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ROVIDITESEK JEGYZEKE

LDL: alacsony stiriiségii lipoprotein

HO: hem-oxigenaz

FCS: Fetal Calf Serum

HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution

M199: média 199

PMN: polimorfonukledéris sejtek

MTT: 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetraz6lium bromid
HA: hem-arginat

Fe-DPBS: vas-deuteroporfirin IX, 2,4-biszulfonat
Fe-CP: vas-koproporfirin III

Fe-DPDG: vas-deuteroporfirin IX, 2,4-diglikol
Fe-DP: vas-deuteroporfirin

TBARS: tiobarbitursav-reaktiv anyagok
LOOH: lipid-hidroperoxid

FerroHb: ferrohemoglobin

MetHb: methemoglobin

MetMb: metmioglobin

CytC: citokrom ¢

CMetHb: ciano-methemoglobin

Hp: haptoglobin

PMA: forbol-mirisztil-acetat



1. BEVEZETES

1.1. Reaktiv oxigéngyokok és a vas

Koriilbelill 2 millidrd évvel ezel6tt az addigi redukald 1égkorben elkezdett felhalmozodni
az oxigén, ¢és megjelentek az elsé 1¢legzd sejtek. Az oxigént felhasznaldé anyagcsere
elénye, hogy kozel 20-szor annyi energia felszabadulasat teszi lehetévé, mint az anaerob
gliikézlebontas. A 1¢legzd sejtekben fiziologias koriilmények kozott is keletkeznek reaktiv
oxigén-intermedierek. A mitkondriumban zajlo sejtlégzés, a mikroszomalis citokrém
rendszerek miikddése, valamint a citoplazmaban kiillonboz6 oxidoreduktdz enzimek
miikodése soran szuperoxid anion gyokok (O; °) képzddnek. A peroxiszomakban
hidrogén-peroxid (H,O,) keletkezik, a neutrofil granulocitdk szuperoxid aniont termelnek.
Ezek az oxigén-intermedierek igen reaktivak, a legtdbb sejtalkotoval reakcioba 1épnek,
ezért az aerob szervezetekben szdmos enzimatikus mechanizmus alakult ki, melyek
védelmet nyujtanak a reaktiv oxigénféleségekkel szemben. A reaktiv oxigén altal okozott
karosodas megsokszorozodik szabad, katalitikusan aktiv atmenetifém ionok, pl. vas
jelenlétében (1-2). Staphylococcus aureus-szal végzett hidrogén-peroxid toxicitasi
kisérletekbol kideriilt, hogy vasmentes kozegben 1000-szer annyi hidrogén-peroxid
sziikséges a baktérium elpusztitdsihoz, mint vasban gazdag tapkdzegben (3). Ezzel
szemben a cellularis vas eltavolitasa kelatképzokkel megelézi az aktivalt neutrofil
granulocitdk altal termelt oxigéngyokokkel vagy hidrogén-peroxiddal eléidézett
endothelidlis sejtkarosodast (4-5).

Bizonyitott, hogy a vas azon formai fokozzak elsGsorban az aktiv oxigén toxicitasat,
melyek be tudnak jutni a sejtek lipid doménjeibe (6). A vas lipofil kelatképzokkel (pl. 8-
hidroxi-kinolinnal) komplex forméaban akkumulalodik az endothelium lipid
membranjaiban, ezaltal a sejt sokkal érzékenyebbé valik mind exogén, mind endogén

oxidativ stresszel szemben.



1.2. Hem: az emberi szervezet legelterjedtebb vaskomplexe
Az ember teljes vaskészletének kb. 70%-a a hemben talalhato, mely a szervezet kiillonb6z6

funkcio6ju fehérjéiben altalanosan eléfordulo lipofil tulajdonsagu vaskomplex.
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1. abra Vas-protoporfirin IX

A hem a vas-8-hidroxi-kinolin kelathoz hasonléan koncentradlodik az intakt endothelium
hidroféob doménjeiben. A folyamat gyors, dozisfliiggd, és a sejtek altal felvett hem nem
tavolithato el sem pufferrel, sem szérummal (7). Az endothelium altal felvett hem direkt
modon nem toxikus, de a sejteket nagyon érzékennyé teszi kiilonbozd eredetli és fajtaji
reaktiv oxigénféleségekre (7). A sejtek hemfelvétele, és az ennek kdvetkeztében kialakulo
oxidativ stresszérzékenység megakadalyozhato, a hemmel egyidejiileg sztochiometrikus
mennyiségben adott hemopexinnel (7-9). A hemben 1év6 vas kozponti szerepét az oxidativ
stresszérzékenység kialakulasdban az bizonyitja, hogy sem vasmentes protoporfirin IX,
sem oOn-protoporfirin nem szenzitizalja a sejteket.

A hem az alacsony striiségli lipoprotein (LDL) oxidacidjat is katalizélja. Az oxidativ
modifikacioban képzddo termékek tovabbi endothel aktivaciot és karosodast okoznak (10).
A lipidperoxidéacié sordn a hem gytri degradalodik, és a vas szabadda valik. Az LDL
oxidativ modosulasat azonban szabad Fe(II)/Fe(IIl) ionok nem idézik eld, bizonyitva a vas

bejutasanak sziikségességét az LDL belsejébe.



1.3.4z LDL oxidativ modifikdciodja és az érelmeszesedés

Az LDL oxidativ modosuldsa kozponti szerepet jatszik az érelmeszesedés
patomechanizmusaban (11-14). Az oxidalt LDL citotoxikus az endothelidlis sejtekre
(10,15-16), adhéziés molekuldk expressziojat valtja ki (17-19), serkenti kemotaktikus
(12,15,23-29) eredményezi, befolyasolja a vaszkularis tonust (30-33), novekedésifaktor
termelést (34-35) és kollagén szintézist indukal és immunogén (36-37).

Az ateroszklerotikus elvaltozdsokban akkumuldlod6 LDL
oxidativ modosuladsa az érfalban zajlo, reaktiv oxigén-
intermedierek altal inicialt lipid-peroxidacio (13), mely
folyamatnak 3 f6 fazisat lehet elkiiloniteni. Az inicidcios
fazisban az  LDL  lipidoldékony  antioxidansai
felhasznalodnak a gyokdok elleni védekezésben. A reakcio
propagacios fazisaban a szadgyokok szama nd, az LDL-
ben 1évé tobbszordsen telitetlen zsirsavakbol konjugalt
diének, lipid-hidroperoxidok, peroxil- és alkoxilgyokok
képzddnek, végiil a zsirsav fragmentalodik, és aldehidek
keletkeznek (38). A reakciét atmenetifém ionok
katalizaljak. A terminacié alatt a gyokok egymassal
reagalnak, és ebben a fazisban moddosul az LDL fehérje
komponense, az apoprotein B-100 is. A modosulds soran
az apoprotein B lizin oldallancain 1év6 g-amino csoportok

reagalnak az oxidalt zsirsavakkal ¢és rovid lanch

aldehidekkel (39-40), végiil az apoB fragmentalodik (41).

2. dbra A lipid-peroxidacié mechanizmusa



A 3. abra szemlélteti az érfalban lejatszodod folyamatot (11), melynek eredménye az
ateroszklerotikus elvaltozas. Az oxidalt LDL-ben 1év0 kemotaktikus anyagok hatasara
fokozodik az adhézids molekuldk expresszidja, igy az ér felszinén mononukledris sejtek
tapadnak meg, melyek egy része penetral az endotheliumon €s a szubendothelidlis térbe
jut. Visszatérésiiket a keringésbe az oxidalt LDL gatolja. Az oxidalt LDL-ben
bekovetkezett fehérjemodosulasok eredményeként a monocita/makrofagok CD 36
(scavenger, vagy acetil-LDL) receptorokon keresztiil felveszik a médosult LDL-t, és habos

sejtekké alakulnak (42). Az oxidalt LDL ezen kiviil toxikus az endothelialis sejtekre.
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3. abra Az ateroszklerotikus elvaltozas kialakulasanak mechanizmusa

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

Eng. J. Med. 1989;320:915-924 cikkének alapjan)
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1.4. Indukalhato védelem az oxidativ stresszel szemben

A sejtes rendszerek a hem medialta lipid-peroxidacidval szemben indukalhatd védelemmel
rendelkeznek, melynek kozponti fehérjéi a hem-oxigendz (HO) és a ferritin. A hem-
oxigendz a hemdegradacid els6 ¢€s egyben sebesség-meghatarozo 1€pését katalizalja.
Felnyitja a porfirin gytiriit, melybdl biliverdin és szén-monoxid (CO) képzddik, és a vas
szabadda valik (43-44). Harom gén kddolja a hem-oxigenaz harom izoenzimét. A HO-1
indukélhat6, a HO-2 és a HO-3 konstitutiv médon expresszalodik (44-45). A HO-1 egy
32.8 kDa tomegl stresszfehérje, melynek a hemen kiviill szdmos induktora van;
nehézfémek, citokinek, hormonok, endotoxinok (46-47). A HO-1 induktorainak kémiai
sokfélesége vezetett arra a hipotézisre, hogy a HO-1 hem degradaciéban betoltott
funkcidjan kiviil a sejt homeosztazisanak fenntartasaban is szerepe lehet. Ezt a feltételezést
tamasztja ala, hogy a HO-1 kiilonb6z6 modokon 1étrehozott oxidativ stresszre - hidrogén-
peroxid kezelés, glutationszint csokkentés, UV sugarzas, vagy hiperoxids allapot
létrehozasa - is indukalodik (44,48-49). In vitro és in vivo kisérletek bizonyitjak, hogy az
endogén HO-1 szintjének megemelése védelmet nyujt kiilonféle oxidativ karositd
hatasokkal szemben. Nath és tarsai leirtdk, hogy patkanyokban rhabdomyolysis elott
intravénas hemoglobinnal a HO-1 szintje megemelkedik, és megel6zi a rhabdomyolysist
kovetd vesekarosodast, valamint csokkenti a mortalitast (50). Otterbein és munkacsoportja
bizonyitotta, hogy a HO-1 szintjének emelése géntranszferrel, vagy intravénas
hemoglobinnal védelmet nyujt a hiperoxia vagy endotoxinok altal eldidézett tiidokarosodas
ellen (51-52). Vile és munkatarsai human fibroblasztokon végzett kisérleteikben a HO-1
UV sugarzassal szembeni protektiv hatasat bizonyitottak (53).

A hem-oxigenaz altal katalizalt hemdegradacié egyik terméke a biliverdinbdl képzodd
bilirubin, mely antioxidans tulajdonsag (54). A masik termék a CO, melynek élettani

tulajdonsagai sokban hasonlitanak a NO-ra. Stimulalja a cGMP képzddését (55), eldsegiti
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gyakran egylitt jar mas stresszfehérjék, példaul ferritin indukciojaval. Balla és munkatarsai
endothelidlis sejteken végzett differencialindukcios kisérletek soran bizonyitottdk, hogy a
hem elokezelés hatasara kialakuld antioxidans védelem nem els6sorban a HO-1-nek,
hanem a megemelkedett ferritin szintnek koszonhetd (58). A ferritin az intracellularis vas
tarolasara specializalodott fehérje, melynek 1 mélja 4500 mol Fe(III) iont képes raktarozni.
Globularis, 24 alegységbdl allo multimer. Az alegységeknek két tipusa van; a konnyi- és a
nehézlanc. A kétféle alegység fehérjén beliili ardnya fligg a sejt vasellatottsagatol,
szervenként és fajonként is valtozhat. A ferritin nehéz lancanak ferroxidaz aktivitdsa van,
mely oxidalo agens jelenlétében a citoszolaris Fe(I)-t Fe(Ill) ionna alakitja. A ferritin
szintézisét az intracellularis vas poszttranszkripciés modon szabalyozza (59).

Az indukélhaté védelmi rendszerek in vivo jelentOsségére utal egy Japan kutatdcsoport
altal publikalt kozlemény (60) az elsé diagnosztizalt HO-1 deficiens gyerekrdl, akinél az
endothelium stlyos karosodasat, valamint maj és veseszoveteiben vaslerakodast talaltak.
Hasonlé endothelialis sejtkarosodast, maj és vesetoxicitast irtak le HO-1 knock-out
egereknél (61). A HO-1 deficiencia human eseténél és az egérmodellben is magas volt a
plazma hemkoncentracioja.

1.5. Hemproteinek

A hem szervezetiinkben fehérjékhez kototten fordul eld. Balla és munkatérsai endothelialis
sejteken vizsgaltak kiilonb6z6 in vivo eléforduld hemproteinek oxidativ stresszel szembeni
szenzitizald hatasat, valamint hogy hatasukra kialakul-e a HO-1 és ferritin indukcion
alapuldo antioxidans védelem (62). A vizsgalt hemproteinek (ferrohemoglobin,
methemoglobin, citokrém c¢, ¢és metmioglobin) koziil a methemoglobin a hemhez
hasonléan érzékenyitette a sejteket a hidrogén-peroxid kezeléssel szemben, a tobbi

hemproteinnek nem volt ilyen hatdsa. A methemoglobin ezen kiviil a sejtekben HO-1 ¢és
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ferritin indukcidt idéz el6. A methemoglobinban a fehérje és a hem csoport kozotti
kolcsonhatast erésitve elmarad a szenzitizald hatas, és a HO-1 génindukcid is. Igy

feltételezhetd, hogy a szabaddd valo hem a felelds a methemoglobin oxidativ stresszre

rrrrr

crcr

crer

mechanizmus még nem teljesen tisztazott. Egyes szerzOk szerint a hemproteinekbdl
szabadda valo hem csoport bejut az LDL-be és az ott jelenlévdé kis mennyiségli lipid-
hidroperoxidokkal reagdlva a hem degradalodik, a vas szabaddd valik, ami tovabbi
oxidativ folyamatokat katalizal. Az LDL a plazmaban jelenlévé specifikus (haptoglobin,
hemopexin) ¢és aspecifikus (albumin) hemko6td fehérjékkel sikeresen kompetal a
hemroteinekbdl szabadda valé hemért. Teljes plazmahoz hemet adva a hem 80 %-a a
HDL-hez és az LDL-hez k&tddik (67). Camejo és munkacsoportja kimutattdk, hogy
higitott szérumban (20%), az LDL felveszi a hemet, és hidrogén-peroxid jelenlétében
oxidaloédik (68). Miller és munkacsoportja plazmamentes kozegben hemoglobint
reagaltatott hidrogén-peroxiddal, mely reakcié az LDL oxidativ modosulasat idézte eld,
mikdzben ferril-hemoglobin képzdédést, az apolipoprotein B-100-ban keresztkdtések
kialakulasat és a fehérje felszinén szabadgyokok képzodését tapasztaltak (69). A ferril-
hemoglobin képzddése tirozil-gyok képzddéssel jar egyiitt (70-71). A Miller ¢és
munkacsoportja altal feltételezett mechanizusban nincs, vagy csekély a szerepe az LDL

hemfelvételének, az LDL oxidativ modifikacidja a tirozil gyokok hatasara kdvetkezik be.
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2. CELKITUZESEK

A vas-protoporfirin IX bioszintézise soklépéses 0Osszetett folyamat szamos enzim
részvételével. Ha valamelyik enzim hibasan, vagy egyaltalan nem muikodik, akkor a
folyamat megakad, ¢és az intermedierek felhalmozddasa valtozatos klinikai korképeket
okoz, melyeket 0sszefoglald néven porfiridknak neveziink (72-73). A porfiridk kezelésében
fontos szerepe van az intravénds hem kezelésnek (74-78), melynek azonban sulyos
mellékhatdsai vannak; toxikus az endotheliumra, noveli a trombozis veszélyét (79-84).
Finn kutatok alkalmaztak elsdként hem-arginatot hem helyett a porfiridk kezelésében (85-
89). A hem-arginat kezelés soran nem tapasztaltadk a hem karos mellékhatasait.
Kutatocsoportunk feltételezte, hogy a hem-argindtnak azért nincsenek vaszkularis
mellékhatédsai, mert a benne 1évé hem-vas nem, vagy kevésbé katalizélja a reaktiv oxigén
altal eldidézett endothelialis sejtkarosodast. Ezért célul tiztiik ki kiilonbdzo hidrofobicitasu
vas-porfirinek katalitikus hatdsanak vizsgalatat endothelidlis sejtkultiran, és az LDL
vizsgaltuk.

A keringd hem magas koncentracidja mas klinikai koérképekben is eléfordul. A hem-

degradalé enzim, a hem-oxigenaz-1 hidnya egérben is ¢és emberben is a hem

crer

crer

crer

crer

toxikus lehet az endotheliumra, valamint hogy az oxidalt LDL citoprotektiv anyagok (HO-
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1 ¢és ferritin) indukcidjat idézi eld. A japan kutatdcsoporttal, akik a hem-oxigenaz-1
deficiencia els6 felismert esetét leirtak és kezelték, a gyerek LDL-jének karakterizalasat is

célul taztuk ki.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Endothelialis sejt izolalas és tenyésztés

Humén umbilikdlis véna endothelidlis sejtek tenyésztéséhez a sejteket friss
koldokzsinorbol nyertiik (62). A vénat kaniilaltuk, kimostuk, majd feltoltottik 0.2%
dispase enzimet tartalmazo média 199-nel. 6 ora elteltével (4°C) a sejteket kimostuk a
vénabol, centrifugaltuk (2000g, 4°C, 10 perc), ¢és média 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.

3.2. Human polimorfonuklearis sejt (PMN) prepardlas

A PMN preparalashoz 50 ml-es fecskenddébe 20 ml fizioldgias sdoldatban oldott 3%-o0s
zselatint, 200 NE heparint és 20 ml vénas vért szivtunk, 45 percig lilepedni hagytuk, majd
a felso réteget 50 ml-es centrifugacsdbe szedtiik (10). Centrifugaltuk (400g, 10 perc, 4°C),
majd a feliiluszot leszivtuk, a sejteket 1,5 ml fiziologias so6oldatban felszuszpendaltuk. A
vorosvértestek eltavolitdsa céljabol 15 ml jéghideg desztillalt vizet adtunk a
sejtszuszpenziohoz 25 masodpercre, majd 5 ml 3.6%-0s NaCl oldattal visszaallitottuk a
fiziologias sokoncentraciot. Centrifugaltuk (400g, 5 perc, 4°C), ¢és a sejteket 5 ml HBSS-
ben felszuszpendaltuk, majd 1075 g/ml striségli Percoll-ra rétegeztiik. 20000g-vel 30
percig 4°C-on centrifugaltuk, a polimorfonuklearis sejteket leszivtuk, kétszer mostuk
HBSS pufferrel, majd Biirker kamraban szamoltuk.

3.3. Hemoglobin prepardlds

A hemoglobin preparalasat onkéntesektdl levett, heparinnal alvadasgatolt vérbdl végeztiik
(62,90). A vordsvértesteket centrifugalassal (2000g, 5 perc, 4°C) valasztottuk el a
plazmatol €és a vér tobbi alakos elemétdl, majd fiziologias sooldattal haromszor mostuk. 5
ml mosott vordsvértesthez 30 ml 5 mM-os Na-foszfat (pH 7.4), puffert adtunk, és 1 o6raig

jégen allni hagytuk. A lizatumot centrifugélassal (16800g, 4°C, 1 ora) elvalasztottuk a
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sejtmembrantdl, majd ioncserés kromatografiaval tisztitottuk tovabb DEAE-Sepharose CL-
6B oszlopon. A hemoglobint 50 mM-os Tris bazissal eludltuk (pH 7.4), majd
betoményitettiik. Methemoglobin eldallitasdhoz a hemoglobint 1.5-sz6r6s molaris
mennyiségli  kdlium-ferricianiddal  inkubaltuk 30  percig, majd dializaltuk.
Cianomethemoglobin preparalaséhoz a methemoglobint kétszeres moldris mennyiségl
NaCN-dal reagaltattuk, majd a feleslegben maradt NaCN-ot gélsziiréssel (Sephadex G-25)
tavolitottuk el. Az oxihemoglobin és methemoglobin koncentracidkat a Winterbourn altal
leirt fotometrids modszerrel hatdroztuk meg (91).

3.4. LDL szeparalas

Az LDL szeparalashoz Na,EDTA-val (1 mg/ml végkoncentracid) alvadasgatolt vénas vért
hasznaltunk, melyet 6nkéntes donoroktol vettiink le, 12 6ras éhezés utan (92). A plazmat
hemmel (40 upM), ferrohemoglobinnal (20 uM), methemoglobinnal (20 pM),
haptoglobinhoz kotott methemoglobinnal (20 uM), cianomethemoglobinnal (20 uM),
metmioglobinnal (80 uM) valamint citokrém c-vel (80 uM) inkubaltuk 37°C-on 2 6ran
keresztil az LDL szeparalas el6tt. A polimorfonukledris sejtekkel (PMN) végzett
kisérletekben nyugvo vagy forbol észterrel (PMA, 500 ng/ml) aktivalt neutrofilokat
(107sejt/ml) heparinnal alvadasgatolt plazmaban ferrohemoglobinnal (20 uM), vagy a
nélkiil inkubaltuk 2 éran keresztiil 37°C-on, majd a sejteket lecentrifugaltuk (400g, 5 perc,
24°C), és a plazmat tovabbi 2 6ran at inkubaltuk 1 mg/ml EDTA jelenlétében. Az LDL
szeparalashoz a plazma stiriségét 1.3 g/ml-re allitottuk be KBr-dal, és egy 39 ml térfogati
Quick-Seal cs6ben kétrétegli gradienst készitettiink tigy, hogy 10 ml beallitott stirliségii
plazmara fizioldgias soéoldatot rétegeztiink. Az LDL-t egylépéses gradiens
ultracentrifugalassal izolaltuk (302000g, 4°C, 3 o6ra, VTi 50.2 rotor, Beckman
Instruments). Kisebb plazmatérfogat esetén (1.5 ml) a plazma strtaségét 1.21 g/ml-re

allitottuk be, majd egy 5.1 ml térfogati Quick-Seal csében készitettiik el a gradienst, és
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egy lépésben ultracentrifugaltuk (228000g, 90 perc, 4°C, VTi 65.2 rotor, Beckman
Instruments). Az LDL frakciok agar6z gélelektroforézissel homogén béta-lipoproteinnek
bizonyultak. Az LDL mintdkat 4°C-on taroltuk, razastol ¢és fénytdl oOvtuk,
fehérjetartalmukat BCA protein modszerrel (Pierce) hataroztuk meg.

3.5. Az LDL oxidativ rezisztencidjanak meghatarozasa

Az LDL oxidativ rezisztenciajanak mérésére munkacsoportunk kidolgozott egy modszert
(93), melynek alapja az LDL hem medialta lipid-peroxidacidja. A kinetikai mérés soran a
hem degradacigjat kovetjiik 405 nm-en LDL-t (200 pg/ml), HEPES puffert (10 mmol/l),
hemet (5 pmol/l) és hidrogén-peroxidot (75 pmol/l) tartalmazé 200 pl végtérfogath
reakcidelegyben, automata Microplate Reader Model EL340-nel (Bio-Tek Instruments),
96-well plate-en 37°C-on, 4 6ran keresztiil. Az LDL oxidativ rezisztenciajat a AT at Vmax
értékkel jellemeztiik, mely a hem degradacié sebességmaximumaig eltelt id6t jelenti.

3.6. Az LDL oxidativ modosulasanak detektalasa

3.6.1. Konjugalt dien meghatarozas

Az LDL konjugilt dién tartalmét 234 nm-en fotometraldssal hataroztuk meg (10), az 50
ug/ml fehérjetartalmira higitott LDL mintakbol. Néhany esetben a konjugalt dién
képzddésének kinetikajat kovettiik 234 nm-en, 37°C-on, az LDL-t (200 pg/ml), hemet
vagy hem-arginatot (5 uM) és hidrogén-peroxidot (75 uM) tartalmazé reakcidelegyben.
3.6.2. Tiobarbitursav reaktiv anyagok meghatarozasa

300 pl 200 pg/ml koncentracioja LDL-hez 600 pl tiobarbitursav reagenst adtunk (0.375 g
2-tiobarbitursav, 2,08 ml 12 M HCIL, 15 ml triklér-ecetsav 100 ml-ben), majd 15 percig
forraltuk 100°C-on. Szobahdmérsékletlire hitottiik, és centrifugaltuk 10.000g-vel, 15
percig. A tiszta feliiliszot fotometraltuk 532 nm-en. A koncentraciészamitdshoz hasznalt
extincids koefficiens 1.56 x 10° M 'em™ volt, és az eredményeket nmol TBARS/mg LDL

protein egységben adtuk meg (10).
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3.6.3. Az LDL lipid-hidroperoxid tartalmanak meghatarozasa

Az LDL lipid-hidroperoxid tartalmat a Simon Wolft altal leirt Ferrous Oxidation in Xilenol
orange (FOX) modszerrel hataroztuk meg (94), az eredményeket nmol LOOH/mg LDL
protein egységben adtuk meg.

3.6.4. Az LDL fluoreszkamin-reaktiv amin-csoportjainak meghatdrozasa

adtunk ugy, hogy az LDL végkoncentracioja 50 pg/ml legyen. Vortexelés utan fél oran at
sOtétben szobahdn inkubaltuk, majd a fluoreszencia intenzitast mértik 390 nm-es
gerjesztd, és 475 nm-es emisszios filterrel. A meghatarozadshoz standardként lizint
hasznaltunk, és az eredményeket mol reaktiv amincsoport/mol LDL egységben adtuk meg
(10).

3.6.5. Az LDL elektroforetikus mobilitisanak vizsgalata

Az LDL minték elektroforetikus mozgékonysagat agar6z gélelektroforézissel vizsgaltuk a
Hydragel LIPO+Lp(a) kit (Sebia) segitségével.

3.7. LDL asszocialt vas és hem kimutatasa

A vasat spektrofotometridsan vas-ferrozin komplexet képezve mutattuk ki (10) redukalo
kornyezetben. 130 pl 1.5 mg/ml fehérje tartalmtt LDL mintahoz 117 pl vas-puffert adtunk
(1M acetat puffer, pH 4.5, mely tartalmazott még 3% SDS-t, 170 mM aszkorbinsavat és
5.3 mM Na,S,0s-0t), 15 percig 37°C-on inkubéltuk, majd 562 nm-en fotometraltuk (A,).
A mintakhoz ezutan 13 pl ferrozin reagenst (9 mM ferrozin, 328 mM tiourea) adtunk,
tovabbi 15 percig inkubaltuk, majd ujra leolvastuk az abszorbanciat 562 nm-en (A;). A
vaskoncentracio kiszamitasahoz a 2.79 x 10* M 'em™extincios koefficienst hasznaltuk az
Aj-A, abszorbancidra vonatkoztatva. Az LDL asszocialt hem mennyiségét is fotometridsan

hataroztuk meg. 100 pl 1,5 mg/ml-es LDL mintahoz 300 ul hangyasavat adtunk, majd 398
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crer

segitségével szamitottuk ki.

3.8. Endothelialis sejt citotoxicitas vizsgalat

Az endothelidlis sejteket 24 lyuka sejttenyészté edényben tenyésztettiik. Az Osszefiiggd
sejtréteget haromszor mostuk Ca®" és Mg”" ionokat tartalmazo HBSS pufferrel, majd a
sejtekre LDL-t (200 pg/ml) és hemet (SuM) tartalmazé média 199-et tettiink. 4-5 oOrés
tovabbi 6-12 oran keresztiil inkubaltuk, hogy az MTT-t az é16 sejtek metabolizaljak. Az ¢é16
sejtek altal termelt formazant feloldottuk 100 pl 10% SDS-ben és 500 ul forrd
izopropanol-HCI (98:2) elegyben, majd 570 nm-en fotometraltuk. Vas-porfirinekkel
végzett kisérleteinkben a sejteket 2 pCi >'Cr izotoppal jeldltiik, majd mosas utan 1 6ran
keresztiil inkubaltuk a vas-porfirinek 5 uM-os oldataival. Az igy eldkezelt sejteket ezutan
hidrogén-peroxiddal (100 uM) vagy aktivalt neutrofil granulocitdkkal (2:1 PMN:
endothelidlis sejt ardny) 2 oran keresztiil oxidativ stressznek tettiik ki, majd a sejtekbol
kijutott és a sejten beliil maradt *'Cr izotép aranyabol specifikus citotoxicitast szamoltunk.

3.9. Hem-oxigendaz enzimaktivitds mérése

A hem-oxigenaz enzimaktivitds meghatarozasdnak sordn az endothelidlis sejtekbdl
szeparalt mikroszéma bilirubin-generald képességét mérjiik (58). Az endothelialis sejteket
10 cm atmérdji sejttenyésztd edényben tenyésztettiik. A sejtréteget haromszor mostuk,
majd kiilonbozé vas-porfirinekkel (10 uM), vagy hemproteinekkel elokezelt plazmakbol
szeparalt LDL mintakkal (50 pg/ml) kezeltiik. 1 6ra mulva eltavolitottuk a porfirineket,
valamint az LDL-t a sejtekrdl, és médiaban tovabbi 8 6ran keresztiil inkubaltuk, majd
mostuk és a sejteket felkapartuk. A sejtszuszpenziot centrifugaltuk (1000g, 10 perc, 4°C), a
sejteket MgCl,-ot (2 mM) tartalmazé foszfat (100 mM, pH 7.4) pufferben

felszuszpendaltuk, haromszor lefagyasztottuk (-70 °C) és felengedtiik, végiil szonikaltuk,
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¢és centrifugaltuk (18800g, 4°C, 10 perc). A feliiluszéhoz patkdnymdj citoszolt (2 mg),
hemet (20 uM), gliikk6z-6-foszfatot (2 mM), gliikdz-6-foszfat dehidrogenazt (0.2 U), és
NADPH-t (0.8 mM) adtunk, és 1 oran keresztiil, 37°C-on sotétben inkubaltuk. A képzddott
bilirubint kloroformmal extrahéaltuk, és fotometraltuk 464 és 530 nm-en. A képzddott
koefficienst (40 mM'cm™) hasznalva szamitottuk ki. A hemoxigenaz enzimaktivitast
képzddott bilirubin pmol/mg endothelidlis sejtfehérje/60 perc egységben adtuk meg.

3.10. Ferritin meghatarozas

Az endothelidlis sejtek ferritin tartalmdnak mérésénél a sejteket a HO enzimaktivitas
mérésnél leirtak szerint kezeltiik, az LDL illetve a porfirinek eltavolitasa utdn 16 oraig
inkubéltuk, majd a sejteket Tris (10 mM), EDTA (5 mM), NaCl (150 mM) pufferben (pH
7.2) feloldottuk, amely tartalmazott még 1% Triton-X-100-at, és 0.5 % Nonidet P-40-et. A
mintdk ferritin tartalmdt az IMx ferritin enzyme immunoassay system (Abbott
Laboratories) segitségével a Klinikai Kémiai és Molekularis Patologiai Intézetben
hataroztuk meg.

3.11. Northern analizis

Vas-porfirinekkel valamint LDL mintékkal végzett HO-1, valamint H- és L-ferritin mRNS
indukcios kisérleteinkben az endothelialis sejteket a hem-oxigenaz enzimaktivitas mérésnél
leirtakkal azonosan kezeltiik, azzal a kiilonbséggel, hogy a mintdk eltavolitdsa utan a
sejteket csak 4 Oraig inkubdltuk tovabb médidban. A sejteket mostuk hideg HBSS
pufferrel, majd RNS-t preparaltunk az RNA STAT-60 kit (Tel-Test Inc., Friendswood)
segitségével. Az RNS mintdkat (15 pg/minta) agardz gélelektroforézissel valasztottuk szét.
Denaturald agensként a gél és a futtatopuffer is formaldehidet tartalmazott. A mintak
egyenletes felvitelét a gélre a riboszomalis RNS alegységek azonos intenzitasu ethidium-

bromidos festddésével bizonyitottuk. Az elvalasztott RNS-eket elektroblottolassal pozitiv
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toltésti nylon membranra transzferaltuk, majd UV fénnyel hozzakdotottilk a membranhoz
(UV Stratalinker, Stratagene). A membrant biotinnal jelolt (Bioprime DNA Labeling
System, Gibco) human HO-1 ¢cDNS-sel hibridizaltuk (58), és a probakat kemilumineszens
modszerrel (Photogene Nucleic Acid Detection System Version 2.0, Gibco) detektaltuk.
Vas-porfirinekkel végzett kisérleteinkben a membrant **P izotoppal jeldlt cDNS-ekkel
hibridizaltuk. A kapott autoradiogrammokat denzitometraltuk, igy a mRNS-ek mennyisége

OD egységekben is kifejezheto.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. VAS-PORFIRINEK ES AZ ENDOTHELIUM

Az alabbi kisérletekben a hem szubsztitudlt szarmazékait, valamint hem-arginatot
hasznaltunk. A szubsztitudlt szarmazékok kialakitdsa soran a vinil oldallancok cserélddtek

H-re (vas-deuteroporfirin IX), szulfonat csoportokra (vas-deuteroporfirin IX, 2,4-
biszulfonat), propionat csoportokra (vas-coproporfirin III), vagy glikol csoportokra (vas-
deuteroporfirin IX, 2,4-diglikol).

4.1.1. Vas-porfirinek oxidativ agensekkel szembeni szenzitizalo hatasa endothelialis
sejteken

Munkacsoportunk elézetes eredményei alapjan a hem fokozza a hidrogén-peroxiddal vagy
aktivalt neutrofil granulocitdkkal el6idézett endothelidlis toxicitast. Kisérletiinkben a fent
emlitett vas-porfirinek hatasat hasonlitottuk 6ssze a hemmel (4. &bra). Endothelidlis
sejteket 1 oran keresztiil inkubaltunk M199-nel, hemmel, hem-arginattal (HA), vas-
deuteroporfirin IX, 2,4-biszulfonattal (Fe-DPBS), vas-coproporfirinnel (Fe-CP), vas-
deuteroporfirin 1X, 2,4-diglikollal (Fe-DPDG), valamint vas-deuteroporfirin IX-cel (Fe-
DP). A porfirinek eltdvolitasa utan a sejteket (A) hidrogén-peroxiddal, vagy (B) aktivalt
PMN sejtekkel kezeltiik, majd meghataroztuk a sejtpusztulas mértékét. A hem és a vas-
deuteroporfirin hatasara erételjes toxicitast tapasztaltunk mind a hidrogén peroxiddal, mind
az aktivalt neutrofilokkal kezelt sejtekben. A tobbi vizsgalt vas-porfirin és a hem-arginat
sem okozott endothelidlis szenzitizalast. Ennek magyardzata lehet, hogy a hem-arginat,
valamint a szulfonattal, propionattal, illetve glikollal szubsztitualt szarmazékok

hidrofilebbek mint a hem, vagy a vas-deuteroporfirin.
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4. dbra Vas-porfirinek oxidativ stresszel szembeni szenzitizal6 hatasa

Konfluens °'Cr izotoppal jeldlt endothelidlis sejteket 1 6ran keresztill inkubaltuk médiaval, hem, hem-
arginat, vas-deuteroporfirin IX, 2,4-biszulfonat, vas-koproporfirin III, vas-deuteroporfirin IX, 2,4-diglicerol,
ezutan mostuk HBSS pufferrel, majd 2 oran keresztiil (A) hidrogén-peroxiddal (100 pmol/l), illetve (B)
aktivalt neutrofil granulocitdkkal (2:1 PMN:endothelidlis sejt arany) kezeltiik. Az eredmények 3,

duplikatumban végzett kisérlet atlagai.
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4.1.2. Vas-porfirinek hatasa citoprotektiv gének indukcidjara
Endothelidlis sejtekben a hem hem-oxigenaz mRNS ¢és fehérje szintézist indukal.
Megvizsgaltuk a kiilonbozd hidrofobicitasu vas-porfirinek hatasat human umbilikalis véna

endothelidlis sejtek HO-1 mRNS szintjére (5. abra), és HO enzimaktivitasara (6. abra).
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5. abra Vas-porfirinek HO-1 mRNS indukcioja

(A) Hem-oxigenaz-1 mRNS analizishez human umbilikalis véna endothelialis sejteket 60 percig média 199-
nel, hem, hem-arginat, vas-deuteroporfirin IX, 2,4-biszulfonat, vas-coproporfirin III, vas-deuteroporfirin IX,
keresztiil porfirinmentes médiummal inkubaltuk. RNS-t izolaltunk, elektroforézis és blottolas utdn **P-vel

jelolt hem-oxigendz-1 cDNS probaval hibridizaltuk a membrant. (B) A membran denzitometralasaval kapott
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OD egységekben kifejezett HO-1 mRNS indukci6. (C) A riboszémalis RNS két alegységének ethidium-

bromidos festése.

Endothelidlis sejtekben a hem-arginat ¢s a vas-deuteroporfirin a hemhez hasonldé mértéki
hem-oxigendz-1 mRNS indukciot okozott, mig a tobbi vas-porfirin nem emelte a HO-1
mRNS szintet a kontrol szintje {ol¢.

Megmértiik a vas-porfirinekkel kezelt sejtek hem-oxigendz enzimaktivitasat is. Amint az a
6. dbran lathatd, a hem-arginat és a vas-deuteroporfirin kezelés a sejtek hem-oxigenaz
enzimaktivitasat a hemhez hasonléan megemelte, mig a tobbi porfirinszdrmazéknak nem

volt jelentds hatdsa az enzimaktivitésra.
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6. abra. Vas-porfirinek hatasa endothelialis sejtek hem-oxigenaz enzimaktivitasara

Hem-oxigenaz enzimaktivitds mehatarozasahoz huméan umbilikalis véna endothelidlis sejteket 60 percig

média 199-nel, hem, hem-arginat, vas-deuteroporfirin IX, 2,4-biszulfonat, vas-coproporfirin III, vas-

s

majd tovabbi 8 oran keresztiil porfirinmentes médiummal inkubaltuk. A sejtek HO enzimaktivitasat a
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moddszerek fejezetben részletezett modon hataroztuk meg. Az eredmények 3, duplikdtumban végzett kisérlet

atlagai.

A hem-arginat nem szenzitizélta a sejteket a reaktiv oxigénfajtdkkal szemben, de a hemhez
¢s a vas-deuteroporfirinhez hasonldéan bejutott a sejtekbe, amit a hem-oxigendz mRNS
indukcio, ¢és a megemelkedett enzimaktivitds bizonyit. A sejtek hemfelvétele
szérummentes tapfolyadékbol kozel azonos mértékii hem ¢€s hem-arginat 5 pmol/l
sejtfehérje hem-arginat hatasara 5.04, hem hatasara 3.94 nmol/mg-ra emelkedik. Szérum
jelenlétében is van hemfelvétel, de csak 2 nagysagrenddel toményebb (600 umol/l) hem
illetve hem-arginat koncentraciok mellett.

A hem-oxigenaz gén hemindukcioja egyilitt jar a sejtek ferritin tartalmanak emelkedésével.
Kovetkez6 kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy ez igy van-e a tobbi porfirin esetében is. A
vas-porfirinekkel kezelt sejtekbdl a ferritin mindkét alegységének (H és L) mRNS

indukciojat, és a sejtek ferritin tartalmat mértiik meg (7. abra).
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7. abra. Vas-porfirinek hatdsa a ferritin expresszidjara

(A) Humén umbilikalis véna endothelidlis sejteket 60 percig média 199-nel, hem, hem-arginat, vas-
deuteroporfirin IX, 2,4-biszulfonat, vas-coproporfirin III, vas-deuteroporfirin 1X, 2,4-diglikol, illetve vas-
médiummal inkubaltuk. RNS-t izolaltunk, elektroforézis és blottolas utan a membranokat **P izotoppal jelolt
H-, illetve L-ferritin cDNS probakkal hibridizaltuk. A mintafelvitel egyenletességét a riboszomalis RNS 28S
alegységének egyenletes festodése bizonyitja. (B) A ferritin szint meghatarozasanal a sejteket ugyanugy
kezeltiik, mint a Norhern analizisnél. 16 oraval a porfirinek eltavolitidsa utan a sejteket feloldottuk, és a

ferritin szintet megmértiik. Az eredmények 3, duplikatumban végzett kisérlet atlagai.
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A vas-deuteroporfirin a hemhez hasonloan megemelte a ferritin szintjét az endothelilis
sejtekben. Ezzel szemben a hem-arginat szignifikans (p<0.004 a kontrolhoz viszonyitva),
de sokkal kisebb mértékli ferritin szintemelkedést okozott. A ferritin konnyii és nehéz
lancat kodold6 mRNS-ek szintjét nem befolyasoltdk a vizsgalt porfirinek. Ennek a
magyarazata, hogy a ferritin szintézis szabalyzasa poszttranszkripcios szinten zajlik.

A hem kezelés hatasara indukalodé hem-oxigenaz enzim hasitja a hem gytrit, ami CO ¢s
bilirubin képzddéssel jar. A reakcioban a vas kiszabadul a porfiringytiriibdl, ami ferritin
indukciot okozhat (95). Hem-arginatot haszndlva a hem-oxigendz szubsztratjaként
kevesebb bilirubin képzddését tapasztaltuk (79.7 £ 12.8 pmol bilirubin/mg sejtfehérje/60
perc), mintha ugyanilyen koncentracioban (20 uM) hemet alkalmaztunk (259.1 + 22.1
pmol bilirubin/mg sejtfehérje/60 perc) szubsztratként. Ez magyarazhatja a kisebb mértékii
ferritin szintemelkedést a hasonld hem-oxigendz indukci6 ellenére is a hem-arginattal ¢és a
hemmel kezelt sejteket 6sszehasonlitva.

Munkacsoportunk korabbi munkaiban kimutatta, hogy a ferritin megvédi a sejteket az
oxidativ sejtkarosodasokkal szemben (58). Endothelidlis sejteket vas-porfirinekkel
kezeltiink 1 6ran keresztiil, majd 15 6ranyi inkubélas utdn hemmel és hidrogén-peroxiddal
erbteljes oxidativ hatasnak tettlik ki a sejteket, és meghataroztuk a specifikus citotoxicitast
(8. abra). A hem illetve a vas-deuteroporfirin el6kezelés a sejteket ellendllova tette a
hemmel és hidrogén-peroxiddal eldidézett toxikus hatassal szemben. A hem-arginat, vas-
deuteroporfirin IX, 2,4-biszulfonat, a vas-coproporfirin III, illetve a vas-deuteroporfirin IX,
2,4-diglikol eldkezelés azonban nem csokkentette a hem ¢€s hidrogén-peroxid citotoxikus

hatasat.
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8. abra. Az endothelium eldkezelése vas-porfirinekkel

Human umbilikalis véna endothelidlis sejteket 1 oran at el6kezeltink M199-nel, hem hem-arginat, vas-
deuteroporfirin IX, 2,4-biszulfonat, vas-coproporfirin III, vas-deuteroporfirin IX, 2,4-diglikol, illetve vas-
tapfolyadékban inkubaltuk. A sejteket ezutdn hemmel (5 pmol/l) kezeltiik 60 percig, majd H,O, (100 pumol/l)
hatasanak tettiik ki. 2 ora elteltével megmértiik a specifikus citotoxicitast. Az eredmények 3, duplikatumban

kivitelezett kisérlet atlagai.
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Az oxidalt LDL toxikus az endotheliumra. Az LDL hem illetve hem-arginat katalizalta
lipid-peroxidaciojat oxidacios termékek — konjugalt dién, lipid-hidroperoxid, valamint
LDL hem, illetve hem-arginat katalizalta lipid-peroxidacidjanak kinetikdja kiilonbozik
egymastol. A 9. abran a hemmel és hidrogén-peroxiddal, illetve a hem-arginattal és

hidrogén-peroxiddal kivaltott LDL lipid-peroxidaciot konjugalt dién képzddéssel kovettiik.

Konjugalt dién
(OD at 234 nm)

0,6 T T T T T 1

1dd (perc)

9. dbra. A hemmel illetve hem-arginattal katalizalt LDL lipid-peroxidacio kinetikdja.

LDL-t (200ug/ml) (A) hemmel (5uM) (OJ), hem-arginattal (5uM) (O), hemmel és H,0,-dal (75uM) (H),
hem-arginattal és H,O,-dal (@), valamint csak H,O,-dal kezeltiink (A). A lipid-peroxidaciot fotometriasan
234 nm-en, 37°C-on 120 percig kovettiik.

A reakcié maximalis sebességének eléréséig eltelt id6 (AT at Vmax) a hem-arginattal
katalizalt reakcional hosszabb volt (82 perc), mint a hemmel katalizaltnal (51 perc), és a
reakcid maximalis sebessége is kisebb volt (66.6 mOD/min), mint hem katalizis esetén

(112.7 mOD/min). Hidrogén-peroxid hidnyaban lipid-peroxidacidé nem kovetkezett be sem
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a hemmel, sem a hem-arginattal kezelt LDL-ben a mérés iddtartama alatt (120 perc).

Azonban hosszabb inkubalas soran a hem ¢€s a hem-arginat 6nmagaban eldidézi az oxidativ

modosuléasokat (I. tablazat).

Hem hatasara 18 ora alatt az LDL-ben megemelkedik a konjugalt diének, lipid-

hidroperoxidok és a tiobarbitursav-reaktiv anyagok koncentracioja. Hem-argindt hatasara

ugyanekkora mennyiségii oxidacids termék 36 ora alatt keletkezik.

0 ora 18 ora 36 ora
LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL
+ + + + + +

Paraméter Hem HA Hem HA Hem HA
Conj. Dién 0.245+0.004 0.276£0.006 0.289+0.001 0.260+0.002 1.058+0.002 0.282+0.003 0.258+0.007 1.120+0.011 1.150+0.047
(OD at 234 nm)
TBARS 0.07+0.01 0.10+0.02 0.10+0.01 0.09+0.03 10.48+1.27 0.25+0.09 0.12+0.03 8.69+1.61 11.07+2.08
(nmol/mg LDL)
Total LOOH 9.5+0.2 9.0£0.7 9.8+0.1 8.0+0.2 140.7£2.5 9.7£0.2 7.5%1.8 156.9£8.2 165.1£15.6
(nmol/mg LDL)

I. tablazat Konjugalt dién, tiobarbitursav-reaktiv anyagok, és lipid-hidroperoxid képzddése

hemmel illetve hem-arginattal kezelt LDL-ben

LDL-t (200pg/ml) hemmel (5pM) illetve hem-arginattal (SuM) inkubaltunk, a tablazatban jelzett ideig

levegén. A lipid-peroxidaciot konjugalt dién, tiobarbitursav-reaktiv anyagok (TBARS) és lipid-hidroperoxid

(LOOH) koncentracié mérésével monitoroztuk. A feltiintetett eredmények 3, duplikdtumban végzett kisérlet

atlagai.

A hemmel és H,O,-dal, valamint a hem-arginattal és H,O,-dal kezelt LDL-ek citotoxikus

hatdsa is kiilonbozik (10. abra). A hem-arginattal kezelt LDL toxicitasa szignifikdnsan

kisebb, mint a hemmel kezelté (p<0.004).
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10. &bra Hemmel illetve hem-arginattal kezelt LDL-ek citotoxikus hatasa

Human umbilikalis véna endothelialis sejteket hemmel (5 umol/l) és H,O,-dal (75 umol/l), hem-arginattal (5
pmol/l) és H,0,-dal, illetve csak H,0,-dal kezelt, vagy nativ LDL-lel (200pg/ml) inkubaltuk 4 oran
keresztiil, majd meghataroztuk a specifikus citotoxicitast. A kontrol sejteket lipoprotein mentes HBSS

pufferrel inkubaltuk. A feltiintetett eredmények 3, duplikdtumban végzett kisérlet atlagai.

Az oxidalt LDL alacsonyabb koncentracidban hem-oxigendz mRNS-t indukal, és a sejtek
HO enzimaktivitasat is fokozza. Megvizsgaltuk a hemmel illetve hem-arginattal modositott
LDL hatasdt a hem-oxigenaz expresszidjara. A hemmel ¢€s hidrogén-peroxiddal
kondicionalt LDL az endothelialis sejtekben erdteljes HO-1 mRNS indukciét valtott ki (11.
abra), ami egyiitt jart az enzimaktivitas fokozodasaval (12. 4dbra). Ezzel szemben a nativ,
vagy a hidrogén-peroxiddal elokezelt LDL nem emelte sem a HO mRNS szintet, sem az
enzimaktivitast. A sejteket hem-arginattal ¢s hidrogén-peroxiddal kondicionalt LDL-lel
kezelve HO-1 mRNS indukcidt és enzimaktivitas fokozddast tapaszaltunk, de mértékiik
szignifikansan alacsonyabb volt, mint a hem/H,0,-kondicionalt LDL 4altal kivaltott hatas

(p<0.001).
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11. abra Hemmel illetve hem-arginattal kondicionalt LDL-ek hatdsa a HO-1 mRNS
indukciojara

(A) Human umbilikalis véna endothelialis sejteket 1 6ran keresztiil inkubaltuk nativ LDL-lel (50 pg/ml),
H,0,-dal (6.25 umol/l) kezelt LDL-lel, hemmel (1.25pumol/) és H,0,-dal kezelt LDL-lel, illetve hem-
arginattal (1.25 umol/l) és H,O,-dal kezelt LDL-lel. A negativ kontrol sejteket 1 6ran at HBSS pufferrel, a
pozitiv kontrolt hemmel (10umol/l) kezeltiik. A reakcioelegyek eltavolitasa utan a sejteket tovabbi 4 oran at
tapfolyadékban inkubaltuk, majd RNS-t izoladltunk, elektroforézis utin blottoltuk, és a membrant
hibridizaltuk **P izotoppal jel6lt HO-1 cDNS probaval. (B) A membran denzitometralaséval kapott OD

egységekben kifejezett HO-1 mRNS indukcié. (C) A riboszomalis RNS két alegységének ethidium-bromidos

festése.
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12. 4bra Hemmel illetve hem-arginattal kondicionalt LDL-ek hatdsa a hem-oxigenaz

enzimaktivitasra.
Human umbilikalis véna endothelialis sejteket a HO-1 mRNS indukci6 vizsgalatanal leirt modon kezeltiink.
A reakcidelegyek eltavolitasa utan tovabbi 8 oran keresztiil tapfolyadékban inkubaltuk a sejteket, majd

meghataroztuk a HO enzimaktivitast. A feltiintetett eredmények 3, duplikatumban kivitelezett kisérlet atlagai.
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4.2. HEMPROTEINEK PRO-OXIDANS ES CITOTOXIKUS HATASA

Az alabbi kisérletekben hem és €lettanilag jelentds hem-fehérjék hatasat vizsgaltuk az LDL
biologiai hatdsukat is teszteltilk human umbilikalis véna endothelidlis sejteken.

4.2.1. Hemproteinekkel kezelt plazmdbdl szarmazo LDL-ek citotoxikus hatdsa
Endothelidlis sejteket hemmel vagy kiilonb6z6 hemproteinekkel kezelt plazmabol
szarmazo LDL hatasanak tettiik ki. A sejtekre a hemmel, illetve a methemoglobinnal
inkubalt plazmabdl szarmazé LDL-ek toxikusak voltak (13A abra). A ferrohemoglobin,
metmioglobin és citokrom c¢, melyekben a hem csoport erdsen kotédik a fehérjéhez, nem
tették toxikussa az LDL mintakat. Ezen eredmények alapjan azt feltételeztiik, hogy a
toxikus LDL kialakuldsdban nagy szerepe van a hem kiszabadulasanak a fehérje
kornyezetébdl. Ezért a methemoglobin hem csoportjat megprobaltuk erdsebben kotni
cianddal illetve haptoglobinnal (96). A cianomethemoglobinnal illetve haptoglobinhoz
kotott methemoglobinnal kezelt plazmakboél szarmazé LDL-ek nem voltak toxikusak (13A
abra). A ferrohemoglobinnal inkubalt plazméabol szarmazé LDL nem volt toxikus az
endothelidlis sejtekre, azonban munkacsoportunk (62) és mas szerzok eredményei alapjan
(97-98) feltételeztiik, hogy a ferrohemoglobin methemoglobinna alakulhat neutrofil
eredetli oxidansok hatdsdra. Ha a plazmahoz a ferrohemoglobin mellett aktivalt PMN
sejteket is adtunk, akkor 30 perc alatt a ferrohemoglobin koriilbelil 70%-a
methemoglobinna alakult, és a szeparalt LDL a sejtek 66%-at elpusztitotta (13B abra). Ha
a plazmdhoz ferrohemoglobint és nyugvo PMN-cket, vagy aktivalt PMN sejteket de
ferrohemoglobint nem adtunk, akkor a szeparalt LDL nem idézett el6 sejtpusztulast. Az
LDL-t nem tette toxikussa a plazmahoz egyiittesen adott ferrohemoglobin és forbol-észter
sem. A ferrohemoglobin aktivalt neutrofil medialta oxidacidja katalaz enzimmel gatolhato,

jelenlétében az LDL kevésbé valik toxikussa.

36



80 +
70 -
60 -
50 A
40 -
30

% Specifikus citotoxicitas

10 -

Plazma Plazma Plazma Plazma Plazma Plazma Plazma Plazma
B - Hem  FerroHb MetHb MetMb Cytc CMetHb MetHb-Hp

70
60 -
50

30 -
20 -

% Specifikus citotoxicitas

10 +

Plazma Plazma Plazma Plazma Plazma Plazma
FerroHb FerroHb - FerroHb FerroHb
PMN/PMA PMN/PMA PMN PMA

13. abra Hemproteinekkel kezelt plazméakbodl szarmazoé LDL-ek citotoxikus hatasa

(A) Konfluens huméan umbilikalis véna endothelidlis sejteket nativ LDL-lel (200 pg/ml protein), valamint
hemmel (80uM), ferrohemoglobinnal (20 uM), methemoglobinnal (20 uM), metmioglobinnal (80uM),
citokrom c-vel (80uM), cianomethemoglobinnal (20 uM), illetve haptoglobinhoz ko6tdtt methemoglobinnal
(20 uM), kezelt plazmabol szeparal LDL-lel 4 6ran at inkubaltuk, majd MTT modszerrel meghataroztuk a
specifikus citotoxicitast. (B) Endothelialis sejteket nativ LDL-lel, illetve ferrohemoglobinnal (20 uM),
ferrohemoglobinnal és forbol-észterrel (PMA, 500 ng/ml) )aktivalt neutrofilokkal (10/ml), aktivalt
neutrofilokkal, ferrohemoglobinnal és nyugvé neutrofilokkal, valamint ferrohemoglobinnal és forbol-

észterrel elokezelt plazmakbol szeparalt LDL mintakkal inkubaltuk 4 6ran keresztiil, majd MTT moddszerrel
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meghataroztuk a specifikus citotoxicitast. A feltiintetett eredmények 3, duplikdtumban végzett kisérlet

atlagai.

4.2.2.0xidativ modifikacio kimutatasa hemproteinekkel kezelt plazmakbol szarmazo LDL

mintakban

A hemproteinekkel kezelt plazmakbol szarmazo LDL-ek oxidativ rezisztencidjat a
munkacsoportunk altal kidolgozott hem-medialta lipid-peroxidacion alapulé modszerrel
(93) mértiik meg kozvetleniil a szeparalds utan, és az azt kovetd négy napon. Az oxidativ

rezisztenciat a hem-degradaci6 maximalis sebességéig eltelt idovel (AT at Vmax )

jellemeztiik.

120

100 &

AT at Vmax (%)
B N o0
(e} (a) o

(\*]
(e

1dd (napok)

14. &bra Hem és hemproteinek hatdsa az LDL oxidativ rezisztencidjara plazmaban

Plazmat 80uM hemmel (A), 20 puM ferrohemoglobinnal (O), 20 uM methemoglobinnal (M),80uM
metmioglobinnal (@), 80uM citokrom c-vel (<), 20 uM cianomethemoglobinnal (O), illetve 20 uM
haptoglobinhoz kotott methemoglobinnal (@), inkubaltunk 2 o6ran keresztiil, majd LDI-t szeparaltunk, €s

mértiik az LDL oxidativ rezisztenciajat a modszerek fejezetben részletezett moédon a szeparalas napjan, és az

azt kdvetd 4 napon.
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A hemmel kezelt plazméabol szeparalt LDL oxidativ rezisztencidja a szeparalast kdvetd
napra gyakorlatilag nullara csokkent (14. abra). Lasstibb, de a harmadik napra ugyanilyen
aranyu csOkkenést figyeltiink meg, ha a plazmat methemoglobinnal inkubaltuk az LDL
szeparalas el6tt. Ferrohemoglobinnal kezelve a plazmat az LDL oxidativ rezisztencidja
nem csokkent a 4 nap alatt. Ha a methemoglobint haptoglobinnal ekvimolaris aranyban
adtuk a plazméahoz, nem tapasztaltunk AT at Vmax csokkenést, és akkor sem, ha a plazmat

cianomethemoglobinnal, citokrom c-vel vagy metmioglobinnal kezeltik. Az oxidativ

rezisztencia mellett az LDL mintdkban kiilonb6zé lipid-peroxidacios termékek
koncentraciojat is mértiik (II. tablazat).
Paraméter Plazma Plazma Plazma Plazma Plazma Plazma
+ + + + +

Hem FerroHb MetHb MetHb+Hp CianometHb
AT at Vipax 3130 £ 272 150 £ 118 3190 £ 346 300 £ 189 3721 £ 762 3480 £ 722
(s)
Konj. Dién 0.175 + 0.011 0483 £ 0.099 0.170 + 0.05 0.321 + 0.026  0.189 + 0.027  0.166 = 0.005
(OD at 234 nm)
TBARS 0.32 + 0.09 1422 + 1.46 034 + 0.21 6.65 + 0.52 021 + 0.12 031 + 0.14
(nmol/mg LDL)
LOOH 534 £ 228 142.82 + 2593 7.50 = 449 101.5 + 35.02 5.04 £ 1.29 472 + 3.17
(nmol/mg LDL)
a-tocopherol 771 £ 2.26 0.80 + 0.86 7.59 + 093 0.71 £ 0.78 6.88 = 0.39 729 + 1.09

(mol/mol ApoB-100)

II. Tablazat Lipid-peroxidéciot jellemzd paraméterek hemproteinekkel kezelt plazméakbol
izolalt LDL mintakban

Hemmel (80 uM), ferrohemoglobinnal (20 pM), methemoglobinnal (20 pM), haptoglobinhoz kotott
methemoglobinnal (20 uM), illetve cianomethemoglobinnal (80 uM) kezelt plazmakbol szeparalt LDL-ek
oxidativ rezisztenciaja, konjugalt dién-, tiobarbitursav-reaktiv anyagok-, lipid-hidroperoxid-, valamint o-

tocopherol koncentracioja a szeparalast kovetd 3. napon. A feltiintetett adatok 5 kisérlet atlagai.
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A hemmel illetve methemoglobinnal elddézett oxidativ rezisztencia csokkenésével
parhuzamosan az LDL-ek E vitamin tartalma erdteljesen lecsokkent, ¢és emelkedett
konjugalt dién, TBARS ¢és LOOH tartalmuk. Ezzel szemben a haptoglobinhoz kotott
methemoglobin €és a cianomethemoglobin sem okozta az LDL-ek oxidativ
rezisztenciajanak csokkenését, sem az a-tocopherol szint csokkenését. Ezekben a
mintakban lipidperoxidacios termékek megjelenését sem tapasztaltuk.

A plazmahoz adott ferrohemoglobin 6nmagaban nem okozott LDL modifikaciot, azonban
ha a hemoglobint aktivalt PMN sejtekkel egyiitt adtuk a plazméhoz, akkor a szeparalt LDL
oxidativ rezisztenciaja és a-tocopherol tartalma lecsokkent, és a szeparalast kovetd 3.
napon mért lipid-peroxidaciés termékek szintje magasabb volt, mint a kontrol LDL-ben
(III. tablazat). A plazmahoz adott aktivalt PMN sejtek onmagukban nem okoztak LDL
oxidaciot, ¢és akkor sem kovetkezett be LDL modosulas, ha a ferrohemoglobinon kiviil

nyugvo PMN sejteket, vagy forbol-észtert adtunk a plazmahoz.

Paraméter Plazma Plazma+Hb Plazma+Hb Plazma Plazma+Hb Plazma+Hb
+ + + +

PMN/PMA PMN/PMA PMA PMN

AT at Vina 3100 + 330 3060 + 364 320 £ 91 3260 + 302 3180 + 432 3060 + 432

(s)

Konj. Dién 0.170 £ 0.004  0.176 + 0.008 0.308 + 0.089  0.180 + 0.015 0.185 = 0.010  0.169 + 0.013

(OD. 234 nm)

TBARS 0.24 + 0.13 0.47 + 0.24 2.57 £ 0.83 0.29 £ 0.09 031 + 0.17 022 + 0.18

(nmol/mg LDL

LOOH 3.85 + 2,12 335 £ 1.19 8243 + 4.26 378 £ 2.52 342 + 2.60 421 + 1.82

(nmol/mg LDL)

a-tocoperol 7.65 + 1.18 7.59 £ 093 0.45 + 033 7.02 + 0.34 8.09 + 1.10 7.60 £ 1.17

(mol/mol ApoB-100)

III. tablazat Az LDL oxidativ modifikacigja ferrohemoglobinnal és aktivalt neutrofil

granulocitakkal kezelt plazmaban
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Ferrohemoglobinnal (20 uM), ferrohemoglobinnal ¢és forbol-észterrel (PMA, 500 ng/ml) aktivalt
neutrofilokkal (10/ml), aktivalt neutrofilokkal, ferrohemoglobinnal és nyugvo neutrofilokkal, valamint
ferrohemoglobinnal és forbol-észterrel eldkezelt plazmakbol izolalt LDL-ek oxidativ rezisztenciaja, konjugalt
dién, TBARS, lipid-hidroperoxid és a-tocopherol tartalma a szeparalas utani 3. napon. A feltiintetett adatok 3

kisérlet atlagai.

Az LDL oxidativ médosulasa soran az apoB-100 fehérje toltésviszonyai is megvaltoznak,
igy az LDL-ek elektroforetikus mobilitdsanak vizsgalataval is igazolhatd az oxidativ
modifikacié kialakuldsa. A hemmel és methemoglobinnal kezelt plazmakbdl szarmazo
LDL-ek a pozitiv pélus felé gyorsabban vandoroltak, hasonldéan az oxidalt LDL-hez. Ezzel
szemben a ferrohemoglobinnal, metmioglobinnal, illetve citokrom c-vel kezelt plazmakbol
szarmaz6 LDL-ek a nativ LDL-lel egylitt vandoroltak (15. abra).

Nativ Oxidalt Plazma Plazma Plazma Plazma Plazma Plazma
LDL LDL - Hem  FerroHb MetHb MetMb Cytc

15. abra Hemproteinek hatasa az LDL elektroforetikus mobilitasara plazmaban

Hemmel (80 uM), ferrohemoglobinnal (20 pM), methemoglobinnal (20 uM), metmioglobinnal (80 uM),
illetve citokrém c-vel (80 uM) kezelt plazmakbol szeparalt LDL-ek (3 pg/minta) eletroforetikus mobilitasat

hasonlitottuk 6ssze nativ, illetve oxidalt LDL-lel.

A hem ¢és a methemoglobin altal okozott LDL modifikacié id6- és dozisfiiggd.
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Hem koncentracio AT at Vmax (%) Konjugalt dién (OD 234 nm)

(umol/T) 24 ora 48 ora 24 ora 48 ora
5 100 98.2 0.1563 0.1602
10 87.7 79.1 0.1682 0.1727
20 75.5 6.9 0.1877 0.2721
40 2.0 2.1 0.2572 0.2857

IV. tdblazat Az LDL hem-medialta oxidacidjanak idd- és dozisfiiggése

Plazmat 5,10,20, illetve 40 uM hemmel 2 6ran at inkubaltunk, majd meghataroztuk az LDL-ek oxidativ

sres

Plazmahoz névekvé koncentracidoban hemet illetve methemoglobint adtunk, és mértiik az
LDL-ek oxidativ rezisztenciajat, konjugalt dién tartalmat (IV. tablazat) és elektroforetikus
parhuzamosan fokozodott az LDL oxidativ modifikacioja; csokkent az oxidativ
rezisztencia, ndtt a konjugélt dién tartalom, és az LDL fehérjerészén bekovetkezd

toltésszam valtozas miatt gyorsult az LDL andd (+) felé vandorlésa.

Plazma Plazma Plazma Plazma
MetHb - 20 UM 40uM 80uM Ox. LDL Nativ LDL

crer

Plazmat 2 6ran keresztiil 20, 40, illetve 80 uM methemoglobinnal inkubaltunk, majd LDL-t szeparaltunk, és

meghataroztuk a mintak elektroforetikus mobilitasat.
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4.2.3. Az LDL oxidativ modifikacioja in vivo koriilmények kozott

Yachie ¢s munkacsoportja 1999-ben publikaltak egy cikket egy HO-1 deficiens betegrol
(60), akinek kronikus intravaszkuléris hemolizise, és endothelidlis sejtkarosodasa volt. A
gyerek plazmajabol izolalt LDL toxikus volt human umbilikalis véna endothelialis
sejtekre, hasonldéan ahhoz az LDL-hez, melyet methemoglobinnal inkubalt normal
plazmabol izolaltunk (17. abra). A gyerek plazmajanak spektruma alapjan (18. abra)
megallapitottuk, hogy a plazméjdban 1évé hemoglobin tilnyomd része (80%)

methemoglobin, koncentracidja pedig 60 pmol/l koriili.

% Specifikus citotoxicitas

10

. m -

Nativ HO-1 def. Kontrol Plazma
LDL LDL LDL MetHb

17. d&bra HO-1 deficiens beteg LDL-jének citotoxikus hatasa

Humén umbilikalis véna endothelidlis sejteket nativ LDL-lel, a HO-1 deficiens beteg plazmajabol izolalt
LDL-lel, egy egészséges kontroltél szdrmazd LDL-lel valamint methemoglobinnal el6kezelt plazmébol
szeparalt LDL-lel kezeltink 4 o6ran keresztil, majd MTT modszerrel meghataroztuk a specifikus

citotoxicitast. A feltiintetett eredmények 2, triplikatumban kivitelezett kisérlet atlagai.
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18. dbra A HO-1 deficiens beteg plazmajanak spektruma

A HO-1 deficiens beteg plazmajat fiziologias sooldattal meghigitottuk, spektrumat felvettiik (folytonos
vonal), és dsszehasonlitottuk egészséges kontrol plazmahoz adott 2.5 pM ferrohemoglobin (szaggatott vonal)

¢és 2.5 uM methemoglobin (pont-vonal) spektrumaval.

A gyerek LDL-jének fokozott elektroforetikus mobilitdsa volt (19. abra) hasonloan a
methemoglobinnal eldkezelt plazmabol izolalt LDL-hez, ami a pozitiv toltésti csoportok
szamanak csOkkenésével magyarazhatd. Ezt a szabad amin csoportok szdmanak
meghatdrozasaval is bizonyitottuk, ami a HO-1 deficiens beteg LDL-jében 732 mol/mol

apoB-100 volt, szemben a kontrol LDL-ben mért 978 mol/mol apoB-100 értékkel.

44



Nativ Ox. HO-1def. Plazma Plazma Nativ
LDL LDL LDL FerroHb MetHb LDL

19. dbra A hem-oxigendz-1 deficiens beteg LDL-jének lipid elektroforézise
Nativ LDL (3 pg), oxidalt LDL, a HO-1 deficiens beteg plazmajabol, ferrohemoglobinnal (20 pM) illetve

methemoglobinnal (20 uM) inkubalt plazmakbol szarmaz6 LDL-ek elektroforézise agar6z gélen.

A betegbdl izolalt LDL oxidativ rezisztencidja gyakorlatilag nulla volt, és a-tocopherol
tartalma is nagyon alacsony, 0.2 mol/mol apo B-100 volt (V. tablazat). A HO-1 deficines
beteg LDL-jének oxidativ modosultsagat szamos fliggetlen modszerrel bizonyitottuk.
LDL-jében magas volt a konjugalt diének, lipid-hidroperoxidok, és tiobarbitursav-reaktiv
anyagok szintje. Ezeket az adatokat 62 egészséges kontroltol levett, és a beteg plazméjaval
azonos modon tarolt és kezelt plazmakbdl izolalt LDL eredményeivel hasonlitottuk ossze.
Statisztikai modszerekkel bizonyitottuk, hogy a beteg LDL-jének paraméterei kiviil esnek

a normal populécion beliili szorason.
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Paraméter Kontrol plazmakbol A HO-1 deficiens

izolalt LDL (n=62) beteg LDL-je

Atlag SD Min Max Atlag SD
AT at Vi 3040.6 5152 2220 4740 120 57
(s)
Konj. dién 0.1794  0.0156 0.1471 0.2203 0.436 0.055
(OD at 234 nm)
TBARS 0.316 0.094 0.128 0.577 1.75 0.31
(nmol/mg LDL)
LOOH 4.689 1.417 2.170  8.140 32.6 2.53
(nmol/mg LDL)
a-tocopherol 7.91 1.85 432 14.56 0.20 0.11

(mol/mol ApoB-100)

V. tablazat A HO-1 deficiens beteg LDL-jének lipid-peroxidacidos paraméterei

Osszehasonlitva egészséges kontrolok LDL mintaival

Egészséges oOnkéntesektél és a HO-1 deficiens beteg plazmajabol azonos korilmények kozott LDL-t
szeparaltunk, és meghataroztuk a mintdk oxidativ rezisztenciajat, konjugalt dién, TBARS, lipid-hidroperoxid

¢és a-tocopherol tartalmat.

A HO-1 deficiens beteg plazmajabdl izolalt LDL vastartalma 8 mol/mol apoB-100 volt.
Egészséges kontrol plazmaval végzett kisérletben ezzel 0sszemérhetd mennyiségli hem-
asszociaciot mértiink, ha a plazmat 2 oran keresztiil 60 uM hemmel inkubaltuk a z LDL
izolalas el6tt. 72 oranyi tarolds sordan a hem degradalodott az LDL-ben, és a vas-tartalom
2.9 mol/mol apo B-100-re emelkedett. A HO-1 deficiens beteg LDL-jében hemet nem

tudtunk kimutatni.
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4.2.4. Citoprotektiv anyagok indukcidja hemproteinekkel kezelt plazmabdl izolalt LDL-lel

Endothelialis sejteket szubletalis dozisu, methemoglobinnal kezelt plazmébol izolalt LDL

hatdsanak tettiik ki. A sejtekben erdteljes hem-oxigenaz mRNS indukciot,

€és

enzimaktivitas novekedést tapasztaltunk (20. abra), mely egylitt jart a ferritin szintjének

emelkedésével (21. abra).
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20. dbra Hem-oxigenaz mRNS- és fehérjeinducio hemproteinekkel kezelt plazmakbol

izolalt LDL hataséara
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(A-B) Human umbilikalis véna endothelidlis sejteket hemmel (80 uM), ferrohemoglobinnal (20uM),
methemoglobinnal (20uM), illetve metmioglobinnal (80uM) el6kezelt plazmabol izolalt LDL mintakkal (50
pg/ml) kezeltiik, majd tovabbi 4 6ran keresztiil lipoprotein mentes médiummal inkubaltuk. RNS-t izolaltunk,
elektroforézis és blottolas utdn a membranokat biotinnal jelolt HO-1 cDNS-ekkel hibridizaltuk. (C) A
mintafelvitel egyenletességét a riboszomalis RNS alegységeinek egyenletes festddése bizonyitja. (D) A HO-1
enzimaktivitds meghatarozasanal a sejteket ugyanugy kezeltilk, mint a Norhern analizisnél. 8 6raval az LDL

minték eltavolitasa utan mértilk a HO aktivitast. Az eredmények 3, duplikatumban végzett kisérlet atlagai.

35 1
30 1
25 1
20 1

15 1

Ferritin
(ng/mg sejtfehérje)

10 1

Plazma Plazma Plazma Plazma Plazma
Hem FerroHb MetHb MetMb

21. ébra Ferritin szintemelkedés hemproteinekkel kezelt plazmabol szarmazé LDL

hatasara

A ferritin mérésénél az endothelialis sejteket a HO indukcional leirtak szerint kezeltiik, majd az LDL mintak
eltavolitasa utan 16 oraval mértiikk a sejtek ferritin tartalmat. A feltiintetett adatok 3 duplikdtumban végzett

kisérlet atlagai.

A methemoglobinnal inkubalt plazmabol szarmaz6 LDL-hez hasonléan, a hemmel
eldkezelt plazméabol szarmazd LDL is indukalta a hem-oxigenazt. Ezzel szemben a
ferrohemoglobinnal eldinkubalt plazmabdl szeparalt LDL nem valtoztatta meg a sejtek
HO-1 mRNS tartalmat és HO enzimaktivitasat. A ferritin fehérje szintjében hasonl6 irany
valtozasokat tapasztaltunk. A hemmel eldkezelt plazmabdl izolalt LDL megduplazta a

ferritin tartalmat, mig a ferrohemoglobinnak nem volt ilyen hatasa. Mivel a ferritin
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szintézis szabalyzasa poszttranszkripcids szinten zajlik, igy ezek a kezelések nem
befolyasoltak a ferritin két alegységének mRNS szintjeit. A hem-oxigenaz €s a ferritin
szintézisben bekdvetkezett valtozasok nem magyarazhaték az LDL-hez asszocialddott hem
jelenlétével, mert a hem az LDL modosulasa soran degradaldédik. Ha antioxidansokkal
megakadalyozzuk az LDL oxidaciojat, nem kovetkezik be sem hem-oxigenaz, sem ferritin
indukcid, annak ellenére, hogy az LDL hem tartalma magas marad.

A ferrohemoglobinnal inkubalt plazmabol szarmazé LDL nem indukalta a citoprotektiv
géneket, azonban ha a plazmahoz egyidejiileg aktivalt neutrofil granulocitakat is adtunk,
akkor az izolalt LDL hem-oxigendz mRNS indukcidt €s enzimaktivitas fokozodast okozott
(22. abra), ami egylitt jart a ferritin szintjének emelkedésével (23. abra). Ezzel szemben, ha
az aktivalt neutrofil granulocitdkat ferrohemoglobin-mentes plazmahoz adtuk, nem
kovetkezett be sem hem-oxigenaz sem ferritin indukcid. Ugyancsak nem volt hatasa sem a
HO, sem a ferritin expressziora a ferrohemoglobinnal és nyugvo neutrofilokkal inkubalt
plazmabol szarmazoé LDL-nek.

A hem-oxigenaz-1 deficiens beteg LDL-jével kezelt egészséges endothelialis sejtek HO-1
enzimaktivitasa 163 pmol bilirubin/mg sejtfehérje/60 min volt, szemben a kontrol sejtek 35
pmol bilirubin/mg sejtfehérje/60 min enzimaktivitasaval, és a ferritin szint is

megduplazodott a beteg LDL-jével kezelt sejtekben (15.4 vs. 26 ng/mg sejtfehérje).
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22. 4dbra Ferrohemoglobint és aktivalt neutrofilokat tartalmazé plazmabol izolalt LDL hem-

oxigenaz indukciodja
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(A-B) Humén umbilikalis véna endothelilis sejteket nativ LDL-lel, illetve ferrohemoglobinnal (20 uM),
ferrohemoglobinnal és forbol-észterrel (PMA, 500 ng/ml) aktivalt neutrofilokkal (107/ml), aktivalt
neutrofilokkal, ferrohemoglobinnal és nyugvo neutrofilokkal, valamint ferrohemoglobinnal és forbol-
észterrel eldkezelt plazmakbol szeparalt LDL mintakkal (50 pg/ml) kezeltiik, majd tovabbi 4 6ran keresztiil
lipoprotein mentes médiummal inkubaltuk. RNS-t izolaltunk, elektroforézis és blottolas utan a membranokat
biotinnal jelolt HO-1 ¢cDNS préobaval hibridizaltuk. (C) A mintafelvitel egyenletességét a riboszomalis RNS
alegységeinek egyenletes festddése bizonyitja. (D) A HO-1 enzimaktivitdas meghatarozasanal a sejteket
ugyanugy kezeltiik, mint a Norhern analizisnél. 8 6raval az LDL mintdk eltavolitasa utan mértik a HO

aktivitast. Az eredmények 3, duplikdtumban végzett kisérlet atlagai.
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23. éabra Ferrohemoglobint és aktivalt neutrofilokat tartalmazdé plazmabdl izolalt LDL
ferritin indukcioja
A ferritin mérésénél az endothelialis sejteket az el6z6 abranal leirtak szerint kezeltiik, majd az LDL mintak

eltavolitasa utan 16 oraval mértiik a sejtek ferritin tartalmat. A feltiintetett adatok 3 duplikdtumban végzett

kisérlet atlagai.
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5. OSSZEFOGLALAS

Akut porfiridk kezelésében sikeresen alkalmazzak a hemet, annak ellenére, hogy a
kezelésnek gyakran sulyos, az érrendszert érinté mellékhatdsai vannak. Hem-arginatot
alkalmazva a mellékhatasok nem jelentkeznek. Kisérleteinkben a hem-arginat, szemben a
hemmel nem fokozta a hidrogén-peroxiddal, illetve aktivalt neutrofil granulocitakkal
eldidézett endothelidlis citotoxicitast. A vizsgalt hem analdgok koziil a vas-deuteroporfirin
IX, 2,4-biszulfonat, a vas-koproporfirin III, és a deuteroporfirin I1X, 2,4-diglikol szintén
nem szenzitizalta a sejteket. Ezzel szemben a lipid oldékony vas-deuteroporfirin IX
fokozta az oxidativ sejtkarosodast.

integritasat. A hemmel oxidalt LDL toxikus az endothelialis sejteke. A hemel illetve hem-
arginattal katalizalt LDL lipid-peroxidacié kinetikaja eltér. A hem-arginattal katalizalt
reakcional hosszabb a reakcid maximalis sebességéig eltelt id6 (AT at Vmax), és a
propagacios fazisban mért maximalis sebesség is lassubb, mint a hemmel katalizalt
hogy a hem-arginat kevésbé képes oxidalni az LDL-t mint a hem. Ennek kovetkeztében a
hem-arginattal és hidrogén-peroxiddal kondicionalt LDL kevésbé volt toxikus human
endothelidlis sejtekre, mint a hemmel és hidrogén-peroxiddal kezelt LDL.

Annak ellenére, hogy a hem-arginat nem fokozta az oxidansok medidlta citotoxicitast, a
hemhez ¢és a vas-deuteropofirinhez hasonldan bejut a sejtekbe, és hem-oxigenaz mRNS
indukcidt, valamint HO enzimaktivitds-novekedést okoz. A hem-oxigendz indukcidja
egyiitt jar a ferritin szintjének emelkedésével. Azonban a hasonlé mértéki HO indukcio
ellenére a hem-arginattal kezelt sejtekben a ferritin szintje csak megdupldzodott, mig a
hemmel kezelt sejtek ferritin szintje husszorosa volt a kontrolnak. Bilirubin képzddés

alapjan bizonyitottuk, hogy a hem.-arginat rosszabb szubsztratja a hem-oxigenaznak mint a
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hem, igy a reakcidoban kevesebb vas valik szabadd4a, ami magyarazhatja a ferritin
indukcioban mért kiilonbségeket a hemmel illetve hem-arginattal kezelt sejtek kozott. A
vas-porfirinek nem befolyasoltak a sejtek H- és L-ferritin mRNS szintjeit, ami a ferritin
szintézis poszttranszkripcios szabalyzasaval magyarazhat6.

A hem kezelés hatasara bekovetkez6 HO ¢€s ferritin indukcid a sejteket rezisztenssé teszi
egy normal esetben toxikus oxidativ sokkal szemben. Szamos tanulmanyban bizonyitottak,
hogy a rezisztencia kialakuldsaért a ferritin a felelds. A ferritin az oxidativ karosodasban
kozponti szereppel bird intracelluléris vasat katalitikusan inaktiv formaban megkdti. Hem
illetve vas-protoporfirin kezelés hatasara a sejtek hem-oxigendz ¢s ferritin szintje
jelentésen megemelkedett, s a sejtek rezisztensek voltak a hemmel és hidrogén-peroxiddal
eloidézett oxidativ stresszel szemben. Hem-arginat hatidsara a sejtekben bekdvetkezd
jelentés hem-oxigendz, de csekély mértékli ferritin indukcid6 nem nyujtott védelmet a
hemmel és hidrogén-peroxiddal kivaltott citotoxicitds ellen. A hidrofilebb tulajdonsaga
vas-porfirinek: a vas-deuteroporfirin IX, 2,4-biszulfonat, a vas-koproporfirin III, és a vas-
deuteroporfirin IX, 2,4-diglikol nem indukaltak a hem-oxigendzt és a ferritint sem, igy az

oxidativ rezisztencia sem alakult ki a kezelt sejtekben.

A hem-katabolizmus defektusanak sulyos patologiai kovetkezményei vannak mind human
HO-1 deficiencia esetén, mind HO-1 knock out egerekben. A hem direkt mddon toxikus,
ezen tal mi egy masik utat is feltételeztiink, melyben a hem az LDL oxidativ
illetve methemoglobinnal inkubalt plazmakbdl izolalt LDL mintak toxikusak voltak human
endothelialis sejtekre. Hasonléan toxikus LDL-t izoldltunk a HO-1 deficiens beteg
plazmajabol. A toxikus LDL kialakulasaban kozponti szerepe van a ferrohemoglobin

methemoglobinna alakulasanak, ugyanis a methemoglobinb6l a hem kiszabadul, mig a
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LDL-be annak ellenére, hogy a plazmdban magas koncentracioban vannak jelen specifikus
¢s aspecifikus hemkotd fehérjék. A hem-fehérje kotés erdsitésével példaul a
cianomethemoglobinban, vagy haptoglobinhoz kotott methemoglobinban a hem csoport
stabilizal6dik, és nem alakul ki toxikus LDL. A hemmel illetve methemoglobinnal inkubalt
plazmakbdl szarmaz6é LDL-ek oxidativ modifikaltsagat tobb mddszerrel bizonyitottuk. Az
LDL-ekben lipid-peroxidacids termékek jelentek meg, E vitamin tartalmuk és oxidativ
rezisztenciajuk lecsokkent, elektroforetikus mobilitasuk fokozodott. A HO-1 deficiens
beteg plazmajanak spektralis analizisébdl kideriilt, hogy plazmajaban nagyon magas a
methemoglobin koncentracidja (~60 uM), igy nem meglepd, hogy LDL-jének
tulajdonsdgai a methemoglobinnal inkubalt plazmabdl szarmazé LDL tulajdonsagaihoz
hasonlitottak. A ferrohemoglobin 6nmagaban nem idézte eld az LDL oxidativ
szeparalt LDL oxidalt volt.

Az oxidalt LDL endothelidlis sejtekben citoprotektiv géneket, hem-oxigendzt és ferritint
indukédl. A hemmel illetve methemoglobinnal kezelt plazmdkbol izoladlt LDL hatdséara
human umbilikélis véna endothelialis sejtekben HO-1 mRNS indukcidt, és a hem-oxigenaz
aktivitds fokozodasat tapasztaltuk. E mellett a sejtek ferritin szintje is megemelkedett. A
ferrohemoglobinnal kezelt plazmabol izolalt LDL nem fokozta a hem-oxigenaz és a ferritin
expressziojat, azonban aktivalt neutrofil granulocitdk jelenlétében az LDL indukalta a
hem-oxigendzt és a ferritint is.

A HO-1 deficiens betegbdl izolalt LDL egészséges human endothelilis sejtekben fokozta

a hem-oxigenaz enzimaktivitast, és a ferritin szintet is megduplazta.
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