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1. BEVEZETES

A sziv- ¢és érrendszeri betegségek évente megkozelitéleg 18 millio halalesetet
okoznak, ezzel vilagszerte vezetd halaloknak szamit az Egészségiigyi Vilagszervezet (World
Health Organization, WHO) kimutatasa alapjan. Ez a szam az Gsszes éves elhalalozasoknak a
32 %-a. Magyarorszagon minden 2-ik elhaldlozast okozzak a sziv- és érrendszeri betegségek.
E betegség csoport kialakuldsanak hatterében jelentés mértékben az érelmeszesedés vesz
részt. Az érelmeszesedés soran az erek falan zsiros lerakodasok ugynevezett plakkok jonnek
l1étre. A folyamat soran a plakkok bevéreznek, destabilizalodnak, ami a felszakadasukhoz és a
benniik 1év0 zsiros anyag véraramba torténd jutdsat eredményezi. Az érelmeszesedés
szivinfarktus, agyvérzés, embolia és trombozis kialakulasat is eredményezi.

A témavalasztasom alapjat a plakkok belsejében megfigyelhetd bevérzések
patogenezisének a kutatasa, illetve a bevérzésék progresszidjanak farmakologiai Gton torténd
vizsgalata képezi. A bevérzés kialakuldsa a mortalitdst nagymértékben megndveli, illetve az
alkalmazott gyogyszeres terapidk csak lassitjdk e folyamatot, de nem akadalyozzdk meg.
Emiatt a kutatasi témabodl szarmazé eredmények tarsadalmi hasznosithatésaga jelentds.

A kutatds célja a humdn bevérzett plakkokban végbemend folyamatok részletes
feltarasa, illetve gyogyszeres tdmadaspontok tesztelése, mellyel az érelmeszesedés
patogenezise megallithatd és vagy visszafordithato.

A hipotézisek tesztelésére egészséges donoroktdl szarmazd veérbdl tisztitottam
hemoglobint. A hemoglobin oxidacios vizsgalatoknal egészséges donoroktol szarmazo teljes
veérébol izolaltam és tisztitottam ki az alacsony stirtiségii lipoproteint (LDL). A plakk lipideket
endarterektomian atesett betegek atheromajabol szeparaltam. A sejtes kisérleteknél human
véna endotél sejteken teszteltem az érelmeszesedésben zajlo molekularis bioldgiai
folyamatokat. Az egészséges human karotisz artéridkat a Debreceni Egyetem Igazsagiligyi
Orvostani Intézete biztositotta szamunkra. A human ateroma és bevérzett plakkokat a
Debreceni Egyetem Sebészeti Intézet Ersebészeti Osztalyalya biztositotta szamunkra. A PhD

tézisem alapjat szolgald kutatasomhoz 54 db humén karotisz mintat hasznaltam fel.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1 ERELMESZESEDES
2.1.1 AZ ERELMESZESEDES EPIDEMIOLOGIAJA ES RIZIKOFAKTORAI

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization, WHO) jelentése alapjan a vilag
vezetd halalokat a sziv- és érrendszeri betegségek adjak (32 % mortalitas; 17,9 millid
elhaldlozéds/év). Az esetek hatterében az érelmeszesedés (atherosclerosis) kovetkeztében
fellépd szivinfarktus és agyvérzés all (85%). Az érelmeszesedés életmodhoz kapcsolddod
rizikofaktorai a dohdnyzas, egészségtelen étrend, mozgisszegény életmod, thlzott
alkoholfogyasztas. Elettani rizikofaktorai a magas vérnyomas, magas vér koleszterin és
glikéz szint, kronikus vese megbetegedés, diabétesz, talsuly, Oregedés (lasd.

https://www.who.int/health-topics/cardiovascular-diseases/#tab=tab_1).
2.1.2 AZ AORTA ES AZ ARTERIAK ALTALANOS SZERKEZETE

A vérerek olyan zart rendszert alkotnak, amiben a vér folyékony kotdszovetként aramlik. Az
erek intersticialis részét, ahol a vér aramlik, lumennek nevezik. Az aorta és az artéridk harom
rétegre kiilonithetok el. A lumen kozvetleniil érintkezik az érrendszer belsd rétegével az
intimaval (tunica intima). Ez a réteg a lumen felé egyrétegli laphamsejtekbdl, tigynevezett
endotél sejtekbdl és az alatta talalhato proteoglikan rétegbdl épiil fel. A kozépsd réteget
(tunica media) féleg rugalmas rostok és simaizomsejtek alkotjak. Az érfal kiilsé kotészoveti
rétege (tunica adventitia) tartalmazza az érfalatat taplald ereket (vasa vasorum) és az érfalat
ellatd idegeket (nervi vasculares). Az artériak szerkezete tipustol fiiggéen (elasztikus artériak,
muszkularis artéridk, arteriolak) eltérnek egymastol. Az aorta torakalis és abdominalis része

kozott szerkezetbeli kiillonbségek vannak.
2.1.3 AZ ERELMESZESEDES PATOGENEZISE

Az érelmeszesedés az aorta és a nagy artéridk gyulladasos megbetegedése, melynek soran az
ér lumene besziikiil az intima megvastagodasa miatt. Az AHA (American Heart Association)

ajanlasa szerint az aldbbi kategoriakra csoportosithato a betegség lefolyasa.


https://www.who.int/health-topics/cardiovascular-diseases/#tab=tab_1

I-es tipusu 1ézi6 — kezdeti 1ézio.

A 1ézidk kialakuldsa mar csecsemOkorban elkezdddik. A vérrendszerbdl kilépéd LDL a
szubendotelialis térbe jutva a proteoglikanokkal reakcioba 1épve modifikalodik, tigynevezett
minimalisan moédositott LDL jon létre, ami tovabbi oxidacids 1épések utan oxidalt LDL-1¢
(oxLDL) alakul. Az oxLDL kialakulasa soran keletkez6 termékek koziil kiemelendé a lipid-
hidroperoxid (LOOH) és a 4-hidroxi-nonenal (4-HNE), melyek toxikusak az endotél sejtekre
nézve. Hatasukra az endotél sejtek aktivalédnak, az adhézids fehérjék expresszidja
megemelkedik. Az érrendszerben keringé monocitak a selectinek hatasara (pl. E-selectin; P-
selectin) a gyulladéasos teriiletre gordiilnek, majd az adhézios fehérjék (pl. intracellularis
adhéziés molekula-1: ICAM-1; ér eredetii sejt adhézidés molekula-1: VCAM-1) hatasara
kitapadnak az endotél sejtek felszinén. A monocitdk a szubendotelidlis térbe penetralodnak.
Ezt kovetden az endotél sejtek makrofag koldnia stimulalé faktort termelnek az oxLDL
jelenlétében, amitdl a monocitak makrofagokkd differencidlodnak. Az oxLDL a makrofagokat
polarizalja, melynek kovetkeztében a szkevendzser receptorok (CD36; SRA) megemelkedett
expresszidja hatasara a lipidek felvételre kertilnek. A lipid cseppekkel telitddott makrofagokat
habos sejteknek nevezziik. Az egyes tipusu 1ézidknal mikroszkdéposan megfigyelhetd kicsi
kiterjedésli sarga pontok lathatéak az aorta feliiletén, illetve lipideket tartalmazo6 habos sejtek

csoportjai lathatéak a szovetben.
I1-es tipusu 1ézié — zsiros csikok.

A lipidek akkumulacidja az intimaban mar szabad szemmel is lathato, a lipidcseppek mar a
simaizomsejtekben is megjelennek. Az egyes ¢és a kettes tipust 1éziot gyakran egyiitt nevezik

korai 1ézionak.

I11-as tipusu 1ézi6 — elé atheroma.

Az elhalt habos sejtekbdl kiszabadulo lipidek extracellularisan megjelennek.
Vl-es tipusiu 16zi6 — atheréoma.

Az atheréma nagyfoku extracellularis lipideket tartalmaz, melyek dsszeallva igynevezett lipid
magot alkotnak. Ebben a szakaszban mar néhany simaizomsejt kalcifikacidja is

megfigyelhetd. A lipid magon beliil koleszterol kristalyok talalhatoak.



V-0s tipusu 1ézio — elérehaladott plakk.

Jellemzgdje, hogy fibrozus kotdszovet alakul ki a plakk felszine alatt, amit fibrozus sapkanak
hivnak. Ez a kotészovet emelkedett mennyiségli kollagént, illetve érdes felszinii
endoplazmatikus retikulumot tartalmazé simaizomsejtekb6l all. Az V-6s tipust 1ézi6 harom
alcsoportra oszthatd. Az V/a 1€zi6 a fibroatheroma, ami szamos lipid magot tartalmaz, amik
vékony fibrozus kotdszovettel szeparalodnak el egymastol. Az V/b 1€zid a kalcifikalt 1€zi6,
ami nagy mennyiségli extracellularis hidroxiapatit kristalyokat tartalmaz, a kalcifikacio
kialakulasa egy jol szabalyozott folyamat. Az V/c 1ézi6 a fibrotikus 1ézi6, melynek jellemzdje,
hogy az intima kicserél6dott egy vékony fibrozus kotészoveti rétegre. Lipidek ebben a

1ézidban nincsenek vagy mennyiségiik minimalis.
Vl-os tipusu 1€ézio — komplikalt 1ézio.

Az érelmeszesedés okozta mortalitas legnagyobb részben a komplikalt 16zi6 kialakulasa miatt
kovetkezik be. Kialakulhat a plakk felszinén, illetve magaban a plakk belsejében torténd
bevérzéssel. A bevérzés kovetkeztében a plakk instabilla valik, a beszikiilt lumen,
megndvekedett nyirderdk és a foleg makrofagok altal termelt proteolitikus enzimek miatt. Az
instabil plakk felszakadasat kovetden a benne talalhato zsiros anyagok a véraramlatba jutva

szivinfarktust, agyvérzést, trombozist és emboliat is okozhatnak.
2.2 PLAKKON BELULI BEVERZES

A lipidperoxidacios termékek (LOOH, aldehidek, ketonok, endoperoxidok, malondialdehid,
4-HNE) kialakuldsa miatt a komplikalt 1éziokban erésen oxidativ koriilmények talalhatdak.
Ezek a lipidperoxidacios koztes és végtermékek toxikusak a sejtekre nézve, legféképpen a
penetralodott, monocitdkbol differencidlodott makrofagokra. Az elhalt makrofagok
hozzdjarulnak a plakk stabilitdsdnak a felbomlasdhoz, igy a bevérzések kialakulasahoz is. A
plakkokban végbemend peroxidacié miatt hipoxias koriilmények alakulnak ki, ennek hatasara
neovaszkularizalt erek ndének a plakkban a vasa vasorum feldl. Michel JB és tarsai leirtak,
hogy az oxLDL hatasara az érfal tunica media rétegében talalhaté simaizomsejtek a
peroxisome proliferator aktivalta receptoron ((PPAR)-y) keresztiil a vaszkularis endotelialis
novekedési faktor (VEGF) expresszidja megemelkedik, ami szintén a vasa vasorum feldli
neovaszkularizaciot eredményez. Ezek a kis erek endotél sejtjei az erdsen toxikus kornyezet

miatt elhalnak, igy létrejohet a plakkon beliili bevérzés.



2.3 AZ OXIDALT HEMOGLOBIN KIALAKULASA ES ELETTANI HATASAI

A komplikalt plakk kialakulasa soran a vordsvértestek (VVT) megjelennek a plakk
belsejében. Nagy E. és munkatarsai bizonyitottak, hogy az oxLLDL ¢s a lipid extraktum human
atheromas plakkban (PL) a VVT-ék hemolizisét okozzak és a kiszabaduld hemoglobin (Hb) is
cloxidalodik. Tovabba kimutattak, hogy a lipid-hidroperoxid (LOOH) analdgja a kumin
hidroperoxid is lizalja a VVT-et, illetve oxidalja a Hb-t. Igazoltak azt is, hogy a glutathion
/glutation-peroxidaz (GSH/GPx) gatolja az oxLDL és a PL indukalta VVT-¢ék lizisét és a Hb
oxidaciojat azaltal, hogy a LOOH-t alkoholla alakitja at.

A Hb ¢és a peroxidok kozotti kdlcsonhatas soran ferrylHb (Fe‘“) ¢s oxoferrylHb (Fe4+202')
alakul ki (14, 15). Az oxidacio6 soran a Hb a globin (o Tyr-24, a Tyr-42, o His-20) és B globin
(B Tyr-36, B Tyr-130, B Cys-93) lancanak kiilonb6z6 aminosavjain gyokok alakulnak ki. Ezek
a gyokok kovalens kotéssel képesek 1étrehozni Hb dimert, tetramert és multimereket. OxLDL
¢s oxPL hatdsara a Hb kételektronos oxidacidja megy végbe, ami ferrylHb kialakulasat
eredményezi. A human komplikalt 1ézidkban mért emelkedett ditirozin szintek bizonyitjak a
ferrylHDb jelenlétét.

Korabban leirtak, hogy az oxidalt Hb forma, a metHb (F 63+) citotoxikus hatassal bir, azaltal,
hogy hem csoportjukat elengedve képes szenzitalni a human koldokvéna endotél sejteket
(EC), aminek hatasara a HpO, kezelésre azok elpusztultak. A hemoglobin kételektronos
oxidacidja soran keletkez6 ferrylHb-nak egyediilallo patofizioldgias hatasa van. Képes az EC
rétegét felszakitani, melynek soran lyukak keletkeznek a sejtek kozott. Ezzel parhuzamosan
az adhézios molekulak expresszioja is megemelkedik (VCAM-1, ICAM-1, E-szelektin) a EC-
ben. Ezek a folyamatok arra utalnak, hogy a ferrylHb pro-inflammatorikus tulajdonsaggal
rendelkezik, s szerepet jatszhat a plakkok progressziojaban, ugyanis sem a Hb sem a metHb

nem okozza a fentebb emlitett hatasokat.
2.4 AZ ENDOGEN KENHIDROGEN TERMELODESE

A kénhidrogén (H,S) az endogén gaztranszmitterek legtijabb tagja a nitrogén-monoxid (NO)
¢és a szén-monoxid (CO) mellett. A harom f6 H,S-t termeld enzim a cisztation-y-liaz (CSE),
cisztation-p-szintetaiz (CBS) és a 3-merkaptopiruvat (3-MST). Az étkezés soran bevitt
metionin és cisztein a szubsztratja a transzulfuracios utvonalnak. A metionin-homocisztein
ciklus soran keletkez6 homociszteint a CBS cisztationna alakitja, amit a CSE L-ciszteinné
konvertal. A keletkezé L-ciszteint a CSE és a CBS is HpS-¢ képes alakitani. Az L-ciszteinb6l

a 3-MST egy koztes reakcioval egyiitt HoS termelést eredményez.
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2.5 A KENHIDROGEN SZEREPE AZ ERELMESZESEDES PROGRESSZIOJABAN

A H,S érelmeszesedést befolyasold hatasardl szamos publikacié jelent meg a 2000-es évek
elején. Az érelmeszesedés egyik fO kezdeti 1épése az LDL szubendotelidlis térben torténd
oxidécioja. Kimutattak, hogy a kénhidrogén képes gatolni az LDL hem indukalta oxidativ
modosulasat in vitro koriilmények kozott. Leirtak, hogy a H,S lelassitja az érelmeszesedés
folyamatat, amit kiilonboz6 4llatmodelleken is demonstraltak, de a védelem pontos
mechanizmusa, a sejtes valasz, illetve klinikai tesztek hidnya miatt ezen teriilet intenziv
kutatasa sziikséges. Wang és munkatarsai bemutattak, hogy a natrium-hidroszulfid (NaSH) az
Apolipoprotein E deficiens egerekben (ApoE™) gétolta az aterogén diéta nélkiil létrejott
érelmeszesedéses plakkok kialakuldsat. Tovabba bebizonyitottdk, hogy a CSE gatloszer
alkalmazasa esetén az ApoE'/' egerekben az érelmeszesedés progresszidja eldrehaladottabb
volt a kontroll ApoE™ egerekhez hasonlitva. Mani és munkatarsai CSE deficiens egereket
hasznalva a kisérletekhez kimutattdk, hogy a CSE fehérje hidnya megndvekedett

érelmeszesedést 0koz, és ezzel parhuzamosan csokkent H,S termelddéssel jar.
2.6 A KENHIDROGEN ES A GYULLADAS KAPCSOLATA

Az érelmeszesedés soran expresszalodo, gyulladast el6idézd pro-inflammatorikus citokinek és
proteazok hozzajarulnak a plakkok bevérzéséhez és trombus kialakulasahoz. Megallapitottak,
hogy a kénhidrogén termeléséért felelds f6 enzim, a CSE expresszidja megemelkedik
lipopoliszachariddal (LPS) gyulladast eldidézett egerekben. Az eredményeikbdl azt a
kovetkeztetést vontak le, hogy szeptikus sokk esetén a HpS pro-inflammatorikus hatast. Mas
kutatocsoport pro-inflammatorikus citokinekkel (TNF-a, IL-1B, IL-6) és LPS-el kezelt
kondrocitdkban és mesenchymalis dssejtekben is emelkedett CSE expressziot detektalt. CSE
¢s CBS farmakologiai €s kis interferald RNS-el torténd gatlasa soran sejtpusztulast detektaltak
a pro-inflammatorikus citokinekkel és LPS-el kezelt sejtekben. Az eredményeikbdl azt a
kovetkeztetést vontdk le, hogy a H,S védelmi funkciot lat el gyulladas sordn a sejtekben.
Tovabba kimutattdk, hogy a hidrogénperoxid (H,O,) indukalta oxidativ stressz a CSE
expressziojat megemeli embrionalis vese és a vese fibroblaszt sejtekben. Eredményeik azt
mutatjak, hogy a CSE expresszidja miatt megemelkedett endogén H,S gydkfogd hatasa
protektiv funkciot 14t el.

Az ellentmondédsos cikkek egyre novekvd szdma miatt a kénhidrogén ¢s gyulladas

kapcsolatanak vizsgalata fontos és siirget6 kihivas a tudomanyos vildg szdmara.



3. CELKITUZESEK

A tanulmany célja a human bevérzett plakkokban végbemend folyamatok részletes feltarasa,
illetve gyodgyszeres tamadaspontok tesztelése, mellyel az érelmeszesedés patogenezise

megallithat6 és vagy visszafordithato.

1. Megvizsgalom, hogy a ferrylHb, hasonldéan a hemhez, indukélja az LDL oxidativ

cres

2. A hem katabolizmus fehérjéinek — hemoxigenaz-1 (HO-1) és H-ferritin (HFT) —
expresszioja megemelkedik hem kezelés hatasara az EC sejteken, ezért igy gondoltam, hogy

a ferrylHb is megemeli ezeknek a fehérjéknek a szintjét.

3. Az oxLDL ¢és reaktiv lipidek az érelmeszesedéses plakkok bizonyitott alkotoi.
Feltételeztem, hogy a plakkok bevérzése soran az oxLDL-el és reaktiv lipidekkel érintkezve a

hemoglobinnal ferrylHb-4 oxidalodik.

4. Feltételeztem, hogy a haptoglobin (Hp) a hemoglobin kotd képessége miatt, illetve az
antioxidans glutathion (GSH)/glutation-peroxiddz (GPx) rendszer képes gatolni a H,O»,
illetve az oxidalt plakk lipidek indukalta ferrylHb képzddést.

5. A ferrylHb (de nem a hem, sem a Hb) felszakitja az EC sejtek rétegét. Emiatt azt

cres

6. A CSE szint expresszidja megemelkedik az érelmeszesedéses allat modellekben. Ezért
megvizsgaltam, a CSE expressziojat human egészséges, atheroma és komplikalt 1éziokban,

illetve magas zsir és koleszterin diétan tartott ApoE-/- egerekben.

7. A kénhidrogén gatolja a lipidperoxidacidt. Ennek ismeretében in vitro koriilmények kozott
teszteltem kiilonbozé H,S-t kibocsatd molekuldk hatdsat a lipidperoxidacid gatlasara.

Megvizsgaltam az atheroszklerotikus egér modelliinkben a H»S hatésat.

8. Feltételezem, hogy a H,S képes gatolni a human komplikalt 1ézidokban is zajlo

lipidperoxidaciot.

9. Mivel tudjuk, hogy a H,S gyorsan képes hozzakotédni a hemfehérjékhez, ezért ugy
gondoltam, hogy a H,S a ferrylHb kialakulasat is képes gatolni.
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10. A ferrylHb EC-re nézve pro-inflammatorikus hatasu, indukalja az adhézidés molekulak
expresszidjat és felszakitja az endotél sejtek rétegét. Megvizsgaltam, hogy a Hb-lipid

interakci6 soran kialakulé ferrylHb hatasa az endotélsejtekre nézve eliminalhato-e HyS-el.

11. Egyes citokinekrél, LPS-r6l és a H,O,-rél is kimutattdk, hogy indukéljak a HjS
termelddésért felelds f6 enzim, a CSE expresszigjat. Ebbol adodoan én is megvizsgaltam,
hogy az IL-1B, TNF-a, H,O,, oxidalt és nem oxidalt LDL, illetve human karotiszbdl szarmazo
nem oxidalt és oxidalt lipidek CSE expresszidra gyakorolt hatasat human aorta endotél sejten

(HA0EC), RAW264.7 makrofagon ¢s humén aorta simaizomsejten (HAOSMC).

11



4. MODSZEREK
4.1 A KISERLETEKBEN FELHASZNALT VEGYSZEREK BESZERZESE

A reagensek tobbsége a Sigma-Aldrich (Darmstadt, Németorszag) cégtdl szarmazik,
minimum ACS vagy jobb mindségben. A mashonnan rendelt, kutatdshoz hasznalt anyagokat
alabb specifikalom. A kutatdsban hasznalt szulfid donor molekuldkat Matthew Whiteman ¢és
Roberta Torregrossa szintetizaltak nekem. A kisérletekhez az alabbi, kénhidrogént lassan
kibocsato vegyszereket hasznaltam:

1. GYY4137: (P-(4- Methoxyphenyl)-P-4-morpholinylphosphinodithioic acid morpholine salt
2. AP67: (4-methoxyphenyl)(pyrrolidin-1-yl) phosphinodithioc acid)

3. AP72 (4 methoxyphenyl) (piperidin-1-yl) phosphinodithioc acid).

A szulfid torzsoldatokat naponta, frissen készitettem el és azonnal hasznaltam a kisérletek

soran.

4.2 ETIKAI ENGEDELYEK
4.2.1 HUMAN ETIKAI ENGEDELY

A Karotisz érdarabokat a Debreceni Egyetem Sebészeti Intézetétdl Ersebészeti Osztalyatol
kaptuk. A betegek karotisz endarterektomian estek at. A kutatashoz 54 db Karotisz mintat
gytjtottem 2012 oktdberétdl. 15 mintan immunhisztokémia (IHC) festéseket végeztem, 39
minta in vitro kisérletekhez lett felhasznalva. A Helsinki Nyilatkozatot figyelembe véve, a
betegek beleegyez6 nyilatkozatot irtak ala a szobeli tajékoztatas utan. A Karotisz mintak
gyljtését a Magyar Kormany Egészségiigyi Tudomanyos Tandcsanak tudomanyos ¢€s kutatasi
etikai bizottsaga (ETT-TUKEB) az alabbi regisztracios szamon hagyta jova: RKEB/IKEB
3712-2012. A karotisz mintékat patologus vizsgalta meg és az AHA ajanldsa alapjan egyes
tipusu (egészséges), négyes tipusi (atheroma) és hatos tipust (komplikalt) 1ézidok szerint
valogatta azokat szét a Kutatashoz. Ezen feliil kontrollcsoportként egészséges karotisz
mintakat szereztiink be a Debreceni Egyetem Igazsagiligyi Orvostani Intézetétdl. A mintak
suicidium vagy baleset soran elhunyt személyektdl szarmaztak. Kizar6 kritérium volt a mintak
gylijtése soran a kardiovaszkularis betegség jelenléte. A gylijtést a Regionalis Kutatasi Etikai

Bizottsag az alabbi projekt szamon hagyta jova: 5038-2018.
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4.2.2 KISALLAT ETIKAI ENGEDELY

Az allatkisérletek az Eurdpai Parlament tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmérdl
sz6l6 2010/63/EU iranyelvek alapjan lettek kivitelezve. Az allatkisérleteket a Magyar
Korméany Egészségiigyi Tudoméanyos Tanacsdnak tudomanyos és kutatdsi etikai bizottsaga
(ETT-TUKEB) az aldbbi regisztricios szamon hagyta jova: DE MAB/157-5/2010 az
ARRIVE iranyelveinek megfeleléen. A C57BL/6 ApoE” egereket a Charles River
Laboratories International Inc. cégtdl vettiik. Az egerek tartasa a Debreceni Egyetemen
torténik, betartva az Intézményi Etikai Bizottsdg iranyelveit. Az érelmeszesedés
indukalasdhoz az egerek standard ragcsald ételét 8 hetes korukban kicseréltiik atherogén
diétara (15% zsir, 1,25% koleszterol, ssniff Spezialdiditen GmbH, Soest, Németorszag. Az
egereket véletlenszeriien harom csoportra osztottam, parhuzamosan az atherogén diétaval az
egerek egy része intraperitonedlisan natrium-szulfidot (NaSH; 56 pmol/kg; N=9; Fisher
Scientific, CAS 207683-19-0) kapott, masik résziiket DL-propargylglycinnel (PPG; 50
mg/kg; N=5) oltottam, mig a harmadik csoport egereibe foszfattal pufferolt sooldatot
injektaltam (PBS; N=21). A kezeléseket kétnaponta végeztem 8 héten keresztiil. 8 hét
elteltével az egereket lassan emelkedé CO, inhalaciés modszerrel elpusztitottam. Ezt
kovetden vért vettem kozvetleniil az egerek szivébol, végiil kipreparaltam az aortat. Az aortak
egy részEébdl hisztologiai festéseket végeztem, masik részébdl Oil Red O festéssel lathatova
tettem a teljes aortdban 1évé lipideket. Ezen feliil az aortakat fehérje és RNS szintii
vizsgalatokra is eltettem. Az allatok szerveit (maj, 1ép, tiid6, sziv, vese) eltavolitottam és
folyékony nitrogénben azonnal lefagyasztottam, -70°C-on tarolom. Az eljaras soran miitétet
nem végeztem ¢€s az allatoknak fajdalmat nem okoztam. A valasztott dozisokat az allatok jol
toleraltdk. Az intraperitonedlis injektalassal fajdalmat nem okoztam az allatoknak. Az egerek
a kisérlet soran kézhez szoktak, igy semmiféle stresszt nem éltek at. Az allatokat kontrollalt
homérséklet mellett (24°C) helyeztem el az allathazban, ahol 12 6ras nappali/éjszakai ciklust

biztositottunk. A taplalékhoz és vizhez szabadon hozzéaférhettek az egerek.

4.3 IMMUNOHISZTOKEMIA

A IHC festések a Debreceni Egyetem, Klinikai Kozpont Patologia Intézetében késziiltek. A
karotisz mintakat formalinban (10%) fixaltak, majd paraffinba agyazast kovetéen 4 pm-es
vastagsagu metszeteket vagtak. A mintakat paraffin-mentesitették xylollal és etanollal, majd
antigén feltarast hajtottak végre rajtuk. A Karotisz mintak metszeteit Hematoxilin és Eozin-nal

(H&E) festették meg. A Hb detektalasara human ellenes kecskébe termeltetett HRP konjugalt
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poliklonalis antitestet hasznaltak (Cat no. ab19362-1, Abcam Plc., Cambridge, UK) 1:100-as
higitasban. A megfestett metszeteket Mirax Midi szkennerrel digitalizaltdk (3D Histech,
Budapest, Magyarorszag). A makroszkopos képeket a Karotiszokrol Nikon D3200 kamera
segitségével fényképeztem (Nikon Corp.; Minato, Tokyo, Japan).

4.4 SEJTTENYESZTES

Az EC sejteket koldokzsinorbol szeparaltuk. A véna kaniilalasa utan 0,2%-os diszpaz oldattal
45 percig inkubaltuk a koldokzsindrt 37°C-os inkubatorban. Ezek utdn a leemésztédott
sejteket medium 199-es tenyésztéfolyadékban centrifugaltuk (2000 G, 24 °C, 15 perc). A
centrifuga aljan 1évo sejteket medium 199-es tenyésztéfolyadékban felszuszpendaltuk majd T-
75-0s tenyésztbedénybe rakva 37°C-os inkubatorban novesztettik. A HaOEC sejteket
(PromoCell, Heidelberg, Németorszag) 15%-0s fetdl szarvasmarha szérumot (FBS),
penicillint (100 U/mL), streptomycint (100 U/mL), heparint (5 U/mL), L-glutamint, natrium
piruvatot, endotél novekedési faktort tartalmazé medium 199-es tenyésztéfolyadékban
novesztettiik. Az endotél sejteket 3-as passzasnal kezeltiik 100%-os konfluencia elérése utan
két nappal. HAOSMC (PromoCell, Heidelberg, Germany) sejteket Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) tenyésztéfolyadékban novesztettiik 10% FBS, penicillin (100 U/mL),
streptomycin (100 U/mL), heparin (5 U/mL), L-glutamin, natrium piruvat tartalom mellett. A
RAW264.7 egér makrofagokat (ATCC) Roswell Park Memorial Institute
tenyésztdfolyadékban (RPMI) novesztettiik 10% FBS, penicillin (100 U/mL), streptomycin
(100 U/mL), heparin (5 U/mL), L-glutamin, natrium piruvat tartalom mellett.

4.5 HEMOGLOBIN PREPARACIO

A Hb-t egészséges Onkéntesektdl levett periférids vérbol szeparaltuk ion-cseréld
kromatografiaval DEAE Sepharose CL-6B oszloptoltet segitségével. A VVT-et
centrifugalassal (2500 G, 15 perc, 4°C) vélasztjuk el a plazmatol. A plazma teljes
eltavolitasahoz a VVT masszat haromszor mossuk fizioldgias sdoldattal. A VVT masszéhoz
majd jégen inkubdljuk Oket 1 6ran at. A hemolizis végbemenetele utan eltavolitjuk a Hb-t a

VVT membrantél centrifugalassal (16800 G, 1 6ra, 4 °C). A Hb-hoz 1/20-ad mennyiségii 1

crer

crer

végezziik el az eludlast. A hemoglobin tisztasagat ProteSilverPlus Silver Stainng Kit
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ferrylHb atalakulast spektrofotométer (Beckman DU-800) segitségével monitoroztuk 90%
feletti atalakulasig. A hemoglobinokat AMICON Ultra centrifugacsé segitségével
tomoritettiik be (10,000 MWCO, Millipore Corp., Billerica, MA, USA). A Hb-t, metHb-t és a
ferrylHb-t 3-szor 3 oran at, majd 16 oran at dializis membran segitségével 500-Szoros
mennyiségl fiziologias sooldatban dializaltuk. A hemoglobinformékat folyékony nitrogén

alatt lefagyasztottuk, majd -70°C-on taroltuk.

4.6 ALACSONY SURUSEGU LIPOPROTEIN PREPARACIO

A Hb-t egészséges onkéntesektdl levett Etilén-Diamin-Tetraecetsavval (EDTA) alvadasgatolt
periférias vérbdl szeparaltuk gradiens ultracentrifugalassal (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA,
USA) végeztiik. A plazma stirliségét 1,3 g/mL-re kdlium-bromiddal (KBr) allitottuk be. Két
réteg gradienst (1,3 g/mL-es siirliségli plazma és fiziologias sooldat) Quick-SEAL (Beckman)
ultracentrifugacsébe rétegeztiink. Az ultracentrifugalast 302,000 G-én 2 6ran 4t 4°C-on
végeztikk VTi 50.2. rotorral (Beckman). A Kigyjtott LDL mintakbol fehérjemérést hajtottunk
végre (Pierce BCA protein assay Kit, Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA). Az LDL

mintakat 4°C-os hiitében maximum egy hénapig hasznéltuk.

4.7 ALACSONY SURUSEGU LIPOPROTEIN OXIDALASA

hidroxiddal (NaOH) késziilt, hem dimetil-szulfoxiddal (DMSOQ) allitottuk el6, a 100-szorosara
higitott pontos koncentraciot spektrofotométerrel (Beckman DU-800) hataroztuk meg. A hem

crer

crer

metHb-t és ferrylHb-t inkubaltunk EDTA alvadasgatolt plazmaval egy 6ran 4t 37 °C-on. A
hemoglobin formak koncentracidja 100 umol/L-es volt Hb csoportra szamitva. Az inkubalasi

1d6 utan LDL szeparalast végeztiink.
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4.8 LIPIDPEROXIDACIOS TERMEKEK MERESE

A lipidperoxidaciés termékek koziil a konjugalt diének, LOOH és a tiobarbitursav-reaktiv
anyagok (TBARS) mennyiségét mértiik. Konjugalt diének mérésénél az LDL-t felhigitottuk
200 pg/mL-es koncentraciéra ¢€s az optikai denzitdsit (OD) 234 nm-en mértik
spektrofotométerrel (Bechman DU-800). A 0,5-nél nagyobb abszorbancia felett beszélhetiink
oxLDL-r6l. Az LOOH tartalmat Simon-Wolf reagens segitségével mértiik. TBARS mérésénél
reagenssel (0,375 g 2-tiobarbitur sav, 2,08 mL sosav, 15 mL 10%-os triklorecetsav 100 mL-es
végtérfogatban desztillalt vizzel). A mintdkat 90 °C-on 20 percig melegitettiik. A mintak
lehtitése utan 200 pL n-butanollal extrahaltuk a TBARS-t. A fels6 fazist spektrofotométerrel
532 nm-en mértiikk. Az extincids koefficiens 1.56 x 10° M'lcm‘l, az eredmények nmol

TBARS/mg fehérjében vannak kifejezve.
4.9 LIPID-MEDIALTA HEMOGLOBIN OXIDACIO

A tisztitott Hb-t (20 pmol/L, hem csoportra szamitva) H,O,-al (200 pmol/L), LDL-el (50-500
ug fehérje/mL), oxLDL-el (50-500 pg fehérje/mL), PL-el (500 pg fehérje/mL) inkubaltuk. A

Hb redox allapotanak a valtozasat spektrofotométerrel kovettiik nyomon (Bechman DU-800).
4.10 SEJTTOXICITASI VIZSGALAT

Az endotél sejteket 96 lyuku tenyésztdedényben novesztettiik. Kezelés eldtt a sejteket Hank
féle kiegyenlitett sooldattal mostuk, ami tartalmazott Ca®*-ot és Mg?*-ot (HBSS+). A
konfluens endotél sejteket megkezeltiik hemmel (10 pmol/L), Hb-al (10 pmol/L, hem
csoportra szamitva), metHb-al (10 umol/L, hem csoportra szamitva) és ferrylHb-al (10
umol/L, hem csoportra szamitva) HBSS+-ban higitva. 1 ora kezelés elteltével a sejteket
egyszer mostuk HBSS+-al, majd 3 oran at H,Oj-al (75 pumol/L) inkubaltuk O6ket. Mas
kisérletben LDL-t (250 ug fehérje/mL) inkubaltunk hemmel (10 pmol/L), Hb-al (10 umol/L,
hem csoportra szamitva), metHb-al (10 umol/L, hem csoportra szamitva) és ferrylHb-al (10

umol/L, hem csoportra szdmitva) 1 6ran at majd endotél sejteket kezeltlink veliik.

crer

(NaSH, GYY4137, AP67, AP72). Ezt kovetéen 96 lyuku tenyésztdedényben ndvesztett
konfluens EC sejteket mostuk kétszer HBSS+-al. Végiil a sejteket 6 6ran at kezeltiik 37°C-on
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az oxLDL ¢és kénhidrogén donorokkal kezelt oxLDL mintdkkal. 6 o¢ra elteltével MTT

sejttoxicitasi vizsgalatot végeztiink.
4.11 ENDOTEL SEJT PERMEABILITASI VIZSGALATA

Az EC sejteket zselatinnal bélelt fliggd sejttenyésztd betétben 100%-o0s konfluencia eléréséig
novesztettiik (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA). Ezt kovetéen hemmel (10
umol/L), Hb-al (10 umol/L, hem csoportra szamitva), metHb-al (10 pmol/L, hem csoportra
szamitva) és ferrylHb-al (10 pmol/L, hem csoportra szamitva) kezeltiik 12 6ran at. A kisérleti
1d6 lejarta utan fluoreszens natriumsot (1umol/L) adtunk a sejttenyésztd folyadékhoz. A
kisérleti apikalis edényben 1évé HBBS+-bol 1 ora elteltével mintat vettiink, amit fluoreszcens

mikroplate olvasoval 488/525 nm-en mértiink le (Synergy4, BioTek, Winooski, USA).
4.12 MONOCITA ADHEZIOS VIZSGALAT

EC sejteket 24 lyukt tenyésztdedényben konfluencidig ndvesztettem, majd hemmel (10
pmol/L), Hb-al (10 pumol/L, hem csoportra szamitva), metHb-al (10 pmol/L, hem csoportra
szamitva) és ferrylHb-al (10 pmol/L, hem csoportra szamitva) kezeltilk oket 12 o6ran at.
Periférialis mononuklearis sejteket (PBMC) Histopaque-1077 segitségével szeparaltam.
Magneses izolacios modszerrel nyertiik ki a CD14+ monocitdkat (MACS CD14 microbeads,
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Németorszdg). A monocitdkat sérum mentes
DMEM-ben szuszpendaltuk fel 5*10%-on sejt/mL-es koncentracioban. Ezt kdvetéen a sejteket
Calcein AM-el (5 umol/L) inkubaltuk 30 percig 37°C-on. A megjeldlt monocitakat
hozziadtuk a megkezelt EC sejtekhez 30 percig 37°C-on. Az endotélsejtek felszinére be nem
kotédott monocitak eltavolitasa miatt 2-szer mostuk HBSS+-al az EC-ket. Végiil
formaldehiddel (3,7 %; Merck) fixaltuk a sejteket. A sejtek blokkoldsa 5%-0s szamar
szérummal tortént 30 percig (Jackson ImmunoResearch Europe Ltd., Suffolk, UK). Ezt
kovetden a sejtek aktinjat TRITC (25 ug/mL) konjugalt falloidinnel, a sejtek DNS-ét Hoechst-
el (0.5 pug/mL) festettiik. A sejtekrdl a fényképeket fluoreszcens mikroszkoppal fényképeztiik
le (DM2500, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Németorszag).

4.13 VALOS IDEJU KVANTITATIV POLIMERAZ LANCREAKCIO

A konfluens HUVES sejteket 6 lyukt tenyésztéedényben ndvesztettik, majd kezeltiik
hemmel (100 umol/L), Hb-al (100 umol/L, hem csoportra szamitva), metHb-al (100 umol/L,
hem csoportra szamitva) és ferrylHb-al (100 umol/L, hem csoportra szamitva) CM199
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komplett tenyészté folyadékban. 6 ora elteltével a kezelt sejteket egyszer mostuk HBSS+-al,
majd ribonukleinsavat (RNS) izolaltunk RNAzol STAT-60-al a gyartéi instrukcid szerint
(TEL-TEST Inc., Friendswood, TX, USA). Az RNS koncentracidjat spektrofotométer
segitségével mértiik le (Beckman DU-800). A HO-1 gén és a cyclophilin haztartasi gén
hirvivd RNS (mRNS) expressziojat valos ideji kvantitativ polimeraz lancreakcioval (RT-
qPCR) mértiik. Az RNS Superscript II reverz transzkriptaz (Invitrogen, Life Technologies
Co., Carlsbad, CA, USA) segitségével klon DNS-¢ lett alakitva. A transzlacio iCycler iQ
Real-Time PCR System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) segitségével hajtottuk
GAT-AGA-AGA-GGC-CAA-GAC-TG ¢s — GGT-GTC-ATG-GGT-CAG-CAG-CT,
cyclophilin + ACG-GCG-AGC-CCT-TGG ¢és — TTT-CTG-CTG-TCTTTG- GGA-CCT), 0.13
nmol/L-es koncentracioji fluoreszcens probat (HO-1 CTC-AAC-ATC-CAG-CTC-TTT-
GAG-GAG-TTG-CAG, cyclophilin CGC-GTC-TCC-TTT-GAG-CTG-TTTGCA), 3 mmol/L-

........

crer

Technologies Corp., Carlsbad, CA, USA) tartalmazott. Az eredmények abrizolasdnal a
cyclophilin génre normalizalt HO-1 gén expresszios szintvaltozasat hasonlitottuk Ossze a
kezeletlen sejtekkel.

Mas kisérletekben ApoE'/' deficiens egereket intraperitonealisan injektaltuk NaSH-al (56
umol/kg) vagy pozitiv kontrollként hasznalt egereket PBS-el minden masodik nap 8 héten
keresztiil. Parhuzamosan a kezelésekkel az egerek atherogén diétat kaptak, mig a kontroll
egerek standard ragcsald ételt kaptak. A kisérlet végén az egereket ledltiik, az aortajukat
kipreparaltuk. RNS-t izolaltunk RNAzol STAT-60-al. Az RNS koncentracidjat NanoDropTM
2000c spektrofotométerrel mértiik le (Cat. No. S06497c, Thermo Scientific Inc. Waltham,
MA, USA). A cDNS szintézisét high capacity cDNA Kkittel végeztiik el (Cat. No. 43-688-13,
Applied Biosystems, Foster City, CA). A HO-1 (Mm00516005_m1, Thermo Fisher Scientific
Inc.) és Beta-actin (MmO02619580 gl, Thermo Fisher Scientific Inc.) mRNS szintii
expresszigjat RT-gPCR-al quantifikaltuk TagMan Universal PCR Master Mix segitségével
(Cat. No. 4269510, Applied Biosystems, Foster City, CA). A 40 ciklusi amplifikalas 96
lyuku Bio-rad pléteken tortént Bio-rad CFX96 detekcios rendszer segitségével (Bio-Rad
Laboratories, Inc. Hercules, California, USA). Az mRNS expressziokat beta-actinra

normalizaltuk.
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4.14 WESTERN BLOT ALAPU FEHERJE ANALIZIS

EC sejteket 6 lyukt tenyésztdedényben 100 %-os konfluencidig tenyésztettiik, majd a sejteket
hemmel (100 pmol/L), Hb-al (100 pmol/L, hem csoportra szamitva), metHb-al (100 pmol/L,
hem csoportra szamitva) és ferrylHb-al (100 umol/L, hem csoportra szamitva) CM199
komplett tenyésztd folyadékban kezeltiik 8 6ran at. Ezt kovetden a sejteket szolubilizaltuk 10

c sy

mmol/L-es koncentracioju Trisz-(hidroximetil)-amino-metan (TrisHCI), 5 mmol/L-es
Triton X-100, 0,5 % Nonidet P-40 és proteaz gatlo (Complete Mini, F. Hoffmann-La Roche
Ltd., Basel, Switzerland) mixet tartalmazé szolubilizald oldatban 45 percig 4 °C-on. 20 pg
fehérjét (ettdl torténd eltérést az abraalairasban specifikaltam) 12,5%-0s natrium dodecil
sulfat (SDS)- poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE) gélre injektaltuk. Az elektroforézis
befejeztével a gélben 1évo fehérjéket nirocelluloz membranba (Amersham Biosciences Corp.,
Piscataway,NJ, USA) transzferaltuk. Mas kisérletekben human Karotisz érdarabokat
homogenizaltunk folyékony nitrogén alatt, és szolubilizaltuk fehérje lizis pufferben.
Fehérjetartalom mérést kovetden az egyes western blottdl fiiggéen 10-20 pg fehérje mintat
12,5 %-os natrium dodecil szulfat-poliacrilamid gélbe (SDS-PAGE) injektalunk. Egérben
termeltetett human ellenes HO-1 (Cat no. 374087, Calbiochem, MerckKGaA, Darmstadt,
Németorszag) monoklonalis antitestet 1:2500-as higitasban inkubaltuk, a blottokat 16 6ran at
a HO-1 fehérje kimutatasara. Nyulban termeltetett human ellenes Hemoxigenaz-2 (HO-2)
(Proteintech, Chicago, IL, USA, 14817-1-AP) antitestet 1:1000-es higitasban inkubaltuk, a
blottokat 16 6ran 4t. Nyulban termeltetett humén ellenes CSE antitestet (Proteintech, Chicago,
IL, USA, 12217-1-AP) 1:1000-es higitasban inkubaltuk, a blottokat 16 oran at. Nytlban
termeltetett human ellenes VCAM-1 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, USA,
sc8304) antitestet 1:200-as higitasban inkubaltuk, a blottokat 16 o6ran at. A ferritin fehérjék
detektalasara egérben termeltetett human ellenes H-ferritin és L-ferritin antitesteket
hasznaltunk, amit a kutatashoz ajandékba kaptunk Paolo Arosiotol. Az elektroforézist nativ
géleken végeztiik. A blottokat 16 6ran at 4°C-on inkubaltuk az antitestekkel. 16 6ra letelte
utan a blottokat 1 6ran at szobahdémérsékleten inkubaltuk nyulban termeltetett HRP-vel
konjugalt IgG masodlagos antitesttel (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA,
NA934, higitds 1:15000) vagy egérben termeltett HRP-vel konjugdlt IgG méasodlagos
antitesttel (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA, NA931, higitas 1:15000).
Egérben termeltetett human ellenes glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH)
antitestet (Cat no. N13300-221, Novus Biologicals, LLC, Littleton, CO, USA) 1:1000-es

19



higitasban hasznaltuk a GAPDH fehérje kimutatasara. A blottokat 16 6ran at inkubaltuk az
antitesttel. E haztartasi fehérje segitségével bizonyitottam, hogy a western blot soran
egyforma mennyiségii mintat adtam az SDS-PAGE zsebeibe. Az antigén-antitest komplex
detektalasara kemilumineszcens rendszert hasznaltunk a gyari instrukciok figyelembe
vételével (Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ, USA). AlphaDigiDoc
(AlphaDigiDoc RT, Alpha Innotech Corp., San Leandro, CA, USA) rendszer segitségével
digitalizaltuk a rontgen filmre el6hivott fehérje expresszidkat. A fehérjék expresszidjanak
valtozasat normalizalva GAPDH-ra, illetve 6sszehasonlitva a nem kezelt sejtekkel ImageJ Fiji

szoftver segitségével elemeztiik.
4.15 FERRYLHEMOGLOBIN MULTIMEREK DETEKTALAS

A hemoglobint tartalmazé mintakat (1-4 pg) 12,5 %-0s SDS-PAGE-re injektaltuk. Az
elektroforézis befejeztével a gélben 1évé hemoglobint nirocelluldéz membranba (Amersham
Biosciences Corp., Piscataway, NJ, USA) transzferaltuk. A Hb detektalasara HRP konjugalt
kecskébe termeltetett human ellenes poliklonalis antitestet hasznaltunk (Cat no. ab19362-1,
Abcam Plc., Cambridge, UK) 1:15000-es higitasban, egész éjszaka inkubalva az antitestet a
blottal. Az antigén-anitest komplex detektalasara kemilumineszcens rendszert hasznaltunk a
gyari instrukciok figyelembe vételével (Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ, USA).
AlphaDigiDoc (AlphaDigiDoc RT, Alpha Innotech Corp., San Leandro, CA, USA) rendszer
segitségével digitalizaltuk a rontgen filmre el6hivott fehérje expressziokat. Mas esetekben a

gélen 1évé Hb multimereket eziistfestés segitségével tettiik lathatova.
4.16 HUMAN ATHEROMABOL SZARMAZO LIPID EXTRAKTUM

Human atheromabol szarmazo lipid extraktum (PL) készitéséhez az atheroma darabokat
folyékony nitrogén alatt poritottuk. Az igy elkésziilt Orleményt fiziologids sooldat és
kloroform (1:3) keverékében felvettiikk. Intenziv kevertetés utan a mintakbol a lipidek
kinyerése nitrogén gazzal tortént. Az igy kapott lipidek tomegét lemértiik. 0,5 mg/mL-es
koncentracioju kénhidrogén donorokkal (NaSH, GYY4137, AP67, AP72) 4 napig 37°C-on.
Mas esetekben komplikalt plakkot homogenizaltunk fizioldgias sdoldatban. 0,5 mg/mL-es
koncentracioju komplikélt plakk mintat inkubaltunk 3 napig 37 °C-on NaSH, GYY4137,
AP67 és AP72 kénhidrogén donorok jelenlétében. A lipidperoxidacios termékek koziil a
kisérletekben a LOOH és a TBARS tartalmakat mértiik le.
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4.17 HEMOGLOBIN OXIDACIOJANAK GATLASA KENHIDROGENNEL

A kisérletek soran Hb-t (5 umol/L, hem csoportra szamitva) inkubaltunk H,O»-al (25 pmol/L)
kénhidrogén donorok jelenlétében (NaSH, GYY4137, AP67, AP72) 1 éran 4t 37 °C-on. A
ferrylHb detektalasat a 3.16-os pontban leirtak szerint végeztiik el.

4.18 ENDOTEL SEJT MONOLAYERENEK INTEGRITASI VIZSGALATA

A konfluens HAOEC sejtek integritasat Electric Cell Substrate Impedance Sensing (ECIS,
Zsinstrument, Applied BioPhysics Inc., Troy, NY, USA) mddszer segitségével mértiik. A
sejteket 8 lyuku elektrodakat tartalmazd tenyésztdedényben novesztettik (SWI10E, Applied
BioPhysics Inc., Troy, NY, USA). A konfluencia elérését ECIS segitségével monitoroztuk.

SN

crer

donorok mellett (NaSH, GYY4137, AP67, AP72). A teljes impedencia spektrum
monitorozasra keriilt ECIS segitségével 3 oran at percenkénti idokozonként. A sejtek kozotti
kapcsolat felbomlasat a 0-ik idopontban és a 3-ik 6raban mért monolayer resistencia (4000
kezelt Hb-al (20 umol/L) kezeltem a HAOEC sejteket 6nmagaban, illetve kénhidrogén
donorok jelenlétében (NaSH, GYY4137, AP67, AP72). Az impedancia spektrumot 12 oran at
monitoroztam. A sejtek kozotti kapcsolat felbomlasat a 0-ik idépontban és a 12-ik oraban

mért monolayer resistencia (4000 Hz) értékének a kiilonbsége mutatja.
4.19 KENHIDROGEN SZINT MEGHATAROZASA SZOVETBOL

A Garber altal els6ként leirt és A.D Ang és munkatarsai altal modositott cink precipitacios
modszerre hataroztuk meg a kénhidrogén szinteket szovetbél. Human Kkarotisz ereket
(egészséges, atheroma, komplikalt 1éziok) folyékony nitrogén alatt homogenizaltuk majd 7.4-
es pH-ji PBS-ben felvettiik dket, amit a mintdk szonikaldsa kovetett 3-szor 5 masodpercig
jégen. Ezek utan a mintakat centrifugaltuk 12 000 G-én 15 percig. A lipidmentes kozépséd
fazist Osszegyljtottiik (felsd fazis—lipid réteg, kozépsé fazis—fehérjék, alsd fazis—szoveti
tormelékek). 200 pL mintdkat 350 pL-nyi 1%-os zinc acetattal és 50 pL 1,5 mol/L-es
inkubdléast kovetden a keletkezett cink szulfidot 2000 G-én 5 percig lecentrifugaztuk. A

feliilaszot eltavolitottuk, majd a pelletet 1 mL-nyi ultratiszta desztillalt vizzel mostuk intenziv
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kevertetéssel. Ezt kovetéen a mintadkat ismét 2000 G-én 5 percig lecentrifugaztuk. A
feliiluszot eltavolitottuk, a pellethez 160 pL desztillalt vizet és 40 pL eldre Osszekevert
festéket (20 pL 20 mmol/L dimetil-p-phenilenediamine dihidrochlorid (NNDP) 7,2 mol/L-es
koncentracidju sosavban (HCI) oldva és 20 uL. 30 mmol/L vas Il klorid (FeCl3) 1,2 mol/L-es
koncentracioji  HCL-ben oldva) adtunk. 10 perc elteltével a keletkezett metilénkék
abszorbanciajat spektrofotométerrel (Beckman DU-800) 667 nm-en mértiik. A reakcio soran 1
mol/L metilénkék 1 mol/L szulfidbol keletkezik. A koncentracié meghatirozasahoz a

metilénkék extincids koefficiensével szamoltunk (30 200 M*cm*). A keletkezd kénhidrogén

koncentraciokat a mintak fehérje tartalmara normalizaltuk.
4.20 EZUSTFESTES

Az eziistfestést az alabbi protokoll szerint végeztem 12 %-0S SDS-PAGE-be injektalt és
elektroforézissel futtatott mintakon. Az elektroforézist kovetden a gélt desztillalt vizben (DW)
mostam 10 percig. Ezt kdvetden a gélt fixaltam 12,5 mL etanol+5,37 mL formaldehid+32,125
mL DW oldatban 16 6ran at 4°C-on. Ezutan a gélt 4-szer 10 percig mostam DW-ben. A
mosasi lépést kovetden a gélt 50 mL DW-ben feloldott 0,025 g naftalin oldatban inkubaltam 1
napig billegtetd rotoron 4°C-on. Masnap 4-szer 20 percig DW-ben mostam a gélt, végiil eziist
oldattal inkubdltam (30 mL DW+468,75 pL 1M-os NaOH+493,75 pL 5M-0s ammonium-
hidroxid+ 750 pL 1M-0s AgNOz) 20 percig fénytél védve 4°C-on. Az eziist oldatban
megfigyelhet6é barnas csapadékot néhany csepp ammonium-hidroxiddal fel lehet oldani. Az
eziist oldattal tortént inkubalas utan 20 percig mossuk DW-el a gélt. A gélen 1évd fehérjék
eléhivasa 50 mL-es végtérfogatban 1év6 50 pL formaldehid, 9 pLL 2M-os citromsav és DW
elegyébdl all. Az el6hivast kovetden a reakciot S0 mL-es végtérfogatban 1évo 1 mL esetsav,
250 puL etalnolamin és DW elegyébdl allo oldattal allitottuk le. 3-szor 5 perc mosas utan a gélt
szaritd oldatba helyeztem 2,5 6rdig (17,5 mL etanol+1 mL glicerol+37,5 mL DW). A széritast

kovetden a géleket gél dokumentécios eszkoz segitségével fényképeztem le.
4.21 LIPIDHIDROPEROXID MEGHATAROZASA JODOMETRIAS MODSZERREL

100 puL PL vagy bevérzett plakk szuszpenziot 1 pL 10 mmol/L-es EDTA és 200 pL
kloroform és 100 pL metanol oldatban extrahaltam. A kloroformos fazist eltavolitottam, s
adtam hozza 36 uL esetsavat, 24 uL kloroformot és 40 pL 1,2 mg/mL-es kalium-jodid
oldatot. 5 perc inkubaldsi id6 utan 180 pL 20mmo/L-es kadmium-acetattal leallitottam a

reakciot. A szuszpenziot 120 000G-In 15 percig centrifugaltam, majd a feliiluszobol a mintak
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OD értékét 353 nm-en ¢és 700 nm-en spektrofotométerrel lemértem. A kapott 353 nm-es OD
értékeket kivontam a 700 nm-en mért OD értékekbdl. Az LOOH szamitasa a trijodid (I'3)
ionra megadott extinkciés molaris koefficienssel (2,19X10* M™ cm™) tortént. A PL és a
bevérzett plakkbol mért LOOH-t nmol LOOH/mg szdvetre adtam meg.

4.22 NATRIUM-SZULFID KESZITESE

A hasznaland6 csoveket nitrogén gazzal kell teliteni, illetve minden anyagot vegyi fiilke alatt
jégen kell tartani. 3-4 nagyobb darab Natrium-szulfid (Na,S) kristalyt DW-el 3-szor mostam a
feliiletiikon keletkezett poliszulfidok eltavolitadsa miatt. Ezt kdvetden a kristdlyokat 4 mL
DW-ben kevertetéssel oldottam fel aluminiumfoliaval korbetekert centrifugacsdben. Az NayS
oldatot 100-szorosara higitottam fel DW-el. Az igy kapott oldatot spektrofotométer
segitségével 230 nm-en mértem. A torzsoldatot ugy higitottam tovabb, hogy a 100-szorosara
higitott Na,S oldat 1 mL-nek OD-ja 0,4-0,5 k6z6tt legyen. Az NayS oldat koncentraciojat 230
nm-en a HS-re megadott extinkciés molaris koefficiens (7700 M™* cm™) segitségével

szamoltam ki. Ezt kovetéen a kiivettdba pipettaztam még 100 pL 10 mmol/L-es

cre

crer

koefficienssel szamolt Na,S koncentracidjat atlagoltam.
4.23 POLISZULFID (HSX) OLDAT KESZITESE

A tomény natrium-hipoklorit oldatot 10-szeresére higitottam 50 mmol/L-es PBS-el, majd az

crer

cre

crer

az elkésziilt poliszulfidot 30 percen beliil elhasznéltam.
4.24 SZULFID DONOROK KENHIDROGEN MENTESITESE

A szulfid donorokat PBS-ben feloldottam, majd hagytam, hogy a teljes kénhidrogén tartalmuk
eltdvozzon az alap vegyiiletb6l Az oldat H,S tartalmat spektrofotométer segitségével
monitoroztam 620 nm-en. A teljes H,S eltavozasahoz egy honapon at kellett mérnem a HyS

szintet.
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4.25 KISERLETI EGYSEG

Az abraalairdsokndl feltiintetett ,,N” a csoportonként felhasznalt humén szovetek és vagy
allatok szdmat jeloli. Az ,,n” mutatja az egymastol fiiggetlen kisérletek szamat, amibdl az

eredményeket statisztikailag kiértékeltem.
4.26 STATISZTIKA

Az adatokat GraphPad Prism 5.02 szoftver segitségével elemeztem ki. Az abrakon szerepld
statisztikai elemzés minimum harom, egymadstol fiiggetlen kisérletbdl szarmazd adatok
atlaganak a standard hibajat mutatja. A szignifikancia szinteket két csoport dsszehasonlitasa
esetén Student t-teszttel hataroztam meg. Szamos, egyez6 szorasu, normalis eloszlasu csoport
atlaganak Osszevetése esetén egyszempontos varianciaanalizist (one-way ANOVA)
hasznaltam Dunett-féle uté teszttel kombinalva. Az alabbi szignifikancia szinteket jeloltem: *

(p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001), az NS jelzés a nem szignifikans eredményt mutatja.

24



5. EREDMENYEK

5.1 ELSO RESZ

Az ¢érelmeszesedés folyamataban a komplikalt 1éziok kialakulasa életet veszélyeztetd
eseménynek szamit. A plakkon beliili bevérzés olyan folyamatokat indit be, ami a plakk
stabilitdsdnak elvesztésével jar. A folyamat soran a plakk felszine felszakad, a benne talalhat6
zsiros, véres massza a véraramba keriilve szivinfarktus, sztrok, embodlia kialakulasahoz vezet.
A kutatasom elsd részében a bevérzést kovetd eseményeket modelleztem. Megvizsgéltam a

plakkban talalhato lipidek €és a Hb interakcioja soran létrejovo ferrylHb élettani hatasait.

51.1. AZ OXIDALT HEMOGLOBIN FORMAK AZ LDL OXIDATIV
MODOSULASAT OKOZZAK

Ahhoz, hogy modellezhessiik a komplikéalt 1éziokban megtalalhaté lipidek és a
hemoglobinformak lehetséges interakcidit, human periférids vérbdl Hb-t tisztitottam, majd
metHb-t és ferrylHb-t allitottam eld6. EDTA-val alvadasgatolt human plazmat inkubaltam
hemmel, Hb-al, metHb-al és ferrylHb-al (100 pmol/L) 1 éran 4t 37°C-on. Ezt kdvetéen LDL-t
izolaltam a kezelt plazmamintdkbdl ultracentrifugélassal. Az igy nyert LDL mintakbol
konjugalt diének, LOOH ¢és a TBARS szinteket mértem 15 napon keresztiil. Azt tapasztaltam,
hogy a Hb-al kezelt plazmakban a lipidperoxidacios termékek mennyisége nem emelkedett
meg a kisérlet soran. Ezzel szemben, a hemmel kezelt mintdkban a lipidperoxidacids
termékek szintje mar a masodik napon megemelkedett. A metHb és a ferrylHb is képes volt
koveté 7-ik (metHb) és 10-ik (ferrylHb) napokon emelkedett meg. A lipidperoxidacios
termékek szintjének megemelkedése a ferrylHb dozis emelkedésével forditott aranyban,
hamarabb kezd6dott meg. A hem a plazmaban gyorsan asszocialodik az LDL-hez, ezzel
parhuzamosan a hem degradalodik. Ebbdl kifolyolag azt feltételeztiik, hogy a ferrylHb
koncentraci6 emelésével az LDL-hez asszocidlodott hem mennyisége is megnd. Azt
tapasztaltuk, hogy dozisfiiggd modon emelkedik az LDL-hez kapcsolodott hem mennyisége a
nagyobb koncentraciokkal kezelt LDL-ben. Tovabba megvizsgaltuk azt is, hogy a ferrylHb
okozta LDL oxidacidja végbe megy-e human plazmdban is? Ennek vizsgélatdhoz frissen
levett teljes vérbdl plazmat kiilonitettiink el centrifugalassal, majd ezt kdvetden a plazma
mintat inkubaltuk hemmel, Hb-al, metHb-al és ferrylHb-al 15 napon keresztiil. 15 nap letelte

utdn LDL asszocialta hem mérés segitségével megvizsgaltuk, hogy a hemhez és a ferrylHb-
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hoz hasonléan a Hb, metHb is képes-e kibocsatani hemet, ami hozzakoétddve az LDL-hez
annak oxidacidja soran degradalodik. Azt tapasztaltuk, hogy a Hb-bdol nem, de metHb-bol
képes hem kiszabadulni, ami az LDL-hez asszocialodik. Ezt a kezelt LDL mintakbdl mért
megemelkedett hem szintek bizonyitottak. Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy a
ferrylHb, hasonléan a metHb-hoz, képes a hem csoportjat elengedni, czéltal a

lipidperoxidéci6 folyamatat beinditani.

51.2 AZ OXIDALT HEMOGLOBIN FORMAK OXIDATIV STRESSZEN
KERESZTUL AZ ENDOTEL SEJTEK PUSZTULASAT OKOZZAK

Korébban kimutattdk, hogy a hem és a metHb oxidativ stresszt okoz az endotél sejtekben
azaltal, hogy a kibocsatott hem csoportjukb6l H,O, hatasara felszabaduld redox aktiv vas
elésegiti a reaktiv oxigén gyokok kialakuldsat. Ebbdl kifolyolag leteszteltiik, hogy a ferrylHb,
hasonloan a metHb-hoz érzékenyiti-e az endotél sejteket oxidativ stresszen keresztiil? Ennek
bizonyitasara konfluens EC sejteket kezeltem el hemmel (5 umol/L), Hb-al (5 pmol/L),
metHb-al (5 umol/L) és ferrylHb-al (5 pumol/L) 1 6ran 4t HBSS+ oldatban. Az egy ora letelte
utan a hemet, Hb-t, metHb-t és ferrylHb-t tartalmazo oldatokat lecseréltem H,O,-0t (75
pumol/L) tartalmazo6 oldatra. Tovabbi 4 6ra inkubacid utin sejt tulélési tesztet végeztem. A
belsd kontrollként hasznalt hem, Hb, metHb, ferrylHb és H,O, 6nmagukban nem valtoztattak
meg az EC életképességét. Ezzel szemben a hem eldkezelést kovetd H,O,-os kezelés soran az
EC ¢letképessége 18%-ra (£2%) csokkent. A metHb elokezelést kovetd HyO-o0s kezelés
soran az EC életképessége 62%-ra (+4%) csokkent. A ferrylHb eldkezelést kdvetd H,O,-0S
kezelés sordn az EC ¢életképessége 78%-ra (£3%) csokkent.

Korabban kimutattak, hogy a hem és a metHb toxikus az EC-re azaltal, hogy az LDL oxidativ
modifikacidja soran mérgezd lipidperoxidacios termékek keletkeznek. Kovetkezésképpen
megvizsgaltam, hogy a ferrylHb is toxikus-e az EC-re nézve az LDL oxidacidjan keresztiil. A
kisérletek soran LDL-t (250 pg fehérje/mL) inkubaltam hemmel (10 umol/L), Hb-al (10
umol/L), metHb-al (10 umol/L) és ferrylHb-al (10 umol/L) 1 éran at HBSS+ oldatban. Ezt
kovetden az EC-t kezeltem a kisérleti oldatokkal 24 oran at. Végil sejt tulélési tesztet
végeztem. A tulélési teszt eredménye azt mutatta, hogy a hemmel, metHb-al és ferrylHb-al
kezelt sejtek életképessége lecsokkent. Hem esetén az EC életképesség 5%-ra (+3%), metHb
esetén 27%-ra (£5%) csokkent, mig a ferrylHb esetén az EC életképessége 9%-ra (£2%)
csokkent. Az LDL-el és a Hb-al kezelt EC sejtek esetén az életképességben nem mértem

szignifikans valtozast.

26



5.1.3 AZ OXIDALT HEMOGLOBINFORMAK INDUKALJAK A HEMOXIGENAZ-1
ES A FERRITIN EXPRESSZIOJAT ENDOTEL SEJTEKBEN

A HO-1 a hem pirol vazat megbontva azt biliverdinné alakitja, mikozben a felszabadul6 vasat
a ferritin raktarozza. Kimutattak, hogy a hem katabolizmus fehérjéinek, HO-1 és HFT
expresszioja megemelkedik hem kezelés hatasara EC sejteken. Tovabba bebizonyitottdk azt
is, hogy a nativ Hb nem indukélja a HO-1 és HFT expressziojat EC sejtekben, mivel a Hb
nem képes elengedni a hem csoportjait. Emiatt leteszteltem ferrylHb hatasat a HO-1 as HFT
100 umol/L), Hb-al (100 pumol/L), metHb-al (100 pumol/L) és emelkedé koncentracidju
ferrylHb-al (25-50-100 pmol/L) kezeltem 15% FBS tartalmtit CM 199 tenyészt6folyadékban.
A gRT-PCR kisérleteknél a sejteket 4 oraig, a fehérje analizishez és az feliilluszo L-ferritin
szintjének a mérés¢hez 8§ oraig kezeltem. Kimutattam, hogy a hemhez hasonléan a metHb és a
ferrylHb is megemeli a HO-1 és HFT mRNS gén expresszidjat, illetve a HO-1, HFT és L-
ferritin (LFT) fehérje expresszidjat. A Hb sem RNS, sem fehérje szinten nem emelte meg a
HO-1 ¢és HFT szinteket. Tovabba a hem, metHb és a ferrylHb kezelés hatasara a feliiliszoban
emelkedett LFT szintet mértem, mig a Hb szignifikansan nem emelte meg az LFT-t. A
hemhez hasonldan a ferrylHb is dozisfiiggden befolyasolta a HO-1 RNS expressziojat, illetve
a HO-1, HFT és LFT fehérje expresszidjat.

5.1.4 OXIDALT LDL ES ATHEROMA LIPIDEK A HEMOGLOBIN OXIDACIOJAT
OKOZZAK

Az LDL oxidacioja soran keletkez6 LOOH, illetve az atheromdbdl izolalt lipidek a Hb
oxidaciojat okozzak. A folyamat soran keletkez6 metHb a hem csoportjait képes elengedni.
Kimutattak, hogy az oxidalt lipidek és a ferrylHb jelen van a komplikalt 1éziokban, de a
reaktiv lipidek ferrylHb létrejottének szerepérdl keveset tudunk. Emiatt leteszteltem, hogy a
nativ LDL, oxLDL ¢és a PL, amit human IV-es tipusu atheromabol izoladltam a ferrylHb
kialakulasat eredményezi-e? A vizsgalatoknal Hb-t (20 umol/L) inkubaltam H,O-al (200
umol/L), nativ LDL-el (500 pg/mL), oxLDL-el (500 pg/mL), illetve PL-el (500 ug/mL) két
oran 4t 37 °C-on. Az inkubdci6s id6 letelte utin 4 pg Hb mintdkat 12 %-0s SDS-PAGE-be
injektaltam ¢és elektroforézis kadban lefuttattam és eziistfestéssel lathatova tettem a Hb
keresztkotéseket. Az eziistfestés kimutatta, hogy a H,Oj-al, oXLDL-el és PL-el inkubalt Hb
mintakban megjelentek a keresztktott Hb-k, ami a ferrylHb 1étrejottét bizonyitja. A nativ Hb-

ban ¢€s a nativ LDL-el Hb mintdban nem detektaltam keresztkotott Hb-t. A mintdkban lezajlo
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valtozasokat spektrofotométer segitségével is nyomon kdvettem. A nativ Hb-ra jellemzd 560
nm-en és 577 nm-en jellemzd csticsok az oxidacié sordn lecsokkennek, ezzel parhuzamosan
az oxidalt Hb-ra jellemz0 0j cstcs jelenik meg 630 nm-en. Pozitiv kontrollként metHb-t (20
400 pg/mL) dozisfiiggden csokkentette le a Hb (20 umol/L) 560 nm-en és 577 nm-en
megfigyelheté csucsokat, mig 630 nm-en dozisfliggden emelkedett meg az oxidalt
hemoglobinra jellemz0 cstcs. A spektrofotométerrel tortént mintak analizisét Winternbourn-
(50-100-200-400 pg/mL) kezelt Hb (20 umol/L) mintakban dozisfiiggden és szignifikansan
megnétt a ferriHb-ra jellemz8 Fe** mértéke, ezzel parhuzamosan a ferroHb-ra jellemzé Fe®*
mennyisége dozisfiiggden és szignifikansan lecsokkent. A spektrofotometrias mérésnél kapott
400 pg/mL) kezelt Hb (20 umol/L) mintdkban a keresztkotott Hb mennyisége dozisfiiggden
megemelkedett.

51.5 A HIDROGENPEROXID ES REAKTIV LIPIDEK INDUKALTA
HEMOGLOBIN OXIDACIOT A HAPTOGLOBIN ES A
GLUTATION/GLUTATIONPEROXIDAZ GATOLJA

A VVT-bdl kiszabaduld szabad Hb az akut-fazist plazma fehérjéhez a Haptoglobinhoz (Hp)
kotédik, ami ezutan endocitdzissal a CD163 Hp receptoron keresztiill a makrofagok altal
felvételre keriil. Ez a folyamat segit kivédeni a Hb plazmaban torténd felhalmozodasat. A
glutationperoxidaz (GPX) sejten beliili antioxidans enzim, ami enzimatikus Gton bontja a
reaktiv oxigén gyokoket. El6zéleg kimutattam, hogy a H2O,, illetve a lipidperoxidécié sordn
keletkezd reaktiv lipid mediatorok képesek a Hb-t oxidalni ferrylHb-a4 oxidalni. Ebbdl
adodoan felmeriilt az a hipotézis, hogy a Hp és glutation/glutationperoxidaz rendszer képes
gatolni a Hb oxidaciojat. A Hb (20 pmol/L) oxidéaciojat HoOz-al (200 umol/L), illetve
oXLDL-el (400 pg/mL) végeztem el 6nmagéban, illetve Hp (50 pmol/L) és GPx (200 umol/L)
elékezeléssel. Az oxidacio ideje 90 perc, mig a Hb és a GPx eldkezelés ideje 10 perc volt. Az
oxidacidt és az esetleges gatlast spektrofotometrids méréssel és western blot analizissel
kovettem nyomon. Kimutattam, hogy a H;O-al és oxLDL kezelt Hb mintdkban a Fe**
mennyisége megemelkedett, mig a Hp és a GPx el6kezelt mintdkban szignifikdnsan
alacsonyabb Fe®* szinteket mértem. Western blot analizissel —aldtdmasztottam a
spektrofotometrids meérés eredményeit. A Hp kisebb mértékben, mig a GPx nagyobb
mértékben gatolta a ferrylHb kialakuldsat. Ez az eredmény arra utal, hogy a Hp megkotve a
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szabad Hb-t képes megakadalyozni annak oxidalasat, mig a glutathion (GSH)/GPx rendszer a

reaktiv gyokok artalmatlanitasaval gatolja az oxidaciot.

5.1.6 A FERRYLHB FELSZAKITJA AZ ENDOTEL SEJTEK KONFLUENCIAJAT
ES MONOCITAK ADHEZIOJAT INDUKALJA

Korabban kimutattak, hogy a ferrylHb aktivalja az EC sejteket, melynek soran a sejt-sejt
kozotti kapesolat megsziinik. A sejtaktivacid sordn adhézios molekulak (VCAM-1; ICAM-1,
E-selectin) expresszaléodnak az EC sejtekben. Az expresszalt adhéziés molekuldk az
megfigyelések alapjan feltételeztem, hogy a ferrylHb-al kezelt EC sejtek konfluencidja
felbomlik, illetve bekdvetkezhet a monocitak adhézidja. Ennek bizonyitasara EC sejteket
novekvo koncentracioju ferrylHb-al (1-2,5-5-10-20 pmol/L), illetve Hb-al kezeltem (1-2,5-5-
10-20 pumol/L) 16 oran at. A kezelés végén fénymikroszkop segitségével lefényképeztem a
sejteket. Azt tapasztaltam, hogy a ferrylHb kezelés hatasara dozisfiiggéen néttek a sejtek
kozotti lyukak. A Hb-al kezelt EC sejtek kozott szignifikans mértékii konfluencia felszakadast
nem detektaltam. Ez a hatdsa a ferrylHb-nak egyediilall6. Sem a Hb, sem a metHb nem képes
a sejt-sejt kozotti kapcsolatokat felszakitani. Mas kisérletben EC sejteket 10g6 sejttenyésztd
edényben konfluencia eléréséig tenyésztettem. A sejteket hemmel (10 umol/L), Hb-al (10
pmol/L), metHb-al (10 umol/L) és ferrylHb-al (10 pmol/L) kezeltem 12 6rdn at. A kezelési
id6 letelte utan a kezel6oldatot lecseréltem Fluorescein oldatra (1 umol/L). 1 6ras inkubalas
utan a 16go sejttenyésztd edényt eltavolitottam. Az alatta talalhat6 HBSS+-t tartalmazo
tenyésztd edénybdl mintat vettem, amiben fluoreszcens tenyésztd edényolvaso segitségével a
Fluorescein fluoreszcens intenzitasait mértem. A mérésekbdl kideriilt, hogy egyediil a
ferrylHb-al kezelt tenyészté edénybdl vett mintakbol tudtam fluoreszcens intenzitast mérni. A
kisérlet alatamasztja a mikroszkopos kisérlet eredményét, miszerint a ferrylHb képes az EC
sejtek konfluenciajat felszakitani, igy a Fluorescein képes volt penetralodni az apikalis
tenyésztoedénybdl az also tenyésztéedénybe. A ferrylHb EC sejt aktivaciojaban betoltott
szerepének tovabbi vizsgalatahoz ismét konfluens EC sejteket kezeltem hemmel (10 pmol/L),
Hb-al (10 pmol/L), metHb-al (10 pmol/L) és ferrylHb-al (10 pmol/L) 12 6ran at. A kezelés
végén Calcein-AM-el jeldlt, teljes vérbdl izolalt monocitdkkal inkubéltam az EC sejteket 30
percig. Az inkubacid utan a sejteket tobbszor mostam HBSS+-al a sejtek felszinére le nem
tapadt monocitdk eltavolitasa miatt. A sejtek fixdldsa utan a sejt-sejt kozotti kapcsolatok
bemutatdsa miatt a sejtek sejtvazat megfestettem. A kisérletbdl kideriilt, hogy egyediil a
ferrylHb-al kezelt sejtek konfluencidja szakadt fel, amit a sejtvaz festés tamasztott ala.
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Emellett egyediill a ferrylHb kezelés esetében tapasztaltam a monocitdk szignifikans
van az EC sejtek aktivacidjaban, illetve a gyulladdsos folyamatok inicidciojaban, ami az

érelmeszesedés folyamataban betdltott szerepére is utal.

5.2 MASODIK RESZ

A kénhidrogén az endogén gaztranszmitterek legujabb tagja. A kénhidrogénnek az
érelmeszesedés folyamataban jatszott ¢élettani hatasair6l (jelen disszertacio irdsakor) széles
kort szakirodalom még nem all rendelkezésre. A kutatasom mésodik részében megvizsgaltam

a kénhidrogénnek a hatasat a komplikalt 1éziokban megfigyelheté Hb-lipid interakciokra.

5.2.1 CSE EXPRESSZIOJA MEGNO HUMAN ES EGER ATHEROMABAN

Az endogén kénhidrogén termelésért felelds egyik f6 enzim a CSE. A kénhidrogén
érelmeszesedés folyamataban betdltott szerepének vizsgalatahoz megvizsgaltam a CSE enzim
expresszidjat human egészséges, atheroma és komplikalt karotisz mintakban, illetve normal és
atherogén diétan tartott ApoE'/ " egerek aortaiban is. Western blot alapu fehérje analizis
segitségével kimutattam, hogy a human atheromédban a CSE expresszidja szignifikdnsan
megnd, mig a komplikalt 1ézidkban ez az emelkedés szignifikdns, de jelentdsen kevesebb volt
az atheromdhoz viszonyitva. Hasonl6 fenotipusos valtozast észleltiink atherogén diétan tartott
ApoE” egerek aortaiban is. A magas zsir és koleszterin tartalmu étrenden tartott egerekben a
CSE expresszidja megndtt a normal diétan tartott egerekhez viszonyitva. A megemelkedett
CSE expresszi6 megndvekedett kénhidrogén termelddéssel jar. Ennek bizonyitasara
megmértem az endogén mdodon termel6dé kénhidrogén szinteket human egészséges, atheroma
¢s komplikalt karotisz mintakban. Azt tapasztaltam, hogy a megemelkedett CSE fehérje
expresszio egyiitt jart a megemelkedett endogén kénhidrogén szinttel. A komplikélt 1éziokban
az endogén kénhidrogén szint szignifikdnsan nem valtozott. Az igy kapott eredmények
alapjan nem donthetd el, hogy a CSE altal termelt H,S az atheroma kialakulasanak a gatlasat,
vagy esetleg annak progresszidjat segiti eld. Emellett felmertil a kérdés, hogy az atheromahoz
viszonyitva a komplikalt 1éziokban lecsokkent CSE és endogén H»S szint miként befolyasolja

az érelmeszesedés kimenetelét.
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5.2.2 A H,S GATOLJA AZ ERELMESZESEDES FOLYAMATAT EGEREKBEN

Korabban kimutattdk allatkisérletben, hogy a kénhidrogén gétolja az ApoE™ egerekben
kialakul6é spontan érelmeszesedést. Ebbdl adédoan megvizsgaltam atherogén diétan tartott
ApOE'/' egerekben a kénhidrogén érelmeszesedést gatlo hatasat. Az egerek 8 hetes koruktol 8
héten at kaptak az atherogén diétat. Ezzel parhuzamosan kétnaponta frissen feloldott NaSH-
val intraperitoneélisan injektaltam az egerek egy részét (N=9). A kontroll egereket atherogén
diéta mellett kétnaponta PBS-el injektaltam (N=21). Annak érdekében, hogy
megallapithassam azt, hogy a megemelkedett CSE/H,S szint az atheromaban érelmeszesedést
gatld vagy elosegitd hatasu, egerek egy csoportjat atherogén diéta mellett kétnaponta CSE
gatloszerrel, PPG-vel injektaltam (N=5). A kisérlet végén az egerek aortajaban kialakult
zsiros plakkokat Oil Red-O festéssel megfestettem. A plakkok teriiletét az egész aorta
teriilet¢hez viszonyitva Imagel] szoftver segitségével szamoltam ki. Az eredmények azt
mutattak, hogy az NaSH-val kezelt egerekben szignifikdnsan kevesebb volt a plakkok
kiterjedése. Ez az eredmény azt igazolja, hogy a kénhidrogén gatolja az érelmeszesedés
folyamatat. Tovabba, a CSE gatlészer, PPG alkalmazasa soran a plakkok kiterjedése
szignifikdnsan megndtt a kontroll atherogén diétan 1évo egerekhez képest, ami azt bizonyitja,
hogy a human és egér atheroméban megemelkedett CSE fehérje szint az atheroszklerdzis
progresszidjanak csokkenése miatt emelkedik meg. Kimutattak, hogy a lipidperoxidacios
végtermékek koziil a 4-hirdoxinonenal (4-HNE) kulcsfontossaga szereppel bir az
atherogenezis folyamataban. Képes a gyulladasos folyamatokat tovabb gerjeszteni, illetve
sejthalalt inicialni. Emiatt megvizsgaltam, hogy a H,S-el kezelt egerekben a 4-HNE
mennyisége is lecsokken-e. Az egerek aorta gyokér régidjabol fagyasztva toréses modszerrel
metszeteket készitettem, majd fluoreszcens modszerrel azokat 4-HNE-ra megfestettem. A
festéseket fluoreszcens mikroszkop segitségével dokumentéltam. Kimutattam, hogy az NaSH-
val kezelt egerekben a 4-HNE lipidperoxidacios végtermék festédése jelentdés mértékben
lecsokkent a kontroll, atherogén diétan tartott egerekhez viszonyitva. A Hj)S
lipidperoxidacidban betoltott szerepének vizsgalatdhoz NaSH-val kezelt egerek és atherogén
diétdn 1évé kontroll egerek aortdjabol TBARS tartalmat mértem. Kimutattam, hogy a
kénhidrogénnel kezelt egerek aortdjaban a TBARS mennyisadge szignifikdnsan alacsonyabb
volt a kontroll egerekhez viszonyitva. A lipidek peroxidacidja soran keletkezd LOOH az
oxidativ stressz marker, HO-1 szintjét megemeli. Mivel a kénhidrogén gatolta a
kisérleteimben a lipidperoxidaciot, igy feltételeztem, hogy a HO-1 szint sem emelkedik meg

NaSH kezelés hatasara az egerekben. Atherogén diétan tartott PBS-el, illetve NaSH-val kezelt
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egerek aortajabol RNS-t nyertem ki, amib6l RT-qPCR segitségével a HO-1 mRNS szinteket
megmértem. Az eredmények alatdmasztottdk a hipotézisemet, az HO-1 expresszidja

szignifikansan alacsonyabb volt a H,S-el kezelt egerekben.

5.2.3 A KENHIDROGENT KIBOCSATO MOLEKULAK GATOLJAK AZ LDL ES
AZ ATHEROMA LIPIDEK OXIDACIOJAT

Az éllatkisérletekben hasznalt NaSH vegyszer a feloldast kovetden a kénhidrogént gyorsan
bocsatja ki magibol. A kutatdsom soran lehetdséget kaptam 1jfajta potencialis
gyogyszermolekuldk tesztelésére, amik a kénhidrogént lassan, akéar hetekig is képesek
kibocsatani. A kutatdsban hasznalt szulfid donor molekuldkat Matthew Whiteman és Roberta
Torregrossa szintetizaltdk szamomra. A lipidperoxidaciot gatlé kisérletekben az alabbi
kénhidrogént lassan kibocsatd vegyszereket hasznaltam: GYY4137, AP67, AP72. A kisérlet
soran PL-et inkubaltam hemmel és Hb-al, ezzel modellezve a komplikalt plakkokban
kialakul6 koriilményeket. A mintdk masik csoportjat eldkezeltem NaSH, GYY4137, AP67,
AP72-al. A mintakbol meghataroztam a LOOH és TBARS tartalmat. Mivel a PL nem atlatsz6
tiszta folyadék, ezért ezeknél a méréseknél nem alkalmazhato a LOOH koncentracid
spektrofotometrids meghatarozasa. Ilyen esetben a LOOH méréseknél jodometrias modszert
alkalmaztam. PL inkubacidja hemmel és vagy Hb-al megemeli a mintdk LOOH és TBARS
tartalmat, a kénhidrogén donor molekuldk eltérd mértékben képesek voltak e
lipidperoxidacios markerek szintjének megemelkedését gatolni. Mas kisérleteknél human
LDL-t oxidaltam hemmel és H,0,-al, illetve NaSH, GYY4137, AP67, AP72 kénhidrogén
donorok jelenlétében. A lipidperoxidacid kénhidrogén donorok altali gatlasit LOOH és
TBARS tartalmak mérésébdl végeztem el. Azt taldltam, hogy a donorok eltérd mértékben és
dozisfiiggd modon gatoltak az LDL oxidaciojat. A lassu donorok koziil az AP67 és AP72-es
molekula bizonyult a leghatékonyabnak. A kutatds e pontjan felmeriilt az a kérdés, hogy a
lipidperoxidacioban bekovetkezett gatlast nem a kénhidrogént kibocsatd alapvaz okozza-e?
Tovéabba tudjuk, hogy a kénhidrogén képes atalakulni poliszulfidda. Ebbdl kovetkezden
felmeriilt az a kérdés is, hogy nem a kialakul6 poliszulfidok okozzdk-e a lipidperoxidacioban
bekovetkezd gatlast? Ezekbdl kifolyolag a kisérleteket megismételtem poliszulfiddal, illetve a
kiszelléztetett kénhidrogén donor molekuldkkal is, annak bizonyitdsara, hogy a tapasztalt
hatast nem a kénhidrogénbdl keletkezd poliszulfid, illetve nem a donor molekuldk alapvaza
okozza. Azt tapasztaltam, hogy sem a poliszulfid, sem a kiszellztetett H,S donor molekulak

nem voltak képesek gatolni a hem indukalta LDL, a hem és Hb indukalta PL oxidacidjat.
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524 A KENHIDROGEN GATOLJA A LIPIDPEROXIDACIOS TERMEKEK
KIALAKULASAT HUMAN KOMPLIKALT LEZIOKBAN

Kovetkezd 1épésként megvizsgaltam, hogy a bevérzett plakkokban megjelend ferrylHb
indukalta lipidek peroxidaciojat a kiilonbozé kénhidrogént kibocsaté molekuldk képesek-e
gatolni? A kisérlet soran endarterectomiabol szarmazd humdan bevérzett karotisz plakkokat
homogenizaltam, majd a mintakat (5 mg/mL) 37 °C-on inkubaltam NaSH, GYY4137, AP67,
AP72-al (200 umol/L). A mintakbol LOOH és TBARS tartalmakat mértem le a 0-ik és a 4-ik
napon. Azt tapasztaltam, hogy a 0-ik napon mért LOOH és TBARS tartalmak szignifikansan
megemelkedtek a 4-ik napra. A kénhidrogén donorokat tartalmaz6 mintakbol mért LOOH és
TBARS tartalmak szignifikdnsan alacsonyabbak voltak. Meglepd mdédon az AP67 és az
AP72-es donor molekuldkkal inkubalt mintadk 4-ik napon mért LOOH tartalma alacsonyabb
volt a 0-ik napon mért LOOH szintekt6l.

525 A KOVALENSEN KERESZTKOTOTT HEMOGLOBIN MULTIMEREK
KIALAKULASAT GATOLJA A KENHIDROGEN

Korabban bebizonyitottam, hogy a kovalensen keresztkotott Hb (ferrylHb) megtalalhato a
bevérzett atheroszklerotikus 1éziokban, illetve, hogy a kénhidrogén képes a lipidperoxidaciot
gatolni. Ahhoz, hogy modellezhessem a bevérzett atheroszklerotikus 1éziokban megfigyelhetd
ferrylHb kialakulasat in vitro, Hb-t (5 umol/L) inkubaltam H202-al (75 umol/L) és oxLDL-el
(50 pg/mL) 37°C-on 90 percig. Ezt kovetden azt vizsgaltam meg, hogy a kénhidrogén képes-e
a Hb oxidacigjat, és ezaltal a ferrylHb kialakulasat gatolni. Ehhez a fentebb emlitett mintakat
NaSH, GYY4137, AP67, AP72-al (200 umol/L) donor molekulak jelenlétében inkubaltam. A
mintakbol 0,5 pg-it Hb-ra szamolva SDS-PAGE gélen megfuttattam és Hb ellenes antitesttel
detektaltam a Hb multimerek kialakulasat. Western blot segitségével a H202-al és oxLDL-el
inkubdlt mintdkban a Hb dimert, tetramert és multimereket detektaltam. A kénhidrogén
donorok eltérd mértékben, szignifikansan akadalyoztdk meg a Hb kovalens keresztkotések
kialakulasat. A kisérletekben az AP67 ¢és AP72-es donor molekuldk voltak a

leghatékonyabbak.

5.2.6 A KENHIDROGEN GATOLJA A HEMOBLOBIN-LIPID INTERAKCIOT ES
EZALTAL AZ ENDOTEL SEJTEKRE GYAKOROLT HATASUKAT

Az eddigi eredményeim bizonyitjak, hogy a bevérzett atheroszklerotikus plakkokban a Hb és

lipidek egymassal reakcioba Iépve a lipidek tovabbi oxidacidjat és a pro-oxidativ ferrylHb
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kialakulasat eredményezik. Ezek az oxidalt lipidek ¢és a ferrylHb az endotél sejtek
aktivaciojan keresztiil azokban oxidativ stresszt valt ki. A kénhidrogénnek az endotél sejtek
diszfunkciojaban betoltott védé szerepének a vizsgalatahoz letalis dozisi oxLDL-t (200
ug/mL) inkubaltam NaSH, GYY4137, AP67, AP72-al (20 és 200 umol/L) 24 6ran at. Ezt
kovetden a sejttoxicitasi vizsgalatokhoz a mintdkat inkubdltam HAOEC-el 4 6ran at. Az
oxLDL-el kezelt sejtek 97%-a elpusztult a kezelés végén. Az NaSH 20 upmol/L-0S
koncentracidban nem, de 20 umol/L-0s koncentracidban mar szignifikansan gatolta az oxLDL
az indukalt sejthalalt. A GYY4137, AP67, AP72-al dézisfiiggd mdédon megvédtek a sejtek
talélését. Az AP67 és AP72-es donor molekuldk 200 pmol/L-os koncentracioban a
sejttoxicitast teljes mértékben megakadalyoztak. Az oxidativ stressz kisérletekben oxLDL-t
(200 pg/mL) inkubaltam NaSH, GYY4137, AP67, AP72-al (20 és 200 umol/L) 24 6ran at.
Ezt kovetéen a HAOEC sejteket inkubaltam szub-letalis d6zist LDL mintakkal (50 pg/mL) 8
orédn at. A sejteket lizalas utdn western blot technika segitségével megfuttattam. A mintdkbol a
HO-1 stresszfehérje, a konstitutivan expresszalodd6 HO-2 fehérje és a fehérje normalizélasra
hasznalt GAPDH fehérje expresszios valtozasait kdvettem nyomon. A szubletdlis dozist
oxLDL (50 pg/mL) megemelte a HO-1 expressziojat. A GYY4137 nem, mig az NaSH
kismértékben gatolta az oxidativ stressz kialakulasat HAOEC-ben. Ezzel szemben az AP67 és
AP72-es molekuldk nagymértékben gatoltak az oxidativ stressz kialakuldsat a sejtekben. A
HO-2 és a GAPDH fehérjék expresszidja a kisérletek soran nem valtozott. Onmagaban a 200
egyediilallo pro-inflammatorikus tulajdonsadggal bir6 oxidalt hemoglobinforma, amely az
endotél sejtek aktivacidjat okozza. A ferrylHb megemeli a sejtek adhézids molekuldinak
expressziojat, illetve felszakitja a sejt-sejt kapcsolatot. Ebbdl kifolyolag megvizsgaltam, hogy
a kénhidrogén képes-e megakadalyozni az endotél sejtek aktivacidjat azaltal, hogy
megakadalyozza a ferrylHb kialakuldsat. A kisérletek soran Hb-t (10 pmol/L) inkubaltam
H,0,-al (50 umol/L) NaSH, GYY4137, AP67, AP72 (200 umol/L) jelenlétében, illetve a
donorok nélkiil 37°C-on 90 percig. Az inkubacids id6 letelte utan konfluens HAOEC sejteket
kezeltem a mintakkal 8 oran at. A kezelt sejtek egy részébol western blot technika
segitségével a VCAM-1 adhézios molekula expresszidjanak valtozasat detektaltam, a sejtek
masik részébdl a ferrylHb indukalta sejt-sejt kapcsolat felszakadasat vizsgaltam
immunofluoreszcens modszerrel. Kimutattam, hogy a ferryHb megemeli a VCAM-1 fehérje
expressziojat, amit az AP67 és AP72 meggatolt, mig a gyors kénhidrogént kibocsatd6 NaSH
gatlasra nem volt képes. Immunofluoreszcens technika segitségével kimutattam, hogy a

ferrylHb a HaoEC sejtek konfluenciajat felbontja, ezt a hatast az NaSH, GYY4137 és az
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AP67 is gatolta. Az immunofluoreszcens festés eredményeinek alatdmasztasdhoz az endotél
sejtek monolayerének integritdsi vizsgalatat is elvégeztem ECIS miszer segitségével. A
konfluens HAOEC sejteket megkezeltem a VCAM-1 fehérje kimutatasnal és az
immunofluoreszcens vizsgalatnal hasznalt oldatokkal. A sejtek kozotti  monolayer
rezisztenciajanak a csokkenését 3 o6ran 4t monitoroztam. Kimutattam, hogy a Hb nem
valtoztatia meg a HAOEC sejtek konfluencigjat, ezzel szemben a H,0Oj-al inkubalt Hb
szignifikans rezisztencia csokkenést okoz. A kénhidrogén donorok a sejtek konfluenciajanak
felszakadasat megakadalyoztak, ezek koziil az AP67 és AP72 a sejt-sejt kozotti kapcsolatot
jelentdsen, a kezeletlen kontrollhoz képest is javitotta. Az eredmények azt bizonyitjak, hogy a
kénhidrogén képes meggatolni a ferrylHb indukalta endotél sejtek aktivaciojat azaltal, hogy
magat a ferrylHb kialakuldsat gatolja. Végiil a poliszulfidok és a kiszelldztetett donor
molekuldk hatdsat is megvizsgaltam a ferrylHb indukalta endotél sejtek aktivacidjaban.
Meglepd modon kimutattam, hogy a poliszulfid képes volt meggatolni az oxLDL toxikus
hatasat. Ennek hatterében gy vélem, hogy a poliszulfid gyokfogd hatdsan keresztiil az
oxLDL szabadgyok tartalmat lecsokkentette, igy az az endotél sejtekre nézve mar nem volt
toxikus. A kiszelldztetett donor molekuldk nem tudtak kivédeni az oxLDL toxikus hatasat az
endotél sejteken, ami azt bizonyitja, hogy a donor molekulakbol kiszabadult kénhidrogén az,
ami gatolja a lipidek peroxidaciojat. Tovabba se a poliszulfid se a kiszelloztetett donor
molekuldk nem voltak képesek meggatolni az endotél sejtek szubletilis dozisu oxLDL

indukalta HO-1 és VCAM-1 expresszioit.

5.2.7 ATHEROGEN LIPIDEK ES A PRO-INFLAMMATORIKUS CITOKINEK
NOVELIK A CISZTATION-Y-LIAZ EXPRESSZIOJAT AZ
ATHEROSZKLEROTIKUS ERFALBAN

Az érelmeszesedés folyamataban kdzponti szerepet jatszanak a makrofagok, simaizomsejtek
¢és az endotél sejtek is. Emiatt megvizsgaltam, hogy e sejtekben a kénhidrogén termelésért
felelds CSE enzim milyen stimulusokra emelkedik meg az atheroszklerotikus plakkokban? A
kisérletekhez olyan stimuldnsokat hasznéltam, amik az érelmeszesedéses plakokkban
megtalalhatéak. Ezek harom csoportra oszthatéak: lipidek (LDL, oxLDL, PL, oxPL), a
bevérzéses plakkban megtalalhatd: Hb, ferrylHb, hemek, vas, illetve citokinek: TNF-a és IL-
1B. A kezelések soran a HyO,-6t mint pozitiv kontroll hasznaltam, a szakirodalom alapjan a
H,0, megemeli a CSE fehérje expressziojat. Azt tapasztaltam, hogy a H,0,, oxLLDL, PL és az

oxPL megemelte a simaizomsejtek és a makrofagok CSE expresszidjat, de szignifikdnsan

35



nem emelte meg a HAOEC sejtekben. Tovabba, a Hb és heme megemeli a CSE expresszidjat
simaizomsejtekben és makrofagokban. A vas kezelés hatdsdra a CSE szintje lecsokken a
simaizomsejtekben. HAOEC sejtekben a Hb, ferrylHb, heme és vaskezelés nem befolyasolta
szignifikansan a CSE expresszidjat. Végiil megvizsgaltam a TNF-a és IL-1p citokinek CSE-re
gyakorolt hatasat is. E citokinek megemelték a CSE szinteket a simaizomsejtekben ¢&s
makrofagokban, mig HAOEC sejtekben csak a TNF-a hatasara emelkedett meg a CSE

expresszidja.
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6. MEGBESZELES

Az antioxidans tulajdonsaggal bir6 enzimek és molekuldk jelenléte a VVT-ben
megvédi a benne 1évé Hb-t az oxidaciotol. Normal koriilmények kozott a sériilt VVT-ek a
hemofagocitald6 makrofagok segitségével a keringési rendszerbdl eltavolitasra keriilnek a jol
szabalyozott reticuloendotelidlis utvonal segitségével. Szdmos olyan patologias koriilmény
l1étezik, amikor a VVT-bol Hb szabadul ki, ami oxidativ stresszt okoz a szervezetben. A Hb
oxidaciodja soran kiillonbdz6 Hb oxidacids termékek keletkeznek, mint példéaul a ferryl allapota
vasat (vas™) tartalmazé hem, globin és hem gyokok, kovalensen keresztkdtott hem-globin
formak, illetve kovalensen keresztkotott globin-globin multimerek. A szakirodalomban ezeket
a ferryl vasat tartalmazé oxidalt Hb formakat ferrylHb-nak nevezik. A ferrylHb normal
koriilmények, illetve patologids koriilmények kozott is megtalalhatdé az emberi vérben.
Kordbban kimutattdk, hogy a kovalensen keresztkotott ferrylHb megtalalhaté az emberi
bevérzett érelmeszesedéses 1ézidban. Habar a ferrylHb ki lett mutatva az érelmeszesedéses
1éziokban, annak szerepérol, illetve az érelmeszesedés folyamataban betoltott szerepérol még
keveset tudunk. A kutatdsom elsd felének a célja a ferrylHb Iétrejottének és szerepének
vizsgalata volt az érelmeszesedéses 1éziokban.

Az LDL szubendotelialis térben torténd felhalmozodéasa, annak oxidacidja soran
kialakul6 oxLDL hatasara kialakuld6 immunvalasz az érelmeszesedés kiinduldsédnak kezdeti
1épése. Kimutattak, hogy az érfalban felhalmozodé oxLLDL, apoptotikus sejtek és a modosult
fehérjék a miokardidlis infarktus és az agyvérzés kialakuldsdhoz vezetnek. Figyelembe véve
azt, hogy szoros kapcsolat van a sziv és érrendszeri megbetegedések kialakulasa és az
oxidativ modosulasok jelenléte kozott az atheroszklerotikus érfalban, emiatt fontos
tanulmanyozni a potencionalis oxidativ anyagokat. A Hb erds oxidativ karosodast képes
eléidézni az atheroszklerotikus 1ézidkban. Kétféle mechanizmust irtak le, ami alapjan a Hb
megjelenhet az érelmeszesedéses plakkokban. Az egyik a plakk intima fel6li részén torténd
ruptura miatt, a masik a plakkon beliili bevérzés létrejotte végett. A plakkon beliili bevérzés
elsosorban a kicsi neovaszkularizalt erek felszakadasabol ered, ezek az erek adventitia része
feldl nének be a plakk belseje felé a plakkban bekdvetkezd oxidacios folyamatok soran
fellépd hypoxia és a hypoxia kovetkeztében szekretalddd vaszkularis endotelialis ndvekedési
faktor (VEGF) miatt. Tovabba kimutattak, hogy a plakkon beliili bevérzés hozzajarul a plakk
meggyengiiléséhez, annak felszakaddsdhoz, ami igy kozvetleniil hozzajarul az
érelmeszesedéshez kapcsolhatd akut klinikai tiinetek megjelenéséhez. Plakkon beliili

bevérzést kovetden a VVT eredetli membran fehérjék és vas akkumulacié figyelhetdé meg, ami
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arra utal, hogy a 1éziokban megjelend VVT-¢k lizalnak, a benniik taldlhato Hb kiszabadul,
ami gyorsan eloxidalodik a plakkban taldlhato oxidativ anyagok, mint példaul az oxLDL
hatasara. A Hb oxidéacidja soran a globin felszakadasa miatt a benne taldlhatd hem is
kiszabadul és degradalodik. Korabban kimutattdk, hogy mind a human atheromatous
1€z10kbol extrahalt lipidek, mind az oxLDL a VVT-ket lizalja, illetve a Hb képesek oxidalni.
modon. Az egyik ilyen mechanizmus a globin gyokok indukalta LDL oxidéacio, a masik a
heme-vas indukalta LDL oxidacidja. Kisérleteimben bebizonyitottam, hogy ezek a
mechanizmusok el6idézik az LDL oxidaciojat. Az in vitro kisérletek soran hemet (5 pmol/L),
H,0;-ot (75 umol/L) és LDL-t (200 pg/mL) inkubaltam, melynek soran a reakcioelegyekben
kevesebb, mint egy 6ran beliill megemelkedtek a lipidperoxidacios termékek (konjugélt dién,
LOOH, TBARS). Hb és H,0; inkubalasa soran a keletkezd globin gyokdk inicialjadk az LDL
oxidacidjat. Masrészrél a Hb oxidacidja soran hem szabadul ki a globin gytirib6l, ami szintén
az LDL oxidacidjat eredményezi. A metHb az olyan oxidalt Hb forma, ami nem tartalmaz
globin gyokoket, de hemet képes elengedni, ezzel az LDL oxidacigjat okozva. Ez a
megfigyelés alatdmasztja az a tényt, hogy a heme 6nmagédban egy erds induktora az LDL
oxidacidjanak. Tovabbd ha hemet vagy metHb-t inkubdlunk Hpx-en, ami a hemet képes
megkotni, akkor az LDL oxidacigja gatolodik. Korabban kimutattdk és mi is alatdmasztottuk,
hogy a ferrylHb-bol kiszabaduldé hem képes a plazmaban 1évé LDL-hez asszocialddni,
melynek sordn megtorténik az LDL lasst oxidéacidja . Ezen iddszak alatt az LDL-hez kotddott
ferrylHb-bol kiszabadult hem degradalédik. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a
ferrylHb két kiilonb6z6 uton képes az LDL oxidacdjara, az egyik a ferrylHb-ban megtalalhato
1évén torténik meg. A H,0, az egyik legjobban tanulmanyozott reaktiv oxigén metabolit, ami
képes a Hb oxidacidjara sejtmentes kozegben, illetve az intact VVT-ékben. Ezekben a
komplex reakciokban Hb formak keletkeznek, mint példaul a metHb és ferrylHb. A ferrylHb-
ban 1év6 vas*™* nem stabil, képes reakcidba Iépni specifikus aminosavakkal a globin lancokon,
melynek sordn globin gyokok keletkeznek. A keletkezett globin gyokok egymassal képesek
kovalensen 0sszekotddni, igy alkotva Hb dimereket, tetramereket és multimereket. Tovabba
kimutattdk, hogy a klasszikus reaktiv oxigén metabolitok, organikus peroxidok is képesek a
VVT-¢k membranjanak felszakitdsara, ezaltal a Hb kiszabaduldsit kovetden metHb
generalasara. Kordbban kimutattak, hogy ferrylHb képes keletkezni a VVT-¢ék lizalasa utan
LDL-el torténd rekaciod soran. Ezzel parhuzamosan kimutattuk, hogy az oxLDL, de nem a

native LDL a Hb oxidacidja és a kovalensen keresztkotott ferrylHb 1étrejottéhez vezet.
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Bebizonyitottuk, hogy a ferrylHb keresztkotések kialakuldsa oxLDL koncentraciotol fliggd
modon torténik. Tovabba kimutattuk, hogy oxLDL elékezelése GSH/GPx rendszerrel, ami a
LOOH-t konvertalja lipidalkoholla gatolja a Hb oxidacidjat és a kovalensen keresztkotott
ferrylHb kialakulasat. Ez az eredmény azt mutatja, hogy az oxLDL LOOH koztes
lipidperoxidacids termék tartalma a felelds a Hb oxidaciojaért.

Intravaszkularis ¢€s extravaszkularis hemolizis €s bevérzés soran a VVT-€kbol
kiszabaduld6 Hb képes nagy affinitassal asszocialodni a Hp-hoz. A Hp-hoz kotott Hb-t a
monocitak és a rezidens makrofagok eltavolitjak a reticuloendotelialis rendszeren at a CD163
szkevendzser receptoron keresztiil. A CD163 receptor medialta Hb-Hp complex endocitozisat
gyors HO-1 indukcid koveti, melynek sordan a hem katabolizmusa torténik meg szén-
monoxidda, biliverdinné és vassa. Ezzel parhuzamosan megnd a ferritin expresszidja és a
hembdl kiszabaduld vasat elraktirozza. CD163 receptor és HO-1 kozotti kolokalizaciot
kordbban kimutattdk neovaszkularizalt atheroszklerotikus 1ézidkban megfigyelhetd
makrofagok szubpopulacidiban, illetve bevérzett 1éziokban. A makrofagok ezen alcsoportja
gyorsan képes degradalni a Hb-t, kevesebb reaktiv gyokot termelve és nagyobb mennyiségben
termelik az anti-inflammatorikus IL-10 citokint. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a
bevérzéshez kapcsolhaté makrofagok anti-inflammatorikus irdnyban polarizalt makrofagok,
ezaltal atheroprotektiv hatasuak. Azt is kimutattdk, hogy a ferrylHb affinitdsa a Hp-hoz
kisebb, mint a nem oxidalt Hb-é, ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a Hp-CD163 receptor
utvonal kevésbé hatékony a ferrylHb jelenlétében. Tovabba, mivel a Hp-CD163 receptor
medialta felvétele a ferrylHb-nak kis mértékii, ez azzal jar, hogy a makrofagok HO-1 fehérje
expresszidja nem nd meg, ami csokkent anit-inflammacios és alacsonyabb athero-protektiv
hatassal tarsul a bevérzett plakkokban 1évé makrofagokban. A ferrylHb felvételének a hianya
szabad hem jelenlétét okozza, ami programozott nekrdzishoz és apoptotikus makrofagok és
egyéb plakkban taldlhaté rezidens sejtek apoptozisat okozza. Osszeségében elmondhatd, hogy
a Hp képes megakadalyozni a Hb oxidacigjat, ezaltal gatolja a hem kiszabaduldsat a Hb-bol.
Cooper ¢és tarsai kimutattak a Hp protektiv hatasa mogott allo mechanizmust, mellyel képes
megakadalyozni a Hb oxidaciojat. Azt talaltak, hogy a Hp hozzakétédik a ferrylHb vas®*
ionhoz, igy novelve a ferryl ion mennyiségét, ezzel parhuzamosan géatolva a lipidperoxidaciot.
Kimutattak, hogy a Hp stabilizélja a ferryl vasat, illetve hozzdkotddik a Hb béta lancanak
145-6s tirozin globin gyokéhez. Ezen megfigyelést mi is alatdmasztottuk a kisérleteinkben.
Kimutattuk, hogy az oxLDL medidlta Hb oxidaciojat és a kovalensen keresztkotott Hb

multimerek kialakuldsat a Hp gatolta.
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Az endotél sejtek aktivacioja ¢és karosodasa 0Osszekapcsolhatdo atheroszklerdzis
iniciaciojaval és progresszidjaval. A Hb oxidacidja kiilonbozé modon képes karositani az
endotél sejteket. Az egyik ilyen mdd, hogy a Hb oxidacidja soran kiszabadulé hem képes
szenzitalni az endotél sejteket oxidaloszer altal kozvetitett sejtpusztuldssal, illetve a hem
HNE keletkezik. Munkdm soran kimutattam, hogy a ferrylHb citotoxikus hatasti az endotél
sejtekre nézve azaltal, hogy inicidlja az LDL oxidaciojat, €s szenzitalja az endotél sejteket
H,0, medialta modon. A hem kiszabaduldsa a metHb-bol sejtes valaszt triggerel. Ha endotél
sejteket kezeliink metHb-val, akkor a sejtek HO-1 expresszidja megnd, majd megtorténik a
hem katabolizmusa és a vas tarolasa a felregulalodott HET-ben. A HFT a vasat vas®* ion
formajaban tartalmazza, ami redox folyamatokra nézve inaktiv formaja a vasnak. A sejteket
kezelve ferrylHb-al azt tapasztaltam, hogy hasonléan a metHb-hoz a ferrylHb is indukalja a
HO-1 és a HFT fehérje expresszidjat, ami arra utal, hogy a heme képes kiszabadulni a
ferrylHb kovalensen keresztkotott globin lancabol.

Kimutattak, hogy a Hb oxidacioja soran keletkezd ferrylHb proinflammatorikus
tulajdonsagu az endotél sejtekre nézve. A ferrylHb hatdsdra az endotél sejtek actin sejtvaza
atrendezddik, melynek soran a sejtek konfluenciaja felszakad és lyukak alakulnak ki kézottiik.
A Kkezelt sejtekben a pro-inflammatorikus gének, mint példaul az ICAM-1, E-selectin és
VCAM-1 indukcidja megnd. Munkdm soran kimutattam, hogy a ferrylHb-al kezelt endotél
sejtekben a megemelkedett adhézios molekuldkkal parhuzamosan a sejtek permeabilitdsa is
megnd, ami az endotél sejtek feliiletére tapadd monocitakat eredményezi. Ezt a hatast sem
hemre, sem metHb-ra nem tapasztaltam, ami azt suggalja, hogy a hem kibocsatasa az oxidalt
Hb formakbol nem befolyasolja a sejtekben kialakulod gyulladési folyamatokat. Tovabba azt is
kimutattam, hogy a nem oxidalt Hb sem képes indukalni az endotél sejtekben a HO-1-t és
HFT-t fehérje szinten, ami azt bizonyitja, hogy a ferrylHb egy unikalis pro-inflammatorikus
tulajdonsaggal biré kovalensen keresztk6tott oxidalt Hb forma.

Osszegzésképpen, munkam elsd felében kimutattam, hogy a human atheromaban 1év6
lipidek interakcioba 1épnek a bevérzés soran megjelend VVT-hez nem asszocialodott Hb-al,
igy provokalva egy 6rdogi kort, ahol a plakkban talalhat6 lipidek és Hb oxidacidja egymasra
hatva idézik el6 az endotél sejtek aktivacidjat, ami az endotél sejtek toxicitasdhoz vezet.

A kiilonb6z6 biologiai rendszerekben a kénhidrogén nem csak antioxidans (rekaktiv
oxigén intermedierek megkotése) képességgel rendelkezik, hanem sejtes adaptacidban,
metabolitikus szabalyozasban, sejthaldl szignalizacioban, oxidativ stressz szabalyozasdban,

enzim folyamatokban, illetve a fehérjék intramolekularis szerkezetének valtoztatdsaban is
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szerepet jatszik. A kisérleteim soran bemutattam a kénhidrogén sejt protektiv hatdsait, ezek az
adatok 0Osszhangban allnak a szakirodalomban is egyre nagyobb szdmban megjelend
publikacidkkal. Atheroszklerotikus plakkon beliili bevérzés soran kialakuld ferrylHb oxidativ
stressz 1évén hozzajarul a kialakult komplikalt 1éziok patofizioldgiai valtozasahoz. Korabban
kimutattak, hogy a ferrylHb proinflammatorikus hatasti az EC sejtekre nézve. Kisérleteim
soran elvégeztem a Hb oxidacidjanak kénhidrogén donorokkal torténd gatlasat. Ez az
oxidacidban torténd gatlds megakadalyozta a ferrylHb indukélta EC sejtek Osszefiiggd
sejtrétegének felbomlasat, a sejtek kozotti lyukak kialakuldsat, illetve a VCAM-1
proinflammatorikus fehérje expresszidjanak megemelkedését és a monocitak kitapadasat az
EC sejtek felszinére.

Az oxidalt Hb formak képesek elengedni heme csoportjukat, ezaltal indukaljak a
lipidperoxidéaciot. Kutatdsom sordn kimutattam, hogy a kénhidrogén donor molekuldk
gatoljak a Hb, illetve a heme indukalta humén atheromabol izolalt plakk lipidek oxidéciojat.
Tovabba azt is kimutattam, hogy a human komplikalt 1ézidkban zajl6é lipidperoxidacios
folyamatokat is képesek gatolni a kénhidrogént kibocsaté molekulak. Kémiailag a HjS
redukald szer. Korabbi kutatds kimutatta, hogy a kénhidrogén a LOOH-t 4talakitja lipid-
alkoholla in vitro. Ezt a megfigyelést ex vivo kisérlettel is ald tudtam tamasztani. A human
komplikalt 1ézi6 LOOH tartalmat a kénhidrogén képes volt a kiindulaskor mért LOOH szint
ala csokkenteni.

Az endogén kénhidrogén termelésért felelés f6 enzimiink a kardiovaszkularis
szovetekben a CSE. Human karotisz artériat, illetve ApoE'/' egérbdl szarmazo aortat vizsgalva
megfigyeltem, hogy a CSE fehérje expresszioja megnd mind a human, mind az egér
atheromaban, illetve a huméan komplikalt 1ézidkban. FErdekességképpen a komplikalt
1éziokban a CSE fehérje expresszioja alacsonyabb az atheromaban megfigyelhetd expresszios
szinthez képest. Tovabba a human karotisz artériakbdl termelheté kénhidrogén szintje nem
volt szignifikdnsan magasabb az egészséges érszakaszhoz viszonyitva.

Az atheroszklerotikus plakk nagy mennyiségben tartalmaz reaktiv oxigén
mediatorokat, reaktiv lipid mediatorokat, proinflammatorikus citokineket, illetve plakk
bevérzése soran keletkezd Hb oxidacios termékeket. Az érelmeszesedéses érfal {6 rezidens
sejtei az EC sejtek, simaizomsejtek és a makrofagok. Stressz valaszként ezeknek a sejteknek a
CSE fehérje expresszidja megnd. Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a
proinflammatorikus citokinek mint pédaul az IL-18 és a TNF-0, az oxLDL és a PL, illetve a
ferrylHb megemeli a CSE expresszidjat az érfalban megtalalhaté EC sejtekben,

simaizomsejtekben és a makrofagokban. Mivel a human atheromaban és komplikalt 1éziokban
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ezek a medidtorok megtalalhatdéak, igy azok hozzajarulnak az altalam is megfigyelt
megemelkedett CSE expresszidkhoz.

Korabban Wang, Mani és tarsaik bemutattdk, hogy a kénhidrogén gatolja az ApoE™
egerekben az atheroszklerotikus 1éziok kialakulasat. Ok a kisérleteket atherogén diéta nélkiil
végezték el. En a kisérletek soran ApOE'/ " egerekben az atheroszklerotikus 1ézidk kialakulasat
magas zsir €s koleszterin tartalmu étrenddel indukéltam. E koriilmények kozott is sikertilt
kimutatnom a kénhidrogén atheroprotektiv hatdsat. Wang, Mani ¢és tarsaik azt is kimutattak,
hogy a CSE enzim farmakologiai gatlasa PPG-vel felgyorsitja az atheroszklerotikus plakkok
kialakulasat, ezzel bizonyitva azt, hogy a CSE altal termelt kénhidrogén atheroprotektiv
hatasu. In vivo kisérletben magas zsir és koleszterin tartalmu étrenden tartott ApoE'/ " egereket
injektaltam PPG-vel intraperitonedlisan. Az eredményeim alatamasztottdk Wang és Mani
megfigyeléseit, miszerint a CSE gatlasa noveli az atheroszkler6zis progressziojat.

Az emberben a komplikalt 1éziok kialakuldsa makroszkdpikusan lathato bevérzéssel az
érelmeszesedés azon f6 eseménye, ami a mortalitadst okozza. Bemutattuk, hogy a komplikalt
1éziokban a CSE fehérje expresszioja alacsonyabb szintli, mint az atheroméban. Ezek az
eredmények a CSE/H,S rendszer jotékony hatdsat mutatjdk az érelmeszesedés
progresszidjaban ¢és nem azt, hogy a megemelkedett CSE fehérje expresszié az
¢relmeszesedés folyamatat gyorsitana. Ezt a PPG-vel kezelt allatkisérletek és a komplikalt
16ziokon végzett ex vivo kisérletek is alatamasztjak. Mivel ApoE™ allatmodellben nem alakul
ki az emberben megfigyelhetd komplikalt 1€zi6, ezért a kénhidrogén hatasanak a komplikalt
1éziok kialakulasara kifejtett hatdsar6l nem tudunk informéciot szerezni. Egy komplikalt
1ézioval rendelkezd allatmodell lehetdséget nyljtana a kénhidrogén hatdsanak a vizsgélatara a
prooxidans €s proinflammatorikus tulajdonsaggal bir6d ferrylHb kialakulasnak a tesztelésere.
megkozelitést nytjthatna a human atheroszklerotikus 1€zidk progresszidjanak a gatlasaban.

Osszegzésképpen, a munkam masodik felében bebizonyitottam, hogy a humén és egér
atheromdk vaszkularis sejtjeinek, illetve a human komplikalt 1ézionak a megemelkedett CSE
expresszidja befolyasolja a atheroszklerdzis kimenetét. Az in vitro kisérletek alapjan
elmondhat6, hogy a megemelkedett CSE expresszid egy kompenzécios atheroprotektiv
valasza a sejteknek, ahol a keletkezett kénhidrogén gatolja a prooxiddns ¢és

proinflammatorikus lipid mediatorok, illetve a ferrylHb kialakulasat.
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7. OSSZEFOGLALAS

A lipidek akkumulécidja és oxidacidja az érfalban az érelmeszesedés kialakulasanak
f6 induktora. A lipidperoxidaci6 hatasara az atheroszklerdtikus érszakaszban a vasa vasorum
felol kis erek nonek be a zsiros plakkok belsejébe. Ezen kis erek endotél sejtrétege a
citotoxikus lipidperoxidécios termékekkel érintkezve felszakad, az erekben 1évé VVT-¢k a
plakk belsejébe jutnak, igy hozva létre a komplikalt érelmeszesedéses léziokat. A
vorosvértestek az oxidalt lipidekkel érintkezve lizalnak, A kiszabadul6 Hb ferrylHb-4
oxidalodik. A ferrylHb mind az o, mind a B globin lancan gyokdket tartalmaznak, amik
egymassal kovalensen 0Osszekodddve globin dimereket, tetramereket és multimereket
alkotnak. A ferrylHb pro-inflammatoériukus hatasa mellett az endotél sejtek monolayerének
felszakadasat is okozza.

Az HS az endogén gaztranszmitterek legiijabban felfedezett tagja. Szamos, élettani
szempontbol jelentds folyamatok szabalyozasaban vesz részt. Gyogyaszati szempontbol nézve
a kénhidrogént szabalyozott koriilmények kozott stabilan, hosszan és alacsony fizioldgiai
koncentracioban kibocsajtdo gyodgyszermolekulak igéretesnek tiinnek a sziv- és érrendszeri
betegségek kialakuldsanak megakadalyozéasaban, illetve kezelésében.

A doktori disszertacid alapjat képezd tanulmany elsé felében modelleztiik a ferrylHb
kialakulasanak koriilményeit. Megallapitottuk, hogy a ferrylHb az LDL oxidacidjan keresztiil
képes oxidativ stresszt, illetve sejtpusztulast eldidézni az EC sejteknek. Tovéabba azt is
kimutattuk, hogy a ferrylHb az EC sejtek konfluens rétegét felszakitja.

Kutatdsom masodik részében bemutattuk, hogy a kénhidrogén termelésért felelés CSE
enzim expresszidja megnd human ateromaban, illetve atherogén diétan tartott ApoE'/' egerek
aortajaban. Kimutattuk, hogy a kénhidrogén in vitro és in vivo is gatolja a lipidek
peroxidaciojat. Bemutattuk, hogy a kénhidrogén gatolja az érelmeszesedést atherogén diétan
tartott ApOE'/' egerekben, mig a CSE enzim farmakologiai gatlasa a plakk képzodés
progressziojat noveli. Bebizonyitottuk, hogy a ferrylHb képzddését a H,S gatolja. Tovabba,
kimutattuk, hogy a H,S megakadalyozta a ferrylHb indukalta EC sejtek sejtrétegének
felszakadasat.

Osszegzésképpen elmondhatd, hogy a ferrylHb az érelmeszesedés progresszojat
gyorsitja, mig a kénhidrogént kibocsajté molekuldk a ferrylHb hatidsanak és kialakulasanak

gatlasan keresztiil atheroprotektiv hatéssal bir.
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8. AZ ERTEKEKEZES UJ EREDMENYEIL, MEGALLAPITASAI

10.
11.

12.

Az LDL oxidacidjat okozzak az oxidalt hemoglobinformak.

Az oxidalt hemoglobinformak az endotél sejtek pusztulasat okozzak oxidativ stresszen
keresztiil.

Az oxLDL és oxPL-ek a Hb-t képesek oxidalni ferrylHb-a.

A haptoglobin és a Glutation/glutationperoxidaz képesek gatolni a hidrogénperoxid és
reaktiv lipidek indukalta Hb oxidacigjat.

indukalja.

A CSE enzim expresszidja megemelkedik human és egér atheromaban.

A kénhidrogén gatolja a atheroma kialakulasat érelmeszesedéses allatmodellben.

AZ LDL ¢s a PL-ek oxidacigjat eltérd mértékben képesek gatolni a kénhidrogént
kibocsatd molekulak.

A kénhidrogén gatolja a lipidperoxidacios termékek kialakulasat human komplikalt
1ézidkban.

A ferrylHb kialakulasat géatolja a kénhidrogén.

A kénhidrogén gatolja a hemoblobin-lipid interakciokat és ez altal az endotél sejtekre
gyakorolt karos hatasukat az érelmeszesedéses plakkokban.

Az atherogén lipidek és a pro-inflammatorikus citokinek novelik a CSE expresszidjat

az atheoszklerotikus érfal rezidens sejtjeiben.
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