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2005. EVI ZAROJELENTES

Sz&mos vascularis megbetegedésben a hem-vas eredetti endothelialis k&rosodas pathogenetikai
szerepére egyre tobb adat utal. A hem katabolizmusat végz6 enzim hianydban, a hemoxigendz 1
deficiencidban - mind huméan vonatkozasban, mind "knock-out" egérben - egyrészt a hem plazméaban
torténd akkumulacidja, masrészt sulyos endothelialis sejtkarosodas észlelheto.

Palyazatunkban feltételeztik, hogy a hem-protein eredetii hem, amellett hogy 6nmagéaban is
citotoxikus, az LDL oxidativ modifikécidja révén is vezethet endothelilis funkciézavarhoz. In vitro
kisérletekben teszteltiik a kilonbézé hemproteineket, hogy eléidézik-e az LDL oxidativ modifikéaciojat
plazma jelenlétében. Methemoglobinnal illetve hemmel kezelt plazmabdl izolalt LDL mintdk a humén
umbilikélis véna endothel sejtekre citotoxikusak voltak, szemben a hemet erételjesebben koto
ferrohemoglobinnal, illeve metmioglobinnal vagy citokrom c-vel kezelt plazmabdl izolalt LDL
mintakkal, melyeknek nem volt citotoxikus hatdsuk. Ezen erdmények azt sugalljak, hogy a
hemproteinekbdl a hem kiszabadulasa feltétele a toxikus LDL kialakulasanak. Ezen megfigyeléslinket
bizonyitottuk gy, hogy a methemoglobinban Iévé hem csoportot haptoglobinnal illetve cianid ionnal
stabilizaltuk, és varakozasunknak megfeleléen, az igy kezelt plazmabdl szarmazé LDL mintdk nem
voltak citotoxikusak. A ferrohemoglobin jelenléte a plazmaban nem idézte el6 az LDL oxidativ
modifikacidjat, azonban az irodalomban ismert, hogy a ferrohemoglobin gyulladdsos-sejt eredetii
oxidansok hatasara methemoglobinna oxidalodhat. Ennek alapjan a ferrohemoglobint tartalmazé
palzméhoz aktivalt neutrofil granulocitakat adtunk, majd LDL-t izolaltunk. Az igy nyert LDL
citotoxikus volt.

Feltételeztik, hogy hasonldan toxikus LDL akkumlalédhat a kordbban leirt hem oxigenaz-1
deficiens gyermek plazmajaban. Kimutattuk, hogy a HO-1 deficiens gyermek LDL-je norméal endothel
sejtekre cittotoxikus, hasonldan a methemoglobinnal inkubalt plazméabol szarmaz6 LDL-hez. A HO-1
deficiens gyermek plazmajanak analizise soran kimutattuk, hogy plazmaja nagy mennyiségi (60 uM)
hemoglobint tartalmazott, melynek 80%-a methemoglobin volt. A HO-1 gyermek LDL-jének

lipidperoxidacids paraméterei (oxidativ rezisztencia, konjugéalt dién-, lipid-hidroperoxid-, TBARS-, a-
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tocopherol-tartalom, zsirsav-Osszetétel, elektroforetikus mobilitds) az LDL nagyfoka oxidaltsagat
bizonyitottak.

Normal sejtekben az oxidalt LDL szublethalis dozisa citoprotektiv géneket — hem-oxigenazt illetve
ferritint — indukal, mely génindukciokat mi is kimutattuk a hemmel, methemoglobinnal illetve
ferrohemoglobinnal és aktivalt neutrofilokkal kezelt plazmakbdl szeparalt LDL-ek esetében, valamint a
HO-1 deficiens beteg LDL mintajanal. A HO-1 deficiens beteg esetén a citoprotektiv HO-1 hianya
nagymértékben hozzajarul az endothelialis sejtkarosodas kialakuldsdhoz. A hem oxigenaz és ferritin
vaszkularis hatasainak ismerete nem csupan hem oxigenaz-1 deficiencidban értékelédik fel, hanem
olyan kdrképekben is - glomerulosclerosis, atherosclerosis -, ahol a vordsvértest eredetii hemoglobin-,
hem- és vas-indukalta LDL modifikacio érkarosodast okoz. (Ebben a témaban megjelent publikéacionk:
Jeney V, Balla J, Yachie A, Varga Z, Vercellotti GM, Eaton JW, Balla G. Pro-oxidant and cytotoxic
effects of circulating heme. Blood. 2002 Aug 1;100(3):879-87.)

A HO-1 deficiens beteg plazmajaban kimutattuk, hogy a hemoglobin nagy része methemoglobin
forméaban van jelen, mely methemoglobin eléidézi az LDL oxidativ modifikaciojat. A ferronemoglobin
methemoglobinna alakulasat gyulladasos sejtek altal termelt oxidansok eléidézik, mely folyamat
katalazzal gatolhatd, amely a hidrogén-peroxid szerepét bizonyitja a folyamatban. Mi feltételeztiik, hogy
e mellett az oxidalt LDL is képes a ferrohemoglobint methemoglobinnd oxidalni. In vitro
kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy az oxidalt LDL valéban képes a ferrohemoglobint
methemoglobinnd oxidalni. Mivel az oxidalt LDL egy tobbkomponensii partikula, igy azt is
bizonyitottuk, hogy az LDL oxidéaci6ja sordn képzédé lipid-hidroperoxidok tehetok felel6ssé a
ferrohemoglobin methemoglobinnd alakitasaért. Meghataroztuk a haptoglobin szerepét a fenti
folyamatokban. Igazoltuk, hogy a hemoglobin oxidaciéjat nem befolyasolja a haptoglobin jelenléte.
Ezzel szemben a hemoglobin oxidacitja okozta LDL oxidativ modifikacio kifejezetten gatolhatd
haptoglobinnal. A gatlas mértéke fligg a haptoglobin allotipusatol.

Azt is bizonyitottuk, hogy az oxidalt LDL lipid-hidroperoxid komponense a felelés az oxidalt
LDL citotoxikussagaért illetve citoprotektiv génindukald hataséért. A HO-1 deficiens betegbdl
szarmazo limfoblasztoid sejtvonal segitségével bizonyitottuk, hogy az oxidalt LDL nagyobb mértékben

citotoxikus a HO-1 deficiens sejtekre mint a kontrol sejtekre. (Ezen eredményeink alapjan megjelent



publikacionk: Nagy E, Jeney V, Yachie A, Szabo RP, Wagner O, Vercellotti GM, Eaton JW, Balla G,
Balla J. Oxidation of hemoglobin by lipid hydroperoxide associated with low-density lipoprotein (LDL)
and increased cytotoxic effect by LDL oxidation in heme oxygenase-1 (HO-1) deficiency. Cell Mol Biol
(Noisy-le-grand). 2005 Sep 30;51(4):377-85.)

A hem okozta érkarosodasok vizsgalata mellett klinikai tanulményban vizsgaltuk, hogy a
megemelkedett intima-media vastagsag (IMT), melynek eléfordulasat kimutattak az atherosclerosis
korai fazisdban, mely egyéb klinikai paraméterekkel van dsszefliggésben. A Klinikai tanulméanyban 55
év alatti személyek vettek részt, 3 csoportra osztva az artéria carotis interna sztikiiletének foka alapjan
(kontrol, sziikulet, elzarédas). A tanulméany soran meghataroztuk a betegek LDL-jének oxidativ
rezisztencidjat, gyulladasos markereket, a plazma viszkozitasat, a vorosvértestek deformalhatosagat,
lipidszinteket valamint a homocisztein szintet. lgazoltuk, hogy az agyi erek korai érelmeszesedésének
rizikdja elsésorban az inflammacios markerek (WBC, CRP, fibrinogen) megemelkedett szintjével van
Osszefliggésben.  (Eredményeinket publikaltuk: Magyar MT, Szikszai Z, Balla J, Valikovics A,
Kappelmayer J, Imre S, Balla G, Jeney V, Csiba L, Bereczki D. Early-onset carotid atherosclerosis is
associated with increased intima-media thickness and elevated serum levels of inflammatory markers.
Stroke. 2003 Jan;34(1):58-63.)

Endothelialis sejtkarosodas vegstadiumu veseelégtelenségben szenveddkben is igazolast nyert.
Ennek ciklikus valtozasa egybeesik a hemodializis kezelések alkalmazésaval, azonban oki 6sszefliggés
ezidaig nem volt azonosithato.

A low-density lipoprotein oxidativ rezisztencidjat vizsgalva hasonld ciklicitast tudtunk
megfigyelni végstadiumu veseelégtelenségben szenvedékben, mint ahogyan az az endotheliumnal
ismert. Az oxidativ rezisztencidban bekdvetkezé valtozasok ciklusai egybeestek a hemodializis
kezeléssel, annak késleltetése, illetve ritkitasa a ciklusok lefolyasat azonos modon befolyasolta. A ciklus
2 jol elkalonlt részbol allt. Az elsé, igen gyors, ordk alatt bekdvetkezé valtozas, egybeesett a
hemodializis kezelésekkel. Paradox mddon erre a periddusra az LDL oxidativ rezisztincidjanak
csokkenése volt a jellemzé. Feltételeztik, hogy az LDL oxidativ rezisztencigjanak valtozéasa a plazma
kis moéltomegt lipofil tulajdonsdgl anyagaival lehet dsszefliggésben. Tanulmanyunkban egészséges

kontrol (n=15), krénikus veseelégtelen (CKD) dializis elétt és utan (n=10), valamint konzervativ



terapian 1évé kronikus veseelégtelenségben szenvedé betegek (n=13) vettek részt. A betegek
plazméajabol centrifugalassal ultrafiltratumot nyertlink, mely tartalmazta az 5000 Da alatti molekulé&kat.
Az egészséges kontrolok plazmajanak ultrafiltrastuma megnydjtotta egy normal LDL hem medilta
oxidacidjanak maximalis sebességéig eltelt id6t (AT at Vmax) a kontrolhoz viszonyitva. A krénikus
veseelégtelenségben szenved6 beteg dializis el6tti plazma-ultrafiltrdtuma az egészséges kontrolhoz
képest még inkabb megnyujtotta az LDL AT at Vmax értékét. Ezzel szemben a CKD beteg hemodializis
kezelés utani ultrafiltrdituma kevésbé géatolta az LDL oxidativ modifikécidjat mint az egészséges
kontrolé. A CKD betegek dializis el6tti ultrafiltratumanak megndvekedett LDL oxidaciot gatlé hatasaért
felelés molekuldk azonositasa érdekében sz&mos retenciés molekula hatésat vizsgéaltuk meg a hem
medidlta LDL oxidaciora. A veseelégtelenségben szenvedék plazmajadban mért koncentracioban
alkalmazva az altalunk vizsgalt 28 molekula koézll 7 - az L-arginin, az L-aszkorbinsav, a bilirubin, a p-
krezol, a 3-indoxil-szulfat, az indoxil-B-D-glikoronid, a fenol és a higysav - gatolta az LDL hem
medialta modifikacidjat. A hagysav eltavolitdsa urikdzzal nem eredményezte az ultrafiltratum
antioxidans kapacitasanak teljes eltiinését; mintegy 30%-a a Kiinduldsi aktivitasnak megmaradt.
Meghataroztuk ezen retenciés molekuldk koncentraciojat a plazma ultrafiltrdtumokban, és
megéllapitottuk hogy az anyagok koncentracidja a dializis soran az egészséges kontorlok
ultarfiltratumaban mért értékek ala esik. A gatld hatdsu retenciés molekuldk antioxidans potenciéljat
0sszehasonlitva azt kaptuk, hogy az LDL hem-medialta oxidativ modifikaciojanak a legerdsebb
inhibitora a p-krezol, majd ezt koveti a bilirubin. Az LDL oxidativ modifikacidjat gatlé anyagok direkt
citoprotektiv hatasat is megvizsgéltuk human endothelidlis sejteken. A vizsgélt molekulak eltér
mértékben ugyan, de protektiv modon hatottak a hemmel illetve hidrogén-peroxiddal el6idézett
citotoxicitas soran.

Mivel az LDL oxidativ modifik&cidja endothel kéarosodashoz vezet, megvizsgaltuk hogy a
plazma ultrafiltrdtumok meg tudjdk-e gatolni az oxidalt LDL medialta endothel citotoxicitast.
Kimutattuk, hogy az egészséges kontrolok plazma-ultrafiltratuma hatékonyan géatolja az oxidalt LDL

eléidezte citotoxicitast, hasonldéan a konzervativ mddon kezelt CKD betegek, illetve a dializiskezelés



elétti betegek palzma ultrafiltratumahoz. Ezzel szemben a dializis kezelés utan nyert ultrafiltradtum nem
tudta meggétolni az oxidalt LDL mediélta citotoxicitast.

Szubletalis dézis oxidalt LDL endothel sejtekben hem oxigenaz-1-et és ferritint indukal,
melyek az oxidativ stressz érzékeny markerei. Kimutattuk, hogy az egészséges kontrolok ultrafiltratuma
hasonléan a konzervativ terdpidval kezelt CKD betegek illetve a dializis el6tti CKD betegek
ultrafiltratumahoz, meggéatolta az oxidalt LDL mediadlta HO-1 mRNS indukcidjat és aktivitasanak
novekedését, valamint a ferritin szintjének emelkedését. Ezzel szemben a dializis utani ultarfiltraétum
nem akadalyozta meg az oxidalt LDL medialta redox szenzitiv génindukcidkat, igy a HO-1 és a ferritin
szintje is megemelkedett.

Ebben a tanulmanyban ravilagitottunk arra, hogy a hemodializis sordn az antioxidans
tulajdonsagu retencios molekuldk eltavolitasa eldsegitheti az LDL oxidativ modifikaciojat és a
bekovetkezé endothelsejt-karosodas veszélyeztetheti az érrendszert. A stresszadaptacio néhény orat is
igénybevehet, addig azonban a sejtek védtelenek az oxidalt LDL karositd hatdsaval szemben. Az
endothelium gyorsan valtozé oxidativ kornyezete és a késlekedé adaptacié megnovelheti az
atherosclerosis rizikojat a hemodializalt, kronikus veseelégtelenségben szenvedé betegekben. (Ezen
eredményeink alapjan megjelent publikacionk: Ujhelyi L, Balla G, Jeney V, Varga Z, Nagy E,
Vercellotti GM, Agarwal A, Eaton JW, Balla J. Hemodialysis reduces inhibitory effect of plasma
ultrafiltrate on LDL oxidation and subsequent endothelial reactions. Kidney Int. 2006 Jan;69(1):144-
51.)

A pélyazat idétartama alatt két review megirasara kaptam felkérést, melyekben dsszefoglaltuk
az elmult évek legfontosabb eredményeit a hem mediélta folyamatok teruiletén. Az alabbi ¢sszefoglalo
abra jol szemlélteti a munkacsoportunk altal leirt folyamatokat. A hem a vororsvértestek lizise soran
keletkezé ferrohemoglobinbdl képzédik. Ennek a folyamatnak azonban nagyon fontos Iépése a
ferrohemoglobin methemoglobinnd oxidalédasa, amit gyulladasos sejtek altal termelt reaktiv
oxigéngyokok illetve LDL-asszocidlt lipid-hidroperoxidok is eléidézhetnek. A methemoglobinbol
szabaddd val6 hem azutdn direkt és indirekt mddon is okozhat endothelidlis sejtkarosodast, illetve
alacsonyabb ddzisban a sejtekben citoprotektiv géneket — hem oxigenaz-1-et illetve ferritint —

indukalhat. A direkt atvonal soran a hem az endothelidlis sejtek altal felvételre keriil, és szenzitizélja a



sejteket oxidativ stresszel szemben. Ha azonban nincs oxidativ stressz, akkor a hem felvétele utan
megindul a HO-1 és a ferritin transzkripcidja illetve transzlacidja, melynek eredménye a sejtek
megndvekedett oxidativ rezisztencidja. Az indirekt utvonal, melyen kersztiil a hem szenzitizaciot illetve
stressz adaptaciot valthat ki az LDL oxidativ modifikécidjaval kapcsolatos. Az LDL plazma
jelenlétében is kepes a lipofil tulajdonsagu hem felvételére, melynek kdvetkezménye az LDL oxidativ

modifikacidja. Az oxidalt LDL az endotheliumra citotoxikus, szubletélis d6zisban azonban citoprotektiv

géneket indukal.
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