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Célkit_zések 

1. Vizsgálataink során további bizonyítékokat kerestünk a OH· szabad-gyökök 

sejtdifferenciálódást indukáló hatására. 

2. K562 erythroleukemia sejteken a hemoglobin szintézis kimutatására jól 

repro-dukálható, nagyérzékenység_, és a karcinogén benzidint helyette-sítQ 

módszer kidolgozását terveztük. 

3. Szintén a K562 sejteken egzakt flow-cytometriás méréssel bizonyítani 

kívántuk a sejtek szabadgyök indukált méretbeli és granuláltságbeli 

(kompaktságbeli) változásait. 

4. Humán primér fibroblasztok tenyésztését terveztük retrobulbáris izom és 

zsír-szövetbQl, valamint bQrbQl. 

5.  Meg kívántuk mérni az EOP-os és a kontrol fibroblasztok SOD és kata-láz 

aktivitásának változását Fenton reaktánsok hatására. 

6. Ugyanezen fibroblasztokban gyökkezelés hatására bekövetkezQ GAG- 

szintetizáló képességének változását kívántuk hisztokémiailag kimutatni és 

fotometriásan mérni. 

7. EOP-os és kontrol sejteken a proliferációs aktivitás változását terveztük 

prezentálni immunhisztokémiával. 

8. Végül a fibroblaszt-preadipocyta-adipocyta átmenet lehetQségét, és a 

szabad-gyököknek erre a differenciálódási folyamatra kifejtett hatását 

akartuk tisztázni primér sejtkultúrákon, 3T3 valamint L929 sejteken, a 

zsírakkumuláció kimutatásával.  
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Bevezetés 

A. Az öregedési elméletek rövid áttekintése 

Jóllehet az öregedés okai illetve a folyamat lassításának lehetQsége régóta 

foglalkoztatja a kutatókat, a gerontológia mint szaktudomány viszonylag újkelet_. 

Ezt jelzi az a tény, hogy az elsQ gerontológiai tudományos folyóiratot 1938-ban 

inditotta el Bürger és Abderhalden Németországban (Zeitschrift für Alternsfor-

schung). Mint minden új területen, kezdetben számtalan teória született, melyek 

közül csak néhánynak a megalapozottságát sikerült késQbb kísérletes úton 

igazolni. Még a ma általánosan ismert egyes koncepciók sem tekinthetQk 

lezártnak, mivel a tudomány fejlQdése újabb és újabb lehetQséget teremt a 

részletek tisztázására. Példa erre Björksten (1941, 1942, 1951, 1968) munkás-

sága is, aki keresztkötQdési elméletét többször is átdolgozta az újabb ismeretek 

birtokában.  

Az öregedés alapvetQ okaival és mechanizmusaival foglalkozó elméletek 

annyira szerteágazóak, hogy már alapvetQ rendszerezésük is nagy nehézségekbe 

ütközik, s mindent átfogóan, ellentmondásmentesen nem is valósítható meg. 

Mégis, mivel egy ilyen értekezés megalapozásához szükség van valamiféle 

áttekintésre, az alábbiakban bemutatunk kétféle rendszerezési próbálkozást.  

Az egyik rendszer lényegében csak felsorolást jelent (Pénzes et al., 1984), 

amelyben az öregedési elméleteket két nagy csoportra osztják:  

(1) Elméletek, amelyek az öregedést az úgynevezett véletlenszer_, passzív 

hibafelhalmozódással magyarázzák. 

(2) Elméletek, amelyek öregedési genetikai program létét tételezik fel, vagyis 

a folyamatot aktív módon irányítottnak vélik. 

Terjedelmi okokból nincs mód e helyen a vonatkozó irodalom részletes 

taglalására, ezért az alábbiakban csak röviden ismertetjük a fQbb irányzatokat, s 

csak azokkal foglalkozunk részletesebben, amelyek jelen munka tartalmával 

kapcsolatban a legnagyobb relevanciával bírnak. 

 

 

A.1.  Passzív folyamatokat feltételezQ öregedési elméletek 

Ezek lényegi feltevése, hogy szporadikus és sztochasztikus kémiai folyama-

tok eredményeként véletlenszer_ károsodások lépnek fel, s ezek  
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összegzQdése révén alakulnak ki azok a funkciócsökkenések, amelyeknek 

halmozódása és fokozatosan egymásra épülQ, önrontó hatása a felelQs a 

szervezet öregedéséért illetve haláláért. Itt kell megjegyezni, hogy az öregedési 

folyamatot fenomenológiai szinten Strehler (1959) úgy definiálta, hogy az egy 

progresszív, destruktiv, intrinsic és univerzális biológiai folyamat, s ezzel a 

definicióval  (amelyet mind a mai napig általánosan  elfogadnak a szakem-berek) 

jól egyeztethetQ az öregedési elméletek ezen csoportja.  

Az alábbiakban felsoroljuk az ide tartozó elképzelések fQbb tipusait annak 

kihangsúlyozása mellett, hogy ezek egymással összefüggésben fejlQdtek az elmult 

50-60 év alatt, s gyakran ugyanazon jelenségeket közelítették meg más-más 

hangsúlyok mellett. 

 

1.1.  KeresztkötQdések elmélete  

Lényege, hogy két vagy több makromolekula (nukleinsavak, fehérjék) között 

fokozatosan olyan keresztkötések (cross-links) keletkeznek, amelyeknek funkció-

rontó hatásuk van az érintett molekulákra. Az elmélet Björkstein (1941, 1942, 

1951, 1968, 1969, 1977) nevéhez f_zQdik. Ezt a hatvan éves koncepciót ma már a 

kísérletes adatok tömege igazolja. Így megállapították, hogy olyan mutagének, 

amelyek keresztkötést létrehozó ágensek is egyben, sokkal inkább rövidítik az 

élettartamot, mint az olyanok amelyek nem vezetnek harántkötések kialaku-

lásához. Azt is megfigyelték (Chvapil és Hruza, 1959; Giles és Everitt, 1967) hogy 

a korlátozott kalóriabevitel a patkányfarok-inak kollagén rostjaiban a  

keresztkötések számát csökkenti, ugyanakkor az élettartam meghosszabbo-dását 

eredményezi. Akkori általános felfogás szerint az élettartam jelentQsen függ a 

makromolekulák repair mechanizmusainak hatékonyságától, hiszen a kezdeti 

harántkapcsolatok kialakulása és a helyreállító enzimekkel szemben létrejött 

szterikus akadályok elsQsorban a celluláris repair rendszer hatásos-ságát 

veszélyeztetik. KeresztkötQ ágensként szerepelhetnek: acetaldehid, alfa-

ketoglutársav, citromsav, malonsav, fumársav, borostyánkQsav, szervetlen 

kationok (Pb, Al, Cu, Fe, Mn és Zn különbözQ formái), telítetlen lipidek, illetve 

mindazok a metabolitok amelyekben telítetlen kötések vannak (Björksten, 1968), 

valamint az oxigén-eredet_ szabadgyökök (lásd a részleteket: Zs.-Nagy és Floyd, 

1984; Zs.-Nagy, 1989, 1994). 
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1.2. Szabadgyök elmélet  

Denham Harman, akit a gerontológia ma is élQ "nagy öregjei" közé sorolnak, 

kettQs diplomával rendelkezik: az orvostudomány mellett szerves kémiát is tanult. 

Valószín_leg ennek köszönhetQ, hogy már egészen korán (Harman, 1956) felve-

tette annak a lehetQségét, hogy az öregedés az oxigéneredet_ szabadgyökök 

reakcióinak eredménye lehet. Pontosabban ezt úgy képzelte el, hogy a moleku-

láris oxigénbQl káros melléktermékként keletkezQ aktív gyökök sejtkárosító szere-

pet játszanak, s lényegében ezek eliminációja elvezethet az életkor meghosszab-

bításához (Harman, 1957). Mivel ez a koncepció, még ha módosításokra szorult  

is, mindmáig a legelterjedtebb és leghasznosabb öregedési elméletnek bizonyult 

(Harman, 1961a,b, 1968, 1981, 1988, 2001), továbbá jelen értekezés tárgya is 

szorosan kapcsolódik e felfogáshoz, a szabadgyökök keletkezését, kémiai 

természetét, szerepét az élQ szervezetekben a késQbbiekben részletesen fogjuk 

tárgyalni. 

 

1.3. Diffúzió elmélet 

Ezen elmélet kidolgozója, Carpenter (1965) feltételezte, hogy a 

keresztkötésekkel egybef_zött makromolekulák "szétterjedQ" részecskékként sze-

repelnek az öregedés kiváltásában. Abból indult ki, hogy az öregedés alapvetQ 

oka a harántkapcsolatok létrejötte, és különbözQ matematikai modellek kidolgozá-

sával a harántkötésekkel összekötött óriásmolekulák idQtQl függQ felhalmo-zódását 

írta le. Arra a következtetésre jutott, hogy ezek a makromolekulák poten-ciálisan 

olyan szintig terjedhetnek, hogy az már a sejt normális funkcióit károsítja. Azt 

állította, hogy minél idQsebb a szervezet, annál nagyobb a sejtekben az ilyen úton 

keletkezett makromolekulák száma, és hogy elhízott szervezetben a haránt-

kapcsolatokkal egybef_zött molekulák sokkal gyorsabb ütemben halmozódnak fel. 

Könnyen belátható, hogy ez az elképzelés lényegében a keresztkötQdési elmélet 

egy változatának tekinthetQ.  

 

1.4. ”Kollagén elmélet” 

Ez a teória az ötvenes években alakult ki. Akkoriban a kollagén molekula 

szerkezetét, s annak kémiai vagy fizikai úton elQidézett változásait sokan 

vizsgálták. Verzár (1955, 1956) végezte el az alapvetQ kísérleteket a kollagén 

hQdenaturációjára vonatkozóan: A patkány farkából kihúzható inak csaknem tiszta 
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kollagénbQl állnak, s rajtuk igen pontosan vizsgálható az ún. termo-denaturáció 

jelensége. A kollagén rostok 64ºC hQmérsékleten denaturálódnak, s ezt a 

folyamatot egy kifejezett kontrakció kiséri, amelynek során az inak eredeti 

hosszuknak mintegy 15-20 %-ára rövidülnek meg. A kontrakció során fellépQ erQ 

az állat életkorával növekszik, amit jól lehet mérni (Verzár, 1955). E jelenség 

magyarázatát Verzár (1955, 1956, 1958) adta meg. Kimutatta, hogy a fiatal állatból 

származó inakban a kollagén molekula kétharmada oldatba megy a hQdenaturáció 

hatására, míg az öreg állatokból vett rostokból csak egyharmad rész oldódik. A 

kollagén molekula tripla helikális szerkezete már akkor ismert volt, továbbá azt is 

tudták, hogy a 64ºC hQmérsékleten csakis hidrogén kötések bomol-hatnak fel. 

Ezen ismeretekbQl Verzár arra következtetett, hogy a fiatal kollagén molekulát 

stabilizáló H-hidak egy része, molekulánként kb 10 darab, az élet elQre-haladtával 

kovalens keresztkötéssé alakul át, s ez okozza az öreg kollagén nagyobb 

mechanikai szilárdságát, nagyobb hQstabilitását, és a nagyobb erej_ 

hQkontrakcióját is (Verzár, 1960; Piez, 1968).  

A kollagén nemcsak hQhatásra, hanem erQteljes só-hatásokra is (pl. 40 %-os  

KJ oldatban) is elasztikus tulajdonságokat vesz fel, mivel a tömény sók hatására is 

elszakadnak a molekulát stabilizáló H-kötések (Banga et al.,1956a,b). 

Meg kell itt jegyezni, hogy Verzár maga a kollagént egyszer_en egy mole-

kuláris modellnek tekintette, s a fenti eredményekbQl csak arra következtetett, 

hogy az öregedés egy olyan folyamat, amely a makromolekulák szerkezetét 

változtatja meg. EbbQl kiindulva már a hatvanas évek elején vizsgálatokat kezdett 

a kromatin állományának hQstabilitására vonatkozóan is, s meg-állapította, hogy a 

kromatin fehérjéinek is nQ az életkor-függQ hQstabilitása, míg magának a tiszta 

DNS-nek ez a tulajdonsága lényegében nem változik a korral (Von Hahn és 

Verzár, 1963; Von Hahn, 1963, 1964, 1970). Mindennek ellenére, Verzár ered-

ményei úgy kerültek be a köztudatba, mint az öregedés ”kollagén elmélete”, 

jóllehet maga Verzár élete végéig erQsen tiltakozott ezen, szerinte túlszimplifikált 

definició ellen (Zs.-Nagy, 1994).   
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1.5. Hiba-katasztrófa elmélet 

Orgel (1963) szerint, az öregedés alapja a fehérjeszintézis pontos-ságának, 

megbízhatóságának a csökkenése. Mivel szerinte a fehérjeszintézis folyamatai 

pontatlanul mennek végbe, tökéletlen molekulák szaporodnak fel. A transzkripciót 

és transzlációt végzQ fehérjék megváltozása tartósabb, jelentQsebb változásokat 

eredményez, mert az ilyen módosult fehérjemolekulák további hibákkal terhelt 

fehérjék képzQdéséhez vezetnek, s ily módon az újonnan szintetizálódott fehérjék 

hibagyakorisága már exponenciálisan emelkedik. Ez a „katasztrófa”. A hiba-

katasztrófa elkerülhetQ, ha  a hibás fehérjemolekulák gyorsabban bomlanak le 

mint a többiek (Goldschmidt, 1970). Hollidary és Tarrant (1970) megállapította, 

hogy hibás molekulák olyan sejtekben is képzQdhetnek, melyek már kifejezetten 

pusztu-lófélben vannak. EbbQl arra következtettek, hogy az ilyen hibás 

fehérjemolekulák felszaporodása nemcsak az öregedQ sejtekben történik (Baird et 

al. 1975). Szépséghibája a hibakatasztrófa elméletnek, hogy elméleti 

megfontolások alapján maga Orgel (1970, 1973) visszavonta azt, de ez már senkit 

sem érdekelt, s mind a mai napig vannak követQi ezen elméletnek. Mindemellett le 

kell szögezni azt a tényt, hogy szinte minden hitelt érdemlQ kísérletbQl az derült ki, 

hogy nem ”rossz” fehérjék szintetizálódnak, hanem a fehérjék poszt-transzlácós 

változásokon esnek át, ami m_ködésüket kompromittálja, s ezért cserére 

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

 

1.7.  Redundancia elmélet 

Medvedev (1972) szerint azok az ismétlQdQ identikus DNS-molekula részek, 

melyek tartósan represszált állapotban vannak, tartalék információ hordozóként 

vannak jelen a DNS-molekulában. Ezek a nélkülözhetQ DNS szakaszok csak 

akkor expresszálódnak, ha a genom megfelelQ m_ködQ része meghibásodik. A 

szerzQ szerint az egyes fajok élettartama az ismétlQdQ információs képletek 

számától függ. Ahogy a hibák a funkcionáló génekben felszaporodnak, az 

ismétlQdQ gén-tartalékok addig m_ködnek, míg a készletekbQl erre lehetQség van. 

Ennek hiányában elindul az öregedés. Ez a logika lényegében a hibakatasztrófa 

elméletbe torkollik, s ahhoz hasonlóan nem is vezetett lényeges eredményekre. 

 

 

 



 9

1.8. Mutációs elmélet 

Több szerzQ egymástól függetlenül arra a következtetésre jutott, hogy az 

öregedés a sejtek DNS-molekuláiban véletlenszer_en bekövetkezQ mutációk 

eredménye lehet vagy a szomatikus sejtekben, vagy az Qs-sejtekben (Szilárd, 

1959a,b; Curtis, 1963, 1964). A mutációk felhalmozódása hibákat indukál a kódolt 

információkban. Curtis et al. (1966) vizsgálataikkal azt találták, hogy a patkánymáj 

atipusos kromoszómáinak gyakorisága a korral növekszik. Arra a megállapításra 

jutottak, hogy azok a fajok melyeknek nagy a mutációs rátája rövid ideig élnek. 

Little (1976) szerint összefüggés van a DNS repair kapacitás és a celluláris 

öregedés között. Burnet (1976) rámutatott, hogy az öregedés egy intrinsic geno-

tipusos folyamat eredménye, melyért a DNS-replikációt és a repairt elégtelenül 

végzQ enzimmechanizmusok a felelQsek. A DNS-t kijavító enzimek meghibá-

sodásra való hajlama azok genetikai hátterétQl függ, ezért a DNS-repair evolúciós 

ellenQrzés alatt áll. Ugyanakkor ennek mértékét nagyban befolyásolják a 

szervezetet ért külsQ hatások, valamin a DNS kijavítás és a replikációs és 

transzkripciós enzimek hibahajlama. Mindezek alapján az öregedés oka a 

sejtekben felgyülemlQ genetikai hibák gyakorisága lehet, ami lényegében egy 

alternativ megfogalmazása a hibakatasztrófa elméletnek. 

 

1.9. Immunológiai elmélet 

Walford (1969) szerint az öregedés nem más, mint a szervezet sejtjei között 

mindjobban kialakuló inkompatibilitás, melynek során a szervezetben a korral 

párhuzamosan egyre fokozódó ütemben auto-antitestek keletkeznek, s ennek 

következtében mindazok a szövetek károsodnak, amelyekkel szemben az említett 

fehérjék képzQdnek. Az öregedés tehát olyan folyamat lenne, amelyben a retikulo-

endothelialis rendszer (RES) a szervezet saját fehérjéivel szemben egyre foko-

zódó intoleranciát mutat. Russell et al. (1966) majd Walford (1969) immun-

szupresszorral kezeltek hosszú illetve rövid élettartamú egereket. Az állatok 

maximális élettartama ugyan nem változott, azonban számottevQen nQtt azon 

egyedek száma, amelyek megérték a magasabb kort. Bellamy (1968) a pred-

nisolon immunszupresszív hatását vizsgálta rövid élet_ beltenyésztett egereken. 

Az állatok lassabban növekedtek, de az élettartam 50 %-kal  
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nQtt, melyet a szerzQ azzal magyaráz, hogy a rövid élettartam autoimmun hatás 

következménye és ezt a hatást függeszti fel a prednisolon. A szerzQ szerint az 

étvágycsökkenés is hozzájárult az élettartam növekedéshez. Forbes (1975) 

kísérletei is Bellamy (1968) elméleti megfontolásait támasztották alá. Az utóbbi 

években a kérdés úgy vetQdött fel, hogy az immunológiai státusz mennyiben lehet 

indikátora a biológiai életkornak, illetve immunológiai paraméterek alapján 

megjósolható-e a várható túlélés idQsekben? A válasz: egyetlen mutató alapján 

semmiképpen sem, de több eltérés egyidej_ fennállása jelezheti a prognózist. 

Számos megfigyelés arra utal, hogy megnQ az idQsekben a mortalitás kockázata, 

ha alacsony a lymphocyta és a CD4-sejtszám, csökkent a T-sejt proliferáció, 

magas a CD8/CD4-sejtarány, magas a CD8+ memória-sejtszám, alacsony a B-

sejtszám, anergiás a kutánpróba, alacsony az NK-sejtszám, az IL-2 produkció és 

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

 

1.11. Anyagcsere-sebesség elmélet 

Pearl (1928) Drosophilákon folytatott kísérleteibQl arra következtetett, hogy 

az élettartam fordítottan arányos az energia veszteséggel, illetve az anyagcsere 

sebességével. Alátámasztják ezt a felfogást azok a kísérletek, amelyeket táplálék 

megvonással kiváltott csökkent vagy az alacsony hQmérséklet hatásával elQidézett 

nagy energiaforgalom nyomán figyeltek meg. Mc Cay et al. (1935), valamint 

késQbb Berg (1976) rámutattak, hogy kalória-szegényen táplált patkányok 

hosszabb ideig élnek, mint a táplálékfelvételben nem korlátozott társaik. Johnson 

et al. (1963) azt tapasztalta, hogy ha az állatok energia produkcióját azzal fokozta, 

hogy sokáig alacsony hQmérsékleten tartotta Qket, élettartamuk jelentQsen 

csökkent. Arra megállapításra jutottak, hogy minél nagyobb a szervezet 

energiaforgalma annál gyorsabb az örege-dése. LevezethetQ elméletileg, hogy 

mivel az energia-forgalom szoros kapcsolatban áll az oxigénfogyasztással, ez az 

elképzelés lényegében összefügg az öregedés szabadgyök elméletével.  

 

1.12. Stressz-elmélet 

Ez a felfogás az egyik leggyakrabban emlegetett teória volt a hatvanas és a 

hetvenes években. Az elmélet Selye János munkássága révén vált ismertté 

(Selye, 1956; Selye és Prioreschi, 1960; Selye és Tuchweber, 1976). Lényege, 

hogy az élet során elszenvedett stresszek a szervezetben maradandó nyomot 
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hagynak, és ezek növekvQ halmaza okozza az öregedést. Gunderson és Rache 

(1974) szerint a hosszú idQn keresztül ismétlQdQ stresszes állapotok különösen 

veszélyeztetik a cardiovascularis-, az emésztQ-, az immun- és az idegrendszert. 

Paré (1965), valamint Árvay (1976) a patkányfarok kollagén rostjainak az 

öregedéséért is a stresszt okolja. Selye és Tuchweber (1976) azt állítják, hogy az 

egyed élettartama egy késleltetett általános adaptációs szindrómának tekinthetQ. 

Ennek, valamint  az anyagcsere-sebesség elméletnek  közös mondanivalója, hogy 

minél idQsebb egy szervezet, annál kevésbé tudja a környezet károsító hatásait 

kivédeni. 

 

A.2. Aktív szabályozást feltételezQ öregedési elméletek 

Ezeknek a teóriáknak a közös feltételezése, hogy az öregedés szabályozása 

a DNS-makromolekulán keresztül történik, vagyis a génaktivitás idQ szerint van 

programozva. Más szóval a szervezet öregedése minden külsQ hatás nélkül, 

feltétlenül végbemegy. Az öregedést specifikus gének irányítják, melyek mind az 

egyed öregedésének ütemét, mind a különbözQ fajok élettartamát meghatározzák. 

 

2.1.  Genetikai program elmélet  

Régen ismert tény, hogy a különbözQ fajok élettartama genetikailag megha-

tározott, s ugyanúgy, mint a teljes egyedfejlQdés minden fázisa, genetikailag deter-

minált, vagyis minden létezQ faj mutat öregedést, ugyanakkor a fajok között igen 

nagy különbségek vannak az élettartam idQskáláját tekintve (Strehler, 1959, 1960; 

Comfort, 1964; etc.). Korán megjelentek azok az elkép-zelések, hogy az öregedés 

nem a programozott halál feltétele, hanem a genetikus program meghibásodá-

sának eredménye (Comfort, 1970). Von Hahn (1966) azt hangsúlyozta, hogy a 

celluláris öregedés irányítása a transzkripció során történik. Véleménye szerint a 

DNS szerkezet egyre kötöttebbé válik, a két DNS szál szétválásához szükséges 

energia nQ, s mivel a szétválás a transzkripció feltétele, a folyamat gátlása egyben 

az átírást is blokkolja, ami a genetikai információ részleges elvesztésével jár.  
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Külön csoportot képez Hayflick (1965, 1970, 1973, 1975) öregedési program 

elmélete. Ezt arra a "megfigyelésére" alapozta, hogy az embrióból vett fibro-

blasztok sejttenyészetekben 50 osztódásra képesek, majd megöreg-szenek és 

bizonyos idQ után elpusztulnak. Ugyanakkor, ha a fibroblasztokat felnQttbQl, vagy 

öregebb egyedekbQl vesszük, a ”doubling number” lecsökken 20 körüli értékre. 

Jóllehet igen sokan elfogadták Hayflick elméletét, s mind a mai napig sok követQje 

van, nem lehet figyelmen kívül hagyni azokat a kritikai hangokat, amelyek 

ugyancsak igen nagy számban megnyilvánultak. Már maga az ú.n. ”limited 

doubling number” megfigyelés sem igaz, hiszen kiderült, hogy ez egy artefaktum, s 

lényegében a kísérleti körülményektQl függ (Balin, 1982, 1985). Számos további 

részlet tisztázása is arra vezetett, hogy a Hayflick limit léte nem fogadható el 

hiteles öregedési elmélet alapjaként (részletek: Zs.-Nagy, 1994). Legújabban 

Hayflick a telomer-óra alapján (lásd alább) próbálja igazolni elméletét, de ez a 

próbálkozás is számos sebbQl vérzik (Rubin, 2002). Tanszékünkön kiszámították, 

hogy ha elfogadjuk a Hayflick limit létezését (50 osztódás lehetQsége) akkor az így 

nyerhetQ sejtszám a vérképzéshez szükséges sejtek számánál is sok ezerszer 

kevesebb az emberben átlagosan 75 éves élettartamra számítva, s akkor még hol 

vannak a többi szövetek (hám, izom, kötQszövet, stb) felépítéséhez és 

fenntartásához szükséges sejtek (publikálatlan adatok). 

Mindezek ellenére létezik az öregedés replikatív szeneszcenciának nevezett 

elmélete (Smith és Pereira-Smith, 1996) amely szerint a normális sejtek korlá-

tozott proliferatív kapacitással rendelkeznek, meghatározott számú sejtosztódás 

után kilépnek a sejtciklusból, terminálisan nem osztódó állapotba kerülnek. Ez a 

replikatív szeneszcencia irreverzibilis, bár a sejtek nem feltétlenül veszítik el 

életképességüket, nem lehet Qket újra osztódásra bírni. Mindezeket úgy 

összegzik, hogy a sejtöregedés normális, tumor-szuppresszor hatású jelenség; 

elvesztése daganatképzQdéshez vezet. 

 

2.2. Neuroendokrin rendszerrel kapcsolatos elméletek 

Van Gool és Mirmiran (1986), valamint Turek (1995) arra a következ-tetésre 

jutottak, hogy az öregedés idQszakában a melatonin napszaki ritmusának elt_nése 

jelzi a ciklikus hormonális szabályozásban kulcsszerepet játszó nucleus supra-

chiasmaticus (SCN) magterület funkciójának zavarát, melynek idQskori 

degenerációját több morfológiai és biokémiai adat igazolja. Az öregedés korában 
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mutatkozó csökkent adaptációs készség, a bioritmusok szabályozásának zavara 

feltehetQen összefügg a melatonin-szint napi ritmusában mutatkozó zavarokkal 

(Reiter, 1994). Dubovich (1991) is azt találta, hogy az öregedés folyamán 

csökkenQ melatonin szint hatása a biológiai ritmusok deszinkronizációjában a 

központi idegrendszerben lokalizálható hatáshelyeken érvényesül, mint a 

membrán receptorokon kifejtett hatás. Az ontogenezis során a szervezet minden 

sejtje a melatonin szignál szerint programozott, vagyis az életkor elQrehaladtával 

csökkenQ melatonin szint feltehetQen a szervezet minden sejtje számára szignált 

jelent az öregedés felé. A melatonin jelenléte központi idegrendszeri 

hatáshelyeken, receptorokon képes késleltetni az öregedéssel járó bioritmus 

szabályozási zavarok kialaku-lását (Reiter, 1995). Mindezzel kapcsolatban meg 

kell említeni, hogy más szerzQk szerint itt inkább az öregedés következményeirQl, 

mint okairól van szó.  

 

2.3. Telomer-óra elmélet  

Az elmúlt évtizedekben komoly érdeklQdés támadt az eukarióta kromoszó-

mavégek, a telomerek tulajdonságai és biológiai jelentQsége iránt (Blackburn, 

1994; Greider, 1996). Szemben a baktériumok cirkuláris DNS-ével, az eukarióta 

kromoszómák lineáris DNS-t tartalmaznak.  

Ezen DNS molekulák két vége speciális szerkezet_, kiterjedt régió: 

nagyszámú, fajra jellemzQ bázisszekvenciájú, tandem módon ismétlQdQ rövid 

szakaszokból épül fel. Emberben a telomer-DNS ismétlQdQ egységei: TTAGGG, 

mely kromoszómavégenként mintegy 2000 példányban ismétlQdik. Géneket nem 

tartalmaz, szerepe a kromoszómavégek védelme. Egyesek szerint minden 

sejtciklusban néhány bázispárral rövidül, míg mások ezt cáfolják (Rubin, 2002). 

1985-ben felfedeztek egy enzimet a telomerázt, mely képes megakadályozni 

a telomerek fiziológiás rövidülését (Greider, 1996, 1998). A telomer-óra elmélet 

feltételezi, hogy a sejt telomerjének rövidülésével méri életkorát, pontosabban azt, 

hogy élete során hány osztódáson esett keresztül. Sejtkultúrákban a telomeráz 

enzim expressziójával meghosszabbították a sejtek generációs idejét, de a sejtek 

proliferációs képessége és a telomeráz között nincs mindig szoros kapcsolat, 

vagyis, ezek a megfigyelések nem elsQsorban az öregedés, inkább a daganat 

kutatás területén hozhatnak eredményeket, mivel az emberi daganatok 85 %-ában 

kimutatható telomeráz aktivitást mutatnak, mely a tumorprogresszió során rossz 
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prognosztikai jel, és a malignitás fokozódását jelzi. E terület jelenleg intenzív 

kutatások tárgyát képezi, s az elképzeléseket jelentQs viták kísérik (Campisi et al., 

2001; Hao and Tan, 2001; Rubin, 2002).   

 

A.3.  A teoretikus gerontológia megalapozása 

Már a fentiekbQl is kit_nik, hogy minden gerontológiai kutatás eredmé-

nyességének alapfeltétele olyan egységes gerontológiai elmélet felállítása, 

amelynek birtokában az ismert tények logikus rendszerbe foglalhatók. Az 

elmélettel szemben továbbá követelmény, hogy benne a tények ne kerüljenek 

egymással lényegi ellentmondásba. Ha sikerül ilyen elméletet felállítani, annak 

alapján tézisek fogalmazhatók meg, ezeket megfelelQ kísérleti ellenQrzésnek 

vethetjük alá, s a kapott eredmények alapján az elméletet megerQsíthetjük, vagy 

cáfolhatjuk. 

Ilyen tipusú elméleti gerontológiai alapvetés jelent meg Esposito tollából 

(1983). Ez mindenek elQtt rendszerezni próbálta az öregedési elméleteket, azokat 

három csoportba osztotta: (1) kauzális elméletek, (2) sziszetmatikus elméletek és 

(3) evolúciós elméletek. Ezek a csoportok magukba foglalják mindazokat az 

elképzeléseket, amelyeket a fentiekben is felvázoltunk, de a korábbi elméletekhez 

képest jelentQsen szélesebb elméleti alapokat használnak az öregedési 

jelenségek értelmezhetQsége számára. S ami még ennél is fontosabb, Esposito 

(1983) modellje nemcsak rendszerezi a jelenségeket és elméleteket, hanem 

megfogalmazta a teoretikus gerontológia alapvetQ kérdé-seit is, amelyeket a 

kísérleti gerontológiának meg kell válaszolnia. Ezek részletezése nem fér bele a 

jelen munka terjedelmébe, ezért csak utalunk arra, hogy Tanszékünk 1973 óta 

folytatott munkássága és publikációi széles alapokon megegyeztek ezen 

megközelítés elveivel, azt alkalmazták, fejlesz-tették tovább, s a teoretikus 

gerontológia Esposito (1983) által megfogalmazott kérdéseire is megadták a 

lehetséges válaszokat. E munka eredménye az öregedés membránhipotézisének 

(angolul membrane hypothesis of aging = MHA) kialakulása, amely ma a 

nemzetközi iroda-lomban is jól ismert (Zs.-Nagy, 1978, 1979, 1987, 1988, 1994, 

1997, 2000, 2001).   
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A.4.  Az MHA rövid összefoglalása 

Az MHA lényegi összefüggéseit az 1. ábra mutatja be. Az MHA abból indul 

ki, hogy az élQ szervezetek valamennyi alkotórészének folyamatos újraterme-

lQdését azok folyamatos károsodása teszi szükségessé. A biokémia alapvetQ 

szabályai szerint a károsodások nem származhatnak pl. az enzimek m_ködésé-

bQl, hiszen az enzimek a katalizált folyamatokból köztudottan minden változás 

nélkül kerülnek ki. Léteznie kell tehát olyan tényezQknek, amelyek (1) a moleku-

láris komponensek integritását folyamatosan károsítják, (2) a károsodott 

komponenseket folyamatosan eltávolítják, (3) a sérült és eltávolított 

komponenseket de novo szintézis révén létrejött újakkal helyettesítik. E folyamatok 

közül a második (lizoszomális rendszer) és a harmadik (fehérjeszintetikus 

apparátus) igen sok részlete ismert, de sok a bizonytalanság az elsQ helyen 

említett károsító tényezQk vonatkozásában.      

Az MHA elfogadja, hogy a legfontosabb károsító tényezQk az oxigéneredet_ 

szabadgyökök között keresendQk, s ebben a vonatkozásban felhasználja az 

öregedés szabadgyök teóriáját (Harman, 1956, 1981, 2001). Mivel azonban ezen 

szabadgyökök polimerizáló, keresztkötQ hatásait döntQen befolyásolja a struktúra 

denzitása (lásd alább részletesen kifejtve), az MHA szerint a szabadgyökök okozta 

ártalom nagyobb valószín_séggel lép fel a tömötteb szerkezet_ sejtal-katrészeken, 

például a membránokon,.  

Figyelembe kell venni továbbá azt a tényt, hogy a membránok között is 

kitüntetett szerepet játszik a sejt külsQ membránja (plazmamembrán), mivel azon 

jelentQs elektromos polaritás (-40 és -100 mV közötti ún. nyugalmi potenciál) épül 

fel. Minden ingerületi állapotváltozás e polaritás meredek ”letörésével” jár, amikoris 

a plazmamembrán úgy viselkedik, mint egy kondenzátor, vagyis kisülésekor 

jelentQs hQfejlQdés lép fel. Mivel pedig a depolarizácó mindössze 1-2 msec alatt 

megy végbe, a keletkezett hQ egy jelentQs része (minimálisan kb 10 %-a) nem tud 

disszipálódni a rendszerbQl, vagyis a membránban marad. Ezt a hQmennyiséget 

”reziduális hQ”-nek nevezték el (Ritchie, 1973), ami praktikusan hiányzik, illetve 

elhanyagolhatóan kicsi más, intracelluláris membrán kompo-nenseknél. A 

reziduális hQ legvaló-szín_bben kovalens kémiai kötések formájában maradhat a 

plazma-membránban. Ezek a kovalens kötések lehetnek azon további faktorok, 

amelyek a sejtmembrán fehérjéinek rövid életéhez hozzájárulnak, különösen 
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jelentQs mértékben az erQsen ingerlékeny struktúrákban, úgymint a neuronok és 

az izomsejtek plazmamembránja. 

E kérdéskör további részletei kifejtésre kerültek már korábban (Zs.-Nagy, 

1979, 1994), itt csupán azt kívánjuk kihangsúlyozni, hogy ezen meggondolások 

alapján az MHA a sejtek legsérülékenyebb szerkezeti elemének a plazmamem-

bránt tekinti. Ez a felfogás jó összhangban van számos kísérleti ténnyel, ame-lyek 

szerint a sejtfehérjék közül a plazmamembrán fehérjéinek van a legrövi-debb fél-

életideje (Tauber és Reutter, 1981, etc), vagyis turnoverük kb. 4-6-szor gyorsabb 

pl. a májsejtekben, mint a máj összes többi fehérjéi esetében. 

A fentebb vázolt felfogás, miszerint valamennyi sejtkomponens között a 

plazmamembrán károsodik a leggyorsabban, további logikai lépéseket diktál. 

Ezeket vázolja fel az MHA egy ciklusos folyamat formájában (1. ábra).  

 

 

1. ábra. Az MHA sémás összefoglalása Zs.-Nagy (1994) alapján. 
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A plazmamembrán gyors károsodásának legfontosabb következménye a 

membrán passzív K+-permeabilitásának állandóan csökkenQ tendenciája.  Ennek 

egyenes következménye az intracelluláris K+-tartalom emelkedése, ami egyrészt 

elQnyt jelent, mivel segít fenntartani a membrán ingerelhetQségét. Másrészt 

azonban a megnövekedett intracelluláris ionerQsség növeli a sejtkolloidok 

kondenzációját (aggregációját), s ezzel az intermolekuláris keresztkötések képzQ-

désének valószín_ségét is. Ennek következtében a sejtkolloidok egyre nagyobb, 

aggregált partikulákat képeznek, aminek egyenes következménye az intracellu-

láris kolloid ozmótikus nyomás csökkenése, ami a legfontosabb vízmegtartó erQ a 

sejtekben, tehát a sejten belüli állomány vizet veszít. A dehidráció következménye 

az, hogy a relatív szárazanyag tartalom növekszik a sejtekben.  

Meg kell itt jegyezni, hogy ez a folyamat nem egy különleges öregedési 

történés, hanem már az embrionális korban elkezdQdik, s az ontogenezis elsQ 

felében nélkülözhetetlen a növekedési és maturációs folyamatokban (pl.: az 

izomzat kialakulásában, a csontképzQdésben, stb). Mivel ez egy implicit, 

automatikus folyamata minden élQ sejtnek, az optimális maturáció elérése után ez 

a dehidrációs trend nem áll meg, sQt fokozatosan felgyorsul, s végül 

funkcióvesztéshez vezet, ami már az öregedési folyamat része. Ezen felfogás 

szerint nincs semmilyen speciális öregedési folyamat, csupán az ontogenezist 

szabályozó automatizmusnak az optimális funkcióképesség elérése utáni 

megállíthatatlan további m_ködésérQl van szó, ami végül az öregedési folyamat  

progresszív, destruktív, intrinsic és univerzális jellegét eredményezi (Strehler, 

1959). 

Természetesen magyarázatra szorul, hogy a megnövekedett sejten belüli 

denzitás hogyan képes elQidézni a funkcióvesztési jelenségeket.  Ehhez a kulcsot 

a molekuláris enzimkinetikai modellek adják meg, amelyek szerint a környezet 

denzitás-növekedésével minden enzimaktivitás (aktivitás/mol enzim egységben 

kifejezve) fordítottan arányos (Damjanovich és Somogyi, 1973; Somogyi és 

Damjanovich, 1975; Damjanovich et al. 1989). Az elméleti megfontolásokat igen 

sok kísérleti eredmény támasztja alá (Zs.-Nagy és Floyd, 1991; Zs.-Nagy, 2001). 

Kiszámítható volt, hogy az in vivo agykérgi idegsej-tekben mérhetQ víztartalom 

csökkenés következménye egy nagyságrenddel lehet képes csökkenteni az 

enzimaktivitásokat (Damjanovich et al. 1989). Ez természetesen vonatkozik 

nemcsak a m_ködQ metabolikus, katabolikus és egyéb enzimekre, hanem a 
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transzkripciót és a transzlációt végzQ minden enzimre is. Másszóval, a fehérje-

szintézis, vagy ha tetszik, a génexpresszió lassulása az ontogenezis második 

szakaszában is egyértelm_en magyarázható az intracelluláris denzitásnövekedés 

hatásával. Ezzel párhuzamosan csökken a lizoszómák által végzett eliminációs, 

leépítési folya-matok gyorsasága is, ami az ún. öregedési pigmentek 

felhalmozódásához vezet (Zs.-Nagy, 1988, 2002). Mindezen folyamatok elegendQ 

magyarázatot szolgál-tatnak minden sejt- és szövetfunkció korfüggQ hanyatlására, 

anélkül, hogy az ismert tényekkel ellentmondásba kerülnénk. 

Le kell itt szögezni, hogy az MHA fentvázolt ciklusát minden ponton több-

oldalú, egymástól független kísérleti bizonyítékok támasztották alá az elmúlt 25 év 

során. Az esetleg érdeklQdQ olvasó számára jó összefoglalást jelenthet az MHA-

ról megjelent mongráfia (Zs.-Nagy, 1994), de számos más késQbbi közlemény is 

(Zs.-Nagy, 1997, 2000, 2001, 2002). Az MHA lényegi megállapításait a 

molekuláris genetika legújabb eredményei is alátámasztják: nagy jelentQség_nek 

tartható az a tény, hogy a sejtciklus szabályozásában fontos celluláris onkogének 

termékeinek nagy többsége a plazmamembránra lokalizálódik, jelezve a 

plazmamembrán központi szerepét a mitotikus regulá-cióban, a sejtek 

differenciálódásában és az öregedésben. 

Az MHA alapkoncepciójából következik, hogy az oxigéneredetü szabad-

gyökök funkciója nemcsak az öregedQ szervezetben fontos tényezQ, hanem az 

ontogenezis kezdetétQl számítva az kell, hogy legyen az egész élet folyamán. Erre 

nézve Tanszékünkön jelentQsnek tartott, koncepcionálisan új gondolatok és lehe-

tQségek fogalmazódtak meg, amelyek nagy visszhangot váltottak ki világszerte 

(Zs.-Nagy, 1992, 1995, 2001). Ezen elméleti megközelítés egy része, nevezetesen 

az a feltételezés, hogy ezek a gyökök oki tényezQként tekintendQk a 

sejtdifferenciálódási folyamatok beindításában, képezi jelen értekezés tárgyát. 

Ezért, mintegy kiindulási pontként, az alábbiakban összefoglaljuk az 

oxigéneredet_ szabadgyökökrQl rendelkezésünkre álló legfontosabb ismereteket. 
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Az oxigéneredet_ szabadgyökök tulajdonságai 

A szabadgyök definíciója és reakciói 

A szabadgyökök olyan kémiai entitások (molekulák vagy molekula 

fragmentumok), amelyek páratlan számú (=párosítatlan spin_) elektront 

tartalmaznak (Pryor, 1976). Míg egy kémiai anyag ion voltát elektronjainak 

protonjaihoz viszonyított száma határozza meg, szabadgyök a protonok számától 

függetlenül minden olyan kémiai anyag amelynek külsQ elektronhéján párosítatlan 

elektron van. Egy ilyen párosítatlan spin_ elektron jelenléte a szabadgyöknek 

paramágneses tulajdonságokat kölcsönöz, s mivel ez az elektron erQsen hajlamos 

a megfelelQ ellentett spin_ "partner" felvételére, a szabadgyökök kémiailag erQsen 

reaktívak és ennek megfelelQen, rövid az élettartamuk (Pryor, 1976).  

A fenti definició alapján a gyököket csoportosítani lehet bizonyos kritériumok 

alapján. Például, nagyság szerint a legegyszer_bb gyök a szolvatált elektron (e-), 

de lehetnek egyatomos vagy többatomos szabadgyökök, ionok, de akár 

óriásmolekulák is vislekedhetnek szabadgyökként. A kettQs szabadgyök (biradikál) 

egy olyan kémiai anyag, amely két párosítatlan elektront tartalmaz külsQ 

orbitáljain, pl. a molekuláris oxigén. A gyökion egy pozitív vagy negatív töltés_ 

szabadgyök pl.: O2
_. (szuperoxid aniongyök).  

A szabadgyök által indukált reakciók általában láncreakciók. Ezekben a 

láncreakciókban a gyökök az iniciációnak nevezett lépcsQ vagy lépcsQk során 

keletkeznek (amikoris elektron felvétel vagy leadás történik valamilyen okból), 

azután az ún. propogációs lépcsQk sorozatán keresztül a párosítatlan spin_ 

elektron megtalálja a párját, s ezáltal a gyök állapot  megsz_nik. 

Nem kétséges, hogy a biológiai rendszerekben elQforduló szabadgyökök 

között kitüntetett helyet foglalnak el az oxigéneredet_ szabadgyökök, amelyeket 

angolul ”reactive oxygen species” névvel is illetnek (rövidítve ROS). Az oxigén 

rendszáma 8, ami azt jelenti, hogy 8 protonja összesen 8 elektron negatív töltését 

képes semlegesíteni. Mivel azonban a belsQ (L) és a külsQ (K) elektronhéjakon 

2+8 = 10 elektron helyezkedhet el, az oxigén atomos állapotban nem tud létezni. A 

K elektronhéjon lévQ 2 üres helyet ”kölcsönvett” elektronokkal tölti fel minden 

oxigén atom, aminek legkézenfekvQbb forrása, már csak szimmetria okokból is, 

egy szomszédos másik oxigén atom. Az elektronok sajátos ”kölcsönzése” úgy 

megy végbe, hogy kétatomos oxigén molekulák (O2) jönnek létre, amelyekben 2-2 

pár elektron az idQben megosztva lényegében mindkét atom körül kering. Ezeket 
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az elektronpárokat nevezzük ”vegyérték” elektronoknak. Teljesen hasonló módon 

keletkeznek a többi kétato-mos formában létezQ gázmolekulák is (H2, N2, stb). 

Különleges formája az oxigén állapotának az ózon, amelyben 3 oxigén atom vesz 

részt, egymást 1-1-1 elektronpárral tartva kötésben. 

A kétatomos oxigén molekulák relatíve stabilak, emiatt az oxigén 

alapállapotában csak gyenge oxidáns. Ahhoz, hogy az O2-t a biológiai rendszerek 

energia-termelésre tudják felhasználni, azt aktiválni kell, amely folyamat az 

intermedier anyagcsere rendkívül fontos mozzanata. Ez az O2 redukcióját jelenti, 

amikor a molekula négy elektront vesz fel, vagyis mindkét atomja önállóan 

hozzájut a lehetséges 10-10 elektronjához. Ezt a tetravalens redukciót egyetlen 

lépésben csak a citokróm-oxidáz képes végrehajtani a mitokondriális 

elektrontranszport lánc végén, s az aktiválódott két oxigén atom képesé válik 4 

proton megkötésére, vagyis víz keletkezik belQle (1). 

              O2 + 4e- + 4H+---------› 2H2O                (1). 

A víz keletkezése során még soha nem sikerült szabadgyökös állapotú oxigént 

detektálni, ezért elfogadott, hogy a H2 biológiai elégetése gyökmentes folyamat. 

Mindemellett a sejtekben vannak olyan reakciók is, amelyekben a redukció nem 

tetravalens, s amelyekbQl ezért részlegesen redukált O2-származékok 

keletkeznek. Monovalens redukcióra képes egy sor lizoszómális enzim, mint a 

citokróm P-450 család tagjai, xantin oxidáz, aldehid oxidázok, stb (Fridovich, 1976; 

Forman és Boveris, 1982; Jamieson et al., 1986; Cadenas, 1989). Kvantitative 

mégis legfontosabb helye a monovalens redukciónak az ubiquinon, amely a 

mitokondriális elektrontranszport lánc elején helyezkedik el, s a folyamatos kinon-

szemikinon-hidrokinon oszcillációk során igen nagy mennyiségben termel 

szuperoxid-anion (O2
-.) szabadgyököket (Mishra és Fridovich, 1972; Boveris et al., 

1976; Turrens és Boveris, 1980, etc.). Ma már tudjuk, hogy az elhasznált 

oxigénnek kb a 8-10 %-a O2
-. szabadgyökké alakul át (Halliwell and Gutteridge, 

1985). Meg kell itt jegyezni, hogy a O2
-. szabadgyökök csak igen rövid ideig 

képesek létezni, mivel a felesleges elektronjukat spontán módon képesek 

egymásnak átadni, vagyis kölcsönösen tovább redukálják egymást. Ezt a 

folyamatot dizmutációnak nevezik a kémiában, aminek a terméke egy 

kétvegyérték_ oxigén molekula, vagyis -O2-, ami természetesen azonnal 

protonokat fog megkötni, vagyis H2O2 jön létre. 
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Általános felfogás szerint a O2
-. szabadgyök egy káros oxidatív  mellékter-

mék, amelynek az eliminációjára hivatott a szuperoxid dizmutáz (SOD) nevü 

enzim, amelyet McCord és Fridovich (1969a,b) fedeztek fel a korábban hemo-

kupreinnek nevezett fehérjék csoportjában. Mára SOD enzimek több típusa vált 

ismertté, amelyekben különféle fématomok találhatók az enzim aktív helyén, s 

nevüket is errQl kapják (Mn-SOD, Fe-SOD, CuZn-SOD), de a funkciójuk min-

denütt azonos. A SOD hatására a spontán dizmutációs folyamat kb 4 

nagyságrenddel felgyorsul, ezért a SOD-ot antioxidáns védQ enzimnek tekintik az 

irodalomban. Ennek a felfogásnak számos tény mond ellent (Zs.-Nagy, 1992, 

1995, 1997, 2001), amelyeket itt nem részletezünk, de egy fontos alapvetQ 

problémára rá kell mutatnunk. Nevezetesen, ezt a gyököt tévesen tartják oxidatív 

jelleg_nek, hiszen ez egy elektron-donor, s mint ilyen reduktív hatása van, a 

megtévesztQ név ellenére. EbbQl kifolyólag terminológiai hiba az is, hogy a SOD 

enzimet szinte mindenki ”antioxidánsként” emlegeti, holott ez lényegében 

antireduktáns (vagy pro-oxidáns), hiszen egy reduktív szer eliminációját végzi, s 

reakciójának terméke a hidrogént oxidálja.  

A 2. ábra foglalja össze, amit a fentebb vázolt reakcióról, illetve a keletkezett 

H2O2 további sorsáról tudunk. A H2O2 minden élQ sejtben és szövetben 

folyamatosan keletkezik, s mivel a vízzel ellentétben, ez egy apoláros vegyület, 

szabadon képes diffundálni a sejteken keresztül az intra- és extracelluláris vízben. 

Önmagában ugyan kevéssé veszélyes komponens, mégis a szövetekben létezik 

két enzim, a kataláz (CA) és a glutathion-peroxidáz (GPO), amelyek a szabad, 

illetve a kötött peroxidokat képesek visszalakítani vízzé és molekuláris oxigénné. 

Ezen enzimek csökkentik ugyan a H2O2 szöveti koncentrációját, de nem képesek 

azt teljesen eliminálni két okból (lásd részletesen: Zs.-Nagy, 1994, 1997). (1) A CA 

nagyon változó aktivitással van jelen a szövetekben, pl. a máj csaknem 200-szor 

több CA aktivitást mutat, mint az agykéreg, ugyanakkor a CA viszonylag magas 

Km értéke miatt (Goldstein, 1968), valamennyi H2O2  megmaradásával a 

legmagasabb CA aktivitás mellett is számolni kell. (2) GPO ugyan jelen van 

jelentQs aktivitással az agyban is, ez viszont csakis a már megkötött H2O2-ot (pl. 

lipidperoxidokat) képes elbontani, de ezeket sem korlátlanul, mivel m_ködéséhez 

glutathionra van szüksége, ez pedig igen nagyszámú enzimnek kofaktora, vagyis 

korlátlanul nem áll rendelkezésre mindíg és mindenütt.  
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2. ábra. Az oxigéneredet_ szabadgyökök keletkezési sémája és egymással való 

összefüggései. 

 

Mindezek alapján a maradék H2O2 a legnagyobb valószín_séggel Fenton 

reakcióban vehet részt (2. ábra). Ennek lényege, hogy tranziens fémionokkal 

(leginkább Fe2+-vel, de lehet réz, mangán stb ion is) találkozva a fémtQl (Men) egy 

elektront kap, aminek következtében a H2O2 molekula heterolízist szenved a (2) 

egyenlet szerint, vagyis szétesik egy  hidroxil-ionra (OH-) és egy hidroxil-

szabadgyökre (OH‚) 

Men
 +   H2O2  ›   Men+1  + OH-  +  OH‚    (2). 

Ezt a reakciót Fenton (1894) után nevezték el, aki felfedezte, hogy ferro-vas és 

H2O2 keveréke az akkor ismert legerQsebb oxidálószerként viselkedik organikus 

molekulákkal szemben. Ez a tulajdonság annak köszönhetQ, hogy OH‚  szabad-

gyök bármely szomszédos molekulától két molekuláris ütközésnyi idQ alatt képes 

elektront rabolni (Walling, 1975). Divalens vas mindig elegendQ mennyiségben áll 

rendelkezésre a Fenton reakcióhoz, feltéve, hogy a sejtek C-vitamin tartalma 

normális (Floyd és Lewis, 1983).  
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Az élQ szervezetben a H2O2-ot a Fenton reakcióban organikus hidroperoxid 

(ROOH) is helyettesítheti a (3) egyenlet szerint:   

Fe2+   +   ROOH    ›     Fe3+  +     RO‚  +   OH -            (3), 

amikoris alkoxigyök (RO‚) keletkezik, amely csak alig valamivel kevésbé reaktív, 

mint a OH‚  szabadgyök. Az alkoxigyöknek az a tulajdonsága, hogy a hiányzó 

ellentett spin_ elektront nagyon gyorsan beszerzi a legkönnyebben elérhetQ 

helyrQl, vagy a meglévQ páratlan spín_ elektronját leadja a környezetében lévQ 

elektronfelvételre képes komponenseknek. 

A legkorábban felismert biológiai jelentQség_ szabadgyök-ártalom a lipidek 

zsirsavjainak peroxidációja volt (Chio és Tappel, 1969a,b; Chio et al., 1969; 

Tappel, 1980; Donato and Sohal, 1981). Ma már ismert azonban, hogy a 

lehetséges szabadgyök ártalomnak ez csak egy kis részét teheti ki. Arról van szó, 

hogy mivel a OH‚  gyökök a vizes fázisban keletkeznek, nagy többségük 

gyakorlatilag a vízoldékony komponensekkel (fehérjék, nukleinsavak, cukrok, stb) 

sokkal elQbb reakcióba lép, mint a viszonlyag távol lévQ, hidrofób fázisban 

elhelyezkedQ zsirsavak (Zs.-Nagy és Nagy, 1980; Zs.-Nagy és Floyd, 1984, etc.). 

A nyolcvanas évek elejétQl kezdQdött annak a felismerése, hogy a Fenton 

reakció révén keletkezQ OH‚  gyökök igen jelentQs hatásokat fejtenek ki mind a 

fehrérjékre, mind az aminósavakra, 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 új felfogás 

kialakításához, amelyben Tanszékünk jelentQs szerepet játszott, s ennek része 

jelen értekezés kísérleti anyaga is. 

 

A szabadgyökök szerepének és funkciójának nem-orthodox felfogása 

Ma már el lehet határolni a szabadgyökök szerepének két alapvetQ 

felfogását. Az elsQ Denham Harman nevéhez f_zQdik, aki 1956-tól kezdve vetette 

fel, s mind a mai napig fenntartja azon felvetését, hogy az oxigéneredet_ 

szabadgyökök az oxidatív anyagcsere káros melléktermékei, s ezek lehetQleg 

komplett eliminációja lényegesen meg fogja hosszabbítani a fajok élettartamát. Ezt 

a koncepciót nevezzük a rövidség kedvéért orthodox felfogásnak. A 60-as és 70-

es évek során, amikor ez a felfogás elterjedt, a m_szeres analitika "fejlettsége" 

csak korlátozott lehetQséget kínált a megfelelQ kísérletek elvégzéséhez. Így azok a 
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kísérletek kerültek elQtérbe, melyek a szabadgyökök hatásáról indirekt bizonyí-

tékot szolgáltattak, vagyis az antioxidánsok szerepét vizsgálták élQ szervezeteken. 

Harman (1956, 1962, 1968) a cisztein, ciszteamin, C-vitamin és 2-mer-kapto-

etanol közepes élettartamot prolongáló hatását vizsgálta, melyek közül az utóbbi 

bizonyult a leghatásosabbnak. Comfort et al. (1971) etoxikvinnel egereken 

folytatott vizsgálataikban hasonló szignifikáns közepes élettartam hosszabbodást 

tapasztaltak. Fontos megjegyezni, hogy egyik antioxidáns sem növelte azonban az 

állatok maximális élettartamát. Kohn (1971) megismételte a Harman kísérleteit és 

bár nem tapasztalt élettartam hosszabbodást, életminQ-ség javulást azonban igen. 

Czapsky (1971) és Goscin (1973) kimutatták, hogy a hidroxilgyök elsQsorban a 

lizoszóma-membránokat és lipideket károsítja. Lucy (1972) feltevése szerint az E-

vitamin a membránok foszfolipidjeiben az arachidonsav molekulával stabil 

komplexet képez, s e helyen megakadályozza a sokszorosan telítetlen zsírsavak 

oxidatív károsodását (peroxidációját). 

Számos további kísérleti eredmény is amellett szól, hogy a ROS valóban 

képes molekuláris károsodásokat okozni, s ezáltal az élQ rendszerek fokozatos 

destrukcióját elQidézni. KiemelkedQ fontosságúak a C és E vitaminnal végzett 

kísérletek. ElQbbi egy erQs redukálószer, instabil és könnyen elveszti hidrogén-

atomjait. Részben láncmegszakító antioxidáns. A peroxigyökkel reagálva stabil 

monodehidro-aszkorbát keletkezik belQle, egyik hidrogénjének leadása után. Ezen 

kívül direkt O2
-. szabadgyök illetve OH‚ szabadgyök scavenger hatása is van, 

amely reakciók során monodehidro-aszkorbát illetve dehidro-aszkorbinsav 

keveréke keletkezik belQle, 2 hidrogén atom leadása után (Porter, 1980; 

Dormándy, 1983). Ezenkívül képes az oxidált glutathiont redukálni, így a sejt redox 

homeosztázisában a legfontosabbnak tartott antioxidáns, a redukált glutathion 

koncentrációját képes emelni (Niki, 1983). 

Az E-vitamin a fQ lipidfázisú antioxidáns. A hidroperoxidoknak hidrogént ad 

át, így ezek képzQdését megakadályozza, így ezáltal a láncreakciót megszakítva 

meggátolja a patológiás szabadgyökreakciók terjedését. (Folkers, 1973). 

Természetes antioxidáns az A-vitamin, a K-vitamin, a glukóz (Sagone et al. 

1983), a szelén- és tioltartalmú vegyületek, mint amilyen a cisztein, ciszteamin, 

glutathion (Frank, 1980) methionin, ubikinon, urát (Freeman et al., 1982; Hornsby, 

1983; Smith, 1983). 
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A fenti példák korántsem képezik az ismert eredmények teljes listáját, csupán 

rámutatnak arra, hogy a kérdéssel igen kiterjedt irodalom foglalkozik. Van azonban 

az orthodox felfogásnak néhány alapvetQen gyenge pontja, amelyeket nem 

lehetett figyelmen kívül hagyni. Nevezetesen, régen ismert tény, hogy a 

leghatékonyabb scavengere a ROS-nak a KCN, ami tökéletesen leállítja a ROS 

keletkezését, de nemcsak hogy nem hosszabbítja meg az életet, hanem az egyik 

legtoxikusabb anyag, amit valaha is ismertünk a biológiában. Ezt a toxicitást sokan 

úgy próbálják magyarázni, hogy a KCN energihiányt idéz elQ, s ezért halálos. Ez 

azonban így nem igaz, mert abban az elsQ másodpercben, amikor a KCN megöli 

az állatot, az agyban mérhetQ energia-rezerv (ATP, ADP, kreatinin-foszfát) még 

legalább 15-20 percre elegendQ lenne az élQ állapot fenntartására (Zs.-Nagy, 

1992, 1995, 2001), az élet azonban késedelem nélkül megsz_nik. A vízbefúló 

embernél a halál mintegy 3 perc alatt áll be, ugyancsak még mindig jelentQs 

energiatartalékok megléte mellett. Mindez akkor válik világossá, ha feltételezzük, 

hogy az élQ állapot fenntartásához implicite szükség van a OH‚   szabadgyökök 

folyamatos termelQdésére, s ezt kapcsolja ki a KCN, mivel legelsQ hatásaként 

közvetlenül blokkolja az oxigén átvitelét a hemoglobintól a szövetek felé, vagyis 

megszakítja a gyökfluxust. Ugyanez megy végbe a vízbefúlás esetén is azzal a 

különbséggel, hogy a hemoglobin oxigéntartalékainak a teljes kimerülése 2-3 

percet is igénybe vehet. Ebben a nem-orthodox felfogásban az foglaltatik benne, 

hogy a ROS-ra szükség van az élQ állapot fenntartásához, s ugyanezen 

gyököknek a káros mellékhatásai idézik elQ a makromolekulák károsítását, 

amelyek ezért idQrQl idQre cserére szorulnak.  A csere azonban egy sor 

fizikokémiai okból nem lehet tökéletes, így hibák halmozódnak fel elsQsorban a 

legnagyobb turnover sebességet mutató alkatrészekben, mint a plazma membrán, 

ami aztán meg tud határozni egy sor folyamatot a sejtek összes belsQ funkcióinak 

a számára (Zs.-Nagy, 1992, 1994, 1997, 2001). 

A szabadgyökök nem-orthodox felfogása implicite diktálta azt is, hogy a 

sejtdifferenciálódás és öregedés lényegében azonos jelenségekre vezethetQ 

vissza, amelyek nélkül a differenciálódás (vagy maturáció) nem mehet végbe, 

ugyanakkor egy bizonyos határon túl, a ”túldifferenciálódás” olyan károsító 

tényezQvé válik, ami az öregedéshez vezet (Zs.-Nagy, 1992, 1994, 1997, 2001).  

E felfogás kísérletes tesztelésének egyik elsQ megközelítése volt annak 

vizsgálata, hogy a kémiai úton generált OH‚   szabadgyökök hogyan befolyá-solják 
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a csirkeembrió végtagtelepébQl származó sejtek differenciálódását, illetve 

öregedését  (Zsupán et al., 1987).  Ezt követQen pedig megállapítást nyert, hogy a 

Fenton reakció révén indukálni lehet malignus sejtvonalak (K562, HL60) 

differenciálódását (Nagy et al., 1993, 1995).  

Amikor jelen értekezés szerzQje a Tanszék kutatásaiba bekapcsolódott 

(1993), s lehetQség nyílt egy sejttenyésztQ laboratórium kialakítására, termé-

szetes módon adódott ennek a problémakörnek a kiterjedtebb vizsgálatára való 

igény. E munka során születtek azok az eredmények, amelyeket egyrészt több 

közleményben hoztunk nyilvánosságra (Szabó et al., 1999; Jeney et al., 2000; 

Bazsó-Dombi et al., 2000; Oravecz et al., 2001, 2002), másrészt még közlésre 

várnak, s amelyeket jelen értekezés összefoglalóan  bemutat. 
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ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

Sejtvonalak 

K562 sejtvonal 

A K562 folyamatosan tenyészthetQ sejtvonalat Lozzio és Lozzio (1975) 

hozták létre egy 53 éves krónikus myeloid leukémiás nQbeteg pleura folyadékából, 

a terminális blasztkrízis során. A sejtpopulációt magasan differenciálatlannak és 

granulocita szériához tartozónak karakterizálták (Lozzio és Lozzio, 1979). 

Andersson et al. (1979) felületi membránkutatásaik alapján arra a következtetésre 

jutottak, hogy a K562 egy humán erythroleukémia sejtvonal. Több tanulmány arra 

utal, hogy a K562 blasztok multipotenciális hematopoetikus malignus sejtek, 

melyek spontán differenciálódnak az erythrocyta, granulocyta és monocyta szériák 

azonosítható Qs-sejtjeivé (Lozzio et al., 1981). A K562 sejtvonalat széles körben 

használják az ú.n. ”natural killer-assay”-ekben, mint igen szenzitív in vitro targetet 

(Ortaldo et al., 1977). 

 

L-929 sejtvonal 

Ezt a sejtvonalat Sanford et al. (1948) izolálta az L szülQi vonalból, melyet 

egér kötQszövetbQl hoztak létre (Earle, 1940). A sejttenyésztés történetében az L 

vonal volt az elsQ sejt, mely folyamatos kultúrában tenyészett és a 929 klón volt az 

elsQ azonosított sejtvonal. A szülQi L vonal 100 napos egér C3H/An normál 

subcutan areolájából és zsírszövetbQl származik  és a 929 klónt kapilláris 

technikával végrehajtott egyedi sejt izolálással hozták létre a szülQi vonal 95. 

generációjából. A mai napig létezik az eredeti sejtvonal, melyet 50% Eare's BSS 

médium, 30% ló szérum és 20% csirke embrió extraktum tartalmú tápfolyadékban 

antibiotikum mentesen tenyésztenek. Az L vonal az egyik legszélesebb körben 

tanulmányozott sejtvonal, melyet kezdetben a carcinogenesis in vitro 

demonstrálásának tanulmányozására használtak. 

     A 929 klónt a következQ technikák kifejlesztésében alkalmazták:  

1. Ismételt tenyésztési technika és quantitativ sejtkultúra módszerek; 2. 

kémiailag definiált médiumok kidolgozása; 3. folyadék szuszpenziós tenyésztési 

technikák; 4. daganat transzformációs kutatások; 5. táplálkozás-metabolizmus és 

enzimek tanulmányozása; 6. morfológiai és kromoszóma vizsgálatok; 7. vírus 

assay; 8. immunológiai, sugárbiológiai és toxikológia vizsgálatok. 
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NIH/3T3 sejtvonal 

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

hasonló módszerrel mint az eredeti random bred 3T3-at, melyet Todaro és Green 

(1962) izolált Swiss egér embrióból. A 3T3 sejtvonalat olyan körülmények között 

tenyésztették, hogy proliferáció során megQrizze a sejt a kontakt gátlási 

képességét és hogy frissen kihelyezett kultúrákban sokkal erQsebb kontakt gátlást 

mutassanak, mint a diploid fibroblasztok. A létrehozott NIH/3T3 vonal sejtjei is igen 

magas kontakt gátló képességgel rendelkeznek. A sejtvonalon több mint 5 

szubklónozási ciklust hajtottak végre abból a célból, hogy kidolgozzanak egy olyan 

morfológiai karakter_ szubklónt mely transz-formációs assay-ekhez a 

legalkalmasabb. 

A fenti ú.n. ”established” sejtvonalakon túl, kísérleteinkhez használtunk 

számos esetben általunk tenyészetbe vitt primér sejtvonalakat is. Ezek eredetérQl, 

elQállításáról és tenyésztésérQl a módszerek leírása során késQbb fogok szólni. 

 

Vegyszerek, reagensek és festékek 

‚" Adenosine 5'-diphophate-sodium salt (Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.) 

‚" Benzidin (Reanal, Budapest, Hungary)  

‚" Bovin Serum Albumine (BSA) (Serva, Heidelberg, Germany) 

‚" Catalase (Sigma, St. Luois, MO, U.S.A.) 

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

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

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

‚" Folin-Ciocalteus reagenz (Merck, Darmstadt, Germany) 

‚" 1,9 - Dimethyl-methylen blue (Aldrich, Sreinheim, Germany) 

‚" 2,7 - Diaminofluorene (Fluka, Buchs, Germany) 

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

‚" Eisen-Standardlösung (1,0 g/l) (Merck, Darmstadt, BRD) 

‚" Haemalaun  

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

‚" Micromount (Surgipath, Grayslake, IL U.S.A.) 

‚" Oil 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 lV. (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 

U.S.A.)  

‚" Vas (II) ammónium-szulfát (Reanal, Budapest, Hungary) 

‚" Xanthine-sodium salt (Sigma, St.Louis, MO U.S.A.) 

‚" Xanthine oxidase (Sigma, St. Louis, MO U.S.A.) 

‚" Általánosan használt laborvegyszerek: aceton, etanol, éter, glicerin, 

metanol, 2-propanol, zselatin. 

Tápfolyadékok, 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) 

‚" Fiziológiás NaCl oldat (Biogal, Debrecen, Hungary) 

‚" L-Glutamine (ICN, Costa Mesa, CA U.S.A.) 

‚" D (+) Glükóz (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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Laboratóriumi m_szerek 

‚" CO2 Termosztát (ASSAB T305GF KEBO Biomed, Spánga, Sweden)  

‚" Cytocentrifuga 

‚" Cytoflow-FACSAN  (Becton Dickinson, San Jose, CA U.S.A)  

       Fényforrás: 15-mW, 488-nm, levegQh_tés_, argon-ion lézer. 

‚" Fénymikroszkóp (Zeiss, Jena, Germany) 

‚" Fénymikroszkóp Axiolab E + Contax 167 MT fényképezQgép (Zeiss, 

Jena, Germany)  

‚" Invertmikroszkóp, Mic 1727 (Unitron, Newton Highlands, MASS  

U.S.A.) 

‚" Laborcentrifuga K-23 (MLW, Leipzig, DDR) 

‚" Laborcentrifuga K-26 D (MLW, Leipzig, DDR) 

‚" Laminarbox 1446 GV (Elektromat, Drezden, DDR) 

‚" PH mérQ OP-208/1 (Radelkis, Budapest, Hungary) 

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

 

Laboratóriumi eszközök 

‚" Cellulózacetát sz_rQ membrán 0.22 om pórusátmérQvel (Sartorius, 

Göttingen, Germany) 

‚" Centrifugacsövek, fagyasztócsövek (Nunc, Napervile, IL U.S.A.) 

‚" Mikroszkópi tárgylemez Super Frost (Gerhard Menzel 

Glasbearbeitungswerk, Braunschweig, Germany)  

‚" Mikropipetta (Gilson, France)     

‚" Mikroszkópi tárgylemez két sejttenyésztQ kamrával, Lab-Tek (Mile 

Scientific,     Naperville, IL U.S.A.) 

‚" SejttenyésztQ edények, flaskák, Petri csészék (Nunc, Napervile, IL 

   U.S.A.) 

‚" Steril sz_rQkészülék (Nalgene, Nalge Comp. Rochester, NY U.S.A.)     

‚" Streril sz_rQ fecskendQhöz (Sartorius, Göttingen, Germany) 

 

A használt módszerek 

Primér sejtvonal szeparálása és tenyésztése 
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Primér sejtvonalak elQállításához endocrin ophtalmopathiás (EOP-os) 

betegektQl korrekciós m_tét során nyert szemizom darabot, illetve dekom-

pressziós m_tét kapcsán eltávolított zsírszövetet dolgoztunk fel, lényegében Bahn 

et al. (1987) módszerét követve. Kontrolként, strabismus m_tétek során kivett 

szemizom darabot, és EOP által nem érintett betegek szemm_tétjei során kivett 

zsírszövetet használtunk, valamint humán  bQrszövetet melyet az alkar belsQ 

felszínérQl vagy a hasról nyertünk. 

A m_tétek során eltávolított szövetdarabokat már a m_tQben steril 

tápfolyadékba helyezték, mely antibiotikumot tartalmazott (Penicillin/Strep-tomycin: 

P/S). Ezt követQen a mintákat a laboratóriumba vittük. Laminár boxban folytattuk a 

feldolgozást. P/S tartalmú PBS-ben többszöri mosás után kb. 2x2mm-es 

darabokra vágtuk, majd NH4Cl tartalmú oldatba helyeztük 15 percre a 

szövetdarabkákat, abból a célból, hogy a maradék vért hemolizáltassuk, mivel 

nagy mennyiség_ vvt jelenléte rontja a tenyésztés esélyeit. Ezután újra mostuk 

PBS-sel, majd egy tápfolyadékos mosás következett, az így elQkészített 

szövetdarabkákat Petri csészébe helyeztük egyenletesen szétszórtan, hogy a 

tenyésztés során kinövQ fibroblasztoknak teret biztosítsunk. A bQrszövetbQl 

készített darabkákra fedQlemezeket is tettünk. Végül 20% FBS tartalmú Médium 

199 tápfolyadékot pipettáztunk a szövetekre, olyan óvatosan, hogy ne 

mozduljanak el sem most, sem a teljes növesztési periódus során egyetlen 

médium csere alkalmával sem. A Petri csészéket termosztátban tartottuk 37°C-on, 

5% CO2 és 80% páratartalom mellett. Hetente kétszer cseréltünk tápfolyadékot. 

Általában 5 nap múlva megjelentek az elsQ fibroblasztok a szövetek körül. 

Körülbelül 3 hét múlva kivettük a szövetdarabokat, hogy ezek helyét is be tudják 

nQni a fibroblasztok. Általában 6 hét alatt konfluens tenyészetet kaptunk. Ekkor 

trypsin-EDTA segítségével felszedtük a letapadt, monolayerben növQ sejteket és 

tenyésztQ flaskában szaporítottuk Qket tovább 10% FCS tartalmú Médium 199-ben 

a kívánt sejtszám eléréséig. 

 

 

Immortalizált sejtvonalak tenyésztése 

A K-562 sejteket RPMI 1640-ben tenyésztettük, 10% FBS mellett heti 

kétszeri tápfolyadék cserével, szuszpenziós kultúrában.  
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Az L-929 sejteket RPMI 1640-ben tenyésztettük, 10% FBS jelenlétében, heti 

kétszeri tápfolyadék cserével, monolayer kultúrában. 

Az NIH/3T3 sejteket DMEM tápfolyadékban tenyésztettük, mely 3.5 g/l 

glükózt és 10% FBS-t tartalmazott, és hetente kétszer cseréltük a monolayer 

kultúrában élQ sejteken. 

Mind az RPMI, a M199 és a DMEM tápfolyadékok 50 IU/ml penicillint és 50 

og/ml streptomycint is tartalmaztak.  

Minden sejttípus tenyésztése 37flC-on 5% CO2, és 80% páratartalom mellett 

történt. 

 

A sejtkultúrákon alkalmazott kezelések 

A OH‚ szabadgyökök hatásának tanulmányozását a különbözQ sejtvonalakon 

Fenton reakció segítségével végeztük (Fenton, 1894). A sejttenyészetekben Fe2+-

ADP komplex és H2O2 hozzáadásával OH‚ szabadgyököket generáltunk (Floyd és 

Lewis, 1983). Az Fe2+-ADP komplexet Fe2+-ammónium szulfátból és ADP-bQl 

desztillált vizes oldással készítettük és felhasználás elQtt 1:1 arányban töltöttük 

össze. A vas végkoncentrációja a tenyésztQ médiumban 100 oM volt. A vas 

autooxidációjának kivédése céljából az ADP végkoncentrációja mindig 20-szorosa 

volt a vasénak. A hidrogén-peroxid koncentrációját kísérletileg határoztuk meg és 

55 oM végkoncentrációt találtunk ideálisnak, mind a primér, szövetbQl kinQtt 

sejtekre mind a daganatsejtekre (kivéve a K-562-nél). Az oldatokat mindig frissen 

készítettük és felhasználás elQtt 0.22 om pórusátmérQj_ sz_rQn sz_rtük.  

A sejteket két csoportba osztottuk, 20ml médium térfogatban 2x105 sejt/ml 

kezdeti sejtszuszpenzió koncentrációval dolgoztunk. Az egyik csoportot Fenton 

reaktánsokkal kezeltük, a másik csoport kontrolként szolgált. A kezelés 96 óráig 

tartott. Az elsQ 48 óra után mind a kontrol, mind a kezelt sejteken tápfolyadék 

cserét végeztünk. A már egyszer kezelt sejtekhez ismételten frissen készített 

reakció elegyet adtunk /megismételtük a kezelést/. A második 48 óra elteltével a 

sejteket PBS-ben mostuk, számoltuk, életképességet vizsgáltunk, speciális 

biokémiai detektálást, mérést és hisztokémiai festéseket végeztünk a sejtek 

differenciálódásának követésére. 

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

irodalomban (Feriotto et al., 1988) általánosan elfogadott differenciáltató szerrel, 
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Ara-C-vel  is kezeltünk egy sejtcsoportot (1.8 oM végkoncentrá-cióban). A Fenton 

reakció kivitelezése úgy történt mint a többi sejttípusnál, kivéve a hidrogénperoxid 

koncentrációját (100 oM) és a kezelési periódusok idejét (2x48 óra). A K-562 

sejteknél a differenciálódás bizonyítására qualitatív hemoglobin meghatározást és 

hisztokémiai festést is végeztünk. 

 

Életképesség teszt   

A sejtszuszpenziót lecentrifugáltuk, a pelletet 1 ml tápfolyadékban 

reszuszpendáltuk. EbbQl a homogén szuszpenzióból kivettünk 0.1 ml-t, melyet egy 

0.8 ml PBS-t  és 0.1 ml Trypán-kék (0.4%-os) festéket tartalmazó csQbe tettünk, és 

alaposan, de kíméletesen összekevertük. 3-4 perc várakozás után néhány 

cseppet pipettával Bürker kamrába helyeztünk. Gyorsan megszámoltuk a Trypán 

kékkel festQdött sejteket és a teljes sejtszámot. Azok a sejtek, melyeknek a 

membránja ép, nem veszik fel a festéket egy bizonyos ideig, mivel azonban a 

festék toxikus, a sejtek folyamatosan pusztulnak, és az elpusztult sejtek 

membránján akadálytalanul hatol át a festékszemcse, vagyis az idQ 

elQrehaladtával hamis eredményt kapunk.  

 

Hemoglobin kimutatás benzidinnel (Rowley et al., 1981)  

Festékoldat készítése:  

1. Négy mg benzidint oldunk 240 ol 96%-os ecetsavban; 

2. hozzáadunk 1740 ol 0.5 M Na-acetát puffert (pH 4.5); 

3. és 20 ol 30%-os H2O2-ot.  

Festés  

A sejtszuszpenzióból (az ideális sejts_r_ség kb. 2x106 sejt/ml) és a benzidin 

festQ oldatából 1:1 arányú keveréket készítünk. 5 perc elteltével az elegyhez 

kevés PBS-t adunk és 7 percig 800 rpm-el centrifugáljuk a sejteket. Az üledéket 

200 ol BPS-ben reszuszpendáljuk, Bürker kamrába cseppentjük és számoljuk a 

kék (hemoglobin pozitív) és a festetlen sejteket. Legkevesebb 5x100 sejtet 

számoltunk mintánként.   

 

Hemoglobin kimutatás (2,7- diaminofluorén)  segítségével  

     Festékoldat készítése hisztokémiához (Kaiho et al., 1985)   
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1. Festék törzsoldat: 100 mg DAF-ot oldunk 10 ml 90% ecetsavban. Polipropilén 

edényben dolgozunk, mert a polisztirol és az üveg spontán katalízist indít el a DAF 

reakció-elegyben. A festék törzsoldat sötét helyen 4flC-on tárolva egy hónapig 

stabil. 

2. FestQ elegy: 10 ml Tris-HCl pufferhez (pH 7.0) adunk 1 ml-t  a DAF festék 

oldatból és 0.1 ml 30%-os H2O2-ot.  

 

Festés 

A DAF festQ elegybQl 0.1 ml-t, valamint 0.1 ml sejtszuszpenziót  óvatosan 

összekeverünk. SzobahQmérsékleten 5 percig reagáltatjuk, utána mikroszkópban 

megszámoljuk a totál sejtszámot és a hemoglobin tartalmú sejteket, melyek kékre 

színezQdtek. 

     DAF oldat készítése spektrofotometriás méréshez (Worthington et al. 1986) 

1. Festék törzsoldat készítés a hisztokémiai festésnél leírt módon.  

2. Tris-urea puffer: 360.4 g ureát és 12.1 g Tris bázist oldunk 500 ml vízben, 

majd kiegészítjük 950 ml-re  deszt. vízzel s ekkor beállítjuk a pH-t 85%-os 

foszforsavval 7.0-re és utána kiegészítjük 1000 ml-re.  

3. 0.1 ml DAF-festék törzsoldat + 0.06 ml 30%-os H2O2 + 10 ml Tris-urea puffer 

összemérésével kapjuk a spektrofotometriás reagenst. 

Spektrofotometriás mérés:  

Ismert sejtszámú üledéket lizálunk 0.5 ml 0.01% NP-40 tartalmú deszt. 

vízben 25flC-on vortex segítségével. Hozzáadunk 1.5 ml DAF kolorimetriás 

reagenst, összekeverjük és 5 percig inkubáljuk 25flC-on. Spektrofotométeren 610 

nm-nél mérjük az optikai denzitást. 

 

 

 

A K562 sejtek differenciálódásának nyomon követése flow-cytométerrel 

Minta elQkészítése: 

1 ml sejt szuszpenzióhoz 2 ml 70%-os etanol adtunk, ezzel fixáltuk a 

sejteket. EbbQl a sejt szuszpenzióból hígítottuk a méréshez ideális sejts_-r_séget. 

A mérés során általában 10,000 sejtrQl szereztünk információt és a vizsgálni kívánt 

sejtpopulációt digitalizált ”kapuk”  felhelyezésével jelöltük ki. 
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TenyésztQ médiumok vastartalmának meghatározása atomabszorpciós 

spektrometria (AAS) segítségével  

A módszer elve a következQ: Az atomabszorpció a megfelelQ energiájú fény 

és az atomok közti olyan kölcsönhatás, melynek során egy elem szabad atomjai 

az atom szerkezetétQl függQ hullámhosszúságú fényt abszorbeálva, magasabb 

energia állapotba jutnak. Mivel az elnyelt fény hullámhosszát az atom minQsége, a 

fényerQsség csökkenését pedig a szabad atomok száma határozza meg, a 

jelenség specifikus és szelektív analitikai módszerként használatos (Price, 1977). 

 

Minta elQkészítése és mérése  

A tápfolyadékot a 10% savótartalom miatt fehérje mentesíteni kell. 10%-os 

triklór-ecetsavat és a vizsgálandó tápfolyadékot 1:1 arányban összekeverjük és 

utána lecentrifugáljuk 2400 rpm-el 20 percig. A felülúszóból közvetlenül mérjük a 

vasat lángtechnikával 248.3 nm-en vas kalibráló oldatsor segítségével. 

 

GAG kimutatás hisztokémiával és mérés spektrofotometriával, 

dimetilmetilénkék /DMB/ reakcióval  

(Farndale et al. 1982) 

 

Dimetilmetilénkék /DMB/ reagens oldat készítése 

1. 16 mg 1.9-dimetil-metilénkéket oldunk 5 ml etanolban,  

2. hozzá adunk 2.0 g nátrium formiátot és 2.0 ml hangyasavat, 

3. feltöltjük 1000 ml-re desztillált vízzel. 

A reagens /A535: kb. 0.38/ barna üvegben szoba-hQmérsékleten tárolandó. 

 

 Minta elQkészítés GAG méréshez 

50 mM-os foszfát pufferhez /pH: 6.5/, mely tartalmaz 2 mM N-acetyl cysteint és 

2  mM EDTA-t hozzáteszünk 300 og/ml papaint. 

Ismert sejtszámú sejt üledéket a fenti oldatban 65 Cfl-on 1 óráig  inkubálunk. 
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Spektrofotometriás GAG mérés 

250 ol feltárt sejtoldatot polystyrol csQbe pipettázzuk és hozzámérünk 2.5 ml 

DMB reakció elegyet jól összekeverjük és 535 nm-en rögtön mérjük. 

 

 

Ki-67 proliferációs antigén kimutatás 

1. Sejt monolayer mosása PBS-el 2x 

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

3. Endogén peroxidáz bénítás hideg metanollal 30 perc. 

4. Aspecifikus ellenanyag blokkolás normál savóval a Vectastain Elit ABC KIT-

bQl 20 percig. 

5. Reakció elsQdleges antitesttel, Rabbit anti-humán Ki-67 antigénnel (DAKO) 

1 óráig. 

6. Reakció másodlagos biotinilált antitesttel Vectastain Elit PK-6200 ABC KIT-

bQl 30 percig. 

7. Inkubálás peroxidázzal jelzett avidin-biotin komplex-szel a KIT-bQl 45 

percig. 

8. ElQhívás Vector VIP szubsztrát KIT-tel. 

9. Háttér festés ha szükséges pl. Haemalaunnal és kékítés. 

10. Lefedés Micromaunt-al. 

 

 

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

Oil Red-O festék készítése 

Törzsoldat: 

A festéket mindig frissen készítjük. 0.5 g Oil red–O festéket 100 ml i-

propanolban oldunk 2 órás kevertetés során. 

FestQ oldat: 

A törzsoldatból 1:1 arányú desztillált vizes hígítást készítünk, és sz_rQpapíron 

sz_rjük. 
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 Festés 

1. A monolayer sejt kultúrákat, melyek vagy üvegen vagy m_anyagon nQttek 

Ca-formolban fixáltuk 2 óráig. 

2. Ezután a formalint alaposan kiáztattuk és a „metszeteket” 60%-os 

propanolban megmártottuk. 

3. Festés Oil red-O-val 20 percig. 

4. 60%-os propanolos gyors differenciáltatás. 

5. Desztillált vizes mosás. 

6. Magfestés Heamalaunnal 1 percig. 

7. Áramló csapvizes elQhívás. 

8. Desztillált vizes öblítés. 

9. Lefedés glicerin-zselatinnal. 

 

 

 Zsírok kimutatása Szudán lV. festékkel (Tanka és Keller, 1974.) 

Szudán IV. festék készítése  

50 ml aceton és 50 ml 70%-os etilalkohol elegyében 37Cfl-on telített Szudán IV. 

festék oldatot készítünk. Festés elQtt sz_rjük.    Festés 

1. A monolayer sejtkultúrákat, melyek vagy m_anyagon vagy üvegen nQttek, 

Ca-formolban fixáltuk 2 óráig. 

2. Ezután a formalint alaposan kiáztattuk, és a „metszeteket” 70% 

etilalkoholban megmártottuk. 

1. Festés Szudán IV festékkel 1.5-2 percig. 

2. Differenciálás 70%-os alkoholban. 

3. Magfestés Haemalaunnal 1 percig. 

4. Csapvizes elQhívás. 

5. Deszt. vizes öblítés. 

6.  Lefedés glicerin- zselatinnal. 

 

 

A sejtek szolubilizálása enzimmérésekhez (SOD, kataláz)  

(Kasugai és Yamada, 1992.) 

Szolubilizáló oldat  

50 mM Tris-HCl 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-ammónium bromid  

              

Szolubilizálás 

1. A sejteket PBS-ben 2x mossuk, eközben átvisszük Eppendorf csQbe és 

megszámoljuk. Körülbelül 1x107 sejtet teszünk csövenként, és lecentri-fugáljuk. 

2. A centrifugátumot kb.100-200ol PBS-ben felvesszük (sejtszámtól 

függQen) és alaposan felszuszpendáljuk. 

3. Kiveszünk ismert térfogatot DNS méréshez. 

4. Újra lecentrifugáljuk és az üledéket felvesszük szolubilizáló oldatban. 

5. 4x fagyasztjuk és felolvasztjuk, cseppfolyós nitrogén segítségével. 

6. A mintákat rázatjuk 4Cfl-on 1 óráig. 

7. Centrifugálás 1200 g-vel 5 percig 4 Cfl-on. 

8. A felülúszót leszívjuk és eltesszük enzimméréshez (-70 Cfl-ra). 

  

          

Szuperoxid-diszmutáz (SOD) aktivitás mérése sejt-szolubilizátumból  

(Flohé és Ötting, 1984.) 

 

Oldatok a SOD meghatározáshoz  

A oldat: 0.76 mg xantin 10 ml 0.001 N nátriumhidroxidban és 24.8 mg (2 omol) 

citokróm-C 100 ml 50 mM foszfát pufferben (pH:7:8) mely 0.1 mM EDTA-át 

tartalmaz. Az oldat 3 napig stabil 4C -on. 

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

xantin-oxidáz mennyiségét úgy változtatjuk, hogy az abszorbancia csökkenés 

0.025 DA/min legyen a SOD nélküli alapreakciónál. Az oldat jégen tartandó. 

300 oM KCN-oldat 

 

 

A spektrofotometriás SOD mérés menete 

Standard beállítás:    x ol B oldat  (\15ol)      
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     1.4 ml A oldat       

               10 ol KCN        

               25 ol deszt. Víz 

A minták mérése: 1.4  ml A oldat       

      10 ol KCN        

                25 ol minta (felülúszó)      

     \15 ol B oldat 

A standard görbe felvételéhez 0-300 ng SOD tartalmú standardokat 

használtunk. 

  

 

Kataláz mérés sejt szolubilizátumból (Gaunt és De Duve, 1976.)  

Méréshez szükséges oldatok 

5 mg BSA 

1 ml 100mM-os imidazol puffer 

1 ml 1%-os Triton x-100 

20.43  ol H2O2 (30%-os) ad 10 ml bideszt. víz. 

TiOSO4 oldat (2N H2SO4-ban telített titánium oxiszulfát) mérés elQtt 2x-ére 

hígítva bideszt vízzel. 

 

Spektrofotometriás mérés menete 

A vak mérése: 

100 ol minta, 

100 ol bideszt. víz és 

2 ml TiOSO4 oldat. 

 

A totál mérése: 

100 ol bideszt. víz,  

100 ol inkubáló oldat és 

2 ml TiOSO4 oldat. 
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A minták mérése: 

1. Összemérünk 100 ol hígított mintát ( tapasztalataink szerint kb. 4x104 sejt 

szolubilizátuma)  

2. 100 ol inkubáló oldatot és   

3. 2 ml TiOSO4 oldatot. 

25 perc múlva 405 nm-en leolvassuk az abszorbanciákat. 

A standardok 0-50 Unit katalázt tartalmaztak. 

 

 

DNS mérés (Teixeira et al.,1995.) 

Méréshez szükséges oldatok: 

10 mM EDTA oldat (pH: 12.3) 

3 M Na-acetát oldat (pH: 5.2) 

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

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

munkaoldatok: 

1M NH4OH oldat 

 PBS (pH: 7.2-7.4) 

1 mg/ml-es DNS törzsoldat  

1 M KH2PO4  oldat 

2%-os Triton X-100 oldat 

200 og/ml tRNS oldat 

96%-os etanol 

 

A sejtek szolubilizálása 

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

2. 300 ol 2%-os Triton X-100-at adunk a sejtekhez, és ezzel többször 

felszuszpendáljuk, majd szobahQmérsékleten 30 percig állni hagyjuk. 

3. Eppendorf csQben –20 Cfl–on tároljuk, vagy azonnal mérjük. 

 

A DNS mérés menete 

1. 75-250 ol Tritonos szolubilizátumhoz fele térfogatnyi 3 M-os Na-acatátot 

adunk. A sejtszám 104 és 105 nagyságrend körül ideális. 
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2. 20 og tRNS-t adunk hozzá. 

3. 1.5 ml-re feltöltjük ethanollal. 

4. A DNS kicsapás 30 perc –70flC-on, de ha kevés a DNS akkor 12 óra.  

5. Centrifugálás 13 000 g 10 percig. 

6. A felülúszót leszívjuk és a pelletet vákumszárítjuk. 

7. 700ol 10 mM-os EDTA-ban feloldjuk a kicsapott nukleinsavat. 

8.  50 ol 1 M-os KH2PO4 -al semlegesítjük 

9. A mintákhoz egyenlQ térfogatú festékoldatot adunk (750 ol-t) a 200 ng/ml-

es  festékoldatból. 

10.  Spektrofluoriméteren 460 nm-nél mérjük.  

A DNS standardokat 50 és 1000 ng között vesszük fel.     

 

           

Fehérje mérés (Lowry et al., 1951.) 

Méréshez szükséges oldatok 

Pufferoldat: 

200 mM NaOH  

377.2 mM Na2CO3  

2.13 mM K-Na- tartarát x 4 H2O  

ad 100 ml bideszt. víz  

43 mM-os CUSO4 oldat (használat elQtt hígítani kell 1:49 arányban pufferrel) 

Folin-Ciacalteus reagens (használat elQtt hígítani kell 1:6 arányban deszt. 

vízzel) 

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

 

A mérés menete              

Standard készítés:  

1. BSA hígítási sor minden csövében az össztérfogatot 50 ol-re kell 

kiegészíteni deszt. vízzel. 

2. Minta elQkészítés: 10 ol sejt homogenizátum + 40 ol deszt. víz   

Mérés: 

A standard sorozatra (50 ol) és a mintákra (50 ol) rámérünk 500 ol CuSO4 

oldatot, összekeverjük, 20 percig szobahQmérsékleten inkubáljuk, ezután 
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rámérünk 500 ol Folin reagenst és 30 percig inkubáljuk. Spektro-fotométeren 

630 nm-en mérjük.                   
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EREDMÉNYEK 

K562 sejtvonalon végzett vizsgálataink és azok eredményei 

A K562 humán erythroleukemia sejtvonal általános sejttenyésztési körül-

mények között korlátlanul szaporodik. E sejteknek csupán 3 %-a mutat spontán 

erythroid differenciálódást. A differenciálódás során megfigyelhetQ, hogy az adott 

sejtek szaporodása leáll és a normál vörösvérsejtekkel azonos módon 

hemoglobint kezdenek szintetizálni. Több olyan hatóanyagot ismerünk, amely 

képes beindítani ezt a differenciálódást, pl: 1-d-D-arabinofuranosyl-cytosine (Ara-

C) (Rowley et al. 1981; Feriotto et al. 1988; Bianchi Scarrá et al. 1989; Moore et al. 

1991), phorbol észter (Pelicci et al. 1984), fagaronine (Comoe et al. 1987), 

tiazofurin és ribavirin (Oláh et.al. 1988), hemozolomide (Zucchetti et al. 1989), 

pyrizinone (Mizuhashi et al. 1990), stb.  

Zs.-Nagy (1991,1992,1994) hipotézise szerint, a hidrogénperoxid vas által indukált 

heterolízise során keletkezQ OH· szabadgyököknek lényeges fiziológiai szerepe 

lehet a sejtek növekedésében és a maturációjában. HL-60 promyelocyta leukémia 

sejteken (Nagy et al., 1993), valamint K562  erythroleukémia sejteken  (Nagy et 

al., 1995) végzett kísérletek eredményei alátámasztották ennek a teóriának a 

realitását. Kísérleti munkánk egy részét mi is ez utóbbi sejtvonalon végeztük, azon 

egyszer_ okból kiindulva, hogy a K562 sejtekben a differenciálódás során 

keletkezett hemoglobint viszonylag könnyen lehet detektálni.  

Kísérleteinkben 75 cm2–es tenyésztQfelület_, úgynevezett T/75-ös sejtkultúra 

edényeket használtunk. A K562 sejteket 2x105 sejt/ml induló sejts_r_ségnél 

kezeltünk 2x48 óráig Fenton reaktánsokkal (végkoncent-rációkban értve): Fe2+-

ADP komplex (2 mM ADP és 0.1 mM Fe2+) és 0.1 mM H2O2 hozzáadásával. A 

tenyésztQ médiumok (RPMI és M199) vas tartalmát atomabszorpciós méréssel 

határoztuk meg, s a kapott vastartalom 2.25 mg /l-nek vagyis  4.5 omol-nak 

adódott. Ehhez képest a tápfolyadékhoz adott Fenton reaktáns 22-szeresére emeli 

a médium vas szintjét. 

A kezeletlen kontrol sejtek vizsgálata mellett úgynevezett pozitív kontrol kezelést is 

végeztünk 1.8 omol  1-d-D-arabinofuranosylcytosine-nal (Ara-C), amely szerrQl a 

fentiek szerint már bizonyítottan tudjuk, hogy elindítja ezen sejtek erythroid 

differenciálódását.  
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A 96 órás kísérleti periódus lejártakor a kontrol és kezelt kultúrákban talált 

sejtszámokat foglalja össze az 1. táblázat. 

 

1. táblázat. K562 sejtek száma a 2x48 órás tenyésztési periódusok után (3 kísérlet 

átlaga ‒ SD). 

          Kezelés fajtája               Sejtszám  (x104/ml)          Szignifikancia (p<) 

   Normál kontrol     188.6  ‒  14.9 

Ara-C        19.5  ‒    3.9           0.001  

Fenton-kezelt                 16.1  ±    8.3           0.001 

 

Az 1. táblázat adatai egyértelm_en igazolják, hogy mind az Ara-C, mind a Fenton 

reaktánsokkal való kezelés nagy mértékben, statisztikailag erQsen szignifikánsan,  

lelassítja a sejtek szaporodási ütemét, vagyis gátolja a sejtproliferációt. Annak 

detektálására, hogy az erythroleukémia sejtekben megindult a hemoglobin 

szintézis, benzidin festést végeztünk a sejtszuszpenzióban és Bürker kamrában 

számoltuk a kékre színezQdött, vagyis hemoglobint tartalmazó sejteket. 

A 2. táblázatban a 96 órás kísérleti periódus végén kapott benzidin pozitív sejtek 

számát tüntettük fel az összes sejtek százalékában.  

 

2. táblázat. A benzidin-pozitív K562 sejtek százalékos aránya a 2x48 órás 

tenyésztési periódusok után (legalább 3 kísérlet átlaga ‒ SD). 

          Kezelés fajtája               Benzidin pozitivitás (%)          Szignifikancia (p<) 

Normál kontrol                           3.2  ‒  1.1 

Ara-C                                       42.2  ‒  8.8                                  0.001 

Fenton-kezelt                          28.1  ‒  4.5                                  0.001 

 

Jóllehet az 1. és 2. táblázat eredményeinek tendenciái megegyeztek azokkal, 

amelyeket a korábbi kísérletekben kollégáink leírtak, a színreakció kiértékelése 

során azt tapasztaltam, hogy a Bürker kamrában történQ mikroszkópos fókuszálás 

(”élesre állítás”) során a preparátum ”vastagsága” miatt interferenciagy_r_k 

jelennek meg, amely jelenség miatt a különbözQ mélység_ beállítási síkokban 

különbözQ sejtek t_nhetnek kéknek.  
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Ez némileg bizonytalanná teszi a benzidin-reakciónak Bürker kamrában végzett 

számolási módszerét.  

Ez a probléma inspirált más detektálási technika keresésére az irodalomban.  

Hemoglobin kimutatására a 2,7-diaminofluorén (DAF) nev_ vegyületet Kaiho és 

Mizuno (1985) alkalmazta elQször az erythroid differen-ciálódás kimutatásához 

Friend sejteken (L 745A sejtvonalon). Bár az új vegyület bevezetésének indoka az 

volt, hogy a benzidin bizonyítottan erQs mutagén és karcinogén vegyület, és ennek 

ellenére a hisztokémiai és toxiko-lógiai laboratóriumokban mindmáig általánosan 

használatos a hemoglobin kimutatására. A benzidinnel történQ hemoglobin 

meghatározás a hemoglobin pseudoperoxidáz aktivitásán alapul, ahol a benzidin a 

hidrogén donor. A dia-minofluorén szintén a hidrogén donor szerepét tölti be a 

peroxidáz assaykben. A reakció során hidrogén peroxid jelenlétében a peroxidáz 

katalizálja a fluorén kék képzQdését a diaminofluorénbQl (Kaiho és Mizuno 1985) a 

következQ módon:  

     

 

 
Mind a benzidin mind a DAF festés a sejtek dehidrálása nélkül is 

elvégezhetQ. Azzal a különbséggel, hogy míg a benzidin interferál a 

tápfolyadékkal, elsQsorban annak savó komponensével, addig a DAF reakciót nem 

zavarja a savó jelenléte. Így lehetQséget teremt több minta gyors szimultán 

mérésére multiwell platekben, vagy erythroid kolóniákban hemoglobin 

kimutatására zselés állagú médiumon.    

A DAF használatának elQnyei más területeken is bizonyítást nyertek.   

Például, Worthington et al. (1987) méréseikkel bizonyították, hogy a DAF-

hemoglobin fotometriás meghatározás mintegy 80-szor érzékenyebb mint a 

benzidin-hemoglobin  reakció. A közelmúltban pedig Montano és Morrison (1999) 

használták a DAF-hemoglobin reakciót antitest-függQ complement-aktivált 

hemolízis quantitatív mérésére, s azt közölték, hogy még a 51Cr-jelzést használó 

technikával is összemérhetQ az érzékenysége, ugyanakkor pedig egyszer_sége 

miatt annál lényegesen elQnyösebb.  
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A K562 sejteken Ara-C-vel és Fenton reaktánssal történQ kezelések után 

hemoglobin kimutatást végeztünk DAF festéssel. Az ilyen módon festett 

preparátumokról készült fotókat mutatunk be a következQ felvételeken 

 

3. és 4. ábra. Kezeletlen, kontrol K562 sejtek DAF festés után. 

 

Kezeletlen kontrol sejteken elvégezve a hemoglobin kimutatást DAF-al 

szembet_nQ, milyen csekély a hemoglobint tartalmazó sejtek száma. Ezt láthatjuk 

az 3. és a 4. ábrán. A jelenségnek az az oka, hogy ezek a sejtek az erythropoesis 

folyamatában a blaszt stádiumban megrekedtek, s mind-össze néhány 

százalékuk, mely a spontán differenciálódás jeleit mutatja, vagyis DAF-al 

hemoglobin tartalmuk kék színreakciót ad.  
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5.és 6. ábra. Ara-C kezelés hatása a K562 sejtek hemoglobin szintézisére. 

 

Ara-C kezelés hatására elindul a hemoglobin szintézis a sejtekben, melyet 

DAF festéssel detektáltunk, és a 5. és 6 ábrán mutatunk be. A kontrolhoz 

viszonyítva sok kék sejtet láthatunk a preparátumban melynek az az oka, hogy a 

blaszt sejtek nagy számban elkezdték szintetizálni a hemoglobint  vagyis 

továbbléptek az erythropoesis-ben megakadt állapotuk-nál, a blaszt állapotnál. 

Nagyszámú hemoglobin pozitív, diaminofluorénnel kék színreakciót adó 

sejtet láthatunk az 7. és a 8. ábrán, annak bizonyságaként hogy erythro-eukemia 

sejtek tenyészetében a generált OH· szabadgyökök elindítják a sejtek 

differenciálódását, úgymint azt az Ara-C-vel végzett kezelésnél láthattuk, melynek 

egyik jele ezen sejteknél a DAF-al detektálható hemoglobin szintézis.  
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7. és 8. ábra.  Fenton kezelés hatása K562 sejtek hemoglobin szintézisére.  

 

Mivel a Tanszékünkön végzett korábbi vizsgálatok során már megállapítást 

nyert, hogy a K562 sejtek differenciálódása során a szuperoxid dizmutáz (SOD) és 

a kataláz aktivitása jelentQsen megemelkedik (Nagy et al., 1995),  ezen enzimek 

aktivitását nem mértük meg újra, de a teljesség kedvéért bemutatjuk a jellemzQ, 

korábbi eredményeket. Fontos kiemelni, hogy mindkét enzim lényegében a OH· 

szabadgyök termelésének fontos szabályozója, mivel a SOD-tól függ a H2O2 

szuperoxid anionokból történQ termelQdési sebessége,  míg a kataláz szabályozza 

e termék aktuális szintjét a sejtekben és a sejteken kívül. Más szóval, az élettani 

körülmények között lejátszódó Fenton-reakció intenzitása (Walling, 1979) e két 

enzim egyensúlyától, illetve egymáshoz viszonyított relatív aktivitási szintjétQl függ. 

A 3. és 4. táblázat e két enzim aktivitás változásait mutatja be Nagy et al. (1995) 

munkája alapján. 
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3. táblázat. A K-562 sejtek SOD aktivitásának változása a 2x48 órás tenyész-tési 

periódusok után (legalább 3 kísérlet átlaga ‒ SD) (Nagy et al., 1995). 

Kezelés fajtája        SOD og /mg fehérje  SOD ng /106 sejt 

    Normál kontrol   15.42  ‒  1.71             319.7  ‒    35.4 

    Ara-C             31.16  ‒  2.99           1172.9  ‒  112.6 

Fenton-kezelt         58.13  ‒  2.89           2316.5  ‒  201.1  

 

 

4. táblázat. A K-562 sejtek kataláz aktivitásának változása 2x48 órás tenyész-tési 

periódusok után (legalább 3 kísérlet átlaga ‒ SD) (Nagy et al., 1995) 

Kezelés fajtája    Unit kataláz/mg fehérje      Unit kataláz/106 sejt 

Normál kontrol   31.8  ‒  0.9                    13.2  ‒  0.4 

Ara-C             42.4  ‒  1.7           31.0  ‒ 1.2 

Fenton-kezelt         17.9  ‒  1.6             7.0  ‒  0.7 

 

A 3. és 4. táblázatokból egyértelm_en látható, hogy mind az Ara-C, mind a 

Fenton kezelés hatására megváltozik mind a SOD, mind a kataláz aktivitása a 

K652 sejtekben. Míg azonban a SOD jelentQsen növekszik mindkét kezelés 

hatására (3. táblázat), addig a kataláz az Ara-C esetében mérsékelten növekszik, 

a Fenton kezelés során pedig csökken (4. táblázat). Ezzel együtt  a SOD/kataláz 

arány jelentQsen a SOD javára tolódik el, vagyis mindkét differenciálódást elQidézQ 

kezelés hatására lényegében a H2O2 szintjének jelentQs emelkedésével kell 

számolnunk, ami egyet jelent a OH‚ szabadgyök fluxus jelentQs növekedésével. 

Annak bizonyítására, hogy a Fenton kezelés illetve az ehhez kontrolként 

alkalmazott Ara-C kezelés megváltoztatja a K562 sejtek méretét és a cytoplazma 

kompaktságát, flow-cytometriás méréseket végeztünk. A flow-cytometer (vagy 

áramlási citométer) m_ködési elve a következQ: A sejtek strukturális és/vagy 

funkcionális jellemzésére szolgáló készülék, melynek fényforrása valamilyen lézer. 

A készülék vákuum segítségével szívja be a sejteket az áramlási kamrába, 

amelyben a köpenyfolyadék cirkulál. A hidrodinamikus fókuszálást biztosító 

rendszer segítségével a sejtek a megfelelQ pH-jú és ionerQsség_ köpenyfolyadék 

áramában, megfelelQ alakú áramlási kamrában egyesével haladnak el a lézer 
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fényforrás elQtt. A sejtekrQl vagy a sejtpartikulákról a megvilágító fény kis és nagy 

szögben szóródik. Az áramlási citométer monokromatikus lézerfénysugarának kis 

szögben vagy elQre szórt része (FSC = forward scatter) a sejtek méretével, a nagy 

szögben vagy oldalra szórt frakciója (SSC = side scatter) a sejtek fénytörésének 

inhomogenitásával (amit granularitásnak is nevezhetünk) arányos. Általában 

10,000 sejtet gy_jtünk be és a vizsgálni kívánt sejtpopulációt digitalizált ”kapuk”  

felhelyezésével jelöljük ki.  

Két teljesen független (március 19-i és április 3-i) kísérletbQl származó 

sejteket vizsgáltunk. A m_szerrel nyert regisztrátumokon ezen sejtek méretbeli 

eloszlását (FSC) és granuláltságát (SSC) láthatjuk. ElsQként (9. ábra) a sejtek 

méretbeli eloszlását mutatjuk be.  

 

 

9. ábra. Kezeletlen, kontrol sejtek, valamint Ara-C-vel és Fenton reaktánssal 

kezeltek méretbeli eloszlása, márciusi kísérlet. 
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A sejtek méretének növekedése mindkét kezelt csoportban a kontrolhoz 

képest szembet_nQ. A 9-12. ábrákon a kezeletlen sejtek (lilára satírozott 

görbealatti terület), valamint Ara-C (sötétlila szín_ görbe) illetve Fenton kezelés 

(tintakék görbe) hatásait mutatjuk be. 

Ugyanezen tenyésztésbQl származó sejtek SSC grafikonját mutatja be a 10. 

ábra. Ezt követQen ugyanilyen sorrendben a párhuzamos kísérlet eredményei 

láthatók (11. és 12. ábra). 

 

 

10. ábra. Kezeletlen kontrol sejtek, Ara-C kezeltek és OH· szabadgyök fluxusnak 

kitett (Fenton kezelt) sejtpopuláció granuláltság szerinti eloszlása, márciusi 

kísérlet.  

 

A sejtek belsQ állományának kompaktabbá válását, vagyis a granularitás 

növekedését a kezeletlen populációhoz képest szépen igazolja a 8. ábra három 

görbéje. Lilával itt is a kontrol, kékkel a Fenton-kezelt és feketével az Ara-C-vel 

kezelt sejteket ábrázoltuk. Egyértelm_en megállapítható, hogy a cytoplazmában 

olyan szerkezetbeli változások mentek végbe, melyek a differenciálódás velejárói, 

jelen esetben a hemoglobin felhalmozódása, ami megváltoztatta a sejtek 

viselkedését az adott flow-cytometriás üzemmódban. 
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11. ábra. Kezeletlen kontrol sejtek, Ara-C- és Fenton kezeltek méretbeli eloszlása, 

az áprilisi kísérlet eredményei. 

 

A görbék melyeket a 11. ábrán láthatunk a márciusival azonos módon 

kivitelezett kísérletek sejtjeinek méretbeli eloszlását mutatják. Tendenciájában az 

elQzQ kísérlettel egyezQ eredményt kaptunk, vagyis mind Ara-C mind Fenton 

kezelés hatására az átlagos sejtméret növekedett.  

A citoplazma kompaktságát mutatják a 12. ábra grafikonjai. Itt is tökéletes 

egyezésben van a két független kísérlet eredménye, vagyis mind a közismert 

differenciáltató szer, az Ara-C, mind a OH· szabadgyök-indukció fehérjeszintézist 

indukál a sejtekben, más szóval elindítja a differenciálódás folyamatát, ami 

erythroblastokban hemoglobin-szintézist jelent. Ezek az eredmények is további 

kísérleti bizonyítékokat képviselnek arra vonatkozóan, hogy a OH· szabadgyökök 

indukálni képesek a blaszt-sejtek differenciá-lódását. 
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12. ábra. Kontrol, Ara-C és Fenton kezelt K562 sejtek granuláltsága, áprilisi kísérlet 

eredményei. 

 

Humán fibroblasztokkal és fibroblaszt típusú, daganatos jelleg_ 

sejtvonalakkal végzett kísérleteink és azok eredményei 

 

A daganat típusú sejteken (HL-60, K562) kapott eredményeket más, 

lehetQleg primér humán sejttenyészetekre is ki kívántuk terjeszteni, azért, hogy 

általánosíthassuk megfigyeléseinket. ElsQ lépésként egy széles körben tenyésztett 

és használt sejtre, a fibroblasztra esett a választásunk. Strabizmus m_tétek során 

eltávolított szemizom darabból növesztettünk ki fibroblasztokat. Hamarosan 

kiderült, hogy ezek a sejtek ellentétben a daganattípusú sejtekkel, rendkívül lassan 

szaporodnak. Ez az jelenti, hogy a szövetdarab letételétQl számítva körülbelül 1 

hét múlva jelennek meg az elsQ sejtek, és egy Petri-csészényi konfluens 

tenyészethez bizony körülbelül 6 hét kell. Ezt követQen lehet az elsQ tripszinezés 

után szétosztani a sejteket tenyésztQ flaskákba, és miután ezekben elérték a kellQ 

számot, a kezelésekhez csak akkor lehet hozzákezdeni. Természetesen megfelelQ 

számú sejtekkel benövesztett flas-kára van szükségünk a párhuzamos minták 

biztosítása céljából.  
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KövetkezQ modellünk olyan szemizom volt melyet endocrin ophtal-mopathiás 

(EOP-os) betegek korrekciós m_tétekor távolítottak el. Ezután szintén EOP-os 

betegekbQl dekompressziós m_tét során eltávolított zsírszövetet, majd ehhez 

kontrolként nem EOP-os beteg egyéb okból végzett szemm_téte során kivett 

zsírszövetet használtunk. Végezetül a szem-eredet_ szövetek kontroljául alhasi 

bQrbQl növesztett fibroblasztok szolgáltak. Összefoglalva tehát a következQ 

származású fibroblasztokat vizsgáltunk:  

nem EOP-os  retrobulbáris izom,  

EOP-os retrobulbáris izom,  

nem EOP- os zsírszövet,  

EOP-os retrobulbáris zsírszövet,  

alhasi bQrszövet.  

 

Meg kívánom jegyezni, hogy az ”EOP-os szövet” kifejezés endocrin 

ophtalmopathiás beteg feltehetQen autoimmun folyamatai által érintett szöveteit 

jelenti.  

A primér fibroblasztokat a másodiktól a 12. passzázsig használtuk. 

Kísérleteink során minden kultúrát pontosan meghatározott és azonos 

sejtszámmal indítottunk. Megfigyeléseink szerint a kezeletlen kultúrákban a 

sejtszám 2x72 óra múlva elérte az 1,5-3x106  sejt / flaska értéket, míg a Fen-ton 

reakcióval kezeltek mindössze1-3x105. Ezt a proliferáció lassulást korábban 

vizsgált sejtvonalaknál is következetesen megfigyeltük. Az enzimaktivitás 

mérésekhez több párhuzamosan kezelt flaska tartalmát egyesítettük a kívánatos 

kb. 1x106 sejtszám eléréséhez. 

Meg kell itt jegyezni, hogy a szaporodás lassulása mellett, jelentkeztek 

különbözQ sejtdifferenciálódással együttjáró morfológiai változások, úgymint a 

sejtek méretének növekedése és az intracelluláris mátrix kompaktabbá válása, 

mely olyan fokú, hogy normál fénymikroszkóppal is jól látható volt. A jelenséget a 

K562 sejteknél flow-cytometriás mérésekkel már bemutattuk. 

A generált szabadgyököknek a fibroblasztokra kifejtett hatását a 

gyökfolyamatokban kulcsszerepet játszó két enzim, a kataláz és a SOD 

(szuperoxid dizmutáz) mennyiségének meghatározásával kezdtük. 
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A fibroblasztokban mért kataláz enzimaktivitás értékeit kétféle módon 

fejeztük ki. Úgymint: Unit kataláz/106 sejt, és Unit kataláz/og DNS. A fibroblasztok 

eredetét követQ zárójeles szám a donorok száma. 

 

5. táblázat. 2x72 órás kezelés után mért kataláz aktivitások Unit kataláz/106 sejt

 számra kifejezve. 

Fibroblasztok             Unit kataláz / 106 sejt 

származása   Kontrol                       Kezelt 

Normál zsírszövet (5)              10.20 ‒ 0.16             16.10 ‒ 0.40 

EOP zsírszövet (4)                  10.75 ‒ 0.31   12.93 ‒ 0.29 
Normál izom (4)                       10.96 ‒ 0.20  25.32 ‒ 0.60 
EOP izom (3)            17.63 ‒ 0.44  28.28 ‒ 0.98 
BQr (3)             11.43 ‒ 0.19  17.79 ‒ 0.26 
______________________________________________  

 

Az 5. táblázatból kit_nik, hogy a különbözQ eredet_ kezeletlen, kontrol 

fibroblasztok közel azonos kataláz aktivitás értéket mutattak, kivéve az EOP 

izomból kinQtt sejtek értékeit, melyek sejtszámra vonatkoztatva követke-zetesen 

magasabbak voltak. A kezelés hatására azonban minden sejtféle-ségnél 

szignifikáns kataláz emelkedést találtunk. 

 

6. táblázat. Kataláz aktivitások 2x72 órás kezelés után Unit kataláz/og DNS-re 

vonatkoztatva. 

______________________________________________ 

Fibroblasztok                Unit kataláz / og DNS 

származása   Kontrol                           Kezelt 

_______________________________________________        
Normál zsírszövet (5)               1.32 ‒ 0.07                   2.10 ‒ 0.13 
EOP zsírszövet (4)                   1.37 ‒ 0.09        3.34 ‒ 0.29 
Normál izom (4)                        1.22 ‒ 0.03       3.04 ‒ 0.14 
EOP izom (3)             1.40 ‒ 0.23       3.50 ‒ 0.68 
BQr (3)              1.61 ‒ 0.15       2.56 ‒ 0.10 
_______________________________________________ 
 

Amikor a kataláz aktivitásokat Unit kataláz / og DNS-ben fejeztük ki, ezt 

mutatja a 6. táblázat, a különbözQ fibroblaszt típusok kataláz értékei közelebb 
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kerültek egymáshoz. A Fenton kezelt sejtpopulációk szignifikánsan ismét 

emelkedést mutattak.  

 

7. táblázat. SOD aktivitások 2x72 órás Fenton kezelés után, og SOD/106 

sejtszámra vonatkoztatva. 

_____________________________________________________ 

Fibroblasztok                      og SOD / 106 sejt 

származása                               Kontrol                             Kezelt 

Normál zsírszövet (5)               13.92 ‒ 0.42                 18.83 ‒ 0.43 

EOP zsírszövet (4)                   7.84 ‒ 0.36         9.83 ‒ 0.21 

Normál izom (4)                        4.41 ‒ 0.11        6.24 ‒ 0.21 

EOP izom (3)           18.28 ‒ 0.77      23.62 ‒ 0.13 

BQr (3)              2.72 ‒ 0.07        4.77 ‒ 0.33 

____________________________________________________ 

 

A tenyésztett fibroblasztjaink SOD aktivitásai (7. táblázat) a kontrol 

csoportban széles tartományban széthúzódtak, aminek a magyarázatát nem 

ismerjük. Azonban a Fenton kezelt kultúrák, összehasonlítva a kontrolokkal, 

minden esetben szignifikáns növekedést mutatnak. 

8. táblázat. Kontrol és kezelt fibroblasztok SOD aktivitását tüntettük fel ng SOD/ng 

DNS egységben kifejezve. 

_____________________________________________________ 

Fibroblasztok                     ng SOD / ng DNS 

származása                                Kontrol                           Kezelt 

Normál zsírszövet (5)               1.72 ‒ 0.06                  2.31 ‒ 0.12 

EOP zsírszövet (4)                   1.00 ‒ 0.06       2.55 ‒ 0.24 

Normál izom (4)                        0.51 ‒ 0.02      0.73 ‒ 0.03 

EOP izom (3)             1.36 ‒ 0.14      2.58 ‒ 0.28 

BQr (3)              0.39 ‒ 0.04      0.68 ‒ 0.01 

_____________________________________________________ 
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A SOD aktivitások mint azt a 8. táblázat mutatja, ebben az összefüggésben 

is széles tartományt ölelnek fel a kontrol csoportnál néhány sejttípus esetében A 

Fenton kezelt csoport ellenben mindegyik sejttípusnál szignifikáns emelkedést 

mutat a DNS mennyiségére vonatkoztatva. 

Az enzimszint változások szemléletesebbé tételére, a táblázatokban szereplQ 

adatokból a kataláz enzimaktivitás változását a kezelt csoport esetében DNS-re 

vonatkoztatva ábrázoltuk úgy, hogy a kontrol csoportot 100%-nak tekintettük, ezt 

láthatjuk az 13. ábrán.  

 

    13. ábra. Kezelt fibroblasztok kataláz aktivitásai a kontrol csoport százalé-kában 

kifejezve. 

 

A kataláz enzimaktivitási szintek a kezelések hatására jelentQsen 

megnövekedtek. Ez a növekedés 43.8-150.0 %  között változik, s minden esetben 

statisztikailag erQsen szignifikánsnak adódott. 

A katalázhoz hasonlóan SOD esetében is készítettünk egy szemléle-tesebb 

összehasonlítást a kontrol és kezelt csoport között.  
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14. ábra. SOD változása a kezelt csoportban, a kontrolokat 100 %-nak tekintve.  

 

A grafikonon, melyet a 14. ábra mutat be, megfigyelhetjük a SOD 

változásának tendenciáját, amely a katalázéval megegyezQ. 

Összefoglalva a két enzim mérésébQl származó eredményeket, a SOD és 

kataláz génexpressziójának növekedését tapasztaltuk gyökkezelések hatására. 

Korábbiakban csak malignus sejtvonalakon (HL-60, K562, PC-12, stb.) vizsgáltuk 

a Fenton kezelés hatását, de ezek a humán primér fibro-blasztok kiterjesztik 

ismereteinket a nem-malignus tulajdonságú sejtekre is, s így lehetQségünk nyílik a 

gyökökrQl szerzett megfigyeléseink általánosabbá tételére. Jóllehet a finomabb 

mechanizmusok feltárása még hátra van, véleményünk szerint azt biztosra 

vehetjük, hogy ennek a két enzimnek megnövekszik a  génexpressziója, ami egyet 

jelent a gyökök turnoverének a megnövekedésével, s ez a jelenség alapvetQ 

szerepet játszhat a sejtdifferen-ciálódás mechanizmusában. Erre egyértelm_en 

utal az a tény, hogy kémiailag teljesen különbözQ differenciálódást indukáló szerek 

esetében is ugyanezen tendenciák figyelhetQk meg.  
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Sejtproliferációs vizsgálat Ki-67 proliferációs magantigén immunhiszto-

kémiai kimutatásával 

 

Azon megfigyelésünk bizonyítására, hogy szabadgyök fluxus hatására a 

sejtek szaporodási üteme lelassul, immunhisztokémiai technikával proliferá-ciós 

antigén kimutatást végeztünk. Az immunhisztokémia módszereivel szö-veti 

antigének in situ detektálhatók, specifikus antigén-antitest kötés alapján. Az 

immunkötQdés mikroszkópos vizsgálatát a rendszerbe épített enzimek, ill. 

fémkolloidok színes terméket eredményezQ katalitikus reakciója, vagy fluoro-

krómok teszik lehetQvé. 

Mivel a fehérjék a legjobb antigének és a fehérjék fordulnak elQ legnagyobb 

mennyiségben az élQ szervezetben, nem meglepQ, hogy az immunhisztokémia 

elsQsorban a fehérjék és ezek szénhidrátokkal és lipidekkel alkotott molekulái 

lokalizációjának speciális eszköze. Egy antitest-klón a fehérjemolekulán általában 

egy 8-15 aminósav szekvenciájával jellemzett un. antigén epitópot ismer fel. A 

kötés specifitását egyenként kisenergiájú, nem-kovalens kötQerQk koncentrált 

megjelenése jellemzi. Egy több száz aminó-savból álló fehérje pl. számtalan eltérQ 

epitópján keresztül ismerhetQ fel. 

Az immunhisztokémiai reakciósor elsQ lépésében enyhe koagulációs 

szövetrögzítést kell alkalmazni, sejt és szövettenyészet esetében erre az aceton a 

legalkalmasabb. Ezután az endogén peroxidázokat blokkoljuk, meta-nolos, 0.5%-

os hidrogénperoxiddal. Az antitest és a metszet között nemcsak antigénspecifikus 

kapcsolat alakulhat ki, ezért az immunreagensek alkalma-zása elQtt a metszet 

nemspecifikus kötQhelyeit nagy koncentrációjú indifferens fehérjével telítenünk 

kell, erre a célra vagy 1.5%-os BSA-t vagy  normál állati szérumot (legtöbbször a 

második antitestet szolgáltató állatfajból) használunk. Ezzel a metszet készen áll a 

tényleges antitest-antigén reakcióra. A ma a legelterjedtebb rutineljárás alapja, az 

avidin-biotin kötés nagy affinitása és stabilitása. A biotin kis molekulatömeg_ (244 

dal) vitamin (H-vitamin). A streptavidin (~60KD), mely 4 biotinmolekulát képes 

megkötni a Streptomyces avidinii tenyészetbQl izolálható. A módszer három 

inkubációs lépésbQl áll: 1. primér antitest, 2. biotinnal jelölt kapcsolódó antitest 3. 

S-ABC komplex. Az S-ABC komplexet streptavidin és biotinilált peroxidáz 1:3 

arányú keveréke adja. A reakciótermék láthatóvá tételére immunoperoxidáz 

reakciók esetén H2O2 szubsztrátot és DAB barna, vagy AEC vörösbarna 
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kromogént használunk. A reakcióban elbontott szubsztrát oxidálja az 

elektrondonor kromogént, melybQl rosszul oldódó polimerizált csapadék válik ki, 

jelezvén a reakció lokalizációját és intenzitását. Befejezésül a metszeteket le kell 

fedni, a DAB-al festetteket víztelenítés után, míg az AEC-vel festetteket vizes 

lefedéssel (Krenács, 2000).  

 

15. ábra. Az ABC módszer lényege. A reakció sémáját ábrázoló rajzot a Vector 

Laboratories 2001/2002 évi katalógusából idézzük. 

 

Tenyésztett és szabadgyök-kezelt szemizomból kinövesztett fibro-blasztjaink 

vizsgálatára a proliferációs mag-antigének közül azért választottuk a Ki-67 

antigént, mert retrobulbaris fibroblasztok szaporodási folyamatának nyomon 

követésére Heufelder és Bahn (1994) ezen proliferációs antigént már sikerrel 

alkalmazta. Eredményeiket parallel végzett egyéb proliferációt kimu-tató 

módszerekkel, úgymint tríciált timidin-inkorporáció meghatározás, mono-klonális 

ellenanyag immunohisztokémiai assay direkt proliferációs sejtmag antigénre, és 

egy automata kolorimetriás enzim-kötés immunosorbent assay (Promega) 
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hasonlították össze, és nem találtak szignifikáns eltérést az alkalmazott metodikák 

között. A Ki-67 antigén kimutatás alapja, hogy ez a poliferációs antigén jelen van 

minden proliferáló sejtben vagyis a G1, S, M és G2  fázisokban, de az 

intermitotikus sejtekben vagyis a G0 fázisban nem található.  

 

16. ábra. Ki-67 antigén jelenléte a sejtciklus során. Az ábrát a Novocastra 

Laboratories Ltd. 2001. évi katalógusából idézzük. 

 

Az immunhisztokémiai reakció kivitelezéséhez a fibroblasztjainkat 80 %-os 

konfluencia eléréséig 10 % FBS tartalmú médium199-ben növesztettük. Ezt 24 

órás 0.1 %-os FBS tartalmú médiumban történQ növesztés követte, majd egy 24 

órás komplett savó mentes  periódus. Ezt az elQkészítést szinkroni-zációnak 

nevezzük. Az így szinkronizált sejtpopulációt kezeltük Fenton reaktánssal 0.1% 

savót tartalmazó médium 199-ben. Az egész protokoll egy igen speciális 

tenyésztQ-festQ ”küvettában” történt, mely egy tárgylemezbQl és az arra rögzített 

kétkamrás fedéllel rendelkezQ tenyésztQ edénykébQl áll, melynek térfogata kb. 2x3 

ml.  
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Ez a konfiguráció lehetQvé tette, hogy a tárgylemezre növesztett sejteken 

egyszerre lehetett kontrol és kezelt sejtcsoportot kialakítani, és a megszokott 

módon széndioxid termosztátban tenyészteni Qket, s a kísérlet végén a kamra-

rész leválasztásával, olyan lett, mint egy közönséges tárgylemez. Fantasztikus 

találmány, csak sajnos számunkra szinte megfizethetetlenül drága.  

A kezelési periódus végén a sejteket fixáltuk és elvégeztük a Ki-67 

proliferációs antigén immunhisztokémiai kimutatását. Az általunk tenyésztett 

kontrol fibroblasztoknak melyeket a 17. és 18. ábrán mutatunk be kb. 40-50 %-a 

mutatott pozitivitást.  

 

17. és 18. ábra. Kontrol és kezeletlen sejtek Ki-67 pozitivitása. 

 

A Fenton-kezelt sejteknél a Ki-67 antigén-pozitív sejtek számának 

csökkenése jól látható, ami a proliferáció lassulásának a jele, s a differenciálódás 

elsQ lépcsQje. 

A EOP-os betegbQl származó kezeletlen fibroblasztok proliferációjukat 

tekintve, mint azt a 21. és 22. ábrán láthatjuk nem mutattak eltérést a normál, 

egészséges, kontrolhoz képest. 
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19. és 20. ábra. Kontrol sejtek Ki-67 pozitivitása Fenton kezelés után. 

 

A EOP-os betegbQl származó fibroblasztok Fenton kezelés után szintén 

jelentQs proliferációs aktivitás-csökkenést mutattak (23. és 24. ábra), ami 

véleményünk szerint jelen esetben a sejtdifferenciálódás megindulásának elsQ 

fázisa. 

Meg kell itt jegyezni, hogy a mi sejtjeink Ki-67 pozitivitás értékei sohasem 

emelkedtek 50 % fölé, míg Heufelder és Bahn (1994) az általuk tenyésztett 

retrobulbáris fibroblasztoknál szinkronizáció után a sejtek 85%-ban talált Ki-67 

pozitivitást. Személyes konzultáció során Prof. Heufelder ennek a különb-ségnek 

az okát az általuk használt különleges minQség_, ú.n., Hyclone savó-nak 

tulajdonította, amihez mi, ugyancsak anyagi okokból nem jutottunk hozzá. Az 

eltérQ számszer_ség azonban az általunk megfigyelt tendenciákat nem érinti.
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21. és 22. ábra. EOP-os beteg szemizmából származó fibroblasztok Ki-67 

pozitivitása kezeletlen állapotban. 
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23. és 24. ábra. EOP-os beteg szemizmából származó fibroblasztok Ki-67 

pozitivitása Fenton kezelés után. 

 

Ismert tény, hogy a retobulbáris fibroblasztok bizonyos körülmények között 

nagy mennyiség_ GAG produkcióra képesek (Smith et al., 1991). EOP-ban a 

fokozott GAG termelésének és a GAG-ok rendkívüli vízkötQké-pességének igen 

fontos szerepet tulajdonítanak a tünetek (exophtalmus) kialakulásában (Kahaly et 

al., 1992). Ennek ismertében azt kívántuk megvizs-gálni, hogy in vitro 

körülmények között, szabadgyök kezelés hatására a retrobulbáris fibroblasztokban 

fokozódik-e a GAG-ok produkciója. Ennek tanulmányozására a fibroblasztokat 

különbözQ ideig Fenton reaktánssokkal kezeltük s ezután a sejteken GAG-

kimutatást végeztünk 1,9-dimetilmetilénkék (DMB) festékkel, amely a GAG-okkal 

kékeslila metakromáziás színreakciót ad.  

Mivel hosszantartó, 3 hónapos kezelések eredményét is szerettük volna 

detektálni, ezt a hisztokémiai reakciót in situ vagyis a tenyésztQ flaskában kellett 

elvégeznünk. A kísérleti periódus lejártakor a sejteket a tenyésztQ flaskában (T/75) 

fixáltuk, és utána a flaska oldallemezét körbevágtuk, majd lebontottuk az egész 
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felsQ részt a nyakkal együtt. Így egy nagy „tárgylemezt” kaptunk melyen a festés 

könnyedén kivitelezhetQ volt és utána a lefedést is meg lehetett oldani.  

A következQ ábrákon EOP-os betegbQl vett izomból kinQtt fibroblasztok GAG 

termelését mutatjuk be. A dimetilmetilénkék (DMB) festés az eredeti 

tenyésztQfelületen történt.  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

25. ábra. DMB reakció kezeletlen kontrol fibroblaszt tenyészetben. 

 

Kezeletlen kontrol fibroblaszt tenyészetekben a DMB festQdés csak igen 

kismérték_ metakormáziát mutat, ami arra utal, hogy ebben a fázisban a GAG 

termelQdés még igen alacsony szint_ (25. ábra). Egy hetes idQtartamú OH· 

szabadgyök fluxus hatására a fibroblasztokban szintetizálódott GAG-ok 

„mennyiségét” mutatja a 26. ábra, ahol jól látható, hogy a metakromáziás festQdés 

intenzitása lényegesen kifejezettebb, mint a kezeletlen kontrol tenyészetekben. 

Tovább folytatva a kezelést egy hónapig, ez a tendencia tovább erQsödik, s 

ugyanakkor a sejtek már morfológiai eltéréseket is mutatnak (27. ábra), aminek fQ 

jellemzQje a sejtek orsóalakjának megvál-tozása, és a többszörös nyúlvánnyal 

rendelkezQ sejtek megjelenése. Ezen morfológiai elváltozás a három hónapig 

kezelt tenyészetekben egészen kifejezetté válik, s ugyanakkor erQs GAG-

pozitivitással is társul (28. ábra).  
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26. ábra. Egy hétig Fenton reaktánssal kezelt tenyészet GAG tartalmának DMB 

reakciója. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

27. ábra. Egy hónapos Fenton kezelés hatására a fibroblasztokban termelQdött 

GAG-ok DMB reakciója. 
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28. ábra. Három hónapig OH· gyökökkel kezelt tenyészet GAG metakro-máziás 

festése. 

 

Ezek a vizsgálatok jól mutatják a retrobulbáris fibroblasztoknak azt 

képességét, hogy szabadgyök kezelés hatására, vagyis differenciálódásuk során, 

még erQsebben képesek GAG-okat szintetizálni, mint a differenciálatlan 

fibroblasztok. Ez a megfigyelés fontos adalék lehet a retrobulbáris 

térfogatnövekedés pathomechanizmusának megértésében, mivel a GAG-ok egy 

része az extracelluláris térben is képes jelentQs duzzadásra. 

A sejtek GAG produkciójának számszer_sítésére kvantitatív spektrofoto-

metriás GAG meghatározást végeztünk A módszer lényege a következQ: 

szövetekbQl vagy tenyésztQ médiumból papainos feltárással glükózamino-glikán 

oldatot készítünk. A feltárt mintákból készített aliquotokat összekeverjük a DMB 

festékkel. A reakció mérhetQségét az abszorpciós maximum metakro-matikus 

shiftje teszi lehetQvé, melynek oka a festéknek a szulfatált glükóz-amino-

glikánokkal alkotott komplexe. A módszer elQnyei a következQk: a DMB reagens 

stabíl, a módszer lényegében interferenciamentes és érzékenysége kisebb mint 

1og/l (Farndale et al., 1982).                  

 Spektrofotometriás méréshez kezeletlen és egy hétig Fenton reaktánssal 

kezelt két féle fibroblasztot, retrobulbáris izomból származót és szintén 

retrobulbáris eredet_, de zsírszövetbQl növesztett sejteket dolgoztunk fel. A 
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fibroblasztokat papain-acetylcystein segítségével feltártuk. Az így kapott oldat 

GAG tartalma a hozzáadott dimetilmetilénkékkel liláskék színreakciót ad, melynek 

intenzitását spektrofotométerrel 535 nm-en mértük. A mért glükózaminoglikán 

tartalmat sejtszámra vonatkoztatva, relatív egységben adtuk meg, 100 %-nak véve 

a kezeletlen kontrol sejtek GAG tartalmát.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

29. ábra. Kezeletlen kontrol és két különbözQ eredet_ egyhetes Fenton kezelt 

fibroblaszt GAG tartalma. Ábrázoláskor a kontrolok GAG tartalmát 100 %-nak 

vettük. 

 

 A 29. ábrából jól kit_nik, hogy már egy hetes Fenton kezelés is foto-

metriásan mérhetQ GAG produkcióra késztette mindkét sejtpopulációt. A 

párhuzamos kezelések tendenciájukban megegyeznek, minimális mennyiségi 

különbséggel. Összegezve, mind a hisztokémiai mind a fotometriás eredmények 

igazolják, hogy a retrobulbáris fibroblasztok szabadgyök kezelés esetén in vitro 

körülmények között megnövekedett intenzitással képesek GAG-okat szintetizálni, 

és a megtermelt GAG mennyisége a kezelési idQvel tovább növekszik. 
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A FIBROBLASZT-PREADIPOCITA ÁTMENET PROBLÉMÁJÁNAK VIZSGÁ-

LATA 

Az endocrin ophtalmopathia (EOP) az orbiták autoimmun betegsége, mely 

legtöbbször Graves-Basedov kórhoz társul. Az EOP és GB gyakori együttes 

elQfordulása ismeretében kézenfekvQ lenne a szemészeti elválto-zásokat is 

ugyanazon autoimmun folyamat következményének tekinteni. A pajzsmirigy 

funkcionális eltéréseinek hozzájárulása a szemtünetek súlyossá-gához 

egyértelm_, az EOP-nak azonban az emelkedett pajzsmirigy hormonszint 

közvetlenül nem okozója. A GB súlyossága és az EOP prevalenciája közötti 

kapcsolat nem szoros (Bomberg, et al., 1992). Ugyan-akkor számos vizsgálat 

rámutatott arra, hogy a thyreostatikus kezelést követQ hypothyreosis kapcsolatban 

van az EOP gyakoribb elQfordulásával és/vagy a szemtünetek súlyosbodásával 

(Bomberg et al., 1992). Ebben feltehetQen a hypothyreosis okozta emelkedett TSH 

szintnek lehet szerepe.  Az orbitában zajló autoimmun folyamat az orbita 

komponenseinek térfogatnövekedését eredményezi. Az exophtalmus tüneteinek 

létrejöttében különösen fontos szerep jut a retrobulbáris kötQszövet 

felszaporodásának, ami érinti a perimy-sialis kötQszövetet, valamint az orbitában 

futó képleteket körülvevQ laza rostos kötQszövetet is. Ez utóbbi jelentQs 

mennyiség_ zsírsejtet is tartalmaz (Hansen et al., 1993). 

Mivel az orbita ürege csontos, a megnövekedett tömeg_ zsírszövet 

komprimálja a hajszálereket, továbbá rontja az autoimmun jelleg_nek tartott steril 

gyulladásos folyamat során kialakult lymphocytás infiltráció miatt egyébként is 

duzzadt extraocularis izmok vérellátását, vagyis fokozza a perimysealis ödémát. E 

folyamatok következtében jön létre elQbb a proptosis, késQbb az exophtalmus, és 

a nervus opticus kompressziója is. Ez utóbbinak következménye a kettQslátás és a 

látásélesség csökkenése. A kórkép különlegessége, hogy az exophtalmus állapota 

gyakran fennmarad az endokrin alapprobléma (hyperthyreosis) rendezése után is.  

Az exopthalmus fenntartásában rendkívüli jelentQsége van a retrobulbáris 

zsírszövet hyperplásiájának, ami jelen ismereteink szerint megfordíthatatlannak 

látszik, s ezért nem ”múlik el” ez a tünet a késQbbiekben sem. Végeredményben 

az exophtalmust általában sebészi megoldás útján szokták megszüntetni, amikor 

is eltávolítják a felesleges zsírszövet jelentQs hányadát, decompressiós m_tét 

során.  
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A megnövekedett tömeg_ zsírszövet eredete és felszaporodásának oka 

azonban mindmáig ismeretlen. A kérdés vizsgálata megkívánja a zsírsejtek 

fejlQdésére vonatkozó ismereteink rövid áttekintését.  

A zsírsejtek eredetét tekintve ellentmondásos felfogások léteznek az 

irodalomban, amelyeknek két fQ formáját lehet megkülönböztetni. Flemming (1870, 

1871, 1879) azon a véleményen volt, hogy az összes differenciálatlan kötQszöveti 

sejt képes zsírt akkumulálni, s ezekbQl alakul ki a zsírszövet. Ezt a koncepciót 

többen is vizsgálták kísérletileg a különbözQ idQszakokban, de igazából nem nyert 

teljes elfogadást (Clark és Clark, 1940; Green és Kehinde, 1974, 1975, 1976; 

Green és Meuth, 1974). 

Az elméleti megközelítések másik csoportja ugyancsak a 19-ik századra 

nyúlik vissza. E szerint zsírakkumulációra csak a fibroblasztoknak egy 

specializálódott fajtája képes, s ezen sejtekbQl fejlQdik ki a zsírszövet (Toldt, 1870, 

1888). Ezt a felfogást több kísérletes vizsgálati eredmény látszott alátámasztani: 

Napolitano (1963) elektronmikroszkópos vizsgálatok alapján, mások pedig 

biokémiai és sejttenyésztési technikák alkalmazásával jutottak hasonló 

következtetésre (Sidman, 1965; Néchad et al. 1983; Nnodim, 1987; Gamou et al., 

1990; Brooks és Perosio, 1997). Ennek megfelelQen ma az az általános nézet, 

hogy fibroblasztoknak zsírsejtté történQ differenciálódását csakis speciális 

sejtvonalakon lehet elérni, s akkor is különleges kezelésekre van szükség ahhoz, 

hogy ezt elérjük. A következQ ágensek inhibitor hatását ismerjük: 

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

prostaglandin I2 (PGI2 vagy prostacyclin; Catalioto et al. 1991; Vassaux et al. 

1992), thyroid hormon (Gharbi-Chihi et al. 1991), nátrium butirát (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), bezafibrát (Brandes et al. 1990), pioglitazon (Sandouk et al. 

1993), 3-deazaadenozin (Chiang 1981), TNFc (Cornelius et al.1988; Filipak et al. 

1988; Gimble et al. 1989; Pape és Kim 1988) TGFd (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), 

epidermális növekedési faktor (Serrero 1987; Serrero és Mills 1991) DMSO (Wang 
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és Scott 1993), interleukin Ic (Gimble et al.1989) Id és Ii (Delikat et al. 1993; 

Gregoire et al. 1992) és PGF2c (Serrero 1987).  

 

Egy ilyen ”zsírsejt-fejlesztQ” protokol szerint a kiválasztott fibroblasztok (pl. 

3T3-L1) tenyészetéhez ezekbQl az ágensekbQl összeállított speciális kombinációt 

(IBMX, dexamethason, inzulin, biotin) szükséges a tenyészethez adni a triglicerid 

szintézis elindításához (részleteket lásd: Gamou et al. 1990). Ismét más szerzQk a 

humán orbitális fibroblasztok preadipocita átalakulását IBMX, dexamethason, 

prosztaglandin és TSH hozzáadásával tartják elérhetQnek (Sorisky et al. 1996). 

A preadipocytákban jelen lévQ triglicerid cseppecskéket a zsírok kimutatására 

alkalmazott hisztokémiai reakciókkal lehet kimutatni. Általánosan használt 

zsírkimutatási módszer, fagyasztott szövettani metszetekre az Oil red O festés. A 

kimutatás alapja, hogy a piros szín_ festék izopropanolos oldata megfesti a 

triglicerideket.  

Orbitalis fibroblasztokon Smith et al. (1995) és Sorisky et al. (1996). írtak le 

speciális zsírdifferenciáltató protokolt, mellyel a fibroblaszt-preadipocyta átmenet 

lehetQségét vizsgálták. Az általuk leírt metodikát kívántuk mi is alkalmazni, amikor 

elsQ lépésként, zsírdifferenciáltatás nélkül, a szokványos módon tenyésztett 

retrobulbáris fibroblasztjainkon és bQr eredet_ fibroblaszton elkezdtük az Oil red O 

festés technikai beállítását. ElsQ próbálkozásaink különbözQ (üveg vagy m_anyag) 

felületeken tenyésztett sejteken magán a tenyésztQfelületen végzett rögzítés után 

történtek. E kísérletek során két rendkívül érdekes dolgot tapasztaltunk, amelyek a 

fenti irodalmi adatokkal jelentQs ellentmondásba kerültek.  

Az egyik megfigyelésünk az volt, hogy differenciáltató ágensek használata 

nélkül is jelentQs intenzitású zsírfestQdést láttunk a másik, hogy a normál 

körülmények között tenyésztett sejtjeinkben a sejtek zsírfestQdése a felülettQl 

függQen különbözött. Mivel ezen ellentmondások tisztázása feltétlenül 

szükségessé vált, elsQ lépésben azt kívántuk eldönteni, hogy a felülettQl függQ 

festQdéskor milyen jelenséggel állunk szemben. A rendelkezésünkre álló üveg és 

m_anyag felületek összes változatát megvizsgáltuk. Ezek a következQk voltak:       

1. Nunc tenyésztQ flaska felszíne, polisztirol.  

2. Üveg Petri csésze felülete. 
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3. Super Frost Plus mikroszkópi üveg tárgylemez felülete (egy Petri csészébe 

helyezett üveg tárgylemezre vittük a sejteket, ott letapadás után a szokásos 

módon tenyészthetQk voltak.)  

4. M_anyag Nunc Petri csésze felülete, polisztirol.  

5. Két tenyésztQ kamrás speciális m_anyag tárgylemez felülete, (anyaga:     

Permanox¾-TPX), Nunc forgalmazású, melyet a Ki-67 meghatározásnál is 

használtunk. 

Ezen az öt féle felületen növesztettük a sejteket, és a késQbbiekben itt 

történtek a festések is.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

30. és 31. ábra. Retrobulbáris izomból származó fibroblaszt Oil red O festQdése 

m_anyag felületen és üveg felületen. 
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32. és 33. ábra. Retrobulbáris zsírszövetbQl származó fibroblasztok Oil red O 

festQdése m_anyag felületen és üveg felületen. 

 

Végül vizsgáltuk azt is, hogy maga a festQdés intenzitásának különbözQsége 

függ-e attól, hogy milyen felületen tenyésztettük a sejteket. A különbözQ felület_ 

edényekbQl származó fibroblasztokat cytocentrifugával üveg tárgylemezre, és 

Nunc tenyésztQ flaskából kivágott m_anyag csíkra vittük át, és ott festettük meg 

azokat. 

A kezeletlen primér humán orbitális és bQr eredet_ fibroblasztjaink, eddig az 

irodalomból nem ismert viselkedését, vagyis a spontán preadipocyta 

differenciálódás képességét összehasonlítottuk két fibroblaszt típusú malignus 

tulajdonságokkal rendelkezQ sejtvonallal a NIH/3T3-al és az L929-el, melyekrQl 

eddig spontán preadipocyta differenciálódást nem írtak le, sQt zsírdifferenciáltató 

protokolokkal sem értek el ilyen irányú elváltozást. Ugyanazon technikával, 

normál tápfolyadékban, minden egyéb adalék nélkül, mint a humán primér 
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fibroblasztoknál, és különbözQ felületeken növesztve, festettük meg Qket. A 

zsírfestések itt is mindkét sejtvonalnál különbözQ intenzitású triglicerid pozitivitást 

mutattak. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

34. és 35. ábra. L929 sejtvonal festQdése m_anyag felületen és üveg felületen. 

 

Annak eldöntésére, hogy az Oil red O festések pozitív eredményei korrektek, 

Szudán IV. festékkel is elvégeztük a zsírok kimutatását, bár ismeretes, hogy ez a 

festés kevésbé intenzív, az eredmény minden esetben meggyQzQ volt. 

Néhány mikrofotogrammon bemutatjuk azokat a zsírfestQdési 

különbözQségeket melyeket üveg és m_anyag felületeken tapasztaltunk. 
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36. és 37. ábra. 3T3 sejtvonal festQdése m_anyag felületen és üveg felületen. 

 

A fenti képekkel illusztrált igen érdekes megfigyeléseink teljességgel ellent 

mondanak Van és Roncari (1978) valamint Sorisky és munkatársai (1996) 

közléseinek.  ElQbbi szerzQpáros leírta, hogy a bQr fibroblasztok nem képesek 

lipid akkumulációra. Szerintünk ennek oka az lehet, hogy ezeket a sejteket 

m_anyag Falcon tenyésztQ edényben növesztették és ezen a m_anyag felületen 

történt a festésük is. Sorísky és munkatársai (1996) arról számoltak be, hogy az 

orbitális fibroblasztok csak differenciáltató protokollal képesek zsír akkumulációra, 

és ez is csupán a sejtek 5-10%-ában történik meg, továbbá, hogy a bQr eredet_ 

és a perimysialis fibroblasztok egyáltalán nem stimulálhatók preadipocyta 

differenciálódásra (Sorisky et al., 1996. 1. táblázata).  Ellenben Poznansky et al. 

(1973) Oil red O pozitivitást talált bQr fibroblasztoknál speciális protokol 

alkalmazása nélkül, csakhogy Qk a sejtek tenyésztését és a festést is 

mikroszkópos üveg fedQlemezen végezték.  
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Azt is meg kell jegyezni, hogy Green és Kehinde (1974) elQször írtak le lipid 

akkumulációt 3T3-L1 sejteken, de Qk is üvegen, közönséges Petri-csésze 

felületén végezték mind a tenyésztést, mind a festést. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

38. és 39. ábra. BQr fibroblaszt zsírfestQdése üveg felületen Oil red O-val  és 

Sudán IV. festéssel. 

 

Retrobulbáris fibroblasztjaink festQdését összehasonlítva a Sorisky-ék által 

tapasztalttal, elQször alapvetQ technikai problémákat találtunk. Pk a zsírfestést 

követQen egy éjszakán át Giemsa festékkel 4ºC-on magfestést végeztek, s mivel 

ez a festék 50% metanolt tartalmaz, piros Oil red O festék kioldódott a sejtekbQl. 

Megismételtük az Q technikájukat, azzal a különbséggel, hogy másnap reggel nem 

lefedtük a „metszeteket”, hanem újrafestettük Qket Oil red O-val. Ekkor újra 

pirosan festQdött zsírcseppecskéket láttunk, bár az egész festQdés intenzitása 

jóval alatta maradt a mi általunk tapasztalttal. Ennek oka az volt, hogy a sejteket 
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az eredeti tenyésztQ felületen, a m_anyag flaskában festettük, a tökéletes 

reprodukálás végett.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

40. ábra. BQr fibroblaszt zsírfestQdése m_anyag felületen Oil red O-val. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

41. ábra. Retrobulbáris izom eredet_ fibroblaszt m_anyagon növesztve, üvegre 

cytocentrifugálva és Oil red O-val festve. 
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MegfigyeléseinkbQl arra a következtetésre jutottunk, hogy a fibroblaszt-

preadipocyta vizsgálatok szempontjából, döntQ kérdés, hogy hogyan befolyásolja 

a tenyésztQ felület a zsírfestést. Lehet, hogy a felület minQsége (pl. 

elektrosztatikus tulajdonságai) hat a sejtekre és mint lipid akkumuláció inhibítor, 

gátol speciális folyamatokon keresztül. Azonban, amikor plasztik felületen 

növesztett sejteket cytocentrifugával üveg felületre vittünk és ott festettük Qket a 

festQdés intenzívebb volt mint a m_anyagon. További érdekes megfigyelés az is, 

hogy az üveg és plasztik felületen növesztett sejtek morfológiailag is mutatnak 

eltérést nem csak a lipid festQdésben. Azon feltételezésünk vizsgálatára, hogy az 

üveg felület stimulálja-e a zsírakku-mulációt, kollagénnel bevont üvegfelületen is 

tenyésztettünk és festettünk, de az Oil red O festQdésben nem volt különbség a 

tiszta üveg felület és a kollagén-bevonatos között.  

EzekbQl a tapasztalatokból arra következtethetünk, hogy mind a lipid 

akkumulációra mind a lipid festQdésre befolyással van a felület anyaga 

melyen a sejtek nQnek illetve festQdnek. Bár a jelenségek magyarázatát nem 

ismerjük, feltétlenül fontos figyelembe venni ezen probléma létezését. Ennek a 

jelenségnek az ismeretében újra kell értékelni számos kísérleti eredményt melyet 

a fibrolaszt-preadipocyta differenciálódás folyamatáról közöltek. A fenti 

eredményeinkbQl talán nem t_nik túlzásnak kimondani, hogy szerintünk minden 

fibroblaszt képes spontán zsírakkumulációra, és ez azt jelenti, hogy 

gyakorlatilag a fibroblasztok preadipocytának tekinthetQk, melyek megfelelQ 

szignál(ok) hatására adipocytává képesek differenciálódni. Ezt a koncepciót 

szem elQtt tartva új értelmezési lehetQségek nyílnak meg számos klinikai 

probléma, többek között az endocrin ophtalmopathiát kísérQ exophtalmus, vagy 

akár korunk népbetegsége, az elhízás okainak megismerésére.  

Mivel a zsirakkumuláció is egy differenciálódási marker jelenség,  

megvizsgáltuk ezt a folyamatot is a OH· szabadgyökök hatása alatt, humán 

orbitális és bQr eredet_ fibroblasztokon. Ezen vizsgálatok során termé-szetesen a 

fentebb már leírt módszertani tapasztalatokat is figyelembe vettük.  

Ennek illusztrálására álljon itt néhány további ábra. Fibroblaszt tenyésze-

teinket hasonló módon kezeltük Fenton reaktánssal, amint azt az enzim 

meghatározások elQtt is végeztük, majd ezt követQen Oil red O festéseket 

alkalmaztunk.  
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42. és 43. ábra. Retrobulbáris izom eredet_ fibroblaszt kezeletlen állapotban és 

Fenton kezelés után  Oil red O-val festve. 

 

Az ábrákból kit_nik, hogy szabadgyökök generálása a tenyészetben tri-glicerid 

akkumulációt indít el, amelyet megfelelQ módon kivitelezett zsírfestésekkel jól ki 

lehet mutatni. Ez a megfigyelés egybevág azon elvárá-sunkkal, hogy ezek a 

szabadgyökök az eddig vizsgált valamennyi sejttípusban differenciálódási 

folyamatokat indítanak be. Ez azt jelenti, hogy a szabadgyök fluxus a normális 

blaszt-sejtekben is az immortalizált sejtvonalakhoz hasonlóan, differenciálódási 

folyamatokat indít el. Ezek lehetnek igen különbözQ természet_ek, pl. a 

hemoglobin, a GAG, a trigliceridek, stb  szintézisének beindulása, ami a 

differenciálatlan blasztokban általában csak csekély mértékben van jelen. 
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44. és 45. ábra. Retrobulbáris zsíreredet_ fibroblaszt kezeletlen állapotban és 

Fenton kezelés után Oil red O-val festve. 

 

Ezek az eredmények arra is rámutattak, hogy a zsírdifferenciálódási tematika 

még számos helyen szorulhat revizióra, hiszen olyan egyszer_ faktorok, mint a 

tenyésztQfelület minQsége is, jelentQs befolyással lehetnek a módszerek 

kimenetelére, s ezzel az interpretációra is. 
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Megbeszélés 

Azzal, hogy a Gerontológiai tanszék munkatársa lettem, lehetQségem nyílt 

bekapcsolódni a Zs.-Nagy Imre professzor által irányított munkákba, illetve részt 

venni annak folytatásában. A kutatási téma az általa kidolgozott MHA vagyis az 

öregedés membránhipotézise, melynek igazolását különbözQ modelleken és 

technikával végeztük kollegáimmal együtt. Ennek elsQ rám bízott lépése volt, egy 

sejttenyésztQ laboratórium létrehozása. Az egyetem anyagi lehetQségeit tekintve 

nem kevés leleményesség kellett hozzá. Ezután az új sejtlaborban elkezdtük a 

K562 erythroleukemia sejtek vizsgálatát. Azért ezzel a sejtvonallal dolgoztunk mert 

az erythroblasztok differenciálódásuk során hemoglobit termelnek, mely 

hisztokémiai módszerrel jól detektálható, és ezzel a sejtvonallal már tanszékünkön 

jelentQs eredmények születtek. Fenton reakció-val, vagyis OH·  szabadgyökök 

generálásával differenciálódást indukáltunk K562 sejteken. A hemoglobin 

detektálására benzidin helyett bevezettük a diaminofluorént (DAF). A benzidin 

bizonyítottan erQs mutagén és karcinogén vegyület, és ennek ellenére a 

hisztokémiai és toxikológiai laboratóriumokban mindmáig általánosan használatos. 

A DAF alkalmazásának elQnye továbbá, hogy ha a sejtek dehidrálása nélkül 

végzünk hemoglobin meghatározást tenyésztett sejteken, a DAF nem interferál a 

tápfolyadékkal elsQsorban annak savó komponensével. A DAF-hemoglobin 

fotometriás meghatározás mintegy 80-szor érzékenyebb mint a benzidin-

hemoglobin  reakció. Ezen két elQnyös tulajdonsága miatt lehetQséget teremt több 

minta gyors szimultán mérésére multiwell platekben. Ara-C differenciáltató szerrel 

és Fenton reaktánssal kezelt K562 sejtjeink hemoglobin hisztokémiai 

preparátumjai igazolják ennek a még kevesek által használt vegyületnek a jó 

alkalmazhatóságát.  

Az erythroleukemia sejtek DAF hisztokémiával hemoglobin termelQdést 

mutattak szabadgyök kezelés hatására. Ennek további bizonyítására flow-

cytometriás méréseket végeztünk, melynek eredményei, a sejtek méretbeli 

eloszlásának eltolódása a nagyobb méret felé és a sejtek granularitásának 

fokozódása, további bizonyítékul szolgálnak, hogy a szabadgyökök hatására 

lassuló szaporodási ütem mellett a tenyészetben a sejtek differenciálódási 

folyamatokat indítanak el, ami ennél a sejttípusnál a hemoglobin szintézis.   

 A jelenségek további vizsgálatához nem malignus sejtvonalakat 

tenyésztettünk. Vizsgálatainkhoz olyan kórképet választottunk, az endocrin 
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ophtalmopathiát (EOP), melynél mind a szemizom, mind a retrobolbáris zsírszövet 

érintett az ott zajló folyamatokban és belQlük fibroblasztok "nevelhetQk". Emellett a 

zsírszövet felszaporodásának oka máig sem tisztázott, és sok esetben csak 

sebészi megoldással rendezhetQ. EOP-os egyének és EOP által nem érintett 

betegek retrobulbáris zsírszövetébQl és szemizmából növesztettünk 

fibroblasztokat. ElsQként a fibroblasztok glikózaminoglikán (GAG) termelését 

vizsgáltuk. Azt találtuk, hogy retrobulbáris fibroblasztokban szabad-gyök kezelés 

hatására fokozódik a GAG produkció.  A kezeléseket 3 hónapig folytatva és 1 hét, 

1 hónap és 3 hónap után hisztokémiai GAG kimutatást végezve 

dimetilmetilénkékkel (DMB) az idQ függvényében fokozódó meta-kromáziás 

festQdést láttunk. Azt mondatjuk, hogy a retrobulbáris fibroblasztok szabadgyökök 

hatására differenciálódás jeleit mutatják, jelen esetben a GAG szintézis 

fokozódását. Azt a tény, hogy ezt a jelenséget kísérletes úton, in vitro modellezni 

tudtuk, igen jelentQs, mivel az EOP-ban a fokozott GAG produkció és a GAG-ok 

rendkívüli vízkötQképessége az exophtalmus egyik oka.  

Primér fibroblaszt tenyészteinkben két a OH· gyökök mennyiségi szabá-

lyozásában szerepet játszó enzim a SOD és kataláz aktivitását is megha-tároztuk. 

Mindkét enzim génexpressziójának növekedését tapasztaltuk gyökke-zelések 

hatására.  Jóllehet a finomabb mechanizmusok feltárása még hátra van, 

véleményünk szerint azt biztosra vehetjük, hogy e két enzim megnöve-kedett 

génexpressziója egyet jelent a gyökök turnoverének a megnöveke-désével, s ez a 

jelenség alapvetQ szerepet játszhat a sejtdifferenciálódás mechanizmusában.  

Szabadgyök fluxus hatására, minden eddig vizsgált sejttípusnál proliferáció 

lassulást tapasztaltunk. Ennek immunhisztokémiai detektálását Ki-67 proliferációs 

antigén kimutatásával végeztük. Mind az EOP-os betegbQl származó, mind a 

kontrol fibroblasztok Fenton kezelés után szintén jelentQs proliferációs aktivitás 

csökkenést mutattak, ami eddigi tapasztalataink szerint a sejtdifferenciálódás 

megindulásának elsQ lépése. 

Az EOP-os retrobulbáris zsírok felszaporodásában a fibroblaszt-preadi-

pocyta átmenet lehetQségének, az adipocyta differenciálódásnak alapvetQ szerepe 

van. Ezt a folyamatot követtük nyomon Oil red O és Szudán IV. festéssel. Primér 

humán retrobulbáris és bQr eredet_ fibroblasztokat, s e mellett két fibroblaszt 

típusú immortalizált sejtvonalat is vizsgáltunk, az L929-et és a 3T3-at.   
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Az egyik megfigyelésünk az volt, hogy a sejtek zsírfestQdése a felülettQl függQen 

m_anyagon és üvegen különbözött. A másik, hogy spontán módon, differenciáltató 

ágensek használata nélkül is jelentQs intenzitású zsírfestQdést láttunk. A 

jelenségek magyarázatát nem ismerjük, de ezek a tapasztalataink különböznek az 

irodalomból ismertekkel. Ezek figyelembe vételével, újra kell értékelni számos 

kísérleti eredményt melyet a fibrolaszt-preadipocyta differen-ciálódás folyamatáról 

közöltek, és eredményüket a zsírok festQdésével magyarázták. Talán nem t_nik 

túlzásnak kimondani, hogy szerintünk minden fibroblaszt képes spontán 

zsírakkumulációra, és ez azt jelenti, hogy gyakor-latilag a fibroblasztok 

preadipocytának tekinthetQk, melyek megfelelQ szig-nál(ok) hatására adipocytává 

képesek differenciálódni.  

Szabadgyökök generálásakor, primér sejtjeink tenyészetében fokozott triglicerid 

akkumulációt mutattunk ki. Ez a jelenség is a OH· szabadgyökök azon 

tulajdonságának a bizonyítéka, hogy differenciálódást indukálnak a sejtekben. A 

tenyésztett retrobulbáris fibroblasztok preadipocytává differen-ciálódtak a gyökök 

fluxusának növekedésekor, ami együtt járt a sejtek szapo-rodási ütemének 

lassulásával, amint azt a Ki-67 proliferációs vizsgálataink eredményei is igazolták. 

Mindkét folyamat ellentétes irányú mint az, amely  exophtalmus  kialakulásához 

vezet.  Ez a jelenség összekapcsolható azzal a tapasztalati ténnyel, amelyet az 

EOP-os betegeket gyógyító orvosok jól ismernek, nevezetesen, hogy olyan 

beavatkozások, amelyek a retrobulbáris tér vérellátását növelni képesek 

(dekompressziós m_tét, lokális Rtg-besugárzás, lokális steroid-kezelések), 

lényegében a szöveti gyökfluxust is közelebb viszik a normálishoz, jelentQs 

mértékben képesek javítani a klinikai tüneteket. 

Azok a megfigyelések, hogy a gyökfluxus növelése mindenfajta eddig vizsgált 

blaszt-állapotú sejtben beindítja a differenciálódási jelenségeket, arra utal, hogy 

aligha lehet fenntartani az öregedés szabadgyök elméletét abban az eredetileg 

megfogalmazott, „klasszikus” formában, amely szerint az oxigén-eredet_ 

szabadgyökök csakis káros melléktermékeknek tekintendQk. Sokkal 

elfogadhatóbbnak t_nik az a felfogás, amelyet laboratóriumunk is képvisel (lásd a 

bevezetést), hogy a szabadgyökök egy jelentQs élettani funkciót teljesítenek, 

vagyis attributumai az élQ állapotnak. Ez természetesen nem zárja ki azt, hogy 

helyenként és idQnként vannak káros mellékhatásaik is, amelyek azonban éppúgy 

elkerülhetetlenek az élQ rendszerekben, mint ahogy az elektromos áram 
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esszenciális feltétele az elektronikai eszközök m_ködésének, ugyanakkor pedig 

helyenként és idQnként maga okozza az egyes alkatrészek tönkremenését is.  

További részleteket ebben az új gondolatkörben, valamint ennek viszonyát 

Szentgyörgyi Albert már 1941-ben megfogalmazott gondolataihoz részletesen 

tárgyalja egy a közelmúltban megjelent összefoglalás (Zs.-Nagy, 2001).  

Munkánk további célkit_zései között szerepel a fibroblasztok proliferációját 

közvetítQ faktor megismerése, ami lehetséges utat nyithatna meg a klinikai kép 

kialakulásáért felelQs orbita folyamatok egyik alapvetQ komponensének 

befolyásolására. Arra keresnénk a választ, hogy az orbitális preadipocyták 

szekretálnak-e PAI-1-et in vitro, mivel a PAI-1 szabályozza az urokináz típusú 

plasminogén aktivátor receptor mediálta sejtadhéziót (Loskutoff et al. 1999), és 

hogy szekréciójuk függ-e a sejt denzitástól, továbbá vizsgálni kívánjuk az IGF-1 

szerepét is. 

Ezen kívül tisztázni szeretnénk a hypoxia jelentQségét a preadipocyta-adipocyta 

átalakulásban, mely vizsgálathoz speciális, zárt, oxigénmérQ elektróddal ellátott 

sejttenyésztQ kamrát készítettünk, melyben a különbözQ gázokkal történQ átöblítés 

is megoldható. Mindkét vizsgálati irányban folytatni kívánjuk kísérleteinket. 
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Összefoglalás 

A OH· szabadgyökök differeciálódást indukáló hatását különbözQ model-

leken és technikákkal vizsgáltuk. K562 erythroleukemia sejteken Fenton reakci-

óval, vagyis OH· szabadgyökök generálásával differenciálódást indukáltunk. A 

hemoglobin detektálására benzidin helyett bevezettük a diaminofuorént. Az 

erythroleukemia sejtek, szabadgyök kezelés hatására DAF festéssel intenzív 

hemoglobin szintézist mutattak, és emellett, flow-cytometriával a sejtek méret-beli 

és kompaktságbeli növekedését tapasztaltuk. Az EOP-os retrobulbáris 

szemizomból és zsírszövetbQl származó fibroblasztokban, 1 hetes, 1 és 3 hóna-

pos OH· szabadgyök kezelés hatására fokozott GAG termelést mutattunk ki. Ez 

igen fontos megfigyelés, mivel az EOP-ban a fokozott GAG produkció, s azok 

rendkívüli vízkötQképessége az exophtalmus egyik oka. Meghatároztuk ezen 

primér fibroblasztok SOD és kataláz aktivitásának változását szabad-gyökfluxus 

hatására. Mindkét enzim génexpressziója fokozódott gyökkeze-lések hatására, 

mely egyet jelent a gyökök turnoverének a megnövekedésével, s ez a jelenség 

alapvetQ szerepet játszhat a sejtdifferenciálódás mechanizmu-sában. Ki-67 

proliferációs antigén kimutatással az EOP-os és a kontrol fibro-blasztok Fenton 

kezelés után jelentQs proliferációs aktivitás csökkenést mutat-tak, ami a 

sejtdifferenciálódás megindulásának elsQ lépése. A retrobulbáris zsírok 

felszaporodásának okáról az EOP-ban, a fibroblaszt-preadipocyta átme-net 

vizsgálatával szereztünk információkat, mivel ebben a folyamatban az adi-pocyta 

differenciálódásnak alapvetQ szerepe lehet. Oil red O és Szudán IV fes-téssel 

primér humán retrobulbáris és bQr eredet_ fibroblasztokat, s két fibro-blaszt típusú 

immortalizált sejtvonalat az L929-et és a 3T3-at vizsgáltunk Azt tapasztaltuk, hogy 

a sejtek zsírfestQdése a felülettQl függQen, m_anyag és üveg felületen különbözött. 

Emellett spontán módon, differenciáltató ágensek nélkül is jelentQs intenzitású 

zsírfestQdést láttunk. Megfigyeléseink szerint minden fibroblaszt képes spontán 

zsírakkumulációra, s megfelelQ szignál hatására adipocytává differenciálódhat. A 

gyökfluxus növelése az eddig vizsgált összes blaszt-állapotú sejtben beindítja a 

differenciálódási jelenségeket, arra utal, hogy aligha lehet fenntartani az öregedés 

szabadgyök elméletét abban a formában, amely szerint az oxigéneredet_ 

szabadgyökök csakis káros melléktermé-keknek tekintendQk.  
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Summary 

The differentiation inducing effect of OH• free radicals has been investi-gated 

using various models and techniques. Differentiation was induced in K562 

erythroleukemia cells by Fenton reaction, generating OH• 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 OH• 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 

Sudán 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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