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BEVEZETES

A szabadgyok kutatds napjainkban a tudomanyos érdeklddés
kozéppontjaban all. Széleskorii vizsgalata elengedhetetleniil fontos a kiilonb6z6
patologids folyamatokban bekovetkezd valtozasok mechanizmusanak ¢és
Osszefiiggéseinek feltérképezésében. Munkénk soran olyan
modellrendszerekben vizsgaltuk a molekuldris védekezd mechanizmusokat,
mint a nehézfém expozici®6 halakban ¢és a STZ-indukalta diabétesz
patkanyokban, melyekben bizonyitottan fokozddik a szabadgyodk képzddés és
oxidativ stressz alakul ki.

A szabadgyokos reakciok fizioldgids koriilmények kozott szadmos jol
szabalyozott biokémiai folyamat részei. A szabadgyok képzddés stressz hatdsara
fokozodhat, ami befolyasolhatja a bioldgiai rendszerek miikddését. Fokozott
termelddésiik kovetkeztében gyakorlatilag minden altalunk ismert cellularis
adaptacioés reakcioutvonal aktivalodhat, beleértve az antioxiddns védelmi
rendszert is. A tulzott mérték{i szabadgyok képzdédés és/vagy az antioxiddns
kapacitas csokkenése felborithatja a prooxidansok és antioxiddnsok kozotti
egyensulyt. Ebben az esetben oxidativ stressz alakul ki, melynek soran
karosodhatnak a sejt fehérjéi, a nukleinsavak ¢és lipidperoxidacio (LP)
kovetkeztében a sejtek membranjai is. Sulyos esetben a sejt alapvetd
¢letfunkcidi oly mértékben sériilhetnek, hogy apoptozis vagy nekrozis
kovetkezik be.

Az oxidativ hatasok kivédésére az aerob szervezetekben az evolucio soran
antioxidans védelmi rendszer alakult ki, mely stressz hatdsara aktivalodhat. Az
aktivalodas sordn a védelem egyes elemei indukélodhatnak, igymint az altalunk
is vizsgalt szuperoxid anion (*O,") scavenger szuperoxid dizmutaz (SOD) és a
hidrogén-peroxidot (H,O,) bontd katalaz (KAT). Jelentds antioxidans molekula
a glutation (GSH), mely nehézfém terhelés esetén fémionok kotésére képes, és
oxidativ stressz esetén konnyebben oxidalodik, mint a sejt makromolekulai.
Emellett szubsztratja a glutation peroxiddznak, mely szervetlen és szerves
peroxidokat bont. A metallothioneinek (MT) kis molekulatomegi, ciszteint nagy
aranyban tartalmazo fémkotd fehérjék, amelyeknek a nehézfém detoxifikaciod
mellett jelentds szerepe van a szabadgyokok semlegesitésében is. Az altalanos
antioxidans védelmi rendszer részét képezik a hemoxigenazok (HO) is.
Citoprotektiv hatdsuk abban rejlik, hogy a hem oxidativ lebontdsa soran
antioxidans bilirubin termelddik, mig a redox-aktiv Fe-at a szintén antioxidans
tulajdonsagt ferritin megkdti. Habar a hem bioaktiv bomldstermékeinek szamos



fiziologias tulajdonsdguk mellett citoprotektiv hatast tulajdonitanak, olyan
kutatasi eredmények is napvildgot lattak, melyek szerint bizonyos esetekben e
molekuldk fokozott jelenléte mar karos is lehet.

Kisérleteink soran a nehézfém terhelés (kadmium, arzén) és a
hiperglikémia hatasat tanulmanyoztuk, parhuzamosan vizsgélva a szabadgyokok
képzddését a H,O, és a peroxinitrit (ONOO’) koncentracid6 meghatarozasaval, az
antioxidans védelmi rendszer szerepét a fentebb emlitett paraméterek mérésével,
valamint az oxidativ stressz kovetkeztében kialakuld karosodasok mértékét a
LP, az apoptdzis €s a nekrdzis meghatarozasaval.



2.

CELKITUZES

A.Nehézfém terhelés hatasa halakban

Korabbi évek kutatasai eredményeként csoportunk szdmos, a
stresszvalaszban szerepet jatszo fehérjét kodold gént azonositott és jellemzett
mar pontyban. Jelen kisérleteink sordn az antioxiddns védekezés egy tovabbi
elemét, a pontyban még nem azonositott hemoxigendzokat kodold gének
expresszidjat tanulmanyoztuk.

Kérdéseink a kovetkezok voltak:

1. Kimutathato-e kiilonbség a fémek felhalmozodasdban a méregtelenités
kulcsfontossagu szerveiben, majban és vesében az alkalmazott koncentracid
¢s az 1d0 fiiggvényeben?

2. Talalunk-e 0Osszefliggést a ho gének kdpiaszama €s a ponty tertaploid
kromoszéma készlete kdzott?

3. Kimutathato-e 6sszefliggés a fémek szoveti eloszlasa és:

a. a ho gének expresszids valtozasa,

b. a szabadgyok képzddés mérteke,

c. az antioxidans védelmi rendszer aktivalodasa,
d. és aszoveti karosodas mérteke kozott?

B.STZ-indukalta diabétesz hatasa patkany bélben

Korabbi kisérleteink eredményei szerint a kiilonb6zd bélszakaszokban a
diabétesz soran megfigyelt patologids valtozasok colon-ileum-duodenum
tengely mentén gradiens-szerlien alakultak ki. Ennek alapjan kivalasztottunk két
egymastol tavol esd bélszakaszt, a duodenumot €s colont, amelyek anatomiai
felépitésiikben és funkcidjukban egyarant kiilonboznek egymastol. Munkank
soran e két szakaszban vizsgaljuk a hiperglikémia altal kivaltott oxidativ
karosodast STZ-nal indukalt kezeletlen ¢és inzulin-kezelt diabéteszes
patkanyokban.

A kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Kimutathato-e bélszakasz-specifikus valtozas:
a. a szovetkarosodas tipusaban és mértékében,
b. a szabadgyok képzddés szintjében,
c. az antioxiddns védelemi rendszer egyes elemeinek aktivalodasdban,
Hogyan befolyasolja az inzulin-kezelés a sejtek prooxidéns-antioxidans
egyensulyat?



ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Kisérleti allatok és kezelési korillmények
Pontyok nehézfém-kezelése

Kronikus diabéteszes patkanymodell eldallitasa

2. Molekularis bioldgiai vizsgalati modszerek
RNS preparélas fagyasztott mintakbol
Reverz transzkripci6 (RT)
Polimeraz lancreakcié (PCR): RT-PCR, qRT-PCR
Primertervezés
Géldokumentacid, denzitometralas

Filogenetikai analizis

3. Biokémiai mérési modszerek

Fehérjék kvantitativ meghatarozasa

A GSH koncentraciéo meghatarozasa

A GSSG koncentracié meghatarozasa
A LP mérése

A H,0; koncentracié meghatarozasa

A ONOO koncentracié meghatarozasa
SOD aktivitds meghatarozéasa

KAT aktivitas meghatarozasa

Nehézfém-tartalom meghatdrozasa

4. Hisztologiai vizsgalati modszerek

Elektronmikroszkdpos vizsgalat: Nekrozis kimutatasa

Posztembedding immunhisztokémiai vizsgalatok: HO-2, Kaszpaz-9



EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA ES MEGBESZELESE

A. Nehézfém expozicio hatasa két hemoxigenaz gén és egyéb antioxidans
markerek kifejezédésére pontyban

1. Fem felhalmozodas majban és vesében

A halakat kétféle nehézfémmel, a toxikus és karcinogén tulajdonsagu Cd-
mal és As-nel kezeltilkk, majd a méregtelenitésben kulcsfontossdgu szerepet
jatszd majban és vesében vizsgaltuk ezek felhalmozodasat. A Cd-ot és az As-t
egy kisebb (1 mg/l) és egy nagyobb (10 mg/l) dozisban és kiilonb6z6 expozicios
ideig (6-72 o6ra) alkalmaztuk a kezelések soran. Mindkét fémrdl elmondhatd,
hogy akkumulaciojuk szovet- és dozis-fiiggd. A dozisfiiggés ellenére a
kezelések soran alkalmazott 10-szeres doéziskiilonbség a felhalmozddas
mértékében nem jelentkezett, As esetében ez a kiilonbség példdul mindodssze
1,5-sz6r6s volt. Felhalmozddasuk vesében jelentésebb mértékii volt, mint a
majban.

2. A ponty ho gének azonositdsa és jellemzése

Els6 1épésként azonositottuk €s jellemztiik a 4o géneket ebben a tetraploid
fajpan. A ho-1 és a ho-2 cDNS amplifikdcigja soran kapott PCR
termékpopulaciok homogének voltak, igy megbizonyosodtunk arrol, hogy a
ponty genom vagy nem hordozza tobb mint két kopiaban a ho géneket, vagy ha
mégis, akkor a mésolatok nem kiilonbéznek lényegesen az eredeti géntél. Az
altalunk meghatarozott ponty ho-1 és ho-2 szekvencidk nagyfokt homologiat
mutattak a tobbi mar ismert hal ho génjeivel. A ponty HO-k feltételezett
aminosav szekvenciai hordozzdk az evolucidosan konzervalt doméneket és
motivumokat. A filogenetikai analizis soran kideriilt, hogy a ho-1 és ho-2 két j61
elkiilonithetd csoportba tartozik. Ebben a rendszerben, a ho-2 tagjai kevésbé
tlinnek eltérdnek, igy feltételezhetjiik, hogy evolicidsan késdbb valtak el a ho-1
génektol.

Megvizsgaltuk a so gének kifejez6dését fiziologias koriilmények kozott a
ponty egyes szerveiben. A ho-I mRNS mennyisége a kimutathatosag hataran
volt a kezeletlen allatok vizsgalt szoveteiben, igymint maj, vese, agy, sziv,
kopoltytu és izom, kivéve a Iépet, a bort és vért. A legmagasabb so-1 mRNS
mennyiséget a lépben mértiink, ami Gsszefligghet az immunvalaszban ¢és a
veérellatasban betoltott funkcidjaval. A ho-2 magas szinten expresszalddott az
Osszes vizsgalt szovetben; a legmagasabb expresszios szintet a bérben, 1épben ¢€s
agyban, a legalacsonyabbat a vesében mértiik.



3.a. Nehézfém expozicio hatasa a ho gének kifejezodésére

A két fém akut expozicidja a két ho gén expresszidjara eltérd hatdssal volt,
szovet- €s stresszor-specifikus indukciot figyelhettiink meg. Szoros Osszefiiggést
nem taldltunk az expresszios valtozds €s a két szervben akkumuladlédod fém
mennyisége kozott.

3.b. Fem-indukalta szabadgyok képzodés

A kisérleteink soran alkalmazott nehézfémek szovet-specifikusan
indukaltdk a H,O, képzddését, mely nagy koncentracidban jelentdsen hozzéjarul
az oxidativ stressz kialakulasahoz ¢és a makromolekuldk karositasahoz,
képzddése Osszefliggésben 4ll a <O, fokozott termelddésével. As hatdsara
vesében, mig a Cd kezelést kovetden a majban figyeltik meg fokozott
termelddését.

3.c. Az antioxidans vedelmi rendszer aktivalodasa

Enzimatikus és kis molekulatomegii antioxidansokat vizsgaltunk
fémterhelést kovetden. A SOD ¢és a KAT enzim aktivitas novekedését
tapasztaltuk vesében, ott, ahol a két vizsgalt szovet kozll nagyobb volt a fém
felhalmozddds. A GSH/GSSG ardny - mely gyakran a cellulédris toxicitas
meghatarozasara szolgal - stresszor- és szovet-specifikus modon valtozik.
Vesében fémspecifikus valtozasokat figyeltink meg. A GSH/GSSG arany
novekedését a GSH koncentracié emelkedett szintje eredményezte. Ezekben az
esetekben a GSSG koncentracié kismértékben csokkent, vagy nem valtozott
szignifikdnsan. Az ardny csokkenését a GSSG fokozott képzdédése és a GSH
koncentracio kismértéki csokkenése okozta. Mindkét fém esetében elmondhato,
hogy a kezeléseket kdvetden majban nem volt szignifikdns valtozas.

3.d. A szovetkarosodas meértéke

Az oxidativ stressz okozta karosodasra utal a fokozott LP. Kisérleteink
soran szovet-specifikus és dozisfiiggd LP-t figyeltink meg. Mig az As kis
dozisban, addig a Cd nagy dozisban okozott fokozott LP-t. Erdemes
megemliteni, hogy ahol fokozott LP-t tapasztaltunk, ott volt a legnagyobb a ho-1
génexpresszio.



B. Az oxidativ stressz markerek és a szoveti karosodasok vizsgalata
streptozotocin-indukalta diabéteszes patkanyok kiillonb6z6 bélszakaszaiban

1.a. A hiperglikemia okozta oxidativ karosodas meghatarozasa

A STZ-kezelés hatdsara minden allatban szignifikansan magas szérum
gliik6éz koncentracidt mértiink a 10 hetes kisérleti periodus alatt. Elvaltozasokat
figyeltiink meg a diabéteszes patkanyok bélrendszerén: megndvekedett vakbél
¢s lilds elszinez6dés, amely gyulladdsra vagy ischémiara utalhat.
Elektronmikroszkopos vizsgalatainkkal apoptozis €s nekrozis jeleit mutattuk ki
diabéteszes patkanyokban. Diabéteszes modellben a pro- és anti-apoptotikus
markerek kifejezddése, valamint a nekrozis eléfordulasa régid-specifikus volt. A
pro- ¢és anti-apoptotikus markerek expresszidjdnak egymashoz viszonyitott
aranya duodenumban hozzajarulhat a programozott sejthalal beinditdsahoz.
Colonban az arany az anti-apoptotikus markerek irdnyaba tolddott el. Itt
nekrozis jeleit figyeltik meg, aminek kialakulasdhoz hozzajarulhatott a
megndvekedett ROS koncentracid és az antioxidans védelem aktivalodasanak
elmaradasa.

1.b. Szabadgyok képzodés a vizsgalt bélszakaszokban

A ONOO™ nagy koncentracidban jelentdsen hozzédjarul az oxidativ stressz
kialakulasdhoz és a makromolekuldk karositasadhoz, képzddése Gsszefliggésben
all a «O,’, valamint a NO fokozott termelddésével. Hiperglikémids koriilmények
kozott a ONOO™ koncentracidja bélszakasz-specifikus modon valtozott.
Diabéteszes patkanyok vastagbelében fokozott ONOO™ képzddést tapasztaltunk.
1.c. Az antioxidans védelmi rendszer aktivalodasa

Diabéteszes patkanyokban bélszakasz-specifikus valtozdsokat mértiink.
Vastagbélben, ahol a ONOO™ koncentracidé emelkedését tapasztaltuk, csokkent a
SOD aktivitas.

A kis molekulasulyu antioxidansok koziil vizsgaltuk a GSH mennyiségi
valtozasat és a GSH/GSSG aranyt. A hiperglikémia soran duodenumban nétt és
colonban nem valtozott ez az aranya. Az arany novekedése fokozott antioxidans
védelmet jelez, aminek hatterében a GSH megemelkedett koncentracidja 4ll.

MT-k is kis molekulatomegili antioxidansok, melyek szintén jelentOs
szerepet jatszanak a tiol/redox egyensuly fenntartdsaban és az oxidativ stresszel
szembeni védekezésben. Vizsgilataink soran diabéteszben a mt¢ gének szovet-
specifikus indukciojat tapasztaltuk. Eredményeink azt mutatjak, hogy mindkét



mt gén indukalodasa sziikséges lehet ahhoz, hogy joétékony hatasukat
kifejthessék a hiperglikémia soran fellépd karos folyamatokkal szemben.

A HO rendszer stresszorok széles skaldjara indukalodik. A diabéteszes
modellben  bélszakasz-specifikus  valtozdsokat mutattunk ki a /ho-k
expresszidjdban. Duodenumban a ho-I gén, mig vastagbélben a ho-2 gén
indukalodott €s nagy mennyiségben volt jelen a HO-2 fehérje is. Génexpresszios
¢s immunanalitikai vizsgalataink eredményei alapjan ugy tlinik, hogy a
modellrendszereinkben lejatszodd valaszreakciokban aktivan részt vehet a HO
rendszer aktivalodasa is.

2. A diabétesz kialakulasat kéveto azonnali inzulin-kezelés hatdsa

Az azonnali inzulin-kezelés a hiperglikémiat hatékonyan csokkentette.
Elmondhatjuk, hogy az inzulin minden esetben a kontroll szint koriil tartotta a
vizsgalt markerek értékeit mindkét bélszakaszban.

KONKLUZIO

Az oxidativ stressz okozta karosoddsokra jellemzd fokozott LP ¢és
nekrozis  Osszefiiggésbe hozhatdé a  hemoxigendzok tulzott —mértéki
indukalodasaval. Ahol fokozott LP-t tapasztaltunk, ott volt a legnagyobb a ho-1
génexpresszid. Nekrdzis, amely a szovet pusztulasat jelzi, azon a bélszakaszon
volt megfigyelhetd, ahol a vizsgalt antioxidansok koziil csak a HO-2
indukalodott. Patologias korilmények kozott fokozott a ROS képzddés
tapasztalhato, és az oxidativ kornyezetben fokozddhat a HO-k aktivitdsa. Ezaltal
a talzott mértékli HO expresszionak mar kéaros kovetkezményei is lehetnek,
melynek hatterében a hembdl felszabaduld redox-aktiv Fe allhat, ami fokozott
gyok képzddést eredményezhet. Ez jelentdsen hozzdjarulhat vizsgalt
modellrendszerekben megfigyelt kdrosodasokhoz.
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