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Hemioksigenaasia (HO) käsittelevä kokous pidettiin historiallisessa ympäristössä Uppsalan linnassa. Kokoukseen osallistui noin 110 henkilöä edustaen useita kansallisuuksia, etenkin japanilaisia tuntui olevan paljon. Alkupuheenvuorossaan kokouksen puheenjohtaja Mahin D. Maines totesi että vielä muutama vuosi sitten hän ei olisi voinut kuvitella näin runsasta osanottoa, sillä vasta viime vuosina on havaittu HO:n ja sen tuotteiden tärkeät tehtävät elimistössä sekä mahdollinen kliininen hyödynnettävyys.

Oma perusteeni osallistumiseen on väitöskirjatyöni, jossa tutkin TCDD:n aiheuttamaa biliverdiinin kertymistä genotyypiltään tietynlaisten rottien maksaan. Biliverdiiniä muodostuu hemistä hemioksigenaasin katalysoimassa reaktiossa. Biliverdiinin kertyminen nisäkäskudokseen on erittäin harvinaista, sillä yleensä biliverdiinireduktaasi-entsyymi muuttaa sen nopeasti bilirubiiniksi. Esitin kokouksessa seuraavan posterin: 

Marjo Niittynen, Tim Mantle, Jouni T. Tuomisto, Jouko Tuomisto and Raimo Pohjanvirta. Cloning and sequencing of the biliverdin IX( reductase gene from a ”black liver” syndrome rat.

Posterissa kuvattiin biliverdiinireduktaasin (BVR-A) sekvenointi ”mustasta maksasta” eli maksasta, johon oli kertynyt biliverdiiniä. Hypoteesi oli, että biliverdiinin kertyminen saattaisi johtua puutteellisesta BVR-A:sta. Asia tutkittiin cDNA-tasolla, ja osoittautui, että BVR-A:n rakenne syndrooman saaneella rotalla ei poikennut rotan sekvenssistä geenipankissa. Täten on poissuljettu se mahdollisuus, että biliverdiinin kertyminen johtuisi BVR-A-proteiinin virheellisestä primäärirakenteesta. On kuitenkin mahdollista, että ko. entsyymin toiminta on häiriintynyt jostain muusta syystä.

Kokous oli aikataulultaan varsin tiivis, suullisten esitysten piti ohjelman mukaan olla ohi klo 17 mutta aikataulu kuitenkin venyi joka päivä. Postereita saattoi katsella tauoilla, varsinainen niille varattu aika oli illalla suullisten esitysten jälkeen. Oma posterini oli vuorossa heti maanantaina, mikä oli hyvä, koska silloin ihmiset jaksoivat vielä jäädä runsain määrin postereita katselemaan, kun muina iltoina oli jo enemmän katoa. Posterini pohjalta syntyi keskusteluja useampien henkilöiden kanssa, osaltaan mukana olleen Dublinilaisen ohjaajani ansiosta, joka tunsi ihmisiä entuudestaan. Postereista erityisen mielenkiintoinen oli Reiko Akagin ym. posteri, jossa oli havaittu HO-1:n ekspressoituvan voimakkaasti rotan istukassa, BVR:n ekspression ollessa kuitenkin matala. Oli myös havaittu, että biliverdiinin pitoisuus sikiössä oli tietyssä aikapisteessä korkeampi kuin bilirubiinin pitoisuus. Nämä seikat puhuisivat sen puolesta, että HO-1:n ekspressiolla ja mahdollisesti biliverdiinillä saattaisi olla jokin tehtävä normaalissa sikiönkehityksessä.

Kokous oli käsittääkseni varsin hyvä läpileikkaus tämän hetken HO-tutkimuksesta, ja osallistuminen oli hyödyllistä. Suomesta oli läsnä myös Päivi Lakkisto HUS:in kliiniseltä kemialta. Hän tutkii HO-1:n suojavaikutusta sydämen iskemia/reperfuusiomallissa. 

Maanantai 

Avauspuheenvuorossaan Mahin D. Maines käsitteli biliverdiinireduktaasia. BVR:a on pidetty hiukan ei-kiinnostavana entsyyminä, koska se ei ole ”rate-limiting” entsyymi, vaan esiintyy ylimäärin verrattuna hemioksigenaasiin. Kuitenkin on seikkoja, jotka tekevät siitä monitahoisen proteiinin: BVR:llä on kaksi pH-optimia, se on fosforyloituva entsyymi, jonka fosforyloitumisasteeseen ulkonaiset seikat esim. H2O2 voivat vaikuttaa. BVR autofosforyloituu eli se on kinaasi. Uudehko löydös on BVR:n toiminta transkriptiofaktorina, se kuuluu ns. leucine zipper –proteiineihin ja voi toimia homo- tai heterodimeerinä. Dimeerinen muoto sitoutuu DNA:n AP-1-kohtaan. BVR ilmeisesti voi osallistua HO-1:n geeniekspression säätelyyn. Rotan munuaisessa on havaittu bromobentseenikäsittelyn lisäävän BVR:n ekspressiota ja myös BVR-proteiinin siirtymistä tumaan. Toisaalta bromobentseeni on vahvin HO-1-indusori munuaisessa.

Sessiot I ja III käsittelivät hemin hajoamisen kemiaa ja biokemiaa, eli lähinnä hemioksigenaasin (HO) reaktiomekanismia ja HO-1:n aktiivisen kohdan rakennetta. Paul Ortiz de Montellanon mielenkiintoinen havainto on, että BVR sitoutuu hemioksigenaasiin ja ainakin in vitro nopeuttaa HO-1:n katalysoimaa reaktiota helpottamalla biliverdiinin (BV) poistumista entsyymistä. Hemin hajoamistuote CO on vasodilataattori, joka ristiinsäätelee vasodilataatiota NO:n kanssa (CO ja NO vaikuttavat toistensa muodostukseen säätelemällä HO-1:stä ja NOS:a).

Sessio II oli otsikoitu ”Hot Topics”. Shigeru Sassa kävi yleisluontoisesti läpi hemimetabolian ja nimesi tämän hetken kiinnostavat kohdat siinä, joita olivat seuraavat: 1) molekulaariset defektit porfyrioissa, 2) uudet löydökset raudan metaboliassa ja 3) uudet löydökset hemin metaboliassa. 3)-kohtaan kuuluvat HO-1:n geeniaktivaation ja hemin metaboliatuotteiden suojaava rooli oksidatiivista stressiä vastaan, Bach1-säätelyproteiini sekä HO-1:n polymorfismi ihmisillä. Polymorfian huomattavin vaikutus lienee se, että lyhyt GT-dinukleotidi –toistojakso HO-1:n promoottorissa on yhteydessä edulliseen lipidiprofiiliin ja korkeampaan seerumin bilirubiinipitoisuuteen verrattuna tilanteeseen, jossa toistojakso on pitkä.

Kehossa on hemoglobiinia noin 700 g, josta noin 1 g hajotetaan päivittäin. Miksi hemiä ei käytetä sellaisenaan uudelleen, onhan se ”kallis” molekyyli valmistaa, vaan se hajotetaan?  Sassan vastauksia olivat 1) se on potentti pro-oksidantti 2) stimuloi adheesiomolekyylien ekspressiota 3) hemin hajoamistuotteita tarvitaan. Vapaa hemi, jonka konsentraatio >1(M, on toksista. Maksa syntetisoikin hemopeksiiniä, jonka avulla vapaa hemi poistetaan verenkierrosta. Jos hemiä on ylimäärin suhteessa hemopeksiiniin syntyy oksidatiivinen stressi, joka voi johtaa kudosvaurioon. Hemi kontrolloi niiden geenien ekspressiota, jotka liittyvät hemin ja globiinien synteesiin. Kontrolli tapahtuu mm. edellä mainitun Bach1-säätelijän välityksellä, joka on basic leucine zipper –rakenteinen proteiini. Kun hemin pitoisuus nousee, se sitoutuu Bach1:een, joka irtoaa DNA:n repressiokohdasta, mistä seuraa edelleen geeniaktivaatio. 

HO-1 on ilmeisen tärkeä entsyymi, sillä ihmisellä on raportoitu ainoastaan 1 tapaus, jossa HO-1 on puuttunut. Puutos johtui eksoni 2:n deleetiosta. Pojalla oli matalat seerumin bilirubiiniarvot ja hän kärsi mm. tulehduksista ja kasvun hidastumisesta ja kuoli 6-vuotiaana. 

Tiistai

Sessiossa IV käsiteltiin HO:n geeniekspression säätelyä. Jawed Alam puhui syistä miten/miksi HO-1 indusoituu. Induktio on säädelty geeniekspression tasolla, lukuisat tekijät toimivat aktivaattoreina HO-1:n upstream-alueella olevien stressisignaaleihin reagoivien enhancerien kautta (ARE, MARE, StRE-elementit). Enhancer-alueet ovat konservoituneita verrattaessa ihmistä, hiirtä ja rottaa. Niihin sitoutuvia transkriptiofaktoreita ovat mm. Jun, Fos, CREB, ATF, Maf ja CNC-bZIP, jotka kaikki kuuluvat basic leucine zipper (bZIP)-perheeseen ja toimivat dimeereinä. Teoreettisesti erilaisia dimeerejä voi muodostua 1681 kappaletta, mikä mahdollistaa valtavan joustavuuden HO-1:n säätelyssä. Normaalitilassa HO-1 on repressoitunut sekä ”sulkeutuneen” kromatiinin että sekvenssispesifisten repressoreiden kautta.  Induktiossa ym. repressoivat tekijät poistuvat, jolloin myös aktivaattorit pääsevät sitoutumaan. Eräs tärkeä oksidatiivisessa stressissä toimiva aktivaattori on Nrf2, joka on laajasti (ubiquitously) ekspressoitu. Nrf2-/- hiiret ovat elinkykyisiä mutta erittäin herkkiä oksidatiiviselle stressille ja vierasaineille. Hemi stimuloi Nrf2:n ekspressiota ja inhiboi sen hajoamista. 

Shigeki Shibahara piti persoonallisen esityksen, jossa pääpaino oli HO-1:n repressiossa humaanisoluissa. Normaali näkemyshän on, että HO-1:n induktio on solua suojaavaa. Ensimmäiseksi hän painotti että HO-1:n ekspression säätelyssä on isoja eroja lähes joka tasolla: lajien, yksilöiden, kudosten ja solujen kohdalla. Hänen mielestään HO:n repressio on jätetty huomiotta, paljolti siitä syystä, että perusekspressiotaso on hyvin matala, joten repression havainnointi vaatii pitkää altistusta ja kärsivällisyyttä! Repressoiviksi tekijöiksi humaanisoluviljelmissä hän mainitsee mm. hypoksian, lämpöshokin, interferoni-(:n ja raudan puutteen. Näistä kaksi ensimmäistä indusoivat HO-1:ta eläinten soluviljelmissä. Joka tapauksessa myös repressio on hänen  mielestään puolustusmekanismi. Molekyylitasolla HO-1:n repressio on yhteydessä Bach1:n induktioon. Repression tarkoituksena voi olla vähentää toksisten tuotteiden muodostumista ja energiankulutusta (hemi on energeettisesti kallis molekyyli valmistaa). Hemiin liittyy polymorfismia monella tasolla: globiineissa, haptoglobiinissa, HO-1:ssä ja BR-UDP-GT:ssä esiintyy kaikissa polymorfiaa. 

Sessiossa V esiteltiin signaalinvälitysteitä, jotka vaikuttavat HO:n säätelyyn (Stephan Immenschuh, Anupam Agarawal ja Rex Tyrrel). Rotan hepatosyyteissä natriumarseniitilla aikaansaadun HO-1-induktion välitti c-Jun N-terminaalinen kinaasi 1–signaalinvälitystie. Sen sijaan kananpojan hepatoma-solulinjassa proteiinikinaasit MAPK, ERK ja p38 välittivät induktion. Yhteinen kohde olivat transkriptiofaktorit AP-1 ja Nrf2, jotka sitoutuvat HO-1:n promoottoriin. Ihmisen munuaisten epiteelisoluissa on lisäksi osoitettu transkriptiofaktori NF-(B:n osallistuvan HO-1:n aktivaatioon. Munuaisissa HO-1:n induktio on adaptiivinen vaste akuutille munuaisvahingolle. Ihmisen HO-1 geeni eroaa hiiren/rotan geenistä siten, että siinä on sisäinen enhancer –kohta, joka on spesifinen hemille ja Cd2+:lle. 

Myös UVA-säteily aktivoi HO-1:tä. HO-1:n substraatiksi tarvittavan hemin lähde on periaattessa mikä tahansa hemiä sisältävä proteiini, esim. Bach1 tai jokin CYP-450-proteiini, joista UVA irrottaa hemin tuhoamalla proteiiniosan.

Sessiossa VI ja VII käytiin läpi HO:a ja sen tuotteiden roolia solun suojamekanismeissa. Tony McDonagh piti hyödyllisen esityksen bilirubiinin (BR) kemiasta käyden läpi mm. pK-arvot, liukoisuuden ja erittymisen. Toisin kuin BR, biliverdiini (BV) erittyy nopeasti sappeen eikä sitä glukuronoida. Roland Stocker kertoi sappipigmenttien, lähinnä BR:n antioksidatiivisuuden löytymisestä. BR:n antioksidanttiteho on suurempi ilmaa matalammissa O2-pitoisuuksissa, jopa parempi kuin (-tokoferolin, jota on pidetty tehokkaimpana lipidiliukoisena antioksidanttina. Albumiiniin sitoutunut BR toimii plasmassa ”kolmannen linjan” antioksidanttina. BR ja BV toimivat synergiassa (-tokoferolin kanssa ja ne voivat hajottaa reaktiivisia happi- ja typpiyhdisteitä. Stocker otti kantaa myös Barananon PNAS-julkaisuun, jonka mukaan BR/BVR –systeemi olisi tärkeä solunsisäinen antioksidanttipuolustusmekanismi. Hän ei ollut asiasta täysin vakuuttunut ja epäili mm. voiko hapettuminen olla niin spesifistä kuin on kuvattu, ja ovatko (M:sta matalammat konsentraatiot riittäviä.

Phyllis Dennery esitti tuloksia, joiden mukaan HO-1:llä voi olla ei-entsymaattisiakin tehtäviä. Sen on havaittu siirtyvän myös tumaan ja sitoutuvan HO-1-DNA:han ja edelleen säätelevän sitä kautta ekspressiotaan. Giovanni Scapagnini esitti tuloksia joiden mukaan tietyt luonnon fenoliyhdisteet (kurkumiini, caffeic acid phenethyl ester) indusoivat HO-1:n ekspressiota rotan astrosyyteissä. Aivojen antioksidanttikapasiteetti on vain 1/5 maksan vastaavasta, HO-järjestelmä onkin keskushermostossa aktiivinen ja fundamentaalinen hermosolujen puolustusmekanismi oksidatiivista stressiä vastaan.

Prem Ponka puhui raudan metaboliasta, esittäen ensin raudan ja hemin jakautumisen kehossa. Kehon hemistä 85 % on hemoglobiinissa, 12 % myoglobiinissa ja muissa hemiproteiineissa 3 %. HO:lla on oleellinen osa hemiraudan kierrätyksessä. Mielenkiintoinen kysymys hänen mielestään oli se, mikä on substraattina HO-1:lle sen indusoituessa oksidatiivisen stressin vaikutuksesta. Tähän ei oikein ole vastausta, mahdollisesti kyseessä ei aina ole solunsisäinen hemi. 

Toru Takahashi kertoi havainnoista, joiden mukaan akuutissa munuais/maksavauriossa HO-1 nousee ja ALAS-N laskee merkittävästi (mRNA- ja proteiinitasolla), mikä kuvastanee solunsisäisen hemipitoisuuden nousua kyseisissä vauriossa. Tämä on mielenkiintoista suhteessa omiin tuloksiini.

Hiroshi Maedan mukaan BR on tärkeä suojayhdiste syöpäsoluissa esiintyen (M:na pitoisuuksina. Niinpä HO1-inhibiittorin PEG-ZnPP:n havaittiin omaavan merkittävää antituumorivaikutusta kiinteitä kasvaimia vastaan hiirikokeissa. BR:n väheneminen tehnee kasvainsolut haavoittuvaisemmiksi oksidatiiviselle stressille ja johtanee sitä kautta apoptoosiin. 

Keskiviikko

Keskiviikkona käsiteltiin HO:n roolia immuunivasteessa, kuten tulehduksessa ja elinsiirroissa. Leo Otterbeinin hypoteesin mukaan TNF-(/D-galaktosamiini:lla aiheutetussa maksavauriossa CO vastaa HO-1-induktion aiheuttamasta solunsuojauksesta, muiden HO-1-tuotteiden rooliin hän ei ottanut kantaa. CO aiheuttaisi lievän oksidatiivisen stressin, jonka seurauksena NF-(B aktivoituisi, mikä indusoisi iNOS-entsyymin ja sen tuote NO pitäisi edelleen yllä HO-1-induktiota: kyseessä olisi siis eräänlainen terapeuttinen kehä, jossa varsinaisen suojavaikutuksen saisi aikaan iNOS/NO. 

Miguel Soares kertoi HO-1:n toimintamekanismista tulehduksessa. Hänen mukaansa BR inhiboi pro-inflammatoristen geenien ilmentymistä ja apoptoosia endoteelisoluissa, vaikutus välittyy NF-(B:n inhiboinnin kautta. Toisaalta HO-1/CO aktivoi NF-(B:tä hepatosyyteissä. HO-1:n antiapoptoottisesta vaikutuksesta vastaa havaintojen mukaan CO MAPK-signaalinvälitystien kautta. Siten HO-1 toimii eräänlaisessa tarkoituksen-mukaisessa kompromississa: sen tuote BR inhiboi NF-(B:n inflammatorisia vaikutuksia mutta toinen tuote CO edistää NF-(B:n antiapoptoottista vaikutusta. Fritz Bach esitteli HO-1:tä ”terapeuttisena tunnelina” elinsiirrossa hiiri/rottamallissa. HO-1:n ekspressio siirrettävässä hiiren elimessä suojelee hylkimiseltä. Koska CO-käsittely voi korvata HO-1:n ekspression, on CO todennäköisesti varsinainen suojaava tekijä. HO-1:n ekspressio siirtoelimen saajassa on myös edullista, todennäköisesti eri mekanismien kautta. Myös BV:n antaminen parantaa siirteen selviytymistä. BV vähentää solujen infiltraatiota siirteeseen ja sillä on suora suppressoiva vaikutus T-solujen proliferaatioon sekä IL-2:n tuottoon, lisäksi se inhiboi transkriptiofaktoreita NFAT ja NF-(B. Tämä on antioksidatiivisuuden lisäksi yksi harvoista tähän mennessä raportoiduista BV:n biologisista vaikutusmekanismeista. CO puolestaan vähentää kroonista hylkimisreaktiota, sileän lihassolujen proliferaatiota in vitro sekä leukosyyttien aktivaatiota ja infiltraatiota siirteeseen. Ignacio Anegonin mukaan HO-1 geeninsiirto siirteisiin tai CO-käsittely estävät akuuttia hylkimistä (koe-eläimenä rotta). CO hengitettynä ei inhiboinut soluvälitteisiä immuunivasteita, joten tämän saanevat aikaan BR tai BV. Kyseessä ei kuitenkaan ole yleinen immunosuppressio, koska rotat osoittivat myös normaaleja immuunivasteita.

Sessiossa X aiheena oli HO:n ja sen tuotteiden rooli solukuolemassa/selviytymisessä. Augustine M.K. Choin mukaan HSP70 välittää CO:n solunsuojavaikutuksia (tulehdusta, apoptoosia, proliferaatiota ja fibrinogeneesiä estävät vaikutukset) Josef Balla kertoi verenkierrossa olevan hemin pro-oksidanttiaktiivisuudesta, esimerkkinä jo edellä mainittu HO-1-puutoksesta kärsivä lapsi, jolla oli hemolyysiä, ateroskleroosia, hemin ylimäärä verenkierrossa sekä merkkejä endoteelivauriosta. Plasman LDL hapettui merkittävissä määrin ja rautaa kertyi lipoproteiinipartikkeleihin. Plasman hemoglobiinista suuri osa oli hapettunut methemoglobiiniksi. LDL:n hapettuminen indusoi endoteelisolujen vaurioita. Endoteelin altistuminen hemille tai hapettuneelle LDL:lle johti adaptaatioon ja HO-1:n ja ferritiinin induktioon.

Henning Schröder puhui HO-1:ta ja kardiovaskulaarisista, NO:ta vapauttavista lääkkeistä. Esim. oletettavasti aspiriini aiheuttaa NO:n määrän nousua. NO puolestaan johtaa HO-1:n induktioon, BR:n muodostukseen ja endoteelin suojaukseen. NO myös indusoi ferritiinin ekspressiota, jolloin vapaan raudan pitoisuus vähenee.

Torstai

Session XII otsikkona oli HO/CO:n tehtävät verisuonistossa. Rui Wang puhui kaasumaisista välittäjäaineista (CO, NO, H2S). Kaikki nämä pystyvät aiheuttamaan vasodilataatiota, mutta hiukan eri mekanismeilla. CO ja NO toimivat stimuloimalla cGMP:n tuottoa ja avaavat KCa-kanavat verisuonten sileissä lihassoluissa. Em. välittäjäaineiden vuorovaikutus sallii verenpaineen hienosäädön.

Sessiossa XIII käsiteltiin HO:n ja sen tuotteiden roolia hermostossa. Mahin Maines puhui HO-isotsyymien hermoja suojaavista vaikutuksista. HO-1:n ja HO-2:n määrä hiiren aivoissa (tarkemmin hippokampuksessa) vähenee iän myötä, 20 kk:n ikäisillä hiirillä HO-1 ei myöskään indusoidu vasteena lämpöshokille. Myös hiirten kiveksissä HO-2-transkriptit häviävät lähes kokonaan iän myötä. Neuroprotektiivinen lääke Neotrofin nosti HO-1 -proteiinin määrää hippokampuksessa, samoin HO-2 -transkriptien määrää. 

Cesare Mancuso kertoi HO/CO-järjestelmän tehtävästä neuroendokriinisen toiminnan kontrolloinnissa. Hypotalamuksessa on sekä HO-1-, HO-2- että BVR-aktiivisuutta. Normaalitilanteessa BV:ä tai BR:a ei havaita, hemillä indusoitaessa muodostuu BV:ä mutta BR:a ei (hemi ei läpäise helposti veri-aivoestettä, joten tutkimukset on tehty in vitro). Tulosten mukaan hemi (5 (M), mahdollisesti myös BR, inhiboi BVR:a hypotalamuksessa. Munuaisessa tätä vaikutusta ei nähty, maksassa aktiivisuus ensin nousi, sitten laski normaalille tasolle. Inhibition syytä ei tiedetä. 

HO-1/CO:lla näyttäisi olevan tärkeä rooli neuropeptidien vapautumisessa. In vitro tulosten mukaan hemi inhiboi neuropeptidien [corticotropin releasing hormone, arginine vasopressin (AVP) ja oksitosiini] vapautumista hypotalamuksesta. Vaikutuksen välittäjänä toiminee CO, joka stimuloi prostaglandiini E2:n tuottoa. Kun HO-1-inhibiittoria tina-protoporfyriiniä annettiin rotalle intracerebroventrikulaarisesti, seerumin AVP-tasot nousivat LPS-indusoinnin seurauksena huomattavasti normaalia nopeammin. Tämän mukaan HO-1/CO-järjestelmä kontrolloi siis inhiboivasti neuropeptidien vapautumista vasteena eri stimuluksiin.

