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ROVIDITESEK JEGYZEKE
LDL.: alacsony stirtiségii lipoprotein
oxLDL: oxidalt alacsony stirtiségii lipoprotein
HUVEC: human umbilikalis véna endothelidlis sejt
LCL: immortalizalt limfocita sejtvonal
HO-1: hemoxigenaz-1
FCS: fetal calf serum
HBSS: Hank’s balanced salt solution
EDTA: etilén-diamin-tetraacetat
PMN: polimorfonuklearis sejtek
PMA: phorbol myristate acetate
MTT: 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromid
TBARS: tiobarbitursav-reaktiv anyagok
LOOH: lipid-hidroperoxid
COOH: kumin-hidroperoxid
Hb: hemoglobin
Hpg: haptoglobin
Hpx: hemopexin
BHT: butilalt hidroxi-toluol
DFO: dezferroxamin
a-toc: a-tokoferol
cGMP: ciklikus guanilat-monofoszfat
GSH: glutation
GHS-Px: glutation-peroxidaz

BCA: bicinchoninic acid



1.BEVEZETES

1.1. A kisstiriiségii lipoprotein (LDL) oxidativ modifikacioja
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A kisstrliségli lipoprotein szubendothelidlis térben torténd
oxidativ modifikacidja az egyik els6 1épés az
ateroszklerdzis kialakulasaban.'” Az oxidalt LDL nem egy
jol definialt molekula, hanem szerkezetében, fizikai ¢és
biolégiai tulajdonsagait illetéen valtozatos lehet.** Az LDL
vitro tobbféle modszert alkalmaznak oxidalt LDL
eloallitasara; atmenetifémeket (vas ¢s réz),6 hemproteineket
(hemoglobin’, c6ruloplazmin®, mioglobin’), enzimeket
(lipoxigendz'®,  mieloperoxidaz'',  tormaperoxidaz'?),
reaktiv  nitrogénrészecskéket'> és  szamos vaszkularis
sejtet.'*!> Kutatécsoportunk korabban megallapitotta, hogy
a hem, egy egyediilallé vastartalmu vegyiilet is eloidézheti
az LDL oxidativ médosulasat.'® Ez a folyamat LDL, hem,

oxidéansok és antioxidansok kolcsénhatasaibol épiil fel' ™"

abra: A lipidperoxidacié mechanizmusa.

Az inicidcids szakaszban hidrogén-elvonds nyoman alkil-gyok képzddik, mely atrendezédik mezoméria-

stabilzalt konjugalt diénné. Oxigén jelenlétében peroxilgyok, majd lipid-hidroperoxid képzddik, abbol vas(II)

hatasara alkoxil-gyok jon létre. A gyokok H-elvondssal stabilizaloédnak, ezaltal propagaljak a lancreakciot. A

végsd szakaszban a zsirsav fragmentalddik, dialdehidek keletkeznek



Az LDL-be beépiilt hem kozvetleniil oxiddlja azt, mely folyamat felgyorsul nyomnyi
mennyiségli  hidrogén-peroxid vagy polimorfonuklearis sejtekb6l szdrmazd oxidansok
jelenlétében.>'® Az LDL o-tokoferol-tartalmanak eltavolitasa utan a zsirsavakbol konjugalt
diének, lipid-hidroperoxidok ¢&s tiobarbitursav-reaktiv anyagok képzddnek. (1. abra). A hem az
LDL fehérjerészét is modositja, mely soran csokken a szabad aminocsoportok szama az
apolipoprotein B-100-ban.?**' A reakci6 soran a hem-gytirii (protoporfirin IX) felnyilik és vas
szabadul fel, mely katalizalja a zsirsavak, koleszterin és apolipoprotein B-100 tovabbi
oxidacidjat az LDL részecskében.

Az LDL hem/hidrogén-peroxiddal torténé oxidaciojanak kinetikdja lathaté a 2. abran.? A
reakcio kezdetben lasst, majd az LDL antioxidans tartalmanak elfogyasa utan felgyorsul. Az
LDL oxidalhatosaga, oxidativ rezisztencidja antioxidans-kapacitasatol fiigg, mely jol
jellemezheto a reakcio sebességmaximumaig eltelt idovel (AT at vy ).

A hem szervezetiinkben fehérjékhez kototten fordul eld, legnagyobb mennyiségben a
hemoglobinban taldlhat6. A hemproteinek okozta LDL-oxiddci6 mechanizmusa még nem
tisztazott. Ismert, hogy a ferrohemoglobinhoz (Fell) képest a ferrihemoglobinban (Felll)
gyengébb a hem-globin kolcsonhatas, igy az oxidalt hemoglobinbdl hem szabadulhat fel. A
ferrohemoglobin  oxidacidja  bekovetkezhet  hidrogén-peroxid, vagy  gyulladasos
folyamatokban termel6dd oxidansok hatasara.”* Az LDL sikeresen kompetal a plazma
hemkotd fehérjeivel (hemopexin, haptoglobin és albumin) a hemproteinekbdl felszabadulo
hemért.”?’ Mas feltételezések szerint a ferrohemoglobin hidrogén-peroxid medialta
oxidacidja soran atmenetileg négyvegydrtékli vasat tartalmazo, ferrilhemoglobin
(Felll/FelV=0) ke’pzc'idik,z&29 mely a hemoglobin fehérjerészének felszinén tirozil-gyokoket
generalva, ferrihemoglobinként stabilizalodik.>*?! Ferrilhemoglobin képzédését fiziologias
allapotban’ és kiilonboz6 betegségekben™ egyarant megfigyelték emberekben. Ha a tirozil-

gyokok molekulan beliil képeznek kovalens kotést, ditirozil oldallancok jonnek létre. A



gyokok intermolekuldris kovalens kotéseket is létrehozhatnak, melyek soran hemoglobin-
multimerek vagy hemoglobin-LDL komplexek johetnek létre, illetve a gyokok az LDL
apolipoprotein B-100-ban keresztkotések létrejottét inicialhatjak.*® E mechanizusban nincs,

vagy csekély a szerepe az LDL hemfelvételének.
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2. édbra: Az LDL hem/H,0;-dal torténd oxidacidjanak kinetikai gorbéje.
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1.2. Az érelmeszesedés és kapcsolata a lipidperoxidacioval

Az érelmeszesedés a nagyobb artéridk intimajanak elvaltozasa; lipidek, kotdszoveti elemek
¢s véralkotorészek gocos lerakodasaval jar, amelyhez rostos szovetképzodes, meszesedés €s a
media kéarosodasa tarsul, az érfal gyengiilését, az érlumen beszikiilését okozva. Az
elorehaladott ateroszklerdzis sulyos klinikai kovetkezményei az elégtelen vérellatas okozta
angina, az ¢érfal meggyengiilésébdl eredd aneurizma illetve a trombdzis kovetkeztében
kialakult myocardialis infarctus vagy stroke, melyek a nyugati vildgban a mortalitds vezetd
okai.>> Ateroszklerotikus elvaltozas minden emberben, minden életkorban eléfordul,*® de az
akut tiinetek kialakuldsa az életkorral nd, illetve férfiakban sokkal gyakoribb, mint nékben,
ami az Osztrogén védohatasanak koszonhetd €s a menopauza utan fokozatosan eltiinik. Az
¢relmeszesedés kialakulasat tobb kockazati tényezd befolyasolja, melyek kozil a

fontosabbakat az 1. tablazat sorolja fel.*7*

1. tablazat: Az érelmeszesedés kialakuldsanak fobb kockazati tényezoi

Orokletes tényezok Tangier-betegség®’
Familiaris hiperkoleszterinémia

Eletméd Elhizas
Magas zsirtartalmu étrend
Mozgasszegény életmod
Dohanyzas

Mas betegségek Hipertonia
Diabetes mellitus
Emelkedett vérzsirszint
Fertézések™ Chlamydia pneumoniae
Helicobacter pylori
Cytomegalovirus

Szovettani, morfoldgiai vizsgalat alapjan Stary 8 csoportba osztotta az érelmeszesedés

fazisait (2. tablazat).*' Az ateroszkler6zisbol eredé morbiditas és mortalitas foként a IV-es és



V-06s tipusu ateroszklerotikus 1ézidknak tulajdonithatd, melyek felszinének sériilése nyoman
véromleny, bevérzés és trombotikus lerakodasok jonnek létre, érelzarodast okozva. ™ A
hematéma az intiman beliil is létrejohet, az Gjonnan képzodott hajszalerekbdl szarmazo
bevérzésbsl.***” Klinikai tiineteket a VI tipusi 1éziok (komplikalt plakkok) okoznak,
melyeket felszini hibak, hematomak és trombotikus lerakodasok jellemeznek. A IV-es és V-
Os tipusu plakkok jellemzdéje, hogy az intima alatt nagymennyiségli extracellularis lipid
halmozddik fel (lipid mag), mely a plazma lipoproteinjeibdl és korabban internalizalt
sejtekbél szarmazik.**° Koleszterin és koleszterin észterek képezik a plakklipid f6 frakcioit
(50 illetve 25%), kisebb aranyban talalhatok meg foszfolipidek ¢és trigliceridek (15 és 10

%).”" A lipidlerakodas koriil kotdszovetes sapka képz6dik, melynek vastagsaga forditottan

aranyos a plakk rupttrara val6 hajlamaval.

2. tablazat: Az érelmeszesedés 1éziok csoportositasa (Stary HC et al. Circulation 1995; 92:1355-1374.

alapjan
Noémenklatura Progresszio A plakk- A megjelenés Klinikai
novekedés oka idépontja vonatkozas

1. tipus (kezdeti |1 |
1€z16) JL Lipid- Az elsd Nincs klinikai
II. tipus (fatty akkumulacio évtizedben | kovetkezménye
streak) EI]
II1. tipus (koztes
1ézi6 A harmadik
/preateroma) évtizedben
IV. tipus
(aterébma) Gyakran
Va tipus nincsenek
(fibroateréma) Simaizom- A negyedik tiinetek,
Vb tipus (VIL proliferacio, évtizedben azonban
tipus / kalcifikalt fokozaddott gyorsan
plakk) kollagén- kialakulhatnak
Ve tipus (VIIL szintézis
tipus / fibrozus
plakk)
V1. tipus Trombozis,
(komplikalt 1zi0) hematoma




Az ateroszklerézis patogenezisét tobbféle elmélettel magyarazzak.’>>® Az érelmeszesedés

kialakulasanak fobb 1épései:

infiltracidja a szubendotheliumba, habos sejt képzddik

endothelsériilés, melyet hemodinamikai nyiréer6k okozhatnak®’

a sériilt helyen fokozddik a monocitdk kitapadasa és a plazmalipidek (LDL)

- amedia simaizomsejtjeinek vandorlasa ¢s osztddasa, kotdszovet-képzodes

- elmeszesedés és/vagy plakk ruptura

Az érelmeszesedés patomechanizmusaban szerepet jatszo lipidperoxidacids folyamatokat a 3.

abra foglalja 6ssze.™
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3. abra: Az oxidalt LDL szerepe az ateroszklerotikus elvaltozas kialakulasaban

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

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

Az oxLDL-t a monocitakbol 1étrejové makrofagok szabalyozatlan mddon, nem telitddo

scavenger (CD 36) receptoraikon keresztiil veszik fel, habos sejt képzddik, mely prekurzora a

1ézi6 lipidmagjanak.”®*’ Az oxidalt LDL kemotaktikus hatéssal van a keringé monocitékra,*
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¢s fokozza adhézids molekuldk szintézisét, melyekkel még tobb monocita tapad ki az érfalra
majd penetral az endotheliumon.®’ Az oxidalt LDL toxikus a legtbb vaszkularis sejtre, igy
fokozza az endothelium-karosodasat is.** A lipid oxidacidja maga utan vonja a kotészoveti
sejtek relaxacios képességét.”’ Az emberi érfalban megtalaltak mind a koleszterin, mind a
tobbszorosen telitetlen zsirsavak oxidacios termékeit, melyek a legtobb vaszkularis sejtre
toxikusak.®*® A toxikus hatasért foleg a lipid hidroperoxidok, az aldehidek és karbonilok a

felelések.® !

1.3. Hemoxigenaz-1: védelem az oxidativ stresszel szemben

Kutatécsoportunk korabban feltarta, hogy a hem medialta lipid-peroxidacidoval szemben a
sejtes rendszerek indukalhaté védelemmel rendelkeznek, melynek kozponti fehérjéi a hem-

72-78 1 cer - . r ;o 1 r
és a ferritin.””™® A hemoxigenaz a hemdegradacio elsd, sebesség-

oxigenaz (HO)
meghatarozé 1épését katalizalja: felnyitja a porfirin gytiriit, melybdl biliverdin majd bilirubin és

szén-monoxid (CO) képzddik, valamint vas szabadul fel** (4. 4bra).

0))
NADPH
Mg NADP
oot « 4 HEMOXIGENAZ b Biliverdin BILIVERDIN-| ..
Hemproteine \ REDUKTAZ ilirubin
(6[0) X
NADP+ —>» FERRITIN NADP
Fe

4. dbra: A hem enzimatikus lebontasa
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A hemoxigendz gyakorlatilag minden szovetben megtalalhatd, nagy mennyiségben a majban,
Iépben, vesében, szivben. Harom gén kddolja a hemoxigendz harom izoenzimét. A HO-1
indukalhat6, a HO-2 és a HO-3 konstitutiv médon expresszalodik.**® A HO-1 egy 32.8 kDa
tomegl stresszfehérje, melynek a hemen kiviil szamos induktora van; nehézfémek, citokinek,
hormonok, endotoxinok.®” A HO-2 aktivitasa kiemelkedé a testisben és az agyban. A HO-3
katalitikusan nem aktiv, valdszintileg hem-kotd funkcidja révén a sejt hemet igényld
folyamataiban van szerepe.*® A hemoxigenaz ltal katalizalt hemdegradacio egyik terméke a
biliverdinbdl képz6dd bilirubin, mely egy fizioldgidsan is jelentds antioxidans.®® A masik
termék a CO,* melynek élettani tulajdonsagai sokban hasonlitanak a nitrogén-monoxidéra
i6jat,”? és gatolja a
trombocita aktivaciot. >
A HO-1 induktorainak kémiai sokfélesége vezetett arra a hipotézisre, hogy a hem
is szerepe lehet. Ezt a feltételezést timasztja ala, hogy a HO-1 kiilonb6z6 mddokon Iétrehozott
oxidativ stresszre - hidrogén-peroxid kezelés, glutationszint csokkentés, UV sugérzas, vagy
hiperoxis allapot létrehozésa - is indukalédik,*** az emelkedett HO-1 szint pedig sokféle
oxidativ karositd hatassal szemben nytjt védelmet. Patkanyokat rabdomiolizis el6tt intravénas
hemoglobinnal kezeltek, a HO-1 szintje megemelkedett, és ez megakadalyozta a rabdomiolizist
koveté vesekarosodast, valamint csokkentette a mortalitast.”> A HO-1 = szintjének
géntranszferrel, vagy intravénas hemoglobinnal toérténd emelése védelmet nyujt a hiperoxia

%% Human fibroblasztokon

vagy endotoxinok altal eléidézett tiidokarosodas ellen.
bizonyitottak a HO-1-nek UV sugarzassal szembeni protektiv hatasat.”” A HO-1 alapvetd

fontossagat jelzi a fehérje nagymértékii konzervativitasa is.
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1.4. A hemoxigendz-1 és az ateroszklerozis

A HO-1 ¢s ferritin fokozott expresszidja az endotheliumban megfigyelhetd az ateroszklerdzis

. , 100,101
korai szakaszaban; %!

valdszintileg ez a sejtszintli valasz a hem-stresszre és a hem-vas altal
oxidalt lipidperoxidaciés termékek megjelenésre.'®! Tobb allatkisérletes modell igazolja, hogy
a HO-1 és a ferritin védelmet nyUjtanak az érelmeszesedés kialakulasa ellen.'”™ A HO-1 és
ferritin fokozott expresszidja meggatolja az oxidalt LDL okozta citotoxicitast endothelialis
sejtekben és érelmeszesedéses 16zi6 kialakulasat LDL-receptor knockout egerekben.'® A HO-
1 enzim On-protoporfirinnel torténd gatlasa viszont gyorsitja az ateroszklerdzis kifejlodését
ugyanezen egerekben.'” A HO-1 vektorialis overexpresszidja meggatolja az érelmeszesedés
kialakulasat apolipoprotein E-hianyos egerekben.'*®

A HO-1-nek a vaszkuldris mikodésben betoltott kozponti szerepére vildgitott ra egy japan
kutatocsoport ltal publikalt kozlemény az elsd diagnosztizalt HO-1 deficiens betegrol.'*”'%®
A paciens allandd laz, izileti fajdalmak, retardalt novekedés €s sulyos vérképzavar miatt
keriilt kétévesen korhazba, ahol a tovabbiakban anémiat, fokozott véralvadast, proteinuriat és
hematuriat, valamint majmegnagyobbodast allapitottak meg. A vérvizsgalat megallapitotta,
hogy az anémiat intravaszkularis hemolizis okozta, amivel meglepé6 mddon nem jart egyiitt a
bilirubin szint emelkedése. Ez az eredmény a hem-metabolizmus zavarara utalt. A beteg
majszovetének immunhisztokémiai, és immortalizalt limfocita sejtjeinek stresszindukcid utani
immunoblot vizsgadlata a hemoxigendz aktivitas teljes hidnyat mutatta ki. A beteg HO-1
génjének mutacios analizise megallapitotta, hogy az anyai allélen a teljes 2. exon hidnyzott,
mig az apai allél 3. exonjan egy két-nukleotidos delécié volt megfigyelhets.'” A human

betegség tiinetei részben hasonlitottak a HO-1 hidnyos egérnél megfigyelheté tiinetekre,'' de

Osszességeben stlyosabbak annal (3.tablazat).
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3. tablazat: A human és egér HO-1 deficiencia tiineteinek dsszefoglalasa

Human Jelenség Egér

M¢éhen beliili magzatelhalés
Novekedési retardacio
Anémia
Gyulladas
Glomerulonefritis
Majmegnagyobbodas
Emelkedett ferritin-szint
Vaslerakodas a szovetekben
Hiperlipidémia
Zsirlerakodas, fibrozus plakk az aortaban
Fokozott intravaszkularis koagulacio -

4+ ++ o+

R e S T S

A beteg véralvadasi zavara ¢s glomerulonefritisze a vaszkularis illetve glomerularis
endothelium sulyos karosodasaval magyarazhatd, mivel HO-1 hianyaban az endothelialis
sejtek sokkal érzékenyebbek oxidativ stresszre. A beteg aortijaban eldrehaladott
érelmeszesedés jeleit fedezték fel. Kutatdcsoportunk munkdja nyoman kideriilt, hogy a beteg
plazmajéban a hemoglobin oxidalédott és in vivo hem-katalizalt LDL-oxidacié tortént."'" A
HO-1 deficiens beteg LDL-je tenyésztett endothelidlis sejteken citotoxicitast okozott,

szubletalis dézisban viszont stresszadaptacios fehérjéket, HO-1-et és ferritint indukalt.'!

1.5. A kén-hidrogén (H,S) élettani szerepe
A kén-hidrogént sokaig csupan egy toxikus gazként tartottdk szamon, ujabban azonban
kidertilt, hogy a CO-hoz ¢és NO-hoz hasonld gélztranszmitter.112 A kén-hidrogént példaul

. . . . . . 1 . . 11
vaszkularis  simaizomsejtek  termelik, L-ciszteinb8l  enzimatikusan.'"

Fiziologias
koncentracidja koriilbeliill 50 pmol/L a szérumban és a szovetekben.''* A kén-hidrogén
vazodilatator,'”” emellett protektiv hatast fejt ki a kardiovaszkularis rendszerben iszkémias és
gulladasos allapot esetén.'*!"7 A kén-hidrogén lassitja az érelmeszesedés progresszidjat,

8

mivel apoptozist indukal vaszkularis simizomsejtekben,''® illetve gatolja azok
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iojat.""”  Megallapitottdk, hogy a Down-szindroméasokban ismert lassabb

érelmeszesedés-progrediacio a betegek fokozott H,S-termelésével magyarazhato.' A kén-
hidrogén er6s redukald agens. Ismert, hogy a plazmaban elérodul6 tiolok (példaul glutation)
gatoljak az LDL hem-medialta oxidaciojat.'”' Exogén H,S-donorok pedig csokkentették

lipidperoxidaciés termékek mennyiségét egy miokardium-karosodott modelben.'*
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2. CELKITUZESEK

1. Célul thztuk ki, hogy tisztdzzuk, milyen hatdssal vannak a hem-medialta oxidécio
kortilményei és a kén-hidrogén —mely er6s redukalo agens ¢€s jelentds koncentracidban

van jelen a szervezetben— a termék LDL kémiai és biologiai tulajdonséagaira.

2. Az LDL oxidacidjdhoz sziikséges hem leggyakoribb forrasa az oxidalt hemoglobin,
mely gyulladasos sejtekbdl szarmazo oxiddnsok hatasara képzddhet, hidrogén-
peroxid-medialta folyamat soran. Ez alapjan feltételeztiik, hogy a hidrogén-peroxidhoz
kémiailag hasonld, oxidalt LDL-hez asszocidlt lipid hidroperoxidok is képesek a
hemoglobin oxidalasara.

3. Ismert, hogy az érelmeszesedéses plakkban vasakkumuldcié és a hemoxigenaz-1
fokozott expresszidja figyelheté meg. Feltételeztiik, hogy a 1€zi6 olyan pro-oxidans
kornyezet, melyben az eritrocitdk oxidativan karosodhatnak, hemoglobin ¢és hem
szabadul fel, hem/vas-medialta lipidoxidacid torténik. Human érmintak lipidfrakciojat
reagaltattuk  vorosvértestekkel, hemoglobinnal ¢€s hemmel, megvizsgaltuk a
reakcidelegyek toxicitasat és a HO-1 indukcids hatasat tenyésztett endothelidlis

sejteken.

4. A HO-1 deficiens sejtek hemmel szembeni tolerancidja csokkent az egészséges
sejtekhez képest. Megvizsgaltuk, hogyan reagalnak a HO-1 deficiens sejtek oxidalt

LDL-re és érelmeszesedéses plakkbol szarmazo lipidre.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1.8ejttenyésztés

3.1.1. Endothelialis sejt izolalds és tenyésztés

Humaén umbilikélis véna endothelidlis sejtek tenyésztéséhez a sejteket friss koldokzsinorbol
nyertiikk. A vénat kaniilaltuk, kimostuk, majd feltoltottiik 0.2% diszpaz enzimet tartalmazd
medium 199-sel. 6 ora elteltével (4°C) a sejteket kimostuk a vénabol, centrifugaltuk (2000g,
4°C, 10 perc), €s medium 199-ben tenyésztettiik, mely tartalmazott még 15% FCS-t,
penicillint (100 U/ml), streptomycint (100 U/ml), heparint (5 U/ml), L-glutamint, natrium-
piruvatot és endothelialis sejt novekedési faktort.'®”

3.1.2. Immortalizalt limfocita sejtek tenyésztése

Az immortalizalt human limfocita (HO-1+/+, HO-1-/-) sejtvonalakat Akihiro Yachie
professzor (Kanazawa University, Japan) bocsatotta a rendelkezésiinkre. A sejteket 15% FCS-
t tartalmazd RPMI 1640 tapoldatban tenyésztettiik.

3.2. LDL szeparalds

Az LDL szepardlashoz Na,EDTA-val (1 mg/ml végkoncentracio) alvadasgatolt vénds vért
hasznaltunk, melyet 6nkéntes donoroktol vettiink le, 12 6ras €¢hezés utan. A plazma stirtiségét
1.3 g/ml-re éllitottuk be KBr-dal, és egy 39 ml térfogati Quick-Seal csdben kétrétegii
gradienst készitettiink ugy, hogy 10 ml beallitott slirliségli plazmara fizioldgias sdoldatot
rétegeztiink. Az LDL-t egylépéses gradiens ultracentrifugalassal izolaltuk (302000g, 4°C, 2
ora, VTi 50.2 rotor, Beckman Instruments). Kisebb plazmatérfogat esetén (1,5 ml) a plazma
stirliségét 1.21 g/ml-re allitottuk be, majd egy 5.1 ml térfogatu Quick-Seal csdben készitettiik
el a gradienst, és egy lépésben ultracentrifugaltuk (228000g, 90 perc, 4°C, VTi 65.2 rotor,
Beckman Instruments). Az LDL frakciok agaroz gélelektroforézissel homogén béta-

lipoproteinnek bizonyultak. Az LDL mintakat -70°C-on taroltuk, razastol és fénytdl ovtuk,
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crcs

mg fehérje/ml-ben fejeztiik ki.

3.3. Hemoglobin prepardlas

A hemoglobin preparalasat onkéntesektdl levett, heparinnal alvadasgatolt vérbdl végeztiik. A
vorosvértesteket centrifugalassal (2000g, 5 perc, 4°C) valasztottuk el a plazmatol és a vér
tobbi alakos elemétdl, majd fizioldgias sdoldattal haromszor mostuk. 5 ml mosott
vorosvértesthez 30 ml 5 mmol/l-os natrium-foszfat puffert adtunk (pH 7.4), és 1 oraig jégen
allni hagytuk. A lizdtumot centrifugalassal (16800g, 4°C, 1 o¢ra) elvalasztottuk a
sejtmembrantol, majd ioncserés kromatografiaval tisztitottuk tovabb DEAE-Sepharose CL-6B
oszlopon. A hemoglobint 50 mmol/l-es Tris bazissal elualtuk (pH 7.4), majd ultrafiltralassal
betoményitettiik. Oxidalt hemoglobin eldallitdséhoz a hemoglobint 1,5-sz6r6s molaris
mennyiségli kalium-ferricianiddal inkubaltuk 30 percig, majd dializaltuk. A hemoglobin-
koncentraciokat fotometrids modszerrel hatdroztuk meg. '

3.4. Az LDL oxidativ rezisztencidjanak meghatdrozdsa

Az LDL oxidativ rezisztencidjanak mérésére munkacsoportunk kidolgozott egy modszert,
melynek alapja az LDL hem mediélta lipid-peroxidacioja.'®** A kinetikai mérés soran a hem
degradaciojat kovetjik 405 nm-en LDL-t (200 pg/ml), HEPES puffert (10 mmol/l), hemet (5
pmol/l) és hidrogén-peroxidot (75 pumol/l) tartalmazé 200 ul végtérfogati reakcidelegyben,
automata Microplate Reader Model EL340-nel (Bio-Tek Instruments), 96-well plate-en 37°C-
on, 4 oran keresztiil. Az LDL oxidativ rezisztencidjat a AT at Vmax értékkel jellemeztiik,
mely a hem degradacid sebességmaximumaig eltelt idot jelenti.

3.5. Az LDL oxidativ modosulasanak detektdlasa

Az LDL konjugalt dién tartalmat 234 nm-en fotometralassal hataroztuk meg, az 50 pg/ml

fehérjetartalmura higitott LDL mintakbol.

18



crer

hez 600 pl tiobarbitursav reagenst adtunk (0.375 g 2-tiobarbitursav, 2,08 ml 12 mol/lI-es HCI,
15 ml 10%-os triklér-ecetsav 100 ml-ben), majd 15 percig forraltuk 100°C-on.
Szobahdmérséklettire hiitottilk, n-butanollal extrahéltuk, centrifugdztuk, €s tiszta feliiliszot
fotometraltuk 532 nm- en. A koncentracidoszamitashoz hasznalt extincids koefficiens 1,56 x
10° M 'em™ volt, és az eredményeket nmol TBARS/mg LDL protein egységben adtuk meg.
Az LDL lipid-hidroperoxid tartalmat a Ferrous Oxidation in Xilenol orange (FOX)
modszerrel hataroztuk meg, az eredményeket nmol LOOH/mg LDL protein egységben adtuk
meg,'2*

3.6. Endothelialis citotoxicitas vizsgalat

Az endothelidlis sejteket 24 lyuku sejttenyésztd edényben tenyésztettik. Az Osszefiiggd
sejtréteget haromszor mostuk Ca®" és Mg2+ ionokat tartalmazéo HBSS pufferrel, majd a
sejtekre tettiik a vizsgalando reakcioelegyet. 4-8 d6ras inkubalas utan a reakcidelegyet 500 ul
0,5 mg/ml koncentraciojd MTT oldatra ((3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difenil-tetrazolium-
bromid)) cseréltiik, és tovabbi 6-12 éran keresztiil inkubaltuk, hogy az MTT-t az €16 sejtek
metabolizaljak. Az €16 sejtek altal termelt formazant feloldottuk 200 pl dimetil-szulfoxidban,
majd 570 nm-en fotometraltuk.

3.7. Immortalizalt limfocita sejtek citotoxicitas-vizsgalata

A sejteket 16 o6rdig kezeltik a tesztoldatokkal, majd a sejtszuszpenzidt Ovatosan
centrifugaztuk (400 g, 10 perc), a tesztoldatokat MTT-oldatra cseréltiik és a fent leirt modon
vitalitas-tesztet végeztiink.

3.8. HO-1 mRNS meérése polimeraz lancreakcioval

A tesztoldatokkal kezelt sejteket mostuk, majd teljes RNS-t izolaltunk RNAzol STAT-60-nal
(TEL-TEST Inc., Friendswood, TX). Az RNS-bol cDNS-t készitettiink Superscript II reverz

tanszkriptazzal, (Invitrogen, Carlsbad, CA), majd a hemoxigenaz-1, ¢és kontrolként a ciklofilin
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haztartasi gének mennyiségét mértiik real-time PCR-ral (iCycler iQ Real Time PCR System,
Bio-Rad). A PCR reakcidelegy tartalmazott 3 mmol/l MgCl,-ot, 0.2 mmol/l ANTP-t and 0.05
U/ml Taq DNA polimerazt (Invitrogen), 0.3 pumol/l primereket és 0.13 pmol/l fluoreszcens
(TagMan) probat (fluorofor: FAM, quencher: TAMRA). Az eredményeket a kezeletlen
sejtekben mért HO-1/ciklofilin darabszdmhoz viszonyitva adtuk meg. A mérésekhez hasznalt

nukleotid-szekvenciak:

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
proba FAM-CTC-AAC-ATC-CAG-CTC-TTT-GAG-GAG-TTG- FAM-CGC-GTC-TCC-TTT-GAG-CTG-TTT-
CAG-TAMRA GCA-TAMRA

3.9. Hemoxigendz enzimaktivitds mérése

A hemoxigenaz enzimaktivitds meghatarozasanak soran az endothelialis sejtekbol szeparalt
mikroszéma bilirubin-generald képességét mérjiik.” A  sejtszuszpenzidt centrifugaltuk
(1000g, 10 perc, 4°C), a sejteket MgCl,-ot (2 mmol/l) tartalmazo foszfat pufferben (100
mmol/l, pH 7.4) felszuszpendaltuk, haromszor lefagyasztottuk (-70 °C) és felolvasztottuk,
szonikaltuk és centrifugaltuk (18800g, 4°C, 10 perc). A feltiluszohoz patkdnymaj citoszolt (2
mg), hemet (20 pmol/l), glikdz-6-foszfatot (2 mmol/l), gliikdz-6-foszfat dehidrogenazt (0,2
U), és NADPH-t (0,8 mmol/l) adtunk, és 1 oran keresztiil, 37°C-on s6tétben inkubaltuk. A
képzodott bilirubint kloroformmal extrahaltuk, és fotometraltuk 464 és 530 nm-en. A
extincios koefficienst (40 mM™em™) hasznalva szamitottuk ki. A hemoxigenaz

enzimaktivitast pmol bilirubin /mg endothelialis sejtfehérje/60 perc egységben adtuk meg.
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3.10. Proteinanalizis Western blottal

3.10.1. HO-1

A vizsalando sejteket szolubilizaltuk 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-ct ¢és
protedz-inhibitort (Complete Mini). 20 pg fehérjét vittiink fel 12,5 % SDS-polakrilamid
gélre. Elektroforézis utan nitrocellul6z membranra (Amersham Biosciences) transzferaltuk a
fehérjéket, a HO-1-t poliklonalis antitesttel (Calbiochem) jeloltik. Az antitest-antigén
komplexet tormaperoxiddzos kemilumineszcencias reakcidval detektaltuk (Amersham
Biosciences). A mennyiségi értékeléshez denzitometraltuk a fotélemezt (AlphaDigiDoc RT).
A HO-1 indukciojat a kezeletlen sejtekben mért HO-1/GAPDH haztartasi fehérje aranyhoz
viszonyitva adtuk meg. Ehhez a nitrocelluloz membranrol eltavolitottuk az antitesteket: 2%
SDS-t és 100 mmol/l merkapto-etanolt tartalmazé 62,5 mmol/l TrisHCl-dal (pH=6.7) mostuk
a membrant 30 percig, 50°C-on, és GAPDH antitesttel 0jra blottoltunk.

3.10.2. Hemoglobin-oligomerek

150 nmol hemoglobint 12,5%-0s SDS-polakrilamid gélen futtattunk. A hemoglobin
oligomereket csirke anti-human poliklonalis hemoglobin antitesttel (abl17542, Abcam,
Cambridge, UK) detektaltuk.

3.11. Ermintdk szévettani vizsgdlata

Az ateroszklerotikus érdarabokat endarterektomiabodl, illetve szervdonor péciensekbdl
nyertiik. A szovettani vizsgalatot a DE-OEC Patholdgiai Intézetében végezték. A szovetet 10
%-os formalinban fixaltdk, majd paraffinba agyaztdk. 5 um-es szeleteket xilollal 8 percig
paraffin-mentesitettek, majd csokkend koncentracioju izopropanol oldatokban rehidrataltak.
Hematoxilin-eozin festést végeztek: 6 perc hematoxilines kezelés utdn a metszetet 8 percig
mostak desztillalt vizzel, 2 percig eozinnal festették, szaritottak majd egy feddlemezre vitték.

A lemezeket Miramax Midi szkennerrel (3D Histech, Budapest) vizsgaltak.
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3.12. Az érmintak feldolgozasa

A szoveteket hideg fizioldgias sdoldatban mosva vértelenitettiik, sz{irOpapiron szaritottuk, és
tomegméres utan folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. A mintakat -70 °C-on 12 hoénapig
taroltuk. A szovetmintakat fagyott allapotban elporitottuk, lipidtartalmukat kloroform-metanol
(2:1) elegyével harom Iépésben extrahaltuk, a szerves fazist nitrogén alatt beparoltuk.'” Az
extraktum tomegét lemértiik, majd kevés kloroformmal visszaoldottuk é¢s HBSS oldatban
diszpergaltuk gy, hogy koncentracidja 2 mg extraktum/ml legyen. A kloroformos oldat
diszpergéalasat vortexeléssel segitettilk. A biokémiai mérésekhez és a sejtes munkahoz ezt a
szuszpenziot hasznaltuk.

3.12. Az érmintak oxidacios dllapotanak mérése

A konjugalt dién méréshez 200 pl lipidszuszpenziot 400 ul ciklohexannal extrahaltunk, és a
szerves fazist fotometraltuk 234 nm-en. A lipid-hidroperoxid-tartalom méréséhez jodometrias
modszert hasznaltunk. 100 ul lipidszuszpenziot 110 ul kloroformmal extrahaltunk. 80 ul
kloroformos oldathoz 120 ul ecetsavat €s 40 ul 1,2 mg/ml-es kalium-jodid oldatot adtunk. Az
elegyet 5 percig fénytdl elzarva inkubaltuk majd 600 pul 40 mmol/l kadmium-acetat (
Cd(OAc),) hozzaadasaval allitottuk le a reakcidt. A szuszpenziot centrifugdltuk (10 perc,
10000g), majd 353 nm-en fotometraltuk. A lipid-hidroperoxid-tartalom kiszamitasahoz a
trijodid ionra (I3;)) megadott molaris extinkcios koefficienst (2,19x10* M'em™) hasznaltuk és
nmol LOOH/ mg szévet méodon fejeztiik ki.'® A tiobarbitursav anyagok szintjének méréséhez
a lipidszuszpenziohoz kétszeres térfogati TBAR-reagenst adtunk, 15 percig 90 °C-on
melegitettiik, majd lehiilés utin n-butanollal extrahaltuk. A butanolos fazist fotometraltuk
532 nm-en, a TBAR-tartalom kiszamitasahoz az 1,56x10° Mem™ moléris extinkcids

koefficienst hasznaltuk és nmol/mg szovet egységben adtuk meg.
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3.13. Az érmintak neutralis lipid- és zsirsavtartalmanak vizsgalata

A neutrdlis lipideket vékonyréteg-kromatografiaval vizsgaltuk. A lipidet szilikagél lemezre
(Silicagel G, Merck) vittik fel és n-hexan-éter-ecetsav (80:40:1 v/v) eleggyel futtattuk. A
foszfolipidek a startpontotn maradtak, ezeket metanollal extrahaltuk és egy masik lemezen,
kloroform:metanol:petroléter:ecetsav:borsav (40:20:30:10:1.8 v/v) eleggyel futtattuk. A
lemezeket 5%-o0s foszfo-molibdénsavval (50 % etanol, 10 % perklorsav) hivtuk elé (100 °C,
10 perc). A lipidek azonositasat standardokkal vald Osszevetéssel végeztikk; a mennyiségi
elemzéshez a lemezeket denzitometraltuk (QuantiScan, Biosoft) és az eredményeket mol%-
ban fejeztiik ki.

A zsirsavakat gazkromatografiaval vizsgaltuk. Az extrahalt lipidet hidrolizaltuk és metilaltuk
(methanol/sosav). A reakcidt viz hozzaadasaval leallitottuk, a metilalt szarmazékokat n-
hexannal extrahaltuk. A szerves fazist injektaltuk Hewlett Packard 5890 gazkromatografba
(HP 5970 tomegspektrométer detektor). A zsirsavak azonositasahoz standardokat
hasznaltunk, a mennyiségeket mol%-ban fejeztiik ki.

3.14. A hem és vas mérése

A hem mennyiségét fotometridsan (393 nm-en) mértiik, (100 pul mintdhoz 300 pl hangyasav
hozzéadasaval) és 1,5%10°M'em™ molaris extinkciés koefficienst alapjan szamitottuk. A
mintdk vastartalmat kozvetlenil az elporitott szovetmintabdl végeztik, ferrozinos
modszerrel.'®

3.15. Ditirozin mérése hemoglobinban

I ml 100 pmol/l hemoglobin oldat fehérjetartalmat egyenld térfogatt 20 %-os
triklorecetsavval kicsaptuk. 2 ml etanol hozzdadasa utan a pelletet centrifugéltuk (5 perc,
1500 g). A pelletet 1 mol/l-es sdsavval mostuk, majd a hidrolizishez 0,5 ml 6 mol/l-es s6savat
adtunk hozza. 5 percig atbuborékoltattuk nitrogénnel, majd 100°C-on forraltuk. A

hidrolizatumot beparoltuk, metanollal oldottuk és HPLC-be (Merck) injektaltuk. Az
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elvalasztast izokratikusan, C18-as (forditott fazisi) kolonnan (4.6 x 150 mm, 5 um toltet), a
detektalast fluoreszcens detektorral (exitdcié=280 nm, emisszié=410) végeztiik. Az eluens 0,2
%-os trifluorecetsavat tartalmazo 20 %-os metanol volt. A ditirozin azonositasat standarddal
végeztiikk, melyet magunk allitottunk eld. 10 mmol L-tirozint reagaltattunk 1 mmol H,O,-dal,
1 umol/l tormapeoxidaz jelenlétében (pH 9.5, 16 6rdig 37°C-on). Az enzimet ultrafiltralassal
tavolitottuk el majd beparoltuk a reakcidelegyet. A maradékot etanollal oldottuk és preparativ
szilikagél lemezre vittik fel. Butanol:ecetsav:viz (4:2:1 v/v) eleggyel futtattuk a lemezt, az
R=0,25-6s fluoreszcens foltot lekapartuk, metanollal extrahaltuk, és ezt hasznaltuk
standardként. Mennyiségileg gorbe alatti teriiletként adtuk meg az eredményeket. '*°

3.15. Statisztikai elemzés

Az abrakon ¢és tablazatokban szerepld adatok legaldbb harom fiiggetlen mérés atlagai,
standard hibaval. A szignifikancidt Student t-teszttel hataroztuk meg, az é4brdkon a
szignifikans kiilonbségeket * (p<0,01) és ** (p<0,05) jeloli, a nem szignifikansakat: n.s. Az

ezektdl valo eltérést jelezziik.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. AZ LDL HEM-KATALIZALTA OXIDACIOJA

4.1.1 Az LDL oxidacioja hemmel és hidrogen-peroxiddal

Az LDL-t (200 pg fehérje/ml) 5 pmol/l hemmel és 75 pmol/l H,O,-dal kezelve a hem 1-2 éra
alatt gyakorlatilag eltlinik, ezzel parhuzamosan az LDL konjugélt dién tartalma eléri a
maximumot (2. abra). Az igy kapott modifikalt LDL 2(f /ml koncentraciéban erdsen
toxikus tenyésztett endothelidlis sejtekre. Megfigyeltiik azonban, hogy 24 o6ra elteltével ennek
a reakcioelegynek a toxicitdsa nagymértékben lecsokkent (93,3 %-r6l 51,9%). Tovabbi

inkubacio (48, 72, 96 6ra) még tovabb csokkenti a mddositott LDL toxicitasat (45.2%, 34%,

20,6%).
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5. abra: Hem/H,0O,-dal oxidalt LDL toxicitasa endothelidlis sejteken csokken az oxidacids

reakcidid6 novekedésével. Az LDL-t 5 pmol/l hemmel és 75 pmol/l H,0,-dal kezeltiik 37°C-on 2, 24, 36,

72 és 96 oraig. 200g/ml  LDL-t 3 6raig inkubaltunk konfluens endothelialis sejtekkel, majd MTT-probat

végeztiink a sejtek talélésének mérésére.

A toxicitasi kisérletekkel parhuzamosan HO-1- indukcios vizsgalatot is végeztiink. A sejteket
50 pg/ml koncerdrioji oxidalt LDL -lel kezeltik, és azt tapasztaltuk, hogy gén- és
fehérjeindukcid mértéke szintén fiigg az oxidacio idotartamatol.
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6. abra: A hem/H,O»,-dal oxidalt LDL okozta endothelialis HO-1 indukcié csokken az

oxidacios reakcioidé novekedésével. Az LDL-t 5 umol/l hemmel és 75w mol/l H,0,-dal kezeltiik 37°C-

on 2, 24, 36, 72 és 96 oraig. SQug/ml LDL-t 60 percig inkubaltunk konfluens endothelialis sejtekkel, majd
visszaadtuk a sejtekre a médiat. A) 4 6ras inkubaci6 utan total RNS-t izolaltunk és RT-PCR-ral meghataroztuk a
mintak HO-1 mRNS tartalmat. B) Az LDL-kezelés utan 8 oraval lizaltuk a sejteket, és Western blottal vizsgaltuk
a hemoxigenaz-1 fehérjét. Mindkét esetben az indukciot a kezeletlen sejtekhez viszonyitott névekményként

fejeztiik ki.

A citotoxicitas €s a HO-1 indukcié mértéke hasonldan valtozik az idovel. A két orahosszaig
oxidalt LDL volt a leghatékonyabb induktor, 25-sz6rds génexpresszidt €s 3.3-szoros
fehérjeindukcidt eredményezve, és az indukcid mértéke csokken az oxidacid idétartamanak
novelésével (24, 48, 96 oranal 18, 16, 7-szeres génindukcidk és 2.9, 2.8, 1.5, 1.4-szeres

fehérjeindukcidk). Mivel az LDL oxidativ modifikdcidja sordan a zsirsavakbol konjugalt
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diének, lipid-hidroperoxidok és tiobarbitursav-reaktiv anyagok képzddnek, igy megmeértiik
ezen lipidperoxidacios termékek mennyiségét az oxidacid 2. , 24. , 48., 72. és 96. orajaban (7.

abra).
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7. abra: A lipidperoxidacids paraméterek idébeli valtozasa az LDL hem-medialta oxidacioja

soran. Az LDL-t 5 pmol/l hemmel és 75umol/l H,0,-dal kezeltiik 37°C-on 2, 24, 36, 72 és 96 oraig. A) A

konjugalt diének méréséhez Sug/ml LDL-t 234 nm-en fotometraltunk. B) A lipid-hidroperoxidokat a FOX
mddszerrel hataroztuk meg. C) A tiobarbitursav-reaktiv anyagokat a Modszerekben leirtak szerint hataroztuk

meg.
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Mindharom termék a reakcid elsé két ordja alatt elérte a maximalis mennyiséget. A konjugalt
dién-tartalom nem valtozott szignifikdnsan 96 O6raig, a TBAR-ok mennyisége 24 Orara
jelentésen lecsokkent és maradt ezen a szinten a kisérlet végéig, a lipid-hidroperoxid szint
pedig fokozatosan csokkent a kisérlet iddtartama alatt. Megallapithato, hogy mind a
citotoxicitds, mind a HO-1 indukci6 mértéke a lipid-hidroperoxid szinttel mutat szoros
Osszefiiggést. Ez Osszhangban van azzal a korabbi eredményiinkkel, hogy oxidalt LDL
LOOH-ja ekvimolaris mennyiségi kumin-hidroperoxiddal, mely egy szerves lipid-
hidroeproxid, megegyez6 mértékii karosodast okoz endothelidlis sejteken.''' A lipid-
hidroperoxidok kulcsszerepét tamasztja ald az is, hogy az ebselen, egy szerves szelén
vegyiilet, mely redukalja a hidroperoxidokat, védi a human fibroblaszt sejteket az oxidalt
LDL okozta kérosodastol.'?” A lipid-hidroperoxidoknak nemcsak az oxidalt LDL okozta
toxicitas, hanem az indukalo hatas tekintetében is kozponti jelentdségiik van. Agarwal és
munkatarsai az oxidalt LDL okozta HO-1 indukci®é mechanizmusat vizsgaltak és
megallapitottdk, hogy az oxidalt LDL-t alkot6 vegytiletek koziil egy lipid-hidroperoxid, a 13-
HPODE a leghatékonyabb induktor, mely transzkripcios szinten szabalyozza a HO-1-et egy, a

crer

triglicerideket, koleszterin-észtereket, foszfolipideket, szabad koleszterint, lizofoszfatidil-
kolint, foszfatidil-etanolamint, diacilglicerolt, ceramidot ¢és foszfatidilinozitolt tartalmaz.'”’
Oxidacio soran ezekbdl szamos bioldgiailag aktiv vegytilet képzodik. Theron és munkatarsai
frakcionaltak az oxidalt LDL-t és megallapitottak, hogy mig a szabad zsirsavak és a
foszfolipidek hidroperoxidjai kevésbé, a koleszterin €s a koleszterin-észterek hidroperoxidjai,
valamint a foszfatidilkolin kis szénatomszdmu aldehid-szarmazékai nagymértékben toxikusak
human endothelialis sejtekre.®” Hughes és munkatarsai sertésaorta simaizomsejtjein vizsgaltak

az oxidalt LDL hatasat, és megallapitottak, hogy els6sorban a 7-keto-koleszterin és a 7-

hidroxi-koleszterin felelések az oxidalt LDL citotoxicitasaért.'>°
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4.1.2. Az LDL oxidacioja hemmel
A hem hidrogén-peroxid nélkiil is oxidalja az LDL-t, de a reakcio lassabb.'® Egészséges
onkéntesektol szarmazo LDL-eken 16 o6rds hem-kezelést (S5p mol/L) végeztiink, melynek

soran az LDL kissé oxidaltta (58 nmol LOOH/mg) és enyhén citotoxikussa (4%) valik (8.

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

elézetesen 5 umol/L hemmel 16 6ran at inkubalt LDL-hez (LDL/hem) €s a HO-1 deficiens beteg LDL-jéhez 1
pmol/L hemet adtunk és 15 perc mulva mértiikk az LDL LOOH-tartalmat, a FOX mddszerrel (A) és endothelialis

citotoxicitasat MTT-probaval (B).

Ezutan ujbol hemet adtunk és rovid id6 mulva vizsgaltuk a csoportokban az LDL-ek LOOH-
tartalmat (8. abra). A nativ LDL-nek ilyen révid hemkezelés hatasara nem valtozott az
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LOOH-tartalma. A HO-1 deficiens beteg plazmajabdl izolalt LDL-nek, mely mar kissé
oxidalt volt (30 nmol LOOH/mg) a beteg allandé hemolizise és magas ferrthemoglobin-
szintje miatt, drdmaian megnétt a toxicitisa és az LOOH- szintje.'"' Az egészséges
onkéntesektol szarmazo, hemmel kissé oxidalt LDL-ben Ujabb hemkezelés hatdsara a lipid-
hidroperoxid tartalom szintén nagymértékben megemelkedett 15 perc alatt (58-rél 205
nmol/mg-ra) és az LDL erdsebben toxikus lesz (39%). Ez a kisérlet modellezi azokat a
folyamatokat, melyek a hemoxigenaz-1 deficiens beteg szervezetében jatszodtak le. A hem-
oxigenaz-1 deficiens beteg LDL-jének hasonld a lipid-hidroperoxid tartalma a csak hemmel
oxidalt, egészséges onkéntesektdl szarmazd LDL-hez. Az ismételt hem-expozicid mindkét
LDL-ben gyorsan és nagymértékben megnoveli a LOOH-szintet és ezzel parhuzamosan az
LDL toxicitasat. Megallapithato, hogy a mérsékelten oxidalt LDL-ben jelen levd kevés lipid-

crer

mint a hidrogén-peroxid.

4.1.3. A kén-hidrogen és az LDL- oxidacio

Kén-hidrogén-forrasként natrium-hidrogén-szulfid (NaHS) vizes oldatat hasznaltuk. LDL-t
a reakcidelegyhez adtunk. Az oxidéacio kinetikdjat a lipidperoxidacids termékek (konjugalt
diének, LOOH-k és TBAR anyagok) mennyiségének idobeli kovetésével mértiik (9. dbra). A
kén-hidrogén —mar a fizioldgiastdl sokkal kisebb mennyiségben- dozisfiiggden lassitja az
LDL hem-medialta oxidacidjat. Ennek magyarédzata lehet, hogy a kén-hidrogén redukalja a
katalizator H,O,-ot és a reakci6 elején képzddo reaktiv intermediereket, megakasztva ezzel az

oxidacids lancreakciot.
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9. ébra: A kén-hidrogén dozisfiiggd mértékben gatolja az LDL oxidéacidjat. 200 pg/mL LDL-t
oxidaltunk 37 °C-on 5 umol/L hemmel, 1-20 umol/L NaHS jelenlétében. 2-3 o6ranként mintat vettiink és

lemértiik a konjugalt dién, LOOH ésTBARS értékeket.

Ennek megerdsitésére megvizsgaltuk, hogyan valtoznak az oxidalt LDL lipidperoxidacids

paraméterei kén-hidrogénnel torténd kezelés hatasara (10.abra). Hemmel és  hidrogén-
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majd mértiik a lipidperoxidaciés paraméterek mennyiségét. A lipidperoxidacios paraméterek
koziil a LOOH szintjét csokkentette dézisfiiggden a kén-hidrogén kezelés, a konjugalt dién és

a TBARS értékeket nem befolyasolta szamottevoen.
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10. abra: A kén-hidrogén csokkenti oxidalt LDL lipid-hidroperoxid tartalmat.

5 pmol/L hemmel 12 éra alatt oxidalt LDL-t 30 percig inkubaltunk 37 °C-on 25-200 pmol/L NaHS oldatokkal,
majd mértiik a lipidperoxidacios paraméterek mennyiségét.

Az ily modon kezelt oxidalt LDL-t endothelialis sejtekre vittiik és mértiik a citotoxicitast és az
LDL hemoxigenaz-indukald képességét (11-12. abra). A kén-hidrogén dozisfiiggden
csokkenti az oxidalt LDL okozta endothelidlis citotoxicitast (11. A &bra), ezzel parhuzamosan
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a HO-1 mRNS indukcié is csokken (11. B 4bra). Ugyanez a kén-hidrogén koncentraciojatol
fliggd csokkenés figyelhetd meg a HO-1 fehérjeexpresszioban, mind Western blot vizsgalattal

(12. A abra), mind a hem-oxigenaz aktivitas mérésével (12. B abra).
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11. abra: A kén-hidrogén kezelés mérsékeli az oxidalt LDL citotoxicitasat és HO-1 mRNS

indukald képességét. 5 umol/l hemmel 12 éra alatt oxidalt LDL-t 30 percig inkubaltunk 37 °C-on 25-200

pmol/l NaHS oldatokkal, majd endothelialis sejtekre tettiik. A) Citotoxicitast mértiink 4 6ra utan MTT-prébaval

B) 1 h utan totdl RNS-t izolaltunk és HO-1mRNS indukcidtmértiink real time PCR-ral.
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12. é&bra: A kén-hidrogén kezelés mérsékeli az oxidalt LDL HO-1 fehérjeindukcios

képességét. 5 umol/l hemmel 12 éra alatt oxidalt LDL-t (200 pug/ml) 30 percig inkubdltunk 37 °C-on 25-200

umol/l NaHS oldatokkal, 1 orara endothelialis sejtekre tettiik, majd 8 6ra mulva a sejteket feldolgoztuk. A) A
sejteket szolubilizaltuk és Western blottal vizsgaltuk a HO-1 és GAPDH (haztartasi fehérje) fehérjék

mennyiségét B) A sejtekbdl mikroszomat szeparaltunk és HO enzimaktivitast mértiink.

Mivel korabban megallapitottuk, hogy az oxidalt LDL citotoxikus hatdsa és HO-1
indukaloképessége a lipid-hidroperoxid tartalmaval aranyos, igy elmondhaté, hogy a kén-
hidrogén a LOOH-ok redukcidjan keresztiil fejt ki antioxidans hatast. A kén-hidrogén mas
mechanizmussal is védheti az endotheliumot oxidativ karosodédssal szemben. Endothelidlis
sejteket 4 oOrdn at fiziologids mennyiségli (50 pmol/l) kén-hidrogénnel eldkezeltiink, majd

H,0,-dal és oxidalt LDL-lel citotoxicitasi vizsgalatot végeztiink (13. dbra). A kén-hidrogén
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elokezelés mindkét toxikus agenssel szemben ellendllobba tette a sejteket, minden alkalmazott

koncentracioban csokkent a citotoxicitas.
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13. 4dbra: A kén-hidrogén ellenalléva teszi az endothelidlis sejteket a hidrogén-peroxiddal és
oxidalt LDL-Iel eldidézett toxikus hatdssal szemben. A sejteket 4 6raig 50 pmol/l NaHS-dal kezeltiik,

majd 1 6rdig 5 pmol/l hemmel szenzitizaltuk, végiil 100 és 200 pmol/l-es H,O,-dal és 100 és 200 pg/ml-es

oxidalt LDL-lel inkubaltuk. 4 6ra elteltével MTT-probat végeztiink.

Eredményeink szerint a kén-hidrogén a lipid-hidroperoxidok redukcidjan keresztiil fejti ki
lipidperoxidaciot gatld hatasat. A lipidoxidacid mechanizmusat €s a kén-hidrogén szerepét a
14. abra foglalja 6ssze. A lipid-hidroperoxidok redukcidjaval a kén-hidrogén gatolja alkoxil
(LO*) és epoxi-allil-peroxil (OLOO*) gydksk képzodését,'*! igy a propagacié két wtvonalat

megakadalyozva lassitja a lipidoxidaciot.
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14. ébra: A kén-hidrogén szerepe a lipidperoxidacié gatlasaban

4.2. A HEMOGLOBIN OXIDACIOJA

A HO-1 deficiens beteg plazmdjaban lezajlo LDL-oxidacidban kulcsszerepe van a
ferrohemoglobin ferrihemoglobinné alakuldsanak, igy kivancsiak voltunk arra, hogy milyen
folyamatok vezethettek oda, hogy a beteg plazmajaban a teljes hemoglobin 80%-a
ferrihemoglobin volt (60 pmol/).""" Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy aktivalt
gyulladasos sejtek képesek a vorosvértestekben levé hemoglobin oxidalasara.”> Mivel a hem-
oxigendz-1 deficiens beteg allandd gyulladassal kiizdott, ez magyardzhatja az emelkedett
ferrihemoglobin szint jelenlétét. Korabban megallapitottuk, hogy oldatban a hemoglobin
gyorsan oxidalodik PMA-val aktivalt polimorfonuklearis sejtek hatasara,’® mely folyamat

katalaz enzimmel géatolhatd, mivel a folyamatot hidrogén-peroxid medialja (15. 4bra).
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15. abra: A ferrohemoglobin oxidacidja aktivalt PMN-sejtek hatdsara. 20 pmol/l

ferrohemoglobint kezeltink PMA-val (500 ng/ml) aktivalt PMN sejtekkel (10’db/ml)-(e0), illetve kiilsnbozé

s

szint valtozasa.

Ennek alapjan meriilt fel a lehetdség, hogy lipid-hidroperoxid, illetve az oxidalt LDL képes-e
a hemoglobin oxidalasara. Oxidalt LDL valdban atalakitia a ferrohemoglobint
ferrihemoglobinnd in vitro, mely reakcid mértéke ¢és kinetikdja az oxidalt LDL lipid-
hidroperoxid tartalmatol fiigg (16. abra). Ennek igazolasara elvégeztiik a kisérletet gy is,
hogy a hemoglobin hozzdadasa el6tt az oxidalt LDL-bdl eltavolitottuk a lipid-
hidroperoxidokat. Ehhez az oxidalt LDL-t egy oraig, 37 °C-on inkibaltuk ekvimolaris
mennyiségli glutationnal, glutation-peroxidaz jelenlétében, melynek soran az oxidalt LDL

lipid-hidroperoxid tartalma 90%-kal csokkent. A glutationnal kezelt oxidalt LDL kevésbé
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hatékonyan oxidalta a hemoglobint, ami a lipid-hidroperoxidok hemoglobin-oxidaciéban

betoltott kozponti szerepét tamasztja ala.
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16. abra: A hemoglobin doézisfiiggben oxidalddik oxidalt LDL-hez asszocialt lipid-
hidroperoxidok hatdsara. 10 pmol/l ferrohemoglobint kezeltiink kiilénb6zé LOOH-tartalmu oxidalt LDL-

lel (fekete oszlopok) és ekvimolaris mennyiségii glutationnal eldkezelt oxidalt LDL-lal (tires oszlopok). A) A

ferrohemoglobin-koncentracié valtozasa. B) A ferrihemoglobin-szint véltozésa.

Ezzel a HO-1 deficiens beteg plazméjaban végbemend hemoglobin atalakuldsanak egy ujabb
lehetdségére vilagithatunk ra, mely szerint a hemoglobin oxidacidja oxidalt LDL lipid-

hidroperoxidjainak hatasara megy végbe (17. abra).
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17. dbra. A human hem-oxigenaz-1 deficiencidban feltételezett oxidacios ,,6rdogi kor”.

Ennek soran a) a ferrohemoglobin ferrihemoglobinna oxidalddik, b) a ferrihemoglobinbdl
felszabaduld hem beékelddik az LDL-be, ¢) a hem-medidlta oxidaci6 soran felnyilik a hem,
vas szabadul fel, a vas katalizalja az LDL zsirsavjainak és proteinjeinek oxidacidjat, d) az

LDL lipid hidroperoxidjai tovabbi ferrohemoglobint oxidalnak ferrihemoglobinna.

43. HEM ES HEMOGLOBIN INDUKALTA LIPIDPEROXIDACIO AZ
ATEROSZKLEROTIKUS LEZIOKBAN

4.3.1. A vizsgalatba bevont érmintak lipidtartalmdanak karakterizalasa

A vizsgalatba bevont mintdk elsddleges osztdlyozasa makroszkopikus szerkezetiik alapjan
tortént (18. A abra). Kontroloknak tekintettiik azokat a mintdkat, melyeknél
ateroszklerdzisnak nem volt szemmel lathato jele (20 db, 1a). A masodik csoportba (33 db)
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kertiltek a megvastagodott fali, az intima alatt nagy zsiros felhalmozddassal rendelkezd
érmintak (aterdmak) melyeken fizikai sériilésnek nem volt nyoma (1b). A harmadik csoportba
(28 db) soroltuk a megrepedt plakkokat, melyekben a zsirlerakodason tul bevérzést lattunk
(komplikalt 1éziok, 1c). A szovettani vizsgalat extracellularis zsirfelhalmozdodast és
koleszterin-kristalyokat mutatott ki az ateromdban (18.B é&bra, 2b) A harmadik csoport

szovettani mintaiban (18. abra, 2c) vorosvértesteket lehet latni a zsiros plakkban.

lc

A la

18. abra: A vizsgalatba vont érmintak makroszkdpos képe (A) é€s szovettani metszetei (B).

Meghataroztuk a mintdkban néhany lipidperoxidacios termék (konjugalt diének, lipid-
hidroperoxidok és tiobarbitursav-reaktiv anyagok), az antioxidans a-tokoferol és a szabad vas
szintjét (4. tablazat). Mind a lipidperoxidacids termékek, mind a vas koncentracidja kissé
emelkedett volt az aterémakban a kontrolokhoz képest, €s legnagyobb volt a komplikalt
plakkokban mely arra utal, hogy az ateroszklerézis eldrehaladasaval fokozdédik a plakk

lipidjének oxidacidja. Mivel az a-tokoferol zsiroldékony vegyiilet, a nagyobb lipidtartalmt
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mintakban tobb a-tokoferol talalhatd, mint a kontrolban. Ez korrelal korabbi eredményekkel,

melyek kimutattdk, hogy az érlemeszesedéses plakkokban akkumulalédik az a-

tokoferol. 3>

Kontrol Ateréma Komplikalt 1ézid
n=20 n=33 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

a-tokoferol (nmol/mg)  0.404+£0.104 1.442+0.195 0.564 £0.139

Konjugalt dién (Az34/mg) 0.006 =0.002 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

4. tablazat: Az érmintak osztalyzéasa. A vizsgalt érminték vas, lipid, a-tokoferol -tartalma és a

lipidperoxidacios termékeik mennyisége, 1 mg szovetre vonatkoztatva.

Az aterémak o-tokoferol szintje jelentdsen, 2,5-szer nagyobb, mint a komplikalt 1ézioké, Ez
azzal magyarazhatd, hogy oxidativ stressz érte a léziot, mely soran megfogyatkozott az
antioxiddns o-tokoferol. Osszahasonlitottuk tovabba a kontrolok és az aterémdk
lipidosszetételét is (5. tablazat). Az ateroszklerotikus plakk lipidjeinek kb. 75%-at koleszterin
¢s koleszterin-észterek alkotjak, nagyobb frakciot képeznek még a szabad zsirsavak, tri-és
digliceridek, foszfolipidek.*® A fobb lipidfrakciok koziil emelkedett volt az aterémaban a
koleszterin, illetve oxidalt lipidek: oxidalt koleszterin és lizo-foszfolipidek aranya a
kontrolhoz képest, mig trigliceridek és szabad zsirsavak tekintetében nem volt kiilonbség a két
csoport kozott. A lipidek zsirsavosszetételét megvizsgalva azt kaptuk, hogy az aterémakban
1,9-szer tobb egyszeresen telitetlen zsirsav, de kevesebb (60%) tobbszordsen telitetlen zsirsav
van, mint a kontrolokban. Az oleinsav felszaporodésa ¢€s a linoleinsav hianya az ateromdakban

a lipidek oxidativ modifikaciojat jelzi.
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5. tablazat A kontrol erek és €s az ateromak lipid- és zsirsavosszetételének 6sszehasonlitasa.

A lipidfrakcidkat vékonyréteg-kromatografiaval vizsgaltuk. A zsirsavosszetételt GC/MS segitségével mértiik a

lipid hidrolizise és zsirsavak illékonny4 tétele utan.

Kontrol Ateréma Szignifikancia
n=20 n=33 p<0.05
= Koleszterin 169+4.3 42.6+11.2 0.01
© _ Oxy-szterolok 205+0.5 514+1.2 0.04
§ X Digliceridek 0 1.17+£0.2 0.04
S é Trigliceridek 54.4+125 35.8+18.2 n.s.
g Szabad zsirsavak 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
Cl14:0 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.
£ Clé6:1 0 2.56+0.92 0.04
‘g c csl 18.31+5.2 28.84 83 0.02
235 C20:1 0.1+£0.2 391+1.1 0.04
= £ cs2 39.58+8.9 21.9+7.6 0.02
E C20:3 0.78+0.5 1.54+12 n.s.
C20:4 1.54+0.9 1.21+1.1 n.s.
Ossz SFA % 39.68 37.83 n.s.
Ossz MUFA % 18.41 35.31 0.02
Ossz PUFA % 41.9 24.65 0.02

4.3.2. A lipid és a vorosvertestek reakcioja

Az ateroszklerotikus 1ézi6 lipid elemei plakkruptira soran® vagy a neovaszkularizacioban
keletkez6 sériilékeny hajszalerek megrepedésekor46 keriilnek ko6zvetlen kapcsolatba
vorosvértestekkel. A vorosvértestek fizikailag is sériilhetnek az érpalyabol valo kilépéskor, de
feltételezésiink szerint kémiai reakciok soran is roncsolodhatnak. Ismert, hogy a kumin-

hidroperoxid, mely egy zsiroldékony hidroperoxid, vorosvértestek lizisét okozza, a

. , o . , . ror . . e r ez g 134 : 4 r
sejtmembran lipid és protein alkotorészeinek oxidativ karositasa tjan.'** Mivel az ateréméban
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lipid-hidroperoxidok akkumuladlédnak, megvizsgaltuk, hogy az oxidalt LDL-nek, valamint

ateromakbdl szarmazo lipideknek van-e hemolitikus aktivitasuk (19. abra).

Felszabadult hemoglobin
(a teljes hemoglobin %-aban)

Kontrol COOH LDL oxLDL kontrol ateréma komplikalt
ér 1ézi6

19. abra: Az ateroma lipidjei hemolizist okoznak. Kumin-hidroperoxidot (COOH; 50 wmol/l), LDL-t,

oxidalt LDL-t (250 pg/ml), 1 mg/ml lipidszuszpenzidkat adtunk vordsvértest szuszpenzidhoz (fekete oszlopok).
Ugyanezt a kisérletet elvégeztiik ugy is, hogy a lipideket ekvimolaris mennyiségii glutation/glutation-peroxidazzal

elokezeltiik (lires oszlopok). Az abran a 24 éra alatt felszabadult hemoglobin aranyat tiintettiik fel.

Az érmintdk lipidjeit 24 O6ran at inkubéltuk ekvimoladris mennyiségli glutationnal (GSH-Px
jelenlétében), ennek soran a lipid-hidroperoxid szintjiikk 35-40%-kal csokkent. A kisebb
LOOH-tartalmu plakklipidek hemolitikus aktivitasa szdmottevéen csokken (20-25 %-kal).

Az oxidalt LDL illetve az ateroma lipidjének hatasara a felszabadulé hemoglobin oxidalodik.
A glutation/glutation-peroxidazos eldkezelés a felszabadult hemoglobin oxidécidjat is

csokkenti (20. abra).
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20. abra: A felszabadulé hemoglobin oxidalédik lipid indukalta hemoliziskor. Kumin-

hidroperoxidot (COOH; 50 pmol/l), oxidalt LDL-t (250 pg/ml), 1 mg/ml lipidszuszpenzidkat adtunk vordsvértest
szuszpenziohoz (fekete oszlopok). Ugyanezt a kisérletet elvégeztiik ugy is, hogy a lipideket glutation/glutation-

peroxidazzal elokezeltiik (iires oszlopok). Az abran a 24 dranal felszabadult hemoglobin Gsszetételét tiintettiik fel.

Az oxidalt LDL ¢és az ¢érbdl szarmazd lipid hemolitikus hatdsat illetve a felszabadulo

crer

crer

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

tulajdonithato.

4.3.3. A lipid és hemoglobin reakcioja

Az eredmények igazoljak azt a feltételezést, hogy az ateroma lipidjével érintkezo
vorosvértestek nagymértékben lizalnak, a beldliik felszabadulé hemoglobin a jelenlevd lipid-
hidroperoxidok hatasara oxidalodik. Mivel a ferrihemoglobin- a hem-kibocsatas révén- a képes
az LDL oxidacidjara, megvizsgaltuk, hogyan hat az oxidalt hemoglobin az érelmeszesedéses
1€zi6 lipidjeire. Az aterdmabdl szarmazo lipidet kezeltiik ferro- illetve ferrihemoglobinnal.

Meglepddve tapasztaltuk, hogy ellentétben az LDL-lel, nemcsak a ferri-, hanem a

crer
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mérésével kovettlink (21. abra). Ferrohemoglobin hatdsara 4,5-szorosére, ferrihemoglobin

hatasara 4-szeresére nott az ateroéma lipid LOOH-tartalma.

= 140 * n.s.
2120 s

% 100+

g 80

— 60

T 40

O 204

)J 07

Ateroma LDL
— ferroHb ferriHb  — ferroHb ferriHb

21. ébra: Ferro- ¢és ferrihemoglobin lipidperoxidaciot indukal az ateromabdl extrahalt

lipidben. 200 pg/ml LDL-t és 2 mg/ml lipidszuszpenzidt kezeltiink egy éjszakan at I mol/l ferro- vagy

ferrihemoglobinnal. A lipid-hidroperoxidot KI-os modszerrel mértiik.

A ferrihemoglobinnal ellentétben a ferrohemoglobin szorosan koti a hemcsoportjat, igy
magyarazatot kerestiink arra, miként valthatja ki mégis a plakklipid oxidacidjat. Korabban
kimutattak, hogy a ferrohemoglobin konnyen oxidalodik a hemforrasként szolgalo
ferrihemoglobinna gyulladasos sejtekbol szarmazd  oxidansok hatasara.®* Azt is
megallapitottuk, hogy in vitro az oxidativan modifikalt LDL is képes ugyanerre, és hogy a
reakcio kinetikdja nagyban fiigg az LDL-hez kotott lipid-hidroperoxidok koncentracidjatol
(10. é&bra). Ezért megvizsgaltuk, hogy az ateroma lipidjének lipid-hidroperoxid tartalma
képes-e a ferrohemoglobint ferrihemoglobinna alakitani (22. dbra). Megallapitottuk, hogy az
ateroma lipidje oxidalja a ferrohemoglobint. A képzddd oxidalt hemoglobin hem-kibocsatas
révén lipidperoxidacidt indukal, n6 a lipid-hidroperoxid szint, mely tovabbi ferrohemoglobin
oxidacidjat okozva tovabb gyorsitja a lipidperoxidaciot. A reakcid sordn mind a

ferrohemoglobin, mind az ateréma lipidje oxidalodik. Az ateroma glutation/glutation-
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peroxiddzos elokezelése mind a lipid-hidroperoxid tartalmat (30%), mind a hemoglobin-

oxidaciot (25%) csokkenti.
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22. 4bra: Ateromabol szarmazo lipid a ferrohemoglobint ferrihemoglobinna alakitja. 2 mg/ml

ateroma lipidet egyiitt inkubaltunk 20p mol/l ferrohemoglobinnal 37°C-on, 24 6ran at. Néhany 6ranként mintat

vettlink, és centrifugalds utan a feliiluszobol fotometridsan mértiik a hemoglobin Gsszetételét.

Ezek utan megvizsgaltuk a komplikalt plakkokbol kivont hemoglobint, mely szintén erdsen
oxidaltnak bizonyult: ferrihemoglobin 51%, hemikrom 29% ¢és ferrohemoglobin 20%. Ismert,
hogy a hidrogén-peroxid-medialta hemoglobin-oxidacido soran négyvegyértéki, instabil
ferrilhemoglobin jon létre, mely a globin részrol elektront elvonva stabilizalédik, a

SR I ; 28-31
fehérjerészt médositva™

. Feltételeztiik, hogy az érelmeszesedéses plakk bevérzésekor a
felszabaduld hemoglobin lipid-hidroperoxid-medialta oxidativ karosodast szenved, igy

fehérjeoxidacios termékeket kerestiink komplikalt 16zi6kbol kivont hemoglobinban (23. dbra).
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Ditirozin
(csucs alatti teriilet x 10%)

S = N W kA U &N

7 Hemoglobin Hemoglobin

VI-os ti 1. .
s Ubusu lipid IV-es tipust [ . DI +hem
1ézi6bd1 L
1ézi6bd1+ hem

23. abra: A komplikalt 1ézié hemoglobinja ditirozint tartalmaz. Hemmel oxidalt 200 pg/ml LDL-t és

hemmel kezelt aterdma lipidet (1 mg/ml) reagaltattunk 100 pmol/l hemoglobinnal, 24 64raig, majd a
Modszerekben leirtak szerint ditirozint mértink. Komplikalt, bevérzett 1éziot (n=5) soéoldattal mostunk,

centrifugaltuk, és a feliiliszoban levé hemoglobinbdl ditirozint mértiink.

A Dbevérzett 1éziokbol eltavolitott hemoglobinban ditirozint detektaltunk. A ditirozin
képzodésének mechanizmusat keresve ferrohemoglobint reagaltattunk K;Fe(CN)g _tal, H,O,-
dal, oxidalt LDL-lel és oxidalt, ateromabdl szarmazo lipiddel. A H,O,-dal és a magas lipid-
hidroperoxid tartalmu lipidekkel kezelt hemoglobinban tudtunk ditirozint detektalni, mig a
K3Fe(CN)g—tal oxidéaltban nem. Ditirozin mellett a komplikdlt 1ézi6 hemoglobinjaban

kovalensen kapcsolddé hemoglobin oligomereket is kimutattunk.

Hb FerrilHb PE#1 PE#2 PE#3

75- W e 0% 3 Hemoglobin
50- ; : tetramer
37- ] Hemoglobin
55 - " ' <— dimer

20- -
I5- .-.-.
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24. abra: Hemoglobin tetramerek detektalhatok a human komplikalt 1ézidk hemoglobinjaban.

Komplikalt, bevérzett 1ézidkat sdoldattal mostunk, centrifugaltuk, és a feliluszoban levé hemoglobinbdl 150

nmolt vittiink gélre. FerrilHb: H,0,-dal oxidalt hemoglobin.

Kutatocsoportunk kimutatta, hogy a hemoglobin hidroperoxid-mediélta oxidacidja soran
keletkezd hemoglobin forma —a mas modon képzddott ferrihemoglobinnal ellentétben—
proinflammatorikus agens; endothelidlis sejtekben adhézidés molekulak expressziojat fokozza,

melyek makrofagok felszaporodasat segitik az érfalban.'*

4.3.4. A lipid és hem reakcioja

crer

cres

szarmazo lipidben hemexpozicié hatdsara né a lipid-hidroperoxid — és a TBAR-tartalom,
mely a lipidperoxidacio jele. A TBAR és LOOH koncentracidja koriilbeliil 12 6ra alatt éri el a
maximumot, aztan kozel allando szinten marad a vizsgalt 24 ora alatt. Ezzel egyidoben a hem

koncentracioja hasonlo kinetikéval csokken, a hem degradalodik.
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25. é4bra. A hem lipidperoxidaciot indukdl az aterémabol szarmazo lipidben, mely

hemdegradécidval jar egyiitt. 1 mg/ ml lipidet tartalmaz6 szuszpenziéhoz 5 uM hemet adtunk, 37°C-on 28
oraig kovettik a reakcioe:  ateroma,o: kontrol ér. A) és B) Kétoranként 100-100 pl mintat vettiink a
reakcioelegybdl, melybdl TBARS-t és LOOH-t mértiink a Mddszerekben leirtak szerint. C) Kétoranként hemet

mértiink, hangyasavas mddszerrel. Az dbran egy reprezentativ mérés van feltiintetve.
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4.3.5. Az oxidalt lipid hatasa endothelidlis sejtekre

A plakklipid hem-medialta oxidacidjanak kinetikdja hasonlit az LDL hasonld kortilmények
extrahalt lipid hasonld biologiai tulajdonsdgokkal bir-e, mint az oxidalt LDL. Azt
tapasztaltuk, hogy az atheromabol szarmazo lipid valdban citotoxikus endothelidlis sejtekre,
melyet nagyban fokoz a lipid hemmel valo kezelése (26. abra). A kontrol ér lipidje

hemkezelés utan sem okoz jelentds citotoxicitast (7%).
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26. abra: Hem-kezelés hatdsara az ateroma lipidje toxikus lesz endothelialis sejtekre. 2 mg/mL

lipidszuszpenziét kezeltiink Sy mol/L hemmel egy éjszakan at, majd egyiitt inkubaltuk konfluens endothelialis

sejtekkel 6-8 orahossszaig. A sejtek tulélését MTT-probaval mértiik.

Szubletalis dozisban a hemmel oxidalt atheromabol kivont lipid indukalja a stresszadaptacios

HO-1-t, mind mRNS (24-szeres), mind fehérje szinten (17,5-szeres), mig a kontrol ér hemmel
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kezelt lipidje csak kis mértékben okoz HO-1 indukciot (5-szoros gén-illetve 3-szoros
fehérjeindukcid), (27. abra). Ez az indukcid a reakcidelegyben levo el nem reagalt hemnek
tulajdonithato, mivel az indukcio mértéke hasonld a reakcidhoz hasznalt, 1 umol/l hem okozta

HO-1 indukciohoz (9-szeres gén- és 7-szeres fehérjeindukcio).
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27. ébra: Hemmel kezelt ateroma lipid endothelidlis sejtekben HO-1-et indukal. 1 mg/ml

lipidszuszpenziét kezeltiink egy éjszakan at 1p mol/l hemmel, majd endothelialis sejtekre tettilk 60 percre, utana
a lipidszuszpenziot médiara cseréltiik. A) 4 ora utan a sejtekbdl RNS-t izolaltunk és RT-PCR-rel mértiik a HO-1
mRNS mennyiséget. B) 8 ora utan a sejteket feloldottuk és a HO-1 fehérjét Western blottal vizsgaltuk. A

feltiintetett eredmények a kezelt és kezeletlen sejtek HO-1 szintjeinek aranyat mutatjak.

csokkenthetd kiilonboz6 gyokfogd antioxidansokkal, mint a BHT, a-tokoferol, a vaskelald
DFO, valamint a hem-k6t6 hemopexinnel*® mig a hemoglobinok okozta oxidacié részben

gatolhat6 a haptoglobinnal is."*” (28. abra).
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28. 4bra: Az ateroma lipidjének oxidaciodja, és az oxidacio gatlasa. 1 mg/ml lipidszuszpenziét egy
éjszakan at kezeltiink 31 mol/l hemmel, valamint 10 pmol/l BHT-val, / 40 pmol/l a-tokoferollal/ 100 pmol/l
DFO-val/10 pmol/l hemopexinnel. 1 mg/ml lipidszuszpenziot egy éjszakan at kezeltiinkh@ol/l ferro -¢s
ferrihemoglobinnal és 20 pmol/ml haptoglobinnal. Ezutan mértiik lipid-hidroperoxidok mennyiségét a

Modszerekben leirtak szerint.

Leghatékonyabb antioxidansnak a BHT bizonyult, mig az a-tokoferol, DFO ¢s hemopexin
gatolta a lipidoxidaciot.

A hemmel kezelt ateréma lipid okozta specifikus citotoxicitds (29. A dbra) is csokkenthetd
antioxidansok hozzdadasaval. A BHT ¢s a hemopexin nagymértékben, kozel 90%-ban
lecsokkenti a hemmel kezelt lipid okozta citotoxicitast, mig az a-tokoferol és a DFO
kortlbeliil 2/3-val csokkenti azt. Haptoglobin pedig a ferro- és ferrihemoglobinnal kezelt

lipid citotoxicitasat mérsékeli koriilbeliil 30 %-kal (29. B dbra).
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crer

mérsékli. A) 2 mg/ml lipidszuszpenziot kezeltiink hemmel és antioxidansokkal, a 28. dbranal leirt médon. B) 2

mg/ml lipidszuszpenzidt kezeltiink hemoglobinokkal és hemoglobin-haptoglobin komplexekkel a 28. abranal
leirt médon. Az endothelialis sejteket 6-8 oraig egylitt inkubaltuk a kezelt lipiddel, majd MTT-probaval mértiik a

sejtek tulélését. Az eredmények 3 mérés atlagai.

Szubletalis dézisban alkalmazva a hemmel (és antioxidansokkal) kezelt lipidet endothelialis
sejteken, a sejtek HO-1- expresszidjanak mértéke csokkenthetd mind transzkripcids, mind

transzlacids szinten (30. abra).
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30. dbra: Az ateromabol kivont lipid hemes oxidacidjanak gatlasaval csokken a HO-1

indukald hatasa is. 1 mg/ml lipidszuszpenziot egy éjszakan 4t kezeltiink Spmol/l hemmel, valamint 10
umol/l BHT-val/ 40 pmol/l a—tokoferollal,/100 pumol/l DFO-val/10 pmol/l hemopexinnel, majd endothelialis
sejtekre tettiikk a reakcioelegyet 60 percre. A) 4 dra elteltével RNS-t izolaltunk RT-PCR-rel mértiikk a HO-1
mRNS mennyiséget. B) 8 ora utan a sejteket feloldottuk és a HO-1 fehérjét Western blottal vizsgaltuk. A

feltiintetett eredmények a kezelt és kezeletlen sejtek HO-1 szintjeinek aranyat mutatjak.

A hemoglobinnal kezelt lipid HO-1 indukdlo képessége szintén csokkenthetd, ha

haptoglobinnal egyiitt végezziik a lipid elokezelését (31. abra).
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31. dbra: A hemoglobinokkal oxidalt, ateromabol extrahalt lipid HO-1-et indukal endothelialis

sejtekben. 1 mg/ml lipidszuszpenziot egy éjszakan 4t kezeltiink 10 wmol/l ferro-vagy ferrihemoglobinnal vagy

ferroHb-haptoglobin ¢és ferriHb-haptoglobin komplexszel (10 pmol/I-20 pmol/l), majd a szuszpenzidt
endothelialis sejtekhez adtuk 60 percre. A) HO-1 mRNS indukciot mértiink a 30. abranal leirtak szerint. B) HO-1

fehérjeindukciot vizsgaltunk a 30. abranal leirtak szerint.

Az ateromabdl szarmazd lipid oxidéacioja kén-hidrogén hatdsara is csokken, hasonldéan az
oxidalt LDL-hez (32. A abra). A csokkent LOOH-tartalmu lipid kevésbé citotoxikus (32. B

abra).
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32. ébra: A hemmel kezelt ateroma lipid LOOH-tartalmat és toxikussagat a kén-hidrogén

dozisfiiggd mdédon csokkenti. 1 mg/ml lipidszuszpenziét 16 6ran 4t kezeltink imol/l  hemmel, majd 2

oran kereszttil 25-200 pmol/l NaHS oldatokkal. A) Mértilk a LOOH-koncentraciot. B) Endothelidlis sejteket

kezeltiink a reakcioeleggyel, 6 6ra mualva MTT-probat végeztiink.

Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a kiszabaduld ferrohemoglobin a plazmamentes
kornyezetben ferrihemoglobinna alakulva hem-forrassa valik, mely képes oxidalni a plakk
lipidjeit. Az oxidacid soran a nagy molekulak fragmentaldédnak, ezért a plakk rigiditasa nd, €s
a kisebb méretli oxidacids termékek toxikusak a l1ézioban 1évo €16 sejtekre. Masrészt viszont
képesek stresszadaptaciot indukalni, mely magyarazatul szolgalhat a humén ateroszklerotikus
plakkban kimutathato megnovekedett mennyiségi HO-1 jelenlétére is. A feltételezett

mechanizmust a 33. abra foglalja 6ssze.
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33. abra 1) Vorosvértestek 1épnek az ateromaba; 2) Hemolizis és a felszabaduld hemoglobin oxidécidja az
oxidalt lipid hatasara; 3) Ferril-(a) és ferrihemoglobin (b) képzddik; 4) Hem-felszabadulds; 5) A hem
interkalalodik a lipidbe; 6) A lipidoxidacid fokozddik a 1ézidban; 7) Az endothelium karosodik a reaktiv

lipidrészecskék hatasara; és 8) Hem-oxigenaz-1 (HO-1) indukalodik a reaktiv lipidrészecskék hatasara.

4.4. HO-1 DEFICIENS SEJTEK ES AZ OXIDATIV STRESSZ

A hemoxigenaznak nemcsak a hem lebontdsaban, hanem a sejtek oxidativ stresszel szembeni
védekezésben is kulcsszerepe van. Hidnydban a sejtek fokozottan érzékenyek az oxidativ
karositd hatasokra. Hemoxigenaz-1 deficiens egerekben lipopoliszachariddal kivaltott
endotoxémia nyoman sulyos maj-és vesekarosodast, valamint magasabb mortalitast
tapasztaltak, mint a vad tipusi allatokban.’® HO-1 deficiens egerek fibroblaszt sejtjei
hemtoxicitasra sokkal érzékenyebbnek bizonyultak a vad tipusu sejteknél,''® és a HO-1
hidnyos betegtol szarmazo, immortalizalt limfocita sejtvonalrél Yachie és munkatarsai
kimutattdk, hogy érzékenyebbek hemtoxicitasra, mint az egészséges sejtek.'”’ Ezeket az

eredményeket alapul véve vizsgaltuk a HO-1 hidnyos paciens sejteinek reakcidjat hem altal
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oxidalt LDL-re és hemmel kezelt ateroma lipidre (34. dbra). Ehhez egészséges onkéntesektol
¢s a HO-1-deficiens betegtdl szarmazé immortalizalt limfocita sejteket hasznaltunk. A
citotoxicitasi vizsgalatokban a beteg sejtjei minden altalunk vizsgalt koncentracidban
érzékenyebbnek bizonyultak hemmel oxidalt LDL-lel és plakk lipiddel szemben, mint a

kontrol sejtek.

A Oxidalt LDL
S
g 9
g 507 Beteg
o 40
B EEN-) | —
; 2 307 Kontrol
é 20
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5
a 0 ' '
n 75 150 200
B 3 ug/ml LDL
S
> ,
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2
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34. dbra: A HO-1 deficiens sejtek érzékenyebbek oxidalt lipid okozta oxidativ stresszre

A) Hem/H,0,-dal oxidalt LDL-t (200 pg/ml) inkubaltunk egészséges és HO-1 deficiens immortalizalt limfocita

s

crer
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Oxidalt LDL-t szubletdlis doézisban is adtunk a sejtekhez ¢és vizsgaltuk a sejtek

védekezémechanizmusat mRNS és fehérje szintjén.

6. tablazat: Egészséges ¢s hem-oxigendz-1 deficiens sejtek HO-1-mRNS tartalmanak és HO-

1-aktivitadsanak osszehasonlitasa alapallapotban és indukci6 utdn. 5 pmol/l hemmel és 5Qug/ ml

hem/H,0,-dal oxidalt LDL-lel kezeltiik a sejteket 16 oran at, majd a Modszerekben leirt modon mértiik a gén-

és fehérjeindukciot.

mRNS szint HO-1 aktivitas
(HO-1/ciklofilin aranya) (pmol/h/mg protein)
Kontrol sejt Beteg sejt Kontrol sejt Beteg sejt
Kezelés nélkiil 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
Oxidalt 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 egyarant tudtunk mérni, mivel
primerjeinket egy a delécid altal nem érintett génszakaszra terveztiik. A beteg sejtvonalban a
HO-1 mRNS alapszintje még magasabb is volt, mint a normal sejtekben. Hem ¢és oxidalt
LDL mindegyik sejtvonalban indukalta a HO-1 mRNS-t, a beteg sejtekben még
intenzivebben, mint a kontrolban (78-szoros és 8,7-szeres indukcidk). Viszont amig a vad
tipusu sejtben a hem és az oxidalt LDL jelentésen megnoveli a HO-1 enzim aktivitasat (3,5
¢s 2,4-szeresre), a HO-1 deficiens sejtekben nem valtozik a HO-1 aktivitas. A mutacié tehat
képz6do fehérje inaktiv. A HO-1 deficiens beteg vaszkularis tiineteinek kialakulasaért az
oxidativ stressz €s sejtjeinek megnovekedett stresszérzékenysége egyiitt felelosek. Mindez
megerdsiti azt a feltételezést, hogy a HO-1 kulcseleme a sejtek oxidativ stresszel szembeni

védelmének.
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Eredményeink alapjan boviilt a tuddsunk a kissiirliségli lipoprotein oxidacidjaval
kapcsolatban, mely fontos szerepet jatszik az aterogenezisben. Az ateroszklerdzis
folyamatanak pontosabb megismerése valtozatlanul aktualis. Az itt kidolgozott mddszerekkel
human érmintdk lipidtartalméanak oxidaltsagi allapotat lehet meghatarozni, ezeket a
késobbiekben klinikai tanulmanyok készitésénél lehet alkalmazni. Munkank soran 1j
nézdpontbdl vizsgaltuk az érelmeszesedéses 1€zio ruptirdjakor bekovetkezd eseményeket.
Bemutattuk, hogy a bevérzés nemcsak a trombusképzodésen keresztiil jarul hozzd az
érelmeszesedés progresszidjahoz, hanem a hemoglobin felszabaduldsan ¢és oxidacidjan
keresztiil a lipidperoxidaciot is fokozza, ugyanakkor antiaterogén védelmet is indukal. Ezek
alapjan felmeriil a kérdés, hogy egyéb bevérzésekkel jaro korképek esetén milyen szerep jut a

hemoglobin ¢s a hem altal katalizalt oxidativ kérosito folyamatoknak.
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5. OSSZEFOGLALAS

A kisstirtiségli lipoprotein hem-katalizalt oxidacidja soran olyan moédositott LDL jon 1étre,
mely endothelidlis sejtekre toxikus, kisebb dozisban pedig strsszadaptacios fehérjéket, hem-
oxigenazt-1-et &s ferritint indukal. A modositott LDL kémiai és biologiai tulajdonsagai
valtozatosak lehetnek. Megvizsgalva az LDL-ben megjelend lipidperoxidacios termékek
mennyiségének idobeli valtozasat megallapitottuk, hogy mind a citotoxicitds, mind a HO-1
indukcié mértéke a lipid-hidroperoxid szinttel mutat szoros Osszefliggést. A hem 6nmagaban
is oxidalja az LDL-t, ez a reakcid azonban lassu; 16 6ra elteltével mérsékelten oxidalt LDL
jon 1étre, mely csak kevéssé citotoxikus. Ismételt hem-expozicidé dramaian megndveli a kissé
oxidalt LDL LOOH-tartalmat ¢és fokozza citotoxicitasat. Megéllapithatd, hogy a mérsékelten
oxidalt LDL-ben jelen levd kevés lipid-hidroperoxid hem hozzaadasakor ugyanazt a
katalizal6 hatést fejti ki, mint a hidrogén-peroxid a hem mellett. Megvizsgaltuk, hogyan hat az
LDL oxidacidjara a kén-hidrogén, mely egy erds redukaloszer, €s 50 pmol/l koncentracidban
fordul el6 a szervezetben fiziologias koriilmények kozott. Megallapitottuk, hogy a kén-
LOOH-tartalmat csokkenti, melynek kovetkeztében csokken a modositott LDL citotoxicitasa
¢és HO-1 indukaloképessége is. Masrészt viszont a kén-hidrogénnel torténd elokezelés
ellenallova teszi az endothelidlis sejteket a hidrogén-peroxiddal és oxidalt LDL-lel eldidézett
toxikus hatassal szemben. Korabban feltartuk, hogy a plazma hemoglobin oxidacidja hem-
kibocsatas révén kulcsszerepet jatszott az eddig ismert egyetlen hemoxigenaz-1 deficiens
beteg intravaszkularis LDL-oxidacidjadban és az endothelium sulyos kérosoddsdban. Oldatban
a hemoglobin gyorsan oxidalédik aktivalt PMN sejtek hatdsara, mely folyamat katalaz
enzimmel gatolhat6, mivel a folyamatot hidrogén-peroxid medialja. Az LDL-hez ko6t6édo

lipid-hidroperoxidok is képesek dozisfiiggéen oxidalni a ferrohemoglobint, mely folyamat
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végbement a HO-1 deficiens paciens plazmajaban is. A beteg LDL-je mérsékelten oxidalt volt
¢s tenyésztett endothelidlis sejtekre nézve enyhén citotoxikusnak bizonyult. A mérsékelten
oxidalt LDL lipid-hidroperoxidjainak hatasara hemoglobin-oxidacié torténik. A
ferrihemoglobinbol felszabadulé hem beckelddik az LDL-be, ahol a hem-medialta oxidacid
soran felnyilik a hem, vas szabadul fel, a vas katalizdlja az LDL zsirsavjainak ¢s proteinjeinek
oxidacidjat, az LDL lipid-hidroperoxidjai pedig tovabbi ferrohemoglobint oxidalnak.

A lipidperoxidaciénak az érelmeszesedés patomechanizmusaban is fontos szerepe van.
Emellett egyre tobb megfigyelés utal arra, hogy a HO-1 és a ferritin indukciodja viszont véd az
ateroszklerdzis ellen. Az ateroszklerozis sulyos klinikai kovetkezményei a magas
lipidtartalmu plakkok rupturajat kovetden jelentkeznek, amikor a vér alkotorészei kapcsolatba
keriilnek a plakk lipidmagjaval. A 1¢ézid lipid elemei a neovaszkularizacioban keletkezd
sérilékeny hajszalerek megrepedésekor is kozvetlen kapcsolatba keriilhetnek a
vorosvértestekkel. Kisérleteink soran vizsgaltunk érelmeszesedés jeleit nem mutatd (kontol)
erekbdl, nagy lipidmaggal jellemezhetd érelmeszesedéses 1€ziobol (aterdma) €s bevérzett
plakkbdl (komplikalt 1ézi6) kivont lipideket. Mind a lipidperoxidacids termékek, mind a vas
koncentracidja kissé emelkedett volt az aterdmakban a kontrolokhoz képest, és legnagyobb
volt a komplikalt plakkokban mely arra utal, hogy az ateroszklerozis eldrehaladasaval
fokozodik a plakk lipidjének oxidacioja. Megallapitottuk, hogy az ateroma lipidjei hemolizist
okoznak in vitro, vorosvértest szuszpenzioban, csakugy, mint az oxidalt LDL. Az igy
felszabaduld hemoglobin oxidalddik, az oxidald lipid LOOH-tartalmaval aranyos mértékben.
Az ily moddon oxidalt illetve a komplikalt 1€zidkbol szdrmazo hemoglobinban
fehérjeoxidacios termékeket, ditirozint €s hemoglobin multimereket detektaltunk, mely
alatamasztja, hogy a hemoglobin lipid-hidroperoxid-medialta oxidativ karosodast szenvedett.
A lipid-hidroperoxidoknak e folyamatokban jatszott kzponti szerepét hangsulyozza az, hogy

ha a lipid-hidroperoxid szintet lecsokkenetjiik (glutation/glutation-peroxiddzzal), a lipid
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hemolizalo illetve oxidalo képessége is csokken. Mivel a ferrihemoglobin oxidéalja a nativ
extrahalt lipiden, és azt tapasztaltuk, hogy —ellentétben az LDL-lel- az ateroma lipidben
mindkét hemoglobin-forma lipidperoxidaciét indukdl. Ennek az a magyardzata, hogy az
ateromaban jelentds mennyiségli LOOH van jelen, mely a ferrohemoglobinnal valé reakcid
soran azt ferrihemoglobinna alakitja, a ferrihemoglobin lipidperoxidacidt okoz, mely tovabb
fokozza a ferrohemoglobin oxidéacidjat. A ferrihemoglobinbol felszabadulé hem
lipidperoxidaciot indukadl az ateroma lipidjében, melynek kinetikdja a hem/LDL reakci¢jéhoz
hasonlit. Az aterémakbol szarmazo lipid endothelidlis sejtekre toxikus, mely toxicités
nagymértékben megné a lipid hemmel vald kezelésének hatasara, mig kontrol erek lipidje
hemes kezelése nem valt ki citotoxicitast. A hemmel vagy hemoglobinnal kezelt ateréma lipid
szubletalis dozisban viszont HO-1-et indukdl endothelidlis sejtekben. Az aterémabol
szarmazo lipid oxidacidjanak gatlasa a lipid citotoxicitasat és HO-1 indukald hatasat is
mérsékeli. A lipid hemes oxidacidja gatolhatdé gyokfogokkal (BHT,a-tokoferol),
vaskelalokkal (DFO) és a hemet komplexal6o hemopexinnel, mig a ferro-és ferrithemoglobin
okozta lipioxidacié a hemoglobint kot haptoglobinnal mérsékelheto.

A HO-1 hidnyos betegtél szarmazé immortalizalt limfocita sejtvonal érzékenyebb
hemtoxicitasra, mint az egészséges sejtek. Citotoxicitasi vizsgalatainkkban a beteg sejtjei
hemmel oxidalt LDL-lel és ateréma lipiddel szemben is érzékenyebbnek bizonyultak, mint a
kontrol sejtek. Szubletalis dézisi hem és oxidalt LDL kezelés hatasara HO-1 mRNS-
novekményt mindkét sejtvonalban tudtunk mérni, igy megéllapithatd, hogy a muticido nem

crer

aktivitas, a képzodo fehérje inaktiv.
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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 H,S, a strong reductant present in tissues at remarkable amount, on hemin-mediated
oxidation of LDL and oxidized LDL-induced endothelial reactions. H,S dose dependently
delayed the accumulation of lipid peroxidation products during hemin-mediated oxidation.
Moreover, H,S decreased the LOOH content of oxidized LDL which was accompanied by
reduced cytotoxicity. OxLDL-mediated induction of heme oxygenase-1, was also abolished
by H,S. H,S 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 (Fell) in ruptured
advanced lesions occurs generating ferrihemoglobin (Felll) and via more extensive oxidation
ferrylhemoglobin (Felll/FeIV=0). 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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