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2. Roviditések jegyzéke

ASC: apoptdzis-asszocialt fehérje

BCA: bicinkoniniksav

CD163: differenciacios klaszter-163

CKD: kronikus veseelégtelenség

CM: komplett médium

DAB: diamino-benzidin

DAMP: veszély/sejtkarosodés asszocialt molekularis mintazatok
DAPI: 4’,6-diamidino-2-fenilindol

DCF: 2',7'-dichlorofluorescein

DIC: disszeminalt intravaszkularis koagulacio
ECLIA: elektrochemilumineszcens immunoassay
FBS: magzati szarvasmarha szérum

FCS: magzati borji szérum

FD: fluoreszcens jelintenzitas

FHb: ferrilhemoglobin

FITC: fluoreszcein-izotiocianat

FtL: L-ferritin

FtH: H-ferritin

G6PD: gliik6z-6-foszfat-dehidrogenaz enzim
GAPDH: gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
GBM: glomerularis bazalmembran

GPX: glutation-peroxidaz

GR: glutation-reduktaz

GSH: redukalt glutation

H2DCFDA: 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat
HBSS: Hank féle pufferolt sooldat

Hb: hemoglobin

HMOX: hem oxigenaz-1 gén

HUS: hemolitikus urémias szindroma

HO-1: hem oxigenaz-1 enzim

H202: hidrogén-peroxid



HUS: hemolitikus urémids szindroma

HUVEC: human umbilikalis véna endothelsejt

Hp: haptoglobin

HRP: tormaperoxidaz

Hx: hemopexin

ICAM: intercellularis adhézids molekula

IL: interleukin

LPS: lipopoliszacharid

MetHb: methemoglobin

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid
NADPH: redukalt nikotinsavamid—adenin-dinukleotid-foszfat
NLRP3: Nod-like receptor csalad pyrin domént hordoz6 fehérje 3
OD: optikai denzitas

PAMP: patogén asszocialt molekularis mintazatok

PBS: foszfat puffer

PHZ: fenilhidrazin

PNH: paroxizmalis nochturnalis hemoglobinuria

ROS: reaktiv oxigén gyokok

RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 sejttenyészté médium
SDS: natrium-dodecil szulfat

SOD: szuperoxid-dizmutaz

TBARS: tiobarbitursav-reaktiv vegyiiletek

TBS-T: Tween 20-tartalmu Tris pufferelt sooldat

TLRA4: Toll-szerti receptor-4

TNFao: tumor nekrozis faktor-alfa

TTP: thrombotikus thrombocytopénias purpura

Tris: tris-hidroximetil-aminometan

VCAM: vaszkularis sejt adhézids molekula

WT-1: Wilms-tumor-1 antigén



3. Bevezetés

Az oxigén-szallitd hemoglobin (Hb) molekula szamara a vorosvértesteken beliili
mikrokdrnyezet védelmet jelent a szervezetben folyamatosan képzddo reaktiv oxigéngyokok
(ROS) oxidativ hatasaval szemben. Intravaszkularis hemolizissel jaré koérallapotokban azonban
a Hb az extracellularis térbe jut. Az extracellularis térben jelenlévé Hb potencialisan veszélyes,
ugyanakkor magas vastartalmanal fogva értékes molekula, keringésbdl valo eltavolitasat a
plazma akut fazis fehérjéje, a haptoglobin (Hp) végzi. Massziv intravaszkuldris hemolizis
esetén a plazma extracellularis Hb tartalma meghaladhatja a Hp kotokapacitasat, mely a Hb
plazmaban val6 akkumulacigjat idézi eld. A plazmdban jelenlévd oxidativ kornyezetben a Hb
oxidacidja kovetkezik be, amikor is kiilonféle oxidacids allapoti Hb-formak megjelenésével

kell szamolnunk. Az oxidalt Hb-formak k6zos tulajdonsaga, hogy a hem prosztetikus csoportot
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1. dbra A vorosvértestekbol szabadda valé hemoglobin sorsa

A vorosvértestekbodl a plazmaba keriild6 Hb ROS-ok hatasara oxidalodik. A szabad Hb-t a
haptoglobin koti meg és tavolitja el a keringésb6l. Az oxidalt Hb-r6l kénnyedén
ledisszociald, igy szabadda valé hem csoportot a hemopexin segit eltdvolitani a keringésbdl,
de mas fehérjékhez is képes kotddni (pl. az-mikroglobulinhoz, albuminhoz,
lipoproteinekhez). Forras: Gozzelino R, Jeney V, Soares MP. Mechanisms of cell protection
by heme oxygenase-1. Annu Rev Pharmacol Toxicol. 2010;50:323-5.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20055707
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20055707

A hem egy prooxidans ¢és proinflammatorikus tulajdonsdgi molekula, plazmabol valo
eliminacidjat a plazma hemkotd akut fazis fehérjéje, a hemopexin (Hx) végzi, melynek a Hp-
hoz hasonléan véges a kapacitasa, igy massziv intravaszkularis hemolizist kovetden a hem
akkumulalédik a plazmaban (7. dbra). Intravaszkularis hemolizis esetén az ereket béleld
endothelsejtek tekinthetok a plazméban akkumuldlodé Hb-formak és a hem elsodleges
cellularis célpontjanak. A hemrdl ismert, hogy az endothelsejteket nagymértékben érzékenyiti
oxidativ stresszel szemben, mely hatdsért a hemben taldlhaté vas-ion tehetd felel6ssé. Az
oxidalt Hb-formak pedig endothelsejt aktivacidt indukalnak.

Massziv intravaszkularis hemolizist kovetden a plazmaban akkumulal6édo Hb és a hem
egy része a vesén keresztiil a vizeletbe sziirddik at, és feltételezziik, hogy ezek a molekuldk
nephrotoxikus hatasuk révén kozvetleniil hozzajarulnak a hemolitikus betegségeket kisérd akut
veseelégtelenség kialakuldsahoz.

A podocytdk hosszu életli, a vese sziliréfunkcidjaban jelentds szerepet betdltd sejtek,
azonban hem stressz tiir6 képességiik kevéssé ismert. Munkank soran igy azt a célt tliztiik ki,
hogy a podocytdk Hb-formdkra illetve hem stresszre adott valaszat vizsgaljuk, és
Osszehasonlitjuk az irodalomban sokkal részletesebben tanulmanyozott endothelsejt hem

stresszre adott valaszaival.



4. Irodalmi attekintés

4.1. A vese kivalaszto mikddése

4.1.1. A glomerulus felépitése

A vese feladata a szervezetben képz6do anyagcesere végtermékek eltavolitasa a vérbol.
A vese funkcionalis egysége a nefron, melybsl egy emberi vese 1-2,5 milliot tartalmaz®. A
nefronnak része a glomerulus (2. dbra). Az itt kivalasztodo elsdleges sziirlet fehérjétél és
alakos elemektdl mentes ultrafiltratum, melynek képzddése a glomeruléris kapillarisok és a
Bowman-tok kozott kialakult szemipermeabilis membranon keresztiil valosul meg. Ezt a
szemipermeabilis membrant alkotja a fenesztralt endothelsejtek, a glomerularis bazalmembran
¢és a podocytak (vagy visceralis epithelsejtek) harmas egysége. A vér az afferens arteriolan
keresztiil jut a glomeruléris kapillarishdlozatba, majd az efferens arteriolan tavozik.? A kettd
kozott fennalld magas hidrosztatikai nyomas, valamint a koncentracié gradiens a hajtoereje a
kis molekuldk (viz, ionok, aminosavak, gliikkdz, urea, stb.) tdvozasanak, mig a nagyméretii
plazmafehérjéket (pl. albumin, hemoglobin, stb.) a membran nem engedi at. A glomerularis
kapillarisok endothelsejtjei transzcellularis poérusokat tartalmaznak, ezeket nevezik
fenesztraknak®. A fenesztrak az endothelsejtek felszinének kb. 20%-at teszik ki%. A
makromolekuldk tekintetében a fenesztralt és a nem fenesztralt endothelsejtek permeabilitasa
azonos mértékii*. A glomerularis kapillarisok lumenét és a fenesztrak felszinét a negativ toltésii
glycocalyx boritja, mely plazmakomponenseket adszorbeal a felszinen kialakitva ezzel az
endothelt fedo sejtfelszini réteget. Az endothelsejtek a glomerulus fejlodése soran a podocytak
differencialodasanak csak késdi fazisaban jelennek meg, azonban fontos szerepet toltenek be a
podocyték életben maraddsaban®.

A mesangium a glomerulus kozéppontjaban helyezkedik el. A mezangialis sejtek nem
kozvetleniil, de kontaktusban allnak a podocytdkkal: a podocytdk karosoddsa mezangialis
sejtproliferacidhoz vezet, mig a mezangium karosodasa a podocytdk levalasdhoz ¢s
kovetkezményes proteinurdhoz. Fontos szerepet toltenek be a glomerulus fejlédésében és a

podocytak differencialodasaban®.



2. abra A glomerulus anatomiai felépitése

Az abra a glomerulust felépit6é négyféle sejttipust szemlélteti. A fenesztralt endothelsejtek, a
podocytak és a kozottik elhelyezkedd bazalmembran egy szemipermedbilis membrant
alkotnak. A mesangialis sejtek és a mezangidlis matrix szerkezeti megerdsitést nyujtanak a
glomerularis érgomolyag szamara.

Pod: podocyta, PEC: parietalis epithel sejt, MC: mezangialis sejt, GEC: glomerularis
endothelsejt, BS: Bowman-tok iirege, PT: proximalis tubulus, DT: disztalis tubulus, AA:
afferens arteriola, EA: efferens arteriola.

(Forras: Rizaldy P. Scott and Susan E.Quaggin: The cell biology of renal filtration. 2015, J.
Cell Biol. Vol. 209; No. 2: 199-210)

4.1.2. A podocytik szerepe

A fejlédés soran az ureterbimbo6 hatasara a nem differencialt mesenchymabol alakulnak
ki a podocytdk®. Glomerulusonként atlagosan 550 podocyta taldlhaté’. Az S-alaku testecske
1étrejottének stadiumaban figyelhetdk meg legkorabban podocytdk, melyek mar expresszaljak
a podocytakra jellemzd nefrin és podocin fehérjéket® 1%, Ezek a korai podocytak vaszkularis
endothelialis novekedési faktort termelnek, melynek hatasara megindul az endothelsejtek
bevandorlasa az S-alakii vesekezdeménybe. Ebben a stadiumban a podocytdk még
hengerhamhoz hasonlo sejtréteget alkotnak. A sejtek kozotti lateralis Osszekottetések azonban
a fejlodés eldrehaladtaval felbomlanak, kialakulnak a [abnytlvanyok és a podocytak vandorolni
kezdenek a kapillarisok mentén®. A podocytak végleges, érett fenotipusa epithelidlis és
mesenchymalis jellegeket is hordoz!!. A podocytédk terminalis differencialoddsa szintén a
fejlédési folyamat soran kovetkezik be. A sejtciklus miikodését serkentd fehérjék expresszidja
csokken, mig a sejtciklust gatlo fehérjéké (p27, p57) nd, mely folyamatok 6sszesége vezet el a
sejtciklus ledllasahoz ¢és a postmitotikus allapot kialakuldsdhoz az érett differencialt

podocytaknal'?,
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A differencialt podocytak sejtszerkezete igen kiilonleges, csillag alaku sejttestjiikbol
polipoid labnyulvanyok (pedicelek) nének ki, melyek fadgszeriien elagaznak. Megfigyelhetok
kisebb (masodlagos) és nagyobb méretli (els6dleges) nyulvanyok egyarant. Az elsddleges
nyulvanyok mikrotubulusokat és intermedier filamentumokat tartalmaznak, mig a masodlagos
pedicelek aktin filamentekben gazdagok és fokalis adhézidkon keresztiil horgonyozzak ki a
podocytdkat a glomerularis bazalmembranhoz (GBM). A podocytdk sejttestie és
labnyulvanyai egymashoz fésiifogszeriien illeszkedve beboritjdk a glomerularis kapillarisok
felszinét (3. dbra).? A szomszédos podocytak egymassal érintkezé masodlagos labnytilvanyai
kozott jon létre a résdiafragma, melyet specidlis intercellularis junkciok alkotnak. A
résdiafragma egy szerkezetileg pordzus teriilet, mely szelektiven képes visszatartani a nagy
molekulatomegil plazmafehérjéket a képzddo ultrafiltratumbol. A résdiafragmat alkoto fehérjék
kozott talalhatd két, a podocytakra nézve karakterisztikus fehérje, a nefrin és a podocin. A
labnytlvanyok levalasa egyértelmii jele a podocytak karosodasanak €s szorosan Osszefligg az

albuminuria és a proteinuria megjelenésével?,

3. dbra A glomerulus anatomiai felépitése

(A) A pésztazo elektronmikroszkoppal késziilt felvételen lathatd a glomerulus, melyben a
podocytak teljes egészében beboritjdk a kapillarisok felszinét. (B) A képen egy podocyta
lathatd nagy nagyitdsban a szertedgazo és egymasba fonddo labnyulvanyaival. (C) A
glomerularis érgomolyag ontvény modellje a kapillarisrendszer tekervényes felépitését
szemlélteti (F. Hossler felvétele, East Tennessee State University, Johnson City, TN). (D) A
pasztazo elektronmikroszkoppal késziilt felvételen a glomeruléris kapillaris felszine lathato
a porusokkal (fenesztrakkal). Mérce (A) 20 um, (B-D) 1 um, (C) 50 um.

(Forras: Rizaldy P. Scott and Susan E.Quaggin: The cell biology of renal filtration. 2015, J.
Cell Biol. Vol. 209; No. 2: 199-210)
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4.2. Intravaszkularis hemolizis

4.2.1. Az intravaszkularis hemolizis klinikai megjelenési formadai

Szamos hematoldgiai betegségnek lehet elsddleges vagy masodlagos koroki tényezdje
az intravaszkularis hemolizis. A vorosvértestek szétesése elsédleges koroki tényezé sarlosejtes
anémiaban, thalasszémidban, paroxizmalis nocturnalis hemoglobinuridban (PNH), valamint
gliikk6z-6-fosztat-dehidrogendz deficiencidban (G6PD). Masodlagos koroki tényezd az
intravaszkularis hemolizis hemolitikus urémias szindromaban (HUS) és thrombotikus
thrombocytopénias purpuraban (TTP).

Sarldsejtes anémiaban a krizis sordn a plazméaban mérheté szabad Hb és szabad hem
koncentraciodja elérheti a 25 uM-t (alapallapotban 5-10 uM a plazmaban a Hb-szint ezeknél a
betegeknél). A plazma Hb- és hemkotd fehérjéi, a Hp és a Hx ekkora koncentraciok mellett
depletalodnak, teljes mértékben eltiinnek a keringésbdl!*. Egyes feltételezések szerint a szabad
Hb-nak és a szabad hemnek jelentOs szerepe lehet a vaszkularis komplikaciok kialakulasaban
sarlosejtes betegeknél. Ebben a prooxidativ kornyezetben a Hb-bol metHb képzddik, mely
konnyen elengedi a hem-csoportot (1. abra). Hp és Hx hianyaban a szabad hem a plazma egyéb
komponenseihez kotddhet, mint példaul albumin vagy lipoproteinek (1. dbra). A hem hidrofob
jellegének koszonhetéen atjuthat a sejtmembranokon, bejuthat az endothelsejtek
citoplazmajaba. A TLR-4 ttvonal aktivalasan keresztiil proinflammatorikus €s prothrombotikus
vélaszt indit el eldsegitve ezzel a vér alakos elemeinek Osszetapadasat és az érelzarodas
kialakulasat™>16,

A megkozelitdleg 40 napon tal tarolt vérkészitmények beadasakor fokozott a veszélye
az akut hemolitikus transzfzios reakcio kialakulasanak, mivel a tarolas soran a vorosvértestek
fragilissd és az immunvalasszal szemben sériilékenyebbé valnak!’. In vivo allatkisérletben
tengerimalacokat massziv  vératomlesztésben részesitettek, melynek kovetkeztében
poszttranszfuzidos hemolizis kovetkezett be. A szabad Hb-szint a plazmaban és az allatok
vizeletében is magas volt, emellett akut veseelégtelenség, hipertenzid és vaszkularis karosodas
alakult ki. Amennyiben az éllatok a transzfizidval egyidoben Hp-t is kaptak intravéndsan, a
vaszkularis és a vesekarosodas mértéke nem volt olyan kifejezett. Ezek a vizsgalatok
alatamasztjdk a Hp szerepét az intravaszkularis hemolizis altal eldidézett rendlis tubularis
kéarosodas kivédésében?’.

Sulyos bakterialis infekcid, parazita-infekcid (malaria) és szepszis esetén is kialakulhat
hemolizis. Megfigyelték, hogy a Hx deplécidja esetén ezen betegségek kimenetele sulyosabb,

akar halalos is lehet'®, A hem képes aktivdlni a velesziiletett immunrendszert a
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mintazatfelismerd receptoron keresztiil (TLR-4) a mikrobialis termékekkel, az endogén
proinflammatoérikus ligandokkal vagy a peroxidok okozta szdveti karosodassal szinergista
mddon hatva®®. A Hx képes enyhiteni a szabad hem toxikus hatéasét szepszisben?® azaltal, hogy
gatolja a hem peroxidaz aktivitasat, a velesziiletett immunrendszer aktivalodasat, eldsegiti a
szabad hem felvételét a majban, tovabba megakadalyozza, hogy a baktériumok szamara
elérheté legyen a hem vastartalma?®. A Hx képes megakadédlyozni a gyulladasos citokinek
felszabadulasat az LPS-sel aktivalt makrofagokbol?!. A malaria egér modelljében igazoltak,
hogy a Hb/hem okozta oxidativ karosodas és a NO-depléci6 szerepet jatszik celebralis malaria

kialakulasaban?2°,

4.2.2. A Hb oxiddcidja és a hem disszocidcidja

Elettani koriilmények kozott a Hb 1-2%-a metHb formaban van jelen. Amikor az oxigén
a hem-csoporthoz kapcsolodik, az oxigén egyik parositatlan elektronja part kap a Fe?*-iontél,
igy az elektronvandorlas kovetkeztében Fe®*-ion és szuperoxid-anion jon létre (1. tabldzat). A
szuperoxid-aniont a SOD-enzim H20.-da alakitja. A H2O»-dal val6 talalkozaskor a Hb-bol két-
elektronos oxidacio révén ferrilHb keletkezik (Fe**=0%), a metHb-bol pedig ferrilHb-gyok
(Hb**(Fe**=0?) jon létre, melyben a pérositatlan elektron a globin-lanccal vagy a profirin-
gytriivel reagal.

Hb (Fe**) O, — Hb (Fe3*) + Oy~

Hb (Fe?*) Oz + H20, — Hb (Fe** =0?) + H.0 + O2

Hb (Fe**) + H202 — Hb** (Fe** =0*") + H20
A ferrilHb tovabbi globin-gyokok létrehozasara képes a ferril-ion és a globin molekula egyes
aminosav oldallancai (aTyr-24, aTyr-42, aHis-20, BTyr-35, BTyr-130, és fCys-93) kozott
megvalosulé intramolekularis elektrontranszferen keresztiil. Igy jon létre a metHb-gyok?®. Arra
is van bizonyiték, hogy az antioxidans rendszerek miikddése ellenére intakt vorosvértestekben
is 1étrejohet ferrilHb, melynek kiilonleges jellemzdje a globin-lancokon képzddo tirozil-gyokok
kozotti kovalens kotéssel 1étrejovo ditirozil-oldallanc. A ferrilHb tulajdonképpen globin-
gyokok, porfirin-gyokok és keresztkotott hemoglobin-multimerek dsszessége?.

Az erek falan novekvd atheroma lipidosszetevoi, illetve az oxLDL-bdl képzddo
lipidhidroperoxidok szintén képesek a hemoglobinbol metHb-t, ferrilHb-t vagy mas kovalensen

keresztkotott hemoglobinformat 1étrehozni?’?8, Keresztkotdtt hemoglobinformak jelenlétét in
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Vivo tobb koérallapotban is leirtak, példaul subarachnoidealis vérzést kovetden a likvorban?®,
vagy az érfal komplikalt atherosclerotikus 1ézi6iban?,

A hemben talalhato Fe?* hat ligandum atom fogadasara képes. Ezek koziil négy
ligandum atomot a porfirin vaz négy nitrogénje biztosit. Az 5. koordinacids pozicioba a globin
altal biztositott hisztidin oldallanc nitrogénje kotddik, a 6. koordinaciés helyre pedig az Oz
molekula kotddik be. A vas oxidacidja kovetkeztében a hem elvesziti O2-kotd képességét, €s

lazul a globin-Fe kotés is, ennek kovetkeztében a hem-csoport disszocialhat a globinrol.

Hb forma neve Oxidacio modja . A he m’vas Tulajdonsagok
oxidacios allapota
Hemoglobin Az autooxrldac.:lotol védve +2 reverzibilis O kétés
(Hb) taroljuk

. le atvitellel jaro oxidacio a . i r
Methemoglobin v Jaro ox1¢ nincs O; kotés
hem vas részvételével +3

(MHDb) Ka[Fe(CN)c]-tal el8idézve hem disszociacio

Nem homogén kémiai entitas:

Ferrilhemoglobin [  2& dtvitellel jard oxidicio a 443, lobingykok, porfiringydkok
9 hem vas részvételével H,O,-dal | intramolekularis e g gy > P gy ’
(FHDb) g globin-globin adduktok,
el6idézve transzfer

globin-porfirin adduktok

1. tablazat A szervezetben eléfordulé hemoglobinformak és tulajdonsagaik

4.2.3. Szisztémds és cellularis védelem az intravaszkularis hemolizis sordn felszabadulo hem
tartalmu molekuldakkal szemben

A sejtek aerob anyagcsere folyamataban szdmos ponton keletkeznek reaktiv
oxigéngyokok, melyek kis mennyiségben nélkiilozhetetlenek a sejtek differencialédasdhoz, az
apoptozis lezajlasahoz, a sejtproliferacidhoz és egyes jelatviteli utak muikodéséhez. Nagy
mennyiségben viszont citotoxikusak, sejthalalt, kromoszoma aberraciokat okozhatnak, illetve
karcinogenezist indukalhatnak, mivel képesek karositani a sejtek DNS allomanyat, a fehérjéket
¢és a lipideket egyarant. A vorosvértestekben legnagyobb mennyiségben a Hb autooxidécioja
révén keletkeznek reaktiv oxigéngyokok. Ez a folyamat a Hb molekulanak foként a
sejtmembranhoz kozel esd részein jellemzd, mivel az a teriilet a citoszolikus antioxidans
rendszerek szamara nehezen elérhetd. A vorosvértestekben 1évo Hb-rol azonban azt is leirtak,
hogy antioxidans tulajdonsdgokkal rendelkezik: képes megkotni a B-lanc hem zsebében

crer
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A NADH-methemoglobin-reduktaz enzim szintén hozzajarul a voOrdsvértestek
antioxidans védelméhez. Szerepe a Hb egy elektronos oxidacidja révén létrejové metHb
redukélésa, ez altal a vorosvérsejt oxigénszallitd kapacitasanak fenntartasa.

Az intracellularis ROS mennyiségét az antioxidans rendszerek szabalyozzak. A ROS
okozta karosodasok kivédése, valamint a redox-szenzitiv utvonalak szabalyozasa céljabol a
vorosvértestek és a tobbi sejt is nagy mennyiségben tartalmaznak antioxidans enzimeket. Az
emberi szervezetben a legjelentésebb antioxidans enzimek a szuperoxid-dizmutazok (SOD), a
katalaz, és a glutation-peroxidaz (GPX), valamint megemlitendék még a peroxiredoxinok.
Legfontosabb nem enzimatikus gyokfogo, mely részt vesz a ROS-elleni védelemben, a redukalt
glutation. A SOD szuperoxid-gy6kokbdl hidrogén peroxidot és molekularis oxigént allit el6. A
kataldz és a GPX pedig a hidrogén-peroxidot alakitja 4t vizz¢é, illetve a katalaz emellett még
oxigént is képez. A SOD-nak és a katalaznak nincs sziiksége kofaktorra a miikodéshez, mig a
GPX szamos kofaktort (glutation, NADPH, gliikkoz-6-foszfat) és fehérjét igényel. A GPX-nek
5 izoformdja létezik. A glutation rendszeren beliil a glutation-reduktaz és a gliikdz-6-foszfat-
dehidrogenaz nem vesz részt kozvetleniil a ROS eliminaldsdban, azonban lehetdvé teszik a
rendszer miikodését. A GPX felelds a vorosvértestekben a Hb oxidacidjanak kivédéseéért. A
haromféle SOD enzim erdsen kompartmentalizalt: a mangént tartalmazé SOD (MnSOD) a
mitokondriumokban, a rézt €s cinket tartalmazdé SOD a sejtmagban és a citoplazmdban, az
extracellularis SOD (ecSOD) pedig néhany szdvetben extracellularisan fordul eld. A kataldz a
peroxiszomaban ¢és a sejtek citoplazmajaban fellelhetd. A GPX féként a mitokondriumokban
és a sejtmagban fordul elé izotipustol fiiggden®®. Ezeknek az antioxidansoknak a feladata az

oxidativ stressz mértékének csokkentése a kiilonboz6 sejtkompartmentekben.

4.2.3.1. A plazma Hb- és hemkotd fehérjéi

A vorosvertestekbdl az extracellularis térbe keriild6 Hb — a hemhez hasonléan —
prooxidans ¢€s proinflammatorikus tulajdonsagokkal bir. A szervezetnek hatékony védelmi
mechanizmusokat kellett kialakitania, hogy eltavolitsa a keringésb6l a hemolizis sordn
szabadda valt, potencidlisan toxikus hemoglobint.

A haptoglobin egy akut fazis fehérje, mely nagy mennyiségben van jelen a plazmaban.
A feladata az, hogy megkdsse a szabad hemoglobint és a makrofagok segitségével eltavolitsa a
keringésbol. A Hp-Hb-komplex (>150 kDa) a makrofagok CD163-receptorahoz kotédik és
endocitozis révén keriil felvételre a makrofagokba®l. A Hp gatolja a Hb H,0-dal eldidézett

oxidaciojat és a globinlancok polimerizaciojat®. A Hp képes megakadalyozni, hogy az oxidalt
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Hb 4tadja a hem-csoportjat az LDL molekulanak és ezaltal lipid-peroxidaciot inditson el A
Hp védd hatdsu az extracellularis Hb altal eldidézett hipertenzioval és vesekarosodassal
szemben?’.

A Hp-Hb-komplex internalizacidjat kovetéen a makrofagokban a hem oxigenaz-1 (HO-
1) enzim lebontja a hem-csoportot (biliverdinné, szén-monoxidda és vassa), a felszabadul6 vas
pedig a ferritin molekulaban tarolodva visszakeriil a vas-korforgasba és tjra hasznosul. Amikor
a hemolizis soran felszabadulé Hb mennyisége meghaladja a plazmaban 1év6 Hp kapacitésat, a
szabad Hb egy részét a vese tavolitja el'”3, A 32-kDa-0s af3-dimer kis méretének koszonhetéen
konnyen atjut az érfalak endothelsejt rétegén a subendothelialis és a perivascularis régiokba,
eléri a vesét és az erek falat.

A Hp génpolimorfizmusa hdromféle genotipus ¢és ezaltal haromféle heterogén
haptoglobin-fehérje kialakulasat eredményezi: a dimer Hp1-1, a Hp2-1 és a polimer Hp2-2%°.
A Hp2-2 genotipus fokozott kockdzatot jelent 1-es és 2-es tipusu diabéteszben a
kardiovaszkularis sz6vodmények kialakulasa szempontjabol. E mellett az is ismert, hogy a
Hp2-2 genotipussal rendelkez6 diabéteszes betegek carotis-plakkjaban magasabb a vas
koncentracioja. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a szabad Hb semlegesitése ebben az esetben
nem zajlik megfeleléen®®. Szintén a Hp2-2 genotipusi diabéteszes betegeknél az
atherosclerotikus plakkokban kevesebb simaizomsejtet €s nagy mértékii makrofag-infiltraciot
észleltek, melyek az instabil plakk jellemz6 vonasai®’. Hp2-2 genotipustl egészséges onkéntes
férfiaknal magasabb keringé oxLDL-szintet mértek a plazmaban, mint a Hp1-1, vagy a Hp2-1
genotipust alanyoknal®. Ellentmondasos kozlemények sziilettek arrol, hogy ezeknek a
fehérjéknek eltéré-e a Hb-kot6 kapacitasa, illetve hogy ezek eltéré mértékben képesek-e gatolni
a Hb-bol az endothelsejtekbe és az LDL-re torténé hem-transzfert>%,

A hemopexin egy plazma glikoprotein, mely intravaszkularis hemolizisben a
masodlagos védvonalban tolt be fontos szerepet a Hb-bol szarmaz6 hem-csoport megkdtésében.
A hem-csoportot inert allapotban képes megkotni, az ismert fehérjék koziil a legnagyobb
affinitassal. Fontos szerepe, hogy megakadalyozza a lipoprotein partikulak oxidacidjat a
plazmaban ¢és gatolja a hem ¢és a sejtfelszni receptorok (pl. TRL4-receptor) kozotti
kolcsonhatast'’. A Hx-hem-komplexet az LDLR1/CD91-receptoron keresztiil veszik fel a
sejtek endocytosis révén. A CD91-receptor legnagyobb mennyiségben a majban és a 1épben, a
makrofagokban és a hepatocitakban expresszalodik®. A felvételre keriilt komplexbdl a hemet
a hem-oxigenaz-1 enzim bontja, a képz6do vas pedig a ferritinben tarolodik.

Egy intravaszkularis hemolizis vagy vérzés soran a Hb és a hem felvételét biztositd

mechanizmusoknak (Hp, Hx), valamint a hem lebontasat (HO-1) és a vas tarolasat (ferritin)
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biztositdé folyamatoknak precizen és 6sszehangoltan kell miikddniiik ahhoz, hogy csokkenteni

tudjdk a vesét éré Hb/hem/vas terhelés mértékét és ezaltal megdvjak az oxidativ karosodastol1?®.

4.2.3.2. A hem-oxigendz/ferritin rendszer

A hem molekula egy porfirin-vazas vegyiilet, melyben a négy pirrolgylrii egy két
vegyértékii vas-ionnal (Fe?") alkot komplexet. A hem szamos molekula, koztik a
vorosvérsejtekben megtalalhatd oxigénszallito Hb prosztetikus csoportjat képezi. Hemolizis
soran a vorosvérsejtekbdl felszabaduldé Hb az érpalyaba keriil, ahol az ott jelen 1évo
szabadgyokok hatasara oxiHb-bol (ferro-vas, Fe?*) metHb-na oxidalodik (ferri-vas, Fe**). A
metHb kevésbé szorosan képes kotni a hemet, melynek kdvetkeztében szabad hem keletkezik?:.
A hem egy erdsen hidrofob vegyiilet, mely képes atjutni a sejtmembrdnon, a szabad hem
molekulabol képzédé szabad vas pedig katalizalja az oxidativ sejtkarosodast*?. A hem fokozza
a leukocyték, illetve a szabadgyokok altal elinditott oxidativ sejtkarosodas mértékét, melynek
leginkabb az erek falat bélelé endothelsejtek vannak leginkabb kitéve intravaszkularis

hemolizis esetén™®

. Az endothelsejtek hem stressztiir6 képessége ¢ miatt széleskoriien
tanulmanyozott teriilet. Hem hatasara az endothelsejtekben indukalodik a hem oxigenaz/ferritin
rendszer, mely nagymértékben fokozza a sejtek oxidativ stressztliré képességét. A hem-

oxigendz enzim katalizalja a prooxidans hatdstt hem molekula lebomlasat**

, melynek soran vas-
ionok, biliverdin és szén-monoxid keletkezik*>%®. A hem-oxigenaz enzimnek harom izoformaja
létezik, melyet haromféle gén kodol (HMOX1, HMOX2, HMOX3). A hem-oxigenaz-1 (HO-
1) izoforma egy 32-kD-os hésokkfehérje, mely transzkripcidés szinten indukalhatd és
citoprotektiv tulajdonsagokkal rendelkezik. A HO-1 fehérjének szamos induktora van, melyek
koziil jelen dolgozat keretein beliil kiemelend6 a hem és a Hb formak. A hem-oxigenaz-2 (HO-
2) ¢és hem-oxigenaz-3 (HO-3) izoformak Kkonstitutivan expresszalodnak fiziologias
koriilmények kozott?.

A ferritin egy 450 kD méretli, 24 alegységbdl all6 akut fazis fehérje, mely az embereknél
¢és az emlosoknél egyarant a legfontosabb intracelluléris vastarolé molekula. A vizoldékony
ferritin molekula egy fehérjeburokbol (apoferritin) és vasmicellakbol all*8. Egy apoferritin
molekula koriilbeliil 4500 vas atom szekvesztralasara képes. A multimer H- és L-ferritin
alegységekbdl épiil fel, melyek aranya szdvetenként eltérd, illetve bizonyos stimulusok hatasara
valtozhat. A H-alegység ferroxidaz aktivitassal rendelkezik. Az L-alegységnek a vas ferritin

molekulaba torténd bejuttatasaban és benttartasaban van Kiemelt szerepe. A vasraktarozo
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szovetekben magasabb az L-alegység aranya a H-alegységhez képest, mely eldsegiti a vas
beépiilését a ferritin molekulaba?®.

A ferritinnek kritikus szerepe van az intracellularis vashaztartds egyenstlyban
tartdsaban, az atmeneti vasraktar (,,labile iron pool”) szabalyozasaban*"°053, A ferritin egyik
legfontosabb feladata, hogy korlatozza a szabadgyok képzddéshez rendelkezésre allo szabad
vas-ionok mennyiségét. Korabban mar felismerték, hogy a hemmel kezelt endothelsejtekben
fokozodik a ferritin szintézise, melynek hatdsara a hidrogénperoxid csak joval kisebb mértékii
citotoxikus valaszt valt ki**. A hem és hidrogénperoxid hatasara kialakult oxidalt LDL id6- és
dozisfiiggd toxicitast mutat az endothelsejtekre nézve. Az apoferritinnel eldkezelt sejtek
azonban rezisztenssé valnak az oxidalt LDL toxikus hatidsaval szemben. Ez a jelenség nem
figyelhetd meg a ferroxidaz aktivitas nélkiili mutans ferritinnel kezelt endothelsejteknél, vagyis
a ferritin citoprotektiv hatdsa elsésorban a H-lanc ferroxidaz aktivitdsanak koszonhetd>®. A
tumorsejtek oxidativ kdrosodassal szembeni érzékenységét forditottan aranyosan befolyasolja
az adott tumorsejtben jelenlévd ferritin mennyisége. A malignus tumorokban gyakran
el6forduld érujdonképzddés és bevérzések hatasara a szovetek kozé keriilé vordsvérsejtekbol
felszabadulo vas eldsegiti a tumorsejtek oxidativ kdrosodasat. Mig az emlddaganatbol szdrmazo
sejteknél (BT-20) az 1 6ras hem eldkezelés jelentdsen fokozta a hidrogénperoxid altal kivaltott
citotoxikus valaszt, addig a jelentds mennyiségli intracellularis ferritint tartalmazo
vastagbélrak-sejtek (Caco-2) rezisztensnek bizonyultak a behatassal szemben. A hem
elokezelés végsdsoron mindkét sejttipusnal a ferritin szintézis fokozodasahoz vezetett, noha az
is észlelhetd volt, hogy a hem a H-ferritin mRNS szintézisét igen intenziven fokozta, mig ez a
hatasa az L-ferritinre nézve csekély volt®®.

A hem Aaltal kivaltott HO-1 indukcionak a cerebralis malaria megel6zésében is fontos
szerepet tulajdonitanak. A vorosvértestekben replikdlodd Plasmodium falciparum életciklusa

soran a fertézott vorosvérsejtek rupturalnak, melynek soran hemoglobin szabadul fel®’.

4.2.4. Hemolizis és az akut vesekdrosodds

A hem és a hem-csoportot tartalmazoé fehérjék akut és kronikus nephrotoxicitasa régrol
ismert. Akut veseelégtelenséget harom kiilonféle mechanizmus alapjan okozhatnak a hem-
csoportot tartalmazéd fehérjék: egyrészt csokkentik a vese vérataramlésat, direkt citotoxikus
hatast képesek kifejteni, illetve a hem-csoportot tartalmazé fehérjék a Tamm-Horsfall
fehérjével egyiitt ontvényeket képeznek a tubulusokban®®. A lipofil hem molekula prooxidans,
proinflammatorikus €és apoptotikus hatasa révén képes rendlis sejtkarosodast eldidézni. A hem

kérositja a mitokondridlis 1égzési lanc miikddését is>®. Zarjou és mtsi. azt igazoltdk, hogy az
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akut vesekarosodast okozé rabdomiolysisben a proximalis tubuléris epithelsejtekben talalhato
H-ferritinnek kritikus szerepe van a vas forgalom lebonyolitasaban és a sejtek tlélésében®®. Az
ismétlédden kialakuld akut vesekarosodas — kiilondsen ha az egyes epizodok kozott nem tér

vissza a teljes vesefunkcié —, hajlamosit kronikus veseelégtelenség kialakulasara®®.

4.3. A Hb-formak és a hem prooxidans és proinflammatorikus hatdsai

4.3.1. A hem prooxidans jellege, a hem mint Fenton reagens

A reaktiv oxigén gyokok az €10 szervezetben megtalalhatd olyan instabil molekuldk,
amelyek parositatlan elektronnal rendelkeznek, ezért elektronszerkezetiik stabilizalasanak
céljabol kémiai reakcioba Iépnek mas vegyiiletekkel, molekuldkkal. A szabadgyokok
¢lettartama rovid, élettani hatasukat tekintve azonban rendkiviil jelentdsek.

A ROS-t hosszu éveken keresztiil ugy tartottak szamon a tudoméanyban, mint a biologiai
szervezetekre toxikus anyagcsere-mellékterméket. Az utdbbi években azonban egyre tobb
bizonyiték gylilt ssze arra vonatkozoan, hogy a ROS-0k fontos jelatviteli molekulak. A ROS
termelésében résztvevo egyik legfontosabb enzimcsalad a NADPH-oxid4azok, maga a folyamat
pedig szigortan szabalyozott. A ROS-ok szerepet jatszanak a sejtek oxidativ egyensulyi
allapotanak fenntartdsdban, a jelatviteli folyamatok tovabbitasaban. A mitokondrialis ROS-
termelés befolyasolja a sejtek energiaallapotat, a sejtek tulélését és jelatviteli szinten a sejtek
stresszvalaszat.

Az emberi szervezet teljes vaskészletének mintegy 70%-a a Hb molekula hem
prosztetikus csoportjdban van jelen Az €16 szervezet tuléléséhez nélkiilozhetetlen, hogy a vas
barmikor hozzéaférhetd legyen és be tudjon épiilni a hem molekuldba. A vas létfontossagu a
sejtek ¢életben maradasat biztositd folyamatokban a résztvevd enzimek kofaktoraként, fontos
szerepet tOlt be a sejtciklusban, a ribonukleotidok dezoxiribonukleotidda alakulasaban,
valamint az elektrontranszportban és még sok mas folyamatban a sejt életében. A vas fontos,
de ugyanakkor veszélyes elem 1is, mivel elektront szolgaltat a szuperoxid-gyokok
képzddéséhez, illetve a vas és az oxigén kozott lejatszodd Fenton-reakcid kovetkeztében a
reaktiv hidroxil-gyokok keletkezésében is részt vesz (2 Fe?* + Oz + 2H 22 Fe®* + Hy0;; Fe?*
+ Hy02 & Fe** + -OH + OH)). A vas toxicitdsa a cellularis rendszerekben javarészt annak
koszonhetd, hogy a vas részt vesz ezen reaktiv oxigénformak (mint példaul a hidrogén-peroxid,
vagy a hidroxil-gyok) kialakulasaban. Ezek a reaktiv oxigén gyokok kozvetleniil karositjak a
DNS-t, a sejtfehérjéket, a lipideket és sejthalalt képesek indukalni*®. A szabad gyokok
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eliminaldsara kiépiilt védelmi mechanizmusok preciz egyensulyt tartanak fenn a szervezetben,

mely a sejtek tulélését biztositja.

4.3.2. A hem proinflammatorikus jellege, a hem mint veszély asszocidlt molekuldris mintazat
(DAMP)

A velesziiletett (innate) immunrendszer receptorai folyamatosan figyelik az
extracellularis teret és a szubcellularis kompartmenteket infekcio, szoveti vagy cellularis
karosodas veszélyét jelentd ingerek utdn kutatva. Fertdzés esetén a patogén-asszocialt
molekularis mintdzatok (PAMP), mig steril szoveti karosodas esetén a veszély/sejtkarosodas-
asszocialt molekularis mintazatok (DAMP) az 6ket felismerd receptorokhoz bekotddve
aktivaljdk az inflammaszomadkat és segitik az innate immunrendszer sejtjeit a karosodas
felismerésében és lokalizalasaban, ezaltal a megfeleld sejtek elkezdhetik a veszély elharitasat.

Hemolizis sordn a szétesd vorosvértestekbdl felszabaduldo Hb oxidalt formai konnyen
képesek elengedni a hemet. Ilyenkor hirtelen nagy mennyiségben szabadul fel és keriil ki az
érpalydba a hem. A hem prooxidans?®3+436162 tylajdonsagai mellett veszély-asszocilt
mintazatként is funkcional®® %, A hem a makrofagok TLR4-receptoran keresztiil fokozza a
TNF-a termelddését. A hemnek ez a hatdsa fiigg a hem porfirin-gytriijében a vas és a vinil-
oldallancok elhelyezkedésétél'®. Azt is leirtik, hogy a hem-medialta TLR4 aktivaciéjanak
fontos szerepe van az intracerebralis vérzés soran kialakuld neuroinflammacios folyamatban®®.
A metHb-rdl szintén leirtak, hogy fontos aktivatora a TLR-4-nek, eldsegiti a neuroinflammacio
kialakulasat subarachnoidealis vérzésben®’. Egerekkel végzett kisérletekben kimutattak, hogy
a hem gyulladdshoz hasonld valaszt valt ki a szervezetben azaltal, hogy az NLRP3
inflammaszoma aktivalasan keresztiil indukélja a makrofagokban az IL-1B termelését®®. A hem
ROS generélasa révén is képes inflammaszoma aktivaciot kivaltani. Az endogén termelddo
ROS-ok koziil elsdsorban a szuperoxid anion (O2") és a H20: jarulnak hozzéd a podocytakban
karosodasahoz és a glomerulosclerosis 1étrejottéhez®®.

Podocytakban is igazoltdk az inflammaszéma komplex komponenseinek, az NLRP3-
nak, az ASC-nek és a kaszpaz-1-nek a jelenlétét’®. Az NLRP3 inflammaszoma aktivacidja a
podocytak karosodasdhoz (ldbnyulvanyok levaldsa, a citoszkeleton atrendezOdése, a
résmembrant alkoto fehérjék eltlinése) és kovetkezményes glomerulosclerosis kialakulasahoz

vezet homociszteinnel kezelt egerekben.
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4.3.3. Az oxidalt Hb-formak prooxiddans és proinflammatorikus hatdsai

A hem tartalm fehérjék, mint a Hb és a mioglobin katalitikusan aktiv vasat
szolgéltatnak a Fenton-reakciohoz, melyen keresztiil hidroxil-gyokok képzédése valosul meg?®.
A Hb és a mioglobin az extravazalis térbe kikeriilve szoveti karosodast indithatnak el.
Rhabdomyolysis kovetkeztében tomegesen felszabadulo mioglobin szokatlanul nagy
mennyiségli hem felszabadulasaval jar, mely a vesében a hem degradalo HO-1 enzim, valamint
az endogén citoszolaris vasraktar ferritin szintézisének fokozodasat valtja ki. A toxikus behatast
megeldzden alkalmazott intravénas Hb-kezelés protektiv antioxidans valaszt valt ki a vesében,
ezaltal képes kivédeni a rhabdomyolysis okozta vesekdrosodast, megeldzni a veseelégtelenség
kialakulasatt. A vaskelalé dezferroxamin szintén képes kivédeni a Hb-indukélta karosodast,
ami arra utal, hogy a karosité agens kdzvetleniil maga a hem-vas?®.

A vorosvértestekbdl felszabaduld Hb-t a ROS-ok metHb-na oxidaljak. A metHb a
hemhez hasonl6an képes oxidativ karosodast okozni az endothelsejtekben. Megfigyelték, hogy
a metHb a hemhez hasonléan fokozza a HO-1 és a ferritin szintézisét. Disszemindlt
intravaszkularis koagulaci6 (DIC) soran a szovetekbe kilépd fehérvérsejtek metHb-na oxidaljak
a felszabadult Hb-t, melyr6l konnyebben ledisszocial a hem. A szervezet védekez6 rendszere
nem képes ekkora mennyiségli hem azonnali megkdtésére, a szabadda valé hem molekulak az
endothelsejtek oxidativ karosodasat okozzak. Az endothelsejtek érzékenyitése a hem indukalta
HO-1/ferritin rendszer aktivalasa altal segithet kivédeni az oxidativ stressz okozta akut
szervkarosodast®?,

A Hp és Hx Hb illetve hem kotd plazmafehérjék kapacitdsanak kimeriilése utan a hem
az LDL-hez kotodhet, és eloidézheti az LDL molekula oxidativ karosodasat. A hem mellett
formak, a metHb és a ferrilHb is?""2.

Az atherosclerotikus plakkokban fellépd értijdonképzddés révén a vordsvértestekbol
kiszabaduld Hb oxidalodik, prooxidans és proinflammatorikus hatasa révén pedig kérositja az
érfal endothelsejtjeit, melyek védelmében igen fontos szerepet jatszik a hem-oxigenaz-1/ferritin
rendszer’®. Az eldrehaladott allapots, rupturalt atherosclerotikus plakkban ismeretes, hogy a
Fe?'-t tartalmazé oxiHb-bol oxid4cié hatasara Fe**-t tartalmazé metHb képzddik, azonban igen
erélyes oxidacié hatasara a Hb-ban kialakul6 kovalens ditirozin keresztkotések révén ferrilHb
is létre jon. A plakk lipidek hataséara az érbdl kilépd vordsvértestek membranja karosodik. A
folyamat soran oxidalodott Hb-bol felszabadulé hem tovabbi lipid-oxidaciot okoz, az
endothelsejtekben pedig aktivalja a HO-1/ferritin rendszert, mely az endothelsejtek

karosodasanak kivédését célozza®®.
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A Fe** (ferril) allapotban nem stabil, ezért konnyen visszatér a stabilabb Fe®* allapotba,
mikozben a globin-lancokat alkot6 aminosavakkal reakcioba 1ép. Az igy keletkezd globin
lancon lokalizalt parositatlan elektronok egymassal kapcsoldodva kovalens kotéseket alakitanak
ki, melyek révén keresztkotott Hb multimerek képzdédnek. A ferrilHb az endothelsejteken
fokozza a gyulladasos folyamatban résztvevé adhéziés molekulak (ICAM-1, VCAM-1, E-
szelektin) expressziojat, ezaltal elésegiti a gyulladasos sejtek kivandorlasat a szovetek kozé. A
ferrilHb az aktin-citoszkeleton atrendezddése révén karositja az endothelsejt réteg integritasat,
valamint fokozza az endothelsejtréteg permeabilitasat®’.

Az oxidalt Hb-bol kiszabaduld6 hem felerdsiti a szervezet velesziiletett
immunrendszerének a mikrobidlis molekuldkra (pl. LPS) adott valaszreakciojat. A hemnek ez

a hatasa a ROS képzddésétsl fiigg’.
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5. Ceéelkitiizések

Korabbi megfigyeléseink ¢és a szakirodalmi ismeretek alapos attanulmanyozasat kdvetden

az alabbi hipotéziseket és célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

1. Hipotézis: Steril hemolizis esetén a plazmaban megemelkedik az extracellularis Hb, az
oxidalt Hb-formak (metHb, ferrilHD), illetve a Hb-hoz nem kotott ugynevezett ,,szabad”

hem koncentracioja.

Célkittizés: Steril hemolizis egérmodellben vizsgaljuk az extracellularis Hb, az oxidalt

Hb-formak, illetve a szabad hem mennyiségét a plazmaban.

2. Hipotézis: Nagyfoku steril hemolizis esetén a keletkezd extracellularis Hb, az oxidalt

Hb-formak illetve a szabad hem egy része a vesén keresztiil a vizeletbe sziirédik ki.

Célkitlizés: Steril hemolizis egérmodellben vizsgaljuk az extracellularis Hb, az oxidalt

Hb-formak, illetve a szabad hem mennyiségét a vizeletben.

3. Hipotézis: A steril hemolizis soran képz6d6 extracellularis Hb, az oxidalt Hb-formak
illetve a szabad hem prooxidans tulajdonsagti molekuldk, melyek fokozzdk az a

podocytak ROS-termelését €s sejthalalt indukalnak.

Célkittizés: Invitro koriilmények kozott vizsgaljuk a kiillonb6z6 oxidaltsagi allapota Hb-
formak, illetve a szabad hem ROS-termelésre kifejtett hatasat és sejttoxicitast indukald
hat4sat human podocytakon.

A podocytakkal végzett kisérletek eredményeinek 6sszehasonlitasa az endothelsejtekkel

kapcsolatos ismereteinkkel.

4. Hipotézis: A hem illetve a kiilonb6z6 oxidaltsagi allapota Hb-formak aktivaljak a HO-
1/ferritin rendszert podocytdkban, mely segiti a sejtek tulélését intravaszkularis

hemolizist kovetden.

Ceélkittizés: In vitro koriilmények kozott vizsgaljuk az extracellularis Hb, az oxidalt Hb-
formak, illetve a szabad hem hatasat podocytdk HO-1 és ferritin expresszidjara, és
analizaljuk ezen fehérjék szerepét a podocytdk hem-stressz elleni védelmében.

A podocytakkal végzett kisérletek eredményeinek dsszehasonlitasa az endothelsejtekkel

kapcsolatos ismereteinkkel.

23



6. Anyagok és modszerek

6.1. Human podocyta sejtvonal tenyésztése

A human podocyta sejtvonalat Moin Saleem (University of Bristol) adomanyozta
kutatocsoportunknak. A sejteket egy 3 éves gyermek veséjébodl nyerték, akinél prenatalisan
hydronephrosist diagnosztizaltak az egyik oldali vesében. Az operacioval eltavolitott vese
szOvettani vizsgalata hegesedést, glomerulosclerosist és tubuldris atrophiat igazolt tag
kehelyvégekkel. Dysplasia jelei nem voltak lathatoak. A szovettani vizsgalat a prenatalis
id6szakban kialakult egyoldali obstruktiv/reflux nephropathia fennallasat igazolta. Ebben a
koérképben a glomerulusok intaktak, vagyis a vese szovettani mintabol nyert podocytak
egészségesnek tekintendok. A donor ellenoldali veséje élettani paraméterekkel rendelkezett. A
szovetmintabol glomerulusokat izolaltak, melyeket penicillin, streptomycin, inzulin,
transzferrin és natrium-szelenit elegyével kiegészitett, 10%-ban FCS-t tartalmaz6é RPMI 1640
tipusi médiumban tenyésztettek’>’%. Az ezt kovetéen megjelend, majd konfluenssé valo
epithelsejt-szigeteket retrovirusba épitett termoszenzitiv. SV40-T, valamint egy telomeraz
génnel transzfektaltak és a megfeleld sejtklonokat szaporitottdk tovabb. A létrehozott
sejtvonalat AB 8/13 jeloléssel lattak el (AB: a beteg azonositdja, 8: a tsSV40 gén, 13: ahTERT
gén jelenlétére utal).

Az AB 8/13 tipust normal human podocyta tipust sejtvonalat ,,permissziv”
koriilmények kozott 33°C-on szaporitottuk 75 cm?—es tenyésztéfeliiletii (T75-6s) miianyag
flaskakban. Sejttenyészté médiumnak RPMI 1640 médiumot hasznaltunk, mely 10%-ban FBS-
t, antibiotikumokat (10.000 unit/mL penicillin G, 10 mg/mL streptomycin, és 25 ug/mL
amphotericin B), valamint inzulin (10 ug/mL), transzferrin (5,5 ug/mL) és natrium-szelenit (5
ng/mL) elegyét tartalmazta. A sejttenyésztéshez felhasznalt anyagokat a PAA Laboratories
Ltd.-t6l (Colbe, Németorszag) szereztiik be. A tenyészeteken 2-3 naponta cseréltiik a
médiumot. Miutan a sejtek elérték az 50-60%-os konfluencit, 37 C-os inkubatorba helyeztiik
at a tenyészetet Uin. ,,nem permissziv”’ koriilmények koz¢, ahol a sejtosztodas folyamata megallt
¢s a podocytak differencialédasnak indultak az elkdvetkezd 14 napban. Kisérleteinkhez 14-20-

szor passzalt sejteket hasznaltunk fel.
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6.2. Humadn umbilikdlis véna endothelsejtek (HUVEC) tenyésztése

Az endothelsejtekkel végzett kisérletekhez human umbilikalis véna endothelsejteket
hasznaltuk modellként. A sejttenyésztésnél hasznalt vegyszerek a Sigma-tdl szarmaztak
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). A sejteket 0,2%-0s diszpaz enzim oldattal szeparaltuk.
Médium 199-hez adtuk hozza az enzimet, majd a sterilre sziirt oldattal felt6ltottiik az elézetesen
vérmentesitett vénat. A lezart koldokzsinort fizioldgids sooldatba helyeztiik és 6 oran at
inkubaltuk 4°C-on. A vénabol kimosott sejteket lecentrifugaltuk (2000 g, 4°C, 15 min) és CM-
ban (Complett Medium: Médium 199, mely tartalmazott 10% FBS-t, 5 U/l heparint, 1 mM Na-
piruvatot, 5 mM L-glutamint 0,5% EndoGrow novekedési hormont, valamint 10.000 unit/mL
penicillin G, 10 mg/mL streptomycin és 25 ug/mL amphotericin B elegyét) felszuszpendalva
egy zselatinnal bevont felszinli T75-6s tenyészté edénybe helyeztiink. Az edényben atlagosan

3-4 nap alatt valtak konfluenssé a sejtek.

6.3. Immunfluoreszcens festés

A podocytakat poli-L-lizin bevonatos, 4 rekeszes sejttenyészté lemezen novesztettiik,
amig a tenyészet el nem érte az 50-60%-o0s konfluencidt. A médiumot eltavolitottuk a
kamrakbol, a lemezeket kétszer alaposan atmostuk PBS-sel, majd frissen elokészitett 4%-0s
paraformaldehid oldattal fixaltuk a sejteket. Az immunfestés soran a mintakat jégen tartottuk.
Annak érdekében, hogy minimalizaljuk az ellenanyag aspecifikus kotédését, PBS-ben higitott
5%-0s szamar szérummal blokkoltuk a mintakat 20 percig. A human synaptopodin elleni
els6dleges antitestet (sc-21537, Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, Germany) 1:200-
szoros higitasban, mig a kecske ellenes Cy3-konjugalt masodlagos antitestet (ab6949, Abcam,
Cambridge, UK) 1:50 higitasban adtuk a mintakhoz. Az antitesteket tartalmazo oldat 5%-0s
szamar szérumot tartalmazott. Az egyes antitestek k6zott PBS-sel mostuk a mintakat egymast
kovetden két alkalommal 2, illetve 3 percig. A citoszkeletont felépité F-aktin haldzatot FITC-
cel konjugalt falloidinnel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) tettiik lathatova (50 ug/mL, 40
percig). A jelerdsitéshez biotin-streptavidin rendszert alkalmaztuk. DAPI magfestot tartalmazo
EverBrite™ mounting medium (Biotium Inc., Hayward, CA, USA) rogzitdszer segitségével
illesztettlik a fed6lemezt a tdrgylemezhez, mely lehetdvé tette a magok vizualizalasat és segitett
megorizni a fluoreszcens jelet. A mintakat Leica DM4000 fluoreszcens mikroszkoppal
vizsgaltuk, a képeket pedig Leica DFC310 FX tipusu digitalis szines fényképez6 segitségével

készitettiik (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany).
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6.4. Time-lapse imaging videomikroszkdpia

Egy T25-6s sejttenyésztd edényben szaporitottuk a podocytakat. Miutan a sejttenyészet
elérte a 60%-0s konfluenciat 37°C-ra allitottuk az inkubator hémérsékletét. A 0. naptol a 14.
napig videomikroszkop segitségével kovettiik a sejtek differencialodasanak folyamatat. A time-
lapse videomikroszkopiat a Nagy Gabor és mtsi. altal kozzétett modszer alapjan végeztiik’’.
Két inverz mikroszkdphoz egy nagyfelbontasu digitalis kamera kertilt csatlakoztatasra, mely
egy kettds képrogzitd szamitégépes rendszer felé tovabbitotta az informaciot. A kamera
megyvilagitasa ugy lett kialakitva, hogy ne okozzon hd-, illetve fénykéarosodast a
sejttenyészetben. A hidegfehér fényti diodak a képrogzitd rendszerrel szinkronban mitkodtek.
Percenként rogzitett képeket a rendszer. A teljes video anyagat adatnyerés céljabol adatbazis
formatumba importaltuk. Az expozicidos id6t a képernyd jobb sarjdban tiintettiik fel. 30
képkockat jelenitettiink meg egy masodperc alatt, vagyis a valésagban eltelt 30 perc eseményeit

lathatjuk a videdn 1 mésodperc alatt.

6.5. Human vesébdl szarmazo szévetminta immunhisztokémiai festése

Vilagossejtes veserak miatt eltavolitott human daganatos vese ellentétes polusabol, a
vese cortexébdl szarmazd szovetmintat formalinban fixdltuk és paraffinba agyaztuk, 4 pm
vastagsagu metszeteket készitettiink beldle, majd elvégeztiik az epitopok feltarasat. Az endogén
peroxidaz aktivitas semlegesitése végett 15 percig 3%-0s H>O> oldattal kezeltiik, majd 20
percig blokkoltuk a mintakat. A glomerulusban talalhat6é podocytakat Wilms tumor-1 (WT-1)
elleni antitesttel tettiik lathatova (sc-192, 1:50; Sanra Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg,
Németorszag), a benniik expresszalodo H-ferritint pedig a Paolo Arosiotol kapott monoklonalis
antitest segitségével festettiik meg (1:150; 6,5 ug/mL). A metszeteket 15 percen keresztiil
inkubaltuk avidin-biotin-HRP komplexszel, miel6tt hozzaadtuk a biotinnal konjugalt
masodlagos antitesteket. Vectastain Elite ABC el6hivo kitet (PK-6102; Vector Laboratories
Ltd., Peterborough, Egyesiilt Kiralysag) alkalmaztunk a gyartdé utmutatasa szerint. A vizsgalt
antigéneket Vector VIP (lila: SK-4600; Vector Laboratories Ltd., Peterborough, Egyesiilt
Kiralysag) és DAB (diaminobenzidin, barna: SK-4100; Vector Laboratories Ltd.,
Peterborough, Egyesiilt Kiralysag) szubsztratok segitségével tettiik lathatova. A mintakkal

parhuzamosan pozitiv és negativ kontroll-festéseket is végeztiink.
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6.6. Giemsa festés

Modositott Giemsa festést végeztiink a parhuzamosan tenyésztett, kiilonb6z6 kora és
differencialtsagi foku podocyta sejtkulturakon. A monolayerben tenyésztett sejteket metanollal
fixaltuk 5 percig, majd levegdén szaritottuk. Ezt kdvette a frissen elkészitett Giemsa oldattal
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) torténé 10 perces festési fazis. A foloslegben 1évo
festékmolekulakat desztillalt viz segitségével lemostuk a mintakrol, majd egy Gjabb szaritasi
1épés kovetkezett szobalevegdn. A rozsaszin festddés a citoplazmat, mig a kék festddés a magot

jeloli a 100x-0s nagyitasban vizsgalt és fényképesen dokumentalt mintdkon.

6.7. Sejtmagok preparadldasa és a kromatin struktura vizsgalata

A nem differencialt és a differencialt podocytaknal egyarant megvizsgaltuk a kromatin
dekondenzacié és a kromoszoma kondenzacio jellegzetességeit a sejtciklus eltérd fazisaiban. A
sejtmagok feltardsdhoz elsdként reverzibilisen permeabilizaltuk a sejteket hipotonias pufferben
0°-on 2 percig, majd ezt kovetéen 3 oOran keresztiil 10% FBS-t tartalmaz6 RPMI 1640
médiumban regeneraltuk 6ket. 0,1 ng/ml colcemiddel metafazis-blokkot végeztiink, ezt
kovetden tripszinnel és duzzasztopufferrel kezeltiik a sejteket. A magizolalast 20x térfogata
jégecet és metanol 1:3 aranyu elegyének lasst hozzaadasaval végeztiik. A folyamat végén

fixalo oldattal fixaltuk a sejtmagokat és a sejtmag preparatumot 30 cm tavolsagbodl targylemezre

ey

oldattal (70%, 90%, 100%) dehidrataltuk a mintdkat’®. A folyamat legvégén DAPI-t tartalmazo
sejtrogzitd kozeget helyeztiink a fedélemez ala (EverBrite mounting medium, Biotium Inc.,
Hayward, CA, USA). Gerjesztéfény hatasara a DAPI altal emittalt lathato kék fény altal

kirajzolt mintazatot fluoreszcens mikroszkopban vizsgaltuk.

6.8. Antioxidans enzimek aktivitasanak vizsgalata

Nem differencialt és differencialt podocyta sejttenyészeteket hasznaltunk ehhez a
kisérlethez. A sejtekhez KH.PO4 puffert adtunk (100 mmol/L, pH=7,4), majd ultrahangos
eljarassal 3x5 masodpercig jégen szonikalva feltartuk dket. Ezt kovetden a sejtlizatumot, 16800
g-vel 4°C-on 10 percig centrifugaltuk. A katalaz, a SOD és a GPX enzimek aktivitasat a

centrifugalas utan nyert feliiliszokbol hataroztuk meg’.
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6.8.1. GPX aktivitds meghatarozasa

A GPX aktivitasat a mintakban kolorimetrias assay segitségével mértiikk (Glutathione
Peroxidase Activity Colorimetric Assay Kit, K762-100, Biovision). Az el6készitett mintakhoz
egy NADPH-t, glutation-reduktazt (GR) és glutationt (GSH) tartalmaz6 reakcioelegyet adtunk.
Az enzimreakciot az elegyhez adott kumin-hidorperoxiddal valtottuk ki. A GP redukalta a
kumin-hidroperoxidot mikézben a glutationbdl oxidalt glutation képz6dott. Ez utobbi folyamat
szubsztratjaként a NADPH szolgalt. A NADPH fogyasa a reakcio elegybdl aranyos volt a GP
aktivitasaval. A mintak optikai denzitas (OD) értékét 340 nm-en mértiik.

6.8.2. SOD aktivitas meghatdrozasa

A SOD aktivitast kolorimetrias eljarassal mértiik (Superoxide Dismutase Activity Assay
Kit, K335-100, Biovision), mely azon az elven alapul, hogy a reakcioelegyben jelen 1évé WST-
1 szuperoxid-anion jelenlétében vizoldékony formazan kristallya redukalodik. A folyamatot
gatolja a mintdban 1évé SOD enzim. A SOD gatlo aktivitasat a kristalyokat tartalmazo elegy

abszorbanciajanak 450-nm-en tortént mérése alapjan szamitottuk ki.

6.8.3. Katalaz aktivitas meghatdrozdsa

A katalaz aktivitdsat a mintdkban kolorimetrids eljarason alapulo technikéval mértiik
(Catalase Activity Colorimetric/Fluorometric Assay Kit, K773-100, Biovision). A mintaban
jelen 1év0 katalaz enzim a hidrogén-peroxidbol viz és oxigén képzddését eredményezi. Az el
nem reagalt hidrogén-peroxid az OxiRed™ festékkel reakcioba 1ép, az 570 nm-en mért

abszorbanciavaltozas alapjan kiszdmithatd a mintdban 1évd katalaz-aktivitas.

6.9. Western blot analizis

A kisérlethez felhasznalt podocytakat és endothelsejteket 6 lyuku tenyésztéedényben
tenyésztettiik. A sejteket 1 oran keresztiil kezeltik hem tartalmt oldattal szérummentes
koriilmények kozott, majd eltavolitottuk a hemet €s tovabbi 8 o6ran keresztiil 10% FBS tartalmua
RPMI 1640 médiumban 37 °C-os inkubatorban 5%-0s CO- szint mellett tartottuk a sejteket. A
kezelést kovetden a sejteket mostuk majd lizaltuk 200 uL szolubilizalé oldatban (Tris-HCI
puffer [10 mM Tris-HCI pH=7,2; 5 mM EDTA,; 150 mM NacCl], 1% Triton-X 100, 0.5%
Nonidet P-40 és proteaz inhibitor koktél (Roche, Basel, Switzerland). A sejtlizatumot
centrifugaltuk, a  feliiliszo6t megtartottuk ¢és  meghataroztuk a  sejtlizatumok

crer

fehérje) 6%-os nativ poliakrilamid gélen vélasztottuk szét (250 V, 120 mA, 3 o6ra), majd
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nitrocellul6z membranra transzferaltuk (100 V, 75 perc). A nativ gél alkalmazasat az indokolta,
hogy a kimutatashoz hasznalt antitest a H-ferritinnek egy olyan konformacios epitdpjat ismeri
fel, mely a fehérje nativ szerkezetének megérzése mellett tud csak bekdtddni. A membran
blokkolasat koveten (6%-0s tejpor TBS-T-ben oldva, 1 6ra, szobahd) egy éjszakan keresztiil
4°C-on inkubaltuk 1% tejport tartalmazd TBS-T oldatban az elsddleges antitesttel (egér anti-
human FtH, higitas: 1:1000 [Paolo Arosio ajandéka]). A HO-1 kimutatdsa sordn a fehérjék
szeparalasat 12%-0s SDS-poliakrilamid gélen végeztiik. A kimutatashoz egér anti-human HO-
1 elsédleges antitestet alkalmaztunk (higitas: 1:2500 Calbiochem, 374087). A kovalens moédon
keresztkotott Hb formédk kimutatasa sordn 15 pL vizeletet szepardltunk 12%-0s SDS-
poliakrilamid gélen. A Hb kimutatasa soran kecskében termeltetett poliklonalis
tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt anti-Hb antitestet hasznaltunk (higitas: 1:10000, Abcam).
A FtH és a HO-1 kimutatdsa sordn az elsddleges antitest bekotddése utan a membrant mostuk,
majd HRP-vel konjugalt anti-egér IgG-t adtunk a membranhoz (higitas: 1:15000, Amersham)
mellyel 90 percen keresztiil inkubaltuk szobahén. Alapos mosast kovetden a blotot
kemilumineszcens eléhivoval (Amersham) tettiikk lathatova. A filmet digitalizaltuk és az
AlphaDigi-Doc RT (Alpha Innotech) szoftver segitségével megmértiik az egyes fehérje savok

optikai denzitasat.

6.10. Kvantitativ valds ideji polimerdz lancreakcio (qRT-PCR)

Az endothelsejteket és a differencialt podocytakat 6 lyukl tenyésztdedényben kezeltiik.
A sejteket RNA-STAT60 (Tel-Test B Labs, Alvin, TX USA) reagensben szolubilizaltuk, és
¢s tisztasagat a minta optikai denzitasa alapjan (OD260, OD280) hataroztuk meg. A mintakbol
kinyert RNS-t cDNS-s¢ irtunk at SuperScript™ II reverz transzkriptaz (Invitrogen, Waltham,
MA, USA) segitségével. A ¢cDNS mintakkal 6sszeallitott PCR reakciot valos idejii qPCR
késziilékben (CFX96 Real-Time System, Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA) futtattuk. A HO-
1 gén amplifikicioja sordn iTaq™ polimerazt (Bio-Rad, Inc, Hercules, CA, USA) és validalt
FAM fluoroférral konjugalt TagMan probat, valamint a tervezett primereket alkalmaztunk
(forward primer [674+] (5'-): GGT-GAT-AGA-AGA-GGC-CAA-GAC-TG [23 bazis], reverse
primer [755-] (3'-): GGT-GTC-ATG-GGT-CAG-CAG-CT [20 bazis], proba: [705+](5"):FAM-
CTC-AAC-ATC-CAG-CTC-TTT-GAG-GAG-TTG-CAG). Haztartasi génként a
glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenazt (GAPDH) hasznaltuk, a GAPDH mRNS szintjét
TagMan modszerrel hataroztuk meg. A kapott C; (threshold cycle) értékek alapjan a relativ

génexpresszios valtozasokat delta-delta Ct modszer segitségével szamitottuk ki.
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6.11. Human L-ferritin mérés ECLIA technikdval

A méréshez az endothelsejteket és a podocytdkat 6-lyuku tenyésztéedényben
tenyésztettilk és kezeltik. A méréshez a Western blothoz alkalmazott szolubilizalé oldatban
vettilk fel a sejteket. A ferritin meghatarozasat elektrochemilumineszcens immunoassay
(ECLIA) modszerrel végeztiik (katalogus szam: 03737551) Roche MODULAR ANALYTICS
E170 automataval. A mérési modszer szendvics technikan alapul. A mintaban a biotinizalt
monoklonalis human L-ferritinre specifikus antitest, a human L-ferritin, illetve a ruténium
komplex-szel jelolt monoklonalis ferritin-specifikus antitest reakcioja soran immunkomplex
jon létre. A streptavidinnel fedett mikropartikulumok hozzaadasa utdn a komplex szilard
fazishoz kotédik a biotin és a streptavidin kozott kialakuld kolcsonhatas kovetkeztében. Az
automata mérdécelldjaban a mikropartikulumok magnesesen hozzatapadnak az elektroda
felszinéhez. Az elektrodara kapcsolt fesziiltség kemilumineszcens fénykibocsatast indukal,

amit egy fotomultiplier mér.

6.12. A podocytak citotoxicitadsanak vizsgalata

Nem differencialt ¢és differencialt podocytdkat 96 Iyuku tenyésztéedényben
tenyésztettiink. A sejteket HBSS-oldatban 1,25-5 umol/L koncentracidjii hemmel, 125-500
kezelésnél a H>O, hozzaadasat a sejttenyészethez 1 oras hem-elokezelés elozte meg. A
kezeléssel parhuzamosan kontrollokat is alkalmaztunk. A kezelést kovetden atmostuk a
lyukakat, majd minden lyukhoz frissen készitett MTT (3-2,5-difenil-tetrazolium-bromid)
reagenst adtunk és 37°C-on 30 percig inkubaltuk a sejteket. Az €16 sejtek mitokondrialis
dehidrogenaz enzimei altal termelt formazan kristalyokat DMSO-ban oldottuk, az oldat
abszorbanciajat pedig spektrofotométer segitségével mértiikk 590 nm-en. A sejtek altal termelt

formazan mennyisége jol korrelal az €16 sejtek szdmaval.

6.13. Tiobarbitursav reaktiv anyagok meghatdrozasa

Nem differencialt ¢és differencidlt podocytdkat 6-lyuku tenyésztéedényben
tenyésztettiink. Hemmel (1,25-5 pmol/L) és H2O2-dal (125-500 pmol/L) kezeltiik a sejteket
HBSS-ben 37°C-on 4 o6ran keresztiil. Lyukanként 200 pl mennyiségli 6% SDS tartalmu
KH2PO, pufferben (100 mmol/L, pH=7,4) szedtiik fel a sejteket. Minden mintdhoz 400 pl
TBAR-reagenst (0,375 g 2-tiobarbitursav, 2,08 ml HCI, 15 ml 10% triklorecetsav, majd
desztillalt vizzel kiegészitettiik a 100 ml-es végtérfogat eléréséhez) adtunk. 30 percig tartd

90°C-os inkubalast kovetden lehlitottiik a mintdkat, majd 100 pl n-butanol hozzdadéasaval és
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intenziv vortexeléssel extrahalast végeztiink. Az egyes fazisokat centrifugalassal szeparaltuk
(2000 g, 20°C, 10 perc). A szerves anyagokat tartalmazo fazis optikai denzitasértékét 532 nm-

en mértik.

6.14. ROS-termelés vizsgdlata

Endothelsejteket és differencialt podocytakat hasznaltunk fel ezekhez a mérésekhez. A
sejteket  96-lyukt  tenyésztéedényben  tenyésztettik. = Nem  fluoreszcens  2'.7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetatot (H.DCFDA) adtunk a sejtekhez 30 percre (Invitrogen,
Waltham, MA, USA). A sejteket hem el6kezelés (5 umol/L, 30 perc) nélkiil vagy azt kovetéen
H202-dal (100 umol/L) kezeltiik. A ROS-termelés eredményeként végbemend oxidacio és az
intracellularis észterdzok hatasara a H>DCFDA-bdl fluoreszcens 2',7'-dichlorofluorescein
(DCF) képzddik, melynek mennyiségét fluoreszcens modon hataroztuk meg. Ehhez a mintakat
495 nm hullamhosszisaggu fénnyel gerjesztettiik, és az emittalt fény intenzitdsat 525 nm-en

mértiilk meg.

6.15. Egér kisérletek

A vizsgalatot a Debreceni Egyetem Intézményi Kutatasetikai Bizottsaganakff
engedélyével végeztiik. 12 darab C57BL/6 egeret (8-10 hetes, him) véletlenszerien két
csoportra osztva hasznaltunk fel. A hemolizist PHZ (0. idépontban 50 mg/kg, majd 16 6ra
elteltével 30 mg/kg, 200 pL steril PBS-ben oldva) intraperitonedlis (i.p.) adasaval valtottuk ki.
A kontroll egerek PBS-t (200 pl, i.p.) kaptak.

6.16. Hemoglobin-koncentracio meghatdrozdsa spektrofotometrids
modszerrel egér plazmabdl és vizeletbél

C57BL/6 egerekben PHZ-val steril hemolizist indukaltunk, majd a kijelolt
id6pontokaban vér, illetve vizeletmintat gytjtéttink. A Hb, metHb és hemikrom

crcr

értékek alapjan szamitottuk ki az el6z6ekben publikalt egyenletek és extinkcids koefficiensek

segitségével®,

6.17. Hemoglobinok preparaldasa

Egészséges onkéntesektdl nyert, heparinnal alvadasgatolt vérbdl a vordsvértestekbol
hemoglobint preparaltunk. A vérmintdhoz azonos mennyiségli fiziologids sooldatot adtunk,
majd a mintabol centrifugalassal kinyertiilk a vordsvértesteket (2000 g, 4 °C, 5 perc). A

vorosvértesteket fiziologias sdoldattal mostuk, majd a mosott vvt preparatumhoz Na-foszfat
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30 percig jégen inkubaltuk. A vvt-lizatumhoz 1/20-ad térfogataranyban Tris bazist (1 mol/L)
adtunk. A DEAE Sepharose CL-6B (Sigma-Aldrich) gyantat tartalmazé oszlopra 35 ml vvt-
lizatumot vittiik fel. Az oszlopot Tris bazis pufferrel (50 mmol/L, pH: 8,2) mostuk 1,5 ml/perc
aramlasi sebességgel mindaddig, amig a moso oldat viztiszta lett. Ezt kovetden Tris bazis
pufferrel (50 mmol/L, pH: 7,4) elualtuk a hemoglobint az oszloprél. A hemoglobin
[metHb]=279xA630-3XAs74.

MetHb elballitasahoz 1,5-szeres molaris mennyiségii K3[Fe(CN)g]-tal reagaltattuk a
hemoglobint (30 perc, szobahd). A ferrylHb eléallitasa céljabol 10-szeres molaris
mennyiségben adtunk H2O2-dot a hemoglobinhoz. A feleslegben maradt oxidalo agenseket 12
kDa cut-off méretii dializis membran segitségével tavolitottuk el (fiziologias sooldattal
szemben 2x1 oran, majd egy éjszakan keresztill végeztik a dialzist). A kapott mintat
centrifugalassal (Amicon Ultra, 152 kDa-0s membransziir6vel ellatott centrifugacsé

hasznalataval) toményitettiik majd kis frakciokban folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottuk.

6.18. Statisztika

Az adatok statisztikai elemzéséhez a GraphPad Prism 5.0 szoftvert (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA) alkalmaztuk. Két csoport kozotti kiilonbséget paratlan t-teszttel
vizsgaltuk. A tobbszords dsszehasonlitasokat ANOVA segitségével végeztiik Tukey post-hoc
teszttel kiegészitve. Az eredmények harom fiiggetlen kisérlet atlag + SEM vagy SD értékét
mutatjak. A p<0,05 értéket tekintettiik szignifikans kiilonbségnek.
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7. Eredmények

7.1. Extracellularis Hb, oxidalt Hb-formak és szabad hem megjelenése egér
plazmadban és vizeletben steril hemolizist kévetden
Intravaszkularis hemolizis sordn a Hb az extracellularis térbe keriil, ahol oxidaloédhat a
plazma vorosvértestekhez viszonyitott alacsonyabb kapacitasu antioxidans rendszere miatt.
Munkénk soran elsoként ezt a jelenséget tanulmanyoztuk azzal a szandékkal, hogy vilagos
képet nyerjiink az intravaszkuldris hemolizis sordn képz6d6 Hb oxidacios allapotarol, plazma
Modelliinkben C57BL/6 egerekben indukaltunk steril hemolizist fenilhidrazin (PHZ)

intraperitonealis injektalasaval. Az egerek plazmajaban meghataroztuk a hem, a Hb, a metHb

crer

crer

adatokbol kiszamitottuk a plazma szabad hem koncentraciojat, melyet nem hemoglobinhoz
asszocialt hemként definialtunk.

A PHZ-nal indukalt hemolizis soran jelentés mértékben megnétt a plazmaban az
extracellularis Hb, a metHb, és a hemikrom mennyisége, valamint a szabad hem koncentracioja
IS (4. dbra a-€). A valtozas mar 4 ora elteltével jol észlelhetd volt, 16 6ra utan pedig minden

mért paraméter tekintetében szignifikdns valtozast tapasztaltunk.
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4. dbra A plazmaban steril hemolizist kovetéen megemelkedik a total hem, a Hb, a metHb
a hemikrom és a szabad hem mennyisége

C57BL/6 egerekben PHZ-nal (50 mg/kg, majd 16 6ra elteltével 30 mg/kg, 200 pL steril PBS-
ben oldva intraperitonealisan alkalmazva, [n=6]) steril hemolizist indukaltunk, a kontroll
egereket (n=6) pedig 200 uL PBS-sel injektaltuk. Az egerek plazmajabol spektrofotometrias
modszerrel hataroztuk meg (a) a teljes hem, (b) a Hb, (c) a metHb és (d) a hemikrém
kontroll és 6 kezelt egérbdl nyert plazma triplikdtumban mért értékeinek atlaga + SD van
feltiintetve. *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,005.

Massziv intravaszkularis hemolizist kovetéen hematuria is kialakulhat. Megvizsgaltuk, hogy az

altalunk alkalmazott egérmodellben megfigyelheté-e a hemoglobin formak vizeletbe vald
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PBS-sel, illetve PHZ-nal kezelt C57BL/6 egerek vizeletében 20 oraval a hemolizis indukcidjat
kovetden (5. dbra). A PHZ-nal kezelt egerek vizeletének Hb tartalma nem tért el a PBS-sel
kezelt egerekétdl, azonban jelentds emelkedést tapasztaltunk a vizeletben jelenlévo oxidalt Hb-
soran ferril (Fe*") oxidaciés allapota Hb-formék keletkeznek. Megvizsgaltuk a kovalens médon
keresztkotott Hb-formak jelen vannak-e a vizeletben steril hemolizist kovetéen. Hb monomer
(16 kDa) és dimer (32 kDa) jelenlétét igazoltuk a PHZ-nal kezelt egerek vizeletében 16 illetve
20 oraval a kezelést kovetden. Ugyanakkor a kontroll egerek vizeletében Hb-formak jelenlétét

nem tapasztaltuk.
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5. dbra A vizeletben steril hemolizist kovetéen megemelkedik az oxidalt Hb-formak
Mennyisége

C57BL/6 egerekben PHZ-nal (50 mg/kg, majd 16 6ra elteltével 30 mg/kg, 200 pL steril PBS-
ben oldva intraperitonealisan alkalmazva, [n=6]) steril hemolizist indukaltunk, a kontroll
egereket (n=6) pedig 200 pL PBS-sel injektaltuk. Az egerektdl 4, 16 illetve 20 oOras
idépontokban vizeletmintat gyiijtottiink. A vizeletbdl spektrofotometrias modszerrel hataroztuk
és 6 kezelt egérbol nyert vizelet értékeinek atlaga + SD van feltiintetve. ***p <0,005. (b) A
kovalens modon keresztkotott Hb-formak vizeletben vald jelenlétét Western blot technikaval
vizsgaltuk. Reprezentativ Western blot 3 fliggetlen kisérlet alapjan.

7.2. A podocyta sejtvonal osztodasaval és terminalis differencidalédasaval
kapcsolatos vizsgalatok

7.2.1. A podocytik osztodasa és differencialodasa
Amint a 33°C-on permissziv koriilmények kozott osztoddod podocyta sejttenyészet elérte
az 50-60%-o0s konfluenciat, nem permissziv koriilmények kozé 37°C-ra helyeztik at a

sejttenyészetet, hogy megkezdddhessen a sejtek differencidloddsa. 14 napon at

crer
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valtozasat. A novekedési gorbe elemzésébdl azt lattuk, hogy az elsd 9 napban a sejtszam nott
(6.a dbra). Azt kovetden, hogy a sejtek szama a 9-10. nap kozott elérte a maximalis értéket,
egy enyhe csokkenést kdvetden kozel allandova valt. A 10-14. nap kozott mar csak elvétve
lattunk sejtosztodast.

Miutén a sejteket 37°C-ra helyeztiik, a nem differencialt sejtek fokozatosan vették fel a
differencialt podocytakra jellemz6 morfologiat (6.a-d dbra). A nem differencialt Kisméreti,
epithelszeri sejtek megjelenésére jellemzé volt a macskakd-rajzolat. Ezzel szemben a
differencialt podocytdknal megfigyelhetd volt a sejttest jelentds mértékii megndvekedése,
szabalytalan alakuva valéasa (6.6 dbra, szaggatott vonallal jelolt részletek), valamint szamos,
kiilonb6z6 alaka és méretti rovid lekerekitett (6.5 dbra, fehér nyilak), vagy hossza orsdszerii
(6.6 dbra, fekete nyilak) labnyulvany megjelenése. Az orsoszerii nytlvanyok kialakulasat
megeldzden gyakran megfigyelhetd volt a citoplazmatikus kitliremkedések részleges
visszahtizodasa. A differencialt sejtek kozott tobb esetben észlelhetd volt a cellularis
hypertrophia, illetve a sejthalal kialakuldsa (6.5 dbra, piros csillagok), mig mas sejtek
nyulvanyokat kezdtek noveszteni. A képeken piros kettds kereszttel jelolt sejtek mitotikus
sejtek, melyek az osztodas idejére felvaltak az edény aljardl. Szamos két magvill, nem osztédo
sejtet is felfedeztiink a tenyészetben. Noha a 9. nap utan a sejtszam kis mértékben csokkent, a
sejtek motilitasa valtozatlanul élénk maradt. A sejtek migracioja mindaddig megfigyelhetd volt,

amig a tenyészté edény aljat teljes egészében be nem fedték.
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6. dbra A podocytak differencialodasa nem permissziv koriilmények (37°C) kozott.

(@) Podocyta tenyészet (50-60%-0s konfluenciaju) sejtszamanak kovetése 37°C-on 14 napon
keresztiil videomikroszkopia segitségével. A grafikon 3 kiilonallo kisérlet reprezentativ
eredményét mutatja. (b) A podocytak alakjanak és méretének valtozasa a differenciacié soran.
A szaggatott vonalak egy-egy sejtet korvonalaznak a faziskontraszt képeken. A fekete nyilak a
differencialt, kiilonféle nytlvanyokkal rendelkezé podocytak rovid, lekerekitett nyalvanyait,
mig a fehér nyilak a hosszu, orsdszerli nyulvanyokat jelolik. A képeken piros kettds kereszttel
jelolt sejtek mitotikus sejtek, melyek az osztodas idejére felvaltak az edény aljardl. Piros csillag

jeloli az apoptotikus sejteket.
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6. dbra A podocytak differencialodasa nem permissziv koriillmények (37°C) kozott

(c) Kiilonbozo differencialtsagi fokll tenyészetek Giemsa-festése. A citoplazma (rézsaszin), és
a mag festédése (kék) lathatdé 100x-0s nagyitasban. (d) A fénymikroszképpal és
immunfluoreszcens mikroszkopiaval késziilt felvételeken megfigyelhetok a nem differencialt
¢s differencialt podocytak jellemzoi. A bal oldali képeken nem differencialt sejtek lathatok
permissziv koriilmények kozott. A jobboldali képek 10 napja nem permissziv koriilmények
kozott tartott differencialt podocytakat dbrazolnak. (i) A fénymikroszkopos felvételeken a
mérce 100 pm. A nem differencialt sejtek kisméretlieck és utcakd rajzolathoz hasonld a
megjelenésiik. Ezzel szemben a differencidlt sejtek nagy sejttesttel és sejtmaggal, tomeges
citoplazmaval, emellett szdmos nyulvannyal rendelkeznek. (i) A synaptopodin-Cy3 (piros) és
a DNS (DAPI, kék) festddése egyiittesen csak a differencialt podocytaknal figyelheté meg (a
mérce 100 um-t jelol). (iii) Az F-aktin (FITC-falloidin, zold) és a DNS (DAPI, kék) festodését
mutatjak a képek (a mérce 100 um-t jelol). A képeken harom kisérlet reprezentativ eredménye
lathato.




Mivel szerettiik volna megtudni, hogy 14 nap alatt teljes mértékben lezajlott-e a podocytak
differencidlodasanak folyamata, megvizsgaltuk a sejtek synaptopodin expresszidjat
immunfestés segitségével. Nem differencialt és differencialt sejteket is megvizsgaltunk (6.d
dbra, ii panel). A synaptopodin egy podocyta-specifikus fehérje, melynek fontos szerepe van a

citoszkeleton integritasanak megdrzésében®

, lehetévé teszi a labnyulvanyok dinamikus
plaszticitasanak fenntartasat, ezaltal pedig védelmi szerepet tolt be a vesében a proteinuria
kialakuldsdval szemben. A nem differencidlt podocytdkban nem volt megfigyelhetd
synaptopodin-festédés, mig a differencialt sejtek jol lathatd6 modon expresszaltdk a
synaptopodint (6.d dbra, ii panel, piros: synaptopodin, kék: mag). A citoszkeleton atalakulasat
a differencialodds folyamata alatt az aktinhoz kotddni képes falloidin segitségével tettiik

lathatova (6.d dbra, iii panel, zéld: aktin, kék: mag).

7.2.2. A sejtmag névekedése és a kromatin szerkezet valtozdsa a differencidlodas folyamata
alatt

A differencialodas folyamata soran nem csak a sejtek mérete, hanem a sejtmag atmérdje
is jelentsen nétt. A 7.a abra mutatja a DAPI-val megfestett sejtmagokat. Lathato, hogy a jobb
oldali abran a differencialt sejtmagok nagyméretiick, mig a bal oldali a&bran a nem differencialt
sejtmagok kisméretiiek. Szerettiik volna megtudni, hogy a sejtmag méretének ndvekedése
egylitt jar-e a kromatin szerkezet valtozasaval. Nem differencialt és a differencialt sejtmagokat
lizaltunk, majd a kromatin szerkezetet megfestettik DAPI-val. A nem differencialt sejtek
nukleoplazméjaban szamos teriileten lathatunk heterokromatint, ahol a géntranszkripcio
tobbnyire inaktiv (7.5 abra). A képeken kromoszoémak is megfigyelhetéek, melyek a kromatin
szerkezetnek egy kondenzaltabb allapotat mutatjak. Ezekben a régiokban magas fokt mitotikus
aktivitas észlelhetd. Ezzel szemben, a differencialt podocytak nukleoplazmajaban a kromatin
szerkezet sokkal homogénebb elrendez6dést mutat. Kevesebb heterokromatin talalhato, mivel

az aktivan atir6do gének lazabb szerkezetbe rendezédnek.
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podocytak podocytak

Nem differencialt Differencialt
podocytak podocytak

7. dbra A sejtmag novekedése és a kromatin szerkezet valtozasa a podocytak
differencialodasa soran

(@) A bal oldali reprezentativ abrasoron a 33°C-on (permissziv koriilmények kozott) tenyésztett,
nem differencialt podocytak sejtmagjai, mig a jobb oldali abrasoron a 14 napig 37°C-on (nem
permissziv koriilmények kozott) tenyésztett, differencialt podocytdk sejtmagjai lathatok DAPI
magfestéssel megjelenitve (a mérce 5 um-t jelol). A differencidlédas sordn a mag mérete
megnott. (b) Az érett és a még éretlen podocytak kromatin szerkezetének dsszehasonlitasa. A
nem differencialt sejtek sejtmag-preparatumai lathaté kromoszoémakat tartalmaznak, a kromatin
szerkezetiik joval kondenzaltabb és sok a heterokromatin régio. Ezzel szemben a differencialt
sejtek kromatinszerkezete lazabban szervezddik (a mérce 5 pm-t jelol).
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7.3. Hem hatdsa az endothelsejtek és a podocytdak oxidativ stressztiiré
képességére és ROS termelésére

7.3.1. Hem hatdsa az endothelsejtek és a podocytik oxidativ stressztiird képességére

A hem Oonmagaban nem citotoxikus az endothelsejtek szdmara, azonban mar alacsony
koncentracidban is jelentdsen fokozza a kiilonféle ROS-ok sejthalalt indukalod
hatasat3*4143616282 - A mar ismert modellt alkalmazva megvizsgaltuk a hem és a H.O> altal
elinditott oxidativ stresszvalaszt podocytdkon, melyet Osszevetettiink az endothelsejteknél

tapasztalt valaszokkal (8. abra).
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8. abra Hem és H20: hatasa endothelsejtek és podocytak életképességére

Endothelsejteket (a) ¢és differencialt podocytakat (b) tenyésztettink  96-lyuku
tenyésztéedényben. A sejteket hem (5 umol/L), novekvé dozisa H202 (25-100 pmol/L), illetve
hem-elékezelést (5 umol/L, 1 6ra) kdvetden alkalmazott H.O2 ndvekvo dozisaival kezeltiik 4
oran keresztiil. A sejtek életképességét ezutan MTT-teszt segitségével hataroztuk meg. A
grafikonokon 3 kisérlet triplikatumban kivitelezett mérések atlaga + SD van feltiintetve. **p
<0,01.

Endothelsejtekben a hem és a H20, Onmagaban nem okozott sejthalalt, azonban hem
elokezelést kovetéen a H202 50 pmol/L koncentracioban mintegy 40%-0s, 100 pmol/L
koncentracioban pedig mintegy 50%-os sejtpusztulast eredményezett (8.a dbra). Ezzel
szemben a podocytakra nézve sem az 6nmagaban alkalmazott hem vagy H>O., sem pedig a
hem el6kezelést kovetden adott H2O2 nem volt toxikus hatassal (8.5 abra). Azt tapasztaltuk,

hogy a podocytak nagymértékben ellenalldak az oxidativ stresszel szemben.
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7.3.2. Hem hatdsa endothelsejtek és podocytik ROS termelésére

Az endothelsejteknél hem-szenzitizalast kovetéen az oxidativ sejthalal kialakulasaban
jelentds szerepe van a sejtek fokozott ROS termelésének. Megvizsgaltuk, hogy a podocytakban
hogyan alakul a ROS-termel6dése hem, H.Og, illetve hem-el6kezelést kovetden adott H2O2

hatasara. A kapott eredményt 6sszehasonlitottuk az endothelsejteknél észleltekkel.
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9. dbra Hem és H202 hatasa endothelsejtek és podocytiak ROS termelésére
Endothelsejteket (a) ¢és differencialt podocytakat (b) tenyésztettink  96-lyuku
tenyeésztdedényben. A sejteket hem eldkezelés (5 umol/L, 30 perc) nélkiil vagy azt kovetden
H202-dal (100 pumol/L) kezeltik. A ROS szintjét a H2O2-kezelés mellett mértik 4 oran
keresztiil. (c) Endothelsejtek €s podocytdk kontrollhoz viszonyitott ROS-termelése 1 ora
elteltével. A diagrammok 3 kisérlet triplikatumban kivitelezett atlagat + SD mutatjak. *p <0,05,
**p <0,01, ***p <0,005.

Az endothelsejtekben H20 hatasara kis mértékben, hem hatasara viszont jelent6s mértékben
fokozodott a ROS termelddése. Abban az esetben, amikor az endothelsejteket hem elékezelés
utan kezeltiik H2O2-dal, a hemmel kezelt sejtekhez hasonld mértékii ROS-termelést észleltiink.

A kontrollhoz viszonyitva a hem, illetve a hem kezelést kovetden alkalmazott HO>
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endothelsejtek esetén mar a detektalds elsd orajaban jelentdsen ndvelte a ROS termelést, az
onmagaban alkalmazott H2O; viszont csak a masodik 6ratol fokozta azt. (9.a dbra). Ezzel
szemben podocytakban a hem fokozta a ROS-termelést, de a H>O2 egyik idépontban sem (9.b
dbra). A hem elékezelést kovetden adott H2O» nagyobb mértékii ROS-képzoédést
eredményezett. A podocytakat az endothelsejtekkel Gsszehasonlitva megallapitottuk, hogy a
podocytak az altalunk vizsgalt 6sszes koriilmény hatasara kevesebb ROS-t termelnek, mint az
endothelsejtek, vagyis a podocytak ROS-termelésének fokozodasa minden esetben elmarad az
endothelsejtekétol (9.c dbra).

7.3.3. A hem indukdlja a HO-1 mRNS és fehérje expresszidjat endothelsejtekben és
podocytikban

A hem-stressz elleni védekezésben fontos szerepet tolt be a HO-enzim, mely a hem

crer

crer

hasonl6 médon (10. c-d dbra). A szakirodalommal Gsszhangban endothelsejtekben hem
hatasara dozisfiiggé modon fokozodott a HO-1 mRNS és fehérje expresszidja (10. a-b dbra).
Kiilonbséget talaltunk azonban a HO-1 fehérje expresszidjanak dozisfliggésében a két sejt
kozott. A podocytdkban 10 uM hem mdar maximalis HO-1 fehérje expressziot valtott ki,
dozisfiiggést nem tapasztaltunk. Ezzel szemben endothelsejtekben dozisfiiggd valaszt kaptunk

mRNS ¢és fehérjeszinten egyarant.
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10. abra Hem hatasa az endothelsejtek és a podocytak HO-1 mRNS szintjére és fehérje
expressziojara

Endothelsejteket (a-b) és differencialt podocytakat (c-d) kezeltiink hemmel (10, 25, 50 umol/L).
4 ora elteltével (a) az endothelsejtekben és (c) a podocytakban is meghataroztuk a HO-1 mRNS
szinteket gRT-PCR modszerrel. Az oszlopok 3 triplikatumban kivitelezett kisérlet kontrollhoz
viszonyitott, GAPDH-ra normalizalt atlagat + SD mutatjak.***p <0,005. (b) Az endothelsejtek
és a (d) podocytak HO-1 fehérje expresszidjat bemutato reprezentativ Western blotok (n=3). A
HO-1 expressziojat GAPDH-ra normalizaltuk. Az oszlopok 3 kisérlet kontrollhoz viszonyitott,
GAPDH-ra normalizalt atlagat = SD mutatjak. ***p <0,005.

7.3.4. A kiilonféle oxidaltsagi allapotii Hb-formdk hatdsa az endothelsejtek és a podocytik
HO-1 mRNS és fehérje expressziojdra

Egereken végzett in vivo kisérleteink soran azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy
intravaszkularis hemolizist kovetden a hem a plazméban elsdsorban kiilonféle oxidaltsagi
allapota Hb-hoz kotott formaban van jelen. Ezért megvizsgaltuk, hogy vajon ezek a Hb-formak
képesek-e¢ hem forrasként szolgalni endothelsejtek és podocytak szamara.

A két sejt Hb-formakkal indukdlt HO-1 mRNS és fehérje indukcidjdban aprd
kiilonbségeket tapasztaltunk (11. dbra). Példaul a Hb az endothelsejtekben nem, ezzel szemben
a podocytakban kismértékben emelte a HO-1 mRNS szintjét. Az oxidalt Hb-formék, a metHb
és a ferrilHb mindkét sejtben indukaltak a HO-1 mRNS-t, és koziiliik a ferrilHb volt az erésebb
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induktor. A HO-1 fehérje expresszidjat podocytakban és endothelsejtekben leginkabb a ferrilHb

fokozza
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11. dbra Kiilonbozé oxidaciés allapotu Hb-formak hatasa endothelsejtek és podocytak
HO-1 mRNS- és fehérje-expresszidjara

Endothelsejteket (a-b) és differencialt podocytakat (c-d) Hb, metHb, illetve ferrilHb-nal
kezeltiink (40 umol/L, 1 6ra, szérummentes koriilmények). 4 oraval a kezelés utan qRT-PCR
modszerrel hataroztuk meg a HO-1 mRNS szintjét (a) endothelsejtekben €s (c) podocytakban.
Az oszlopok 3 triplikdtumban kivitelezett kisérlet kontrollhoz viszonyitott, GAPDH-ra
normalizalt 4tlagat + SD mutatjak. *p <0,05, **p <0,01,***p <0,005. 8 oéraval a kezelést
kovetden a HO-1 fehérje expressziojat Western blot technikdval hatiroztuk meg (b)
endothelsejtekben és (d) podocytakban. A HO-1 expressziojat a GAPDH fehérje expresszidjara
normalizaltuk. Reprezentativ Western blotok harom fiiggetlen kisérletb6l kivalasztva. A
grafikonon 3 kisérlet kontrollhoz viszonyitott, GAPDH-ra normalizalt atlagat + SD tiintettiik
fel. *p <0,05.***p <0,005.

7.3.5. A hem és a Hb-formdk hatdsa a ferritin fehérje expressziojdara endothelsejtekben és
podocytakban

Az endothelsejteknél a hem toxicitas kivédésében kdzponti szerepe van a ferritinnek. A

kovetkezo kisérleteinkben a hem (12.a abra) és a kiilonbozé oxidaltsagi foka Hb-formak (12.b
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dbra) hatasat vizsgaltuk endothelsejtekben és podocytakban a ferritin kétféle alegységének
expresszidjara.

Az endothelsejtek kontroll koriilmények kozott alacsony mértékben expresszaljak a
ferritin H-alegységét (FtH), azonban a hem jelentds mértékben fokozta az FtH expressziot (12.a
dbra). A podocytakban kontroll koriillmények kozott is magas a FtH expresszidja, mely hem

kezelésre nem fokozodik (12.b dbra).
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12. dabra FtH fehérje expressziojanak valtozasa hem-kezelés hatasara endothelsejtekben
és podocytakban

Endothelsejteket (a) és differencialt podocytakat (b) kezeltiink hemmel (10, 25, 50 umol/L). A
sejtek FtH-expressziojat 8 oraval a kezelést kovetden Western blot technikaval vizsgaltuk. (a)
Az endothelsejtek és a (b) podocytak FtH fehérje expressziojat bemutato reprezentativ Western
blotok (n=3). A FtH-expresszidjat GAPDH-ra normalizaltuk. Az oszlopok 3 kisérlet
kontrollhoz viszonyitott, GAPDH-ra normalizalt atlagat + SD mutatjak. ***p <0,005.

Ezt kovetden a Hb-formak FtH indukciot kivaltd hatasat vizsgaltuk endothelsejtekben és
podocytakban (13. dbra). Endothelsejtekben a FtH expresszidjat a metHb kismértékben, a
ferrilHb erdteljesebben fokozza. A podocytak FtH expresszidja kontroll koriilmények kozott
meghaladja az endothelsejtek FtH expresszigjat, és ferrilHb hatasara tovabbi emelkedést

tapasztaltunk.
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13. dabra Kiilonb6z6 oxidacios allapoti Hb-formak hatasa endothelsejtek és podocytak
FtH expresszidjara

Endothelsejteket és differencialt podocytakat Hb, metHb, illetve ferrilHb-nal kezeltiink (40
umol/L, 1 o6ra, szérummentes koriilmények). A sejtek FtH expressziojat 8 éraval a kezelést
kovetéen Western blot technikaval vizsgaltuk. Az endothelsejtek és a podocytak FtH fehérje
expressziojat bemutatd reprezentative. Western blot. A FtH expressziojat GAPDH-ra
normalizaltuk. Az oszlopok 3 kisérlet kontrollhoz viszonyitott, GAPDH-ra normalizalt atlagat
+ SD mutatjak. **p <0,01, ***p <0,005.

Kovetkez6 kisérletiinkben a ferritin molekula L-alegységének expresszidjat vizsgaltuk
endothelsejtekben és podocytakban ECLIA modszerrel (14. abra). Endothelsejtekben az FtH
alegységhez hasonld moédon az FtL expresszidjat a hem és a ferrilHb emelte meg
szignifikansan. Szintén 6sszhangban az FtH expresszidjaval, a podocytdk FtL expresszioja
kontroll koriilmények kozott magasabb, mint az endothelsejtek FtL expresszioja. Szemben az

FtH expresszioval, az FtL alegység expressziojat a hem és a ferrilHb is indukalja podocytakban.
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14. abra Hem, illetve Kiilonb6z6 oxidaciés allapotu Hb-formak hatasa endothelsejtek és
podocytak FtL fehérje expresszidgjara

Differencialt podocytakat és endothelsejteket hem (5 umol/L) Hb, metHb, illetve ferrilHb-nal
kezeltiink (40 umol/L, 1 6ra, szérummentes koriilmények). A sejtek 0sszfehérjemennyiségre
korrigalt FtL expresszidjat 8 oraval a kezelést kovetéen ECLIA modszerrel vizsgaltuk. Az
oszlopok 3 kisérlet kontrollhoz viszonyitott atlagat + SD mutatjak. **p <0,01,***p <0,005.

7.3.6. Az oxidativ rezisztencia valtozdsa a podocytdk differencidcidja sordan

Felvet6dott benniink a kérdés, hogy a podocytdk a differencidlodas soran valnak-e
rezisztenssé a hem-stresszel szemben, vagy ez a tulajdonsag a még nem differencialt sejtekre is
jellemzd. Ennek tanulmanyozasara Osszehasonlitottuk az érett differencialt és a még nem
differencialt sejtek oxidativ rezisztencidjat. Els6ként H2Oo-kezelést kovetden vizsgaltuk a
sejtek ¢letképességét. A nem differencialt sejtek érzékenynek bizonyultak a HoO2-dal szemben.
A 125-500 pmol/l koncentracioban alkalmazott H2O: hatasara a nem differencialt podocytak
kortilbeliil 50%-nal tapasztaltunk sejthalalt. Ezzel szemben ugyanezen H2O> dézisok mellett a
differencialt podocytaknal nem tapasztaltunk citotoxicitast (15.a dabra). A hem prooxidans
tulajdonsagéanal fogva érzékennyé teszi a kiilonbozd sejteket az oxidativ stimulusokkal
szemben, mint amilyen a H.02>*. Onmagaban és H>O-dal kombinélva is megvizsgaltuk, hogy
hogyan befolyasolja a hem a sejtek életképességét. Ahogyan az a 15.b dbran lathatd, a nem
differencialt podocytakhoz 6nmagaban hozzaadott hem dozis-fiiggé modon sejthalalt okozott.
Az is lathatd, hogy ugyanazokban a dozisokban alkalmazva a differencialt podocytaknal
semmilyen citotoxikus hatasa nem volt a hemnek. Amikor nem differencialt sejtekhez adtunk

hem eldkezelést kovetden H202-t, még tovabb csokkent a sejtek életképessége (53,3% vs.
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25,3%) (15.c dbra). Ugyanakkor a differencialt sejtek talélték a halalos stimulust jelentd

kombinalt hem- és a H2O»-kezelést.
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15. dbra Az érett podocytak nagymértékben ellenalloak az oxidativ stresszel szemben
Nem differencialt és differencialt podocytakat H.O-dal (A) (0-500 umol/L), (B) hemmel (0-5
umol/L), (C) hem-eldkezelést (2,5 umol/L, 1 6ra) kovetden H202-dal (125 umol/L) kezeltiik.
A sejtek ¢€letképességét 4 oras kezelést kovetden MTT modszerrel hataroztuk meg. Az 4bran
harom fliggetlen, kvadruplikatumban késziilt kisérlet eredményeinek altaga + SEM van
feltlintetve. **p<0,01, ***p<0,001.
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71.3.7. Az antioxiddns védelmi mechanizmusok viltozdsa a podocytik érése sordn

Amikor hem- vagy H20.-kezelésnek vetettiik alda a podocytakat, a kezelés
kovetkeztében a nem differencialt tenyészetnél sejthalalt tapasztaltunk, mig a differencialt
sejtek igen rezisztensnek bizonyultak. Kivancsiak voltunk arra, hogy ennek a jelenségnek mi a
magyarazata. Megvizsgaltuk, hogy a kétféle sejttipusndl eltéréen zajlik-e a kiilonbozo

stimulusok hatdsara kialakuld oxidativ stressz. Az oxidativ metabolitok kozil a TBARS

kozott és stressz hatas alatt (16.a és b dbra). Azt tapasztaltuk, hogy a nem differencialt
podocytaknal dozisfiiggéen megemelkedett a TBARS szintje hem- és H2O2-kezelés hatasara
egyarant. Ezzel szemben ugyanazon mértéki stimulus a differencialt sejteknél nem okozott

szignifikans TBARS-szint emelkedést.

a [ Nem differencialt [ Nem differenciatt
B Differencialt b B Differencialt
89 e 20 -
w . "E;
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16. abra H20: illetve hem hatisa nem differencialt és differencialt podocytak TBARS
szintjére

Nem differencialt és differencialt podocytakat kezeltiink (A) H202-dal (0-500 umol/L) illetve
(B) hemmel (0-5 pmol/L) 4 6ran keresztiil, majd TBARS koncentraciot mértiink a sejtekbdl.
Az abrakon a TBARS-koncentracio kontrollhoz viszonyitott valtozasat abrazoltuk. Az abrakon
két kiilonallo, triplikdtumban késziilt kisérlet eredményeinek atlaga + SEM van feltiintetve
(*p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001).

Ezek utan azt is megvizsgaltuk, hogy a differencialt podocytak fokozott oxidativ stresszel
szembeni rezisztencidjanak része-e a védelmi mechanizmusok fokozott aktivitdsa. Megmeértiik
a sejtekben a jelent6sebb antioxidans enzimek, a GPX, a katalaz és a SOD aktivitasat (17.a—
abra). Azt talaltuk, hogy mindegyik antioxidans enzim aktivitasa jelentdsen magasabb volt az

érett podocytakban, mint a nem differencialt sejtekben.
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17. abra A jelentésebb antioxidans enzimek aktivitisa nem differencialt és érett
podocytakban

(A-C) Nem differencialt és differencialt podocytakban megmértiik a GPX, a katalaz és a SOD
enzimek aktivitdsat. A diagrammokon két, triplikatumban végzett kisérlet atlaga + SD van
abrazolva. *p <0,05, ** p <0,01, ***p<0,001.

7.3.8. A FtH expressziojanak valtozdsa a podocytak differencidaciéja soran

Az érett podocytakon végzett kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a differencialt
podocytak FtH expresszidja kontroll kortiilmények kozott magasabb, mint az endothelsejtek FtH
expresszioja. A kovetkezd kisérletiinkben arra kerestiik a valaszt, hogy a magas FtH expresszio
az éretlen podocytékra is jellemzd-e, vagy az antioxidans enzimek aktivitdsahoz hasonloan a
differenciaci6 soran emelkedik meg.

A kérdés megvalaszolasa céljabol Osszehasonlitottuk a nem differencialt és a
differencialt podocytak FtH expresszigjat kontroll koriilmények kozott, illetve hem
jelenlétében. Kontroll kdriilmények kozott a differencialt podocytak FtH expresszidja mintegy
négyszerese volt a nem differencialt sejtek FtH expresszidjanak (18.a dbra). A nem
differencialt sejtek FtH expresszioja hem hatasara dozisfiiggé moédon emelkedett, ugyanakkor
a differencialt podocytakban csak a legmagasabb hem doézisnal tapasztaltuk a FtH
expresszidjanak kismértékli fokozodasat. Humén vesébdl szarmazo szovettani metszeteken is
megvizsgaltuk a podocytdk FtH expresszigjat. A felndtt vesébdl késziilt metszeteken WT-1-
elleni antitesttel jeloltilk meg a podocytakat, hogy lathatova tegyiik az elhelyezkedésiiket a
glomeruluson beliil (18.b dbrdn lila szinben abrazolodnak a képen). A metszeteket ezzel
parhuzamosan FtH-elleni antitesttel is megfestettiik. Azt lattuk, hogy a cortexben elhelyezkedd
glomerulusokban szamos podocyta erés FtH festddést mutatott (barna). Ez a felfedezés

Osszhangban all az altalunk észlelt in vitro kisérleti eredményekkel, miszerint a podocytakban
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nagy mennyiségben talalhato meg az FtH és ezeknek a sejteknek a vas-szekvesztral6 kapacitasa

IS jelentds.
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18. dbra Podocytak FtH expresszioja in vitro és in vivo koriilmények kozott

(A) Nem differencialt és differencialt podocytakat kezeltiink hemmel (0-5 pmol/L, 4 6ra). A
sejtek FtH expressziojat Western blot modszerrel vizsgaltuk. Harom kisérletbdl kivalasztott
reprezentativ. Western blot. (B) A képen az FtH (barna) és a WT-1 (lila) fehérjék
immunhisztokémiai festddése lathatd nativ veseszovetbdl késziilt metszeten. A kinagyitott
képrészleten jol lathato egy glomerularis kapillaris szakasz keresztmetszeti képe (*), valamint
az azt koriilvevé podocyta (POD) sejttestje és labnyulvanyai. Az erds barna szinii festédést a
podocytak citoplazmdjaban jelenlévd FtH adja.
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8. Diszkusszio

Munkénk soran elséként azt tanulmanyoztuk, hogy intravaszkularis hemolizis soran a
plazmaban megjelené Hb milyen oxidacios allapotban van jelen, meghataroztuk a Hb-formak
plazma koncentracigjat és a Hb-r6l  disszocialt hem-csoportok mennyiségét. Az
intravaszkularis hemolizis modellezéséhez C57BL/6 egerekben indukaltunk steril hemolizist
PHZ intraperitonealis injektalasaval. Ezeknél az egereknél mar 4 ora elteltével jelentOs
mértékben megndétt a plazmaban az extracellularis Hb, a metHb, a hemikrom, valamint a szabad
hem mennyisége. Az oxidalt Hb-formak koziil a metHb és a hemikromok koncentracidja
szintén magasabb volt a PHZ-nak kezelt egerek vizeletében a kontrollhoz képest 20 ora
elteltével. 16 ora elteltével a Hb monomerek mellett keresztkotott Hb-formak is megjelentek a
PHZ-val kezelt egerek vizeletében.

Intravaszkularis hemolizissel jard betegségekben az akut vesekarosodas a hemolizist
kovetden par oran beliil kialakul, a kronikus vesekdrosodas viszont csak honapok vagy évek
multan valik nyilvanvalova®. Az intravaszkularis hemolizissel jaro epizodok tovabb ronthatjak
a kérosodott vesefunkciot, melyre kiemelt figyelmet kell forditani a kronikus veseelégtelenség
(CKD) globalis epidémiaja miatt. A CKD-ban megfigyelhetd irreverzibilis podocyta-karosodas
pontos mechanizmusa egyel6re nem ismert.

Munkank tovabbi részében a podocytdk hemolizisre, illetve hem-stressz hatasara
bekdvetkezd valtozasat vizsgaltuk in vitro koriilmények kozott egy human immortalizalt
podocyta sejtvonal segitségével. Elséként célunk volt a podocytak differencialdodasi
folyamatanak kiilonbozé aspektusokbol torténé bemutatasa. Megvizsgaltuk a  sejtek
morfoldgiai valtozasait, a kromatinszerkezet, a sejtmotilitds és az oxidativ rezisztencia
valtozasat a differencialodas sordn. Arra kerestiik a valaszt, hogy miért olyan hosszuéletliek a
vese glomerulusainak szerves részét alkotd podocytak. A podocytak igen fejlett, specialis
képességekkel rendelkezd sejtek, egyedi sejtfelépitésiik magyardzata a vesében betoltott
kiilonleges szerepiik’®. Az emberi vese embrionalis idészakban lezajlo fejlédése alatt a
podocytak kozotti lateralis Osszekottetések megszakadnak és a sejtek labnytlvanyokat
fejlesztenek, melyek a sejttesttdl jelentds tavolsagokat képesek elérni. Ezek a labnytlvanyok

résdiafragmat alkotva koriilveszik a glomerularis kapillarisokat®®

. Az egymassal fésliszerlien
Osszefonodo labnyllvanyok alakitjak a résmembran filtracios porusait, melyek a glomerularis
filtraciés barrier szelektiv permeabilitasat biztositjak®*. A  podocytdk kéarosodasa
fehérjevesztéshez, proteinuridhoz vezet, mely a legtobb glomerularis eredetii betegségben
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megfigyelhet6®®. A podocytdk differencidlédasanak folyamatarol foként fixalt sejtek és
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sejtextraktumok molekularis ¢és biokémial vizsgalatabol szarmazo informaciok allnak
rendelkezésre. A time-lapse videomikroszkopia fejlédésével lehetdvé valt szamunkra, hogy

specidlis koriilmények kozott vizsgalni tudjuk az ¢€l6 sejtek kozotti  dinamikus

t77 11,

kolcsonhatasokat’ . Moin Saleem és mtsi. 1étrehoztak egy immortalizalt podocyta sejtvonalat
mely lehetéséget teremtett azoknak a mechanizmusoknak a kutatasara, melyek azért felelések,
hogy ezek a sejtek mégoly kedvezbtlen koriilmények kozott is képesek egy emberi életen at
fennmaradni és funkcioikat ellatni®”. Miutan szamos mitézison és egy teljes differencialodasi
folyamaton atestek a podocytak, egy teljes egészében 1j fenotipust kaptak, melyre jellemzo a
nagy sejttest és a hossza lamellipodiumok®. A sejtek citoszkeletalis felépitése még
Szembetlindbb lett, fénymikroszkoppal is jol lathatéva valt: a sejttestben és a podocytak
labnyulvanyaiban az aktin filamentumok longitudinalisan nagy kotegekbe rendezodtek. A
sejteket a differencialodas lezajlasat kovet6en is fokozott motilitas jellemezte, és a sejtek
mindaddig valtoztattak helyzetiiket, amig a tenyésztéedény feliiletét teljes egészében lefedték.
Egy kozlemény — melyben négyféle podocyta sejtvonal tulajdonsagait vetették dssze a szerzok
—, szintén arr6l szamolt be, hogy a huméan podocytdk migracids aktivitasa és motilitdsa igen
magas®. A sejttenyészetben é16 podocytak progressziv médon kilépnek a sejtciklusbol és ezzel
parhuzamosan elveszitik azt a képességiiket, hogy dnmagukat megsokszorozzak, azaz potoljak
a karosodott funkciojii vagy elpusztult sejteket. Liapis és mtsi.8 altal korabban leirtakkal
Osszhangban mi is azt lattuk, hogy a podocytdk terminalis differencidlodasa egyiitt jar azzal,
hogy a sejtek véglegesen kilépnek a sejtciklusbol. Az érési folyamat sordn a sejtek elveszitették
mitotikus aktivitasukat, igy a podocytdk tobbé mar nem voltak képesek az osztodasra.
Mindezek magyarazzak azt a megfigyelésiinket, miszerint a nem differencialt sejtkulttira
proliferacids ratdja magasabb, mint a differencialt sejttenyészeté. Jollehet a podocytak
progenitor sejtjei (egyes osztodasra képes parietalis epithelsejtek)®*®? hozzajarulhatnak a
résdiafragma helyredllitdsdhoz, a podocytak kiterjedt kdrosodasa és levalasa lehetetlenné teszi
a vesefunkcio helyreallitisat, mivel a differenciélt sejtek élettartama korlatozott®?. Time-lapse
videdmikroszkopia segitségével ¢€loben figyelhettik meg a podocytdk labnytulvanyainak
fokozatos megjelenését. Megfigyeléseink egybehangzoak azon korabbi megfigyelésekkel,
melyek szerint a podocytak hosszu labnytlvanyai ugy alakulnak ki, hogy a lamellipodiumok
megnyulasat részleges visszahuzodas koveti, majd tobb kisebb, tiiskeszeri nytlvany jelenik
meg®.

Kutatasainkat megel6zéen kevés informacid 4allt rendelkezésre a glomerularis
podocytak sejtmagjainak tulajdonsagairdl. A sejtmag elsddleges szerepe az informécio taroldsa,

t93

emellett pedig a sejtmag iranyitja a sejtek osztodasat és megujulasat™. Megvizsgaltuk, hogy
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miben kiilonbozik a nem differencialt és a differencialt podocytak sejtmagja, illetve a
sejtmagban talalhat6 kromatin szerkezete, az eltéréseknek milyen szerepe van a génexpresszio
szabalyozasaban és kutattuk azokat a jellemzdket, melyek magyardzatot adhatnak arra, hogy a
differencialt sejtek miért képtelenek az osztodasra. A szakirodalomban leirtaknak megfeleléen
mi is azt talaltuk, hogy a nem differencialt sejtek magszerkezete, illetve kromatin szerkezete
kiilonbozik a differencialt sejtekétdl. A kordbban leirtakkal dsszhangban® azt lattuk, hogy a
nem differencialt sejtek magjaban elszortan és tobb helyen volt heterokromatin allomany. A
fejlédés soran bizonyos jelatviteli szignalok hatasara a kondenzalt heterokromatin szerkezet
fellazul és transzkripcidsan aktivva valik. Miel6tt a podocytak a terminalis differencialodas
stddiumaba 1épnek ¢és elhagyjak a sejtciklust, van egy atmeneti idészak, amikor ezeknek a
heterokromatin régidknak a szama novekszik, csoportokba azonban csak a késébbick folyaman
rendezédnek®. A nem differenciélt sejteknél jellemzd a kromatin fehérjéinek hiperdinamikus
plaszticitasa, a folyékony sejtmagallomany, a sejtmag fizikai plaszticitisa €s a sejtmag globalis
dinamikaja. Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy a nem differencialt sejtekre a nyitott
kromatin konformécios modell jellemzdi érvényesek®. A sejtciklusban a mitozis fazisan beliil
a profazisban megtorténik a DNS részleges kondenzéciodja, igy a mitotikus kromoszomak a
sejtmagnak csupan egy kis részét foglaljak el. A telofazisban a kromoszoémdk 1jbol
megduzzadnak ¢€s kitoltik az egész magot. Azt lattuk, hogy a nem differencialt podocytak
sejtmagjaban szadmos heterokromatin régio talalhatd, emellett szabad szemmel jol lathatd
kromoszdmakat is tartalmaznak a sejtmagok, mely a sejt magas mitotikus aktivitasara utal.
Ezzel szemben, az érett, differencialt podocytaknal sokkal homogénebb kromatinszerkezetet
talaltunk: kevesebb volt a heterokromatikus régi6, az aktivan atirodd gének lazabban
szervezddtek. Ezek az észlelések is azt tamasztjak al4, hogy a differencialt podocytak magjaban
nagyon aktiv géntranszkripcio és fehérje szintézis folyik. Kondenzalt kromatinrégiok és
mikroszkdpban szemmel lathatd kromoszomak ritkan észlelhetdk az érett sejteknél, mivel a
differencialt podocytdk nem mennek végig a sejtcikluson. Ritkan, de bizonyos koriilmények
kozott ezek az érett podocytak is képesek mitdzissal osztodni, az utddsejtek azonban nem
valnak szét. Ez lehet a magyarazata annak a jelenségnek, hogy egyes podocytak ketté vagy tobb
sejtmaggal is rendelkeznek.

A podocytékat a glomerularis filtratum készitése kdozben sokféle karos €s artalmas inger
éri, ilyenek példaul az oxidativ stresszfaktorok. A sejtek oxidativ stresszel szembeni
rezisztenciajat, illetve azokat a pontos mechanizmusokat, melyek a sejtek tulélését segitik

eziddig nem sokan vizsgaltak.
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Balla és mtsi. korabban ismertették az endothelsejtek hem-stresszre adott valaszat,
miszerint a hem 6nmagaban nem citotoxikus az endothelsejtek szamara, azonban mar alacsony
koncentracidban is jelentdsen fokozza a reaktiv oxigéngydkok citotoxikus hatasat341:43:61.62:82
A glomerulusban szoros kontaktusban ¢16 és egyiittmiikodé kétféle sejttipusnal, az
endotheleknél és a podocytaknal vizsgaltuk 6sszehasonlitasban a hem és a H2O: altal elinditott
oxidativ stresszvalaszt. A varakozasainknak megfelelden az endothelsejtekben a hem és a H202
Oonmagaban nem okozott sejthalalt, azonban hem-elokezelést kovetden a HoO2 mar 50 umol/L
koncentracidban mintegy 40%-os sejtpusztuldst eredményezett. Ezzel szemben a podocytaknal
sem az 6nmagaban alkalmazott hem vagy H202, sem pedig a hem-elkezelést kovetden adott
H202 nem volt toxikus. Mindezek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a podocytak
nagymértékben ellendlloak az oxidativ stresszel szemben.

Az endothelsejteknél a hemmel végzett szenzitizalast kovetéen kialakuldo oxidativ
sejthalal lezajldsdban kiemelt szerepe van a fokozott ROS termelésnek®. Kisérleteink soran azt
lattuk, hogy az endothelsejtekben H20> hatasara kis mértékben, hem hatasara viszont jelentds
mértékben fokozodott a ROS termelédése. Amikor az endothelsejtek hem elékezelést kovetden
H20:2-dal kezeltiink, a hemmel kezelt sejtekéhez hasonld, vagy még annél is nagyobb mértékii
ROS-termelést mértiink. Tendencidjaban mindenhol fokozddott a sejtek ROS-termelése, de
szignifikdnsan magasabb ROS-képz6dést csak az els6 oOrakban mértiink. Ezzel szemben
podocytakban csak a hem fokozta a ROS-termelést, a H2O2-kezelés nem. A hem el6kezelést
kovetden adott H2O» tendencidjaban ndvekvd ROS-képzddést eredményezett. A két sejtet
Osszehasonlitva megallapitottuk, hogy a podocytdk ROS-termelésének fokozddasa minden
altalunk vizsgalt koriilmény mellett elmarad az endothelsejtekétol.
vas-ion keletkezik. Az oxidativ stresszel szembeni védelemben ezért kitlintetett szerepe van a
HO-enzimcsalad indukalhat6 izoformdjanak, a HO-1-nek. Szakirodalombol ismert, hogy a hem
endothelsejtekben mRNS és fehérje szinten is indukalja a HO-1-et*®, azonban a podocytak
tekintetében nem allt rendelkezésre ilyen adat. Ezért a kovetkezo kisérletiinkben megvizsgaltuk
a HO-1 mRNS és fehérje szintli indukcidjat podocytdkban ¢€s azt Osszevetettik az
endothelsejtekben tapasztalt HO-1 indukciokkal. A szakirodalomban leirtakkal 6sszhangban
endothelsejtekben hem hatasara dozisfiiggé modon fokozodott a HO-1 mRNS és fehérje
expresszidja*®. Az endothelsejtekhez hasonlé médon a hem a podocytak HO-1 mRNS és fehérje

crer

a HO-1 fehérje expressziojanak dozisfiiggésében, ugyanis endothelsejtekben dozisfiiggd
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valaszt valtott ki a hem mRNS és fehérjeszinten egyarant, a podocytaknal viszont 10 uM hem
mar maximalis HO-1 fehérje expressziot indukalt és dozisfiiggést nem tapasztaltunk.

Ezen eredmények alapjan a HO-1 mRNS transzlacioja fehérjévé szabalyozott lehet.
Elképzelhetd, hogy microRNS jelenléte korlatozza az endothelsejtekhez képest is jelentdsen
megnovekedett HO-1 mRNS fehérjévé torténd atirodasat podocytdkban. Beckman és mitsi.
kozleményiikben leirtak, hogy a miR-377 és a miR-217 microRNS-ek egyiittes jelenléte
jelentdsen képes csokkenteni a HO-1 fehérje expresszidjat, ugyanakkor nem csokkentik a HO-
1 mRNS szintjét””. Eredményeink 6sszhangban allnak ezzel a felfedezéssel, azonban tovabbi
vizsgalatok szilikségesek annak eldontésre, hogy valdoban ez a mechanizmus all-e az altalunk
megfigyelt jelenség hatterében.

Az endothelsejteknél a hem toxicitds kivédésében kozponti szerepe van a
ferritinnek36062.96.98 A ferritin molekula a hem degradacidja soran a hembd] kiszabadulé vasat
szekvesztralja, és biologiailag inaktiv modon tarolja a citoszolban. Hemolizis soran a
vorosvértestekbol szabadda valé hemoglobin foként dimer formaban van jelen a plazméban,
mely kisebb méreténél fogva konnyen atjut a glomerulusokon és a reaktiv kornyezetben
oxidalédva nephrotoxikus hatast fejt ki. Ennek fontossagat szem el6tt tartva kovetkezd
kisérleteinkben a hem ¢és a kiilonb6zd oxidaltsagi fokti Hb-formdk hatdsat vizsgaltuk
endothelsejteknél és podocytaknal a ferritin kétféle alegységének expressziojara. Azt lattuk,
hogy az endothelsejtek alapallapotban csupan kis mértékben expresszaljak a ferritin H-
alegységét, a hem azonban jelentés mértékben képes fokozni az FtH expressziojat. Ezzel
szemben a podocytadkban mindenféle behatas nélkiil, kontroll koriilmények kozott is magas az
FtH expresszidja, mely hem-kezelés hatasara nem fokozodik. A szakirodalom nem k&zol
pontos adatokat arra vonatkozoan, hogy mi lehet a magyarazata a podocytakban észlelt magas
H- ¢és L-ferritin szinteknek. Egyik lehetséges magyarazata a ferritin lizoszomalis
csokkent aktivitasa, mely egy bonyolult szabalyozasi folyamat fiiggvénye®.

Ezt kovetéen a Hb-formak FtH indukcidt kivaltd hatasat vizsgéalva azt észleltiik, hogy
az endothelsejtekben az FtH expressziojat a metHb kismértékben, a ferrilHb erdteljesebben
fokozza. A podocytdk FtH expresszidja kontroll koriilmények kozott meghaladja az
endothelsejtek FtH expressziojanak mértékét, és ferrilHb hatasara tovabbi emelkedést
tapasztaltunk. Endothelsejtekben az FtH alegységhez hasonlé mddon az FtL expressziojat a
hem és a ferrilHb is szignifikansan megemelte. Szintén 6sszhangban az FtH expresszidjaval, a
podocytak FtL expresszidja kontroll koriilmények kdzott magasabb, mint az endothelsejtek FtL

expresszidja. Szemben az FtH expresszioval, az FtL alegység expresszidjat a hem és a ferrilHb
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is indukalja podocytakban. A podocyak magas FtH koncentracidja és ebbdl kifolyolag magas
oxidativ stressztiird képessége hozzajarulhat a podocytak hosszu élettartaméanak az oxidativ
kdrnyezetben.

A dolgozatban bemutatott endothelsejtes kisérleteket sajat magam végeztem, melyek
eredménye 6sszhangban van az irodalomban mar korabban kozoltekkel. Az endothelsejtekkel
végzett kisérletek tobbsége nem tekinthetd ujnak, csupan a podocytakkal kapott eredmények
értekét ¢és relevancidjat novelendd végeztiink Osszehasonlitdst a két sejttipus kozott,
referenciasejtként hasznalva az endotheleket. Ez aldl kivételt képez az oxidalt Hb formak altal
kivaltott HO-1 és ferritin indukcid, mely 0j eredménynek mindsiil.

Kisérleteink eredménye alapjan beszamoltunk arrél, hogy a differencialt podocytak
oxidativ rezisztenciaja a H,O» indukalta oxidativ stresszel szemben joval nagyobb, mint a még
nem differencialt sejteké. A Fenton-reakcio értelmében a ROS-medialt oxidativ stressz mértéke
redox aktiv vas jelenlétében megsokszorozodik. Ez az oka annak, hogy a differencialt és nem
differencialt podocytak oxidativ rezisztencidjat a Fenton-reakciot katalizalé hem jelenlétében
vizsgaltuk®*®!, Megvizsgaltuk, hogy az nmagaban, illetve a H,O,-dal kombinéltan alkalmazott
hem hogyan befolyasolja a sejtek életképességét. Azt talaltuk, hogy a nem differencialt ¢és a
differencialt sejtek oxidativ rezisztencidja jelentdsen kiilonbozik egymastol. A hem 6nmagaban
dozisfiiggd modon és erdsen szignifikans mértékben csokkentette a nem differenciélt
podocytak é€letképességét, mig ugyanazon dozisban alkalmazva semmilyen citotoxikus hatast
nem fejtett ki a differencialt sejteknél. Amennyiben a nem differencialt podocytakat hem-
elokezelésben is részesitettiik a H202-kezelést megel6zden, azt lattuk, hogy a sejtek
¢letképessége még inkabb lecsdkkent. Ezzel szemben az érett differencialt sejtek ezt a haldlos
kombinaciot is tulélték.

A H202 és a hem altal okozott sejthalal a nem differencialt podocytaknal egyiitt jart a
TBARS-szint novekedésével, mig ugyanezek a triggerek a differencidlt podocytdknal nem
eredményeztek szignifikdns TBARS-szint emelkedést. A differencialt sejteknél a fokozott
oxidativ rezisztencia mellett az antioxidans GPX, katalaz és SOD enzimek aktivitasat is
magasabbnak talaltuk, mint a nem differencialt sejteknél.

54100 mivel képes

A FtH hatékony védelmet jelent az oxidativ sejtkdrosodéssal szemben
szekvesztralni a Fenton-rekaciot katalizaldo vas-ionokat. A FtH génben kialakuld delécio
egereknél mar az embrionalis id6északban halédlhoz vezet. Kutatok Iétrehoztak egy kondicionalt

FtH deficiens egér modellt!™

, hogy tanulmanyozni tudjak a FtH szerepét a kiilonb6z6
betegségekben. Ennek az egér modellnek a tanulmanyozasa egyre tobb in vivo bizonyitékot

szolgaltatott arra vonatkozodan, hogy a FtH védelmet nyujt a szoveti karosodas ellen. Zarjou és

58



mtsi. kimutattak, hogy a FtH kondicionalis delécioja a vese proximalis tubulusokban fokozza a
nephrotoxicitast az akut vesekarosodas kiilonbozo kisérletes modelljeiben®®. Gozzellino és
mitsi. leirtak, hogy a FtH kondicionalis delécidja a majban fokozza a szoveti karosodas mértékét
és noveli a sulyos maldria fertdzés egér modelljében a mortalitast'®?. Mindezek mellett azt is
bizonyitottak, hogy a FtH expresszio csokkenti a szoveti karosodast a Plasmodium-fert6zott
embereknél!%2,

Ezek a felfedezések 6sszhangban vannak a mi hipotézisiinkkel, miszerint a FtH kiemelt
szerepet jatszhat a podocytdk karos hatdsokkal szembeni védelmében. A differencialt
podocytak ellenallobbak az oxidativ stresszhatasokkal szemben és tobb FtH-t expresszalnak,
mint a nem differencialt podocytak.

Szerettiik volna megvizsgalni, hogy kisérleti eredményeink mennyiben relevansak in
Vivo, ezért human vese cortexb6l nyert szovettani mintabol metszeteket készitettiink és
immunhisztokémiai modszerrel tettiik lathatova a FtH expresszidjat. A szdvettani minta
béségesen tartalmazott glomerulusokat. A latottak igazoltak azt a feltevésiinket, miszerint a
glomerularis kapillarisokat koriilvevé podocytak cytoplazmajaban jelent6s mennyiségii FtH
tarolodik, mely megmagyarazhatja azt a jelenséget, hogy a podocytak hogyan képesek hosszt

tavon életben maradni.
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9. Konkliiziok

1.
1.1.
1.2.
1.3.
2.

Munkank elsé felében a vese glomerulusaiban él6 podocytak élettanat vizsgaltuk.

Megallapitottuk, hogy a podocytdk az embriondlis fejlddés soran szamos
fenotipusos valtozason mennek keresztiil, melyek nélkiilozhetetlenek késdbbi
funkcioik betoltéséhez. A differencidlodas soran megnd a podocytdk sejttestje,
citoplazma nyulvanyokat képeznek.

A differencialodas soran a podocytak kromatin allomanya dekondenzalodik, mely
lehetové teszi az aktiv géntranszkripciot és ennek kovetkeztében az aktiv
fehérjeszintézist.

Az érett podocytdk a differencialodas sordn elvesztik mitotikus képességiiket.

A munka masodik részében megvizsgaltuk a szabad hem, a hemoglobin és az oxidalt

hemoglobinok megjelenését a plazmaban és a vizeletben, tovabba dsszehasonlitottuk

a podocytaknak a szervezetben kialakulé oxidativ stressz hatiasokkal szembeni

rezisztenciajat az endothelsejtekkel nyert vizsgalati eredményeinkkel.

Ezen beliil az alabbi megallapitasokat tettiik:

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

Steril hemolizis egér modelljének vizsgalata sordn megallapitottuk, hogy
hemolizis soran szabad hem és oxidalt hemoglobinok jelennek meg a plazmaban.
Az oxidalt hemoglobinok jelenléte a vizeletben is megfigyelheto.

A podocytak életképességét nem befolyasolja a hem ¢és a hidrogén-peroxid
azokban a dozisokban, melyek az endothelsejtekre nézve mar toxikusak. Ebbdl
arra kovetkeztettiink, hogy a podocytdk oxidativ rezisztenciaja joval feliilmulja az
endothelsejtekét.

A podocytak ROS termelését a hem fokozta, de a H202 nem. Megallapitottuk,
hogy podocytak ROS-termelésének fokozodasa minden esetben elmarad az
endothelsejtekétol.

A hem az endothelsejteknél latottakhoz hasonléan képes a podocytakban
indukalni a HO-1 mRNS és fehérje szintézisét. De amig az endothelsejteknél
dozisfiiggeés észlelhetd, a podocytaknal 10 pmol/L koncentracioban a hem mar
maximalis hatast valtott ki.

Endothelsejtekben a metHb és a ferrilHb indukalja a HO-1 mRNS ¢és fehérje
expressziojat. Podocytdkban mar a Hb is képes kismértéki mRNS

expressziondvekedést okozni, ettdl nagyobb mértékii indukciot latunk a metHb
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mellett, legnagyobb mértékben viszont a ferrilHb képes fokozni a podocytakban
a HO-1 mRNS-szintézisét. Fehérje szinten csak a ferrilHb hatasara lattunk
fehérjeszintézis-novekedést a HO-1 fehérjét illetden.
2.6. A hem endothelsejtekben jelentés mértékben fokozta a FtH fehérjeexpressziojat.
A podocytakban alapszinten is magas a FtH expresszioja.
2.7. A hem és a ferrilHb szignifikansan novelte az L-ferritin fehérjeexpresszidjat mind
az endothelsejtekben, mind a podocytékban.
Eredményeink igazoltak azt a hipotézisiinket, miszerint a podocytakban az
endothelsejtekhez hasonléan indukalhaté védelmet jelent a hem és szabadgyokok

okozta karosodassal szemben a hem-oxigenaz-1/ferritin rendszer jelenléte.

3. A munka tovabbi részében megvizsgaltuk a nem differencialt és a differencialt
podocytak oxidativ rezisztenciajat és az antioxidans rendszer aktivitasat.
3.1. Azt talaltuk, hogy a GPX, a SOD ¢s a katalaz antioxidans enzimek aktivitasa
jelentésen magasabb az érett podocytakban, mint a nem differencialt sejtekben.
3.2. Az érett podocytakban a FtH expresszidja joval meghaladja a nem differencialt
sejtek FtH expresszidjat.
A fentebb részletesen bemutatott eredmények igazoltak a hipotézisiinket, miszerint a
differencialt, érett podocytak nagymértékben rezisztensek ROS okozta oxidativ
karosodassal szemben, mely feltételezhetéen magas szinti ferritin expressziojuknak és

magas antioxidans enzimaktivitasuknak koszonhetd.
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10. Osszefoglalds

A podocytak a vese glomerulusaiban talalhato egyedi fenotipussal és funkcidval biro,
rendkiviil differencidlt sejtek, melyekrdl igen keveset tud még az irodalom. Csillag alakt
sejttestjiikbdl polipoid labnyulvanyok nének ki, melyek fadgszertien elagaznak és egymashoz
féstifogszertien illeszkedve beboritjadk a glomerularis kapillarisok felszinét. A szomszédos
podocytak egymassal érintkez6 masodlagos labnyulvanyai kozott jon 1étre a résdiafragma,
mely, egy szerkezetileg pordzus teriilet, ami szelektiven képes visszatartani a nagy
molekulatomegl plazmafehérjéket a képzddo ultrafiltratumbol.

A podocytdk az embriondlis fejlddés soran elveszitik osztodasi képességiiket,
sejtciklusuk leall és posztmitotikus allapotba keriilnek. A podocyak élettartama meglehetésen
hosszu, a karosodott sejtek potlasara mai ismereteink szerint nincs, vagy csak meglehetdsen
korlatozott mértékben van lehetdség. A labnyulvanyok levalasa a kapillarisok felszinérol
egyértelmli jele a podocytdk karosodasanak és szorosan Osszefligg az albuminuria és a
proteinuria megjelenésével?. De vajon hogyan képesek ezek a sokrétii sejtek fennmaradni és
hosszu id6n at védekezni az dket érd citotoxikus behatasokkal szemben?

Az irodalomban mar régdta jol ismert hogy a hemolizissel jard betegségekben (PNH,
HUS, malaria, hemoglobinopathiak stb.) a Hb-bdl szabadda valé hem proinflammatorikus és
prooxidativ tulajdonsagai révén érkarosodast és vesekdrosodast képes el8idézni’t. A hem
mellett az oxidalt Hb-formakrol is leirtak, hogy akutan képesek szenzitizalni az endothelsejteket
az oxidativ 4gensekkel szemben és citotoxicitast kivaltani®. Ugyanakkor az endothelsejtek
kronikus vagy ismételt hem expozicidja kivalthatja a HO-1/ferritin rendszer indukciojat, mely
védi a sejteket az oxidativ kdrosodassal szemben3441-43:54-566162,7L,73

Munkénk célja volt feltdrni, hogy a vese glomerulusainak podocytai ugyanugy
reagalnak-e az Oket érd oxidativ hatasokra, mint azt kordbban az ér endothelsejtjeinél mar
leirtak. Vajon a HO-1/ferritin rendszernek szerepe van-e a podocytak talélésében?

Munkank az irodalomban elséként szolgaltatott bizonyitékokat arra, hogy a podocytak
az embrionalis differencidlédas folyamata soran alapvetd morfoldgiai és funkcionalis
valtozasokon mennek keresztiil, melyek az oxidativ stresszel szemben segitik a sejtek védelmi
mechanizmusainak megerdsodését, ellenallova és hossza életiivé teszik a podocytakat (19.
abra). Az antioxidans enzimek és a FtH egyarant részét képezik a human podocytak oxidativ
stresszel szembeni védelmi mechanizmusainak ¢és ravildgitanak ennek a fontos, de

podocytakban ezideig nem vizsgalt védelmi rendszernek a szerepére.
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Differencialodas

szogletes, kicsi
kicsi
jol lathaté kromoszoma
testecskék/kondenzalt
magas
alacsony

alacsony

sejttest alakja
mag mérete

kromatin szerkezet

osztodasi rata
oxidativ rezisztencia

H-ferritin expresszio

labnyulvanyok, nagy

nagy
homogén/
laza
nincs/alacsony
magas

magas

19. dbra A differencialt és a nem differencialt podocytak jellemzéinek 6sszehasonlitasa

Ez a sematikus abra a podocytak fenotipusos atalakulasat szemlélteti a differencialodas soran.
Morfologiai (sejttest €s a sejtmag novekedése, a kromatin allomany kondenzal6dasa) ¢és
fenotipusos (oxidativ rezisztencia és az FtH expresszié fokozodasa) valtozasok egyarant
megfigyelhetdk a podocytaknal a folyamat soran.
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11. Summary

The podocyte is a representative cell type of the glomerulus displaying unique fenotype and
functionality. There is a growing evidence about the cell biology of this highly differentiated
cell type in the literature but it is still a lot to discover. Their arborizing, interdigitating foot
processes outgrown from their stellated cell body cover the surface of the gomerular capillary
network. Secondary foot processes of the neighbouring podocytes form the foot processes. The
slit diaphragm has a porous structure and its high selectivity renders it to retain high molecular
weight plasma proteins from the ultrafiltrate.

During embryonic development, podocytes loose their ability to divide, quit the cell cycle and
permanently stay in a postmitotic state. The life duration of the glomerular podocyte is fairly
long, but the replacement of damaged cells is not resolved or just quite limited. Detachment of
foot processes from the surface of the glomerular capillary is an unambiguous sign of podocyte
injury and is closely related to the development of albuminuria and proteinuria®. How can these
multicharacteristic cells survive and defend themselves from injuries in such a citotoxic
environment?

It is now well established in the literature, that in hemolytic diseases (PNH, HUS, malaria,
hemoglobinopathies, etc.) hemoglobin outside the red blood cell releases heme. Heme, owing
to its proinflammatory and prooxidative properties causes vascular and kidney injury’?.
Acutely, besides heme, oxidated forms of hemoglobin are also able to senzitize endothelial cells
to oxidative injuries and cause citotoxicity®2. Chronically in the long term, when endothelial
cells are regularly exposed to the prooxidant heme and the oxidated forms of hemoglobin, the
heme oxygenase/ferritin system is induced. The heme oxygenase/ferritin system protects
endothelial cells against oxidative injury3441-4354-566162.7173

The aim of our work was to investigate the response of the glomerular podocyte to oxidative
stimuli and correlate it to response of the vascular endothelial cell. We investigated whether the
heme oxygenase/ferritin system is responsible for the survival of podocytes.

Our work was the first to give evidence on podocytes going through fundamental morphological
and functional changes during embrional differentation. These changes contribute to the
reinforcement of defence mechanisms that make podocytes resistant against oxidative stress
and assure them a long life. Antioxidant enzymes and FtH are integral part of the defence
mechanisms of human podocytes against oxidative stress. They highlight the role of this
important defence system, which has not yet been investigated in podocytes.
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13. Készonetnyilvanitas

Elsoként témavezetdmnek szeretnék koszonetet mondani a munka magas szinvonalu
szakmai iranyitdsdért, a folyamatos tamogatasaért, végtelen tiirelméért és a nehezebb
id6szakokban sem sajnalt biztatd szavaiért. Mindig toretlen lelkesedésével, kitartd €s pozitiv
hozzaallasaval a tudomany szeretetének atadasara torekedett. Hatalmas munkabirasaval és
precizitasaval példat mutatott. Megtanitott a tudomany iranti aldzatra, de azt is megtanitotta,
hogy hiaba val6 eredmény vagy rossz kisérlet nem 1étezik, csak legfeljebb az adott pillanatban
még nem tudjuk, hogy a kirak6s mely darabjara talaltunk ra egy-egy ,,rossz” eredmény altal.
Sosem hagyta elveszni belélem a mindig kivancsi kutatdt és mindig tudta, hogyan kell azt a
megfeleld korlatok kozé terelni. Mindig megérezte, hogy mikor kell egy-egy nehezebb ponton
atlenditeni. Magas szintli szakmai tudasa, emberséges hozzaallasa és baratsaga orokérvényl
utravaloul szolgdl azon az Gton melynek kapujat megnyitotta eldttem.

Ko6sz6n6m a tdmogatasat Dr. Balla Jozsef professzor trnak, aki lehetdvé tette, hogy az
egyetemi évek alatt megkezdett kutatdsi munkdmat az altala vezetett laboratériumban
folytathassam, pénziigyi tamogatast nyujtott a kisérletek megvalositdsdhoz, valamint kiterjedt
szakmai kapcsolatait megmozgatva segitette az egyiittmiikodést mas munkacsoportokkal és
nagyszerii szakmai meglatasaval segitette a projekt megvalosulasat.

Koszonetet mondok Balogh Enikdnek a podocytakrol késziilt time-lapse kisérletek
kivitelezésében nyujtott hathatos kdozremiikodeéséért €s baratsagaért. Koszondm a tdmogatast a
labor 0sszes dolgozdjanak, koztiik Barna Erikénak, akik hozz4jarultak ahhoz, hogy ez a munka
megsziilethessen.

Kiilon kdszondm a kisérletek kivitelezéséhez nytjtott segitségét és baratsagat Dr. Becs
Gergely kollégdmnak, aki kivalo meglatasaival és mindig segitdkész természetével jelentdsen
hozz4jarult, hogy e munka megsziilethessen.

Legvégiil, de a legnagyobb szeretettel mondok koszonetet férjemnek, Dr. Fagyas
Miklosnak, aki nem csupdn egy szeretetteljes nyugodt hatteret biztositott szdmomra az
elmélyililt munkahoz, hanem mindvégig tamogatott szakmailag és emberileg. Hitt a munka
sikerében €s bizakodasaval erdt adott. Halas vagyok gyermekeimnek, Lillanak és Leventének,
hogy id6t és ihletet adtak az értekezés megirdsdhoz.

A kutatomunkankat a Nemzeti Kutatdsi, Fejlesztési és Innovacios Alap (NKFI,
K116024), valamint az Eurdpai Unié tamogatasaval, az Eurdpai Szocialis Alap

tarsfinanszirozasaval megvalosult GINOP-2.3.2-15-2016-00005 szamu projektek tdmogattak.
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