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BEVEZETES

I. BEVEZETES

A szabadgyok kutatds napjainkban a tudomanyos érdeklédés kdzéppontjaban all.
Széleskorli vizsgalata kiilonboz6 modellrendszerekben elengedhetetleniil fontos annak
érdekében, hogy a patologids folyamatokban bekdvetkezd valtozasok mechanizmusat,
Osszefiiggéseit feltérképezziik.

A szabadgyokos reakciok fiziologids koriilmények kozott szamos  jol
szabdlyozott biokémiai folyamat részei. A szabadgyok képzddés stressz hatdsara
fokozodhat, ami befolyasolhatja a biologiai rendszerek miikddését. Fokozott
termelddésiik kovetkeztében gyakorlatilag minden altalunk ismert cellularis adaptacios
reakcioutvonal aktivalodhat, beleértve az antioxidans védelmi rendszert is. A thlzott
mértékili szabadgyok képzddés és/vagy az antioxidans kapacitas csokkenése felborithatja
a prooxidansok és antioxidansok kozotti egyensulyt. Ebben az esetben oxidativ stressz
alakul ki, melynek sordn kérosodhatnak a sejt fehérjéi, a nukleinsavak ¢és
lipidperoxidacio kovetkeztében a sejtek membranjai is. Stlyos esetben a sejt alapvetd
¢letfunkciodi oly mértékben sériilhetnek, hogy apoptozis vagy nekrézis kovetkezik be.

Kisérleteink soran kétféle modellrendszerben vizsgaltuk a szabadgyok
képzddést, az antioxidans védekezd rendszer miikodését és az oxidativ stressz
kovetkeztében kialakuld karosodasokat. Aktudlisan felmeriild kornyezeti és
népegészségiigyi problémakra tekintettel valasztottuk ki a modelleket.

A kornyezetiink, ezaltal vizeink nehézfém szennyezettsége napjainkban is
komoly problémat jelent, a vilag szdmos tajan okoz egészség karosodast. A vizi
¢l6lények koziil a halak, melyek a taplalkozasi lanc csucsan foglalnak helyet, fokozott
veszélynek vannak kitéve azaltal, hogy a taplalékukban felhalmozddott mérgezd
anyagok akkumuldlodnak a szervezetilkben, valamint kopoltyajukon ¢és boriikon
keresztiil is allandéan ki vannak téve a vizben oldott karos anyagoknak. Kivald
modellorganizmusok a koérnyezeti stresszhatds tanulmanyozasara. Munkacsoportunk
szamos kisérlete sordn hasznalta a pontyot modellallatként, amelybe szédmos, a
stresszvalaszban szerepet jatszo fehérjét, illetve az azokat kodold géneket azonositott és
jellemzett. Jelen kisérletben az antioxidans védekezésben fontos szerepet jatszo, ez idaig
pontyban még nem azonositott hemoxigenazokat kodoldo gének kifejezddését
tanulmanyoztuk fizioloégids koriilmények kozott és nehézfém (kadmium, arzén)
expoziciot kovetéen. Osszefliggést kerestiink a nehézfém felhalmozodas, az oxidativ

stressz, a makromolekula karosodas és a o gének expresszidja kozott.
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Munkénk masik részében a hiperglikémia soran bekovetkezett valtozasokat
kovettiik nyomon streptozotocin-indukalta diabéteszes patkdnyokban. A cukorbetegség
(diabetes mellitus) napjainkban fontos egészségligyi problémat jelent, kiilonds
tekintettel a fejlett orszagokra. Az Egészségiligyi Vilagszervezet szerint 2000-ben
Osszesen 171 millio embert érintett ez a betegség a vildgon, ami a Fold népességének
2,8%-a, a betegek szdma varhatéan 366 milliora fog ndvekedni 2030-ra [221]. A
cukorbetegek tobbségénél gyakran jelentkeznek kiilonb6zé gasztrointesztinalis
panaszok, ugymint reflux, korai jollakottsag érzet, a gyomor iiriilésének késése, hanyas,
székrekedés vagy hasmenés. Kordbbi kisérleteink szerint a diabéteszes patkanyok
kiilonboz6 bélszakaszaiban megfigyelt patologias valtozasok a colon-ileum-duodenum
tengely mentén fokozatosan, gradiens-szertien alakulnak ki [27]. Molekularis
vizsgalatok  eredményei  szegment-specifikus  szabdlyozasi  mechanizmusokat
feltételeznek, amelyek a megfigyelt, bélszakasztol fliggd patoldgids valtozasokeért
felelosek [27, 87]. Ezen eredmények alapjan azt a két bélszakaszt (duodenum, colon)
valasztottuk a vizsgalatainkhoz, melyekben megfigyelt valtozasok kozott a legnagyobb
volt a kiilonbség. Az utobbi évtizedekben kozzétett szamos kisérleti eredmény utal arra,
hogy a szénhidrat-anyagcsere zavara soran oxidativ stressz alakul ki. Kisérletiinkben a
diabétesz hatasara bekovetkezd fokozott szabadgyok képzdédés, az antioxidans
védekezés aktivalodasa, valamint az oxidativ stressz okozta karosodas régio-specifikus

valtozasaira §sszpontositottunk.
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II. IRODALMI ATTEKINTES

1. A szabadgyok kutatas torténete

A szabadgyok kifejezést a 20. szazad eleje Ota hasznaljak a szerves és szervetlen
kémiaban reakcioképes vegyliletekre. A gyokoknek jelentds szerepet tulajdonitottak a
sejtben lejatszodd karos folyamatokért [68]. Gerschman 1954-ben kozzétette
szabadgyok elméletét, amely kimondja, hogy az oxigén mérgezd tulajdonsdga annak
részlegesen redukalt formaibol ered [66]. Az oxigén toxikus hatdsdnak lehetdségét
Harman hipotézise tovabb erdsitette. Véleménye szerint a molekuldris oxigénbdl
enzimatikus reakciok karos melléktermékeként keletkezd aktiv gyokok karositjak a
sejteket [80].

A szabadgyok kutatds Gjabb korszaka azzal a felfedezéssel kezdddott, amelyet
McCord ¢és Fridovich tett 1969-ben. Megallapitottdk, hogy a szuperoxid-dizmutéaz
(SOD) enzim szerepet jatszik a szuperoxid gyok (¢O;") semlegesitésében €s jelen van
szinte minden aerob sejtben [133]. Ez a felfedezés végiil meggydzte a legtobb kollégat
arrol, hogy a szabadgyokok fontos szerepet tdltenek be a bioldgiaban. Ezutdn szamos
kutat6 vizsgalta a gyokok altal okozott oxidativ karosodast a DNS-en, fehérjéken,
lipideken és egyéb sejtalkotokon [76].

Folytak olyan tipust kisérletek is, melyek a szabadgyokok funkciojat vizsgaltak.
Ezek eredményei bizonyitottak a szabadgyokok biologiai folyamatokban betdltott
hasznos szerepét. Fény deriilt arra, hogy a <O, szarmazéka, a hidroxil gyok (¢OH)
serkenti a guanilat ciklaz aktivitdsat, amely a mésodlagos hirvivé ciklikus guanozin-
monofoszfat (cGMP) szintéziséért felelés [139]. A nitrogén-monoxiddal (NO) vald

kisérletek pedig tovabbi tavlatokat nyitottak a szabadgyok kutatasokhoz.
2. Szabadgyokok és reaktiv oxigén intermedierek

Szabadgyoknek nevezziik azokat az atom vagy molekula szarmazékokat, melyek
egy vagy tobb parositatlan elektront tartalmaznak kiilsd molekulapalydjukon, és
képesek hosszabb-rovidebb ideig Onalloan is létezni. A parositatlan elektron
megvaltoztatja az atom vagy molekula kémiai reaktivitasat [74]. Az oxigén
redukaldsaval vagy gerjesztésével 1étrejovo reaktiv koztitermékek nem mindegyike

szabadgyok, de szintén nagyfoku reaktivitassal rendelkeznek. A nem gyokos termékeket
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a gyokokkel egyiitt Osszefoglald néven reaktiv oxigén intermediereknek (Reactive

Oxygen Species: ROS) nevezziik.

Szabadgyok

,"' °
o O ‘
Normal oxigén ° o °
atom

1. abra. Szabadgyok képzodése oxigén atombol egy elektron elvesztése soran. (kép forrasa:
http://replere.com/brochure/)

Habar a reaktiv koztitermékek a koztudatban karos molekulaként vannak jelen,
jelenlétiik az €16 rendszerekben természetes €s sziikséges. Fontos szerepet jatszanak a
homeosztdzis fenntartdsaban, hirvivoként kiilonbozd jelatviteli mechanizmusokban,
tovabba kiilonbozd szabalyozo funkcidkat is betdlthetnek. Szamos szabadgyok termeld
folyamat ismert az emldsokben.

A molekularis oxigén egyelektronos redukcioja soran, kémiai, fizikokémiai és
enzimatikus uton is keletkezhet *O,". Legnagyobb mennyiségben a mitochondrilis
elektrontranszportldncban ¢és az endoplazmatikus retikulumban termeldédik [65]. A
mikroszomalis kevert funkciéji monooxidézok (pl. flavin-dehidrogenazok, xantin-
oxiddz) mukodése soran szintén képzdodik [47], csakagy, mint a ,respiratory burst’
soran. E folyamatban az immunrendszer polimorfonukleéris leukocitdi (fagocitak,
monocitak, makrofagok) a kérokozokkal szemben fokozott «O,” termeléssel védekeznek
a NADPH-oxiddz és mieloperoxidaz enzimek segitségével [16]. A <O, sav-bazis
egyensulyt alkot protonalt formajaval, a hidroperoxil gyokkel (HOO-), amely lipofil
tulajdonsaga révén konnyebben behatol a membranok lipid kettOsrétegébe, és igy képes
a karos lipidperoxidacio eldidézésére.

HOO+ &> H' + 0y pKa=4,8

A <Oy vizes kozegben hidrogén-peroxidda (H,O,) és vizz¢ alakul spontdn dizmutacid

utjan, vagy a SOD altal katalizalt folyamatban [76].

2 HOO* + 0, + H >H,0, + 0,
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Szamos enzim kozvetleniil is termel H;O;-ot, mint pl. a monoamin oxiddz, vagy a
galaktoz oxidaz, de a mitochondrium, a mikroszoémak és a fagocitalo sejtek is termelik.
A H»0;-nak nincs parositatlan elektronja, igy nem mindsiil gyoknek. Viszonylag stabil
molekula, bioldgia rendszerekben hosszu lehet a féléletideje. Szabadon atdiffundal a
biologiai membranokon, aminek kovetkeztében a termelddés helyétdl tavolabbra is
képes eljutni [222].

A H,O, a Haber-Weiss-reakcié soran [63] a *O;" altal redukalodik. A H,O,
viszonylag gyenge peroxo-kotésének felhasadasa sordn egy *OH és egy hidroxil ion
(OH) keletkezik. A *OH a szervezet szamara a legagresszivabb gyok. Citotoxicitasa
jelentdsebb, mint a *O,-¢. Jelentds reakcioképességének kovetkeztében gyakorlatilag
mar a keletkezési helyén ¢és pillanataban elreagdl [76], ezaltal minden kozelében 1€vo
molekulat képes oxidalni, lancreakciot inditani. A *OH keletkezhet Fenton-tipusu
folyamat soran is [64]. A Fenton-reakci6é egy elektron felvételével jard fémkatalizalt
folyamat, melyben az elektront redox-aktiv fémek (Fe, Cu, Cr) szolgaltatjak. Az oxidalt
fémionok redukald formajukat a *O,’-dal vald reakci6 utjan visszanyerik. A reakciohoz
sziikséges fémionok a szervezetben szabad allapotban ritkdn fordulnak eld, foként
szallito és raktarozo fehérjékhez kotve vannak jelen. Stressz hatdsara azonban a fémet
kotd fehérjék is karosodhatnak, a fémionok ezaltal felszabadulhatnak, teret adva a
gyokos reakcionak.

A biomolekulakkal torténd reakcidja eredményeként kevésbé reaktiv szerves
szabadgyok molekulak keletkeznek, melyek a képzddés helyétdl tavolabb is kifejthetik
karositd hatasukat. Oxigénnel reagdlva szerves peroxidgyokké alakulnak, melyek ujabb
szerves vegyliletekkel képeznek szerves szabadgyokot €s szerves peroxidot. Ennek
kovetkeztében a ROS mennyisége fokozodik, lancreakcido indul be. A <OH-t a
keletkezése helyén jelenlévd tiol-vegyiiletek képesek hatastalanitani egy hidrogén
atadasaval. Ezen kiviil a szervezet uigy védekezik ellene, hogy a képzddését probalja

meggatolni [211].

Haber-Weiss-reakcio: H,0;, + «O," > «OH + OH + O,

Fenton-reakcio: H,0, + Fe*" (Cu") 2 Fe*" (Cu*) + *OH + OH

0, + Fe** (Cu*) > Fe** (Cu") + 0,
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A O, spontan reakcioban képes a NO-dal is reagalni. A NO is a kevésbé reaktiv
gyokok kozé tartozik. Biologiai életideje viszonylag hosszu, a szervezetben masodlagos
hirvivéként is szolgdl. A NO-ot egy specializalt enzimcsalad, a nitrogén-monoxid
szintdz (NOS) termeli. A NO az endotél sejtekben és a neuronokban a konstitutiv
nitrogén-monoxid szintdzok (eNOS és nNOS) altal termelddik. Kis mennyiségben
sejtvédd, sejtregulald tulajdonsdggal bir. Az indukdlhaté nitrogén-monoxid szintaz
(INOS) nagy koncentracioban termeli a NO-ot, ami citotoxikus hatast fejt ki a
mitochondrialis enzimek és a 1égzési lanc bénitdsa révén. Szokas ezt ,nitrozativ”
stressznek is nevezni. Ha a NOS enzim kofaktorai, az L-arginin, amely citrullinna
alakul ¢és a tetrahidrobiopterin (THB4) nem 4llnak megfeleld6 mennyiségben

rendelkezésre, akkor az enzim *O; -t termel [83].
L-arginin = NO + citrullin

A NO a O, -dal reakcioba lépve ONOO et képez [26], amely a *OH-h6z hasonloan
rendkiviil reaktiv [161]. A ONOO™et a makrofagok ¢és neutrofilek eredetileg a
baktériumok elpusztitasara termelik, koros koriilmények kozott azonban a sajat sejteket
1s megtamadja, aktiv bioldgiai oxidans hatdsa révén lipidperoxidécio (LP), nukleinsavak
karosodasa, fehérjék oxidalasa, nitradlasa, enzimek mikodésének gatldsa, €s
ioncsatorndk inaktivalédasa kovetkezhet be. A ONOQO™ alacsonyabb koncentracidban

apoptozis trigger, magasabb koncentracioban nekrdzist indukalhat [193].

NO+ O, & ONOO

3. Antioxidans védelmi rendszer

Az evolucid soran az aerob szervezetekben az oxidativ hatasok ellen antioxidans
védelmi rendszer alakult ki. Az antioxiddnsok olyan molekuldk, amelyek bar csekély
mennyiségben vannak jelen az oxidalandd szubszrathoz képest, jelentds mértékben
csokkenteni, vagy akar gatolni is képesek annak oxidacigjat [75], ezaltal védelmet

nyujtanak az oxidacioval és a szabadgyokos lancreakciokkal szemben.
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Antioxidans
o I a®
= e o o

Szabadgy6k
semlegesitése

2. abra. Az antioxidansok gyok-kioltd képessége. (kép forrasa: http://replere.com/brochure/)

Az antioxidans védelemnek harom vonala van. Az elsé védelmi vonalat az
antioxidans enzimek és fémkotd fehérjék alkotjdk. Az antioxidans enzimek, ugymint a
SOD, a katalaz (KAT), a glutation-S-transzferaz (GST) vagy a glutation peroxidazok
(GPx) gyok-kioltd reakciokat katalizdlnak. A lancinditd reakciok megel6zése a
fémionok, kiilondsen a Cu és a Fe ionok megkotése révén valdosul meg a fémkotod
fehérjék, ugymint ferritin, transzferrin, coruloplazmin vagy metallothionein (MT)
kozremiikodésével. A fém kelatképzeés kozponti fontossagl a lehetséges gyoktermeld
reakciok, a LP és a DNS fragmentécid kontrollalasaban [172].

Az antioxidans védelem masodik vonalat a kis molekulatomegii antioxidansok
képviselik. Ezek a zsiroldékony (A és E-vitamin, karotinoidok) és vizoldékony (C-
vitamin, hiigysav, glutation) molekuldk képesek megszakitani a gyokos lancreakciokat,
anélkiil, hogy 6nmaguk reaktiv gyokké alakulnanak. Képesek semlegesiteni olyan nagy
reaktivitdsu szabadgyokoket is, mint a *OH, melyek eliminalasa nem enzimatikusan
torténik.

A harmadik védelmi vonalban 4ll6 hdsokk fehérjék, lipadzok, protedzok, DNS
repair enzimek ¢és a glutation-reduktaz (GR) a mar karosodott makromolekulak

helyredllitasat vagy eltavolitasat végzik [109].

Az aldbbi pontokban az antioxidans védekezd rendszer azon tagjait mutatom be

részletesebben, amelyeket kisérleteink soran vizsgaltunk.
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3. abra. ROS képzddés és antioxiddns enzimek. (A) A szuperoxid anion (*O,) egy proton
felvételével hidroperoxil gyokké (HOOe) alakul. (B) A +O, dizmutacié soran molekularis
oxigénné és hidrogén-peroxidda (H,0,) alakul spontan, vagy szuperoxid dizmutaz (SOD) altal
katalizalt reakcioban. (C) A katalaz (KAT) semlegesiti a H,O,-ot vizzé és oxigénné. (D) A
glutation-peroxidaz (GPx) redukalja a H,0,-ot vizzé glutation (GSH) felhasznalasaval. A
reakci6 soran a GSH oxidalodik (GSSG). (E) A GSSG-t a glutation reduktaz (GR) visszaalakitja
GSH-va. (F) A H,0O, atalakulhat hidroxil gyokké (*OH) a <O, altal katalizalta Haber-Weiss-
reakcio soran, illetve a fém-katalizalt Fenton-reakcioban, ahol a O, segiti az oxidalt fémionok
visszaredukélasat pl. Fe*" redukalodik Fe*". (G) *O, reakcioba lépve a nitrogén-monoxiddal
(NO) peroxinitritet (ONOO") képez. [134]

A szuperoxid-dizmutaz (SOD)

crer

és oxigén keletkezik. Allatokban harom tipusat kiilonboztetjik meg az enzim
elhelyezkedése és a fém kofaktor alapjan: réz-cink szuperoxid-dizmutazok (Cu/Zn-
SOD), mangan szuperoxid-dizmutdazok (Mn-SOD) ¢és extracelluldris szuperoxid-
dizmutazok (ec-SOD). A Cu/Zn-SOD a citoszolban [133], a Mn-SOD a
mitochondriumban [220] lokalizalodik. Az ec-SOD sejten kiviil elhelyezkedd glikozilalt
Cu/Zn-SOD [128]. A redox-aktiv fémionoknak (Cu, Mn) katalitikus szerepe van, az
enzim a segitségilikkel kozombositi a «O,’-t, mig a Zn az enzimstruktarat stabilizalja. A
dizmutédcié sordn az enzim aktiv centruméban elhelyezkedd fém a reakcidé kozben
ciklikusan redukalodik és oxidalodik [39]; az els6 <O, hatasara a prosztetikus csoportot
alkoté fémion redukalodik, mig a madasodik hatdsara oxidalédik. A Cu/Zn-SOD

fokozatos inaktivacidjadhoz vezethet a magas H,O, koncentracid, a nem enzimatikus
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glikozilaci6 és a magas ONOO™ koncentraci6 [10, 30]. Utébbi a Mn-SOD-ot is

inaktivalhatja nitralas soran [119].
A katalaz (KAT)

A KAT a H;Os-ot bontja vizzé és oxigénné. A tetramer szerkezetli enzim
katalitikus centrumaban Fe’'-t tartalmazé protoporfirin-IX foglal helyet, ahol egy
idoben két HO, molekula megkotddése sziikséges a reakciohoz. Az enzim elsdsorban
peroxiszomakban talalhatd6 meg [4], de madas sejtalkotokban, mint példaul a
mitochondriumban vagy az endoplazmatikus retikulumban is eléfordulhat [117]. Habar
katalitikus aktivitasa nagy, de szubsztrataffinitasa igen alacsony, igy a reakcio csak
nagyobb mennyiségii H,O, jelenlétében hatékony [92]. Miikodését a <O, képes gatolni
[103].

A glutation (GSH) és a GSH redox rendszer

A GSH az egyik legfontosabb nem enzimatikus antioxidans, mely minddssze
harom aminosavbol, glicinbdl, ciszteinbdl ¢és glutamatbol épil fel. A GSH
nélkiilozhetetlen a sejt alap miikkodéséhez, ezért a szervezet vagy maga szintetizalja két
1épésben, két ATP felhasznaldsaval a vy-glutamil-cisztein szintetaz és a glutation
szintetdz enzim segitségével, vagy taplalék utjan veszi fel [49]. Jelentds mennyiségben
fordul el az allati és novényi sejtek citoszoljaban, a sejtmagban és a mitochondriumban
egyarant. A stresszhatasok elleni védekezo reakciok egyik fontos komponense. A GSH
egy szabad -SH csoporttal rendelkezik, mely nehézfém terhelés esetén fémionok
kotésére képes. Oxidativ stressz esetén konnyebben oxidalodik, mint a sejt fehérjéi, és a
mar ,,gyokositett” DNS-t is képes visszaredukalni [92]. Szdmos, az oxidativ stressz
elleni védelemben szerepet jatszd enzim kofaktora. A GPx szubsztratjaként részt vesz a
H,O, ¢és a szerves lipid-peroxidok redukélasaban, a GST szubsztratjaként a
xenobiotikumok semlegesitésében, regeneralni képes a C- és E-vitamint [132]. E
reakciok sordan két GSH molekula glutation diszulfidda (GSSG) oxidalodik, amelynek
felhalmozddasa citotoxikus.

A GSH redox ciklusat a GR a GPx-zal egyiittmikodve biztositja [92]. A GPx
enzimcsalad tagjai H,O,, alkoholok és szerves hidroperoxidok redukalasara képesek
GSH oxidalodasa koézben [56]. A katalizisért az aktiv centrumban megtalalhato
szelenocisztein felel [60]. A GPx enzimek a sejtben ott toltenek be elsddleges védelmi

funkciot, ahol a KAT csak kis mennyiségben van jelen, vagyis a citoplazmaban és a
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mitochondrium matrixban. A GR H-donorként NADPH-t hasznéalva a GSSG-t GSH-va
redukdlja. Prosztetikus csoportja egy flavin-adenin-dinukleotid [33]. A sziikséges
NADPH-t a hexdz-monofoszfat sont biztositja. A GR miikodését foként a NADPH és a
GSSG koncentracioja hatarozza meg, vagyis ha a sejten beliilli NADPH kevés, és nincs
GSSG, akkor inaktivalodik az enzim. Ennek kovetkeztében né a GSSG koncentracidja,
ami Ujra aktivalja a GR-t [114].

A GSH redox rendszer valtozasai alkalmasak lehetnek a szabadgyokok altal
kivaltott oxidativ stressz mértékének kovetésére. A GSH/GSSG arany jol mérhetd €s
koros allapotokban tiikrozi a szervezetben kialakuld oxidativ folyamatok intenzitasat
[94]. Az arany csokkenése a GSH fokozott oxidacidjara utalhat, melyet barmely, a sejtet
¢éré oxidativ stresszhatas eldidézhet. Az ardny novekedése ugyanakkor csokkent GPx

aktivitasra, valamint a GSH szintézis fokozodasara is utalhat.

Metallothioneinek (MT)

A MT-ek kis molekulatomegii, ciszteinben gazdag fémkotd fehérjék.
Kinetikailag labilis fémkotéseik révén nagy mennyiségben képesek a fémionok
raktarozasara, szallitasara az ¢l szervezetben. Szerkezetiik alapjan harom nagy
csoportba sorolhatok [62]. Munkank soran az 1. csoportba tartoz6 MT-kel
foglalkoztunk.

A MT I-es csoportba 6-7 kDa molekulatomegli, 60-64 aminosavbol all6, magas
fémtartalma polipeptidek tartoznak. Négy f6 formajat kiilonboztetjik meg: az
allatvilagban altalanosan eléfordulé MT-1 és MT-2 mellett emlés6kben azonositottak
még a kozponti idegrendszerre specifikus MT-3-t [203], valamint a pikkelyes
hamsejtekre jellemzé MT-4-et kodolo gént is [168]. Aminosav Osszetételiikre jellemzo,
hogy 20 ciszteint, 6-8 lizint és 7-10 szerint tartalmaznak. Nem, vagy csak alig fordulnak
eld benniik aromas aminosavak és hisztidin [77]. A ciszteinek elhelyezkedése a
polipeptidlancon beliil konzervalt; a Cys-x-Cys, Cys-x-x-Cys illetve Cys-Cys
motivumok a fémionokkal térhalos fém-tiolat komplexbe rendezddnek. A MT-ben
tiolat-ligand formajaban 7 fémion van kotve, amelyek két klaszterbe rendezddnek [97].
A két fémkoté domén egymastol jol elkiilonithetd: a fehérje N-termindlis része a B-
domént foglalja magéba, ahol 9 darab cisztein 3 fémion kotésében vesz részt, mig az o-
doménnek nevezett C-terminalis régioban 11 darab cisztein 4 fémionnal létesit kotést. A

domének kozotti 0sszekotd régid konzervalt Lys-Lys részbol all [150].
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4. abra. A MT els6dleges szerkezete. A narancssarga szin a ciszteineket, az M a korok kozepén
a megkotott fémionokat jelzi. A vonalak a ciszteinek és a fémek kozotti tetrahedralis kotéseket
reprezentaljak [147].

A MT-ek szulfhidril csoportjaik révén képesek a fémionok gyors megkotésére,
tarolasara és sziikség esetén leaddsara, ezzel biztositva az esszencidlis Zn és Cu
megfeleld id6beni és térbeni eloszlasat, valamint a toxikus fémionok megkdtését. A
kotott fémionok, a szulthidril csoportok nagy reaktivitasa miatt egy folyamatos transzfer
reakcid részei, mivel a Cys-Fém(II)-Cys keresztkotések allando felbomlasa és
ujraszervezddése lehetdvé teszi a fémionok kicserélédését. Ez végbemehet egy MT
molekula egyik doménjén beliil, a domének kozott, tovabba MT molekulak, illetve az
MT ¢és mas metalloproteinek kozott is. Ez a nagyfoku fémkotd affinitas és dinamikus
fluktuacio teszi Oket alkalmassa arra, hogy dontd szerepet toltsenek be az esszencialis
fémek homeosztazisdnak fenntartdsdban. A fémkotés mellett jelentds szerepe van a
szabadgyokok (¢O,’, *OH) semlegesitésében is. A *OH-kel valo reakcidjanak sebességi
allandoja joval nagyobb, mint a O, -kel. [227].

Hemoxigenazok (HO)

A HO enzimcsalddnak harom tagja ismert, melyeket harom kiilonb6z6 gén
kodol. A HO-1 és HO-2 hasonl¢ fizikai és kinetikai tulajdonsagokkal rendelkezik, de
kiilonb6z6 moédon szabalyozddnak, eltérd élettani szerepet tdltenek be és kiilonbozd
szoveti eloszlast mutatnak [121]. A HO-3 90%-0s homologiat mutat a HO-2 enzimmel,
a katalitikus aktivitasa azonban alacsonyabb [225].

A HO-1 fiziologias koriilmények kozott a legtobb szdvetben alacsony szinten

expresszalodo, indukalhaté forma. Altalanossagban elmondhaté, hogy alap expresszioja
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Iépben és a majban nagyobb, mint a tobbi szervben [42, 164]. A HO-1 egy hdsokk
fehérje (HSP 32), mely szadmtalan stimulus hatdsdra indukélodik, Ugymint
nehézfémterhelés, hdsokk, ischémia, GSH szint csokkenés, sugarzas, hipoxia, hiperoxia
és egyeb patoldgids allapotokat okozd inzultusok [120]. Expresszidja elsddlegesen
transzkripcionalis szinten szabdlyozott [188]. A HO-1 az oxidativ stressz elleni
védekezés mellett szerepet jatszhat tobbek kozott bizonyos nodvekedési faktorok
medidlasaval az angiogenezisben [34], funkciondlhat kiilonbozd gyogyszerek
mediatoraként vagy transzkripcios faktorként is [110]. Jelenlétét a sejtmembranban is
kimutattak, ahol cellularis pumpaként miikddve Fe-t juttat ki a sejtbdl az extracelluléris
térbe [19].

A HO-2 fehérje elsddleges struktiraja, molekulatomege és hdstabilitasa
kiilonbozik a HO-1-t6l. A HO-2 fehérjét kodold gén konstitutivan expresszalodik,
kevéssé indukalhato kiilonb6zo faktorok altal [122]. Sejten beliil a mitochondriumokban
helyezkedik el membranba 4gyazottan [120], expresszidja foként poszt-
transzkripcionalis szabalyozas alatt all [42]. Ujabb kutatasi eredmények feltételezik az
oxigén koncentracid detektalasadban vald részvételét is, ami altal a sejt oxigén
szenzoraként mikodhet [185]. Ellentétben a HO-1-gyel, amelybdl hianyzik a cisztein, a
HO-2 harom cisztein tartalmi Cys-Pro (CP) motivumot tartalmaz. A CP motivumok
hem szabalyozé motivumok (HRM-ek) kozponti szekvenciai, amelyek tiol/diszulfid
redox kapcsoloként miikodve szabdlyozzak a hem kotddését a HO-2 enzimhez oxidativ
stresszre €s reduktiv koriilményekre adott valaszreakcid sordn. Amikor a sejtek ki
vannak téve az oxidativ hatasoknak, akkor a HRM-ek C-terminalisan 1év6 ciszteinek
diszulfid allapotban vannak, amely kedvez a hem kotésnek, azonban redukalod
koriilmények kozott, az alacsonyabb affinitasti ditiol allapot van talstlyban [229].
HRM-hem koélcsonhatasok olyan fehérjék aktivitasat és/vagy stabilitasat szabalyozzak
[105], melyek kdzponti szerepet jatszanak a fehérjeszintézis és hem hozzaférhetdség
koordinalasaban [185], valamint a Fe és a hem homeosztazis szabalyozasaban [228].

A HO-k altal katalizalt reakcioban a hem ekvimolaris mennyiségli Fe-ra,
biliverdinre és szénmonoxidra (CO) bomlik [195]. A Fe foként az 1j hem szintézisében
hasznalodik fel, mig a biliverdin bilirubinna alakul a nagy feleslegben jelenlévo
biliverdin-reduktaz (BVR) altal katalizalt reakcié sordn [104]. A CO a keringd
hemoglobinhoz kotédik, majd a 1égzéssel tavozik a szervezetbdl (5. dbra). Mivel nem
ismert mas enzim, amely lebontja a sejtekben a hemet, igy a HO-k legfontosabb

funkciodja fiziologias koriilmények kozott az eloregedett vordsvértestekbol szarmazo
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hem reciklizacidja. A hem amellett, hogy részt vesz a Fe raktdrozasaban, dontd szerepet
jatszik kiilonbozé élettani folyamatokban is, példaul szdmos elektron transzferben
szerepet jatszo és redox reakciokat katalizdld enzimhez kapcsolodik, valamint olyan
fehérjéket kodolo géneket szabalyoz, melyek fontosak az alacsonyabb rendii eukariotak
¢és prokariotak oxigén felhasznalasdban [167]. A szabad hem nagyobb koncentracioban
mérgezod lehet, ahogyan egyik bomlasterméke, a szabad Fe is. A redox-aktiv Fe jelentOs
mértékben hozzdjarul a *OH fokozott termelddéséhez a Fenton-reakcid soran.
Ugyanakkor a Fe létfontossagli elem minden €16 szervezet szamara, mivel kofaktora
szamos hem-tartalmu fehérjének, Fe-S klasztereket képez sok nem hem-tartalma
fehérjében, ¢és biztositja az oxigén szallitdsat €s taroldsat a hemoglobinban és
mioglobinban. A hem ¢s a Fe ellentmondasos bioldgiai funkcidja miatt ezek

metabolizmusa az emldsokben igen szigoruan és finoman szabalyozott.

Hem — Hem—b Pro-oxidans

proteinek - " Pro-inflammatoérikus
HEMOXIGENAZ
HO-1 indukalhato
{ HO-2 konstitutiv
— |
ferritin| BVR 7 -
. citoprotektiv
| pro-oxidans
\ bilirubin

i dane . .
aniioxiaans antioxidans

5. abra. A hem degradacio. A HO-k altal katalizalt reakcid soran bioaktiv molekulak -
biliverdin, CO és Fe - képzddnek. A biliverdin a biliverdin-reduktaz (BVR) segitségével
bilirubinna alakul. A Fe-t a ferritin megkdti. A CO masodlagos hirvivoként toltheti be szerepét.
A hem ¢és bomlastermékei szamos fiziologids tulajdonsaggal rendelkeznek, de emellett bizonyos
esetekben mérgezoek is lehetnek [214].

A sejtekben a HO-k 4altal katalizalt hem degradaci6 soran képzddik a legnagyobb
mennyiségli CO, ami endogén mediatorként fontos szerepet jatszik a kiilonbozo élettani
folyamatokban. Fizioldgias mennyiségben szamos jelatviteli utvonalat befolyasolhat;
kivalthatta a cGMP termelddését, serkenthet bizonyos neurondlis jelatviteli

folyamatokat és szabalyozhat olyan érrendszeri funkcidkat, mint az értonus vagy a
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simaizom-proliferaci6é. Citoprotektiv hatasat a sejtekben gyulladasellenes, anti-
apoptotikus és anti-proliferativ tulajdonsaga révén fejtheti ki [54, 176].

A bilirubin a hem metabolizmus végterméke, a biliverdinbdl a BVR altal
katalizalt reakcio soran keletkezik. Sejtvédd hatasat antioxidans tulajdonsaga kozvetiti.
Hatékony peroxil-gyok-fogd, redukald hatasa révén képes a gyokos lancreakciok
megszakitdsara [192], mérsékli az oxidansok hatdsara bekovetkezett karosodast a
sejtekben, képes csokkenteni a LP mértékét [120, 143, 192]. Nagyobb koncentracioban

azonban toxikus.

4. Oxidativ stressz

ROS molelulédk a kiilonb6z6 biokémiai reakciok soran, fizioldgias koriilmények
kozott is termelddnek. Bizonyos koriilmények kozott azonban képzddésiik fokozodik, és
koncentraciojuk mar meghaladhatja a sejtek sziikségleteit. Ha a ROS koncentracid
kezdeti novekedése mérsékelt, akkor az antioxiddns valasz elegendd lehet, hogy
kompenzalja ezt a novekedést és visszaallitsa az eredeti egyenstulyt a ROS képzddése €s
semlegesitése kozott. A talzott mértéki és tartdos ROS képzddés és/vagy a gyok-kioltd
kapacitads csokkenése azonban felboritja a prooxidansok és antioxiddnsok kozotti
egyensulyt, ami a prooxiddnsok javara tolodik el. Ebben az esetben oxidativ stressz
alakul ki, mely a makromolekuldk karosodasahoz vezethet [187]. A membranlipidek
karosoddsa a LP kovetkeztében megy végbe. E folyamat sordn megbomlik a
plazmamembran integritdsa, ami tovabbi irreverzibilis szovet- és szervkarosodast
okozhat. A LP sordn szamos citotoxikus termék keletkezhet, melyek kozott lehetnek
aldehidek, dialdehidek ¢és hidroxi-aldehidek, melyek karositjak a DNS-t is. Ez
mutacidokhoz és a sejtmiikodés zavardhoz vezet [12]. A ROS ezen kiviil a fehérjéket is
karosithatja. Nagymértékli karosodas kovetkeztében a sejt alapvetd éEletfunkcioi

sériilhetnek és a sejt apoptotikus vagy nekrotikus halala kovetkezhet be.

Munkénk soran a ROS képzddést, az oxidativ stressz okozta karosodast €s az
antioxidans védekezd rendszer aktivalodasat tanulméanyoztuk kétféle patologias
folyamatban. Vizsgaltuk a nehézfém indukalta valaszreakciot halakban és a diabétesz
hatdsat patkanyban. A tovabbiakban e két patoldgias folyamat irodalmi hatterét

ismertetném.
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A nehézfémek és az oxidativ stressz

Ahogy viladgszerte, gy hazankban is komoly problémat jelent a vizek nehézfém
szennyezettsége, ezért a nehézfémek ¢lolényekre gyakorolt hatdsainak pontos
feltérképezése elengedhetetlen. Nagy mennyiségli eléfordulasuk a kornyezetben
egyrészt természeti adottsdgok fliggvénye, masrészt antropogén tevékenység
kovetkezménye [44].

A fiziologias szoveti mikodés alapvetd feltétele a szervezet megfeleld redox-
homeosztdzisa, melynek fenntartasdban a katalitikus szerepet betoltd esszencialis
nehézfémek (Fe, Zn, Cu) is fontos szerepet jatszanak. Ezek a sejtben ionok formajaban
vannak jelen kiilonboz6 oxidacios allapotban. Altalaban kozvetleniil kotédnek egy
fehérje oldallanchoz vagy kofaktorként beépiilnek kelatképzo gyliriikbe. Az esszencialis
fémek akkor valnak toxikussd, amikor a szlikségesnél nagyobb mennyiségben vannak
jelen. A biologiai funkcidval nem rendelkezd nehézfémek, mint pl. az Pb, a Hg, a Cd,
vagy az As jelenléte az €10 szervezetben mar kis mennyiségben is karos. Mivel nem
biodegradabilisek, a szervezetbe jutott toxikus nehézfémek felezési ideje €s {iriilése
rendkiviil lassu folyamat [28].

A nehézfém ionokat redox jellegiik alapjan két csoportba sorolhatjuk. A redox-
aktiv fémek, mint a Fe, a Cu, a Cr, az As és V a Haber-Weiss- és a Fenton- reakciokat
katalizalhatjak. A redox-inaktiv fémek, mint a Pb, a Cd ¢és a Hg célpontjai a fehérjek,
amelyekhez nagy affinitdssal kotddve konformacié-, majd miikodésbeli valtozast,

enzimeknél aktivitas csokkenést idéznek elo (6. abra).

% NEHEZFEMEK
redox-aktiv fémek redox-inaktiv fémek
Cu, Fe, Cr, As, V, Co Pb, Cd, Hg, Ni

nagy affinitas —SH, COO- és imidazol tartalma
peptidekkel, fehérjékkel (konformacié, majd
miikédésbeli valtozas, enzim aktivitas csokkenés)

} | !

redox metabolikus ionhaztartas
egyensuly egyensuly felborul

* \ felbori‘ e ofu /

makromolekula karosodas

e I AN

lipidperoxidacié fehérje oxidacio  oxidalt nukleinsavak
. L karosodott
membran fehérje DNS favité
karosodas diszfunkci6 J

mechanizmus

6. abra. A nehézfém ionok altal indukalt stressz okozta karosodasok fébb mechanizmusai [186
alapjan].
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A Cd jelentds mennyiségben fordul eld a természetben, fokozott megjelenése az
emberi tevékenység okozta szennyezés kovetkezménye, széles korben hasznaljak
szinezGanyagokban ¢és festékekben, cementben ¢s foszfat tartalma miitragyadkban [89].
A Cd az egyik legveszélyesebb, toxikus €s karcinogén hatasu nehézfém. Cd-stressz
kovetkeztében zavart szenvedhet az immunrendszer mukoddése, karosodhat a vese, a
m4j, a tiido és a csontozat is [90, 146].

Mivel redox-inaktiv fém, nem képes kdzvetleniil szabadgyokot generdlni, nem
vesz részt a Fenton-reakciokban [213]. Kozvetett moédon azonban oxidativ stresszt
indukal a redox-aktiv fémek antagonista tulajdonsaga révén, a gyokfogd kapacitas
kimeritésével, az antioxiddns enzimek gatldsaval, és az elektrontranszport lanc gatlasa
soran kialakulé mitochondrialis karosodas altal [45, 197].

A Cd képes a Fe helyébe 1épni, kiszoritva azt olyan vaskotd fehérjékbol, mint a
ferritin és a transzferrin, ezaltal ndvelve a rendelkezésre allo szabad Fe-at a sejtekben. A
redox-aktiv Fe pedig a Fenton-reakcion keresztiil oxidativ stresszt indukal [38]. Cink-
antagonista hatasa révén olyan biologiai funkciok sériilhetnek, melyekben cinktartalmt
enzimek jatszanak kulcsfontossagu szerepet [161]. A Cd mas moddon is képes az
oxidativ stressz indukalasara. A Cd tiol €s szerves szulfhidril vegyiiletekhez kotodik
Cd-tiol komplexeket képezhet [206]. A 0 tiol tartalmu antioxidans a GSH az els6dleges
célpontja a szabad Cd ionoknak. A GSH szerepe kettds; kozvetleniil megkoti a Cd-ot,
valamint képes hatastalanitani a ROS-t. A GSH készlet kimeriilése kdvetkeztében a -SH
szint csokken. Ezaltal a Cd hatéstalanitdsa nem megfeleld, ami zavart okozhat a sejtek
redox egyensulydban. A Cd kettds hatast fejt ki az antioxiddns védekezésre: egyrészt
gatolhatja egyes antioxidansok miikodését, masrészt viszont, a redox-egyensuly zavara
¢s a folyamatosan indukalt jelatviteli kaszkad aktivalhat tobb antioxidans
mechanizmust. A Cd kovalens kotést alakithat ki mas —SH-t tartalmazo peptidekkel,
fehérjékkel is, pl. a MT-kel [232]. A bélen keresztiil felszivodott Cd elsdként a majba
jut, ahol GSH-hoz és MT-hez kotddik. Ezt kdvetden kivalasztodik az epébe vagy
elszallitodik és raktarozodik a vesében Cd-GSH [58] vagy Cd-MT komplexek
formajaban [196].

A Cd nem csak az antioxidans védelmi mechanizmusokat zavarja, hanem a
mitochondridlis elektron transzport lanc mitkddését is. A Cd okozta ROS-termelés egyik
lehetséges utja az elektron transzfer zavara, ami révén felhalmoz6do instabil szemi-
ubikinonok atadnak egy elektront a molekuldris oxigénnek, ami a <O, kialakulasat

eredményezi [218].
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Az As természetes eloforduldsa a kornyezetben els6sorban a geologiai
adottsagok fiiggvénye. A Fold kiilonbozé pontjain a mélységi vizekben (India, Kina,
Tajvan, Japan, Mexiko, Chile, Argentina, USA, Magyarorszag egyes részein) veszélyes
mennyiségben fordul eld. A levegdben, kiilondsen a varosok és az ipari teriiletek
kozelében magas a koncentracioja. Tobb ipardg is alkalmazza az As-t és vegyiileteit;
hasznaljak a kartevok elleni szerek készitésénél, vagy a gyogyszeriparban &s
elektronikai iparban is. Karcinogén tulajdonsadga révén noveli a tiidé-, a vese-, és a
borrak kockazatat [137], de hozzdjarul a sziv-, és érrendszeri betegségek [145], a
cukorbetegség [53], idegrendszeri zavarok [205] és egyéb bodrbetegségek [40]
kialakulasdhoz is. Toxikus hatdsa révén sejtszinten szamos mechanizmus zavarat
okozhatja. Kromoszoma aberraciokat ¢és mutaciokat indukalhat, modosithatja a
jelatviteli folyamatokat, a sejtciklus szabalyozasat, a sejtek differencialodasat, illetve
befolyasolhatja az apoptozist. Kozvetlen oxidativ kdrosodast okoz, karositja a membran
lipideket, fehérjéket, a DNS-t és génexpresszids valtozasokat idéz eld [144].

A szervetlen As vegyiiletek metabolizmusa soran a sejtekben fokozddik a ROS
képzddés [184]. Az As morfoldgiai valtozasokat indukal a mitochondriumokban, ezaltal
gyorsan csOkken a mitochondridlis membranpotencial, ami kontrollalatlan <O,
termelddéshez [118],valamint H,O,, *OH és NO képzddéshez vezet [72, 118, 217]. Az
As a HO-k mikodésén keresztiil szintén fokozhatja a ROS termelddést, ami a talzott
mértékl redox-aktiv Fe felszabadulas kovetkezménye [111]. Tovabba in vitro kisérletek
igazoltak, hogy az exogén As-vegyiiletek fokozott Fe felszabadulast okoztak ferritinbdl
[5]. A szabad Fe részt vesz a *OH képzddését eredményezd Fenton-reakcioban [102].

A GSH szint, mely jelentés markere az oxidativ stressznek, szoros dsszefliggést
mutat az As altal indukalt redox allapottal a sejtben. Az As vegyliletek tiol-reaktivitasa
nagy, az As expoziciot kovetden csokken a GSH szint [125], s ezzel oxidativ stressz
kialakuldsat okozza. Tobb utvonal ismert, melyen keresztiil az As csokkentheti a sejt
GSH szintjét. A GSH elektron donorként mitkodhet, amely soran az As’" atalakul As®" -
té [57]. Az As’" nagy affinitassal kot a GSH-hoz As-GSH komplexet képezve, amely
szubsztrat az ABC (ATP-binding cassette) membran transzporterek szdmara és a
sejtekbdl vald kidramlasat kozvetiti [106]. Emellett az As hatdsara képz6do
szabadgyokok is oxidaljak a GSH-t.

Az As kovalens kotést alakithat ki mas —SH-t tartalmazd peptidekkel,
fehérjékkel [11, 180], ami a fehérjeszerkezet torzulasahoz ¢és az enzimaktivitas

elvesztéséhez vezethet. A MT-kel szintén kdlcsonhathat [155], amelyek részt vehetnek
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az As”" redukaldsaban As®" -té, akarcsak a GSH, de szintén képezhet komplexet veliik.
Az As transzkripcids szinten szabalyozza az mt gének expressziodjat, patkanyban példaul

az mt expresszio 20-szoros ndvekedését mutattak ki majban As-kezelést kdvetden [123].

A cukorbetegség és az oxidativ stressz

A cukorbetegség az egyik leggyakoribb kronikus betegség vilagszerte, amelyet
elismerten a vezetd haldlokok egyikeként tartanak szamon (American Diabetes
Association, 2010). A cukorbetegségre jellemzd a kronikusan magas vércukorszint, a
szénhidrat-, a zsir-, és a fehérje-anyagcsere rendellenességei, azonban nem egy
egyseéges korkép. Azoknak a betegségeknek az 6sszefoglald neve, amelyekben fennall a
hiperglikémia, és amelyek hatterében az abszolut vagy relativ inzulinhiany all. Kisérleti
¢s klinikai vizsgéalatok eredményei szolgélnak bizonyitékul arra, miszerint az oxidativ
stressz kOzponti szerepet jatszik a cukorbetegség patogenezisében, szovédményeinek
kialakulasaban és progresszidjaban [149].

A diabétesz in vivo vizsgéalata soran nélkiilozhetetlen a cukorbeteg allatok
kisérletes alkalmazéisa. Diabéteszes allatok létrehozdsara mar évtizedek ota két
vegyiiletet, az alloxant és a streptozotocint (STZ) hasznaljadk. Ezek injektaldsa a
Langerhans-szigetek inzulintermeld [-sejtjeit szelektiven pusztitja [207], s ennek
kovetkeztében egy inzulinfiiggd 1-es tipust diabétesz-szerli szindromat okoz. A
betegség vizsgalatara mas lehetdség is van. A kémiailag indukalt diabéteszes allatokon
kiviil lehetéség van a spontan autoimmun diabéteszes modellek vagy transzgenikus
allatok alkalmazasara is. Munkénk soran mi a STZ-nal indukalt diabétesz modellt
alkalmaztuk. A STZ a megfelelé dozisban alkalmazva szabadgyokos reakcidkat indukal
¢s befolyasolja az antioxidans enzimek aktivitasat. 48 ora alatt kiiiriil a szervezetbdl, igy
a cukorbetegség késdbbi vizsgalata soran ezek a korai véltozdsok mar nem
befolyasolhatjak a kisérlet eredményeit [130].

A cukorbetegség egyik legsulyosabb kovetkezménye a hosszu tava érrendszeri
szovodmények kialakulasa. A "mikrovaszkularis betegség", azaz a kis erek karosodasa
€s a "nagyérbetegség", vagyis az artéridk karosodasa gyakori és legalabb részben a
kronikus vércukorszint emelkedés kovetkezménye. A mikrovaszkularis komplikaciok
korébe tartozo retinopatia akar teljes latasvesztéssel, a nefropatia veseelégtelenséggel, a
neuropatia pedig idegi karosodassal is jarhat. Az autondm neuropatia szamos
gasztrointesztindlis tiinet megjelenéséért felelds. A nagyérbetegség szovoédményei, a

sziv- és érrendszeri betegségek kovetkeztében fellépd szivinfarktus, az agyérbetegségek,
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mely stroke formajaban nyilvanul meg, valamint a végtagok artéridinak patofizioldgias
karosodasa. Ezekre nagyfokil érelmeszesedés, ateroszklerotikus plakkok jelenléte
jellemzd.

A szovédmények kialakuldsa ¢€s progresszigja mindig tobb, egymassal
Osszefiiggd folyamat eredménye, de valoszinlileg a leglényegesebb faktor a magas
vércukorszint. A diabéteszes szovodmények megeldzésének, késleltetésének és a mar
1étrejott komplikaciok fokozodéasanak megakadalyozdsanak legfontosabb eszkoze a
vércukorszint kontrollja [93]. Inzulinkezeléssel hossztavon elérhetd €s fenntarthato a
normoglikémias allapot, azonban szigori kontroll mellett is tapasztalhato
szovédmények kialakulasa.

A cukorbetegség korai szakaszaban elsésorban a hiperglikémia okozta akut és
reverzibilis intracellularis valtozasok, valamint a fobb anyagcsere utak zavarai jatszanak
szerepet a patofiziologiai eltérések kialakulasdban (7. é&bra). A magas gliikoz
koncentracid kozvetleniil képes fokozni a ROS termelddését. A gliikéz autoxidacidja
soran *OH keletkezik [202]. Az emelkedett vércukor-koncentracié felelds azért is, hogy
a fehérjékbdl korai glikacios termékek (EGPs-Early Glycation Products) képzddjenek.
Ezek a Shiff-bazisok, melyekben a kémiai kotések egy lassu folyamatban
atrendezddnek, ketoamin tipusu kotés alakul ki, és Amadori termékek képzddnek. Minél
nagyobb a gliikdz koncentracio és minél hosszabb ideig all fenn a hiperglikémia, annal
tobb EGP keletkezik. Tovabbi kémiai atalakuldasok soran eldrehaladott glikozilacids
végtermékek (AGEs-Advenced Glycosylation End products) képzédnek, melyek
képesek hosszu élettartamu fehérjékhez kapcsolodni és ezaltal irreverzibilis karokat
okozni [127]. Sejtfelszini receptorokhoz kotddve is kifejthetik hatdsukat: fokozhatjak a
citokin termelodést, csokkenthetik az intracellularis kalciumot, és hatasukra
megjelenhetnek adhézios molekuldk az érendotélen [136, 166]. Az AGE-k a diabétesz
viszonylag rovid fenndlldsa utan is kialakulhatnak [32], s ha meg is szlinik a
hiperglikémia, ezek a termékek mar nem bomlanak le. Diabétesz sordn valtozasok
figyelhetok meg a szérum lipid Osszetételében, mint példaul az alacsony siirliségi
glikozilacioja €s oxidacioja kovetkezhet be [85]. Az oxidalt LDL (oxLLDL) cellularis és
humorélis immunvalaszt valt ki [79]. A LP soréan keletkezett oxidalt koleszterin példaul
eldsegiti az apoptodzist, mig az oxidalt foszfolipidek indukalhatjdk a kemoattraktans

monocitak atalakulasat makrofagokka [23], melyek amellett, hogy ROS-t, proteazokat
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¢és kiilonbozo citokineket termelnek, receptorokat is expresszalnak. E receptorok egyik
fajtaja a scavenger receptorok csaladja, melyekre jellemz6, hogy altaluk a makrofagok
nagy affinitassal veszik fel az oxLDL-t minden mas, a szervezet szamdara haszontalan és
karos anyaggal egyiitt. Ez a fajta koleszterin felvétel a specifikus LDL receptor
mikddésével szemben korlatlanul megy végbe. A telitett sejtek, melyekre habos
citoplazma jellemzd, ateroszklerotikus plakkokkat képeznek [29].

A gliikoz elsésorban a glikolizis sordan metabolizalodik, de 1étezik mas Gtvonal
is, amely soran lebomlik. Nevezetesen a poliol utvonal. A gliikkdz molekulédbol az ald6z-
reduktiz altal katalizalt reakcido soran szorbitol keletkezik NADPH felhaszndldsaval.
Elettani koriilmények kozott is megfigyelték a poliol it miikodését, mivel szerepet
jatszik a méregtelenitésben, az aldéz-reduktdz enzim aldehideket alakit inert
alkoholokka. Hiperglikémia kovetkeztében a glilkéz koncentracid intracelluldrisan is
novekszik olyan sejtekben, ahol a cukorfelvétel nem inzulinfiiggd. Ebben az esetben
fokozott aktivitdssal miikodik az alddz-reduktdz, a szorbitol képzddés fokozodik, s
mivel nehezen jut 4& a membranon, felhalmozdodik a sejtekben ozmotikus stresszt
indukalva.  Emelkedett  intracellularis  koncentrdcigja a  mitochondrialis
elektrontranszportlanc szamara feleslegben biztositja a NADH-t, amely a 1égzési lanc 1.
komplexének szubsztratja. A fokozottan mikodd alddz-reduktdz felhasznéalja a
NADPH-t, ami valtozast okoz a sejt redoxpotencialjaban, gatolja az antioxidans
kapacitast csokkentve a redukalt GSH mennyiségét és a GPx aktivitasat.

A mitochondrialis 1égzési lanc egy masik nem enzimatikus forrasa a ROS-nak.
Az oxidativ foszforilacio soran elektronok jutnak at az oxigénre elektron donorokrol, a
NADH-r6] és FADH,-r6l, a belsé mitochondrialis membran négy komplexe révén, ATP
generalo folyamatban [70]. Normal koriilmények kozott a keletkezett <O, -t azonnal
eliminaljdk a természetes védekezd mechanizmusok. A hiperglikémia indukalta <O,
termelddés a mitochondriumban a kivalté oka a diabétesz okozta oxidativ stressz 6rdogi
korének [31, 151].

A cukorbetegség kovetkeztében fellépd fokozott ROS képzddés enzimatikus
forrasai kozé tartozik a NOS, NADPH-oxidaz és a xantin-oxidaz. Minden NOS
izoforma megfelel6 miikodéséhez sziikkség van a szubsztratra, a kofaktorokra és
prosztetikus csoportokra. Hidnyuk esetén az enzim NO helyett O, -t termelhet [83].
NADPH-oxidaz az egyik f0 forrasa a *O,-nak. Aktivitasa szignifikdnsan magasabb volt

a diabéteszes betegekbdl nyert vaszkularis szovetekben [73].
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7. abra. A magas vércukorszint okozta mitochondrialis szuperoxid tultermelés lehetséges
mechanizmusai és kdvetkezményei

Az oxidativ stressz szerepe a diabétesz patogenezisében és szovodményeinek
kialakulasaban egy intenziven kutatott teriilet, szamos kutatas irdnyult kiilonféle,
antioxiddns statuszt jellemzO biokémiai paraméter vizsgalatara. A kiilonbozo
antioxidans enzimek aktivitasa altaldban megvaltozik diabéteszes allatmodellekben,
azonban a vizsgalatok eredményei szamos esetben egymasnak ellentmondanak [100,
126, 171]. Ennek oka lehet a kisérleti koriilmények sokfélesége; hogy a kutatok melyik
enzimet melyik szovetben vizsgaltak, milyen hosszu ideje allt fenn a diabéteszes allapot
¢s milyen modellt hasznaltak.

In vivo vizsgalatok sordn a SOD ¢és a KAT aktivitdsdnak novekedését mutattak
ki bélben [22]. Ez a valtozas 1étrejohetett a gliikoz autoxidacid és nem enzimatikus
glikacio soran fokoz6do O, termelddése kovetkeztében. Legtobbszor mégis a SOD
aktivitas csokkenését mutattak ki STZ-kezelt cukorbeteg patkanyok szerveiben [131],
mely hatterében a ROS kozvetlen hatasa allhat. Az extracellularis SOD-ot vizsgéalva
nagy aranyban talaltak glikozilalt enzimet cukorbetegekben [2]. Az eredmények arra
utaltak, hogy a sejtek felszinéhez kapcsolodd, azokat az extracellularis gyokokkel
szemben védd aktiv SOD mennyisége csokkenhet diabéteszben, ezaltal érzékenyebbé

téve a sejteket *O, -dal szemben.
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Mas vizsgalatok eredményei GSH tartalom csokkenését mutattak, illetve a GPx
¢s a GR aktivitdsanak csokkenését is megfigyelték a STZ-indukalta cukorbetegség
hatasara kiilonboz6 szovetekben [141]. Egyes vizsgalatok kozvetetten a GSH szintézis
defektusara utalnak, mig masok megallapitottdk, hogy a gliikozzal, gliikoz-6-foszfattal
¢és fruktozzal valo inkubacio a GR enzim aktivitast idéfliggéen csokkentette, amiért az
enzim glikozilacigja felelds [24].

Az MT a sejt antioxidans védelmi rendszerének részeként védi a szoveteket az
oxidativ stressz okozta karosodasok kiilonb6zo formai ellen [231]. Mivel az MT egy
erds, endogén és indukalhat6 antioxidansa a kiilonbozé szoveteknek, ezért a kutatok ugy
vélik, hogy hatékony antioxidans lehet a diabéteszes szovodmények megelézésében.
Kimutattak, hogy az MT kozvetlen védelmet nydjt a cukorbetegség altal kivaltott
kardiomiopatiaval és nefropatiaval szemben [107]. Azonban a bélben betoltott szerepét
eddig csak gyulladasos betegségekben vizsgaltak [212].

A HO enzim rendszer szerepét is kimutattdk mar diabéteszben. A magas
vércukorszint szabalyozhatja a HO-1 fehérje kifejez6dését kiillonbozd diabéteszes allat
modellekben [86]. Indukélodasat kimutattak tobbek kozott vesében [1], majban [41],
szivben [113] és bélben [163]. A HO-2 szerepe a sejtekben még kevésbé ismert.
Citoprotektiv hatasa egyrészt a HRM altal kozvetitett mechanizmusnak tulajdonithato,
melyen keresztiil valaszol a sejten beliili redox valtozasokra. Masrészt az enzimatikus
reakcié sordn keletkezd két termékének, a biliverdinnek és a CO-nak is tulajdonithat6.
[55]. Szamos kutatocsoport érvelt amellett, hogy a HO szerepe karos, de elsdsorban a
hembdl felszabadul6 szabad Fe toxikus tulajdonsdga miatt [174]. Ha a ferritin szintézis
¢s mas antioxidansok expresszidja nem fokozodik, az karosithatja a kornyezd
szoveteket. Legijabb eredmények azt mutatjak, hogy a HO prooxidans hatasa fligghet a

szoveti mikrokdrnyezettdl és a betegség tipusatol [50].
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III. CELKITUZES

Munkacsoportunk f6 kutatdsi teriilete az oxidativ stressz indukélta molekularis
védekezd mechanizmusok vizsgdlata. Munkank sordn a nehézfém terhelés ¢és a
hiperglikémia hatasat tanulmanyoztuk, parhuzamosan vizsgilva a szabadgyokok
képzddését, az antioxidans védekezd rendszer szerepét, valamint az oxidativ karosodas

mértékét.

A. Nehézfém terhelés hatasa halakban

Korabbi évek kutatdsai eredményeként csoportunk szamos, a stresszvalaszban
szerepet jatszo fehérjét kodold gént azonositott €s jellemzett mar pontyban. Jelen
kisérleteink soran az antioxidans védekezés egy tovabbi elemét, a pontyban még

nem azonositott hemoxigenazokat kodold gének expresszidjat tanulmanyoztuk.

Kérdéseink a kovetkezok voltak:

e Kimutathaté-e kiilonbség a fémek felhalmozoddsdban a méregtelenités
kulcsfontossagu szerveiben, majban és vesében az alkalmazott koncentracio és a
1d6 fiiggvényében?

e Taldlunk-e Osszefliggést a ho gének kopiaszdma ¢és a ponty tertaploid
kromoszoma készlete k6zott?

o Kimutathat6-e 0sszefiiggés a fémek szoveti eloszlasa és:

o aho gének expresszids valtozasa,
o aszabadgyok képzddés mértéke,
o az antioxidans védelmi rendszer aktivaloédasa,

o  és a szoveti karosodas mértéke kozott?

B. STZ-indukalta diabétesz hatasa patkany bélben

Korabbi kisérleteink eredményei szerint a kiilonb6z6 bélszakaszokban megfigyelt
patologias valtozasok a diabétesz soran colon-ileum-duodenum tengely mentén
gradiens-szerlien alakultak ki. Ennek alapjan kivalasztottunk két egymastdl tavol

esé bélszakaszt, a duodenumot és colont, amelyek anatdémiai felépitésiikben és
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funkcidjukban egyarant kiilonboznek egymastol. Munkank soran e két szakaszban
vizsgéljuk a hiperglikémia altal kivaltott oxidativ kdrosoddst STZ-nal indukalt

kezeletlen ¢s inzulin-kezelt diabéteszes patkdnyokban.

A kovetkezo6 kérdésekre kerestik a valaszt:

e Kimutathato-e bélszakasz-specifikus valtozas:
o aszovetkarosodas tipusdban és mértékében,
o aszabadgyok képzddés szintjében,
o az antioxidans védelemi rendszer egyes elemeinek aktivalodasaban,
e Hogyan befolyasolja az inzulin-kezelés a sejtek prooxidans-antioxidans

egyensulyat?
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Kisérleti allatok és kezelési korillmények

Pontyok nehézfém-kezelése

A dolgozatom elsd részét képezo halas kisérleteket ponttyal (Cyprinus carpio L.
1758) végeztikk. A 800-1000 g tomegl halak a szegedi Tisza Fish Farm telephelyérol
szarmaztak, amelyeket a kezelések eldtt 400 Il-es jol leveglztetett tartalyokban
akklimatizaltunk, 2-3 hétig 15-16°C-on. A tartdlyok vizét hetente cseréltik. A
kezelésekhez a halakat 100 l-es akvariumokba helyeztik at (2 hal/akvarium). A
kezelések minden mintavételi idOpontjdban hdrom vagy 6t egyedet hasznaltuk fel a
mérésekhez. A kezelésekhez hasznalt fémkoncentracidt fémionra vonatkoztatva adjuk
meg. Ez mind a Cd*" (Cd(CH3CO0),x2H,0, Fluka), mind az As’" (Na,HAsO4, Fluka)
esetében 1 és 10 mg/l végkoncentraciot jelent. A mintavétel 0, 6, 24, 48 és 72 ora
elteltével tortént. A szerveket és szoveteket azonnal lefagyasztottuk folyékony

nitrogénben, majd —80°C-on taroltuk a felhasznalasig.
Kronikus diabéteszes patkanymodell eloallitasa

Dolgozatom masik részét képezd diabéteszes kisérlethez 300-400 g tomegt,
fiatal felndtt (8 hetes), him Wistar patkanyokat hasznaltunk. Az allatokat random
modon kontroll (n=6), STZ-indukalt kezeletlen diabéteszes (n=14) és inzulin-kezelt
diabéteszes (n=12) csoportra osztottuk. A hiperglikémidt egyszeri, intraperitonealis
STZ-injekcioval (Sigma) indukéltuk. A STZ-t fiziologids soéoldatban feloldva, 60
mg/testtomeg kg-os dozisban alkalmaztuk [87]. 48 ora elteltével a farokvénabol vért
vettiink, melyb8l vércukor koncentraciét mértink (Accu-Chek®Active vércukormérs).
A kisérleti allatokat akkor tekintettiik cukorbetegnek, ha a vércukor-koncentracidjuk 18
mmol/] f61¢ emelkedett.

A hiperglikémias patkanyok egy csoportjanal azonnali inzulin-kezelést kezdtiink
el. Az éllatok az inzulint (Humulin M3, Eli Lilly) szubkutan injekci6 formajaban
naponta két dozisban (4 U délelott és 2 TU délutan) kaptak. A kezeletlen diabéteszes €s
a kontroll allatcsoportok azonos mennyiségli fiziologids soéoldatot kaptak szintén

szubkutan formaban. A patkanyok vércukorszintjét a 10 hetes kisérleti periddus soran
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hetente mértiik és ellendriztiik. Az allatok a tapot és a vizet a kisérletek teljes ideje alatt
tetszés szerinti mennyiségben fogyaszthattak.

Tiz héttel a diabétesz kivaltasa utdn cervikalis diszlokacidt kovetéen az allatok
hasiiregét U-alakban feltartuk, a bélcsatornat teljes hosszaban kiboncoltuk, majd foszfat
pufferrel (0,05 M, pH 7.4) atmostuk. Ezt kdvetden a vékonybél proximalis (duodenum;
a pylorustol 1 cm-re disztalisan), valamint a vastagbél kozépsd teriiletérél 100-200 mg
tomegli mintdkat vettiink, melyeket folyékony nitrogénben lefagyasztottuk ¢és a

felhasznalasig —80°C-on taroltuk.

2. Molekularis biologiai vizsgalati modszerek
RNS preparalas fagyasztott mintakbol

A fagyasztott szovetekbdl/szervekbdl: ponty vese, médj, izom, bdr, kopoltyt, 1ép
és vér mintakbol ~100 mg-ot, a teljes sziv €és agy mintakat, valamint a patkdnybol
szarmaz6  kiilonb6z0 bélszakaszokat RNA Bee oldatban (Tel-Test Inc.)
elhomogenizaltuk (2 perc, 1500 rpm) és a gyartotdl szarmazo instrukciokat kdvetve
0ssz-RNS-t preparaltunk. A homogenizatumokat 2-3-szor kloroformmal extrahaltuk és
centrifugaltuk (15 perc, 13500 rpm, 4°C), majd a vizes fazisbol 0,75 térfogatnyi
jéghideg izo-propanollal denaturaltuk az RNS-t. A csapadékot centrifugaléssal
gyljtottiik ossze (5 perc, 15000 rpm, 4°C), 75%-os etil-alkoholban mostuk (—20°C,
¢jszakan at), majd DEPC-vel (dietil-pirokarbonat) kezelt desztillalt vizben oldottuk fel.
Annak érdekében, hogy az enzimatikus reakciokhoz kelld tisztasagh RNS-t kapjunk,
ujra kicsaptuk 1/20 térfogatnyi Na-acetat és 2,5 térfogatnyi 96%-os etil-alkohol
hozzéadasaval. A csapadékot 75%-os etil-alkohollal mostuk (—20°C, éjszakan at), majd
feloldottuk DEPC-vel kezelt desztillalt vizben. A tisztitott RNS mintakat 100 U RNaz
mentes DNaz I-vel kezeltilk rutinszertien (2 ora, 37°C), hogy elkeriiljik a DNS
kontamindciot.

Az RNS koncentracidé meghatirozdsahoz az OD Aje= 40 pg/ml RNS
Osszefliggést alkalmaztuk (NanoDrop-1000 Spectrophotometer). Akkor tekintettiik a

mintat megfeleld tisztasagiinak, ha az Ayeo/Azg0 arany 1,8-nal nagyobb volt.
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Reverz transzkripcio (RT) és polimeraz lancreakcio (PCR)

A cDNS szintézis 5 pg totdl RNS-bdl kiindulva 20 pl végtérfogatban tortént. A
templat RNS-t 500 pmol random hexamer primer jelenlétében 90°C-on denaturaltuk,
majd 200 U Maxima H Minus reverz transzkriptaz, 200 pmol dNTP keverék és 1 x RT
reakcié puffer elegyében 10 percig 37°C-on, ezt kdvetéen 60 percig 52°C-on
inkubaltuk, majd —20°C-on taroltuk.

RT-PCR amplifikacio

A PCR amplifikadlasokhoz templatként az RT reakcid termékekbdl 1 pl-t
hasznaltunk fel reakcionként 25 pl 2 x DreamTaq Green PCR Master Mix-ben. Az
amplifikaciot PTC 200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research) késziilékkel végeztiik. Az
amplifikacié ciklusszamat elOkisérletek soran hataroztuk meg. Az annealing
hémérséklet és az egyes ciklusok szama az adott primer par fiiggvénye volt, a szintézis
1épésének idejét pedig az amplifikdlt termék varhat6 hossza hatarozta meg. Minden
csoport esetében harom-o6t fliggetlen parhuzamos mintat hasznaltunk. Az RT-PCR
reakciét minden minta esetén hdaromszor ismételtilk, hogy noveljik a mérések
megbizhatdsagat.

A halakbol ¢és patkanyokbdl szdrmazé mRNS mennyiségi meghatarozasdhoz
reverz transzkripcio-kapcsolt PCR-amplifikéaciot (RT-PCR) végeztiink: 1 perc 95°C-on,
denaturalas 30 masodperc 95°C-on, annealing 30 masodperc 55-63°C-on, szintézis 50
masodperc 72°C-on. Az mRNS szinteket f-aktin mRNS mennyiségére normalizaltuk

[78].

qRT-PCR amplifikacio

Eredményeink megerdsitéséhez valds idejii (Real-Time) qPCR-t végeztik a
diabéteszes kisérletekre vonatkozoan. Az amplifikalasokhoz templatként az RT reakcio
termékekbdl 1 pl-t hasznaltunk fel reakcionként 25 ul Luminaris Color HiGreen Low
ROX gPCR Master Mix-ben. Az Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System
(Life Technologies) késziilék programja segitségével 40 ciklus soran a kovetkezd
reakcié ment végbe: 10 perc 95°C-on, denaturalas 15 mésodperc 95°C-on, annealing 60

masodperc 63°C-on, szintézis 60 masodperc 72°C-on, olvadasi gorbe szerkesztése 60-

30



ANYAGOK ES MODSZEREK

95°C kozott. A vizsgalt mRNS mennyiségét a p-aktin génre normalizéltuk, és a

szamitasokat AACt modszer [112] alapjan végeztiik.

Primerek

A ponty-specifikus so cDNS amplifikélasahoz hasznalt primereket zebradanio
(Danio rerio Hamilton 1822) (NM_001127516; NM_001103139), aranyhal (Carassius
auratus L. 1758) [216], nilusi siigér (Oreochromis niloticus L. 1758) (XM _003449966)
¢és fugu (Takifugu rubripes) (XP_003972631; XP_003964694) ho szekvenciai alapjan

terveztiik meg.

1. tablazat Hal-specifikus primerek

Primerek 5' -3

HOIF CGCTGCTCATCCCGCAGTTCA
HO2F CAAGGTTCATCCTGATCTGGC
HOR CGGGTGTAAGCGTGGGCCAC
HOI1F2 ATGGAATCCACGAAAAGCAAA
HOIR ACTCCCATGCCAACCGTDGC
HO2R TCACATAAGGTACCAAGCAG

A patkdny cDNS amplifikalasahoz, a gén-specifikus primereket a ho-1/
(NM_012580), a ho-2 (NM_024387), az mt-1 (M11794), az mt-2 (AY341880), a
kaszpaz-9 (NM_031632), a bax (RRU49729), a bcl-2 (NM _016993) és a f-aktin
(M24113) Genbank-ban elhelyezett szekvenciak alapjan terveztiink.

Géldokumentacio, denzitometrdlas

A ponty-specifikus #o gének azonositasa soran az amplifikalt termékeket 0,8%
agar0z gélen (SeaKem LE) futtattuk, majd Ultrafree-MC Centrifugélis sziirok
(Millipore) segitségével izolaltuk a gélbol, és PCR-termékpopulaciot szekvenaltattuk.

A génexpresszio soran amplifikalt PCR termékeket 2%-os agar6z gélen (Sigma,
USA) futtattuk meg. Az ethidium-bromiddal festett géleket UVP High Performance UV
Transilluminator GDS 7500 tipusu gél dokumentacids rendszerrel digitalizaltuk és a
GelBase/GelBlot™ Pro Gel Analysis szoftver (Ultra Violet Products Ltd.) segitségével
kiértékeltiik. Az mRNS-ek relativ szintjét a belsé kontrollként hasznélt f-aktin-ra

vonatkoztatott aranyszamként (vizsgalt gén/ f-aktin x 100) fejeztiik ki.
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2. tdblazat Primer szekvencidk és amplifikacios ciklus szdmok

Gének Primerek (5'—3") Amplifikécios ciklusok

ho-1 GCTGCTGGTGGCCCACGCTT 30
ACAGTCCAATGTTGAGCAGG

ho-2 GCTGCTGGTGGCCCACGCTT 30
AGGGTTTCTTTTGTTAGCATGGA

-1 ATGGACCCCAACTGCTCCTG 75
TGGAGGTGTACGGCAAGACT

mi-2 ATGGACCCCAACTGCTCCTG ’5
GAAAAAAGTGTGGAGAACCG

kaszpéz-9 AGCCAGATGCTGTCCCATAC 39
CAGGAACCGCTCTTCTTGTC

bax GGAGGCGGCGGGCCCACCAG 30

CACGTCAGCAATCATCCTCTGC
GGAAGGATGGCGCAAGCCGG

bcl-2 30
CGCAGGCCCAGCGTTGGCGAC

B-aktin GCAAGAGAGGTATCCTGACC 73
CCCTCGTAGATGGGCACAGT

Filogenetikai analizis

A hemoxigenazok filogenetikai analizise soran kiilonb6zd gerincesek mar ismert
HO aminosav szekvenciait hasonlitottunk 0ssze a Philogeny szoftver csomagot [52]
alkalmazva. Homo sapiens NP 002124.1 ¢és NP 002125.3; Macaca mulatta
XP _001113241.2 ¢és NP _001252998.1; Tursiops truncatus XP_004315933.1 ¢és
XP_004310399.1; Mus musculus NP_034572.1 és NP_001129538.1; Rattus_norvegicus
NP_036712.1 és NP_077363.1; Gallus gallus NP_990675.1 és XP_004945440.1; Bos
taurus NP_001014912.1 és XP_005224478.1; Xenopus tropicalis XP_002934766.1 és
NP _001072640.1;  Anolis  carolinensis ~ XP_003220978.1;  Crotalus  horridus
JAA96881.1; Latimeria chalumnae XP_006006976.1 és XP 006001510.1; Alligator
sinensis ~ XP_006026050.1 ¢és XP _006034310.1;  Chrysemys picta  bellii
XP _005300880.1 és XP _005312205.1; Danio rerio NP_001120988.1 ¢és
NP _001096609.1; Xiphophorus maculatus XP_005797578.1 és XP_005806580.1;
Takifugu rubripes XP_003972631.1 ¢és XP 003964694.1; Oryzias latipes
XP_004065741.1 és XP_004066399.1; Oreochromis niloticus XP_003443134.1 és
XP 005454959.1; Carassius auratus [216].
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3. Biokémiai mérési modszerek

Fehérjék kvantitativ meghatdrozdsa

A fehérjetartalom meghatarozasahoz a mintainkbdl fizioldgias sdoldattal (0,62%
ponty és 0,9% patkany esetében) Otszords higitdsban homogenizatumot készitettiink,
majd centrifugéltuk (10 perc, 10000 rpm). Mind a homogenizatumbol, mind pedig a
lecentrifugalt feliiluszobol meghataroztuk a fehérjetartalmat Lowry és munkatarsai
[116] modszere szerint. 100 pl mintdhoz 1 ml ,,C” oldatot adtunk. A ,,C” oldat 20 g/l
Na,COs, 0,2 g/l K-Na-tartarat és 0,1 M NaOH osszetételi ,,A” oldat és 5 g/l
koncentracioji CuSO4 x 5 H,O (,,B”) oldat 50:1 aranyu elegye. 10 perc elteltével a
reakcidelegyhez 100 pl kétszeresére higitott Folin-Ciocalteu-reagenst adtunk. Ujabb 30
perc elteltével 750 nm-en spektrofotometraltuk. Borji szérum albuminbdl (BSA)

készitett kalibracios gorbe segitségével hataroztuk meg a fehérjetartalmat.

A GSH koncentrdacio meghatdrozdsa

Lecentrifugalt homogenizatumok feliilluszdjabol hataroztuk meg a GSH
mennyiségét Sedlak és Lindsay [182] modszerét alkalmazva. A mérés a mintdkban
talalhato fehérjék négyszeres mennyiségli 5% TCA-val valé denaturdlasat, majd
centrifugalasat (10 perc, 10000 rpm) kdvetden a feliiluszokbol tortént. Ezzel a 1épéssel a
fehérje —SH csoportok hatdsa minimalizalhaté volt. A reakcidoban szulthidril-
reagensként 10 mM DTNB-t (5,5 -ditiobis-(2-nitro-benzoesav) metanolban oldva
alkalmaztunk, mely sarga szinli komplexet képez a reaktiv nem fehérje —SH
csoportokkal. A GSH koncentraci6 a komplex fényelnyelésének 412 nm-es
hullamhosszon torténd abszorbancia mérésével meghatirozhatd. A komplex
képzddéséhez sziikséges lugos kozeg beallitdsa (pH 8.0-8.2) 0,4M TRIS (trisz-

(hidroximetil)-aminometéan) pufferrel (pH 8.9) tortént.

[GSH] = E X Vis,¥higitas x 107
gx 1><\v/minta

E: extinkcid, &: molaris extinkcios koefficiens (131000 M'lcm'l), Vissz: méréelegy térfogata (ml), Viine:
minta térfogata (ml), : fényut hossza (cm)
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A GSSG koncentrdcio meghatarozdasa

Lecentrifugalt homogenizatumok feliilusz6jabol hatdroztuk meg a GSSG
tartalmat Tietze modszerét alkalmazva [200]. A modszer lényege, hogy a
reakcidelegybe feleslegben adunk GR enzimet valamint NADPH-t, igy a mintdban
jelenlévé GSSG GSH-va redukalodik. A kisérlet kontroll eredményeit Sedlak
modszerével kaptuk (Id. GSH koncentracid6 meghatdrozas), és a két eredmény
kiilonbségébdl kovetkeztettink a GSSG mennyiségére. A kisérletek soran 250 pl
feliiliszot inkubaltunk 240 pl 0,05 M TRIS pufferben (pH 8.9), 5 ul (250 U) GR
enzimmel és 5 ul 100 uM NADPH-val (30 perc). Ezutan az 6ssz-GSH meghatéarozast

Sedlak modszere szerint végeztiink.

[GSSG] = 6ssz[GSH](Tietze)-[GSH](Sedlak)
2

A LP mérése

A méréseket Placer és munkatarsai [165] altal kidolgozott, majd Novak és
munkatarsai [152] altal mddositott modszer alapjan végeztiik el homogenizatumbol. A
tobbszordsen telitetlen zsirsavak oxidativ lebomlasakor keletkez6 malondialdehid
(MDA) savas kozegben, magas hémérsékleten tiobarbitursavval sargas-vords szinii
komplexet, trimetint képez, melynek abszorpcidos maximuma 532 nm hulldmhosszon
van. A homogenizdtumhoz tizszeres mennyiségli reagenst (15% TCA; 0,375%
tiobarbitursav; 0,25 N HCl) adtunk, majd a reakcio elegyet forrd vizfiirdében tartottuk
(15 perc). Ezt kovetden jégben lehiitottiik, majd centrifugaltuk (10 perc, 10000 rpm,
4°C). A feliiliszot 532 nm-en fotometraltuk. Vak oldatként desztillalt vizet hasznaltunk

a reagensben homogenizatum helyett. Az MDA koncentracié szdmitasa:

[MDA] = E X Vis,x107

ex Ix Vminta

E: extinkcid, €: molaris extinkcios koefficiens (152000 M'lcm'l), Visszes: Méroelegy térfogata (ml), Viginea:
minta térfogata (ml), : fényut hossza (cm)

34



ANYAGOK ES MODSZEREK

A H,0; koncentrdcio meghatdarozdasa

crer

segitségével hataroztuk meg a lecentrifugalt feliiluszobol. Peroxiddzok katalizaljak
szamos festék, mint az o-dianizidin H,O, 4ltali oxidéacigjat. A szines pigment
mennyisége kolorimetridasan mérhetd. A foszfat pufferben (0.05 M (KH;PO4, Na;HPOy,,
pH 6.0) higitott mintdkat (mdj 50x, vese 20x hig) HRP enzim (0.05 mg/ml
koncentracioban, Horseradish Type VI-A) oldataval €s o-dianizidin oldattal (0,1 mg/ml,
metanolban oldva) elegyitettiik, majd inkubaltuk (10 perc, 37°C, sotétben), €és sosavval
(4 N HCI) ledllitottuk a reakciot. Kontrollként a mintat pufferrel helyettesitettiik. A
H,0, mennyiségét fotometralassal 400 nm-en, foszfat pufferben higitott H,O,

kalibracios egyenese alapjan hataroztuk meg.

A ONOO koncentrdcio meghatdrozdsa

A ONOO jellemz6 tulajdonsaga, hogy magas pH értéken stabil, neutralis pH
értéken pedig gyorsan bomlik [71]. 60:1 ardnyban 1 M NaOH-dal elegyitettiik a
feliiliszobol szarmazd mintakat, és 302 nm-en kdvettiik az extinkcid valtozasat 3 percen
at. Kontrollként ugyanebben az aranyban 0,1 M kélium-foszfat (K,PO4) pufferrel

elegyitettiik a mintakat (pH 7.4), és 3 percen at kovettiik az extinkcio csokkenését.

[ONOO ] = AE x Vi,x10™

gx1x Vminta

E: extinkcio, €: a termék molaris extinkcios koefficiense (1670 M'lcm'l), Vissz: mérdelegy térfogata (ml),
Vinta: Minta térfogata (ml), 1: fényut hossza (cm)

SOD aktivitas meghatdarozdsa

Az 6sszSOD aktivitasat Misra és Fridovich [138] mddszere alapjan hataroztuk
meg. A metodika lényege, hogy a SOD koncentraciojatol fliggéen gatolja az adrenalin-
adrenokrom atalakulast. A reakcidelegy 0,05 M karbonat puffert (Na,CO3;, NaHCOs,
EDTA, pH 10.2, 37°C -os vizfiirdd), a lecentrifugalt homogenizatumok feliiluszojat,
valamint adrenalint (16,488 mg 10 ml 0,01 N HCl-ben oldva) tartalmazott, melyet 480
nm-en fotometridasan mértiink 4 percig. A kapott extinkcio-valtozasok segitségével
szdmoltuk az adrenalin-adrenokrom spontan atalakulas gatlasanak mértékét (gatlas%),

¢és 1 enzim egységet (U) az adrenokrom-képzés 50%-os gatlasaként értelmeztiik. Ezt az
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Osszfehérje-tartalomra vonatkoztattuk, és az enzimaktivitds eredményeit U/mg fehérje

formaban adtuk meg.
KAT aktivitas meghatdrozasa

Beers ¢€s Sizer [21] modszere alapjan 0,05 M fosztat puffer (KH,PO4, NayHPO,,
pH 7.0) és 30 mM H,0,, valamint a lecentrifugalt feliilluszét tartalmazdé minta
felhasznalasaval végeztik. A KAT hatdsara végbemend H,O, bomlast, 25°C-on,
spektrofotometridsan 240 nm-en kovettiik nyomon. Egy Bergmeyer enzimegységként
(BU) definialtuk a KAT enzim azon mennyiségét, amely 25°C-on 1 perc alatt 1 g H,O,-
t képes elbontani.

Szamolas: AE x Vg, X higitds

€X Vminta

E: extinkcio, €: a termék molaris extinkcids koefficiense (43,6 cmz/mol), Visssz: méroelegy térfogata (ml),
Vininta: Minta térfogata (ml)

A szovetek nehézfém-tartalmanak meghatdarozdasa

A kisérleti egyedekbdl szarmazd maj €s a vese szovetek (3 g) szaritasat kovetden
egyesével 10 tomeg/térfogat aranyban tomény salétromsavban (69,2%-o0s HNO3) (80°C,
3 ora) tortént az emésztés. A homogenizdtumok Cd és As tartalmanak meghatarozésa
lang vagy grafit kemence porlasztast kvetden a fém koncentraciojatol fiiggdéen Hitachi
78200 Zeeman polarizalt atomabszorpcios spektrofotométerrel tortént. A Cd és As

tartalmat pug/g szaraz témegben adtuk meg.

4. Hisztologiai vizsgalati modszerek
Bélmintak elokészitése transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz

Az elektronmikroszkopos vizsgélatokhoz 2-3 mm széles béldarabokat 2%-os
paraformaldehid és 2%-os glutaraldehid oldataban (0,05 M foszfat pufferben oldva)
fixaltunk (4°C; ¢jszakan at). Ezt kovetden a mintakat foszfat pufferben (0,05 M; pH 7.4)
mostuk. A kiilonb6zd bélszakaszokbdl szarmazo mintakat fixalds és mosas utan 1%-os
ozmium-tetroxid (OsQO4) oldatban (0,1 M foszfat pufferrel) utéfixaltuk (60 perc). A
mintdkat foszfat pufferben mostuk (0,1 M; pH 7.4), majd felszallé alkoholsorozatban

dehidréltuk. Az 50%-o0s, majd 70%-os alkohollal valo kezelés utdn a mintdkat uranil-
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acetattal telitett 70%-os etanolba tettiik (5 perc), majd a 96%-os etanolban, abszolut
alkoholban és acetonban folytattuk a dehidralast. Ezt kovetden a mintdkat aceton
intermédiumon &t Epon gyantaba agyaztuk, majd a gyantat polimerizéltattuk (60°C).
Minden bélszakaszbol és kisérleti csoportbol négy mintat dgyaztunk be, majd a
blokkokbol eldszor félvékony metszeteket (0,7 pm), majd Reichert tipust
ultramikrotommal ultravékony (70 nm) metszeteket készitettiink, melyeket Formvar-

kezelt hartyas nikkel-rostélyokra helyeztiink (3 rostély/blokk).

Posztembedding immunhisztokémiai vizsgalatok

A HO-2 ¢és a kaszpaz-9 kvantitativ meghatarozdsahoz, az ultravékony
metszeteken posztembedding immunhisztokémiai festéseket végeztiink mindkét
bélszakaszban. Az immunreakcido egyes Iépéseit humid 1égkorti Petri-csészében,
parafilmre helyezett cseppeken végeztiik.

A nikkel-rostélyokra helyezett metszeteket el6szor 1%-os perjodsavban (9 perc),
majd desztillalt vizzel torténd mosés utan 2%-os Na-perjodatban (10 perc) inkubaltuk.
Ismételt alapos mosast kovetden a metszeteket TRIS-pufferes sdoldat (TBS)-cseppekre
(pH 7.4) helyeztiik (3x2 perc), majd inkubaltuk (30 percet) 1%-0s BSA oldatban [0,05 g
BSA, 5 ml TBS (pH 7.4)]. Desztillalt vizes mosas, majd ajboli TBS-kezelés utan (2x3
perc) a rostélyokat az elsddleges ellenanyaggal inkubaltuk (szobahdmérséklet, ¢jszakan
at). Elsédleges ellenanyagként a HO-2 egér monoklonalis IgG-t (Santa Cruz
Biotechnology, USA) 1:50 higitasban és a kaszpaz-9 nyul poliklonalis IgG-t (Sigma-
Aldrich, USA) szintén 1:50 higitdsban alkalmaztuk. Az elsédleges antitestet minden
esetben 1%-0s BSA-val higitottuk. Ezutdn a metszeteket ismét TBS-cseppekre (2x10
perc) helyeztiik, majd BSA-TRIS puffer oldataban inkubaltuk tovabb (0,05 g BSA, 25
ul Tween-20, 5 ml TRIS (pH 7.6); 2x5 perc). Ezt kovetden a rostélyokat a masodlagos
ellenanyaggal [protein A-arany-conjugalt anti-egér €és anti-nytl (18 nm arany szemcse,
Jackson ImmunoResearch)] 1:20 higitasban alkalmazva inkubaltuk (3 ora,
szobahOmérséklet). A masodlagos antitesteket BSA-TRIS puffer oldataval higitottuk ki.
Az immunfestés végén a rostélyokat desztilldlt vizben alaposan mostuk, majd
szlir6papirral ovatosan leitattuk.

Az immunreakcio specifitasat minden esetben ellendriztiik. Ehhez a metszeteket
az elsOdleges antitest elhagyasaval, csak az aranykolloidot tartalmaz6 mésodlagos

antitestben inkubaltuk.
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A folyamat soran az elsddleges és a masodlagos szérumon kiviil minden
felhasznalt oldatot atszlirtlink (0,22 pm-es porusméretii Millex GP filter, Sigma-
Aldrich), hogy kivédjiik az esetleges mikroszennyezéseket. A kontrasztfestés Reynolds-
féle modszerrel [173] tortént. A mintakat 20 percre uranil-acetat oldatcseppre helyeztiik,
majd desztillalt vizzel mostuk, ezutan 3 percre 6lom-citrat oldatba tettilk és ismét
mostuk. Az ultravékony metszeteket MEGAVIEW II kameraval felszerelt Philips CM
10 tipusu elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

Bélszakaszonként és kisérleti csoportonként 46000x-es nagyitdson digitalis
képeket készitettiink. A festddés intenzitdsat, vagyis az egységnyi teriiletére eso
aranyszemcsék mennyiségét mindkét vizsgalt fehérje esetében az AnalySIS 3.2 program

segitsé¢gével szamoltuk.

5. Statisztikai analizis

A biokémiai, a molekularis bioldgiai. valamint az immunhisztokémiai
vizsgélatok sordn nyert adatokat statisztikai analizisnek vetettilk ald. Egyfaktoros
varianciaanalizist (ANOVA) és Newman-Keuls tesztet végeztiink (GraphPad Prism 4.0
¢és MedCalc Statistical Software 9.4.2.0). A kapott eredményeket diagramokon
abrazoltuk, az értékeket atlag=SD formaban tiintettiik fel. A szignifikancia szintjét

*p<0,05, **p<0,01,illetve ***p<0,001 valdszinliségi értékben hataroztuk meg.
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V. EREDMENYEK

A. Nehézfém expozicio hatasa két hemoxigenaz gén és egyéb antioxidans markerek
kifejezodésére pontyban

1. A ponty ho gének azonositdsa

A ho géneket csupan néhany halfajban azonositottdk eddig. Pontyban ezek a
gének még nem voltak ismertek, ezért elsd feladatunk az azonositasuk és a jellemzésiik
volt. A ponty-specifikus /o transzkriptumok azonositdsdhoz RT-PCR-t végeztiink
kezeletlen és Cd-kezelt allatok majabol szarmazd totdl RNS-t haszndlva templatként
azért, hogy a csalad konstitutiv és indukalhato tagja egyarant reprezentalva legyen az
mRNS populaciokban. A PCR primerek tervezéséhez a Genbank-ban elhelyezett hal /o
szekvenciakat hasznaltuk fel (Danio rerio, Carassius auratus, Oreochromis niloticus és
Takifugu rubripes). A szekvencia 6sszehasonlitdsok soran eltéréseket kerestiink a 4o-1
€s ho-2 szekvencidk kozott, amelyek alapjan génspecifikus primer parokat
[HO1F2/HO1R (1-20/795-817 bp) és HO2F/HO2R (288-309/909-929 bp)] terveztiink,

melyek a kédold szekvencidk 5' és 3' végén helyezkednek el (8. 4bra).

HO1F2 HO1F HOR HO1R
ATG P > —_— —e& 764 ho-1
HO signature TMD
ATG | b —— = TGA ho-2
HO2F HOR HOZ2R

8. abra. A ponty ho-1 és ho-2 gének kdodolo régidinak sematikus rajza. Az egyenes vonalak
jelzik a két ho gén kodolod szakaszat, ami magaba foglalja a start és stop kodont. A vastag
vonalak az altalunk azonositott szekvenciakat jelzik. A sziirke keretek a ,,HO signature”
motivumokat és a transzmembran domént (TMD) kddolo szekvencidkat jelolik. A nyilak

parokat a gének azonositasahoz alkalmaztuk. A HO1F/HOR és HO2F/HOR primer part a
mintaink 20 mRNS szintjének meghatarozasdhoz hasznaltuk.
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A HOI1F2/HOIR primer par segitségével egy 819 bp hosszu PCR-terméket
amplifikaltunk, amelynek szekvencigja a legnagyobb, 92%-0s homologidt az aranyhal
ho-1 génnel mutatta. Az amplifikaci6 a HO2F/HO2R primer parral egy 642 bp DNS-
fragmentet eredményezett, ami ~70%-4at teszi ki a zebradanid ho-2 génjét kodolo
régionak, amellyel 81%-os homologiat mutat. A ponty ho-I és ho-2 szekvencidk
nagyfok homologiat mutattak a tobbi ismert halfaj o génjeivel is, igy azok a ponty ho-
k ortologjainak tekinthetok. A ponty ho paralogok Osszehasonlitdsa joval kisebb
hasonlosagot (48%) eredményezett. Mindkét cDNS teljes hosszan at htizodik egy nyitott
leolvasasi keret. Az ebbdl levezetett ponty HO-1 aminosav szekvencidja 92%-ban volt
azonos az aranyhal HO-1 fehérjével (9. dbra). Szekvencia analizis eredményei alapjan
az emlés HO-1-hez hasonldan a ponty HO-1 is hordozza a transzmembran domént (250-
271 aminosav kozotti régio), tovabba a HO domént (14-218 aminosav kozotti régio), €s
az ezen beliil talalhato ,, HO signature” motivumot (129-152 aminosav kozotti régio).
Osszességében a HO-1 ortologok 45-92%-ban azonosak madarakban, emldsdkben és a
halakban. Ezek HO doménje 53-88%-0s azonossagot mutat, ugyanakkor a , HO

signature” motivum 83-100%-ban azonos.

C.carpio MESTKSKPRDSTGSDLSEQIKAVTKDSHVRAENTQLMLSYQKGQITPTQYKLLLCSLYEI 60
C.auratus MESTKSKPRDSTGSDLSEQIKAATKDSHVRAENTQLMLNYQKGQITQTQYKLLLCSLYEI 60
Kk ok ok kkkkkkkkkkkkkkkkkok Ak kkkkkkkkkkkkk  kkkkokkx ok ok &k Kk k& ok Kk * %k *
C.carpio YQOALEEELDRNAAHPAVQPIYFPQELARLESLELDLEHFFGPHWRKRVTVPAATHRYTQR 120
C.auratus YRALEEELDRNADHPAVQPVYFPQELARLESLELDLEHFFGPHWRKRVTVPAATHRYTQR 120
ko okokkkk ok kkokk  kokk ok ok ok ok ok Kk ok ok ok k ok ok ok k ok ok ok k ok kK ok ok kK ok k kK ok k ko ok kK ok ok K ok ok ok
C.carpio LREIGKNS)ZnRNENgRNaneInnseleloiane)y T TOKSLGLSGNKGILFFSFPGVSSPNRE 180
C.auratus LREIGKNS)gnRyNuYgusgneInnselelo)afe)y T TOKSLGLSGIKGTAFFSFPGVTSPNKE 180
Kk ok ok kA kkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkxkkkkkkx k*k  khkkkkxk *xkx *
C.carpio KQLYRSRMNSIELTEQQRQEVLDEATRAFEFNIPVFDDLQKMLSITEEASSEKGNDAASK 240
C.auratus KQLYRGRMNSIELTEQQRQEVLDEATRAFEFNIEVFDDLOQKMLSITEEASSEKRNDTASQ 240
Kk kkk hkkkkhkrkkhkhkkkkkkkhkkkkkkkkkkk *kkhkkkkkkkkkkkhkxkkx KKk Kk
C.carpio TLSKTFSSSPVLQFALGVGITLATVGMGVYAF 272
C.auratus SQSRTFSNSPILQFALGVGITLATVGMGVYAF 272

Kk Ak k Ak AAk kA A A A A KA KA A A KA KKK KK

9. abra. A ponty (C. carpio) HO-1 aminosav szekvencia 0sszehasonlitasa az aranyhaléval (C.
auratus). A konzervalt aminosavakat *-gal, a ,, HO signature” motivumokat feketével és a
transzmembran doméneket sziirkével jeloltiik. Az Osszehasonlitasokat a Clustal W2 program
segitségével végeztik.
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A ponty HO-2 protein is hordozza a ,, HO signature” motivumot (10. abra). A
ponty HO-1 és HO-2 fehérjék aminosav szekvencidja 31%-os egyezést mutat. A
leginkabb konzervalt motivum, a ,, HO signature” szekvenciaja 87%-ban egyezik meg.
Az emlés HO-2 fehérje szekvencidban harom cisztein-tartalmu HRM-ot taldlunk,
melyekbdl ketté a C-termindlis szakaszon a kornyezet redox allapotatol fliggéen hemet
kot. A harom HRM-bdl kettét a ponty HO-2 szekvencidjaban is felfedeztiink, mindkettd

a C-terminalis végen talalhato.

C.carpio HELHRRDALARDLQYFYGEDWQDQVRVSPATQRYVERIQQIGRDE|Z:NAANLNGNNUED (0
D.rerio HELHRRDALAQDLQFFYGSDWQTQISISPATQRYVQRIHQIGKDE)ZNNRYNLNGYNGUED ¢ 0
KAk Ak Ak Ak AKXk hkkx K*hkk *kk K*kk K KAk Ak Ak KAk hk kA k Kk KAhkk KAk hkkhk Ak kA kkkkkkx*k
C.carpio iInsleleloanNy/ AQRAMKLPHTGEGLNFYEFDGIHSAKAFKQLYRSRMNELELDTHTKQKIV 120
D.rerio InsjeleloyanNy AORALKLPASGDGLNFYMFDNVSNAKAFKQLYRSRMNELELQQDTKLKIV 120
R R S e * kkkkk kK R R R R R e * Kk Kk kK
C.carpio EEAVLAFQFNMEIFGELEEVGKTLQODDVLDAAPAHGEMQGDISO@PYYAAKTAASGGSSY 180
D.rerio EEAVLAFQFNIEIFEEIGEVGQTLEDDVEFDAAPVHGEMQGDISO@PYHAAKMAASGGSSY 180

B R S S S Kkhkk Ak Ak k Ahkkk KAAkAkAkAkAAkAkA Ak kA Kk Kkkk Kk kk kKKK

C.carpio I@OMAKTVLKNPSGQVLLAAWIAALAGLAAWYLM 214
D.rerio OIAKTVLKNPSGQVLLAAWIAALAGLAAWYLM 214

hhk Ak Ak kA A A hAh kA h Ak Ak kA kA hk kA x kK

10. abra. A ponty (C. carpio) HO-2 6sszehasonlitasa a zebradanioval (D. rerio). A konzervalt
aminosavakat *-gal, a ,,HO signature” motivumokat feketével, a hem-koté6 motivumok
konzervalt pozicidban 1évé ciszteinjeit pirossal és a transzmembran doméneket sziirkével
jeloltiik. Az 6sszehasonlitasokat a Clustal W2 program segitségével végeztiik.

2. A hemoxigendzok filogenetikai analizise

Filogenetikai elemzést végeztiink a GenBank-ban megtalalhatd gerinces HO
szekvencidkon, amely magéban foglal minden jelenleg ismert halat, néhany kétéltiit,
hiillét, madarat és emldst. Az elemzés alapjan késziilt torzsfa jol tiikrozi a szekvenciak
kozti hasonldsagokat és kiilonbségeket. Az analizis eredményébdl latszik, hogy a HO-1
¢s HO-2 két jol elkiilonithetd csoportba tartozik, és ezeken beliil a halak, a kétéltiiek, a

madarak, a hiillok és emldsok csoportja megkiilonboztethetd (11. dbra).
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C.carpioHO| e
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D.rerioHO1
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0.2

11. abra. A HO-k filogenetikai torzsfaja. A torzsfa a rokonsagi kapcsolatokat abrazolja a ponty
HO-k és tobb ismert gerinces HO-1 és HO-2 kozott. A 1épték (0.2) az evolucios tavolsagot jelzi
a fehérjeszekvenciak kiilonbségei alapjan. A ponty helyét a torzsfan nyil jeldli. A gerincesek
teljes HO szekvenciaihoz a GenBank adatbazisbol jutottunk és ezek Osszehasonlitasa a
Phylogeny.fr program [52] segitségével tortént.

3. A ho gének alap expresszidja

Vizsgaltuk a két ho gén alap expersszidjat a ponty kiilonbozd szdveteiben:
majban, vesében, 1épben, agyban, szivben, borben, vérben, izomban és kopoltyaban. A
PCR-amplifikaciohoz ponty-specifikus primereket terveztiink: a ho-1 és ho-2 kozos
reverz primere (HOR) atfed a konzervalt HO motivumot kddolé szekvencidval, mig a
gén-specifikus forward primereket (HO1F és HO2F) a ho szekvencidk kozotti ényeges
eltérést mutatd régidkra terveztiik. A ho-2 magas szinten expresszalodott az Osszes
vizsgalt szovetben. A legmagasabb expresszios szint a bdérben, a legalacsonyabb a

vesében volt kimutathat6. A ho-I mRNS mennyisége a kimutathatdsadg hataran volt a
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kezeletlen allatok vizsgalt szoveteiben, a 1€p, a bor és a vér kivételével. A legmagasabb
ho-1 mRNS mennyiséget a 1épben mértiink. Ez kapcsolatban allhat az immunvalaszban
¢s a vérellatasban betoltott funkcidjaval. A ho-2/ho-1 arény lépben ~2.5. A vérben, ahol
a ho-1 gén expresszio joval alacsonyabb, a ho-2/ho-1 arany 13, a borben 8,5 volt (12.

abra).

100 -
90 | mho-1 J_
80 - B ho-2

70 - l T
60 -
50 -
40 -
30 -
20 +
10 - i_

0 e

maj vese lép agy sziv bér vér kopoltyu izom

Relativ mRNS szint

12. abra. A ho gének expresszioja kezeletlen ponty szovetekben. A grafikonon az mRNS
szinteket a f-aktin-hoz viszonyitva abrazoltuk. (n= 3-5)

4. Nehézfém expozicio hatdsa a ho gének kifejezddésére

A Cd-kezelés hatasa

crcr

Osszefiiggésben vizsgaltuk. Majban a Cd 1 mg/l koncentracioban alkalmazva nem
indukalta a ho-1 gén expresszidjat, a ho-1 mRNS mennyisége a kimutathatosag hataran
volt a kontroll allatokéhoz hasonléan. Ugyanitt a ho-2 gén 2,5-szer magasabb szinten
fejez6dott ki, mint a kezeletlen allatokban (13.A abra). Vesében a ho-1 gén 24 oOras
expozicidt kovetden indukalodott, expresszioja 48 ords kezelés idOpontjaban volt a
legmagasabb; kortilbeliil 13-szorosara emelkedett az mRNS mennyisége a kezeletlen
allatok veséjében mért értékekhez képest. A ho-2 gén szintén 24 Ords expoziciot
kovetden indukalodott, amely idOpontban a kontroll értékeknél 4-szer magasabb mRNS

mennyiséget mértiink (13.B abra).

43



EREDMENYEK

A B
100 + hout + 6 100 T ot ¥ - 15
b =
80 + I l 8o+ —==Cd St
c - o = Y 4 <
N 4 T42 'r%l ’, g
o 60 + ’ £ ©60 * T9g
Z 4 o 92 ’ )
04 % ) s Z S
c T *x 7 + X )
> 40 + ’ S Eao0 ¢ 20 168
= .5! 1 2E 2 ’I’ 1S
B I-- R , 3
14 . E O ’ S
20+ _/ o T T 20 T £z * +35
/, X ——’ * Q
z x
0 = ——a——a——a | 0 0 +—m | | | )
C 6h  24h  48h  72h C 6h  24h 48h  72h

13. abra. A ho-1 és ho-2 gének expresszidjanak idébeli lefolydsa és a Cd felhalmozddasa a
majban (A) és a vesében (B) 6-72 oras 1 mg/l Cd kezelést kovetéen. A grafikonon az mRNS
szinteket a f-aktin-hoz viszonyitva abrazoltuk. Atlag £ SD. *p<0,05 (kontrollhoz viszonyitva)

A Cd 10 mg/l-es koncentracioban alkalmazva atmenetileg mindkét o gén
expressziojat indukalta. Majban a ho-I mRNS 6 és 72 6ras expozicios 1d6 kozott
folyamatosan kimutathato volt, tobbé-kevésbé egyenletes mértékii, az alap expresszios
értékhez képest 15-sz0rds emelkedést tapasztaltunk (14.A abra). Vesében is indukciorol
beszélhetiink a ho-1 gén expresszid tekintetében, 24 6ras kezelést kdvetden mértiik a
legnagyobb mRNS mennyiséget. A ho-2 gén mindkét szervben két fazisban
indukalodott a magas koncentracidoban alkalmazott Cd expoziciot kovetden; 2,5-3,5-
szeres indukciot tapasztaltunk 6 6rds expozicio utdn, amelyet kontroll szintli expresszid

kovetett, majd 72 oras kezelés kovetkeztében jbol indukalodott (14.B ébra).
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14. abra. A ho-1 és ho-2 gének expressziojanak idobeli lefolyasa és a Cd felhalmozodasa a
majban (A) és a vesében (B) 6-72 oras 10 mg/l Cd kezelést kdvetden. A grafikonon az mRNS
szinteket a f-aktin-hoz viszonyitva abrazoltuk. *p<0,05 (kontrollhoz viszonyitva)
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Az As-kezelés hatdasa

A ho-1 és ho-2 gén expressziojanak idébeli lefutasat a majban és a vesében 1
be. A majban az 1 mg/l koncentraciéban alkalmazott As két fazisban indukalta a ho-1
gént: az expresszio 24 oras expoziciot kovetden kozel 30-szorosra emelkedett, majd egy
szignifikans csokkenés utdn egy wjabb, ~45-sz06rds indukcid kovetkezett be 72 o6ranal
(15.A abra). A vesében ez a kétfazisi indukcid 6 és 48 oOrds expozicid utdn volt
kimutathatdé (~25-sz6rds), a 24. oraban a ho-I mRNS jelenlétének teljes hianyat
tapasztaltuk. A ho-2 gén mérsékelt indukcidja (1,5-2,5-szeres) volt megfigyelhetd a

majban és a vesében is (15.A és B abra).
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15. abra. A ho-1 és ho-2 gének expresszidjanak idébeli lefolyasa és az As felhalmozodasa a
majban (A) és a vesében (B) 6-72 oras 1 mg/l As kezelést kovetéen. A grafikonon az mRNS
szinteket a f-aktin-hoz viszonyitva abrazoltuk. *p<0,05 (kontrollhoz viszonyitva)

A nagy dozisi As mindkét ho gén expresszidjat indukalta a majban; 48 orés
expozicidt kovetden a ho-1 gén 25-szordsos indukcidt ért el, mig a ho-2 gén indukcidja
1,8-szoros volt. A 72 o6rés kezelés eredményei mar ismét a ho gének alap szintli
expresszidjat mutattak (16.A abra). Vesében a ho-1 gén folyamatosan indukalddott a 10
mg/l koncentracidban alkalmazott As expoziciot kdvetden; a 6 és 72 ora kozotti
kezeléseket kovetden mért mRNS mennyisége allandd volt. A ho-2 gén kifejezddését

vesében nem befolyasolta a nagy dozisu As-kezelés (16.B abra).
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16. abra. A ho-1 és ho-2 gének expresszidjanak idébeli lefolyasa és az As felhalmozodasa a
majban (A) és a vesében (B) 6-72 oras 10 mg/l As kezelést kdvetden. A grafikonon az mRNS
szinteket a f-aktin-hoz viszonyitva abrazoltuk. *p<0,05 (kontrollhoz viszonyitva)

5. Fém felhalmozodas majban és vesében

A Cd és As felhalmozddas mértékét a méjban €s a vesében az expozicid 6. és 72.
oraja kozott vizsgaltuk. A Cd felhalmozddasa mindkét szervben az i1d6 eldrehaladtaval
folyamatosan nétt. 10 mg/l koncentracioban alkalmazott Cd kezelés soran a szervek 3-
abra). Vesében az 1d6 fliggvényében nétt az akkumulalodott As mennyisége, ugyanigy
a majban is kis dozist kdvetéen. A nagy dozisu expozicid soran ingadozd a maj As
tartalma. 10 mg/l koncentracioban alkalmazott As kezelés soran a szervek 2-3-szor tobb
mérések adataibol az is lathatd, hogy a szervekben felhalmozddott Cd koncentracidja

két nagysagrenddel nagyobb, mint az As koncentracioja.
6. A mdj és a vese GSH és GSSG tartalma és LP-ja

A GSH/GSSG ardnyat gyakran a cellularis redox allapot egy meghatdrozott
mutatojaként hasznaljak. Mig a Cd kis dozisban nem, addig nagy dézisban mindkét
szervben a GSH/GSSG ardny novekedését eredményezte: 25%-kal emelkedett a
majban, és ~150%-kal a vesében. Az As kezelés vesében csokkentette a GSH/GSSG
aranyt mindkét dézisban (~40% illetve ~70%), mig méjban nem volt kimutathato

hatasa.
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Alacsony dozisti As expozicio fokozta a LP-t méjban és vesében is, ugyanakkor
a magas dozis nem volt hatidssal a membran lipidekre egyik vizsgalt szovetben sem. A

Cd expozicid csak nagy dozisban €s csak vesében fokozta a LP-t (3. tablazat).

3. tablazat. A hemoxigenaz gének maximalis indukciodja €s az oxidativ stressz
markerek véltozasa nehézfém kezelések hatdsara

maximalis indukcio
ho-1 ho-2 GSH/GSSG LP SOD Katalaz H,0,

.. KD 1X 2.5X — — — 1 1*

Mgy
Kadmium ND 15X 3.5X 1 — % — 1*
KD 13X 4X — — — — —

Vese
ND 25X 2.5X 1* 1* — — —
M KD 45X 2.5X — ¥ — 1* —
Arsién ND 25X 1.7X - _ LT S
KD 25X 1.5X ** T* ph _ pon
Vese " L " . .
ND 10X 1.3X ! 1 0 0

A nyilak a valtozas iranyat jelzik. Statisztikai analizis (ANOVA): *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
KD=1 mg/l ; ND=10mg/1

7. Fem-indukalta valtozasok SOD és KAT aktivitasaban, valamint a H,0,
koncentracioban

A méajban az alacsony dozisu Cd csokkentette a KAT aktivitds és a HO,
koncentraciot, mig a SOD aktivitds valtozatlan maradt. A magas do6zistt Cd expozicid
soran nott a SOD aktivitas, és ennek kovetkeztében a H,O,-tartalom is emelkedett, a
KAT aktivitasa nem valtozott. Vesében a Cd egyik alkalmazott koncentracioban sem
volt jelentds hatassal a fenti markerek kifejez0désére: nem valtozott szignifikdnsan sem

a vizsgalt enzimek aktivitasa, sem a H,O, koncentracioja.

A mgjban az As csokkentette a KAT aktivitdsat, azonban a H,O, koncentracio
nem valtozott. A SOD aktivitasat csak a nagy dozisu kezelés csokkentette. A vesében az
As mindkét dozisban korilbelil azonos mértékben novelte a SOD aktivitast és a H,O,

koncentraciot. A KAT aktivitasat csak a nagy dozisu kezelés indukalta (3. tablazat).
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B. Az oxidativ stressz markerek és a szoveti karosodasok vizsgalata streptozotocin-
indukalta diabéteszes patkanyok kiilonb6zo bélszakaszaiban

1. Diabétesz indukadlasa a kiséerleti dllatokban

periddus alatt végig nyomon kovettiik. A STZ-nal kezelt patkdnyok mindegyikének
szignifikdnsan magas volt a szérum gliikoz koncentracidja: a diabéteszes csoportban
tobb mint négyszer magasabb vércukor koncentraci6é értékeket mértiink a kontroll
allatokhoz képest. Az azonnali inzulinkezelés a hiperglikémiat hatékonyan csokkentette;

a naponta két dézisban adott inzulin a kontroll értékekhez kozeli szinten tartotta a

crer
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17. abra. Kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulinnal kezelt diabéteszes (ID) patkanyok szérum
gliikoz koncentracidja a kezelést kdvetd 10. héten. ***p<0,001 (*kontrollhoz viszonyitva)

2. A diabétesz okozta karosodasok

A 10 hetes kisérleti periodus végén feltartuk az allatok hasiiregét, ahol lathatod
kiilonbségeket tapasztaltunk az egyes csoportok kozott; diabéteszes allatok vakbele
megnagyobbodott és a bélcsatornaja lilas szinelvaltozast mutatott, amely ischémiara

vagy gyulladasra enged kovetkeztetni (18. abra).
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18. abra. Kontroll (A) és diabéteszes (B) patkdnyok hasiiregben elhelyezkedd bélcsatornarol
késziilt reprezentativ képek. (a nyilak a cokumot jeldlik)

A diabétesz hatasa a pro- és anti-apoptotikus markerekre

A pro-apoptotikus bax ¢és az anti-apoptotikus bc/-2 mRNS mennyiségének
aranya szignifikans kiilonbséget mutatott a cukorbeteg patkdnyok mindkét
bélszakaszaban a kontrollokéhoz képest. A cukorbetegek duodenuméban 40%-kal
magasabb volt a hax mRNS mennyisége a kontroll és az inzulinnal kezelt csoporthoz
viszonyitva. A vastagbélben eltérd expresszidos mintdzatot figyeltiink meg; a bax gén
downregulacioja soran a kifejezddésben 15-20%-0s csokkenést tapasztaltunk (19.A
abra). A hiperglikémia valtozasokat eredményezett az anti-apoptotikus hatasu bc/-2 gén
kifejezddésében is; 40-45% novekedés jellemezte a vastagbelet, azonban nem volt

valtozas a duodenumban (19.B abra).
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19. abra. A pro-apoptotikus bax €s az anti-apoptotikus bcl-2 gén expresszios mintazata kontroll
(K), diabéteszes (D) és inzulinnal kezelt diabéteszes (ID) patkanyok kiilonb6z6 bélszakaszaiban.
*p<0,05; **p<0,01 (* kontrollhoz viszonyitva)
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Annak kovetkeztében, hogy a bax és a bcl-2 gének szabalyozasa ellentétes a két
vizsgalt diabéteszes bélszakaszban, a bax/bcl-2 arany még kifejezobb kiilonbségeket
mutatott; a duodenumot 50%-os novekedés jellemezte, mig a colonban 40%-os

csOkkenést szamoltunk.

Egy masik pro-apototikus marker gén, a kaszpdz-9 expresszids mintazata
hasonlésagot mutat a bax expresszioval. A duodenalis kaszpdz-9 mRNS mennyisége a
cukorbetegekben szignifikans, 3-szoros ndvekedést mutatott, mig az inzulin-kezelés
kontroll szinten tartotta az értékeket. A gén expresszios mintazata nem valtozott a kezelt
csoport colonjdban (20.A éabra).

A génexpresszios valtozasok eredményeit a bél kaszpaz-9 fehérje
expressziojanak  vizsgalataval  erOsitettik meg  kvantitativ  posztembedding
immunhisztokémiai modszert alkalmazva (21.A és B dbra). Kiszamitottuk az arany
részecskék eloszlasat a bél szegmensekben, és Osszehasonlitottuk a kontroll és a
cukorbeteg értékeket. A diabéteszes patkdnyok duodenuméban szignifikdnsan
emelkedett a kaszpaz-9 fehérjét jelolé aranyszemcsék mennyisége a kontrollhoz képest,

mig colonban ezek szdma nem valtozott (20.B abra).
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20. abra. A pro-apoptotikus kaszpdz-9 gén expresszios mintdzata (A) kontroll (K), diabéteszes
(D) ¢és inzulinnal kezelt diabéteszes (ID) patkényok kiilonb6z6 bélszakaszaiban, valamint a
kaszpaz-9 fehérjét (B) jelold aranyszemcsék szama a kontroll és diabéteszes patkanyok vizsgalt
bélszakaszaiban. **p<0,01; ***p<0,001 (* kontrollhoz viszonyitva)

50



EREDMENYEK

21. abra. Reprezentativ elektronmikroszkopos felvétel a simaizom sejtekrél (smc) kontroll (A)
és diabéteszes (B) patkanyok duodenumabodl készitett ultravékony metszeteken kaszpaz-9
posztembedding immunhisztokémia utan (nyil: kaszpaz-9-et jel6lé 18 nm-es aranyszemcse, m:
mitochondrium; 1épték: 500 nm)

A nekrozis jelei vastagbélben

A hiperglikémias allatokbdl szarmazé vastagbél mintdk elektronmikroszkopos
szOvettani vizsgalatai kimutattdk a simaizom sejtek degeneracidjat, amelyekben a
citoplazma alig felismerheté (22. é&bra). Az ilyen sejtekre jellemzd, hogy a
plazmamembranja elvesztette a szerkezeti integritdsat, aminek az a kovetkezménye,
hogy az intracellularis tartalom a sejtk6zotti allomanyba 6mlik, ami olyan immunolégiai

folyamatokat indit be, mely végsé soron gyulladast eredményez.

22. abra. Reprezentativ elektronmikroszkopos felvételek a nekrotizaldé simaizom sejtekrol
colonbdl készitett ultravékony metszeteken. Karosodott izomsejtek (A) alig felismerhetd
citoplazmaval (fekete nyil) és lokalis membransériilések (B) szivargo citoplazmaval (fehér nyil).
n: nucleus, smc: simaizom sejtek, 1épték: 10 pm
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3. A bélszakaszok ONOO" koncentracidja a diabétesz kialakuldasat koveto 10. héten

Megvizsgaltuk a STZ-indukalt diabétesz és inzulin-kezelés hatdsat a ONOO"
képzddésre patkany bélben 10 héttel a cukorbetegség kialakulasa utdn. A vastagbél
ONOO'" koncentracidja szignifikansan emelkedett diabéteszes patkanyokban, mig az
inzulinnal kezelt cukorbetegeké hasonlo volt a kontroll szinthez. A duodenumban nem

tapasztaltuk a ONOO' tartalom szignifikans valtozéasat egyik vizsgalt csoportban sem

(23. abra).

257 KHEDMEID

ONOO™ (nmol/mg protein)

0.5 -

0 T
Duodenum Colon

23. abra. A ONOO' koncentracié kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulinnal kezelt diabéteszes
(ID) patkanyok kiilonboz6 bélszakaszaiban. *p<0,05 (* kontrollhoz viszonyitva)

4. Az antioxidans védelmi rendszer
A SOD és KAT aktivitasa kiilonbozo bélszakaszokban

SOD aktivitasa nem valtozott a kezelések hatdsara a duodenumban, ugyanakkor
a diabéteszes patkdnyok vastagbelében csokkent aktivitasrél szamolhatunk be. Az
inzulinkezelés nem okozott szignifikans eltéréseket a SOD aktivitasdban egyik vizsgalt
szakaszban sem (24.A éabra). A KAT aktivitdsdit nem befolyasolta sem a fennallo
hiperglikémias allapot, sem az inzulinkezelés, egyik vizsgalt bélszakaszban sem
tapasztaltunk jelentds eltéréseket az enzim aktivitdsdban a kontroll szinthez képest

(24.B abra).
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24. abra. A SOD és KAT enzim aktivitasa kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulinnal kezelt
diabéteszes (ID) patkanyok kiilonbdzo bélszakaszaiban. *p<0,05 (*kontrollhoz viszonyitva)

A GSH homeosztazis alakulasa kiilonbozo bélszakaszokban

A duodenum GSH koncentracidja 2,5-szeres ndvekedést mutatott a diabéteszes
patkanyokban a kontroll csoport GSH értékeihez képest (25. abra). Az inzulinkezelést
kovetden is emelkedett GSH szintet mértiink, azonban ez nem volt szignifikans. A
csokkent GSSG koncentracié kovetkeztében GSH/GSSG arany ebben a bélszakaszban
magas volt; 6-szoros ndvekedését mértiik cukorbeteg allatokban. A vastagbél GSH és
GSSG tartalma jelentdsen nem valtozott egyik kisérleti csoportban sem.
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25. abra. A GSH koncentracigja kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulinnal kezelt diabéteszes
(ID) patkanyok kiilonboz6 bélszakaszaiban. *p<0,05 (*kontrollhoz viszonyitva)
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A mt expresszios mintazata kiilonbozo bélszakaszokban

A mt expressziodjat jelentdsen befolyasolta a hiperglikémias allapot; az mt-1 gén
indukalodott, az mRNS mennyisége 6-szoros ndvekedést mutatott duodenumban illetve
7-szeresére nott a vastagbélben. Az inzulinnal kezelt cukorbeteg patkdnyok m#-1 gén
expresszioja a kontroll szintet kozelitette (26.A abra). Az mt-2 mRNS a kontrollhoz
képest atlagosan tobb, mint 300-szoros mennyiségben volt jelen a diabéteszes
duodenumban, mikdézben az inzulin kontroll szinten tartotta a génexpresszidt. Az mt-2
gén expresszidja colonban sem diabétesz, sem pedig inzulin hatdsdra nem mutatott

kiilonbséget (26.B abra)
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26. abra. A mt gének expresszids mintazata kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulinnal kezelt
diabéteszes (ID) patkanyok kiilonb6zé bélszakaszaiban. *p<0,05; ***p<0,001; (* kontrollhoz
viszonyitva)

A ho expresszios mintdazata kiilonbozo bélszakaszokban

A ho indukdlhaté formajanak kifejez6désére a magas szérum glikoz
koncentraci6 eltér6 modon hatott a vizsgalt bélszakaszokon. 4-szeres novekedést
figyeltiink meg a ho-1 gén expresszidjaban a duodenumban, a vastagbélben nem volt
kimutathat6 valtozas. Az azonnali inzulin-kezelés kontrollhoz kozeli értéken tartotta

mRNS szintet (27.A é4bra).

A ho-2 gén expresszidja indukalodott a diabéteszes allatok colonjdban. Ezzel
szemben a duodenumban a hiperglikémia nem eredményezett jelentds valtozast a ho-2
mRNS mennyiségében. Az inzulinnal kezelt allatok egyik vizsgalt bélszakaszdban sem

valtozott szignifikdnsan a ho-2 gén expresszioja a kontrollhoz képest (27.B abra).
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27. abra. A ho gének expresszidos mintazata kontroll (K), diabéteszes (D) és inzulinnal kezelt
diabéteszes (ID) patkanyok kiillonbdzé bélszakaszaiban. **p<0,01; ***p<0,001 (* kontrollhoz
viszonyitva)

A bél HO-2 fehérje  expresszidjat  kvantitativ =~ posztembedding
immunhisztokémiai modszerrel vizsgaltuk. Vizsgaltuk az arany részecskék eloszlasat a
bél szegmensekben, és dsszehasonlitottuk a kontroll és a cukorbeteg értékeket (28.B és
C ébra). A diabéteszes patkanyok colonjaban jelentds mértékben emelkedett a HO-2
fehérjét jelold aranyszemcsék mennyisége a kontrollhoz képest, mig a duodenumban

ezek szama kisebb mértékii valtozast mutatott (28.A abra).
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28. abra. A HO-2 fehérjét jelold aranyszemcsék szama kontroll (K) és diabéteszes (D)
patkanyok kiillonbozé bélszakaszaiban. Reprezentativ elektronmikroszkopos felvétel a
mienterikus ganglionokban kontroll (B) és diabéteszes (C) patkdny colonbol készitett
ultravékony metszeteken HO-2 postembedding immunhisztokémia utan (nyil: HO-2-t jel5l6 18
nm-es aranyszemcse; 1épték: 100 nm; **p<0,01; ***p<0,001 (* kontrollhoz viszonyitva)
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VI. MEGBESZELES

A. Akut arzén és kadmium expozicio hatisa két hemoxigenaz gén és egyéb
antioxidans markerek kifejezodésére pontyban

A nehézfémek felhalmozodésa a kornyezetben veszélyt jelent az 6koszisztémara.
Felezési idejiik hosszl, csak kis mértékben, és igen lassan liriilnek ki a szervezetbdl,
ezért elraktarozodnak és felhalmozodnak az ¢€ldlények szerveiben. A szervezetbe
keriilve karosithatjak a makromolekulékat, befolyasolhatjak az anyagcsere-folyamatokat
¢€s génexpresszids valtozasokat idézhetnek eld.

A nehézfémek elsésorban taplalékfelvétel utjan jutnak a szervezetbe, de jelentds
expozicids forrast jelent a nehézfém szennyezett ivoviz is. A halak fokozottan ki vannak
téve e stresszornak, mivel a kopoltyun és a borén keresztiil folyamatosan érintkeznek a
vizben 1évé fémionokkal és a nehézfémekkel szennyezett taplalék felvétele
kovetkeztében még jelentésebb az expozicid [142]. Szinte minden hal husdban és
szerveiben kimutathatok a vizekben jelenlévd szennyezd nehézfémek. Ezaltal a halak
kivalé modellorganizmusok mind a nehézfém-szennyezés monitorozasara, mind pedig a
szervezetiikben zajlé expozicié okozta valaszreakcidk tanulményozasara. Munkank
soran ponty majban és vesében tanulmanyoztuk a ho gének kifejezddését. Az
hatasara bekovetkezd oxidativ stressznek és az antioxidans védekezd mechanizmusok
aktivalodasanak fliggvényében vizsgaltuk.

Szamos rendszertani csoportban azonositottdk €és vizsgaltdk mar a ho géneket,
azonban az altalunk hasznalt modellorganizmusban, a pontyban még nem. A ponty a
kromoszoma szama (2n=100-104) ¢és a magas DNS-tartalma alapjan tetraploid
¢l6lénynek tekinthetd [154]. A tetraploiditas nehézséget okozhat a gének azonositasaban
¢s az expresszios vizsgalatokban. Mivel a ho-1 és a ho-2 cDNS amplifik4cioja soran
kapott PCR termékpopulaciok homogének voltak, igy megbizonyosodtunk arrél, hogy a
ponty genom vagy nem hordozza tobb mint két kopidban a ho géneket, vagy ha mégis,
akkor a masolatok nem kiilonboznek Iényegesen az eredeti géntdl. Az altalunk
meghatarozott ponty ho-1 és ho-2 szekvencidk nagyfokti homologiat mutattak a tobbi
mar ismert hal 4o génjeivel. Mindkét cDNS teljes hosszan at huz6do nyitott leolvasasi
keretbdl levezettiik a ponty HO-k aminosav szekvencidjat. Az emlés HO-hoz hasonloan
a ponty HO-k is hordozzék a transzmembran domént, tovabba a HO domént, és az ezen

beliil talalhatd, evoliciosan konzervalt ,, HO signature” motivumot. A filogenetikai
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analizisbdl latszik, hogy a HO-1 és HO-2 két jol elkiilonithetd csoportba tartozik. Ebben
a rendszerben a HO-2 tagjai kevésbé tlinnek eltérének, igy feltételezhetjiik, hogy
evolucidsan késdbb jelentek meg.

Az azonositast kovetden meghataroztuk a ho gének alap expresszidjat néhany
l1étfontossagu szervben ¢€s szovetben. A ho-1 gén alap expresszidja alacsony, az atirodo
mRNS mennyisége a kimutathatosag hatardn volt a legtobb vizsgalt szervben és
szovetben, kivéve a 1épben, a borben és a vérben. A ho-2 gén alap expresszidja jelentds,
a vizsgalt szovetek mRNS mennyiségében kiilonbségek mutatkoztak. A /o gének a
legnagyobb aranyban a 1épben expresszaldodnak, abban a szervben, ahol az eléregedett
vorosvértestek elkiiloniilnek és a Fe Gjra felhasznalasra keriil. Az agyban jelentds a ho-2
gén expresszio, pedig e szervnek altalaban nem tulajdonitanak jelentds szerepet a hem
lebomlasaban. Irodalmi adatok szerint a #0-2 mRNS ¢és fehérje nagy mennyiségben van
jelen a patkany agyban is. Ennek egyik magyardzata, hogy a HO-k éaltal képzédé CO
fontos szerepet tolthet be neurotranszmitterként ugyantigy, mint az NO [122, 209, 226].
A jelentds mértékli alap expresszido masik lehetséges magyardzata az, hogy az agynak
fokozottabb antioxidans védelemre lehet sziiksége magas lipidtartalma ¢€s jelentds
oxigénfogyasztisa miatt [48].

A nehézfémeket a halak felveszik kornyezetiikbol, s beépitik azt szervezetiikbe.
Elsdsorban a kopoltytin €s a bélen keresztiil szivodik fel a legtobb toxikus elem, ott ahol
az epitélium a legvékonyabb. Mivel ezek a szovetek jol vaszkularizaltak, a felvett fémek
a vérarammal konnyen eljuthatnak a célszervekhez. A fémfelhalmozodast a halakban
Osszetett és sokrétli mechanizmus hatdrozza meg, amit befolydsol a fém tipusa,
toxicitasanak hatismechanizmusa és kémiaja [115]. Altalaban a legnagyobb mértékii
fémfelhalmozodést majban és vesében mértek, mig alacsonyabbat izomban ¢€s zsirban
[88]. A szervek kozti kiilonbség az akkumulécido mértékében azok élettani funkcioibol
adodnak [99]. A mdj és a vese fontos szerepet jatszik a toxikus vegyliletek, igy a
nehézfémek méregtelenitésében, ezért kisérleteinkben e két szervben vizsgaltuk a Cd és
az As felhalmozdodasat és a kezelés hatdsat az oxidativ statuszra €s az antioxiddns
enzimekre, valamint a 4o gének kifejezddésére.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a vizsgalt nehézfémek akkumulécidja szovet-
¢s dozis-fiiggd. A Cd koncentracid az expozicids iddvel aranyos mértékli novekedést
mutat a szovetekben. A vese Cd tartalma joval magasabb, mint a m4jé. Ez az eredmény
Osszhangban van olyan irodalmi adatokkal, melyek szerint a Cd fdéleg vesében

halmozédik fel [3]. A vérbe juto Cd jelen lehet szabad ion formajaban, vagy
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albuminhoz és mas plazmafehérjéhez kotddhet, €s komplexet képezhet MT-ekkel. A
szabad ¢és albuminhoz kotott format a méjsejtek felvehetik, ezt kovetden az albumin
degradalodik. A felszabadulé Cd fokozza a MT mennyiségét a sejtben, majd ott
komplexet képez vele. A CAMT komplex a sejtbdl kijutva a vérdrammal eljut a vesébe.
Endocitozist kovetéen a lizoszomakban degradalodik, a felszabaduldo Cd pedig
kozvetleniil kérositja a membrant és a sejtszervecskéket [81]. Ezek egy része ismét
Ujonnan szintetizalt MT-ekhez kot, s a komplexek a vesesejtek citoplazmdjaban
felhalmozodhat [177].

Altalanossagban elmondhato, hogy az As legnagyobb mennyiségben az izomban
akkumulalodik, mig a méjban és vesében kisebb mértékli a felhalmozdodas, melyek
mennyisége kozel azonos [189]. Eredményeink szerint az As expozicid korai
szakaszdban az akkumulaci6 mértéke majban és vesében tobbé-kevésbé hasonld,
fliggetleniil az alkalmazott d6zistol, azonban a késdbbi idopontokban mar mennyiségi
eltérések mutatkoznak. A vese As koncentracidja kismértékben ugyan, de meghaladja a
majét. Az As biotranszformacioja mar a felvételét kovetden megkezdddik a metilalas
soran, melynek f6 szintere a maj. Ezért ez a szerv van kitéve leginkdbb a toxikus
hatasanak [160]. Edesvizi halakban kétféle oxidacids formaban van jelen metilalt As.
Ezek lehetnek arzenolipidek ¢és arzenocukrok, amelyek toxicitdsa eltéro.
Feltételezhetoen e formak felelések az As patofizioldgias hatasaiért [20, 162, 223]. A
vesére kifejtett toxikus hatasa szintén bizonyitott halakban; akut As kezelést kdvetden
patologias elvaltozasokat tapasztaltak [175]. A majbol eljuthat a vesébe is,
feltételezhetéen MT-hez kotddve - akéar csak a Cd -, mivel az képes a szerves és
szervetlen As vegyliletek megkotésére is [7, 91]. Az arzénvegyiiletek jelentds része
kivalasztodik a vizelettel, a tobbi visszaszivodhat.

A nehézfém-kezelés valtozasokat eredményezett a pontyok oxidativ statuszaban.
Az antioxiddans védelmi rendszeren belil harom kiilonb6z6 mechanizmusra
fokuszaltunk. Vizsgaltuk a SOD és a KAT enzimek aktivitdsat, valamint a H,O,
képzddést, melyekbdl kovetkeztethetiink a képzddd *O,” mennyiségére. A GSH redox
rendszer egyes tagjai, vagyis a GSH ¢és a GSSG mennyisége, ¢és azok egymashoz
viszonyitott ardnya jelzésértékii lehet az oxigén szabadgyokok altal kivaltott oxidativ
stressz hatasainak felmérésére. A hemoxigenaz rendszert vizsgalva pedig informaciot
kaphatunk az oxidativ stressz ellen indukélodd, endogén védekezd ¢€s adaptacios
mechanizmusokrdl. Vizsgalataink soran kapott eredmények azt mutatjak, hogy ezek a

valaszreakciok szerv- €s stresszor-specifikusak. Ezt legjobban az As kezelést kovetd
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valtozasok tiikrozik, mivel az antioxidans enzimek aktivitdsa a méajban és vesében
ellentétesen valtozik. Ezek a valtozasok oOsszefliggésben allhatnak a H,O, szoveti
kovetkezménye, hogy a *O,  nagy mennyiségben termelddik, mely hatdsara a SOD
aktivalodik. A szervezet a H,O, elimindlasat egyrészt a KAT aktivitds fokozaséaval
érheti el, masrészt a GSH redox rendszer aktivalasaval a GPx aktivitasanak fokozasa
révén. A fokozott KAT aktivitdis mellett a GSH/GSSG ardny csokkenése is
megfigyelhetd ebben a szervben, amely a GSH szint csokkenés és a GSSG szint
emelkedés kovetkezménye, s amit a GPx milkodése befolyasolhat. A valtozasok
oxidativ karosodast jelezhetnek [181], mivel az arany csokkenése a GSH fokozott
oxidacidjara utal, amelyet barmely, a sejtet érd oxidativ stresszhatas eldidézhet. A
majban nem valtozik a H,O,, viszont az antioxidans enzimek aktivitadsa lecsokken. Ez
utalhat arra, hogy nincs fokozott O,  termelddés. Ha mégis, az nem a SOD és KAT
enzimek altal katalizalt reakciokban semlegesitddik, hanem elreagal mas molekulakkal,
Onmaganal toxikusabb vegyiileteket képezve. A NO-dal ONOO -et képezhet, de a H,O,-
vel kozosen részt vehet *OH képzd reakcidkban, mivel a KAT csokken, a GSH/GSSG
aranya pedig valtozatlan, ezért valdsziniileg a GPx sem semlegesiti azt. A Cd expoziciot
kovetd valtozasok kevésbé voltak markansak, de a szerv-specifitds egyértelmiien
kimutathat6. Az enzimek aktivitdisa mdjban szintén 0Osszefligg a HO, szoveti
KAT aktivitasa csokken a H,O; szint csokkenésével. A kapott értékek alapjan ugy tiinik,
hogy dozisfiiggd valtozasok mennek végbe majban. Habar a vese a Cd egyik célszerve,
hatdsdra mégsem tapasztalhatd valtozds a mért értékekben. Lehetséges, hogy épp az
elsédleges védelmi vonal aktivalodasdnak késése vagy elmaradasa vezethet e szerv
karosodasdhoz. Ugyan a GSH/GSSG ardny vesében valamelyest n6, de ez nem a GSH
szint emelkedésébdl adodik, hanem a GR esetleges aktivalodasabol. Szakirodalmi
adatok segitségével sem kaphatunk egybehangzé valaszt a valtozasokra, mivel a mért
paraméterek eredményei nem voltak 0Osszhangban. A kiilonb6z0 expozicids
koriilmények eredményei példaul a SOD és a KAT fokozott vagy csokkent aktivitasarol
is beszamoltak [61, 69, 96, 125]. Halakban mind Cd-, mind As-kezelést kovetden sok
esetben a SOD ¢s a KAT aktivitas csokkenését figyelték meg. [82, 156, 170, 186, 194].
A csokkent SOD aktivitas kovetkeztében a <O, mennyisége fokozddhat, mivel a
szovetek nem képesek megfelelden hatdstalanitani a szabadgyokoket. A KAT aktivitas

csokkenés hatterében tobb mechanizmus is allhat. A termelddo <O, inaktivalhatja magat
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az enzimet, vagy kolcsonhatas johet 1étre a Cd és a KAT katalitikus alegysége kozott
[224], emellett felléphet a Fe hidnya, amely az aktiv centrum lényeges eleme [96]. A
GSH statusz valtozasat szintén kimutattdk mar halakban fém expozicidt kovetden.
Jellemz6, hogy akut kezelések hatasara csokken a GSH, s ez Osszhangban van a mi
eredményeinkkel is. Kronikus expozicio soran megfigyelt GSH koncentracié novekedés
viszont adaptaciot jelezhet [198].

A hemoxigenazokrél elmondhato, hogy indukalhatdo formaja, a HO-1 szamos
stimulusra, igy a nehézfém expoziciora is fokozott expresszidoval valaszol, mig
konstitutiv formdajara, a HO-2-re ez kevésbé jellemzd. Vizsgalati eredményeinkkel
Osszhangban a szakirodalmi adatok is szolgalnak arra vonatkozé eredményekkel, mely
szerint a fémkezelés jelentésen indukalta a HO-1-et kodold gén expresszidjat, mig a ho-
2 gén expressziodra csak kismértékben hatott. Az akkumulalodé fém mennyisége és a ho
gének expresszidja kozott nem talaltunk kozvetlen osszefiiggést. Eredményeink alapjan
ugy tlnik, hogy az As hatékonyabb induktora a ho-1 génnek, mint a Cd. A ho-1 gén
expresszidja As expoziciot kovetden kozel kétszerese a Cd altal indukalt szintnek. Az
As hatasa kifejezettebb a majban, annak ellenére, hogy a vese As-tartalma magasabb.
Ennek egyik lehetséges magyardzata, hogy a majnak nagyobb védettségre van sziiksége
- mivel fOszerepet jatszik az As detoxifikacios folyamatokban biotranszformacio és
exkrécio altal - s ezt igy probalja a szervezet biztositani. Cd expozicid soran
bekovetkezd ho-1 gén expresszids valtozasok vesében jol korreldlnak a Cd-tartalommal.
Az indukci6o mértéke is ebben a szervben a legnagyobb, ami abbdl adodhat, hogy a
toxikus hatasa legfoképpen vesében érvényesiil. Szakirodalmi adatok Cd- és As-kezelés
hatasara kialakul6 oxidativ stresszben szintén indukcidt mutattak ki kiilonbozo kisérleti
modellorganizmusok szerveiben [6, 101, 157, 183], koztiik halak majaban, 1épében is
[95].

A LP mérésével az oxidativ stressz okozta karosodds mértékét hatdroztuk meg.
A szabadgyokok gyorsan reagdlnak a Dbiologiai membranokkal, mivel nagy
mennyiségben tartalmaznak telitetlen zsirsavakat, melyek szubsztratként szolgalnak a
gyokos reakciokhoz [35]. A LP kovetkeztében megvaltozik a membran szerkezete,
fluiditasa €és permeabilitdsa. Habar a maj az a szerv, amely elsddlegesen ki van téve az
As toxikus hatasanak, az As expozicido mindkét szervben fokozott LP-t eredményezett
[160]. A Cd csak vesében fokozta az LP-t, ami §sszhangban van azzal a megallapitassal,
miszerint a Cd foleg vesében halmozddik fel, ami a toxicitas f6 célpontjava teszi. A

fémterhelést kovetd fokozodod LP a szakirodalombol is ismert a majban, a vesében és
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halak méas szoveteiben egyarant. A hatterében az allhat, hogy a Cd és az As expozicid
soran fokozodhat az aldehid termelddés vagy csokkenhet a GSH szint, illetve, hogy e
fémek kolcsdnhathatnak a membran foszfolipidekkel [8, 9, 153]. Osszefiiggést talaltunk
a LP mértéke és a ho-1 gén indukdlodasa kozott. Ahol a legnagyobb mértékben
indukalodott a ho-I gén a kezelést kovetden, ott fokozott LP-t mértiink. Ennek
lehetséges magyardzata a HO-k tOlzott mértékii expresszidja, aminek mar karos
kovetkezményei lehetnek [191]. Hatterében a hembdl felszabaduld redox aktiv Fe
toxikus tulajdonsaga allhat [51]. Mieldtt még a ferritin megkotné azt, fokozott gyok-
képzddést eredményezhet (¢OH, alkoxi- és peroxi gyokok), minek kovetkeztében a
makromolekulak karosodasa jelentdsen fokozddhat. Irodalmi adatok szerint As és Cd
hataséra is nagy mennyiségii Fe szabadul fel ferritinb6l [5] és a mikroszomakbol [38],
ami tovabb erdsiti a Fenton-reakciot.

Elképzelheté tehat, hogy a vizsgalt modellrendszerben megfigyelt LP-s
karosodéasok hatterében a HO enzimek altal katalizalt reakcié soran felszabaduld nagy

mennyiségli Fe pro-oxidans tulajdonsaga all.

B. Az oxidativ stressz markerek és a szoveti karosodasok vizsgalata streptozotocin-
indukalta diabéteszes patkanyok kiilonb6z6 bélszakaszaiban

A hiperglikémia soran fellépd oxidativ stressz kozponti szerepet jatszik a
cukorbetegség patogenezisében és szovodményeinek kialakuldsaban. A tobbi szervhez
hasonloan az emésztérendszer is ki van téve a diabétesz okozta oxidativ karosodasnak,
mégis kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre ezzel kapcsolatban.

A Dbéltraktus, mely szakaszokra oszthatd anatomiai felépitése alapjan,
érzékenyen reagal a hiperglikémids 4allapotra. A korabbi vizsgalataink szerint a
diabéteszes patkanyok kiilonbozd bélszakaszaiban megfigyelt patologias valtozasok a
colon-ileum-duodenum tengely mentén fokozatosan, gradiens-szertien alakultak ki [27].
Ezek az eredmények két egymastol tdvol esé szegmensre, a duodenumra €s a colonra
iranyitotta figyelmiinket. Ezért az oxidativ stressz markereket €és az antioxidans védelmi
kisérletesen indukalt diabéteszes patkdny modellben.

A feltards soran szemmel lathatd elvaltozdsokat tapasztaltunk a diabéteszes
patkanyok belén. A vakbél megnovekedett és lilas elszinezddést mutatott, amelybdl

gyulladasra vagy ischémiara kovetkeztethetiink. A magas vércukor koncentracio
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kovetkeztében az emésztorendszer sériilhet, ami veszélyeztetheti a bél integritasat.
Immunhisztokémiai és elektronmikroszkopos vizsgalataink sordn apoptozis és nekrozis
jeleit kerestiik diabéteszes patkanyokban. Altalanossigban elmondhaté, hogy az
apoptozis sziikséges a tobbsejtli organizmus tuléléséhez, ellentétben a nekrdzissal, mely
a szovet pusztulasat okozhatja. A programozott sejthalalhoz szamos tényezd jarulhat
hozz4, de a legfontosabb elemeihez két f6 fehérje csaladot, a Bcl-2 fehérjéket és
kaszpaz enzimeket soroljadk [199]. A Bcl-2 csalad tagjai kifejezddésiikkel vagy
propagaljak, vagy gatoljak az apoptozist. Az altalunk vizsgalt apoptozis marker gének
egyike, a bcl-2 anti-apoptotikus hatassal rendelkezd, mig a masik gén, a bax pro-
apoptotikus tulajdonsagu fehérjét kodol [13]. A harmadik vizsgalt apoptdzis marker, a
kaszpaz-9 iniciator szerepet tolt be a programozott sejthalal mechanizmusa soran [159].
Vizsgalataink eredményei a markerek bélszakasz-specifikus kifejez0dését mutatjak. A
bax/bcl-2 ardnyanak novekedése és a kaszpaz-9 fokozott expresszidja tapasztalhato
diabéteszes patkanyok duodendlis szoveteiben. Ez arra utal, hogy pro-apoptotikus
fehérjék expressziojanak emelkedett szintje és anti-apoptotikus fehérjék expresszidjanak
csokkenése befolyassal van az apoptozis kezdeti 1épéseire, kivaltva ezzel a
programozott sejthalalt. Ezzel ellentétben, a diabéteszes allatok vastagbelében
alacsonyabb bax/bcl-2 aranyt és valtozatlan kaszpaz-9 expresszid figyelheté meg. A
béltraktus hiperglikémidbdl eredd sériilésének meghatarozasahoz elektronmikroszkopos
vizsgalatokat is végeztiink. A diabéteszes patkanyok vastagbelében sulyos nekrozis jelei
sejtszervecskék  duzzanata, = mitochondridlis  diszfunkcid,  plazmamembran
permeabilizalodas, oxidativ stressz, és végsd soron a sejt fragmentdlodasa [219].
Citoszolikus tartalom szivaroghat a nekrotikus sejtbdl gyulladast okozva a kornyezo
szovetekben [108]. Vizsgalataink eredményei kiilonbségeket mutattak ki a bélszakaszok
kozott a képzddd ROS mennyiségében ¢és gén expresszids szinten, melyek
feltételezhetden kivaltod okai a vastagbélben tapasztalhaté nekrézisnak.

Az egyik legszembetiinébb kiilonbség, hogy a ONOO™ mennyisége
megduplazédott a diabéteszes allatok vastagbélszakaszaban. A ONOO™ képzddésnek
kedvez a NO ¢és <O, egyiittes jelenléte magas koncentracioban [140].
Kovetkezésképpen, a ONOO™ megemelkedett szintje a diabéteszes allatok
vastagbelében kozvetett bizonyitékként szolgal a <O,  fokozott termelddésére. Klinikai
vizsgalatok sordn a ONOO™ okozta karosodasok fokozddasat tapasztaltak diabéteszben,

mely jelentdsen hozzajarul a cukorbetegség komplikacidinak kialakulasdhoz [158].

62



MEGBESZELES

Mérgez6 hatdsa szamos modon megnyilvanulhat, tobbek kozott a LP fokozodasat és a
GSH koncentracid csokkenését okozza, eldsegiti az egyszali DNS torést, a szulthidril
csoportok oxidaciojat, és az apoptozist [135, 179]. A ONOO" kozvetlen bejuttatisa a
bélbe 6démat, gyulladast €s nekrozist indukal [169]. A <O, egy erdsen mérgezd gyok,
amely semlegesitddik a SOD altal a KAT enzimmel egylittmikodve. A fokozott
ONOO'’ termelédés szintén magyardzatul szolgalhat a SOD aktivitds csokkenésére a
diabéteszes allatok vastagbélszakaszan. Valdszinlinek tlinik, hogy a mért alacsony SOD
¢s a valtozatlan KAT aktivitas annak kovetkezménye, hogy a *O," gyorsan elreagal a
NO-dal. Ez a reakci6é haromszor gyorsabb, mint az endogén SOD altal katalizalt reakcio
sebessége, melyben a O, H,0,-d4 alakul [215]. Ellentmondasos eredmények sziilettek
olyan korabbi kisérletekbdl, ahol szoveti SOD és KAT aktivitdst mértek diabétesz
soran; az enzimek szintje nott, csokkent vagy épp valtozatlan maradt [84]. Ezek az
eltéré eredmények addodhattak tobbek kozott az allatmodellek tipusabol és a SOD és a
KAT aktivitds meghatarozasahoz hasznalt vizsgalati modszerekbdl is.

Vizsgalataink eredményeibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a bél bizonyos
szakaszain tobb mechanizmus segiti megOrizni a sejtek integritdsat €s a szervezet
homeosztazisat. A GSH, az MT ¢és a HO enzim rendszer indukalédsa segithet fenntartani
a magas antioxidans koncentraciét. Ha azonban az antioxiddns védelem elemeinek
aktivalodéasa elmarad, az szintén hozzéjarulhat a szovetkarosodashoz, mivel az védelem
nélkiill kevésbé ellendlld a sériilésekkel szemben. A GSH fizioldgidsan nagy
koncentracioban van jelen a szdvetekben [15, 98], részt vesz a cellularis védelemben
azaltal, hogy semlegesiti a ROS-t [148]. Kisérletinkben a duodenum GSH
koncentréacioja jelentdsen emelkedett diabétesz sordn. A bélben talalhato GSH jelentds
része a majbol szarmazik, €s az epével valasztdédik ki a duodenumba [14, 18]. Fontos
funkciot tolt be a felszivasban és méregtelenitésben, valamint a nyalkahartya
védelmében [46]. Diabéteszes egerekben kisérletesen megemelt GSH koncentracid
kovetkeztében az antioxiddns enzimek aktivitdsa normalizélodott ¢s a ONOO®
termelddés csokkent [201]. Ezen adatok tiikrében elképzelhetd, hogy a magas GSH
koncentraci6  egyike azoknak a  mechanizmusoknak, amelyek a mi
modellrendszerlinkben is hozzajarulnak a fokozottan termelddé ONOO™ eliminalasédhoz,
vagy eleve megakadalyozza annak képzddését. Mivel a vastagbélben nem tapasztalhatd
emelkedett GSH szint, ezaltal a ROS semlegesitése sem hatékony.

A GSH rendszer mellett az MT-k is jelentds szerepet jatszanak a fizioldgias

tiol/redox egyensuly fenntartasaban —SH csoportjaik révén. Mind a 20 cisztein részt
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vehet gyok-kioltdo folyamatokban. Vizsgalataink eredményei azt mutatjdk, hogy az mt
mindkét bélszakaszban indukalddik, addig a masik gén csak duodenumban. Az MT-k
figyelemre mélté antioxiddns kapacitdsuk révén gatolhatjadk az oxidativ stressz
kialakulasat, amely diabéteszes szovodményekhez vezetne. A nagy mennyiségben
jelenlévé MT jotékony hatasardl szamos kozleményt taldlunk az irodalomban.
Diabéteszes allatokon végzett kisérletek eredményei azt mutattdk, hogy a majban ¢€s a
vesében megemelkedett a MT szintje [43, 59, 204], és hogy a MT tultermelddése egér
szivben jelentdsen akadalyozta a cukorbetegség okozta kardiomiopatia kialakulésat
[36]. A sajat és szakirodalmi eredmények alapjan gy tlinik, hogy a vastagbélben
tapasztalt indukcié mértéke nem elegendé ahhoz, hogy kifejthesse védelmi feladatait a
karos hatasokkal szemben.

A HO-ok az altaldnos antioxidans védelmi rendszer részei. Citoprotektiv hatasuk
abban rejlik, hogy a hem oxidativ lebontdsa sordn antioxiddns bilirubin termelddik, mig
a redox-aktiv Fe-at a szintén antioxidans tulajdonsagu ferritin megkoti [17, 192]. Annak
ellenére, hogy két izoformaja, a HO-1 és a HO-2 hasonld fizikai és kinetikai
tulajdonsagokkal rendelkeznek, szabalyozasuk mechanizmusa eltérd, és kiilonbozo
szoveti eloszlast mutatnak [120, 121]. Limitalt azoknak az irodalmi adatoknak a
mennyisége, amelybdl informacidhoz juthatunk a HO-k emésztérendszerbeli
expresszalodik bélben, azonban betegség, sérilés ¢és gyulladads kivalthatja az
indukcigjat. A HO-2 jelenlétét mar szamos fajban kimutattak az egészséges bél minden
szakaszaban [67]. A mi modellrendszeriinkben a magas vércukorszint megnovelte a /o-
1 gén expressziot duodenumban. A vastagbélben nem észleltiik a ho-1 gén expresszios
valtozasat, azonban a ho-2 gén expresszidja fokozodott, s a HO-2 enzim mennyisége itt
11-szeresére nott. A ROS nemcsak a HO-2 expressziojat fokozhatja, de aktivitasat is
befolyasolhatja a CP motivumokként ismert HRM-ek révén. A colonban regisztralt
fokozott ONOO™ képzddés oxidativ koriilményeket teremtve fokozhatja a HO-2 enzim
aktivitasat. Ahogy azt mar korabban jeleztem, a HO aktivitas tulzott novekedésének
(tobb mint 5-szords) karos kovetkezménye lehet a redox-aktiv Fe nagymértékii
felszabadulasa. Ezaltal fokozodhat a «OH termelddése vagy alkoxi- és peroxi gyokok
képzddhetnek a membran lipidek karosoddsa soran [174]. A HO-2 mennyisége
Osszefiiggésbe hozhatd a vizsgélat soran tapasztalt nagymértékii bcl-2 expresszioval,

amely kovetkezménye a bax/bcl-2 arany csokkenés. Diabéteszes patkdnyokon végzett
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kisérletekkel is igazoltdk, hogy a HO tultermelddése anti-apoptotikus fenotipust
eredményez, ami a bcl-2 gén fokozott expresszidjaval jar [37]. Ezen adatok ismeretében
feltételezhetjiik, hogy a HO rendszer tulzott indukcidja tobb mechanizmuson keresztiil
is befolyasolhatja a vastagbélben végbemend folyamatokat, melyek végsd soron a
szovet karosoddsdhoz vezethetnek.

Az inzulin-kezelés jotékony hatdsat vizsgalataink megerdsitették, mivel minden,
altalunk mért paraméter értékét a kontroll szint kozelében tartotta. A kisérleteink soran
tapasztalt valtozasokért és karosodasokért a diabéteszes dallatok bélszakaszaiban
valoszinlileg a magas vércukor koncentracié tehetd feleldssé.

Vizsgalataink eredményei azt mutatjak, hogy diabétesz sordn a vastagbél sokkal
sériilékenyebb szegmense az emésztdrendszernek, mint a duodenum. Ezt alatamasztja
néhany szakirodalmi adat is. Sanders és munkatarsai eredményei szerint a vastagbél
tobb endogén ROS-t general, mint a vékonybél. Annak ellenére, hogy fokozottan
miikodnek az antioxiddns enzimek, a ROS szintje mégis magas ebben a bélszakaszban.
Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a vastagbél védelmi rendszere az oxidativ stresszel
szemben kevésbé hatékony, mint a vékonybél védekezése [178]. Blazovics ¢és
munkatérsai szerint a bél proximalis szakaszainak antioxidans védelme intenzivebb,
mint a disztalis szakaszoké [25], amelynek oka lehet a bél felépitése és az ebbdl adodo
funkciobeli kiillonbségek. Az anatomiai felépités hozzajarulhat ahhoz, hogy a duodenum
séril legkevésbé diabéteszes allapotban. Ismert, hogy a vékonybél kezdeti szakasza a
duodenum, ahovéa a savas gyomortartalmon kiviil az epeholyag és a hasnyalmirigy
valadéka iiriil. Ezek bazikus kémhatdsuknal fogva segitenek a savas gyomortartalom
mard hatdsanak semlegesitésében. Mivel a gyomor-bél traktusban a duodenum lehet a
leginkébb kitéve a redox egyensuly valtozasainak, igy mar eleve rendelkezhet egy olyan

védekezd mechanizmussal, ami sértetlenséget biztosit az effajta inzultussal szemben.
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Stressz hatasara a szervezetben kiilonb6z6 patologias folyamatok indulhatnak
be, melynek eredményeként fokozodhat a szabadgyokok képzddése, ami oxidativ
karosodashoz vezet. Az oxidativ stressz kivédésére aktivalodik az antioxidans védelmi
rendszer. A kisérleteink soran torekedtiink arra, hogy az oxidativ stresszben szerepet
jatszo szabadgyokok és antioxidansok, valamint a kdrosodasra utal6 markerek egyarant
reprezentalva legyenek. A vizsgélt markerek értékei a kiilonbozd stresszorok hatdsara
szovet-, id6- és dozisfiiggden valtoztak.

A stresszre adott valaszreakciokat egy bonyolult és 0Osszetett mechanizmus
hatdrozza meg. E mechanizmus része szamos bioldgiai utvonal, melyek kiilonb6z6
pontokon kapcsolddnak egyméshoz, ezzel egy komplex rendszert kialakitva. A
stresszvalasz attol fiigg, hogy az adott stresszor hol és milyen mddon fejti ki hatasat, és
mely utvonalakra hat a késobbi folyamatok soran. Ahhoz, hogy egy egységesebb képet
kapjunk a stresszre adott valaszreakciokrol, és hogy megértsiik, hogyan miikodik ez a
bonyolult rendszer, érdemes minél tobb antioxidanst és szabadgyokot bevonni a

vizsgalatokba.
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Kutatocsoportunk f6 célja olyan molekularis mechanizmusok tanulmanyozasa,
melyek az antioxidans védelmi rendszer aktivalodasdhoz vezetnek. Munkank sordn e
koordinalt rendszer egyes tagjait azonositottuk és vizsgaltuk kiilonb6z6 patologids
folyamatokban, Ugymint a nehézfém expozicio ¢€s a STZ-indukalta diabétesz.
Tanulmanyoztuk e kétféle stresszor hatasat (A) a ROS képzddésre (H,O,, ONOO), (B)
az antioxidans rendszer kifejezddésére (SOD, KAT, GSH/GSSG, MT, HO) és (C) az

oxidativ stressz okozta karosodas mértékére (LP, apoptozis, nekrozis).
Stresszorok

1. A nehézfémek kozil a toxikus és karcinogén tulajdonsagu Cd-ot és As-t
alkalmaztunk kisérletiinkben, majd a méregtelenitésben kulcsfontossagl szerepet jatszo
majban €s vesében vizsgaltuk ezek felhalmozodéasat. Mindkét fémrdl elmondhato, hogy
akkumulacidjuk szovet- és dozis-fiiggd. Bar mindketté akkumulécidja dozis-fliiggo,
azonban a kezelések soran alkalmazott 10-szeres doziskiilonbség a felhalmozddas
mértékében nem jelentkezett. As esetében ez a kiilonbség példaul minddssze 1,5-sz6ros
volt. Felhalmozodasuk vesében jelentésebb mértékii volt, mint a méjban.

2. A STZ-kezelés hatasara minden allatban szignifikdnsan magas szérum gliikoz
koncentraciot mértiink a 10 hetes kisérleti periddus alatt. Az azonnali inzulin-kezelés a

hiperglikémiat hatékonyan csokkentette.

A. ROS képzodés stresszt kovetoen

A kisérleteink soran alkalmazott stresszorok indukaltdk a H,O, és a ONOO"
képzodését. Ezek a molekuldk nagy koncentracidoban jelentdsen hozzajarulnak az
oxidativ stressz kialakulasahoz ¢és a makromolekulak kérositasahoz, képzddésiik
Osszefiiggésben all a <0O,, valamint a NO fokozott termelddésével. A H,0;
koncentracioja nehézfém kezeléseket kovetden szovet-specifikusan valtozott; As
hatasara vesében nétt, mig a Cd kezelést kdvetéen a majban figyeltilk meg fokozott
termelddését. A ONOO™ koncentracidja bélszakasz-specifikus modon valtozott.

Diabéteszes patkanyok vastagbelében fokozott ONOO™ képzddést tapasztaltunk.
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B. Az antioxidans védekezo rendszer

Vizsgaltunk enzimatikus és kis molekulatomegli antioxidansokat fémterhelést
kovetden és hiperglikémai soran. Fémterhelés esetében a SOD és a KAT enzim aktivitas
novekedését tapasztaltuk vesében, ott, ahol a két vizsgalt szovet koziil nagyobb volt a
fém felhalmozddas.

Diabéteszes patkany bélben ezen enzimek aktivitdsa régid-specifikusan valtozott;
vastagbélben, ahol a ONOO" koncentracid emelkedését tapasztaltuk, csokkent SOD
aktivitds. Ez a jelenség utalhat jelentés mennyiségi NO termelddésére és spontan
ONOQO" képzddésre.

A kis molekulatomegli antioxidansok koziil vizsgaltuk a GSH mennyiségi
valtozasat és a GSH/GSSG aranyt mindkét modellrendszeriinkben. A GSH részt vesz az
antioxidans védelemben azaltal, hogy semlegesiti a szabadgyokoket, koti a fémeket €s
szerepet jatszik a fiziologias tiol/redox egyensuly fenntartasdban. A GSH/GSSG arany
gyakran a cellularis toxicitds meghatarozasara szolgal, amely stresszor- és szovet-
specifikus modon valtozik. Mindkét fém esetében elmondhatd, hogy a kezeléseket
kovetéen majban nem volt szignifikans valtozas. Vesében fémspecifikus valtozasokat
figyeltink meg. A GSH/GSSG arany novekedés a GSH koncentracié emelkedés
kovetkezménye. Az arany csokkenéséhez hozzajarult mind a GSSG fokozott képzddése,
mind pedig a GSH koncentracio kismértékii csokkenése.

A hiperglikémia kdvetkeztében duodenumban nétt €s colonban nem valtozott a
GSH/GSSG aranya. Az arany novekedése fokozott antioxidans védelmet jelez, aminek
hatterében a GSH megemelkedett koncentracidja és a GSSG szint csokkenése all.

MT-k kis molekulatomegli antioxidansok, melyek szintén hozzajarulnak a
tiol/redox egyensuly fenntartasahoz €s jelentds szerepet jatszanak az oxidativ stresszel
szembeni védekezésben. Munkacsoportunk mar korabban publikélta azon eredményeit,
melyben ponty nehézfém-kezelését kovetden a m¢ gének szovet-specifikus indukciojat
tapasztaltak.

A diabéteszes vizsgalat eredményei azt mutatjadk, hogy mindkét mr gén
indukalodéasa sziikséges lehet ahhoz, hogy jotékony hatdsukat kifejthessék a
hiperglikémia soran fellépo karos folyamatokkal szemben.

Ugyancsak kis molekulatomegili, de enzimatikus hatasi HO-k az éaltaldnos
antioxidans védekez6 rendszer részei; in vivo €s in vitro vizsgalatok eredménye szerint a

HO rendszer kiillonbozd stresszorok hatdsara indukalodik. Vizsgéaltuk az ho gének
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expressziojat mindkét modellrendszerben. Pontyban a 4o gének nem voltak ismertek,
ezért elsd 1épésként azonositottuk, majd jellemeztiik azokat ebben a fajban. A ponty /o-
1 és ho-2 szekvencidk nagyfoku homoldgiat mutattak a mar ismert halak 4o génjeivel.
A feltételezett aminosav szekvencidkat elemezve elmondhatjuk, hogy a ponty HO
hordozza az evoltucidsan konzervalt doméneket és motivumokat. Vizsgaltuk a ho gének
kifejezddését fiziologias koriilmények kozott. A ho-I mRNS mennyisége a
kimutathat6sag hataran volt a kezeletlen allatok vizsgalt szoveteiben, a 1ép, a bor és a
vér kivételével. A legnagyobb ho-1 gén expresszidt a lépben mértiink. A ho-2 gén
magas szinten expresszalodott az 6sszes vizsgalt szOvetben; a legmagasabb expresszids
szint a borben, a legalacsonyabb a vesében volt. A nehézfém kezelés soran szovet- és
stresszor-specifikusan indukdlodott a ho gének expresszidja, azonban szoros
Osszefiiggést nem talaltunk az expresszio valtozas €s a két szervben akkumulalodd fém
mennyisége kozott.

A diabéteszes modellben bélszakasz-specifikus valtozasokat mutattunk ki a ho-k
expresszidjaban. Diabéteszes allatok duodenumdban a ho-1 gén, mig vastagbelében a
ho-2 gén indukaldédott és nagy mennyiségben volt jelen a HO-2 fehérje is.
Génexpresszios ¢s immunanalitikai vizsgalataink eredményei alapjan ugy tlnik, hogy a
modellrendszereinkben lejatszodo vélaszreakciokban aktivan részt vehet a HO rendszer

aktivalddasa is.
C. Oxidativ karosodasok

Vizsgaltuk a kétféle stresszor altal indukalt oxidativ karosoddsokat. Nehézfém
expozicio kovetkeztében szovet-specifikus és dozisfiiggd LP-t figyeltiink meg. Az As
kis doézisban mindkét szervben fokozott LP-hez vezetett, ellenben a Cd csak nagy
dozisban és kizarolag vesében.

Diabéteszes modellben a pro- €s anti-apoptotikus markerek kifejezodése, valamint
a nekrozis el6fordulasa régid-specifikus volt. A pro- és anti-apoptotikus markerek
expresszidjanak egymdshoz viszonyitott ardnya duodenumban hozzajarulhat a
programozott sejthalal beinditasahoz. Colonban az arany az anti-apoptotikus markerek
iranyaba tolodott el. Itt nekrozis jeleit figyeltik meg, aminek kialakuldsahoz
hozzajarulhatott a ROS megnovekedett koncentracidja €és az antioxiddns védelem

aktivalédasanak elmaradasa.
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Az oxidativ stressz okozta karosodasokra jellemz6 fokozott LP és nekrdzis
Osszefliggésbe hozhatdé a hemoxigendzok tulzott mértékii indukaldédasaval. Ahol
fokozott LP-t tapasztaltunk, ott volt a legnagyobb a ho-I génexpresszid. Nekrozis,
amely a szOvet pusztulédsat jelzi, azon a bélszakaszon volt megfigyelhetd, ahol a vizsgalt
antioxidansok koziil kizarélag a HO-2 indukalodott jelentds mértékben. Patologias
koriilmények kozott fokozott a ROS képzddés, és oxidativ kdrnyezetben fokozodhat a
HO-k aktivitasa. Habar a HO enzimeknek citoprotektiv hatast tulajdonitanak, irodalmi
adatok arra is utalnak, hogy tulzott mértékli expresszidjanak mar karos kdvetkezményei
is lehetnek. Ennek hatterében a hembdl felszabaduld redox aktiv Fe allhat, ami fokozott
gyokképzodést eredményezhet. Ez pedig jelentdsen hozzédjarulhat az altalunk vizsgalt

modellrendszerekben megfigyelt kdrosodasokhoz.
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The main goal of our research is to study the molecular mechanisms leading to
activation of the antioxidant defense system. We have identified and studied certain
components of this coordinated system in various pathological processes, such as heavy
metal exposure and streptozotocin (STZ)-induced diabetes. We have studied the effect
of these two types of stressors on (A) the formation of reactive oxygen species (ROS),
e.g. hydrogen peroxide (H,0O;) and peroxynitrite (ONOQO"), (B) the expression of the
antioxidant system members, e.g. superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), the
ratio of reduced and oxidized glutathione (GSH/GSSG), metallothioneins (MTs), heme-
oxygenases (HOs) and (C) the extent of the damage caused by oxidative stress (lipid

peroxidation, apoptosis and necrosis).

Stressors

1. Heavy metals, such as the toxic and carcinogenic cadmium and arsenic, were used in
our experiments, and their accumulation was examined in the liver and kidney, which
play critical roles in detoxification. Both metals accumulated in a tissue- and dose-
dependent manner. Despite the 10-fold difference between the doses applied during the
treatments, such a difference in the rate of accumulation was not detected, e.g. in the
case of arsenic exposure, the difference was only 1.5-fold. Both metals accumulated to
higher extents in the kidney than in the liver.

2. The STZ treatment resulted in significantly elevated serum glucose concentrations in
all animals during the 10-week experimental period. Immediate insulin replacement

effectively reduced the hyperglycemia.

A. Formation of ROS following stress

The stressors induced the formation of H,O, and ONOO™ during the
experiments. These molecules in high concentrations play important roles in the
development of oxidative stress and damage to biomolecules. Their formation is related
to the increased production of superoxide anion and nitric oxide. After heavy metal
treatment, the H,O, concentration changed in a tissue-specific manner. Arsenic caused
an increase in the renal H,O, concentration, whereas cadmium caused increased H,O,

production in the liver.
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The concentration of ONOO™ also changed in a segment-specific manner along

the intestine. In the colon of diabetic rats, increased ONOO™ formation was observed.

B. Antioxidant defense system

Antioxidant enzymes and low molecular weight antioxidants were tested after
heavy metal treatment and in diabetic animals. After metal, exposure increased SOD
and CAT activities were found in the kidney, where higher metal accumulations were
measured.

The diabetic rat intestine also demonstreted region-specific changes; an
increased concentration of ONOO™ and decreased SOD activity were found in the colon.
This may indicate the production of significant amounts of nitric oxide and the
spontaneous formation of ONOO'.

Quantitative changes in the low molecular weight antioxidant GSH and the ratio
GSH/GSSG were tested in two model systems. GSH is involved in the antioxidant
defense by neutralizing free radicals, binding the metals and maintaining the
physiological thiol/redox balance. The ratio GSH/GSSG is often used to determine
cellular toxicity, which varies in response to stress in a tissue- and stressor-specific
manner. There was no significant change in the liver after metal treatment, but metal-
specific changes were observed in the kidney. The increase in the ratio GSH/GSSG
resulted from an increased level of GSH. A decrease in the ratio was caused by the
elevated formation of GSSG and a slight decrease in the concentration of GSH.

Hyperglycemia resulted in an increased ratio GSH/GSSG in the duodenum, but
not in the colon. The increase in the ratio indicated elevated antioxidant protection due
to the increased concentration of GSH and the decrease in the GSSG level.

MTs are low molecular weight antioxidants that play an important role in the
maintenance of the thiol/redox balance and the defense against oxidative stress. Our
research group has previously published results in which the induction of carp mt genes
in a tissue-specific manner was observed after heavy metal treatment. The results of the
current study revealed that the two mt genes together could exert beneficial effects
against harmful processes during hyperglycemia.

HOs are low molecular weight enzymes that take part in the general antioxidant
defense system; in vivo and in vitro studies have demonstrated the induction of the HO
system by different stressors. We examined their expression in both model systems.

Carp ho genes were first identified and characterized in this species. The carp /o-1 and
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ho-2 sequences displayes strong homology to known /o0 genes in fish. Analysis of the
putative amino acid sequence revealed that the carp HO carries evolutionarily highly
conserved domains and motifs. We examined the expression of /ho genes under
physiological conditions in certain organs of the carp. The basal levels of the ho-1
transcripts were at the limit of detectability in all the examined tissues except the spleen,
skin and blood. The highest #0-/ mRNA level was found in the spleen. The ho-2 gene
was highly expressed in all of the examined tissues. The highest level was detected in
the skin, and the lowest in the kidney. The expression of the 4o genes was induced in a
tissue- and stressor-specific manner, but these changes did not correlate with the
accumulated metals in either organ.

In a diabetic model, intestine-specific changes were detected in the expression of
the ho genes. The ho-1 gene was induced in the duodenum, and the /0-2 gene in the
colon, where a large amount of HO-2 protein was measured. The results of gene
expression and immunoanalytical measurements suggest that activation of the HO

system may be involved in the stress responses in the model systems that we used.

C. Oxidative damage

We examined the oxidative stress-related damage induced by two kinds of
stressor. We detected increased lipid peroxidation following heavy metal exposure, the
changes proving to be dependent on the dose of the stressor. A low dose of arsenic
exposure led to an increase in lipid peroxidation in the liver and kidney. Cadmium
affected the lipid peroxidation only at high doses and only in the kidney.

The expression of pro- and anti-apoptotic markers and the incidence of necrosis
were region-specific during diabetes. The ratio of the pro- and anti-apoptotic markers in
the duodenum may contribute to the initiation of programmed cell death. Unlike in the
colon, this rate moved toward the anti-apoptotic markers. Here, we observed necrosis
which may have been caused by the increased ROS levels and the lack of the activation

of antioxidant defense.

Overall, enhanced lipid peroxidation and necrosis are characteristic features of
the damage caused by oxidative stress associated with the significant induction of HOs.
We detected increased lipid peroxidation where the so-1 gene induction/expression was
the largest. The localization of necrosis corresponded with the weak/lack of activation

of the antioxidant defense, because only the HO-2 was induced in this gut segment.
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SUMMARY

Under pathological conditions, ROS formation is increased. The activity of HOs may
increase in consequence of the oxidative environment. HOs are cytoprotective enzymes,
but the data also suggest that the increased HO activity in the higher range has a
deleterious effect: the release of redox active iron before its binding to ferritin can result
in enhanced radical formation. This may contribute significantly to the damage

observed in our model systems.
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