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1. BEVEZETES

Az oxidativ sejtkarosodas szamos betegségben megfigyelhetd. A reaktiv
oxigéngyokok az intracelluaris vassal egyiittmikodve fejtik ki kérositd
hatasukat. A vas azon formai kérosak elsdsorban, melyek be tudnak I1épni a
sejtek lipid doménjeibe. A vas lipofil kelatképzdkkel komplex forméaban az
endothelium lipid membréanjaiban akkumulélodik, ezaltal a sejtek sokkal
érzékenyebbé valnak mind endogén, mind exogén oxidativ stresszel szemben.

A hem szamtalan élettani funkcioval rendelkez6 hidroféb vaskomplex, mely
patologias koriilmények kozott azonban az intakt endothelium hidrofob
doménjeiben koncentralodhat, mialtal a reaktiv oxigén-intermedierek karosito
hatasa megsokszorozodik.

A hem az alacsony siirliségii lipoprotein (LDL) oxidécidjat is katalizalja. Az
LDL oxidativ modosuldsa kozponti szerepet jatszik az érelmeszesedés
patomechanizmusaban. Az oxidalt LDL citotoxikus az endothelidlis sejtekre,
adhéziés molekuldk expresszidjat fokozza, serkenti kemotaktikus anyagok
elvalasztasat, monocitdk akkumulédciojat ¢€és habos sejtek  képzddését
eredményezi, befolydsolja a vaszkularis tonust, ndvekedésifaktor termelést és
kollagén szintézist indukal és immunogén.

Az endothelidlis sejtek a hemmel illetve hem medialta lipid-peroxidacidval
szemben hem-oxigenaz ¢és ferritin indukcioval védekeznek. A hem-oxigenaz
(HO) a hemdegradacid elsd 1épését katalizdja. Felnyitja a porfirin gytrit,
melybdl biliverdin és szénmonoxid (CO) képzddik, és a vas szabadda valik.
Harom gén kodolja a hem-oxigendz 3 izoenzimét. A HO-1 egy transzkripcids
szinten indukalodé 32.8 kD tomegii stresszfehérje, melynek a hemen kiviil
szamos induktora van; nehézfémek, citokinek, oxidativ stressz. A hem-
oxigenaz-2 €s a hem-oxigenaz-3 konstitutiv moédon expresszaldédik. A hem-
oxigenaz altal katalizalt hemdegradaci6 egyik terméke a biliverdinbdl képz6do

bilirubin, mely antioxidans tulajdonsagii. A masik termék a CO, melynek



¢lettani tulajdonsdgai sokban hasonlitanak a NO-ra. Stimuldlja a cGMP
ferritin az intracellularis vas taroldsara specializalodott fehérje, melynek 1 molja
4500 mol vas iont képes raktarozni. Globularis, 24 alegységbdl allo6 multimer.
Az alegységeknek két tipusa van; a konnyl és a nehéz lanc, melyek koziil a
nehéz lancnak ferroxidaz aktivitasa van. A ferritin szintézisét az intracellularis
vas poszttranszkripcids szinten szabalyozza. A HO-1 kozponti fontossagara utal
egy nemrég publikalt eset egy HO-1 deficiens gyerekrdl, akinek sulyos
endothelidlis sejtkdrosodasa volt. Hasonldé endothel karosodast, maj ¢és
vesetoxicitast irtak le HO-1 knock-out egereknél. A HO-1 deficiencia human
eseténél €s az egérben is magas volt a plazma hemkoncentréacidja.

A hem altaldban fehérjékhez kototten fordul elé az emberi szervezetben. Balla
¢s munkacsoportja korabbi munkajukban bizonyitottak, hogy a methemoglobin
a hemhez hasonloan szenzitizalja az endothelialis sejteket oxidativ stresszel
szemben. Az endothelidlis sejtekben hosszan tartd6 szubletdlis dézist
methemoglobin kezelés hatdsara kialakul a hem-oxigenaz-1 és ferritin indukcion
alapuld antioxidans védelem. Azonban a methemoglobinban 1évé hem csoport
¢s a génindukcion alapuld protektiv hatés is.

Szamos hemproteinrdl bebizonyitottdk, hogy eldidézi az LDL oxidativ
fehérjek felszinén masodlagosan kialakuld tirozil-gyokok hatasara kovetkezik be

az LDL oxidativ modifikacioja.

2. CELKITUZESEK

A vas-protoporfirin IX bioszintézise soklépéses Osszetett folyamat szamos
enzim részvételével. Ha valamelyik enzim hibdsan, vagy egyaltalan nem

muikodik, akkor a folyamat megakad, és az intermedierek felhalmozodasa



valtozatos klinikai korképeket okoz, melyeket osszefoglald néven porfiridknak
neveziink. A porfiridk kezelésében fontos szerepe van az intravénds hem
kezelésnek, melynek azonban stlyos mellékhatasai vannak; toxikus az
endotheliumra, noveli a trombdzis veszélyét. Finn kutatok hem-arginatot
alkalmaztak hem helyett a porfiridk kezelésében, miutan nem tapasztaltdk a hem
karos mellékhatasait.

Kutatocsoportunk feltételezte, hogy a hem-arginat azért nem okoz vaszkularis
mellékhatasokat, mert a benne 1évé hem-vas nem, vagy kevésbé katalizalja a
reaktiv oxigén altal eldidézett endothelidlis sejtkdrosodast. Ezért célul tlztiik ki
kiilonb6z6é hidrofobicitast vas-porfirinek katalitikus hatdsanak vizsgalatat
vas-porfirinek HO-1 és ferritin indukal6 hatasat is vizsgaltuk.

A keringd hem magas koncentracidja mas klinikai korképekben is eléfordul. A
hem-degradald enzim, a hem-oxigenaz-1 hidnya egérben is és emberben is a
vezet. Habar a hem kozvetlen mdédon toxikus az endotheliumra, kisérleteinkben
egy masik mechanizmust is feltételeztiink, melyen keresztiil a hem az LDL
célunk volt az élettanilag fontos hemproteinek LDL oxidativ modifikaciot
el6idéz0 mechanizmusainak vizsgalata in vivo korilmények kozott.
Feltételeztiik, hogy a szabad hemoglobin, ha oxidalédik, az LDL oxidativ
oxidalt LDL citoprotektiv anyagok (HO-1 ¢és ferritin) indukcidjat idézi eld. A
hem-oxigendz-1 deficiencia els@ felismert esetét leird japan kutatdcsoport
elkiildve a beteg plazmajat lehetdvé tette szdmunkra, hogy emberben a HO-1

hidnyban kialakul6 LDL modifikéacidkat feltarjuk.



3. MODSZEREK

Endothelidlis sejtizoldlds és tenyésztés

Human umbilikédlis véna endothelidlis sejtek tenyésztéséhez a sejteket
koldokzsindr vénabol dispase enzimmel nyertiik ki. A human aorta endothelialis
sejteket €s a human mikrovaszkularis endothelidlis sejteket kollagenaz emésztést
kovetden tenyésztettiik.

Human polimorfonuklearis sejt (PMN) prepardlds

A PMN sejteket Onkéntesekt6l vett heparinnal alvadasgatolt vér
centrifugalasaval nyertiik.

Hemoglobin preparalas

A hemoglobin preparaldsat vordsvértest lizatumbol ioncserés kromatografiaval
végeztilk. Methemoglobin eldallitasdhoz a ferrohemoglobint K;Fe(CN)g-tal
inkubaltuk. Cianomethemoglobin prepardlasdhoz a methemoglobint kétszeres
molaris mennyiségli NaCN-dal reagaltattuk, majd gélszliréssel tisztitottuk.

LDL szepardlas

Az LDL-t Na)EDTA-val alvadasgatolt vérbol egylépéses gradiens
ultracentrifugalassal izolaltuk.

Az LDL oxidativ rezisztencidjanak meghatdrozdsa

Az LDL oxidativ rezisztenciajat a AT at Vmax értékkel jellemeztiik, mely a hem
medialta lipid-peroxidacid6 propagacios fazisadban a hem degradacio
sebességmaximumaig eltelt 1do.

Az LDL oxidativ modosulasanak detektalasa

Az LDL konjugalt dién tartalmat 234 nm-en fotometralassal hataroztuk meg. Az
LDL lipid-hidroperoxid tartalmdt a Ferrous Oxidation of Xylenol orange
i1s. A fluoreszkamin-reaktiv amin csoportok szadmat fluoreszcens modszerrel
hatdroztuk meg. Az LDL mintdk elektroforetikus mobilitdsat agaroz

gélelektroforézissel vizsgaltuk.



LDL asszocialt vas és hem kimutatdsa

A vasat vas-ferrozin komplexet képezve spektrofotometridsan mutattuk ki. Az
szintén spektrofotometridsan hatdroztuk meg.

Endothelidlis sejttoxicitds vizsgdlat

Az endothelialis sejtek specifikus citotoxicitasat vagy °'Cr izotdp
felszabaduldson alapulé mddszerrel, vagy MTT mddszerrel hataroztuk meg.
Hem-oxigenaz enzimaktivitds meghatdrozasa

A HO enzimaktivitds meghatarozasanak soran az endothelidlis sejtekbdl nyert
mikroszoma  bilirubin  generdld  képességét mérjik. A  mikroszoma
preparatumhoz patkanymdj citoszolt, hemet, gliikoz-6-foszfatot, gliilk6z-6-
foszfat-dehidrogenazt és NADPH-t adtunk. Egy 6ras inkubalas utan a képzddott
bilirubint kloroformmal extrahdltuk, és a koncentracigjat fotometriasan
hataroztuk meg.

Ferritin meghatarozas

Az endothelidlis sejtek szolubilizalasa utan a ferritin tartalmat az IMx ferritin
enzyme immunoassay (Abbott Laboratories) felhasznalasdval mértiik.

Northern analizis

Az endothel sejtekbdl az RNAzol moddszerrel izolaltunk RNS-t. Az RNS
elektroforézise és blottoldsa utin a membranokat >°P izotoppal vagy biotinnal
jelolt cDNS probakkal hibridizaltuk. A kapott autoradiogrammokat

denzitometraltuk.



4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. VAS ~PORFIRINEK ES AZ ENDOTHELIUM

Akut porfiridk kezelésében sikeresen alkalmazzak a hemet, annak ellenére, hogy
a kezelésnek gyakran stlyos, az érrendszert érintd mellékhatisai vannak. Hem-
arginatot alkalmazva a mellékhatasok nem jelentkeznek. Kisérleteinkben a hem
szubsztitualt szarmazékait, valamint hem-arginatot hasznaltunk. A szubsztitualt
szarmazékok kialakitasa soran a vinil oldallancok cserélédtek H-re (vas-
deuteroporfirin 1X), szulfondt csoportokra (vas-deuteroporfirin IX, 2,4-
biszulfonat), propionat csoportokra (vas-coproporfirin III), vagy glikol
csoportokra (vas- deuteroporfirin IX, 2,4-diglikol).

4.1.1. Vas-porfirinek oxidativ agensekkel szembeni szenzitizalo hatdsa
Kisérleteinkben a hem-arginat, szemben a hemmel nem fokozta a hidrogén-
peroxiddal, illetve aktivalt neutrofil granulocitdkkal eldidézett endothelidlis
citotoxicitast. A vizsgéalt hem analdgok koziil a vas-deuteroporfirin 1X, 2,4-
biszulfonat, a vas-koproporfirin I1I, és a deuteroporfirin I1X, 2,4-diglikol szintén
nem szenzitizalta a sejteket. Ezzel szemben a lipid oldékony vas-deuteroporfirin
IX fokozta az oxidativ sejtkarosodast.

4.1.2. Vas-porfirinek hatdsa citoprotektiv gének indukcidjara

Annak ellenére, hogy a hem-arginit nem fokozta az oxidansok medialta
citotoxicitast, a hemhez €s a vas-deuteropofirinhez hasonldan bejut a sejtekbe, és
hem-oxigendz-1 mRNS indukcidt, valamint HO enzimaktivitds-ndvekedést
okoz. A hem-oxigenaz indukcidja egylitt jar a ferritin szintjének emelkedésével.
Azonban a hasonlé mértékii HO indukcid ellenére a hem-arginattal kezelt
sejtekben a ferritin szintje csak megduplazddott, mig a hemmel kezelt sejtek
ferritin szintje husszorosa volt a kontrolnak. Bilirubin képzddés alapjan
bizonyitottuk, hogy a hem-argindt rosszabb szubsztritja a hem-oxigendznak
mint a hem, igy a reakcidban kevesebb vas valik szabadd4, ami magyarazhatja a

ferritin indukcioban mért kiillonbségeket a hemmel illetve hem-arginattal kezelt



sejtek kozott. A vas-porfirinek nem befolydsoltdk a sejtek H- és L-ferritin
mRNS szintjeit, ami a ferritin szintézis poszttranszkripcids szabalyzasdval
magyarazhato.

A hem kezelés hatdsara bekovetkezd HO-1 és ferritin indukcid a sejteket
rezisztenss€¢ teszi egy normal esetben toxikus oxidativ sokkal szemben.
Laboratériumunkban korabban igazoltuk, hogy a rezisztencia kialakuldsaért
kozvetlenill a ferritin a felelés. A ferritin az oxidativ kérosodasban kozponti
szereppel biro intracellularis vasat katalitikusan inaktiv formaban megkoti. Hem
¢s vas-deuteroporfirin IX kezelés hatdsidra a sejtek hem-oxigenaz és ferritin
szintje jelentdsen megemelkedett, s a sejtek rezisztensek voltak a hemmel és
hidrogén-peroxiddal eldidézett oxidativ stresszel szemben. Hem-arginat hatasara
a sejtekben bekovetkezd jelentds hem-oxigenaz, de csekély mértékl ferritin
indukcié nem nyujtott védelmet a hemmel és hidrogén-peroxiddal kivaltott
citotoxicitds ellen. A hidrofilebb tulajdonsagti vas-porfirinek: a vas-
deuteroporfirin 1X, 2,4-biszulfonat, a vas-koproporfirin III, és a  vas-
deuteroporfirin IX, 2,4-diglikol nem indukaltdk a hem-oxigenazt és a ferritint
sem, igy az oxidativ rezisztencia sem alakult ki a kezelt sejtekben.

4.13. A hem és a hem-arginat osszehasonlitisa az LDL oxidativ
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sejtek integritasat. A hemmel oxidalt LDL toxikus az endothelidlis sejteke. A
hemel illetve hem-arginattal katalizalt LDL lipid-peroxidécio kinetikaja eltér. A
hem-arginattal katalizalt reakcionéal hosszabb a reakci6 maximalis sebességéig
eltelt id6 (AT at Vmax), és a propagacios fazisban mért maximalis sebesség is
lassibb, mint a hemmel katalizalt reakcioban. Lipid-peroxidacios termékek
képes oxidalni az LDL-t mint a hem. Ennek kdvetkeztében a hem-arginattal és
hidrogén-peroxiddal kondicionalt LDL kevésbé volt toxikus human

endothelialis sejtekre, mint a hemmel és hidrogén-peroxiddal kezelt LDL.



4.2. HEMPROTEINEK PRO-OXIDANS ES CITOTOXIKUS HATASA
A hem-katabolizmus defektusdnak sulyos patologiai kovetkezményei vannak
mind human HO-1 deficiencia esetén, mind HO-1 knock-out egerekben. A hem

direkt mdédon toxikus, ezen tal mi egy madsik utat is feltételeztiink, melyben a

crer

crer

jellemzésén tal bioldgiai hatasukat is teszteltik huméan umbilikdlis véna
endothelialis sejteken.

4.2.1. Hemproteinekkel kezelt plazmakbol szarmazo LDL-ek citotoxikus hatasa
A hemmel illetve methemoglobinnal inkubalt plazmakbol izolalt LDL mintik a
human endothelidlis sejtekre toxikusak voltak. A toxikus LDL kialakulasaban
kozponti szerepe van a ferrohemoglobin methemoglobinna alakuldsanak,
ferrohemoglobinnal nem. A disszocialt hem képes belépni az LDL részecskékbe
annak ellenére, hogy a plazmaban magas koncentracioban vannak jelen
specifikus és aspecifikus hemkdtd fehérjék. A hem-fehérje kotés erdsitésével
példaul a  cianomethemoglobinban,  vagy  haptoglobinhoz  kotott
methemoglobinban a hem csoport stabilizalodik, és nem alakul ki toxikus LDL.
4.2.2 Oxidativ modifikacio kimutatisa hemproteinekkel kezelt plazmakbol
szdrmazo LDL mintakban

A hemmel illetve methemoglobinnal inkubalt plazmékbodl szarmazo LDL-ek
oxidativ modifikaltsagat tobb modszerrel bizonyitottuk. Az LDL-ekben lipid-
peroxidacios termékek jelentek meg, E vitamin tartalmuk ¢és oxidativ
rezisztenciajuk lecsokkent, elektroforetikus mobilitasuk fokozddott. Plazmaban
azonban aktivalt neutrofil granulocitakkal egylitt adva az LDL oxidaciojat
indukalta.

4.2.3. Az LDL oxidativ modifikacioja in vivo koriilmények kozott
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A HO-1 deficiens beteg plazmdjanak spektralis analizise feltarta, hogy a plazma
methemoglobin koncentracioja nagyon magas (~60 uM). Igazoltuk, hogy HO-1
deficiencidban az LDL tulajdonsagai a methemoglobinnal inkubalt plazmabol
szarmazd LDL tulajdonsagaihoz hasonlitottak. A HO-1 deficiens beteg
plazmajabol izolalt LDL toxikus volt human endothelialis sejtekre. A HO-1
deficiens beteg LDL-jének fokozott elektroforetikus mobilitasa, csokkent
oxidativ rezisztenciaja, €és nagyon alacsony E vitamin tartalma volt, valamint a
partikulakban a konjugalt diének, lipid-hidroperoxidok, €s tiobarbitursav reaktiv
anyagok akkumuléalodtak.

4.2.4.Citoprotektiv anyagok indukcioja hemproteinekkel kezelt plazmadbdl izolalt
LDL-lel

Az oxidalt LDL endothelialis sejtekben citoprotektiv géneket, hem-oxigenazt és
ferritint indukal. A hemmel illetve methemoglobinnal kezelt plazmakbol izolalt
LDL hatdsara human umbilikalis véna endothelidlis sejtekben HO-1 mRNS
indukciot, és a hem-oxigendz aktivitds fokozodasat tapasztaltuk. E mellett a
sejtek ferritin szintje is megemelkedett. A ferrohemoglobinnal kezelt plazmabol
izolalt LDL nem fokozta a hem-oxigenaz és a ferritin expresszidjat, azonban
aktivalt neutrofil granulocitdk jelenlétében az LDL indukalta a hem-oxigenazt és
a ferritint is.

A HO-1 deficiens betegbdl izoladlt LDL egészséges humén endothelialis
sejtekben fokozta a hem-oxigendz enzimaktivitast, és a ferritin szintet is

megduplazta.
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5. OSSZEFOGLALAS

A hidrofob tulajdonsagu vas-porfirinek oxidativ stresszel szemben
szenzitizaljak az endothelialis sejteket, és katalizaljak az LDL
oxidativ modifikaciojat.

A hem-arginat nem fokozza a reaktiv oxigén-intermedierek medialta
mint a hem.

A hidrofob vas-porfirinek endothelialis sejtekben indukaljak a hem-
oxigenaz 1 és ferritin géneket.

A hidrofob vas-porfirinek altal eloidézett génindukciok oxidativ
stresszel szembeni rezisztenciat hoznak létre.

Az LDL sikeresen kompetal a plazma hemkoto fehérjéivel a
hemproteinekbdl szabadda valo hemért.

A methemoglobint tartalmazé plazma LDL-je, szemben a
ferrohemoglobint tartalmazoval koncentraciotol fiiggéen toxikus az
endothelialis sejtekre.

A plazmaban  jelenlévé methemoglobin ellentétben a
ferrohemoglobinnal az LDL oxidativ modifikaciojat idézi elo,
melynek mértéke fiigg a methemoglobin koncentraciojatol.

A methemoglobint tartalmazé plazma LDL-je, szemben a
ferrohemoglobint tartalmazoval oxidativ  stresszel szembeni
rezisztenciat indukal endothelialis sejtekben, melynek letéteményese a
heme-oxigenaz 1 és ferritin gének.

A ferrohemoglobin neutrofil granulocita altali methemoglobinna
torténé oxidacioja az LDL oxidativ modifikaciojat idézi elo
plazmaban. A modifikalt LDL magas koncentracional citotoxikus,
alacsonyabb szint mellett hem-oxigenaz 1 és ferritin génindukciokat

idéz el6 endothelialis sejtekben.
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> A hem-oxigenaz-1 deficiens beteg plazmajaban a hemoglobin
methemoglobin torténé oxidacioja kovetkezik be, melynek
eredményeként a methemoglobin koncentracidja eléri a 60 pmol/l
szintet.

> A hem-oxigenaz-1 hidnyos beteg plazmajaban az LDL oxidativ
modifikacioja zajlik, illetve figyelheto meg.

> A hem-oxigenaz-1 deficiens beteg LDL-je koncentraciotol fiiggéen
toxikus az endothelialis sejtekre.

> A hem-oxigenaz-1 deficiens beteg LDL-je szubletalis
koncentracioknal az egészséges human endothelialis sejtek hem-

oxigenaz és ferritin génjeit indukalja.
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