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1. BEVEZETÉS 

 

Az öregedés membrán hipotézise (membran hypothesis of aging = 

MHA) megfogalmazza, hogy az élı szervezetekben egy állandó hidroxil 

szabadgyök (OH•) termelıdés folyik (Zs.-Nagy, 1994). Ez az állandó szabad-

gyök áram – úgy tőnik – jelentıs biológiai szereppel bír. Az elmélet kitér a 

differenciálódás és az öregedés jelenségeinek értelmezésére, valamint a 

OH•-szabadgyökök szerepére ebben a folyamatban. Az MHA szerint az 

öregedés a differenciálódás "túlfutása", így ezek mozgatórugója is közös. 

Tudjuk, hogy a génexpresszió sebessége az életkorral párhuzamosan 

csökken, az öregedés ebbıl a szempontból való megközelítése általánosan 

elfogadott. Ennek lehetséges okait Strehler (1962, 1977, 1982) fogalmazta 

meg, szerinte a génexpresszió öregedéssel párhuzamos csökkenése három 

féle okra vezet-hetı vissza, ezek (1) a genetikai kód elvesztése, (2) a 

genetikai kód kiolvasó-rendszerének elvesztése, valamint (3) a kiolvasó 

rendszer mőködési feltéte-leinek megváltozása.  

Az MHA a harmadik csoportra helyezi a hangsúlyt, miszerint a diffe-

renciálódás és az öregedés során a OH•-szabadgyökök folyamatos jelenléte 

(és más paraméterek, pl. az akciós potenciálok reziduális hıje) a sejtek 

fiziko-kémiai tulajdonságait változtatják meg lépésrıl-lépésre oly módon, 

hogy az végül is az öregedéshez vezet, és amelybıl az öregedés összes 

jelensége levezethetı. Úgy tartjuk tehát, hogy a szervezetünkben 

folyamatosan termelıdı szabadgyökök -mivel kémiai természetük adott- 

hasonló funkciót töltenek be egy fejlıdı és egy öregedı szervezetben. De 

hatásuk mégis kettéválasztható abból a szempontból, hogy míg egy fejlıdı 

szervezetben vagy differenciálódó sejtben éppen az érési folyamat hajtóereje 

a szabadgyökök közvetlen és a fiziko-kémiai paramétereken keresztüli 

közvetett hatása, addig a teljes maturációs állapotot elért szervezetben 

éppen a megszerzett funkciók elvesztése, lassúbbá válása következik be 

hatásukra. Továbbá, amikor a szabadgyökök károsító hatásairól és így azok 

eliminálásának lehetıségérıl beszélünk, érdemes különbséget tenni az 

egyes kóros folyamatokhoz kapcsolódó szabadgyök hatások és az állandó, 

fiziológiás szabad-gyök fluxus között.  
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A fenti elméletekhez kapcsolódva kezdtem vizsgálni a szabadgyökök 

lehetséges indukáló szerepét a sejtdifferenciálódási folyamatokban. Mun-

kámhoz két neuroblasztóma sejtvonalat választottam. Miért? Tudjuk, hogy az 

idegrendszer központi jelentıséggel bír az érési és az öregedési folyamatok 

során. Ha elfogadjuk továbbá azt a tényt is, hogy a nagyobb oxigén fogyasz-

tás több szabadgyök termelıdésével jár együtt, akkor fontos figyelembe 

venni, hogy a központi idegrendszer sokkal több oxigént fogyaszt, mint más 

szövetek, így sokkal több szabadgyököt is termel, mint más szövetek, ami 

szintén indokolja, hogy kísérleteinkben neuroblasztóma modellekre esett a 

választás. További érdekes kísérleti tény, hogy az emlısökben az ideg-

rendszer oxigénfogyasztása a születés után jelentıs mértékben megemel-

kedik, amikor is viszonylag rövid idı alatt az idegsejtek differenciálódása 

végbemegy (Jones et al., 1982) éppen a magasabb oxigén koncentráció 

mellett. A fiatal egyedek több oxigént fogyasztanak, mint az idısebbek, így 

bennük ezzel párhuzamosan több szabadgyök termelıdik, a fiatal organiz-

musok mégis képesek nıni és differenciálódni, míg az idısebbek az alacso-

nyabb oxigénfogyasztás (=alacsonyabb gyöktermelés) ellenére is elvesztik 

megszerzett funkcióikat. Ezt a jelenséget a Harman-féle „öregedés szabad-

gyökös elmélete” (Harman, 1956, 1960, 1988) paradoxonjaként is emlegetik 

(Zs.-Nagy, 1994). Tudjuk azt is, hogy a megemelt oxigén nyomás in vitro 

számos sejtvonal proliferációs rátáját csökkenti (Grant et al., 1992; Absher et 

al., 1994), így neuroblasztóma sejtvonalakét (PC-12) is, ahol a differen-

ciáltabb fenotípus kialakulását is elindítja (Katoh et al., 1997). Mindezek 

alapján felmerül a kérdés, hogy a szabadgyökök részt vesznek-e, és ha igen, 

akkor hogyan és milyen hatással a differenciálódási folyamatok indukálá-

sában. 

Érdekes új megvilágításba és újra az érdeklıdés középpontjába he-

lyezte a szabadgyököket annak felfedezése is, hogy egyes oxigén eredető 

szabadgyökök másodlagos hírvivı szerepet töltenek be szignáltranszdukciós 

folyamatokban (Schreck és Bauerle, 1991), mint például nagyon érdekes 

módon az ideg növekedési faktor (nerve growth factor=NGF) differenciáló-

dást indukáló hatása során (Suzukawa et al., 2000).  

Tehát a fenti tények, a laboratóriumunkban más sejtvonalakon végzett 

korábbi hasonló kísérletek eredményei (Nagy et al., 1993, 1995), valamint az 
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általánosíthatóság igényébıl kiindulva méréseimet két modellen, a PC-12 és 

az SK-N-MC neuroblasztóma sejtvonalakon végeztem. A vizsgálatok konkré-

tan arra vonatkoztak, hogy egyszeri és ismételt OH• fluxus indukáló hatással 

bír-e a fenti sejtvonalak differenciálódására, illetve annak elindítására. A vizs-

gálatok két kérdéskörben történtek.  

Elıször a PC-12 sejtvonalon azt vizsgáltuk, hogy az oxigénbıl szár-

mazó gyököket átalakító és elimináló enzimek -a szuperoxid-dizmutáz 

(SOD), a kataláz (CA) és a glutation-peroxidáz (GPx)- aktivitása hogyan 

változik a Fenton reakcióval való kezelések hatására. Másodsorban arra 

voltunk kíváncsiak, hogy a kezelések hatására megjelennek-e 

differenciálódási markerek a sejtekben. Ebben a kérdéskörben az SK-N-MC 

sejtvonalon vizsgáltuk az acetilkolin-észteráz (AchE) és a gangliozid-

szialidáz (GS) enzimek aktivitásbeli különbségeit a Fenton reakcióval való 

kezelések elıtt és után. 

Dolgozatom további része elıször a konkrét célkitőzéseket fogal-

mazza meg. Ezután, az irodalmi áttekintés fejezetben, az öregedési elmé-

letek kerülnek röviden ismertetésre, majd az MHA, amelyhez kapcsolódóan 

részletesebben bemutatásra kerülnek a vizsgált enzimek közül a SOD, a CA 

és a GPx. Ezek után a további mért paraméterek, az AchE és a GS biológiai 

szerepének ismertetése, majd a fejezet végén a közvetlen kísérleti elız-

mények bemutatása, és a kérdésfelvetés következik. A módszertani ismer-

tetı után következik az eredmények felsorolása és értékelése (megbeszé-

lés), majd az összefoglalás. Dolgozatomat az irodalomjegyzék, és a köszö-

netnyilvánítás zárja. 
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2. CÉLKITŐZÉSEK 

 

Kísérletes munkám ahhoz a tágabb kutatási koncepcióhoz kapcso-

lódik, miszerint a szervezetünkben folyamatosan termelıdı OH•-

szabadgyökök nemcsak káros hatásokkal bírnak az élı szervezetre nézve, 

hanem bizonyos koncen-trációban való jelenlétük esszenciális az élı állapot 

fenntartásában, ezenkívül részt vesznek a sejtdifferenciálódási 

folyamatokban is, mint indukáló tényezık. A következı fejezetben 

részletesen ismertetésre kerül ennek értelmezése, itt röviden a konkrét 

célkitőzéseket ismertetem. Ezek a következık: 

 

 

(1) A OH•-szabadgyökök differenciálódást indukáló hatásának bizonyítása 

tenyésztett neuroblasztóma sejtvonalakon. 

 

 

(2) Az oxigénbıl származó reaktív gyököket átalakító és elimináló enzimek, a 

SOD, a CA és a GPx aktivitásbeli változásainak vizsgálata a Fenton 

reakcióval való kezelések hatására a PC-12 sejtvonalon. 

 

 

(3) Differenciálódási markerek, az AchE és a GS enzimek aktivitásbeli 

változásainak vizsgálata a Fenton reakcióval való kezelések hatására az SK-

N-MC sejtvonalon. 

 

 

(4) Az öregedéssel kapcsolatos elméletek – különös tekintettel az MHA-ra –, 

valamint az oxigén eredető szabadgyökök biológiai szerepének mélyebb 

megismerése. 
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3. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 

3.1 Öregedési elméletek  

 

Az öregedéssel kapcsolatos elméletek szakirodalma igen bıséges, 

egyes szerzık több mint 300 öregedési elméletet említenek. Sok ezek közül 

már csak tudománytörténeti érdekesség, mert az újabb kutatási eredmények 

tükrében nem állják meg a helyüket. A meglévı elméletek közül jó néhány 

átfedi egymást, mint például a „keresztkötıdések” elmélete (Björksten, 1942; 

King, 1946), a „kollagén-öregedés” elmélet (Verzár, 1955, 1956, 1965) vagy 

a Harman-féle „szabadgyökös” öregedési teória, melyek mindegyike ugyan-

azon jelenséget járja körül, nevezetesen, hogy a OH•-szabadgyökök 

mindenfajta molekula – úgymint fehérjék, lipidek – kovalens keresztkötéseit 

hozzák létre. Sok szerzı rendszerezte az öregedési elméleteket (Platt, 1976; 

Strehler, 1976; Esposito, 1983; Harrison, 1985; Hayflick, 1985). Esposito 

például megkülönböztet kauzális (1), szisztematikus (2) és evolúciós (3) 

megközelítésben felállított öregedési teóriákat. Meg kell említeni, hogy 

néhány elméletet több csoportba is be lehetne sorolni, valamint nem adható 

meg egy teljes mértékő történeti (tudománytörténeti) áttekintés, mivel az 

elméletek egy részét egy-mással egy idıben, párhuzamosan írták le. 

 

3.1.1 Kauzális öregedési elméletek 

 

Az ide sorolható elméletek közös jellemzıje, hogy az öregedés oka-

ként kis, nemszignifikáns, sporadikus és stochasztikus folyamatok akkumu-

lációját írják le a komplex biológiai rendszerekben.  

A szomatikus mutációk elmélete szerint környezeti hatásokra (mint 

kemikáliák, ionizáló sugárzás) a posztmitotikus sejtekben kromoszóma 

elváltozások jönnek létre. A ′30-as, ′40-es évekre nyúlik vissza ennek kísér-

leti háttere (Russ és Scott, 1939; Henshaw et al., 1947), majd az elméletet 

Szilárd Leó (Szilárd, 1959a, 1959b) fogalmazta meg. Az elmélet megszüle-

tésekor még nem volt ismert a DNS repair mechanizmus, miszerint 20-
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szorosan vagyunk túlbiztosítva a szomatikus mutációk ellen, így a DNS 

állomány stabil (Ames et al., 1985).  

A genetikus mutációk elmélete az elızı továbbfejlesztett változata, 

miszerint az elıbbiekhez hasonló mutációk a premitotikus (stem) sejteket 

érintik (Strehler és Freeman, 1980), így a hibák azok DNS állományában, 

valamint a DNS polimerázok funkciójában, s így a repair rendszer haté-

konyságában következnek be, ami végsı soron tökéletlen fehérjeszintézist 

eredményez. Ezt az elképzelést Medvedev publikálta elıször 1961-ben, majd 

továbbfejlesztve Orgel 1963-ban, akinek munkája révén vált széles körben 

ismertté, ı használta elıször a hibakatasztrófa kifejezést is, mely elmélet már 

egyértelmően a hibás fehérjéket, azok felhalmozódását tekinti az öregedés 

okának, s mivel az enzimek maguk is fehérjék, ez a felhalmozódás loga-

ritmikus, mintegy robbanásszerő. A szerzı késıbb módosította, majd vissza-

vonta ezt az elméletet (Orgel, 1970, 1973).  

A kopási jelenségek elmélete egy mechanisztikus elképzelés, mi-

szerint a szervek mőködés közben ugyanúgy elhasználódnak, mint a mecha-

nikusan mőködı gépek. Mivel az élettani funkciók elvesztése az öregedés 

során már a régi idıkben is ismert volt, így ez az elmélet évszázadokra nyúlik 

vissza. 1795-ben Erasmus Darwin (Charles Darwin orvos nagyapja) leírta, 

hogy az öregedés során az élı szervezetek elvesztik ingerlékenységüket. 

Nagyon sok szerzı foglalkozott ezzel a kérdéssel a múlt században 

(Weismann, 1882) és ebben a században is (Lorand, 1904; Selye, 1946). 

Sokan úgy gondolták, hogy a kopási jelenségeket külsı tényezık okozzák 

(Darányi, 1930), mint például a kozmikus sugárzás (Kunze, 1933). Kunze 

elmélete része volt a szomatikus mutációk teóriájának is, így ez is egy jó 

példa arra, hogy az elméletek átfedik egymást. A kopási jelenségekkel 

kapcsolatos leírások fıként makroszkopikus megfigyelésekre hagyatkoztak 

és az ennek megfelelı terminológiával írták le azokat, hiszen akkoriban a 

mai molekuláris biológiai tudás csaknem teljesen hiányzott.  

Az ún. „rate of livig” elmélet is a kauzális elméletek csoportjába sorol-

ható (Pearl, 1928), mely annak az elképzelésnek a továbbfejlesztése, mi-

szerint a metabolikus ráta és az élettartam között összefüggés van (Rubner, 

1908), és minden élı szervezetben létezik egy genetikusan meghatározott 

metabolikus potenciál, amennyiben ez fokozottabb, akkor rövidebb élettartam 
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társul hozzá. Számos szerzı csatlakozott ezen teóriakörhöz, igen nagy 

mennyiségő és jól használható kísérleti munkával, melyek közül azok, 

melyek intrinsic faktorokat tesznek felelıssé az öregedési folyamatokban, és 

ezek közül fıként biokémiai paramétereket említenek (mint a szabadgyökök 

okozta DNS károsodás, a hıszabályozás zavara, vagy például az enzim-

aktivitásokban bekövetkezett változások), beilleszthetık – legalábbis részben 

– a mai felfogásba (Sohal, 1985, 1988; Sohal és Allen, 1985, 1990).  

Bizonyos tekintetben az élı szervezetek mechanikus gépeknek tekint-

hetık, melyek a környezetbıl érkezı anyag, energia és információ feldol-

gozása során autodestrukciós károsodásokat szenvednek, melyekkel szem-

ben a különbözı fajok eltérı hatékonyságú autoreparációs képességeket 

fejlesztettek ki az evolúció során. A kopási jelenségek elméletkörének igen 

erıs hatása volt a késıbbi elméletek kialakulására, hiszen felveti a kérdést, 

hogy miért következik be változás az életkor során az autoreparációs mecha-

nizmusok hatékonyságában. 

A keresztkötések elmélete szerint az öregedés során kovalens 

kötések jönnek létre a molekulákon belül és a molekulák között, ennek 

hatására a molekulák szerkezete fokozatosan megváltozik, és egy bizonyos 

határ elérése után funkcióvesztés következik be. Ez a teória tulajdonképpen 

a kopási jelenségek elmélet precízebb megfogalmazása. Az elmélet elsı 

sugallói Björkstein (1942) és King (1946) voltak, majd igen fontos felfedezést 

jelentett az, hogy az élet folyamán megnövekszik a kollagén kovalens 

keresztkötéseinek száma (Verzár, 1955, 1956, 1957, 1958, 1963, 1964). 

Ezekkel a kísérleteivel Verzár a kísérletes gerontológia megalapítójává vált 

Európában. Fı kérdése az volt, hogy vajon miért nı meg az életkorral a 

kollagén keresztkötéseinek száma.  

A Harman-féle elmélet, az öregedés szabadgyökös elmélete (Harman, 

1956, 1960, 1988) ugyanezen idıben született, ı azt hangsúlyozta, hogy az 

oxigén anyagcseréjébıl származó, és ezért oxigén eredetőnek nevezett 

szabadgyökök szerepet játszanak a molekuláris funkciók életkorral való 

elvesztésében. A szabadgyököket az oxidativ anyagcsere káros mellék-

termékeinek tekinti. Fontos hangsúlyozni, hogy ez az elmélet felhasználta az 

akkoriban igen jelentıs tudásanyagot és kísérleti eredményeket felhalmozó 
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polimer kémia egyik megfigyelését, nevezetesen, hogy a szabadgyökök 

polimerképzı képességgel rendelkeznek (Pryor, 1976).  

Mérföldkı volt az öregedési elméletek fejlıdésében a keresztkötéses 

és a szabadgyökös elméletek ötvözése, úgy is, mint azok ok-okozati 

kapcsolatának felismerése, mindamellett igen lényeges kérdések maradtak 

válasz nélkül, melyeket az öregedés szabadgyökös elmélete paradoxon-

jaként emlegetnek (Zs.-Nagy, 1986). Ez a paradoxon röviden a következı. 

Ha elfogadjuk a szabadgyökök szerepét az öregedési folyamatban, szüksé-

ges elsık között megemlíteni, hogy a gyökök agresszivitása, és kémiai 

természete nem változik az életkorral, a fiatal szervezetek mégis nınek és 

differenciálódnak, míg az idısek strukturális és funkcionális megjelené-

sükben egy hanyatló tendenciát mutatnak. Ráadásul a fiatal szervezetek 

sokkal több oxigént fogyasztanak, így bennük nagyobb mennyiségő szabad-

gyök termelıdik. Ezekre magyarázatot, és egyben a paradoxon feloldását az 

MHA adja meg (Zs.-Nagy, 1994), melyet a következı fejezetben részlete-

sebben ismertetek.   

Az akkumulációs teóriák szerint az öregedés oka bizonyos anyagok 

felhalmozódása a sejtekben, ami egy bizonyos szint után a sejtfunkció 

megszőnésével jár. A legismertebb ezek közül a lipofuszcin, vagy más néven 

„öregedési pigment”, de említhetnénk a kollagént (Verzár, 1956), a neurofib-

rillumok számának megnövekedését az agyban (Terry és Gershon, 1976) 

vagy akár funkcióvesztett enzimek felhalmozódását a sejtekben (Gershon és 

Gershon, 1970, 1973; Reiss és Rothstein, 1974). A lipofuszcin elıször az 

idegsejtekben, a májsejtekben, szívizomsejtekben jelenik meg és sokan 

ezeket az öregedés fı „biomarkerének” tekintik (Glees és Hasan, 1976; 

Donato és Sohal, 1981). A lipofuszcin kémiai értelemben extrémen kereszt-

kötött, inszolubilis makromolekulák halmaza. Megjelenésének oka a nem 

megfelelı enzimmőködés a lizoszómában. Jelenléte valóban káros a sejtmő-

ködést illetıen, mert jelentıs térfogatot képvisel a sejtben (Glees és Hasan, 

1976).  

Jelenleg a lipofuszcin kutatás más irányt vett, hiszen bizonyított, hogy 

a folyamat reverzibilis, lizoszóma stimuláció hatására a lipofuszcin eltőnik; 

valamint termelıdése fiatal egyedek sejtjeiben is folyik, a különbség az, hogy 

itt nem halmozódik fel, azonban a felhalmozódás itt is elıidézhetı a 
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lizoszómális enzimek gátlásával. A leupeptin egy lizoszómális tiol-proteáz 

inhibitor, fiatal patkányok agyába juttatva, a Purkinje-sejtek és más agysejtek 

is „öregedési pigment” felhalmozásba kezdenek (Ivy et al., 1984, 1986). 

Ugyanezt kimutatták a májban (Ivy et al., 1986), a retina pigment epithelium-

ban (Smith és Ivy, 1989), a hasnyálmirigyben, a vesében (Ivy et al., 1991), 

valamint tenyésztett fibroblasztokon (Wolfe et al., 1988). Mindezek a kísérle-

tek igen jelentıs elméleti áttörést hoztak, miszerint a lipofuszcin felhalmo-

zódás nem kizárólag öregkori jelenség. A valóság az, hogy a különbség 

onnan adódik, hogy a fiatal szervezetek nagy sebességgel bontják le a 

lipofuszcint, az idısebb szervezetek sejtjeiben lassúbb ez a lebontási 

folyamat, mint minden más egyéb funkció is. 

 

3.1.2 Szisztematikus öregedési elméletek 

 

Ezek az elméletek, az elızı csoporttal ellentétben, nem specifikus 

faktorok okozataként értelmezik az öregedési folyamatot, hanem az orga-

nizmusok számára életfontosságú szervek közötti nem megfelelı interakciók 

következményének tartják.  

Az öregedési program elmélete szerint számos gén irányítja az 

öregedési folyamatot, melyek pozitív vagy negatív önszabályozási ellenırzés 

alatt állnak, és akkor aktiválódnak, amikor a szervezet eléri a teljes matu-

rációs állapotát. Az elsı és fı verziója ezen teóriáknak a Hayflick-féle 

hipotézis (Hayflick, 1965, 1982), amely szerint a lehetséges sejtosztódások 

száma genetikusan meghatározott, és ez a korlát vezet az öregedéshez. 

Elméletét arra alapozta, hogy az általa vizsgált humán fibroblasztok 50 

osztódásra voltak képesek in vitro, ha embrionális eredetőek voltak, és 20-ra, 

ha felnıtt szervezetbıl származtak. Tudjuk, hogy az in vitro állapotok igen 

messze vannak az in vivo körülményektıl. Egy késıbbi kísérletbıl az derült 

ki, hogy ha ugyanezeket a sejteket alacsonyabb oxigén tartalom mellett 

tenyésztették (a Hayflick kísérletek 95% O2 tartalom mellett történtek), 3-szor 

nagyobb osztódási számot kaptak (Packer és Fuehr, 1977; Balin, 1982, 

1985). Az is világossá vált, hogy ezek a sejtek nem elpusztulnak, hanem 

posztmitotikussá válnak, így más körülményekre lenne szükségük, melyek 

viszont in vitro nem biztosítottak (Holliday, 1990; Bayreuther et al., 1992).  
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Hayflick és sok más szerzı öregedésrıl alkotott program teóriái közös 

pontja, hogy egyfajta „biológiai óra” létezését feltételezik, mely jelzi, „tudja” az 

eltelt idıt és következésképp diktálja az öregedés ütemét. Ezt a biológiai órát 

számos külsı és belsı faktorral próbálták azonosítani anélkül, hogy az 

általánosíthatóság igényét fenntartották volna. 

A fejlıdési program szétesése elmélet szerint, rendelkezünk egy 

programmal, ami a növekedés és érés idejére érvényes, majd amikor ez már 

nem mőködik, megkezdıdik az öregedési folyamat (Van Heukelem, 1978). 

Könnyő belátni, hogy ez az elmélet tulajdonképpen a genetikai mutációk 

elméletének egy változata.  

Egy másik nézet szerint, melynek diszdifferenciálódási hipotézis 

(DHAC) a neve (Cutler, 1982a, 1982b, 1985a, 1985b), és az öregedésre, 

valamint a tumorképzıdésre vonatkozik, az öregedés a nem megfelelı gén-

szabályozás eredménye, melyet az oxigén eredető szabadgyökök közvet-

lenül a génekre gyakorolt hatása okoz (Macieira-Coelho, 1990), továbbá e 

folyamatok beindulását a teljes maturációs állapot eléréséhez köti, így, ha-

sonlóan a fenti elméletekhez, egy kitüntetett idıponthoz kapcsolja („biológiai 

óra”) az öregedési jelenségek kezdetét. A diszdifferenciálódási hipotézis a 

transzkripciós és transzlációs apparátus, tehát a genetikai kód kiolvasó-

rendszerének hibájáról is beszél, amivel nagyban kiegészíti az MHA-t, amely 

azonban egyrészt fiziko-kémiai szemléletével hoz újat ezen elméletek 

sorában (Zs.-Nagy et al., 1988), továbbá -a DHAC-val ellentétben- nem 

tagolja szakaszokra a maturációs folyamatot, azaz az öregedést, az örege-

dés "kezdetét" nem köti egy kitüntetett idıponthoz, ezenkívül a géneket nem 

tekinti kitüntetett szabadgyök célpontnak. 

Az autoimmun elmélet szerint az öregedés abban nyilvánul meg, hogy 

az egyed egyre kevésbé tud különbséget tenni a „saját” és a „nem-saját” 

között. Tudjuk, hogy ez sem általánosítható, mivel az alacsonyabban fejlett 

élılényeknek nincs az emlısökével összehasonlítható immunrendszere. 

Logikailag ez az elmélet rokon a szomatikus mutációk elméletével, hiszen 

mindkettı nem megfelelıen mőködı molekulák felhalmozódását véli az 

öregedés okának. Nehezen elfogadható, hogy a szervezetben kitüntetett 

szervre vagy sejtcsoportra, nevezetesen az immunrendszerre vonatkozna az 
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öregedési folyamat. A hetvenes években igen népszerő teória mára elvesz-

tette jelentıségét.  

A szervi kölcsönhatások zavara elmélet is domináns szereppel tüntet 

ki egyes szerveket, különösképpen az ideg- és hormonrendszert, így evo-

lúciós szempontból ez sem általánosítható. Ide sorolható a kalória restrikció 

elmélete is, mely a táplálkozást helyezi elıtérbe, mivel az hatással van 

minden másra. Rágcsálóknál leírták és használják a diétát, mint eszközt, az 

élettartam meghosszabbítására (Osborne és Mendel, 1915; Weindruck és 

Walford, 1988), ennek oka nem teljesen tisztázott, viszont igen lényeges azt 

hangsúlyozni, hogy mindezeket a jelenségeket nem vad típusú, hanem 

imbred törzseken írták le laboratóriumi körülmények között. Ezek a kísérletek 

már fıemlısökön is folynak (Cutler et al., 1992; Weindruch, 1996; Wanagat 

et al., 1999). Úgy gondoljuk, hogy az öregedési folyamat okaként egy evolú-

ciósan és a szervezeten belül is általánosítható folyamatot kell leírnunk.  

 

3.1.3 Evolúciós öregedési elméletek 

 

Kirkwood (1985) írt egy összehasonlító munkát, melyben részletesen 

leírja az evolúciós öregedési elméleteket. Kirkwood és Cremer (1982), 

valamint Esposito (1983) úgy gondolják, hogy az ilyen irányú kutatások nem 

fognak áttörı eredményt hozni, éppen a kísérleti adatok hiánya miatt. Az ide 

sorolható teóriák tehát jellegükbıl adódóan inkább spekulatívak, kiinduló-

pontjuk az, hogy az élettartam minden létezı faj számára pleiotróp gének 

által meghatározott. Mások szerint ehhez járulhat még a külsı környezet 

hatása, ide sorolván a fehérjéket is, melyek valamilyen szelekciós nyomás 

alatt állnak.  

A kalória restrikciós elmélet napjainkban egy igen érdekes, új meg-

világításba került. Magyarázattal eddig senki nem szolgált arra vonatkozóan, 

hogy hogyan okoz a kalória megvonás élettartam hosszabbodást, valamint 

lassúbb öregedési folyamatot. Shanley és Kirkwood (2000) viszont azt a 

feltevést teszik – éppen evolúciós nézıpontból, egy matematikai modell 

segítségével levezetve –, hogy a fent említett tapasztalatok, egy adaptációs 

mechanizmust  jelentenek, azaz az állatnak, az általában rövid periódusokban 

fennálló éhezés esetén, több esélye van a túlélésre, amennyiben a reproduk-
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cióról az élettartam meghosszabbítására „koncentrál”, így van esélye meg-

érni az éhezéses idıszak végét, majd visszatérni az utódok nemzésére. 

Tehát az élettartam hosszabbodása a reprodukciós idıtartam hosszabbo-

dását jelenti így, és ez az adaptációs képesség egy evolúciós elınyt jelent.  

A fenti szerzıpáros és mások is (Hart és Turturro, 1998) felvetik, hogy e 

hipotézis mégis értelmezhetı evolúciós kontextusban, továbbviszik ezzel az 

evolúciós öregedési elméletek létjogosultságát is. 

 

3.1.4 Öregedési elméletek ma 

 

Napjainkban sincs még kiforrott, egységes állásfoglalás az irodalom-

ban az öregedés folyamatáról és az azt kiváltó oki tényezıkrıl. Az irodalom 

fı irányvonalait keresve, elıször is az tőnik szembe, hogy sok kutatócsoport 

csatlakozik a fentebb ismertetett valamelyik elmélethez, és építi arra kísér-

letes munkáját, igen sok jól használható, érdekes és az adott szempontból jól 

értelmezhetı adatot szolgáltatva. Ezenkívül megfigyelhetı a régebbi elméle-

tek továbbfejlesztése, illetve leszőkítése egy vagy néhány paraméter irányá-

ba, vagy mások – épp ellenkezıleg – az öregedési folyamat multifaktoriali-

tását hangsúlyozzák. Néhány példát emelnék csak ki röviden.  

Morley (1998) szerint például a szomatikus mutációk elmélete egyre 

inkább igazolódni látszik, hiszen, mint írja, mind több kísérleti adat bizonyítja, 

hogy a random mutációk száma és az élettartam között párhuzam van, 

valamint ezen mutációk akkumulációja figyelhetı meg az életkorral.  

Az öregedés szabadgyökös elmélete, amely, mint már említettem, 

Harmantól származik, a mai napig igen népszerő (ennek megfelelıen 

publikáltsága igen széles és szerteágazó) a hozzá kapcsolódó oxidativ 

stressz hatások vizsgálatával együtt. Az erre épülı kísérletek a szabad-

gyökök kémiai természetével és károsító hatásaival foglalkoznak, valamint a 

károsító hatásokat kivédı antioxidánsok szerepével (Sohal et al, 1986; 

Harman, 1998;  Ashok és Ali, 1999). A szabadgyökök szerepét széles körben 

vizsgálják a különbözı patológiás folyamatokban is (Ames et al., 1993; Sohal 

és Orr, 1995; Halliwell, 1996; Yu és Yang, 1996; Knight, 1998).  

A fenti elmélet egyik specializációja a mitokondriális mutációs elmélet, 

mely a mitokondriumot kitüntetett szabadgyök támadási pontnak tekinti. 
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Másrészrıl ez az elmélet a szomatikus mutációk teória egyik változatának 

tekinthetı, mivel extranukleáris szomatikus génmutációkról beszél. Az elmé-

let alapja az, hogy a reaktív szabadgyökök képzıdésének fı helye a 

mitokondrium belsı membránjának közelében történik, ahová a mitokon-

driális DNS szintézise is kapcsolódik. A mitokondriális DNS ráadásul nem 

védett a szabadgyökök mutagén hatásával szemben (ellentétben a nukleáris 

genommal) mivel nincs "repair" rendszere (Miquel, 1998). Így a szabad-

gyökök folyamatos károsító hatása miatt a mitokondriális funkció egyre 

romlik, ami a sejt csökkenı bioenergetikai mőködése által az élettani 

funkciók lassabb mőködését vonja maga után az öregedés során (Lenaz, 

1998; Gershon, 1999; Kowald, 1999; Cadenas és Davies, 2000). Az örege-

dés mitokondriális elméletét többen is kifogásolják, elsısorban azért, mert in 

vitro eddig nem mutatták ki a mutáns DNS-t tartalmazó mitokondriumok 

felhalmozódását (De Grey, 2000). Ahlert (1999) is felveti, hogy a szabad-

gyökös elméletek általában és specifikusan (mitokondrium) nem veszik 

figyelembe a szervezetben végbemenı igen gyors turnover sebességet, ami 

a mitokondriumok esetében néhány napos idıintervallumtól maximum hete-

kig terjed (Korr et al., 1998). Ezenkívül nem adnak választ arra sem, hogy 

miért marad károsodásmentes a stemsejtek mitokondriális rendszere 

osztódások ezrein át. 

A szabadgyökös és az evolúciós elméletek "összekapcsolásának" egy 

igen érdekes példája szintén Ahlert (1999) felvetése, amelyben ı a fenti 

elméleteket (szabadgyökök és oxidativ károsodások) evolúciós nézıpontból 

is kritizálja. Evolúciós szemlélete szerint, az atmoszféra oxigéntartalmához, 

mint a fajok által elfoglalt ökológiai nis (környezeti paraméterek összessége) 

egyik paraméteréhez a fajok már evolúciósan úgy hozzáidomultak a termé-

szetes szelekció során, hogy ez a paraméter nem vehet részt, mint limitáló 

tényezı, sem a fejlıdéshez, sem a reprodukcióhoz szükséges élettartam 

alakulásában. Ha ez nem így lenne, a faj vagy kihalna, vagy evolúciósan 

hozzáidomulna az adott ökológiai nis-hez (Ahlert, 1995, 1996a, 1996b). 

A Hayflick kísérlet ötletébıl kiindulva Olovnikov (1971, 1973, 1996) 

megalkotta az öregedés telomer-telomeráz elméletét. Feltételezte, hogy a 

sejtosztódások véges száma, az ún. "Hayflick-limit", onnan ered, hogy a 

kromoszómális végek, a telomerek a sejtosztódások során "elhasználódnak". 
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Az inkomplett DNS szintézis az oka, hogy a szomatikus sejtek minden egyes 

mitózisa során a kromoszómavég rövidülést szenved (Harley et al., 1994), és 

ezt a folyamatot úgyis emlegetik a 90-es évek elejétıl, mint mitotikus-órát 

(Allsopp et al, 1992). Az elmélet nem ad viszont magyarázatot arra 

vonatkozóan, hogy miért öregednek a szervezet már születéskor poszt-

mitotikus sejtjei (ideg-, izomsejtek, etc). Rubin (2002) számos példával él 

arra nézve, hogy a sejtek in vivo és in vitro mennyire eltérı viselkedést 

produkálnak, beleéretve a sejtosztódások számát is; továbbá arra nézve is, 

hogy a telomerek hossza és ennek változása mennyire nem általánosítható, 

az egyes sejttípusokra nézve más és más.  

Semsei a multifaktorialitást hangsúlyozza, amikor az öregedési folya-

matról beszél, mely többfaktoros jelenség elsısorban a szervezet informá-

ciós szintjén meghatározott, illetve ott megy végbe. Ez a szint önmagában is 

változáson megy át az öregedés folyamatával párhuzamosan. Az elméleti 

maximális élettartamot egy faj adott genetikai apparátusa határozza meg, 

amelynek lerövidüléséért (aktuális élettartam) belsı (génkészlet, etc.) és 

külsı (anyag, energia és információ, etc.) faktorok együtt felelısek, hatásaik 

összegzıdnek, melyek tehát az információs szint fenntartásában támogató 

(optimalizáló) és ezzel ellentétes, tehát az öregedési folyamatot gyorsító 

hatással bírnak (Semsei, 2000). 

 

3.2 Az öregedés membrán hipotézise 

 

3.2.1 A fiziko-kémiai körülmények szerepe az öregedésben 

 

Az elızı fejezetben ismertetett öregedési elméletek alapján nyilván-

való, hogy a kísérletes gerontológia feladata egy olyan mechanizmus feltárá-

sa, amely az öregedés jelenségét minden élı egyedre általános érvénnyel 

írja le. Logikus abból a közismert ténybıl kiindulni, hogy minden faj "örege-

dési mintázata" genetikusan meghatározott. Ez a tény, valamint az, hogy a 

génexpresszió sebessége az életkorral párhuzamosan csökken, azt sugallja, 

hogy az öregedés okának feltárását a génexpresszió irányából kell megköze-

líteni. Strehler összefoglalta ennek a megközelítésnek a lehetséges szintjeit 

(Strehler, 1962, 1977, 1982), miszerint a génexpresszió öregedéssel párhu-
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zamos csökkenése három lehetséges okra vezethetı vissza: (1) a genetikai 

kód elvesztése, (2) a kiolvasórendszer elvesztése (3) valamint a kiolvasó 

rendszer mőködési körülményeinek megváltozása. 

Az MHA szerint ez a három jelenség természetesen összefügg egy-

mással, de a jelenlegi ismeretek alapján az elsı két megállapítást, mint az 

öregedés elsıdleges oki tényezıjét, kizárhatjuk a további elmélkedések 

sorából. Ha végiggondoljuk, az elsı oki tényezı nem más, mint az elızı 

témakörben említett genetikus és szomatikus mutációs, valamint hibakatasz-

trófa elméletek, melyek nem nyertek bizonyítást, és mára csak tudomány-

történeti jelentısséggel bírnak. A második oki tényezı sem állja meg a 

helyét, mivel tudjuk, hogy az öreg egyedekben is történik génkifejezıdés, a 

fiatal egyedekkel összevetve nincs minıségi különbség a kétféle funkció 

között, a tényleges eltérés a génexpresszó sebességében van. Tehát úgy 

tőnik, hogy a harmadik feltevésben érdemes keresni az öregedés okát, 

vagyis a szervezetek fiziko-kémiai paraméterei változnak meg oly módon, 

hogy ezáltal csökkentik a génexpresszió sebességét, hatékonyságát, és 

ezáltal minden, az életkorral csökkenı funkció hátterében állnak.  

Az életfunkciók a következı paraméterek optimalizált tartományában 

mőködnek: hımérséklet, pH, ionerısség és ioneloszlás. Az enzimfehérjék 

hıszenzitivek, és csak egy igen szők tartományban mőködnek, amely viszont 

a testhımérséklet szabályozásával az egész élet során biztosított, így ez a 

paraméter nem járul hozzá az enzimfunkciók életkorral való lassulásához.  

Az enzimfunkciók pH függése és annak igen szők tartományban való 

optimalizáltsága szintén kísérleti tény, ez a paraméter is igen jól szabályo-

zott, tehát ez sem járulhat hozzá az enzimfunkciók sebességének életkorral 

való csökkenéséhez.  

A szervetlen ionok az élı sejtek esszenciális komponensei, összetéte-

lük mennyiségileg és minıségileg is igen jól szabályozott. Elfogadott, hogy a 

kolloid rendszerek sőrősége nagyban függ a rendszer pH és ionerısségi 

értékeitıl. Tehát ezek a paraméterek meghatározzák, illetve befolyásolják a 

kolloid rendszerek kondenzáltsági fokát. Már régrıl ismert az ún. polielektrolit 

elmélet (Maurel és Douzou, 1976), mely különös tekintettel a DNS-függı 

RNS polimerázokra (melyek a génexpresszió kulcsenzimei) megállapítja, 

hogy igen érzékenyek az ionerısségre. 300 meq/kg víz koncentráció értéknél 
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már nagymértékben lecsökken transzkripciós aktivitásuk, 400 meq/kg fölött 

pedig egyáltalán nem mőködnek (Jones és Berg, 1966).  

Egy sokkal általánosabb interpretációja az ionerısség hatásának a 

molekuláris enzim kinetika modell (MEKM) (Damjanovich és Somogyi, 1973; 

Somogyi és Damjanovich, 1975), mely szerint a megnövekedett mikrovisz-

kozitás a sejtben (ami az ionok által okozott megnövekedett molekuláris 

aggregáció eredménye lehet) egy olyan paraméter, mely az enzimfunkciók 

csökkenését okozza, az enzim-szubsztrát komplex életidejének a megnö-

velésével.  

Fontos volt annak felismerése is, hogy patkányoknál az agyban és a 

májban az öregedés során az intracelluláris K+ tartalom jelentıs mértékben 

megemelkedik (Zs.-Nagy et al., 1977; Pieri et al., 1977). Az intracelluláris 

ionerısség a mitotikus aktivitásra is hatással van, mind a normál, mind a 

tumorsejtekben. Ezen sejtek eltérı intracelluláris Na+ tartalmának felisme-

rése sejtette, hogy ez az "ionmintázat változás" egy általános trigger szignál 

lehet a sejtosztódásban (Cone, 1971).  

Tehát az ionerısség szerepének vizsgálata és figyelembevétele a 

maturációs és öregedési folyamatok során, igen megalapozottnak tőnik. 

Mivel az intracelluláris monovalens ioneloszlást mindenekelıtt a membrán-

rendszerek alakítják ki, így azok vizsgálata és ismerete elengedhetetlen az 

experimentális gerontológiai vizsgálatokban (Zs.-Nagy, 1997) A membránok-

ban bekövetkezı változások szerepet játszanak az intracelluláris száraz-

anyag tartalom megnövekedésében az élet során, mely folyamat esszen-

ciális a sejtfejlıdési és maturációs folyamatokban, ugyanakkor az öregedési 

folyamat során ugyanezek a folyamatok a sejt kolloidális rendszere denzitá-

sának növelésével a hanyatló funkciók egyik fı okozójává, limitáló ténye-

zıjévé is válnak. 

 

3.2.2 Az oxigéneredető szabadgyökök keletkezése és biológiai szerepe 

 

Szabadgyöknek nevezünk minden olyan kémiai ágenst, amely párat-

lan számú (spinő) elektront tartalmaz (Pryor, 1976). A szabadgyökök kétféle 

úton keletkeznek a szervezetben, enzimatikus és nemenzimatikus folyama-

tok révén. Enzimatikus folyamatok például a NADPH-oxidáz által katalizált 
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reakciók (fagocitózis, B-limfociták), ahol szuperoxid anion (O2
-.) gyök termelı-

dik, vagy a xantin-oxidáz és a flavin-oxidázok által katalizált reakciókban is 

O2
-. gyök jön létre, továbbá a mikroszómális légzési láncban, valamint az 

aldehid-oxidázok, a különbözı dehidrogenázok és a P-450 is képes O2
-. gyök 

létrehozására. A redukált flavinok, hidrokinonok, redukált ferrodoxin és 

glutation, redukált hemproteinek és katekolaminok autooxidációja során is 

képzıdik a O2
-. gyök (Fridovich, 1976; Forman és Boveris, 1982; Halliwell és 

Gutteridge, 1985; Jamieson et al., 1986; Cadenas, 1989; Ádám, 1996). 

Nemenzimatikus folyamatok során is keletkezhetnek szabadgyökök, mint 

például a Fe(II)-komplexek és az oxigén reakciója során, a részlegesen 

redukált O2 származékok. 

A szabadgyökök eliminálása szintén történhet enzimatikus és nemen-

zimatikus úton. Az elsıre példa a CA, a SOD és a GPx enzimek, valamint 

más, antioxidáns hatású enzimek, mint a glutation-S-transzferáz, a NADPH-

kinon-oxido-reduktáz és a glutation-reduktáz. Nemenzimatikus gyökfogók az 

antioxidáns hatású anyagok, mint a C és E vitaminok, és a redukált glutation, 

ezenkívül a természetes antioxidánsok közé sorolhatók még a bilirubin, a 

retinol, az A-vitamin és az ubiquinon, stb, is (Ádám, 1996). 

 

3.2.2.1 A szuperoxid anion gyökök és a szuperoxid-dizmutáz 

 

A szabadgyökök keletkezésének és elbontásának legfontosabb hely-

színe és egyben mennyiségileg is a legnagyobb része a mitokondriumhoz 

kötıdik, de a fentiekbıl kiderül, hogy számos más sejtkomponens is képes 

létrehozni O2
-. gyököket. Külön ki kell emelni a mitokondriális ubiquinont, 

amely az e- transzportlánc tagjaként az elfogyasztott O2 nagy részét O2
-. 

gyökké alakítja (Misra és Fridovich, 1972).  

A O2
-. gyök redukáló hatású, elektron donor, viszonylag hosszú élet-

idejő, diffúzióval jelentıs távolságba eljuthat keletkezési helyétıl. Spontán 

dizmutációra is hajlamos, amikor is H2O2 -dá alakul. Ez a reakció a SOD 

enzim jelenlétében 104-szer gyorsabb. A SOD különbözı sejtalkotókban 

megtalálható -mitokondrium, sejtplazma- és különbözı fémionokat tartal-

mazhat -mint Cu, Zn, Mn, Fe- (Pryor, 1976). Igen nagy hatékonyságú a 

dizmutációs reakcióban a SOD, tehát igen gyors a O2
-. → H2O2 átalakulás. 
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Így a SOD-ot védıenzimnek tartják a O2
-. gyökökkel szemben, felfedezése 

óta különös "tiszteletnek" örvend (Fridovich, 1976), azt viszont nem szabad 

figyelmen kívül hagyni, hogy a terméke a H2O2. Igen sok tanulmány született 

a SOD-ról, mint terápiás lehetıségrıl, az enzimet (valamint a CA-t is) 

próbálták is alkalmazni néhány betegségben, mely módszert ma viszont igen 

kritikusan elutasítanak (Greenwald, 1990).  

Egyes szerzık véleménye szerint számos ellentmondás van abban, 

hogy a SOD-ot kizárólag védıenzimként emlegessük. Elıször is egy termi-

nológiai probléma. Az irodalomban a SOD-ot széles körben antioxidánsnak 

nevezik, de mivel a reduktív O2
-. gyököket eliminálja, szerencsésebb lenne 

antireduktánsnak hívni (Zs-Nagy, 1994), vagy használják még a gyökfogó 

elnevezést, ami mindkét típusú gyökelimináló ágensre vonatkoztatható. 

 

3.2.2.2 A hidrogén-peroxid, a kataláz és a glutation-peroxidáz 

  

A keletkezett H2O2 stabilabb és kevésbé reakcióképes, mint az O2
-., 

de jelenléte a szövetekben nem elhanyagolható. Kis molekula, apoláros 

karakterrel, képes arra, hogy átdiffundáljon barriereken, mint amilyen a 

sejtmembrán, és így nagy távolságra is képes eljutni a keletkezési helyétıl. 

In vivo csak ritkán lép reakcióba, beleértve a könnyen oxidálható molekulákat 

is, mint a kéntartalmú aminosavak, amikkel pedig in vitro körülmények között 

viszonylag könnyen reakcióba lép. A H2O2 mégis veszélyes az élı szervezet 

makromolekuláinak integritására, mivel átmeneti fémionok (Fe2+, Cu2+) 

jelenlétében ún. heterolízisen esik át, melynek egyik terméke a OH•. Ez a 

folyamat a Fenton reakció (Fenton, 1894). Két enzim jelenléte a sejtekben 

megakadályozza a keletkezett H2O2 akkumulációját, ezek a CA és a GPx.  

(1. ábra) 

A CA az egyik leggyorsabb ismert enzim, a H2O2 -ból az enzim által 

létrehozott végtermékek (H2O és O2) nem károsak az élı szervezetekre. A 

CA többnyire a peroxiszómákban található, de szabad változata is van (pl. a 

vvt-kben). Egy publikációban összehasonlították különbözı szövetek -a máj 

és az agy- CA aktivitásait. A májban nagyon magas, az agyban pedig 

nagyon alacsony CA aktivitás mérhetı, ami sehogyan sem egyeztethetı 

össze azzal a szintén ismert ténnyel, hogy az elfogyasztott oxigén igen 
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jelentıs hányadát az agy használja el, tehát a gyökfluxus kiemelkedıen 

magas ebben a szövetben. Unit/mg fehérjében kifejezve a máj/agy CA arány 

2165/14, azaz 155 körül van (Nagy és Zs-Nagy, 1990). Érdekes megemlíteni, 

hogy egyes emberekben elıfordul genetikusan meghatározott CA hiány a 

vvt-kben, mely betegséget akatalázémiának nevezünk (Mehlhorn és Cole, 

1985). Tudjuk azt is, visszatérve az elızı problémához, hogy a CA nem 

képes eliminálni az összes H2O2-t, mert Km értéke viszonylag magas 

(Goldstein, 1968).  

A GPx a másik fontos enzim a peroxidok -fıként az organikus 

peroxidok- eliminálásában. Szubsztrátként glutationra van szüksége 

(Fridovich, 1976), amely anyag számos más anyagcsere út fontos kiindulási 

anyaga is, így jelenléte sok más folyamat által limitált. A CA-hoz hasonló-

képpen a GPx esetében is érdekes a máj/agy arány, 69.5/2.1, azaz 33 körüli, 

így az agyban, de más szövetekben is a GPx aligha helyettesítheti a hiányzó 

CA mennyiséget (Nagy és Zs.-Nagy, 1990).  

Mindezek után jól megalapozottnak tőnik, hogy a H2O2 egy bizonyos 

koncentrációban folyamatosan jelen van a sejtekben és a szövetekben. 

Ennek kísérletes bizonyítéka is van. Ismert tény, hogy a kilégzéskor mérhetı 

a H2O2 tartalom (Chance et al., 1979). További érdekes kísérleti tény, hogy a 

szöveti homogenizátumok CA tartalma éppen fordítottan arányos egyes fajok 

élettartamával (Cutler, 1985c). 

 

                          2 H+         O2                                         

         2 O2
– •                                     H2O2                                      H2O + 1/2 O2 

                               SOD                                   CA / GPx 

                                     Fe2+ 

                     

                            Fenton reakció 

                                                                             OH– 

                                     Fe3+  

                                                       OH•   

1. ábra.  A OH
•
-szabadgyökök keletkezése in vivo 
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3.2.2.3 A Fenton reakció  

 

A H2O2 azon frakciójának további sorsa, melyet sem a CA, sem a GPx 

nem bontanak el, adja kezünkbe a kulcsot a szabadgyökök tényleges szere-

pének megértéséhez. A H2O2 szabadon diffundál, állandóan jelen van in vivo, 

és így részt vehet bizonyos reakciókban. A H2O2 jelenlétének hatása a köz-

vetlen lipidperoxidáció (Tappel, 1975; Donato és Sohal, 1981), amire a jelen 

keretek között nem szeretnék kitérni. A számunkra ennél sokkal érdekesebb 

reakció a H2O2 átmeneti fémionokkal (pl. vassal) történı reakciója, a Fenton 

reakció (Fenton, 1894).  

k1  

(1) H2O2 + Fe2+ →→→→ Fe3+ + OH• + OH-   k1 = 76 M-1s-1 
k2 

(2) OH• + Fe2+ →→→→ Fe3+ + OH-   k2 = 3x108 M-1s-1 
 

A (2) reakció igen gyorsan játszódik le akkor, ha nincs más reaktív 

molekula a környezetben, ami viszont igen ritka. Ha bármilyen szerves 

molekula (RH) jelen van, a következı reakciók is le fognak játszódni (3), 

(Walling, 1975). Tehát a OH• bármely szomszéd molekulától el tud rabolni 

egy elektront extrém nagy sebességgel.  

        k3 

(3) OH• + RH  →→→→ R.  + OH-    k3 ≈ 107 -1010 M-1s-1 
 

Floyd és Lewis (1983) bizonyították, hogy a Fe2+ mindig elegendı 

mennyiségben rendelkezésre áll a Fenton reakció számára in vivo, továbbá 

az is kiderült, hogy az így létrejövı OH•-szabadgyökök nemcsak a lipideket, 

hanem a fehérjéket és az aminosavakat is megtámadják (Zs-Nagy és Nagy, 

1980; Zs-Nagy és Floyd, 1984). Ezenkívül a létrejövı organikus gyökök (R.) 

is képesek további reakciókra.  

 

3.2.2.4 A hidroxil szabadgyök 

 

A OH• igen reakcióképes, így elektron hiánya gyorsan betöltıdik 

valamely szomszédos e- forrásból, miáltal egyrészt kovalens keresztkötése-

ket hoz létre szomszédos molekulák között -vagy akár egy molekulán belül,- 

s így dimereket, polimereket képez. Semmilyen enzimatikus vagy más jellegő 
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védırendszer nem definiálható a OH•-szabadgyökök polimerizációs hatása 

ellen, kivéve egyet, ami nem más, mint amit az evolúció nyújt, vagyis a 

károsodott molekulák gyors, egyre hatékonyabb cseréjét a szervezetben.  

 

3.2.3 Az öregedés membrán hipotézise 

 

Az MHA szerint tehát az életünk során egy folyamatos OH• termelıdés 

folyik, a keletkezı szabadgyökök (2 tonna mennyiség összesen az élet 

során) a sejt struktúrájának felépítéséhez (érés és differenciálódás) szüksé-

gesek, "jól hasznosíthatók" a fehérjeszintézis primer termékeiben, az ezek 

között létrejövı kovalens keresztkötések bizonyos mennyiségi szintjének 

fenntartásával. Az MHA másik lényeges megállapítása, hogy a OH•-

szabadgyökök polimerizációs képessége és hatása nagyban függ a rendszer 

anyagsőrőségétıl. Minél nagyobb ez a sőrőség, annál nagyobb a molekulák 

közötti keresztkötések kialakulásának valószínősége is. 

Mindezeket két szempont miatt is érdemes hangsúlyozni. Elıször is 

tudjuk, hogy az egyes sejtkomponensek sőrősége különbözik, a membránok 

jelentik a sejtben a legkompaktabb struktúrát, így ez a frakció van kitéve 

leginkább a szabadgyökök hatásának, másrészt az MHA és mások (Shock et 

al., 1963) is leírják, hogy az öregedéssel párhuzamosan az intracelluláris 

víztartalom csökken, ebbıl következik, hogy a szárazanyag tartalom arányo-

san emelkedik, tehát megfigyelhetı a kolloid rendszerek sőrőbbé válása. Így 

idıs korban ugyanannyi, vagy kevesebb szabadgyök termelıdése fokozot-

tabb károsító hatást jelent.  

Ha elfogadjuk a szabadgyökök szerepét az öregedési folyamatokban, 

akkor -mint már említettem- figyelembe kell venni azt a tényt, hogy a gyökök 

agresszivitása és kémiai természete nem változik az életkorral. Ami tehát az 

élet során folyamatosan és fokozatosan megváltozik, azt a fiziko-kémiai 

paraméterek között kell keresnünk. Az öregedés nem egy adott idıpillanat-

ban kezdıdik, hanem a megtermékenyítéskor, és amit tulajdonképpen örege-

désnek nevezünk nem más, mint a maturáció "túlfutása". Így a szabad-

gyökök ugyanazt a szerepet töltik be az életkor bármely szakaszában, tehát 

ugyanazt a fiatal és az idıs szervezetekben. Ennek érvényességét vizsgálva 
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kezdtük el a szabadgyökök differenciálódást indukáló hatásának vizsgálatát 

differenciálatlan sejtekbıl álló sejtkultúrákban. 

A Harman által megfogalmazott (Harman, 1956, 1960, 1988) és azóta 

széles körben elterjedt nézet szerint az oxigéneredető szabadgyökök az 

aerob anyagcsere káros melléktermékei, és az öregedés, valamint számos 

betegség közvetlen okozói. Az ellen, hogy a szabadgyökök biológiai szerep-

pel, és egyáltalán valamilyen szereppel bírjanak, az a biokémikusok egyik fı 

érve, hogy az élı szervezetekben az aktuális koncentrációjuk nagyon 

alacsony. Mivel reakciókészségük igen magas, ezért nem akkumulálód-

hatnak a szövetekben. Feltételezik továbbá a szabadgyökök igen magas 

turnover sebességét is. 

Az 1976-77-ben felállított munkahipotézis két publikációban került 

ismertetésre (Zs.-Nagy, 1978, 1979), majd 1994-ben könyv formájában (Zs.-

Nagy, 1994) is megjelent. 

 

3.2.3.1 Az öregedés membrán hipotézise fıbb pontjai 

  

(1) A OH•-szabadgyökök folyamatos termelıdése következtében, 

valamint az akcióspotenciálok maradék hıje miatt károsodott 

komponenseket folyamatosan újra kell termelniük a sejteknek. A fı támadási 

pontok a sejtmembránok, mert a gyökök -kémiai természetüknél fogva- a 

legkondenzáltabb struktúrákban képesek legkönnyebben kifejteni hatásukat. 

Ezt támasztja alá az a kísérleti tény is, hogy a membránfehérjék életideje a 

legrövidebb a sejtekben (Tauber és Reutter, 1981). A másik paraméter az 

akciós poten-ciálok reziduális hıje, melynek körülbelül 10%-a nem vész el a 

környezetben, hanem a membránokon marad (Ritchie, 1973), és 

szignifikánsan emeli a membrán helyi hımérsékletét (Zs.-Nagy, 1979), ami 

egy folyamatos károsító hatást jelent. A gyökök közvetlen hatásaként 

kovalens kötések alakulnak ki a membránban, ill. az említett hımennyiség 

energiája is kémiai kötések formájában marad ott. Ezek a folyamatosan 

alakuló kovalens kötések az okai a sejtmembrán gyors turnoverének, azaz 

rövid életidejének. Fontos hangsúlyozni, hogy a hıhatás jelentısebb 

szereppel bír az ingerelhetı sejtek membránjaiban, így a neuronok és az 

izom sejtek esetében. A károsodott komponensek akkumulációja 
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meghatározza a sejtmembrán ún. fiziko-kémiai állapotát (Shinitzky, 1984), 

melyek legfıbb életkorfüggı jellemzıi (kísérleti adatok alapján) például a 

következık:  

• a szinaptoszóma membrán mikroviszkozitása nı (Nagy et al., 1983a, 

1983b), 

• a nagyobb molekulatömegő membránfehérjék aránya megnı, melyet 

szintén a szinaptoszómában vizsgáltak, ami a keresztkötések kiala-

kulásával magyarázható (Nagy és Zs.-Nagy, 1984), 

• májsejtekben kimutatták, hogy a membránfehérjék laterális diffúziós 

konstansa az életkorral csökken (Dp) (Zs.-Nagy et al., 1984; 1986a, 

1986b, 1989, 1993; Kitani et al., 1988). 

• agysejteken is megfigyelték, hogy a membránfehérjék laterális 

diffúziós konstansa az életkorral párhuzamosan csökken (Zs.-Nagy et 

al., 1999). 

(2) Tehát ezek a változások egy rigidebb membránt eredményeznek, 

ez pedig befolyással lesz a membrán egyik fı funkciójára, a transzportra, ami 

magában foglalja a monovalens ionok csökkent transzportját is. 

(3) Mindezek további, és egyik fı következménye például az idegsej-

tekben mért intracelluláris K+ ion koncentráció növekedése (Zs.-Nagy, 1978, 

1979). Ez segít fenntartani a membrán polarizált állapotát, különben eltoló-

dás lenne tapasztalható egy kevésbé polarizált állapot felé. Ezenkívül a Na+ 

és a Cl- tartalom is nı, de a legnagyobb mértékben a kálium. 

(4) A megnövekedett intracelluláris monovalens ionerısség miatt a 

kolloid rendszer kondenzáltsága (aggregációja) fokozódik, amely mintegy 

pozitív visszacsatolás révén tovább növeli a keresztkötések kialakulásának 

lehetıségét, mivel egy kondenzáltabb rendszerben megnövekszik a gyök-

reakciók hatékonysága. A sejt fokozatosan elveszti víztartalmát, hiszen 

egyidejőleg a kolloid ozmotikus nyomása is csökken (Zs.-Nagy et al., 1987). 

Ezek kísérletesen is igazoltak, tehát az életkor elıre haladtával egy 

dehidráció következik be a sejtekben (Desbordes és Cohadon, 1987), 

párhuzamosan a szárazanyag tartalom növekedésével. Nagyon fontos 

hangsúlyozni, hogy mindezen folyamatok nem egy kitüntetett idıpontban 

kezdıdnek, hanem még az embrionális élet során. Egyes funkciók kiala-

kulásához szükséges az, hogy a szárazanyag tartalom növekedjen, ilyenek a 
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csont- és az izomszövetek kifejlıdése például. Tehát egy magas víztartalmú 

állapot felıl halad a maturációs folyamat a fokozatosan dehidráltabb felé, 

amelynek legutolsó stádiuma az öregedési folyamat.  

(5) A kolloid rendszerek fizikai sőrőségének növekedése, tehát a 

kondenzáltabb állapot maga után vonja az enzimfunkciók csökkenését, amint 

azt a már említett molekuláris enzimkinetikai modell is megfogalmazta 

(Damjanovich és Somogyi, 1973; Somogyi és Damjanovich, 1975). Mivel ez 

egy általános folyamat, így csökken a gyökök ellen védı enzimrendszer 

hatékonysága is, valamint a turnovert biztosító enzimrendszerek aktivitása is, 

ami szintén hozzájárul a funkciók életkorral való elvesztéséhez. 

(6) A kolloid rendszerek megnövekedett denzitása az RNS (Semsei et 

al., 1982) és fehérje szintézis csökkenését, lassulását is maga után vonja, 

tehát végsı soron a génexpresszió életkorfüggı csökkenése következik be a 

fiziko-kémiai paraméterek és a környezet fokozatos megváltozásának 

hatására.  

(7) A csökkenı enzimfunkciók további következménye az ún. örege-

dési pigment felhalmozódása a sejtekben. Amint azt az öregedési elméletek 

fejezetben már említettem, az MHA szerint a fiatal és idısebb szervezetek 

sejtjeiben nincs minıségi különbség a lipofuszcin képzıdését és eltávolítását 

illetıen. A különbség a folyamat sebességében van a fent említett fiziko-

kémiai paraméterek változásának következményeként. (2. ábra)  

Összegezve tehát, az élı szervezetekben egy állandó OH• termelıdés 

folyik. Az OH• molekula jelenlétét az MHA igen fontosnak tartja a diffe-

renciálódási és öregedési folyamatok során. Ez a gyöktermelıdés, valamint 

az akciós potenciálok reziduális hıje fokozatosan károsítják a membrán 

szerkezetét, ezzel egyre rigidebb membránstruktúrát hozva létre. A mem-

brán csökkenı transzportja miatt létrejövı ionösszetétel változás a sejt 

kolloidális rendszerére igen jelentıs hatást gyakorol. Megfigyelhetı a száraz-

anyag fokozatos felhalmozódása, a kolloidális frakció víztartalmának csökke-

nésével párhuzamosan. A sőrőbbé váló környezetben pedig a szabadgyökök 

hatása egyre fokozódik. Az MHA másik fontos megállapítása, hogy mind-

ezzel a génexpresszió körülményeinek, a fiziko-kémiai paramétereknek a 

fokozatos megváltozása zajlik a maturációs folyamat során. Továbbá az is 

levezethetı belıle, hogy a differenciálódási és öregedési folyamat hasonló 
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oki tényezıkre vezethetık vissza. Az elmélet az öregedést a maturációs 

folyamat "túlfutásának" tekinti. Az elméletbıl egyértelmően következik, hogy 

igen lényeges vizsgálni a szabadgyökök "károsító" hatásai mellett azok 

fiziológiás, azon belül is a differenciálódást indukáló hatását. 
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3.3 Az acetilkolin-észteráz és a gangliozid-szialidáz 

 

3.3.1 Az acetilkolin-észteráz 

 

Az acetilkolin volt az elsı kémiai anyag, amelynek neurotranszmitter 

szerepét igazolták. Megtalálható mind a központi, mind a perifériás ideg-

rendszerben. Szintézise a kolinerg neuronok axon terminálisában történik 

kolinból és acetil-CoA-ból a kolin-acetil-transzferáz hatására. Inaktiválása 

úgy történik, hogy a receptorokról disszociáló acetilkolint az AchE enzim 

elbontja kolinra és acetátra. Az enzim a kolinerg szinapszisokban található és 

specifikus az acetilkolinra. Az AchE több izoformában és változatos 

alegység-összetételben fordul elı, azonban minden formában extracellu-

lárisan, a plazmamembránhoz kötıdik.  

Az enzimet a kolinerg sejtvonalak (Sidell et al., 1984; Coleman és 

Taylor, 1996), így az SK-N-MC differenciálódási markerének tekintik (Kopitz 

et al., 1994). Ennél a sejtvonalnál a differenciálódással párhuzamosan az 

enzim aktivitásának megnövekedését tapasztalták (Kopitz et al., 1994). A 

bróm-dezoxi-uridinnal (BrdU) differenciált neuroblasztóma sejtvonal (SK-N-

MC) AchE szintje például, egyhetes inkubáció során jelentısen megemel-

kedik (Mühl, 1992, 1996). Ezt a paramétert azért mértük meg a szabad-

gyökös kezelések hatására, mert kíváncsiak voltunk, hogy egy egyértelmően 

a differenciált állapotot, annak is a végsı stádiumát jelzı paraméter, hogyan 

változik kezeléseink hatására. Ennek megemelkedése bizonyítaná egyértel-

mően számunkra a szabadgyökök differenciálódást indukáló hatását.  

 

3.3.2 A gangliozidok és a ganglizid-szialidáz 

 

A sejtmembránt felépítı lipidek egyik érdekes csoportját alkotják a 

glikolipidek. Ide tartoznak a gangliozidok, melyek összetett glikoszfingoli-

pidek. Oligoszacharid részük egy vagy több sziálsav molekulát tartalmaz, 

melyek száma alapján csoportosítani is szokták ezeket (Muchmore et al., 

1989). A gangliozidok a gerincesek és a fejlettebb gerinctelenek fontos 

membránalkotói, elsısorban a sejtmembrán külsı felszínén lokalizálódnak 

(Hakomori, 1981). Megtalálhatók még a sejtplazmában (Chigorno, 1990) és a 
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sejtmagmembrán alkotórészeként is (Wu et al., 1995). Koncentrációjukat 

tekintve a lipideknek csak igen kis részét alkotják, kivétel a központi ideg-

rendszer, ahol a neuronok membránjában a lipidek 10%-át is kiteszik 

(Ledeen, 1978; Chan, 1987).  

Fontos strukturális feladatokat töltenek be, hozzájárulnak a membrán 

stabilitásának kialakításához (Hakomori, 1981), további funkcióik az extra-

celluláris mátrix alakítása, a szomszédos sejtek közötti kontaktus létrehozása 

(Zeller és Marchase, 1992). Sejtfelszíni markerek révén, fontos szerepet 

töltenek be az immunológiai folyamatokban is (Oshima et al., 1993; Kimata 

és Yoshida, 1994; Bergelson, 1995). Receptorokat is képeznek, például a 

kolera toxin B-alegysége specifikus és nagy affinitású a GM1 gangliozidra 

(Olivera és Spiegel, 1992). De nemcsak az extracelluláris környezetre 

vannak hatással, hanem számos sejtbeli folyamatot -mint proliferáció, vagy 

differenciálódás- is befolyásolnak (Igarashi et al., 1989). Ioncsatornák kialakí-

tásában is részt vesznek, illetve számos fehérje modulálására is képesek, 

melyek például a szignáltranszdukciós láncokban vesznek részt, vagy 

amelyek növekedési hormonok receptorai (Hakomori és Igarashi, 1995).  

Az idegrendszer fejlıdésében is igen fontos szerepet tulajdonítanak a 

gangliozidoknak, ahol részt vesznek mind a proliferációs, migrációs, differen-

ciálódási és szignáltranszdukciós folyamatokban (Stojilkovic et al., 1996). 

Központi szerepőnek a GM1 gangliozidot tartják, amelyet tenyésztett sejtek-

hez adva azok nyúlványképzıdését idézte elı (Ledeen, 1989), míg a GM1 

szintézis gátlásával a retina neuronjainak differenciálódását tudták gátolni 

(Quiroga et al., 1990). A GM1 gangliozidról azt is bebizonyították, hogy az 

NGF hatását potencírozza (Rabin és Mocchetti, 1995).  

A differenciálódási folyamatok során leírták a gangliozid szintézis és a 

gangliozid mintázat változását is (Hakomori, 1981). A sejtciklus során úgy-

szintén a gangliozid összetétel változásáról számoltak be (Gahmberg és 

Hakomori, 1973). A transzformált sejtekben -melyek a sőrőségfüggı kontakt-

gátlást és a növekedés ütemének gátlását is elvesztették- egy egészen más 

gangliozid mintázat figyelhetı meg, mint a normális sejteknél. Így, a ganglio-

zid összetétel és a proliferációs képesség között egy közvetlen összefüggést 

lehet feltételezni (Hakomori, 1970; Critchley és Macpherson, 1973; 

Langenbach és Kennedy, 1978). Ugyanakkor azt is meg kell említeni, hogy a 



 

 34

transzformáció foka és a jelenlévı gangliozidok komplexitása között még 

nem sikerült korrelációt találni (Zeller és Marchase, 1992).  

A gangliozidok szerkezete igen érdekes, szintézisük szerinbıl és 

palmitoil-CoA-ból indul, a kondenzáció és redukció végeredménye a szfin-

ganin molekula (Braun et al., 1970), majd a zsírsav acil-CoA-ból épül be és 

létrejön egy 4-transz kettıs kötés is. Az alkohol komponens nem a glicerin, 

hanem a szfingozin, amelynél a 2. szénatomon -NH2 csoport található. A 

legegyszerőbb felépítéső szfingolipid a ceramid, ahol a szfingozid elsı 

alkoholos szénatomjához nem kapcsolódik újabb csoport. A gangliozidok 

pedig a legkomplexebb szfingolipidek, a kapcsolódó szénhidrátok között -

melyek tri- és oligoszacharidok- mindig megtalálható a kilenc szénatomos, 

pH 7.4 -nél negatív töltéső N-acetil-neuraminsav, azaz más néven sziálsav. 

Az elnevezésükben az M (pl. GM3, GM2, GM1) azt jelzi, hogy a molekulában 

egy (mono) sziálsav található, a számokkal pedig a szénhidrát láncokat 

jelölik.  

A gangliozidok komplexitását a GS enzim befolyásolja, a terminális 

sziálsav részek lehasításával. Az emlısök sejtjeiben az enzim különbözı 

lokalizációjú lehet. Patkány izomsejtben kimutatták a lizoszómában, a lizo-

szóma membránjában, a citoszólban és a sejtmembránhoz kapcsolódva is 

(Miyagi et al., 1990). Ezen izoenzimek szubsztrátjukban különböznek, a 

plazmamembrán-szialidázt specifikus GS-ként azonosították (Miyagi et al., 

1993). A citoplazmatikus szialidázról kimutatták, hogy részt vesz a mioblasz-

tok differenciálódásában, aktivitása a differenciálódással párhuzamosan 

megnı (Sato és Miyagi, 1996). Humán fibroblasztokon megfigyelték, hogy a 

sejtmembrán szialidáz gátlásakor a sejtek proliferációs képessége extrémen 

megnı (Usuki et al., 1988). Kimutatták azt is, hogy a szialidáz enzimek 

expressziója az életkorral változik, így a gangliozidok megfigyelt életkorfüggı 

mintázatváltozásának alakításában feltehetıen részt vesznek (Saito et al., 

1995). Tenyésztett kisagyi szemcsesejtekben azt tapasztalták, hogy a 

differenciálódással és a szinapszisok kialakulásával párhuzamosan a GS 

aktivitás megnı (Pitto et al., 1992).  

Az SK-N-MC sejtekben is érdekes megfigyelések történtek a GS 

enzimre vonatkozóan. Itt kétféle gangliozid-GM3-szialidázt azonosítottak, 

egyiket a sejtmembránban (ez Triton-X-100 detergenssel specifikusan 
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aktiválható), és egy lizoszómálisat (melyet glükodeoxikoláttal tudtak stimu-

lálni) (Kopitz et al., 1994). A membránhoz kapcsolódó enzim "szubsztrátja" a 

sziálsav, amit a gangliozidok terminális végeirıl hasít le (Kopitz et al., 1996). 

Ezen enzim gátlásával a sejtek extrém nagy proliferációs képességőek 

lesznek, kontaktgátlásukat elvesztik (Kopitz et al., 1997), ezzel együtt a GM3 

gangliozidok szintje megemelkedik, míg a GM1 és a laktozilceramid raktár 

lecsökken. Normális esetben az SK-N-MC sejtekben a spontán differenciá-

lódással és a sejtek egyre nagyobb mértékő érintkezésével párhuzamosan a 

GS szintje fokozatosan megemelkedik, és a sejtfelszíni gangliozid mintázat is 

megváltozik, az elıbbivel éppen ellentétben a GM3 molekulák szintje 

csökken, a GM1 raktár a magasabban szialilált gangliozidok lebontásával 

feltöltıdik (Kopitz et al., 1996). Az enzim aktivitásának emelkedése tehát az 

SK-N-MC sejteknél a differenciáltabb állapothoz kötıdik, és -úgy tőnik- igen 

fontos szereppel bír a sejtproliferációs és sejtdifferenciálódási folyama-

tokban.  

Arra voltunk kíváncsiak, hogy ez az érzékeny rendszer hogyan reagál 

egy nemspecifikus, a hatását fıként a sejtmembránra kifejtı OH• fluxus 

jelenlétére. A fenti állítások alapján az enzimet differenciálódási markernek 

tekintjük a sejtvonalra, de mindemellett arra is kíváncsiak voltunk, hogy a 

BrdU differenciálószer hatására hogyan változik az enzim aktivitása.  

 

3.4 Közvetlen kísérleti elızmények, kérdésfelvetés 

 

Milyen hatással van in vitro sejtkultúrákra a Fenton reakcióból 

származó OH• megemelt fluxusa? Az in vitro megemelt OH• fluxus hatását 

már vizsgálták tenyésztett kondrocita sejtvonalon (Zsupán et al., 1987), ahol 

a differenciálódás elindult a Fenton reakcióval generált szabadgyökök 

hatására. Tenyésztett leukémia sejtek két típusán (HL-60 és K-562) szintén 

történtek hasonló vizsgálatok (Nagy et al., 1993, 1995). Folytattak vizsgá-

latokat humán fibroblaszt tenyészeteken is (Bazsó-Dombi et al, 2000), ahol 

szintén sikerült kimutatni a differenciálódás jeleit, hasonló kezelések hatá-

sára. Végeztek ilyen jellegő kísérleteket úgy is, hogy nem OH•, hanem O2
-• 

gyökök hatását vizsgálták (Naveilhan et al., 1994; Katoh et al., 1997). 

Valamint szintén hasonló jellegő vizsgálatnak tekinthetı a külsı oxigén 
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nyomás hatásainak vizsgálata a differenciálódásra in vitro (Absher et al., 

1994; Katoh, 1997). Szívizom sejteken szintén nézték a reaktív oxigén 

gyökök szerepét a differenciálódás korai fázisában (Sauer et al., 2000). Ezen 

téma szakirodalma nem túl bıséges még napjainkban, de egyre több 

publikáció születik arra vonatkozóan, hogy a szabadgyökök szerepet játsza-

nak a differenciálódási folyamatokban, legalábbis annak korai szakaszában 

illetve elindításában. 

Az általánosíthatóság igényébıl kiindulva, valamint -mint fentebb már 

említettem- az idegrendszer ezekben a folyamatokban való kitüntetett szere-

pe miatt, kiterjesztettük vizsgálatainkat idegrendszeri eredető sejtvonalakra. 

Egy humán központi idegrendszeri eredető sejtvonalon (SK-N-MC) szerettük 

volna bebizonyítani a szabadgyökök differenciálódást indukáló szerepét 

differenciálódási markerek vizsgálatával. Továbbá kiegészítı vizsgálatként 

egy másik idegrendszeri eredető modellen (PC-12) vizsgáltuk a gyököket 

átalakító és elimináló enzimek indukcióját hasonló kezelések hatására.  
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4. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

4.1 Anyagok 

4.1.1 Sejtvonalak 

4.1.1.1 PC-12 sejtvonal 

 

A PC-12 (ATCC CRL 1721) patkány feokromocitóma sejtvonal igen 

széles körben alkalmazott modell napjainkban a biokémiai és molekuláris 

biológiai kutatásban, valamint a sejtdifferenciálódási folyamatok vizsgálata 

során. A sejtvonalat 1976-ban izolálta Green és Tischler.  

A primer tumor patkány mellékvese velıállományában kialakuló 

feokromocitóma, ami a nevét onnan kapta, hogy speciális krómsókkal inten-

zíven festıdik. A tumort alkotó sejtek (feokromocita) szimpatikus idegrend-

szeri eredetőek, a szimpatikus dúctelepekbıl vándorolnak ki, nem differen-

ciálódnak idegi irányba, hanem adreno-medulloblasztokként korlátlan ideig 

szaporodóképesek. (Straub, 1977). 

A mellékvese velıállománya ektodermális eredető, fejlıdéskor a 

ganglionlécbıl differenciálódik. Sokszögő, finoman szemcsézett sejtjei króm-

sókkal barnára festıdı granulumokat tartalmaznak, ezért kromaffin sejteknek 

is nevezik ezeket. Hisztokémiai módszerekkel kétféle sejttípus különíthetı el, 

az adrenalint termelı fukszinofil és a noradrenalint termelı pikrinofil sejtek. A 

mellékvese velıállományát szimpatikus preganglionáris kolinerg rostok 

idegzik be, sejtjei ezért fejlıdéstani és funkcionális szempontból analógok a 

posztganglionáris szimpatikus neuronokkal (Ádám és Fehér, 1990). A 

feokromocitóma nagy mennyiségben katekolamin hormonokat termel, így a 

hipertrófia egy jellegzetes tünete a daganat megjelenésének (Berkow, 1994). 

Ennek megfelelıen a PC-12 sejtvonal is noradrenalint és dopamint termel, 

de adrenalint nem, így aktív tirozin-hidroxiláz, dopamin-β-hidroxiláz 

(monoamino-oxidáz) és katekol-o-metil-transzferáz enzimszintek mérhetık a 

sejtekben. A PC-12 sejtek NGF hatására nyúlványos sejtekké differenciá-

lódnak (Green és Tischler, 1976). 
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4.1.1.2 SK-N-MC sejtvonal 

 

Az SK-N-MC (ATCC HTB 10) humán neuroblasztóma sejtvonal széles 

körben alkalmazott modell a neurokémiai kutatásokban. Egy másik vonallal 

(SK-N-SH) együtt izolálták. Az SK-N-MC megduplázódási ideje rövidebb az 

SK-N-SH-énál, és alacsonyabb dopa-β-hidroxiláz aktivitással rendelkezik, a 

sejtvonal kolinerg (Biedler at al., 1973; Seeger et al., 1977; Barnes et al., 

1981). 

A primer tumor egy 14 éves nıi beteg szupra-orbitális agyterületérıl 

származik. A vonal hisztológiailag neuroblasztóma, morfológiája epitheliális, 

monolayer sejtkultúrát alkot. Különbözı ágensek hatására két irányban 

differenciálható in vitro (S és N típusú differenciálódás). 50 µM BrdU 

hatására egy hét alatt S (Schwannian/substrat adherent) típusú morfológiát 

mutat, a sejtek nagyobbakká válnak, transzparensebbek lesznek (Mühl, 

1992), ezzel párhuzamosan az AchE enzim aktivitása is jelentısen meg-

emelkedik (Mühl, 1992, Kopitz et al., 1994). 

 

4.1.2 Vegyszerek és reagensek 

 

adenozin-5’-difoszfát (ATP) (Sigma) 

BrdU (Sigma) 

xantin, Na-sója (Sigma) 

xantin-oxidáz (Sigma) 

SOD (Sigma) 

citokróm-c (Sigma) 

borjú szérum albumin (BSA) (Serva) 

kataláz (Sigma) 

glutation-reduktáz (Sigma) 

glutation, redukált (Sigma) 

NADPH (Sigma)  

Ethopropazin (Sigma) 

Dowex AG 50W X8-200 (Sigma) 

Aquasafe 500 Plus, szcintillációs koktél (Zinsser Analytik, Frankfurt) 

Ultima Gold, szcintillációs koktél (Packard, Frankfurt) 
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fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF) (Sigma) 

DEAE-Sepharose CL-6B (Pharmacia, Freiburg) 

DNS, Na-sója (Sigma) 

tRNS (Sigma) 

Hoechst 33258 (Sigma) 

Folin-reagens (Merck) 

TiOSO4-oldat (preparált reagens, Leighton et al., 1968) 

dimetil-szulfoxid (DMSO) (Sigma) 

tripán-kék oldat (Serva) 

tripszin (Gibco) 

kollagén, I-es típusú (Sigma) 

Minden más felhasznált reagens analitikai tisztaságú és kereskedelmi 

forgalomban beszerezhetı volt. 

 

4.1.3 Radioaktív reagensek 

 

[1-14C] acetilkolin, 370 MBq/mmol (ICN) 

[3H] gangliozid, 6.40 TBq/mmol (jelölése Kopitz et al., 1996. szerint történt) 

 

4.1.4 Tápfolyadékok és alkotórészeik 

 

Dulbecco's modified eagle medium (DMEM) (Sigma) 

Eagle's minimum essential medium (E’MEM) (Sigma/Biochrom) 

fetal calf serum (FCS) (Gibco/Boehringer Mannheim) 

ViralexTM serum (FCS) (PAA Laboratories, Linz) 

horse serum (HS) (Gibco) 

L-Glutamin (ICN) 

nemesszenciális aminosavak (Serva) 

Penicillin-Streptomicin (PS) (ICN/Egyetemi gyógyszertár, Debrecen) 

Phosphate Buffered Saline (PBS) (készített) 

NaHCO3 (Sigma) 

D(+)glükóz (Reanal) 
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4.1.5 Mőszerek 

 

Invertmikroszkóp, Invertoskop D (Zeiss, Frankfurt) 

Invertmikroszkóp, Mic-1727 (Unitron, Newton Highlands) 

Fénymikroszkóp, ZEISS Axiolab (Zeiss, Frankfurt) 

Steril fülke, Laminarbox 1446 GV (VEB Elektromat, Drezda) 

Steril fülke, Laminarbox BSB 4A (Gelaire Flow Laboratories, Meckenheim) 

CO2 termosztát, (ASSAB T305GF KEBO Biomed,Spánga, Svédország 

/Heraëus Christ, Osterode) 

Gázégı, (NeoLab) 

Spektrofotométer, HITACHI U-2000 r (Hitachi) 

Spektrofotométer, Uvicon 820 (Uvicon) 

Spektrofluoriméter, HITACHI F-4500 (Hitachi) 

Folyadékszcintillációs (LSC) számláló, 1600 TR (Packard, Frankfurt) 

Laborcentrifuga, 6000 (Heraëus Christ, Osterode) 

Laborcentrifuga, (Janetzki K 23) 

Laborcentrifuga, (MLS K 26 D) 

Univerzális centrifuga, 1200 (Hettich, Tuttlingen) 

Asztali-centrifuga, (Eppendorf) 

 

4.1.6 Eszközök 

 

Mikropipetták (Gilson) 

Nichiryio mikropipetták (Nichiryo Co., Ltd., Sotokanda, Japán) 

Polietilén szcintillációs flaskák (Packard, Frankfurt) 

Fagyasztócsövek (Nunclon) 

Sejt-szőrı (Falcon, Becton & Dickinson, Heidelberg) 

96-lyukú plate (Falcon) 

Sejttenyésztı flaskák és Petri-csészék (Falcon) 

Centrifugacsövek (Nunclon) 

0.22 µm cellulóz-acetát sterilszőrı (Millipore, Molsheim) 
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4.2 Módszerek 

 

4.2.1 Tenyésztési módszerek 

 

A PC-12 sejtvonalat DMEM tápfolyadékban, 10% HS és 5% FCS-sel 

kiegészítve; az SK-N-MC sejtvonalat E’MEM médiumban, 10% FCS-sel 

kiegészítve, tenyésztettük standard tenyésztési körülmények (37 ºC-on, 5% 

CO2 és 80% páratartalom) között. Mindkét tápfolyadékhoz utólag tettünk 

Penicillint, Streptomicint és L-Glutamint, melyek végkoncentrációi a tápfolya-

dékban 100 IU/ml, 50 µg/ml és 2 mM voltak. Az E’MEM tápfolyadékot 

nemesszenciális aminosavakkal  (1%) is kiegészítettük.  

A PC-12 sejtvonalat 0.01%-os kollagén bevonaton növesztettük. A 

sejtek duplázódási ideje 48-96 óra, ennek megfelelıen heti egy-két alkalom-

mal passzáltuk, amikor a sejtek elérték az 50%-os konfluenciát. A sejtek 

lazán kötıdnek a bevonathoz, így lemosásukhoz elegendı volt a tápfolyadék 

fel-le pipettázása Pasteur-pipettával. A tápfolyadék csere kétnaponként 

történt. 

Az SK-N-MC sejtvonal monolayer kultúrát alkot, a tenyésztıedényhez 

is erısen kötıdik, ezért a sejteket 0.4%-os tripszin segítségével szedtük fel 

passzáláskor. Mivel a sejtvonal megduplázódási ideje 24-36 óra, 3-5 

naponként volt szükség passzálásra. Tápfolyadék cserét háromnaponként 

végeztünk. 

 

4.2.2. Kezelések 

 

A sejtkultúrák kezelése a Fenton reakcióval történt (Fenton, 1894), in 

vitro (Fenton kezelések, szabadgyökös kezelések). A kezelések során a már 

leírt módszert alkalmaztuk, melyet Floyd és munkatársai fejlesztettek ki 

(Floyd és Lewis, 1983; Floyd és Zs.-Nagy, 1984; Zs.-Nagy és Floyd, 1984), 

amely szerint a Fe2+-ADP komplex és H2O2 hozzáadása a sejtkultúrákhoz 

egyidejőleg történik. Más szerzık is sikerrel alkalmazták ezt a metodikát 

(Gutteridge et al., 1990; Nagy, et al., 1993; Nagy, et al., 1995). Az ADP, a 

vas-szulfát/vas-ammónium-szulfát és a H2O2 törzsoldatokat bidesztillált 

vízben, mindig frissen készítettük el. Az ADP és vas-szulfát törzsoldatokból 
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azonos mennyiségeket elegyítve készítettük el a Fe2+-ADP komplexet. 

Használat elıtt sterilen szőrtük le az oldatokat. Az ADP végkoncentrációja 

mindig 20-szorosa volt a vasénak, ezzel az aránnyal biztosítottuk, hogy a vas 

autooxidációja ne következzen be. A végkoncentrációk az eredmények 

leírásánál és az összefoglaló táblázatokban szerepelnek. A 

tenyésztıedényben a vas legmagasabb koncentrációja 100 µM volt mindkét 

sejttípusnál, a H2O2 legmagasabb koncentrációja pedig 25 µM volt a PC-12 

sejteknél és 10 µM az SK-N-MC sejtek esetében.  

Az SK-N-MC sejteknél párhuzamosan BrdU-val való kezelés is történt, 

ami jól ismert differenciálószere a sejtvonalnak. A törzsoldat készítésekor 5 

mM koncentrációban feloldottuk a BrdU-t a tenyésztı médiumban, majd a fel 

nem használt mennyiséget kis adagokban, –20°C-on lefagyasztva tároltuk. A 

BrdU végkoncentrációja 50 µM volt a sejtkultúrákon, mely mennyiség a 

sejtek teljes differenciálódását okozta 6 nap elteltével (Mühl, 1992, 1996).  

Mindezekkel párhuzamosan tenyésztettünk, ill. mértünk kontroll sejte-

ket, melyeken nem alkalmaztunk kezeléseket. A PC-12 sejtvonalon két-

naponként, az SK-N-MC sejtvonalon pedig háromnaponként cseréltünk 

tápfolyadékot, és ekkor ismételtük a kezeléseket. Így a PC-12 sejteket 1x48 

és 2x48 órás, az SK-N-MC sejteket pedig 1x72 és 2x72 órás inkubációs 

idıtartamokban kezeltük.  

 

4.2.3 Sejtszám meghatározás 

 

A sejtszámokat kétféle úton, direkt és indirekt módszerrel határoztuk 

meg. A direkt sejtszámlálást Bürker-kamrában végeztük. Az indirekt meg-

határozás a Promega (Cell Titer 96TM) nemradioaktív sejtproliferációs teszt 

segítségével vált lehetıvé. A sejteket 4 órán át inkubáltuk egy metil-tetrazó-

lium sót tartalmazó festékoldattal. Az élı sejtek a mitokondriumban átalakítot-

ták ezt formazánná, ami kék színő (Mosmann, 1983). A reakció leállítása egy 

szolubilizáló oldat hozzáadása segítségével történt, majd megmértük az 

abszorbanciákat 570 nm-en ELISA fotométerrel. Az abszorbancia adatok 

arányosak a sejtszámokkal. 
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4.2.4 Életképesség vizsgálat 

 

100 µl PBS-hez 30-50 µl tripán-kék oldatot adtunk, majd ezt össze-

kevertük 50 µl sejtszuszpenzióval. Az elpusztult sejtek membránja átjárható 

erre az anyagra nézve, így azok felvették a festéket és kékre színezıdtek. 

Néhány percen belül megszámoltuk a teljes sejtszámot és a kékre festıdött 

sejteket, s az elpusztult sejteket a teljes sejtszám százalékában adtuk meg. 

 

4.2.5 Fénymikroszkópos vizsgálatok és fotózás az SK-N-MC sejteknél 

  

 Az SK-N-MC sejtvonal monolayer kultúrát alkot, a tenyésztıedényhez 

erısen kötıdik. A tápfolyadék leszívása után a sejteket PBS-sel megmostuk 

és 10%-os formalinnal fixáltuk. A tenyésztıedény felsı részének eltávolítása 

után a fixált sejteket tartalmazó alsó részt tárgylemezként használtuk. 

Hemalaun-eosin-nal festettük a sejteket (a nagymértékben transzparens 

sejtek így kontrasztosabbá váltak), majd glicerin-zselatinnal lefedtük, ezt 

követıen néhány órán belül lefotóztuk. A fotózás Zeiss Axiolab mikroszkópon 

történt. 

 

4.2.6 Szolubilizálás (SOD, CA és GPx enzimekhez) 

  

Az enzim mérések megkezdése elıtt, a sejteket egy szolubilizáló 

oldattal tártuk fel. A szolubilizáló oldat 50 mM-os Tris-HCl pufferben (pH=7.5) 

tartalmazott 0.3% Triton-X-100-at, 0.2 mM PMSF-et és 0.5% cetil-trimetil-

ammónium-bromidot. Az ideális sejtkoncentráció 1x107 sejt/1 ml szolubilizáló 

oldat volt (Kasugai és Yamada, 1992). A feltárás úgy történt, hogy a tenyész-

tıedény aljáról lemosott sejteket lecentrifugáltuk, majd 10 ml PBS-sel 

átmostuk. Újbóli mosás után meghatároztuk a sejtszámokat. Innen is 

lecentrifugáltuk a sejteket, és végül a fenti koncentrációnak megfelelıen 

felvettük a szolubilizáló oldatban. Fagyasztás-felolvasztás következett 

négyszer (folyékony nitrogénnel). A mintákat egy órán át 4˚C-on rázattuk a 

tökéletesebb feltárás érdekében. A sejthomogenizátumokat végül 13000 x g-

n 10 percig centrifugáltuk (szintén 4˚C-on), majd az így kapott felülúszót 

használtuk a fehérje, a SOD, a CA valamint a GPx enzimek mérésére.  
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4.2.7 Szuperoxid-dizmutáz aktivitás meghatározás  

(Flohé és Ötting, 1984) 

 

A mérés elve 

A SOD enzim a O2
-. gyököket dizmutálja H2O2-dá. Rendszerünkben a 

xantin/xantin-oxidáz reakcióval hoztuk létre a O2
-. gyököket, melyek redu-

kálták a reakcióelegyhez adott citokróm-c molekulákat. A citokróm-c reduk-

ciója színváltozással jár, amit 550 nm hullámhosszon spektrofotometriásan 

követhetünk. A xantin-oxidáz enzim mennyiségét úgy kell kiválasztani, hogy 

a citokróm-c redukciójának sebessége 0,025 abszorbanciaegység/perc 

legyen a mintát vagy SOD standardot nem tartalmazó alapreakcióban. A 

minták SOD tartalma eliminálja a O2
-. anionok több-kevesebb részét, így az 

alapreakcióhoz képest csökken a citokróm-c redukció sebessége. A stan-

dardizálás során ismert mennyiségő SOD-ot tartalmazó mintákban mértük 

meg a percenkénti abszorbancia csökkenéseket, s ebbıl következtetni 

tudtunk a minták SOD tartalmára. 

 

A méréshez szükséges oldatok 

50 mM foszfát-puffer, pH=7.8 (0.1 mM EDTA-val) 

≈0.2 unit/ml xantin-oxidáz (0.1 mM EDTA-ban), B-oldat 

1 M xantin-oldat (0.001 M NaOH-oldatban), és 20 µM citokróm-c (foszfát-

pufferben) 1:10 arányban elegyítve, A-oldat 

300 µM KCN- oldat 

 

A mérés menete 

Alapreakcó-elegy: 

• 1400 µl A-oldat 

• 10 µl KCN 

• 25 µl puffer 

• ≈ 15 µl B-oldat 

Minta-elegy: 

• 1400 µl A-oldat 

• 10 µl KCN 

• 25 µl felülúszó (minta) 

• ≈ 15 µl B-oldat 
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Standardgörbe 

Ismert mennyiségő SOD-ot tartalmazó mintákban mértük a ∆A/min 

értékeket. Az 1/∆A –SOD koncentráció görbe megszerkesztése után, 

kiszámoltuk a tgα értékét. A standard görbét 0–300 ng SOD tartományban 

vettük fel.  

 

A kiértékelés menete 

∆A0=0.025, alapreakció abszorbancia változása/min 

∆A= a minta abszorbancia változása/min 

1/∆A0=1/0.025=40 

1/∆A-1/ ∆A0=x 

x/tgα→ ng SOD / 25 µl felülúszó 

A SOD értékeket a párhuzamosan mért fehérje tartalmak alapján, mg 

fehérjére vonatkoztattuk. 

  

4.2.8 Kataláz aktivitás meghatározás (Gaunt és De Duve, 1976) 

 

A mérés elve 

A CA a H2O2 -ot bontja vízzé és oxigénné. Mintáinkat ismert mennyi-

ségő H2O2-dal 30 percig inkubálva, a visszamaradó H2O2 mennyiségébıl 

következtethettünk annak CA tartalmára. A visszamaradó H2O2-ot TiOSO4-tal 

reagáltatva, a keletkezı sárga színő titánium-peroxiszulfátot kolorimetriásan 

határoztuk meg (405 nm-en). A mintákhoz adott teljes H2O2 mennyiséget is 

megmértük (totál). A standardizálás során ismert aktivitású CA enzimet 

tartalmazó mintákban mértük az abszorbancia értékeket. 

 

A méréshez szükséges oldatok 

Inkubáló-oldat: 0.5 mg/ml BSA, 10 mM imidazol 

0.1% Triton-X-100, 0.06% H2O2 

TiOSO4-oldat, használat elıtt 1:1 arányban hígítjuk bidesztillált vízzel 
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A mérés menete (A=abszorbancia) 

Vak: 100 µl minta (felülúszó), 100 µl bidesztillált víz (bdv), 2 ml TiOSO4 → Av 

Totál H2O2: 100 µl bdv, 100 µl inkubáló-oldat, 2 ml TiOSO4 → A0, a kiindulási 

H2O2 koncentrációnak megfelelı abszorbancia érték 

Minta: 100 µl minta (felülúszó), 100 µl inkubáló-oldat, 2 ml TiOSO4 → A30, ez 

a 30 percig H2O2 dal inkubált minták abszorbanciája 

 

Standardgörbe 

Az ismert mennyiségő CA-t tartalmazó minták abszorbancia értékeit 

megmérve, felállítottunk egy standard görbét, melynek tgα értékével határoz-

tuk meg a minták enzimtartalmát. A standard görbét  0-50 unit CA tarto-

mányban vettük fel. 

 

A kiértékelés menete 

lg [A0 / (A30-Av)]= x    

x/tgα → unit CA/100 µl minta (felülúszó) 

A CA értékeket a párhuzamosan mért fehérje tartalmak alapján, mg fehérjére 

vonatkoztattuk. 

 

4.2.9 Glutation-peroxidáz aktivitás meghatározás 

(Flohé és Günzler, 1984) 

 

A mérés elve 

A GPx enzim a lipid peroxidokat bontja, miközben a redukált glutation 

(GSH) oxidálódik (GSSG). A képzıdött GSSG-t a feles-legben alkalmazott 

glutation reduktáz (GR) alakítja vissza GSH-vá, s a reakcióhoz NADPH-t 

használ H+ forrásként. Ez a NADPH fogyás követhetı nyomon 

spektrofotométerrel 340 nm-en, mint abszorbancia csökkenés.  

A reakcióelegyhez ismert mennyiségő GSH-t, GR-t, NADPH-t és H2O2-t 

adva, a NADPH fogyás alapján következtetni tudunk a minta GPx tartalmára.  
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A meghatározás a következı lépésekbıl áll (3): 

1. Elıinkubálás /37ºC, 10 perc/ (minta, GSH, GR-fölöslegben) 

Ezen folyamat során a minta NADPH tartalma teljesen lebomlik, így a 

késıbbiekben biztosan a hozzáadott NADPH fogyást mérjük. 

2. H2O2-tól független NADPH fogyás /37ºC, 3 perc/ (NADPH hozzáadásával) 

Ekkor a H2O2-tól független NADPH fogyást mérjük. A fenti teljes ciklus 

mőködik, amíg a minták szervetlen és szerves peroxid tartalma el nem fogy. 

Ez alatt a NADPH fogyás igen kis mértékő. 

3. Teljes reakció /37ºC, 5 perc/ (H2O2 hozzáadásával) 

A fenti teljes ciklus mőködik, és a mért idıintervallumon belül a 

NADPH fogyás lineáris. A GPx függı reakció sebességét úgy kapjuk meg, ha 

a teljes reakciósebességbıl kivonjuk a H2O2-tól független és a nemen-

zimatikus reakciósebességeket. Elıbb említettem, hogy a H2O2-tól független 

NADPH fogyás nem jelentıs mértékő, (de ennek ellenére nem hanyagoltuk 

el), míg a nemenzimatikus, vagy más néven alapreakció sebességét úgy 

határoztuk meg, hogy a reakcióelegyben az enzim mintát pufferrel helyette-

sítettük. Irodalmi adatok szerint az alapreakció ∆A értéke 0.028 és 0.036 

közé esik. Az alapreakcióra 0.033-0.034 abszorbancia csökkenést tapasztal-

tunk, mely értéket a kísérletek megismétlése során következetesen vissza-

kaptunk. Az enzimértéket közvetetten, adott idı alatti NADPH fogyásként 

adtuk meg, ill. mg fehérjére vonatkoztattuk.  

 

A méréshez szükséges oldatok 

0.1 M K2HPO4 puffer (pH= 7.0) 1 mM EDTA-ban  

0.1%-os NaHCO3 bidesztillált vízben 

2.41 U /ml GR 0.1 M K2PO4 pufferben, jégen tartva 

10 mM GSH bidesztillált vízben 

1.5 mM NADPH 0.1%-os NaHCO3 -oldatban 

1.5 mM H2O2 oldat bidesztillált vízben, 37°C-ra elımelegítve 
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A mérés menete 

Az alapreakcióhoz összeállított reakcióelegy:   

450 µl foszfát-puffer, 100 µl puffer, 100 µl GR és 150 µl GSH  

→ elıinkubálás: 10 perc 37°C-on.  

Majd ehhez adva 100 µl NADPH-t, 

→ H2O2 –tól független reakció: 3 perc 37°C-on, 340 nm-en követve.  

Majd ehhez adva 100 µl H2O2 -ot, 

→ teljes reakció: 5 perc 37°C-on, 340 nm-en követve.  

A minták méréséhez összeállított reakcióelegy: 

Ugyanaz, mint az elızı, azzal a különbséggel, hogy a 100 µl puffer helyett 

100 µl mintát (felülúszót) tettünk. 

 

A kiértékelés menete 

C = µmol NADPH fogyás/min  

C=(∆A x V) / (ε x v x d), ahol: 

∆A = abszorbancia csökkenés 340 nm-en 

V = a reakcióelegy térfogata (1000 µl)   

ε = a NADPH moláris extinkciós koefficiense (6220 M-1 cm-1) 

v = a minta (felülúszó) térfogata (100 µl) 

d = a küvetta átmérıje (1 cm) 

A GPx értékeket a párhuzamosan mért fehérje tartalmak alapján, mg 

fehérjére vonatkoztattuk. 

 

4.2.10 Acetilkolin-észteráz aktivitás meghatározás (Blume et al., 1970) 

 

A mérés elve 

Az AchE enzim specifikus az acetilkolinra, azt acetátra és kolinra 

bontja. Aktivitását mintáinkban úgy határoztuk meg, hogy 14C-izotóppal 

jelzett acetilkolinnal inkubáltuk a sejthomogenizátumokat, ahol 14C-izotóppal 

jelzett acetát vált szabaddá az enzim hatására, mely negatív töltéső. A to-

vábbiakban ioncserélı kromatográfiás eljárással elválasztottuk a keletkezett 

acetátot a szubsztráttól, és radioaktivitását LSC számlálóban mértük. 
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A méréshez szükséges oldatok 

25 mM nátrium-foszfát homogenizáló puffer, pH=7.4, tartalmaz: 

• 0.3% Triton-X-100-at 

• 0.125 mM ethopropazin-t (törzsoldatból hígítva) 

6.125 mM ethopropazin törzsoldat 

[1-14C] acetilkolin: specifikus aktivitása 370 MBq/mmol, 10 mCi/mmol, erede-

tileg 0.05 mCi, 1.85 MBq volt 0.5 ml etanolban feloldva, az etanolt elgızöltük, 

és 770 µl bideszt. vízben vettük fel, így a koncentrációja 6.5 mM lett 

100 mM PMSF törzsoldat, metanolban: -20°C-on kis adagokban tároltuk, 

használat elıtt 100 X-ra hígítottuk jéghideg metanollal. 

Dowex AG csövek: 100 g-ot 200 ml bideszt. vízben feloldottunk, NaOH-dal 

addig mostuk, míg a pH-ja 9 fölötti érték lett, majd bideszt. vízzel addig 

mostuk, míg a pH beállt 7 körüli értékre, 0.05% NaN3 -ot adtunk hozzá, 

hőtıben tároltuk. 

2%-os nátrium-azid 

Aquasafe 500 Plus szcintillációs koktél  

 

A mérés menete 

A sejtek feltárása. A sejteket feltripszineztük, és 2x10 ml, majd végül 1 ml 

fiziológiás sóoldatban átmostuk. Ezután a mintákat 1 ml homogenizáló pufferben 

vettük fel, 10x5 másodpercig pottereztük, majd 2x30 másodpercig szonikáltuk. A 

sejthomogenizátumokat AchE, fehérje és DNS mérésekre osztottuk el. 

AchE mérés. 20 µl homogenizátumot és 5 µl [1-14C] acetilkolint 30 

percig inkubáltunk 30°C-os vízfürdıben. A reakciót 1 ml 1mM-os, jéghideg 

PMSF oldat hozzáadásával állítottuk le. Közben kis mérető csövekre 1 ml 

Dowex AG-t vittünk fel, és 3x1 ml bidesztillált vízzel átmostuk. Az átmosott 

gélre ezután felvittük a mintákat, ahonnan az acetátot 3 ml bidesztillált vízzel 

lemostuk, mőanyag flaskákban felfogtuk, és 10 ml szcintillációs koktél 

hozzáadása után, megmértük a beütésszámot (dpm). A vak „mintában” a 

sejthomogenizátumot bidesztillált víz helyettesítette. 
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A kiértékelés menete 

[(dpmhomogenizátum-dpmvak)/(22,2[dpm/pmol])x30 min)]x50 =  

pmol AchE átalakulás/min/ml 

= µU AchE/ml felülúszó 

A mért enzim értékeket mg fehérje és µg DNS tartalomra vonatkoztattuk. 

 

4.2.11 Gangliozid-szialidáz aktivitás meghatározás (Lieser et al., 1989) 

 

A mérés elve 

Az GS enzim egyik típusa, a Triton-X-100-zal aktiválható, plaz-

mamembrán szialidáz, a plazmamembránban lévı komplex gangliozidokat 

(GM3) bontja úgy, hogy a terminális sziálsavakat lehasítja. Aktivitását 

mintáinkban úgy határoztuk meg, hogy 3H-GM3-at, izotóppal jelzett szubsz-

trátot inkubáltunk a sejthomogenizátummal, melybıl az enzim 3H-laktozil-

ceramidot tett szabaddá. A továbbiakban ioncserélı kromatográfiás eljárás-

sal elválasztottuk a keletkezett 3H-laktozilceramidot a szubsztráttól, és 

radioaktivitását LSC számlálóban mértük.  

 

A méréshez szükséges oldatok 

170 mM Na-acetát homogenizálópuffer, pH=4.5, tartalmaz: 

• 0.07% (w/v) Triton-X-100-at 

1 mM 3H-GM3, metanolban 

A mérés menete 

A sejtek feltárása. A sejteket feltripszineztük, és 2x10 ml, majd végül 1 

ml fiziológiás sóoldatban átmostuk. Ezután a mintákat 1 ml homogenizáló 

pufferben vettük fel, és 10x5 másodpercig pottereztük. A sejthomogeni-

zátumokat GS és fehérje mérésre osztottuk el. 

GS mérés. 1µl 3H-GM3 oldatról lepároltuk a metanolt, és 30 µl 

reakciópufferben vettük fel. Intenzív rázással és ultrahangfürdıben való 

kezeléssel feloldottuk, majd 20 µl sejthomogenizátummal 60 percig inku-

báltuk, 37°C-on. A vak „mintákban” a sejthomogenizátumot bidesztillált víz 

helyettesítette. A reakciót 1 ml jéghideg metanol hozzáadásával állítottuk le, 

és a mintákat jégre állítottuk. Közben kis mérető csövekre 1 ml DEAE-
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Sepharose-t vittünk fel, metanollal átmostuk és felvittük rá a mintákat. A nem 

hidrolizált GM3 a pozitív töltéső gélhez kötıdik, míg a termék, a laktozil-

ceramid a metanollal kimosható. Ezt a frakciót (A-frakció) fogtuk fel 

szcintillációs flaskákba. Na-acetát pufferrel a nemhidrolizált részt is eluáltuk 

(B-frakció). 10 ml szcintillációs koktél hozzáadása után, mindkét frakcióban 

megmértük a beütésszámot (dpm). 

 

A kiértékelés menete 

dpmA + dpmB = dpmösszes 

(dpmA x 100) / dpmösszes = A% 

A%-Vak% = X%  

(X% x 300 pmol) / (120 min x [fehérje mg/ml]) =  µU szialidáz / mg fehérje

  

4.2.12 Fehérje és DNS mérések 

 

4.2.12.1 Fehérje mérés 

 

A mérés elve 

A kimutatás alapja a Folin-reakció. A tirozint és triptofánt tartalmazó 

fehérjék (valamint a szabad tirozin és triptofán) a foszfor-volfrámsav és 

foszfor-molibdénsav foszforsavas vizes oldatával kék színezıdést adnak. 

Ezen az elven alapszik az alkalmazott Lowry-féle módszer (Lowry et al., 

1951). Ennek lényege, hogy a fehérjék elıször rezet tartalmazó alkalikus 

oldatba kerülnek, melyben Cu2+-fehérje komplexek jönnek létre, majd ez a 

komplex redukálja a Folin-reagenst. 

 

A méréshez szükséges oldatok 

43 mM CuSO4 oldat, 1:49 arányban hígítani kell frissen a pufferrel 

Folin-reagens, frissen hígítani kell 1:6 arányban bidesztillált vízzel 

1 mg/ml-es BSA törzsoldat, a standardgörbéhez, fagyasztva, szétporciózva 

tárolható 
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A mérés menete 

Standardsor. 2.5-50 µg fehérje mennyiségeknek megfelelıen Eppendorf-

csövekbe pipettáztuk a BSA törzsoldatot, majd 50 µl-re egészítettük ki 

bidesztillált vízzel. A vak fehérje helyett 50 µl bidesztillált vizet tartalmazott. 

Minták. 10 µl felülúszó- ill. sejthomogenizátumhoz 40 µl bdv-et adtunk.  

A fehérje mintákhoz hozzámértünk 500 µl frissen hígított CuSO4 oldatot, 

majd 20 perces szobahımérsékleten történı inkubálás után hozzáadtuk az 

500 µl frissen hígított Folin-reagenst, s ezzel 30 percig inkubáltuk. Az 

extinkciókat 630 nm-en mértük. 

 

A kiértékelés menete 

A standardgörbe adatait a Microcal Origin programmal dolgoztuk fel, 

egyenest illesztettünk rá (lineáris regresszió), majd a kapott egyenes egyen-

letével számoltuk ki a minták fehérje tartalmát. 

 

4.2.12.2 DNS mérés/1 (West et al., 1985; Teixeira et al., 1995) 

 

A mérés elve 

A Triton-X-100-zal kezelt sejthomogenizátum DNS tartalmát fluoresz-

cenciás szerrel határoztuk meg (Hoechst 33258). A triton okozta háttér 

fluoreszcencia kiküszöbölése érdekében a DNS-t alkohollal kicsaptuk, majd 

EDTA-ban visszaoldottuk. Így a módszer érzékenysége nagyobb lett, és  

1-5x105 sejtet is jól tudtunk mérni. Tehát a módszer rendkívül pontos, 

érzékeny és kis DNS mennyiségek kimutatására is használható. 

 

A méréshez szükséges oldatok 

10 mM EDTA, pH= 12.3 

3 M Na-acetát-oldat, pH= 5.2 

10 mM Tris-100 mM NaCl, pH= 7.0 

1 mg/ml Hoechst 33258 törzsoldat, ezt továbbhígítva: 

200 ng/ml munkaoldat a mintákhoz 

2000 ng/ml munkaoldat a standardsorhoz 

1 M NH4OH oldat 
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PBS, pH= 7.2-7.4 

1 M KH2PO4-oldat 

1 mg/ml DNS törzsoldat 

2% Triton X-100 

200 µg/ml tRNS-oldat 

96%-os etanol 

 

A mérés menete 

Szolubilizálás. Ca és Mg mentes PBS-sel mostuk át a sejteket, majd 300 µl 

2%-os Triton X-100 oldatot mértünk rá (104-105 sejtszámhoz) és 30 percig 

inkubáltuk szobahımérsékleten. Ezt követıen azonnal mértük, vagy –20°C-

on tároltuk a mintákat.  

DNS mérés. 75-300 µl Tritonos extraktumhoz fele térfogatú 3 M-os Na-

acetátot adtunk, 20 µg tRNS-t és az elegy térfogatát 1.5 ml-re egészítettük ki 

etanollal. A DNS kicsapása 30 percig történt (ha kevés a DNS, 12 óra) –

70°C-on. Ezután lecentrifugáltuk (12000g, 10 perc) és a felülúszó eltávolí-

tása után megszárítottuk a mintákat. (A kicsapott DNS –20°C-on szintén 

eltárolható.) Az üledéket 700 µl 10 mM-os EDTA-ban oldottuk fel és kb. 50 µl 

KH2PO4 oldattal semlegesítettük. A mintákat egyenlı térfogatú festékkel 

kezeltük (750 µl), így 1.5 ml végtérfogatot kaptunk. A festék koncentrációja a 

mintában 100 ng/ml. A mintákat spektrofluoriméterrel mértük meg, extinkció: 

365nm, emisszió: 460 nm, rés: 10 nm. 

 

Standardgörbe 

50-1000 ng közötti mennyiségeket mértünk ki a DNS törzsoldatból, a 

festék koncentrációja a standardsorban is 100 ng/ml volt. 

 

A kiértékelés menete 

A standardgörbe adatait a Microcal Origin programmal dolgoztuk fel, 

egyenest illesztettünk rá (lineáris regresszió), majd a kapott egyenes egyen-

letével kiszámoltuk a minták DNS tartalmát. 
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4.2.12.3 DNS mérés/2 (Bashford és Harris, 1987) 

 

A mérés elve 

Triton-X-100-at tartalmazó Na-foszfát pufferben, potterezéssel és szo-

nikálással (mint az AchE mérésnél) sejthomogenizátumot készítettünk, 

melyet azonos térfogatú, 100 mM-os NaCl oldattal elegyítettünk. A DNS-t 

kicsapás nélkül, Hoechst 33258 fluoreszcens festék hozzáadásával, rövid 

inkubációs idı után mértük. Ez a mérés rendkívül gyors és egyszerő 

technika. 

 

A méréshez szükséges oldatok 

50 mM Na-foszfát puffer (2 mM EDTA-val és 2M NaCl-dal), pH= 7.4 

100 mM NaCl-oldat 

200 µg/ml festék (Hoechst 33258) törzsoldat 

200 µg/ml DNS törzsoldat 

 

A mérés menete 

Szolubilizálás. Az AchE méréséhez végzett feltárás során keletkezı 

sejthomogenizátumokat használtuk DNS mérésre.  

DNS mérés. 50 µl homogenizátumot azonos térfogatú NaCl-oldattal 

elegyítettünk, ehhez 2.4 ml festékoldatot adtunk, majd 5 percig szobahı-

mérsékleten inkubáltuk a mintákat.  

Standardizálás. A megfelelı DNS koncentrációkat tartalmazó mintákat 100 

µl-re egészítettünk ki NaCl-oldattal. A továbbiakban ugyanúgy jártunk el, mint 

a mérendı minták esetében. A mintákat spektrofluoriméterrel mértük meg, 

355 nm extinkciós és 460 nm emissziós értékeknél, rés: 10 nm. 

 

Standardgörbe 

0.1 és 10 µg között vettük fel a DNS standard görbét. 
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A kiértékelés menete 

A standardgörbe adatait a Microcal Origin programmal dolgoztuk fel, 

egyenest illesztettünk rá, majd a kapott egyenes egyenletével számoltuk ki a 

minták DNS tartalmát. 

 

4.2.13 Statisztikai elemzés 

 

A kontroll és a kezelt sejtekben mért enzimaktivitási értékek átlagait és 

a mérések standard hibáit (SEM) hasonlítottuk össze. Ha az átlag ± SEM 

intervallumok nem fedték át egymást, akkor a mintákat szignifikánsan 

különbözınek tekintettük. Az egyes csoportokon belül az adatokat normál 

(Gauss) eloszlásúnak tételeztük fel, és ebbıl kiindulva páratlan "t" próba 

segítségével határoztuk meg a dupla tévedés valószínőségét, azaz a próba 

erısségét (p).  
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5. EREDMÉNYEK 

 

5.1 A PC-12 sejtvonalon végzett mérések eredményei 

 

A PC-12 sejtvonalon az oxigénbıl származó reaktív részecskéket 

átalakító és elimináló enzimek (SOD, CA és GPx) aktivitásait mértük a 

kezeletlen, és a OH•-szabadgyökökkel (egyszer és ismételten) kezelt 

sejtkultúrákon. Pilótakísérletek során állapítottuk meg azokat a Fe2+ és H2O2 

koncentrációkat, melyeket együttesen alkalmazva, még nem toxikusak a 

sejtekre az egyszeri és az ismételt hozzáadás során sem, de a 

sejtproliferációt már meggátolják. Tudjuk, hogy a stagnáló sejtszám a 

differenciálódási folyamatok markere és alapfeltétele is. 100 µM Fe2+ (Fe-

ADP komplex formájában) és 25 µM H2O2 bizonyult a legmegfelelıbb 

koncentrációnak. E felett a koncentráció felett a sejtek elpusztultak, vagy a 

sejtszám drasztikusan csökkent, ez alatti koncentrációnál pedig a kezelés 

nem volt hatással a sejtosztódásra.  

A kísérleti sejtszámokat úgy állítottuk be, hogy az inkubációs idık 

végén a kontroll és a kezelt sejtek azonos sőrőségőek voltak, így a 

konfluenciából adódó esetleges spontán differenciálódás hatását ki tudtuk 

küszöbölni. Ezt úgy valósítottuk meg, hogy a jól szaporodó kontroll sejteket 

alacsonyabb (1x105/ml) sejtszámról indítottuk. A kezelt kultúrák esetében a 

kiindulási sejtszám magasabb (3x105/ml) volt, és a kezelés, inkubálás során 

ezen a szinten maradt. Tehát, az elsı 48 h inkubálás után a kontroll és a 

kezelt (Fenton 1x48h) sejtek azonos sejtszámúak voltak, így a mért 

enzimszintek egymással jól összevethetık. Kíváncsiak voltuk arra is, hogy 

egy ismételt szabadgyök fluxus milyen hatással van a sejtekre, így a kezelt 

kultúrák egy részénél újabb kezelést végeztünk (Fenton 2x48h). Itt a 

sejtszám már kissé csökkent a kiindulásihoz képest. A kétszer kezelt kultúrák 

enzimértékeit az 1x48h-s kontroll enzimértékekhez viszonyítottuk, ugyanis a 

kontroll kultúrákat nem tudtuk ezzel párhuzamba állítani, mivel azok túlzott 

felszaporodása a sejtek pusztulásához vezetett volna a 2x48h inkubációs idı 

alatt. Az sem volt járható út, hogy a kiinduló sejtszámot még alacsonyabbra 
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állítsuk be, mert a sejtsőrőség nem csökkenthetı egy bizonyos szint alá, 

akkor ugyanis a sejtek nem kezdenek el osztódni, és elpusztulnak.  

A sejtszám alakulásán kívül, a mikroszkópos morfológiát is figyeltük. 

Ebben a kezelések hatására nem tapasztaltunk lényeges változásokat (mint 

nyúlványképzıdés például). A kezelt sejtek mikroszkóposan nagyobbnak 

tőntek, de erre vonatkozóan nem végeztünk méréseket.  

A SOD a O2
-. anionokat dizmutálja H2O2-dá és vízzé. Az enzim (µg 

SOD/mg fehérje értékben kifejezett) aktivitása a kezeletlen sejtekben 4.29 ± 

0.259 (± SEM) volt. Az elsı kezelés hatására ez egy kis mértékő, nem 

szignifikáns (p< 0.19) emelkedést mutatott, értéke 4.87 ± 0.308 volt. A 

második kezelés hatására viszont 5.32 ± 0.373 értékre emelkedett a SOD 

aktivitása, ami a kontrollhoz képest szignifikáns különbség (p< 0.05). A két 

kezelt (egyszeri és ismételt) kultúra enzimszintje között sem jelentıs a 

különbség (p< 0.36). Tehát a SOD enzim esetében egy lassúbb, fokozatos 

emelkedést tapasztaltunk a kezelések során, mely összesen egy 24%-os 

enzimaktivitásbeli emelkedést jelentett. (1. táblázat, 3-1. ábra) 

 

3.1. ábra. A SOD enzim aktivitásának változása a kezelések hatására 
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A CA a SOD által termelt H2O2-ot bontja el vízzé és oxigénné. Unit 

CA/mg fehérje értékben kifejezve, aktivitása a kontroll PC-12 sejtekben 14.89 

± 0.209 volt. Az enzim aktivitása már az elsı kezelés hatására jelentısen 

megemelkedett, 21.81 ± 0.765 érték lett. Ez 46%-os emelkedésnek felelt 

meg (p< 0.001). Az ismételt szabadgyök fluxus hatására ez az érték nem nıtt 

tovább, sıt kissé csökkent, (21.05 ± 1.086), bár a két kezelt kultúra CA 

aktivitás értéke egymáshoz képest nem mutatott szignifikáns különbséget  

(p< 0.65). (1. táblázat, 3-2. ábra) 

 

3.2. ábra. A CA enzim aktivitásának változása a kezelések hatására 

 

A harmadik mért paraméter a GPx enzim volt, mely az organikus 

peroxidokat bontja el. Az enzim aktivitását mmol NADPH fogyás/min/mg 

fehérje egységekben adtuk meg, ami megfelel más irodalmi adatoknak (Nagy 

és Zs.-Nagy, 1987, 1990). A kezeletlen sejtekben az enzim aktivitása 0.50 ± 

0.029 volt. Az elsı, majd a második kezelés hatására is jelentıs emelkedést 

kaptunk. 0.84 ± 0.020, illetve 1.28 ± 0.058 volt az aktivitás 1x48h és 2x48h 

inkubációk után (p< 0.001). Az elsı kezelés 68%-os, a két kezelés 

együttesen 156%-os emelkedést eredményezett, ami igen magas, kiugró 

érték. (1. táblázat, 3-3. ábra).  
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3.3. ábra. A GPx enzim aktivitásának változása a kezelések hatására 

 

 

Összefoglalva, mindhárom mért paraméter (SOD, CA és GPx) jelentıs 

aktivitásbeli emelkedést mutatott az egyszeri és az ismételt szabadgyökös 

kezelések hatására. (1. táblázat, 4. ábra) 

 

 

 µg SOD/mg fehérje 
átlag ± SEM 

unit CA/mg fehérje 
átlag ± SEM 

 

mmol NADPH 
fogyás/min/mg fehérje 

átlag ± SEM 

Kontroll 4.29 ± 0.259 14.89 ± 0.209 0.50 ± 0.029 

Fenton 
1x48h 

4.87 ± 0.308 21.81 ± 0.765 0.84 ± 0.020 

Fenton 
2x48h 

5.32 ± 0.373 21.05 ± 1.086 1.28 ± 0.058 

 

1. táblázat. Enzimaktivitások alakulása a Fenton reakcióval való kezelések 

elıtt és után 
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4. ábra. Az enzimaktivitások (SOD, CA és GPx) relatív változása a Fenton reakcióval 

való kezelések hatására, a kontroll értékre, mint 100%-ra vonatkoztatva ±±±± SEM 
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5.2 Az SK-N-MC sejtvonalon végzett mérések eredményei 

 

Munkánk során a sejtek morfológiai megjelenését invert 

mikroszkóppal követtük, valamint lefényképeztük a tenyésztıedények aljára 

fixált sejteket. (1. kép) A kezelések végén (2x72h) a kontroll és a BrdU-val 

kezelt sejtek konfluensek voltak. A BrdU-s kultúrák továbbá sokkal 

transzparensebb és nagyobb sejteket tartalmaztak. A Fenton kezelés 

hatására nem alakult ki konfluens kultúra, a sejtek egyrésze a BrdU-s 

sejtekhez hasonlóan nagyobb mérető, transzparens és a kontrollhoz képest 

a nyúlványok megjelenése kifejezettebb. Ugyanakkor nukleáris kondenzáció 

figyelhetı meg, ami a vastoxicitás következménye is lehet. A differenciálódás 

és a Fenton kezelések morfológiára történı hatását nem vizsgáluk ennél 

részletesebben, vizsgálataink fı vonalát biokémiai paraméterek mérése 

képezte.  

Az SK-N-MC sejtvonalon differenciálódási markerek megjelenését, 

illetve ezek aktivitásának emelkedését vizsgáltuk, szintén egyszeri és ismé-

telt Fenton reakcióval való kezelések, és BrdU hatására is. A BrdU ismert 

differenciálószere az SK-N-MC és más neuroblasztóma sejteknek (Mühl, 

1992, 1996; Kopitz et al., 1994), így pozitív kontrollként használhattuk ezeket 

a kultúrákat.  

Az egyik mért paraméter az AchE enzim volt, ami egy elfogadott 

differenciálódást jelzı enzim a kolinerg sejtvonalak (Sidell et al., 1984; 

Coleman és Taylor, 1996), és így az SK-N-MC sejtvonal esetében is (Mühl, 

1992; Kopitz et al., 1994). Aktivitása a differenciálódással párhuzamosan 

jelentısen megnı (Mühl, 1992). A másik mért enzim a Triton-X-100-zal 

aktiválható plazmamembrán GS, mely az újabb eredmények tükrében, 

szintén differenciálódási markernek tekinthetı (Kopitz et al., 1994, 1996, 

1997). Az enzim aktivitása a differenciálódással párhuzamosan, szintén 

emelkedik.  

Pilóta kísérleteink során állapítottuk meg azt a OH• kezelési koncen-

trációt, ami indukálta a sejtek differenciálódását, de nem volt toxikus a 

sejtekre. A BrdU kezelés hatására teljesen differenciálódó sejteknél, a 6 

napos inkubáció során a sejtszám nem stagnált, hanem egy 3.8 -szeres 

emelkedést mutatott, de még így is jóval alatta maradt a kezeletlen kontroll 
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proliferációs rátájának (8.7 -szeres). Ez alapján egyforma sejtszámról 

indítottuk a mintákat (1x105/ml). Az ideális kezelési koncentrációnak a 25-

100 µM Fe2+ és a 10 µM H2O2 kombinációját találtuk, így elıször ebben a 

koncentráció tartományban vizsgáltuk a sejtszám alakulását a 2x72h 

inkubációs idı alatt. A 2x72h-s kezelés szerencsésen egybeesett a BrdU 

inkubációs idejével.  

A sejtszámokat az elızı fejezetben leírt indirekt módszer segítségével 

határoztuk meg. Az 5. ábrán látható, hogy a 2x72h-s inkubációs idı végére, 

a kezeletlen kontroll sejtszám kiugróan megemelkedik, 8.7-szeres lesz a 

kiindulási sejtszámhoz képest. A BrdU hatására sem stagnál a sejtszám, 

hanem 3.8-szeresére emelkedik ugyanezen idı alatt. A Fe2+ és H2O2 

kezelések igen érdekes eredményt mutattak, a vaskoncentráció függvé-

nyében változott a sejtszám. A 100 µM Fe2+ és 10 µM H2O2 a kultúra 

sejtszámát a kiindulási értéken tartotta. A vaskoncentrációt a felére csökkent-

ve, a sejtszám a 2.7-szeresére emelkedett. 25 µM Fe2+ és 10 µM H2O2 

hozzáadásakor pedig, 4.4-szeresére emelkedett a sejtszám, mely érték 

hasonló a BrdU által kiváltott hatáshoz. (5. ábra)  

 

5. ábra. Relatív sejtszámok a kezelések hatására (±±±±SEM) 
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A továbbiakban szerettük volna a legnagyobb hatást kiváltó Fe2+-H2O2 

kezelési koncentrációt alkalmazni, így az AchE enzimet elıször az elızı 

koncentráció tartományban mértük. A 6. ábrán láthatjuk, hogy a 2x72h 

inkubációs idı alatt hogyan függ az enzim aktivitás értéke a vas koncent-

rációtól. Az 50 és 100 µM Fe2+ koncentráció kétszeres, illetve négyszeres 

mértékben emelte az enzim aktivitását (míg ezek hatása a kultúra 

sejtszámára éppen fordított). Mivel a 100 µM Fe2+ váltotta ki a legnagyobb 

hatást, így a továbbiakban ezt a kezelési koncentrációt alkalmaztuk annak 

ellenére, hogy a kezelés hatására a teljes (6 napos) inkubációs periódus 

végén alacsonyabb sejtszámokat kaptunk (a sejtszám a kiindulási érték 

közelében maradt), mint a BrdU-s kultúrában.  

 

6. ábra. Az AchE enzim aktivitásának relatív változása különbözı vaskoncentrációjú 

Fenton reakciós kezelések hatására (2x72h alatt) 
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Tripán-kékkel életképesség vizsgálatokat is végeztünk a sejteken, 

hogy ellenırizzük az 50µM BrdU és a legmagasabb koncentrációjú, azaz a 

100 µM Fe2+ + 10 µM H2O2 kezelések hatását. A tesztet 1x72h és 2x72h 

inkubációs idık után végeztük el. A kontroll sejtekben 1.8% ± 0.79% (± SEM) 

kékre festıdött sejtet találtunk. Az 1x72h BrdU-s kezelés 7.02 ± 0.76%, míg a 

Fenton kezelés ugyanezen idı alatt 6.8 ± 1.7% elpusztult sejtet eredmé-

nyezett. A kezelések ismétlésekor a BrdU kezelés esetében 8.01 ± 0.05%-ra 

nıtt az elpusztult sejtek aránya, míg a Fenton kezelés már toxikus hatásokat 

eredményezett. Ez abban nyilvánult meg, hogy míg kb. 2 percig nem volt 

jelentıs a kék sejtek aránya, a számolás mégsem vált lehetıvé, mert a sejtek 

a számolás közben felvették a festéket. Így a 2x ismételt Fenton reakcióval 

való kezelés esetében nem tudtunk egy reális arányt megadni az elpusztult 

sejtek számát illetıen. A toxikus hatáshoz az is hozzájárulhatott, hogy a 

tesztet tripszinezés és mosás elızte meg, ill. a festék maga is toxikus. Ez a 

három ok együttesen okozhatta, hogy nem vált lehetıvé a számolás. A 

tenyésztıflaskában lévı sejtek mikroszkópos képe alapján nem vártuk, hogy 

bármelyik kezelés nagy eltérést mutat majd a Tripán-kék teszt alapján. 

Alacsonyabb Fe2+ koncentrációknál (50 és 25µM) 2x72 h alatt 9.65 ± 0.59% 

és 9.25 ± 0.19% volt az elpusztult sejtek aránya. 

Ezek az eredmények azt mutatják, hogy (a 100µM Fe2+-sal 2x kezelt 

kultúrákat kivéve) a Fenton kezelések nem mutatnak erısebb toxikus hatást, 

mint a BrdU kezelés maga. Kiemelném, hogy az 1x72h-ban alkalmazott 100 

µM Fe2+-as Fenton kezelés toxicitása pedig egyezik a BrdU által okozott 

hatással. Így ez a kezelési koncentráció és inkubációs idı nem tekinthetı 

toxikusnak, ez váltja ki a legerıteljesebb hatást a differenciálódási marke-

rekre vonatkozóan, mint azt a késıbbiekben is bemutatom. 

Az AchE aktivitás és annak emelkedése számos kolinerg neuroblasz-

tóma sejtvonal (Coleman és Taylor, 1960, Sidell et al., 1984) és az SK-N-

MC-nek is differenciálódási markere (Kopitz, 1994). 50µM BrdU alkalmazása 

esetén ez a paraméter 4.5- szeresére emelkedik 72 óra, ill. 6.4- szeresére 

2x72h alatt, a hasonló ideig kultúrában tartott kontroll sejtek enzimértékeihez 

viszonyítva. (2. táblázat)  
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A Fenton kezelés (100 µM Fe2+) 3.2-szeres emelkedést idézett elı az 

AchE aktivitásában 72h alatt, míg az ismételt kezelés már nem emelte 

tovább ezt az értéket. A vaskoncentráció csökken-tésével (50 és 25µM 

értékre), az enzim aktivitása is fokozatosan csökkent.  

Úgy tőnik, hogy a szabadgyökök differenciálódást okozó hatása egy 

igen szők idı és koncentráció intervallumhoz köthetı. Az AchE aktivitást µU 

enzim/mg fehérje értékben adtuk meg. (2. táblázat, 7. ábra) 

 

 

 

 µU AchE/mg fehérje 
átlag ± SEM 

(mérések száma) 
[mérési tartomány] 

KEZELÉSEK 1X72h 2X72h 
 

Kontroll 141.45 (2) 
[135.40-147.50] 

198.60 (2) 
[184.40-212.80] 

100 µM Fe2+ + 10 µM H2O2 459.72 (2) 
[455.60-463.85] 

433.80 ± 13.58 (3) 

50 µM Fe2+ + 10 µM H2O2 - 254.23 (1) 

25 µM Fe2+ + 10 µM H2O2 - 152.83 (1) 

50 µM BrdU 641.95 (2) 
[615.40-668.50] 

1275.25 ± 5.26 (3) 

 

2. táblázat. AchE aktivitások fehérjére vonatkoztatott értékei 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 66

Úgy gondoltuk, hogy mivel a fehérjetartalom a differenciálódással 

párhuzamosan jelentısen megemelkedik, érdemes megvizsgálni az enzim-

aktivitásban mutatkozó változásokat µg DNS tartalomra vonatkozatva is. 

Ezeket az eredményeket a 3. táblázatban láthatjuk, s kitőnik, hogy kifejezet-

tebb a különbség az enzim akvitásában az 1x72h és 2x72h inkubációs idık 

között, mind a kontroll, mind pedig a BrdU és a Fenton kezelések esetében 

is. Igen szembetőnı a kontroll kultúrák esetében, hogy az enzim emelkedést 

mutat az 1x72h és 2x72h inkubációs idık között, ami spontán differen-

ciálódásra utal. Ez a különbség 40%-os, ha mg fehérjére és 80%-os, ha µg 

DNS-re vonatkoztatjuk az eredményeket. Fontos megjegyezni, hogy a 

spontán differenciálódás mértéke mindig jóval elmarad a kezelések 

hatásától. (2., 3. táblázat, 7., 8-1. és 8-2. ábra) 

 

 

 

 µU AchE/µg DNS 
átlag ± SEM 

(mérések száma) 
[mérési tartomány] 

KEZELÉSEK 1X72h 2X72h 
 

Kontroll 1.378 (2) 
[1.279-1.477] 

 

2.553 (2) 
[2.124-2.982] 

100 µM Fe2+ + 10 µM H2O2 6.131 (2) 
[6.092-6.170] 

6.918 (2) 
[6.262-7.575] 

50 µM BrdU 9.646 ± 0.298 (3) 30.832 ± 0.234 (3) 

 

3. táblázat. AchE aktivitások DNS-re vonatkoztatott értékei 
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7. ábra. Az AchE enzim aktivitásának relatív változása a kezelések hatására 

(mg fehérjére vonatkoztatott adatok) 
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8-1. ábra. Az AchE enzim aktivitásának relatív változása a kezelések hatására 

 (µµµµg DNS-re vonatkoztatott adatok) 
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8-2. ábra. Az AchE enzim aktivitásának relatív változása a kezelések hatására  

(µµµµg DNS-vonatkoztatott adatokból, a 2x72h-s BrdU kezelés nélkül) 
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A másik vizsgált differenciálódási marker a GS enzim volt. Az elsı 

kezelések után (72h) az enzim aktivitása 1.7-szeresére nıtt a szabad-

gyökökkel, és 1.9-szeresére a BrdU-val kezelt kultúrákban, a kontrollhoz 

képest (µU GS/mg fehérje értékekben megadva). A kezeléseket megismétel-

ve az enzim aktivitása csökkent a 72 órás értékekhez képest mind a Fe2+, 

mind a BrdU-s kezelések esetében, csupán a kontroll kultúrákban tapasztal-

tunk kismértékő emelkedést. (4. táblázat,9. ábra) 

 

 

 

 µU GS/mg fehérje 

átlag ± SEM 

(mérések száma) 

[mérési tartomány] 

KEZELÉSEK  

1X72h 

 

2X72h 

 

 

 

Kontroll 

 

14.779 (2) 

[14.347-15.211] 

 

15.984 (2) 

[14.648-17.320] 

 

100 µM Fe2+ + 10 µM H2O2 

 

25.192 (2) 

[24.697-25.688] 

 

9.677 ± 0.638 (3) 

 

 

50 µM BrdU 

 

28.253 (2) 

[27.553-28.953] 

 

24.755 ± 0.199 (3) 

 

 

4. táblázat. A GS enzim aktivitások 

 (mg fehérjére vonatkoztatott adatok) 
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9. ábra. A GS enzim aktivitásának relatív változása a kezelések hatására 
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1. kép. Az SK-N-MC sejtek fénymikroszkópos képe 2x72h inkubációs idık után. 

(A) Kezeletlen kontroll sejtek 

(B) Fenton kezelés /100 µM Fe
2+

 + 10 µM H2O2/ 

(C) 50 µM BrdU 

Nagyítás: x 180 
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6. MEGBESZÉLÉS 

 

Munkám célja annak bizonyítása volt, hogy egyszeri és ismételt, 

pillanatszerő OH•-szabadgyök fluxus hatással van-e a neuroblasztóma 

sejtvonalak differenciálódásának indukálására. Mindezeket a differenciáló-

dási markerek megjelenésének, és az oxigénbıl származó reaktív részecs-

kéket átalakító és elimináló enzimek aktivitásbeli megnövekedésének 

vizsgálatán keresztül szerettük volna bebizonyítani. Az irodalomban széles 

körben idézett, és az általunk is kiválasztott neuroblasztóma  sejtvonalak 

(PC-12, SK-N-MC), munkánk során könnyen és jól kezelhetı modelleknek 

bizonyultak. Szaporodási rátájuk igen magas, tenyésztésük egyszerő. 

A kezelések során az OH•-szabadgyökök generálását a jól bevált 

Fenton reakció segítségével végeztük in vitro. Megállapítottuk azokat a keze-

lési koncentrációkat, ahol a sejtdifferenciálódás indukálódását érdemes 

vizsgálni. Kiválasztottuk azokat a Fe2+ és H2O2 koncentrációkat, melyeket 

együttesen adagolva, a sejtproliferáció stagnálása érhetı el, toxikus hatások 

nélkül. A kezeléseket illetıen kísérleteink során megállapítottuk, hogy a 

szabadgyökös kezelések egy igen szők koncentrációtartományban végezhe-

tık el, továbbá, hogy ezen a tartományon belül a gyökök által kiváltott 

hatások koncentrációfüggése figyelhetı meg. A vizsgált enzimek aktivitása 

az egyszeri és az ismételt kezelések hatására is emelkedett, de egymáshoz 

képest más-más arányban. Mindezekbıl a mérésekbıl az is körvonalazódott, 

hogy a szabadgyökök differenciálódást indukáló hatását egyszeri megemelt 

gyökfluxus után érdemes leginkább tanulmányozni. Ez azért is igaz lehet, 

mert ha az elsı kezelés hatására már beindul a differenciálódás, a második 

gyökmennyiség már egy fejlettebb stádiumban lévı sejtet érint, így a 

probléma összetettebb, sıt, toxikus hatások is megjelenhetnek. Igen érdekes 

számunkra annak megtapasztalása, hogy az egyszeri (vagy ismételt), pilla-

natszerő kezelések hatására, relatíve hosszú idı (egy hét) után is magasak 

maradtak a vizsgált enzimszintek, ami igen érdekes, ha összevetjük ezt a 

hatást az egyes sejtvonalakra jellemzı differenciálószerek hatásával (NGF, 

BrdU), melyek folyamatos jelenléte szükséges a tápfolyadékban a teljes 

differenciálódás eléréséhez. Ugyanakkor természetesen azt is ki kell 
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hangsúlyozni, hogy a Fenton reakcióval való kezelések hatása 

mennyiségileg soha nem éri el a differenciálószerek hatását (kivétel a GS 

enzim, ahol igen), amit a kezeléseink nem specifikus voltával is lehet 

magyarázni. Ugyanakkor a paraméterek megváltozásának tendenciái 

egyértelmően azonosak voltak. A bevezetı fejezetekben kihangsúlyoztam, 

de itt érdemes újra megemlíteni, hogy azért is volt érdekes idegrendszeri 

eredető sejtvonalon vizsgálni a szabadgyökök hatását, mert az idegredszer 

(a magasabb oxigénfogyasztása miatt) kitüntetett szereppel bír a 

gyökhatások tekintetében (Jones et al., 1982). Munkám szorosan 

kapcsolódik, ill. újabb kísérleti bizonyítékokkal szolgál azokhoz az irodalmi 

adatokhoz, ahol szintén (valamilyen formában) a szabadgyökök 

differenciálódásban betöltött szerepét vizsgálják. Munkacsoportunk a HL-60 

és a K-562 leukémia sejtvonalakon és humán fibroblaszt tenyészeteken 

dolgozott, így ezzel a munkával sikerült egy újabb típusú modellen 

bizonyítani a szabadgyökök differenciálódást indukáló hatását. Munkám 

beilleszthetı más kísérleti eredmények mellé is, miszerint a külsı O2 nyomás 

növelése, gátolja a sejtproliferációt számos sejttípus esetében (Grant et al., 

1992; Absher et al., 1994). Katoh és munkatársai (1997) már azt is 

bizonyították, hogy a PC-12 sejtvonalnál a differenciálódás (mint 

nyúlványképzıdés, valamint differenciálódási marker fehérjék, a tirozin-

hidroxiláz és a neurofilamentum M szintjének emelkedése) beindul egy 50%-

kal emelt külsı O2 tartalom (hiperoxia) hatására. Mivel ezt a hatást 

antioxidánsok jelenlétében (aszkorbinsav, N-acetil-cisztein) blokkolni tudták, 

feltételezték, hogy. ezeket a hatásokat tulajdonképpen a reaktív oxigén-

eredető szabadgyökök fejtik ki Majd a fenti (tirozin-hidroxiláz, neurofilamen-

tum M) paraméterek emelkedését figyelték meg O2
-. gyökök jelenlétében, 

amit a xantin/xantin-oxidáz rendszer segítségével generáltak. Kamata és 

munkatársai (1996) azt figyelték meg, hogy az NGF –ami a PC-12 sejtvonal 

differenciálódását okozza– nem fejti ki differenciálódást indukáló hatását (a 

nyúlványképzıdés elmarad) antioxidánsok, gyökfogó ágensek jelenlétében. 

Újabban ezt további vizsgálatokkal is megerısítették (Suzukawa et al., 

2000), miszerint a reaktív oxigén gyökök (ROS) elvonása, megakadályozza a 

PC-12 sejtek NGF jelenlétében bekövetkezı differenciálódását. Azt is 

bizonyították, hogy a ROS az NFκB transzkripciós faktor DNS kötı aktivitását 
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növelik (Sen és Packer, 1996). Továbbá arra vonatkozóan is folytak 

kísérletek, hogy a reaktív oxigén gyökök az NGF gén aktiválódását is 

elısegítik (Naveilhan et al., 1994).  

Ezen irodalmi adatok és saját kísérleteink bizonyítékul szolgálnak arra, 

hogy a differenciálódás indukálásában figyelembe kell venni a szabadgyökök 

szerepét úgyis, mint szignál molekulák, és úgyis, mint a fiziko-kémiai para-

méterek megváltoztatásán keresztül, áttételesen ható ágensek, az MHA 

alapján úgy gondoljuk, hogy a szervezetünkben folyamatosan termelıdı 

OH•-szabadgyökök azok, melyek betöltik ezt a funkciót. Tehát a 

szabadgyökök egy sokkal összetettebb –és nemcsak káros– biológiai, 

élettani szereppel bírnak annál, mint az napjainkban elfogadott.  

A PC-12 sejtvonalon megmért három enzim (SOD, CA és GPx) 

együttesen megemelkedett szintjét úgy értelmezhetjük, hogy a sejt önmagá-

ban (válaszként, a rövid, külsı gyökhatásra) egy magasabb szintő gyökter-

melést állít be, amit a kezelések után relatíve hosszú ideig fenntart. 

Szerintünk tehát a differenciálódás mindenképpen összekapcsolódik a 

szabadgyök termelés magasabb szintjével. Ezt konkrétan úgy kell érteni, 

hogy a SOD enzim megemelkedett aktivitásának következtében több H2O2 

keletkezik, aminek egy részét a CA és a GPx elbontja ugyan, de 

mindemellett a Fenton reakció (mely a jelenlévı Fe2+ és a H2O2 között igen 

gyorsan játszódik le) is több OH• termelıdését eredményezi. Mindezekhez, 

úgy feltételezzük, hogy magasabb fokú oxigénfogyasztás is társul, amelyre 

vonatkozóan jelenleg folynak kísérletek.  

Úgy gondoljuk tehát, hogy a fent nevezett enzimek megemelkedett 

aktivitása egy differenciáltabb állapothoz kapcsolódik. Ezt támasztja alá az is, 

hogy a PC-12 sejtekben az NGF jelenlétében ezen enzimek aktivitásának 

megváltozása teljesen hasonló tendenciát mutat, méghozzá hasonló inkubá-

ciós idık alatt (Sampath et al., 1994). A CA és a GPx aktivitásának 

megemelkedését mutatták ki NGF hatására a PC-12 sejtekben (Sampath és 

Perez-Polo, 1997). Az NGF megemeli a CA és a GPx mRNS szintjét is 

ugyanezen a sejtvonalon (Sampath et al., 1994). A SOD enzim mRNS szintje 

is magasabb NGF hatására (Li et al., 1998). A SOD igen érdekes enzim a 

differenciálódás szempontjából, nemcsak azt írták le, hogy szintje a differen-

ciálódással párhuzamosan megemelkedik, hanem a SOD-ot egyértelmően 
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differenciálódási markerként is emlegetik (Sohal és Allen, 1990). A nem-

differenciálódott és tumoros sejtekben a SOD aktivitás igen alacsony, ami a 

differenciálódás során extrémen megnı, a SOD jelenléte tehát a differen-

ciálódás elıfeltétele is (Sohal és Allen, 1990). Megfigyelték, hogy extracellu-

lárisan adagolva differenciálódást indukál differenciálatlan sejtvonalak (Allen 

et al., 1988), mint például leukémiás sejtek esetében (Beckmann et al., 

1989). A SOD fontos szereppel bír az oogenezis és az embriogenezis során 

is (Montesano et al., 1989), ahol terméke fontos az ovoperoxidáz funkciójá-

hoz, ami a fertilizáció során keresztkötıdések kialakításával tölti be funkcióját 

(Heinecke és Shapiro, 1990). Mindezek azt sugallják, hogy a SOD mennyi-

ségi szintje fontos a sejtdifferenciálódás és sejtérés egyes fázisaiban (Zs.-

Nagy, 1994). 

Az SK-N-MC sejtekben az AchE enzim, mint differenciálódási marker 

szintjének jelentıs megemelkedése kezeléseink hatására egyértelmően azt 

jelzi számunkra, hogy a Fenton reakcióval való kezelés hatására a biokémiai 

paraméterek változási tendenciái a differenciált állapothoz lesznek 

hasonlóak. Az AchE a terminális differenciált állapotban éri el legmagasabb 

szintjét, a Fenton kezelések esetében természetesen az enzim aktivitása 

mindig jóval a BrdU-val kezelt kultúra enzim szintje alatt maradt. Nagyon 

érdekes volt, hogy a második kezelés gyökfluxusa nem emelte tovább az 

enzim aktivitását, ami szintén azt a feltételezést erısíti meg, hogy a 

szabadgyökök differenciálódást indukáló hatását egyszeri, rövid ideig tartó 

kezelés után érdemes leginkább vizsgálni. 

A másik differenciálódási marker vizsgálata igen meglepı eredményt 

hozott, hiszen a kezeléseink elérték a teljesen differenciálódott sejtek 

enzimaktivitás szintjeit, tehát erre a paraméterre vonatkozóan a szabad-

gyökök ugyanazt a (mennyiségi) hatást váltották ki, mint a jól ismert 

differenciálószer, a BrdU. Ennél az enzimnél még inkább megmutatkozott, 

hogy a második kezelés már nem viszi tovább a sejteket a differenciálódás 

felé, sıt ez a paraméter az ismételt kezelések hatására csökkenést mutatott 

mindkét kezelés esetében.   
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7. ÖSSZEFOGLALÁS 

 

 Munkám során a hidroxil szabadgyökök (OH•) neuroblasztóma sejt-

vonalak differenciálódásában betöltött indukáló szerepét vizsgáltam. Az 

öregedés membrán hipotézise (Zs.-Nagy, 1994) szerint a szervezetünkben 

folyamatos a OH•-szabadgyökök termelıdése, mely szabadgyökök nemcsak 

káros hatásúak lehetnek az élı szervezetekre, hanem bizonyos 

koncentrációban való jelenlétük esszenciális az élı állapot fenntartásában, 

valamint szerepet játszanak a sejtdifferenciálódási folyamatokban. 

Célkitőzéseimmel ehhez a kutatási koncepcióhoz csatlakozva, az 

oxigéneredető szabadgyökök sejtdifferenciálódást kiváltó hatását 

tanulmányoztam két idegrendszeri eredető sejtvonal, a PC-12 és az SK-N-

MC modelleken. A kiválasztott sejtvonalak a jelenlegi sejt- és molekuláris 

biológiai kutatások széles körben alkalmazott modelljei.  

Sikerült bebizonyítani, hogy létezik egy olyan ideális a hidroxil szabad-

gyök koncentráció, ami toxikus hatások nélkül, a sejtproliferációt gátolva, a 

differenciált fenotípus kialakulása felé viszi a sejteket. A PC12 sejtvonalon 

bizonyítottuk, hogy az oxigénbıl származó reaktív részecskéket átalakító és 

elimináló enzimek, a SOD, a CA és a GPx aktivitásának növekedése 

következik be in vitro szabadgyök fluxus hatására. Mindhárom enzim 

aktivitása az egyszeri és az ismételt kezelések hatására is emelkedett. Az 

SK-N-MC sejtvonal esetében megállapítottuk, hogy a differenciálódási 

markerek megjelennek a sejtekben a szabadgyökök differenciálódást 

indukáló hatása nyomán. Az AchE és a GS enzimek jelentıs aktivitásbeli 

emelkedést mutattak egyszeri és ismételt kezelések után. 

Összegezve tehát, mindkét vizsgált idegredszeri eredető sejtvonalon 

sikerült bizonyítani az oxigéneredető szabadgyökök differenciálódást 

indukáló hatását, ezáltal feltett kérdésünket két, egymástól független kísérleti 

modellen is bizonyítottuk. 

Mindezen munka során sikerült mélyebb ismereteket szerezni az 

öregedési elméletekrıl, és az oxigéneredető szabadgyökök biológiai, élettani 

szerepérıl. 
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