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1. Bevezetés

A. Az oregedési elméletek rovid attekintése

Az oOregedési folyamatot fenomenoldgiai szinten Strehler (1959) ugy
definialta, hogy az egy progressziv, destruktiv, intrinsic és univerzalis bioldgiai
jelenség. Az oOregedés okai, illetve a folyamat lassitasanak lehetésége régota
foglalkoztatja a kutatokat. Az idék folyaman szamtalan tedria szlletett, melyek
kozul csak néhanynak a megalapozottsagat sikerult késébb kisérletes uton
igazolni. Az 6regedés alapvetd okaival és mechanizmusaival foglalkozé elméletek
annyira szertedgazoak, hogy mar alapvetd rendszerezésuk is nagy nehézségekbe
utkozik, s mindent atfogdan, ellentmondasmentesen nem is valdsithatd meg.
Mégis, mivel egy ilyen értekezés megalapozdsahoz szikség van valamiféle
attekintésre, az aldbbiakban bemutatunk kétféle rendszerezési probalkozast. Az
egyik szerint: léteznek

(1) elméletek, amelyek az 6regedést az ugynevezett véletlenszerl, passziv

hibafelhalmozédassal magyarazzak, és

(2) elméletek, amelyek éregedési genetikai program létét tételezik fel, vagyis

a folyamatot aktiv modon iranyitottnak vélik.

A. 1. Passziv folyamatokat feltételezd 6regedési elméletek:

Az alabbiakban felsoroljuk az ide tartoz6 elképzelések f6bb tipusait annak
kihangsulyozasa mellett, hogy ezek egymassal 6sszefliggésben fejlédtek az elmult
50-60 év alatt, s gyakran ugyanazon jelenségeket kozelitették meg mas-mas
hangsulyok mellett.

1.1. Keresztkotddések elmélete

Lényege, hogy két vagy tobb makromolekula (nukleinsavak, fehérjék) kozott
fokozatosan olyan keresztkotések (cross-links) keletkeznek, amelyeknek
funkciorontd hatasuk van az érintett molekulakra. Ezt a hatvan éves koncepciot
ma mar a kisérletes adatok tdmege igazolja. Keresztkété agensként szerepel-
hetnek: acetaldehid, alfa-ketoglutarsav, citromsav, malonsav, fumarsav, boros-

tyankdsav, szervetlen kationok (Pb, Al, Cu, Fe, Mn és Zn kulonb6zé formai),



telitetlen lipidek, illetve mindazok a metabolitok amelyekben telitetlen kotések
vannak (Bjorksten, 1968), valamint az oxigén-eredetli szabadgyokok (Zs.-Nagy és
Floyd, 1984)

1.2. Szabadgyok elmélet

A gerontolégia ma is €16 ,nagy 6regje” Denham Harman (1956) ugy képzelte
el, hogy a molekularis oxigénbdl karos melléktermékként keletkezé aktiv gyokok
sejtkarositd szerepet jatszanak, s lényegében ezek eliminacidja elvezethet az
életkor meghosszabbitasahoz. Ez a koncepcio, még ha modo-sitasokra szorult is,

mindmaig a legelterjedtebb és leghasznosabb 6regedési elméletnek bizonyult.

1.3. Diffuzié elmélet

Az elmélet kidolgozoja, Carpenter (1965) feltételezte, hogy a kereszt-
kotésekkel egybeflizott makromolekulak "szétterjed6" részecskékként szerepel-
nek az oregedés kivaltasaban. Ez az elképzelés Iényegében a keresztkotédési

elmélet egy valtozatanak tekinthet6.

1.4. ’Kollagén elmélet”

Az otvenes években Verzar (1955, 1956) alapvet6 kisérleteket végzett a
kollagén hédenaturacidjara vonatkozdéan. Eredményeibdl arra kdvetkeztetett, hogy
a fiatal kollagén molekulat stabilizalé H-hidak egy része, molekulanként kb 10
darab, az élet el6rehaladtaval kovalens keresztkotéssé alakul at, s ez okozza az
Ooreg kollagén nagyobb mechanikai szilardsagat, nagyobb hdéstabilitasat, és a
nagyobb erejl hékontrakciojat is. Megallapitotta, hogy a kromatin fehérjéinek is né
az életkor-figg6 héstabilitasa, mig maganak a tiszta DNS-nek ez a tulajdonsaga

lényegében nem valtozik a korral.

1.5. Hiba-katasztrofa elmélet

Orgel (1963) szerint, az dregedés alapja a fehérjeszintézis pontos-saganak,
megbizhatésaganak a csokkenése, vagyis szerinte a fehérjeszintézis folyamatai
pontatlanul mennek végbe, tokéletlen molekulak szaporodnak fel, a transzkripciot,
transzlaciot végzd fehérjek modosulasa révén az Ujonnan szintetizalddott
fehérjemolekulak hibagyakorisaga emelkedik (katasztrofa). Bar maga Orgel (1970,

1973) visszavonta sajat elméletét, mind a mai napig vannak kdvetéi.



1.6. Redundancia elmélet

Medvedev (1972) szerint azok az ismétléddd identikus DNS-molekula részek,
melyek tartésan represszalt allapotban vannak, tartalék informacié hordozéként
vannak jelen a DNS-molekulaban, s az egyes fajok élettartama, az ismétl6dé
informacios képletek szamatdl fugg. Ez a logika lényegében a hibakatasztrofa

elméletbe torkollik, s ahhoz hasonléan nem is vezetett Iényeges eredményekre.

1.7. Mutacios elmélet
Ezen elmélet szerint, az 6regedés oka, a sejtekben felgyllemlé genetikai
hibak gyakorisaga lehet, ami Iényegében egy alternativ megfogalmazasa a

hibakatasztrofa elméletnek.

1.8. Immunoldgiai elmélet

Walford (1969) szerint, az 6regedés olyan folyamat lenne, amelyben a
retikuloendothelialis rendszer (RES) a szervezet sajat fehérjéivel szemben egyre
fokozddo intoleranciat mutat. Az utdbbi években a kérdés ugy vetédott fel, hogy az
immunoldgiai statusz mennyiben lehet indikatora a biolégiai életkornak, illetve
immunologiai paraméterek alapjan megjosolhaté-e a varhato tulélés idésekben? A
valasz: egyetlen mutaté alapjan semmiképpen sem, de tobb eltérés egyideji

fennallasa jelezheti a prognodzist.

1.9. Anyagcsere-sebesség elmélet

Pearl (1928), Mc Cay et al. (1935) és Berg (1976) arra megallapitasra
jutottak, hogy minél nagyobb a szervezet energiaforgalma annal gyorsabb az
Oregedése. Levezethetd elméletileg, hogy mivel az energiaforgalom szoros
kapcsolatban all az oxigénfogyasztassal, ez az elképzelés Iényegében 6ssze-fligg

az oregedés szabadgyok elméletével.

1.10. Stressz-elmélet
Selye Janos munkassaga révén valt ismertté (Selye, 1956). Lényege, hogy
az élet soran elszenvedett stresszek a szervezetben maradandé nyomot hagynak,

és ezek novekvd halmaza okozza az 6regedést. Ennek, valamint az anyagcsere-



sebesség elméletnek kdzds mondanivaldja, hogy minél idésebb egy szervezet,

annal kevésbeé tudja a kérnyezet karosité hatasait kivédeni.

A. 2. Aktiv szabalyozast feltételezd Oregedési elméletek

Ezeknek a tedriaknak a kozos feltételezése, hogy az éregedés szabalyozasa
a DNS-makromolekulan keresztul torténik, vagyis a génaktivitas id6 szerint van

programozva,

2.1. Genetikai program elmélet

Hayflick (1965, 1970, 1973, 1975) Oregedési program elméletét arra a
"medfigyelésére" alapozta, hogy az embridobdl vett fibroblasztok sejttenyé-
szetekben 50 osztdédasra képesek, majd megoregszenek és bizonyos id6 utan
elpusztulnak, ugyanakkor, ha a fibroblasztokat felnéttbél, vagy 6regebb egye-
dekbél vesszuk, a "doubling number” lecsokken 20 kordli értékre. A részletek
tisztdzasa arra az eredményre vezetett, hogy a Hayflick limit Iéte nem fogadhat6 el
hiteles 6regedési elmélet alapjaként.

Mindezek ellenére létezik az 6regedés replikativ szeneszcencianak neve-zett
elmélete (Smith és Periera-Smith, 1996) amely szerint a normalis sejtek korlatozott
proliferativ kapacitassal rendelkeznek, meghatarozott szamu sejtosztédas utan
kilepnek a sejtciklusbdl, termindlisan nem osztédd allapotba kertlnek. Ez a
replikativ szeneszcencia irreverzibilis, bar a sejtek nem feltét-lenul veszitik el
életképességliket, nem lehet Oket ujra osztédasra birni. Mindezeket ugy
O0sszegzik, hogy a sejtdregedés normalis, tumor-szuppresszor hatasu jelenség,
amelynek elvesztése daganatképzdédéshez vezet.

2.2. Neuroendokrin rendszerrel kapcsolatos elméletek

Reiter (1994) szerint az 6regedés koraban mutatkoz6é csokkent adaptacios
készség, a bioritmusok szabalyozasanak zavara feltehetéen Osszefugg a mela-
tonin-szint napi ritmusaban mutatkoz6 zavarokkal. A melatonin jelenléte kdz-ponti
idegrendszeri hatashelyeken, receptorokon képes késleltetni az 6rege-déssel jard
bioritmus szabalyozasi zavarok kialakulasat. Meg kell emliteni, hogy mas szerzék

szerint itt inkabb az dregedés kdvetkezményeirdl, mint okairdl van szé.



2.3. Telomer-6ra elmélet

A DNS molekulak két vége specialis szerkezetl, kiterjedt régié: nagyszamu,
fajra jellemz6 bazisszekvenciaju, tandem maddon ismétlédé révid szakaszokbdl
épul fel, melynek szerepe a kromoszémavégek védelme. Egyesek szerint minden
sejtciklusban néhany bazisparral révidil, mig masok ezt cafoljak (Rubin, 2002). A
telomer-6ra elmélet feltételezi, hogy a sejt telomeriének rovidulésével méri
életkorat, pontosabban azt, hogy élete soran hany osztdédason esett keresztul.
Szamos kutatd 1ényegében a Hayflick model szerint gondolkodik, s feltételezi a
limitalt osztodasi képességet. E terilet jelenleg intenziv kutatasok targyat képezi, s

az elképzeléseket jelentds vitak kisérik.

A. 3. A teoretikus gerontoldégia megalapozasa

Esposito (1983) tollabdl jelent meg ilyen tipusu elméleti gerontoldgiai
alapvetés. Ez mindenek el6tt rendszerezni probalta az oregedési elméleteket,
azokat harom csoportba osztotta: (1) kauzalis elméletek, (2) szisztematikus
elméletek és (3) evolucidos elméletek. Nemcsak rendszerezi a jelenségeket és
elméleteket, hanem megfogalmazta a teoretikus gerontolégia alapveté kérdé-seit
is, amelyeket a kisérleti gerontolégianak meg kell valaszolnia. Ennek a modellnek
az alkalmazasat fejlesztette tovabb, s a teoretikus gerontolégia kérdéseire is
megadta a lehetséges valaszokat az 6regedés membran-hipo-tézise (angolul:
membrane hypothesis of aging = MHA) (Zs.-Nagy, 1978, 1994, 1997).

A. 4. Az MHA rovid 6sszefoglalasa

Az MHA abbdl indul ki, hogy az €él6 szervezetek valamennyi alkotérészé-nek
folyamatos uUjratermelédését azok folyamatos karosodasa teszi sziiksé-gessé.
Léteznie kell tehat olyan tényez6knek, amelyek (1) a molekularis kompo-nensek
integritasat folyamatosan karositjak; (2) a karosodott komponenseket
folyamatosan eltavolitjak; (3) a sérllt és eltavolitott komponenseket de novo
szintézis révén létrejott ujakkal helyettesitik.

Az MHA elfogadja, hogy a legfontosabb karositoé tényezék az oxigénere-deti
szabadgyokok kozott keresendbk, s ebben a vonatkozasban felhasznalja az
Oregedés szabadgyok tedrigjat (Harman, 1956, 1981, 2001). Mivel ezen
szabadgyokok polimerizald, keresztkdtd hatasait dontéen befolyasolja a struk-tura

denzitdsa, az MHA szerint a szabadgydkok okozta artalom nagyobb val6-



szinlUséggel lép fel a tomotteb szerkezetl sejtalkatrészeken, példaul a membra-
nokon, mint a szabad citoszo6lban. Ehhez jarul még a plazmamembran esetében a
nyugalmi potencial allanddan ismétlédéd kisulésekor keletkezd u.n. ,rezidualis hé-
okozta karosodas”.

A plazmamembran gyors karosodasanak legfontosabb kdévetkezménye a
membran passziv K'-permeabilitdsanak allanddan csokkené tendencidja. Ennek
egyenes kovetkezménye az intracellularis K'-tartalom emelkedése, ami egyrészt
elényt jelent, mivel segit fenntartani a membran ingerelhet6ségét. Masrészt
azonban a megndvekedett intracellularis ioner6sség ndveli a sejtkollo-idok
kondenzaciojat (aggregacidjat), s ezzel az intermolekularis keresztkotések
képzbdésének valoszinliségét is. Ennek kovetkeztében a sejtkolloidok egyre
nagyobb, aggregalt partikuldkat képeznek, aminek egyenes kdvetkezménye az
intracellularis kolloid ozmétikus nyomas csOkkenése, ami a legfontosabb viz-
megtarto erd a sejtekben, tehat a sejten beluli allomany vizet veszit. A dehid-racié
kovetkezménye az, hogy a relativ szarazanyag tartalom ndvekszik a sejtekben az
élet folyaman.

Ez a folyamat nem egy kullonleges Oregedési torténés, hanem mar az
embrionalis korban elkezdédik, s az ontogenezis elsd felében nélkildézhetetlen a
ndvekedési és maturaciés folyamatokban (pl.: az izomzat kialakulasaban, a
csontképzddésben, stb). Mivel ez egy implicit, automatikus folyamata minden €16
sejtnek, ez a dehidracios trend nem all meg az optimalis maturacio elérése utan
sem, s6t fokozatosan felgyorsul, s végul funkciovesztéshez vezet, ami mar az
Oregedési folyamat része. A funkciovesztési jelenségekhez a kulcsot a molekularis
enzimkinetikai modellek adjak meg, amelyek szerint a kornyezet denzitas-
novekedésével minden enzimaktivitas forditottan aranyos (Damja-novich és
Somogyi, 1973; Somogyi és Damjanovich, 1975; Damjanovich et al. 1989). Ez
természetesen vonatkozik nemcsak a mikodé metabolikus, katabolikus és egyéb
enzimekre, hanem a transzkripciot és a transzlaciot végzé minden enzimre is.

Az MHA alapkoncepciojabol kovetkezik, hogy az oxigéneredeti szabad-
gyokok funkcidja nemcsak az 6regedd szervezetben fontos tényez6, hanem az
ontogenezis kezdetétél szamitva az kell, hogy legyen az egész élet folyaman.
Ezen elméleti megkdzelités egy része, nevezetesen az a feltételezés, hogy ezek a
gyokok oki tényezéként tekintend6k a sejt-differencialodasi  folyamatok

beinditasaban, képezi jelen értekezés targyat.



B. Az oxigéneredetii szabadgyokok tulajdonsagai

A szabadgyok definicioja és reakcioi

A szabadgyokok olyan kémiai entitasok (molekuldak vagy molekula frag-
mentumok), amelyek paratlan szamu (=parositatlan spin(i) elektront tartal-maznak
(Pryor, 1976). Mig egy kémiai anyag ion voltat elektronjainak protonjaihoz
viszonyitott szama hatarozza meg, szabadgydk a protonok szama-tdl fuggetlendl
minden olyan kémiai anyag amelynek kulsé elektronhéjan parositatlan elektron
van. Egy ilyen parositatlan spind elektron jelenléte a szabadgydknek
paramagneses tulajdonsagokat kdlcsdonodz, s mivel ez az elektron erésen hajlamos
a megfeleld ellentett spinli "partner" felvételére, a szabadgydkok kémiailag erésen
reaktivak és ennek megfeleléen, rovid az élettartamuk (Pryor, 1976).

Biolégiai rendszerekben el6forduld szabadgyokok kozott kitlintetett helyet
foglalnak el az oxigéneredetli szabadgyodkok, amelyeket angolul "reactive oxygen
species” névvel is illetnek (réviditve ROS). A szuperoxid (O2™) szabadgydkok csak
igen rovid ideig képesek létezni, mivel a felesleges elektronjukat spontan mdédon
képesek egymasnak atadni, vagyis kolcsondsen tovabb redukaljak egymast,
aminek végterméke egy két vegyértékl oxigén molekula, ami azonnal protonokat
kot meg és H,O; jon létre. A keletkezett H,O, sorsat a Fenton reakcié sémajan jol
nyomon kovethetjik. Ennek Iényege, hogy tranziens fémionokkal talalkozva a
fémtél egy elektront kap, aminek kovetkeztében a H,O, molekula heterolizist
szenved, vagyis szeétesik egy hidroxil-ionra (OH") és egy hidroxil-szabadgyokre
(OH-)

Ezt a reakciot Fenton (1894) utan nevezték el, aki felfedezte, hogy ferro-vas
és H,O, keveréke az akkor ismert legerésebb oxidaloszerként viselkedik organikus
molekulakkal szemben. Ez a tulajdonsag annak kdszonheté, hogy OH-
szabadgyok barmely szomszédos molekulatdl két molekularis Utkdzésnyi idé alatt

képes elektront rabolni.

A nyolcvanas évek elejétdél kezdédott annak a felismerése, hogy a Fenton
reakcio révén keletkez6 OH- gyodkok igen jelentds hatasokat fejtenek ki mind a

fehérjékre, mind az amindsavakra, mind a nukleinsavakra, stb. Mindez elveze-tett



1.

egy Uj felfogas kialakitdasahoz, amelyben Tanszékink jelentds szerepet jatszott, s

ennek része jelen értekezeés kisérleti anyaga is.

A szabadgyOkok szerepének és funkcidjanak nem-orthodox felfogasa

Denham Harman nevéhez flizddik, hogy az oxigéneredetli szabadgyokok az
oxidativ anyagcsere karos melléktermékei, s ezek lehetdleg komplett eliminacioja
lényegesen meg fogja hosszabbitani a fajok élettartamat. Ezt a koncepcidt
nevezzik a rovidség kedvéeért orthodox felfogasnak.

Ezzel szemben a nem-orthodox felfogas szerint, a ROS-ra sziikség van az
él6 allapot fenntartdsahoz, s ugyanezen gyokoknek a karos mellékhatasai idézik
el a makromolekulak karositasat, amelyek ezért idérél-idére cserére szorulnak.

A szabadgyokok nem-orthodox felfogasa implicite diktalta azt is, hogy a
sejtdifferencialédas és Oregedés |ényegében azonos jelenségekre vezethetd
vissza, amelyek nélkul a differenciadlédas (vagy maturacié) nem mehet végbe,
ugyanakkor egy bizonyos hataron tul, a ’"tuldifferencialédas” olyan karositd
tényezdové valik, ami az 6regedéshez vezet.

Tanszékinkdn el6szor a kémiai uton, Fenton reakcidval generalt OH-
szabadgyokok hatasat csirkeembrio végtagtelepébdl szarmazo sejteken, majd HL-
60 és K562 sejtvonalakon vizsgaltak, munkam az ilyen iranyu kisérletek folytatasa

volt.

2, Célkitiizések

Vizsgalataink soran tovabbi bizonyitékokat kerestiink a OH- szabad-gyokdk
sejtdifferencialodast indukal6 hatasara.

K562 erythroleukemia sejteken a hemoglobin szintézis kimutatasara jol
reprodukalhaté, nagyérzékenységli, és a karcinogén benzidint helyette-sitd

modszer kidolgozasat terveztik.



. Szintén a K562 sejteken egzakt flow-cytometrias méréssel bizonyitani kivantuk a
sejtek szabadgyok indukalt méretbeli és granulaltsagbeli (kom-paktsag)
valtozasait.

. Human primér fibroblasztok tenyésztését terveztik retrobulbaris izom és
zsirszovetbdl, valamint b&rbdl.

Meg kivantuk mérni az EOP-os és a kontrol fibroblasztok SOD és katalaz
aktivitasanak valtozasat Fenton reaktansok hatasara.

. Ugyanezen fibroblasztokban gyokkezelés hatasara bekovetkezd GAG-
szintetizald képesség valtozasat szerettuk volna hisztokémiailag kimutatni és
fotometriasan mérni.

. EOP-0s és kontrol sejteken a proliferaciés aktivitas valtozasat terveztik
prezentalni immunhisztokémiaval.

. Véglul a fibroblaszt-preadipocyta-adipocyta atmenet Ilehet6ségét, és a
szabadgyokoknek erre a differencialédasi folyamatra kifejtett hatasat akartuk
tisztazni a primér sejtkulturakon, 3T3 valamint L929 sejteken, a zsirakkumulacio

kimutatasaval.



3. MODSZEREK
Sejtvonalak
K562 sejtvonal

A K562 egy human erythroleukémia sejtvonal, melynek sejtjei blasztok,
multipotencialis, hematopoetikus, malignus sejtek, differencialédhatnak az
erythrocyta, granulocyta és monocyta szériak azonosithaté &ssejtjeivé (Lozzio et
al., 1981). Szuszpenziés kulturaban tenyésznek, RPMI tapfo-lyadékban, 10% FCS
mellett.
L-929 sejtvonal

Ezt a sejtvonalat egér Kkotészovetbdl hoztak Ilétre (Earle, 1940). A
sejttenyésztés torténetében az L vonal volt az elsé sejt, mely folyamatos
kulturaban tenyészett és a 929 klon volt az elsé azonositott sejtvonal. Sejtjei
fibroblaszt tipusuak, letapadé kulturaban, RPMI tapfolyadékban, 10% FCS mellett
tenyésztettik.
NIH/3T3 sejtvonal

A NIH/3T3 sejtvonalat NIH Swiss egér embridbdl hoztak Iétre. Sejtjei igen
magas kontakt gatlé képességgel rendelkeznek, fibroblaszt tipusuak, letapadd
kultaraban, DMEM tapfolyadékban, 10% FCS mellett tenyésztettik.
Primér sejtvonal szeparalasa és tenyésztése

Primér sejtvonalakhoz endocrin ophtalmopathias (EOP-os) betegektdl
korrekcios mitét soran nyert szemizom darabot, illetve dekompresszios mi-tét
kapcsan eltavolitott zsirszovetet dolgoztunk fel. Kontrolként, strabismus mutétek
soran kivett szemizom darabot, és EOP altal nem érintett betegek szemmutétjei
soran kivett zsirszovetet hasznaltunk, valamint human bdrszo-vetet melyet az

alkar bels6 felszinérél vagy a hasrol nyertink.



A szdvetdarabokat PBS-s mosas utan kb. 2x2mm-es darabokra vagtuk, majd
NH4CI oldatban a maradék vért hemolizaltattuk, Ujra mostuk PBS-sel, majd egy
tapfolyadékkal. Ezutan a szOvetdarabkakat Petri csészébe helyeztik. A
bérszovetbdl készitett darabkakra fedb6lemezeket is tettink. Végil 20% FBS
tartalmu Médium 199 tapfolyadékot pipettaztunk a szdvetekre. 37°C-on, 5% CO,
és 80% paratartalom mellett tenyésztettink. Hetente kétszer cseréltliink
tapfolyadékot. Altalaban 6 hét alatt konfluens tenyészetet kaptunk. Ekkor trypsin-
EDTA segitségével felszedtik a letapadt, monolayerben névé sejteket és
tenyészt6 flaskdban szaporitottuk 6ket tovabb 10% FCS tartalmu Médium 199-ben

a kivant sejtszam eléréséig.

A sejtkulturakon alkalmazott kezelések

A OH® szabadgyokok hatasanak tanulmanyozasat Fenton reakcid
segitségével végeztiik, a sejttenyészetekben Fe*-ADP komplex és H,0;
hozzaadasaval OH® szabadgyokdket generaltunk. A vas végkoncentracidja a
tenyésztd médiumban 100 uM volt. A hidrogén-peroxidot 55 uM végkoncent-
racidban adtuk a primér szovetbdl kinétt sejtekhez és a 3T3, valamint az L929-
hez, K-562-nél pedig 100 uM-t.

2x10° sejt/ml kezdeti sejtszuszpenzid koncentraciéval dolgoztunk, egy
Fenton reaktansokkal kezelt, és egy kontrol csoporttal, 96 6raig. Az els6 48 ora
utan tapfolyadék cserét végeztink, és ismételt kezelést. Ara-C-vel is kezeltliink
egy sejtcsoportot (1.8 uM végkoncentracidban).

A sejtkulturak vizsgalatara az alabbi modszereket alkalmaztuk:

Eletképesséq teszt Trypan-kék festéssel

Hemoglobin kimutatas benzidinnel




Hemoglobin hisztokémiai kimutatasa DAF (2,7- diaminofluorénnel)

A K562 sejtek differencialddasanak nyomon kovetése flow-cytométerrel

70%-os etanollal fixalt sejteket higitottuk a méréshez idealis sejtsi-rliséghez.
A 10,000 sejtrél szereztink informaciét FSC és SSC lUzemmoddok-ban és a
vizsgalni kivant sejtpopulaciot digitalizalt "kapuk” felhelyezésével jeldltuk ki.

Tenyésztd  médiumok  vastartalmanak  meghatarozasa atomabszorpcios

spektrometria (AAS) seqitségével

A vasat langtechnikaval, a tapfolyadék 10%-os triklérecetsavas
fehérjementesitése és centrifugalasa utan, a fellliszébdl kdzvetlentl mértik.

GAG mérés spektrofotometriaval, dimetiimetilénkék (DMB) reakcidval

GAG hisztokémiai festés dimetilmetilénkék (DMB) reakcidval

Ki-67 proliferacios antigén kimutatas immunhisztokémiaval

Zsirfestés Qil red-O-val

Zsirok kimutatasa Szudan IV. festéssel

A sejtek szolubilizalasa enzimmérésekhez (SOD, katalaz)

Szuperoxid-diszmutaz (SOD) aktivitds mérése sejt-szolubilizatumbdl

Katalaz mérés sejt-szolubilizatumbdl

DNS mérés

Fehérje mérés




4. Eredmények

K562 sejtvonalon végzett vizsgalataink és azok eredményei

A K562 human erythroleukemia sejtvonal normal tenyészés soran Kkorlatlanul
szaporodik és csupan kb. 3 %-ban differencialédik spontan modon. A
differencialédaskor a sejtek szaporodasa leall és a normal vorosvérsejtekkel
azonos moédon hemoglobint kezdenek szintetizalni. K562 sejtek tenyészeté-ben
szabadgydkoket generaltunk Fenton reaktansok (Fe?*ADP + hidrogén-peroxid)
hozzaadasaval. Megmeértik a tenyésztd médiumok (RPMI és M199) vastartalmat
atomabszorpcidval, mely 2.25 mg/l-nek vagyis 4.5 umol-nak adodott. Ehhez
képest a tapfolyadékhoz adott Fenton reaktans 22-szeresére emelte a médium
vas szintjét.
A kezeletlen sejtek vizsgalata mellett ugynevezett pozitiv kontrol keze-lést is
végeztunk 1.8 uM 1-B-D-arabinofuranosylcytosine-nal (Ara-C), mely bizonyitottan
elinditja ezen sejtek erythroid differencialédasat. Az elvégzett sejtszamolas adatai
egyértelmien igazoljak, hogy mind az Ara-C, mind a Fenton reaktansokkal valé
kezelés statisztikailag er6sen szignifikansan lelassitia a sejtek szaporodasi
Utemét, vagyis gatolja a sejtproliferaciot. Az erythroleukémia sejtekben a
hemoglobin szintézis detektalasat benzidin festéssel és Burker kamraban torténé
szamolassal végeztik, ennek ered-ménye igazolta a szabadgyodkok
differencialédast indukalé hatasat, hisz jelentésen emelkedett a hemoglobint
tartalmazo sejtek szama. A moddszer mikroszképos kiértekelését azonban
bizonytalannak talaltuk. Hemoglobin kimutatasara a 2,7-diaminofluorene (DAF)
festést vezettik be. Az Uj mddszer elényei a kdvetkez6k: mig a benzidin reakcio
interferal a tapfolyadékkal elsésorban annak savé komponensével, addig a DAF
festést nem zavarja a savo jelenléte, ezzel lehetéséget teremtve tdbb minta gyors,
szimultan mérésére multiwell platekben, ezen kivil a DAF-hemoglobin fotometrias
meghatarozas mintegy 80-szor érzékenyebb mint a benzidin-hemoglobin reakcié.
Az uj vegyulet bevezetésének szikségességét az is indokolta, hogy a benzidin
bizonyitottan erés mutagén és karcinogén vegyulet, és ennek ellenére a
laboratériumokban  mindmaig altalanosan hasznalatos a  hemo-globin
kimutatasara.

A K562 sejteken Ara-C-vel és Fenton reaktanssal torténé kezelések utan

hemoglobin kimutatast végeztink DAF festéssel. A kezeletlen, kontrol sejteknél



szembet(iné, milyen csekély a hemoglobint tartalmazé sejtek szama, mig Ara-C
kezelés hatasara jol kimutathaté modon elindult a hemoglobin szintézis a
sejtekben. Fenton kezelés ugyszintén nagyszamu hemoglobin pozitiv sejtet
eredményezett, vagyis diaminofluorénnel sok kék szinreakciot add sejtet
lathatunk, ami bizonyitja, hogy az erythroleukemia sejtek tenyészetében a generalt
OH- szabadgydkok elinditjak a sejtek diffe-rencialodasat,

A K562 sejtek flow-cytometridas vizsgalatakor, a méretbeli eloszlasrol
informalé FSC regisztratum, két parhuzamos kisérletnél, egybevagodan a sejtméret
novekedését mutatta, Fenton kezelés illetve az ehhez kontrolként alkalmazott Ara-
C kezelés hatasara, mintanként 10,000 sejtet vizsgalva.

A sejtek bels6é allomanyanak kompaktabba valasat, vagyis a granularitas
novekedését, a kezeletlen populaciéhoz képest meggy6zben igazoljdk az SSC
regisztratumok, mind a Fenton-kezelt, mind az Ara-C-vel kezelt sejteknél.
Egyértelmien megallapithatd, hogy a cytoplazmaban olyan szerkezetbeli
valtozasok mentek végbe, melyek a differencialédas velejardi, jelen esetben a
hemoglobin termelés. Ezek az eredmények is tovabbi kisérleti bizonyitékokat

képviselnek a OH- szabadgyokok blaszt-sejt differencialodast indukald hatasarol.

Human fibroblasztokkal és fibroblaszt tipusu, daganatos jelleql sejtvonalakkal

végzett kisérleteink és azok eredményei

Primér human sejttenyészetekre is ki kivantuk terjeszteni vizsgalatainkat,
hogy a korabban immortalizalt sejtvonalakon, a szabadgydkok hatasardl szerzett
eddigi megdfigyeléseinket altalanosithassuk. Ehhez fibroblasztokat névesztettiink a
kovetkez6 szovetekbdl: nem EOP-os retrobulbaris izom, EOP-os retrobulbaris
izom, nem EOP-os retrobulbaris zsirszovet, EOP-os retrobulbaris zsirszovet,
alhasi b6érszovet.

Elvégeztuk a gyokfolyamatokban kulcsszerepet jatszo két enzim, a katalaz
és a SOD (szuperoxid dizmutaz) mennyiségének meghatarozasat.

A két enzim mérésébdl szarmazé eredmények, a SOD és katalaz
génexpresszidjanak novekedését mutatjadk gyokkezelések hatasara. Ezek az
eredmények egyeznek a korabban malignus sejtvonalakon HL-60, K562, PC-12,
SK-N-MC, stb kapott eredményekkel.



Azon medfigyelésunk bizonyitasara, hogy a szabadgyok fluxus hatasara a
sejtek szaporodasi Uteme lelassul, elvégeztik a Ki-67 proliferaciés mag-antigén
immunhisztokémiai kimutatasat. EOP-os és kontrol sejteken vizsgaltuk a
szabadgyok fluxus eredményét a sejtproliferaciéra. Mindkét csoportban a
kezeletlen sejtek kb 40-50%-a mutatott Ki-67 pozitivitdst, mig ugyanezek
gyokhatasra csak néhany %-ban mutattak proliferacidos aktivitast, ezzel ujabb
bizonyitékot szolgaltatva, hogy a szabadgyokok differencialdodast indukald

hatasanak elsé Iépése a szaporodasi Utem lassulasa.

A retobulbaris fibroblasztok EOP-ban nagy mennyiségli GAG produk-ciora
képesek, s ezeknek a GAG-oknak a rendkivili vizkétéképessége igen fontos
szerepet jatszik az exophtalmus kialakulasaban. Megvizsgaltuk, hogy in vitro
kordlmények kdzott, szabadgyok kezelés hatasara a retrobulbaris fibroblasztokban
fokozodik-e a GAG-ok produkcidja. E célbdl a sejteken GAG-kimutatast végeztunk
1,9-dimetilmetilénkék (DMB) festékkel, amely a GAG-okkal kékeslila
metakromazias szinreakciot ad. A 3 hdénapos kezelések miatt a hisztokémiai
reakciot in situ vagyis a tenyészt6 flaskaban kellett elvégeznink. A Kkisérleti
periodus lejartakor a sejteket a tenyészté flaskaban fixaltuk, és utana a flaska
oldallemezét kdrbevagtuk, majd lebontottuk az egész felsé részt a nyakkal egyutt.
igy egy nagy ,targylemezt’ kaptunk melyen a festés kdnnyedén kivitelezheté volt
és utana a lefedést is meg lehetett oldani. A kezeletlen kontrol fibroblaszt
tenyészetekben a DMB fest6dés csak igen kismértékii metakormaziat mutatott,
mig egy hetes idétartamu OH- szabad-gyok fluxus hatasara a fibroblasztokban
szintetizalodott GAG-ok ,mennyisége” vagyis a metakromazias festédés
intenzitasa lényegesen kifejezettebb volt. Egy hénapos kezelés hatasara, ez a
tendencia tovabb erdsddik, s ugyanakkor a sejtek mar morfologiai eltéréseket is
mutatnak aminek f& jellemzéje a sejtek orsodalakjanak megvaltozasa, és a
tobbsz6rds nyulvannyal rendelkez6 sejtek megjelenése. Ezen morfoldgiai
elvaltozas a harom hoénapig kezelt tenyésze-tekben egészen kifejezetté valik,
melyhez ugyanakkor er6s GAG-pozitivitas is tarsul. Ez a medfigyelés fontos
adalék lehet a retrobulbaris térfogatndvekedés pathomechanizmusanak
megértésében, mivel a GAG-ok egy része az extra-cellularis térben is képes

jelentés duzzadasra.



A sejtek GAG produkcidjanak szamszerUsitésére kvantitativ spektrofoto-
metrias GAG meghatarozast végeztink. A mérésbdl jol kitlinik, hogy mar egy
hetes Fenton kezelés is, fotometriasan mérhet6 GAG produkciéra késztette
mindkét sejtpopulaciot. A parhuzamos kezelések tendenciajukban megegyez-nek,
minimalis mennyiségi kildnbséggel. Osszegezve, mind a hisztokémiai mind a
fotometrias eredmények igazoljak, hogy a retrobulbéris fibroblasztok szabadgyok
kezelés esetén in vitro korilmények kdzott megndvekedett intenzitassal képesek
GAG-okat szintetizalni, és a megtermelt GAG mennyi-sége a kezelési idbvel

tovabb novekszik.

A fibroblaszt-preadipocita atmenet problémajanak vizsgalata

Az EOP-os betegek orbitajaban zajlé6 autoimmun folyamat az ott talalhato
szoveti komponensek térfogatndvekedését eredményezi. Az exopthalmus
fenntartasaban rendkivili jelentésége van a retrobulbaris zsirszdvet hyper-
plasigjanak, ami jelen ismereteink szerint megfordithatatlannak latszik, eredete és
oka mindmaig nem tisztazott. Human orbitalis fibroblasztok preadipocitava
alakulasat ezidaig csak zsirsejt differencialtatdé protokollok alkalmazasaval, pil:
IBMX, dexamethason, inzulin, biotin, prosztaglandin, TSH jelenlétében tartottak
lehetségesnek, a béreredetl fibroblasztokat pedig negativ kontrolként hasznaltak,
mint amelyek igy sem képesek a preadipocyta atmenetre.

Normal korilmények kozott tenyésztett retrobulbaris és béreredeti
fibroblasztjainkon Oil red O zsirfestéssel az elsé6 megfigyelésink az volt, hogy

differencialtatd agensek hasznalata nélkll is jelentds intenzitasu zsirfestédést

lattunk, és hogy a sejtek zsirfestédése a felllettdl fuggden kllonbozott. Ennek

tisztazasara o6t kulonbdz6 mindségl fellleten novesztettik a sejteket, és a
késdbbiekben itt torténtek a festések is.

A kezeletlen primér orbitalis és bbéreredetl fibroblasztokon kivil NIH/3T3 és
L929 sejtvonalakat is vizsgaltunk, melyekr6l eddig spontan preadipocyta
differencialédast nem irtak le. Az Oil red O festés kontrollalasara Szudan IV.
festékkel is elvégeztik a zsirfestéseket. Azt tapasztaltuk, hogy az lGveg fellleten,
és kollagénezett Gvegen intenziv zsirfestédést mutattak a sejtek, mig mianyag

fellleten ez a festédés szinte elhanyagolhato volt.



Medfigyeléseinkbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a fibroblaszt-
preadipocyta vizsgalatok szempontjabol, donté kérdés, hogy hogyan befolyasolja
a tenyészt6 felllet a zsirfestést. Lehet, hogy a felilet minésége (pl.
elektrosztatikus tulajdonsaga) hat a sejtekre és mint lipid akkumulacié inhibitor,
gatol specialis folyamatokon keresztil. Mindezekbdl arra kévetkeztet-hetlink, hogy

mind a lipid akkumulaciéra mind a lipid fest6désre befolyassal van a felilet anyaga

melyen a sejtek ndének illetve festddnek. Bar a jelenségek magyarazatat nem

ismerjuk, feltétlenal fontos figyelembe venni Iétezését. A jelenség ismeretében Ujra
kell értékelni szamos kisérlet eredményét melyet a fibroblaszt-preadipocyta

differencialédas folyamatarol kozoltek. A fenti eredményeinkbdl talan nem tlinik

tulzasnak kimondani, hoqy szerintiink minden fibroblaszt képes spontan

zsirakkumulaciora és ez azt jelenti, hogy gyakorlatilag a fibroblasztok

preadipocytanak tekintheték, melyek megfelelé szignal(ok) hatasara adipocytava

képesek differencialédni. Ezt a koncepciot szem el6tt tartva Uj értelmezési

lehetéségek nyilnak meg szamos klinikai probléma, tdébbek kdzott az endocrin
ophtalmopathiat kiséré exophtalmus, vagy akar korunk népbetegsége, az elhizas
okainak megismerésére.

Mivel a zsirakkumulacio is egy differencialédasi marker jelenség,
megvizsgaltuk a OH- szabadgyokdok hatasat orbitalis és bér eredeti
fibroblasztokra. Szabadgydk fluxus hatasara igen intenziv zsirakkumulaciot
tapasztaltunk, mind az EOP-os mind a kontrol fibroblasztoknal. Ez a megfi-gyelés
egybevag azzal, hogy ezek a szabadgyOkok az eddig vizsgalt valamennyi
sejttipusban differencialodasi folyamatokat inditottak be. Ez azt jelenti, hogy a
szabadgyok fluxus a normalis blaszt-sejtekben is az immor-talizalt sejtvonalakhoz
hasonléan, differencialédasi folyamatokat indit el. Ezek lehetnek igen kilénb6z6
természetliek, pl. a hemoglobin, a GAG, a trigli-ceridek, stb szintézisének
beindulasa, ami a differencialatlan blasztokban csak csekély mértékben van jelen.
Ezek az eredmények arra is ramutattak, hogy a zsirdifferencialodasi tematika még
szamos helyen szorulhat reviziéra, hiszen olyan egyszerl faktorok, mint a
tenyésztéfelilet minésége is, jelentds befolyassal lehetnek a mddszerek

kimenetelére, s ezzel az interpretaciéra is.



5. Osszefoglalas

A OH- szabadgyokok differecialédast indukalé hatasat kilénb6zé model-
leken és technikakkal vizsgaltuk. K562 erythroleukemia sejteken Fenton
reakcioval, vagyis OH- szabadgyokok generalasaval differencialddast indukaltunk.
A hemoglobin detektalasara benzidin helyett bevezettik a diaminofuorént. Az
erythroleukemia sejtek, szabadgyodk kezelés hatdsara DAF festéssel intenziv
hemoglobin szintézist mutattak, és emellett, flow-cytometriaval a sejtek méretbeli
és kompaktsagbeli novekedését tapasztaltuk. Az EOP-os retrobulbaris
szemizombol és zsirszovetbdl szarmazod fibroblasztokban, 1 hetes, 1 és 3
honapos OH- szabadgyodk kezelés hatasara fokozott GAG termelést mutattunk ki.
Ez igen fontos megfigyelés, mivel az EOP-ban a fokozott GAG produkcio, s azok
rendkivuli vizkdtbképessége az exophtalmus egyik oka. Meghataroztuk ezen
primér fibroblasztok SOD és katalaz aktivitdsanak valtozasat szabadgyokfluxus
hatasara. Mindkét enzim génexpresszidja fokozodott gyoOkkezelések hatasara,
mely egyet jelent a gyokok turnoverének a megndvekedésével, s ez a jelenség
alapvet6 szerepet jatszhat a sejtdifferencialédas mechanizmusaban. Ki-67
proliferacios antigén kimutatassal az EOP-os és a kontrol fibroblasztok Fenton
kezelés utan jelentés proliferacios aktivitas csoOkkenést mutattak, ami a
sejtdifferencialédas megindulasanak elsé I|épése. A retrobulbaris zsirok
felszaporodasanak okarol az EOP-ban, a fibroblaszt-preadipocyta atmenet
vizsgalataval szereztlink informacidkat, mivel ebben a folyamatban az adipocyta
differencialédasnak alapvetd szerepe lehet. Oil red O és Szudan IV festéssel
primér human retrobulbaris és bdr eredetl fibroblasztokat, s két fibroblaszt tipusu
immortalizalt sejtvonalat az L929-et és a 3T3-at vizsgaltunk Azt tapasztaltuk, hogy
a sejtek zsirfestédése a felllettél figgben, mianyag és Uveg fellleten kilénbozott.
Emellett spontan maédon, differencialtatd agensek nélkil is jelentés intenzitasu
zsirfestédést lattunk. Medfigyeléseink szerint minden fibroblaszt képes spontan
zsirakkumulaciora, s megfelel6 szignal hatasara adipocytava differencialédhat. A
gyokfluxus novelése az eddig vizsgalt 6sszes blaszt-allapotu sejtben beinditja a
differencialdédasi jelenségeket, arra utal, hogy aligha lehet fenntartani az 6regedés
szabadgyok elméletét abban a formaban, amely szerint az oxigéneredeti

szabadgyokok csakis karos melléktermékeknek tekintenddk.
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