

aterómákból származó lipideknek van-e hemolitikus aktivitásuk (19. ábra).

19. ábra: Az ateróma lipidjei hemolízist okoznak. Kumin-hidroperoxidot (COOH; 50 µmol/l), LDL-t,

oxidált LDL-t (250 µg/ml), 1 mg/ml lipidszuszpenziókat adtunk vörösvértest szuszpenzióhoz (fekete oszlopok).

Ugyanezt a kísérletet elvégeztük úgy is, hogy a lipideket *)-I'2=<1I9%'*GG$I9,#H%glutation/glutation-peroxidázzal 

*=()*.*=/T)%WT1*9%29.=2J2)Y5%Az ábrán a 24 óra alatt felszabadult hemoglobin arányát tüntettük fel.

M.% ,1'IG/<)% =IJILQ*I/% ag% >1<G% </% IG)8:<=/8)% *)-I'2=<1I9% '*GG$I9,#H% #=8/"/I2GG"=% WbEd-Px

jelenlétében), ennek során a lipid-hidroperoxid szintjük 35-40%-kal csökkent. A kisebb 

LOOH-tartalmú plakklipidek hemolitikus aktivitása 9.<'2//*-(*G%F9O))*G (20-25 %-kal).

Az oxidált LDL illetve az ateróma lipidjének hatására a felszabaduló hemoglobin oxidálódik.

A glutation/glutation-J*12KIL<.29% *=()*.*=,9% "% 4*=9.":"L8=/% N*'2#=2:IG% 2KIL<FI>Q</% I9%

csökkenti (20. ábra).
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20. ábra: A felszabaduló hemoglobin oxidálódik lipid indukálta hemolíziskor. Kumin-

hidroperoxidot (COOH; 50 µmol/l), oxidált LDL-t (250 µg/ml), 1 mg/ml lipidszuszpenziókat adtunk vörösvértest 

szuszpenzióhoz (fekete oszlopok). Ugyanezt a kísérletet elvégeztük úgy is, hogy a lipideket glutation/glutation-

peroxidázz"=%*=()*.*=/T)%WT1*9%29.=2J2)Y5%M.%<:1<G%"%ag%>1<nál felszabadult hemoglobin összetételét tüntettük fel. 

M.% 2KIL<=/% ;6;% ,9% ".% ,1:(=% 9.<1'".>% =IJIL% N*'2=I/I)89% N"/<9</% I==*/-*% "% 4*=9.":"L8=>%

hemoglobin oxidációját mérsékeli az LDL illetve lipid glutation/glutation-J*12KIL<.."=%/O1/,G(%

*=()*.*=,9*S%'*=$%"%=IJIL-hidroperoxid koncentrációját csökkenti a mintákban. Ez alátámasztja 

azt a feltételezést, hogy a hemolitikus aktivitás nagyrészt a plakklipid lipid-hidroperoxidjainak 

tulajdonítható.

4.3.3. A lipid és hemoglobin reakciója

Az eredmények igazolják azt a feltételezést, hogy az ateróma =IJILQ,-*=% ,1IG/)*.(%

-O1O9-,1/*9/*)%G"#$',1/,):*G% =I.<=G")S% "%:*=(=T)% 4*=9.":"L8=>%N*'2#=2:IG% "% Q*=*G=*-(% =IJIL-

hidroperoxidok hatására oxidálódik. Mivel a ferrihemoglobin- a hem-kibocsátás révén- a képes 

az LDL oxidációjára, megvizsgáltuk, hogyan hat az oxidált hemoglobin az érelmeszesedéses 

lézió lipidjeire. Az aterómából származó lipidet kezeltük ferro- illetve ferrihemoglobinnal. 

7*#=*J(L-*% /"J"9./"=/8)S% N2#$% *==*G/,/:*G% ".% ;6;-lel, nemcsak a ferri-, hanem a 

ferrohemoglobin is indukálja az ateróma lipidperoxidációját, melyet a lipid hidroperoxid 
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mérésével követtünk (21. ábra). Ferrohemoglobin hatására 4,5-szörösére, ferrihemoglobin 

hatására 4-9.*1*9,1*%G(//%"z ateróma lipid LOOH-tartalma.

21. ábra: Ferro- és ferrihemoglobin lipidperoxidációt indukál az aterómából extrahált 

lipidben. 200 µg/ml LDL-t és 2 mg/ml lipidszuszpenziót kezeltünk egy éjszakán át 10 l mol/l ferro- vagy 

ferrihemoglobinnal. A lipid-hidroperoxidot KI-os módszerrel mértük.

A ferrihemoglobinnal ellentétben a ferrohemoglobin szorosan köti a hemcsoportját, így 

magyarázatot kerestünk arra, miként válthatja ki mégis a plakklipid oxidációját. Korábban 

kimutatták, hogy a ferrohemoglobin könnyen oxidálódik a hemforrásként szolgáló 

ferrihemoglobinná gyulladásos seQ/*):(=% származó oxidánsok hatására.24 Azt is 

megállapítottuk, hogy in vitro az oxidatívan modifikált LDL is képes ugyanerre, és hogy a 

reakció kinetikája nagyban függ az LDL-hez kötött lipid-hidroperoxidok koncentrációjától 

(10. ábra). Ezért megvizsgáltuk, hogy az ateróma lipidjének lipid-hidroperoxid tartalma 

képes-e a ferrohemoglobint ferrihemoglobinná alakítani (22. ábra). Megállapítottuk, hogy az 

ateróma lipidje oxidálja a 4*112N*'2#=2:IG/5%M%),J.(L(%2KIL<=/ hemoglobin hem-kibocsátás 

1,-,G%=IJILJ*12KIL<FI>/%IGL8)<=S%G(%"%=IJIL-hidroperoxid szint, mely további ferrohemoglobin 

oxidációját okozva tovább gyorsítja a lipidperoxidációt. A reakció során mind a 

ferrohemoglobin, mind az ateróma lipidje oxidálódik. Az ateróma glutation/glutation-

0
20
40
60
80

100
120
140
160

Ateróma LDL
– ferroHb  ferriHb

L
O

O
H

 (
nm

ol
/m

g 
lip

id
)

**
*

**

– ferroHb  ferriHb

n.s.



46

J*12KIL<.29% *=()*.*=,9*% 'IGL% "% =IJIL-hidroperoxid tartalmat (30%), mind a hemoglobin-

oxidációt (25%) csökkenti. 

22. ábra: Aterómából származó lipid a ferrohemoglobint ferrihemoglobinná alakítja. 2 mg/ml

ateróma lipidet együtt inkubáltunk 20 l mol/l ferrohemoglobinnal 37°C-on, 24 órán át. Néhány óránként mintát 

vettünk, és centrifugálás után a felülúszóból fotometriásan mértük a hemoglobin összetételét.

Ezek után megvizsgáltuk a komplikált plakkokb>=%)I-2G/%N*'2#=2:IG/S%'*=$% 9.IG/,G% *1(9*G%

oxidáltnak bizonyult: ferrihemoglobin 51%, hemikróm 29% és ferrohemoglobin 20%. Ismert, 

hogy a hidrogén-peroxid-mediálta hemoglobin-2KIL<FI>% 921<G% G,#$-*#$,1/,)HS% IG9/":I=%

ferrilhemoglobin jön létre, mely a globin 1,9.1(=% *=*)/12G/% *=-2G-"% 9/":I=I.<=>LI)S% "%

fehérjerészt módosítva28-31
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. Feltételeztük, hogy az érelmeszesedéses plakk bevérzésekor a 

felszabaduló hemoglobin lipid-hidroperoxid-mediálta oxidatív károsodást szenved, így 

fehérjeoxidációs termékeket kerestünk komplikált léziókból kivont hemoglobinban (23. ábra). 

BL(%W>1"Y

0         4           8            12          16          20        24

*
*

*
*

0

20

40

60

80

100

* * * *
*
**

*

*
*

*
**

FerroHb         FerriHb



47

23. ábra: A komplikált lézió hemoglobinja ditirozint tartalmaz. Hemmel oxidált 200 µg/ml LDL-t és 

hemmel kezelt ateróma lipidet (1 mg/ml) reagáltattunk 100 µmol/l hemoglobinnal, 24 óráig, majd a 

Módszerekben leírtak szerint ditirozint mértünk. Komplikált, bevérzett léziót (n=5) sóoldattal mostunk, 

centrifugáltuk, és a felülúszóban =*-(%N*'2#=2:IG:>=%LI/I12.IG/%',1/TG)5

A bevérzett léziókból eltávolított hemoglobinban ditirozint detektáltunk. A ditirozin 

),J.(L,9,G*)%mechanizmusát keresve ferrohemoglobint reagáltattunk K3Fe(CN)6 –tal, H2O2-

dal, oxidált LDL-lel és oxidált, aterómából származó lipiddel. A H2O2-dal és a magas lipid-

hidroperoxid tartalmú lipidekkel kezelt hemoglobinban tudtunk ditirozint detektálni, míg a 

K3Fe(CN)6–tal oxidáltban nem. Ditirozin mellett a komplikált lézió hemoglobinjában 

kovalensen kapcsolódó hemoglobin oligomereket is kimutattunk.
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24. ábra: Hemoglobin tetramerek detektálhatók a humán komplikált léziók hemoglobinjában.

Komplikált, bevérzett léziókat sóoldattal mostunk, centrifugáltuk, és a felülúszóban l*-(% N*'2#=2:IG:>=% 150

nmolt vittünk gélre. FerrilHb: H2O2-dal oxidált hemoglobin.

Kutatócsoportunk kimutatta, hogy a hemoglobin hidroperoxid-mediálta oxidációja során 

)*=*/)*.(% N*'2#=2:IG% 421'"% –"% '<9% '>L2G% ),J.(LO//% 4*11IN*'2#=2:IGG"=% *==*G/,/:*G–

proinflammatorikus ágens; endotheliális sejtekben adhéziós molekulák expresszióját fokozza, 

melyek makrofágok felszaporodását segítik az érfalban.135

4.3.4. A lipid és hem reakciója

Az LDL hem-katalizálta oxidációjának analógiájára kezeltük az érmintákból kivont lipidet 

hemmel, és mértük a tiobarbitursav-reaktív anyagok (TBARS) és lipid-hidroperoxidok 

(LOOH) koncentrációját a reakció során (25. ábra). Azt tapasztaltuk, hogy az aterómából

származó lipidben hemexpozíció hatásá1"% G(% "% =IJIL-hidroperoxid – és a TBAR-tartalom, 

mely a lipidperoxidáció jele. A TBAR és LOOH koncentrációja körülbelül 12 óra alatt éri el a 

'"KI'8'2/S%"./<G%)O.*=%<=="GL>%9.IG/*G%'"1"L%"%-I.9#<=/%ag%>1"%"="//5%&..*=%*#$IL(:*G%"%N*'%

koncentrációja hasonló kinetikával csökken, a hem degradálódik. 
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25. ábra. A hem lipidperoxidációt indukál az aterómából származó lipidben, mely 

hemdegradációval jár együtt. 1 mg/ ml lipidet tartalmazó szuszpenzióhoz 5 l7%N*'*/%"L/8G)S%imk? -on 28 

óráig követtük a reakciót. q3% ateróma,r3% )2G/12=% ,15 A) és B) Kétóránként 100-cee% l= mintát vettünk a 

1*")FI>*=*#$:(=S%'*=$:(=%+oMuS-t és LOOH-t mértünk a Módszerekben leírtak szerint. C) Kétóránként hemet 

mértünk, hangyasavas módszerrel. Az ábrán egy reprezentatív mérés van feltüntetve.
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4.3.5. Az oxidált lipid hatása endotheliális sejtekre

A plakklipid hem-mediálta oxidációjának kinetikája hasonlít az LDL hasonló körülmények 

)O./%-,#:*'*G(%'2LI4I)<FI>Q<N2.5%[*=-*/(LO//%"%),1L,9S%N2#$%"%N*''*l oxidált aterómából

extrahált lipid hasonló biológiai tulajdonságokkal bír-e, mint az oxidált LDL. Azt 

tapasztaltuk, hogy az atheromából származó lipid valóban citotoxikus endotheliális sejtekre,

melyet nagyban fokoz a lipid hemmel való kezelése (26. ábra). A kontrol ér lipidje 

hemkezelés után sem oko.%Q*=*G/(9%FI/2/2KIFI/<9/%WmjY5

26. ábra: Hem-kezelés hatására az ateróma lipidje toxikus lesz endotheliális sejtekre. 2 mg/mL 

lipidszuszpenziót kezeltünk 5 l mol/L hemmel egy éjszakán át, majd együtt inkubáltuk konfluens endotheliális 

sejtekkel 6-8 órahossszáig. A sejtek túlélését MTT-próbával mértük. 

Szubletális dózisban a hemmel oxidált atheromából kivont lipid indukálja a stresszadaptációs 

HO-1-t, mind mRNS (24-szeres), mind fehérje szinten (17,5-szeres), míg a kontrol ér hemmel 
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kezelt lipidje csak kis mértékben okoz HO-1 indukciót (5-szörös gén-illetve 3-szoros 

fehérjeindukció), (27. ábra). &.% ".% IGL8)FI>% "% 1*")FI>*=*#$:*G% =*-(% *=% G*'% 1*"#<=/% N*'G*)%

tulajdonítható, mivel az indukció mértéke hasonló a reakcióhoz használt, 1 "mol/l hem okozta 

HO-1 indukcióhoz (9-szeres gén- és 7-szeres fehérjeindukció).  

27. ábra: Hemmel kezelt ateróma lipid endotheliális sejtekben HO-1-et indukál. 1 mg/ml 

lipidszuszpenziót kezeltünk egy éjszakán át 1 l mol/l hemmel, majd endotheliális sejtekre tettük 60 percre, utána 

"%=IJIL9.89.J*G.I>/%',LI<1"%F9*1,=/T)5%MY%g%>1"%8/<G%"%9*Q/*):(l RNS-t izoláltunk és RT-PCR-rel mértük a HO-1

mRNS mennyiséget. B) 8 óra után a sejteket feloldottuk és a HO-1 fehérjét Western blottal vizsgáltuk. A 

feltüntetett eredmények a kezelt és kezeletlen sejtek HO-1 szintjeinek arányát mutatják.

Az aterómából származó lipid hem- és hemoglobin-mediálta oxidációjának mértéke 

F9O))*G/N*/(% )T=OG:O.(% #$O)42#>% "Gtioxidánsokkal, mint a BHT, !-tokoferol, a vaskeláló 

DFO, valamint a hem-)O/(% N*'2J*KIGnel136 míg a hemoglobinok okozta oxidáció részben 

gátolható a haptoglobinnal is.137

B

(28. ábra).
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28. ábra: Az ateróma lipidjének oxidációja, és az oxidáció gátlása. 1 mg/ml lipidszuszpenziót egy 

éjszakán át kezeltünk 5 l mol/l hemmel, valamint ce% lmol/l BHT--"=S% \% ge% lmol/l V-tokoferollal\% cee% lmol/l

DFO--"=\ce% lmol/l hemopexinnel. 1 mg/ml lipidszuszpenziót egy éjszakán át kezeltünk10 l'2=\=% 4*112 -és 

ferrihemoglobinnal és 20 "mol/ml haptoglobinnal. Ezután mértük lipid-hidroperoxidok mennyiségét a 

Módszerekben leírtak szerint.

Leghatékonyabb antioxidánsnak a BHT bizonyult, míg az V-tokoferol, DFO és hemopexin 

közel hasonló mértékben gátolták az ateróma lipidjének oxidációját. A haptoglobin 30 %-ban 

gátolta a lipidoxidációt. 

A hemmel kezelt ateróma lipid okozta specifikus citotoxicitás (295%M%<:1"Y% I9%F9O))*G/N*/(%

antioxidánsok hozzáadásával. A BHT és a hemopexin nagymértékben, közel 90%-ban 

lecsökkenti a hemmel kezelt lipid okozta citotoxicitást, míg az V-tokoferol és a DFO 

körülbelül 2/3-val csökkenti azt. Haptoglobin pedig a ferro- és ferrihemoglobinnal kezelt 

lipid citotoxicitását mérsékeli körülbelül 30 %-kal (29. B ábra). 
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29. ábra: Az aterómából származó lipid oxidációjának gátlása a lipid citotoxicitását is 

mérsékli. A) 2 mg/ml lipidszuszpenziót kezeltünk hemmel és antioxidánsokkal, a 28. ábránál leírt módon. B) 2 

mg/ml lipidszuszpenziót kezeltünk hemoglobinokkal és hemoglobin-haptoglobin komplexekkel a 28. ábránál 

leírt módon. Az endotheliális sejteket 6-8 óráig együtt inkubáltuk a kezelt lipiddel, majd MTT-próbával mértük a 

sejtek túlélését. Az eredmények 3 mérés átlagai. 

Szubletális dózisban alkalmazva a hemmel (és antioxidánsokkal) kezelt lipidet endotheliális 

sejteken, a sejtek HO-1- expressziójáG")% ',1/,)*% F9O))*G/N*/(%mind transzkripciós, mind 

transzlációs szinten (30. ábra). 
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30. ábra: Az aterómából kivont lipid hemes oxidációjának gátlásával csökken a HO-1

indukáló hatása is.  1 mg/ml lipidszuszpenziót egy éjszakán át kezeltünk 5 l'2=\= hemmel, valamint 10

lmol/l BHT--"=\% ge% lmol/l V–/2)24*12=="=S\cee% lmol/l DFO--"=\ce% lmol/l hemopexinnel, majd endotheliális 

sejtekre tettük a reakcióelegyet 60 percre. A) 4 óra elteltével RNS-t izoláltunk RT-PCR-rel mértük a HO-1

mRNS mennyiséget. B) 8 óra után a sejteket feloldottuk és a HO-1 fehérjét Western blottal vizsgáltuk. A 

feltüntetett eredmények a kezelt és kezeletlen sejtek HO-1 szintjeinek arányát mutatják.

A hemoglobinnal kezelt lipid HO-1 indukáló képessége szintén F9O))*G/N*/(S% ha 

haptoglobinnal együtt vég*..T)%"%=IJIL%*=()*.*=,9,/ (31. ábra).
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31. ábra: A hemoglobinokkal oxidált, aterómából extrahált lipid HO-1-et indukál endotheliális 

sejtekben. 1 mg/ml lipidszuszpenziót egy éjszakán át kezeltünk 10 lmol/l ferro-vagy ferrihemoglobinnal vagy 

ferroHb-haptoglobin és ferriHb-N"J/2#=2:IG% )2'J=*K9.*=% Wce% lmol/l-ae% lmol/l), majd a szuszpenziót 

endotheliális sejtekhez adtuk 60 percre. A) HO-1 mRNS indukciót mértünk a 30. ábránál leírtak szerint. B) HO-1

fehérjeindukciót vizsgáltunk a 30. ábránál leírtak szerint.

Az aterómából származó lipid oxidációja kén-hidrogén hatására is csökken, hasonlóan az 

oxidált LDL-hez (32.  A ábra).  A csökkent LOOH-tartalmú lipid kevésbé citotoxikus (32. B 

ábra).
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í

32. ábra: A hemmel kezelt ateróma lipid LOOH-tartalmát és toxikusságát a kén-hidrogén 

L>.I94T##(%'>L2G%F9O))*G/I5 1 mg/ml lipidszuszpenziót 16 órán át kezeltünk 5 l'2=\= hemmel, majd 2 

órán keresztül 25-aee% l'2=\= NaHS oldatokkal. A) Mértük a LOOH-koncentrációt. B) Endotheliális sejteket 

kezeltünk a reakcióeleggyel, 6 óra múlva MTT-próbát végeztünk.

&1*L',G$*IG)% "="JQ<G% 4*=/,/*=*.N*/(S% N2#$% "% )I9.":"L8=>% 4*112N*'2#=2:IG% "% J=".'"'*G/*9%

környezetben ferrihemoglobinná alakulva hem-forrássá válik, mely képes oxidálni a plakk 

lipidjeit. Az oxidáció során a nagy mol*)8=<)%41"#'*G/<=>LG")S%*.,1/%"%J="))%1I#ILI/<9"%G(S%,9%

"%)I9*::%',1*/H%2KIL<FI>9%/*1',)*)%/2KI)89")%"%=,.I>:"G%=,-(%,=(%9*Q/*)1*5%7<91,9./%-I9.2G/%

képesek stresszadaptációt indukálni, mely magyarázatul szolgálhat a humán ateroszklerotikus 

plakkban kimutatN"/>% '*#GO-*)*L*//% '*GG$I9,#H% d_-1 jelenlétére is. A feltételezett 

mechanizmust a 33. ábra foglalja össze.
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33. ábra 1) Vörösvértestek lépnek az aterómába; 2) Hemolízis és a felszabaduló hemoglobin oxidációja az 

oxidált lipid hatására; 3) Ferril-W"Y% ,9% 4*11IN*'2#=2:IG% W:Y% ),J.(LI)R% 4) Hem-felszabadulás; 5) A hem 

interkalálódik a lipidbe; 6) A lipidoxidáció fokozódik a lézióban; 7) Az endothelium károsodik a reaktív 

lipidrészecskék hatására; és 8) Hem-oxigenáz-1 (HO-1) indukálódik a reaktív lipidrészecskék hatására.

4.4. HO-1 DEFICIENS SEJTEK ÉS AZ OXIDATÍV STRESSZ

A hemoxigenáznak nemcsak a hem lebontásában, hanem a sejtek oxidatív stresszel szembeni 

védekezésben is kulcsszerepe van. Hiányában a sejtek fokozottan érzékenyek az oxidatív 

károsító hatásokra. Hemoxigenáz-1 deficiens egerekben lipopoliszachariddal kiváltott 

endotoxémia nyomán súlyos máj-és vesekárosodást, valamint magasabb mortalitást 

tapasztaltak, mint a vad típusú állatokban.138 HO-1 deficiens egerek fibroblaszt sejtjei 

hemtoxicitásra sokkal érzékenyebbnek bizonyultak a vad típusú sejteknél,110 és a HO-1

NI<G$29% :*/*#/(=% 9.<1'".>, immortalizált limfocita sejtvonalról Yachie és munkatársai 

kimutatták, hogy érzékenyebbek hemtoxicitásra, mint az egészséges sejtek.107 Ezeket az 

eredményeket alapul véve vizsgáltuk a HO-1 hiányos páciens sejteinek reakcióját hem által 
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oxidált LDL-re és hemmel kezelt ateróma lipidre (34. ábra). Ehhez egészséges ön),G/*9*)/(=%

és a HO-1-L*4IFI*G9% :*/*#/(=% 9.<1'".>% I''21/"=I.<=/% =I'42cita sejteket használtunk. A 

citotoxicitási vizsgálatokban a beteg sejtjei minden általunk vizsgált koncentrációban 

érzékenyebbnek bizonyultak hemmel oxidált LDL-lel és plakk lipiddel szemben, mint a 

kontrol sejtek.

34. ábra: A HO-1 deficiens sejtek érzékenyebbek oxidált lipid okozta oxidatív stresszre

A) Hem/H2O2-dal oxidált LDL-t (200 µg/ml) inkubáltunk egészséges és HO-1 deficiens immortalizált limfocita

sejtekkel 16 órán át, majd MTT-próbával mértük a sejtek túlélését, az oxidált LDL koncentrációjának 

függvényében. B) Hemmel kezelt ateróma lipidet (1mg/ml) inkubáltunk immortalizált limfocita sejtekkel 16 

órán át és vizsgáltuk a sejtek túlélését a lipid koncentrációjának függvényében. 
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Oxidált LDL-t szubletális dózisban is adtunk a sejtekhez és vizsgáltuk a sejtek 

-,L*)*.('*FN"GI.'89</%'u!E%,9%4*N,1Q*%9.IG/Q,G5

6. táblázat: Egészséges és hem-oxigenáz-1 deficiens sejtek HO-1-mRNS tartalmának és HO-

1-aktivitásának összehasonlítása alapállapotban és indukció után. f%lmol/l hemmel és 50 l#\%'=%

hem/H2O2-dal oxidált LDL-lel kezeltük a sejteket 16 órán át, majd a Módszerekben leírt módon mértük a gén-

és fehérjeindukciót. 

mRNS szint

(HO-1/ciklofilin aránya)

HO-1 aktivitás

(pmol/h/mg protein)

Kontrol sejt Beteg sejt Kontrol sejt Beteg sejt

Kezelés nélkül 0,059 ± 0,037 0,097 ± 0,040 145,89 ± 85,70 20,89 ± 28,29

Hem 0,513 ± 0,156 7,546 ± 0,519 505,17 ± 265,90 25,27 ± 28,33

Oxidált LDL 3,140 ± 0,934 2,353 ± 0,679 352,25 ± 70,51 68,78 ± 42,38

HO-1 mRNS-t a kontrol és a beteg sejtvonalakban egyaránt tudtunk mérni, mivel 

primerjeinket egy a deléció által nem érintett génszakaszra terveztük. A beteg sejtvonalban a 

HO-1 mRNS alapszintje még magasabb is volt, mint a normál sejtekben.  Hem és oxidált 

LDL mindegyik sejtvonalban indukálta a HO-1 mRNS-t, a beteg sejtekben még 

intenzívebben, mint a kontrolban (78-szoros és 8,7-szeres indukciók). Viszont amíg a vad 

/PJ89U%9*Q/:*G%"%N*'%,9%".%2KIL<=/%;6;%Q*=*G/(9*G%'*gnöveli a HO-1 enzim aktivitását (3,5 

és 2,4-szeresre), a HO-1 deficiens sejtekben nem változik a HO-1 aktivitás. A mutáció tehát 

nem érintette a gén promoter régióját, így a HO-1 mRNS indukciója bekövetkezik, de a 

),J.(L(% 4*N,1Q*% IG")/ív. A HO-1 deficiens beteg vaszkuláris tüneteinek kialakulásáért az 

2KIL"/P-% 9/1*99.% ,9% 9*Q/Q*IG*)%'*#GO-*)*L*//% 9/1*99.,1.,)*G$9,#*% *#$T//% 4*=*=(9*)5%7IGL*.%

'*#*1(9P/I%"./%"% 4*=/,/*=*.,9/S%N2#$%"%d_-1 kulcseleme a sejtek oxidatív stresszel szembeni 

védelmének.
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Eredményeink alapján :(-T=/% a tudásunk "% )I99H1H9,#H% =IJ2J12/*IG% 2KIL<FI>Q<val

kapcsolatban, mely fontos szerepet játszik az aterogenezisben. Az ateroszklerózis 

folyamatának pontosabb megismerése változatlanul aktuális. Az itt kidolgozott módszerekkel 

humán érminták lipidtartalmának oxidáltsági állapotát lehet meghatározni, ezeket a

),9(::I*):*G% )=IGI)"I% /"G8='<G$2)% készítésénél lehet alkalmazni. Munkánk során új 

G,.(J2G/:>=% -I.9#<=/8)% ".% ,1*='*9.*9*L,9*s =,.I>% 18J/U1<Q")21% :*)O-*/)*.(% *9*',G$*)*/5%

Bemutattuk, hogy a bev,1.,9% G*'F9")% "% /12':89),J.(L,9*G% )*1*9./T=% Q<18=% N2..<% ".%

érelmeszesedés progressziójához, hanem a hemoglobin felszabadulásán és oxidációján 

keresztül a lipidperoxidációt is fokozza, ugyanakkor antiaterogén védelmet is indukál. Ezek 

alapján felmerül a kérdés, hogy egyéb bevérzésekkel járó kórképek esetén milyen szerep jut a 

hemoglobin és a hem által katalizált oxidatív károsító folyamatoknak.
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5. ÖSSZEFOGLALÁS

M% )I99H1H9,#H% =IJ2J12/*IG hem-katalizált oxidációja során olyan módosított LDL jön létre, 

mely endotheliális sejtekre toxikus, kisebb dózisban pedig strsszadaptációs fehérjéket, hem-

oxigenázt-1-et és ferritint indukál. A módosított LDL kémiai és biológiai tulajdonságai 

változatosak lehetnek. Megvizsgálva az LDL-:*G% '*#Q*=*G(% =IJILJ*12KIL<FI>9% /*1',kek 

'*GG$I9,#,G*)% IL(:*=I% -<=/2.<9</%'*#<=="JP/2//8)S% N2#$%'IGL% "% FI/2/2KIFI/<9S%'IGL% "%d_-1

indukció mértéke a lipid-hidroperoxid szinttel mutat szoros összefüggést. A hem önmagában 

is oxidálja az LDL-t, ez a reakció azonban lassú; 16 óra elteltével mérsékelten oxidált LDL 

jön létre, mely csak kevéssé citotoxikus. Ismételt hem-expozíció drámaian megnöveli a kissé 

oxidált LDL LOOH-tartalmát és fokozza citotoxicitását. Megállapítható, hogy a mérsékelten 

oxidált LDL-:*G% Q*=*G% =*-(% )*-,9% =IJIL-hidroperoxid hem hozzáadásakor ugyanazt a 

katalizáló hatást fejti ki, mint a hidrogén-peroxid a hem mellett. Megvizsgáltuk, hogyan hat az 

LDL oxidációjára a kén-hidrogén, mely egy *1(9%1*L8)<=>9.*1S%,9%fe%p'2=\= koncentrációban 

421L8=% *=(% "% 9.*1-*.*/:*G fiziológiás körülmények között. Megállapítottuk, hogy a kén-

NIL12#,G% Q*=*G/(9*G% ="99P/Q"% ".% ;6;% N*'-mediálta oxidatív modifikációját. Oxidált LDL 

LOOH-tartalmát csökkenti, melynek következtében csökken a módosított LDL citotoxicitása 

és HO-1 indukálóképessége is. Másrészt viszont a kén-NIL12#,GG*=% /O1/,G(% *=()*.*=,9%

ellenállóvá teszi az endotheliális sejteket a hidrogén-peroxiddal és oxidált LDL-=*=%*=(IL,.*//%

toxikus hatással szemben. Korábban feltártuk, hogy a plazma hemoglobin oxidációja hem-

kibocsátás révén kulcsszerepet játszott az eddig ismert egyetlen hemoxigenáz-1 deficiens 

beteg intravaszkuláris LDL-oxidációjában és az endothelium súlyos károsodásában. Oldatban 

a hemoglobin gyorsan oxidálódik aktivált PMN sejtek hatására, mely folyamat kataláz 

enzimmel gátolható, mivel a folyamatot hidrogén-peroxid mediálja. Az LDL-N*.% )O/(L(%

lipid-hidroperoxidok is képesek L>.I94T##(*G% 2KIL<=ni a ferrohemoglobint, mely folyamat 
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végbement a HO-1 deficiens páciens plazmájában is. A beteg LDL-je mérsékelten oxidált volt 

és tenyésztett endotheliális sejtekre nézve enyhén citotoxikusnak bizonyult. A mérsékelten 

oxidált LDL lipid-hidroperoxidjainak hatására hemoglobin-oxidáció történik. A 

ferriN*'2#=2:IG:>=% 4*=9.":"L8=>% N*'%:*,)*=(LI)% ".%;6;-be, ahol a hem-mediálta oxidáció 

során felnyílik a hem, vas szabadul fel, a vas katalizálja az LDL zsírsavjainak és proteinjeinek 

oxidációját, az LDL lipid-hidroperoxidjai pedig további ferrohemoglobint oxidálnak. 

A lipidperoxidációnak az érelmeszesedés patomechanizmusában is fontos szerepe van. 

Emellett egyre több megfigyelés utal arra, hogy a HO-1 és a ferritin indukciója viszont véd az 

ateroszklerózis ellen. Az ateroszklerózis súlyos klinikai következményei a magas 

=IJIL/"1/"='U%J="))2)%18J/81<Q</%)O-*/(*G%Q*=*G/)*.G*)S%"'I)21%"%-,1%"=)2/>1,9.*I%)"JF9olatba 

)*1T=G*)% "% J="))% =IJIL'"#Q<-"=5% M% =,.I>% =IJIL% *=*'*I% "% G*2-"9.)8="1I.<FI>:"G% )*=*/)*.(%

sérülékeny hajszálerek megrepedésekor is közvetlen kapcsolatba kerülhetnek a

vörösvértestekkel. Kísérleteink során vizsgáltunk érelmeszesedés jeleit nem mutató (kontol) 

*1*):(=S% G"#$% =IJIL'"##"=% Q*==*'*.N*/(% ,1elmeszesedéses lézióból (ateróma) és bevérzett 

plakkból (komplikált lézió) kivont lipideket. Mind a lipidperoxidációs termékek, mind a vas 

koncentrációja kissé emelkedett volt az aterómákban a kontrolokhoz képest, és legnagyobb 

-2=/% "% )2'J=I)<=/% J="))2):"G% '*=$% "11"% 8/"=S% N2#$% ".% "/*129.)=*1>.I9% *=(1*N"="L<9<-"=%

fokozódik a plakk lipidjének oxidációja. Megállapítottuk, hogy az ateróma lipidjei hemolízist 

okoznak in vitro, vörösvértest szuszpenzióban, csakúgy, mint az oxidált LDL. Az így

felszabaduló hemoglobin oxidálódik, az oxidáló lipid LOOH-tartalmával arányos mértékben.

Az íly módon oxidált illetve a komplikált léziókból származó hemoglobinban 

fehérjeoxidációs termékeket, ditirozint és hemoglobin multimereket detektáltunk, mely 

alátámasztja, hogy a hemoglobin lipid-hidroperoxid-mediálta oxidatív károsodást szenvedett.

A lipid-hidroperoxidoknak e folyamatokban játszott központi szerepét hangsúlyozza az, hogy 

ha a lipid-hidroperoxid szintet lecsökkenetjük (glutation/glutation-peroxidázzal), a lipid 
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hemolizáló illetve oxidáló képessége is csökken. Mivel a ferrihemoglobin oxidálja a natív 

LDL-t, ennek analógiájára vizsgáltuk ferro- és ferrihemoglobin hatását az aterómából

extrahált lipiden, és azt tapasztaltuk, hogy –ellentétben az LDL-lel- az ateróma lipidben 

mindkét hemoglobin-forma lipidperoxidációt indukál. Ennek az a magyarázata, hogy az 

aterómában Q*=*G/(9%'*GG$I9,#H%;__d%-"G% Q*=*GS%'*=$% "% ferrohemoglobinnal való reakció 

során azt ferrihemoglobinná alakítja, a ferrihemoglobin lipidperoxidációt okoz, mely tovább 

fokozza a ferrohemoglobin oxidációját. A ferrihemoglobinból felszabaduló hem 

lipidperoxidációt indukál az ateróma lipidjében, melynek kinetikája a hem/LDL reakciójához 

hasonlít. Az aterómákból származó lipid endotheliális sejtekre toxikus, mely toxicitás 

G"#$',1/,):*G%'*#G(% "% =IJIL% N*''*=% -"=>% )*.*=,9,G*)% N"/<9<1"S% 'P#% )2G/12=% *1*)% =IJILQ*%

hemes kezelése nem vált ki citotoxicitást. A hemmel vagy hemoglobinnal kezelt ateróma lipid 

szubletális dózisban viszont HO-1-et indukál endotheliális sejtekben. Az aterómából 

származó lipid oxidációjának gátlása a lipid citotoxicitását és HO-1 indukáló hatását is 

mérsékeli. A lipid hemes oxidációja gátolható gyökfogókkal (BHT,V-tokoferol), 

vaskelálókkal (DFO) és a hemet komplexáló hemopexinnel, míg a ferro-és ferrihemoglobin 

2)2./"%=IJI2KIL<FI>%"%N*'2#=2:IG/%)O/(%N"J/2#=2:IGG"=%',19,)*=N*/(5

A HO-c% NI<G$29% :*/*#/(=% 9.<1'".>% immortalizált limfocita sejtvonal érzékenyebb

hemtoxicitásra, mint az egészséges sejtek. Citotoxicitási vizsgálatainkkban a beteg sejtjei 

hemmel oxidált LDL-lel és ateróma lipiddel szemben is érzékenyebbnek bizonyultak, mint a 

kontrol sejtek. Szubletális dózisú hem és oxidált LDL kezelés hatására HO-1 mRNS-

növekményt mindkét sejtvonalban tudtunk mérni, így megállapítható, hogy a mutáció nem 

érintette a gén promoter régióját. A HO-1 deficiens sejtekben azonban nem G( a HO-1

")/I-I/<9S%"%),J.(L(%4*N,1Q*%IG")/P-5
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SUMMARY

Heme-catalyzed oxidation of low-density lipoprotein (LDL) is one of the relevant 

mechanisms involved in LDL modification. Oxidized LDL is toxic to vascular endothelium, 

however, in sublethal dose induces heme oxygenase-1 (HO-1) and ferritin as a defense 

mechanism. The central importance of this protective system was recently highlighted by the 

discovery of a child diagnosed with HO-1 deficiency, who exhibited intravascular hemolysis, 

extensive endothelial damage as well as signs of severe atherosclerosis. Chemical and 

biological properties of oxidized LDL vary according to the way and degree of oxidation. We 

found that both cytotoxicity and expression of heme oxygenase-1 in endothelium strongly 

correlated to the lipid hydroperoxide content of oxidized LDL. We have also investigated the

effect of H2S, a strong reductant present in tissues at remarkable amount, on hemin-mediated 

oxidation of LDL and oxidized LDL-induced endothelial reactions. H2S dose dependently 

delayed the accumulation of lipid peroxidation products during hemin-mediated oxidation.

Moreover, H2S decreased the LOOH content of oxidized LDL which was accompanied by 

reduced cytotoxicity. OxLDL-mediated induction of heme oxygenase-1, was also abolished 

by H2S. H2S can directly protect endothelium against hydrogen peroxide and oxLDL-

mediated endothelial cytotoxicity. These results demonstrate novel functions of this 

gasotransmitter. We previously revealed the oxidation of plasma hemoglobin and a 

subsequent heme-catalyzed LDL oxidation that is toxic to endothelium in human heme 

oxygenase-1 deficiency. Drawing upon our previous observation we offer an alternative

pathway for oxidation of plasma hemoglobin in the HO-1-deficient patient involving LDL-

associated lipid hydroperoxide. LDL-associated lipid hydroperoxides were found to oxidize 

ferrohemoglobin to ferrihemoglobin – known to readily release its heme moieties – in a dose-

dependent manner. We wondered if cells of the HO-1 deficient patient were prone to 

oxidative damage arising from heme-mediated oxidation of LDL. Indeed, we found elevated 
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cytotoxicity induced by heme-catalyzed oxidation of LDL in immortalized lymphocyte cells 

derived from the heme oxygenase-1 deficient patient. 

Lipid peroxidation is a key event in the pathogenesis of atherosclerosis while there is growing 

evidence that induction of HO-1 and ferritin provides protection against atherosclerosis.

Erythrocytes, hemoglobin and iron are present in advanced atherosclerotic lesions. Hematoma

formation due to disruption of atheromatous lesion largely contributes to the morbidity from 

atherosclerosis. There is evidence that some hematomas may begin within the lesions as 

hemorrhages from neovasculature that sprout from the vasa vasorum. The present study was 

performed to examine whether red cell infiltration of atheromatous lesions promotes the later 

stages of atherosclerosis. We find that oxidation of ferrohemoglobin (FeII) in ruptured 

advanced lesions occurs generating ferrihemoglobin (FeIII) and via more extensive oxidation 

ferrylhemoglobin (FeIII/FeIV=O). The protein oxidation marker, dityrosine, accumulates in 

complicated lesions accompanied by the formation of crosslinked hemoglobin, a hallmark of 

ferrylhemoglobin. We demonstrate that exposure of normal red cells to lipids derived from 

atheromatous lesions causes hemolysis and oxidation of liberated hemoglobin. In the 

interactions between hemoglobin and atheroma lipids, hemoglobin and heme promote further 

lipid oxidation and subsequently endothelial reactions such as upregulation of heme 

oxygenase-1 and cytotoxicity to endothelium. Oxidative scission of heme leads to release of 

iron and a feed-forward process of iron-driven plaque lipid oxidation. The inhibition of heme 

release from globin by haptoglobin and sequestration of heme by hemopexin suppress 

hemoglobin-mediated oxidation of lipids of atheromatous lesions and attenuate endothelial 

cytotoxicity. We can conlude that the interior of advanced atheromatous lesions is a pro-

oxidant environment in which erythrocytes lyse, hemoglobin is oxidized to ferri- and 

ferrylhemoglobin, and released heme-iron dependent oxidation of lipids is strongly favored.

These events amplify the endothelial cell cytotoxicity of plaque components.
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