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Rövidítések jegyzéke 

CBS  cisztationin-β-szintáz 

ConA  Concanavalin A 

CRP  C reaktív fehérje 

DTNB  5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoesav 

DTT  1,4-ditiotreitol 

EDTA  etilén-diamin-tetraecetsav 

FasL  Fas ligand 

FBS  borjúszérum 

GAPDH gliceraldehid-3-foszfát dehidrogenáz 

HIF-1α hypoxia-indukált faktor 1α 

HPLC  nagy nyomású folyadékkromatográfia 

ICP-MS induktív csatolású plazma tömegspektrometria 

IL-2  interleukin-2 

IL-6  interleukin-6 

MTHFR metilén-tetrahidrofolát reduktáz 

MTT  3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolium bromid 

NO  nitrogén-monoxid 

PHA  Phytohemagglutinin 

qPCR  kvantitatív polimeráz láncreakció 

ROI  reaktív oxigén intermedierek 

SAH  S-adenozil-homocisztein 

SAM  S-adenozil-metionin 

SBD-F  7-benzo-2-oxa-1,3-diazole-4-szulfonsav 

TRAIL  tumor nekrózis faktorhoz hasonló apoptózist indukáló ligand 
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1. Bevezetés 

A krónikus vesebetegség prevalenciája a fejlett országokban meghaladja a 10%-ot 

(Coresh és mtsai, 2003; Chadban és mtsai, 2003; Hallan és mtsai, 2006) és emelkedő 

tendenciát mutat (Global Burden of Disease Study 2013 Collaborators, 2015). A jelenség 

hátterében a krónikus vesebetegség kialakulásában rizikófaktorként szereplő cukorbetegség, 

hipertónia és elhízás gyakoriságának növekedése, valamint a lakosság kormegoszlásának 

eltolódása is szerepet játszik (Levey és Coresh, 2012). A krónikus vesebetegség jelentősen 

aluldiagnosztizált, mivel a betegek többsége a végstádium eléréséig tünetmentes marad, de 

valószínűsíthető, hogy a krónikus vesebetegek száma hazánkban is meghaladja az egymilliót 

(Nagy, 2013). Végstádiumú veseelégtelenség esetén a hemodialízis vagy a 

vesetranszplantáció jelenti a kezelési lehetőséget, de a betegek nagy része nem jut ebbe a 

fázisba a vesebetegséghez társuló jelentős kardiovaszkuláris mortalitás miatt (Nagy, 2013).  

A krónikus vesebetegek kardiovaszkuláris rizikója a felgyorsult érelmeszesedés 

következtében magas, és a betegség progressziójával fokozódik (Levey és Coresh, 2012). A 

kardiovaszkuláris betegségek hajlamosító tényezői gyakoriak vesebetegekben: a magas 

vérnyomás, a lipid eltérések, a gyulladás, az elektrolit- és a sav-bázis egyensúly zavarai, az 

anaemia, a fokozott oxidatív stressz (Levey és Coresh, 2012). Ide sorolják a vesebetegekre 

jellemző metabolikus eltérések közül a homocisztein anyagcsere zavarát, a 

hyperhomocystenaemiát is (Wu és mtsai, 2012). A vesebetegekben a beszűkülő 

vesefunkcióval párhuzamosan emelkedő homocisztein szint oka főként a homocisztein renális 

metabolizmusának a csökkenése, és csak kismértékben a vese kiválasztó funkciójának a 

csökkenése (Garibotto és mtsai, 2006). Számos in vitro vizsgálat igazolta a homocisztein 

proatherogén és protrombotikus hatását (Sharma és mtsai, 2006), és több tanulmány 

alátámasztotta, hogy a homocisztein szint emelkedése a kardiovaszkuláris megbetegedések 
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önálló rizikófaktora, ugyanakkor a homocisztein szint csökkentésének kedvező hatását nem 

sikerült igazolni (Joseph és mtsai, 2009). Egyes vizsgálatokban a hemodializált végstádiumú 

vesebetegek körében az alacsony homocisztein szint rosszabb prognózissal járt (Suliman és 

mtsai, 2000; Kalantar-Zadeh és mtsai, 2004). A hemodializált betegek túlélését kedvezően 

befolyásoló tápláltság pozitívan, míg a kedvezőtlen prognózissal összefüggő gyulladás 

markerei negatívan korrelálnak a homocisztein szinttel, tehát a homocisztein is része a 

hemodializált vesebetegek körében „reverz epidemiológia” néven ismert ellentmondásos 

megfigyeléseknek (Suliman és mtsai, 2005). Ezek a megfigyelések felvetik más faktorok 

szerepét, melyek hatnak mind a homocisztein metabolizmusra, mind a kardiovaszkuláris 

kockázatra és a túlélésre. 

Egyes nyomelemek homocisztein metabolizmusra gyakorolt hatását állatkísérletekben 

megfigyelték. A nikkel és a kobalt bevitele csökkentette a homocisztein szintet, és a rézhiány 

homocisztein szint csökkentő hatásáról is beszámoltak (Stangl és mtsai, 2000; Uthus és mtsai, 

2007). Az említett elemek átmeneti fémek, biológiai rendszerekben ismert oxidatív stressz 

generáló hatásuk, szerepük lehet az érelmeszesedés folyamatában, de emellett a kobalt (a B12-

vitamin részeként) és a réz az emberi szervezet számára esszenciális (Bleackley és 

MacGillivray, 2011). A hemodializált vesebetegek nyomelem eltérései gyakoriak 

(Prodanchuk és mtsai, 2014).  

Vizsgálatainkban arra kerestük a választ, hogy a szérum nikkel, kobalt és réz szintek, 

valamint a plazma homocisztein koncentráció mutat-e összefüggést hemodializált 

vesebetegekben, és ha igen, befolyásolja-e a vizsgált elem a homocisztein anyagcserét.  
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2. Irodalmi áttekintés 

2.1. A homocisztein metabolizmusa és élettani szerepe 

A homocisztein a metionin metabolizmusa során keletkező kéntartalmú aminosav. A 

homocisztein anyagcsere összefoglalása az 1. ábrán látható (Finkelstein 1998). Első lépésben 

a metioninból adenozin-trifoszfátot igénylő reakcióval S-adenozil-metionin (SAM) képződik 

a metionil-adenozil transzferáz enzim segítségével. Ily módon a kénatomhoz kapcsolódó 

metilcsoport kötéserőssége csökken, ami lehetővé teszi, hogy a SAM metilcsoport-donor 

szerepet töltsön be számos transzmetiláz által katalizált reakcióban. Az akceptor lehet például 

DNS, RNS, noradrenalin, foszfatidil-etanolamin és számos egyéb molekula. A metilcsoport 

átadása után a SAM-ból S-adenozil-homocisztein (SAH) keletkezik. A SAH a SAM-függő 

transzmetilázok kompetitív inhibítora, eliminációja döntő fontosságú a metilációs folyamatok 

egyensúlyának szempontjából. A SAH hidroláz által katalizált reakció a SAH hidrolízisének 

és egyben a homocisztein képződésének egyetlen módja. A reakció reverzibilis, de fiziológiás 

körülmények között a keletkező homocisztein és adenozin gyors eltávolításának köszönhetően 

az egyensúly a hidrolízis irányába tolódik.  A homocisztein a sejt típusának és igényeinek 

megfelelően alakul tovább. Minden emlős sejt képes a metionint a leírtak szerint 

homociszteinné alakítani, majd a metionin szintáz segítségével remetilálni. Ez a reakció zárja 

a metionin-homocisztein ciklust, és kapcsolja a folsav-ciklushoz. A metionin szintáz 

kofaktora a B12-vitamin (kobalamin). Első lépésben metilkobalamin keletkezik, a szükséges 

metil-csoportot az 5-metil-tetrahidrofolát szolgáltatja. Ezt követően a metilkobalaminról kerül 

a metil-csoport a homociszteinre és képződik a metionin, egyúttal a B12-vitamin regenerációja 

is végbemegy (Banerjee and Matthews 1990). A tetrahidrofolát az egy szénatomos csoportok 

akceptora. A szerinből egy egy szénatomos csoport áthelyezésével glicin és 5,10-metilén-
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tetrahidrofolát képződik. A folát ciklus az 5-metil-tetrahidrofolát szintézisével zárul, mely 

reakciót a metiléntetrahidrofolát reduktáz (MTHFR) enzim katalizálja. Emlősök májában és 

egyes fajok veséjében a metionin regenerálását egy másik enzim, a betain-homocisztein 

metiltranszferáz is ellátja, az általa katalizált reakcióban a metildonor szerepét a betain tölti 

be. A metionin-homocisztein ciklus tehát a folsav ciklussal kapcsoltan az egy szénatomos 

csoportok transzfer reakcióiért felelős a szervezetben.  A ciklus egyes reakcióinak enzimeire a 

szubsztrát és a termék koncentrációkon kívül, a cikluson belül távolabb szereplő molekulák is 

hatnak még allosztérikus aktivátorként vagy inhibítorként, így válik lehetővé a sejt igényeinek 

megfelelő mértékű metionin regeneráció. 

A homociszteinért, mint szubsztrátért a remetilációt végző enzimek mellett a 

cisztationin-β-szintáz (CBS) is verseng. Működése megfelelő metionin és SAM ellátottság 

esetén dominál, amikor az emelkedő homocisztein szint meghaladja a remetilációban szereplő 

enzimek kapacitását. A CBS optimális működéséhez szükséges homocisztein koncentráció 

legalább egy nagyságrenddel nagyobb, mint a remetilációt végző enzimek esetén (Finkelstein 

1998). A CBS egy B6-vitamin (piridoxál-5-foszfát) függő enzim, a transzszulfurációs útként 

ismert folyamat első lépését katalizálja, melyben a homocisztein egy szerinnel kapcsolódva 

cisztationinná alakul. Ez egyben a homocisztein kilépését is jelenti a ciklusból. A CBS 

aktivitását a SAM és az oxidatív stressz fokozza. Az enzim egy homotetramer, 

monomerenként 3 doménnal. A középső domén tartalmazza a szubsztrát és a piridoxál-5-

foszfát kötőhelyeket, vagyis az enzim aktív helyét. A C-terminális domén felelős a SAM 

allosztérikus szabályozásáért, míg az N-terminális egy hem-kötő domén, ami az enzim 

oxidatív stressz általi szabályozásában játszik szerepet. Szuperoxid gyökök hatására 

megfigyelték a C terminális domén célzott proteolízisét, melynek következtében az enzim 

aktivitása SAM koncentrációtól függetlenül fokozódik (Zou és Banerjee 2003). 
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1. ábra 

A folsav ciklussal kapcsolt metionin-homocisztein ciklus és a transzszulfurációs útvonal 

Forrás: Finkelstein JD. The metabolism of homocysteine: pathways and regulation. Eur J Pediatr. 1998; 157 Suppl 2:S40-4. 
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A reakció során keletkező cisztationin a működéséhez szintén B6-vitamint igénylő 

cisztationin-γ-liáz enzim segítségével hasad α-ketobutirátra és ciszteinre. A szervezetben ez az 

egyedüli folyamat, ami de novo cisztein szintézishez vezet. A cisztein egyéb szerepe mellett a 

glutation alkotóeleme is, koncentrációja a glutation-szintézis sebességmeghatározó tényezője 

(Griffith 1999). A glutation jelentős szerepet tölt be a sejtek redox homeosztázisának 

fenntartásában. Intracelluláris mennyiségének nagy része redukált formában található a 

citoszolban, ami biztosítja a szükséges reduktív környezetet a sejtekben (Schafer és Buettner 

2001). A teljes transzszulfurációs út megléte az intenzív glutation forgalmú szövetekre 

jellemző pl. a máj, a vese, a vékonybél és a hasnyálmirigy szövetre. A CBS-t vagy a 

cisztationin-γ-liázt nem expresszáló sejtek ciszteinigénye csak külső forrásból biztosítható 

(Finkelstein 1998). 

A cisztein és a homocisztein a kén-hidrogén szintézis szubsztrátjai is a szervezetben, a 

reakciót katalizáló fő enzimek a CBS és a cisztationin-γ-liáz (Renga 2011). A kén-hidrogén 

számos élettani folyamat szabályozásában játszik szerepet, mint endogén gáztranszmitter 

(Wang 2012). 

 

2.2. A homocisztein anyagcsere zavarai 

A homocisztein anyagcserében bekövetkező kóros változások mutatója a keringésben 

(plazmában) felhalmozódó homocisztein. Ezt az állapotot nevezzük 

hyperhomocysteinaemiának. A homocisztein tiol csoportja révén diszulfid kötést képes 

létesíteni más homocisztein molekulákkal, a szabad ciszteinnel, vagy a plazmafehérjék tiol 

csoportjaival. A teljes plazma homocisztein több mint 98 %-a kötött formában található és 

alig 2 % csak a szabad, redukált szulfhidril (-SH) forma a keringésben. A kötött homocisztein 

kb. 70 %-a fehérje-diszulfid-kötött homocisztein, a maradék pedig kis molekulasúlyú 
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diszulfid formában - pl. homocisztin, homocisztein-cisztein vegyes diszulfid - van jelen a 

keringésben (Mudd és mtsai, 2000). 

Egészséges egyének éhomi össz-homocisztein szintje a plazmában 5-12 µmol/l között 

változhat. 12-30 µmol/l között enyhe, 31-100 µmol/l között közepesen súlyos, míg 100 

µmol/l-nél magasabb össz-homocisztein szint esetén súlyos hyperhomocysteinaemiáról 

beszélünk (Mudd és mtsai, 2000). A plazma össz-homocisztein szintjét a genetikai és a 

környezeti faktorok együtt alakítják (Malinowska 2009). Számos öröklődő enzim defektus 

okoz emelkedett homocisztein szintet (Kullo és mtsai, 2006). A homocisztein nagymértékű 

felszaporodásának leggyakoribb kiváltó oka a CBS gén valamely mutáns formájának 

homozigóta formában történő megjelenése (Kraus és mtsai, 1999). A két legelterjedtebb 

pontmutáció: a gén 833. pozíciójában lévő timin cseréje citozinra (T833C), ami aminosav 

cserében (izoleucin→treonin) is megnyilvánul, és az enzim tetramer szerkezetének stabilitását 

rontja (Kozich és Kraus, 1992), valamint a 919. pozícióban lévő guanin cseréje adeninre 

(G919A), ami szintén aminosavcserével jár (glicin→szerin) az enzim aktív centrumában, és 

az enzimaktivitás elvesztését okozza (Hu és mtsai, 1993). Az öröklődő 

hyperhomocysteinaemia enyhe formáiért általában a folsav ciklusban szereplő MTHFR egyik 

pontmutációja a felelős, a gén 677. pozíciójában citozin helyett timin található (C677T), ami a 

keletkező enzim aminosavsorrendjének változását okozza (alanin→valin) (Cortese és Motti, 

2001). A csökkent aktivitású enzim kevesebb metildonort szolgáltat a homocisztein 

remetilációjához. Az enzim egyéb kevésbé gyakori mutációit is azonosították (Goyette és 

mtsai, 1995). 

A homocisztein anyagcsere vitaminigényes folyamat, így az érintett vitaminok (folsav, 

B6, B12) nem megfelelő bevitele a homocisztein szint emelkedését okozza, amit a táplálék 

fehérjéinek metionintartalma is befolyásol (Verhoef és de Groot, 2005). A plazma 
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homocisztein szintje az életkor előrehaladtával is nő. Ennek egyik oka lehet az, hogy 

időskorban csökken a vitaminfogyasztás és felszívódás, ezen kívül a vesefunkció beszűkülése 

is szerepet játszik (Refsum és mtsai, 2006). Egyes hormonális eltérések pl. az ösztrogénszint 

csökkenése, és a hypothyreosis is emelkedett homocisztein szinttel jár (Smolders és mtsai, 

2005; Bamashmoos és mtsai, 2013).  

Krónikus veseelégtelenségben már a kezdeti stádiumtól megfigyelhető a plazma 

homocisztein szintjének emelkedése, mely szoros összefüggést mutat a glomerulus filtrációs 

ráta csökkenésével (Arnadottir és mtsai, 1996). A homocisztein és a homocisztein 

metabolizmusban fontos szerepet játszó molekulák (pl. SAH, SAM) kiválasztásának, valamint 

a homocisztein renális metabolizmusának csökkenése, az urémiás toxinok enzimekre 

gyakorolt kedvezőtlen hatása, és a vesebetegek elégtelen vitaminellátottsága mind 

hozzájárulhatnak a hyperhomocysteinaemia kialakulásához (Friedman és mtsai, 2001; 

Garibotto és mtsai, 2006). Hemodializált vesebetegek körében egyes vízoldékony vitaminok, 

így a homocisztein metabolizmusban szereplő B vitaminok hiánya gyakrabban fordul elő, 

ezért ajánlott a pótlásuk (Clase és mtsai, 2013). 

 

2.3. A hyperhomocysteinaemia következményei 

Az emelkedett plazma homocisztein koncentráció az atherosclerosis és a trombózis 

független kockázati tényezője (Clarke és mtsai, 1991; Selhub és mtsai, 1995; den Heijer és 

mtsai, 1996; Welch és Loscalzo, 1998). A homocisztein számos ponton gyakorol kedvezőtlen 

hatást az érrendszerre a lipid metabolizmus, az extracelluláris mátrix fehérjéinek szintézise, a 

gyulladásos reakciók és az oxidatív stressz befolyásolásával (Sharma és mtsai, 2006), 

elsődleges célpontjai az endotélsejtek (Eren és mtsai, 2014). A homocisztein csökkenti az 

endoteliális nitrogén-monoxid szintáz nitrogén-monoxid (NO) szintéziséhez szükséges 
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kofaktorának, a tetrahydrobioptreinnek a szintjét, melynek következménye az L-arginin 

oxidációjának, így a NO szintézisének a csökkenése (He és mtsai, 2010). A homocisztein 

csökkenti egyes antioxidáns enzimek, a glutation peroxidáz és a szuperoxid dizmutáz 

expresszióját és aktivitását, ezzel is fokozza az oxidatív stresszt, így szerepe van az alacsony 

sűrűségű lipoproteinek oxidációjában (Handy és mtsai, 2005; Nonaka és mtsai, 2001). 

Mindezek következtében csökken a NO szintézis és a NO szabadgyökök általi inaktiválódása 

fokozódik, tehát a homocisztein károsítja az endotélfüggő vazodilatációt. A homocisztein az 

endotélsejtek prosztaciklin (Wang és mtsai, 1993) és endotelin-1 (Demuth és mtsai, 1999) 

termelését is befolyásolja hozzájárulva ezzel is a vazomotor funkció változásához. A 

homocisztein fokozza a leukocita migráció folyamatában fontos szereppel bíró monocita 

kemotaktikus fehérje-1 és receptora, valamint az interleukin-8 expresszióját (Wang és mtsai, 

2000; Wang és mtsai, 2001; Zeng és mtsai, 2003). A homocisztein tehát endotél diszfunkciót 

okoz és elősegíti a fehérvérsejtek érfalba történő migrációját, a lipidek oxidációját, kedvező 

feltételeket teremtve ezzel az érelmeszesedés kialakulásának és progressziójának. A 

homocisztein a hemosztázist a véralvadás irányába tolja el, mivel fokozza a szöveti faktor 

aktivitását (Fryer és mtsai, 1993), gátolja a trombomodulin expresszióját, a protein C 

aktivációját (Lentz és Sadler, 1991), valamint az Va faktor aktivált protein C általi 

inaktivációját (Undas és mtsai, 2001); tehát a homocisztein fokozza a trombózishajlamot. 

A homociszteint, mint a metioninhoz szerkezetileg hasonló aminosavat a metionil-

tRNS szintetáz felismeri és aktiválja. A homociszteint kötő tRNS viszont a 

fehérjeszintézisben már nem vesz részt, ami a metionil-tRNS szintetáz hibajavító 

funkciójának köszönhető. A homocisztein disszociál a komplexről és közben homocisztein-

tiolaktonná alakul (Jakubowski, 2001).  A homocisztein szint emelkedésével a homocisztein-

tiolakton képződés is fokozódik (Chwatko és mtsai, 2007). Különböző sejtkultúrákon végzett 
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vizsgálatok bizonyították, hogy a homocisztein-tiolakton apoptózist indukál, és toxikusabb, 

mint maga a homocisztein (Mercié és tsai, 2000; Huang és mtsai, 2001; Kamudhamas és 

mtsai, 2004; Kerkeni és mtsai, 2006). A fehérjék lizin oldalláncához kapcsolódva (N-

homociszteiniláció) növeli azok oxidációra való hajlamát, az intramolekuláris diszulfidhíd 

képződés és a multimerek kialakulásának gyakoriságát, ami a fehérjék funkcióvesztését 

okozza (Jakubowski, 1999), illetve autoimmun választ indukál (Jakubowski, 2005). 

A homocisztein felhalmozódása gátolja a SAH hidroláz működését, növeli az SAH 

koncentrációt, csökkenti a SAM-függő transzmetilázok aktivitását, ami hipometilációhoz 

vezet (Fux és mtsai, 2005). A metilációs folyamatokban bekövetkező zavar elősegíti a 

daganatos megbetegedések kialakulását (Choi és mtsai, 2009). Az emelkedett homocisztein 

koncentráció növeli a velőcsőzáródási rendellenességek megjelenését (Imbard és mtsai, 2013), 

és szerepet játszik bizonyos neurodegeneratív kórképekben (Obeid és mtsai, 2007; Sharma és 

mtsai, 2015).  

2.4. A homocisztein szint csökkentésének lehetőségei 

A hyperhomocysteinaemia mérséklésére a fokozott vitaminbevitel (folsav, B6, B12) 

alkalmazható. A folsav különböző dózisainak vizsgálatával, fix dózisú B12-vitamin és B6-

vitamin kiegészítéssel valamennyi folsav dózis mellett szignifikánsan csökkent a 

homocisztein koncentráció (Lobo és mtsai, 1999). A krónikus vesebetegek 

hyperhomocysteinaemiája is a legtöbb esetben csökkenthető a vitaminbevitel növelésével 

(Arnadottir és mtsai, 1993; Chauveau és mtsai, 1996; Janssen és mtsai, 1996). A homocisztein 

szint csökkentésére alkalmazott terápia hatékonysága függ a beteg nemétől, genotípusától és 

táplálkozási szokásaitól (Wu és mtsai, 2012). A súlyos hyperhomocysteinaemia mérséklése 

vitaminpótlással jelentősen csökkentette a betegek körében bekövetkező szív és érrendszeri 

megbetegedések számát (Yap és mtsai, 2001). Enyhe hyperhomocysteinaemia esetén a 
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vitaminpótlással csökkentett homocisztein szint kardiovaszkuláris rizikót csökkentő hatását 

viszont nem sikerült egyértelműen bizonyítani sem az általános populációban, sem a 

végstádiumú vesebetegek és a vesetranszplantáltak körében (Joseph és mtsai, 2009; Jardine és 

mtsai, 2012; Pan és mtsai, 2012; Kang és mtsai, 2015). A dialíziskezelés csökkenti a 

homocisztein szintet, de a hatás átmeneti, és hatásfokát korlátozza, hogy csak a szabad 

homocisztein dializálható, a fehérjékhez kötött nem (Heinz és mtsai, 2008). Egyes tiol-

tartalmú antioxidánsok (N-acetil-cisztein, mesna) alkalmazásával a fehérjékhez kötött 

homocisztein felszabadítható, így a homocisztein dialízissel történő eltávolítása fokozható, 

emellett az endotél funkció javulása is megfigyelhető (Scholze és mtsai, 2004; Urquhart és 

mtsai, 2007; Nascimento és mtsai, 2010). 

A homocisztein anyagcsere befolyásolásának további lehetőségeit állatkísérletekben 

vizsgálták és bizonyították. B12-vitamin hiány esetén a nikkel és a kobalt csökkenti a 

homocisztein szintet (Stangl és mtsai, 2000). Patkányokban a nikkel B12-vitamin és folsav 

hiányos állapotokat befolyásoló hatását igazolták (Nielsen és mtsai, 1993; Uthus és Poellot, 

1996; Uthus és Poellot, 1997). Rézhiányos patkányokban a homociszteinszint csökkenését 

találták (Uthus és mtsai, 2007). 

2.5. A nikkel, a kobalt és a réz élettani hatásai 

 A nikkel, a kobalt és a réz átmeneti fémek. Fiziológiás körülmények között többféle 

vegyértékű formában fordulhatnak elő, így szerepük van elektronátadással járó reakciókban 

enzimek prosztetikus csoportjaként vagy kofaktoraként, illetve a Fenton reakcióban a reaktív 

oxigén intermedierek (ROI) képződésének folyamatában (Valko és mtsai, 2005; Bleackley és 

MacGillivray, 2011). 
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A nikkel egyes alacsonyabb rendű élőlények számára esszenciális nyomelem: a növények, 

egyes baktériumok és gombák számos enzimének alkotórészeként azonosították (Boer és 

mtsai, 2014). Magasabb rendű állatok élettani folyamataiban a nikkel nélkülözhetetlen 

szerepét nem igazolták, de állatkísérletekben a nikkel megvonásnak többek között a 

növekedésre, szaporodásra és májműködésre gyakorolt kedvezőtlen hatását leírták (Nielsen, 

2013). A szervezetbe a légutakon, emésztőrendszeren és bőrön keresztül egyaránt bejuthat 

(Takács, 2001). Az emésztőrendszerből közel 10%-a szívódik fel, egy része a vasfelszívás 

útvonalán. A keringésben nagy része albuminhoz kötődik, kisebb része aminosavakhoz és α2-

makroglobulinhoz. Minden szervbe eljut, a sejtekbe a vas és/vagy a magnézium transzport 

mechanizmusát használva lép be. Kiválasztása főként a vizelettel történik, de a nyállal és a 

verejtékkel is kiválasztásra kerül (Takács, 2001). 

A nikkel elsősorban toxikus hatásai miatt képezi intenzív vizsgálat tárgyát, számos 

élettani folyamatot befolyásol (Cameron és mtsai, 2011). A heveny nikkel mérgezés oka 

elsősorban a glutation szint csökkenése és a fehérjék szulfhidril csoportjainak lekötése (Valko 

és mtsai, 2005). A nikkel kontakt dermatitis kiváltó hatását immunmoduláló és immuntoxikus 

tulajdonságai magyarázzák (Hostynek, 2006). Oxidatív stresszt generál, de más fémionokkal 

ellentétben a nikkel által kiváltott szabadgyök termelésben a nikkel(II)-tiol komplexek 

molekuláris oxigénnel és/vagy lipidhidroperoxidokkal történő reakciója játssza a fő szerepet 

(Cameron és mtsai, 2011). A Nemzetközi Rákkutató Intézet (International Agency for 

Research on Cancer) besorolása alapján a nikkel fém emberben valószínűleg rákkeltő (2B 

kategória), míg a nikkelvegyületek bizonyítottan rákkeltőek (1 kategória) (IARC, 2012). 

Karcinogén hatását főleg munkahelyi expozíció kapcsán és a vízben nem oldódó formáinál 

figyelték meg, amiket a sejtek fagocitózissal vesznek fel, ezért jelentős intracelluláris nikkel 

szintet eredményeznek (Costa és mtsai, 2005). A rákkeltő hatásért a nikkel DNS-hez és 
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magfehérjékhez történő kötődése, a repair mechanizmusok gátlása és a génexpresszió 

módosítása a felelős (Beyersmann és Hartwig, 2008). A nikkel a sejtek vas homeosztázisát 

megzavarja, extracelluláris szinten a vas transzportjának akadályozásával, intracellulárisan 

pedig bizonyos vas-tartalmú enzimek aktív helyéről a vas leszorításával (Davidson és mtsai, 

2005). A nikkel a hipoxia által indukált jelátviteli útvonalat is befolyásolja a hypoxia-indukált 

faktor 1α (HIF-1α) lebomlásának akadályozásával, mivel kiszorítja a vasat a HIF-1α 

lebontásában szereplő enzim aktív helyéről (Chen és Costa, 2009). 

 A kobalt az ember és az állatok számára a B12-vitamin alkotórészeként esszenciális 

nyomelem, így számos izomeráz, metil-transzferáz és dehalogenáz enzim működéséhez 

elengedhetetlen (Bleackley és MacGillivray, 2011). A légutakon és az emésztőrendszeren át 

egyaránt felszívódik, kiválasztása főként a vizelettel történik (Takács, 2001). Vashiány esetén 

a felszívása fokozódik (Bleackley és MacGillivray, 2011). A keringésben az albuminhoz 

kötődik, a sejtekbe a kálcium transzport mechanizmusát felhasználva lép be (Simonsen és 

mtsai, 2012). A kobalt a HIF-1α stabilizálásával hipoxiát imitál. Nagy mennyiségben 

citotoxikus, apoptózist indukál. A kobalt és vegyületei a Nemzetközi Rákkutató Intézet 

besorolása alapján valószínűleg rákkeltőek (2B kategória) (IARC, 1991). Genotoxikus hatását 

a DNS oxidatív károsítása, és a repair mechanizmusok gátlása révén fejti ki (Simonsen és 

mtsai, 2012). 

 A réz az ember, az állatok és a növények számára esszenciális. Szerepe van a 

vérképzésben, és számos rézdependens enzim ismert. A bélrendszerből szívódik fel, és a 

szervezetből főként a széklettel távozik. A plazmában nagy része specifikus réztraszporter 

fehérjéhez a ceruloplazminhoz, kisebb része albuminhoz kötődik (Takács, 2001). A réz 

nagyobb mennyiségben oxidatív stresszt okoz, májkárosító hatású és számos 

neurodegeneratív folyamatban játszik szerepet (Gaetke és mtsai, 2014). 
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3. Célkitűzések 

 

 Vizsgálni kívántuk a nikkel, a kobalt és a réz koncentrációjának alakulását 

hemodializált végstádiumú vesebetegekben és egy egészséges populációban, valamint 

ezek összefüggését a homocisztein, a folsav és B12-vitamin szinttel, a vas anyagcsere 

paramétereivel, a tápláltság és a gyulladás markereivel. 

 A homocisztein metabolizmus in vitro tanulmányozására olyan sejtes modell-rendszer 

kialakítását tűztük ki célul, melyben mind a remetiláció, mind a transzszulfuráció 

enzimei igazoltan jelen vannak, és egyidejűleg alkalmas egyedi különbségek 

feltárására is, ugyanakkor a mintagyűjtés nem igényel invazív beavatkozást. 

 Az így kialakított modell segítségével a homocisztein szinttel összefüggést mutató 

elemek homocisztein metabolizmusra gyakorolt hatásának vizsgálatát tűztük ki 

további célul a hemodializált betegek és egészségesek szérumában mért 

koncentrációtartományban.  
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4. Betegek és Módszerek 

4.1. A hemodializált betegek és az egészséges populáció vizsgálata 

122 végstádiumú hemodialízis programban kezelt vesebeteget (57 nő és 65 férfi) 

vontunk be a vizsgálatba, átlagéletkoruk 60,1±12,3 év. Hemodialízis kezelésük a szakmai 

előírásoknak megfelelően történt. A betegek a vesepótló kezelés megkezdésétől kaptak 

folsavat (3 mg/nap dózisban), igény szerint aktív D-vitamint (Rocaltrol, Roche: 0,5 μg), igény 

szerint intravénásan vasat (Ferrlecit, Aventis Pharma: 62,5 mg), és hemoglobin értéküktől 

függően rekombináns humán eritropoetint. 

50 fő alkotta az egészségesek csoportját (31 nő és 19 férfi), akiknek lakóhelye a 

vesebetegekhez hasonlóan Debrecen és környéke volt, átlagéletkoruk 37,2±10,1 év. Kizáró 

tényezők voltak a hypertonia, metabolikus eltérések, akut fertőzések, máj- és vesefunkció 

eltérések, valamint a 25 kg/m
2
-nél nagyobb testtömegindex (BMI). A vizsgálatot a Debreceni 

Egyetem Intézményi Kutatásetikai Bizottsága engedélyével végeztük. A betegek és az 

egészséges személyek írásos tájékoztatót kaptak és beleegyeztek a vizsgálatban való 

részvételbe.  

Vérvétel és a vérminták feldolgozása 

A vérvétel 12 óra éhezést követően, a hemodializált betegek esetében közvetlenül 

dialízis előtt történt. Az elemanalízisre szánt vérhez speciális vérvételi csövet (Vacutainer 

Trace Element tubes; Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA) 

használtunk, majd a szérumot centrifugálással szeparáltuk (2000 g, 10 perc, 4°C) és -70°C-on 

tároltuk a nyomelemek meghatározásáig. A homocisztein mérése közvetlenül a vérvétel után 

megtörtént etilén-diamin-tetraecetsavval (EDTA) alvadásgátolt vérből nyert plazmából (2000 
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g, 10 perc, 4°C), míg egyéb paraméterek meghatározáshoz -70°C-on tárolt plazma illetve 

szérum mintákat használtunk. 

A laborparaméterek és a nyomelemek meghatározása 

Az összfehérjét Biuret próbával (Hatcher és Anderson, 1969), az albumin mennyiségét 

brómkrezol-zöld használatával, kolorimetriás módszerrel (Doumas és mtsai, 1971), a C 

reaktív fehérje (CRP) szintjét immunturbidimetriás módszerrel (Sánchez és mtsai, 2002), a 

vas koncentrációt ferrozine használatával, kolorimetriás módszerrel (Yee és Zin, 1971), a 

ferritin szintjét elektrokemilumineszcens immunoassay módszerrel (Blackburn és mtsai, 

1991), a transzferrin szaturációt az immunturbidimetriás módszerrel meghatározott 

transzferrin és a mért vas koncentráció értékekből számítással [(vas/25,1*transzferrin)*100] 

(Yamanishi és mtsai, 2003) Cobas automata analizátor (Roche Ltd, Mannheim, Németország) 

segítségével; a hemoglobin koncentrációt SLS-hemoglobin módszerrel (Oshiro és mtsai, 

1982) Sysmex XE 2100D automata (Sysmex America Inc, Mundelein, IL, USA) segítségével; 

a B12-vitamin szintjét mikropartikuláris enzim immunoassay módszerrel és a folsav szint 

mérését ionbefogás módszerrel (Steijns és mtsai, 1996) Abbott IMX analizátor (Abbott 

Laboratories Inc, Abbott Park, IL, USA) segítségével a Debreceni Egyetem Laboratóriumi 

Medicina Intézetben végezték. A szérum interleukin-6 (IL-6) koncentrációját ELISA 

technikával (Human IL-6 Quantikine ELISA Kit, R&D Systems Inc, Minneapolis, MN, USA) 

határoztuk meg (Anderson és mtsai, 1991). A plazma össz-homocisztein koncentrációját nagy 

nyomású folyadék kromatográfiás (HPLC) kit (BioRad Laboratories GmbH, München, 

Németország) segítségével határoztuk meg (Mourvaki és mtsai, 2005). 

A nyomelem meghatározások a Debreceni Egyetem Természettudományi Karának 

Szervetlen és Analítikai Kémia Tanszékén, valamint Mezőgazdasági-, Élelmiszertudományi 

és Környezetgazdálkodási Karának Élelmiszertudományi, Minőségbiztosítási és 
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Mikrobiológiai Intézetében történtek. A kobalt, a réz és a nikkel koncentrációjának 

meghatározáshoz a minták feltárása savas közegben (0,5 ml szérumhoz 1 ml salétromsav, 0,5 

ml hidrogén-peroxid, és 0,2 ml hidrogén-fluorid adásával) zártrendszerű teflonbombás 

mikrohullámú roncsoló készülékben (CEM MARS-5, CEM Microwave Technology Ltd, 

Buckingham, UK) történt. Az emésztés az alábbi paraméterek mellett zajlott: (1) 150 W 10 

percig, (2) 0 W 2 percig, és (3) 300 W 10 percig. A savas mintaoldatot nagy tisztaságú vízzel 

hígítottuk 10 cm
3
 térfogatra. A belső standard ródium volt 10 μg/l végkoncentrációban. A 

nyomelem meghatározások ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, 

induktív csatolású plazma tömegspektrometria) módszerrel ELAN 6000 készülékkel (Perkin 

Elmer SCIEX, Concord, Kanada), és Thermo Scientific XSeries 2 (Thermo Fisher Scientific 

Inc, Waltham, MA, USA) készülékkel történtek (Dombovari és mtsai, 2001). 

4.2. In vitro vizsgálatok 

A vizsgálatokhoz használt anyagok, amennyiben nem jelöltünk meg másik gyártót, 

Sigma gyártmányúak (Sigma Aldrich, St. Luis, MO, USA) voltak. 

4.2.1. Perifériás mononukleáris sejtek szeparálása és kezelése 

A perifériás mononukleáris sejteket egészséges egyének heparinnal alvadásgátolt 

véréből sűrűséggrádiens centrifugálással nyertük Boyum (1968) módszere szerint. A 

fiziológiás sóoldattal duplájára hígitott vért Histopaque 1077 oldatra rétegeztük 2:1 arányban 

(v/v). Centrifugálás (400 g, 30 perc, szobahőmérséklet) után a Histopaque 1077 oldat és a 

plazmaréteg határán elhelyezkedő perifériás mononukleáris sejteket leszívtuk és RPMI 1640 

tápfolyadékban történő többszöri mosás után hemocitométerben megszámoltuk. A 

sejtszuszpenzió sűrűségét az adott módszerhez szükségesnek megfelelően RPMI tápfolyadék 

hozzáadásával állítottuk be. 
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A sejteket 1x10
6
 sejt/ml sűrűségben 24 lyukú sejttenyésztő plate-be helyeztük RPMI 

tápfolyadékban. Egyes vizsgálatokban metionin- és cisztinmentes RPMI tápfolyadékot 

használtunk. A tápfolyadékhoz adtuk megfelelő koncentrációban a nikkel-kloridot, a kobalt-

kloridot és a réz-szulfátot, illetve egyes vizsgálatokban L-metionint, L-ciszteint, L-

homociszteint és redukált glutationt. A nikkel-klorid, kobalt-klorid és réz-szulfát törzsoldat 

steril desztillált vízben, míg az aminosavak és a glutation törzsoldatai RPMI tápfolyadékban 

készültek. Minden anyag hígítása tápfolyadékkal történt. A sejteket 24, 48 vagy 72 óráig 

inkubáltuk termosztátban (37°C, 5 % CO2 + 95 % levegő, 80 % páratartalom). 

A sejtek stimulációjához 10 % hőinaktivált borjúszérumot (FBS) tartalmazó RPMI 

tápfolyadékban 10 µg/ml Concanavalin A (ConA) vagy 5 µg/ml Phytohemagglutinin (PHA) 

növényi lektineket használtunk (Sofuni és Yoshida, 1992). 

4.2.2. Az életképesség vizsgálata tiazolkékfestéssel (MTT-teszt) 

A sejtkultúrákat a korábban leírt módon összeállítottuk, és a tenyésztés utolsó 4 órájára 

RPMI-ben oldott 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolium bromidot (MTT) 0,5 mg/ml 

végkoncentrációban adtunk a sejtekhez (Carmichael és mtsai, 1987). Az inkubáció végén 

eltávolítottuk a felülúszókat, és a sejtekben formazánná oxidálódott festéket 20 % (v/v) Triton 

X100 tartalmú sósavas (0,1 N) izopropil-alkoholban oldottuk fel. Ezt követően a minták 

abszorbanciáját mértük 550 nm hullámhosszon spektrofotométerrel (HP 8453, Agilent 

Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn, Németország). Az eredményeket három 

független mérésből (átlag±szórás) származó abszorbancia/10
5
 db sejt értékben adtuk meg. 

Minden esetben három-három párhuzamos meghatározás történt.  
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4.2.3. IL-2, TRAIL és Fas ligand meghatározás 

Az interleukin-2 (IL-2) a T limfociták legfontosabb autokrin növekedési és 

differenciálódási faktora, melynek szekréciója az aktiváció-indukált apoptózishoz is 

elengedhetetlen. A tumor nekrózis faktorhoz hasonló apoptózist indukáló ligand (TRAIL) és a 

Fas ligand (FasL) az apoptózis indukálásában játszanak szerepet. A perifériás mononukleáris 

sejtek által termelt IL-2, TRAIL és FasL mennyiségét R&D gyártmányú Quantikine ELISA 

kitekkel (R&D Systems Inc, Minneapolis, MN, USA) határoztuk meg a felülúszókból (Zhang 

és mtsai, 2007; Chamoux és mtsai, 2008), a gyártó leírása szerint. Az eredményeket három 

független mérésből (átlag±szórás) pg/ml értékben adtuk meg. Minden esetben három-három 

párhuzamos meghatározás történt. 

4.2.4. L-homocisztein előállítása 

Az L-homociszteint az L-homocisztein-tiolakton lúgos hidrolízisével állítottuk elő 

(Drummond és mtsai, 1995; Jarrett és mtsai, 1997). 50 mg L-homocisztein-tiolaktont 1,7 ml 

desztillált vízben feloldottunk, hozzáadtunk 0,83 ml 0,8 mol/l NaOH oldatot és 5 percig 

nitrogénárammal átbuborékoltattuk. Ezt követően 45°C hőmérsékleten inkubáltuk 6 percig, 

majd 5 mol/l koncentrációjú ecetsavval az oldat pH értékét 5-re állítottuk, végül 3,3 ml 

végtérfogatra hígítottuk nitrogénárammal átbuborékoltatott desztillált vízzel. Az így kapott 

90-100 mmol/l koncentrációjú L-homocisztein oldatot -70°C-on tároltuk. 

4.2.5. Homocisztein és glutation meghatározás 

Az intracelluláris (feltárt sejtek) és extracelluláris (a sejtek felülúszója) homocisztein 

és glutation tartalmat Ubbink által leírt módon határoztuk meg (Ubbink és mtsai, 1991). A 

sejtfeltáráshoz a desztillált vízben felvett sejteket többszöri fagyasztással (-20°C) és 

felolvasztással roncsoltuk. A mintákhoz dimetil-formamidban oldott 20 % (v/v) tri-n-butil 
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foszfint adtunk, hogy a szulfhidril-csoportokat felszabadítsuk kötéseikből. 30 perc 4°C-on 

történő inkubálás után 1 mmol/l EDTA tartalmú 20 %-os triklór-ecetsav oldatot adtunk a 

mintákhoz, a fehérjéket centrifugálással (5000 g, 10 perc, 4ºC) eltávolítottuk. Az elegyek pH 

értékét 1,55 mol/l NaOH oldattal állítottuk be semleges közeli értékre. A derivatizáláshoz 4 

mmol/l EDTA-t tartalmazó 0,125 mol/l borát pufferben (pH 9,5) oldott 7-benzo-2-oxa-1,3-

diazole-4-szulfonsavat (SBD-F) adtunk 0,125 mg/ml végkoncentrációban, majd a mintákat 1 

órára 60°C-os vízfürdőbe tettük. Az így előkészített mintákból 20 µl-t nagy nyomású 

folyadékkromatográfba (HPLC) (Hitachi-Merck L 6200A, Merck, Darmstadt, Németország) 

injektáltunk. Az elválasztás C18 fordított fázisú oszlopon (LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 

Merck, Darmstadt, Németország), izokratikus elúcióval történt. A mobilfázis 4 % acetonitril 

(Scharlau Chemie SA, Barcelona, Spanyolország) tartalmú 0,1 mol/l KH2PO4 puffer (pH=2,1 

ortofoszforsavval beállítva) volt. Az áramlási sebesség 1,5 ml/perc volt. Az SBD-tiolok 

fluoreszcens detektálásához (detektor: Hitachi-Merck F-1050, Merck, Darmstadt, 

Németország) a gerjesztési hullámhossz 385 nm, az emissziós hullámhossz 515 nm volt. A 

kalibrációhoz desztillált vízben oldott és a mintákkal azonos módon előkészített L-

homocisztein és glutation oldatokat használtunk. Az eredményeket a sejtek fehérjetartalmára 

vonatkoztatva nmol/mg fehérje egységekben, vagy a kezeletlen kontroll %-ában fejeztük ki. 

4.2.6. S-adenozil-homocisztein (SAH) és S-adenozil-metionin (SAM) 

meghatározás 

A sejtek intracelluláris SAH és SAM koncentrációjának meghatározását Wise 

módszere alapján végeztük (Wise és mtsai, 1997). A sejteket 0,1 mol/l Na-acetát oldattal 

(pH=6) lizáltuk, majd perklórsavval (5 % végkoncentrációjú) kicsaptuk a fehérjéket, és 

centrifugáltuk (5000 g, 10 perc, 4ºC). A felülúszókat a lipidek dietil-éterrel történő 

eltávolítását követően HPLC-be injektáltuk (20 µl). Az elválasztás C18 fordított fázisú 
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oszlopon (Nucleosil C18, 5 µm, 250 mm x 4,6 mm, Sigma Aldrich, St. Luis, MO, USA) 

történt izokratikus elúcióval. A mobilfázis 50 mmol/l NaH2PO4 puffer, amely 10 mmol/l 

heptánszulfonsavat tartalmazott (pH=4.4, ortofoszforsavval beállítva) és metanol (Merck, 

Darmstadt, Németország) 8:2 (v/v) elegye volt. Az áramlási sebesség 0,9 ml/perc volt. A 

detektálás 254 nm-en történt UV detektorral (Merck-Hitachi L-4250, Merck, Darmstadt, 

Németország). A kalibrációhoz 1 mmol/l sósavban oldott SAH és SAM törzsoldatból 0,1 

mol/l Na-acetátban (pH=6) készített oldatokat használtunk 5 % perklórsavtartalommal. Az 

eredményeket fehérjetartalomra vonatkoztatva µmol/mg fehérje egységekben, vagy a 

kezeletlen kontroll %-ában fejeztük ki. 

4.2.7. Enzim aktivitások meghatározása 

Metionin szintáz 

A metionin szintáz aktivitásának meghatározását Drummond és mtsai (1995) illetve 

Jarrett és mtsai (1997) által kifejlesztett módszerrel végeztük. Az enzim aktivitását frissen 

izolált és inkubált sejtek lizátumában határoztuk meg. Az inkubálás a korábban leírt 

körülmények között történt. A sejteket sejthomogenizátor segítségével tártuk fel 2,5 mmol/l 

1,4-ditiotreitol (DTT) tartalmú foszfát pufferben (pH=7,2), majd felhasználásig 4°C-on 

tartottuk. A reakcióelegy a következőket tartalmazta foszfát pufferben (pH=7,2): 100 μl 

sejthomogenizátum, 25 mmol/l DTT, 19 µmol/l SAM, 500 µmol/l L-homocisztein, 50 µmol/l 

hidroxokobalamin, és a mérések egy részében meghatározott koncentrációban nyomelem 

oldatok. 5 perc 37°C-on történő elő-inkubálás után 210 µmol/l végkoncentrációban metil-

tetrahidrofolátot adtunk a reakcióelegyhez, és tovább inkubáltuk 30 percig 37°C-on. A 

reakciót 5 N sósav/60 % hangyasav eleggyel állítottuk le, majd 10 percig 80°C-on tartottuk, 

így az enzimreakció során keletkezett tetrahidrofolát 5,10-metenil-tetrahidrofoláttá alakul, 

melynek koncentrációját 350 nm hullámhosszon (extinkciós koefficiens: 26 500 M
-1

 cm
-1

)
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mértük spektrofotométerrel (HP 8453, Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn, 

Németország). Az eredményeket az egységnyi fehérjetartalomra eső enzimaktivitás (mU/mg 

fehérje) egységben fejeztük ki (1 U enzim 1 µmol produktum képződését katalizálja 1 perc 

alatt).  

Cisztationin-β-szintáz 

A cisztationin-β-szintáz aktivitásának mérését Hamelet és mtsai (2007), valamint Zou 

és mtsai (2003) által leírt módszerek alapján végeztük a sejtlizátumokban. A frissen izolált 

vagy tenyésztett sejteket 0,01 mol/l foszfát pufferben (pH=7.4) lizáltuk, és homogenizáltuk, 

majd centrifugáltuk (5000 g, 10 perc, 4°C). A felülúszókat a mérésig jégben tartottunk. 100 µl 

felülúszót a cisztationin továbbalakulását gátló D,L-propargil-glicinnel (250 µmol/l), és a 

cisztationin-β-szintáz kofaktorával, piridoxál-foszfáttal (40 µmol/l) inkubáltuk 15 percig 

37°C-on. Ezt követően adtuk hozzá a szubsztrátokat (L-szerin és L-homocisztein) 10 mmol/l 

végkoncentrációban. 30 percig inkubáltuk a mintákat 37°C-on, majd mértük a szabad 

szulfhidril-csoportok fogyását 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoesav (DTNB) segítségével 412 nm-

en spektrofotométerrel (HP 8453, Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn, 

Németország). A DTNB munkaoldatot (Ellman’s reagens) 50 mmol/l Na-acetát oldatban 

készült 5 mmol/l DTNB törzsoldat 100 mmol/l Tris.HCl pufferrel (pH=8.3) történő 

higításával készítettük. Az eredményeket az egységnyi fehérjetartalomra eső enzimaktivitás 

(mU/mg fehérje) adtuk meg (1 U enzim 1 µmol L-homocisztein fogyását katalizálja 1 perc 

alatt).  

4.2.8. Fehérje meghatározás 

A sejtek homocisztein, glutation, SAH és SAM tartalmát, valamint a sejtekben lévő 

enzimek aktivitását fehérjetartalomra vonatkoztatva adtuk meg. A fehérje meghatározás a 
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mintákban a Lowry és mtsai (1951) által leírt módon történt. A fehérjéket 0,3 mol/l NaOH 

oldatban szolubilizáltuk, majd KNa-tartarát és réz-szulfát tartalmú lúgos közegben inkubáltuk 

10 percig szobahőmérsékleten. A fehérjetartalommal arányos színreakció kialakulásához 

Folin-Ciocalteu reagenst adtunk az elegyekhez, és 30 perc elteltével mértük az abszorbanciát 

546 nm-en spektrofotométerrel (HP 8453, Agilent Technologies Deutschland GmbH, 

Waldbronn, Németország). Ismert koncentrációjú borjú szérum albumint használtunk 

standardként. 

4.2.9. A metilcsoport beépülésének mérése 

Izotóp alkalmazásával 

A sejteket L-[metil-
14

C]-metionin (specifikus aktivitás: 54 mCi/mmol, Sigma Aldrich, 

St. Luis, MO, USA) jelenlétében tenyésztettük, majd meghatároztuk a beépült radioaktivitást 

a DNS és lipid frakciókban (Tekitek és mtsai, 1975). Az egyes frakciók elválasztása előtt a 

sejteket foszfát pufferben mostuk és vettük fel. A DNS kinyerését DNS izoláló kit 

(GenElute™ Blood Genomic DNA Kit, Sigma Aldrich, St. Luis, MO, USA) segítségével 

végeztük. A lipideket kloroform  és metanol (Merck, Darmstadt, Németország) 2:1 (v/v) 

arányú keverékével extraháltuk, majd a szerves fázist 1 mol/l NaCl oldattal mostuk, végül a 

mintákat nitrogénáram alatt bepároltuk. Az így kapott mintákból a Nukleáris Medicina Intézet 

In Vitro Laboratóriumában mérték a radioaktivitás mértékét Packard Tri-Carb 2200CA 

(Packard Instrument International SA, Zürich, Svájc) típusú folyadékszcintilációs 

spektrométerrel. Az eredményeket bomlás/perc (disintegrations per minute – dpm) egységben 

fejeztük ki. 
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DNS metiláltság meghatározása 

A DNS metiláltsági fokának meghatározásához a sejtekből a DNS-t GenElute™ Blood 

Genomic DNA Kit (Sigma Aldrich, St. Luis, MO, USA) segítségével izoláltuk. Az így kapott 

DNS oldatok koncentrációját 260 nm hullámhosszon és tisztaságát 280 nm hullámhosszon 

ellenőriztük spektrofotométerrel (HP 8453, Agilent Technologies Deutschland GmbH, 

Waldbronn, Németország). A mintákat megfelelő hígítás után Imprint® Methylated DNA 

Quantification Kit (Sigma Aldrich, St. Luis, MO, USA) segítségével dolgoztuk fel a gyártó 

utasításai szerint. Az eredményeket a kontrollként használt teljesen metilált DNS-hez 

viszonyítva százalékban adtuk meg (Liu és mtsai, 2008). A meghatározást négy alkalommal 

végeztük el. Minden alkalommal három-három párhuzamos mérés történt. 

4.2.10. Intracelluláris reaktív oxigén eredetű gyökök termelődésének 

vizsgálata 

A nikkel által indukált ROI termelés méréséhez fluoreszcens technikát használtunk 

(Lee és mtsai, 2004). A sejteket 96 lyukú plate-ben (10
5
 sejt/200 µl) inkubáltuk HBSS 

pufferben 1 µmol/l koncentrációjú 2’,7’-dichlorofluorescin diacetát jelenlétében 20 percig 

37°C-on. A 2’,7’-dichlorofluorescin diacetát bejut a sejtekbe és nem-fluoreszcens 2’,7’-

dichlorofluorescinné hidrolizál. A sejteket ezt követően centrifugáltuk (400 g, 5 perc 

szobahőmérsékleten), és a felülúszót leszívtuk. A sejteket HBSS pufferben szuszpendáltuk, 

majd a reakciót különböző koncentrációjú nikkel oldat (végkoncentráció: 0-25 µg/l) 

hozzáadásával indítottuk. A keletkező ROI oxidálja a 2’,7’-dichlorofluorescint egy 

fluoreszcens termékké, 2’,7’-dichlorofluoresceinné. A fluoreszcencia intenzitásának 

változását Beckman Coulter DTX 880 készülék (Beckman Coulter Inc. Brea, CA, USA) 

segítségével követtük. A gerjesztési hullámhossz 485 nm, az emissziós hullámhossz 530 nm 
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volt. A meghatározást három alkalommal végeztük el, minden esetben három párhuzamos 

mérés történt. 

4.2.11. A cisztationin-β-szintáz expresszió vizsgálata 

mRNS expresszió meghatározása kvantitatív polimeráz láncreakció (qPCR) 

technikával 

A perifériás mononukleáris sejtekből RNS-t izoláltunk QIAamp RNA Blood Mini kit 

(QIAGEN GmbH, Hilden, Németország) felhasználásával a gyártó leírása szerint. Az RNS 

koncentrációját és tisztaságát Nanodrop 2000 spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific Inc. 

Waltham, MA, USA) használatával mértük. SuperScript III Reverse Transcriptase 

(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA) segítségével állítottuk elő a 

cDNS-t. A PCR-t iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 

felhasználásával (primerek: CBS forward: 5’-AGG ATA AAG CCA AGG AG-3’, reverse: 5’-

TGT TGA TTC TGA CCA TAG GG-3’) iCycler iQ Real Time PCR System (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, USA) készülékkel végeztük. Az eredményeket a gliceraldehid-3-

foszfát dehidrogenáz (GAPDH) mRNS mennyiségére vonatkoztatva adtuk meg (Kim és 

mtsai, 2009) átlag ± szórás formában tíz független mérésből. 

Fehérje expresszió meghatározása Western blot technikával 

A vizsgálatainkhoz pozitív kontrollként a HepG2 sejtek 10 % hőinaktivált FBS 

tartalmú DMEM tápfolyadékban tartott konfluens tenyészeteit használtuk. A HepG2 sejtek 

feltárása tripszinnel történő kezelést követően történt, a perifériás mononukleáris sejtek 

feltárása közvetlenül izolálás után vagy 24, illetve 72 órás inkubálás (PHA-val vagy anélkül) 

után történt 0,1 % TritonX 100 tartalmú 0,1 mol/l foszfát pufferben proteáz inhibitorok (2 
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mmol/l AEBSF, 1 mmol/l EDTA, 130 µmol/l bestain, 14 µmol/l E64, 0.3 µmol/l aprotinin, 1 

µmol/l leupeptin) jelenlétében (Sigmafast
TM

 Protease Inhibitor Tablets, Sigma Aldrich, St. 

Luis, MO, USA). A sejt lizátumot (25 µg fehérjét tartalmazó mennyiséget) 5 perc alatt 100°C-

on Laemmli pufferben denaturáltuk. A fehérjék elválasztása SDS-poliakrilamid 

gélelektroforézissel történt (12,5 %), majd a fehérjéket nitrocellulóz membránra vittük át 

(Amersham
TM

 Hybond
TM

-ECL, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). A membránt 6 % 

nem-zsíros száraz tejport és 0,1 % Tween-20-t tartalmazó TBS pufferben inkubáltuk 1 óráig. 

Ezt követően 1 % nem-zsíros száraz tejpor tartalmú TBS-Tween 20 pufferben oldott 

poliklonális nyúl anti-CBS antitest (AV45746; 1,25 µg/ml; Sigma Aldrich, St. Luis, MO, 

USA) jelenlétében inkubáltuk 16 órán át. A membránt ezután 1:15000 arányban hígított 

peroxidázzal kapcsolt szamár anti-nyúl IgG-vel (Amersham
TM

ECL
TM

 NA934, GE Healthcare, 

Buckinghamshire, UK) inkubáltuk. Az antigén-antitest komplexeket torma peroxidáz 

kemilumineszcens rendszerrel (Amersham
TM

ECL
TM

 Western blotting detection reagents, GE 

Healthcare, Buckinghamshire, UK) vizualizáltuk, a membránra Amersham Hyperfilm
TM

 ECL 

röntgen-filmet (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) helyeztünk 10 percig. Tisztítás után a 

membránon a GAPDH fehérjét is detektáltuk. Az eredményeket denzitométer (AlphaDigiDoc 

RT, Alpha Innotech, Kasendorf, Németország) segítségével értékeltük ki. 

4.3. Statisztikai elemzés 

Az eredmények statisztikai értékeléséhez STATISTICA 7 (Statsoft, Inc. Tulsa, OK, 

USA) programot használtunk. Adataink eloszlását Kolmogorov-Smirnov teszt alkalmazásával 

elemeztük. A folytonos változók közötti összefüggéseket korrelációs analízissel vizsgáltuk. A 

paraméterek csoportok közötti összevetésére a Student’s t próba vagy a Mann-Whitney U 

teszt szolgált. Az in vitro vizsgálatok eredményeinek kiértékeléséhez varianciaanalízist 
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(ANOVA) Newman-Keuls post hoc teszttel és párosított t próbát használtunk. A p < 0,05 

értéket tekintettük statisztikailag szignifikánsnak. 

5. Eredmények 

5.1. A szérum nyomelem szintek, a plazma homocisztein szintek, a 

vasanyagcsere, a tápláltság és a gyulladás paramétereinek vizsgálata 

A vizsgálatban résztvevők demográfiai adatait és laboratóriumi paramétereit az 1. 

táblázatban foglaltuk össze. Az egészségesek szignifikánsan fiatalabbak voltak, mint a 

hemodializált betegek és magasabb volt a nők aránya közöttük. Az összfehérje, az albumin, a 

vas és a hemoglobin szintek szignifikánsan alacsonyabbak, míg a CRP, az IL-6, a ferritin, az 

össz-homocisztein, a nikkel, a kobalt és a réz koncentrációk szignifikánsan magasabbak 

voltak hemodializált betegekben, mint az egészséges csoportban. Ezek a különbségek jelzik az 

alultápláltság, az anaemia, a gyulladás és a nyomelemeltérések előfordulását, illetve rizikóját 

a hemodializált betegek körében. A transzferrin telítettségében és a BMI értékben nem volt 

szignifikáns különbség. A hemodializált betegekben mért magas folsav és B12-vitamin szintek 

annak tulajdoníthatóak, hogy a betegek a vesepótló kezelés megkezdésétől folyamatos 

vitaminpótlásban részesültek, körükben folsav vagy B12-vitamin hiány nem fordult elő. 

 A korrelációs analízis eredményei szerint (2. táblázat) az össz-homocisztein 

szignifikáns negatív kapcsolatot mutat a folsav, a B12-vitamin, a nikkel, illetve a CRP 

értékekkel hemodializált betegek esetében. Egészségesekben az IL-6 pozitív, a folsav pedig 

szignifikáns negatív összefüggést mutat az össz-homociszteinnel. Az össz-homocisztein mind 

hemodializált betegek, mind egészségesek körében szignifikáns pozitív kapcsolatot mutat a 

hemoglobin és a szérum albumin koncentrációval.  
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Paraméterek   Hemodializáltak  Egészségesek  p érték 

Életkor (év)   60,1±12,3   37,2±10,1  0,0001 

Férfi/Nő   65/57    19/31   0,04 

BMI (kg/m
2
)   24,5±4,9   22,4±4,8  n. s.  

Összfehérje (g/l)  69 (66/73)   77 (74/80)  0,0001 

Albumin (g/l)   38 (33/40)   48 (47/50)  0,0001 

Hemoglobin (g/l)  115 (104/125)   135 (128/145)  0,0001 

CRP (mg/l)   4,8 (3,1/14,4)   1,12 (0,61/3,10) 0,002 

IL-6 (ng/ml)   7,69 (4,66/13,46)  2,17 (1,26/3,32) 0,001 

Vas (µmol/l)   10,05 (7,78/13,70)  17,0 (12,9/20,5) 0,0001 

Transzferrin telítettség (%) 23,4 (16,8/30,9)  22,7 (15,5/28,2) n. s. 

Ferritin (µg/l)   400 (286/621)   36,6 (21,2/77,9) 0,0001 

Össz-homocisztein (µmol/l) 20,7 (15,5/24,6)  10,7 (8,9/13,8) 0,0001 

Folsav (µg/l)   45,4 (15,3/45,4)  16,2 (12,6/18,1) 0,0001 

B12-vitamin (ng/l)  480 (306/674)   266 (204/307)  0,0001 

Kobalt (µg/l)   0,30 (0,23/0,50)  0,15 (0,14/0,16) 0,0001 

Nikkel (µg/l)   3,18 (2,53/4,95)  2,11 (0,92/2,16) 0,04 

Réz (µg/l)   1214 (1030/1434)  990 (786/1180) 0,05 

1. táblázat 

A vizsgálatban résztvevő hemodializált vesebetegek és egészségesek demográfiai 

jellemzői és laboratóriumi paraméterei 

Az eredményeket átlag±szórás és medián (alsó/felső kvartilis) formákban tüntettük fel. 

Referencia tartományok: 

összfehérje (60-80 g/l), albumin (35-52 g/l), hemoglobin (nő: 115-150; férfi: 130-165 g/l), 

CRP (nő: <4,6; férfi <5,2 mg/l), vas (nő: 6,6-26; férfi: 10,6-28,3 µmol/l), 

transzferrin telítettség (16-45 %), ferritin (nő: 6,9-283; férfi: 16,4-323 µg/l), 

össz-homocisztein (<12 µmol/l), folsav (2,7-17 µg/l), B12-vitamin (200-900 ng/l) 
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Paraméterek   Hemodializált betegek  Egészségesek 

    r  p érték  r  p érték 

Folsav    -0,302  0,006   -0,457  0,001 

B12-vitamin   -0,347  0,0001   -0,101  n. s.  

Nikkel    -0,289  0,006   -0,183  n. s.  

Hgb    0,329  0,0001   0,330  0,001 

Albumin   0,316  0,0004   0,249  0,03 

CRP    -0,230  0,02   -0,169  n. s. 

IL-6    -0,190  n. s.    0,329  0,001 

Réz    -0,083  n. s.    -0,062  n. s.  

Kobalt    0,048  n. s.    -0,034  n. s.  

Vas    -0,081  n. s.    -0,032  n. s.  

Trfsat    -0,135  n. s.    0,059  n. s.  

Ferritin   -0,179  n. s.    0,200  n. s.  

Összfehérje   0,094  n. s.    0,069  n. s.  

 

2. táblázat 

Az össz-homocisztein szint és a vizsgált laborparaméterek korrelációs analízisének 

eredménye 
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5.2. In vitro vizsgálatok 

5.2.1. A perifériás mononukleáris sejtek homocisztein metabolizmusa 

A nyugvó perifériás mononukleáris sejtek homocisztein metabolizmusának 

vizsgálatához első lépésként a sejteket közvetlenül izolálás után szérummentes, homociszteint 

nem tartalmazó RPMI tápfolyadékban inkubáltuk 48 óráig és követtük az intracelluláris, 

valamint a felülúszóban megjelenő homocisztein mennyiségét. Az intracelluláris homocisztein 

koncentráció egy kezdeti csökkenést követően emelkedett, mellyel párhuzamosan a felülúszó 

homocisztein szintje nőtt, majd 24 óra inkubálás után már nem változtak szignifikánsan (2. 

ábra). 

 

2. ábra 

Nyugvó perifériás mononukleáris sejtek intracelluláris és extracelluláris homocisztein 

szintjének változása az izolálásukat követő 48 órában szérummentes RPMI 

tápfolyadékban 

* szignifikáns eltérés a kiindulási intracelluláris értéktől; p < 0,01 

# szignifikáns eltérés a kiindulási extracelluláris értéktől; p < 0,001 

nem különböztek szignifikánsan az intracelluláris szint esetén a 0-1-4 órás és a 24-48 órás, míg extracelluláris 

szint esetén a 2-4 és 24-48 órás értékek, minden más esetben p < 0,01 
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Ez a megfigyelés igazolja, hogy a nyugvó sejtek homociszteint termelnek. 48 óra alatt nem 

változott szignifikánsan a sejtszám, az összfehérje és az intracelluláris glutation koncentráció. 

 A metioninból történő de novo homocisztein szintézisét közvetett módon igazolja, 

hogy a radioaktívan jelölt 
14

C-metilcsoportot tartalmazó metionint a sejtek aktívan használják, 

így az megjelent a DNS-ben és a lipidekben (3. ábra) a transzmetilázok működése nyomán.  

 

3. ábra 

A radioaktívan jelölt metilcsoport beépülése nyugvó perifériás mononukleáris sejtek 

DNS-ébe és lipidjeibe az izolálásukat követő 24 és 48 órában szérummentes RPMI 

tápfolyadékban 

 

Az RPMI tápfolyadék 100 µmol/l koncentrációban tartalmaz L-metionint, melynek 

további emelése 400 µmol/l koncentrációig kismértékű szignifikáns (p < 0,05) emelkedést 

eredményezett a sejtek intracelluláris homocisztein szintjében 24 óra inkubálást követően, de 

a további metionin kiegészítés (1 mmol/l-ig) már nem járt ilyen hatással. A metionin 
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kiegészítés a tápfolyadékban megjelenő homocisztein mennyiségét nem emelte szignifikánsan 

(4. ábra).  

 

4. ábra 

Nyugvó perifériás mononukleáris sejtek intracelluláris és extracelluláris homocisztein 

szintjének változása szérummentes RPMI tápfolyadékban 24 óra alatt a tápfolyadék 

metionin koncentrációjának emelése mellett a kontroll (100 µmol/l metionin) %-ában 

 

Metioninmentes RPMI tápfolyadékban 24 óra inkubálás után a sejtek nem tartalmaztak 

mérhető mennyiségű homociszteint. Ciszteinmentes, de metionint tartalmazó RPMI 

tápfolyadékban 24 óra inkubálást követően a sejtek intracelluláris homocisztein tartalma 

szignifikánsan alacsonyabb volt a kontrollhoz viszonyítva. A kontroll RPMI tápfolyadék L-

homociszteinnel (100 µmol/l) történő kiegészítése szignifikánsan csökkentette, míg redukált 

glutationnal történő kiegészítése (100 µmol/l) szignifikánsan emelte a sejtek intracelluláris 

homocisztein szintjét (5. ábra). Ezek a megfigyelések közvetett bizonyítékai lehetnek a 

nyugvó sejtekben működő homocisztein remetilációnak és transzszulfurációnak. 
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5. ábra 

Nyugvó perifériás mononukleáris sejtek intracelluláris homocisztein szintjének 

alakulása a szérummentes RPMI-ben inkubált kontroll %-ában metionin megvonás 

(Met -), cisztein megvonás (Cys -), valamint 100 µmol/l L-homocisztein (Hcy+) és 100 

µmol/l redukált glutation (GSH +) hozzáadás hatására 24 óra alatt 

* szignifikáns eltérés a kontrolltól; p < 0,05 

** szignifikáns eltérés a kontrolltól; p < 0,001 

 

 

A homocisztein remetilációját végző metionin szintáz aktivitása nem változott 

szignifikánsan sem az inkubáció ideje alatt (a sejtek izolálásától a 48 óra inkubálás végéig), 

sem stimuláció hatására, viszont 24 óra metionin megvonás hatására feltételezhetően a 

metionin regeneráció megnövekedett igényének megfelelően kismértékű, szignifikáns 

emelkedést figyeltünk meg (6. ábra). 
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6. ábra 

Nyugvó perifériás mononukleáris sejtek metionin szintáz aktivitása közvetlenül izolálás 

után, 24 óra szérummentes normál vagy metionin-mentes (Met -) RPMI tápfolyadékban, 

valamint 48 óra szérummentes RPMI tápfolyadékban és PHA-val történő stimulációt 

követően 

 

Nyugvó perifériás mononukleáris sejtekben a transzszulfurációs út első lépését 

katalizáló CBS enzimnek a kifejeződését és működését korábban még nem igazolták. Tíz 

egészséges önkéntestől származó nyugvó perifériás mononukleáris sejtek felhasználásával 

qPCR technikával igazoltuk a CBS mRNS expresszióját (CBS/GAPDH mRNS arány: 0,964 ± 

0,28). A továbbiakban Western blot segítségével igazoltuk, hogy a nyugvó és stimulált 

perifériás mononukleáris sejtekben a 63 kDa méretű CBS fehérje is jelen van. Pozitív 

kontrollként a humán májkarcinóma eredetű HepG2 sejteket használtuk (7. ábra), ebben a 

sejtvonalban igazoltan expresszálódik a CBS enzim (Zou és Banerjee, 2003).  
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7. ábra 

A CBS fehérje azonosítása Western blottal, frissen izolált, 72 óráig szérummentes RPMI 

tápfolyadékban inkubált vagy PHA-val stimulált perifériás mononukleáris sejtekben, 

pozitív kontrollként HepG2 sejteket használtunk 

 

A HepG2 esetén a kisebb mérettartományban (~50 kDa) megjelenő sáv feltételezésünk szerint 

megegyezhet az oxidatív stressz általi célzott proteolízis következtében megjelenő C-

terminális szakasz nélküli CBS enzimmel (Zou és Banerjee, 2003). 

A CBS enzimatikus aktivitását is mértük, ami egészséges önkéntesektől (8 fő) 

származó perifériás mononukleáris sejtekben pozitívan korrelál a CBS fehérje GAPDH 

fehérjéhez viszonyított mennyiségével (r=0,526; p=0,001) (8. ábra). A CBS fehérje 

mennyisége és mért aktivitása nyugvó sejtekben növekszik az izolálástól eltelt idővel és 

stimuláció hatására (9. ábra).  
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8. ábra 

A CBS fehérje azonosítása és azzal párhuzamosan aktivitásának meghatározása 

egészséges önkéntesek (1-8) véréből izolált perifériás mononukleáris sejtekből 

a – denzitometriás kiértékelés 

b – a Western blot eredménye 

c – közvetlenül izolálást követően a CBS enzim aktivitása 
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9. ábra 

Az izolálástól eltelt idő (0, 24, 72 óra) és a PHA-val történő stimuláció hatásának 

vizsgálata a CBS enzim fehérje mennyiségére és aktivitására 

a – denzitometriás kiértékelés 

b – a Western blot eredménye 

c – a feltárt sejtek CBS aktivitása 

 



42 

 

 

A CBS allosztérikus aktivátora a SAM, melyet az enzimaktivitás mérésekor a 

reakcióelegyhez adva, a CBS aktivitás szignifikáns fokozódását tapasztaltuk (10. ábra). 

 

10. ábra 

Az izolálás után közvetlenül feltárt perifériás mononukleáris sejtek CBS aktivitásának 

változása 400 µmol/l koncentrációjú SAM hatására 

 

 

5.2.2. A nyomelemek hatása a perifériás mononukleáris sejtek homocisztein 

metabolizmusára 

A vizsgált nyomelemek hatását (kobalt, réz, nikkel) a hemodializált betegek, illetve 

egészségesek szérumában általunk mért koncentrációtartományban vizsgáltuk a perifériás 

mononukleáris sejtek homocisztein metabolizmusára. A kobalt (0,1-0,5 µg/l) nem 

befolyásolta a sejtek intracelluláris homocisztein és glutation koncentrációját, sem a metionin 

szintáz és a CBS aktivitását. A réz (0,5-1,5 mg/l) szignifikánsan emelte a sejtek intracelluláris 

homocisztein és SAH szintjét, és csökkentette az intracelluláris glutation koncentrációt, 

melynek hátterében a réz SAH hidroláz és CBS aktivitás gátló hatása állhat (Li és mtsai, 
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2007; Bar-Or és mtsai, 2005). A réz nem befolyásolta a metionin szintáz aktivitását. A réz 

CBS aktivitásra gyakorolt hatását technikai okok miatt nem tudtuk vizsgálni, mivel a réz 

hozzáadásával a reakcióelegyben lévő szabad L-homocisztein és a DTNB között nem 

játszódott le a színreakció, ami a rézionok szabad szulfhidril csoportokkal történő reakciójával 

magyarázható (Smith és mtsai, 1994). A továbbiakban bővebben a nikkel alkalmazásával 

végzett vizsgálatok eredményeit ismertetem. 

A nikkel hatása humán perifériás mononukleáris sejtek intracelluláris 

homocisztein, glutation, SAH és SAM szintjére 

A nyugvó perifériás mononukleáris sejtek intracelluláris homocisztein, glutation, SAM 

és SAH koncentrációit mértük a tápfolyadékhoz adott különböző koncentrációjú nikkel 

jelenlétében. A nikkel koncentrációfüggő módon szignifikánsan csökkentette a homocisztein, 

glutation és a SAH intracelluláris mennyiségét 24 óra inkubálás során (11. ábra), miközben a 

SAM intracelluláris koncentrációja, valamint a felülúszóban mérhető homocisztein és 

glutation mennyisége nem változott szignifikánsan. 

A nikkel ismert oxidatív stressz generáló és glutation depletáló hatása alapján 

megismételtük a vizsgálatot 100 µmol/l redukált glutation tápfolyadékhoz adásával. A 

glutation szupplementáció kivédte a nikkel hatását (12. ábra).  
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11. ábra 

A nikkel koncentráció-függő (1-10 µg/l) hatása nyugvó perifériás mononukleáris 

sejtek intracelluláris homocisztein (Hcy), glutation (GSH), SAH és SAM szintjeire, 24 

óra inkubálás alatt szérummentes RPMI tápfolyadékban; * p<0,01 
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12. ábra 

A nikkel (10 µg/l) hatása nyugvó perifériás mononukleáris sejtek intracelluláris 

homocisztein (Hcy), glutation (GSH), SAH és SAM szintjeire, 24 óra inkubálás alatt 

szérummentes RPMI tápfolyadékban kiegészítés nélkül (-), és glutationnal kiegészítve 

(GSH +); * p<0,01 a kezeletlen kontrollhoz képest 

 

 

A nikkel citotoxicitásának vizsgálata  

Megállapítottuk, hogy a nikkel az általunk használt kis koncentrációtartományban (5-

25 µg/l), nem befolyásolja sem a nyugvó, sem a stimulált perifériás mononukleáris sejtek 

életképességét (MTT-teszt), az IL-2 termelését, nem befolyásolja a TRAIL és FasL 

kiáramlást. Az eredményeket a 13. ábrán mutatjuk be. 
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13. ábra 

A nikkel (5-25 µg/l) hatása perifériás mononukleáris sejtek életképességére (a), IL-2 

termelésére (b), TRAIL (c), és FasL termelésére (d) 
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A nikkel koncentráció függő módon intracelluláris ROI termelést indukál nyugvó perifériás 

mononukleáris sejtekben (14. ábra). 

 

 

 

 

14. ábra 

A nikkel koncentráció-függő intracelluláris ROI generáló hatása nyugvó perifériás 

mononukleáris sejtekben 
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A SAM/SAH arány növekedése ellenére a nikkel nem befolyásolta nyugvó perifériás 

mononukleáris sejtek DNS-ének metiláltsági fokát (15. ábra). 

 

15. ábra 

A nikkel (10 µg/l) hatása nyugvó és stimulált perifériás mononukleáris sejtek 

DNS-ének metiláltságára 

 

 

A nikkel hatása a cisztationin-β-szintáz aktivitására 

A homocisztein metabolizmusában a CBS enzim aktivitásának szabályozásában tölt be 

fontos szerepet a ROI mennyisége. Nikkel jelenlétében 24 és 72 óráig inkubált, majd feltárt 

nyugvó, valamint PHA kezeléssel stimulált perifériás mononukleáris sejtekből mérhető CBS 

aktivitás szignifikánsan magasabb volt. Az ezzel párhuzamosan elvégzett Western blot 

eredménye sem a CBS fehérje mennyiségének növekedését, sem a szabadgyök-mediált célzott 

proteolízis bekövetkezését nem igazolta nikkel hatására (16. ábra).  
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16. ábra 

A nikkel (10 µg/l) hatása a 24 és 72 óráig inkubált nyugvó és stimulált perifériás 

mononukleáris sejtek CBS enzimének mennyiségére és aktivitására 

a – denzitometriás kiértékelés 

b – a Western blot eredménye 

c – a feltárt sejtek CBS aktivitása 
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A CBS aktivitásának meghatározását elvégeztük közvetlenül izolálás után feltárt 

perifériás mononukleáris sejtekből is, és azt tapasztaltuk, hogy a nikkel közvetlenül a 

reakcióelegyhez adva is kifejti aktivitásfokozó hatását, és ez a hatás a SAM általi indukcióval 

összeadódik (17. ábra). 

 

 

17. ábra 

A nikkel (10 µg/l) és a SAM (400 µmol/l) hatásának vizsgálata a CBS aktivitására frissen 

izolált perifériás mononukleáris sejtekben; * p<0,01; ** p<0,001 
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6. Megbeszélés 

 

A hemodializált vesebetegek körében a dialízis technikák fejlődése ellenére is magas a 

kardiovaszkuláris megbetegedések kockázata (Sarnak és mtsai, 2003; Ortiz és mtsai, 2014). 

Jelentős szerepe van ebben az un. nem-tradicionális rizikófaktoroknak pl. a krónikus 

gyulladásnak és a hyperhomocysteinaemiának (Zoccali és mtsai, 2004). A korábban a 

hemodializált betegek tápláltsági állapotának markereként használt szérum albuminszintet 

újabban az általános egészségi állapot jelzőjeként is említik, csökkenésében többek között a 

krónikus gyulladásnak, a fertőzéseknek, a perifériás érbetegségeknek, az urémiának és az 

acidosisnak van szerepe (Friedman és Fadem, 2010). A szérum albumin és összfehérje szint 

csökkenése hemodializáltakban az alultápláltság és a gyulladás tüneteinek részeként rosszabb 

prognózist jelent. Az általunk vizsgált hemodializált betegekre is jellemző volt a magas össz-

homocisztein szint (a magas folsav és B12-vitamin szintek ellenére) és a gyulladást jelző 

emelkedett szérum CRP és IL-6 koncentráció, valamint a csökkent szérum albumin és 

összfehérje szint. A jelentősen megemelkedett ferritin szint a gyulladás és a funkcionális 

vashiány markere, a csökkent hemoglobin és vaskoncentráció az anaemia jelzője. 

A hemodializált betegekben nagyobb arányban találták egyes nyomelemek hiányát 

(cink, szelén), illetve felhalmozódását (arzén, ólom), ami függ a táplálkozástól, az adott elem 

dialízisének hatékonyságától, a dialízishez használt vízforrástól, és jelentős hatást gyakorolhat 

a vesebetegek élettani folyamataira (Tonelli és mtsai, 2009). Az általunk vizsgált elemek, a 

kobalt, a réz és a nikkel szintjének szignifikáns emelkedését találtuk a hemodializált betegek 

szérumában az egészségesekhez képest. Mindhárom elem esetében találhatunk a 

megfigyeléseinket igazoló, vagy annak ellentmondó eredményeket (Tonelli és mtsai, 2009; 

Prodanchuk és mtsai, 2014). A kobalt, a réz és a nikkel felhalmozódás megléte hemodializált 

betegekben egyes általunk nem vizsgált környezeti tényezőktől is függhet. 
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Hemodializált betegekben a szérum folsav és B12-vitamin szintek negatívan korreláltak 

az össz-homocisztein szinttel, ami a vitaminpótlás homocisztein szint csökkentő hatását jelzi, 

ugyanakkor a magas vitaminszintek ellenére is enyhe hyperhomocysteinaemia volt jellemző a 

betegekre. Végstádiumú vesebetegségben az alultápláltság mérsékli a 

hyperhomocysteinaemiát, így az össz-homocisztein szint csökkenése az alultápláltság és a 

gyulladás fokozódásának markere is lehet (Garibotto és mtsai, 2006). Ezt támasztja alá az a 

megfigyelésünk, hogy a vizsgált betegekben a CRP negatívan, a hemoglobin és az albumin 

szintek pozitívan korreláltak az össz-homocisztein szinttel. Holven és munkatársai (2006) 

emelkedett IL-6 szinteket találtak kardiovaszkuláris betegségben, vagy 

hypercholesterinaemiában nem szenvedő, de emelkedett homocisztein szinttel rendelkezők 

csoportjában. A vizsgált egészséges populációban a homocisztein szint az IL-6 

koncentrációval pozitívan korrelált. Ez alapján feltételezhető, hogy a homociszteinnek már a 

normál tartományon belüli emelkedése is kedvezőtlen hatású, és befolyásolja a gyulladásos 

folyamatokat. Hemodializált betegekre a kisfokú generalizált gyulladás jellemző, melynek 

kiváltásában és fenntartásában több faktor szerepel pl. a pro-inflammatorikus citokinek 

csökkent eltávolítása, az acidosis, a fertőzések és a fokozott oxidatív stressz (Akchurin és 

Kaskel, 2015). Ez és a már említett összefüggés a tápláltság és az össz-homocisztein szint 

között magyarázhatja, hogy a hemodializált betegek IL-6 és össz-homocisztein szintje között 

összefüggést nem találtunk.  

Állatkísérletekben a hyperhomocysteinaemia nikkel- és kobaltsók etetésével 

mérsékelhetőnek bizonyult (Stangl és mtsai, 2000), rézhiány esetén pedig alacsonyabb 

homocisztein szintet találtak (Uthus és mtsai, 2007). Az össz-homocisztein szint a vizsgált 

hemodializált betegekben szignifikáns negatív összefüggést mutatott a szérum nikkel szinttel, 

viszont a szérum kobalt és réz koncentrációjával nem korrelált. A továbbiakban arra kerestük 
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a választ, hogy a felismert összefüggés jelezheti-e a nikkel homocisztein metabolizmusban 

betöltött szerepét humán vonatkozásban is.  

 A nikkel hatásának in vitro vizsgálatához a humán perifériás mononukleáris sejteket 

választottuk. A perifériás mononukleáris sejtek egyszerűen és gyorsan izolálhatóak vérből az 

egyes sejtféleségek fajsúlyának különbségén alapuló eljárással. Az emberi vérből nyert 

mononukleáris sejtekben (T-limfociták, B-limfociták, monociták és NK-sejtek) a többi emlős 

sejthez hasonlóan működik a metionin ciklus (a máj- és vesesejtekre jellemző betain-függő 

remetilációt kivéve) (Finkelstein 1990). A perifériás mononukleáris sejtek aktivációt követő 

proliferációja a sejtek homocisztein szintézisének jelentős emelkedésével jár, ami 

hozzájárulhat az immunrendszer aktiválódásához társuló hyperhomocysteinaemia 

kialakulásához (Schroecksnadel és mtsai, 2003a; Schroecksnadel és mtsai, 2003b). Keveset 

tudunk azonban a nyugvó mononukleáris sejtek homocisztein metabolizmusáról, főleg a 

transzszulfurációs út működéséről, ami főként annak köszönhető, hogy Goldstein és mtsai 

(1972) nem tudtak CBS aktivitást mérni nyugvó mononukleáris sejtekben radioaktívan jelölt 

szubsztrát segítségével. Vizsgálataink során igazoltuk, hogy a nyugvó perifériás 

mononukleáris sejtekben in vitro folyamatos homocisztein szintézis zajlik, és a képződött 

homocisztein egy része megjelenik a tápfolyadékban egészen az intra- és extracelluláris 

homocisztein szintekben kialakuló egyensúly eléréséig. A transzmetilázok aktivitását jelzi, 

hogy a radioaktívan jelölt metilcsoportot tartalmazó metioninról a jelzés a sejtek lipidjeibe és 

DNS-ébe került. A homocisztein kizárólag metioninból keletkezik, és a metionin ellátottság az 

intracelluláris SAM szintet befolyásolva határozza meg a homocisztein intracelluláris 

koncentrációját. ConA vagy PHA hozzáadásával stimulált mononukleáris sejtek homocisztein 

termelését a metionin kiegészítés szignifikánsan emeli (Schroecksnadel és mtsai, 2003a). 

Nyugvó sejtek esetén is azt tapasztaltuk, hogy a homocisztein szintézisük metionin-függő, de 
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csak 400 µmol/l metionin koncentrációig, a további metionin kiegészítés már nem volt 

hatással a nyugvó sejtek homocisztein szintjére. A feltárt sejtekből mért metionin szintáz 

aktivitás értékében csak metionin megvonás hatására találtunk szignifikáns emelkedést, ami a 

remetilációs potenciál állandóságát jelzi kielégítő metionin ellátottság mellett. Az a 

megfigyelésünk, hogy a cisztein megvonás és a tápfolyadékhoz adott L-homocisztein 

csökkentette, míg a glutation emelte az intracelluláris homocisztein koncentrációt, azaz a 

homocisztein szintjét a cisztein- és glutationigény, valamint a homociszteintöbblet is 

befolyásolta, a transzszulfurációs útvonal aktivitására utal nyugvó sejtekben. Elsőként 

igazoltuk a transzszulfurációs út első lépését végző CBS expresszióját és aktivitását nyugvó 

perifériás mononukleáris sejtekben. A sejtekben jelen van a CBS mRNS és a SAM jelenlétére 

is reagáló aktív enzimfehérje. Egy párhuzamos vizsgálatban az aktív cisztationin-γ-liáz 

jelenlétét is igazoltuk nyugvó perifériás mononukleáris sejtekben (Zavaczki és mtsai, 2011), 

ezzel bizonyítottuk, hogy ezekben a sejtekben a teljes transzszulfurációs útvonal működik. A 

perifériás mononukleáris sejtek tehát nemcsak stimuláció hatására az immunválasz 

kialakulásakor, hanem nyugvó állapotban is aktív részesei lehetnek a plazma homocisztein 

szintjének alakításában. Kóros állapotokban pl. vesebetegekben a fokozott oxidatív stressz és 

a felhalmozódó urémiás toxinok jelentősen befolyásolhatják a keringő, nyugvó mononukleáris 

sejtek homocisztein metabolizmusát. A homocisztein katabolizmusában kulcsszerepet játszó 

CBS expresszálásával, melynek működése magas homocisztein szint esetén dominál a 

remetilációt végző enzimekkel szemben (Finkelstein, 1998), a nyugvó perifériás 

mononukleáris sejtek is részt vehetnek a homocisztein eliminálásában, detoxifikálásában 

hyperhomocysteinaemia esetén. A perifériás mononukleáris sejtekben működő cisztationin-γ-

liáz jelentős szerepet tölt be a kén-hidrogén képződésben, mely vesebetegekben a foszfát-

indukált kalcifikáció inhibitora (Zavaczki és mtsai, 2011), és védi a lipoproteineket az 

oxidációval szemben (Jeney és mtsai, 2009), így csökkenti a kardiovaszkuláris rizikót. 
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 A nikkelt in vitro sejtes rendszerekben főként toxicitásának vizsgálatára használják a 

humán szérumban fiziológiásan előforduló koncentráció többszörösének alkalmazásával. Az 

általunk végzett vizsgálatokban a vízoldékony nikkel(II)-t használtuk az egészséges 

populációban, illetve a vesebetegekben általunk mért fiziológiás koncentrációtartományban 

(1-10 µg/l). A nikkel ebben a mennyiségben nem volt toxikus hatású a nyugvó és stimulált 

perifériás mononukleáris sejtekre, viszont intracelluláris ROI termelést indukált. A nikkel(II) 

apoptózist indukáló hatását is ROI generáló képességének tulajdonítják (Kim és mtsai, 2002). 

Fiziológiás koncentrációban a nikkel csökkentette a perifériás mononukleáris sejtek 

intracelluláris homocisztein és glutation szintjét, valamint növelte a metilációs potenciált (a 

SAH csökkentésével a SAM/SAH arányt) de az extracelluláris glutationkoncentráció 

növelésével ez a hatás kivédhető volt. A növekvő SAM/SAH arány ellenére nyugvó perifériás 

mononukleáris sejtekben nem tudtunk kimutatni emelkedést a DNS metiláltsági fokában 

nikkel hatására. A CBS enzimnek fontos szerepe van a glutation-függő redox homeosztázis 

fenntartásában, aktivitását a redox potenciál változása is befolyásolja egy hem kofaktoron 

keresztül. Az enzim aktivitása kétszeresére nő, amikor a hem Fe(II) ionja Fe(III) ionná 

oxidálódik (Banerjee és Zou, 2005). HepG2 sejtekben megfigyelték, hogy tumor nekrózis 

faktor α kezelést követően generálódó szuperoxid anion gyökök hatására a CBS egy célzott 

proteolítikus folyamat következtében elveszíti a SAM általi aktiválásért felelős C-terminális 

doménját (Zou és Banerjee, 2003). Ez a regulátor domén SAM-hiányában gátolja az enzim 

aktivitását, viszont a SAM kötődése feloldja a gátlást, így a domén elvesztése az enzim 

maximális aktivitását teszi lehetővé SAM-koncentrációtól függetlenül (Banerjee és mtsai, 

2003). A nikkel az enzim mennyiségének növelése nélkül fokozta annak aktivitását. A CBS 

proteolízise nem következett be nikkel hatására, ez érthető annak tükrében, hogy a nikkel 

kezelés főként hidroxil gyökök képződéséhez vezet (Chen és mtsai, 2003), a CBS 

proteolízisét pedig csak szuperoxid anion gyökök hatására figyelték meg (Zou és Banerjee, 
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2003). Kery és munkatársai (1998) azt találták, hogy proteázokkal történő emésztéssel is 

lehasítható a C-terminális domén, vagy egy része. A Western blot során kontrollként 

alkalmazott HepG2 sejtekből származó CBS esetén megfigyeltük a proteolízis jelenségét, ezt 

feltételezésünk szerint a nem kielégítő proteáz inhibitor koncentráció okozhatta. A nikkel 

tehát úgy fokozza a CBS aktivitását, hogy az megőrzi SAM kötő képességét, ezt igazolja, 

hogy a rendszerünkben a nikkel és a SAM hatása összeadódott. Ezek alapján feltételezzük, 

hogy a nikkel hatására keletkező kis mennyiségű ROI a hem vas oxidálásával játszhat szerepet 

a CBS aktivitás fokozódásában.  

 

 



57 

 

7. Összefoglalás 

A veseműködés beszűkülésével a szervezet homocisztein metabolizmusa zavart 

szenved, és sem a hemodialízis kezeléssel, sem a homocisztein eliminálásában szerepet játszó 

vitaminok pótlásával nem szüntethető meg a hyperhomocysteinaemia. A vizsgálatunkban 

szereplő hemodializált betegek körében is jellemző volt ez a kardiovaszkuláris rizikót fokozó 

anyagcserezavar. A betegek laboreredményei között talált összefüggések arra utalnak, hogy 

végstádiumú vesebetegségben a hyperhomocysteinaemia mérséklődése gyakran együtt jár az 

alultápláltság és a gyulladás mértékének fokozódásával, így az alacsonyabb homocisztein 

szint kedvezőbb hatása nem érvényesül. 

A hemodializált betegek számára a szérum nyomelem szintekben bekövetkező 

változások gyakran újabb rizikófaktorként jelentkeznek, az esszenciális nyomelemek hiánya 

és a toxikus elemek felhalmozódása miatt. Munkánk során a nikkel, a kobalt és a réz 

felhalmozódását találtuk hemodializált betegekben. Elsőként vizsgáltuk, hogy ebben a 

betegcsoportban ezek az elemek összefüggést mutatnak-e a homocisztein metabolizmusának 

rendellenességével, vagy a túlélésüket jelentősen befolyásoló gyulladás és alultápláltság 

paramétereivel. Statisztikailag szignifikáns negatív összefüggést találtunk a szérum nikkel és a 

plazma össz-homocisztein szintek között. 

A nikkel hatásmechanizmusának tanulmányozásához első lépésben vizsgáltuk a 

perifériás vérből izolálható nyugvó mononukleáris sejtek homocisztein metabolizmusát. 

Elsőként igazoltuk, hogy a nyugvó perifériás mononukleáris sejtek is rendelkeznek a teljes 

transzszulfurációs útvonal első lépéséhez szükséges aktív CBS enzimmel. Megállapítottuk, 

hogy ezek a sejtek nyugvó állapotban is jelentősen hozzájárulhatnak a szervezet homocisztein 

homeosztázisához. Vizsgálatainkkal a homocisztein metabolizmus vizsgálatához szükséges 

modellt alakítottunk ki, mely alkalmas lehet az individuális különbségek feltárására is. 
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Igazoltuk, hogy a nyugvó perifériás mononukleáris sejtek homocisztein 

metabolizmusa befolyásolható fiziológiás koncentrációjú nikkellel. Igazoltuk, hogy a nikkel 

hatásmechanizmusában a CBS enzim szabadgyök mediált aktivitás fokozódása játszik 

szerepet. Ezt a hatást az enzim hemet tartalmazó doménjére hatva fejtheti ki.  

A nikkel koncentrációjának emelkedése hemodializált betegekben ugyan fokozhatja a 

homocisztein eliminálását, de a feltételezett hatásmechanizmus a vesebetegekre jellemző 

fokozott oxidatív stressz további növekedését jelenti, és mivel a nikkel interferál a 

vasanyagcserével az egyébként is kedvezőtlen vas anyagcsere profilt tovább ronthatja. 
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8. Summary 

Hyperhomocysteinemia is an independent cardiovascular risk factor. We confirmed 

that decreasing renal function impaired homocysteine metabolism, and haemodialysis and 

vitamin supplementation failed to normalize hyperhomocysteinemia. Our data point to the fact 

that amelioration of hyperhomocysteinemia in end-stage renal patients is often the result of 

increasing malnutrition and inflammation, which counteract the benefits of the reduction of 

homocysteine levels. 

Haemodialysis patients are at risk for both deficiency of essential trace elements and 

excess of toxic trace elements. We found nickel, cobalt and copper accumulation in 

haemodialysis patients. We were the first to demonstrate that significant inverse correlation 

exists between serum nickel and plasma total homocysteine levels.  

To study the effects of trace elements, quiescent peripheral blood mononuclear cells 

were used. We demonstrated that these cells expressed the active CBS enzyme essential for 

the first step of the homocysteine catabolizing transsulfuration pathway. Thus, peripheral 

blood mononuclear cells in quiescent state can contribute significantly to the homocysteine 

homeostasis. Our cell system is a useful model for the study of homocysteine metabolism 

including interindividual differences. 

 We proved that homocysteine metabolism of quiescent peripheral mononuclear cells 

can be affected by nickel in the physiological concentration range. We found that the 

mechanism of nickel-induced CBS activity increase was mediated by increased ROI 

formation, most probably via the heme-binding domain of the enzyme. Increase of nickel 

concentration in haemodialysis patients may stimulate the elimination of homocysteine. 

However, putative other mechanisms of nickel action may contribute to the increase of 

oxidative stress, and may lead to unfavourable changes in iron profile.  
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