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1. BEVEZETES

Az 6regedés membran hipotézise (membran hypothesis of aging = MHA)
megfogalmazza, hogy az él6 szervezetekben egy allandd hidroxil szabadgyok
(OH") termel6dés folyik (Zs.-Nagy, 1994), amely szabadgytk aram jelentés
biolégiai szereppel bir. Az elmélet kitér a differencialédas és az Oregedés
jelenségeinek értelmezésére, valamint a OH’-szabadgyokok szerepére ebben a
folyamatban. Az MHA szerint az 6regedés a differencialédas "tulfutasa”, igy ezek
(Harman, 1956) abban a tekintetben, hogy a OH’-szabadgyokok, mint az
oxigéneredetl reaktiv részecskék egyikének, folyamatos jelenléte a sejtekben a
sejtkomponenseket karositja.

Az MHA szerint ez a polimerizalo, keresztk6tdé hatas a kompakt
strukturakat, igy a sejtmembrant érinti leginkabb, valamint ehhez tarsulnak tovabbi
paraméterek is, mint példaul az akciés potencidlok rezidualis héje a
membranokon. Ezek a hatdsok a sejtek fiziko-kémiai tulajdonsagait valtoztatjak
meg lépésrél-lépésre oly mdodon, hogy az végll is az 6regedéshez vezet, és
amelyb6l az Oregedés 0Osszes jelensége levezethet6. A membran csdkkend
transzportja miatt létrejovd iondsszetétel valtozas (megndvekedett ionerfsség) a
sejt kolloidalis rendszerére igen jelentés hatast gyakorol.

Konkrétan a membranok szabadgyokok okozta karosodasanak egyik f6
kovetkezménye a passziv K'-permeabilitds csokkend tendencidja, amibél
kovetkezik az intracellularis K* ion koncentracio ndvekedése a sejtekben Ez
egyrészt segit fenntartani a membran polarizalt allapotat, azaz ingerelhetéségét.
Masrészt viszont a megndvekedett intracellularis monovalens ionerésség
kovetkeztében a sejtkolloid rendszer kondenzaltsaga (aggregacioja) fokozodik,
amely mintegy pozitiv visszacsatolas révén tovabb ndveli a keresztkotések
kialakulasanak lehet6ségét is, mivel egy kondenzaltabb rendszerben
megnodvekszik a gyokreakciok hatékonysaga. Az aggregaltabb rendszer kolloid
ozmotikus nyomasa csOkken, a sejt fokozatosan elveszti viztartalmat, azaz az
életkor el6re haladtaval egy dehidracié kdvetkezik be a sejtekben, parhuzamosan
a szarazanyag tartalom ndvekedésével.

Az MHA szerint viszont ez nem kizarélag oregkori jelenség, a folyamatok
beindulasa nem kothet6 egy kituntetett életkorhoz, hanem mar a
megtermékenyitéssel elkezdédnek. Az egyedfejlédés elején a szarazanyag
felhalmozodas nélkulozhetetlen a ndvekedési és maturaciés folyamatokban, mint
példaul az izomzat és a csontrendszer kialakulasaban. A teljes maturacios allapot
elérésével pedig ezek a folyamatok nem allnak meg, sét felgyorsulnak. Az igy
eléallé funkciovesztés pedig mar az éregedési folyamat része.

A fenti elméletekhez kapcsolddva kezdtem vizsgalni a szabadgyokdk
lehetséges indukald szerepét a sejtdifferencialodasi folyamatokban. Munkamhoz
két neuroblasztoma sejtvonalat valasztottam. Tudjuk, hogy az idegrendszer
kdézponti jelentéséggel bir az érési és az Oregedési folyamatok soran. Ha
elfogadjuk tovabba azt a tényt is, hogy a nagyobb oxigén fogyasztas tobb
szabadgyok termel6désével jar egyutt, akkor fontos figyelembe venni, hogy a
kdzponti idegrendszer sokkal tobb oxigént fogyaszt, mint mas szovetek, igy sokkal
tobb szabadgyokot is termel, ami szintén indokolja, hogy kisérleteinkben
neuroblasztdma modellekre esett a valasztas.

Tovabbi érdekes kisérleti tény, hogy az emlésdkben az idegrendszer
oxigénfogyasztasa a szuletés utan jelentés mértékben megemelkedik, amikor is



viszonylag révid id6 alatt az idegsejtek differencialodasa végbemegy (Jones et al.,
1982) éppen a magasabb oxigén koncentracid mellett. A fiatal egyedek tobb
oxigént fogyasztanak, mint az idésebbek, igy bennuk ezzel parhuzamosan tobb
szabadgyok termelédik, a fiatal organizmusok mégis képesek ndni és
differencialéodni, mig az idésebbek az alacsonyabb oxigénfogyasztas
(=alacsonyabb gydktermelés) ellenére is elvesztik megszerzett funkcidikat. Tudjuk
azt is, hogy a megemelt oxigén nyomas in vitro szamos sejtvonal proliferacios
ratajat csokkenti (Grant et al., 1992; Absher et al., 1994), igy neuroblasztéma
sejtvonalakét (PC-12) is, ahol a differencialtabb fenotipus kialakulasat is elinditja
(Katoh et al., 1997). Mindezek alapjan felmerll a kérdés, hogy a szabadgyokok
részt vesznek-e, és ha igen, akkor hogyan és milyen hatassal a differencialédasi
folyamatok indukalasaban.

A fenti tények, a laboratériumunkban mas sejtvonalakon végzett korabbi
hasonl6 kisérletek eredményei (Nagy et al, 1993, 1995), valamint az
altalanosithatésag igényébdl kiindulva méréseimet két modellen, a PC-12 és az
SK-N-MC neuroblasztdma sejtvonalakon végeztem. A vizsgalatok konkrétan arra
vonatkoztak, hogy egyszeri és ismételt OH" -szabadgyok fluxus indukalé hatassal
bir-e a fenti sejtvonalak differencialédasara, illetve annak elinditasara. A
vizsgalatok két kérdéskorben torténtek.

El6szor a PC-12 sejtvonalon azt vizsgaltuk, hogy az oxigéneredeti
szabadgyokok metabolizmusaban résztvevé enzimek -a szuperoxid-dizmutaz
(SOD), a katalaz és a glutation-peroxidaz aktivitasa hogyan valtozik a
szabadgyokos kezelések hatasara.

Masodsorban arra voltunk kivancsiak, hogy a kezelések hatasara
megjelennek-e differencialodasi markerek a sejtekben. Ebben a kérdéskorben az
SK-N-MC sejtvonalon vizsgaltuk az acetilkolin-észteraz (AchE) és a gangliozid-
szialidaz (GS) enzimek aktivitasbeli kilonbségeit a szabadgyokos kezelések elott
és utan.



2. CELKITUZESEK

Kisérletes munkam tehat ahhoz a tagabb kutatasi koncepcidohoz kapcsolédik,
miszerint a szervezetliinkben folyamatosan termel6dé OH'-szabadgyokok
nemcsak karos hatasokkal birnak az él6 szervezetekre nézve, hanem bizonyos
koncentracidoban val6 jelenlétik esszenciadlis az él6 allapot fenntartdsaban,
ezenkivul résztvesznek a sejtdifferenciadlodasi folyamatokban is, mint indukalo
tényezdk.

A konkrét célkitlizéseim a kovetkezok voltak:

1. A OH'-szabadgyokok differencialodast indukald hatasanak bizonyitasa
tenyésztett neuroblasztoma sejtvonalakon (PC-12 és SK-N-MC).

2. Az oxigeénbdl szarmazé reaktiv gyokoket atalakito és eliminalé enzimek, a
SOD, a katalaz és a glutation-peroxidaz aktivitasbeli valtozasainak
vizsgalata szabadgyokos kezelések hatasara a PC-12 sejtvonalon.

3. Differencialédasi markerek, az AchE és a GS enzimek aktivitasbeli
valtozasainak vizsgalata a Fenton reakcidval valé kezelések hatasara az
SK-N-MC sejtvonalon.

4. Az oOregedéssel kapcsolatos elméletek, kulonds tekintettel az MHA-ra,
valamint a szabadgyokok biologiai szerepének mélyebb megismerése.



3. MODSZEREK

Sejtvonalak

A kisérletekben alkalmazott modellek a PC-12 (ATCC CRL 1721) patkany
feokromocitdma és az SK-N-MC (ATCC HTB 10) human neuroblasztéma sejtvonalak
voltak. A sejtvonalak tenyésztése standard kérilmények kozott tortént.

A Fenton reakcidval valé kezelések

A sejtkulturak kezelése a Fenton reakcioval tortént (Fenton, 1894), ADP-Fe?*
komplex és H,O, a sejtkulturakhoz torténé egyideji hozzaadasaval. Az ADP
végkoncentracidja mindig 20-szorosa volt a vasénak, ezzel az arannyal
biztositottuk, hogy a vas autooxidacioja nem kovetkezett be.

A PC-12 sejtvonalon kétnaponként, az SK-N-MC sejtvonalon pedig
haromnaponként cseréltink tapfolyadékot az irodalomban leirt adatoknak és sajat
tapasztalatainknak megfeleléen, és ekkor végeztik ill. ismételtik a szabadgydkos
kezeléseket. igy a PC-12 sejteket 1x48 és 2x48 6ras, az SK-N-MC sejteket pedig
1xX72 és 2x72 6ras inkubacios idétartamokban kezeltlik, melyek végén tortént meg
az enzimaktivitasok mérése.

Mindezekkel parhuzamosan tenyésztettlink, ill. mértlink ,kontroll” sejteket is,
melyeken nem alkalmaztunk kezeléseket. Az SK-N-MC sejteknél tovabba brém-
dezoxi-uridinnal (BrdU) valo kezelés is tortént, mely differencialéodast indukald szer
a sejtvonalnal; az igy kezelt kulturakat ,pozitiv kontrollként” értékeltuk.

A vizsgalt paraméterek (enzimaktivitasok) mérése

Szuperoxid-dizmutaz

A SOD aktivitas meghatarozasat Flohé és Otting (1984) mddszere szerint
végeztik. A Kkisérleti rendszerben a xantin/xantin-oxidaz reakcioval |étrehozott

szuperoxid anion (O, ) gyokok redukaltadk a hozzaadott citokrom-c molekulakat,
mely folyamat szinvaltozassal jart, igy spektrofotometridasan kévethettik. A mért

mintaink SOD tartalma eliminalta a generalt O, szabadgytkok egy részét, ennek
mértékébdl szamoltuk ki a kontroll és a kezelt sejtek SOD tartalmat.

Katalaz

A katalaz aktivitdas meghatarozasat Gaunt és De Duve (1976) modszere
alapjan végeztik. Az enzim a H,O5 -ot bontja vizzé és oxigénné. Mintainkat ismert
mennyiségli HO,-dal inkubaltuk, és a visszamaradd H,O, mennyiségébdl
kovetkeztettink a sejtekben a katalaz aktivitasara. A visszamaraddé H,O,-ot
TiOSOq-tal reagaltattuk, majd a sarga szinl titanium-peroxiszulfat mennyiségét
kolorimetriasan hataroztuk meg.



Glutation-peroxidaz

A glutation-peroxidaz aktivitdas meghatarozasat Flohé és Giinzler (1984)
modszerét kdvetve végeztik. A glutation-peroxidaz enzim a lipid peroxidokat
bontja, mikdzben a redukalt glutation (GSH) oxidalodik (GSSG). A képzodott
GSSG-t a feleslegben alkalmazott glutation-reduktaz (GR) alakitja vissza GSH-va,
s a reakcidhoz NADPH-t hasznal H" forrasként. Ez a NADPH fogyas kdvethetd
nyomon spektrofotometriasan, mint abszorbancia csékkenés.

Acetilkolin-észteraz

Az AchE aktivitast Blume et al. (1970) szerint mértik meg. Az AchE enzim
specifikus az acetilkolinra, azt acetatra és kolinra bontja. Aktivitasat ugy hataroztuk
meg, hogy '*C-izotdppal jelzett acetilkolinnal inkubaltuk a sejthomogenizatumokat,
ahol ™C-izotdppal jelzett acetat valt szabadda az enzim hatasara, mely negativ
toltésli. A tovabbiakban ioncseréld kromatografids eljarassal elvalasztottuk a
keletkezett acetatot a szubsztrattdl, majd annak radioaktivitasat ,liquid scintillation
counter’-ben (LSC) mértik meg.

Gangliozid-szialidaz

Az enzim aktivitasat Lieser et al. (1989) modszerét kdvetve mértiik meg. Az
enzim a plazmamembranban Iévé komplex gangliozidokat (GM3) bontja ugy, hogy
a terminalis szidlsavakat lehasitia. A mérés soran *H-GM3-at, izotdppal jelzett
szubsztratot inkubaltunk mintainkkal, melybél az enzim *H-laktozilceramidot tett
szabadda. A tovabbiakban ioncseréld kromatografias eljarassal elvalasztottuk a
keletkezett *H-laktozilceramidot a szubsztrattdl, és radioaktivitasat szintén LSC
szamlaléban mértik meg.

Fehérje és DNS meghatarozasok

A mintaink 6sszes fehérje tartalmat spektrofotometriasan hataroztuk meg a
Lowry-féle moédszer (Lowry et al., 1951.) alapjan, Folin-reagens hozzaadasaval.

Mintaink DNS tartalmat kétféleképpen hataroztuk meg. Elsé6ként West et al.
(1985); valamint Teixeira et al. (1995) mddszereit kovettik. A Triton-X-100-zal
kezelt sejthomogenizatum DNS tartalmat fluoreszcencias szerrel hataroztuk meg
(Hoechst 33258). A DNS-t alkohollal kicsaptuk, majd EDTA-ban visszaoldottuk. Ez
a moédszer rendkivil pontos és nagy érzékenységli. Masodsorban Bashford és
Harris (1987) modszerét probaltuk ki. A DNS-t kicsapas nélkil, Hoechst 33258
fluoreszcens festék hozzaadasaval, révid inkubacios idé utan meértik meg. Ez a
meérés rendkivil gyors és egyszerl technika volt.



4. EREDMENYEK

A PC-12 sejtvonalon véqgzett mérések eredményei

A PC-12 sejtvonalon az oxigénbdl szarmazo reaktiv részecskéket atalakito
és eliminalé enzimek aktivitasait mértuk a kezeletlen, és a Fenton reakciéval
(egyszer és ismételten) kezelt sejtkulturakon. A mért paraméterek a SOD, a
katalaz és a glutation-peroxidaz enzimek aktivitasai voltak. Megallapitottuk azokat
a Fe? és H,O, koncentraciokat, melyeket egyuttesen alkalmazva, még nem
toxikusak a sejtekre az egyszeri és az ismételt hozzaadas soran sem, de a
sejtproliferaciét mar meggatoljak. 100 uM Fe** (Fe**-ADP komplex formajaban) és
25 uM H,0; bizonyult a legmegfelel6bb koncentracionak.

A SOD enzim (ug SOD/mg fehérie értékben kifejezett) aktivitdsa a
kezeletlen PC-12 sejtekben 4.29 + 0.259 (+ SEM) volt. Az els6 kezelés hatasara
ez egy kis mértékd, nem szignifikans (p< 0.19) emelkedést mutatott, értéke 4.87 +
0.308 lett. A masodik kezelés hatasara viszont 5.32 + 0.373 értékre emelkedett a
SOD aktivitdsa, ami a kontrollhoz képest szignifikans kilonbség (p< 0.05). A két
kezelt (egyszeri és ismételt) kultura enzimszintje k6zott sem jelentés a kuldnbség
(p< 0.36). Tehat a SOD enzim esetében egy lassu, fokozatos emelkedést
tapasztaltunk a kezelések soran, mely dsszesen egy 24%-os enzimaktivitasbel
emelkedést jelentett.

A katalaz enzim (unit katalaz/mg fehérje értékben kifejezett) aktivitdsa a
kontroll PC-12 sejtekben 14.89 + 0.209 (+ SEM) volt. Az enzim aktivitasa mar az
els6 kezelés hatasara jelentésen megemelkedett, 21.81 + 0.765 érték lett. Ez
46%-0s emelkedésnek felelt meg (p< 0.001). Az ismételt szabadgyok fluxus
hatasara ez az érték nem nétt tovabb, sét kissé csdkkent, (21.05 + 1.086), bar a
két kezelt kultura katalaz aktivitas értéke egymashoz képest nem mutatott
szignifikans kulénbséget (p< 0.65).

A glutation-peroxidaz enzim (mmol NADPH fogyas/min/mg fehérje
egységekben megadott ) aktivitasa a kezeletlen sejtekben 0.50 + 0.029 volt. Az
els6, majd a masodik kezelés hatasara is jelentds emelkedést kaptunk. 0.84 +
0.020, illetve 1.28 + 0.058 volt az aktivitds 1x48h és 2x48h inkubacidk utan (p<
0.001). Az els6 kezelés 68%-0s, a két kezelés egyuttesen 156%-0s emelkedést
eredményezett, ami igen magas, kiugro ertek.

Mindharom mért paraméter, a SOD, a katalaz és a glutation-peroxidaz
enzim is, jelent6s aktivitasbeli emelkedést mutatott az egyszeri és az ismételt
szabadgyokos kezelések hatasara.



Az SK-N-MC sejtvonalon végzett mérések eredményei

Az SK-N-MC sejtvonalon differencidlodasi marker enzimek aktivitasanak
emelkedését vizsgaltuk, szintén egyszeri és ismételt szabadgyodkds kezelések,
valamint BrdU hatasara. A mért paraméterek az AchE és a GS enzimek aktivitasai
voltak. A BrdU ismert differencidlészere az SK-N-MC és mas neuroblasztéma
sejteknek is (Mihl, 1992, 1996; Kopitz et al., 1994), igy ,pozitiv kontrollként”
értekelhettlk az igy kezelt sejtkulturakat.

El6szor megallapitottuk azokat a Fe*" és H,0, koncentraciokat, melyeket
egyuttesen alkalmazva, még nem toxikusak a sejtekre az egyszeri és az ismételt
hozzaadas soran sem, de a sejtproliferaciét mar meggatoljak. 100 pM Fe?* (Fe-
ADP komplex formajaban) és 10 uM HyO, bizonyult a legmegfelelébb
koncentracionak.

Az AchE enzim (uU AchE/mg fehérje értékben kifejezett) aktivitdsa 50uM
BrdU alkalmazasa esetén 4.5-szeresére emelkedett 1x72 6ra, ill. 6.4-szeresére
2x72h alatt, a hasonlé ideig kulturaban tartott kontroll sejtek enzimértékeihez
viszonyitva. A Fenton kezelés (100 uM Fe?*) 3.2-szeres emelkedést idézett el6 az
AchE aktivitasdban 1x72h alatt, mig az ismételt kezelés mar nem emelte tovabb
ezt az értéket. A vaskoncentracié csokkentésével (50 és 25uM értékre), az enzim
aktivitasa is fokozatosan csokkent.

Ugy gondoltuk, hogy mivel a fehérjetartalom a differencialédassal
parhuzamosan jelentésen  megemelkedik, érdemes megvizsgalni az
enzimaktivitasban mutatkoz6 valtozasokat ug DNS tartalomra vonatkozatva is.
Ezekb6l az eredményekbdl kitlinik, hogy kifejezettebb a kulonbség az enzim
akvitdsaban az 1x72h és 2x72h inkubacids id6k k6zott, mind a kontroll, mind pedig
a BrdU és a Fenton kezelések esetében is. Igen szembet(ind a kontroll kulturak
esetében, hogy az enzim emelkedést mutat az 1x72h és 2x72h inkubaciés idék
kozott is, ami spontan differencidlédasra utal. Ez a kulénbség 40%-os, ha mg
fehérjére és 80%-0s, ha ng DNS-re vonatkoztatjuk az eredményeket. Fontos
megjegyezni, hogy a spontan differencidlodas mértéke mindig joval elmarad a
kezelések hatasatol.

A masik vizsgalt differencialédasi marker a GS enzim volt. Az elsé
kezelések utan (72h) az enzim aktivitdsa 1.7-szeresére nétt a szabadgyokdkkel,
és 1.9-szeresére a BrdU-val kezelt kulturakban, a kontrollhoz képest (uU GS/mg
fehérje értékekben megadva). A kezeléseket megismételve az enzim aktivitasa
csokkent a 72 6ras értékekhez képest mind a Fe®*, mind a BrdU-s kezelések
esetében, csupan a kontroll kulturakban tapasztaltunk kismértékl emelkedést.
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5. 0SSZEFOGLALAS

1. A kezeléseket illetben kisérleteink sordan megallapitottuk, hogy a Fenton
reakcidval vald kezelések egy igen szik koncentraciétartomanyban végezhetok el,
tovabba, hogy ezen a tartomanyon belil a gydkok altal kivaltott hatasok
koncentraciéfuggése figyelheté meg.

2. Mindezekbél a mérésekbél az is koérvonalazddott, hogy a szabadgydkok
differencialodast indukalé hatasat egyszeri megemelt gyokfluxus utan érdemes
leginkabb tanulmanyozni.

3. Igen érdekes szamunkra annak felismerése, hogy az egyszeri (vagy ismételt),
pillanatszeri kezelések hatasara is, relative hosszu id6 (egy hét) utan is magasak
maradtak a vizsgalt enzimszintek.

4. Ugyanakkor azt is ki kell hangsulyozni, hogy a szabadgyodkds kezelések hatasa
mennyiségileg soha nem érte el a differencialészerek hatasat (kivétel a GS enzim,
ahol igen), amit a kezeléseink nem specifikus voltaval is lehet magyarazni.

5. A PC-12 sejtvonalon megmért harom enzim (SOD, katalaz és glutation-
peroxidaz) egyuttesen megemelkedett szintjét ugy is értelmezhetjik, hogy a sejt
onmagaban (valaszként, a rovid, kilsé gyokhatasra) egy magasabb szinti
gyoktermelést allit be, amit a kezelések utan relative hosszu ideig fenntart.
Szerintink tehat a differencialdodas mindenképpen Osszekapcsoldédik a
szabadgyok termelés magasabb szintjével. Ezt konkrétan ugy kell érteni, hogy a
SOD enzim megemelkedett aktivitdsanak kdvetkeztében tobb H,O, keletkezik,
aminek egy részét a kataldz és a glutation-peroxidaz elbontja ugyan, de
mindemellett a Fenton reakcid (mely a jelenlévé Fe®* és a H,O, kozétt igen
gyorsan jatszodik le) is tdbb OH'-szabadgydk termelédését eredményezi. Ugy
feltételezzik, hogy nagyobb mérték(i oxigénfogyasztas is tarsul mindezekhez,
amelyre vonatkozoéan jelenleg folynak kisérletek.

6. Ugy gondoljuk tehat, hogy a fent nevezett enzimek megemelkedett aktivitasa
egy differencialtabb allapothoz kapcsolodik.

7. Az SK-N-MC sejtekben az AchE enzim, mint differencialodasi marker szintjének
jelentds megemelkedése kezeléseink hatasara egyértelmien azt jelzi szamunkra,
hogy a szabadgydkds kezelés hatasara a biokémiai paraméterek valtozasi
tendenciai a differencialt allapothoz lesznek hasonléak. Az AchE a végsé
differencialt allapotban éri el legmagasabb szintjét, a gydokos kezelések esetében
természetesen az enzim aktivitasa mindig joval a BrdU-val kezelt kultira enzim
szintje alatt maradt. Nagyon érdekes volt, hogy a masodik kezelés gyokfluxusa
nem emelte tovabb az enzim aktivitadsat, ami szintén azt a feltételezést erdsiti
meg, hogy a szabadgyodkok differencialédast indukald hatasat egyszeri, rovid ideig
tarto kezelés utan érdemes leginkabb vizsgalni.
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8. Az SK-N-MC sejtekben a masik differencialdodasi marker, a GS enzim vizsgalata
igen meglepd eredményt hozott, hiszen a kezeléseink elérték a teljesen
differencialédott sejtek enzimaktivitds szintjeit, tehat erre a paraméterre
vonatkozoan a szabadgyOkok ugyanazt a (mennyiségi) hatast valtottak ki, mint a
jol ismert differencidloszer, a BrdU. Ennél az enzimnél még inkabb
megmutatkozott, hogy a masodik kezelés mar nem viszi tovabb a sejteket a
differencialodas felé, s6t ez a paraméter az ismételt kezelések hatasara
csokkenést mutatott mindkét kezelés (szabadgyokok és BrdU) esetében.

9. Munkank soran a sejtek morfologiai megjelenését invert mikroszképpal kovettik
mind a PC-12, mind az SK-N-MC sejteknél. A PC-12 sejtek esetében a kezelések
hatasara nem tapasztaltunk lényeges valtozasokat (mint nyulvanyképzédés
példaul). Az SK-N-MC sejtkulturak esetében lefényképeztik a tenyésztéedény
aljara fixalt sejteket. A kezelések végén (2x72h) a kontroll és a BrdU-val kezelt
sejtek konfluensek voltak. Az inkubacios id6 végére a ,BrdU-s sejtkulturak”
transzparensebb és nagyobb sejteket tartalmaztak, mint a kontroll. A Fenton
kezelés hatasara nem alakult ki konfluens kultura, a sejtek egyrésze a BrdU-s
sejtekhez hasonléan nagyobb méretl, transzparens és a kontrollhoz képest a
nyulvanyok megjelenése kifejezettebb. Ugyanakkor nuklearis kondenzacio
figyelhetd meg, ami a vastoxicitas kdvetkezménye is lehet. A differencialédas és a
Fenton kezelések morfolégiara torténé hatasat nem vizsgaltuk ennél
részletesebben, vizsgalataink f6 vonalat az el6z6ekben emlitett biokémiai
paraméterek mérése képezte.

10. Osszegezve tehat, mindkét vizsgalt idegredszeri eredet(i sejtvonalon (PC-12,
SK-N-MC) sikerult bizonyitani az oxigéneredetli szabadgyokok differencialodast
indukalé hatasat, ezaltal feltett kérdésunket két, egymastol fuggetlen kisérleti
modellen is bizonyitottuk. Munkank soran sikerult mélyebb ismereteket szerezni
az oOregedési elméletekrdl, valamint az oxigéneredetli szabadgyodkdk bioldgiai,
élettani szereperol.
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