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A TOKOFEROL HOMOLOGOK
BIOLOGIAI HATASOSSAGA

A gamma-tokoferol kiemelt szerepe a forbol-észter stimulalta human
neutrofilek ROS termelésének gatlasaban.

A NEUTROFILEK ,,REAKT{V-OXIGEN-EREDETU” ANYAGOK (ROS) TERMELESE SZAMOS KORKEPBEN FOKOZODIK. A TERMESZETES
EREDETU ANTIOXIDANSOK A JELATVITEL KULONBOZO ELEMEIRE HATVA BEFOLYASOLJAK ROS-SZENZITIV ENZIMEK, TRANSZKRIPCIOS
FAKTOROK (PL. NUKLEARIS FAKTOR-«B) AKTIVALODASAT. A SZERVEZETBEN AZ E-VITAMIN-VEGYULETEK (a-, -, O-TOKOFEROL)
FONTOS LIPIDOLDEKONY ANTIOXIDANSOK. A PREVENCIOS VIZSGALATOK EREDMENYEI AZONBAN NEM HOZTAK EGYERTELMU ERED-
MENYT AZ .-TOKOFEROL ESETEBEN. AZ UTOBBI EVEK VIZSGALATAI SZERINT A HIPOMETILALT HOMOLOGOK (- ES O-TOKOFEROL) IS
RENDELKEZNEK BIOLOGIAI AKTIVITASSAL, AMELY HATAS MEGHALADHATJA A SOKAT VIZSGALT o -HOMOLOGET.

JELEN MUNKANKBAN A TOKOFEROLOK ES VIZOLDHATO METABOLITJAIK (-, -, O-KARBOXIETIL-HIDROXIKROMAN, CEHC) NEUT-
ROFILEK OXIDACIOS ROBBANASARA KIFEJTETT HATASAIT VIZSGALTUK. IMEGALLAPITOTTUK, HOGY NEMCSAK AZ -, HANEM A HIPO-
METILALT -, O-TOKOFEROL ES ViZOLDHATO METABOLITJAIK ( c-, y- ES 0-CEHC) 1S GATOLIAK A NEUTROFILEK FORBOL-ESZTER
STIMULALTA SZUPEROXID ANION (O2"~) TERMELESET. A CSOKKENT O2~ TERMELES MINDEN VEGYULETNEL A PKC-ENZIM GATLA-
SARA VEZETHETO VISSZA, AMELYBEN A y ES 0-HOMOLOG HATASOSABB, MINT AZ ¢.-TOKOFEROL ES A VIZOLDHATO METABOLITOK
NAGYOBB MERTEKBEN GATOLTAK A PKC-T, MINT AZ ANYAVEGYULETEK. KULONBSEG VOLT A TOKOFEROLOK ES CEHC-VEGYULE-
TEK AKTIVALT NADPH-OXIDAZRA KIFEJTETT HATASABAN: AZ ELOBBIEK GATOLTAK, A CEHC-VEGYULETEK PEDIG HATASTALANOK
VOLTAK. FIZIOLOGIAS KORULMENYEK KOZOTT TEHAT AZ E-VITAMIN-VEGYULETEK ES ViZOLDHATO METABOLITJAIK, A PKC-AKTIVI-
TASANAK GATLASAN AT, HOZZAJARULNAK A NEUTROFILEK O2~ TERMELESENEK SZABALYOZASAHOZ. A PKC-GATLAS KIFEJTESE-
BEN A METILCSOPORTOK (y>0>a) ES A FITIL OLDALLANC HIANYA (CEHC >TOKOFEROL) ELONYT JELENT. AZ AKTIVALT NADPH-
OXIDAZ O2 - TERMELESET AZONBAN CSAK A TOKOFEROLOK KEPESEK GATOLNI, AZAZ A FITIL-OLDALLANC ELVESZTESE AZ AKTIVITAS
ELVESZTESET OKOZZA. OSSZESSEGEBEN, IGAZOLTUK, HOGY A NEUTROFILEK ROS-TERMELESNEK GATLASABAN NEMCSAK AZ a-,
HANEM A HIPOMETILALT HOMOLOGOK ES CEHC-METABOLITOK IS SZEREPET JATSZANAK.

Kulcsszavak: neutrofil, ROS-termelés, PKC, NADPH-oxidaz, tokoferol
homolégok, tokoferol metabolitok

ENHANCED SUPEROXIDE ANION PRODUCTION BY NEUTROPHILS WAS OBSERVED IN SEVERAL DISEASES.
NATURAL ANTIOXIDANTS AFFECT SIGNAL TRANSDUCTION PATHWAYS AND REGULATE TRANSCRIPTION
OF REDOX~SENSITIVE GENES SUCH AS NUCLEAR-KAPPAB. VITAMIN E COMPOUNDS (a-, -, 0-TOCOP-
HEROL) ARE IMPORTANT LIPOPHIL ANTIOXIDANTS. HOWEVER, RESULTS OF PREVENTION STUDIES ARE
CONTRADICTORY CONSIDERING -TOCOPHEROL SUPPLEMENTATION. RECENTLY, THE HYPOMETHYLA-
TED TOCOPHEROLS (y- AND O-TOCOPHEROL) WERE FOUND TO POSSESS BIOLOGICAL ACTIVITY, AND
THIS ACTIVITY MIGHT BE HIGHER THAN THE WELL CHARACTERIZED ¢-TOCOPHEROL. IN THIS STUDY WE
INVESTIGATED THE COMNCENTRATION-DEPENDENT EFFECT OF TOCOPHEROLS AND WATER-SOLUBLE
(CEHC, 2,2'-CARBOXYETHYL HYDROXYCHROMAN) METABOLITES ON A KEY EVENT IN OXIDATIVE
STRESS, EG. OM OXIDATIVE BURST OF PHORBOL-ESTER STIMULATED NEUTROPHILS. IT WAS FOUND
THAT ALL TOCOPHEROL AND CEHC COMPOUNDS INHIBITED SUPEROXIDE ANION PRODUCTION OF
NEUTROPHILS. THE DECREASED SUPEROXIDE ANION PRODUCTION WAS DUE TO THE INHIBITION OF
TRANSLOCATION AND ACTIVATION OF PROTEIN KINASE C (PKC). IN THIS ASPECT, - AND 0-TOCOP-
HEROL PROVED TO BE MORE ACTIVE AS (-TOCOPHEROL, AND ALL CEHC METABOLITES WERE STRON-
GER INHIBITORS OF PKC THAN TOCOPHEROL PRECURSORS. TOCOPHEROLS, BUT NOT CEHCs,
DIRECTLY INHIBITED THE SUPEROXIDE ANION PRODUCTION OF FULLY ACTIVATED NICOTINE—ADENI-
NE-DINUCLEOTIDE PHOSPHATE (NADPH) OXIDASE. IN SUMMARY, AT PHYSIOLOGICAL CONCENTRA-
TIONS OF ALL TOCOPHEROL AND CEHC comprouNDS INHIBITED PMA-STIMULATED SUPEROXIDE
ANION PRODUCTION OF NEUTROPHILS VIA INHIBITION OF PKC AcCTiviTY. IN THIS INHIBITION THE
LACK OF PHYTYL CHAIN AND METHYL GROUPS ARE PREFERRED. HOWEVER, THE DIRECT INHIBITION OF
SUPEROXIDE ANION PRODUCTION BY NADPH OXIDASE REQUIRED PRESENCE OF PHYTYL CHAIN SINCE
CEHC METABOLITES PROVED TO BE INEFFECTIVE. IN CONCLUSION, WE CONFIRMED, THAT IN THE
INHIBITION OF THE ROS PRODUCTION BY NEUTROPHILS, NOT ONLY -TOCOPHEROL BUT ALSO
HYPOMETHYLATED HOMOLOGUES AND CEHC COMPOUNDS PLAY IMPORTANT ROLE.




Az E-vitamin az egyik legfontosabb ter-
mészetben eléforduld, zsirban oldédé
vitamin, védi a tébbszorésen telitetlen
zsirsavakat tartalmazé lipideket és
lipoproteineket a reaktiv oxigén erede-
tG anyagok (ROS) okozta kdrosoddastdl
(a lipid-peroxidéciétél), ami a gydkfo-
g6 tulajdonsdgra vezethetd vissza.
Ennek kévetkeztében véd olyan kérké-
pek kialakuldséaval szemben, amelyek
fokozott ROS-termeléssel jarnak, mint
pl. krénikus és degenerativ elvaltoza-
sok, az ateroszklerdzis és a kardiovasz-
kularis megbetegedések (1, 2). A védd
hatdst epidemiolégiai vizsgalatok ald-
témasztottak, amelyek tobbsége kizd-
rélag az @-homolégra vonatkozik (3,
4) — az ,E vitamin” ugyanis, nem egy-
séges anyag, négy, kilénboz8 szdmi
metilcsoportot tartalmazé homolog
keveréke (1. dbra), azonban legaldbb
ennyi vizsgdlati eredmény ismert,
amelyben ezt a védé hatdst nem tud-
tak igazolni (5, 6).

A keringésben a ROS-termelésért rész-
ben a neutrofilek felelsek. A neutrofi-
lek fokozott ROS-termelését leirték pl.
a kardiovaszkuléris morbiditas és mor-
talitds szempontjabdl jelentés kockd-
zatot jelentd, hiperlipidémidkban (7,
8). Ugyanakkor, az E-vitaminnak szere-
pe van az immunseijtek pl. neutrofilek,
monocitak szuperoxid anion (O2") és
hidrogén-peroxid termelésének szabd-
lyozdsdban is (9, 10), amelyben az a-
tokoferol antioxidéns hatdsat elsésor-
ban a proteinkinaz-C (PKC) enzim
aktivitasanak gatlasan at fejti ki. A PKC
szabdlyozza tébbek k&ézétt a tirozin
foszforiléciéjatél fuggé jelatviteli uta-
kat (9) és az immunsejtek O2°- terme-
[ését (10). Az utébbi évek kutatési
eredményei azonban arra is rémutat-
tak, hogy nemcsak az a-tokoferol,
hanem hipometilalt homolégja a y-
tokoferol (1. dbra) is jelent8s antioxi-
ddns és bioldgiai aktivitéssal rendelke-
zik (11-13). Epp ezért feltl kell biralni
azt a nézetet, amely szerint a tokofero-
lok k&zil elsésorban az a-tokoferol-
nak van biolégiai jelentésége. Bér a
természetben a hipometilalt homolé-
gok eléfordulési gyakorisdga kisebb,
mint az a-tokoferolé, mérési eredmé-
nyek bizonyitjak, hogy az él8 szervezet
széveteiben a y-tokoferol kilénbszd
mértékben akkumulalédik és mennyi-
sége a totdl tokoferol tartalomnak
50%-at is eléri (11). Szamos kisérleti
eredmény bizonyitja a y-tokoferol anti-
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1. ABRA: TOKOFEROLOK ES METABOLITJAIK SZERKEZETE
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oxiddns képességét és biolégiai aktivi-
tésat, amely egyes rendszerekben meg
is haladhatja az a-tokoferolét (14-16).
A teliesen hipometildlt homolégrél, a
O-tokoferolrél, is  bebizonyosodott,
hogy vannak olyan kérilmények, ame-
lyek kézstt jobban védi a zsirsavakat a
lipidperoxidéciétél, mint az a-tokoferol
(17).

Bdr a tokoferolok kismértékben meta-
boliz4lédnak szervezetiinkben, mégis
az analitikai technikék fejlédésének
tulajdonithatéan, a keringésben és a
vizeletben egy vizoldhaté tulajdonsagu
metabolit, a karboxietil-hidroxikromén
(CEHC), is azonosithatévéa valt (1.
4bra). A CEHC vizoldhaté metaboli-
tok, a mdjban keletkeznek tokoferol-
bél és tokotrienolbdl, megtartidk pero-
xil gyékfogé tulajdonsdgukat (18, 19)
és biolégiai aktivitdsukat, képesek pl.
a ciklindependens jelatvitel down-
reguléciéjan keresztil humdn daga-
natos sejtvonal proliferacidjanak gét-
laséra (20, 21) és az immunsejtek
méksdésének befolydsoldsara (22).
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A tokoferol homolégok és vizoldhaté
metabolitjaik esetében még nem tér-
tént szisztematikus vizsgdlat neutrofi-
lekben a szuperoxid anion termelés
befolyésolé képesség ésszehasonlita-
séra, pedig mas sejttipusban, pl. Cé
glioma sejtekben, bebizonyosodott,
hogy a y-tokoferol nagyobb mérték-
ben gdtolja a PKC-aktivitast, mint az
a-tokoferol (20). Kordbbi vizsgélata-
inkban kimutattuk, hogy mds tipusi
antioxidansok esetében kicsi szerke-
zet-médositds  jelentés  mértékben
képes a szerkezet és aktivitds kézti kap-
csolatot befolydsolni (23, 24).

Jelen munkénkban épp ezért vizsgdl-
tuk a tokoferolok alfa-, gamma-,
delta-homolégjainak és vizoldhaté
metabolitjainak hatdsét human neut-
rofilek forbol-észter (PMA) stimulélta
szuperoxid anion termelésének alaku-
ldsara azzal a céllal, hogy meghatd-
rozzuk van-e kilénbség a homolégok
hatdséban, s ha igen, melyik molekula
képes a ROS-termelést leghatasosab-
ban befolyasolni. Vizsgélataink sordn

2. ABRA: TOKOFEROLOK (A) ES VIZOLDHATO METABOLITJAIK (B) KONCENTRACIOFUGGO HATASA
HUMAN NEUTROFILEK FORBOL-MIRISZTAT ACETAT STIMULALTA SZUPEROXID ANION TERMELESERE
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meghatdroztuk él& sejtekben a szuper-
oxid anion termelést, a PKC-aktivitast,
valamint a PMA-val stimulélt neutrofil
lizdtumban az anyagok kézvetlen,
teljesen aktivalt NADPH-oxiddzra kifej-
tett hatasat. Annak eldéntésére, hogy
a molekuldk rendelkeznek-e direkt
02 gyokfogd tulajdonsaggal xan-
tin/xantin-oxidaz rendszert hasznal-
tunk.

ANYAGOK ES MODSZEREK

ANYAGOK

A citokrém C (IV tipusd), a xantin, a
xantin-oxiddz, a Histopaque 1077, a
Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS)
— dsszetétele: 0,137 M NaCl, 5,4 mM
KCl, 0,25 mM Na.HPO,, 0,44 mM
KH,PO,, 1,3 mM CaCl,, 1,0 mM
MgSOy,, 4,2 mM NaHCO; és 10 mM
glukéz, a dimetil-szulfoxid (DMSO), a
redukdlt NADPH és a PMA Sigma
gyatmanyu volt (Sigma, St. Louis, MO,
USA). Az a-, y- és d-tokoferol ugyan-
csak Sigma gydartmdnyd volt, mig a
CEHC homolégokat az Eisa Company
dllitotta  elé  és ajandékozta Dr.
Gallinak (Eisai Co., Japan). Az anya-
gokat DMSO-ban oldottuk, és higitot-
tuk a kivant koncentrécio eléréséig.

NEUTROFIL SZEPARALAS
A neutrofileket heparinnal alvaddsgd-
tolt vérbél Boyum médszere szerint
sUrlség-gradiens (Histopaque 1077)
centrifugdlassal szepardliuk (25). A
sejtek életképessége 95% volt Giemsa
és tripankék festés alapjan. Kisér-
leteinkhez 15 egészséges klinikai dol-
gozé6tél vettiink vért. Bevondsi kritéri-
um a kévetkez volt: nemdohdnyzo, E-
vitamin-pétlasban nem  részesils
dnkéntes, akiknek étrendje a vizsgdla-
tot megel6z8 72 érdban tartalmazta a
megfelels a-tokoferol mennyiséget (6-
12 mg/nap), amit a plazma tokoferol
tartalméanak meghatarozasaval elle-
nériztink (26).

A SZUPEROXID ANION
TERMELES MERESE
Babior és mtsai médszere alapjan tor-
tént (27) az dltalunk korédbban kidol-
gozott mikro-médszer szerint (28). A
neutrofileket 20 percig 37°C-on el8in-
kubdltuk a tokoferol homolégokkal és
a vizoldhaté metabolitokkal. A hasz-
nalt koncentraciotartomdnyok a fizio-

l6gids kérilmények kozott eléforduld
koncentraciék voltak: @-TOC: 10-50
umol/l; y-TOC: 0,1-4 umol/l, 6-TOC:
0,1-4 umol/l, a-CEHC: 0,05-1,2
umol/l; y-CEHC: 0,05-1,2 umol/l; és
0-CEHC: 0,05-1,2 umol/l (11). Az
el&inkubdldst kdvetéen a sejteket 107
M végkoncentréciojo PMA-val stimu-
laltuk. A O2° termelést a citokrém C
segitségével spektrofotometridsan mér-
tik 550 nm-en. 492 nm szolgdlt hattér
meghatdrozdsra. Minden esetben ha-
rom pdrhuzamos meghatdrozdas tér-
tént. Az eredményeket a kontroll sza-
zalékdban adiuk, meg o kévetkezd
egyenlet szerint: O2°- termelés a kont-
roll %-dban=(As/Ac)x 100, ahol az
Ac a PMA stimulalta kontrollban mért
abszorbancia és az As a mintdban
mért abszorbancia. Az eredményeket
atlag=SD formdban adjuk meg.

MARADEK PK,C-AKT|V|TAS
MEGHATAROZASA
A CITOSZOLBAN

A PKC-akfivitést a PMA-val stimuldlt
neutrofilek citoszoljgban a korabban
leir médon  hataroziuk meg  (29)
ELISA-kitt segitségével (Calbiochem-
Novabiochem Co., San Diego, CA,
USA). A sejteket (200 ul 5x 10¢ sejt/ml)
a tokoferol homolégokkal és metabo-
litjaikkal Hank’s pufferben 37 °C-on
el6inkubdltuk, majd stimuléltuk 107 M
PMA-val 3 percig. A reakciét tizszeres
mennyiségl  jéghideg foszfatpuffer
hozzdaddsaval dllitottuk le. A centrifu-
gdlds utén a sejteket a kittben talalhatd
pufferben vettik fel (50 mM Tris—HClI,
50 mM B-mercaptoethanol, 10 mM
EGTA, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 10
mM benzamidine, pH 7,5) majd feltar-
tuk. A sejilizadtumot centrifugdltuk
(13000xg, 1 6ra, 4 °C) és a feltlvszo-
bol kézvetlentl hatdroztuk meg a PKC-
aktivitdst. A reakcidelegy dsszetétele a
kovetkezd volt: 25 mM Tris—=HCI (pH
7,0), 0,3 mM MgCl,, 0,1 mM ATP,
2 mM CaCl,, 50 ug/ml fosztatidilsze-
in, 0,5 mM EDTA, 1 mM EGTA and 5
mM  B-merkaptoetanol. A citoszol
fehériekoncentraciéjat Lowry médsze-
re alapjan (30) hatdroziuk meg. Az
eredményeket a fehérjére vonatkozta-
tott abszorbancia értékben adtuk meg.
Minden vizsgélatot harom kilénbézé
donortél szdrmazé neutrofilekkel vé-
geztik és minden esetben két parhuza-
mos meghatdrozds tortént.

NADPH-OXIDAZ AKTIVITAS
MEGHATAROZASA (31)
Az anyagok aktivalt NADPH-oxidézra
kifejtett hatasét sejtmentes rendszer- -
ben hataroztuk meg. A feliesen akfivalt
NADPH-oxidd4z el&dllitasdhoz az intakt
sejteket PMA-val stimuldltuk HBSS-ben
3 percig. A sejteket feltartuk és a lizatu-
mot jégen tartottuk a felhasznalasig. A
tokoferolokat és a vizoldhaté metabo-
litokat a megfeleld koncentrécidban a
sejtlizatumhoz adtuk, és oz elegyet 10
percig szobahémérsékleten inkubdl-
tuk. A reakciot NADPH hozzdaddésaval
indftottuk, az enzimaktivitast citokrém
C segitségével hatdroztuk meg. A
reakciot 550 nm-en kévettik 5 percig,
492 nm-en mért abszorbancia levona-
sa utdn. A NADPH-oxidaz aktivitést a
percenkénti optikai denzités valtozds
adta meg. Az eredményeket a kontroll
szdzalékdban adtuk meg a kovetkezd
egyenlet szerint: NADPH-oxiddaz aktivi-
tds a kontroll %-aban=(dVs/dVc)x
100, ahol &Vc a percenkénti abszor-
bancia valtozas a kontrollban és Vs a
percenkénti abszorbancia vdltozds a
mintdban. Minden anyagndl és kon-
centracional hdarom-hérom pérhuza-
mos meghatdrozés tértént, amit &t
kilénbsz6 alkalommal megismétel-

tunk.

XANTIN-OXIDAZ AKTIVI-
TAS GATLAS ES SZUPER-
OXID ANION GYOKFOGAS
MEGHATAROZASA (32, 24)
A xantin-oxiddz aktivitésat xantin
szubsztrat alkalmazasaval hataroztuk
meg, a reakciéban keletkezé higysav
mennyiségének mérésével (295 nm-
en) spekirofometriGs médszerrel. A
reakcidelegy osszetétele a kovetkezd
volt: xantin (60 uM végkoncentracié-
ban), xantin-oxidéz enzim (0,04 U/ml
végkoncentraciéban), valamint a vizs-
galni kivant anyag a megfelel® kon-
centraciéban. A reakciét a xantin-oxi-
daz hozzdaddasdéval inditottuk, majd a
hugysavtermelédést 3 percig kévettik
nyomon. Az enzimaktivitdsban beko-
vetkezd véltozast a kontroll szézalékd-
ban fejeztik ki a kévetkezd egyenlet
szerint: xantin-oxidéz aktivitds a kont-
roll  %-dban=(Vs/Vc)x 100, ahol
oVc a percenkénti abszorbancia vdlto-
z4s a kontrollban és 6Vs a percenkénti
abszorbancia véltozds a mintéban.
Egy masik kisérletben citokrém C-t




3. ABRA: AZ ALFA-TOKOFEROL KONCENTRA-
ClO FUGGO HATASA HUMAN NEUTROFILEK
SZUPEROXID ANION TERMELESERE A DONOROK
PLAZMA ALFA-TOKOFEROL TARTALMATOL FUG-
GOEN
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adtunk a reakciéelegyhez, amely a
keletkezett szuperoxid anionnal |ép
reakciéba. A szuperoxid anion terme-
lésben bekovetkezd valtozas, a higy-
savtermelésben bekdvetkezd vdltozés-
sal &sszevetve mutatja az anyagok szu-
peroxid anion gyékfogd tulajdonsa-
gét. Minden esetben hdrom pdrhuza-
mos meghatdrozds tértént, hdrom
kolénbsz8 alkalommal.

STATISZTIKAI ANALIZIS
Minden adatot &tlag+=SD formdban
fejeztink ki. A teszt és a kontroll mintdk
kozti kilonbségek megdllapitdsédhoz
pdrositott t prébat haszndltunk, a
p<0,05 értéket tekintettik statisztikai-
lag szignifikénsnak.

EREDMENYEK

Eredményeink  szerint  mindhdrom
tokoferol homolég (2a. dbra) és viz-
oldhaté metabolit (2b. dbra) gétolta a
human neutrofilek PMA stimuldlta szu-
peroxid anion termelését. Az dbrdkon
bemutatott adatok egyértelmien mu-
tatjgk, hogy az egyes homolégok és
vizoldhaté metabolitok hatésosségd-
ban kilénbség van. Fiziolégids kon-
centraciékndl a y- és a d-homolég
(tokoferolok és CEHC metabolitok ese-
tében egyardnt) nagyobb mértékd szu-
peroxid anion termelés csdkkenést
eredményeztek, mint az a¢-homolégok
az in vitro kisérletekben. Fontosnak tart-
juk megjegyezni, hogy vizsgdlataink
. sordn azt tapasztaltuk, hogy egyes egyé-
nek neutrofilieiben nagy koncentracié-
ban adott a-tokoferol (>40 pmol/l)
fokozta a PMA stimulélta szuperoxid
anion termelést (3. dbra). Az ellent-
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4. ABRA: TOKOFEROLOK (A) ES ViZOLDHATO METABOLITJAIK (B) HATASA A PKC AKTIVACIOJARA
FORBOL-ESZTER STIMULALTA HUMAN NEUTROFILEKBEN
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monddsos eredmény tisztdzdsdra,

meghatéroztuk a neutrofil szeparalas-
sal egyidejdleg, a vizsgdalatban résztve-
v8k plazma tokoferol szintjeit is. Azt
taléltuk, hogy azokban az egyének-
ben, akiknek a neutrofilieiben az a-
tokoferol 40 umol/l feletti koncentréci-
6ban, in vitro, pro-oxiddns hatdsd volt,
magasabb plazma a-tokoferol szinttel
(=50 umol/l) rendelkeztek, mint azok,
akikben az a-tokoferol minden kon-
centraciéndl gatolta a neutrofilek szu-
peroxid anion termelését. Ez az ered-
ményink rdmutat arra, hogy a kontrol-
lalatlan, nagy mennyiségben bevitt
a-tokoferol kedvezétlen — pro-oxiddns
— hatdsu lehet, in vivo is.

A kévetkezé |épésben megvizsgdltuk a
tokoferolok és a vizoldhaté metaboli-
tok hatdsdt a PKC-aktivélasra. Azt
talaltuk, hogy valamennyi vegyilet
gétolta a PKC-aktivitdst és transzloka-
ciét, azaz emelkedett a citoszolban a
maradék PKC-aktivitds. A hatds maxi-
muma dltaléban a tokoferolok (4a.
4bra) és vizoldhaté metabolitjaik (4b.
Gbra) fiziol6gids koncentrécidjanal —
az a-tokoferolndl 25 umol/l, a y-toko-
ferolndl 2-3 umol/| és d-tokoferol ese-
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tében 1umol/l — koncentrdciéndl ala-
kult ki. Az eredmények azt is mutatjdk,
hogy az a-tokoferol gatolta legkevés-
bé a PKC-aktivitast. A metabolitok és
anyavegyiletek hatésossdgdt &ssze-
vetve megdllapithatjuk, hogy a vizold-
haté metabolitok nagyobb PKC-géatlé
képességgel rendelkeztek (0,2 o.d./mg
protfein vs. 0,5 o.d./mg protein), mint
az anyavegyuletek, és a y- és 0-CEHC
hatdsosabban gatolta a PKC-aktivaci-
6t, mint az a-CEHC (4b. ébra).
Kuldnbséget talaltunk a tokoferolok és
CEHC-vegyuletek aktfivalt NADPH-
oxidaz O2* termel& képességére kifej-
tett hatdsédban. Mig mindharom toko-
ferol homolég gédtolta (5a. dbra) az
aktivalt NADPH-oxiddz O2*- termelé-
sét, addig a vizoldhaté metabolitok
egyikének sem volt gatlé hatésa (5b.
gbra). A tokoferolok esetében a
NADPH-oxiddzra a kévetkezé 1Cs,
értéket kaptunk: a-tokoferol 24,5
umol/l, y-tokoferol 8,9 umol/I és 6-to-
koferol 2,9 umol/l.

Szoros 8sszefiggést taléltunk azonban
a citoszolban mért maradék PKC-aki-
vitds és a szuperoxid anion termelés
kézott (6. dbra), amely azt mutatja,
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6. ABRA: LINEARIS KAPCSOLAT VAN A FORBOL-
ESZTER STIMULALTA NEUTROFILEK SZUPEROXID
ANION TERMELESE ES A MARADEK PKC-AKTIVI-
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hogy intakt neutrofilekben a tokofero-
loknak és a vizoldhaté metabolitoknak
nem a NADPH-oxiddzra kifejtett hatd-
sa, hanem a PKC-aktivalasra kifejtett
gaitlé hatdsa a domindns. Az eredmé-
nyek alapjan megdllapithatjuk, hogy a
PKC-ra kifejtett hatas szempontjabél a
tokoferolon talalhaté fitil-oldallanc
hiany fokozza a gatléképességet, mig
a NADPH-oxidézra kifejtett hatés
szempontjabdl a fitil-oldallanc hidnya
a gatlé hatds elvesztését eredményezi.
Xantin/xantin-oxiddz rendszerben vizs-
gdltuk az anyagok kodzvetlen szuper-
oxid anion gydkfogd képességét,
amelyhez el8sz6r a higysavképzédés-
re kifejtett hatast (7a. és b. dbra), majd
a citokrom C redukciéra kifejtett hatdst
hatdroztuk meg. Eredményeink szerint
a tokoferolok kézepes erésségl xan-
tin-oxiddz gatlé hatésuak (IC50 ~ 40
umol/l) és nincs killénbség a homolo-
gok hatésaban (7a. dbra). Ugyanak-
kor a metabolitok egyike sem rendel-
kezett xantin-oxiddz aktivitdst gatlé
képességgel (7b. dbra). Osszehason-
litva a hogysavképzédésre, illetve a
citokrém C redukciéra kifejtett hatast
(8a. és b. dbra), lathatjuk, hogy mind-
két esetben a citokrom C gérbéje a
hugysav-képzédés gorbéje folott fut,
azaz egyik anyag sem rendelkezik
direkt O2*- gydkfogé tulajdonsaggal.
Kismértékd citokrém C redukcionéve-
kedést észleltink a vizoldhaté metabo-
litok esetében, ha az alkalmazott kon-
centracié a fiziolégiai koncentraciéondl
magasabb volt.

MEGBESZELES

Jelen vizsgdlatunkban igazoltuk, hogy
minden tokoferol homolég és CEHC-
metabolit gatolta humdn neutrofilek-

7. ABRA: TOKOFEROLOK (A) ES VIZOLDHATO METABOLITJAIK (B) HATASA A XANTIN-OXIDAZ AKTIVI-
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ben a O2* termelést, a hatdsért a
PKC-aktivitésra kifejtett gatlé hatés
felelés, azonban a kilénbézé metildlt-
sadgl homolégok hatésossdga eltérd.
Mind a tokoferolok, mind a CEHC-
metabolitok esetében, a hipometilalt
y- és 0-homoldg hatdsosabb gatls,
mint az a-homolég. Eredményeink
szerint fiziol6gids koncentracidban a
CEHC-vegyiletek gatlé  képessége
meghaladja az anyavegyuiletekét. Ezek
az eredmények ésszhangban vannak
azokkal a megfigyelésekkel, amelyek a
CEHC-vegyuletek biolégiai szerepét
igazoljgk. A CEHC-vegyuletek, ebben
a kis koncentraciéban (nmol nagysag-
rend) képesek jeldtviteli utak és ennek
kovetkeztében, metabolikus folyama-
tok megvdlioztatdsara, mint pl. sejtdif-
ferencidalédas, gyulladdsos folyamatok
és oxigén-metabolizmus (18-20).

A masik fontos eredményiink a y-ho-
molégok kiemelt szerepét bizonyitja.
Igazoltuk, hogy mind a y-tokoferol,
mind a y-CEHC hatésosabb az a-ho-
molégnadl. Ennek egyik lehetséges ma-
gyardzata lehet az, hogy a kilénbozé
homolégok extracellularis térbdl torté-
né beépilése kilonbdzd mértekd. Az
extracelluldrisan adott y- és d-tokoferol
nagyobb hanyadban épil be a sejtek-
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be, mint az a-tokoferol (14, 33, 34). A
membranba beépilés, amelyben a
hipometilalt homolégok elényt élvez-
nek, a sejtmembran szerkezetében
olyan vdéltozasokat hozhatnak létre,
amelyek a PKC membrénhoz valé ké-
t6dését gatoljgk. Természetesen nem
hagyhaté figyelmen kivil az sem, hogy
a vizsgdlt vegyiletek magdval a PKC-
vel is kolcsdnhatdsba léphetnek, és
ebben a folyamatban a hipometildalt
formak térszerkezete elényt jelenthet a
metilalt a-formdhoz képest.
Eredményeink tovébba azt is mutatjdk,
hogy a fitil-oldallénc hidnya, ami a
CEHC-homolégokra jellemz8, el8-
nybsebb térszerkezet biztosit a PKC-
gatlds szempontjabél, azaz a CEHC-
vegylUletek nagyobb mértéki gatlast
eredményeztek a PKC transzlokdcisja-
ban, mint az anyavegyiletek. Ez a
megfigyelés inkabb az anyagok PKC-
val valé kélcsénhatésanak lehetéségét
témasztjak ald, hiszen a CEHC-vegyi-
letek vizoldhatéak, igy a membranba
valé beépiléstél esetitkben eltekinthe-
tink. A mechanizmus vizsgdlata folya-
matban van.

A neutrofilekben a szuperoxid aniont a
NADPH-oxid4z termeli. A NADPH-oxi-
ddz, egy tébb kompenensbdl allé

8. ABRA: OSSZEFUGGES A XANTIN/XANTIN-OXIDAZ RENDSZERBEN A HUGYSAVKEPZODES ES A CITO-
KROM C REDUKCIO KOZOTT TOKOFEROLOK (A) ES VIZOLDHATO METABOLITJAIK (B) ESETEBEN
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enzim, amelynek citoszolikus (phox-
proteinek) és membrdn-kstétt (Cito-
krém B558; Rac1/2) alegységei van-
nak. Stimulaciét kévetéen a PKC akti-
vélédasa vezet a NADPH-oxidéz cito-
szolikus alegységeinek a foszforilélé-
désdhoz (p40phox, p47phox,
p67phox), majd ezek az alegységek a
membrdnba transzlokélédnak és hoz-
zdkapcsolédnak a  flavoproteinhez
(35, 36). Ezt kévetéen a O2° termelés
akkor indul be, ha a Racl vagy 2 tipu-
su, GTP-4z aktivitdssal rendelkezé
protein, is hozzdkapcsolédik az enzim
tobbi részéhez (37). Tobb olyan termé-
szetes eredet§ antioxiddns ismert,
amely direkt NADPH-oxiddz gatlé
képességgel rendelkezik (23, 24, 38).
Vizsgdlatainkban kimutattuk, hogy a
tokoferolok mindegyike gdtolja az
aktivéalt NADPH-oxidaz O2* termelé
képességét, mig a CEHC-vegyuletek
egyikének sem volt hatésa. Ennek
alapjan megdllapithatiuk, hogy a fitil-
oldallénc hiénya, amely feltehetéleg a
molekula izolélt sejfmembranhoz valé
kotddésének kialakulésdhoz sziksé-
ges, vezet az aktivitds elvesztéséhez. A
NADPH-oxiddz nemcsak a fagocita-
sejtekben fordul el8, hanem pl. az
érfalban is. Korrelaciét mutattak ki az
enzimaktivitds és mRNS-expresszié,
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