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FONTOSABB ROVIDITESEK JEGYZEKE

AchE (acetilkolin-észteraz)

BrdU (5-brém-2’-dezoxi-uridin)

CA (katalaz)

GPx (glutation-peroxidaz)

GS (gangliozid-szialidaz)

MHA (membran hypothesis of aging = az 6regedés membran hipotézise)
NGF (nerve growth factor = ideg névekedési faktor)

0,  (szuperoxid anion)

OH" (hidroxil szabadgyodk)

SOD (szuperoxid-dizmutaz)
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1. BEVEZETES

Az 6regedés membran hipotézise (membran hypothesis of aging =
MHA) megfogalmazza, hogy az él6 szervezetekben egy alland6 hidroxil
szabadgyok (OH’) termel6dés folyik (Zs.-Nagy, 1994). Ez az allandé szabad-
gybk aram — ugy tdnik — jelentds biologiai szereppel bir. Az elmélet kitér a
differencidléodas és az dregedés jelenségeinek értelmezésére, valamint a
OH'-szabadgyodkdk szerepére ebben a folyamatban. Az MHA szerint az
Oregedés a differencialédas "tulfutasa”, igy ezek mozgatérugdja is kdzos.
Tudjuk, hogy a génexpresszid sebessége az életkorral parhuzamosan
csdkken, az dregedés ebbdl a szempontbdl valé megkdzelitése altalanosan
elfogadott. Ennek lehetséges okait Strehler (1962, 1977, 1982) fogalmazta
meg, szerinte a génexpresszié 6regedéssel parhuzamos csdkkenése harom
féle okra vezet-het§ vissza, ezek (1) a genetikai kdd elvesztése, (2) a
genetikai koéd kiolvasé-rendszerének elvesztése, valamint (3) a kiolvasé
rendszer mikddési feltéte-leinek megvaltozasa.

Az MHA a harmadik csoportra helyezi a hangsulyt, miszerint a diffe-
rencialédas és az 6regedés soran a OH’-szabadgyo6kok folyamatos jelenléte
(és mas paraméterek, pl. az akciés potencidlok rezidualis héje) a sejtek
fiziko-kémiai tulajdonsagait valtoztatjak meg lépésrél-lépésre oly mabdon,
hogy az végll is az 6regedéshez vezet, és amelybdl az dregedés Gsszes
jelensége levezethets. Ugy tartjuk tehat, hogy a szervezetiinkben
folyamatosan termel6dd szabadgytkdk -mivel kémiai természetik adott-
hasonl6 funkciét téltenek be egy fejlédd és egy éregedd szervezetben. De
hatasuk mégis kettévalaszthaté abbdl a szempontbdl, hogy mig egy fejl6dé
szervezetben vagy differencialédé sejtben éppen az érési folyamat hajtéereje
a szabadgyOkdk kozvetlen és a fiziko-kémiai paramétereken keresztili
kézvetett hatdsa, addig a telies maturaciés allapotot elért szervezetben
éppen a megszerzett funkcidk elvesztése, lassiubba valasa kdvetkezik be
hatasukra. Tovabba, amikor a szabadgydkdk karosité hatasairdl és igy azok
elimindlasanak lehet6ségérdl beszélink, érdemes kilénbséget tenni az
egyes koros folyamatokhoz kapcsol6d6 szabadgydk hatasok és az allandd,

fizioldgias szabad-gyok fluxus k6zott.



A fenti elméletekhez kapcsoldédva kezdtem vizsgalni a szabadgydkok
lehetséges indukald szerepét a sejtdifferencialédasi folyamatokban. Mun-
kamhoz két neuroblasztéma sejtvonalat valasztottam. Miért? Tudjuk, hogy az
idegrendszer kdzponti jelentéséggel bir az érési és az 6regedési folyamatok
soran. Ha elfogadjuk tovabbéa azt a tényt is, hogy a nagyobb oxigén fogyasz-
tas tobb szabadgydk termelédésével jar egyltt, akkor fontos figyelembe
venni, hogy a kdzponti idegrendszer sokkal tdbb oxigént fogyaszt, mint mas
szdvetek, igy sokkal tdbb szabadgytkoét is termel, mint mas szévetek, ami
szintén indokolja, hogy kisérleteinkben neuroblasztéma modellekre esett a
valasztds. Tovabbi érdekes kisérleti tény, hogy az emlésékben az ideg-
rendszer oxigénfogyasztasa a sziletés utan jelentés mértékben megemel-
kedik, amikor is viszonylag rovid id6 alatt az idegsejtek differencidlédasa
végbemegy (Jones et al., 1982) éppen a magasabb oxigén koncentracio
mellett. A fiatal egyedek tébb oxigént fogyasztanak, mint az idésebbek, igy
bennik ezzel parhuzamosan tébb szabadgydk termelédik, a fiatal organiz-
musok mégis képesek néni és differencialédni, mig az idésebbek az alacso-
nyabb oxigénfogyasztas (=alacsonyabb gydktermelés) ellenére is elvesztik
megszerzett funkcidikat. Ezt a jelenséget a Harman-féle ,6regedés szabad-
gy6kds elmélete” (Harman, 1956, 1960, 1988) paradoxonjaként is emlegetik
(Zs.-Nagy, 1994). Tudjuk azt is, hogy a megemelt oxigén nyomas in vitro
szamos sejtvonal proliferacios ratajat csdkkenti (Grant et al., 1992; Absher et
al., 1994), igy neuroblasztdma sejtvonalakét (PC-12) is, ahol a differen-
cidltabb fenotipus kialakulasat is elinditja (Katoh et al., 1997). Mindezek
alapjan felmerul a kérdés, hogy a szabadgyOkok részt vesznek-e, és ha igen,
akkor hogyan és milyen hatassal a differencialédasi folyamatok indukala-
saban.

Erdekes Uj megvilagitasba és Ujra az érdeklédés kdzéppontjaba he-
lyezte a szabadgydkdket annak felfedezése is, hogy egyes oxigén eredeti
szabadgydkok masodlagos hirvivé szerepet toltenek be szignaltranszdukcios
folyamatokban (Schreck és Bauerle, 1991), mint példaul nagyon érdekes
moédon az ideg ndvekedési faktor (nerve growth factor=NGF) differencialé-
dast indukal6 hatasa soran (Suzukawa et al., 2000).

Tehat a fenti tények, a laboratériumunkban mas sejtvonalakon végzett
korabbi hasonlé kisérletek eredményei (Nagy et al., 1993, 1995), valamint az



altalanosithatdésag igényébdl kiindulva méréseimet két modellen, a PC-12 és
az SK-N-MC neuroblasztdma sejtvonalakon végeztem. A vizsgalatok konkré-
tan arra vonatkoztak, hogy egyszeri és ismételt OH" fluxus indukal6é hatassal
bir-e a fenti sejtvonalak differencialodasara, illetve annak elinditasara. A vizs-
galatok két kérdéskorben torténtek.

El6szér a PC-12 sejtvonalon azt vizsgaltuk, hogy az oxigénbdl szar-
maz6 gyOkoket atalakité és eliminalé enzimek -a szuperoxid-dizmutaz
(SOD), a katalaz (CA) és a glutation-peroxidaz (GPx)- aktivitasa hogyan
valtozik a Fenton reakcidval val6 kezelések hatdsara. Masodsorban arra
voltunk  kivancsiak, hogy a kezelések hatdsdra megjelennek-e
differencialodasi markerek a sejtekben. Ebben a kérdéskdrben az SK-N-MC
sejtvonalon vizsgaltuk az acetilkolin-észteraz (AchE) és a gangliozid-
szialidaz (GS) enzimek aktivitasbeli kilénbségeit a Fenton reakciéval valo
kezelések el6tt és utan.

Dolgozatom tovabbi része el6szoér a konkrét célkitizéseket fogal-
mazza meg. Ezutan, az irodalmi attekintés fejezetben, az 6regedési elmé-
letek kertilnek réviden ismertetésre, majd az MHA, amelyhez kapcsoléddan
részletesebben bemutatasra keriinek a vizsgélt enzimek kézil a SOD, a CA
és a GPx. Ezek utan a tovabbi mért paraméterek, az AchE és a GS biolégiai
szerepének ismertetése, majd a fejezet végén a kozvetlen kisérleti el6z-
mények bemutatasa, és a kérdésfelvetés kdvetkezik. A modszertani ismer-
tet6 utan kdvetkezik az eredmények felsorolasa és értékelése (megbeszé-
lés), majd az dsszefoglalas. Dolgozatomat az irodalomjegyzék, és a kdszo-

netnyilvanitas zarja.



2. CELKITUZESEK

Kisérletes munkam ahhoz a tdgabb kutatasi koncepciéhoz kapcso-
lodik, miszerint a szervezetiinkben folyamatosan termel6dé OH'-
szabadgydkdk nemcsak karos hatasokkal birnak az él6 szervezetre nézve,
hanem bizonyos koncen-traciéban vald jelenlétik esszencialis az él6 allapot
fenntartasaban, ezenkivil részt vesznek a  sejtdifferencialédasi
folyamatokban is, mint indukalé tényezék. A koOvetkezdé fejezetben
részletesen ismertetésre kerll ennek értelmezése, itt réviden a konkrét

célkitizéseket ismertetem. Ezek a kdvetkezok:

(1) A OH'-szabadgyodkok differencialédast indukald hatasanak bizonyitasa

tenyésztett neuroblasztéma sejtvonalakon.

(2) Az oxigénbdl szarmazd reaktiv gyokoket atalakité és eliminalé enzimek, a
SOD, a CA és a GPx aktivitasbeli valtozdsainak vizsgalata a Fenton
reakcioval valé kezelések hatasara a PC-12 sejtvonalon.

(3) Differencialodasi markerek, az AchE és a GS enzimek aktivitasbeli
valtozdsainak vizsgalata a Fenton reakcioval val6 kezelések hatdsara az SK-
N-MC sejtvonalon.

(4) Az 6regedéssel kapcsolatos elméletek — killénés tekintettel az MHA-ra —,
valamint az oxigén eredetli szabadgyotkdk biolégiai szerepének mélyebb

megismereése.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Oregedési elméletek

Az oOregedéssel kapcsolatos elméletek szakirodalma igen bdéséges,
egyes szerz8k tdbb mint 300 éregedési elméletet emlitenek. Sok ezek kozil
mar csak tudomanytérténeti érdekesség, mert az Ujabb kutatasi eredmények
tikrében nem alljak meg a helylket. A meglévé elméletek kdzll j6 néhany
atfedi egymast, mint példaul a ,keresztk6tédések” elmélete (Bjorksten, 1942;
King, 1946), a ,kollagén-6regedés” elmélet (Verzar, 1955, 1956, 1965) vagy
a Harman-féle ,szabadgybkds” éregedési tedria, melyek mindegyike ugyan-
azon jelenséget jarja korll, nevezetesen, hogy a OH’-szabadgyokok
mindenfajta molekula — agymint fehérjék, lipidek — kovalens keresztkétéseit
hozzak létre. Sok szerz6 rendszerezte az 6regedési elméleteket (Platt, 1976;
Strehler, 1976; Esposito, 1983; Harrison, 1985; Hayflick, 1985). Esposito
példaul megkllénbdztet kauzalis (1), szisztematikus (2) és evollciés (3)
megkdzelitésben felallitott 6regedési tedriakat. Meg kell emliteni, hogy
néhany elméletet tbb csoportba is be lehetne sorolni, valamint nem adhat6
meg egy teljes mértéki toérténeti (tudomanytdrténeti) attekintés, mivel az

elméletek egy részét egy-massal egy idében, parhuzamosan irtak le.
3.1.1 Kauzalis 6regedési elméletek

Az ide sorolhat6é elméletek k6z6s jellemzéje, hogy az éregedés oka-
ként kis, nemszignifikans, sporadikus és stochasztikus folyamatok akkumu-
lacidjat irjak le a komplex biolégiai rendszerekben.

A _szomatikus mutaciok elmélete szerint kdrnyezeti hatasokra (mint

kemikaliak, ionizal6 sugarzas) a posztmitotikus sejtekben kromoszdéma
elvaltozdsok jonnek létre. A “30-as, 40-es évekre nyulik vissza ennek kisér-
leti hattere (Russ és Scott, 1939; Henshaw et al., 1947), majd az elméletet
Szilard Led (Szilard, 1959a, 1959b) fogalmazta meg. Az elmélet megszile-

tésekor még nem volt ismert a DNS repair mechanizmus, miszerint 20-
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szorosan vagyunk tulbiztositva a szomatikus mutaciok ellen, igy a DNS
allomany stabil (Ames et al., 1985).

A genetikus mutaciok elmélete az el6z6 tovabbfejlesztett valtozata,

miszerint az el6bbiekhez hasonl6 mutaciék a premitotikus (stem) sejteket
érintik (Strehler és Freeman, 1980), igy a hibak azok DNS &llomanyaban,
valamint a DNS polimerazok funkciojaban, s igy a repair rendszer haté-
konysagaban kovetkeznek be, ami végsé soron tokéletlen fehérjeszintézist
eredményez. Ezt az elképzelést Medvedev publikalta elészér 1961-ben, majd
tovabbfejlesztve Orgel 1963-ban, akinek munkaja révén valt széles kérben

ismertté, 6 hasznalta el6sz6r a hibakatasztrdfa kifejezést is, mely elmélet mar

egyértelmlien a hibas fehérjéket, azok felhalmozédasat tekinti az 6éregedés
okanak, s mivel az enzimek maguk is fehérjék, ez a felhalmozddas loga-
ritmikus, mintegy robbanasszerl. A szerz§ késébb modositotta, majd vissza-
vonta ezt az elméletet (Orgel, 1970, 1973).

A kopasi jelenségek elmélete egy mechanisztikus elképzelés, mi-

szerint a szervek mikédés kézben ugyanugy elhasznalédnak, mint a mecha-
nikusan mikédsé gépek. Mivel az élettani funkciok elvesztése az Oregedeés
sordn mar a régi idékben is ismert volt, igy ez az elmélet évszazadokra nyulik
vissza. 1795-ben Erasmus Darwin (Charles Darwin orvos nagyapja) leirta,
hogy az dregedés soran az él6 szervezetek elvesztik ingerlékenységlket.
Nagyon sok szerz§6 foglalkozott ezzel a kérdéssel a mult szazadban
(Weismann, 1882) és ebben a szazadban is (Lorand, 1904; Selye, 1946).
Sokan ugy gondoltak, hogy a kopasi jelenségeket kils6é tényezék okozzak
(Daranyi, 1930), mint példaul a kozmikus sugarzas (Kunze, 1933). Kunze
példa arra, hogy az elméletek atfedik egymast. A kopasi jelenségekkel
kapcsolatos leirasok féként makroszkopikus megfigyelésekre hagyatkoztak
és az ennek megfelel6 terminolégiaval irtdk le azokat, hiszen akkoriban a
mai molekularis bioldgiai tudas csaknem teljesen hianyzott.

Az un. ,rate of livig” elmélet is a kauzalis elméletek csoportjaba sorol-

haté (Pearl, 1928), mely annak az elképzelésnek a tovabbfejlesztése, mi-
szerint a metabolikus rata és az élettartam kozo6tt 6sszefliggés van (Rubner,
1908), és minden él6 szervezetben létezik egy genetikusan meghatarozott
metabolikus potencial, amennyiben ez fokozottabb, akkor révidebb élettartam
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tarsul hozza. Szamos szerz§ csatlakozott ezen tedriakérhdz, igen nagy
mennyiségl és j6l hasznalhaté kisérleti munkaval, melyek k&ézil azok,
melyek intrinsic faktorokat tesznek feleléssé az éregedési folyamatokban, és
ezek kozul féként biokémiai paramétereket emlitenek (mint a szabadgyOokok
okozta DNS karosodas, a hészabdlyozas zavara, vagy peéldaul az enzim-
aktivitasokban bekdvetkezett valtozasok), beillesztheték — legalabbis részben
— a mai felfogasba (Sohal, 1985, 1988; Sohal és Allen, 1985, 1990).

Bizonyos tekintetben az él6 szervezetek mechanikus gépeknek tekint-
heték, melyek a kdrnyezetbdl érkezd anyag, energia és informacié feldol-
gozasa soran autodestrukcids karosodasokat szenvednek, melyekkel szem-
ben a kilénb6z6 fajok eltérd hatékonysagu autoreparaciés képességeket
fejlesztettek ki az evolucié soran. A kopasi jelenségek elméletkérének igen
er6s hatasa volt a késébbi elméletek kialakulasara, hiszen felveti a kérdést,
hogy miért kdvetkezik be valtozas az életkor sordn az autoreparacios mecha-
nizmusok hatékonysagaban.

A keresztkbtések elmélete szerint az Oregedés soran kovalens

kétések jonnek létre a molekulakon belll és a molekulak kdzoétt, ennek
hatdsara a molekulak szerkezete fokozatosan megvaltozik, és egy bizonyos
hatar elérése utan funkciovesztés kdvetkezik be. Ez a tedria tulajdonképpen
a kopasi jelenségek elmélet precizebb megfogalmazasa. Az elmélet elsé
sugalloi Bjorkstein (1942) és King (1946) voltak, majd igen fontos felfedezést
jelentett az, hogy az élet folyaman megndvekszik a kollagén kovalens
keresztkdtéseinek szama (Verzar, 1955, 1956, 1957, 1958, 1963, 1964).
Ezekkel a kisérleteivel Verzar a kisérletes gerontolégia megalapitdéjava valt
Eurépaban. F6 kérdése az volt, hogy vajon miért n6 meg az életkorral a
kollagén keresztkdtéseinek szama.

A Harman-féle elmélet, az 6reqgedés szabadqydkds elmélete (Harman,

1956, 1960, 1988) ugyanezen idében szlletett, 6 azt hangsulyozta, hogy az
oxigén anyagcseréjébdl szarmazd, és ezért oxigén eredetlinek nevezett
szabadgydkok szerepet jatszanak a molekularis funkciok életkorral valo
elvesztésében. A szabadgyotkdket az oxidativ anyagcsere karos mellék-
termékeinek tekinti. Fontos hangsulyozni, hogy ez az elmélet felhasznalta az
akkoriban igen jelent6s tudasanyagot és kisérleti eredményeket felhalmozé
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polimer kémia egyik megfigyelését, nevezetesen, hogy a szabadgydkdk
polimerképzé képességgel rendelkeznek (Pryor, 1976).

Mérféldkd volt az éregedési elméletek fejlédésében a keresztkdtéses
€s a szabadgyotkds elméletek otvozése, ugy is, mint azok ok-okozati
kapcsolatanak felismerése, mindamellett igen l1ényeges kérdések maradtak
valasz nélkll, melyeket az éregedés szabadgybtkds elmélete paradoxon-
jaként emlegetnek (Zs.-Nagy, 1986). Ez a paradoxon rdviden a kdvetkezé.
Ha elfogadjuk a szabadgydkok szerepét az 6regedési folyamatban, sziiksé-
ges els6k kdzott megemliteni, hogy a gydkdk agresszivitdsa, és kémiai
természete nem valtozik az életkorral, a fiatal szervezetek meégis nének és
differencialédnak, mig az idések strukturalis és funkciondlis megjelené-
stkben egy hanyatlé6 tendenciat mutatnak. Raadasul a fiatal szervezetek
sokkal tobb oxigént fogyasztanak, igy bennlik nagyobb mennyiségi szabad-
gy6k termelédik. Ezekre magyarazatot, és egyben a paradoxon feloldaséat az
MHA adja meg (Zs.-Nagy, 1994), melyet a kdvetkezd fejezetben részlete-
sebben ismertetek.

Az akkumulacids tedriak szerint az 6regedés oka bizonyos anyagok

felhalmozodasa a sejtekben, ami egy bizonyos szint utan a sejtfunkcié

megsziinésével jar. A legismertebb ezek kézUl a lipofuszcin, vagy mas néven

LOregedési pigment”, de emlithetnénk a kollagént (Verzar, 1956), a neurofib-

rillumok szamanak megndvekedését az agyban (Terry és Gershon, 1976)
vagy akar funkciovesztett enzimek felhalmoz6dasat a sejtekben (Gershon és
Gershon, 1970, 1973; Reiss és Rothstein, 1974). A lipofuszcin elészér az
idegsejtekben, a majsejtekben, szivizomsejtekben jelenik meg és sokan
ezeket az Oregedés f6 ,biomarkerének” tekintik (Glees és Hasan, 1976;
Donato és Sohal, 1981). A lipofuszcin kémiai értelemben extrémen kereszt-
kotott, inszolubilis makromolekulak halmaza. Megjelenésének oka a nem
megfelelé enzimmiikddés a lizoszOmaban. Jelenléte valdban karos a sejtmi-
koédést illetéen, mert jelentds térfogatot képvisel a sejtben (Glees és Hasan,
1976).

Jelenleg a lipofuszcin kutatas mas iranyt vett, hiszen bizonyitott, hogy
a folyamat reverzibilis, lizoszoma stimulacié hatasara a lipofuszcin eltlnik;
valamint termel6dése fiatal egyedek sejtjeiben is folyik, a killénbség az, hogy
itt nem halmozédik fel, azonban a felhalmoz6das itt is el6idézheté a

14



lizoszémalis enzimek gatlasaval. A leupeptin egy lizoszomalis tiol-proteéz
inhibitor, fiatal patkdnyok agyaba juttatva, a Purkinje-sejtek és mas agysejtek
is ,0regedési pigment” felhalmozasba kezdenek (lvy et al., 1984, 1986).
Ugyanezt kimutattak a majban (lvy et al., 1986), a retina pigment epithelium-
ban (Smith és Ivy, 1989), a hasnyalmirigyben, a vesében (lvy et al., 1991),
valamint tenyésztett fibroblasztokon (Wolfe et al., 1988). Mindezek a kisérle-
tek igen jelentds elméleti attdérést hoztak, miszerint a lipofuszcin felhalmo-
z6das nem kizarélag 6regkori jelenség. A valdésag az, hogy a kilénbség
onnan adodik, hogy a fiatal szervezetek nagy sebességgel bontjak le a
lipofuszcint, az id6ésebb szervezetek sejtjeiben lassubb ez a lebontasi

folyamat, mint minden mas egyéb funkcié is.

3.1.2 Szisztematikus 6regedési elméletek

Ezek az elméletek, az el6zd csoporttal ellentétben, nem specifikus
faktorok okozataként értelmezik az 6éregedési folyamatot, hanem az orga-
nizmusok szamara életfontossagu szervek kdz6tti nem megfeleld interakciok
kdvetkezmeényének tartjak.

Az bregedési program elmélete szerint szamos gén iranyitia az

Oregedési folyamatot, melyek pozitiv vagy negativ 6nszabalyozasi ellenérzés
alatt allnak, és akkor aktivalédnak, amikor a szervezet eléri a teljes matu-
raciés allapotat. Az elsé és f6 verzibdja ezen tedridknak a Hayflick-féle
hipotézis (Hayflick, 1965, 1982), amely szerint a lehetséges sejtosztédasok
szama genetikusan meghatarozott, és ez a korlat vezet az 6regedéshez.
Elméletét arra alapozta, hogy az altala vizsgalt human fibroblasztok 50
osztddasra voltak képesek in vitro, ha embrionalis eredetiiek voltak, és 20-ra,
ha felnétt szervezetbdl szarmaztak. Tudjuk, hogy az in vitro allapotok igen
messze vannak az in vivo kérilményektdl. EqQy késbbbi kisérletbdl az derllt
ki, hogy ha ugyanezeket a sejteket alacsonyabb oxigén tartalom mellett
tenyésztették (a Hayflick kisérletek 95% O, tartalom mellett térténtek), 3-szor
nagyobb osztdédasi szamot kaptak (Packer és Fuehr, 1977; Balin, 1982,
1985). Az is vilagossa valt, hogy ezek a sejtek nem elpusztulnak, hanem
posztmitotikussa valnak, igy mas koértlményekre lenne szikséglik, melyek
viszont in vitro nem biztositottak (Holliday, 1990; Bayreuther et al., 1992).
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Hayflick és sok mas szerz6 éregedésrél alkotott program tedriai kbzds
pontja, hogy egyfajta ,bioldgiai ora” |étezését feltételezik, mely jelzi, ,tudja” az

eltelt id6t és kdvetkezésképp diktalja az éregedés ltemét. Ezt a bioldgiai 6rat
szamos kullsé és belsé faktorral probaltdk azonositani anélkil, hogy az
altalanosithatdésag igényét fenntartottak volna.

A fejlédési program szétesése elmélet szerint, rendelkeziink egy

programmal, ami a névekedés és érés idejére érvényes, majd amikor ez mar
nem mikédik, megkezdddik az 6regedési folyamat (Van Heukelem, 1978).
Kénnyl belatni, hogy ez az elmélet tulajdonképpen a genetikai mutacidk
elméletének egy valtozata.

Egy masik nézet szerint, melynek diszdifferencialodasi hipotézis
(DHAC) a neve (Cutler, 1982a, 1982b, 1985a, 1985b), és az 6regedésre,

valamint a tumorképz&désre vonatkozik, az éregedés a nem megfelel6 gén-

szabdalyozas eredménye, melyet az oxigén eredetli szabadgytkdk kdzvet-
lendl a génekre gyakorolt hatdsa okoz (Macieira-Coelho, 1990), tovabba e
folyamatok beindulasat a teljes maturacios allapot eléréséhez koéti, igy, ha-
sonléan a fenti elméletekhez, egy kitlintetett idéponthoz kapcsolja (,biolégiai
ora”) az éregedési jelenségek kezdetét. A diszdifferencialédasi hipotézis a
transzkripcidés és transzlacios apparatus, tehat a genetikai kod kiolvasé-
rendszerének hibgjardl is beszél, amivel nagyban kiegésziti az MHA-t, amely
azonban egyrészt fiziko-kémiai szemléletével hoz Ujat ezen elméletek
soraban (Zs.-Nagy et al., 1988), tovabba -a DHAC-val ellentétben- nem
tagolja szakaszokra a maturacioés folyamatot, azaz az éregedést, az 6rege-
dés "kezdetét" nem kéti egy kitlintetett id6ponthoz, ezenkivil a géneket nem
tekinti kitintetett szabadgy®k célpontnak.

Az autoimmun elmélet szerint az 6regedés abban nyilvanul meg, hogy

az egyed egyre kevésbé tud kildénbséget tenni a ,sajat” és a ,nem-sajat”
k6z6tt. Tudjuk, hogy ez sem altalanosithat6, mivel az alacsonyabban fejlett
élélényeknek nincs az emlésdkével 6sszehasonlithatd immunrendszere.
Logikailag ez az elmélet rokon a szomatikus mutéciok elméletével, hiszen
mindkett6 nem megfeleléen mikddd molekuldk felhalmozddasat véli az
Oregedés okanak. Nehezen elfogadhatd, hogy a szervezetben kitlintetett

szervre vagy sejtcsoportra, nevezetesen az immunrendszerre vonatkozna az
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Oregedési folyamat. A hetvenes években igen népszerl te6ria mara elvesz-
tette jelentéségét.

A szervi kblcsénhatasok zavara elmélet is dominans szereppel tintet

ki egyes szerveket, killéndsképpen az ideg- és hormonrendszert, igy evo-
luciés szempontbdl ez sem &ltalanosithat6. Ide sorolhatd a kaldria restrikcio

elmélete is, mely a taplalkozast helyezi elétérbe, mivel az hatassal van
minden masra. Ragcsaloknal leirtak és hasznaljdk a diétat, mint eszkdzt, az
élettartam meghosszabbitasara (Osborne és Mendel, 1915; Weindruck és
Walford, 1988), ennek oka nem teljesen tisztazott, viszont igen lIényeges azt
hangsulyozni, hogy mindezeket a jelenségeket nem vad tipusu, hanem
imbred térzseken irtak le laboratériumi kériimények k6zott. Ezek a kisérletek
mar f6emlésdkon is folynak (Cutler et al., 1992; Weindruch, 1996; Wanagat
et al., 1999). Ugy gondoljuk, hogy az éregedési folyamat okaként egy evolu-

ciésan és a szervezeten belll is ltalanosithat6 folyamatot kell leirnunk.
3.1.3 Evoluciés oregedési elméletek

Kirkwood (1985) irt egy 6sszehasonlitd6 munkéat, melyben részletesen
leirja az evoluciés oregedési elméleteket. Kirkwood és Cremer (1982),
valamint Esposito (1983) ugy gondoljak, hogy az ilyen iranyu kutatasok nem
fognak attéré eredményt hozni, éppen a kisérleti adatok hidnya miatt. Az ide
sorolhat6é tedriak tehat jelleglikbdl addéddan inkabb spekulativak, kiinduld-
pontjuk az, hogy az élettartam minden létez6 faj szamara pleiotrop gének
altal meghatarozott. Masok szerint ehhez jarulhat még a kllsé kdrnyezet
hatasa, ide sorolvan a fehérjéket is, melyek valamilyen szelekciés nyomas
alatt allnak.

A kaldria restrikcios elmélet napjainkban egy igen érdekes, Uj meg-

vilagitasba kerilt. Magyarazattal eddig senki nem szolgalt arra vonatkozéan,
hogy hogyan okoz a kaléria megvonas élettartam hosszabbodast, valamint
lassubb 6regedési folyamatot. Shanley és Kirkwood (2000) viszont azt a
feltevést teszik — éppen evoluciés nézépontbdl, egy matematikai modell
segitségével levezetve —, hogy a fent emlitett tapasztalatok, egy adaptacios

mechanizmust jelentenek, azaz az allatnak, az altalaban révid periodusokban

fennallé éhezés esetén, tébb esélye van a tulélésre, amennyiben a reproduk-
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ciorél az élettartam meghosszabbitasara ,koncentral”, igy van esélye meg-
érni az éhezéses id6szak végét, majd visszatérni az utdbdok nemzésére.
Tehat az élettartam hosszabbodasa a reprodukcids idétartam hosszabbo-
dasat jelenti igy, és ez az adaptacidés képesség egy evollciés elényt jelent.
A fenti szerz6paros és masok is (Hart és Turturro, 1998) felvetik, hogy e
hipotézis mégis értelmezhetd evolucidés kontextusban, tovabbviszik ezzel az

evolucios bregedési elméletek 1étjogosultsagat is.

3.1.4 Oregedési elméletek ma

Napjainkban sincs még kiforrott, egységes allasfoglalas az irodalom-
ban az éregedés folyamatardl és az azt kivaltdé oki tényez6krél. Az irodalom
f6 iranyvonalait keresve, el6szoér is az tlinik szembe, hogy sok kutatocsoport
csatlakozik a fentebb ismertetett valamelyik elmélethez, és épiti arra kisér-
letes munkajat, igen sok j6l hasznalhaté, érdekes és az adott szempontbél jol
értelmezhet6 adatot szolgaltatva. Ezenkivil megfigyelheté a régebbi elméle-
tek tovabbfejlesztése, illetve lesziikitése egy vagy néhany paraméter iranya-
ba, vagy masok — épp ellenkezbleg — az éregedési folyamat multifaktoriali-
tasat hangsulyozzak. Néhany példat emelnék csak ki réviden.

Morley (1998) szerint példaul a_szomatikus mutaciok elmélete egyre

inkabb igazoldédni latszik, hiszen, mint irja, mind tébb kisérleti adat bizonyitja,
hogy a random mutacidok szama és az élettartam kozott parhuzam van,
valamint ezen mutaciok akkumulacioja figyelheté meg az életkorral.

Az dregedés szabadgydkds elmélete, amely, mint mar emlitettem,

Harmantél szarmazik, a mai napig igen népszerli (ennek megfeleléen
publikaltsdga igen széles és szerteagazd) a hozza kapcsoldédd oxidativ
stressz hatasok vizsgalataval egyltt. Az erre épll6é kisérletek a szabad-
gyOkodk kémiai természetével és karositdé hatasaival foglalkoznak, valamint a
karositd hatasokat kivéd® antioxidansok szerepével (Sohal et al, 1986;
Harman, 1998; Ashok és Ali, 1999). A szabadgytkdk szerepét széles kdrben
vizsgaljak a kilénbdzd patoldgids folyamatokban is (Ames et al., 1993; Sohal
és Orr, 1995; Halliwell, 1996; Yu és Yang, 1996; Knight, 1998).

A fenti elmélet egyik specializacidja a mitokondrialis mutacios elmélet,

mely a mitokondriumot kitlintetett szabadgydk tamadasi pontnak tekinti.
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Masrészrél ez az elmélet a szomatikus mutaciok teéria egyik valtozatdnak
tekinthetd, mivel extranuklearis szomatikus génmutacidkrél beszél. Az elmé-
let alapja az, hogy a reaktiv szabadgydokék képzédésének f6 helye a
mitokondrium belsé membranjanak kézelében torténik, ahova a mitokon-
drialis DNS szintézise is kapcsolodik. A mitokondridlis DNS rdadasul nem
védett a szabadgy6kdk mutagén hatasaval szemben (ellentétben a nuklearis
genommal) mivel nincs "repair" rendszere (Miquel, 1998). igy a szabad-
gy6kok folyamatos karosité hatdsa miatt a mitokondridlis funkcié egyre
romlik, ami a sejt csOkkend bioenergetikai mikddése altal az élettani
funkcidk lassabb mikdédését vonja maga utan az éregedés soran (Lenaz,
1998; Gershon, 1999; Kowald, 1999; Cadenas és Davies, 2000). Az 6rege-
dés mitokondrialis elméletét tdbben is kifogasoljak, elsésorban azért, mert in
vitro eddig nem mutattdk ki a mutdns DNS-t tartalmazé mitokondriumok
felhalmozodasat (De Grey, 2000). Ahlert (1999) is felveti, hogy a szabad-
gyOkds elméletek altalaban és specifikusan (mitokondrium) nem veszik
figyelembe a szervezetben végbemend igen gyors turnover sebességet, ami
a mitokondriumok esetében néhany napos iddintervallumtél maximum hete-
kig terjed (Korr et al., 1998). Ezenkivil nem adnak valaszt arra sem, hogy
miért marad karosodasmentes a stemsejtek mitokondridlis rendszere
0sztodasok ezrein at.

A szabadgy6kds és az evolucids elméletek "6sszekapcsolasanak” egy
igen érdekes példaja szintén Ahlert (1999) felvetése, amelyben 6 a fenti
elméleteket (szabadgytkdk és oxidativ karosodasok) evollcidos nézépontbdl
is kritizalja. Evolucidés szemlélete szerint, az atmoszféra oxigéntartalmahoz,
mint a fajok altal elfoglalt 6koldgiai nis (kérnyezeti paraméterek 6sszessége)
egyik paraméteréhez a fajok mar evoluciésan ugy hozzaidomultak a terme-
szetes szelekcié soran, hogy ez a paraméter nem vehet részt, mint limitalé
tényezd, sem a fejlédéshez, sem a reprodukciéhoz szikséges élettartam
alakulasaban. Ha ez nem igy lenne, a faj vagy kihalna, vagy evoluciésan
hozzaidomulna az adott 6kolégiai nis-hez (Ahlert, 1995, 1996a, 1996b).

A Hayflick kisérlet 6tletébél kiindulva Olovnikov (1971, 1973, 1996)
megalkotta az dregedés telomer-telomeraz elméletét. Feltételezte, hogy a

sejtosztédasok véges szama, az uan. "Hayflick-limit", onnan ered, hogy a
kromoszémalis végek, a telomerek a sejtosztédasok soran "elhasznalédnak".
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Az inkomplett DNS szintézis az oka, hogy a szomatikus sejtek minden egyes
mitozisa soran a kromoszémavég révidilést szenved (Harley et al., 1994), és
ezt a folyamatot ugyis emlegetik a 90-es évek elejétdl, mint mitotikus-drat

(Allsopp et al, 1992). Az elmélet nem ad viszont magyarazatot arra
vonatkozéan, hogy miért 6regednek a szervezet mar szlletéskor poszt-
mitotikus sejtjei (ideg-, izomsejtek, etc). Rubin (2002) szamos példaval él
arra nézve, hogy a sejtek in vivo és in vitro mennyire eltérd viselkedést
produkalnak, beleéretve a sejtosztdédasok szamat is; tovabba arra nézve is,
hogy a telomerek hossza és ennek valtozasa mennyire nem altalanosithatd,
az egyes sejttipusokra nézve mas és mas.

Semsei a multifaktorialitast hangsulyozza, amikor az éregedési folya-

matrél beszél, mely tébbfaktoros jelenség elsésorban a szervezet informa-
cids szintjén meghatarozott, illetve ott megy végbe. Ez a szint énmagaban is
valtozason megy at az 6regedés folyamataval parhuzamosan. Az elméleti
maximalis élettartamot egy faj adott genetikai apparatusa hatarozza meg,
amelynek lerdvidiléséért (aktualis élettartam) belsd (génkészlet, etc.) és
kilsé (anyag, energia és informacio, etc.) faktorok egytt felelések, hatasaik
O0sszegzbdnek, melyek tehat az informéaciés szint fenntartdsaban tdmogaté
(optimalizald) és ezzel ellentétes, tehat az dregedési folyamatot gyorsitd
hatassal birnak (Semsei, 2000).

3.2 Az 6regedés membran hipotézise

3.2.1 A fiziko-kémiai kériilmények szerepe az 6regedésben

Az el6z6 fejezetben ismertetett 6regedési elméletek alapjan nyilvan-
vald, hogy a kisérletes gerontologia feladata egy olyan mechanizmus feltara-
sa, amely az O6regedés jelenségét minden él6 egyedre altalanos érvénnyel
irja le. Logikus abbol a kdzismert ténybdl kiindulni, hogy minden faj "érege-
dési mintazata" genetikusan meghatarozott. Ez a tény, valamint az, hogy a
génexpresszio sebessége az életkorral parhuzamosan csékken, azt sugallja,
hogy az 6regedés okanak feltarasat a génexpresszio iranyabdl kell megkdze-
liteni. Strehler dsszefoglalta ennek a megkdzelitésnek a lehetséges szintjeit
(Strehler, 1962, 1977, 1982), miszerint a génexpresszidé éregedéssel parhu-
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zamos csbOkkenése harom lehetséges okra vezethetd vissza: (1) a genetikai
kod elvesztése, (2) a kiolvasérendszer elvesztése (3) valamint a kiolvasé
rendszer mikoédési kdrilményeinek megvaltozasa.

Az MHA szerint ez a harom jelenség természetesen 6sszefligg egy-
massal, de a jelenlegi ismeretek alapjan az elsé két megallapitast, mint az
O6regedés elsédleges oki tényezdjét, kizarhatjuk a tovabbi elmélkedések
sorabol. Ha végiggondoljuk, az elsé oki tényezd nem mas, mint az el6z6
témakdrben emlitett genetikus és szomatikus mutaciés, valamint hibakatasz-
tréfa elméletek, melyek nem nyertek bizonyitast, és mara csak tudomany-
térténeti jelentésséggel birnak. A masodik oki tényezé sem 4&llla meg a
helyét, mivel tudjuk, hogy az éreg egyedekben is térténik génkifejezédés, a
fiatal egyedekkel &sszevetve nincs mindségi kilonbség a kétféle funkcio
k6z6tt, a tényleges eltérés a génexpresszd sebességében van. Tehat ugy
tinik, hogy a harmadik feltevésben érdemes keresni az 6regedés okat,
vagyis a szervezetek fiziko-kémiai paraméterei valtoznak meg oly médon,
hogy ezaltal csdkkentik a génexpresszié sebességét, hatékonysagat, és
ezaltal minden, az életkorral cs6kkend funkcié hatterében allnak.

Az életfunkcidk a kdvetkezd paraméterek optimalizalt tartomanyaban
mikddnek: hémérséklet, pH, ionerésség és ioneloszlas. Az enzimfehérjék
h&szenzitivek, és csak egy igen szik tartomanyban mikddnek, amely viszont
a testhémérséklet szabdlyozasaval az egész élet soran biztositott, igy ez a
paraméter nem jarul hozza az enzimfunkciok életkorral val6 lassuldsahoz.

Az enzimfunkciok pH flggése és annak igen szik tartomanyban val6
optimalizaltsaga szintén kisérleti tény, ez a paraméter is igen j6l szabalyo-
zott, tehat ez sem jarulhat hozza az enzimfunkcidk sebességének életkorral
val6 csdkkenéséhez.

A szervetlen ionok az €16 sejtek esszencialis komponensei, 6sszetéte-
0k mennyiségileg és mindségileg is igen j6l szabalyozott. Elfogadott, hogy a
kolloid rendszerek sirlisége nagyban fligg a rendszer pH és ionerdésségi
ertékeitdl. Tehat ezek a paraméterek meghatarozzak, illetve befolyasoljédk a
kolloid rendszerek kondenzaltsagi fokat. Mar régrdl ismert az un. polielektrolit
elmélet (Maurel és Douzou, 1976), mely kilénds tekintettel a DNS-fliggé
RNS polimerazokra (melyek a génexpresszié kulcsenzimei) megallapitja,
hogy igen érzékenyek az ionerésségre. 300 meqg/kg viz koncentracié értéknél
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mar nagymértékben lecsékken transzkripcids aktivitasuk, 400 meq/kg félott
pedig egyaltalan nem mikdédnek (Jones és Berg, 1966).

Egy sokkal altalanosabb interpretacidja az ionersség hatasanak a
molekularis enzim kinetika modell (MEKM) (Damjanovich és Somogyi, 1973;
Somogyi €s Damjanovich, 1975), mely szerint a megndvekedett mikrovisz-
kozitds a sejtben (ami az ionok altal okozott megndvekedett molekularis
aggregacio eredménye lehet) egy olyan paraméter, mely az enzimfunkcidk
csOkkenését okozza, az enzim-szubsztrat komplex életidejének a megné-
velésével.

Fontos volt annak felismerése is, hogy patkanyokndl az agyban és a
majban az 6regedés soran az intracellularis K* tartalom jelentés mértékben
megemelkedik (Zs.-Nagy et al., 1977; Pieri et al., 1977). Az intracellularis
ioner6sség a mitotikus aktivitasra is hatassal van, mind a normal, mind a
tumorsejtekben. Ezen sejtek eltér6 intracellularis Na* tartalmanak felisme-
rése sejtette, hogy ez az "ionmintazat valtozas" egy altalanos trigger szignal
lehet a sejtosztédasban (Cone, 1971).

Tehat az ioner6sség szerepének vizsgalata és figyelembevétele a
maturécios és oOregedési folyamatok soran, igen megalapozottnak tlnik.
Mivel az intracellularis monovalens ioneloszlast mindenekelétt a membran-
rendszerek alakitjak ki, igy azok vizsgalata és ismerete elengedhetetlen az
experimentalis gerontolégiai vizsgalatokban (Zs.-Nagy, 1997) A membranok-
ban bekdvetkez6 valtozasok szerepet jatszanak az intracellularis szaraz-
anyag tartalom megnévekedésében az élet soran, mely folyamat esszen-
cialis a sejtfejlédési és maturacios folyamatokban, ugyanakkor az déregedési
folyamat soran ugyanezek a folyamatok a sejt kolloidalis rendszere denzita-
sanak n@velésével a hanyatl6 funkcidk egyik f6 okozojava, limitalo ténye-

z6jévé is valnak.

3.2.2 Az oxigéneredetii szabadgyokok keletkezése és biologiai szerepe

Szabadgybéknek neveziink minden olyan kémiai agenst, amely parat-
lan szamu (spin() elektront tartalmaz (Pryor, 1976). A szabadgyodkok kétféle
uton keletkeznek a szervezetben, enzimatikus és nemenzimatikus folyama-

tok révén. Enzimatikus folyamatok példaul a NADPH-oxidaz &ltal katalizalt
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reakciok (fagocitdzis, B-limfocitak), ahol szuperoxid anion (O2") gydk termel6-
dik, vagy a xantin-oxidaz és a flavin-oxidazok altal katalizalt reakciokban is
O2" gyOk jon létre, tovabba a mikroszomalis légzési lancban, valamint az
aldehid-oxidazok, a kilénbdz8 dehidrogenazok és a P-450 is képes O, gydk
létrehozasara. A redukalt flavinok, hidrokinonok, redukalt ferrodoxin és
glutation, redukalt hemproteinek és katekolaminok autooxidacidja soran is
képzédik a O~ gyok (Fridovich, 1976; Forman és Boveris, 1982; Halliwell és
Gutteridge, 1985; Jamieson et al., 1986; Cadenas, 1989; Adam, 1996).
Nemenzimatikus folyamatok soran is keletkezhetnek szabadgy6kék, mint
példaul a Fe(ll)-komplexek és az oxigén reakcibja soran, a részlegesen
redukalt O, szarmazékok.

A szabadgyodkok eliminalasa szintén térténhet enzimatikus és nemen-
zimatikus uton. Az elsére példa a CA, a SOD és a GPx enzimek, valamint
mas, antioxidans hatasu enzimek, mint a glutation-S-transzferaz, a NADPH-
kinon-oxido-reduktaz és a glutation-reduktaz. Nemenzimatikus gydkfogok az
antioxidans hatasu anyagok, mint a C és E vitaminok, és a redukalt glutation,
ezenkivll a természetes antioxidansok kézé sorolhatok még a bilirubin, a

retinol, az A-vitamin és az ubiquinon, stb, is (Adam, 1996).
3.2.2.1 A szuperoxid anion gyokok és a szuperoxid-dizmutaz

A szabadgyokok keletkezésének és elbontasanak legfontosabb hely-
szine és egyben mennyiségileg is a legnagyobb része a mitokondriumhoz
kétédik, de a fentiekbdl kiderll, hogy szamos mas sejtkomponens is képes
létrehozni Oy gydkdket. Kilén ki kell emelni a mitokondridlis ubiquinont,
amely az e transzportldnc tagjaként az elfogyasztott O, nagy részét O~
gy6kké alakitja (Misra és Fridovich, 1972).

A Oy gybk redukalé hatasu, elektron donor, viszonylag hosszu élet-
idej, diffuziéval jelentés tavolsagba eljuthat keletkezési helyétél. Spontan
dizmutaciéra is hajlamos, amikor is HoO, -da alakul. Ez a reakci6 a SOD
enzim jelenlétében 10*szer gyorsabb. A SOD killdnbdz6 sejtalkotokban
megtalalhaté -mitokondrium, sejtplazma- és kilénbdzé fémionokat tartal-
mazhat -mint Cu, Zn, Mn, Fe- (Pryor, 1976). Igen nagy hatékonysagu a
dizmutacidés reakcidban a SOD, tehéat igen gyors a O," — H»0, atalakulas.
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igy a SOD-ot véddenzimnek tartjak a O, gydkdkkel szemben, felfedezése
6ta kilénds "tiszteletnek" drvend (Fridovich, 1976), azt viszont nem szabad
figyelmen kivll hagyni, hogy a terméke a H,O.. Igen sok tanulmany szlletett
a SOD-r6l, mint terapias lehetéségrél, az enzimet (valamint a CA-t is)
prébaltak is alkalmazni néhany betegségben, mely mddszert ma viszont igen
kritikusan elutasitanak (Greenwald, 1990).

Egyes szerz6k véleménye szerint szamos ellentmondas van abban,
hogy a SOD-ot kizardlag védéenzimként emlegessik. El6szér is egy termi-
nolégiai probléma. Az irodalomban a SOD-ot széles kérben antioxidansnak
nevezik, de mivel a reduktiv O, gybkdket elimindlja, szerencsésebb lenne
antireduktansnak hivni (Zs-Nagy, 1994), vagy hasznaljak még a gyokfogd
elnevezést, ami mindkét tipusu gybkeliminalé agensre vonatkoztathato.

3.2.2.2 A hidrogén-peroxid, a katalaz és a glutation-peroxidaz

A keletkezett H,O. stabilabb és kevésbé reakcioképes, mint az O,",
de jelenléte a szévetekben nem elhanyagolhaté. Kis molekula, apolaros
karakterrel, képes arra, hogy atdiffundaljon barriereken, mint amilyen a
sejtmembran, és igy nagy tavolsagra is képes eljutni a keletkezési helyétdl.
In vivo csak ritkan 1ép reakcidba, beleértve a kdnnyen oxidalhaté molekulakat
is, mint a kéntartalmd aminosavak, amikkel pedig in vitro kérilmények kézott
viszonylag kénnyen reakcioba 1ép. A H,O, mégis veszélyes az él6 szervezet
makromolekuldinak integritdsara, mivel atmeneti fémionok (Fe®*, Cu?")
jelenlétében Un. heterolizisen esik at, melynek egyik terméke a OH'. Ez a
folyamat a Fenton reakcié (Fenton, 1894). Két enzim jelenléte a sejtekben
(1. abra)

A CA az egyik leggyorsabb ismert enzim, a H,O, -bél az enzim altal
létrehozott végtermékek (H2O és O.) nem karosak az él6 szervezetekre. A
CA tdbbnyire a peroxiszomakban talalhatd, de szabad valtozata is van (pl. a
vvt-kben). Egy publikaciéban dsszehasonlitottak kilénbdz8é szdvetek -a m@j
és az agy- CA aktivitasait. A majpban nagyon magas, az agyban pedig
nagyon alacsony CA aktivitds mérheté, ami sehogyan sem egyeztethetd

O0ssze azzal a szintén ismert ténnyel, hogy az elfogyasztott oxigén igen
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jelentés hanyadat az agy hasznélja el, tehat a gydkfluxus kiemelkedéen
magas ebben a szbévetben. Unit/mg fehérjében kifejezve a méj/agy CA arany
2165/14, azaz 155 koriil van (Nagy és Zs-Nagy, 1990). Erdekes megemliteni,
hogy egyes emberekben el6fordul genetikusan meghatarozott CA hiany a
vvt-kben, mely betegséget akatalazémianak nevezink (Mehlhorn és Cole,
1985). Tudjuk azt is, visszatérve az el6z6 problémahoz, hogy a CA nem
képes eliminalni az 6sszes H.O.-t, mert K, értéke viszonylag magas
(Goldstein, 1968).

A GPx a masik fontos enzim a peroxidok -fé6ként az organikus
peroxidok- elimindlasaban. Szubsztratként glutationra van sziksége
(Fridovich, 1976), amely anyag szdmos mas anyagcsere Ut fontos kiindulasi
anyaga is, igy jelenléte sok mas folyamat altal limitalt. A CA-hoz hasonl6-
képpen a GPx esetében is érdekes a maj/agy arany, 69.5/2.1, azaz 33 kordili,
igy az agyban, de mas sz6vetekben is a GPx aligha helyettesitheti a hianyz6
CA mennyiséget (Nagy és Zs.-Nagy, 1990).

Mindezek utan j6l megalapozottnak tiinik, hogy a H-O. egy bizonyos
koncentracidban folyamatosan jelen van a sejtekben és a szdvetekben.
Ennek kisérletes bizonyitéka is van. Ismert tény, hogy a kilégzéskor mérheté
a HoO, tartalom (Chance et al., 1979). Tovabbi érdekes kisérleti tény, hogy a
szdveti homogenizatumok CA tartalma éppen forditottan aranyos egyes fajok
élettartamaval (Cutler, 1985c).

2 H* Oz
2 02_. w » H202 » HQO + 1/2 02
SOD CA / GPx
Fe?*
Fenton reakcio \
OH™
Fe3* v

1. abra. A OH'-szabadgyo6kék keletkezése in vivo
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3.2.2.3 A Fenton reakcio

A H>O, azon frakcidjanak tovabbi sorsa, melyet sem a CA, sem a GPx
nem bontanak el, adja kezlinkbe a kulcsot a szabadgy6kodk tényleges szere-
pének megértéséhez. A H,O, szabadon diffundal, allanddan jelen van in vivo,
€s igy részt vehet bizonyos reakciokban. A H>O. jelenlétének hatasa a kéz-
vetlen lipidperoxidacié (Tappel, 1975; Donato és Sohal, 1981), amire a jelen
keretek k6z6tt nem szeretnék kitérni. A szamunkra ennél sokkal érdekesebb
reakcié a H.O, atmeneti fémionokkal (pl. vassal) t6rténé reakcidja, a Fenton

reakcioé (Fenton, 1894).
ki

(1) H.0, +Fe* > Fe® +OH + OH k=76 M's™
ks
(2) OH +Fe*—Fe®* +O0H ko= 3x108 M's™

A (2) reakcid igen gyorsan jatszddik le akkor, ha nincs mas reaktiv
molekula a kdérnyezetben, ami viszont igen ritka. Ha barmilyen szerves
molekula (RH) jelen van, a kdvetkezd reakcidk is le fognak jatszodni (3),
(Walling, 1975). Tehat a OH" barmely szomszéd molekulatél el tud rabolni

egy elektront extrém nagy sebességgel.

ks
(3 OH +RH »R +OH k3= 10" -10"" M's™

Floyd és Lewis (1983) bizonyitottak, hogy a Fe?" mindig elegendd
mennyiségben rendelkezésre all a Fenton reakcié szamara in vivo, tovabba
az is kiderUlt, hogy az igy létrejové OH -szabadgydkdk nemcsak a lipideket,
hanem a fehérjéket és az aminosavakat is megtamadjak (Zs-Nagy és Nagy,
1980; Zs-Nagy és Floyd, 1984). Ezenkivil a Iétrejové organikus gydkdok (R)

is képesek tovabbi reakcidkra.
3.2.2.4 A hidroxil szabadgyok

A OH igen reakcioképes, igy elektron hianya gyorsan betoltédik
valamely szomszédos e’ forrasbol, mialtal egyrészt kovalens keresztkbtése-

ket hoz létre szomszédos molekulak k6z6tt -vagy akar egy molekulan beldl,-

s igy dimereket, polimereket képez. Semmilyen enzimatikus vagy mas jellegi
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véddérendszer nem definidlhatdé a OH'-szabadgyokdk polimerizacidés hatasa
ellen, kivéve egyet, ami nem mas, mint amit az evolucié nyujt, vagyis a

karosodott molekulak gyors, egyre hatékonyabb cseréjét a szervezetben.
3.2.3 Az 6regedés membran hipotézise

Az MHA szerint tehat az életlink soran egy folyamatos OH' termel6dés
folyik, a keletkez6 szabadgy®kék (2 tonna mennyiség 6sszesen az élet
soran) a sejt strukturajanak felépitéséhez (érés és differencialédas) sziksé-
gesek, "j6l hasznosithaték" a fehérjeszintézis primer termékeiben, az ezek
kozott 1étrejové kovalens keresztkdtések bizonyos mennyiségi szintjének
fenntartasaval. Az MHA masik lényeges megallapitasa, hogy a OH'-
szabadgydkok polimerizacios képessége és hatasa nagyban fligg a rendszer
anyagsUriségétdl. Minél nagyobb ez a siriiség, annal nagyobb a molekulak
k6zotti keresztkdtések kialakulasanak valészinlisége is.

Mindezeket két szempont miatt is érdemes hangsulyozni. El6szor is
tudjuk, hogy az egyes sejtkomponensek siriisége kilénbdzik, a membranok
jelentik a sejtben a legkompaktabb struktarat, igy ez a frakcié van kitéve
leginkabb a szabadgy®dkdk hatdsanak, masrészt az MHA és masok (Shock et
al., 1963) is leirjdk, hogy az 6regedéssel parhuzamosan az intracellularis
viztartalom csdkken, ebbdl kévetkezik, hogy a szarazanyag tartalom aranyo-
san emelkedik, tehat megfigyelhets a kolloid rendszerek siirlibbé valasa. igy
idés korban ugyanannyi, vagy kevesebb szabadgytk termelédése fokozot-
tabb karosité hatast jelent.

Ha elfogadjuk a szabadgydkok szerepét az 6regedési folyamatokban,
akkor -mint mar emlitettem- figyelembe kell venni azt a tényt, hogy a gy6kok
agresszivitasa és kémiai természete nem valtozik az életkorral. Ami tehat az
élet soran folyamatosan és fokozatosan megvaltozik, azt a fiziko-kémiai
paraméterek kdzott kell keresnink. Az 6regedés nem egy adott id6pillanat-
ban kezdédik, hanem a megtermékenyitéskor, és amit tulajdonképpen érege-
désnek neveziink nem mas, mint a maturacié "t0lfutasa". igy a szabad-
gyOkodk ugyanazt a szerepet toltik be az életkor barmely szakaszaban, tehat
ugyanazt a fiatal és az idés szervezetekben. Ennek érvényességét vizsgéalva
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kezdtlk el a szabadgyokok differencidlédast indukalé hatdsanak vizsgalatat
differencialatlan sejtekbdl allé sejtkulturadkban.

A Harman altal megfogalmazott (Harman, 1956, 1960, 1988) és azéta
széles korben elterjedt nézet szerint az oxigéneredetli szabadgydkdk az
aerob anyagcsere karos melléktermékei, és az éregedés, valamint szadmos
betegség kdzvetlen okozoi. Az ellen, hogy a szabadgydkdk bioldgiai szerep-
pel, és egyaltalan valamilyen szereppel birjanak, az a biokémikusok egyik 6
érve, hogy az él6 szervezetekben az aktualis koncentraciojuk nagyon
alacsony. Mivel reakciokészségik igen magas, ezért nem akkumulalod-
hatnak a szdvetekben. Feltételezik tovdbba a szabadgydkdk igen magas
turnover sebességét is.

Az 1976-77-ben felallitott munkahipotézis két publikaciéban kerlt
ismertetésre (Zs.-Nagy, 1978, 1979), majd 1994-ben kényv formajaban (Zs.-
Nagy, 1994) is megjelent.

3.2.3.1 Az 6regedés membran hipotézise fé6bb pontjai

(1) A OH'-szabadgyokok folyamatos termelédése kovetkeztében,
valamint az  akciéspotencidlok maradék héje miatt karosodott
komponenseket folyamatosan ujra kell termelnilik a sejteknek. A f6 tAmadasi
pontok a sejtmembranok, mert a gydkok -kémiai természetiknél fogva- a
legkondenzéltabb strukturakban képesek legkénnyebben kifejteni hatasukat.
Ezt tamasztja ala az a kisérleti tény is, hogy a membranfehérjék életideje a
legrévidebb a sejtekben (Tauber és Reutter, 1981). A masik paraméter az
akcios poten-cialok rezidualis héje, melynek kortlbelll 10%-a nem vész el a
kérnyezetben, hanem a membranokon marad (Ritchie, 1973), és
szignifikansan emeli a membran helyi hémérsékletét (Zs.-Nagy, 1979), ami
egy folyamatos karositdé hatast jelent. A gydkdk kbdzvetlen hatasaként
kovalens kétések alakulnak ki a membranban, ill. az emlitett hémennyiség
energiaja is kémiai koétések formdjaban marad ott. Ezek a folyamatosan
alakulé kovalens kétések az okai a sejtmembran gyors turnoverének, azaz
rovid életidejének. Fontos hangsulyozni, hogy a héhatas jelentésebb
szereppel bir az ingerelheté sejtek membranjaiban, igy a neuronok és az
izom sejtek esetében. A kérosodott komponensek akkumulécidja

28



meghatarozza a sejtmembran un. fiziko-kémiai allapotat (Shinitzky, 1984),
melyek legfébb életkorfliggd jellemzdi (kisérleti adatok alapjan) példaul a
kdvetkezok:

e a szinaptoszéma membran mikroviszkozitasa né (Nagy et al., 1983a,
1983Db),

e a nagyobb molekulatémeglii membranfehérjék aranya megnd, melyet
szintén a szinaptoszémaban vizsgaltak, ami a keresztkdtések kiala-
kulasaval magyarazhaté (Nagy és Zs.-Nagy, 1984),

e majsejtekben kimutattak, hogy a membranfehérjék lateralis diffuziés
konstansa az életkorral cs6kken (D) (Zs.-Nagy et al., 1984; 198643,
1986b, 1989, 1993; Kitani et al., 1988).

e agysejteken is megfigyelték, hogy a membranfehérjék lateralis
diffuziés konstansa az életkorral parhuzamosan csdkken (Zs.-Nagy et
al., 1999).

(2) Tehat ezek a valtozasok egy rigidebb membrant eredményeznek,
ez pedig befolyassal lesz a membran egyik f6 funkcidjara, a transzportra, ami
magaban foglalja a monovalens ionok csdkkent transzportjat is.

(3) Mindezek tovabbi, és egyik f6 kdvetkezménye példaul az idegsej-
tekben mért intracellularis K™ ion koncentracié névekedése (Zs.-Nagy, 1978,
1979). Ez segit fenntartani a membran polarizalt allapotat, kilénben eltold-
das lenne tapasztalhaté egy kevésbé polarizalt allapot felé. Ezenkivil a Na*
és a Cl tartalom is n6, de a legnagyobb mértékben a kalium.

(4) A megndvekedett intracellularis monovalens ionerésség miatt a
kolloid rendszer kondenzaltsdga (aggregacidja) fokozddik, amely mintegy
pozitiv visszacsatolas révén tovabb ndveli a keresztkdtések kialakulasanak
lehetéségét, mivel egy kondenzaltabb rendszerben megndvekszik a gyok-
reakciok hatékonysaga. A sejt fokozatosan elveszti viztartalmat, hiszen
egyidejlleg a kolloid ozmotikus nyomasa is csékken (Zs.-Nagy et al., 1987).
Ezek Kkisérletesen is igazoltak, tehat az életkor elére haladtaval egy
dehidracié kovetkezik be a sejtekben (Desbordes és Cohadon, 1987),
parhuzamosan a szarazanyag tartalom ndvekedésével. Nagyon fontos
hangsulyozni, hogy mindezen folyamatok nem egy kitlintetett idépontban
kezdbédnek, hanem még az embriondlis élet soran. Egyes funkcidk kiala-

kuldsahoz szilkséges az, hogy a szarazanyag tartalom névekedijen, ilyenek a
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csont- és az izomszovetek kifejlédése példaul. Tehat egy magas viztartalma
allapot fel6l halad a maturécios folyamat a fokozatosan dehidraltabb felé,
amelynek legutolsé stadiuma az 6regedési folyamat.

(5) A kolloid rendszerek fizikai slrliségének ndvekedése, tehat a
kondenzaltabb allapot maga utan vonja az enzimfunkcidk csékkenését, amint
azt a mar emlitett molekularis enzimkinetikai modell is megfogalmazta
(Damjanovich és Somogyi, 1973; Somogyi és Damjanovich, 1975). Mivel ez
egy altalanos folyamat, igy csékken a gyokdk ellen védd enzimrendszer
hatékonységa is, valamint a turnovert biztosité enzimrendszerek aktivitédsa is,
ami szintén hozzajarul a funkciok életkorral vald elvesztéséhez.

(6) A kolloid rendszerek megndvekedett denzitasa az RNS (Semsei et
al., 1982) és fehérje szintézis csOkkenését, lassulasat is maga utan vonja,
tehat végsd soron a génexpresszid életkorfliggd csdkkenése kdvetkezik be a
fiziko-kémiai paraméterek és a kérnyezet fokozatos megvaltozasanak
hatasara.

(7) A csodkkend enzimfunkcidk tovabbi kdvetkezménye az un. érege-
dési pigment felhalmoz6dasa a sejtekben. Amint azt az éregedési elméletek
fejezetben mar emlitettem, az MHA szerint a fiatal és idésebb szervezetek
sejtjeiben nincs minéségi kilbnbség a lipofuszcin képzédését és eltavolitasat
illetéen. A kilénbség a folyamat sebességében van a fent emlitett fiziko-
kémiai paraméterek valtozasanak kovetkezményeként. (2. dabra)

Osszegezve tehat, az é16 szervezetekben egy allandé OH' termelédés
folyik. Az OH" molekula jelenlétét az MHA igen fontosnak tartja a diffe-
rencidlédasi és oregedési folyamatok soran. Ez a gydktermelédés, valamint
az akciés potencialok rezidualis héje fokozatosan karositjak a membran
szerkezetét, ezzel egyre rigidebb membranstrukturat hozva létre. A mem-
bran csbékkend transzportja miatt Iétrejové iondsszetétel valtozas a sejt
kolloidalis rendszerére igen jelentés hatast gyakorol. Megfigyelhet6 a szaraz-
anyag fokozatos felhalmozd6dasa, a kolloidalis frakcié viztartalmanak csodkke-
nésével parhuzamosan. A siriibbé valé kérnyezetben pedig a szabadgydkdk
hatasa egyre fokozddik. Az MHA masik fontos megallapitasa, hogy mind-
ezzel a génexpresszid korllményeinek, a fiziko-kémiai paramétereknek a
fokozatos megvaltozasa zajlik a maturaciés folyamat soran. Tovabba az is
levezethet bel6le, hogy a differencidlédasi és 6regedési folyamat hasonlé
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oki tényezlkre vezethetbk vissza. Az elmélet az 6regedést a maturacios

folyamat "tdlfutasanak” tekinti. Az elméletbdl egyértelmiien kévetkezik, hogy

igen lényeges vizsgalni a szabadgyOtkok "karosité" hatasai mellett azok

fiziol6gias, azon belll is a differencidlédast indukalé hatasat.

(1) A fehérjék és a lipidek szabadgy6kok okozta keresztkdtései
és a rezidualis h6
(2) A sejtmembranok monovalens ionokra vald ateresztéképessége (Pk)
csokken
Kéarosodott (7) A karosodott (3) Az Az ingerlékenység
komponensek komponensek intracellularis K* megmarad
felhalmozddéasa eliminaciéja tartalom megné
csokken
«—— T ‘ —>
I 9 v
A fehérjék (6) Az RNS- (4) A sejtkolloid | A sejtplazma vizet
turnovere csdkken és a kondenzaltabba veszit
fehérjeszintézis valik
sebessége
csokken
«—— —>
\ ¥
(5) Minden enzim aktivitasa csdkken
A szabadgy®kodk elleni védelem is elégtelenné valik

2. abra: Az MHA fé6bb pontjai
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3.3 Az acetilkolin-észteraz és a gangliozid-szialidaz

3.3.1 Az acetilkolin-észteraz

Az acetilkolin volt az elsé kémiai anyag, amelynek neurotranszmitter
szerepét igazoltak. Megtalalhaté mind a kbézponti, mind a periférids ideg-
rendszerben. Szintézise a kolinerg neuronok axon terminalisaban torténik
kolinbdl és acetil-CoA-bdl a kolin-acetil-transzferaz hataséara. Inaktivalasa
ugy térténik, hogy a receptorokrél disszocialé acetilkolint az AchE enzim
elbontja kolinra és acetatra. Az enzim a kolinerg szinapszisokban talalhaté és
specifikus az acetilkolinra. Az AchE tdbb izoformaban és valtozatos
alegység-0sszetételben fordul eld, azonban minden formaban extracellu-
larisan, a plazmamembranhoz kétédik.

Az enzimet a kolinerg sejtvonalak (Sidell et al., 1984; Coleman és
Taylor, 1996), igy az SK-N-MC differencialédasi markerének tekintik (Kopitz
et al.,, 1994). Ennél a sejtvonalnal a differencialédassal parhuzamosan az
enzim aktivitdsanak megndvekedését tapasztaltak (Kopitz et al., 1994). A
brom-dezoxi-uridinnal (BrdU) differencialt neuroblasztoma sejtvonal (SK-N-
MC) AchE szintje példaul, egyhetes inkubacié soran jelentésen megemel-
kedik (MUhl, 1992, 1996). Ezt a paramétert azért mértik meg a szabad-
gy6kos kezelések hatdséra, mert kivancsiak voltunk, hogy egy egyértelmien
a differencialt éllapotot, annak is a végsé stadiumat jelz6 paraméter, hogyan
valtozik kezeléseink hatasara. Ennek megemelkedése bizonyitana egyértel-
mien szamunkra a szabadgyo6kok differencialddast indukalé hatasat.

3.3.2 A gangliozidok és a ganglizid-szialidaz

A sejtmembrant felépité lipidek egyik érdekes csoportjat alkotjak a
glikolipidek. Ide tartoznak a gangliozidok, melyek &sszetett glikoszfingoli-
pidek. Oligoszacharid részik egy vagy tébb szialsav molekulat tartalmaz,
melyek szama alapjan csoportositani is szoktdk ezeket (Muchmore et al.,
1989). A gangliozidok a gerincesek és a fejlettebb gerinctelenek fontos
membranalkotdi, elsésorban a sejtmembran kilsé felszinén lokalizalédnak

(Hakomori, 1981). Megtalalhatok még a sejtplazmaban (Chigorno, 1990) és a
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sejtmagmembran alkotérészeként is (Wu et al., 1995). Koncentracidjukat
tekintve a lipideknek csak igen kis részét alkotjak, kivétel a kézponti ideg-
rendszer, ahol a neuronok membranjaban a lipidek 10%-at is kiteszik
(Ledeen, 1978; Chan, 1987).

Fontos strukturalis feladatokat t6ltenek be, hozzajarulnak a membran
stabilitdsanak kialakitdsahoz (Hakomori, 1981), tovabbi funkcidik az extra-
cellularis matrix alakitasa, a szomszédos sejtek kdzotti kontaktus létrehozasa
(Zeller és Marchase, 1992). Seijtfelszini markerek révén, fontos szerepet
téltenek be az immunolodgiai folyamatokban is (Oshima et al., 1993; Kimata
és Yoshida, 1994; Bergelson, 1995). Receptorokat is képeznek, példaul a
kolera toxin B-alegysége specifikus és nagy affinitasi a GM1 gangliozidra
(Olivera és Spiegel, 1992). De nemcsak az extracellularis kérnyezetre
vannak hatassal, hanem szamos sejtbeli folyamatot -mint proliferacié, vagy
differencialédas- is befolyasolnak (lgarashi et al., 1989). loncsatornak kialaki-
tasdban is részt vesznek, illetve szamos fehérje modulalasara is képesek,
melyek példaul a szignaltranszdukcidés lancokban vesznek részt, vagy
amelyek névekedési hormonok receptorai (Hakomori és Igarashi, 1995).

Az idegrendszer fejl6édésében is igen fontos szerepet tulajdonitanak a
gangliozidoknak, ahol részt vesznek mind a proliferaciés, migraciés, differen-
cidlédasi és szignaltranszdukciés folyamatokban (Stojilkovic et al., 1996).
Kdzponti szereplinek a GM1 gangliozidot tartjak, amelyet tenyésztett sejtek-
szintézis gatlasaval a retina neuronjainak differencialédasat tudtak gatolni
(Quiroga et al., 1990). A GM1 gangliozidr6l azt is bebizonyitottak, hogy az
NGF hatasat potencirozza (Rabin és Mocchetti, 1995).

A differencialédasi folyamatok soran leirtdk a gangliozid szintézis és a
gangliozid mintazat valtozasat is (Hakomori, 1981). A sejtciklus soran ugy-
szintén a gangliozid Osszetétel valtozasardl szamoltak be (Gahmberg és
Hakomori, 1973). A transzformalt sejtekben -melyek a slirliségfliggé kontakt-
gatlast és a névekedés Utemének gatlasat is elvesztették- egy egészen mas
gangliozid mintazat figyelheté meg, mint a normalis sejteknél. igy, a ganglio-
zid dsszetétel és a proliferacios képesség kozott egy kdzvetlen dsszefliiggést
lehet feltételezni (Hakomori, 1970; Critchley és Macpherson, 19783;
Langenbach és Kennedy, 1978). Ugyanakkor azt is meg kell emliteni, hogy a
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transzformacié foka és a jelenlévé gangliozidok komplexitasa k&zoétt még
nem sikerUlt korrel4ciot talalni (Zeller és Marchase, 1992).

A gangliozidok szerkezete igen érdekes, szintézisik szerinbél és
palmitoil-CoA-bdl indul, a kondenzacid és redukcié végeredménye a szfin-
ganin molekula (Braun et al., 1970), majd a zsirsav acil-CoA-bdl épll be és
létrejon egy 4-transz kettés kétés is. Az alkohol komponens nem a glicerin,
hanem a szfingozin, amelynél a 2. szénatomon -NH, csoport talalhat6. A
legegyszeriibb felépitésli szfingolipid a ceramid, ahol a szfingozid elsé
alkoholos szénatomjahoz nem kapcsolodik Ujabb csoport. A gangliozidok
pedig a legkomplexebb szfingolipidek, a kapcsoléd6é szénhidratok kdzott -
melyek tri- és oligoszacharidok- mindig megtalalhaté a kilenc szénatomos,
pH 7.4 -nél negativ t6ltésl N-acetil-neuraminsav, azaz mas néven szialsav.
Az elnevezésikben az M (pl. GM3, GM2, GM1) azt jelzi, hogy a molekuldban
egy (mono) szialsav talalhatd, a szamokkal pedig a szénhidrat lancokat
jelolik.

A gangliozidok komplexitasat a GS enzim befolyasolja, a terminalis
szialsav részek lehasitdsaval. Az eml8sdk sejtieiben az enzim kilénbdzé
lokalizacioju lehet. Patkdny izomsejtben kimutattak a lizoszémaban, a lizo-
szdma membranjaban, a citoszélban és a sejtmembranhoz kapcsolédva is
(Miyagi et al., 1990). Ezen izoenzimek szubsztratjukban kilénbdznek, a
plazmamembran-szialidazt specifikus GS-ként azonositottak (Miyagi et al.,
1993). A citoplazmatikus szialidazrol kimutattédk, hogy részt vesz a mioblasz-
tok differencialédasaban, aktivitasa a differencialédassal parhuzamosan
megnd (Sato és Miyagi, 1996). Human fibroblasztokon megfigyelték, hogy a
sejtmembran szialidaz gatlasakor a sejtek proliferacios képessége extrémen
megnd (Usuki et al., 1988). Kimutattak azt is, hogy a szialiddz enzimek
expresszidja az életkorral valtozik, igy a gangliozidok megfigyelt életkorfliggé
mintazatvaltozasanak alakitasaban feltehetéen részt vesznek (Saito et al.,
1995). Tenyésztett kisagyi szemcsesejtekben azt tapasztaltdk, hogy a
differencidlédassal és a szinapszisok kialakulasaval parhuzamosan a GS
aktivitas megné (Pitto et al., 1992).

Az SK-N-MC sejtekben is érdekes megfigyelések torténtek a GS
enzimre vonatkozéan. Itt kétféle gangliozid-GM3-szialidazt azonositottak,
egyiket a sejtmembranban (ez Triton-X-100 detergenssel specifikusan
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aktivalhatd), és egy lizoszomalisat (melyet gliikodeoxikolattal tudtak stimu-
lalni) (Kopitz et al., 1994). A membranhoz kapcsol6dd enzim "szubsztratja" a
szidlsav, amit a gangliozidok termindlis végeirél hasit le (Kopitz et al., 1996).
Ezen enzim gatlasaval a sejtek extrém nagy proliferacios képességliek
lesznek, kontaktgatlasukat elvesztik (Kopitz et al., 1997), ezzel egyutt a GM3
gangliozidok szintje megemelkedik, mig a GM1 és a laktozilceramid raktar
lecsdkken. Normalis esetben az SK-N-MC sejtekben a spontan differencia-
l6dassal és a sejtek egyre nagyobb mértékl érintkezésével parhuzamosan a
GS szintje fokozatosan megemelkedik, és a sejtfelszini gangliozid mintazat is
megvaltozik, az elébbivel éppen ellentétben a GM3 molekulak szintje
csbkken, a GM1 raktar a magasabban szialilalt gangliozidok lebontasaval
feltéltédik (Kopitz et al., 1996). Az enzim aktivitasanak emelkedése tehat az
SK-N-MC sejteknél a differencidltabb allapothoz kétédik, és -ugy tinik- igen
fontos szereppel bir a sejtproliferacios és sejtdifferencialodasi folyama-
tokban.

Arra voltunk kivancsiak, hogy ez az érzékeny rendszer hogyan reagal
egy nemspecifikus, a hatasat féként a sejtmembranra kifejt6 OH" fluxus
jelenlétére. A fenti allitdsok alapjdn az enzimet differencialédasi markernek
tekintjik a sejtvonalra, de mindemellett arra is kivancsiak voltunk, hogy a
BrdU differencialészer hatasara hogyan valtozik az enzim aktivitasa.

3.4 Kozvetlen kisérleti elézmények, kérdésfelvetés

Milyen hatassal van in vitro sejtkultirdakra a Fenton reakciobdl
szarmaz6é OH" megemelt fluxusa? Az in vitro megemelt OH’ fluxus hatasat
mar vizsgaltak tenyésztett kondrocita sejtvonalon (Zsupan et al., 1987), ahol
a differencialédas elindult a Fenton reakcidéval generalt szabadgy6kok
hatasara. Tenyésztett leukémia sejtek két tipusan (HL-60 és K-562) szintén
térténtek hasonld vizsgalatok (Nagy et al., 1993, 1995). Folytattak vizsga-
latokat human fibroblaszt tenyészeteken is (Bazs6-Dombi et al, 2000), ahol
szintén sikerdlt kimutatni a differencialédas jeleit, hasonlé kezelések hata-
sara. Végeztek ilyen jellegl kisérleteket ugy is, hogy nem OH’, hanem O,"
gyOkodk hatasat vizsgaltdk (Naveilhan et al., 1994; Katoh et al., 1997).
Valamint szintén hasonlé jellegl vizsgalatnak tekinthet6 a kilsd oxigén
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nyomas hatasainak vizsgdlata a differencialédasra in vitro (Absher et al.,
1994; Katoh, 1997). Szivizom sejteken szintén nézték a reaktiv oxigén
gyOkok szerepét a differencialédas korai fazisaban (Sauer et al., 2000). Ezen
téma szakirodalma nem tul bdséges még napjainkban, de egyre tébb
publikacio szlletik arra vonatkozdan, hogy a szabadgytkok szerepet jatsza-
nak a differencialodasi folyamatokban, legalabbis annak korai szakaszaban
illetve elinditdsdban.

Az altalanosithatésag igényébdl kiindulva, valamint -mint fentebb mar
emlitettem- az idegrendszer ezekben a folyamatokban valo kitlintetett szere-
pe miatt, kiterjesztettlk vizsgalatainkat idegrendszeri eredetl sejtvonalakra.
Egy human kdzponti idegrendszeri eredetli sejtvonalon (SK-N-MC) szerettik
volna bebizonyitani a szabadgyOkok differencialédast indukald szerepét
differencidlédasi markerek vizsgalataval. Tovabba kiegészité vizsgalatként
egy masik idegrendszeri eredetli modellen (PC-12) vizsgaltuk a gybtkdket

atalakito és eliminalé enzimek indukcidjat hasonlé kezelések hatasara.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Anyagok
4.1.1 Sejtvonalak
4.1.1.1 PC-12 sejtvonal

A PC-12 (ATCC CRL 1721) patkany feokromocitoma sejtvonal igen
széles kérben alkalmazott modell napjainkban a biokémiai és molekularis
biolégiai kutatasban, valamint a sejtdifferencialédasi folyamatok vizsgalata
soran. A sejtvonalat 1976-ban izolalta Green és Tischler.

A primer tumor patkany mellékvese velballomanyaban kialakuld
feokromocitdma, ami a nevét onnan kapta, hogy specialis kromsokkal inten-
ziven festddik. A tumort alkotd sejtek (feokromocita) szimpatikus idegrend-
szeri eredetliek, a szimpatikus ductelepekbél vandorolnak ki, nem differen-
cidlédnak idegi iranyba, hanem adreno-medulloblasztokként korlatlan ideig
szaporodoképesek. (Straub, 1977).

A mellékvese velb6allomanya ektodermalis eredetli, fejlédéskor a
ganglionlécbdl differencialodik. Sokszégl, finoman szemcsézett sejtjei krém-
sOkkal barnara fest6d6 granulumokat tartalmaznak, ezért kromaffin sejteknek
is nevezik ezeket. Hisztokémiai modszerekkel kétféle sejttipus kilénithetd el,
az adrenalint termeld fukszinofil és a noradrenalint termelé pikrinofil sejtek. A
mellékvese velballomanyat szimpatikus preganglionaris kolinerg rostok
idegzik be, sejtjei ezért fejlédéstani és funkciondlis szempontbdl analdégok a
posztganglionaris szimpatikus neuronokkal (Adam és Fehér, 1990). A
feokromocitdma nagy mennyiségben katekolamin hormonokat termel, igy a
hipertrofia egy jellegzetes tlinete a daganat megjelenésének (Berkow, 1994).
Ennek megfeleléen a PC-12 sejtvonal is noradrenalint és dopamint termel,
de adrenalint nem, igy aktiv tirozin-hidroxildz, dopamin-B-hidroxilaz
(monoamino-oxidaz) és katekol-o-metil-transzferaz enzimszintek mérheték a
sejtekben. A PC-12 sejtek NGF hatasara nydlvanyos sejtekké differencia-
l6dnak (Green és Tischler, 1976).
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4.1.1.2 SK-N-MC sejtvonal

Az SK-N-MC (ATCC HTB 10) human neuroblasztéma sejtvonal széles
kérben alkalmazott modell a neurokémiai kutatdsokban. Egy masik vonallal
(SK-N-SH) egydtt izolaltdk. Az SK-N-MC megduplazddasi ideje révidebb az
SK-N-SH-énal, és alacsonyabb dopa-B-hidroxilaz aktivitdssal rendelkezik, a
sejtvonal kolinerg (Biedler at al., 1973; Seeger et al.,, 1977; Barnes et al.,
1981).

A primer tumor egy 14 éves néi beteg szupra-orbitalis agytertletérdl
szarmazik. A vonal hisztologiailag neuroblasztéma, morfolégiaja epithelialis,
monolayer sejtkulturat alkot. Kilénb6z8 agensek hatasara két iranyban
differencialhaté in vitro (S és N tipusu differencialéodas). 50 uM BrdU
hatdsara egy hét alatt S (Schwannian/substrat adherent) tipusu morfolégiat
mutat, a sejtek nagyobbakka valnak, transzparensebbek lesznek (Muhl,
1992), ezzel parhuzamosan az AchE enzim aktivitasa is jelentésen meg-
emelkedik (Mihl, 1992, Kopitz et al., 1994).

4.1.2 Vegyszerek és reagensek

adenozin-5’-difoszfat (ATP) (Sigma)

BrdU (Sigma)

xantin, Na-séja (Sigma)

xantin-oxidaz (Sigma)

SOD (Sigma)

citokrém-c (Sigma)

borju szérum albumin (BSA) (Serva)

katalaz (Sigma)

glutation-reduktaz (Sigma)

glutation, redukalt (Sigma)

NADPH (Sigma)

Ethopropazin (Sigma)

Dowex AG 50W X8-200 (Sigma)

Aquasafe 500 Plus, szcintillacids koktél (Zinsser Analytik, Frankfurt)
Ultima Gold, szcintillaciés koktél (Packard, Frankfurt)
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fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF) (Sigma)
DEAE-Sepharose CL-6B (Pharmacia, Freiburg)

DNS, Na-séja (Sigma)

tRNS (Sigma)

Hoechst 33258 (Sigma)

Folin-reagens (Merck)

TiOSOg4-oldat (preparalt reagens, Leighton et al., 1968)
dimetil-szulfoxid (DMSO) (Sigma)

tripan-kék oldat (Serva)

tripszin (Gibco)

kollagén, I-es tipusu (Sigma)

Minden mas felhaszndlt reagens analitikai tisztasagu és kereskedelmi
forgalomban beszerezhet6 volt.

4.1.3 Radioaktiv reagensek

[1-'%C] acetilkolin, 370 MBg/mmol (ICN)
[*H] gangliozid, 6.40 TBg/mmol (jeldlése Kopitz et al., 1996. szerint tdrtént)

4.1.4 Tapfolyadékok és alkotérészeik

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

Eagle's minimum essential medium (E'MEM) (Sigma/Biochrom)
fetal calf serum (FCS) (Gibco/Boehringer Mannheim)

Viralex™ serum (FCS) (PAA Laboratories, Linz)

horse serum (HS) (Gibco)

L-Glutamin (ICN)

nemesszencialis aminosavak (Serva)

Penicillin-Streptomicin (PS) (ICN/Egyetemi gyogyszertar, Debrecen)
Phosphate Buffered Saline (PBS) (készitett)

NaHCO; (Sigma)

D(+)glikéz (Reanal)
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4.1.5 Miiszerek

Invertmikroszkép, Invertoskop D (Zeiss, Frankfurt)

Invertmikroszkop, Mic-1727 (Unitron, Newton Highlands)
Fénymikroszkop, ZEISS Axiolab (Zeiss, Frankfurt)

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

Steril fllke, Laminarbox BSB 4A (Gelaire Flow Laboratories, Meckenheim)
CO, termosztat, (ASSAB T305GF KEBO Biomed,Spanga, Svédorszag
/Heraéus Christ, Osterode)

Gazég6, (NeolLab)

Spektrofotométer, HITACHI U-2000 r (Hitachi)

Spektrofotométer, Uvicon 820 (Uvicon)

Spektrofluoriméter, HITACHI F-4500 (Hitachi)

Folyadékszcintillaciés (LSC) szamlald, 1600 TR (Packard, Frankfurt)
Laborcentrifuga, 6000 (Heraéus Christ, Osterode)

Laborcentrifuga, (Janetzki K 23)

Laborcentrifuga, (MLS K 26 D)

Univerzalis centrifuga, 1200 (Hettich, Tuttlingen)

Asztali-centrifuga, (Eppendorf)

4.1.6 Eszkozok

Mikropipettak (Gilson)

Nichiryio mikropipettak (Nichiryo Co., Ltd., Sotokanda, Japan)
Polietilén szcintillaciés flaskak (Packard, Frankfurt)
Fagyasztocsévek (Nunclon)

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

96-lyuku plate (Falcon)

Sejttenyészto flaskak és Petri-csészék (Falcon)
Centrifugacsévek (Nunclon)

0.22 um celluléz-acetat sterilszlré (Millipore, Molsheim)
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4.2 Modszerek

4.2.1 Tenyésztési moédszerek

A PC-12 sejtvonalat DMEM tapfolyadékban, 10% HS és 5% FCS-sel
kiegészitve; az SK-N-MC sejtvonalat E'MEM médiumban, 10% FCS-sel
kiegészitve, tenyésztettiik standard tenyésztési kérilmények (37 °C-on, 5%
CO. és 80% paratartalom) kodzott. Mindkét tapfolyadékhoz utélag tettlink
Penicillint, Streptomicint és L-Glutamint, melyek végkoncentracioi a tapfolya-
dékban 100 IU/ml, 50 pg/ml és 2 mM voltak. Az E'MEM tapfolyadékot
nemesszencialis aminosavakkal (1%) is kiegészitettik.

A PC-12 sejtvonalat 0.01%-0s kollagén bevonaton ndévesztettik. A
sejtek duplazodasi ideje 48-96 Ora, ennek megfeleléen heti egy-két alkalom-
mal passzaltuk, amikor a sejtek elérték az 50%-0s konfluenciat. A sejtek
lazan kétddnek a bevonathoz, igy lemosasukhoz elegendé volt a tapfolyadék
fel-le pipettdzasa Pasteur-pipettaval. A tapfolyadék csere kétnaponként
tortent.

Az SK-N-MC sejtvonal monolayer kulturat alkot, a tenyésztéedényhez
is erésen kotddik, ezért a sejteket 0.4%-0s tripszin segitségével szedtik fel
passzalaskor. Mivel a sejtvonal megduplazdédasi ideje 24-36 6ra, 3-5
naponként volt szilkség passzalasra. Tapfolyadék cserét haromnaponként
végeztink.

4.2.2. Kezelések

A sejtkulturak kezelése a Fenton reakcioval tortént (Fenton, 1894), in
vitro (Fenton kezelések, szabadgydkds kezelések). A kezelések soran a mar
leirt modszert alkalmaztuk, melyet Floyd és munkatarsai fejlesztettek ki
(Floyd és Lewis, 1983; Floyd és Zs.-Nagy, 1984; Zs.-Nagy és Floyd, 1984),
amely szerint a Fe?*-ADP komplex és H»O, hozzdadasa a sejtkulttirakhoz
egyidejlileg térténik. Mas szerzék is sikerrel alkalmaztdk ezt a metodikat
(Gutteridge et al., 1990; Nagy, et al., 1993; Nagy, et al., 1995). Az ADP, a
vas-szulfat/vas-ammonium-szulfat és a HyO, tdrzsoldatokat bidesztillalt
vizben, mindig frissen készitettiik el. Az ADP és vas-szulfat térzsoldatokbdl
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azonos mennyiségeket elegyitve készitettik el a Fe*-ADP komplexet.
Hasznalat el6tt sterilen szirtlk le az oldatokat. Az ADP végkoncentracioja
mindig 20-szorosa volt a vasénak, ezzel az arannyal biztositottuk, hogy a vas
autooxidacioja ne koévetkezzen be. A végkoncentracidk az eredmények
leirasanal és az  Osszefoglal6  tablazatokban  szerepelnek. A
tenyésztéedényben a vas legmagasabb koncentraciéja 100 uM volt mindkét
sejttipusnal, a H.O. legmagasabb koncentracidja pedig 25 uM volt a PC-12
sejteknél és 10 uM az SK-N-MC sejtek esetében.

Az SK-N-MC sejteknél parhuzamosan BrdU-val valé kezelés is tortént,
ami jol ismert differencialoszere a sejtvonalnak. A térzsoldat készitésekor 5
mM koncentracidéban feloldottuk a BrdU-t a tenyészté médiumban, majd a fel
nem hasznalt mennyiséget kis adagokban, —20°C-on lefagyasztva taroltuk. A
BrdU végkoncentraciéja 50 uM volt a sejtkulturakon, mely mennyiség a
sejtek teljes differencidlédasat okozta 6 nap elteltével (Mihl, 1992, 1996).

Mindezekkel parhuzamosan tenyésztettiink, ill. mértink kontroll sejte-
ket, melyeken nem alkalmaztunk kezeléseket. A PC-12 sejtvonalon két-
naponként, az SK-N-MC sejtvonalon pedig haromnaponként cseréltiink
tapfolyadékot, és ekkor ismételtilk a kezeléseket. igy a PC-12 sejteket 1x48
és 2x48 o6ras, az SK-N-MC sejteket pedig 1x72 és 2x72 6ras inkubacids
id6étartamokban kezeltik.

4.2.3 Sejtszam meghatarozas

A sejtszamokat kétféle Gton, direkt és indirekt médszerrel hataroztuk
meg. A direkt sejtszamlalast Blrker-kamrdban végeztik. Az indirekt meg-
hatarozas a Promega (Cell Titer 96™) nemradioaktiv sejtproliferacios teszt
segitségével valt lehetdvé. A sejteket 4 6ran at inkubaltuk egy metil-tetrazé-
lium sét tartalmazé festékoldattal. Az é16 sejtek a mitokondriumban atalakitot-
tak ezt formazanna, ami kék szin (Mosmann, 1983). A reakcié leallitdsa egy
szolubilizalé oldat hozzaadasa segitségével tértént, majd megmértik az
abszorbancidkat 570 nm-en ELISA fotométerrel. Az abszorbancia adatok
aranyosak a sejtszamokkal.

42



4.2.4 Eletképesség vizsgalat

100 ul PBS-hez 30-50 ul tripan-kék oldatot adtunk, majd ezt 6ssze-
kevertik 50 ul sejtszuszpenzidval. Az elpusztult sejtek membranja atjarhaté
erre az anyagra nézve, igy azok felvették a festéket és kékre szinezddtek.
Néhany percen belll megszamoltuk a teljes sejtszamot és a kékre festédott
sejteket, s az elpusztult sejteket a teljes sejtszam szazalékdban adtuk meg.

4.2.5 Fénymikroszkopos vizsgalatok és fotozas az SK-N-MC sejteknél

Az SK-N-MC sejtvonal monolayer kulturat alkot, a tenyésztéedényhez
erésen koétddik. A tapfolyadék leszivasa utan a sejteket PBS-sel megmostuk
€s 10%-os formalinnal fixaltuk. A tenyésztéedény felsé részének eltavolitdsa
utdn a fixalt sejteket tartalmazé alsé részt targylemezként hasznaltuk.
Hemalaun-eosin-nal festettiik a sejteket (a nagymértékben transzparens
sejtek igy kontrasztosabba valtak), majd glicerin-zselatinnal lefedtik, ezt
kdvetben néhany oran belll lefotoztuk. A fotdzas Zeiss Axiolab mikroszkdpon
tortent.

4.2.6 Szolubilizalas (SOD, CA és GPx enzimekhez)

Az enzim mérések megkezdése el6tt, a sejteket egy szolubilizald
oldattal tartuk fel. A szolubilizal6 oldat 50 mM-os Tris-HCI pufferben (pH=7.5)
tartalmazott 0.3% Triton-X-100-at, 0.2 mM PMSF-et és 0.5% cetil-trimetil-
amménium-bromidot. Az idedlis sejtkoncentracié 1x10” sejt/1 ml szolubilizalé
oldat volt (Kasugai és Yamada, 1992). A feltaras ugy tértént, hogy a tenyész-
téedény aljarél lemosott sejteket lecentrifugaltuk, majd 10 ml PBS-sel
atmostuk. Ujbdli mosas utdn meghataroztuk a sejtszamokat. Innen is
lecentrifugaltuk a sejteket, és végul a fenti koncentracionak megfeleléen
felvettlk a szolubilizal6 oldatban. Fagyasztas-felolvasztas kévetkezett
négyszer (folyékony nitrogénnel). A mintakat egy 6ran at 4°C-on razattuk a
tOkéletesebb feltaras érdekében. A sejthomogenizatumokat végul 13000 x g-
n 10 percig centrifugaltuk (szintén 4°C-on), majd az igy kapott fellluszét
hasznaltuk a fehérje, a SOD, a CA valamint a GPx enzimek mérésére.
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4.2.7 Szuperoxid-dizmutaz aktivitas meghatarozas
(Flohé és Otting, 1984)

A mérés elve

A SOD enzim a Oy gydkdket dizmutalja HoO»-da. Rendszeriinkben a
xantin/xantin-oxidaz reakcioval hoztuk létre a O," gybkdket, melyek redu-
kaltdk a reakci6elegyhez adott citokrom-c molekuldkat. A citokrém-c reduk-
cibja szinvaltozassal jar, amit 550 nm hullamhosszon spektrofotometriasan
kdvethetlink. A xantin-oxidaz enzim mennyiségét ugy kell kivalasztani, hogy
a citokrdm-c redukciéjanak sebessége 0,025 abszorbanciaegyseg/perc
legyen a mintat vagy SOD standardot nem tartalmazd alapreakcidban. A
mintak SOD tartalma eliminalja a O," anionok tébb-kevesebb részét, igy az
alapreakcidhoz képest csdkken a citokrém-c redukcié sebessége. A stan-
dardizalads soran ismert mennyiségli SOD-ot tartalmazé mintakban mértik
meg a percenkénti abszorbancia csdkkenéseket, s ebbdl kdvetkeztetni
tudtunk a mintak SOD tartalmara.

A méréshez sziukséges oldatok

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

~0.2 unit/ml xantin-oxidaz (0.1 mM EDTA-ban), B-oldat

1 M xantin-oldat (0.001 M NaOH-oldatban), és 20 uM citokrém-c (foszfat-
pufferben) 1:10 aranyban elegyitve, A-oldat

300 uM KCN- oldat

A mérés menete

Alapreakco-elegy: Minta-elegy:
e 1400 pl A-oldat e 1400 pl A-oldat
e 10 ul KCN e 10 ul KCN
e 25 ul puffer e 25 ul feltluszd (minta)
e =15l B-oldat e =15 ul B-oldat
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Standardgérbe

Ismert mennyiségli SOD-ot tartalmazé mintdakban mértik a AA/min
értékeket. Az 1/AA —SOD koncentraci6 gorbe megszerkesztése utan,
kiszamoltuk a tga értékét. A standard gérbét 0-300 ng SOD tartomanyban

vettlk fel.

A kiértékelés menete

AA0=0.025, alapreakcié abszorbancia valtozasa/min

AA= a minta abszorbancia valtozasa/min

1/AAo=1/0.025=40

1/AA-1/ AAp=x

x/tgo— ng SOD / 25 pl fellldsz6

A SOD értékeket a parhuzamosan mért fehérje tartalmak alapjan, mg
fehérjére vonatkoztattuk.

4.2.8 Katalaz aktivitas meghatarozas (Gaunt és De Duve, 1976)

A mérés elve

A CA a HyO; -ot bontja vizzé és oxigénné. Mintainkat ismert mennyi-
ségl H»O.-dal 30 percig inkubélva, a visszamaradd H.O. mennyiségébdl
kdvetkeztethettliink annak CA tartalmara. A visszamarad6 H>O2-ot TIOSO4-tal
reagaltatva, a keletkez6 sarga szin( titanium-peroxiszulfatot kolorimetriasan
hataroztuk meg (405 nm-en). A mintakhoz adott teljes H,O, mennyiséget is
megmeértik (total). A standardizalas soran ismert aktivitasi CA enzimet

tartalmazoé mintakban mértik az abszorbancia értékeket.

A méréshez sziikséges oldatok
Inkubalé-oldat: 0.5 mg/ml BSA, 10 mM imidazol
0.1% Triton-X-100, 0.06% H20-
TiOSOg4-oldat, hasznalat elétt 1:1 aranyban higitjuk bidesztillalt vizzel
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A mérés menete (A=abszorbancia)

Vak: 100 pl minta (felliliszd), 100 ul bidesztillalt viz (bdv), 2 ml TIOSO4 — A,
Total H>O2: 100 ul bdv, 100 pl inkubalé-oldat, 2 ml TiIOSO4 — Ao, a kiindulasi
H.O2 koncentraciénak megfelel6 abszorbancia érték

Minta: 100 ul minta (feltldszo), 100 ul inkubalé-oldat, 2 ml TIOSO4 — Asg, €2

a 30 percig H>O. dal inkubalt mintak abszorbanciaja

Standardgérbe

Az ismert mennyiségl CA-t tartalmaz6é mintdk abszorbancia értékeit
megmeérve, felallitottunk egy standard gérbét, melynek tgo értékével hataroz-
tuk meg a mintak enzimtartalmat. A standard gérbét 0-50 unit CA tarto-
manyban vettlk fel.

A kiértékelés menete
Ig [Ao / (As0-Ay)]= X
x/tga. — unit CA/100 pl minta (feltliszo)

A CA értékeket a parhuzamosan mért fehérje tartalmak alapjan, mg fehérjére
vonatkoztattuk.

4.2.9 Glutation-peroxidaz aktivitas meghatarozas
(Flohé és Giinzler, 1984)

A mérés elve

A GPx enzim a lipid peroxidokat bontja, mikézben a redukalt glutation
(GSH) oxidalédik (GSSG). A képzédott GSSG-t a feles-legben alkalmazott
glutation reduktdz (GR) alakitja vissza GSH-v4, s a reakciohoz NADPH-t
hasznal H" forrasként. Ez a NADPH fogyas kdvethetdé nyomon
spekirofotométerrel 340 nm-en, mint abszorbancia csbkkenés.
A reakciéelegyhez ismert mennyiségi GSH-t, GR-t, NADPH-t és H,Oo-t
adva, a NADPH fogyas alapjan kdvetkeztetni tudunk a minta GPx tartalmara.
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1. Eléinkubalas /37°C, 10 perc/ (minta, GSH, GR-féldslegben)

Ezen folyamat soran a minta NADPH tartalma teljesen lebomlik, igy a

késébbiekben biztosan a hozzaadott NADPH fogyast mérjik.
2. H-O--tdl fliggetlen NADPH fogyas /37°C, 3 perc/ (NADPH hozzaadasaval)
Ekkor a H,O,-16l fliggetlen NADPH fogyast mérjik. A fenti teljes ciklus

mikdodik, amig a mintak szervetlen és szerves peroxid tartalma el nem fogy.
Ez alatt a NADPH fogyas igen kis mértéka.
3. Teljes reakcio /37°C, 5 perc/ (H-O-> hozzaadasaval)

A fenti teljes ciklus mikddik, és a mért id8intervallumon belll a
NADPH fogyas linearis. A GPx fligg6 reakcio sebességét ugy kapjuk meg, ha
a teljes reakciosebességbdl kivonjuk a H.O.-t6l fliggetlen és a nemen-
zimatikus reakciosebességeket. Elébb emlitettem, hogy a HoO,-16l fliggetlen
NADPH fogyas nem jelentés mértéki, (de ennek ellenére nem hanyagoltuk
el), mig a nemenzimatikus, vagy mas néven alapreakcié sebességét ugy
hataroztuk meg, hogy a reakcidelegyben az enzim mintat pufferrel helyette-
sitettlk. Irodalmi adatok szerint az alapreakci6 AA értéke 0.028 és 0.036
k6zé esik. Az alapreakciora 0.033-0.034 abszorbancia cs6kkenést tapasztal-
tunk, mely értéket a kisérletek megismétlése soran kdvetkezetesen vissza-
kaptunk. Az enzimértéket kbdzvetetten, adott id6 alatti NADPH fogyasként
adtuk meg, ill. mg fehérjére vonatkoztattuk.

A méréshez szikséges oldatok

0.1 M KoHPO, puffer (pH=7.0) 1 mM EDTA-ban
0.1%-0s NaHCOs bidesztillalt vizben

2.41 U /ml GR 0.1 M KzPOq4 pufferben, jégen tartva
10 mM GSH bidesztillalt vizben

1.5 mM NADPH 0.1%-0s NaHCOg -oldatban

1.5 mM H,O, oldat bidesztillalt vizben, 37°C-ra elémelegitve
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A mérés menete

Az alapreakciohoz dsszeallitott reakcioelegy:

450 pl foszfat-puffer, 100 wl puffer, 100 ul GR és 150 ul GSH

— el6inkubalés: 10 perc 37°C-on.

Majd ehhez adva 100 ul NADPH-t,

— HoO, —tél figgetlen reakcid: 3 perc 37°C-on, 340 nm-en kdvetve.

Majd ehhez adva 100 ul H>O- -ot,

— teljes reakciod: 5 perc 37°C-on, 340 nm-en kdvetve.

A mintak méréséhez ésszeallitott reakcidelegy:

Ugyanaz, mint az el6z6, azzal a kilénbséggel, hogy a 100 ul puffer helyett

100 ul mintat (fellluszét) tettlink.

A kiértékelés menete

C = umol NADPH fogyas/min

C=(AA x V) /(e xvxd),ahol:

AA = abszorbancia cs6kkenés 340 nm-en

V = a reakcidelegy térfogata (1000 pl)

e = a NADPH molaris extinkciés koefficiense (6220 M cm™)

v = a minta (felGluszd) térfogata (100 pl)

d = a klivetta a&tméréje (1 cm)

A GPx értékeket a parhuzamosan mért fehérje tartalmak alapjan, mg
fehérjére vonatkoztattuk.

4.2.10 Acetilkolin-észteraz aktivitas meghatarozas (Blume et al., 1970)

A mérés elve

Az AchE enzim specifikus az acetilkolinra, azt acetatra és kolinra
bontja. Aktivitasat mintainkban Ggy hataroztuk meg, hogy '*C-izotéppal
jelzett acetilkolinnal inkubaltuk a sejthomogenizatumokat, ahol '*C-izotéppal
jelzett acetat valt szabadda az enzim hatasara, mely negativ téltési. A to-
vabbiakban ioncserél6 kromatografias eljarassal elvalasztottuk a keletkezett

acetatot a szubsztrattdl, és radioaktivitasat LSC szamlaloban mértik.
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A méréshez szilkséges oldatok

25 mM natrium-foszfat homogenizal6 puffer, pH=7.4, tartalmaz:

e 0.3% Triton-X-100-at

e 0.125 mM ethopropazin-t (térzsoldatbdl higitva)
6.125 mM ethopropazin térzsoldat
[1-*C] acetilkolin: specifikus aktivitdsa 370 MBg/mmol, 10 mCi/mmol, erede-
tileg 0.05 mCi, 1.85 MBq volt 0.5 ml etanolban feloldva, az etanolt elg6zéltik,
és 770 ul bideszt. vizben vettik fel, igy a koncentraciéja 6.5 mM lett
100 mM PMSF térzsoldat, metanolban: -20°C-on kis adagokban taroltuk,
hasznalat el6tt 100 X-ra higitottuk jéghideg metanollal.
Dowex AG csdvek: 100 g-ot 200 ml bideszt. vizben feloldottunk, NaOH-dal
addig mostuk, mig a pH-ja 9 folétti érték lett, majd bideszt. vizzel addig
mostuk, mig a pH beallt 7 korlli értékre, 0.05% NaNj; -ot adtunk hozza,
hitében taroltuk.
2%-0s natrium-azid

Aquasafe 500 Plus szcintillaciés koktél

A mérés menete

A segjtek feltarasa. A sejteket feltripszineztik, és 2x10 ml, majd végul 1 ml
fiziolbgias sdoldatban atmostuk. Ezutdn a mintakat 1 ml homogenizald pufferben
vettik fel, 10x5 masodpercig pottereztiik, majd 2x30 masodpercig szonikaltuk. A
sejthomogenizatumokat AchE, fehérje és DNS mérésekre osztottuk el.

AchE mérés. 20 pl homogenizatumot és 5 ul [1-'*C] acetilkolint 30
percig inkubaltunk 30°C-os vizfirdében. A reakciét 1 ml 1mM-os, jéghideg
PMSF oldat hozzaadasaval allitottuk le. Kézben kis méretl csdvekre 1 ml
Dowex AG-t vittiink fel, és 3x1 ml bidesztillalt vizzel atmostuk. Az atmosott
gélre ezutan felvittik a mintakat, ahonnan az acetatot 3 ml bidesztillalt vizzel
lemostuk, mianyag flaskakban felfogtuk, és 10 ml szcintillaciés koktél
hozzdadasa utan, megmértiik a beltésszamot (dpm). A vak ,mintaban” a
sejthomogenizatumot bidesztillalt viz helyettesitette.
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A kiértékelés menete

[(dPMhomogenizatum-dpMyak)/(22,2[dpm/pmol])x30 min)]x50 =
pmol AchE atalakulas/min/mi
= uUJ AchE/ml feltliszé

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

4.2.11 Gangliozid-szialidaz aktivitas meghatarozas (Lieser et al., 1989)

A mérés elve

Az GS enzim egyik tipusa, a Triton-X-100-zal aktivalhatd, plaz-
mamembran szialiddz, a plazmamembranban 1évé komplex gangliozidokat
(GM3) bontja ugy, hogy a terminalis szidlsavakat lehasitja. Aktivitasat
mintainkban Ggy hataroztuk meg, hogy 3H-GM3-at, izotéppal jelzett szubsz-
tratot inkubaltunk a sejthomogenizatummal, melybél az enzim 3H-laktozil-
ceramidot tett szabadda. A tovabbiakban ioncseréld kromatografias eljaras-
sal elvalasztottuk a keletkezett °H-laktozilceramidot a szubsztrattdl, és
radioaktivitasat LSC szamlaloban mértik.

A méréshez szilkséges oldatok

170 mM Na-acetat homogenizalopuffer, pH=4.5, tartalmaz:
e 0.07% (w/v) Triton-X-100-at
1 mM *H-GM3, metanolban

A mérés menete

A sejtek feltarasa. A sejteket feltripszineztik, és 2x10 ml, majd végul 1
ml fiziolégias sooldatban atmostuk. Ezutan a mintakat 1 ml homogenizald
pufferben vettik fel, és 10x5 masodpercig pottereztik. A sejthomogeni-
zatumokat GS és fehérje mérésre osztottuk el.

GS mérés. 1ul *H-GM3 oldatrél leparoltuk a metanolt, és 30 pl
reakcidpufferben vettik fel. Intenziv razassal és ultrahangflirdében val6
kezeléssel feloldottuk, majd 20 wl sejthomogenizatummal 60 percig inku-
baltuk, 37°C-on. A vak ,mintakban” a sejthomogenizdtumot bidesztillalt viz
helyettesitette. A reakciét 1 ml jéghideg metanol hozzaadasaval allitottuk le,
€s a mintakat jégre allitottuk. Kézben kis méretli csévekre 1 ml DEAE-
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Sepharose-t vittlink fel, metanollal &tmostuk és felvittlk ra a mintakat. A nem
hidrolizalt GM3 a pozitiv t6ltésli gélhez kétédik, mig a termék, a laktozil-
ceramid a metanollal kimoshaté. Ezt a frakciét (A-frakcid) fogtuk fel
szcintillaciés flaskakba. Na-acetat pufferrel a nemhidrolizalt részt is elualtuk
(B-frakcid). 10 ml szcintillacids koktél hozzdadasa utédn, mindkét frakcidban
megmeértik a beltésszamot (dpm).

A kiértékelés menete

dpma + dpmg = dpMesszes

(dpma x 100) / dpMssszes = A%

A%-Vak% = X%

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

4.2.12 Fehérje és DNS mérések
4.2.12.1 Fehérje mérés

A mérés elve

A kimutatds alapja a Folin-reakci6. A tirozint és triptofant tartalmazé
fehérjék (valamint a szabad tirozin és triptofan) a foszfor-volframsav és
foszfor-molibdénsav foszforsavas vizes oldataval kék szinezdédést adnak.
Ezen az elven alapszik az alkalmazott Lowry-féle mddszer (Lowry et al.,
1951). Ennek lényege, hogy a fehérjék elészér rezet tartalmazéd alkalikus
oldatba keriilnek, melyben Cu?*-fehérje komplexek jénnek létre, majd ez a

komplex redukalja a Folin-reagenst.

A méréshez szilkséges oldatok

43 mM CuSOQy oldat, 1:49 aranyban higitani kell frissen a pufferrel
Folin-reagens, frissen higitani kell 1:6 aranyban bidesztillalt vizzel

1 mg/ml-es BSA tdrzsoldat, a standardgdrbéhez, fagyasztva, szétporciézva
tarolhato
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A mérés menete

Standardsor. 2.5-50 ng fehérje mennyiségeknek megfeleléen Eppendorf-
csovekbe pipettaztuk a BSA tdrzsoldatot, majd 50 ul-re egészitettik Kki
bidesztillalt vizzel. A vak fehérje helyett 50 pl bidesztillalt vizet tartalmazott.
Mintak. 10 pl feltlusz6- ill. sejthomogenizatumhoz 40 ul bdv-et adtunk.

A fehérje mintakhoz hozzamértiink 500 pl frissen higitott CuSO,4 oldatot,
majd 20 perces szobahdmérsékleten térténd inkubalas utan hozzaadtuk az
500 ul frissen higitott Folin-reagenst, s ezzel 30 percig inkubaltuk. Az

extinkcidkat 630 nm-en mértik.

A kiértékelés menete

A standardgérbe adatait a Microcal Origin programmal dolgoztuk fel,
egyenest illesztettliink ra (linearis regresszié), majd a kapott egyenes egyen-
letével szamoltuk ki a mintak fehérje tartalmat.

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

A mérés elve

A Triton-X-100-zal kezelt sejthomogenizatum DNS tartalmat fluoresz-
cencias szerrel hataroztuk meg (Hoechst 33258). A triton okozta hattér
fluoreszcencia kikliszobdlése érdekében a DNS-t alkohollal kicsaptuk, majd
EDTA-ban visszaoldottuk. Igy a moédszer érzékenysége nagyobb lett, és
1-5x10° sejtet is j6l tudtunk mérni. Tehat a moédszer rendkiviil pontos,

érzékeny és kis DNS mennyiségek kimutatasara is hasznalhaté.

A méréshez sziikséges oldatok

10 mM EDTA, pH=12.3

3 M Na-acetat-oldat, pH= 5.2

10 mM Tris-100 mM NaCl, pH= 7.0

1 mg/ml Hoechst 33258 t6rzsoldat, ezt tovabbhigitva:

200 ng/ml munkaoldat a mintdkhoz
2000 ng/ml munkaoldat a standardsorhoz
1 M NH,OH oldat
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PBS, pH=7.2-7.4

1 M KH2PO4-oldat

1 mg/ml DNS térzsoldat
2% Triton X-100

200 pg/ml tRNS-oldat

96%-0s etanol

A mérés menete

Szolubilizalas. Ca és Mg mentes PBS-sel mostuk at a sejteket, majd 300 pl
2%-0s Triton X-100 oldatot mértiink ra (10*-10° sejtszamhoz) és 30 percig
inkubaltuk szobahémérsékleten. Ezt kdvetéen azonnal mértik, vagy —20°C-
on taroltuk a mintakat.

DNS mérés. 75-300 ul Tritonos extraktumhoz fele térfogatt 3 M-os Na-
acetatot adtunk, 20 ug tRNS-t és az elegy térfogatat 1.5 ml-re egészitettik ki
etanollal. A DNS kicsapasa 30 percig tortént (ha kevés a DNS, 12 6ra) —
70°C-on. Ezutan lecentrifugaltuk (12000g, 10 perc) és a feliiluszé eltavoli-
tasa utan megszaritottuk a mintakat. (A kicsapott DNS —20°C-on szintén
eltarolhatd.) Az tledéket 700 ul 10 mM-os EDTA-ban oldottuk fel és kb. 50 ul
KH.PO, oldattal semlegesitettiik. A mintdkat egyenlé térfogati festékkel
kezeltik (750 pl), igy 1.5 ml végtérfogatot kaptunk. A festék koncentracioja a
mintdban 100 ng/ml. A mintédkat spektrofluoriméterrel mértik meg, extinkcié:

365nm, emisszidé: 460 nm, rés: 10 nm.

Standardgérbe

50-1000 ng kdzdtti mennyiségeket mértiink ki a DNS térzsoldatbdl, a

festék koncentracioja a standardsorban is 100 ng/ml volt.

A kiértékelés menete

A standardgérbe adatait a Microcal Origin programmal dolgoztuk fel,
egyenest illesztettlink ra (linearis regresszid), majd a kapott egyenes egyen-

letével kiszamoltuk a mintak DNS tartalmat.
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4.2.12.3 DNS mérés/2 (Bashford és Harris, 1987)

A mérés elve

Triton-X-100-at tartalmazd Na-foszfat pufferben, potterezéssel és szo-
nikalassal (mint az AchE mérésnél) sejthomogenizatumot készitettlink,
melyet azonos térfogatu, 100 mM-os NaCl oldattal elegyitettink. A DNS-t
kicsapas nélkil, Hoechst 33258 fluoreszcens festék hozzaadasaval, révid
inkubacioés idé utan mértik. Ez a mérés rendkivil gyors és egyszerl

technika.

A méréshez szilkséges oldatok

50 mM Na-foszfat puffer (2 mM EDTA-val és 2M NaCl-dal), pH= 7.4
100 mM NacCl-oldat

200 pg/ml festék (Hoechst 33258) térzsoldat

200 pug/ml DNS térzsoldat

A mérés menete

Szolubilizalas. Az AchE méréséhez végzett feltaras soran keletkezé
sejthomogenizatumokat hasznaltuk DNS mérésre.

DNS mérés. 50 ul homogenizatumot azonos térfogatut NaCl-oldattal
elegyitettiink, ehhez 2.4 ml festékoldatot adtunk, majd 5 percig szobahé-
mérsékleten inkubaltuk a mintakat.

Standardizalas. A megfelelé6 DNS koncentracidkat tartalmazé mintakat 100
ul-re egészitettlink ki NaCl-oldattal. A tovabbiakban ugyanugy jartunk el, mint
a mérenddé mintak esetében. A mintakat spektrofluoriméterrel mértik meg,

355 nm extinkcios és 460 nm emisszids értékeknél, rés: 10 nm.

Standardgérbe

0.1 és 10 ug kdz6tt vettik fel a DNS standard gérbét.
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A kiértékelés menete

A standardgérbe adatait a Microcal Origin programmal dolgoztuk fel,
egyenest illesztettiink ra, majd a kapott egyenes egyenletével szamoltuk ki a
mintdk DNS tartalmat.

4.2.13 Statisztikai elemzés

A kontroll és a kezelt sejtekben mért enzimaktivitasi értékek atlagait és
a mérések standard hibait (SEM) hasonlitottuk 6ssze. Ha az atlag + SEM
intervallumok nem fedték &t egymdst, akkor a mintakat szignifikdnsan
kilénb6zének tekintettilk. Az egyes csoportokon belll az adatokat normal
(Gauss) eloszlasunak tételeztiik fel, és ebbdl kiindulva péaratlan "t" préba
segitségével hataroztuk meg a dupla tévedés valészinliségét, azaz a proba
erésségét (p).
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5. EREDMENYEK

5.1 A PC-12 sejtvonalon végzett mérések eredményei

A PC-12 sejtvonalon az oxigénbdl szarmazd reaktiv részecskéket
atalakitdo és eliminal6 enzimek (SOD, CA és GPx) aktivitdsait meértik a
kezeletlen, és a OH’-szabadgyokokkel (egyszer és ismételten) kezelt
sejtkulturakon. Pilétakisérletek soran allapitottuk meg azokat a Fe?* és H,O»
koncentraciokat, melyeket egyittesen alkalmazva, még nem toxikusak a
sejtekre az egyszeri és az ismételt hozzaadas soran sem, de a
sejtproliferaciét mar meggatoljadk. Tudjuk, hogy a stagnalé sejtszam a
differencialédasi folyamatok markere és alapfeltétele is. 100 uM Fe?* (Fe-
ADP komplex formajaban) és 25 uM H.O. bizonyult a legmegfelel6bb
koncentraciénak. E felett a koncentracid felett a sejtek elpusztultak, vagy a
sejtszam drasztikusan csdkkent, ez alatti koncentraciénal pedig a kezelés
nem volt hatassal a sejtosztédasra.

A Kisérleti sejtszamokat ugy allitottuk be, hogy az inkubaciés idék
végén a kontroll és a kezelt sejtek azonos slrlségliek voltak, igy a
konfluenciabd6l adédd esetleges spontan differencialédas hatasat ki tudtuk
kiiszdbdlni. Ezt ugy valbsitottuk meg, hogy a jél szaporodd kontroll sejteket
alacsonyabb (1x10%ml) sejtszamrél inditottuk. A kezelt kultirak esetében a
kiindulasi sejtszam magasabb (3x10°/ml) volt, és a kezelés, inkubalas soran
ezen a szinten maradt. Tehét, az els6 48 h inkubalas utan a kontroll és a
kezelt (Fenton 1x48h) sejtek azonos sejtszamuak voltak, igy a mért
enzimszintek egymassal j6l 6sszevetheték. Kivancsiak voltuk arra is, hogy
egy ismételt szabadgyodk fluxus milyen hatédssal van a sejtekre, igy a kezelt
kulturdk egy részénél uUjabb kezelést végeztink (Fenton 2x48h). Iit a
sejtszam mar kissé csOkkent a kiindulasihoz képest. A kétszer kezelt kulturak
enzimértékeit az 1x48h-s kontroll enzimértékekhez viszonyitottuk, ugyanis a
kontroll kulturakat nem tudtuk ezzel parhuzamba &llitani, mivel azok tulzott
felszaporodasa a sejtek pusztulasahoz vezetett volna a 2x48h inkubacids id6

alatt. Az sem volt jarhatd at, hogy a kiindulé sejtszamot még alacsonyabbra
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allitsuk be, mert a sejtsliriség nem csdkkenthetd egy bizonyos szint ala,
akkor ugyanis a sejtek nem kezdenek el osztédni, és elpusztulnak.

A sejtszam alakulasan kivil, a mikroszképos morfoldgiat is figyeltik.
Ebben a kezelések hatasara nem tapasztaltunk lényeges valtozasokat (mint
nyulvanyképzédés példaul). A kezelt sejtek mikroszkdéposan nagyobbnak
tlintek, de erre vonatkoz6an nem végeztiink méréseket.

A SOD a O," anionokat dizmutalja H.O»-da és vizzé. Az enzim (ug
SOD/mg fehérje értékben kifejezett) aktivitasa a kezeletlen sejtekben 4.29 +
0.259 (= SEM) volt. Az els6 kezelés hatasara ez egy kis mértékl, nem
szignifikdns (p< 0.19) emelkedést mutatott, értéke 4.87 + 0.308 volt. A
masodik kezelés hatdséra viszont 5.32 + 0.373 értékre emelkedett a SOD
aktivitasa, ami a kontrollhoz képest szignifikans kilénbség (p< 0.05). A két
kezelt (egyszeri és ismételt) kultira enzimszintie kézétt sem jelentdés a
kilénbség (p< 0.36). Tehat a SOD enzim esetében egy lassubb, fokozatos
emelkedést tapasztaltunk a kezelések soran, mely 6sszesen egy 24%-0s
enzimaktivitasbeli emelkedést jelentett. (1. tablazat, 3-1. abra)

6
5 T
T 1
4 1
ug SOD/
mg fehérje £ 3
SEM
2
1
0

Kontroll Fenton 1x48h  Fenton 2x48h

3.1. abra. A SOD enzim aktivitasanak valtozasa a kezelések hatasara
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A CA a SOD Altal termelt H,O2-ot bontja el vizzé és oxigénné. Unit
CA/mg fehérje értékben kifejezve, aktivitdsa a kontroll PC-12 sejtekben 14.89
+ 0.209 volt. Az enzim aktivitasa mar az els6é kezelés hatasara jelentésen
megemelkedett, 21.81 + 0.765 érték lett. Ez 46%-0s emelkedésnek felelt
meg (p< 0.001). Az ismételt szabadgyok fluxus hatadsara ez az érték nem nétt
tovabb, s6t kissé csodkkent, (21.05 + 1.086), bar a két kezelt kultira CA
aktivitas értéke egymashoz képest nem mutatott szignifikans kilénbséget
(p< 0.65). (1. tablazat, 3-2. abra)

25
-
E s
20
unit CA/
mg fehérje +
SEM 15
10
5
0

Kontroll Fenton 1x48h  Fenton 2x48h

3.2. abra. A CA enzim aktivitasanak valtozasa a kezelések hatdsdra

A harmadik mért paraméter a GPx enzim volt, mely az organikus
peroxidokat bontja el. Az enzim aktivitasat mmol NADPH fogyas/min/mg
fehérje egységekben adtuk meg, ami megfelel mas irodalmi adatoknak (Nagy
és Zs.-Nagy, 1987, 1990). A kezeletlen sejtekben az enzim aktivitdsa 0.50 *
0.029 volt. Az els6, majd a masodik kezelés hatasara is jelentés emelkedést
kaptunk. 0.84 + 0.020, illetve 1.28 + 0.058 volt az aktivitds 1x48h és 2x48h
inkubaciok utan (p< 0.001). Az els6 kezelés 68%-0s, a két kezelés
egylttesen 156%-0s emelkedést eredményezett, ami igen magas, kiugro
érték. (1. tablazat, 3-3. abra).
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Fenton 1x48h Fenton 2x48h

3.3. abra. A GPx enzim aktivitasanak valtozasa a kezelések hatasara

Osszefoglalva, mindharom mért paraméter (SOD, CA és GPx) jelentds

aktivitasbeli emelkedést mutatott az egyszeri és az ismételt szabadgydkds

kezelések hatasara. (1. tablazat, 4. abra)

ug SOD/mg fehérje || unit CA/mg fehérje mmol NADPH
atlag = SEM atlag + SEM fogyas/min/mg fehérje
atlag + SEM

Kontroll 4.29 +0.259 14.89 + 0.209 0.50 + 0.029
Fenton 4.87 +0.308 21.81 £0.765 0.84 + 0.020
1x48h
Fenton 5.32+0.373 21.05*1.086 1.28 £ 0.058
2x48h

1. tablazat. Enzimaktivitasok alakuldasa a Fenton reakcioval valo kezelések

el6tt és utan
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4. abra. Az enzimaktivitasok (SOD, CA és GPx) relativ valtozdsa a Fenton reakcioval

valo kezelések hatasdra, a kontroll értékre, mint 100%-ra vonatkoztatva + SEM
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5.2 Az SK-N-MC sejtvonalon végzett mérések eredményei

Munkank soran a sejtek morfologiai megjelenését invert
mikroszkoppal kdvettik, valamint lefényképeztik a tenyésztéedények aljara
fixalt sejteket. (1. kép) A kezelések végén (2x72h) a kontroll és a BrdU-val
kezelt sejtek konfluensek voltak. A BrdU-s kulturak tovabba sokkal
transzparensebb és nagyobb sejteket tartalmaztak. A Fenton kezelés
hatdsara nem alakult ki konfluens kultdra, a sejtek egyrésze a BrdU-s
sejtekhez hasonléan nagyobb méretl, transzparens és a kontrollhoz képest
a nyulvanyok megjelenése kifejezettebb. Ugyanakkor nukleéris kondenzacié
figyelheté meg, ami a vastoxicitas kévetkezménye is lehet. A differencialodas
és a Fenton kezelések morfolégiara t6rténé hatasat nem vizsgaluk ennél
részletesebben, vizsgalataink f6 vonalat biokémiai paraméterek mérése
képezte.

Az SK-N-MC sejtvonalon differencialodasi markerek megjelenését,
illetve ezek aktivitasanak emelkedését vizsgaltuk, szintén egyszeri és ismé-
telt Fenton reakcidval valé kezelések, és BrdU hatasara is. A BrdU ismert
differencialészere az SK-N-MC és mas neuroblasztoma sejteknek (Muhl,
1992, 1996; Kopitz et al., 1994), igy pozitiv kontrollként hasznalhattuk ezeket
a kulturakat.

Az egyik mért paraméter az AchE enzim volt, ami egy elfogadott
differencialédast jelz6 enzim a kolinerg sejtvonalak (Sidell et al., 1984;
Coleman és Taylor, 1996), és igy az SK-N-MC sejtvonal esetében is (Muhl,
1992; Kopitz et al., 1994). Aktivitasa a differencialédassal parhuzamosan
jelentésen megné (MUhl, 1992). A masik mért enzim a Triton-X-100-zal
aktivalhaté plazmamembran GS, mely az UGjabb eredmények tikrében,
szintén differenciadlodasi markernek tekinthetd (Kopitz et al., 1994, 1996,
1997). Az enzim aktivitdsa a differencialodassal parhuzamosan, szintén
emelkedik.

Pilota kisérleteink soran allapitottuk meg azt a OH’ kezelési koncen-
traciét, ami indukalta a sejtek differencidlédasat, de nem volt toxikus a
sejtekre. A BrdU kezelés hatasara teljesen differencialédé sejteknél, a 6
napos inkubacié soran a sejtszam nem stagnalt, hanem egy 3.8 -szeres
emelkedést mutatott, de még igy is joval alatta maradt a kezeletlen kontroll
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proliferacidés ratdjanak (8.7 -szeres). Ez alapjan egyforma sejtszamrél
inditottuk a mintakat (1x10°/ml). Az idedlis kezelési koncentraciénak a 25-
100 uM Fe?* és a 10 uM H»O, kombinaciéjat talaltuk, igy elészér ebben a
koncentracié tartomanyban vizsgaltuk a sejtszam alakulasat a 2x72h
inkubacios id6 alatt. A 2x72h-s kezelés szerencsésen egybeesett a BrdU
inkubacios idejével.

A sejtszamokat az el6z6 fejezetben leirt indirekt modszer segitségével
hataroztuk meg. Az 5. abran lathatd, hogy a 2x72h-s inkubaciés id6 végére,
a kezeletlen kontroll sejtszam kiugréan megemelkedik, 8.7-szeres lesz a
kiindulasi sejtszamhoz képest. A BrdU hatasara sem stagnal a sejtszam,
hanem 3.8-szeresére emelkedik ugyanezen idé alatt. A Fe?* és H,0»
kezelések igen érdekes eredményt mutattak, a vaskoncentracié flggveé-
nyében véltozott a sejtszam. A 100 uM Fe?* és 10 uM H,O, a kultdra
sejtszamat a kiindulasi értéken tartotta. A vaskoncentraciét a felére csdkkent-
ve, a sejtszam a 2.7-szeresére emelkedett. 25 uM Fe?* és 10 uM H,O;
hozzaadasakor pedig, 4.4-szeresére emelkedett a sejtszam, mely érték
hasonl6 a BrdU altal kivaltott hatashoz. (5. abra)
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al a2 bl b2 b3 c

5. dbra. Relativ sejtszamok a kezelések hatdsdra (+SEM)
at kiinduldsi sejtszam
a2 kontroll
b1 100 uM Fe ** + 10 uM H,O,
b2 50 uM Fe* + 10 uM H.O,
b3  25uM Fe? + 10 uM H.O,
c 50 uM BrdU

62



A tovabbiakban szerettiik volna a legnagyobb hatést kivaltd Fe?*-H,05
kezelési koncentraciot alkalmazni, igy az AchE enzimet el6szér az el6z6
koncentracié tartomanyban mértik. A 6. abran lathatjuk, hogy a 2x72h
inkubacids id6 alatt hogyan flgg az enzim aktivitas értéke a vas koncent-
raciotél. Az 50 és 100 uM Fe®* koncentraci6 kétszeres, illetve négyszeres
mértékben emelte az enzim aktivitasat (mig ezek hatasa a kultura
sejtszamara éppen forditott). Mivel a 100 uM Fe?* valtotta ki a legnagyobb
hatast, igy a tovabbiakban ezt a kezelési koncentraciét alkalmaztuk annak
ellenére, hogy a kezelés hatasara a teljes (6 napos) inkubéaciés peridédus
végén alacsonyabb sejtszamokat kaptunk (a sejtszam a kiindulasi érték

kbézelében maradt), mint a BrdU-s kultaraban.
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Fenton reakcios kezelések hatasara (2x72h alatt)

1- kontroll (1x72h)

2- kontroll (2x72h)

3- 25 uM Fe”* + 10 uM H,0,
4- 50 uM Fe** + 10 uM H,0,
5- 100 uM Fe** + 10 uM H,0,
6- 50 uM BrdU

63



Tripan-kékkel életképesség vizsgdlatokat is végeztink a sejteken,
100 uM Fe®* + 10 uM HO; kezelések hatasat. A tesztet 1x72h és 2x72h
inkubacios idék utan végeztik el. A kontroll sejtekben 1.8% + 0.79% (£ SEM)
kékre fest6dott sejtet talaltunk. Az 1x72h BrdU-s kezelés 7.02 + 0.76%, mig a
Fenton kezelés ugyanezen id6 alatt 6.8 + 1.7% elpusztult sejtet eredmé-
nyezett. A kezelések ismétlésekor a BrdU kezelés esetében 8.01 + 0.05%-ra
nétt az elpusztult sejtek aranya, mig a Fenton kezelés mar toxikus hatasokat
eredményezett. Ez abban nyilvanult meg, hogy mig kb. 2 percig nem volt
jelent6s a kék sejtek ardnya, a szamolas mégsem valt lehetévé, mert a sejtek
a szamolas kdzben felvették a festéket. igy a 2x ismételt Fenton reakciéval
valo kezelés esetében nem tudtunk egy redlis aranyt megadni az elpusztult
sejtek szamat illetéen. A toxikus hatashoz az is hozzajarulhatott, hogy a
tesztet tripszinezés és mosas elézte meg, ill. a festék maga is toxikus. Ez a
harom ok egyittesen okozhatta, hogy nem valt lehetévé a szamolas. A
tenyésztéflaskaban |évé sejtek mikroszképos képe alapjan nem vartuk, hogy
barmelyik kezelés nagy eltérést mutat majd a Tripan-kék teszt alapjan.
Alacsonyabb Fe?* koncentracioknal (50 és 25uM) 2x72 h alatt 9.65 + 0.59%
€s 9.25 + 0.19% volt az elpusztult sejtek aranya.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy (a 100uM Fe®**-sal 2x kezelt
kulturakat kivéve) a Fenton kezelések nem mutatnak erdsebb toxikus hatést,
mint a BrdU kezelés maga. Kiemelném, hogy az 1x72h-ban alkalmazott 100
uM Fe?*-as Fenton kezelés toxicitasa pedig egyezik a BrdU altal okozott
hatassal. igy ez a kezelési koncentrécié és inkubaciés idé nem tekinthetd
toxikusnak, ez valtja ki a legerételjesebb hatast a differencialédasi marke-
rekre vonatkozdan, mint azt a késébbiekben is bemutatom.

Az AchE aktivitas és annak emelkedése szamos kolinerg neuroblasz-
tébma sejtvonal (Coleman és Taylor, 1960, Sidell et al., 1984) és az SK-N-
MC-nek is differencialédasi markere (Kopitz, 1994). 50uM BrdU alkalmazasa
esetén ez a paraméter 4.5- szeresére emelkedik 72 6ra, ill. 6.4- szeresére
2x72h alatt, a hasonl¢ ideig kultdraban tartott kontroll sejtek enzimértékeihez

viszonyitva. (2. tablazat)
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A Fenton kezelés (100 uM Fe®) 3.2-szeres emelkedést idézett el az

AchE aktivitdsaban 72h alatt, mig az ismételt kezelés mar nem emelte

tovabb ezt az értéket. A vaskoncentracié csdkken-tésével (50 és 25uM

értékre), az enzim aktivitasa is fokozatosan csékkent.

Ugy ttnik, hogy a szabadgydkok differencialédast okozé hatasa egy

igen szlk idd és koncentracio intervallumhoz kéthetd. Az AchE aktivitast pU

enzim/mg fehérje értékben adtuk meg. (2. tablazat, 7. abra)

pU AchE/mg fehérje

atlag + SEM
(mérések szama)

[mérési tartomany]

KEZELESEK

1X72h

2X72h

Kontroll

141.45 (2)
[135.40-147.50]

198.60 (2)
[184.40-212.80]

100 uM Fe** + 10 uM H,0»

459.72 (2)
[455.60-463.85]

433.80 = 13.58 (3)

50 uM Fe* + 10 uM H,0,

254.23 (1)

25 uM Fe* + 10 uM H,0,

152.83 (1)

50 uM BrdU

641.95 (2)
[615.40-668.50]

1275.25 + 5.26 (3)

2. tablazat. AchE aktivitasok fehérjére vonatkoztatott értékei
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Ugy gondoltuk, hogy mivel a fehérjetartalom a differencialédassal
parhuzamosan jelentésen megemelkedik, érdemes megvizsgalni az enzim-
aktivitasban mutatkoz6 valtozasokat ug DNS tartalomra vonatkozatva is.
Ezeket az eredményeket a 3. tablazatban lathatjuk, s kitlnik, hogy kifejezet-
tebb a kilénbség az enzim akvitasdban az 1x72h és 2x72h inkubacids idék
k6z6tt, mind a kontroll, mind pedig a BrdU és a Fenton kezelések esetében
is. Igen szembetiiné a kontroll kulturak esetében, hogy az enzim emelkedést
mutat az 1x72h és 2x72h inkubacios idék kdzétt, ami spontén differen-
ciadlodasra utal. Ez a kalébnbség 40%-0s, ha mg fehérjére és 80%-0s, ha ug
DNS-re vonatkoztatjuk az eredményeket. Fontos megjegyezni, hogy a
spontan differencialodas mértéke mindig jéval elmarad a kezelések
hatasatol. (2., 3. tablazat, 7., 8-1. és 8-2. abra)

uU AchE/ug DNS
atlag + SEM

(mérések szama)

[mérési tartomany]

KEZELESEK 1X72h 2X72h
Kontroll 1.378 (2) 2.553 (2)
[1.279-1.477] [2.124-2.982]
100 uM Fe** + 10 uM H,0» 6.131 (2) 6.918 (2)
[6.092-6.170] [6.262-7.575]
50 uM BrdU 9.646 + 0.298 (3) 30.832 + 0.234 (3)

3. tablazat. AchE aktivitasok DNS-re vonatkoztatott értékei
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8-1. abra. Az AchE enzim aktivitasanak relativ valtozasa a kezelések hatasara
(ug DNS-re vonatkoztatott adatok)
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8-2. abra. Az AchE enzim aktivitasanak relativ valtozasa a kezelések hatasara
(ug DNS-vonatkoztatott adatokbdl, a 2x72h-s BrdU kezelés nélkiil)
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A masik vizsgalt differencialodasi marker a GS enzim volt. Az elsé
kezelések utan (72h) az enzim aktivitasa 1.7-szeresére nétt a szabad-
gyOkokkel, és 1.9-szeresére a BrdU-val kezelt kultirakban, a kontrollhoz
képest (U GS/mg fehérje értékekben megadva). A kezeléseket megismétel-
ve az enzim aktivitdsa csdkkent a 72 6ras értékekhez képest mind a Fe?*,
mind a BrdU-s kezelések esetében, csupan a kontroll kulturdkban tapasztal-

tunk kismértékl emelkedést. (4. tablazat,9. abra)

uUJ GS/mg fehérje
atlag + SEM
(mérések szama)
[mérési tartomany]
KEZELESEK
1X72h 2X72h
Kontroll 14.779 (2) 15.984 (2)
[14.347-15.211] [14.648-17.320]
100 uM Fe** + 10 uM H,0» 25.192 (2) 9.677 £ 0.638 (3)
[24.697-25.688]
50 uM BrdU 28.253 (2) 24.755 £ 0.199 (3)
[27.553-28.953]

4. tablazat. A GS enzim aktivitasok

(mg fehérjére vonatkoztatott adatok)
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1. kép. Az SK-N-MC sejtek fénymikroszkopos képe 2x72h inkubdcios idék utan.

(A) Kezeletlen kontroll sejtek

(B) Fenton kezelés /100 uM Fe** + 10 uM H,0,/
(C) 50 uM BrdU

Nagyitas: x 180
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6. MEGBESZELES

Munkdm célja annak bizonyitasa volt, hogy egyszeri és ismételt,
pillanatszeri OH'-szabadgydk fluxus hatassal van-e a neuroblasztoma
sejtvonalak differencialédasanak indukalasara. Mindezeket a differencialé-
dasi markerek megjelenésének, és az oxigénbdl szarmazd reaktiv részecs-
kéket atalakité és eliminald enzimek aktivitasbeli megnévekedésének
vizsgalatan keresztll szerettik volna bebizonyitani. Az irodalomban széles
kérben idézett, és az altalunk is kivalasztott neuroblasztéma sejtvonalak
(PC-12, SK-N-MC), munkéank soran kdnnyen és jol kezelheté modelleknek
bizonyultak. Szaporodasi ratajuk igen magas, tenyésztésik egyszerd.

A kezelések soran az OH’-szabadgydkok generdlasat a jol bevalt
Fenton reakcié segitségével végeztik in vitro. Megallapitottuk azokat a keze-
lési koncentracidkat, ahol a sejtdifferencidlodas indukalédasat érdemes
vizsgalni. Kivalasztottuk azokat a Fe?* és H»,O, koncentraciokat, melyeket
egylttesen adagolva, a sejtproliferacio stagnalasa érheté el, toxikus hatasok
nélkil. A kezeléseket illetéen kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a
szabadgydkds kezelések egy igen sziik koncentraciétartomanyban végezhe-
ték el, tovabba, hogy ezen a tartomanyon bellil a gydkdk altal kivaltott
hatasok koncentraciofiggése figyelheté meg. A vizsgéalt enzimek aktivitasa
az egyszeri és az ismételt kezelések hatasara is emelkedett, de egymashoz
képest mas-mas ardnyban. Mindezekbdl a mérésekbdl az is kbrvonalazodott,
hogy a szabadgydkoék differencialédast indukalé hatasat egyszeri megemelt
gyOkfluxus utan érdemes leginkdbb tanulmanyozni. Ez azért is igaz lehet,
mert ha az els6 kezelés hatasara mar beindul a differencialodas, a masodik
gybkmennyiség mar egy fejlettebb stadiumban 1évé sejtet érint, igy a
probléma dsszetettebb, sét, toxikus hatasok is megjelenhetnek. Igen érdekes
szamunkra annak megtapasztalasa, hogy az egyszeri (vagy ismételt), pilla-
natszer( kezelések hatasara, relative hosszl id6 (egy hét) utan is magasak
maradtak a vizsgalt enzimszintek, ami igen érdekes, ha dsszevetjik ezt a
hatast az egyes sejtvonalakra jellemzé differencidlészerek hatdsaval (NGF,
BrdU), melyek folyamatos jelenléte szikséges a tapfolyadékban a teljes

differencialodas eléréséhez. Ugyanakkor természetesen azt is ki kell
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hangsulyozni, hogy a Fenton reakciéval val6 kezelések hatasa
mennyiségileg soha nem éri el a differencialészerek hatasat (kivétel a GS
enzim, ahol igen), amit a kezeléseink nem specifikus voltaval is lehet
magyarazni. Ugyanakkor a paraméterek megvaltozasanak tendenciai
egyértelmiien azonosak voltak. A bevezet fejezetekben kihangsulyoztam,
de itt érdemes Ujra megemliteni, hogy azért is volt érdekes idegrendszeri
eredetl sejtvonalon vizsgalni a szabadgyokdk hatasat, mert az idegredszer
(@ magasabb oxigénfogyasztdsa miatt) kitlintetett szereppel bir a
gybkhatasok tekintetében (Jones et al., 1982). Munkdm szorosan
kapcsolddik, ill. ujabb kisérleti bizonyitékokkal szolgal azokhoz az irodalmi
adatokhoz, ahol szintén (valamilyen formaban) a szabadgydkdk
differencialodasban betdltdtt szerepét vizsgaljak. Munkacsoportunk a HL-60
eés a K-562 leukémia sejtvonalakon és human fibroblaszt tenyészeteken
dolgozott, igy ezzel a munkéval sikerilt egy Ujabb tipusu modellen
bizonyitani a szabadgytkodk differencidlodast indukalé hatasat. Munkam
beillesztheté mas kisérleti eredmények mellé is, miszerint a kilsé O, nyomas
ndvelése, gatolja a sejtproliferaciét szamos sejttipus esetében (Grant et al.,
1992; Absher et al, 1994). Katoh és munkatarsai (1997) mar azt is
bizonyitottdk, hogy a PC-12 sejtvonalnal a differencidlodas (mint
nyulvanyképzédés, valamint differencialodasi marker fehérjék, a tirozin-
hidroxildz és a neurofilamentum M szintjének emelkedése) beindul egy 50%-
kal emelt kils6 O, tartalom (hiperoxia) hatasara. Mivel ezt a hatést
antioxidansok jelenlétében (aszkorbinsav, N-acetil-cisztein) blokkolni tudtak,
feltételezték, hogy. ezeket a hatdsokat tulajdonképpen a reaktiv oxigén-
eredetli szabadgyokok fejtik ki Majd a fenti (tirozin-hidroxilaz, neurofilamen-
tum M) paraméterek emelkedését figyelték meg O." gydkdk jelenlétében,
amit a xantin/xantin-oxidaz rendszer segitségével generaltak. Kamata és
munkatarsai (1996) azt figyelték meg, hogy az NGF —ami a PC-12 sejtvonal
differencialodasat okozza— nem fejti ki differencialéodast indukalé hatasat (a
nyulvanyképz6dés elmarad) antioxidansok, gydkfogdé agensek jelenlétében.
Ujabban ezt tovabbi vizsgalatokkal is megerdsitették (Suzukawa et al.,
2000), miszerint a reaktiv oxigén gytkok (ROS) elvonasa, megakadalyozza a
PC-12 sejtek NGF jelenlétében bekdvetkez6 differencialodasat. Azt is

bizonyitottak, hogy a ROS az NF«B transzkripcios faktor DNS koté aktivitasat
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névelik (Sen és Packer, 1996). Tovabba arra vonatkozban is folytak
kisérletek, hogy a reaktiv oxigén gyokék az NGF gén aktivalédasat is
eléseqitik (Naveilhan et al., 1994).

Ezen irodalmi adatok és sajat kisérleteink bizonyitékul szolgalnak arra,
hogy a differencialédas indukaldsaban figyelembe kell venni a szabadgydkék
szerepét ugyis, mint szignal molekulak, és ugyis, mint a fiziko-kémiai para-
méterek megvaltoztatadsan keresztll, attételesen haté agensek, az MHA
alapjan ugy gondoljuk, hogy a szervezetiinkben folyamatosan termel6dé
OH’-szabadgytkok azok, melyek betoltk ezt a funkciét. Tehat a
szabadgydkék egy sokkal Osszetettebb —€s nemcsak karos— bioldgiai,
élettani szereppel birnak annal, mint az napjainkban elfogadott.

A PC-12 sejtvonalon megmért harom enzim (SOD, CA és GPx)
egyuttesen megemelkedett szintjét ugy értelmezhetjik, hogy a sejt dnmaga-
ban (valaszként, a révid, kilsé gydkhatasra) egy magasabb szintl gybkter-
melést allit be, amit a kezelések utan relative hosszu ideig fenntart.
Szerintlink tehat a differencialddas mindenképpen 6sszekapcsolédik a
szabadgydk termelés magasabb szintjével. Ezt konkrétan ugy kell érteni,
hogy a SOD enzim megemelkedett aktivitdsanak koévetkeztében tébb H,O»
keletkezik, aminek egy részét a CA és a GPx elbontja ugyan, de
mindemellett a Fenton reakcié (mely a jelenlévé Fe?* és a H,0, kdzétt igen
gyorsan jatszodik le) is tobb OH" termelédését eredményezi. Mindezekhez,
ugy feltételezzik, hogy magasabb foku oxigénfogyasztas is tarsul, amelyre
vonatkozéan jelenleg folynak kisérletek.

Ugy gondoljuk tehat, hogy a fent nevezett enzimek megemelkedett
aktivitasa egy differencialtabb allapothoz kapcsolédik. Ezt tamasztja ala az is,
hogy a PC-12 sejtekben az NGF jelenlétében ezen enzimek aktivitasanak
megvaltozasa teljesen hasonl6 tendenciat mutat, méghozz4 hasonl6 inkuba-
cids id6k alatt (Sampath et al.,, 1994). A CA és a GPx aktivitasanak
megemelkedését mutattak ki NGF hatasara 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 hatasara (Li et al., 1998). A SOD igen érdekes enzim a
differencialédas szempontjabdl, nemcsak azt irték le, hogy szintje a differen-
cidlodéssal parhuzamosan megemelkedik, hanem a SOD-ot egyértelmien
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differencialodasi markerként is emlegetik (Sohal és Allen, 1990). A nem-
differencialédott és tumoros sejtekben a SOD aktivitas igen alacsony, ami a
differencialodas soran extrémen megnd, a SOD jelenléte tehat a differen-
cialodas eléfeltétele is (Sohal és Allen, 1990). Megfigyelték, hogy extracellu-
larisan adagolva differencialodast indukal differencialatlan sejtvonalak (Allen
et al.,, 1988), mint példaul leukémias sejtek esetében (Beckmann et al.,
1989). A SOD fontos szereppel bir az oogenezis és az embriogenezis soran
is (Montesano et al., 1989), ahol terméke fontos az ovoperoxidaz funkcioja-
hoz, ami a fertilizacioé soran keresztkdtédések kialakitasaval télti be funkcidjat
(Heinecke és Shapiro, 1990). Mindezek azt sugalljak, hogy a SOD mennyi-
ségi szintje fontos a sejtdifferencialédas és sejtérés egyes fazisaiban (Zs.-
Nagy, 1994).

Az SK-N-MC sejtekben az AchE enzim, mint differencialodasi marker
szintjének jelentés megemelkedése kezeléseink hatdsara egyeértelmien azt
jelzi szamunkra, hogy a Fenton reakcioval val6 kezelés hatasara a biokémiai
paraméterek valtozasi tendencidi a differencidlt allapothoz lesznek
hasonléak. Az AchE a termindlis differencialt allapotban éri el legmagasabb
szintjét, a Fenton kezelések esetében természetesen az enzim aktivitasa
mindig joval a BrdU-val kezelt kultira enzim szintje alatt maradt. Nagyon
érdekes volt, hogy a masodik kezelés gydkfluxusa nem emelte tovabb az
enzim aktivitdsat, ami szintén azt a feltételezést erésiti meg, hogy a
szabadgydkok differencialdédast indukald hatdsat egyszeri, révid ideig tarté
kezelés utan érdemes leginkabb vizsgalni.

A masik differencialédasi marker vizsgalata igen meglepd eredményt
hozott, hiszen a kezeléseink elérték a teljesen differencialodott sejtek
enzimaktivitas szintjeit, tehat erre a paraméterre vonatkozbéan a szabad-
gy6koék ugyanazt a (mennyiségi) hatast valtottak ki, mint a jol ismert
differencialészer, a BrdU. Ennél az enzimnél még inkabb megmutatkozott,
hogy a masodik kezelés mar nem viszi tovabb a sejteket a differencialédas
felé, s6t ez a paraméter az ismételt kezelések hatdsara csdkkenést mutatott
mindkét kezelés esetében.
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7. OSSZEFOGLALAS

Munkam soran a hidroxil szabadgyokoék (OH’) neuroblasztéma sejt-
vonalak differencidlodasaban betdltétt indukalé szerepét vizsgaltam. Az
O6regedés membran hipotézise (Zs.-Nagy, 1994) szerint a szervezetiinkben
folyamatos a OH"-szabadgydkok termel6dése, mely szabadgydkdk nemcsak
karos hatastuak lehetnek az él6 szervezetekre, hanem bizonyos
koncentraciéban val6 jelenlétik esszencialis az él6 allapot fenntartasaban,
valamint szerepet jatszanak a sejtdifferenciadlodasi folyamatokban.
Célkitlzéseimmel ehhez a kutatasi koncepciéhoz csatlakozva, az
oxigéneredetli  szabadgyOkdk  sejtdifferencidlodast  kivaltd6  hatasat
tanulmanyoztam két idegrendszeri eredetli sejtvonal, a PC-12 és az SK-N-
MC modelleken. A kivalasztott sejtvonalak a jelenlegi sejt- és molekularis
bioldgiai kutatasok széles kérben alkalmazott modelljei.

Siker(lt bebizonyitani, hogy létezik egy olyan idedlis a hidroxil szabad-
gy6k koncentracio, ami toxikus hatasok nélkil, a sejtproliferaciét gatolva, a
differencialt fenotipus kialakulasa felé viszi a sejteket. A PC12 sejtvonalon
bizonyitottuk, hogy az oxigenbdl szarmazéd reaktiv részecskéket atalakitd és
eliminald enzimek, a SOD, a CA és a GPx aktivitAsanak ndvekedése
kévetkezik be in vitro szabadgyok fluxus hatasara. Mindharom enzim
aktivitasa az egyszeri és az ismételt kezelések hatasara is emelkedett. Az
SK-N-MC sejtvonal esetében megallapitottuk, hogy a differencialédasi
markerek megjelennek a sejtekben a szabadgyodkdk differencialédast
indukalé hatdsa nyoman. Az AchE és a GS enzimek jelentds aktivitasbeli
emelkedést mutattak egyszeri és ismételt kezelések utan.

Osszegezve tehat, mindkét vizsgalt idegredszeri eredetii sejtvonalon
sikertlt bizonyitani az oxigéneredetli szabadgy®kok differencidlodast
indukald hatasat, ezaltal feltett kérdéslinket két, egymastdl fliggetlen kisérleti
modellen is bizonyitottuk.

Mindezen munka soran sikertlt mélyebb ismereteket szerezni az
O6regedési elméletekrdl, és az oxigéneredetl szabadgydkdk bioldgiai, élettani

szerepérdl.
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