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Roviditések jegyzéke

CBS cisztationin-B-szintaz

ConA Concanavalin A

CRP C reaktiv fehérje

DTNB 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoesav
DTT 1,4-ditiotreitol

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav
FasL Fas ligand

FBS borjuszérum

GAPDH gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz

HIF-1a hypoxia-indukalt faktor 1o

HPLC nagy nyomasu folyadékkromatografia
ICP-MS induktiv csatolast plazma tomegspektrometria
IL-2 interleukin-2

IL-6 interleukin-6

MTHFR metilén-tetrahidrofolat reduktaz

MTT 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium bromid
NO nitrogén-monoxid

PHA Phytohemagglutinin

gPCR kvantitativ polimeraz lancreakcio

ROI reaktiv oxigén intermedierek

SAH S-adenozil-homocisztein

SAM S-adenozil-metionin

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

TRAIL tumor nekrozis faktorhoz hasonlé apopto6zist indukal6 ligand



1. Bevezetés

A krénikus vesebetegség prevalencidja a fejlett orszagokban meghaladja a 10%-ot
(Coresh ¢s mtsai, 2003; Chadban ¢és mtsai, 2003; Hallan és mtsai, 2006) és emelkedd
tendenciat mutat (Global Burden of Disease Study 2013 Collaborators, 2015). A jelenség
hatterében a kronikus vesebetegség kialakulasaban rizikofaktorként szerepld cukorbetegség,
hipertonia és elhizas gyakorisaganak novekedése, valamint a lakossag kormegoszlasanak
eltolodasa is szerepet jatszik (Levey és Coresh, 2012). A kronikus vesebetegség jelentGsen
aluldiagnosztizalt, mivel a betegek tobbsége a végstadium eléréséig tlinetmentes marad, de
valdszintisithetd, hogy a kronikus vesebetegek szdma hazankban is meghaladja az egymilliot
(Nagy, 2013). Végstadiumu veseelégtelenség esetén a hemodializis vagy a
vesetranszplantacid jelenti a kezelési lehetdséget, de a betegek nagy része nem jut ebbe a
fazisba a vesebetegséghez tarsulo jelent6s kardiovaszkularis mortalitas miatt (Nagy, 2013).

A kronikus vesebetegek kardiovaszkuldris rizikoja a felgyorsult érelmeszesedés
kovetkeztében magas, és a betegség progresszidjaval fokozodik (Levey és Coresh, 2012). A
kardiovaszkularis betegségek hajlamositdé tényezOi gyakoriak vesebetegekben: a magas
vérnyomas, a lipid eltérések, a gyulladés, az elektrolit- és a sav-bazis egyensuly zavarai, az
anaemia, a fokozott oxidativ stressz (Levey és Coresh, 2012). Ide soroljak a vesebetegekre
jellemzé  metabolikus eltérések  kozil a homocisztein anyagcsere zavarat, a
hyperhomocystenaemiat is (Wu és mtsai, 2012). A vesebetegekben a besziikiild
vesefunkcioval parhuzamosan emelkedé homocisztein szint oka féként a homocisztein rendlis
metabolizmusanak a csokkenése, és csak kismértékben a vese kivalasztdo funkcidjanak a
csokkenése (Garibotto €s mtsai, 2006). Szamos in Vvitro vizsgalat igazolta a homocisztein
proatherogén és protrombotikus hatasat (Sharma és mtsai, 2006), és tobb tanulmany

alatamasztotta, hogy a homocisztein szint emelkedése a kardiovaszkuldris megbetegedések



onallo rizikofaktora, ugyanakkor a homocisztein szint csokkentésének kedvezd hatasat nem
sikeriilt igazolni (Joseph és mtsai, 2009). Egyes vizsgalatokban a hemodializalt végstadiumu
vesebetegek korében az alacsony homocisztein szint rosszabb prognozissal jart (Suliman és
mtsai, 2000; Kalantar-Zadeh és mtsai, 2004). A hemodializalt betegek talélését kedvezden
befolyasold taplaltsag pozitivan, mig a kedvezdtlen progndzissal Osszefliggd gyulladas
markerei negativan korreldlnak a homocisztein szinttel, tehat a homocisztein is része a
hemodializalt vesebetegek korében ,reverz epidemioldgia” néven ismert ellentmondésos
megfigyeléseknek (Suliman és mtsai, 2005). Ezek a megfigyelések felvetik mas faktorok
szerepét, melyek hatnak mind a homocisztein metabolizmusra, mind a kardiovaszkularis
kockézatra és a talélésre.

Egyes nyomelemek homocisztein metabolizmusra gyakorolt hatasat allatkisérletekben
megfigyelték. A nikkel és a kobalt bevitele csokkentette a homocisztein szintet, és a rézhiany
homocisztein szint csdkkentd hatasarol is beszamoltak (Stangl és mtsai, 2000; Uthus és mtsai,
2007). Az emlitett elemek atmeneti fémek, bioldgiai rendszerekben ismert oxidativ stressz
generald hatasuk, szerepiik lehet az érelmeszesedés folyamataban, de emellett a kobalt (a Bi,-
vitamin részeként) és a réz az emberi szervezet szamara esszencialis (Bleackley és
MacGillivray, 2011). A hemodializalt vesebetegek nyomelem eltérései gyakoriak
(Prodanchuk ¢és mtsai, 2014).

Vizsgalatainkban arra kerestiik a valaszt, hogy a szérum nikkel, kobalt és réz szintek,
valamint a plazma homocisztein koncentraci6 mutat-e 0Osszefiiggést hemodializalt

vesebetegekben, és ha igen, befolyasolja-e a vizsgalt elem a homocisztein anyagcserét.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A homocisztein metabolizmusa és élettani szerepe

A homocisztein a metionin metabolizmusa soran keletkez6 kéntartalmi aminosav. A
homocisztein anyagcsere osszefoglalasa az 1. abran lathato (Finkelstein 1998). Els6 1épésben
a metioninbol adenozin-trifoszfatot igénylé reakcidoval S-adenozil-metionin (SAM) képzodik
a metionil-adenozil transzferaz enzim segitségével. 1ly modon a kénatomhoz kapcsolodo
metilcsoport kotéserdssége csokken, ami lehet6vé teszi, hogy a SAM metilcsoport-donor
szerepet toltson be szamos transzmetildz altal katalizalt reakcioban. Az akceptor lehet példaul
DNS, RNS, noradrenalin, foszfatidil-etanolamin és szamos egyéb molekula. A metilcsoport
atadasa utan a SAM-bol S-adenozil-homocisztein (SAH) keletkezik. A SAH a SAM-fiiggd
transzmetilazok kompetitiv inhibitora, eliminacidja donté fontossagl a metilaciés folyamatok
egyensulyanak szempontjabol. A SAH hidrolaz altal katalizalt reakcié a SAH hidrolizisének
¢€s egyben a homocisztein képzddésének egyetlen modja. A reakcio reverzibilis, de fiziologids
koriilmények kozott a keletkezd homocisztein és adenozin gyors eltavolitasanak kdszonhetéen
az egyensuly a hidrolizis iranyaba tolodik. A homocisztein a sejt tipusanak és igényeinek
megfeleléen alakul tovabb. Minden emlds sejt képes a metionint a leirtak szerint
homociszteinné alakitani, majd a metionin szintaz segitségével remetilalni. Ez a reakcio zarja
a metionin-homocisztein ciklust, és kapcsolja a folsav-ciklushoz. A metionin szintaz
kofaktora a Bjp-vitamin (kobalamin). Els6é 1épésben metilkobalamin keletkezik, a sziikséges
metil-csoportot az 5-metil-tetrahidrofolat szolgaltatja. Ezt kovetéen a metilkobalaminrdl Kertil
a metil-csoport a homociszteinre és képzddik a metionin, egyuttal a Bi,-vitamin regeneracioja
is végbemegy (Banerjee and Matthews 1990). A tetrahidrofolat az egy szénatomos csoportok

akceptora. A szerinbdl egy egy szénatomos csoport athelyezésével glicin és 5,10-metilén-



tetrahidrofolat képzddik. A folat ciklus az 5-metil-tetrahidrofolat szintézisével zarul, mely
reakciot a metiléntetrahidrofolat reduktdz (MTHFR) enzim katalizalja. Emlésok majaban és
egyes fajok veséjében a metionin regeneralasat egy masik enzim, a betain-homocisztein
metiltranszferaz is ellatja, az éltala katalizalt reakcioban a metildonor szerepét a betain tolti
be. A metionin-homocisztein ciklus tehat a folsav ciklussal kapcsoltan az egy szénatomos
csoportok transzfer reakcidiért felelés a szervezetben. A ciklus egyes reakcioinak enzimeire a
szubsztrat és a termék koncentraciokon kiviil, a cikluson beliil tavolabb szerepld molekulak is
hatnak még allosztérikus aktivatorként vagy inhibitorként, igy valik lehetévé a sejt igényeinek
megfelelé mérték{i metionin regeneracio.

A homociszteinért, mint szubsztratért a remetilaciot végz6é enzimek mellett a
cisztationin-B-szintaz (CBS) is verseng. Miikodése megfeleld metionin és SAM ellatottsag
esetén dominal, amikor az emelked6 homocisztein szint meghaladja a remetilacidban szerepld
enzimek kapacitasat. A CBS optimalis miikodés¢hez sziikséges homocisztein koncentracid
legalabb egy nagysagrenddel nagyobb, mint a remetilaciot végzé enzimek esetén (Finkelstein
1998). A CBS egy Be-vitamin (piridoxal-5-foszfat) fiiggé enzim, a transzszulfuracios utként
ismert folyamat elsé 1épését katalizalja, melyben a homocisztein egy szerinnel kapcsolodva
cisztationinna alakul. Ez egyben a homocisztein kilépését is jelenti a ciklusbol. A CBS
aktivitasat a SAM és az oxidativ stressz fokozza. Az enzim egy homotetramer,
monomerenként 3 doménnal. A k6zépsd domén tartalmazza a szubsztrat €s a piridoxal-5-
foszfat kotohelyeket, vagyis az enzim aktiv helyét. A C-terminalis domén felelés a SAM
allosztérikus szabalyozasaért, mig az N-terminalis egy hem-kot6 domén, ami az enzim
oxidativ stressz altali szabalyozasdban jatszik szerepet. Szuperoxid gyokok hatdsara
megfigyelték a C termindlis domén célzott proteolizisét, melynek kovetkeztében az enzim

aktivitasa SAM koncentraciotol fliggetleniil fokozodik (Zou és Banerjee 2003).
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A reakcid soran keletkezd cisztationin a miitkodéséhez szintén Bg-vitamint igényld
cisztationin-y-lidz enzim segitségével hasad a-ketobutiratra és ciszteinre. A szervezetben ez az
egyediili folyamat, ami de novo cisztein szintézishez vezet. A cisztein egyéb szerepe mellett a
glutation alkotoeleme is, koncentracidja a glutation-szintézis sebességmeghatarozé tényezdje
(Griffith 1999). A glutation jelentés szerepet tolt be a sejtek redox homeosztazisanak
fenntartasaban. Intracellularis mennyiségének nagy része redukdlt formdban taldlhatdé a
citoszolban, ami biztositja a sziikséges reduktiv kdrnyezetet a sejtekben (Schafer és Buettner
2001). A teljes transzszulfuracidos ut megléte az intenziv glutation forgalmi szovetekre
jellemz6 pl. a maj, a vese, a vékonybél és a hasnyalmirigy szovetre. A CBS-t vagy a
cisztationin-y-liazt nem expresszald sejtek ciszteinigénye csak kiilsé forrasbol biztosithato
(Finkelstein 1998).

A cisztein és a homocisztein a kén-hidrogén szintézis szubsztratjai is a szervezetben, a
reakciot katalizalo f6 enzimek a CBS és a cisztationin-y-lidz (Renga 2011). A kén-hidrogén
szamos ¢lettani folyamat szabalyozdsaban jatszik szerepet, mint endogén gaztranszmitter

(Wang 2012).

2.2. A homocisztein anyagcsere zavarai

A homocisztein anyagcserében bekovetkezd koros valtozasok mutatdja a keringésben
(plazmaban) felhalmozodo homocisztein. Ezt az allapotot nevezzik
hyperhomocysteinaemianak. A homocisztein tiol csoportja révén diszulfid kotést képes
létesiteni mas homocisztein molekulakkal, a szabad ciszteinnel, vagy a plazmafehérjék tiol
csoportjaival. A teljes plazma homocisztein tobb mint 98 %-a kotott formaban talalhatd és
alig 2 % csak a szabad, redukalt szulthidril (-SH) forma a keringésben. A kotott homocisztein

kb. 70 %-a fehérje-diszulfid-kotott homocisztein, a maradék pedig kis molekulasulyt
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diszulfid formaban - pl. homocisztin, homocisztein-cisztein vegyes diszulfid - van jelen a
keringésben (Mudd és mtsai, 2000).

Egészséges egyének éhomi 6ssz-homocisztein szintje a plazmaban 5-12 umol/l k6zott
valtozhat. 12-30 pmol/l kozott enyhe, 31-100 pumol/l kozott kdzepesen stlyos, mig 100
umol/lI-nél magasabb 6ssz-homocisztein szint esetén sulyos hyperhomocysteinaemiarol
beszélink (Mudd és mtsai, 2000). A plazma Ossz-homocisztein szintjét a genetikai és a
kornyezeti faktorok egyiitt alakitjak (Malinowska 2009). Szamos 6rokl6dé enzim defektus
okoz emelkedett homocisztein szintet (Kullo és mtsai, 2006). A homocisztein nagymértékii
felszaporodasanak leggyakoribb kivaltd oka a CBS gén valamely mutians formajanak
homozigota formaban torténd megjelenése (Kraus és mtsai, 1999). A két legelterjedtebb
cserében (izoleucin—treonin) is megnyilvanul, és az enzim tetramer szerkezetének stabilitasat
rontja (Kozich és Kraus, 1992), valamint a 919. pozicidban 1évé guanin cseréje adeninre
(G919A), ami szintén aminosavcserével jar (glicin—szerin) az enzim aktiv centrumaban, és
az enzimaktivitas elvesztését okozza (Hu ¢és mtsai, 1993). Az 06roklodo
hyperhomocysteinaemia enyhe formaiért altalaban a folsav ciklusban szereplé MTHFR egyik
keletkezé enzim aminosavsorrendjének valtozasat okozza (alanin—valin) (Cortese és Moitti,
2001). A csokkent aktivitasi enzim kevesebb metildonort szolgéltat a homocisztein
remetilacidojahoz. Az enzim egyéb kevésbé gyakori mutacidit is azonositottak (Goyette €s

mtsai, 1995).

A homocisztein anyagcsere vitaminigényes folyamat, igy az €rintett vitaminok (folsav,
Bs, B12) nem megfelelé bevitele a homocisztein szint emelkedését okozza, amit a taplalék

fehérjéinek metionintartalma is befolyasol (Verhoef és de Groot, 2005). A plazma
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homocisztein szintje az életkor eldrehaladtaval is nd. Ennek egyik oka lehet az, hogy
idéskorban csokken a vitaminfogyasztas és felszivodas, ezen kiviil a vesefunkcid besziikiilése
is szerepet jatszik (Refsum és mtsai, 2006). Egyes hormonalis eltérések pl. az dsztrogénszint
csokkenése, és a hypothyreosis is emelkedett homocisztein szinttel jar (Smolders és mtsai,

2005; Bamashmoos és mtsai, 2013).

Kronikus veseelégtelenségben mar a kezdeti stadiumtol megfigyelheté a plazma
homocisztein szintjének emelkedése, mely szoros Gsszefliggést mutat a glomerulus filtracios
rata csokkenésével (Arnadottir és mtsai, 1996). A homocisztein és a homocisztein
metabolizmusban fontos szerepet jatszé molekuldk (pl. SAH, SAM) kivalasztasanak, valamint
a homocisztein renalis metabolizmusanak csokkenése, az urémias toxinok enzimekre
gyakorolt kedvezbtlen hatasa, és a vesebetegek elégtelen vitaminellatottsiga mind
hozzajarulhatnak a hyperhomocysteinaemia kialakulasahoz (Friedman és mtsai, 2001;
Garibotto és mtsai, 2006). Hemodializalt vesebetegek korében egyes vizoldékony vitaminok,
igy a homocisztein metabolizmusban szerepld B vitaminok hidnya gyakrabban fordul eld,

ezért ajanlott a potlasuk (Clase és mtsai, 2013).

2.3. A hyperhomocysteinaemia kévetkezményei

Az emelkedett plazma homocisztein koncentracio az atherosclerosis és a trombozis
fiiggetlen kockdzati tényezdje (Clarke és mtsai, 1991; Selhub és mtsai, 1995; den Heijer és
mtsai, 1996; Welch és Loscalzo, 1998). A homocisztein szamos ponton gyakorol kedvezotlen
hatést az érrendszerre a lipid metabolizmus, az extracellularis matrix fehérjéinek szintézise, a
gyulladdsos reakciok és az oxidativ stressz befolyasoldsaval (Sharma és mtsai, 2000),
elsddleges célpontjai az endotélsejtek (Eren és mtsai, 2014). A homocisztein csokkenti az

endotelidlis nitrogén-monoxid szintdz nitrogén-monoxid (NO) szintéziséhez sziikséges
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kofaktoranak, a tetrahydrobioptreinnek a szintjét, melynek kovetkezménye az L-arginin
oxidacidjanak, igy a NO szintézisének a csokkenése (He és mtsai, 2010). A homocisztein
csokkenti egyes antioxidans enzimek, a glutation peroxiddz és a szuperoxid dizmutdz
expresszidjat és aktivitasat, ezzel is fokozza az oxidativ stresszt, igy szerepe van az alacsony
stirliségli lipoproteinek oxidacidjaban (Handy és mtsai, 2005; Nonaka és mtsai, 2001).
Mindezek kovetkeztében csokken a NO szintézis és a NO szabadgyokdok altali inaktivalodasa
fokozodik, tehat a homocisztein karositja az endotélfiiggd vazodilataciot. A homocisztein az
endotélsejtek prosztaciklin (Wang és mtsai, 1993) és endotelin-1 (Demuth és mtsai, 1999)
termelését is befolyasolja hozzajarulva ezzel is a vazomotor funkcid valtozasahoz. A
homocisztein fokozza a leukocita migraci6 folyamataban fontos szereppel bir6 monocita
kemotaktikus fehérje-1 és receptora, valamint az interleukin-8 expresszidjat (Wang €s mtsai,
2000; Wang és mtsai, 2001; Zeng és mtsai, 2003). A homocisztein tehat endotél diszfunkciot
feltételeket teremtve ezzel az érelmeszesedés kialakulasanak ¢€s progressziojanak. A
homocisztein a hemosztazist a véralvadas iranyaba tolja el, mivel fokozza a szoveti faktor
aktivitasat (Fryer és mtsai, 1993), gatolja a trombomodulin expressziojat, a protein C
aktivacidjat (Lentz és Sadler, 1991), valamint az Va faktor aktivalt protein C altali

inaktivaciojat (Undas és mtsai, 2001); tehat a homocisztein fokozza a trombozishajlamot.

A homociszteint, mint a metioninhoz szerkezetileg hasonl6 aminosavat a metionil-
tRNS szintetdz felismeri és aktivalja. A homociszteint kotd tRNS viszont a
fehérjeszintézisben mar nem vesz részt, ami a metionil-tRNS szintetdz hibajavito
funkciojanak koszonhetd. A homocisztein disszocial a komplexrdl €s kozben homocisztein-
tiolaktonna alakul (Jakubowski, 2001). A homocisztein szint emelkedésével a homocisztein-

tiolakton képzodés is fokozodik (Chwatko és mtsai, 2007). Kiilonbozo sejtkultirakon végzett
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vizsgalatok bizonyitottak, hogy a homocisztein-tiolakton apoptézist indukal, 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 oldallancahoz kapcsolédva (N-
homociszteinilacid) noveli azok oxidaciora vald hajlamat, az intramolekuldris diszulfidhid
képz6dés és a multimerek kialakulasanak gyakorisagat, ami a fehérjék funkciovesztését

okozza (Jakubowski, 1999), illetve autoimmun valaszt indukal (Jakubowski, 2005).

A homocisztein felhalmozodasa gatolja a SAH hidroldz miikodését, noveli az SAH
koncentraciot, csokkenti a SAM-fliggd transzmetilazok aktivitdsat, ami hipometilacidhoz
vezet (Fux ¢és mtsai, 2005). A metilacios folyamatokban bekovetkezd zavar elGsegiti a
daganatos megbetegedések kialakulasat (Choi és mtsai, 2009). Az emelkedett homocisztein
koncentraci6 noveli a veldcsdzarddasi rendellenességek megjelenését (Imbard és mtsai, 2013),
és szerepet jatszik bizonyos neurodegenerativ korképekben (Obeid és mtsai, 2007; Sharma és

mtsai, 2015).

2.4. A homocisztein szint csokkentésének lehetdségei

A hyperhomocysteinaemia mérséklésére a fokozott vitaminbevitel (folsav, Bs, Bi2)
alkalmazhat6. A folsav kiillonbozé dozisainak vizsgalataval, fix dozisi Bip-vitamin és Be-
vitamin kiegészitéssel valamennyi folsav dozis mellett szignifikansan csokkent a
homocisztein  koncentraci6 (Lobo ¢és mtsai, 1999). A kronikus vesebetegek
hyperhomocysteinaemiaja is a legtobb esetben csokkenthetd a vitaminbevitel novelésével
(Arnadottir és mtsai, 1993; Chauveau és mtsai, 1996; Janssen és mtsai, 1996). A homocisztein
szint csokkentésére alkalmazott terapia hatékonysaga fligg a beteg nemétdl, genotipusatol és
taplalkozasi szokdsaitol (Wu és mtsai, 2012). A stlyos hyperhomocysteinaemia mérséklése
vitaminpoétlassal jelentdsen csokkentette a betegek korében bekdvetkezd sziv és érrendszeri

megbetegedések szamat (Yap és mtsai, 2001). Enyhe hyperhomocysteinaemia esetén a

14



vitaminpdtlassal csokkentett homocisztein szint kardiovaszkuléris rizikot csokkentd hatdsat
viszont nem sikeriilt egyértelmiien bizonyitani sem az altalanos populacioban, sem a
végstadiumu vesebetegek és a vesetranszplantaltak korében (Joseph és mtsai, 2009; Jardine és
mtsai, 2012; Pan és mtsai, 2012; Kang és mtsai, 2015). A dializiskezelés csokkenti a
homocisztein szintet, de a hatds atmeneti, és hatdsfokat korlatozza, hogy csak a szabad
homocisztein dializalhatd, a fehérjékhez kotott nem (Heinz és mtsai, 2008). Egyes tiol-
tartalmi antioxidansok (N-acetil-cisztein, mesna) alkalmazasaval a fehérjékhez kotott
homocisztein felszabadithatd, igy a homocisztein dializissel torténd eltavolitasa fokozhato,
emellett az endotél funkcio javuldsa is megfigyelhetd (Scholze és mtsai, 2004; Urquhart €s

mtsai, 2007; Nascimento ¢és mtsai, 2010).

A homocisztein anyagcsere befolyasolasanak tovabbi lehetOségeit allatkisérletekben
vizsgaltak ¢és bizonyitottdk. Bip-vitamin hidny esetén a nikkel és a kobalt csokkenti a
homocisztein szintet (Stangl és mtsai, 2000). Patkanyokban a nikkel Bjo-vitamin és folsav
hidnyos allapotokat befolydsold hatasat igazoltak (Nielsen és mtsai, 1993; Uthus és Poellot,
1996; Uthus és Poellot, 1997). Rézhianyos patkanyokban a homociszteinszint csokkenését

talaltak (Uthus és mtsai, 2007).

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

A nikkel, a kobalt és a réz atmeneti fémek. Fiziologias koriilmények kozott tobbféle
vegyértékli formaban fordulhatnak eld, igy szerepiik van elektronatadéssal jar6 reakciokban
enzimek prosztetikus csoportjaként vagy kofaktoraként, illetve a Fenton reakcioban a reaktiv
oxigén intermedierek (ROI) képzddésének folyamataban (Valko és mtsai, 2005; Bleackley és

MacGillivray, 2011).
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A nikkel egyes alacsonyabb rendi él6lények szamara esszencialis nyomelem: a névények,
egyes baktériumok és gombak szamos enzimének alkotorészeként azonositottak (Boer és
mtsai, 2014). Magasabb rendii allatok élettani folyamataiban a nikkel nélkiilozhetetlen
szerepét nem igazoltak, de 4llatkisérletekben a nikkel megvonasnak tobbek kozott a
novekedésre, szaporodasra és majmiikodésre gyakorolt kedvez6tlen hatasat leirtak (Nielsen,
2013). A szervezetbe a légutakon, emésztorendszeren és boron keresztiil egyarant bejuthat
(Takécs, 2001). Az emésztérendszerbdl kozel 10%-a szivodik fel, egy része a vasfelszivas
utvonalan. A keringésben nagy része albuminhoz kotédik, kisebb része aminosavakhoz €s as-
makroglobulinhoz. Minden szervbe eljut, a sejtekbe a vas és/vagy a magnézium transzport
mechanizmusat hasznalva 1ép be. Kivalasztasa foként a vizelettel torténik, de a nyallal és a

verejtékkel is kivalasztasra kertil (Takécs, 2001).

A nikkel elsdsorban toxikus hatdsai miatt képezi intenziv vizsgalat targyat, szamos
élettani folyamatot befolyasol (Cameron és mtsai, 2011). A heveny nikkel mérgezés oka
elsdsorban a glutation szint csokkenése és a fehérjék szulthidril csoportjainak lekotése (Valko
¢s mtsai, 2005). A nikkel kontakt dermatitis kivalté hatasat immunmodulalé és immuntoxikus
tulajdonsagai magyarazzak (Hostynek, 2006). Oxidativ stresszt general, de mas fémionokkal
ellentétben a nikkel altal kivaltott szabadgyok termelésben a nikkel(II)-tiol komplexek
molekularis oxigénnel és/vagy lipidhidroperoxidokkal torténé reakcidja jatssza a f6 szerepet
(Cameron és mtsai, 2011). A Nemzetkozi Rakkutatdo Intézet (International Agency for
Research on Cancer) besorolasa alapjan a nikkel fém emberben valdszintileg rakkelté (2B
kategoria), mig a nikkelvegyiiletek bizonyitottan rakkeltdek (1 kategoria) (IARC, 2012).
Karcinogén hatasat féleg munkahelyi expozicidé kapcsan és a vizben nem o0ldodd formainal
figyelték meg, amiket a sejtek fagocitozissal vesznek fel, ezért jelentds intracellularis nikkel

szintet eredményeznek (Costa és mtsai, 2005). A rakkeltd hatasért a nikkel DNS-hez és
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magfehérjékhez torténd kotddése, a repair mechanizmusok gatlasa és a génexpresszid
modositasa a felelds (Beyersmann és Hartwig, 2008). A nikkel a sejtek vas homeosztazisat
megzavarja, extracelluldris szinten a vas transzportjdnak akadalyozésaval, intracellularisan
pedig bizonyos vas-tartalmu enzimek aktiv helyérdl a vas leszoritasaval (Davidson és mtsai,
2005). A nikkel a hipoxia altal indukalt jelatviteli utvonalat is befolyasolja a hypoxia-indukalt
faktor la (HIF-1a) lebomlasanak akadalyozasaval, mivel kiszoritja a vasat a HIF-la

lebontasaban szerepld enzim aktiv helyérdl (Chen és Costa, 2009).

A kobalt az ember és az allatok szamara a Bir-vitamin alkotorészeként esszencialis
nyomelem, igy szamos izomeraz, metil-transzferaz és dehalogenaz enzim miikddéséhez
elengedhetetlen (Bleackley és MacGillivray, 2011). A légutakon és az emésztdrendszeren at
egyarant felszivodik, kivalasztasa foként a vizelettel torténik (Takécs, 2001). Vashidny esetén
a felszivasa fokozodik (Bleackley és MacGillivray, 2011). A keringésben az albuminhoz
kotddik, a sejtekbe a kalcium transzport mechanizmusat felhasznalva 1ép be (Simonsen és
mtsai, 2012). A kobalt a HIF-la stabilizalasaval hipoxiat imital. Nagy mennyiségben
citotoxikus, apoptozist indukal. A kobalt és vegyiiletei a Nemzetkozi Rakkutatdo Intézet
besorolasa alapjan valosziniileg rakkeltdek (2B kategoria) (IARC, 1991). Genotoxikus hatasat
a DNS oxidativ karositdsa, és a repair mechanizmusok gatlasa révén fejti ki (Simonsen és

mtsai, 2012).

A réz az ember, az allatok és a ndvények szamdara esszencialis. Szerepe van a
vérképzésben, és szamos rézdependens enzim ismert. A bélrendszerbdl szivodik fel, és a
szervezetbdl foként a széklettel tadvozik. A plazmaban nagy része specifikus réztraszporter
fehérjéhez a ceruloplazminhoz, kisebb része albuminhoz k&tédik (Takacs, 2001). A réz
nagyobb mennyiségben oxidativ stresszt okoz, m4ajkarositdé hatdsi és szdmos

neurodegenerativ folyamatban jatszik szerepet (Gaetke és mtsai, 2014).
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3. Célkitiizések

Vizsgalni kivantuk a nikkel, a kobalt és a réz koncentracidjanak alakulasat
hemodializalt végstadiumu vesebetegekben és egy egészséges populacioban, valamint
ezek Osszefliggését a homocisztein, a folsav és Bip-vitamin szinttel, a vas anyagcsere

paramétereivel, a taplaltsag és a gyulladas markereivel.

A homocisztein metabolizmus in vitro tanulmanyozasara olyan sejtes modell-rendszer
kialakitasat tliztiik ki célul, melyben mind a remetilacid, mind a transzszulfuracid
enzimei igazoltan jelen vannak, és egyidejiileg alkalmas egyedi kiilonbségek

feltarasara is, ugyanakkor a mintagytlijtés nem igényel invaziv beavatkozast.

Az igy kialakitott modell segitségével a homocisztein szinttel dsszefliggést mutatd
elemek homocisztein metabolizmusra gyakorolt hatdsanak vizsgalatat tliztik ki
tovabbi célul a hemodializalt betegek ¢és egészségesek szérumaban mért

koncentraciotartomanyban.
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4. Betegek és Modszerek

4.1. A hemodializadlt betegek és az egészséges populdcio vizsgadlata

122 végstadiumti hemodializis programban kezelt vesebeteget (57 né és 65 férfi)
vontunk be a vizsgalatba, atlagéletkoruk 60,1+12,3 év. Hemodializis kezelésiik a szakmai
eléirasoknak megfeleléen tortént. A betegek a vesepotld kezelés megkezdésétdl kaptak
folsavat (3 mg/nap dozisban), igény szerint aktiv D-vitamint (Rocaltrol, Roche: 0,5 pg), igény
szerint intravénasan vasat (Ferrlecit, Aventis Pharma: 62,5 mg), és hemoglobin értékiiktol

fliggden rekombinans human eritropoetint.

50 f6 alkotta az egészségesek csoportjat (31 nd és 19 férfi), akiknek lakohelye a
vesebetegekhez hasonléan Debrecen és kornyéke volt, atlagéletkoruk 37,2+10,1 év. Kizaro
tényezOk voltak a hypertonia, metabolikus eltérések, akut fertdzések, maj- és vesefunkcio
eltérések, valamint a 25 kg/m?-nél nagyobb testtdmegindex (BMI). A vizsgalatot a Debreceni
Egyetem Intézményi Kutatdsetikai Bizottsaga engedélyével végeztilk. A betegek és az
egészséges személyek irdsos tdjékoztatdt kaptak és beleegyeztek a vizsgalatban valo

részvételbe.

Vérvétel és a vérmintak feldolgozasa

A vérvétel 12 ora éhezést kovetden, a hemodializalt betegek esetében kozvetleniil
dializis eldtt tortént. Az elemanalizisre szant vérhez specialis vérvételi csovet (Vacutainer
Trace Element tubes; Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA)
hasznaltunk, majd a szérumot centrifugalassal szeparaltuk (2000 g, 10 perc, 4°C) és -70°C-on
taroltuk a nyomelemek meghatirozasaig. A homocisztein mérése kdzvetleniil a vérvétel utan

megtortént etilén-diamin-tetraccetsavval (EDTA) alvadasgatolt vérbdl nyert plazmabol (2000
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g, 10 perc, 4°C), mig egyéb paraméterek meghatarozashoz -70°C-on térolt plazma illetve

szérum mintakat hasznaltunk.

A laborparaméterek és a nyomelemek meghatarozasa

Az 6sszfehérjét Biuret probaval (Hatcher és Anderson, 1969), az albumin mennyiségét
bromkrezol-zold hasznalataval, kolorimetrias modszerrel (Doumas és mtsai, 1971), a C
reaktiv fehérje (CRP) szintjét immunturbidimetrias modszerrel (Sanchez és mtsai, 2002), a
vas koncentraciot ferrozine hasznélatdval, kolorimetridas médszerrel (Yee és Zin, 1971), a
ferritin szintjét elektrokemilumineszcens immunoassay modszerrel (Blackburn és mitsai,
1991), a transzferrin szaturaciét az immunturbidimetrids modszerrel meghatarozott
transzferrin és a mért vas koncentracié értékekbdl szamitassal [(vas/25,1*transzferrin)*100]
(Yamanishi és mtsai, 2003) Cobas automata analizator (Roche Ltd, Mannheim, Németorszag)
segitségével, a hemoglobin koncentraciét SLS-hemoglobin moddszerrel (Oshiro és mtsai,
1982) Sysmex XE 2100D automata (Sysmex America Inc, Mundelein, IL, USA) segitségével;
a Bjp-vitamin szintjét mikropartikularis enzim immunoassay modszerrel és a folsav szint
mérését ionbefogds modszerrel (Steijns és mitsai, 1996) Abbott IMX analizator (Abbott
Laboratories Inc, Abbott Park, IL, USA) segitségével a Debreceni Egyetem Laboratériumi
Medicina Intézetben végezték. A szérum interleukin-6 (IL-6) koncentracidjat ELISA
technikaval (Human IL-6 Quantikine ELISA Kit, R&D Systems Inc, Minneapolis, MN, USA)
nyomasu folyadék kromatografias (HPLC) kit (BioRad Laboratories GmbH, Miinchen,

Németorszag) segitségével hataroztuk meg (Mourvaki és mtsai, 2005).

A nyomelem meghatdrozasok a Debreceni Egyetem Természettudomanyi Kardnak
Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszékén, valamint Mezdgazdasagi-, Elelmiszertudomanyi

és  Kornyezetgazdalkodasi Kardnak — Elelmiszertudomanyi, MinGségbiztositisi  és
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meghatarozashoz a mintak feltarasa savas kdzegben (0,5 ml szérumhoz 1 ml salétromsav, 0,5
ml hidrogén-peroxid, és 0,2 ml hidrogén-fluorid adasaval) zartrendszerii teflonbombas
mikrohulldmu roncsolé késziilékben (CEM MARS-5, CEM Microwave Technology Ltd,
Buckingham, UK) tortént. Az emésztés az alabbi paraméterck mellett zajlott: (1) 150 W 10
percig, (2) 0 W 2 percig, és (3) 300 W 10 percig. A savas mintaoldatot nagy tisztasagu vizzel
higitottuk 10 cm® térfogatra. A belsé standard rédium volt 10 pg/l végkoncentracioban. A
nyomelem meghatarozasok ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry,
induktiv csatolasu plazma tomegspektrometria) modszerrel ELAN 6000 késziilékkel (Perkin
Elmer SCIEX, Concord, Kanada), és Thermo Scientific XSeries 2 (Thermo Fisher Scientific

Inc, Waltham, MA, USA) késziilékkel torténtek (Dombovari és mtsai, 2001).

4.2. In vitro vizsgdlatok

A vizsgalatokhoz hasznalt anyagok, amennyiben nem jel6ltiink meg masik gyartot,

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

4.2.1. Periférias mononuklearis sejtek szeparalasa és kezelése

A periférias mononukledris sejteket egészséges egyének heparinnal alvadasgatolt
vérébol striiséggradiens centrifugalassal nyertik Boyum (1968) modszere szerint. A
fiziologias sooldattal dupldjara higitott vért Histopaque 1077 oldatra rétegeztiik 2:1 ardnyban
(v/v). Centrifugalas (400 g, 30 perc, szobahdmérséklet) utan a Histopaque 1077 oldat és a
plazmaréteg hataran elhelyezkedd periférids mononukleéris sejteket leszivtuk és RPMI 1640
tapfolyadékban torténd tobbszori mosas utan hemocitométerben megszamoltuk. A
sejtszuszpenzio siirliségét az adott modszerhez sziikségesnek megfeleléen RPMI tapfolyadék

hozzaadasaval allitottuk be.
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A sejteket 1x10° sejt/ml siirliségben 24 lyuka sejttenyésztd plate-be helyeztik RPMI
tapfolyadékban. Egyes vizsgalatokban metionin- és cisztinmentes RPMI tapfolyadékot
hasznaltunk. A tapfolyadékhoz adtuk megfelelé koncentracidban a nikkel-kloridot, a kobalt-
kloridot és a réz-szulfatot, illetve egyes vizsgalatokban L-metionint, L-ciszteint, L-
homociszteint és redukalt glutationt. A nikkel-klorid, kobalt-klorid és réz-szulfat térzsoldat
steril desztillalt vizben, mig az aminosavak és a glutation torzsoldatai RPMI tapfolyadékban
késziiltek. Minden anyag higitasa tapfolyadékkal tortént. A sejteket 24, 48 vagy 72 oraig

inkubaltuk termosztatban (37°C, 5 % CO, + 95 % levegd, 80 % paratartalom).

crer

tapfolyadékban 10 ug/ml Concanavalin A (ConA) vagy 5 pg/ml Phytohemagglutinin (PHA)

ndvényi lektineket hasznaltunk (Sofuni és Yoshida, 1992).

4.2.2. Az életképesség vizsgalata tiazolkékfestéssel (MTT-teszt)

A sejtkultarakat a korabban leirt médon 6sszeallitottuk, és a tenyésztés utolso 4 orajara
RPMI-ben oldott 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium bromidot (MTT) 0,5 mg/ml
végkoncentracioban adtunk a sejtekhez (Carmichael és mtsai, 1987). Az inkubacié végén
eltavolitottuk a feltiliszokat, és a sejtekben formazanna oxidalodott festéket 20 % (v/v) Triton
X100 tartalmt sosavas (0,1 N) izopropil-alkoholban oldottuk fel. Ezt kovetéen a mintak
abszorbanciajat mértiik 550 nm hullamhosszon spektrofotométerrel (HP 8453, Agilent
Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn, Németorszag). Az eredményeket harom
fiiggetlen mérésbél (atlagtszoras) szarmazo abszorbancia/10° db sejt értékben adtuk meg.

Minden esetben harom-harom parhuzamos meghatarozas tortént.
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4.2.3.1L-2, TRAIL és Fas ligand meghatarozas

Az interleukin-2 (IL-2) a T limfocitdk legfontosabb autokrin novekedési és
differencialodasi faktora, melynek szekrécidja az aktivacio-indukalt apoptdzishoz is
elengedhetetlen. A tumor nekrézis faktorhoz hasonld apoptdzist indukalo ligand (TRAIL) és a
Fas ligand (FasL) az apoptézis indukalasaban jatszanak szerepet. A periférias mononuklearis
sejtek altal termelt IL-2, TRAIL és FasL mennyiségét R&D gyartmanyt Quantikine ELISA
kitekkel (R&D Systems Inc, Minneapolis, MN, USA) hataroztuk meg a feliiluszokbol (Zhang
¢s mtsai, 2007; Chamoux és mtsai, 2008), a gyartd leirdsa szerint. Az eredményeket harom
fliggetlen mérésbol (atlagtszoras) pg/ml értékben adtuk meg. Minden esetben harom-harom

parhuzamos meghatarozas tortént.

4.2.4. L-homocisztein eloallitasa

Az L-homociszteint az L-homocisztein-tiolakton lagos hidrolizisével allitottuk eld
(Drummond és mtsai, 1995; Jarrett és mtsai, 1997). 50 mg L-homocisztein-tiolaktont 1,7 ml
desztillalt vizben feloldottunk, hozzaadtunk 0,83 ml 0,8 mol/l NaOH oldatot és 5 percig

nitrogénarammal atbuborékoltattuk. Ezt kdvetden 45°C homérsékleten inkubaltuk 6 percig,

crer

crer

4.2.5. Homocisztein és glutation meghatarozas

Az intracellularis (feltart sejtek) és extracellularis (a sejtek feliiluszoja) homocisztein
¢s glutation tartalmat Ubbink altal leirt moédon hataroztuk meg (Ubbink és mtsai, 1991). A
sejtfeltarashoz a desztillalt vizben felvett sejteket tobbszori fagyasztassal (-20°C) és

felolvasztassal roncsoltuk. A mintakhoz dimetil-formamidban oldott 20 % (v/v) tri-n-butil
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foszfint adtunk, hogy a szulfhidril-csoportokat felszabaditsuk kotéseikb6l. 30 perc 4°C-on
torténd inkubalas utan 1 mmol/l EDTA tartalma 20 %-os triklor-ecetsav oldatot adtunk a
mintakhoz, a fehérjéket centrifugalassal (5000 g, 10 perc, 4°C) eltavolitottuk. Az elegyek pH
értékét 1,55 mol/l NaOH oldattal allitottuk be semleges kozeli értékre. A derivatizalashoz 4
mmol/l EDTA-t tartalmazo 0,125 mol/l borat pufferben (pH 9,5) oldott 7-benzo-2-oxa-1,3-
diazole-4-szulfonsavat (SBD-F) adtunk 0,125 mg/ml végkoncentracidban, majd a mintakat 1
orara 60°C-os vizfiirdobe tettiik. Az igy eldkészitett mintdkbol 20 pl-t nagy nyomasu
folyadékkromatografba (HPLC) (Hitachi-Merck L 6200A, Merck, Darmstadt, Németorszag)
injektaltunk. Az elvalasztas C18 forditott fazisu oszlopon (LiChrospher® 100 RP-18, 5 pum,
Merck, Darmstadt, Németorszag), izokratikus elucidval tortént. A mobilfazis 4 % acetonitril
(Scharlau Chemie SA, Barcelona, Spanyolorszag) tartalma 0,1 mol/l KH,PO, puffer (pH=2,1
ortofoszforsavval beallitva) volt. Az aramlési sebesség 1,5 ml/perc volt. Az SBD-tiolok
fluoreszcens  detektalasahoz  (detektor: Hitachi-Merck F-1050, Merck, Darmstadt,
Németorszag) a gerjesztési hullamhossz 385 nm, az emisszios hullamhossz 515 nm volt. A
kalibracidhoz desztillalt vizben oldott és a mintdkkal azonos moddon eldkészitett L-
homocisztein és glutation oldatokat hasznaltunk. Az eredményeket a sejtek fehérjetartalmara

vonatkoztatva nmol/mg fehérje egységekben, vagy a kezeletlen kontroll %-aban fejeztiik ki.

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

meghatarozas

crer

crer

centrifugaltuk (5000 g, 10 perc, 4°C). A feliiluszokat a lipidek dietil-éterrel torténd

eltavolitasat kovetéen HPLC-be injektaltuk (20 pl). Az elvélasztds C18 forditott fazist
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oszlopon (Nucleosil C18, 5 um, 250 mm x 4,6 mm, Sigma Aldrich, St. Luis, MO, USA)
tortént izokratikus elucioval. A mobilfazis 50 mmol/l NaH,PO, puffer, amely 10 mmol/l
heptanszulfonsavat tartalmazott (pH=4.4, ortofoszforsavval beallitva) és metanol (Merck,
Darmstadt, Németorszag) 8:2 (v/v) elegye volt. Az aramlasi sebesség 0,9 ml/perc volt. A
detektalas 254 nm-en tortént UV detektorral (Merck-Hitachi L-4250, Merck, Darmstadt,
Németorszag). A kalibraciohoz 1 mmol/l sésavban oldott SAH és SAM toérzsoldatbol 0,1
mol/l Na-acetatban (pH=6) készitett oldatokat hasznaltunk 5 % perklorsavtartalommal. Az
eredményeket fehérjetartalomra vonatkoztatva pmol/mg fehérje egységekben, vagy a

kezeletlen kontroll %-aban fejeztiik ki.

4.2.7. Enzim aktivitasok meghatarozasa

Metionin szintaz

A metionin szintaz aktivitisanak meghatarozasat Drummond és mtsai (1995) illetve
Jarrett és mtsai (1997) altal kifejlesztett modszerrel végeztiik. Az enzim aktivitasat frissen
izolalt és inkubalt sejtek lizatumaban hataroztuk meg. Az inkubdlas a korabban leirt
koriilmények kozott tortént. A sejteket sejthomogenizator segitségével tartuk fel 2,5 mmol/I
1,4-ditiotreitol (DTT) tartalma foszfat pufferben (pH=7,2), majd felhasznalasig 4°C-on
tartottuk. A reakcioelegy a kovetkezOket tartalmazta foszfat pufferben (pH=7,2): 100 pl
sejthomogenizatum, 25 mmol/l DTT, 19 umol/l SAM, 500 umol/l L-homocisztein, 50 umol/I
hidroxokobalamin, és a mérések egy részében meghatarozott koncentracioban nyomelem
oldatok. 5 perc 37°C-on torténé elé-inkubalas utan 210 pmol/l végkoncentracioban metil-
tetrahidrofolatot adtunk a reakcioelegyhez, és tovabb inkubaltuk 30 percig 37°C-on. A
reakciot 5 N sosav/60 % hangyasav eleggyel allitottuk le, majd 10 percig 80°C-on tartottuk,

igy az enzimreakcio soran keletkezett tetrahidrofolat 5,10-metenil-tetrahidrofolatta alakul,

crer
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mértiik spektrofotométerrel (HP 8453, Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn,
Németorszag). Az eredményeket az egységnyi fehérjetartalomra esé enzimaktivitas (mU/mg
fehérje) egységben fejeztiik ki (1 U enzim 1 pmol produktum képzddését katalizalja 1 perc

alatt).

Cisztationin-B-szintaz

A cisztationin-B-szintaz aktivitasanak mérését Hamelet és mtsai (2007), valamint Zou
¢s mtsai (2003) altal leirt modszerek alapjan végeztiik a sejtlizatumokban. A frissen izolalt
vagy tenyésztett sejteket 0,01 mol/l foszfat pufferben (pH=7.4) lizaltuk, és homogenizaltuk,
majd centrifugaltuk (5000 g, 10 perc, 4°C). A feliiliszokat a mérésig jégben tartottunk. 100 pl
feliiluszot a cisztationin tovabbalakulasat gatld D,L-propargil-glicinnel (250 pmol/l), és a
cisztationin-B-szintaz kofaktoraval, piridoxal-foszfattal (40 pmol/l) inkubaltuk 15 percig
37°C-on. Ezt kovetden adtuk hozza a szubsztratokat (L-szerin és L-homocisztein) 10 mmol/I
végkoncentracioban. 30 percig inkubaltuk a mintakat 37°C-on, majd mértiik a szabad
szulfhidril-csoportok fogyasat 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoesav (DTNB) segitségével 412 nm-
en spektrofotométerrel (HP 8453, Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn,
Németorszag). A DTNB munkaoldatot (Ellman’s reagens) 50 mmol/l Na-acetat oldatban
késziilt 5 mmol/l DTNB torzsoldat 100 mmol/l Tris.HCl pufferrel (pH=8.3) torténd
higitasaval készitettiik. Az eredményeket az egységnyi fehérjetartalomra esé enzimaktivitas
(mU/mg fehérje) adtuk meg (1 U enzim 1 pmol L-homocisztein fogyasat katalizalja 1 perc

alatt).

4.2.8. Fehérje meghatarozas

A sejtek homocisztein, glutation, SAH és SAM tartalmat, valamint a sejtekben 1évo

enzimek aktivitasat fehérjetartalomra vonatkoztatva adtuk meg. A fehérje meghatdrozas a
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mintakban a Lowry és mtsai (1951) altal leirt modon tortént. A fehérjéket 0,3 mol/l NaOH
oldatban szolubilizaltuk, majd KNa-tartarat és réz-szulfat tartalma lugos kdzegben inkubaltuk
10 percig szobahdmérsékleten. A fehérjetartalommal ardnyos szinreakcid kialakuldsdhoz
Folin-Ciocalteu reagenst adtunk az elegyekhez, és 30 perc elteltével mértiik az abszorbanciat
546 nm-en spektrofotométerrel (HP 8453, Agilent Technologies Deutschland GmbH,

c sy

standardként.

4.2.9. A metilcsoport beépiilésének mérése

Izotop alkalmazasaval

A sejteket L-[metil-**C]-metionin (specifikus aktivitis: 54 mCi/mmol, Sigma Aldrich,
St. Luis, MO, USA) jelenlétében tenyésztettiik, majd meghataroztuk a beépiilt radioaktivitast
a DNS ¢és lipid frakciokban (Tekitek €s mtsai, 1975). Az egyes frakcidk elvalasztasa elott a
sejteket foszfat pufferben mostuk és vettiik fel. A DNS kinyerését DNS izolalo kit
(GenElute™ Blood Genomic DNA Kit, Sigma Aldrich, St. Luis, MO, USA) segitségével
végeztilk. A lipideket kloroform és metanol (Merck, Darmstadt, Németorszag) 2:1 (v/v)
aranyl keverékével extrahaltuk, majd a szerves fazist 1 mol/l NaCl oldattal mostuk, végiil a
mintakat nitrogénaram alatt beparoltuk. Az igy kapott mintakbol a Nuklearis Medicina Intézet
In Vitro Laboratoriumaban mérték a radioaktivitdas mértékét Packard Tri-Carb 2200CA
(Packard Instrument International SA, Zirich, Svajc) tipusu folyadékszcintilacios
spektrométerrel. Az eredményeket bomlas/perc (disintegrations per minute — dpm) egységben

fejeztiik ki.
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DNS metilaltsag meghatarozasa

A DNS metilaltsagi fokanak meghatdrozasahoz a sejtekbdl a DNS-t GenElute™ Blood
Genomic DNA Kit (Sigma Aldrich, St. Luis, MO, USA) segitségével izolaltuk. Az igy kapott
ellendriztiik spektrofotométerrel (HP 8453, Agilent Technologies Deutschland GmbH,
Waldbronn, Németorszag). A mintdkat megfeleld higitas utdn Imprint® Methylated DNA
Quantification Kit (Sigma Aldrich, St. Luis, MO, USA) segitségével dolgoztuk fel a gyartd
utasitasai szerint. Az eredményeket a kontrollként hasznalt teljesen metilalt DNS-hez
viszonyitva szazalékban adtuk meg (Liu és mtsai, 2008). A meghatarozast négy alkalommal

végeztiik el. Minden alkalommal harom-harom parhuzamos mérés tortént.

4.2.10. Intracellularis reaktiv oxigén eredetii gyokok termelédésének
vizsgalata

A nikkel altal indukalt ROI termelés méréséhez fluoreszcens technikat hasznaltunk
(Lee és mtsai, 2004). A sejteket 96 lyuki plate-ben (10° sejt/200 pl) inkubaltuk HBSS
37°C-on. A 2’,7’-dichlorofluorescin diacetat bejut a sejtekbe és nem-fluoreszcens 2°,7’-
dichlorofluorescinné hidrolizal. A sejteket ezt kovetden centrifugdltuk (400 g, 5 perc
szobahOmeérsékleten), és a feliiluszot leszivtuk. A sejteket HBSS pufferben szuszpendaltuk,
hozzaadasaval inditottuk. A keletkez6 ROI oxidalja a 2°,7’-dichlorofluorescint egy
fluoreszcens termékké, 2’°,7’-dichlorofluoresceinné. A  fluoreszcencia intenzitdsanak
valtozasat Beckman Coulter DTX 880 késziilék (Beckman Coulter Inc. Brea, CA, USA)

segitségével kovettiilk. A gerjesztési hullamhossz 485 nm, az emisszids hullamhossz 530 nm
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volt. A meghatarozast harom alkalommal végeztiik el, minden esetben hdrom parhuzamos

mérés tortént.

4.2.11. A cisztationin--szintaz expresszio vizsgalata

MRNS expresszié meghatarozasa kvantitativ polimeraz lancreakcio (qPCR)
technikaval

A periférias mononuklearis sejtekbél RNS-t izolaltunk QIAamp RNA Blood Mini kit
(QIAGEN GmbH, Hilden, Németorszag) felhasznalasaval a gyartd leirasa szerint. Az RNS
Waltham, MA, USA) hasznalataval mértiik. SuperScript 1l Reverse Transcriptase
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA) segitségével allitottuk ¢l6 a
CDNS-t. A PCR-t iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
felhasznalasaval (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) késziilékkel végeztiik. Az eredményeket a gliceraldehid-3-
foszfat dehidrogenaz (GAPDH) mRNS mennyiségére vonatkoztatva adtuk meg (Kim és

mtsai, 2009) atlag + szoras formaban tiz figgetlen mérésbol.

Fehérje expresszio meghatarozasa Western blot technikaval

A vizsgalatainkhoz pozitiv kontrollként a HepG2 sejtek 10 % hdinaktivalt FBS
tartalm DMEM tapfolyadékban tartott konfluens tenyészeteit hasznaltuk. A HepG2 sejtek
feltarasa tripszinnel torténd kezelést kovetden tortént, a periférids mononukledris sejtek
feltarasa kozvetleniil izolalas utdn vagy 24, illetve 72 o6réas inkubalas (PHA-val vagy anélkiil)

utan tortént 0,1 % TritonX 100 tartalma 0,1 mol/l foszfat pufferben proteaz inhibitorok (2
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mmol/l AEBSF, 1 mmol/l EDTA, 130 pmol/l bestain, 14 umol/l E64, 0.3 umol/l aprotinin, 1
umol/l leupeptin) jelenlétében (Sigmafast™ Protease Inhibitor Tablets, Sigma Aldrich, St.
Luis, MO, USA). A sejt lizatumot (25 pg fehérjét tartalmazo mennyiséget) 5 perc alatt 100°C-
on Laemmli pufferben denaturaltuk. A fehérjék elvalasztasa SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel tortént (12,5 %), majd a fehérjéket nitrocelluloz membranra vittik at
(Amersham™ Hybond™-ECL, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). A membrant 6 %
nem-zsiros szaraz tejport és 0,1 % Tween-20-t tartalmaz6 TBS pufferben inkubaltuk 1 o6raig.
Ezt kovetéen 1 % nem-zsiros szaraz tejpor tartalmu TBS-Tween 20 pufferben oldott
poliklonalis nyul anti-CBS antitest (AV45746; 1,25 pg/ml; Sigma Aldrich, St. Luis, MO,
USA) jelenlétében inkubaltuk 16 6ran 4t. A membrant ezutan 1:15000 aranyban higitott
peroxidazzal kapcsolt szamar anti-nyul IgG-vel (Amersham™ECL™ NA934, GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) inkubaltuk. Az antigén-antitest komplexeket torma peroxidaz
kemilumineszcens rendszerrel (Amersham™ECL™ Western blotting detection reagents, GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK) vizualizaltuk, a membranra Amersham Hyperfilm™ ECL
rontgen-filmet (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) helyeztiink 10 percig. Tisztitas utan a
membranon a GAPDH fehérjét is detektaltuk. Az eredményeket denzitométer (AlphaDigiDoc

RT, Alpha Innotech, Kasendorf, Németorszag) segitségével értékeltiik ki.

4.3. Statisztikai elemzés

Az eredmények statisztikai értékelés¢hez STATISTICA 7 (Statsoft, Inc. Tulsa, OK,
USA) programot hasznaltunk. Adataink eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszt alkalmazasaval
elemeztiik. A folytonos valtozok kozotti osszefiiggéseket korrelacids analizissel vizsgaltuk. A
paraméterek csoportok kozotti dsszevetésére a Student’s t proba vagy a Mann-Whitney U

teszt szolgalt. Az in vitro vizsgalatok eredményeinek kiértékeléséhez varianciaanalizist
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(ANOVA) Newman-Keuls post hoc teszttel és parositott t probat hasznaltunk. A p < 0,05

értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

5. Eredmények

5.1. A szérum nyomelem szintek, a plazma homocisztein szintek, a
vasanyagcsere, a tdaplaltsdg és a gyulladds paramétereinek vizsgdlata

A vizsgalatban résztvevok demografiai adatait és laboratoriumi paramétereit az 1.
tablazatban foglaltuk Ossze. Az egészségesek szignifikansan fiatalabbak voltak, mint a
hemodializalt betegek és magasabb volt a nék aranya kozottiik. Az 6sszfehérje, az albumin, a
vas ¢és a hemoglobin szintek szignifikansan alacsonyabbak, mig a CRP, az IL-6, a ferritin, az
0ssz-homocisztein, a nikkel, a kobalt és a réz koncentraciok szignifikansan magasabbak
voltak hemodializalt betegekben, mint az egészséges csoportban. Ezek a kiilonbségek jelzik az
alultaplaltsag, az anaemia, a gyulladas és a nyomelemeltérések eléfordulésat, illetve rizikojat
a hemodializalt betegek korében. A transzferrin telitettségében és a BMI értékben nem volt
szignifikans kiilonbség. A hemodializalt betegekben mért magas folsav és Bjo-vitamin szintek
annak tulajdonithatdéak, hogy a betegek a vesepotld kezelés megkezdésétdl folyamatos

vitaminpoétlasban részesiiltek, koriikkben folsav vagy Bip-vitamin hiany nem fordult eld.

A korrelacidos analizis eredményei szerint (2. tablazat) az 0Ossz-homocisztein
szignifikans negativ kapcsolatot mutat a folsav, a Bj,-vitamin, a nikkel, illetve a CRP
értékekkel hemodializalt betegek esetében. Egészségesekben az I1L-6 pozitiv, a folsav pedig
szignifikans negativ Osszefliggést mutat az 6ssz-homociszteinnel. Az dssz-homocisztein mind
hemodializalt betegek, mind egészségesek korében szignifikdns pozitiv kapcsolatot mutat a

hemoglobin €s a szérum albumin koncentracioval.
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Paraméterek Hemodializaltak Egészségesek p érték
Eletkor (év) 60,1+12,3 37,2+10,1 0,0001
Férfi/NG 65/57 19/31 0,04
BMI (kg/m?) 24.5+4.9 22,4448 n.s
Osszfehérje (g/l) 69 (66/73) 77 (74/80) 0,0001
Albumin (g/l) 38 (33/40) 48 (47/50) 0,0001
Hemaoglobin (g/l) 115 (104/125) 135 (128/145) 0,0001
CRP (mgll) 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 (umol/l) 10,05 (7,78/13,70) 17,0 (12,9/20,5) 0,0001
Transzferrin telitettség (%) 23,4 (16,8/30,9) 22,7 (15,5/28,2) n.s.
Ferritin (pg/l) 400 (286/621) 36,6 (21,2/77,9) 0,0001
Ossz-homocisztein (umol/l) 20,7 (15,5/24,6) 10,7 (8,9/13,8) 0,0001
Folsav (ng/l) 45,4 (15,3/45,4) 16,2 (12,6/18,1) 0,0001
Bi2-vitamin (ng/l) 480 (306/674) 266 (204/307) 0,0001
Kobalt (ug/l) 0,30 (0,23/0,50) 0,15 (0,14/0,16) 0,0001
Nikkel (ng/l) 3,18 (2,53/4,95) 2,11 (0,92/2,16) 0,04
Réz (ugll) 1214 (1030/1434) 990 (786/1180) 0,05

1. tablazat

A vizsgalatban résztvevé hemodializalt vesebetegek és egészségesek demografiai

jellemzdi és laboratoriumi paraméterei

Az eredményeket atlagtszoras és median (alsé/fels6 kvartilis) formakban tiintettiik fel.

Referencia tartomanyok:

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

CRP (n6: <4,6; férfi <5,2 mg/l), vas (né: 6,6-26; férfi: 10,6-28,3 umol/l),

transzferrin telitettség (16-45 %), ferritin (n6: 6,9-283; férfi: 16,4-323 ug/l),
6ssz-homocisztein (<12 pmol/l), folsav (2,7-17 pg/l), B,-vitamin (200-900 ng/l)
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Paraméterek Hemodializalt betegek Egészségesek

r p érték r p érték
Folsav -0,302 0,006 -0,457 0,001
B1o-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
Osszfehérje 0,094 n.s. 0,069 n. s.

2. tablazat

Az 6ssz-homocisztein szint és a vizsgalt laborparaméterek korrelacios analizisének

eredménye

33



5.2. Invitro vizsgadlatok

5.2.1. A periférias mononuklearis sejtek homocisztein metabolizmusa

A nyugvé periférias mononuklearis sejtek homocisztein metabolizmusanak
vizsgalatahoz els6 1épésként a sejteket kdzvetlenill izolalas utan szérummentes, homociszteint
nem tartalmaz6 RPMI tapfolyadékban inkubdltuk 48 ordig és kovettik az intracelluléris,
valamint a feliiluszoban megjelené homocisztein mennyiségét. Az intracellularis homocisztein
koncentraci6 egy kezdeti csokkenést kdvetden emelkedett, mellyel parhuzamosan a feliiluszo

homocisztein szintje nott, majd 24 ora inkubalds utdn mar nem valtoztak szignifikdnsan (2.

abra).
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2. abra

Nyugvo periférias mononuklearis sejtek intracellularis és extracellularis homocisztein
szintjének valtozasa az izolalasukat kovet6 48 6raban szérummentes RPMI
tapfolyadékban

* szignifikans eltérés a kiindulasi intracellularis értéktdl; p < 0,01
# szignifikans eltérés a kiindulasi extracellularis értéktdl; p < 0,001

nem kiilonboztek szignifikansan az intracellularis szint esetén a 0-1-4 orés és a 24-48 Oras, mig extracellularis
szint esetén a 2-4 és 24-48 oras értékek, minden mas esetben p < 0,01
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Ez a megfigyelés igazolja, hogy a nyugvo sejtek homociszteint termelnek. 48 6ra alatt nem

valtozott szignifikdnsan a sejtszam, az 0sszfehérje €s az intracellularis glutation koncentracio.

A metioninbdl toérténé de novo homocisztein szintézisét kozvetett modon igazolja,
hogy a radioaktivan jelolt 14C-metilcsoportot tartalmazo metionint a sejtek aktivan hasznaljak,

igy az megjelent a DNS-ben ¢és a lipidekben (3. dbra) a transzmetildzok miikodése nyoman.
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3. abra

A radioaktivan jelolt metilcsoport beépiilése nyugvo periférias mononuklearis sejtek
DNS-ébe és lipidjeibe az izolalasukat koveto 24 és 48 6raban szérummentes RPMI

tapfolyadékban

Az RPMI tapfolyadék 100 pumol/l koncentracioban tartalmaz L-metionint, melynek
tovabbi emelése 400 pmol/l koncentracidig kismértékii szignifikans (p < 0,05) emelkedést
eredményezett a sejtek intracellularis homocisztein szintjében 24 6ra inkubalast kdvetden, de
a tovabbi metionin kiegészités (1 mmol/l-ig) mar nem jart ilyen hatassal. A metionin
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kiegészités a tapfolyadékban megjelend homocisztein mennyiségét nem emelte szignifikdnsan

(4. abra).
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4. abra

Nyugvo periférias mononuklearis sejtek intracellularis és extracellularis homocisztein
szintjének valtozasa szérummentes RPMI tapfolyadékban 24 éra alatt a tapfolyadék

metionin koncentraciéjanak emelése mellett a kontroll (100 pmol/l metionin) %-aban

Metioninmentes RPMI tapfolyadékban 24 ora inkubalds utdn a sejtek nem tartalmaztak
mérheté mennyiségli homociszteint. Ciszteinmentes, de metionint tartalmazé RPMI
tapfolyadékban 24 ora inkubalast kovetéen a sejtek intracellularis homocisztein tartalma
szignifikdnsan alacsonyabb volt a kontrollhoz viszonyitva. A kontroll RPMI tapfolyadék L-
homociszteinnel (100 pmol/l) torténd kiegészitése szignifikansan csokkentette, mig redukalt
glutationnal torténd kiegészitése (100 pmol/l) szignifikansan emelte a sejtek intracellularis
homocisztein szintjét (5. abra). Ezek a megfigyelések kozvetett bizonyitékai lehetnek a

nyugvo sejtekben miikkodd homocisztein remetilacionak €s transzszulfuracidonak.
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5. abra

Nyugvé periférias mononuklearis sejtek intracellularis homocisztein szintjének
alakulasa a szérummentes RPMI-ben inkubalt kontroll %-aban metionin megvonas
(Met -), cisztein megvonas (Cys -), valamint 100 pmol/l L-homocisztein (Hcy+) és 100

pmol/l redukalt glutation (GSH +) hozzaadas hatasara 24 6ra alatt

* szignifikans eltérés a kontrolltdl; p < 0,05

** szignifikans eltérés a kontrolltol; p < 0,001

A homocisztein remetilaciojat végzé metionin szintdz aktivitdsa nem valtozott
szignifikansan sem az inkubacid ideje alatt (a sejtek izolalasatdl a 48 6ra inkubdlas végéig),
sem stimuldcid hatdsara, viszont 24 oOra metionin megvonds hatasara feltételezhetéen a
metionin regenerdci6 megnovekedett igényének megfeleléen kismértékii, szignifikans

emelkedést figyeltiink meg (6. dbra).
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6. abra

Nyugvo periférias mononuklearis sejtek metionin szintaz aktivitasa kozvetleniil izolalas
utan, 24 éra szérummentes normal vagy metionin-mentes (Met -) RPMI tapfolyadékban,
valamint 48 ora szérummentes RPMI tapfolyadékban és PHA-val torténo stimulaciot

kovetoen

Nyugvé periféridas mononuklearis sejtekben a transzszulfuracidés Ut elsé 1épését
katalizdlo6 CBS enzimnek a kifejezddését és mitkddését korabban még nem igazoltak. Tiz
egészséges Onkéntestdl szdrmazd nyugvo periférids mononuklearis sejtek felhasznalasaval
gqPCR technikéval igazoltuk a CBS mRNS expresszidjat (CBS/GAPDH mRNS arany: 0,964 +
0,28). A tovabbiakban Western blot segitségével igazoltuk, hogy a nyugvd és stimulélt
periférias mononuklearis sejtekben a 63 kDa méreti CBS fehérje is jelen van. Pozitiv
kontrollként a human majkarcinoma eredetii HepG2 sejteket hasznaltuk (7. abra), ebben a

sejtvonalban igazoltan expresszalodik a CBS enzim (Zou és Banerjee, 2003).
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7. abra

A CBS fehérje azonositasa Western blottal, frissen izolalt, 72 6raig szérummentes RPMI
tapfolyadékban inkubalt vagy PHA-val stimulalt periférias mononuklearis sejtekben,

pozitiv kontrollként HepG2 sejteket hasznaltunk

A HepG2 esetén a kisebb mérettartomanyban (~50 kDa) megjelend sav feltételezésiink szerint
megegyezhet az oxidativ stressz altali célzott proteolizis kdvetkeztében megjelend C-

terminalis szakasz nélkiili CBS enzimmel (Zou és Banerjee, 2003).

A CBS enzimatikus aktivitdsat is mértilk, ami egészséges Onkéntesektdl (8 f0)
szarmazo6 periféridas mononukledris sejtekben pozitivan korreldl a CBS fehérje GAPDH
fehérjéhez viszonyitott mennyiségével (r=0,526; p=0,001) (8. &bra). A CBS fehérje
mennyisége és mért aktivitasa nyugvo sejtekben novekszik az izolalastol eltelt id6vel és

stimulacid hatasara (9. abra).
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8. abra

A CBS fehérje azonositasa és azzal parhuzamosan aktivitasanak meghatarozasa

egészséges onkéntesek (1-8) vérébdl izolalt periférias mononuklearis sejtekbdl
a — denzitometrias kiértékelés
b —a Western blot eredménye

¢ — kozvetleniil izolalast kovetden a CBS enzim aktivitasa
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9. abra

Az izolalastol eltelt id6 (0, 24, 72 6ra) és a PHA-val torténé stimulaciéo hatasanak

vizsgalata a CBS enzim fehérje mennyiségére és aktivitasara
a — denzitometrids kiértékelés
b —a Western blot eredménye

c — a feltart sejtek CBS aktivitasa
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A CBS allosztérikus aktivatora a SAM, melyet az enzimaktivitds mérésekor a

reakcidelegyhez adva, a CBS aktivitas szignifikans fokozodasat tapasztaltuk (10. abra).
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10. abra

Az izolalas utan kozvetleniil feltart periférias mononuklearis sejtek CBS aktivitasanak

valtozasa 400 pmol/l koncentraciéju SAM hatasara

5.2.2. A nyomelemek hatasa a periférias mononuklearis sejtek homocisztein

metabolizmusara

A vizsgalt nyomelemek hatasat (kobalt, réz, nikkel) a hemodializalt betegek, illetve
egészségesek szérumaban altalunk mért koncentracidtartomanyban vizsgaltuk a periférids
mononuklearis sejtek homocisztein metabolizmusara. A kobalt (0,1-0,5 pg/l) nem
szintaz és a CBS aktivitasat. A réz (0,5-1,5 mg/l) szignifikansan emelte a sejtek intracellularis
homocisztein €¢s SAH szintjét, és csokkentette az intracelluldris glutation koncentraciot,

melynek hatterében a réz SAH hidroldz és CBS aktivitas gatlé hatasa allhat (Li és mitsai,
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2007; Bar-Or és mtsai, 2005). A réz nem befolyasolta a metionin szintaz aktivitasat. A réz
CBS aktivitasra gyakorolt hatdsat technikai okok miatt nem tudtuk vizsgalni, mivel a réz
hozzdadasaval a reakcioelegyben 1évé szabad L-homocisztein és a DTNB kozott nem
jatszodott le a szinreakcid, ami a rézionok szabad szulthidril csoportokkal torténd reakciojaval
magyarazhatdé (Smith és mtsai, 1994). A tovabbiakban bdvebben a nikkel alkalmazasaval

végzett vizsgalatok eredményeit ismertetem.

A nikkel hatasa human periférias mononuklearis sejtek intracellularis
homocisztein, glutation, SAH és SAM szintjére

A nyugvo periférias mononuklearis sejtek intracellularis homocisztein, glutation, SAM
jelenlétében. A nikkel koncentraciofiiggd modon szignifikansan csdkkentette a homocisztein,
glutation és a SAH intracellularis mennyiségét 24 ora inkubalas soran (11. abra), mikézben a
SAM intracellularis koncentracidja, valamint a feliiliszoban mérhet6 homocisztein €s

glutation mennyisége nem valtozott szignifikansan.

A nikkel ismert oxidativ stressz generaldo és glutation depletalé hatasa alapjan
megismételtiik a vizsgalatot 100 umol/l redukalt glutation tapfolyadékhoz adasaval. A

glutation szupplementacio kivédte a nikkel hatasat (12. abra).
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11. abra
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A nikkel koncentracio-fiiggo (1-10 pg/l) hatasa nyugvo periférias mononuklearis

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

ora inkubalas alatt szérummentes RPMI tapfolyadékban; * p<0,01
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12. abra

A nikkel (10 pg/l) hatasa nyugvo periférias mononuklearis sejtek intracellularis
homocisztein (Hcy), glutation (GSH), SAH és SAM szintjeire, 24 6ra inkubalas alatt
szérummentes RPMI tapfolyadékban kiegészités nélkiil (-), és glutationnal kiegészitve

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

A nikkel citotoxicitasanak vizsgalata

Megallapitottuk, hogy a nikkel az altalunk hasznalt kis koncentraciotartomanyban (5-
25 pgl/l), nem befolyasolja sem a nyugvo, sem a stimulalt periférias mononuklearis sejtek
¢letképességét (MTT-teszt), az IL-2 termelését, nem befolyasolja a TRAIL és FasL

kiaramlast. Az eredményeket a 13. dbran mutatjuk be.
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A nikkel (5-25 pg/l) hatasa periférias mononuklearis sejtek életképességére (a), IL-2
termelésére (b), TRAIL (c), és FasL termelésére (d)
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A nikkel koncentracio fiiggd modon intracellularis ROI termelést indukal nyugvd periférias

mononuklearis sejtekben (14. 4bra).
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14. abra

A nikkel koncentracié-fiiggo intracellularis ROI generalé hatasa nyugvo periférias

mononuklearis sejtekben



A SAM/SAH arany novekedése ellenére a nikkel nem befolyasolta nyugvo periférias

mononuklearis sejtek DNS-ének metilaltsagi fokat (15. dbra).

DNS metilaltsag (%)

15. abra

A nikkel (10 pg/l) hatasa nyugvo és stimulalt periférias mononuklearis sejtek

DNS-ének metilaltsagara

A nikkel hatasa a cisztationin-B-szintaz aktivitasara

A homocisztein metabolizmusdban a CBS enzim aktivitdsdnak szabalyozasaban tolt be
fontos szerepet a ROl mennyisége. Nikkel jelenlétében 24 és 72 oraig inkubalt, majd feltart
nyugvo, valamint PHA kezeléssel stimulalt periférias mononuklearis sejtekb6l mérheté CBS
aktivitas szignifikdnsan magasabb volt. Az ezzel parhuzamosan elvégzett Western blot
eredménye sem a CBS fehérje mennyiségének novekedését, sem a szabadgyok-medialt célzott

proteolizis bekovetkezését nem igazolta nikkel hatasara (16. abra).
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16. abra

A nikkel (10 pg/l) hatasa a 24 és 72 6raig inkubalt nyugvé és stimulalt periférias

mononuklearis sejtek CBS enzimének mennyiségére és aktivitasara
a — denzitometrias kiértékelés
b —a Western blot eredménye

c — a feltart sejtek CBS aktivitasa
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A CBS aktivitdsdnak meghatdrozasat elvégeztiik kozvetleniil izolalas utan feltart
periféridas mononuklearis sejtekbdl is, és azt tapasztaltuk, hogy a nikkel kozvetleniil a
reakcioelegyhez adva is kifejti aktivitdsfokozé hatasat, €s ez a hatds a SAM altali indukcidval

Osszeadodik (17. abra).

(0]

(e)]

I

N
1
-l

(@)

CBS aktivitas [mU/mg fehérje]

17. abra

A nikkel (10 pg/l) és a SAM (400 pmol/l) hatasanak vizsgalata a CBS aktivitasara frissen
izolalt periférias mononuklearis sejtekben; * p<0,01; ** p<0,001
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6. Megbeszélés

A hemodializalt vesebetegek korében a dializis technikdk fejlodése ellenére is magas a
kardiovaszkularis megbetegedések kockazata (Sarnak és mtsai, 2003; Ortiz és mtsai, 2014).
Jelentés szerepe van ebben az un. nem-tradicionalis rizikofaktoroknak pl. a kronikus
gyulladasnak és a hyperhomocysteinaemianak (Zoccali és mtsai, 2004). A korabban a
hemodializalt betegek taplaltsagi allapotanak markereként hasznalt szérum albuminszintet
Ujabban az altalanos egészségi allapot jelzdjeként is emlitik, csokkenésében tobbek kozott a
kronikus gyulladasnak, a fertdzéseknek, a periférids érbetegségeknek, az urémidnak és az
acidosisnak van szerepe (Friedman és Fadem, 2010). A szérum albumin és Osszfehérje szint
csOkkenése hemodializaltakban az alultaplaltsag és a gyulladas tiineteinek részeként rosszabb
prognozist jelent. Az altalunk vizsgalt hemodializalt betegekre is jellemz6 volt a magas 6ssz-
homocisztein szint (a magas folsav és Bj-vitamin szintek ellenére) és a gyulladast jelz6
emelkedett szérum CRP és IL-6 koncentracid, valamint a csokkent szérum albumin és
Osszfehérje szint. A jelentdsen megemelkedett ferritin szint a gyulladds és a funkcionalis

vashidny markere, a csokkent hemoglobin €s vaskoncentracio az anaemia jelzdje.

A hemodializalt betegekben nagyobb aranyban talaltak egyes nyomelemek hianyat
(cink, szelén), illetve felhalmozddasat (arzén, 6lom), ami fligg a taplalkozastol, az adott elem
dializisének hatékonysagatol, a dializishez hasznalt vizforrastol, és jelentds hatast gyakorolhat
a vesebetegek ¢lettani folyamataira (Tonelli €és mtsai, 2009). Az altalunk vizsgalt elemek, a
kobalt, a réz és a nikkel szintjének szignifikans emelkedését talaltuk a hemodializalt betegek
szérumaban az egészségesekhez képest. Mindhdrom elem esetében taldlhatunk a
megfigyeléseinket igazolo, vagy annak ellentmond6 eredményeket (Tonelli és mtsai, 2009;
Prodanchuk és mtsai, 2014). A kobalt, a réz és a nikkel felhalmozodas megléte hemodializalt

betegekben egyes altalunk nem vizsgalt kornyezeti tényezoktol is fiigghet.
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Hemodializalt betegekben a szérum folsav és Bi,-vitamin szintek negativan korrelaltak
az 0ssz-homocisztein szinttel, ami a vitaminpo6tlas homocisztein szint csdkkentd hatasat jelzi,
ugyanakkor a magas vitaminszintek ellenére is enyhe hyperhomocysteinaemia volt jellemzd a
betegekre. Végstadiumu vesebetegségben az alultaplaltsag mérsékli a
hyperhomocysteinaemiat, igy az Ossz-homocisztein szint csokkenése az alultaplaltsag és a
gyulladas fokozodasdnak markere is lehet (Garibotto és mtsai, 2006). Ezt timasztja ald az a
megfigyelésiink, hogy a vizsgalt betegekben a CRP negativan, a hemoglobin és az albumin
szintek pozitivan korrelaltak az Ossz-homocisztein szinttel. Holven és munkatarsai (2006)
emelkedett IL-6 szinteket  talaltak  kardiovaszkularis  betegségben,  vagy
hypercholesterinaemiaban nem szenvedd, de emelkedett homocisztein szinttel rendelkezék
csoportjaban. A vizsgalt egészséges populacidban a homocisztein szint az 1L-6
koncentracioval pozitivan korreldlt. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a homociszteinnek mar a
normdl tartomanyon beliili emelkedése is kedvezdtlen hatasa, és befolydsolja a gyulladdsos
folyamatokat. Hemodializalt betegekre a kisfokl generalizalt gyulladas jellemzd, melynek
kivaltasaban és fenntartasaban tobb faktor szerepel pl. a pro-inflammatorikus citokinek
csokkent eltavolitasa, az acidosis, a fertézések €s a fokozott oxidativ stressz (Akchurin és
Kaskel, 2015). Ez és a mar emlitett Osszefliggés a taplaltsag és az Gssz-homocisztein szint
kozott magyarazhatja, hogy a hemodializalt betegek IL-6 és 6ssz-homocisztein szintje kozott

Osszefiiggést nem talaltunk.

Allatkisérletekben a hyperhomocysteinaemia nikkel- és kobaltsok etetésével
mérsékelhetének bizonyult (Stangl és mtsai, 2000), rézhidny esetén pedig alacsonyabb
homocisztein szintet talaltak (Uthus és mtsai, 2007). Az 6ssz-homocisztein szint a vizsgalt

hemodializalt betegekben szignifikans negativ sszefliggést mutatott a szérum nikkel szinttel,

crer
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a valaszt, hogy a felismert Osszefliggés jelezheti-e a nikkel homocisztein metabolizmusban

betoltott szerepét human vonatkozasban is.

A nikkel hatasanak in vitro vizsgalatdhoz a human periférias mononuklearis sejteket
valasztottuk. A periférias mononukleéris sejtek egyszertien és gyorsan izolalhatoak vérbol az
egyes sejtféleségek fajsulyanak kiilonbségén alapuld eljarassal. Az emberi vérbdl nyert
mononuklearis sejtekben (T-limfocitak, B-limfocitak, monocitak és NK-sejtek) a tobbi emlds
sejthez hasonléan miikodik a metionin ciklus (a maj- és vesesejtekre jellemz6 betain-fliggd
remetilaciot kivéve) (Finkelstein 1990). A periférias mononuklearis sejtek aktivaciot kovetd
proliferacidja a sejtek homocisztein szintézisének jelentds emelkedésével jar, ami
hozzajarulhat az immunrendszer aktivalodasahoz  tarsuldé  hyperhomocysteinaemia
kialakulasahoz (Schroecksnadel és mtsai, 2003a; Schroecksnadel és mtsai, 2003b). Keveset
tudunk azonban a nyugvo mononuklearis sejtek homocisztein metabolizmusarol, féleg a
transzszulfuracios 0t miikodésérdl, ami féként annak kdszonhetd, hogy Goldstein és mtsai
(1972) nem tudtak CBS aktivitast mérni nyugvo mononuklearis sejtekben radioaktivan jelolt
szubsztrat segitségével. Vizsgdlataink soran igazoltuk, hogy a nyugvd periférids
mononuklearis sejtekben in vitro folyamatos homocisztein szintézis zajlik, és a képz6dott
homocisztein egy része megjelenik a tdpfolyadékban egészen az intra- és extracelluldris
homocisztein szintekben kialakulé egyensuly eléréséig. A transzmetildzok aktivitasat jelzi,
hogy a radioaktivan jeldlt metilcsoportot tartalmazé metioninrdl a jelzés a sejtek lipidjeibe és
DNS-¢ébe keriilt. A homocisztein kizar6lag metioninbdl keletkezik, és a metionin ellatottsag az
intracellularis SAM szintet befolydsolva hatarozza meg a homocisztein intracelluldris
termelését a metionin kiegészités szignifikansan emeli (Schroecksnadel és mtsai, 2003a).

Nyugvo sejtek esetén is azt tapasztaltuk, hogy a homocisztein szintézisiik metionin-fiiggd, de
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csak 400 pmol/l metionin koncentracidig, a tovabbi metionin kiegészités mar nem volt
hatassal a nyugvo sejtek homocisztein szintjére. A feltart sejtekbdl mért metionin szintaz
aktivitas értékében csak metionin megvonds hatdsara talaltunk szignifikdns emelkedést, ami a
remetilacidos potencial allandosagat jelzi kielégitd metionin ellatottsag mellett. Az a
megfigyelésiink, hogy a cisztein megvonas ¢és a tapfolyadékhoz adott L-homocisztein
csOkkentette, mig a glutation emelte az intracelluldris homocisztein koncentraciot, azaz a
homocisztein szintjét a cisztein- és glutationigény, valamint a homociszteintobblet is
befolyasolta, a transzszulfuraciés tUtvonal aktivitdsara utal nyugvd sejtekben. Elsoként
igazoltuk a transzszulfuracios 1t els6 1épését végzé CBS expresszidjat és aktivitasat nyugvo
periférias mononuklearis sejtekben. A sejtekben jelen van a CBS mRNS és a SAM jelenlétére
is reagald aktiv enzimfehérje. Egy parhuzamos vizsgalatban az aktiv cisztationin-y-liaz
jelenlétét is igazoltuk nyugvé periférias mononuklearis sejtekben (Zavaczki és mtsai, 2011),
ezzel bizonyitottuk, hogy ezekben a sejtekben a teljes transzszulfuracids ttvonal mikodik. A
periférids mononuklearis sejtek tehat nemcsak stimuldcid hatdsara az immunvalasz
kialakulasakor, hanem nyugvé allapotban is aktiv részesei lehetnek a plazma homocisztein
szintjének alakitdsaban. Koros allapotokban pl. vesebetegekben a fokozott oxidativ stressz €s
a felhalmoz6do urémias toxinok jelentdsen befolyasolhatjak a keringd, nyugvo mononuklearis
sejtek homocisztein metabolizmusat. A homocisztein katabolizmusaban kulcsszerepet jatszo
CBS expresszalasaval, melynek miikodése magas homocisztein szint esetén dominal a
remetilaciot végzd enzimekkel szemben (Finkelstein, 1998), a nyugvo periférids
mononuklearis sejtek is részt vehetnek a homocisztein eliminalasaban, detoxifikalasaban
hyperhomocysteinaemia esetén. A periférias mononuklearis sejtekben miikodé cisztationin-y-
lidz jelentds szerepet tolt be a kén-hidrogén képzddésben, mely vesebetegekben a foszfat-
indukalt kalcifikacié inhibitora (Zavaczki és mtsai, 2011), és védi a lipoproteineket az

oxidacioval szemben (Jeney és mtsai, 2009), igy csokkenti a kardiovaszkularis rizikot.
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A nikkelt in vitro sejtes rendszerekben foként toxicitasanak vizsgalatara hasznaljak a
human szérumban fiziologidsan eléforduld koncentracio tobbszorosének alkalmazasaval. Az
altalunk végzett vizsgalatokban a vizoldékony nikkel(Il)-t hasznaltuk az egészséges
populacidban, illetve a vesebetegekben altalunk mért fiziologids koncentraciotartomanyban
(1-10 pg/l). A nikkel ebben a mennyiségben nem volt toxikus hatasu a nyugvo és stimulalt
periférias mononuklearis sejtekre, viszont intracellularis ROI termelést indukalt. A nikkel(ll)
apoptozist indukalo hatasat is ROI generald képességének tulajdonitjak (Kim és mtsai, 2002).
Fiziologids koncentracioban a nikkel csokkentette a periférias mononuklearis sejtek
intracellularis homocisztein és glutation szintjét, valamint ndvelte a metilacidés potencialt (a
SAH csokkentésével a SAM/SAH aranyt) de az extracellularis glutationkoncentracid
novelésével ez a hatas kivédheto volt. A ndvekvé SAM/SAH aréany ellenére nyugvé periférias
mononukledris sejtekben nem tudtunk kimutatni emelkedést a DNS metilaltsagi fokaban
nikkel hatasara. A CBS enzimnek fontos szerepe van a glutation-fiiggé redox homeosztazis
fenntartasaban, aktivitasat a redox potencial valtozasa is befolyasolja egy hem kofaktoron
keresztiil. Az enzim aktivitasa kétszeresére nd, amikor a hem Fe(Il) ionja Fe(Ill) ionna
oxidalodik (Banerjee és Zou, 2005). HepG2 sejtekben megfigyelték, hogy tumor nekrozis
faktor a kezelést kovetéen generalddd szuperoxid anion gyokok hatasara a CBS egy célzott
proteolitikus folyamat kovetkeztében elvesziti a SAM altali aktivalasért felelés C-terminalis
doménjat (Zou és Banerjee, 2003). Ez a regulator domén SAM-hianyaban gitolja az enzim
aktivitasat, viszont a SAM kotddése feloldja a gatlast, igy a domén elvesztése az enzim
maximalis aktivitdsat teszi lehetdvé SAM-koncentraciotol fliggetleniil (Banerjee és mitsai,
2003). A nikkel az enzim mennyiségének novelése nélkiil fokozta annak aktivitasat. A CBS
proteolizise nem kovetkezett be nikkel hatdséara, ez érthetd annak tiikrében, hogy a nikkel
kezelés foként hidroxil gyokok képzddéséhez vezet (Chen és mtsai, 2003), a CBS

proteolizisét pedig csak szuperoxid anion gyokok hatasara figyelték meg (Zou és Banerjee,
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2003). Kery ¢és munkatarsai (1998) azt talaltak, hogy protedazokkal torténd emésztéssel is
lehasithatd a C-terminalis domén, vagy egy része. A Western blot soran kontrollként
alkalmazott HepG2 sejtekbdl szarmazd CBS esetén megfigyeltiik a proteolizis jelenségét, ezt
feltételezéslink szerint a nem kielégité proteaz inhibitor koncentracid okozhatta. A nikkel
tehat ugy fokozza a CBS aktivitasat, hogy az meg6érzi SAM kotd képességét, ezt igazolja,
hogy a rendszeriinkben a nikkel és a SAM hatasa Osszeadodott. Ezek alapjan feltételezziik,
hogy a nikkel hatasara keletkez6 kis mennyiségii ROI a hem vas oxidalasaval jatszhat szerepet

a CBS aktivitas fokozodasaban.
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7. Osszefoglalas

A vesemikodés beszikiilésével a szervezet homocisztein metabolizmusa zavart
szenved, és sem a hemodializis kezeléssel, sem a homocisztein eliminalasaban szerepet jatszo
vitaminok potlasaval nem sziintethetd meg a hyperhomocysteinaemia. A vizsgalatunkban
szereplé hemodializalt betegek korében is jellemz6 volt ez a kardiovaszkularis rizikot fokozo
anyagcserezavar. A betegek laboreredményei kozott talalt 6sszefliggések arra utalnak, hogy
végstadiumu vesebetegségben a hyperhomocysteinaemia mérséklddése gyakran egyiitt jar az
alultaplaltsag és a gyulladds mértékének fokozddasaval, igy az alacsonyabb homocisztein

szint kedvez6bb hatdsa nem érvényesiil.

A hemodializalt betegek szamara a szérum nyomelem szintekben bekovetkezo
valtozasok gyakran ujabb rizikofaktorként jelentkeznek, az esszencidlis nyomelemek hidnya
és a toxikus elemek felhalmozodasa miatt. Munkank soran a nikkel, a kobalt és a réz
felhalmozodasat talaltuk hemodializalt betegekben. Elséként vizsgéltuk, hogy ebben a
betegcsoportban ezek az elemek Osszefiiggést mutatnak-e a homocisztein metabolizmusanak
rendellenességével, vagy a tulélésiiket jelentésen befolydsoldo gyulladas és alultaplaltsag
paramétereivel. Statisztikailag szignifikans negativ 0sszefliggést talaltunk a szérum nikkel és a

plazma 6ssz-homocisztein szintek kozott.

A nikkel hatdsmechanizmusanak tanulmanyozasdhoz elsé 1épésben vizsgaltuk a
periférids vérbol izoldlhatdé nyugvé mononukledris sejtek homocisztein metabolizmusat.
Els6ként igazoltuk, hogy a nyugvo periférias mononuklearis sejtek is rendelkeznek a teljes
transzszulfuracios utvonal elsd 1épéséhez sziikséges aktiv CBS enzimmel. Megéllapitottuk,
hogy ezek a sejtek nyugvd allapotban is jelentdsen hozzajarulhatnak a szervezet homocisztein
homeosztazisdhoz. Vizsgalatainkkal a homocisztein metabolizmus vizsgdlatdhoz sziikséges

modellt alakitottunk ki, mely alkalmas lehet az individualis kiilonbségek feltarasara is.
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Igazoltuk, hogy a nyugvo periférids mononukledris sejtek homocisztein
hatdsmechanizmusdban a CBS enzim szabadgyok medidlt aktivitds fokozddasa jatszik

szerepet. Ezt a hatast az enzim hemet tartalmazé doménjére hatva fejtheti Ki.

crer

A nikkel koncentraciojanak emelkedése hemodializalt betegekben ugyan fokozhatja a
homocisztein eliminalasat, de a feltételezett hatasmechanizmus a vesebetegekre jellemz6
fokozott oxidativ stressz tovabbi novekedését jelenti, és mivel a nikkel interferdl a

vasanyagcserével az egyébként is kedvezodtlen vas anyagcsere profilt tovabb 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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