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Célkitlizések

1.

Vizsgalataink soran tovabbi bizonyitékokat kerestlink a OH- szabad-gy6kok
sejtdifferencialédast indukal6 hatasara.

K562 erythroleukemia sejteken a hemoglobin szintézis kimutatasara jol
repro-dukalhatd, nagyérzékenyseégl, és a karcinogén benzidint helyette-sit
modszer kidolgozasat terveztuk.

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

Human primér fibroblasztok tenyésztését terveztik retrobulbaris izom és
zsir-szovetbdl, valamint b6érbdl.

Meg kivantuk mérni az EOP-os és a kontrol fibroblasztok SOD és kata-laz

aktivitasanak valtozasat Fenton reaktansok hatasara.

. Ugyanezen fibroblasztokban gyokkezelés hatasara bekdvetkezé GAG-

szintetizalo képességének valtozasat kivantuk hisztokémiailag kimutatni és

fotometriasan mérni.

. EOP-0s és kontrol sejteken a proliferaciés aktivitds valtozasat terveztik

prezentalni immunhisztokémiaval.

Végul a fibroblaszt-preadipocyta-adipocyta atmenet lehet6ségét, és a
szabad-gyokoknek erre a differencialédasi folyamatra kifejtett hatasat
akartuk tisztazni primér sejtkulturakon, 3T3 valamint L929 sejteken, a

zsirakkumulacié kimutatasaval.



Bevezetés

A. Az oregedési elméletek rovid attekintése

Jollehet az 6regedés okai illetve a folyamat lassitasanak lehetésége régoéta
foglalkoztatja a kutatokat, a gerontolégia mint szaktudomany viszonylag ujkeletd.
Ezt jelzi az a tény, hogy az elsé gerontoldgiai tudomanyos folyodiratot 1938-ban
inditotta el Blrger és Abderhalden Németorszagban (Zeitschrift fur Alternsfor-
schung). Mint minden Uj terlleten, kezdetben szamtalan tedria szuletett, melyek
kézul csak néhanynak a megalapozottsagat sikertlt késébb kisérletes uton
igazolni. Még a ma altalanosan ismert egyes koncepciok sem tekinthetok
lezartnak, mivel a tudomany fejlédése Ujabb és Ujabb lehetéséget teremt a
részletek tisztazasara. Példa erre Bjorksten (1941, 1942, 1951, 1968) munkas-
saga is, aki keresztkotédési elméletét tobbszor is atdolgozta az ujabb ismeretek
birtokaban.

Az Oregedés alapvetd okaival és mechanizmusaival foglalkozé elméletek
annyira szerteagazoéak, hogy mar alapvet6 rendszerezésuk is nagy nehézségekbe
utkdzik, s mindent atfogdan, ellentmondasmentesen nem is valdsithaté meg.
Mégis, mivel egy ilyen értekezés megalapozasahoz szikség van valamiféle
attekintésre, az alabbiakban bemutatunk kétféle rendszerezési probalkozast.

Az egyik rendszer lényegében csak felsorolast jelent (Pénzes et al., 1984),
amelyben az dregedési elméleteket két nagy csoportra osztjak:

(1) Elméletek, amelyek az 6regedést az ugynevezett véletlenszer(, passziv
hibafelhalmozddassal magyarazzak.

(2) EIméletek, amelyek éregedési genetikai program létét tételezik fel, vagyis
a folyamatot aktiv médon iranyitottnak vélik.

Terjedelmi okokbdl nincs mdéd e helyen a vonatkoz6 irodalom részletes
taglalasara, ezért az alabbiakban csak roéviden ismertetjik a f6bb iranyzatokat, s
csak azokkal foglalkozunk részletesebben, amelyek jelen munka tartalmaval

kapcsolatban a legnagyobb relevanciaval birnak.

A.1. Passziv folyamatokat feltételezé 6regedési elméletek

Ezek lényegi feltevése, hogy szporadikus és sztochasztikus kémiai folyama-

tok eredményeként véletlenszeri karosodasok Iépnek fel, s ezek



O0sszegzO6dése révén alakulnak ki azok a funkciocsOkkenések, amelyeknek
halmozodasa és fokozatosan egymasra épulé, onrontd hatasa a felelés a
szervezet Oregedéséért illetve halalaért. Itt kell megjegyezni, hogy az 6regedési
folyamatot fenomenoldgiai szinten Strehler (1959) ugy definialta, hogy az egy
progressziv, destruktiv, intrinsic és univerzalis biolégiai folyamat, s ezzel a
definicioval (amelyet mind a mai napig altalanosan elfogadnak a szakem-berek)
j6l egyeztethetb az dregedési elméletek ezen csoportja.

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. Keresztkotbédesek elmélete

Lényege, hogy két vagy tobb makromolekula (nukleinsavak, fehérjék) kozott
fokozatosan olyan keresztkdtések (cross-links) keletkeznek, amelyeknek funkcio-
rontd hatasuk van az érintett molekuldkra. Az elmélet Bjorkstein (1941, 1942,
1951, 1968, 1969, 1977) nevéhez fliz6dik. Ezt a hatvan éves koncepciét ma mar a
kisérletes adatok tdmege igazolja. igy megallapitottak, hogy olyan mutagének,
amelyek keresztkotést létrehozd agensek is egyben, sokkal inkabb roviditik az
élettartamot, mint az olyanok amelyek nem vezetnek harantkdtések kialaku-
lasahoz. Azt is megdfigyelték (Chvapil és Hruza, 1959; Giles és Everitt, 1967) hogy
a korlatozott kaldriabevitel a patkanyfarok-inak kollagén rostjaiban a
keresztkotések szamat csokkenti, ugyanakkor az élettartam meghosszabbo-dasat
eredményezi. Akkori altalanos felfogas szerint az élettartam jelentésen fligg a
makromolekulak repair mechanizmusainak hatékonysagatol, hiszen a kezdeti
harantkapcsolatok kialakulasa és a helyredllitd enzimekkel szemben létrejott
szterikus akadalyok els6sorban a cellularis repair rendszer hatasos-sagat
veszélyeztetik. Keresztkoté agensként szerepelhetnek: acetaldehid, alfa-
ketoglutarsav, citromsav, malonsav, fumarsav, borostyankésav, szervetlen
kationok (Pb, Al, Cu, Fe, Mn és Zn kllénb6z6 formai), telitetlen lipidek, illetve
mindazok a metabolitok amelyekben telitetlen kdtések vannak (Bjorksten, 1968),
valamint az oxigén-eredetli szabadgyokok (lasd a részleteket: Zs.-Nagy és Floyd,
1984; Zs.-Nagy, 1989, 1994).



1.2. Szabadgydk elmélet

Denham Harman, akit a gerontoldégia ma is €16 "nagy oregjei" k6zé sorolnak,
kettdés diplomaval rendelkezik: az orvostudomany mellett szerves kémiat is tanult.
Valoszinlileg ennek kdszénhetd, hogy mar egészen koran (Harman, 1956) felve-
tette annak a lehet6ségét, hogy az Oregedés az oxigéneredetl szabadgyokok
reakcidinak eredménye lehet. Pontosabban ezt ugy képzelte el, hogy a moleku-
laris oxigénbdl karos melléktermékként keletkezé aktiv gyokok sejtkarositd szere-
pet jatszanak, s lényegében ezek eliminacidja elvezethet az életkor meghosszab-
bitasahoz (Harman, 1957). Mivel ez a koncepcio, még ha moédositasokra szorult
is, mindmaig a legelterjedtebb és leghasznosabb 6regedési elméletnek bizonyult
(Harman, 1961a,b, 1968, 1981, 1988, 2001), tovabba jelen értekezés targya is
szorosan kapcsolodik e felfogashoz, a szabadgyokok keletkezését, kémiai
természetét, szerepét az él6 szervezetekben a késébbiekben részletesen fogjuk

targyalni.

1.3. Diffuzié elmélet

Ezen elmélet kidolgozdja, Carpenter (1965) feltételezte, hogy a
keresztkotésekkel egybeflizott makromolekulak "szétterjedd" részecskékként sze-
repelnek az Oregedés kivaltasaban. Abbdl indult ki, hogy az 6regedés alapvetd
oka a harantkapcsolatok létrejotte, és kulonb6zd matematikai modellek kidolgoza-
saval a harantkotésekkel 6sszekotott driasmolekulak idétél fuggé felhalmo-zodasat
irta le. Arra a kovetkeztetésre jutott, hogy ezek a makromolekulak poten-cialisan
olyan szintig terjedhetnek, hogy az mar a sejt normalis funkcidit karositja. Azt
allitotta, hogy minél idésebb a szervezet, annal nagyobb a sejtekben az ilyen uton
keletkezett makromolekulak szama, és hogy elhizott szervezetben a harant-
kapcsolatokkal egybefizétt molekulak sokkal gyorsabb tGtemben halmozddnak fel.
Konnyen belathatd, hogy ez az elképzelés Iényegében a keresztkotédesi elmélet

egy valtozatanak tekinthetd.

1.4. ’Kollagén elmélet”

Ez a tedria az otvenes években alakult ki. Akkoriban a kollagén molekula
szerkezetét, s annak kémiai vagy fizikai uton el6idézett valtozasait sokan
vizsgaltak. Verzar (1955, 1956) végezte el az alapvetd kisérleteket a kollagén

hédenaturacidjara vonatkozoan: A patkany farkabol kihuzhaté inak csaknem tiszta



kollagénbél allnak, s rajtuk igen pontosan vizsgalhaté az un. termo-denaturacié
jelensége. A kollagén rostok 64°C hémérsékleten denaturalédnak, s ezt a
folyamatot egy kifejezett kontrakcidé kiséri, amelynek soran az inak eredeti
hosszuknak mintegy 15-20 %-ara rovidulnek meg. A kontrakcié soran fellép6 er6
az allat életkoraval noévekszik, amit j6l lehet mérni (Verzar, 1955). E jelenség
magyarazatat Verzar (1955, 1956, 1958) adta meg. Kimutatta, hogy a fiatal allatbél
szarmazo inakban a kollagén molekula kétharmada oldatba megy a hédenaturacio
hatasara, mig az 6reg allatokbdl vett rostokbdl csak egyharmad rész oldodik. A
kollagén molekula tripla helikalis szerkezete mar akkor ismert volt, tovabba azt is
tudtak, hogy a 64°C hémérsékleten csakis hidrogén koétések bomol-hatnak fel.
Ezen ismeretekbél Verzar arra kovetkeztetett, hogy a fiatal kollagén molekulat
stabilizalo H-hidak egy része, molekulanként kb 10 darab, az élet el6re-haladtaval
kovalens keresztkotéssé alakul at, s ez okozza az 6reg kollagén nagyobb
mechanikai szilardsagat, nagyobb héstabilitasat, és a nagyobb erejl
hékontrakcidjat is (Verzar, 1960; Piez, 1968).

A kollagén nemcsak héhatasra, hanem erételjes s6-hatasokra is (pl. 40 %-os
KJ oldatban) is elasztikus tulajdonsagokat vesz fel, mivel a tomény sok hatasara is
elszakadnak a molekulat stabilizalé H-kotések (Banga et al.,1956a,b).

Meg kell itt jegyezni, hogy Verzar maga a kollagént egyszeriien egy mole-
kularis modellnek tekintette, s a fenti eredményekbél csak arra kovetkeztetett,
hogy az oOregedés egy olyan folyamat, amely a makromolekulak szerkezetét
valtoztatja meg. EbbdI kiindulva mar a hatvanas évek elején vizsgalatokat kezdett
a kromatin allomanyanak héstabilitasara vonatkozoéan is, s meg-allapitotta, hogy a
kromatin fehérjéinek is né az életkor-figgd hdéstabilitasa, mig maganak a tiszta
DNS-nek ez a tulajdonsaga lényegében nem valtozik a korral (Von Hahn és
Verzar, 1963; Von Hahn, 1963, 1964, 1970). Mindennek ellenére, Verzar ered-
meényei ugy kerultek be a koztudatba, mint az Oregedés “kollagén elmélete”,
jéllehet maga Verzar élete végéig erdsen tiltakozott ezen, szerinte tulszimplifikalt
definicio ellen (Zs.-Nagy, 1994).



1.5. Hiba-katasztrofa elmélet

Orgel (1963) szerint, az 6éregedés alapja a fehérjeszintézis pontos-saganak,
megbizhatésaganak a csOkkenése. Mivel szerinte a fehérjeszintézis folyamatai
pontatlanul mennek végbe, tokéletlen molekulak szaporodnak fel. A transzkripciot
és transzlaciot végzé fehérjék megvaltozasa tartosabb, jelentésebb valtozasokat
eredményez, mert az ilyen mddosult fehérjemolekulak tovabbi hibakkal terhelt
fehérjék képzddéséhez vezetnek, s ily moédon az ujonnan szintetizalddott fehérjék
hibagyakorisdga mar exponencidlisan emelkedik. Ez a ,katasztrofa”. A hiba-
katasztrofa elkerllhetd, ha a hibas fehérjemolekulak gyorsabban bomlanak le
mint a tébbiek (Goldschmidt, 1970). Hollidary és Tarrant (1970) megallapitotta,
hogy hibas molekulak olyan sejtekben is képz&dhetnek, melyek mar kifejezetten
pusztu-l6félben vannak. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy az ilyen hibas
fehérjemolekulak felszaporodasa nemcsak az 6regedd sejtekben torténik (Baird et
al. 1975). Szépséghibaja a hibakatasztréfa elméletnek, hogy elméleti
megfontolasok alapjan maga Orgel (1970, 1973) visszavonta azt, de ez mar senkit
sem érdekelt, s mind a mai napig vannak kovetdi ezen elméletnek. Mindemellett le
kell szdgezni azt a tényt, hogy szinte minden hitelt érdemlé kisérletbél az derult ki,
hogy nem ”"rossz” fehérjék szintetizalédnak, hanem a fehérjék poszt-transzlacés
valtozasokon esnek at, ami mikodésuket kompromittalja, s ezért cserére

szorulnak (lasd részletesen: Zs.-Nagy, 1994).

1.7. Redundancia elmélet

Medvedev (1972) szerint azok az ismétlédd identikus DNS-molekula részek,
melyek tartésan represszalt allapotban vannak, tartalék informacié hordozéként
vannak jelen a DNS-molekulaban. Ezek a nélkul6zhetd DNS szakaszok csak
akkor expresszaléodnak, ha a genom megfelel6 mikoédd része meghibasodik. A
szerz6 szerint az egyes fajok élettartama az ismétl6dé informacios képletek
szamatol fugg. Ahogy a hibak a funkcionald génekben felszaporodnak, az
ismétlédé gén-tartalékok addig mikodnek, mig a készletekbdl erre lehetéség van.
Ennek hianyaban elindul az éregedés. Ez a logika Iényegében a hibakatasztrofa

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



1.8. Mutacids elmélet

Tobb szerzé egymastdl fuggetlenll arra a kdvetkeztetésre jutott, hogy az
Oregedés a sejtek DNS-molekulaiban véletlenszerlien bekovetkezd mutaciok
eredménye lehet vagy a szomatikus sejtekben, vagy az &s-sejtekben (Szilard,
1959a,b; Curtis, 1963, 1964). A mutaciok felhalmozddasa hibakat indukal a kodolt
informaciokban. Curtis et al. (1966) vizsgalataikkal azt talaltak, hogy a patkanym3j
atipusos kromoszomainak gyakorisaga a korral ndvekszik. Arra a megallapitasra
jutottak, hogy azok a fajok melyeknek nagy a mutacios rataja révid ideig élnek.
Little (1976) szerint 6sszefliggés van a DNS repair kapacitas és a cellularis
Oregedés kozott. Burnet (1976) ramutatott, hogy az 6regedés egy intrinsic geno-
tipusos folyamat eredménye, melyért a DNS-replikaciét és a repairt elégtelentl
végz6 enzimmechanizmusok a felelések. A DNS-t kijavitdé enzimek meghiba-
sodasra valo hajlama azok genetikai hatterétél fugg, ezért a DNS-repair evolucios
ellenérzés alatt all. Ugyanakkor ennek mértékét nagyban befolyasoljak a
szervezetet ért kulsé hatasok, valamin a DNS kijavitas és a replikaciés és
transzkripciés enzimek hibahajlama. Mindezek alapjan az o6regedés oka a
sejtekben felgylulemld genetikai hibak gyakorisaga lehet, ami Iényegében egy

alternativ megfogalmazasa a hibakatasztréfa elméletnek.

1.9. Immunoldgiai elImélet

Walford (1969) szerint az 6éregedés nem mas, mint a szervezet sejtjei kozott
mindjobban kialakulé inkompatibilitds, melynek sordn a szervezetben a korral
parhuzamosan egyre fokoz6dé uUtemben auto-antitestek keletkeznek, s ennek
kovetkeztében mindazok a szdvetek karosodnak, amelyekkel szemben az emlitett
fehérjék képzédnek. Az 6regedés tehat olyan folyamat lenne, amelyben a retikulo-
endothelialis rendszer (RES) a szervezet sajat fehérjéivel szemben egyre foko-
z6do6 intoleranciat mutat. Russell et al. (1966) majd Walford (1969) immun-
szupresszorral kezeltek hosszu illetve rovid élettartamu egereket. Az allatok
maximalis élettartama ugyan nem valtozott, azonban szamottevéen nétt azon
egyedek szama, amelyek megérték a magasabb kort. Bellamy (1968) a pred-
nisolon immunszupressziv hatasat vizsgalta rovid életll beltenyésztett egereken.

Az allatok lassabban novekedtek, de az élettartam 50 %-kal
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nétt, melyet a szerz6 azzal magyaraz, hogy a rovid élettartam autoimmun hatas
kovetkezménye és ezt a hatast flggeszti fel a prednisolon. A szerzd szerint az
étvagycsokkenés is hozzajarult az élettartam ndvekedéshez. Forbes (1975)
kisérletei is Bellamy (1968) elméleti megfontolasait tamasztottak ala. Az utobbi
években a kérdés ugy vetdédott fel, hogy az immunoldgiai statusz mennyiben lehet
indikatora a biologiai életkornak, illetve immunoldgiai paraméterek alapjan
megjoésolhaté-e a varhaté tulélés idésekben? A valasz: egyetlen mutaté alapjan
semmiképpen sem, de tdbb eltérés egyidejli fennallasa jelezheti a prognodzist.
Szamos megfigyelés arra utal, hogy megné az idésekben a mortalitas kockazata,
ha alacsony a lymphocyta és a CD4-sejtszam, csokkent a T-sejt proliferacio,
magas a CD8/CD4-sejtarany, magas a CD8+ memodria-sejtszam, alacsony a B-
sejtszam, anergias a kutanproba, alacsony az NK-sejtszam, az IL-2 produkcio és

alacsony az indukalt antitest titer (Miller, 1996; Pawelec és Solana, 1997).

1.11. Anyagcsere-sebesség elmélet

Pearl (1928) Drosophilakon folytatott kisérleteibdl arra kdvetkeztetett, hogy
az élettartam forditottan aranyos az energia veszteséggel, illetve az anyagcsere
sebességével. Alatamasztjak ezt a felfogast azok a kisérletek, amelyeket taplalék
megvonassal kivaltott csokkent vagy az alacsony hémérséklet hatasaval eléidézett
nagy energiaforgalom nyoman figyeltek meg. Mc Cay et al. (1935), valamint
késébb Berg (1976) ramutattak, hogy kaloria-szegényen taplalt patkanyok
hosszabb ideig élnek, mint a taplalékfelvételben nem korlatozott tarsaik. Johnson
et al. (1963) azt tapasztalta, hogy ha az allatok energia produkcidjat azzal fokozta,
hogy sokaig alacsony hémérsékleten tartotta Oket, élettartamuk jelentésen
csOkkent. Arra megallapitasra jutottak, hogy minél nagyobb a szervezet
energiaforgalma annal gyorsabb az 6rege-dése. Levezethet6 elméletileg, hogy
mivel az energia-forgalom szoros kapcsolatban all az oxigénfogyasztassal, ez az

elképzelés lényegében 6sszefugg az dregedés szabadgyok elméletével.

1.12. Stressz-elmélet

Ez a felfogas az egyik leggyakrabban emlegetett tedria volt a hatvanas és a
hetvenes években. Az elmélet Selye Janos munkassaga révén valt ismertté
(Selye, 1956; Selye és Prioreschi, 1960; Selye és Tuchweber, 1976). Lényege,

hogy az élet soran elszenvedett stresszek a szervezetben maradandé nyomot
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hagynak, és ezek ndvekvd halmaza okozza az Oregedést. Gunderson és Rache
(1974) szerint a hosszu idén keresztll ismétlédé stresszes allapotok kiléndsen
veszélyeztetik a cardiovascularis-, az emészt6-, az immun- és az idegrendszert.
Paré (1965), valamint Arvay (1976) a patkanyfarok kollagén rostjainak az
Oregedéséért is a stresszt okolja. Selye és Tuchweber (1976) azt allitjak, hogy az
egyed élettartama egy késleltetett altalanos adaptacios szindromanak tekinthetd.
Ennek, valamint az anyagcsere-sebesség elméletnek kdzds mondanivaldja, hogy
minél idésebb egy szervezet, annal kevésbé tudja a kdrnyezet karosité hatasait

kivédeni.

A.2. Aktiv szabalyozast feltételezd 6regedési eiméletek

Ezeknek a tedriaknak a kdzos feltételezése, hogy az éregedés szabalyozasa
a DNS-makromolekulan keresztul torténik, vagyis a génaktivitas idé szerint van
programozva. Mas széval a szervezet Oregedése minden kulsé hatas nélkdl,
feltétlenul végbemegy. Az dregedést specifikus gének iranyitjak, melyek mind az

egyed dregedésének Utemét, mind a kilonb6zd fajok élettartamat meghatarozzak.

2.1. Genetikai program elmélet

Régen ismert tény, hogy a kilénb6z6 fajok élettartama genetikailag megha-
tarozott, s ugyanugy, mint a teljes egyedfejl6dés minden fazisa, genetikailag deter-
minalt, vagyis minden létezd faj mutat dregedést, ugyanakkor a fajok kdzott igen
nagy kuldnbségek vannak az élettartam id6skalajat tekintve (Strehler, 1959, 1960;
Comfort, 1964; etc.). Koran megjelentek azok az elkép-zelések, hogy az 6regedés
nem a programozott halal feltétele, hanem a genetikus program meghibasoda-
sanak eredménye (Comfort, 1970). Von Hahn (1966) azt hangsulyozta, hogy a
cellularis 6regedés iranyitasa a transzkripcié soran torténik. Véleménye szerint a
DNS szerkezet egyre kotottebbé valik, a két DNS szal szétvalasahoz sziikséges
energia n6, s mivel a szétvalas a transzkripcio feltétele, a folyamat gatlasa egyben

az atirast is blokkolja, ami a genetikai informacié részleges elvesztésével jar.
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Kllén csoportot képez Hayflick (1965, 1970, 1973, 1975) 6regedési program
elmélete. Ezt arra a "megfigyelésére" alapozta, hogy az embriobdl vett fibro-
blasztok sejttenyészetekben 50 osztddasra képesek, majd megodreg-szenek és
bizonyos id6 utan elpusztulnak. Ugyanakkor, ha a fibroblasztokat felnéttbél, vagy
Oregebb egyedekbdl vesszuk, a "doubling number” lecsokken 20 koruli értékre.
Joéllehet igen sokan elfogadtak Hayflick elméletét, s mind a mai napig sok kovet6je
van, nem lehet figyelmen kival hagyni azokat a kritikai hangokat, amelyek
ugyancsak igen nagy szamban megnyilvanultak. Mar maga az u.n. “limited
doubling number” megfigyelés sem igaz, hiszen kiderult, hogy ez egy artefaktum, s
lényegében a kisérleti kérilményektdl figg (Balin, 1982, 1985). Szamos tovabbi
részlet tisztazasa is arra vezetett, hogy a Hayflick limit Iéte nem fogadhatd el
hiteles Oregedési elmélet alapjaként (részletek: Zs.-Nagy, 1994). Legujabban
Hayflick a telomer-6ra alapjan (lasd alabb) probalja igazolni elméletét, de ez a
probalkozas is szamos sebbdl vérzik (Rubin, 2002). Tanszékunkon kiszamitottak,
hogy ha elfogadjuk a Hayflick limit Iétezését (50 osztddas lehet6sége) akkor az igy
nyerhetd sejtszam a vérképzéshez szikséges sejtek szamanal is sok ezerszer
kevesebb az emberben atlagosan 75 éves élettartamra szamitva, s akkor még hol
vannak a tobbi szdvetek (ham, izom, koétészovet, stb) felépitéséhez és
fenntartasahoz sziikséges sejtek (publikalatlan adatok).

Mindezek ellenére Iétezik az 6regedés replikativ szeneszcencianak nevezett
elmélete (Smith és Pereira-Smith, 1996) amely szerint a normalis sejtek korla-
tozott proliferativ kapacitassal rendelkeznek, meghatarozott szamu sejtosztédas
utan kilépnek a sejtciklusbdl, termindlisan nem oszt6doé allapotba kerllnek. Ez a
replikativ szeneszcencia irreverzibilis, bar a sejtek nem feltétlentl veszitik el
eletképességiket, nem lehet O6ket ujra osztddasra birni. Mindezeket ugy
0sszegzik, hogy a sejtoregedés normalis, tumor-szuppresszor hatasu jelenség;

elvesztése daganatképz6déshez vezet.

2.2. Neuroendokrin rendszerrel kapcsolatos elméletek

Van Gool és Mirmiran (1986), valamint Turek (1995) arra a kdvetkez-tetésre
jutottak, hogy az 6regedés id6szakaban a melatonin napszaki ritmusanak eltinése
jelzi a ciklikus hormonalis szabalyozasban kulcsszerepet jatszé nucleus supra-
chiasmaticus (SCN) magterilet funkcidjanak zavarat, melynek id&skori

degeneraciojat tobb morfolégiai és biokémiai adat igazolja. Az éregedés koraban



13

mutatkoz6 csOkkent adaptacios készség, a bioritmusok szabalyozasanak zavara
feltehetéen Osszefligg a melatonin-szint napi ritmusaban mutatkozé zavarokkal
(Reiter, 1994). Dubovich (1991) is azt talalta, hogy az Oregedés folyaman
csOokkend melatonin szint hatdsa a bioldgiai ritmusok deszinkronizacidjaban a
kozponti idegrendszerben lokalizalhaté hatashelyeken érvényesil, mint a
membran receptorokon kifejtett hatas. Az ontogenezis soran a szervezet minden
sejtie a melatonin szignal szerint programozott, vagyis az életkor elérehaladtaval
csokkend melatonin szint feltehetéen a szervezet minden sejtje szamara szignalt
jelent az oregedés felé. A melatonin jelenléte kozponti idegrendszeri
hatashelyeken, receptorokon képes késleltetni az Oregedéssel jard bioritmus
szabalyozasi zavarok kialaku-lasat (Reiter, 1995). Mindezzel kapcsolatban meg
kell emliteni, hogy mas szerzék szerint itt inkabb az 6regedés kdvetkezményeirdl,

mint okairdl van szo.

2.3. Telomer-6ra elmélet

Az elmult évtizedekben komoly érdeklédés tamadt az eukaridéta kromoszoé-
maveégek, a telomerek tulajdonsagai és bioldgiai jelentésége irant (Blackburn,
1994; Greider, 1996). Szemben a baktériumok cirkularis DNS-ével, az eukariéta
kromoszomak linearis DNS-t tartalmaznak.

Ezen DNS molekuldak két vége specialis szerkezetd, kiterjedt régio:
nagyszamu, fajra jellemzd bazisszekvenciaju, tandem maoddon ismétlédé rovid
szakaszokbdl épul fel. Emberben a telomer-DNS ismétlédé egységei: TTAGGG,
mely kromoszomavégenként mintegy 2000 példanyban ismétlédik. Géneket nem
tartalmaz, szerepe a kromoszomavegek védelme. Egyesek szerint minden
sejtciklusban néhany bazisparral révidil, mig masok ezt cafoljak (Rubin, 2002).

1985-ben felfedeztek egy enzimet a telomerazt, mely képes megakadalyozni
a telomerek fizioldgias rovidulését (Greider, 1996, 1998). A telomer-6ra elmélet
feltételezi, hogy a sejt telomerjének rovidulésével méri életkorat, pontosabban azt,
hogy élete soran hany osztédason esett keresztul. Sejtkulturakban a telomeraz
enzim expresszidjaval meghosszabbitottak a sejtek generacios idejét, de a sejtek
proliferacios képessége és a telomeraz kdzott nincs mindig szoros kapcsolat,
vagyis, ezek a megfigyelések nem elsésorban az 6regedés, inkabb a daganat
kutatés terlletén hozhatnak eredményeket, mivel az emberi daganatok 85 %-aban

kimutathat6 telomeraz aktivitast mutatnak, mely a tumorprogresszié soran rossz
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prognosztikai jel, és a malignitas fokozddasat jelzi. E terllet jelenleg intenziv
kutatasok targyat képezi, s az elképzeléseket jelentds vitak kisérik (Campisi et al.,
2001; Hao and Tan, 2001; Rubin, 2002).

A.3. A teoretikus gerontolégia megalapozasa

Mar a fentiekbdl is kitlnik, hogy minden gerontoldgiai kutatas eredmé-
nyességének alapfeltétele olyan egységes gerontolégiai elmélet felallitasa,
amelynek birtokaban az ismert tények logikus rendszerbe foglalhatok. Az
elmélettel szemben tovabba kdvetelmény, hogy benne a tények ne kerlljenek
egymassal lényegi ellentmondasba. Ha sikerul ilyen elméletet felallitani, annak
alapjan tézisek fogalmazhatok meg, ezeket megfelel6 kisérleti ellenérzésnek
vethetjik ald, s a kapott eredmények alapjan az elméletet megerésithetjuk, vagy
cafolhatjuk.

llyen tipusu elméleti gerontolégiai alapvetés jelent meg Esposito tollabdl
(1983). Ez mindenek el6tt rendszerezni prébalta az 6regedési elméleteket, azokat
harom csoportba osztotta: (1) kauzalis elméletek, (2) sziszetmatikus elméletek és
(3) evolucios elméletek. Ezek a csoportok magukba foglaljak mindazokat az
elképzeléseket, amelyeket a fentiekben is felvazoltunk, de a korabbi elméletekhez
képest jelentésen szélesebb elméleti alapokat hasznalnak az Oregedési
jelenségek értelmezhetésége szamara. S ami még ennél is fontosabb, Esposito
(1983) modellie nemcsak rendszerezi a jelenségeket és elméleteket, hanem
megfogalmazta a teoretikus gerontologia alapveté kérdé-seit is, amelyeket a
kisérleti gerontologianak meg kell valaszolnia. Ezek részletezése nem fér bele a
jelen munka terjedelmébe, ezért csak utalunk arra, hogy Tanszékink 1973 6ta
folytatott munkassaga és publikacidi széles alapokon megegyeztek ezen
megkodzelités elveivel, azt alkalmaztak, fejlesz-tették tovabb, s a teoretikus
gerontologia Esposito (1983) altal megfogalmazott kérdéseire is megadtak a
lehetséges valaszokat. E munka eredménye az 6regedés membranhipotézisének
(angolul membrane hypothesis of aging = MHA) kialakulasa, amely ma a
nemzetkdzi iroda-lomban is jol ismert (Zs.-Nagy, 1978, 1979, 1987, 1988, 1994,
1997, 2000, 2001).
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A.4. Az MHA rovid 6sszefoglalasa

Az MHA lényegi dsszefliggéseit az 1. abra mutatja be. Az MHA abbdl indul
ki, hogy az él6 szervezetek valamennyi alkotérészének folyamatos ujraterme-
|I6dését azok folyamatos karosodasa teszi sziikségessé. A biokémia alapvetd
szabalyai szerint a kadrosodasok nem szarmazhatnak pl. az enzimek mikodésé-
bél, hiszen az enzimek a katalizalt folyamatokbdl kdztudottan minden valtozas
nélkul kertlnek ki. Léteznie kell tehat olyan tényezéknek, amelyek (1) a moleku-
laris komponensek integritasat folyamatosan karositjak, (2) a karosodott
komponenseket folyamatosan eltavolitigk, (3) a sérilt és eltavolitott
komponenseket de novo szintézis révén létrejott Ujakkal helyettesitik. E folyamatok
kézlil a masodik (lizoszomalis rendszer) és a harmadik (fehérjeszintetikus
apparatus) igen sok részlete ismert, de sok a bizonytalansag az elsé helyen
emlitett karosito tényez6k vonatkozasaban.

Az MHA elfogadja, hogy a legfontosabb karosité tényez6k az oxigéneredeti
szabadgyokok kozott keresendbk, s ebben a vonatkozasban felhasznélja az
Oregedés szabadgyok tedriajat (Harman, 1956, 1981, 2001). Mivel azonban ezen
szabadgyokok polimerizald, keresztk6té hatasait dontéen befolyasolja a struktura
denzitasa (lasd alabb részletesen kifejtve), az MHA szerint a szabadgyokok okozta
artalom nagyobb valdszinlséggel Iép fel a tdmotteb szerkezetl sejtal-katrészeken,
példaul a membranokon,.

Figyelembe kell venni tovabba azt a tényt, hogy a membranok koézott is
kitintetett szerepet jatszik a sejt kilsé membranja (plazmamembran), mivel azon
jelentés elektromos polaritas (-40 és -100 mV kdz6tti un. nyugalmi potencial) épul
fel. Minden ingerdileti allapotvaltozas e polaritas meredek “letérésével” jar, amikoris
a plazmamembran ugy viselkedik, mint egy kondenzator, vagyis kistlésekor
jelentés hoéfejlédés Iép fel. Mivel pedig a depolarizacé mindéssze 1-2 msec alatt
megy végbe, a keletkezett h6 egy jelentés része (minimalisan kb 10 %-a) nem tud
disszipalddni a rendszerbél, vagyis a membranban marad. Ezt a hémennyiséget
"rezidualis hé”-nek nevezték el (Ritchie, 1973), ami praktikusan hianyzik, illetve
elhanyagolhatéan kicsi mas, intracellularis membran kompo-nenseknél. A
rezidualis hé legvald-szinlibben kovalens kémiai kdtések formajaban maradhat a
plazma-membranban. Ezek a kovalens koétések lehetnek azon tovabbi faktorok,

amelyek a sejtmembran fehérjéinek rovid életéhez hozzajarulnak, kuléndsen
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jelentds mértékben az erésen ingerlékeny strukturakban, ugymint a neuronok és
az izomsejtek plazmamembranja.

E kérdéskor tovabbi részletei kifejtésre kerlltek mar korabban (Zs.-Nagy,
1979, 1994), itt csupan azt kivanjuk kihangsulyozni, hogy ezen meggondolasok
alapjan az MHA a sejtek legsérulékenyebb szerkezeti elemének a plazmamem-
brant tekinti. Ez a felfogas j6 dsszhangban van szamos kisérleti ténnyel, ame-lyek
szerint a sejtfehérjék kézul a plazmamembran fehérjéinek van a legrévi-debb fél-
életideje (Tauber és Reutter, 1981, etc), vagyis turnoveruk kb. 4-6-szor gyorsabb
pl. a majsejtekben, mint a maj 6sszes tobbi fehérjéi esetében.

A fentebb vazolt felfogas, miszerint valamennyi sejtkomponens koézott a
plazmamembran karosodik a leggyorsabban, tovabbi logikai Iépéseket diktal.

Ezeket vazolja fel az MHA egy ciklusos folyamat formajaban (1. abra).

Fehér]ék és lipidek szabadgybk-mdukélt keresztkbtései:
I rez:duélxs hé. .

A.sejtmembran’
Pija csokken.”

N

Végtermékek A kérosodott kom- AZ intracellularis K Az inceriék
akkumulacidja: «g¢— nensek eliminacidj tartalom né. > ingeriekenység
Lipofuscin. ' csdkken. fennmarad.
- \
A Y
AN
"~ | Az RNS ésfehére "A Sejt kolloidalis - e
Afehérék tumovere o |eintézis sebessége | | seisztémajaegyre |y, A citoplazmma
csokken. * _csdkken. - Jkondenzaltabb lesz. vizet veszit
ﬁ ‘Minden'enzim ™" J

aktivitasa csdkken.

Y

A szabadgydkdk elleni védelem elégtelenné vaélik.

1. abra. Az MHA sémas 6sszefoglalasa Zs.-Nagy (1994) alapjan.
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A plazmamembran gyors karosodasanak legfontosabb kdvetkezménye a
membran passziv K'-permeabilitasanak allandéan csokkend tendenciaja. Ennek
egyenes kovetkezménye az intracellularis K'-tartalom emelkedése, ami egyrészt
elényt jelent, mivel segit fenntartani a membran ingerelhet6ségét. Masrészt
azonban a megndvekedett intracellularis ioner6ésség noveli a sejtkolloidok
désének valdszinliségét is. Ennek kdvetkeztében a sejtkolloidok egyre nagyobb,
aggregalt partikulakat képeznek, aminek egyenes kdvetkezménye az intracellu-
laris kolloid ozmaétikus nyomas csdkkenése, ami a legfontosabb vizmegtarté er6 a
sejtekben, tehat a sejten beluli allomany vizet veszit. A dehidracié kdvetkezménye
az, hogy a relativ szarazanyag tartalom ndvekszik a sejtekben.

Meg kell itt jegyezni, hogy ez a folyamat nem egy kullonleges Oregedési
torténés, hanem mar az embrionalis korban elkezdédik, s az ontogenezis els6
felében nélkilozhetetlen a ndvekedési és maturacios folyamatokban (pl.: az
izomzat kialakulasaban, a csontképz6désben, stb). Mivel ez egy implicit,
automatikus folyamata minden €él6 sejtnek, az optimalis maturacié elérése utan ez
a dehidraciés trend nem all meg, s6t fokozatosan felgyorsul, s végul
funkciovesztéshez vezet, ami mar az 6regedési folyamat része. Ezen felfogas
szerint nincs semmilyen specidlis 6regedési folyamat, csupan az ontogenezist
szabalyozé automatizmusnak az optimalis funkcioképesség elérése utani
megallithatatlan tovabbi mikddésérdl van szd, ami végul az éregedési folyamat
progressziv, destruktiv, intrinsic és univerzalis jellegét eredményezi (Strehler,
1959).

Termeészetesen magyarazatra szorul, hogy a megnodvekedett sejten beldli
denzitas hogyan képes el6idézni a funkcidvesztési jelenségeket. Ehhez a kulcsot
a molekularis enzimkinetikai modellek adjak meg, amelyek szerint a kornyezet
denzitas-ndvekedésével minden enzimaktivitdas (aktivitas/mol enzim egységben
kifejezve) forditottan aranyos (Damjanovich és Somogyi, 1973; Somogyi és
Damjanovich, 1975; Damjanovich et al. 1989). Az elméleti megfontolasokat igen
sok kisérleti eredmény tamasztja ala (Zs.-Nagy és Floyd, 1991; Zs.-Nagy, 2001).
Kiszamithaté volt, hogy az in vivo agykérgi idegsej-tekben mérhet6 viztartalom
csOkkenés kovetkezménye egy nagysagrenddel lehet képes csokkenteni az
enzimaktivitasokat (Damjanovich et al. 1989). Ez természetesen vonatkozik

nemcsak a mikodé metabolikus, katabolikus és egyéb enzimekre, hanem a
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transzkripciot és a transzlaciot végzé minden enzimre is. Masszéval, a fehérje-
szintézis, vagy ha tetszik, a génexpresszid lassulasa az ontogenezis masodik
szakaszaban is egyértelmien magyarazhatd az intracellularis denzitasndovekedés
hatasaval. Ezzel parhuzamosan csOokken a lizoszomak altal végzett eliminacids,
leépitési folya-matok gyorsasaga is, ami az un. Oregedési pigmentek
felhalmozodasahoz vezet (Zs.-Nagy, 1988, 2002). Mindezen folyamatok elegendd
magyarazatot szolgal-tatnak minden sejt- és szdvetfunkcié korfliggé hanyatlasara,
anélkil, hogy az ismert tényekkel ellentmondasba kertlnénk.

Le kell itt sz6gezni, hogy az MHA fentvazolt ciklusat minden ponton tébb-
oldalu, egymastdl fuggetlen kisérleti bizonyitékok tamasztottak ala az elmult 25 év
soran. Az esetleg érdekl6dd olvasd szamara jo dsszefoglalast jelenthet az MHA-
rél megjelent mongrafia (Zs.-Nagy, 1994), de szamos mas késébbi kdzlemény is
(Zs.-Nagy, 1997, 2000, 2001, 2002). Az MHA Iényegi megallapitasait a
molekularis genetika legujabb eredményei is alatamasztjak: nagy jelentéséglinek
tarthaté az a tény, hogy a sejtciklus szabalyozasaban fontos cellularis onkogének
termékeinek nagy tdbbsége a plazmamembranra lokalizalodik, jelezve a
plazmamembran kdézponti szerepét a mitotikus regula-cidban, a sejtek
differencialédasaban és az 6regedésben.

Az MHA alapkoncepciojabdl kovetkezik, hogy az oxigéneredetu szabad-
gyokok funkciodja nemcsak az oreged6 szervezetben fontos tényezd, hanem az
ontogenezis kezdetétdl szamitva az kell, hogy legyen az egész élet folyaman. Erre
nézve Tanszékunkon jelentésnek tartott, koncepcionalisan uj gondolatok és lehe-
téségek fogalmazodtak meg, amelyek nagy visszhangot valtottak ki vilagszerte
(Zs.-Nagy, 1992, 1995, 2001). Ezen elméleti megkdzelités egy része, nevezetesen
az a feltételezés, hogy ezek a gyokok oki tényezdként tekintendék a
sejtdifferencialodasi folyamatok beinditasaban, képezi jelen értekezés targyat.
Ezért, mintegy kiindulasi pontként, az alabbiakban &sszefoglaljuk az

oxigéneredetl szabadgyokokrdl rendelkezésunkre allo legfontosabb ismereteket.
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Az oxigéneredetii szabadgyokok tulajdonsagai

A szabadgyok definicidja és reakciodi

A szabadgyokok olyan kémiai entitdsok (molekulak vagy molekula
fragmentumok), amelyek paratlan szamu (=parositatlan spinl) elektront
tartalmaznak (Pryor, 1976). Mig egy kémiai anyag ion voltat elektronjainak
protonjaihoz viszonyitott szama hatarozza meg, szabadgyok a protonok szamatol
fuggetlentl minden olyan kémiai anyag amelynek kulsé elektronhéjan parositatlan
elektron van. Egy ilyen parositatlan spinii elektron jelenléte a szabadgydknek
paramagneses tulajdonsagokat kdlcsdéndz, s mivel ez az elektron erésen hajlamos
a megfeleld ellentett spin "partner" felvételére, a szabadgyokodk kémiailag erésen
reaktivak és ennek megfeleléen, révid az élettartamuk (Pryor, 1976).

A fenti definicio alapjan a gyokodket csoportositani lehet bizonyos kritériumok
alapjan. Példaul, nagysag szerint a legegyszer(ibb gyok a szolvatalt elektron (e),
de lehetnek egyatomos vagy tdbbatomos szabadgydkok, ionok, de akar
oriasmolekulak is vislekedhetnek szabadgyokként. A kettés szabadgyok (biradikal)
egy olyan kémiai anyag, amely két parositatlan elektront tartalmaz kulsé
orbitaljain, pl. a molekularis oxigén. A gydkion egy pozitiv vagy negativ toltési
szabadgyok pl.: O~ (szuperoxid aniongyok).

A szabadgyok altal indukalt reakciok altalaban lancreakciok. Ezekben a
lancreakciokban a gyokok az iniciacionak nevezett lépcsé vagy lépcsék soran
keletkeznek (amikoris elektron felvétel vagy leadas torténik valamilyen okbdl),
azutdn az un. propogacios lépcsék sorozatan keresztul a parositatlan spin(
elektron megtalalja a parjat, s ezaltal a gyok allapot megszlnik.

Nem kétséges, hogy a bioldgiai rendszerekben el6fordulé szabadgyokok
kozott kitlintetett helyet foglalnak el az oxigéneredetli szabadgydkok, amelyeket
angolul “reactive oxygen species” névvel is illetnek (réviditve ROS). Az oxigén
rendszama 8, ami azt jelenti, hogy 8 protonja 6sszesen 8 elektron negativ toltését
képes semlegesiteni. Mivel azonban a belsé (L) és a kulsé (K) elektronhéjakon
2+8 = 10 elektron helyezkedhet el, az oxigén atomos allapotban nem tud létezni. A
K elektronhéjon l1évé 2 Ures helyet "kdlcsonvett” elektronokkal tolti fel minden
oxigén atom, aminek legkézenfekvébb forrasa, mar csak szimmetria okokbdl is,
egy szomszédos masik oxigén atom. Az elektronok sajatos "kdlcsOnzése” ugy
megy végbe, hogy kétatomos oxigén molekulak (O2) jonnek létre, amelyekben 2-2

par elektron az idében megosztva lényegében mindkét atom korul kering. Ezeket
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az elektronparokat nevezzuk "vegyérték” elektronoknak. Teljesen hasonlé moédon
keletkeznek a tobbi kétato-mos formaban létez6 gazmolekulak is (H2, Na, stb).
Kllénleges formaja az oxigén allapotanak az 6zon, amelyben 3 oxigén atom vesz
részt, egymast 1-1-1 elektronparral tartva kotésben.

A kétatomos oxigén molekulak relative stabilak, emiatt az oxigén
alapallapotéaban csak gyenge oxidans. Ahhoz, hogy az O,-t a biologiai rendszerek
energia-termelésre tudjak felhasznalni, azt aktivalni kell, amely folyamat az
intermedier anyagcsere rendkivil fontos mozzanata. Ez az O, redukciojat jelenti,
amikor a molekula négy elektront vesz fel, vagyis mindkét atomja oOnalléan
hozzajut a lehetséges 10-10 elektronjahoz. Ezt a tetravalens redukciot egyetlen
lépésben csak a citokrom-oxidaz képes végrehajtani a mitokondrialis
elektrontranszport lanc végén, s az aktivaldédott két oxigén atom képesé valik 4
proton megkotésére, vagyis viz keletkezik beldle (1).

Oy + 4e" + 4H"--mmmmmm- — 2H,0 (1).
A viz keletkezése soran még soha nem sikerult szabadgyodkods allapotu oxigent
detektalni, ezért elfogadott, hogy a H; biolégiai elégetése gydkmentes folyamat.
Mindemellett a sejtekben vannak olyan reakcidk is, amelyekben a redukcié nem
tetravalens, s amelyekb6l ezért részlegesen redukalt O,-szarmazékok
keletkeznek. Monovalens redukciora képes egy sor lizoszomalis enzim, mint a
citokrom P-450 csalad tagjai, xantin oxidaz, aldehid oxidazok, stb (Fridovich, 1976;
Forman és Boveris, 1982; Jamieson et al., 1986; Cadenas, 1989). Kvantitative
mégis legfontosabb helye a monovalens redukciénak az ubiquinon, amely a
mitokondrialis elektrontranszport lanc elején helyezkedik el, s a folyamatos kinon-
szemikinon-hidrokinon oszcillaciok soran igen nagy mennyiségben termel
szuperoxid-anion (O,~) szabadgyokdket (Mishra és Fridovich, 1972; Boveris et al.,
1976; Turrens és Boveris, 1980, etc.). Ma mar tudjuk, hogy az elhasznalt
oxigénnek kb a 8-10 %-a O, szabadgyokké alakul at (Halliwell and Gutteridge,
1985). Meg kell itt jegyezni, hogy a O,  szabadgyokok csak igen rovid ideig
képesek létezni, mivel a felesleges elektronjukat spontan modon képesek
egymasnak atadni, vagyis kolcsondsen tovabb redukaljak egymast. Ezt a
folyamatot dizmutacidonak nevezik a kémiaban, aminek a terméke egy
kétvegyértékli oxigén molekula, vagyis -O,-, ami természetesen azonnal

protonokat fog megkdotni, vagyis H2O; jon létre.
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Altalanos felfogas szerint a O, szabadgydk egy karos oxidativ mellékter-
mék, amelynek az eliminacidjara hivatott a szuperoxid dizmutaz (SOD) nevi
enzim, amelyet McCord és Fridovich (1969a,b) fedeztek fel a korabban hemo-
kupreinnek nevezett fehérjék csoportjaban. Mara SOD enzimek tébb tipusa valt
ismertté, amelyekben kulénféle fématomok talalhatok az enzim aktiv helyén, s
nevuket is errél kapjak (Mn-SOD, Fe-SOD, CuZn-SOD), de a funkciéjuk min-
denutt azonos. A SOD hatasara a spontan dizmutaciés folyamat kb 4
nagysagrenddel felgyorsul, ezért a SOD-ot antioxidans védé enzimnek tekintik az
irodalomban. Ennek a felfogasnak szamos tény mond ellent (Zs.-Nagy, 1992,
1995, 1997, 2001), amelyeket itt nem részletezink, de egy fontos alapvet6
problémara ra kell mutatnunk. Nevezetesen, ezt a gyokot tévesen tartjak oxidativ
jelleglinek, hiszen ez egy elektron-donor, s mint ilyen reduktiv hatasa van, a
megtéveszté név ellenére. EbbdI kifolydlag terminoldgiai hiba az is, hogy a SOD
enzimet szinte mindenki “antioxidansként” emlegeti, holott ez Iényegében
antireduktans (vagy pro-oxidans), hiszen egy reduktiv szer eliminaciojat végzi, s
reakciojanak terméke a hidrogént oxidalja.

A 2. abra foglalja 6ssze, amit a fentebb vazolt reakciordl, illetve a keletkezett
H,O, tovabbi sorsardl tudunk. A H»O, minden él6 sejtben és szdvetben
folyamatosan keletkezik, s mivel a vizzel ellentétben, ez egy apolaros vegyllet,
szabadon képes diffundalni a sejteken keresztiil az intra- és extracellularis vizben.
Onmagaban ugyan kevéssé veszélyes komponens, mégis a szévetekben létezik
két enzim, a kataldz (CA) és a glutathion-peroxidaz (GPO), amelyek a szabad,
illetve a kotott peroxidokat képesek visszalakitani vizzé és molekularis oxigénné.
azt teljesen eliminalni két okbdl (Iasd részletesen: Zs.-Nagy, 1994, 1997). (1) A CA
nagyon valtozé aktivitdssal van jelen a szovetekben, pl. a maj csaknem 200-szor
tobb CA aktivitast mutat, mint az agykéreg, ugyanakkor a CA viszonylag magas
Km értéke miatt (Goldstein, 1968), valamennyi H,O, megmaradasaval a
legmagasabb CA aktivitas mellett is szamolni kell. (2) GPO ugyan jelen van
jelent6s aktivitassal az agyban is, ez viszont csakis a mar megkoétott H,Oz-ot (pl.
lipidperoxidokat) képes elbontani, de ezeket sem korlatlanul, mivel mikodéséhez
glutathionra van sziiksége, ez pedig igen nagyszamu enzimnek kofaktora, vagyis

korlatlanul nem all rendelkezésre mindig €s mindendtt.



22

Fenton reaction

0

0):

MOLECULAR DAMAGE

2. abra. Az oxigéneredet(i szabadgyokok keletkezési sémaja és egymassal vald

Osszefuggései.

Mindezek alapjan a maradék H,O, a legnagyobb valosziniséggel Fenton
reakcioban vehet részt (2. abra). Ennek lényege, hogy tranziens fémionokkal
(leginkabb Fe?*-vel, de lehet réz, mangan stb ion is) talalkozva a fémtél (Me") egy
elektront kap, aminek kovetkeztében a H,O, molekula heterolizist szenved a (2)
egyenlet szerint, vagyis szétesik egy hidroxil-ionra (OH") és egy hidroxil-
szabadgyokre (OH®)

Me"™+ H,0; - Me™' + OH + OH® (2).
Ezt a reakciét Fenton (1894) utdn nevezték el, aki felfedezte, hogy ferro-vas és
H2O, keveréke az akkor ismert leger6sebb oxidaloszerként viselkedik organikus
molekulakkal szemben. Ez a tulajdonsag annak kdszonhet6é, hogy OH® szabad-
gyok barmely szomszédos molekulatdl két molekularis Gtk6zésnyi idé alatt képes
elektront rabolni (Walling, 1975). Divalens vas mindig elegend mennyiségben all
rendelkezésre a Fenton reakcidhoz, feltéve, hogy a sejtek C-vitamin tartalma

normalis (Floyd és Lewis, 1983).
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Az él6 szervezetben a H,O,-ot a Fenton reakcidban organikus hidroperoxid

(ROORH) is helyettesitheti a (3) egyenlet szerint:

Fe** + ROOH — Fe** + RO + OH- (3),
amikoris alkoxigyok (RO°) keletkezik, amely csak alig valamivel kevésbé reaktiv,
mint a OH® szabadgyok. Az alkoxigyoknek az a tulajdonsaga, hogy a hianyzé
ellentett spin elektront nagyon gyorsan beszerzi a legkdnnyebben elérhetd
helyrél, vagy a meglévé paratlan spinli elektronjat leadja a kdrnyezetében Iévd
elektronfelvételre képes komponenseknek.

A legkorabban felismert biologiai jelentéségi szabadgyok-artalom a lipidek
zsirsavjainak peroxidaciéja volt (Chio és Tappel, 1969a,b; Chio et al., 1969;
Tappel, 1980; Donato and Sohal, 1981). Ma mar ismert azonban, hogy a
lehetséges szabadgyoOk artalomnak ez csak egy kis részét teheti ki. Arrol van szo,
hogy mivel a OH® gyokdk a vizes fazisban keletkeznek, nagy tobbségik
gyakorlatilag a vizoldékony komponensekkel (fehérjék, nukleinsavak, cukrok, stb)
sokkal el6bb reakcioba lép, mint a viszonlyag tavol |évd, hidroféb fazisban
elhelyezked6 zsirsavak (Zs.-Nagy és Nagy, 1980; Zs.-Nagy és Floyd, 1984, etc.).

A nyolcvanas évek elejétél kezdddott annak a felismerése, hogy a Fenton
reakcié révén keletkez6 OH® gyokok igen jelentés hatasokat fejtenek ki mind a
fehrérjékre, mind az aminésavakra, mind a nukleinsavakra, stb (Zs.-Nagy és Nagy,
1980; Levine, 1983a,b; Floyd és Zs.-Nagy, 1984; Zs.-Nagy és Floyd, 1984; Fulks
és Stadtman, 1985; Stadtman, 1986; etc.). Mindez elvezetett egy uj felfogas
kialakitdsahoz, amelyben Tanszékink jelentés szerepet jatszott, s ennek része

jelen értekezés kisérleti anyaga is.

A szabadgyokok szerepének és funkcidojanak nem-orthodox felfogasa

Ma mar el lehet hatarolni a szabadgyokdk szerepének két alapvetd
felfogasat. Az els6 Denham Harman nevéhez fliz6dik, aki 1956-t6l kezdve vetette
fel, s mind a mai napig fenntartia azon felvetését, hogy az oxigéneredeti
szabadgyokok az oxidativ anyagcsere karos melléktermékei, s ezek lehetbleg
komplett eliminacidja Iényegesen meg fogja hosszabbitani a fajok élettartamat. Ezt
a koncepciot nevezzik a rovidség kedvéért orthodox felfogasnak. A 60-as és 70-
es évek soran, amikor ez a felfogas elterjedt, a miszeres analitika "fejlettsége"

csak korlatozott lehetéséget kinalt a megfeleld kisérletek elvégzéséhez. igy azok a
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kisérletek kerlltek elétérbe, melyek a szabadgydkok hatasardl indirekt bizonyi-
tékot szolgaltattak, vagyis az antioxidansok szerepét vizsgaltak elé szervezeteken.

Harman (1956, 1962, 1968) a cisztein, ciszteamin, C-vitamin és 2-mer-kapto-
etanol kdzepes élettartamot prolongal6é hatasat vizsgalta, melyek kozil az utébbi
bizonyult a leghatasosabbnak. Comfort et al. (1971) etoxikvinnel egereken
folytatott vizsgalataikban hasonlé szignifikans kdzepes élettartam hosszabbodast
tapasztaltak. Fontos megjegyezni, hogy egyik antioxidans sem ndvelte azonban az
allatok maximalis élettartamat. Kohn (1971) megismételte a Harman kisérleteit és
bar nem tapasztalt élettartam hosszabbodast, életmin6-ség javulast azonban igen.
Czapsky (1971) és Goscin (1973) kimutattak, hogy a hidroxilgydk elsésorban a
lizoszéma-membranokat és lipideket karositja. Lucy (1972) feltevése szerint az E-
vitamin a membranok foszfolipidjeiben az arachidonsav molekulaval stabil
komplexet képez, s e helyen megakadalyozza a sokszorosan telitetlen zsirsavak
oxidativ karosodasat (peroxidaciojat).

Szamos tovabbi kisérleti eredmény is amellett szél, hogy a ROS valéban
képes molekularis kdrosodasokat okozni, s ezaltal az él6 rendszerek fokozatos
destrukcidjat el6idézni. Kiemelked6 fontossaguak a C és E vitaminnal végzett
kisérletek. El6bbi egy erés redukaldszer, instabil és konnyen elveszti hidrogén-
atomjait. Részben lancmegszakitd antioxidans. A peroxigyOkkel reagalva stabil
monodehidro-aszkorbat keletkezik beldle, egyik hidrogénjének leadasa utan. Ezen
kivil direkt O, szabadgyok illetve OH® szabadgyok scavenger hatdsa is van,
amely reakcidok soran monodehidro-aszkorbat illetve dehidro-aszkorbinsav
keveréke keletkezik bel6le, 2 hidrogén atom leadasa utan (Porter, 1980;
Dormandy, 1983). Ezenkivil képes az oxidalt glutathiont redukalni, igy a sejt redox
homeosztazisaban a legfontosabbnak tartott antioxidans, a redukalt glutathion
koncentracidjat képes emelni (Niki, 1983).

Az E-vitamin a f6 lipidfazisu antioxidans. A hidroperoxidoknak hidrogént ad
at, igy ezek képzddését megakadalyozza, igy ezaltal a lancreakcidt megszakitva
meggatolja a patolégias szabadgydkreakciok terjedését. (Folkers, 1973).

Természetes antioxidans az A-vitamin, a K-vitamin, a glukoéz (Sagone et al.
1983), a szelén- és tioltartalmu vegyuletek, mint amilyen a cisztein, ciszteamin,
glutathion (Frank, 1980) methionin, ubikinon, urat (Freeman et al., 1982; Hornsby,
1983; Smith, 1983).
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A fenti példak korantsem képezik az ismert eredmények teljes listajat, csupan
ramutatnak arra, hogy a kérdéssel igen kiterjedt irodalom foglalkozik. Van azonban
az orthodox felfogasnak néhany alapvetéen gyenge pontja, amelyeket nem
lehetett figyelmen kival hagyni. Nevezetesen, régen ismert tény, hogy a
leghatékonyabb scavengere a ROS-nak a KCN, ami tokéletesen ledllitia a ROS
keletkezését, de nemcsak hogy nem hosszabbitja meg az életet, hanem az egyik
legtoxikusabb anyag, amit valaha is ismertink a biolégiaban. Ezt a toxicitast sokan
ugy probaljak magyarazni, hogy a KCN energihianyt idéz el6, s ezért halalos. Ez
azonban igy nem igaz, mert abban az elsé masodpercben, amikor a KCN megdli
az allatot, az agyban mérheté energia-rezerv (ATP, ADP, kreatinin-foszfat) még
legalabb 15-20 percre elegendé lenne az él6 allapot fenntartasara (Zs.-Nagy,
1992, 1995, 2001), az élet azonban késedelem nélkul megszinik. A vizbefulo
embernél a halal mintegy 3 perc alatt all be, ugyancsak még mindig jelentds
energiatartalékok megléte mellett. Mindez akkor valik vilagossa, ha feltételezzuk,
hogy az él6 allapot fenntartasahoz implicite sziikség van a OH® szabadgydkok
folyamatos termel6désére, s ezt kapcsolja ki a KCN, mivel legelsé hatasaként
kdzvetlenil blokkolja az oxigén atvitelét a hemoglobintdl a szbvetek felé, vagyis
megszakitja a gyokfluxust. Ugyanez megy végbe a vizbefulas esetén is azzal a
kalénbséggel, hogy a hemoglobin oxigéntartalékainak a teljes kimerilése 2-3
percet is igénybe vehet. Ebben a nem-orthodox felfogasban az foglaltatik benne,
hogy a ROS-ra szikség van az él6 allapot fenntartasahoz, s ugyanezen
gyokoknek a karos mellékhatasai idézik el6 a makromolekulak karositasat,
amelyek ezért id6rdl idbére cserére szorulnak. A csere azonban egy sor
fizikokémiai okbdl nem lehet tokéletes, igy hibak halmozédnak fel elsésorban a
legnagyobb turnover sebességet mutatd alkatrészekben, mint a plazma membran,
ami aztdn meg tud hatarozni egy sor folyamatot a sejtek dsszes belsé funkcidinak
a szamara (Zs.-Nagy, 1992, 1994, 1997, 2001).

A szabadgyokok nem-orthodox felfogasa implicite diktalta azt is, hogy a
sejtdifferencialédas és Oregedés lényegében azonos jelenségekre vezethetd
vissza, amelyek nélkul a differencialédas (vagy maturacido) nem mehet végbe,
ugyanakkor egy bizonyos hataron tual, a ’tuldifferencialédas” olyan karositod
tényezéveé valik, ami az 6regedéshez vezet (Zs.-Nagy, 1992, 1994, 1997, 2001).

E felfogas kisérletes tesztelésének egyik els6 megkdzelitése volt annak

vizsgalata, hogy a kémiai Uton generalt OH® szabadgydkdk hogyan befolya-soljak
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a csirkeembrio végtagtelepébdl szarmazd sejtek differencialédasat, illetve
Oregedését (Zsupan et al., 1987). Ezt kdvetéen pedig megallapitast nyert, hogy a
Fenton reakcid révén indukalni lehet malignus sejtvonalak (K562, HLG60)
differencialédasat (Nagy et al., 1993, 1995).

Amikor jelen értekezés szerzdje a Tanszék kutatasaiba bekapcsolodott
(1993), s lehetéség nyilt egy sejttenyésztd laboratorium kialakitasara, termé-
szetes médon adddott ennek a problémakdrnek a kiterjedtebb vizsgalatara vald
igény. E munka soran szilettek azok az eredmények, amelyeket egyrészt tdbb
kézleményben hoztunk nyilvanossagra (Szabd et al., 1999; Jeney et al., 2000;
Bazs6-Dombi et al., 2000; Oravecz et al., 2001, 2002), masrészt még kozlésre

varnak, s amelyeket jelen értekezés 6sszefoglaldéan bemutat.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtvonalak
K562 sejtvonal

A K562 folyamatosan tenyészthet6 sejtvonalat Lozzio és Lozzio (1975)

hoztak Iétre egy 53 éves kronikus myeloid leukémias nébeteg pleura folyadékabdl,
a terminalis blasztkrizis soran. A sejtpopulaciéot magasan differencidlatlannak és
granulocita szériahoz tartozonak karakterizaltak (Lozzio és Lozzio, 1979).
Andersson et al. (1979) fellleti membrankutatdsaik alapjan arra a kdvetkeztetésre
jutottak, hogy a K562 egy human erythroleukémia sejtvonal. Tobb tanulmany arra
utal, hogy a K562 blasztok multipotencialis hematopoetikus malignus sejtek,
melyek spontan differencialédnak az erythrocyta, granulocyta és monocyta szériak
azonosithato 6s-sejtjeivé (Lozzio et al., 1981). A K562 sejtvonalat széles korben
hasznaljak az u.n. "natural killer-assay”-ekben, mint igen szenzitiv in vitro targetet
(Ortaldo et al., 1977).

L-929 sejtvonal

Ezt a sejtvonalat Sanford et al. (1948) izolalta az L szul6i vonalbdl, melyet

egér kotészovetbdl hoztak Iétre (Earle, 1940). A sejttenyésztés torténetében az L
vonal volt az elsé sejt, mely folyamatos kultiraban tenyészett és a 929 klon volt az
elsé azonositott sejtvonal. A szll6i L vonal 100 napos egér C3H/An normal
subcutan areolajabdl és zsirszovetbdl szarmazik és a 929 kiént kapillaris
technikaval végrehajtott egyedi sejt izolalassal hoztak létre a szuléi vonal 95.
médium, 30% 16 szérum és 20% csirke embrié extraktum tartalmu tapfolyadékban
antibiotikum mentesen tenyésztenek. Az L vonal az egyik legszélesebb kdrben
tanulmanyozott sejtvonal, melyet kezdetben a carcinogenesis in vitro
demonstralasanak tanulmanyozasara hasznaltak.

A 929 klont a kdvetkez technikak kifejlesztésében alkalmaztak:

1. Ismételt tenyésztési technika és quantitativ sejtkultira moddszerek; 2.
kémiailag definialt médiumok kidolgozasa; 3. folyadék szuszpenzids tenyésztési
technikak; 4. daganat transzformacios kutatasok; 5. taplalkozas-metabolizmus és
enzimek tanulmanyozasa; 6. morfolégiai és kromoszdma vizsgalatok; 7. virus

assay; 8. immunoldgiai, sugarbioldgiai és toxikoldgia vizsgalatok.
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NIH/3T3 sejtvonal

A NIH/3T3 sejtvonalat NIH Swiss egér embridobdl hozta létre Aaronson,

hasonlé médszerrel mint az eredeti random bred 3T3-at, melyet Todaro és Green
(1962) izolalt Swiss egér embriobdl. A 3T3 sejtvonalat olyan koriimények kozott
tenyésztették, hogy proliferaci6 soran megérizze a sejt a kontakt gatlasi
képességét és hogy frissen kihelyezett kulturakban sokkal er6sebb kontakt gatlast
mutassanak, mint a diploid fibroblasztok. A Iétrehozott NIH/3T3 vonal sejtjei is igen
magas kontakt gatld képességgel rendelkeznek. A sejtvonalon tobb mint 5
szubklénozasi ciklust hajtottak végre abbdl a célbdl, hogy kidolgozzanak egy olyan
morfolégiai  karakterli szubklont mely transz-formaciés assay-ekhez a
legalkalmasabb.

A fenti U.n. “established” sejtvonalakon tul, kisérleteinkhez hasznaltunk
szamos esetben altalunk tenyészetbe vitt primér sejtvonalakat is. Ezek eredetérdl,

el6allitasardl és tenyésztésérdl a modszerek leirasa soran késébb fogok szalni.

Vegyszerek, reagensek és festékek

¢ Adenosine 5'-diphophate-sodium salt (Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.)
¢ Benzidin (Reanal, Budapest, Hungary)

e Bovin Serum Albumine (BSA) (Serva, Heidelberg, Germany)
e Catalase (Sigma, St. Luois, MO, U.S.A.)

e Collagen, Type I. (Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.)

e Cytochrome-C (Sigma, St. Luois, MO U.S.A.)

e DNA-sodium salt (Sigma, St.Luois, MO U.S.A.)

e Folin-Ciocalteus reagenz (Merck, Darmstadt, Germany)

¢ 1,9 - Dimethyl-methylen blue (Aldrich, Sreinheim, Germany)
e 2,7 - Diaminofluorene (Fluka, Buchs, Germany)

e Dimethyl sulfoxid (Sigma, St. Louis, MO U.S.A.)

e Eisen-Standardlésung (1,0 g/l) (Merck, Darmstadt, BRD)

e Haemalaun

e Hoechst 33258 (Sigma, St Louis, MO U.S.A.)

e Micromount (Surgipath, Grayslake, IL U.S.A.)

¢ QOil Red O (Aldrich, Milwaukee, WI U.S.A.)
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Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMFS) (Sigma, St. Louis, MO U.S.A.)
Rabbit anti-human Ki-67 antigen. Primary antibody + negativ control
(DAKO, Carpinteria, CA U.S.A.)
Sudan IV. (Aldrich, Milwaukee, WI U.S.A.)
Superoxide dismutase (Sigma, St. Louis MO U.S.A.)
TiOSO4 oldat (Debreceni Egyetem, Szervetlenkémiai Tanszék)
Thrypsin - EDTA (Gibco, Paisley, Scotland)
Trypan blue 0,5% solution (Serva, Heidelberg, Germany)
tRNA (Sigma, St. Louis, MO U.S.A.)
Tween 20, /Polyoxyethylenesorbitan monolaurate / (Sigma Steinheim,
Germany)
Vectastain Elite PK-6200 ABC KIT (Vector Labor. Burlingame, CA
U.S.A)
Vector Vip Substrate Kit for Peroxidase (Vector Labor. Burlingham, CA
US.A)
Vas (Il) ammoénium-szulfat (Reanal, Budapest, Hungary)
Xanthine-sodium salt (Sigma, St.Louis, MO U.S.A.)
Xanthine oxidase (Sigma, St. Louis, MO U.S.A.)
Altalanosan hasznalt laborvegyszerek: aceton, etanol, éter, glicerin,

metanol, 2-propanol, zselatin.

Tapfolyadékok, pufferoldatok és adalékaik

Medium 199 (Sigma, St. Louis, MO U.S.A)

DMEM (Sigma, St. Louis, MO U.S.A.)

RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO U.S.A.)

FBS - Foetal Bovine Serum (Gibco, Paisley, Scotland)
Fiziologias NaCl oldat (Biogal, Debrecen, Hungary)
L-Glutamine (ICN, Costa Mesa, CA U.S.A.)

D (+) GlUkéz (Reanal, Budapest, Hungary)

NaHCO3 (Sigma, St. Louis, Mo U.S.A.)

PBS (Sigma, St. Louis, MO U.S.A.)

Penicillin (Biogal, Debrecen, Hungary)

Streptomycin (EGIS, Budapest, Hungary)
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Laboratériumi miiszerek

e (CO; Termosztat (ASSAB T305GF KEBO Biomed, Spanga, Sweden)

e Cytocentrifuga

¢ Cytoflow-FACSAN (Becton Dickinson, San Jose, CA U.S.A)
Fényforras: 15-mW, 488-nm, levegbh(itési, argon-ion lézer.

o Fénymikroszkép (Zeiss, Jena, Germany)

o Fénymikroszkop Axiolab E + Contax 167 MT fényképezbgép (Zeiss,

Jena, Germany)

e Invertmikroszkdp, Mic 1727 (Unitron, Newton Highlands, MASS
US.A)

e Laborcentrifuga K-23 (MLW, Leipzig, DDR)

e Laborcentrifuga K-26 D (MLW, Leipzig, DDR)

e Laminarbox 1446 GV (Elektromat, Drezden, DDR)

e PH méré OP-208/1 (Radelkis, Budapest, Hungary)

e Spektrofotométer Hitachi U-2000 UV/VIS (Hitachi, Japan)

Laboratériumi eszk6zok

e Cellulézacetat szlir6 membran 0.22 um poérusatmérdvel (Sartorius,
Gottingen, Germany)

e Centrifugacsovek, fagyasztécsdvek (Nunc, Napervile, IL U.S.A.)

o  Mikroszkopi targylemez Super Frost (Gerhard Menzel
Glasbearbeitungswerk, Braunschweig, Germany)

e Mikropipetta (Gilson, France)

e Mikroszkopi targylemez két sejttenyészté kamraval, Lab-Tek (Mile
Scientific, Naperville, IL U.S.A.)

o Sejttenyészt6 edények, flaskak, Petri csészék (Nunc, Napervile, IL
US.A)

o Steril szlrékészulék (Nalgene, Nalge Comp. Rochester, NY U.S.A.)

e Streril sz(ird fecskend6hoz (Sartorius, Goéttingen, Germany)

A hasznalt moédszerek

Primér sejtvonal szeparalasa és tenyésztése
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Primér sejtvonalak el6éallitdsahoz endocrin  ophtalmopathias (EOP-os)
betegektél korrekciés mitét soran nyert szemizom darabot, illetve dekom-
presszids mitét kapcsan eltavolitott zsirszévetet dolgoztunk fel, Iényegében Bahn
et al. (1987) moddszerét kovetve. Kontrolként, strabismus mitétek soran kivett
szemizom darabot, és EOP altal nem érintett betegek szemmdtétjei soran kivett
zsirszdvetet hasznaltunk, valamint human bérszdvetet melyet az alkar belsé
felszinérdl vagy a hasrdl nyertunk.

A mitétek soran eltavolitott szovetdarabokat mar a muitdben steril
tapfolyadékba helyezték, mely antibiotikumot tartalmazott (Penicillin/Strep-tomycin:
P/S). Ezt kbvetéen a mintakat a laboratériumba vittik. Laminar boxban folytattuk a
feldolgozast. P/S tartalmu PBS-ben tObbszéri mosas utan kb. 2x2mm-es
darabokra vagtuk, majd NH4Cl tartalmu oldatba helyeztik 15 percre a
szOvetdarabkakat, abbol a célbdl, hogy a maradék vért hemolizaltassuk, mivel
nagy mennyiségl vvt jelenléte rontja a tenyésztés esélyeit. Ezutan ujra mostuk
PBS-sel, majd egy tapfolyadékos mosas kovetkezett, az igy elbkészitett
szOvetdarabkakat Petri csészébe helyeztik egyenletesen szétszértan, hogy a
tenyésztés soran kindvé fibroblasztoknak teret biztositsunk. A bdérszévetbdl
készitett darabkakra fed6lemezeket is tettliink. Végul 20% FBS tartalmu Médium
199 tapfolyadékot pipettaztunk a szdvetekre, olyan O6vatosan, hogy ne
mozduljanak el sem most, sem a teljes ndvesztési periddus soran egyetlen
médium csere alkalmaval sem. A Petri csészéket termosztatban tartottuk 37°C-on,
5% CO; és 80% paratartalom mellett. Hetente kétszer cseréltink tapfolyadékot.
Altaldban 5 nap mulva megjelentek az elsé fibroblasztok a szdvetek koriil.
Korulbelll 3 hét mulva kivettik a szdvetdarabokat, hogy ezek helyét is be tudjak
néni a fibroblasztok. Altalaban 6 hét alatt konfluens tenyészetet kaptunk. Ekkor
trypsin-EDTA segitségével felszedtik a letapadt, monolayerben noévé sejteket és
tenyészt6 flaskdban szaporitottuk éket tovabb 10% FCS tartalmu Médium 199-ben

a kivant sejtszam eléréséig.

Immortalizalt sejtvonalak tenyésztése
A K-562 sejteket RPMI 1640-ben tenyésztettik, 10% FBS mellett heti

kétszeri tapfolyadék cserével, szuszpenzios kulturaban.
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Az L-929 sejteket RPMI 1640-ben tenyésztettik, 10% FBS jelenlétében, heti
kétszeri tapfolyadék cserével, monolayer kulturaban.

Az NIH/3T3 sejteket DMEM tapfolyadékban tenyésztettik, mely 3.5 g/l
glukézt és 10% FBS-t tartalmazott, és hetente kétszer cseréltik a monolayer
kultaraban él6 sejteken.

Mind az RPMI, a M199 és a DMEM tapfolyadékok 50 1U/ml penicillint és 50
ug/ml streptomycint is tartalmaztak.

Minden sejttipus tenyésztése 37°C-on 5% CO,, és 80% paratartalom mellett

tortent.

A sejtkulturakon alkalmazott kezelések

A OH® szabadgyokok hatasanak tanulmanyozasat a kiilénb6z6 sejtvonalakon
Fenton reakcio segitségével végeztiik (Fenton, 1894). A sejttenyészetekben Fe?*-
ADP komplex és H,O, hozzaadasaval OH® szabadgyokdket generaltunk (Floyd és
Lewis, 1983). Az Fe*-ADP komplexet Fe*-ammonium szulfatbdl és ADP-bdl
desztillalt vizes oldassal készitettik és felhasznalas el6tt 1:1 aranyban toltéttik
0ssze. A vas végkoncentracidja a tenyészt6 meédiumban 100 uM volt. A vas
autooxidaciojanak kivédése céljabol az ADP végkoncentracioja mindig 20-szorosa
volt a vasénak. A hidrogén-peroxid koncentracidjat kisérletileg hataroztuk meg és
55 uM végkoncentraciot talaltunk idealisnak, mind a primér, szovetbdl kindtt
sejtekre mind a daganatsejtekre (kivéve a K-562-nél). Az oldatokat mindig frissen
készitettik és felhasznalas el6tt 0.22 um pérusatmerdji szirdn szirtuk.

A sejteket két csoportba osztottuk, 20ml médium térfogatban 2x10° sejt/ml
kezdeti sejtszuszpenzié koncentracioval dolgoztunk. Az egyik csoportot Fenton
reaktansokkal kezeltik, a masik csoport kontrolként szolgalt. A kezelés 96 6raig
tartott. Az elsé 48 ¢6ra utan mind a kontrol, mind a kezelt sejteken tapfolyadék
cserét végeztink. A mar egyszer kezelt sejtekhez ismételten frissen készitett
reakcio elegyet adtunk /megismételtiik a kezelést/. A masodik 48 6ra elteltével a
sejteket PBS-ben mostuk, szamoltuk, életképességet vizsgaltunk, specialis
biokémiai detektalast, mérést és hisztokémiai festéseket végeztink a sejtek
differencialédasanak kdvetésére.

A K-562 sejtek vizsgalatakor a kezeletlen kontrol sejtek mellett, egy, az

irodalomban (Feriotto et al., 1988) altalanosan elfogadott differencialtatdé szerrel,
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Ara-C-vel is kezeltink egy sejtcsoportot (1.8 uM végkoncentra-ciéban). A Fenton
reakcid kivitelezése ugy tortént mint a tobbi sejttipusnal, kivéve a hidrogénperoxid
koncentracidjat (100 uM) és a kezelési periédusok idejét (2x48 ora). A K-562
sejteknél a differencialodas bizonyitasara qualitativ hemoglobin meghatarozast és

hisztokémiai festést is végeztink.

Eletképesség teszt

A sejtszuszpenziot lecentrifugaltuk, a pelletet 1 ml tapfolyadékban
reszuszpendaltuk. Ebbdl a homogén szuszpenziébdl kivettink 0.1 mi-t, melyet egy
0.8 ml PBS-t és 0.1 ml Trypan-kék (0.4%-o0s) festéket tartalmazoé csdébe tettlink, és
alaposan, de kiméletesen 0Osszekevertik. 3-4 perc varakozas utan néhany
cseppet pipettaval Blrker kamraba helyeztiink. Gyorsan megszamoltuk a Trypan
kékkel fest6dott sejteket és a teljes sejtszamot. Azok a sejtek, melyeknek a
membranja ép, nem veszik fel a festéket egy bizonyos ideig, mivel azonban a
festék toxikus, a sejtek folyamatosan pusztulnak, és az elpusztult sejtek
membranjan akadalytalanul hatol at a festékszemcse, vagyis az id6

elérehaladtaval hamis eredményt kapunk.

Hemoglobin kimutatas benzidinnel (Rowley et al., 1981)

Festékoldat készitése:

1. Négy mg benzidint oldunk 240 ul 96%-0s ecetsavban;
2. hozzaadunk 1740 ul 0.5 M Na-acetat puffert (pH 4.5);
3. és 20 ul 30%-0s H,0,-ot.
Festés

A sejtszuszpenzidbdl (az idedlis sejtsiirliség kb. 2x10° sejt/ml) és a benzidin
fest§ oldatabdl 1:1 aranyu keveréket készitink. 5 perc elteltével az elegyhez
kevés PBS-t adunk és 7 percig 800 rpm-el centrifugaljuk a sejteket. Az ledéket
200 pl BPS-ben reszuszpendaljuk, Blrker kamraba cseppentjik és szamoljuk a
kék (hemoglobin pozitiv) és a festetlen sejteket. Legkevesebb 5x100 sejtet

szamoltunk mintanként.

Hemoglobin kimutatas (2,7- diaminofluorén) segitségével

Festékoldat készitése hisztokémiahoz (Kaiho et al., 1985)



34

1. Festék torzsoldat: 100 mg DAF-ot oldunk 10 ml 90% ecetsavban. Polipropilén
edényben dolgozunk, mert a polisztirol és az Uveg spontan katalizist indit el a DAF
reakcio-elegyben. A festék torzsoldat sétét helyen 4°C-on tarolva egy hénapig
stabil.

2. Fest6 elegy: 10 ml Tris-HCI pufferhez (pH 7.0) adunk 1 ml-t a DAF festék
oldatbdl és 0.1 ml 30%-o0s H,O»-ot.

Festés

A DAF fest6 elegyb6l 0.1 ml-t, valamint 0.1 ml sejtszuszpenziét 6vatosan
Osszekeverlink. Szobahémérsékleten 5 percig reagaltatjuk, utana mikroszképban
megszamoljuk a total sejtszamot és a hemoglobin tartalmu sejteket, melyek kékre
szinezddtek.

DAF oldat készitése spektrofotometrias méréshez (Worthington et al. 1986)

1. Festék torzsoldat készités a hisztokémiai festésnél leirt médon.

2. Tris-urea puffer: 360.4 g ureat és 12.1 g Tris bazist oldunk 500 ml vizben,
majd kiegészitjuk 950 ml-re deszt. vizzel s ekkor bedllitiuk a pH-t 85%-0s
foszforsavval 7.0-re és utana kiegészitjik 1000 ml-re.

3. 0.1 ml DAF-festék torzsoldat + 0.06 ml 30%-o0s H.O, + 10 ml Tris-urea puffer
O0sszemérésével kapjuk a spektrofotometrias reagenst.

Spektrofotometrias mérés:

Ismert sejtszamu Uledéket lizalunk 0.5 ml 0.01% NP-40 tartalmu deszt.
vizben 25°C-on vortex segitségével. Hozzaadunk 1.5 ml DAF kolorimetrias
reagenst, 0sszekeverjuk és 5 percig inkubaljuk 25°C-on. Spektrofotométeren 610

nm-nél mérjuk az optikai denzitast.

A K562 sejtek differencialédasanak nyomon kovetése flow-cytométerrel
Minta el6készitése:

1 ml sejt szuszpenzidhoz 2 ml 70%-o0s etanol adtunk, ezzel fixaltuk a
sejteket. EbbdI a sejt szuszpenzidbdl higitottuk a méréshez idealis sejtst-riséget.
A mérés soran altalaban 10,000 sejtrél szereztiink informaciét és a vizsgalni kivant

sejtpopulaciét digitalizalt "kapuk” felhelyezésével jeldltik ki.
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Tenyészté médiumok vastartalmanak meghatarozasa atomabszorpcios
spektrometria (AAS) segitségével

A modszer elve a kdvetkezd: Az atomabszorpcié a megfeleld energiaju fény
és az atomok kozti olyan kdlcsdnhatas, melynek soran egy elem szabad atomjai
az atom szerkezetétél fuggd hulldmhosszusagu fényt abszorbealva, magasabb
energia allapotba jutnak. Mivel az elnyelt fény hullamhosszat az atom minésége, a
fényer6sség csokkenését pedig a szabad atomok szama hatarozza meg, a

jelenség specifikus és szelektiv analitikai médszerként hasznalatos (Price, 1977).

Minta eldkészitése és mérése

A tapfolyadékot a 10% savétartalom miatt fehérje mentesiteni kell. 10%-o0s
triklor-ecetsavat és a vizsgalandoé tapfolyadékot 1:1 aranyban Osszekeverjuk és
utana lecentrifugaljuk 2400 rpm-el 20 percig. A felUluszobdl kdzvetlentl mérjik a

vasat langtechnikaval 248.3 nm-en vas kalibral6 oldatsor segitségével.
GAG kimutatas hisztokémiaval és mérés spektrofotometriaval,
dimetilmetilénkék /DMB/ reakcioval

(Farndale et al. 1982)

Dimetilmetilénkék /DMB/ reagens oldat készitése

1. 16 mg 1.9-dimetil-metilénkéket oldunk 5 ml etanolban,
2. hozza adunk 2.0 g natrium formiatot és 2.0 ml hangyasavat,
3. feltdltjuk 1000 ml-re desztillalt vizzel.

A reagens /As3s: kb. 0.38/ barna Gvegben szoba-hémérsékleten tarolandé.

Minta el6készités GAG méréshez

50 mM-os foszfat pufferhez /pH: 6.5/, mely tartalmaz 2 mM N-acetyl cysteint és
2 mM EDTA-t hozzateszink 300 pug/ml papaint.

Ismert sejtszamu sejt tledéket a fenti oldatban 65 C°-on 1 6raig inkubalunk.
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Spektrofotometrias GAG mérés

250 ul feltart sejtoldatot polystyrol cs6be pipettazzuk és hozzamérink 2.5 ml

DMB reakcio elegyet jol 6sszekeverjuk és 535 nm-en rogton mérjuk.

Ki-67 proliferaciés antigén kimutatas

1. Sejt monolayer mosasa PBS-el 2x

2. Fixalas hideg acetonnal 4 C -on 10 percig.

3. Endogén peroxidaz bénitas hideg metanollal 30 perc.

4. Aspecifikus ellenanyag blokkolas normal savéval a Vectastain Elit ABC KIT-
bél 20 percig.

5. Reakci6 elsddleges antitesttel, Rabbit anti-human Ki-67 antigénnel (DAKO)
1 o6réig.

6. Reakcié masodlagos biotinilalt antitesttel Vectastain Elit PK-6200 ABC KIT-
bdl 30 percig.

7. Inkubalas peroxidazzal jelzett avidin-biotin komplex-szel a KIT-bdl 45
percig.

8. El6hivas Vector VIP szubsztrat KIT-tel.

9. Hattér festés ha szikséges pl. Haemalaunnal és kékités.

10. Lefedés Micromaunt-al.

Zsirfestés Oil red-O-val (Tanka és Keller, 1974)

Oil Red-O festék készitése

Toérzsoldat:

A festéket mindig frissen készitjuk. 0.5 g Oil red—O festéket 100 ml i-

propanolban oldunk 2 6ras kevertetés soran.
Fest6 oldat:
A torzsoldatbdl 1:1 aranyu desztillalt vizes higitast készitlnk, és szirépapiron

szarjuk.
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Festés

1. A monolayer sejt kulturakat, melyek vagy lUvegen vagy mianyagon néttek
Ca-formolban fixaltuk 2 éraig.

2. Ezutan a formalint alaposan kiaztattuk és a ,metszeteket” 60%-0s

propanolban megmartottuk.

Festés Oil red-O-val 20 percig.

60%-0s propanolos gyors differencialtatas.

Desztillalt vizes mosas.

Magfestés Heamalaunnal 1 percig.

Aramlé csapvizes el6hivas.

Desztillalt vizes oblités.

© o N o g kAo

Lefedés glicerin-zselatinnal.

Zsirok kimutatasa Szudan IV. festékkel (Tanka és Keller, 1974.)

Szudan |V. festék készitése

50 ml aceton és 50 ml 70%-os etilalkohol elegyében 37C°-on telitett Szudan IV.
festék oldatot készitlink. Festés el6tt szUrjuk. Festés
1. A monolayer sejtkulturakat, melyek vagy mianyagon vagy Uvegen néttek,
Ca-formolban fixaltuk 2 6raig.
2. Ezutan a formalint alaposan kiaztattuk, és a ,metszeteket” 70%
etilalkoholban megmartottuk.

Festés Szudan IV festékkel 1.5-2 percig.

Differencialas 70%-os alkoholban.

Magfestés Haemalaunnal 1 percig.

1
2
3
4. Csapvizes el6hivas.
5. Deszt. vizes oblités.
6

Lefedés glicerin- zselatinnal.

A sejtek szolubilizalasa enzimmérésekhez (SOD, katalaz)
(Kasugai és Yamada, 1992.)

Szolubilizal6 oldat

50 mM Tris-HCI pH:7.5
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0.3% Triton X-100
0.2 mM fenil-metil szulfonil fluorid

0.5 % (w/v) cetil-trimetil-ammaonium bromid

Szolubilizalas

1. A sejteket PBS-ben 2x mossuk, ekézben atvisszik Eppendorf csébe és
megszamoljuk. Koriilbellil 1x10” sejtet tesziink csdvenként, és lecentri-fugaljuk.
2. A centrifugatumot kb.100-200ul PBS-ben felvesszik (sejtszamtol
fliggben) és alaposan felszuszpendaljuk.

Kiveszlink ismert térfogatot DNS méréshez.

Ujra lecentrifugaljuk és az iiledéket felvessziik szolubilizalé oldatban.

4x fagyasztjuk és felolvasztjuk, cseppfolyds nitrogén segitségével.

A mintakat razatjuk 4C°-on 1 6raig.

Centrifugalas 1200 g-vel 5 percig 4 C°-on.

© N o g kAo

A fellluszét leszivjuk és eltesszik enzimméréshez (-70 C°-ra).

Szuperoxid-diszmutaz (SOD) aktivitas mérése sejt-szolubilizatumbal
(Flohé és Otting, 1984.)

Oldatok a SOD meghatarozashoz

A oldat: 0.76 mg xantin 10 ml 0.001 N natriumhidroxidban és 24.8 mg (2 umol)
citokrém-C 100 ml 50 mM foszfat pufferben (pH:7:8) mely 0.1 mM EDTA-at
tartalmaz. Az oldat 3 napig stabil 4C -on.

B oldat: kb. 0.2 U/ml xantin -oxidaz 0.1 mM EDTA-ban frissen készitve. A

xantin-oxidaz mennyiségét ugy valtoztatjuk, hogy az abszorbancia csdkkenés

0.025 DA/min legyen a SOD nélkli alapreakcional. Az oldat jégen tartando.
300 uM KCN-oldat

A spektrofotometrias SOD mérés menete
Standard beallitds: x ul B oldat (~15ul)
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1.4 ml A oldat

10 ul KCN

25 pul deszt. Viz
A_mintdk mérése: 1.4 ml A oldat

10 ul KCN

25 pul minta (fellluszo)
~15 pl B oldat
A standard gorbe felvételéhez 0-300 ng SOD tartalmu standardokat

hasznaltunk.

Katalaz mérés sejt szolubilizatumbél (Gaunt és De Duve, 1976.)

Méreshez szikséges oldatok

5 mg BSA

1 ml 100mM-os imidazol puffer

1 ml 1%-os Triton x-100

20.43 pl H20 (30%-0s) ad 10 ml bideszt. viz.

TiOSO,4 oldat (2N H,SOg4-ban telitett titanium oxiszulfat) mérés el6tt 2x-ére

higitva bideszt vizzel.

Spektrofotometrias mérés menete
A vak mérése:

100 pl minta,

100 pl bideszt. viz és

2 ml TIOSO4 oldat.

A total mérése:
100 pl bideszt. viz,

100 pl inkubalé oldat és
2 ml TiOSO, oldat.
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A mintak mérése:

1. Osszemeériink 100 pl higitott mintat ( tapasztalataink szerint kb. 4x10* sejt
szolubilizatuma)

2. 100 pl inkubal6 oldatot és

3. 2 ml TiOSO, oldatot.

25 perc mulva 405 nm-en leolvassuk az abszorbanciakat.

A standardok 0-50 Unit katalazt tartalmaztak.

DNS mérés (Teixeira et al.,1995.)

Méréshez szukséges oldatok:

10 mM EDTA oldat (pH: 12.3)

3 M Na-acetat oldat (pH: 5.2)

10mM Tris-t és 100 mM NaCl-ot tartalmazé oldat (pH: 7.0)

1mg/ml-es Hoechst 33258 torzsoldat, 200 ng/ml-es és 2000 ng/ml-es

munkaoldatok:

1M NH,OH oldat

PBS (pH: 7.2-7.4)

1 mg/ml-es DNS torzsoldat
1 M KH,PO, oldat

2%-os Triton X-100 oldat
200 pg/ml tRNS oldat

96%-0s etanol

A sejtek szolubilizalasa
1. A sejteket Ca, Mg mentes PBS-el 2X mossuk.

2. 300 pl 2%-os Triton X-100-at adunk a sejtekhez, és ezzel tObbszor
felszuszpendaljuk, majd szobahdmérsékleten 30 percig allni hagyjuk.

3. Eppendorf cs6ben —20 C°-on taroljuk, vagy azonnal mérjuk.

A DNS mérés menete

1. 75-250 upl Tritonos szolubilizatumhoz fele térfogatnyi 3 M-os Na-acatatot

adunk. A sejtszam 10* és 10° nagysagrend koril idealis.
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20 ng tRNS-t adunk hozza.

1.5 ml-re feltéltjik ethanollal.

A DNS kicsapas 30 perc —70°C-on, de ha kevés a DNS akkor 12 éra.
Centrifugalas 13 000 g 10 percig.

A fellluszét leszivjuk és a pelletet vakumszaritjuk.

700ul 10 mM-os EDTA-ban feloldjuk a kicsapott nukleinsavat.

50 pl 1 M-os KH,PO, -al semlegesitjuk

© O N o o koo b

A mintakhoz egyenl6 térfogatu festékoldatot adunk (750 pl-t) a 200 ng/ml-
es festékoldatbal.

10. Spektrofluoriméteren 460 nm-nél mérjuk.

A DNS standardokat 50 és 1000 ng kdzott vesszuik fel.

Fehérje mérés_(Lowry et al., 1951.)

Méreéshez szikséges oldatok

Pufferoldat:

200 mM NaOH

377.2 mM Na,CO3

2.13 mM K-Na- tartarat x 4 H,O

ad 100 ml bideszt. viz

43 mM-os CUSOQ, oldat (hasznalat el6tt higitani kell 1:49 aranyban pufferrel)

Folin-Ciacalteus_reagens (hasznalat elétt higitani kell 1:6 aranyban deszt.
vizzel)

1 mg/ml-es BSA oldat (a standard gorbe felvételéhez)

A mérés menete

Standard készités:

1. BSA higitasi sor minden csdvében az 0Ossztérfogatot 50 pul-re kell
kiegésziteni deszt. vizzel.

2. Minta el6készités: 10 pl sejt homogenizatum + 40 ul deszt. viz

Méres:

A standard sorozatra (50 pl) és a mintakra (50 pl) ramérink 500 pl CuSO,

oldatot, dsszekeverjuk, 20 percig szobah&émérsékleten inkubaljuk, ezutan
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rameérunk 500 pl Folin reagenst és 30 percig inkubaljuk. Spektro-fotométeren

630 nm-en mérjuk.
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EREDMENYEK
K562 sejtvonalon végzett vizsgalataink és azok eredményei

A K562 human erythroleukemia sejtvonal altalanos sejttenyésztési korul-
mények kozott korlatlanul szaporodik. E sejteknek csupan 3 %-a mutat spontan
erythroid differencialédast. A differencialodas soran megfigyelhet6, hogy az adott
sejtek szaporodasa leall és a normal vorosvérsejtekkel azonos modon
hemoglobint kezdenek szintetizalni. Tobb olyan hatéanyagot ismerink, amely
képes beinditani ezt a differencialédast, pl: 1-p-D-arabinofuranosyl-cytosine (Ara-
C) (Rowley et al. 1981; Feriotto et al. 1988; Bianchi Scarra et al. 1989; Moore et al.
1991), phorbol észter (Pelicci et al. 1984), fagaronine (Comoe et al. 1987),
tiazofurin és ribavirin (Olah et.al. 1988), hemozolomide (Zucchetti et al. 1989),
pyrizinone (Mizuhashi et al. 1990), stb.
Zs.-Nagy (1991,1992,1994) hipotézise szerint, a hidrogénperoxid vas altal indukalt
heterolizise soran keletkezd OH- szabadgyokoknek lényeges fizioldgiai szerepe
lehet a sejtek ndvekedésében és a maturacidéjaban. HL-60 promyelocyta leukémia
sejteken (Nagy et al., 1993), valamint K562 erythroleukémia sejteken (Nagy et
al., 1995) végzett kisérletek eredményei alatamasztottdk ennek a tedrianak a
realitasat. Kisérleti munkank egy részét mi is ez utdbbi sejtvonalon végeztuk, azon
egyszerl okbdl kiindulva, hogy a K562 sejtekben a differencialédas soran
keletkezett hemoglobint viszonylag kdnnyen lehet detektalni.
Kisérleteinkben 75 cm’—es tenyésztéfellletl, ugynevezett T/75-6s sejtkultura
edényeket hasznaltunk. A K562 sejteket 2x10° sejt/ml induld sejtsiirtiségnél
kezeltlink 2x48 oraig Fenton reaktansokkal (végkoncent-raciokban értve): Fe?*-
ADP komplex (2 mM ADP és 0.1 mM Fe2+) és 0.1 mM H>O, hozzaadasaval. A
tenyésztd médiumok (RPMI és M199) vas tartalmat atomabszorpcios méréssel
hatédroztuk meg, s a kapott vastartalom 2.25 mg /I-nek vagyis 4.5 pmol-nak
adodott. Ehhez képest a tapfolyadékhoz adott Fenton reaktans 22-szeresére emeli
a médium vas szintjét.
A kezeletlen kontrol sejtek vizsgalata mellett ugynevezett pozitiv kontrol kezelést is
végeztink 1.8 umol 1-B-D-arabinofuranosylcytosine-nal (Ara-C), amely szerrél a
fentiek szerint mar bizonyitottan tudjuk, hogy elinditia ezen sejtek erythroid

differencialodasat.
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A 96 Oras Kkisérleti peridodus lejartakor a kontrol és kezelt kulturakban talalt

sejtszamokat foglalja 6ssze az 1. tablazat.

1. tablazat. K562 sejtek szama a 2x48 oras tenyésztési periodusok utan (3 kisérlet

atlaga + SD).
Kezelés fajtaja Sejtszam (x10%/ml) Szignifikancia (p<)
Normal kontrol 188.6 + 14.9
Ara-C 195 + 3.9 0.001
Fenton-kezelt 16.1 £+ 8.3 0.001

Az 1. tablazat adatai egyértelmien igazoljak, hogy mind az Ara-C, mind a Fenton
reaktansokkal valo kezelés nagy mértékben, statisztikailag er6sen szignifikansan,
lelassitja a sejtek szaporodasi Utemét, vagyis gatolja a sejtproliferaciét. Annak
detektalasara, hogy az erythroleukémia sejtekben megindult a hemoglobin
szintézis, benzidin festést végeztink a sejtszuszpenzioban és Blrker kamraban
szamoltuk a kékre szinez6dott, vagyis hemoglobint tartalmazé sejteket.

A 2. tablazatban a 96 oras kisérleti periodus végeén kapott benzidin pozitiv sejtek

szamat tlntettlk fel az 6sszes sejtek szazalékaban.

2. tablazat. A benzidin-pozitiv K562 sejtek szazalékos aranya a 2x48 oras

tenyésztési periodusok utan (legalabb 3 kisérlet atlaga + SD).

Kezelés fajtaja Benzidin pozitivitas (%) Szignifikancia (p<)
Normal kontrol 3.2 + 1.1

Ara-C 422 + 8.8 0.001
Fenton-kezelt 281 £ 45 0.001

Jéllehet az 1. és 2. tablazat eredményeinek tendenciai megegyeztek azokkal,
amelyeket a korabbi kisérletekben kollégaink leirtak, a szinreakcié kiértékelése
soran azt tapasztaltam, hogy a Blrker kamraban torténd mikroszkopos fokuszalas
("élesre allitas”) soran a preparatum “vastagsaga” miatt interferenciagylrik
jelennek meg, amely jelenség miatt a kllonb6zd meélységll beadllitasi sikokban

kllonb6z6 sejtek tlinhetnek kéknek.
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Ez némileg bizonytalanna teszi a benzidin-reakcionak Burker kamraban végzett
szamolasi modszerét.

Ez a probléma inspiralt mas detektalasi technika keresésére az irodalomban.
Hemoglobin kimutatasara a 2,7-diaminofluorén (DAF) nev( vegylletet Kaiho és
Mizuno (1985) alkalmazta el6sz6r az erythroid differen-ciadlodas kimutatasahoz
Friend sejteken (L 745A sejtvonalon). Bar az uj vegyllet bevezetésének indoka az
volt, hogy a benzidin bizonyitottan er6s mutagén és karcinogén vegytilet, és ennek
ellenére a hisztokémiai és toxiko-logiai laboratériumokban mindmaig altalanosan
hasznalatos a hemoglobin kimutatasara. A benzidinnel torténé hemoglobin
meghatarozas a hemoglobin pseudoperoxidaz aktivitasan alapul, ahol a benzidin a
hidrogén donor. A dia-minofluorén szintén a hidrogén donor szerepét tolti be a
peroxidaz assaykben. A reakcié soran hidrogén peroxid jelenlétében a peroxidaz
katalizalja a fluorén kék képzddését a diaminofluorénbdl (Kaiho és Mizuno 1985) a

kovetkez6 modon:

ik NH NN M
0T + 2,0

2,7-Diaminof luorene Fluorene blue

Mind a benzidin mind a DAF festés a sejtek dehidralasa nélkll is
elvégezhet6. Azzal a kulénbséggel, hogy mig a benzidin interferal a
tapfolyadékkal, elsésorban annak savé komponensével, addig a DAF reakciét nem
zavarja a savo jelenléte. Igy lehetSséget teremt tdbb minta gyors szimultan
mérésére multiwell platekben, vagy erythroid kolonidkban hemoglobin
kimutatasara zselés allagu médiumon.

A DAF hasznalatdanak elényei mas terlleteken is bizonyitast nyertek.
Példaul, Worthington et al. (1987) méréseikkel bizonyitottdk, hogy a DAF-
hemoglobin fotometrias meghatarozas mintegy 80-szor érzékenyebb mint a
benzidin-hemoglobin reakcid. A kézelmultban pedig Montano és Morrison (1999)
hasznaltdk a DAF-hemoglobin reakciét antitest-fliggé complement-aktivalt
hemolizis quantitativ mérésére, s azt kdzolték, hogy még a °'Cr-jelzést hasznalé
technikaval is 6sszemérhetd az érzékenysége, ugyanakkor pedig egyszerlisége

miatt annal Iényegesen elénydsebb.
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A K562 sejteken Ara-C-vel és Fenton reaktanssal torténd kezelések utan
hemoglobin kimutatast végeztink DAF festéssel. Az ilyen modon festett

preparatumokrol készult fotokat mutatunk be a kdvetkezé felvételeken

3. és 4. abra. Kezeletlen, kontrol K562 sejtek DAF festés utan.

Kezeletlen kontrol sejteken elvégezve a hemoglobin kimutatast DAF-al
szembet(ing, milyen csekély a hemoglobint tartalmazé sejtek szama. Ezt lathatjuk
az 3. és a 4. abran. A jelenségnek az az oka, hogy ezek a sejtek az erythropoesis
folyamataban a blaszt stadiumban megrekedtek, s mind-0ssze néhany
szazalékuk, mely a spontan differencialodas jeleit mutatja, vagyis DAF-al

hemoglobin tartalmuk kék szinreakciot ad.



5.€s 6. abra. Ara-C kezelés hatasa a K562 sejtek hemoglobin szintézisére.

Ara-C kezelés hatasara elindul a hemoglobin szintézis a sejtekben, melyet
DAF festéssel detektaltunk, és a 5. és 6 abran mutatunk be. A kontrolhoz
viszonyitva sok kék sejtet lathatunk a preparatumban melynek az az oka, hogy a
blaszt sejtek nagy szamban elkezdték szintetizalni a hemoglobint  vagyis
tovabbléptek az erythropoesis-ben megakadt allapotuk-nal, a blaszt allapotnal.

Nagyszamu hemoglobin pozitiv, diaminofluorénnel kék szinreakciot adé
sejtet lathatunk az 7. és a 8. abran, annak bizonysagaként hogy erythro-eukemia
sejtek tenyészetében a generalt OH- szabadgyokok elinditigk a sejtek
differencialddasat, ugymint azt az Ara-C-vel végzett kezelésnél lathattuk, melynek

egyik jele ezen sejteknél a DAF-al detektalhatd hemoglobin szintézis.



48

Mivel a Tanszéklnkdn végzett korabbi vizsgalatok soran mar megallapitast
nyert, hogy a K562 sejtek differencialddasa soran a szuperoxid dizmutaz (SOD) és
a katalaz aktivitasa jelentésen megemelkedik (Nagy et al., 1995), ezen enzimek
aktivitdsat nem mértik meg Ujra, de a teljesség kedvéért bemutatjuk a jellemzd,
korabbi eredményeket. Fontos kiemelni, hogy mindkét enzim Iényegében a OH-
szabadgyodk termelésének fontos szabalyozéja, mivel a SOD-tdl fugg a H,O»
szuperoxid anionokbdl torténd termelédési sebessége, mig a katalaz szabalyozza
e termék aktualis szintjét a sejtekben és a sejteken kivul. Mas szoval, az élettani
kordlmények kozott lejatszodd Fenton-reakcid intenzitasa (Walling, 1979) e két
enzim egyensulyatdl, illetve egymashoz viszonyitott relativ aktivitasi szintjétdl fligg.
A 3. és 4. tablazat e két enzim aktivitas valtozasait mutatja be Nagy et al. (1995)

munkaja alapjan.
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3. tadblazat. A K-562 sejtek SOD aktivitdsanak valtozasa a 2x48 6ras tenyész-tési

periodusok utan (legalabb 3 kisérlet atlaga + SD) (Nagy et al., 1995).

Kezelés fajtaja SOD pg /mg fehérje SOD ng /10° sejt
Normal kontrol 1542 + 1.71 319.7 + 354
Ara-C 31.16 £ 2.99 11729 + 112.6
Fenton-kezelt 58.13 + 2.89 2316.5 + 201.1

4. tablazat. A K-562 sejtek katalaz aktivitasanak valtozasa 2x48 6ras tenyész-tési

periodusok utan (legalabb 3 kisérlet atlaga + SD) (Nagy et al., 1995)

Kezelés fajtja Unit katalaz/mg fehérje Unit katalaz/10° sejt
Normal kontrol 31.8 + 0.9 13.2 £ 04
Ara-C 424 + 1.7 31.0 £1.2
Fenton-kezelt 179 £ 1.6 70 £ 0.7

A 3. és 4. tablazatokbdl egyértelmien lathatd, hogy mind az Ara-C, mind a
Fenton kezelés hatasara megvaltozik mind a SOD, mind a kataladz aktivitasa a
K652 sejtekben. Mig azonban a SOD jelent6sen ndvekszik mindkét kezelés
hatasara (3. tablazat), addig a katalaz az Ara-C esetében mérsékelten ndvekszik,
a Fenton kezelés soran pedig csokken (4. tablazat). Ezzel egylutt a SOD/katalaz
arany jelentésen a SOD javara tolodik el, vagyis mindkét differencialodast el6idézé
kezelés hatasara lényegében a H;0O, szintjének jelentés emelkedésével kell
szamolnunk, ami egyet jelent a OH* szabadgyok fluxus jelentés ndvekedésével.

Annak bizonyitasara, hogy a Fenton kezelés illetve az ehhez kontrolként
alkalmazott Ara-C kezelés megvaltoztatja a K562 sejtek méretét és a cytoplazma
kompaktsagat, flow-cytometrias méréseket végeztink. A flow-cytometer (vagy
aramlasi citométer) mikddési elve a kovetkezd: A sejtek strukturalis és/vagy
funkcionalis jellemzésére szolgald készulék, melynek fényforrasa valamilyen lézer.
A készllék vakuum segitségével szivia be a sejteket az aramlasi kamraba,
amelyben a kopenyfolyadék cirkulal. A hidrodinamikus fékuszalast biztositd
rendszer segitségével a sejtek a megfelel6 pH-ju és ionerésségi kopenyfolyadék

aramaban, megfelelé alaku aramlasi kamraban egyesével haladnak el a lézer
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fényforras el6tt. A sejtekrél vagy a sejtpartikulakrol a megvilagité fény kis és nagy
szdgben szorédik. Az aramlasi citométer monokromatikus 1ézerfénysugaranak kis
szdgben vagy elére szort része (FSC = forward scatter) a sejtek méretével, a nagy
szbgben vagy oldalra szort frakcioja (SSC = side scatter) a sejtek fénytérésének
inhomogenitasaval (amit granularitdsnak is nevezhetiink) aranyos. Altalaban
10,000 sejtet gydjtink be és a vizsgalni kivant sejtpopulaciot digitalizalt "kapuk”
felhelyezésével jeldljuk ki.

Két teljesen fuggetlen (marcius 19-i és aprilis 3-i) kisérletbdl szarmazo
sejteket vizsgaltunk. A muszerrel nyert regisztratumokon ezen sejtek méretbeli
eloszlasat (FSC) és granulaltsagat (SSC) lathatjuk. Els6ként (9. abra) a sejtek
méretbeli eloszlasat mutatjuk be.

7

FSC

1000

9. abra. Kezeletlen, kontrol sejtek, valamint Ara-C-vel és Fenton reaktanssal
kezeltek méretbeli eloszlasa, marciusi kisérlet.
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A sejtek méretének novekedése mindkét kezelt csoportban a kontrolhoz
képest szembetlind. A 9-12. abrakon a kezeletlen sejtek (lilara satirozott
goOrbealatti tertlet), valamint Ara-C (so6tétlila szin gorbe) illetve Fenton kezelés
(tintakék gorbe) hatasait mutatjuk be.

Ugyanezen tenyésztésbdl szarmazé sejtek SSC grafikonjat mutatja be a 10.
abra. Ezt kdvetéen ugyanilyen sorrendben a parhuzamos kisérlet eredményei
lathatok (11. és 12. abra).

o
A

*1 SSC

g

10. abra. Kezeletlen kontrol sejtek, Ara-C kezeltek és OH- szabadgydk fluxusnak
kitett (Fenton kezelt) sejtpopulacié granulaltsag szerinti eloszlasa, marciusi

kisérlet.

A sejtek belsd allomanyanak kompaktabba valasat, vagyis a granularitas
novekedését a kezeletlen populacidhoz képest szépen igazolja a 8. abra harom
gorbéje. Lilaval itt is a kontrol, kékkel a Fenton-kezelt és feketével az Ara-C-vel
kezelt sejteket abrazoltuk. Egyértelmien megallapithatd, hogy a cytoplazmaban
olyan szerkezetbeli valtozasok mentek végbe, melyek a differencialédas velejaroi,
jelen esetben a hemoglobin felhalmozédasa, ami megvaltoztatta a sejtek

viselkedését az adott flow-cytometrias tzemmaodban.
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11. abra. Kezeletlen kontrol sejtek, Ara-C- és Fenton kezeltek méretbeli eloszlasa,

az aprilisi kisérlet eredményei.

A gorbék melyeket a 11. abran lathatunk a marciusival azonos modon
kivitelezett kisérletek sejtjeinek méretbeli eloszlasat mutatjak. Tendenciajaban az
el6z6 kisérlettel egyez6 eredményt kaptunk, vagyis mind Ara-C mind Fenton
kezelés hatasara az atlagos sejtméret ndvekedett.

A citoplazma kompaktsagat mutatjak a 12. abra grafikonjai. Itt is tokéletes
egyezésben van a két fuggetlen kisérlet eredménye, vagyis mind a kozismert
differencialtatdé szer, az Ara-C, mind a OH- szabadgyok-indukcié fehérjeszintézist
indukal a sejtekben, mas szoval elinditia a differencialédas folyamatat, ami
erythroblastokban hemoglobin-szintézist jelent. Ezek az eredmények is tovabbi
kisérleti bizonyitékokat képviselnek arra vonatkozéan, hogy a OH- szabadgyokdk

indukalni képesek a blaszt-sejtek differencia-lédasat.
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12. abra. Kontrol, Ara-C és Fenton kezelt K562 sejtek granulaltsaga, aprilisi kisérlet

eredményei.

Human fibroblasztokkal és fibroblaszt tipusi, daganatos jellegii

sejtvonalakkal végzett kisérleteink és azok eredményei

A daganat tipusu sejteken (HL-60, K562) kapott eredményeket mas,
lehetbleg primér human sejttenyészetekre is ki kivantuk terjeszteni, azért, hogy
altalanosithassuk megfigyeléseinket. Elsé Iépésként egy széles kdrben tenyésztett
és hasznalt sejtre, a fibroblasztra esett a valasztasunk. Strabizmus mitétek soran
eltavolitott szemizom darabbdl ndvesztettunk ki fibroblasztokat. Hamarosan
kiderult, hogy ezek a sejtek ellentétben a daganattipusu sejtekkel, rendkivil lassan
szaporodnak. Ez az jelenti, hogy a szOvetdarab letételétél szamitva kortlbeltl 1
hét mulva jelennek meg az elsd sejtek, és egy Petri-csészényi konfluens
tenyészethez bizony korulbelll 6 hét kell. Ezt kdvetéen lehet az elsé tripszinezés
utan szétosztani a sejteket tenyészt6 flaskakba, és miutan ezekben elérték a kell6
szamot, a kezelésekhez csak akkor lehet hozzakezdeni. Természetesen megfelel
szamu sejtekkel bendvesztett flas-kara van szukségunk a parhuzamos mintak

biztositasa céljabdl.
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Kovetkez6 modellink olyan szemizom volt melyet endocrin ophtal-mopathias
(EOP-0s) betegek korrekcidés miitétekor tavolitottak el. Ezutan szintén EOP-os
betegekb6l dekompresszios muitét soran eltavolitott zsirszovetet, majd ehhez
kontrolként nem EOP-os beteg egyéb okbdl végzett szemmditéte soran kivett
zsirszOvetet hasznaltunk. Végezetlul a szem-eredetl szdvetek kontroljaul alhasi
bérbdl novesztett fibroblasztok szolgaltak. Osszefoglalva tehat a kovetkezd
szarmazasu fibroblasztokat vizsgaltunk:

nem EOP-os retrobulbéris izom,

EOP-os retrobulbaris izom,

nem EOP- os zsirszovet,

EOP-os retrobulbaris zsirszovet,

alhasi bérszovet.

Meg kivanom jegyezni, hogy az "EOP-os szovet® kifejezés endocrin
ophtalmopathias beteg feltehetéen autoimmun folyamatai altal érintett szoveteit
jelenti.

A primér fibroblasztokat a masodiktél a 12. passzazsig hasznaltuk.
Kisérleteink soran minden kulturat pontosan meghatarozott és azonos
sejtszammal inditottunk. Megfigyeléseink szerint a kezeletlen kulturakban a
sejtszam 2x72 6ra mulva elérte az 1,5-3x10° sejt / flaska értéket, mig a Fen-ton
reakcidval kezeltek minddssze1-3x10°. Ezt a proliferacid lassulast korabban
vizsgalt sejtvonalaknal is kovetkezetesen megfigyeltik. Az enzimaktivitas
mérésekhez tobb parhuzamosan kezelt flaska tartalmat egyesitettiik a kivanatos
kb. 1x10° sejtszam eléréséhez.

Meg kell itt jegyezni, hogy a szaporodas lassulasa mellett, jelentkeztek
kilénb6z6 sejtdifferencialédassal egyuttjar6 morfolégiai valtozasok, ugymint a
sejtek méretének ndvekedése és az intracellularis matrix kompaktabba valasa,
mely olyan foku, hogy normal fénymikroszkoppal is jol lathatd volt. A jelenséget a
K562 sejteknél flow-cytometrias mérésekkel mar bemutattuk.

A generalt szabadgyokoknek a fibroblasztokra kifejtett hatasat a
gyokfolyamatokban kulcsszerepet jatsz6 két enzim, a katalaz és a SOD

(szuperoxid dizmutaz) mennyiségének meghatarozasaval kezdtik.
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A fibroblasztokban mért katalaz enzimaktivitas értékeit kétféle maodon
fejeztiik ki. Ugymint: Unit katalaz/10° sejt, és Unit katalaz/ug DNS. A fibroblasztok

eredetét kdvetd zarodjeles szam a donorok szama.

5. tablazat. 2x72 déras kezelés utan mért katalaz aktivitasok Unit kataldz/10° sejt

szamra kifejezve.

Fibroblasztok Unit katalaz / 10° sejt
szarmazasa Kontrol Kezelt
Normal zsirszdvet (5) 10.20 £ 0.16 16.10 £ 0.40
EOP zsirszovet (4) 10.75 £ 0.31 12.93 +£0.29
Normal izom (4) 10.96 £ 0.20 25.32 £ 0.60
EOP izom (3) 17.63 £ 0.44 28.28 £ 0.98
Bor (3) 11.43 £0.19 17.79 £ 0.26

Az 5. tablazatbol kitlnik, hogy a kulonbdzé eredetll kezeletlen, kontrol
fibroblasztok kozel azonos katalaz aktivitas értéket mutattak, kivéve az EOP
izombdl kinbtt sejtek értékeit, melyek sejtszamra vonatkoztatva kdvetke-zetesen
magasabbak voltak. A kezelés hatdsara azonban minden sejtféle-ségnél

szignifikans katalaz emelkedést talaltunk.

6. tablazat. Katalaz aktivitdsok 2x72 6ras kezelés utan Unit katalaz/ug DNS-re

vonatkoztatva.

Fibroblasztok Unit katalaz / ung DNS
szarmazasa Kontrol Kezelt
Normal zsirszdvet (5) 1.32 £ 0.07 2.10+0.13
EOP zsirszovet (4) 1.37 £ 0.09 3.34 £0.29
Normal izom (4) 1.22 £ 0.03 3.04 £0.14
EOP izom (3) 1.40+0.23 3.50+0.68
Bor (3) 1.61+£0.15 2.56 +£0.10

Amikor a katalaz aktivitasokat Unit katalaz / ung DNS-ben fejeztik ki, ezt

mutatja a 6. tablazat, a kiilénb6z6 fibroblaszt tipusok katalaz értékei kozelebb
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kerlltek egymashoz. A Fenton kezelt sejtpopulaciok szignifikansan ismét

emelkedést mutattak.

7. tablazat. SOD aktivitasok 2x72 6ras Fenton kezelés utan, ng SOD/10°

sejtszamra vonatkoztatva.

Fibroblasztok ng SOD / 10° sejt
szarmazasa Kontrol Kezelt
Normal zsirszovet (5) 13.92 £ 0.42 18.83 £0.43
EOP zsirszbvet (4) 7.84 +0.36 9.83 +0.21
Normal izom (4) 4.41+0.11 6.24 +0.21
EOP izom (3) 18.28 + 0.77 23.62+0.13
Bér (3) 2.72+£0.07 477 +0.33

A tenyésztett fibroblasztjaink SOD aktivitdsai (7. tabldzat) a kontrol
csoportban széles tartomanyban széthuzodtak, aminek a magyarazatat nem
ismerjuk. Azonban a Fenton kezelt kulturak, o6sszehasonlitva a kontrolokkal,
minden esetben szignifikans névekedést mutatnak.

8. tablazat. Kontrol és kezelt fibroblasztok SOD aktivitasat tintettik fel ng SOD/ng
DNS egységben kifejezve.

Fibroblasztok ng SOD / ng DNS
szarmazasa Kontrol Kezelt
Normal zsirszdvet (5) 1.72 + 0.06 2.31+0.12
EOP zsirszovet (4) 1.00 £ 0.06 255+0.24
Normal izom (4) 0.51+0.02 0.73+£0.03
EOP izom (3) 1.36 £ 0.14 2.58+0.28

Bor (3) 0.39 £ 0.04 0.68 £ 0.01
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A SOD aktivitasok mint azt a 8. tablazat mutatja, ebben az dsszefliggésben
is széles tartomanyt dlelnek fel a kontrol csoportnal néhany sejttipus esetében A
Fenton kezelt csoport ellenben mindegyik sejttipusnal szignifikans emelkedést
mutat a DNS mennyiségére vonatkoztatva.

Az enzimszint valtozasok szemléletesebbé tételére, a tdblazatokban szerepld
adatokbdl a katalaz enzimaktivitas valtozasat a kezelt csoport esetében DNS-re
vonatkoztatva abrazoltuk ugy, hogy a kontrol csoportot 100%-nak tekintettlk, ezt
lathatjuk az 13. abran.

300 \@ kontrol

mkezelt |

250

T o 1
normal EOP normal
zZsir zsir izom

13. abra. Kezelt fibroblasztok katalaz aktivitasai a kontrol csoport szazalé-kaban

kifejezve.

A kataldaz enzimaktivitasi szintek a kezelések hatasara jelentésen
megnovekedtek. Ez a novekedés 43.8-150.0 % kozott valtozik, s minden esetben
statisztikailag erésen szignifikansnak adddott.

A katalazhoz hasonléan SOD esetében is készitettiink egy szemléle-tesebb

Osszehasonlitast a kontrol és kezelt csoport kdzott.
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14. abra. SOD valtozasa a kezelt csoportban, a kontrolokat 100 %-nak tekintve.

A grafikonon, melyet a 14. abra mutat be, medgfigyelhetjlk a SOD
valtozasanak tendencigjat, amely a kataldzéval megegyez6.

Osszefoglalva a két enzim mérésébdl szarmazd eredményeket, a SOD és
katalaz génexpresszidjanak ndvekedését tapasztaltuk gyokkezelések hatasara.
Korabbiakban csak malignus sejtvonalakon (HL-60, K562, PC-12, stb.) vizsgaltuk
a Fenton kezelés hatasat, de ezek a human primér fibro-blasztok kiterjesztik
ismereteinket a nem-malignus tulajdonsagu sejtekre is, s igy lehetéségunk nyilik a
gyokokrél szerzett megfigyeléseink altalanosabba tételére. Jollehet a finomabb
mechanizmusok feltdrasa meég hatra van, véleménylnk szerint azt biztosra
vehetjuk, hogy ennek a két enzimnek megndvekszik a génexpresszidja, ami egyet
jelent a gyokok turnoverének a megndvekedésével, s ez a jelenség alapvetd
szerepet jatszhat a sejtdifferen-cialédas mechanizmusaban. Erre egyértelmien
utal az a tény, hogy kémiailag teljesen kilénb6z6 differencialdodast indukald szerek

esetében is ugyanezen tendenciak figyelheték meg.
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Sejtproliferacios vizsgalat Ki-67 proliferacios magantigén immunhiszto-

kémiai kimutatasaval

Azon megfigyelésiink bizonyitasara, hogy szabadgydk fluxus hatasara a
sejtek szaporodasi Uteme lelassul, immunhisztokémiai technikaval prolifera-ciés
antigén kimutatast végeztink. Az immunhisztokémia mddszereivel szo6-veti
antigének in situ detektalhatok, specifikus antigén-antitest kotés alapjan. Az
immunkotédés mikroszkdpos vizsgalatat a rendszerbe épitett enzimek, ill.
fémkolloidok szines terméket eredményezd katalitikus reakcioja, vagy fluoro-
kromok teszik lehetdve.

Mivel a fehérjék a legjobb antigének és a fehérjék fordulnak el legnagyobb
mennyiségben az él6 szervezetben, nem meglepd, hogy az immunhisztokémia
elsésorban a fehérjék és ezek szénhidratokkal és lipidekkel alkotott molekulai
lokalizaciojanak specialis eszkdze. Egy antitest-klon a fehérjemolekulan altalaban
egy 8-15 amindsav szekvenciajaval jellemzett un. antigén epitépot ismer fel. A
kotés specifitasat egyenként kisenergiaju, nem-kovalens kotéerdk koncentralt
megjelenése jellemzi. Egy tdbb szaz amind-savbdl allé fehérje pl. szamtalan eltéré
epitdpjan keresztll ismerhet6 fel.

Az immunhisztokémiai reakcidésor elsé I|épésében enyhe koagulaciés
szovetrogzitést kell alkalmazni, sejt és szOvettenyészet esetében erre az aceton a
legalkalmasabb. Ezutan az endogén peroxidazokat blokkoljuk, meta-nolos, 0.5%-
os hidrogénperoxiddal. Az antitest és a metszet k6z6tt nemcsak antigénspecifikus
kapcsolat alakulhat ki, ezért az immunreagensek alkalma-zasa el6tt a metszet
nemspecifikus koétéhelyeit nagy koncentraciéju indifferens fehérjével telitenlink
kell, erre a célra vagy 1.5%-0s BSA-t vagy normal allati szérumot (legtdbbszoér a
masodik antitestet szolgaltato allatfajbol) hasznalunk. Ezzel a metszet készen all a
tényleges antitest-antigén reakciora. A ma a legelterjedtebb rutineljaras alapja, az
avidin-biotin kétés nagy affinitdsa és stabilitdsa. A biotin kis molekulatomegi (244
dal) vitamin (H-vitamin). A streptavidin (~60KD), mely 4 biotinmolekulat képes
megkotni a Streptomyces avidinii tenyészetbdl izoldlhaté. A modszer harom
inkubacids lépésbdl all: 1. primér antitest, 2. biotinnal jeldlt kapcsoldédd antitest 3.
S-ABC komplex. Az S-ABC komplexet streptavidin és biotinilalt peroxidaz 1:3
aranyu keveréke adja. A reakciotermék lathatova tételére immunoperoxidaz

reakciok esetén HO, szubsztratot és DAB barna, vagy AEC vordsbarna
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kromogént hasznalunk. A reakcidban elbontott szubsztrat oxidalja az
elektrondonor kromogént, melybél rosszul oldédé polimerizalt csapadék valik ki,
jelezvén a reakcio lokalizacidjat és intenzitasat. Befejezésil a metszeteket le kell
fedni, a DAB-al festetteket viztelenités utan, mig az AEC-vel festetteket vizes

lefedéssel (Krenacs, 2000).
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15. abra. Az ABC mddszer lényege. A reakciéo sémajat abrazolo rajzot a Vector

Laboratories 2001/2002 évi katalégusabdl idézzik.

Tenyésztett és szabadgyok-kezelt szemizombdl kinbvesztett fibro-blasztjaink
vizsgalatara a proliferaciés mag-antigének kozil azért valasztottuk a Ki-67
antigént, mert retrobulbaris fibroblasztok szaporodasi folyamatanak nyomon
kovetésére Heufelder és Bahn (1994) ezen proliferacios antigént mar sikerrel
alkalmazta. Eredményeiket parallel végzett egyéb proliferacidot kimu-tatd
moddszerekkel, ugymint tricialt timidin-inkorporacié meghatarozas, mono-klonalis
ellenanyag immunohisztokémiai assay direkt proliferacios sejtmag antigénre, és

egy automata kolorimetrias enzim-kotés immunosorbent assay (Promega)
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hasonlitottak dssze, és nem talaltak szignifikans eltérést az alkalmazott metodikak
kozott. A Ki-67 antigén kimutatas alapja, hogy ez a poliferaciés antigén jelen van
minden proliferalé sejtben vagyis a Gy, S, M és G, fazisokban, de az

intermitotikus sejtekben vagyis a Gy fazisban nem talalhato.

Kig7 antigen

16. abra. Ki-67 antigén jelenléte a sejtciklus soran. Az abrat a Novocastra

Laboratories Ltd. 2001. évi katalégusabol idézzuk.

Az immunhisztokémiai reakcidé kivitelezéséhez a fibroblasztjainkat 80 %-os
konfluencia eléréséig 10 % FBS tartalmi médium199-ben ndvesztettik. Ezt 24
oras 0.1 %-os FBS tartalmu médiumban torténd ndvesztés kovette, majd egy 24
o6ras komplett savé mentes periodus. Ezt az el6készitést szinkroni-zacionak
nevezziuk. Az igy szinkronizalt sejtpopulaciot kezeltik Fenton reaktanssal 0.1%
savot tartalmazé médium 199-ben. Az egész protokoll egy igen specialis
tenyésztd-festd "kuvettaban” tortént, mely egy targylemezbdl és az arra rogzitett
kétkamras fedéllel rendelkez6 tenyészté edénykébdl all, melynek térfogata kb. 2x3

mil.



62

Ez a konfiguracié lehetévé tette, hogy a targylemezre ndvesztett sejteken
egyszerre lehetett kontrol és kezelt sejtcsoportot kialakitani, és a megszokott
modon széndioxid termosztatban tenyészteni 6ket, s a kisérlet végén a kamra-
rész levalasztasaval, olyan lett, mint egy kozonséges targylemez. Fantasztikus
taldlmany, csak sajnos szamunkra szinte megfizethetetlenul draga.

A kezelési periodus végén a sejteket fixaltuk és elvégeztik a Ki-67
proliferaciés antigén immunhisztokémiai kimutatasat. Az altalunk tenyésztett
kontrol fibroblasztoknak melyeket a 17. és 18. abran mutatunk be kb. 40-50 %-a

mutatott pozitivitast.
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17. és 18. abra. Kontrol és kezeletlen sejtek Ki-67 pozitivitasa.

A Fenton-kezelt sejteknél a Ki-67 antigén-pozitiv sejtek szamanak
csokkenése ol lathatd, ami a proliferacié lassulasanak a jele, s a differencialédas
elsé Iépcséje.

A EOP-o0s betegb8l szarmazd kezeletlen fibroblasztok proliferaciéjukat
tekintve, mint azt a 21. és 22. abran lathatjuk nem mutattak eltérést a normal,

egeészséges, kontrolhoz képest.
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19. és 20. abra. Kontrol sejtek Ki-67 pozitivitasa Fenton kezelés utan.

A EOP-o0s betegbdl szarmazd fibroblasztok Fenton kezelés utan szintén
jelentés proliferaciés aktivitas-csokkenést mutattak (23. és 24. &bra), ami
véleményunk szerint jelen esetben a sejtdifferencidlodas megindulasanak elsé
fazisa.

Meg kell itt jegyezni, hogy a mi sejtjeink Ki-67 pozitivitas értékei sohasem
emelkedtek 50 % folé, mig Heufelder és Bahn (1994) az altaluk tenyésztett
retrobulbaris fibroblasztoknal szinkronizacié utan a sejtek 85%-ban talalt Ki-67
pozitivitast. Személyes konzultacié soran Prof. Heufelder ennek a kuldénb-ségnek
az okat az altaluk hasznalt kulonleges minéségl, u.n., Hyclone savo-nak
tulajdonitotta, amihez mi, ugyancsak anyagi okokbdl nem jutottunk hozza. Az

eltér6 szamszerliség azonban az altalunk medfigyelt tendenciakat nem érinti.
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21. és 22. abra. EOP-os beteg szemizmabdl szarmazé fibroblasztok Ki-67

pozitivitasa kezeletlen allapotban.
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ae

23. és 24. abra. EOP-os beteg szemizmabdl szarmazo fibroblasztok Ki-67

pozitivitasa Fenton kezelés utan.

Ismert tény, hogy a retobulbaris fibroblasztok bizonyos kérilmények kdzott
nagy mennyiségl GAG produkciéra képesek (Smith et al., 1991). EOP-ban a
fokozott GAG termelésének és a GAG-ok rendkivlli vizkdtéké-pességének igen
fontos szerepet tulajdonitanak a tunetek (exophtalmus) kialakulasaban (Kahaly et
al.,, 1992). Ennek ismertében azt kivantuk megvizs-galni, hogy in vitro
kériimények kozott, szabadgyok kezelés hatasara a retrobulbaris fibroblasztokban
fokozédik-e a GAG-ok produkcidja. Ennek tanulmanyozasara a fibroblasztokat
kilénb6z6 ideig Fenton reaktanssokkal kezeltik s ezutan a sejteken GAG-
kimutatast végeztink 1,9-dimetilmetilénkék (DMB) festékkel, amely a GAG-okkal
kékeslila metakromazias szinreakciét ad.

Mivel hosszantartd, 3 honapos kezelések eredményét is szerettik volna
detektalni, ezt a hisztokémiai reakciot in situ vagyis a tenyésztd flaskaban kellett
elvégeznunk. A kisérleti periédus lejartakor a sejteket a tenyészt6 flaskaban (T/75)

fixaltuk, és utana a flaska oldallemezét koérbevagtuk, majd lebontottuk az egész
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felsé részt a nyakkal egyiitt. igy egy nagy ,targylemezt” kaptunk melyen a festés
kénnyedén kivitelezhetd volt és utana a lefedést is meg lehetett oldani.

A kovetkezd abrakon EOP-os betegbdl vett izombdl kinétt fibroblasztok GAG
termelését mutatjuk be. A dimetilmetilénkék (DMB) festés az eredeti

tenyésztdfellleten tortént.

25. abra. DMB reakcio kezeletlen kontrol fibroblaszt tenyészetben.

Kezeletlen kontrol fibroblaszt tenyészetekben a DMB fest6dés csak igen
kismértékli metakormaziat mutat, ami arra utal, hogy ebben a fazisban a GAG
termel6dés még igen alacsony szintli (25. abra). Egy hetes id6tartamu OH-
szabadgyok fluxus hatasara a fibroblasztokban szintetizalédott GAG-ok
.,mennyiségét” mutatja a 26. abra, ahol jol lathatd, hogy a metakromazias festédés
intenzitdsa lényegesen kifejezettebb, mint a kezeletlen kontrol tenyészetekben.
Tovabb folytatva a kezelést egy hoénapig, ez a tendencia tovabb erésodik, s
ugyanakkor a sejtek mar morfolégiai eltéréseket is mutatnak (27. abra), aminek f6
jellemzdje a sejtek orsdalakjanak megval-tozasa, és a tdbbszdérds nyulvannyal
rendelkezd sejtek megjelenése. Ezen morfoldgiai elvaltozas a harom hénapig
kezelt tenyészetekben egészen kifejezetté valik, s ugyanakkor er6s GAG-

pozitivitassal is tarsul (28. abra).
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26. abra. Egy hétig Fenton reaktanssal kezelt tenyészet GAG tartalmanak DMB

reakcioja.

27. abra. Egy hénapos Fenton kezelés hatasara a fibroblasztokban termel6dott
GAG-ok DMB reakcidja.
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28. abra. Harom hénapig OH- gyokokkel kezelt tenyészet GAG metakro-mazias

festése.

Ezek a vizsgalatok jol mutatjak a retrobulbaris fibroblasztoknak azt
képességét, hogy szabadgyok kezelés hatasara, vagyis differencialédasuk soran,
még er6sebben képesek GAG-okat szintetizalni, mint a differencialatlan
fibroblasztok. Ez a megfigyelés fontos adalék Ilehet a retrobulbaris
térfogatndvekedés pathomechanizmusanak megértésében, mivel a GAG-ok egy
része az extracellularis térben is képes jelentés duzzadasra.

A sejtek GAG produkcidjanak szamszerUsitésére kvantitativ spektrofoto-
metrias GAG meghatarozast végeztink A mobdszer lényege a kovetkezo:
szOvetekbdl vagy tenyészté médiumbdl papainos feltarassal glikézamino-glikan
oldatot készitliink. A feltart mintakbol készitett aliquotokat 6sszekeverjik a DMB
festékkel. A reakcid6 mérhetéségét az abszorpcids maximum metakro-matikus
shiftie teszi lehetévé, melynek oka a festéknek a szulfatalt glikéz-amino-
glikanokkal alkotott komplexe. A modszer elényei a kdvetkezdk: a DMB reagens
stabil, a modszer lényegében interferenciamentes és érzékenysége kisebb mint
1ug/l (Farndale et al., 1982).

Spektrofotometrias méréshez kezeletlen és egy hétig Fenton reaktanssal
kezelt két féle fibroblasztot, retrobulbaris izombdl szarmazét és szintén

retrobulbaris eredetli, de zsirszovetb6l novesztett sejteket dolgoztunk fel. A
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fibroblasztokat papain-acetylcystein segitségével feltartuk. Az igy kapott oldat
GAG tartalma a hozzaadott dimetilmetilénkékkel lilaskék szinreakciét ad, melynek
intenzitasat spektrofotométerrel 535 nm-en meértik. A mért glikézaminoglikan
tartalmat sejtszamra vonatkoztatva, relativ egységben adtuk meg, 100 %-nak véve

a kezeletlen kontrol sejtek GAG tartalmat.

FIBROBLASZTOK RELATIV GAG-KONCENTRACIO

VALTOZASA £ SD

% (dimetilmetilénkék metakromézia)

L

egészs. fibr. EOP fibr. EOP fibr.
izombél zsirsztivetbdl

B kezeletelen fibr. kezelt fibr. (1) A

29. abra. Kezeletlen kontrol és két kulonb6zé eredetl egyhetes Fenton kezelt
fibroblaszt GAG tartalma. Abrazolaskor a kontrolok GAG tartalmat 100 %-nak

vettik.

A 29. abrabdl jol kitlnik, hogy mar egy hetes Fenton kezelés is foto-
metriasan mérhet6 GAG produkciéra késztette mindkét sejtpopulaciot. A
parhuzamos kezelések tendenciajukban megegyeznek, minimalis mennyiségi
kilénbséggel. Osszegezve, mind a hisztokémiai mind a fotometrias eredmények
igazoljak, hogy a retrobulbaris fibroblasztok szabadgyok kezelés esetén in vitro
korilmények kozott megndvekedett intenzitassal képesek GAG-okat szintetizalni,

és a megtermelt GAG mennyisége a kezelési idével tovabb ndvekszik.
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A FIBROBLASZT-PREADIPOCITA ATMENET PROBLEMAJANAK VIZSGA-
LATA

Az endocrin ophtalmopathia (EOP) az orbitak autoimmun betegsége, mely
legtobbszor Graves-Basedov kérhoz tarsul. Az EOP és GB gyakori egyuttes
el6fordulasa ismeretében kézenfekvé lenne a szemészeti elvalto-zasokat is
ugyanazon autoimmun folyamat kovetkezményének tekinteni. A pajzsmirigy
funkcionalis  eltéréseinek hozzajaruldasa a szemtlnetek sulyossa-gahoz
egyeértelml, az EOP-nak azonban az emelkedett pajzsmirigy hormonszint
koézvetlendl nem okozoja. A GB sulyossaga és az EOP prevalenciaja kozotti
kapcsolat nem szoros (Bomberg, et al., 1992). Ugyan-akkor szamos vizsgalat
ramutatott arra, hogy a thyreostatikus kezelést kdveté hypothyreosis kapcsolatban
van az EOP gyakoribb el6forduldsaval és/vagy a szemtlinetek sulyosbodasaval
(Bomberg et al., 1992). Ebben feltehetéen a hypothyreosis okozta emelkedett TSH
szintnek lehet szerepe. Az orbitdban zajlé autoimmun folyamat az orbita
komponenseinek térfogatndvekedését eredményezi. Az exophtalmus tlneteinek
létrejottében  kuldnésen fontos szerep jut a retrobulbaris kotészovet
felszaporodasanak, ami érinti a perimy-sialis kdtészdvetet, valamint az orbitaban
futd képleteket korilvevdé laza rostos kotdszovetet is. Ez utdbbi jelentbs
mennyiségl zsirsejtet is tartalmaz (Hansen et al., 1993).

Mivel az orbita Urege csontos, a megndvekedett tomegl zsirszovet
komprimalja a hajszalereket, tovabba rontja az autoimmun jelleginek tartott steril
gyulladasos folyamat soran kialakult lymphocytas infiltracio miatt egyébként is
duzzadt extraocularis izmok vérellatasat, vagyis fokozza a perimysealis 6démat. E
folyamatok kovetkeztében jon Iétre el6bb a proptosis, késébb az exophtalmus, és
a nervus opticus kompresszidja is. Ez utébbinak kovetkezmeénye a kettéslatas és a
latasélesség csokkenése. A kérkép kilonlegessége, hogy az exophtalmus allapota
gyakran fennmarad az endokrin alapprobléma (hyperthyreosis) rendezése utan is.

Az exopthalmus fenntartasaban rendkivili jelentésége van a retrobulbaris
zsirszoévet hyperplasiajanak, ami jelen ismereteink szerint megfordithatatlannak
latszik, s ezért nem "mulik el” ez a tlinet a késébbiekben sem. Végeredményben
az exophtalmust altalaban sebészi megoldas utjan szoktak megszuntetni, amikor
is eltavolitiak a felesleges zsirszovet jelentés hanyadat, decompressios mitét

soran.
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A megndvekedett tomegl zsirszdvet eredete és felszaporodasanak oka
azonban mindmaig ismeretlen. A kérdés vizsgalata megkivanja a zsirsejtek
fejlédésére vonatkozo ismereteink rovid attekintését.

A zsirsejtek eredetét tekintve ellentmondasos felfogasok I|éteznek az
irodalomban, amelyeknek két f6 formajat lehet megkllénbdztetni. Flemming (1870,
1871, 1879) azon a véleményen volt, hogy az dsszes differencialatlan kétészoveti
sejt képes zsirt akkumulalni, s ezekbdl alakul ki a zsirszévet. Ezt a koncepciot
tobben is vizsgaltak kisérletileg a kilonb6z6 idészakokban, de igazabdol nem nyert
teljes elfogadast (Clark és Clark, 1940; Green és Kehinde, 1974, 1975, 1976;
Green és Meuth, 1974).

Az elméleti megkozelitések masik csoportja ugyancsak a 19-ik szazadra
nyulik vissza. E szerint zsirakkumulaciéra csak a fibroblasztoknak egy
specializalodott fajtaja képes, s ezen sejtekbdl fejlédik ki a zsirszovet (Toldt, 1870,
1888). Ezt a felfogast tobb kisérletes vizsgalati eredmény latszott alatdmasztani:
Napolitano (1963) elektronmikroszkopos vizsgalatok alapjan, masok pedig
biokémiai és sejttenyésztési technikak alkalmazasaval jutottak hasonlé
kovetkeztetésre (Sidman, 1965; Néchad et al. 1983; Nnodim, 1987; Gamou et al.,
1990; Brooks és Perosio, 1997). Ennek megfeleléen ma az az altalanos nézet,
hogy fibroblasztoknak zsirsejtté torténé differencialdodasat csakis specialis
sejtvonalakon lehet elérni, s akkor is kulonleges kezelésekre van szukség ahhoz,
hogy ezt elérjlk. A kovetkez6 &agensek inhibitor hatasat ismerjuk:

isobutilmetilxantin _(IBMX), dexamethason, inzulin, biotin, (Student et al.1980),

prostaglandin |, (PGl vagy prostacyclin; Catalioto et al. 1991; Vassaux et al.
1992), thyroid hormon (Gharbi-Chihi et al. 1991), natrium butirat (Toscani et
al.1990), aszkorbinsav (Ono et al. 1990), aldoszteron (Rondinone et al., 1993),
progeszteron (Rondinone et al. 1992), arachidonsav (Gaillard et al. 1989), AD4743

(Sparks et al. 1991), bezafibrat (Brandes et al. 1990), pioglitazon (Sandouk et al.
1993), 3-deazaadenozin (Chiang 1981), TNFa (Cornelius et al.1988; Filipak et al.
1988; Gimble et al. 1989; Pape és Kim 1988) TGFp (Gimble et al. 1989; Sparks et
al. 1992) forbol észter (Diamond et al. 1977), retinoic sav (Stone és Bernlohr 1990)
endothelin-1 (Tanahashi et al. 1991) dehidroepiandroszteron (Shantz et al. 1989),
epidermalis ndvekedési faktor (Serrero 1987; Serrero és Mills 1991) DMSO (Wang
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és Scott 1993), interleukin la. (Gimble et al.1989) If és ly (Delikat et al. 1993;
Gregoire et al. 1992) és PGF2a (Serrero 1987).

Egy ilyen “zsirsejt-fejleszt6” protokol szerint a kivalasztott fibroblasztok (pl.
3T3-L1) tenyészetéhez ezekbdl az agensekbdl dsszeallitott specialis kombinaciot
(IBMX, dexamethason, inzulin, biotin) szilkséges a tenyészethez adni a triglicerid
szintézis elinditasahoz (részleteket lasd: Gamou et al. 1990). Ismét mas szerz6k a
human orbitalis fibroblasztok preadipocita atalakulasat IBMX, dexamethason,
prosztaglandin és TSH hozzaadasaval tartjak elérhetének (Sorisky et al. 1996).

A preadipocytékban jelen 1évé triglicerid cseppecskéket a zsirok kimutatasara
alkalmazott hisztokémiai reakcidkkal lehet kimutatni. Altalanosan hasznalt
zsirkimutatasi moédszer, fagyasztott szévettani metszetekre az Oil red O festés. A
kimutatas alapja, hogy a piros szinl festék izopropanolos oldata megfesti a
triglicerideket.

Orbitalis fibroblasztokon Smith et al. (1995) és Sorisky et al. (1996). irtak le
specialis zsirdifferencialtatd protokolt, mellyel a fibroblaszt-preadipocyta atmenet
lehetbségét vizsgaltak. Az altaluk leirt metodikat kivantuk mi is alkalmazni, amikor
elsé lépéskeént, zsirdifferencialtatas nélkul, a szokvanyos moddon tenyésztett
retrobulbaris fibroblasztjainkon és bér eredetl fibroblaszton elkezdtik az Oil red O
festés technikai beallitasat. Elsé probalkozasaink kilénb6zé (liveg vagy miianyag)
fellleteken tenyésztett sejteken magan a tenyésztéfellleten végzett rogzités utan
torténtek. E kisérletek soran két rendkivul érdekes dolgot tapasztaltunk, amelyek a
fenti irodalmi adatokkal jelentds ellentmondasba kertiltek.

Az egyik megfigyelésunk az volt, hogy differencialtaté agensek hasznalata
nélkiil is jelentés intenzitasu zsirfestédést lattunk a masik, hogy a normal
koriimények kozott tenyésztett sejtjeinkben a sejtek zsirfestéodése a feliilettdl
fuggbéen kilonbozott. Mivel ezen ellentmondasok tisztazasa feltétlendl
szlkségessé valt, els6 lépésben azt kivantuk eldénteni, hogy a felllettél fliggd
festédéskor milyen jelenséggel allunk szemben. A rendelkezésinkre allé Gveg és
mianyag fellletek 6sszes valtozatat megvizsgaltuk. Ezek a kovetkezdk voltak:

1. Nunc tenyészt6 flaska felszine, polisztirol.

2. Uveg Petri csésze felilete.
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3. Super Frost Plus mikroszképi Uveg targylemez felllete (egy Petri csészébe
helyezett Uveg targylemezre vittik a sejteket, ott letapadas utan a szokasos
maodon tenyészthetdk voltak.)

4. Mianyag Nunc Petri csésze felllete, polisztirol.

5. Két tenyészt6 kamras specialis mianyag targylemez felllete, (anyaga:
Permanox®-TPX), Nunc forgalmazasu, melyet a Ki-67 meghatarozasnal is
hasznaltunk.

Ezen az ot féle fellleten ndvesztettik a sejteket, és a késébbiekben itt

torténtek a festések is.

30. és 31. abra. Retrobulbaris izombdl szarmazé fibroblaszt Oil red O fest6édése

mianyag fellleten és Gveg fellleten.
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32. és 33. abra. Retrobulbaris zsirszévetbél szarmazé fibroblasztok Oil_red O

festédése mianyag fellleten és tGveg fellleten.

Végul vizsgaltuk azt is, hogy maga a festédés intenzitasanak kulonb6zésége
fugg-e attdl, hogy milyen fellleten tenyésztettik a sejteket. A kilénbdzé fellletl
edényekbdl szarmazoé fibroblasztokat cytocentrifugaval Uveg targylemezre, és
Nunc tenyészt6 flaskabdl kivagott miianyag csikra vittik at, és ott festettik meg
azokat.

A kezeletlen primér human orbitalis és bér eredeti fibroblasztjaink, eddig az
irodalombdél nem ismert viselkedését, vagyis a spontan preadipocyta
differencialddas képességét dsszehasonlitottuk két fibroblaszt tipusd malignus
tulajdonsagokkal rendelkezé sejtvonallal a NIH/3T3-al és az L929-el, melyekrdl
eddig spontan preadipocyta differencialédast nem irtak le, sét zsirdifferencialtatd
protokolokkal sem értek el ilyen iranyu elvaltozast. Ugyanazon technikaval,

normal tapfolyadékban, minden egyéb adalék nélkul, mint a human primér
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fibroblasztoknal, és kulonb6zé fellleteken novesztve, festettlk meg Oket. A
zsirfestések itt is mindkét sejtvonalnal kilénbdz6 intenzitasu triglicerid pozitivitast

mutattak.

34. és 35. abra. L929 sejtvonal festédése mianyag fellleten és lveg fellleten.

Annak eldontésére, hogy az Oil red O festések pozitiv eredményei korrektek,
Szudan IV. festékkel is elvégeztik a zsirok kimutatasat, bar ismeretes, hogy ez a
festés kevésbé intenziv, az eredmény minden esetben meggy6z4 volt.

Néhany  mikrofotogrammon  bemutatjuk  azokat a  zsirfest6dési

kilénbozéségeket melyeket liveg és mianyag fellleteken tapasztaltunk.



36. és 37. abra. 3T3 sejtvonal festédése mianyag fellleten és lveg fellleten.

A fenti képekkel illusztralt igen érdekes megfigyeléseink teljességgel ellent
mondanak Van és Roncari (1978) valamint Sorisky és munkatarsai (1996)
kozléseinek. EI6bbi szerzdparos leirta, hogy a bér fibroblasztok nem képesek
lipid akkumulaciora. Szerintink ennek oka az lehet, hogy ezeket a sejteket
mianyag Falcon tenyészt6 edényben novesztették és ezen a mlanyag fellleten
tortént a festésuk is. Sorisky és munkatarsai (1996) arrél szamoltak be, hogy az
orbitalis fibroblasztok csak differencialtatd protokollal képesek zsir akkumulacioéra,
és ez is csupan a sejtek 5-10%-aban torténik meg, tovabba, hogy a bér eredeti
és a perimysialis fibroblasztok egyaltalan nem stimuldlhatok preadipocyta
differencialédasra (Sorisky et al., 1996. 1. tdblazata). Ellenben Poznansky et al.
(1973) Qil red O pozitivitast talalt bér fibroblasztoknal specidlis protokol
alkalmazasa nélkul, csakhogy Ok a sejtek tenyésztését és a festést is

mikroszkopos uveg fedélemezen végezték.
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Azt is meg kell jegyezni, hogy Green és Kehinde (1974) el6szor irtak le lipid
akkumulaciét 3T3-L1 sejteken, de 6k is Uvegen, kozbnséges Petri-csésze

fellletén végezték mind a tenyésztést, mind a festést.

38. és 39. abra. Bo6r fibroblaszt zsirfestédése Uveg fellleten Oil red O-val és

Sudan V. festéssel.

Retrobulbaris fibroblasztjaink fest6dését 6sszehasonlitva a Sorisky-ék altal
tapasztalttal, el6szor alapvet6 technikai problémakat talaltunk. Ok a zsirfestést
kovetben egy éjszakan at Giemsa festékkel 4°C-on magfestést végeztek, s mivel
ez a festék 50% metanolt tartalmaz, piros QOil red O festék kioldodott a sejtekbdl.
Megismételtik az 6 technikajukat, azzal a kilénbséggel, hogy masnap reggel nem
lefedtik a ,metszeteket”, hanem ujrafestettik &ket Oil red O-val. Ekkor ujra
pirosan fest6dott zsircseppecskéket lattunk, bar az egész festédés intenzitasa

joval alatta maradt a mi altalunk tapasztalttal. Ennek oka az volt, hogy a sejteket
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az eredeti tenyésztd fellileten, a mianyag flaskdban festettik, a tokéletes

reprodukalas végett.

40. abra. Bér fibroblaszt zsirfestédése mianyag feluleten Oil red O-val.

41. abra. Retrobulbaris izom eredet( fibroblaszt miianyagon ndvesztve, lvegre
cytocentrifugalva és Oil red O-val festve.
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Medfigyeléseinkbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a fibroblaszt-
preadipocyta vizsgalatok szempontjabdl, donté kérdés, hogy hogyan befolyasolja
a tenyészt6 felllet a zsirfestést. Lehet, hogy a felilet minésége (pl.
elektrosztatikus tulajdonsagai) hat a sejtekre és mint lipid akkumulacié inhibitor,
gatol specidlis folyamatokon keresztil. Azonban, amikor plasztik fellleten
novesztett sejteket cytocentrifugaval Uveg fellletre vittink és ott festettik Oket a
festédés intenzivebb volt mint a mianyagon. Tovabbi érdekes megfigyelés az is,
hogy az Uveg és plasztik felileten ndvesztett sejtek morfologiailag is mutatnak
eltérést nem csak a lipid festédésben. Azon feltételezéslink vizsgalatara, hogy az
Uveg fellilet stimulalja-e a zsirakku-mulaciét, kollagénnel bevont Gvegfellleten is
tenyésztettiink és festettiink, de az Oil red O festédésben nem volt kilénbség a
tiszta Uveg felllet és a kollagén-bevonatos kdzott.

Ezekbdl a tapasztalatokbodl arra kovetkeztethetink, hogy mind a lipid
akkumulaciéra mind a lipid festédésre befolyassal van a feliilet anyaga
melyen a sejtek nének illetve festédnek. Bar a jelenségek magyarazatat nem
ismerjuk, feltétlendl fontos figyelembe venni ezen probléma létezését. Ennek a
jelenségnek az ismeretében ujra kell értékelni szamos kisérleti eredményt melyet
a fibrolaszt-preadipocyta differencialédas folyamatardl kozoltek. A fenti
eredményeinkbdl talan nem tinik tulzasnak kimondani, hogy szerintink 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 lehet6ségek nyilnak meg szamos Klinikai
probléma, tobbek kozott az endocrin ophtalmopathiat kiséré exophtalmus, vagy
akar korunk népbetegsége, az elhizas okainak megismerésére.

Mivel a zsirakkumulacié is egy differencialédasi marker jelenség,
megvizsgaltuk ezt a folyamatot is a OH- szabadgydkok hatasa alatt, human
orbitalis és bér eredetil fibroblasztokon. Ezen vizsgalatok soran termé-szetesen a
fentebb mar leirt modszertani tapasztalatokat is figyelembe vettik.

Ennek illusztralasara alljon itt néhany tovabbi abra. Fibroblaszt tenyésze-
teinket hasonl6 modon kezeltik Fenton reaktanssal, amint azt az enzim
meghatarozasok el6tt is végeztik, majd ezt kovetéen Oil red O festéseket

alkalmaztunk.



42. és 43. abra. Retrobulbaris izom eredeti fibroblaszt kezeletlen allapotban és

Fenton kezelés utan Oil red O-val festve.

Az abrakbdl kitlinik, hogy szabadgydkok generalasa a tenyészetben tri-glicerid
akkumulaciét indit el, amelyet megfelel6 modon kivitelezett zsirfestésekkel jol ki
lehet mutatni. Ez a medfigyelés egybevag azon elvara-sunkkal, hogy ezek a
szabadgyokok az eddig vizsgalt valamennyi sejttipusban differencialodasi
folyamatokat inditanak be. Ez azt jelenti, hogy a szabadgyok fluxus a normalis
blaszt-sejtekben is az immortalizalt sejtvonalakhoz hasonléan, differencialodasi
folyamatokat indit el. Ezek lehetnek igen kilonb6zé természetliek, pl. a
hemoglobin, a GAG, a trigliceridek, stb  szintézisének beindulasa, ami a

differencialatlan blasztokban altalaban csak csekély mértékben van jelen.



44. és 45. abra. Retrobulbaris zsireredetli fibroblaszt kezeletlen allapotban és

Fenton kezelés utan Qil red O-val festve.

Ezek az eredmények arra is ramutattak, hogy a zsirdifferencialdodasi tematika
még szamos helyen szorulhat revizidra, hiszen olyan egyszer( faktorok, mint a
tenyésztéfelilet minésége is, jelentds befolyassal lehetnek a mobdszerek

kimenetelére, s ezzel az interpretaciéra is.
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Megbeszélés

Azzal, hogy a Gerontoldgiai tanszék munkatarsa lettem, lehetéségem nyilt
bekapcsolodni a Zs.-Nagy Imre professzor altal iranyitott munkakba, illetve részt
venni annak folytatasaban. A kutatasi téma az altala kidolgozott MHA vagyis az
Oregedés membranhipotézise, melynek igazolasat kulonb6zd modelleken és
technikaval végeztuk kollegaimmal egyutt. Ennek elsé ram bizott 1épése volt, egy
sejttenyészt6 laboratérium létrehozasa. Az egyetem anyagi lehet6ségeit tekintve
nem kevés leleményesség kellett hozza. Ezutan az Uj sejtlaborban elkezdtik a
K562 erythroleukemia sejtek vizsgalatat. Azért ezzel a sejtvonallal dolgoztunk mert
az erythroblasztok differencialédasuk soran hemoglobit termelnek, mely
hisztokémiai modszerrel jol detektalhato, és ezzel a sejtvonallal mar tanszékunkon
jelentés eredmények szilettek. Fenton reakcié-val, vagyis OH- szabadgyokok
generalasaval differencialédast indukaltunk K562 sejteken. A hemoglobin
detektalasara benzidin helyett bevezettik a diaminofluorént (DAF). A benzidin
bizonyitottan erés mutagén és karcinogén vegyulet, és ennek ellenére a
hisztokémiai és toxikoldgiai laboratériumokban mindmaig altalanosan hasznalatos.
A DAF alkalmazasanak elénye tovabba, hogy ha a sejtek dehidralasa nélkul
végzlink hemoglobin meghatarozast tenyésztett sejteken, a DAF nem interferal a
tapfolyadékkal elsésorban annak savé komponensével. A DAF-hemoglobin
fotometrias meghatarozas mintegy 80-szor érzékenyebb mint a benzidin-
hemoglobin reakcié. Ezen két elényds tulajdonsaga miatt lehetéséget teremt tébb
minta gyors szimultdan mérésére multiwell platekben. Ara-C differencialtatd szerrel
és Fenton reaktanssal kezelt K562 sejtieink hemoglobin hisztokémiai
preparatumjai igazoljak ennek a még kevesek altal hasznalt vegylletnek a jé
alkalmazhatésagat.

Az erythroleukemia sejtek DAF hisztokémiaval hemoglobin termel6dést
mutattak szabadgyok kezelés hatasara. Ennek tovabbi bizonyitasara flow-
cytometrias meéréseket végeztink, melynek eredményei, a sejtek méretbeli
eloszlasanak eltolédasa a nagyobb méret felé és a sejtek granularitasanak
fokozdédasa, tovabbi bizonyitékul szolgalnak, hogy a szabadgydkok hatasara
lassuld szaporodasi utem mellett a tenyészetben a sejtek differencialodasi
folyamatokat inditanak el, ami ennél a sejttipusnal a hemoglobin szintézis.

A jelenségek tovabbi vizsgalatdahoz nem malignus sejtvonalakat

tenyésztettink. Vizsgalatainkhoz olyan kérképet valasztottunk, az endocrin



83

ophtalmopathiat (EOP), melynél mind a szemizom, mind a retrobolbaris zsirszévet
érintett az ott zajlé folyamatokban és bel6lik fibroblasztok "nevelhetdk". Emellett a
zsirszovet felszaporodasanak oka maig sem tisztazott, és sok esetben csak
sebészi megoldassal rendezheté. EOP-os egyének és EOP altal nem érintett
betegek  retrobulbaris  zsirszovetébdl és  szemizmabdl ndvesztettink
fibroblasztokat. Elséként a fibroblasztok glikozaminoglikan (GAG) termelését
vizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy retrobulbaris fibroblasztokban szabad-gyok kezelés
hatasara fokozédik a GAG produkcio. A kezeléseket 3 hdnapig folytatva és 1 hét,
1 hénap és 3 hoénap utan hisztokémiai GAG kimutatast végezve
dimetilmetilénkékkel (DMB) az idé fuggvényében fokozddd meta-kromazias
festédést lattunk. Azt mondatjuk, hogy a retrobulbaris fibroblasztok szabadgydkdk
hatasara differencialédas jeleit mutatjak, jelen esetben a GAG szintézis
fokozodasat. Azt a tény, hogy ezt a jelenséget kisérletes uton, in vitro modellezni
tudtuk, igen jelentds, mivel az EOP-ban a fokozott GAG produkcié és a GAG-ok
rendkivuli vizkotoképessége az exophtalmus egyik oka.

Primér fibroblaszt tenyészteinkben két a OH- gydkok mennyiségi szaba-
lyozasaban szerepet jatszd enzim a SOD és katalaz aktivitasat is megha-taroztuk.
Mindkét enzim génexpresszidjanak novekedését tapasztaltuk gyokke-zelések
hatasara. Jollehet a finomabb mechanizmusok feltarasa még hatra van,
vélemeényunk szerint azt biztosra vehetjuk, hogy e két enzim megnodve-kedett
génexpresszidja egyet jelent a gyokok turnoverének a megndveke-désével, s ez a
jelenség alapvet6 szerepet jatszhat a sejtdifferencidlédas mechanizmusaban.

Szabadgyok fluxus hatasara, minden eddig vizsgalt sejttipusnal proliferacio
lassulast tapasztaltunk. Ennek immunhisztokémiai detektalasat Ki-67 proliferacios
antigén kimutatasaval végeztik. Mind az EOP-os betegb8l szarmazé, mind a
kontrol fibroblasztok Fenton kezelés utan szintén jelentds proliferacids aktivitas
csokkenést mutattak, ami eddigi tapasztalataink szerint a sejtdifferencialédas
megindulasanak elsé lépése.

Az EOP-os retrobulbaris zsirok felszaporodasaban a fibroblaszt-preadi-
pocyta atmenet lehetéségének, az adipocyta differencialédasnak alapvet6 szerepe
van. Ezt a folyamatot kévettik nyomon Oil red O és Szudan IV. festéssel. Primér
human retrobulbaris és bér eredetl fibroblasztokat, s e mellett két fibroblaszt

tipusu immortalizalt sejtvonalat is vizsgaltunk, az L929-et és a 3T3-at.
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Az egyik medfigyelésunk az volt, hogy a sejtek zsirfestédése a felllettdl fuggben
mdanyagon és Uvegen kulonbdzoétt. A masik, hogy spontan maédon, differencialtatd
agensek hasznalata nélkll is jelentés intenzitasu zsirfestédést lattunk. A
jelenségek magyarazatat nem ismerjuk, de ezek a tapasztalataink kulonboznek az
irodalombdl ismertekkel. Ezek figyelembe vételével, Ujra kell értékelni szamos
kisérleti eredményt melyet a fibrolaszt-preadipocyta differen-cialédas folyamatardl
kozoltek, és eredményuket a zsirok festédésével magyaraztak. Talan nem tlnik
tulzasnak kimondani, hogy szerintink minden fibroblaszt képes spontan
zsirakkumulaciora, és ez azt jelenti, hogy gyakor-latilag a fibroblasztok
preadipocytanak tekintheték, melyek megfelelé szig-nal(ok) hatasara adipocytava
képesek differencialodni.

Szabadgyokdk generalasakor, primér sejtjeink tenyészetében fokozott triglicerid
akkumulaciét mutattunk ki. Ez a jelenség is a OH- szabadgyOkok azon
tulajdonsaganak a bizonyitéka, hogy differencialédast indukalnak a sejtekben. A
tenyésztett retrobulbaris fibroblasztok preadipocytava differen-cialodtak a gyokok
fluxusanak novekedésekor, ami egyutt jart a sejtek szapo-rodasi Utemének
lassulasaval, amint azt a Ki-67 proliferaciés vizsgalataink eredményei is igazoltak.
Mindkét folyamat ellentétes iranyd mint az, amely exophtalmus kialakulasahoz
vezet. Ez a jelenség O0sszekapcsolhatd azzal a tapasztalati ténnyel, amelyet az
EOP-os betegeket gyogyitd orvosok jol ismernek, nevezetesen, hogy olyan
beavatkozasok, amelyek a retrobulbaris tér vérellatasat ndvelni képesek
(dekompressziés mdatét, lokalis Rtg-besugarzas, lokalis steroid-kezelések),
lényegében a szoveti gyokfluxust is kdzelebb viszik a normalishoz, jelent6s
meértékben képesek javitani a klinikai tineteket.

Azok a megfigyelések, hogy a gyokfluxus ndvelése mindenfajta eddig vizsgalt
blaszt-allapotu sejtben beinditja a differencialédasi jelenségeket, arra utal, hogy
aligha lehet fenntartani az 6regedés szabadgyok elméletét abban az eredetileg
megfogalmazott, ,klasszikus” formaban, amely szerint az oxigén-eredeti
szabadgyokdok csakis karos  melléktermékeknek  tekintendék.  Sokkal
elfogadhatdbbnak tlinik az a felfogas, amelyet laboratériumunk is képvisel (lasd a
bevezetést), hogy a szabadgyokok egy jelentds élettani funkciot teljesitenek,
vagyis attributumai az él6 allapotnak. Ez természetesen nem zarja ki azt, hogy
helyenként és idénként vannak karos mellékhatasaik is, amelyek azonban éppugy

elkerulhetetlenek az él6 rendszerekben, mint ahogy az elektromos &ram
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esszencialis feltétele az elektronikai eszk6zok mikodésének, ugyanakkor pedig
helyenként és idénként maga okozza az egyes alkatrészek tdonkremenését is.
Tovabbi részleteket ebben az uj gondolatkérben, valamint ennek viszonyat
Szentgyorgyi Albert mar 1941-ben megfogalmazott gondolataihoz részletesen

targyalja egy a kdzelmultban megjelent 6sszefoglalas (Zs.-Nagy, 2001).

kozvetité faktor megismerése, ami lehetséges utat nyithatna meg a klinikai kép
kialakulasaért felelés orbita folyamatok egyik alapvet6é komponensének
befolyasolasara. Arra keresnénk a valaszt, hogy az orbitalis preadipocytak
szekretalnak-e PAI-1-et in vitro, mivel a PAI-1 szabalyozza az urokinaz tipusu
plasminogén aktivator receptor medialta sejtadhéziét (Loskutoff et al. 1999), és
hogy szekréciojuk fligg-e a sejt denzitastol, tovabba vizsgalni kivanjuk az IGF-1
szerepét is.

Ezen kivll tisztazni szeretnénk a hypoxia jelentdségét a preadipocyta-adipocyta
atalakulasban, mely vizsgalathoz specialis, zart, oxigénmérd elektroddal ellatott
sejttenyészt6 kamrat készitettink, melyben a kulonb6z6 gazokkal tortéend atoblités

is megoldhato. Mindkét vizsgalati irdnyban folytatni kivanjuk kisérleteinket.
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Osszefoglalas

A OH- szabadgyokok differecialddast indukalé hatasat kilénb6zé model-
leken és technikakkal vizsgaltuk. K562 erythroleukemia sejteken Fenton reakci-
oval, vagyis OH- szabadgydkok generalasaval differencialédast indukaltunk. A
hemoglobin detektalasara benzidin helyett bevezettik a diaminofuorént. Az
erythroleukemia sejtek, szabadgydk kezelés hatdsara DAF festéssel intenziv
hemoglobin szintézist mutattak, és emellett, flow-cytometriaval a sejtek méret-beli
és kompaktsagbeli novekedését tapasztaltuk. Az EOP-os retrobulbaris
szemizombol és zsirszovetbdl szarmazoé fibroblasztokban, 1 hetes, 1 és 3 hona-
pos OH- szabadgyok kezelés hatasara fokozott GAG termelést mutattunk ki. Ez
igen fontos megfigyelés, mivel az EOP-ban a fokozott GAG produkcid, s azok
rendkivuli vizkdtbképessége az exophtalmus egyik oka. Meghataroztuk ezen
primér fibroblasztok SOD és katalaz aktivitasanak valtozasat szabad-gyokfluxus
hatasara. Mindkét enzim génexpresszidja fokozédott gyokkeze-lések hatasara,
mely egyet jelent a gyokok turnoverének a megndvekedésével, s ez a jelenség
alapvet6 szerepet jatszhat a sejtdifferencidlédas mechanizmu-saban. Ki-67
proliferacios antigén kimutatassal az EOP-os és a kontrol fibro-blasztok Fenton
kezelés utan jelentés proliferacios aktivitas csdkkenést mutat-tak, ami a
sejtdifferencialéodas megindulasanak elsé I|épése. A retrobulbaris zsirok
felszaporodasanak okarél az EOP-ban, a fibroblaszt-preadipocyta atme-net
vizsgalataval szereztink informacidkat, mivel ebben a folyamatban az adi-pocyta
differencialédasnak alapvet6 szerepe lehet. Oil red O és Szudan IV fes-téssel
primér human retrobulbaris és bér eredetl fibroblasztokat, s két fibro-blaszt tipusu
immortalizalt sejtvonalat az L929-et és a 3T3-at vizsgaltunk Azt tapasztaltuk, hogy
a sejtek zsirfestédése a felllettél figgéen, 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 melléktermé-keknek tekintenddk.
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Summary

The differentiation inducing effect of OHe free radicals has been investi-gated
using various models and techniques. Differentiation was induced in K562
erythroleukemia cells by Fenton reaction, generating OHe free radicals. To detect
hemoglobin, the benzidine has been replaced by diaminofuorene (DAF). These
cells displayed an intense hemoglobin synthesis under the free radical treatment
by DAF staining, and in addition, applying flow cytometry, we observed an
increase of cell size and compactness of the cytoplasm. In the fibroblasts grown
from retrobulbar muscle and fat tissues of EOP patients, 1-week, 1- and 3-month-
long treatments with OHe free radicals induced an increased GAG production. This
is an important observation, because the increased GAG production, and the high
water-binding ability of these compo-unds are one of the main reasons for the
exophtalmus in EOP. SOD and catalase activities of these primary fibroblasts were
also determined under the effect of free radical flux. The gene expression of both
enzymes proved to be stimulated by the free radicals, indicating an intensified
radical turnover, which may play an important general role in the cell differentiation
mechanisms. Applying the histochemical demonstration of the Ki-67 proliferation
antigen, a significant decrease of the proliferative activity was observed in both the
EOP and control fibroblasts after Fenton treatment, which is the first step of cell
differentiation. Regarding the causes of retrobulbar fat accumulation in EOP, we
obtained information by studying the fibroblast-preadipocyte transition, since the
adipocyte differentiation may play an important role in this process. Oil red O and
Sudan IV fat stainings were performed on primary human retrobulbar and skin
fibroblasts, as well as on 2 fibroblast-type, immortalized cell lines, L929 and 3T3.
Ot has been observed that the fat stainings depend on the quality of culture
surface, being different on glass and plastic surfaces. On glass surfaces one could
see very intese fat-stainings without using any fat-differentiating agents. Our
results show that all kinds of fibroblasts are able to spontaneous fat accumulation,
and if proper signals are present, they may become fat cells. An increase of the
radical flux induced differentiation phenomena in all so far studied blast-type cells,
showing that it is hardly possible to maintain the free radical theory of aging in its
original form, according to which the oxygen free radicals are only harmful

byproducts.
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