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GYAKRABBAN ALKALMAZOTT ROVIDITESEK

AlIF Apoptosis-inducing factor / apoptozis-indukalo faktor

AP-1 Activator protein-1 / aktivator fehérje-1

ATP Adenosine-triphosphate / Adenozin-trifoszfat

Apaf-1 Apoptotic protease activating factor-1 / apoptotikus proteaz aktivald
faktor-1

Bak, Bax, Bid Pro-apoptotikus faktorok
Bcl-2, Bel-x(L) Anti-apoptotikus faktorok (B cell lyphoma / B-sejtes lymphoma)
BHB B-hidroxi-butirat

BSA Bovine serum albumin / szarvasmarha szérum albumin

CAD Caspase activated DNAse / kaszpaz aktivalt DNaz

CLA Common leukocyte antigen / k6zos leukocyta antigén

CsA Ciklosporin-A

DAPI 4,6-diamidino-2-phenylindole / 4,6-diamidino-2-indofenol

dATP deoxy-Adenosine-triphosphate / dezoxi-adenozin-trifoszfat

dUTP deoxy-Uridin-triphosphate / dezoxi-uridin-trifoszfat

DCF 2,7-dichlorofluorescein-diacetate / 2,7-diklorofluoreszcein-diacetat

DFF DNA-fragmenting factor / DNS darabold faktor

DHQ 1,5 dihydroxyisoquinoline / 1,5-dihidroxi-izokvinolin

DISC Death-inducing signalling complex / halalt kivalté jelzé komplex

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium / Dulbecco szerint modositott
Eagle tapfolyadék

EC Extracellularis

EM Elektronmikroszkdp(os)

ER Endoplazmatikus retikulum

ESR Elektron spin rezonancia

FACS Fluorescence-activated cell sorting / fluoreszcencia segitségével végzett
sejtvalogatas

FAD Flavin-adenin-dinukleotid

FADD FASR-associated death domain / FASR-hez kapcsolt halal domén

FASL Fas-ligand

FASR Fas-receptor

FBS Foetal Bovine Serum / szarvasmarha magzati szérum



FITC Fluoreszcein-izotiocianat

FMN Flavin-mononukleotid

FR Free radicals / szabad gyokok

GFP Green Fluorescent Protein / zold fluoreszcens fehérje

GSH Redukalt glutation

GSSG Oxidalt glutation

HIF-1 Hypoxia-inducible factor-1 / hipoxia indukalt faktor-1

HMG Highy Motility Group / nagy mozgékonysagu csoport

IC Intracellularis

ICAD Inhibitor of CAD / CAD gatlo

ISEL In situ end-labeling / in situ lancvég megjelolés

ISNT In situ nick translation / in situ lancvég transzlacio

LC3 Microtubule associated protein light chain 3 / mikrotubulushoz k6t6do
fehérje konnyt lanc 3

MAPK Mitogen-activated protein kinase / mitogén aktivalt proteinkinaz

MLCK Miosin light chain kinase / miozin konnyi lanc kinaz

MTS 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-5-(3-karboximetoxifenil )-2-(4-szulfofenil)-

2H-

tetrazolium so

NAD(P) Nicotinamide adenine dinucleotide (phosphate) / Nikotinamid-
adenindinukleotid(-foszfat)

NEB Negative energy balance / negativ energia-egyensuly

NEFA Non-esterified fatty acids / nem észterifikalt zsirsavak, szabad zsirsavak

NF«xB Nuclear factor kB / Sejtmag faktor kB

NOX NADPH-oxidase /NADPH-oxidaz

PARP Poly-ADP-ribose-polimerase / poli-ADP-ribdz-polimeraz

PBS Phosphate buffered saline / Foszfattal pufferelt séoldat

PI Propidiumiodide / Propidium-jodid

PM Puerperalis metritis

PS Phosphatydilserine / foszfatidil-szerin

RIP Receptor-Interacting Protein / receptorral kélcsonhatasba 1€p6 fehérje

RNS Reactive nitrogen species / reaktiv nitrogén vegytiletek

RNOS Reactive nitrogen oxide species / reaktiv nitrogén-oxid vegyliletek

ROS Reactive oxygen species / reaktiv oxigén vegyliletek



SEM
SOD
Tct-4
TGFp
TNFa
TNFR
TRADD
Tris

TUNEL

TXSH
TXS,

Standard error of mean / atlag szérasa

Superoxide dismutase / szuperoxid-dizmutaz

T cell factor-4 / T-sejt faktor-4

Transforming growth factor B / transzformal6 novekedési faktor 3
Tumor nekrézis factor-a / tumor nekrdzis faktor a

TNFa-receptor

TNFR-associated death domain / TNFR-hez kapcsolt halal domén
Tris(hydroxymethyl)aminomethane / trisz(-hidroxi-metil-)amino-metan
Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP Nick-End
Labeling / terminalis dezoxinukleotid-transzferaz iranyitott dUTP
lancvég jelolés

Redukalt thioredoxin

Oxidalt thioredoxin



1. Osszefoglalas

Kisérleteink soran kiilonféle sejtvonalakban in vitro vizsgaltuk a butirat hatésat,
egyes szabad gyokok és a ROS keletkezését, valamint az ezek kozott fennalld esetleges
nekrézisara, valamint egy involvalédo szerv, a méh esetében in sifu tanulmanyoztuk a

szervezet energetikai allapotanak hatasat a sejtek apoptdzisara.

1.1. A butirat altal indukalt sejthalal és differenciacio osszefiiggésben van a

kiillonb6z6 ROS mintazatokkal HT29-eredetit human vastagbélrak sejtekben

Irodalmi adatok bizonyitjdk, hogy a tumorsejtvonalakban a butirat vagy mas
hiszton-deacetilaz gatlok altal indukalt sejthalal Osszefliggésben van a reaktiv oxigén
vegyliletek megemelkedett szintjével. E vegyliletek kémiai természete ¢és szerepe a
butirat altal kivaltott hatdsokban azonban még tisztdzdsra var. A sejttenyészetek
butirattal valé kezelése mar millimolaris koncentracidban is teljes hiszton acetilaciot és
részben ennek kovetkeztében szdmos mas hatast (pl. génexpresszid valtozast,

sejtosztodas gatlast, sejtciklus ledllast, differenciaciot és sejthalalt) valt ki.

Munkank célja az volt, hogy feltarjuk a kiilonb6zo redox jellemzdk és a butirat
altal indukalt sejthalal és differenciacié kapcsolatat, tovabba, hogy Osszehasonlitsunk
kiilonféle human vastagbél adenocarcinoma sejtvonalakat: a HT29R-t (amely rezisztens
a butirat altal indukalt sejtdifferencidciéval szemben, ugyanakkor rendkiviil érzékeny a
sejthalalra) a HT29-12 ¢és HT29-21 sejtvonalakkal (amelyek érzékenyek a
differenciaciora ugyanakkor a HT29R-hez képest mérsékeltebb érzékenységet mutatnak
a butirat altal indukalt sejthaldllal szemben). Arra kerestiik a vdalaszt, hogy vajon a
differencidcio-rezisztens HT29R sejtek fenotipusa kapcsolatba hozhato-e a butirat altal

indukalt redox paraméterek valamelyikével.

Annak érdekében, hogy kideritsiik a butirat hatdsara a tumorsejtekben kialakuld
redox paraméterek szerepét, Osszehasonlitottuk a HT29R sejtvonalat a HT29-12 ¢és
HT29-21 sejtvonalakkal, kiilonos tekintettel a butirat altal indukalt szabad gyokok,
reaktiv oxigén vegyiiletek €s a hidrogén-peroxid (H,0O,) szintjeinek alakuldsara. Butirat

koncentracio-fliggd novekedést figyeltink meg a szabad gyokok (elektron spin



rezonancia spektroszkopidval meghatarozva) és a reaktiv oxigén vegyiiletek (dikloro-
fluoreszcein teszttel kimutatva) szintjében a HT29R sejteknél, azonban ezt nem
tapasztaltuk a HT29-12 és HT29-21 sejtvonalak esetében. Ez utobbiaknal — szemben a
HT29R sejtekkel — a H,O, kibocsatasban (fenolvords teszttel meghatdrozva)
mutatkozott dozis-fliggd novekedés butirat hatdsara. A HT29R sejtekben a butirat
kevert tipust sejthaldlt valtott ki, amelyben a nekro6zis volt talsulyban; ez azonban
atvaltott apoptdzisba — mint els6dleges sejthalal tipus — amikor a sejtekhez 1,5-
dihidroxi-izokinolint, rezveratrolt vagy ciklosporin A-t adtunk. Eredményeink arra
utalnak, hogy a HT29R sejtekben a butirat hatdsara képz6do szabad gyokok és reaktiv
oxigén vegyiiletek a sejthalal termékei, mig a HT29-12 és HT29-21 sejtekben képzddd

H,0, funkciondlisan a sejtdifferenciacidhoz kotédik.

1.2. Az endometrium apoptotikus sejtjeinek aranya az involicié korai idészakaban

hyperketonaemias tehenekben csokken

Vizsgalataink masik f6 teriiletét a méretében és tomegében is megndvekedett
vemhes méh ellés utani fizioldgias atépiilése, az involucid, vizsgalata adta. A sejtek
apoptdzissal vald pusztulasa jelenti a szoveti leépiilés kozponti elemét, hiszen ez
lehetové teszi, hogy a sejtek szétesése nélkiil torténjék meg a szovet lebontasa, mely igy

nem indukal gyulladést a kornyezetében.

Az ellés utani idészak megnovekedett energiaigénye elsésorban a meginduld
laktacioval magyarazhato, mikozben ezzel parhuzamosan a tehenek takarmanyfelvétele
nem novekszik ardnyos mértékben. Ezt sulyosbitja tovabba a méhinvolacid
energiaigénye, hiszen a szoveti leépiilés soran a szervezet szdmara elonyodsebb sejthalal,
az apoptozis szintén energiaigényes folyamat. A foszfatidil-szerin transzlokacié a
membranban, a kaszpdz kaszkad enzimrendszer mikodése, a kialakul6 DNS
fragmentacido és a DNS darabokat magukba foglaldo apoptotikus testek létrejotte
egyarant ATP-t igényel. A DNS darabolddasa ezeken tul egy javitomechanizmust, a
PARP (Poli-ADP-ribéz-polimerdz) enzimet is aktivalja, mely nagy mennyiségii ATP
felhasznalasaval igyekszik a genetikai anyag sériiléseit helyrehozni, amig a kaszpaz-3

enzim el nem hasitja azt.
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Munkénk célja az volt, hogy megvizsgaljuk az apoptdzis alakuldsat a
méhinvolucidé sordan endometrium biopszids mintdkban, amikor a tartdsan fennalld

energiahidnyos allapot ketontestek felhalmozodasahoz, ketdzishoz vezet.

Eredményeink szerint az egészséges méhii, normoketonaemias tehenek vérében
mért B-hidroxi-butirdt (BHB) koncentracio 0,45+0,12 mmol/l volt. Ezekbdl az
allatokbdl nyert biopszids mintdkban az 6sszes sejt 49,97+6,18%-a mutatott apoptozist.
A puerperalis metritis el6forduldsa esetén, normoketonaemids csoport vérmintaiban
mért atlagos BHB koncentracio 0,42+0,15 mmol/l. Az apoptdzis eldforduldsi aranya
51,67+0,15% volt az endometrium mintakbol készitett metszeteken. A
hyperketonaemids csoport egyedeiben 1,4740,32 mmol/l atlagos BHB koncentracio volt
mérhetd. Az apoptdzis mértéke a vizsgalt allatokban 23,8316,44%-nak adddott,
fiiggetlentil attol, hogy az allatok puerperalis metritis-szel terheltek voltak-e vagy sem.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a normoketoneamids csoporthoz képest a magas vér
ketonanyag szinttel rendelkezd allatok méhbioptitumaiban az Ossz-sejtszamot alapul
véve aranyaban kevesebb az apoptotikus sejt. Kisérleteink eredményébdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy energiahidny, vagyis ketdzis esetén az endometrium sejtjei kevésbé
apoptdzissal, inkdbb masik sejthaldl formdval, az ATP-t nem igényld nekrozissal
pusztulnak el, ami gyulladast indukédlva hozzajarulhat az ellés utan kialakuld

szaporodasbioldgiai zavarok kialakuldsahoz.

11



2. Bevezetés

A szerveket, szoveteket alkotd sejtek mennyisége €s mindsége, vagyis az egyes
szerv, szOvet zavartalan miikodését. Ezek a folyamatok biztositjdk a szervek
kialakulasat, fiziolégias miikodését, valamint a szoveti le- és atépiilést, mint amilyen az
¢lettani involucio. Az 0Osszhang megbomldsa azonban sok esetben kontrolldlatlan
novekedéshez, tumor képzddéshez is vezethet. A folyamatok szabalyozasdban szamos
faktor vesz részt kiilon-kiilon, de egymassal 6sszhangban is, kiillonféle jelatviteli utakon
keresztiil. Irodalmi adatok szerint e szignalok koziil a kiilonféle sejttipusok esetében a
kromatin hisztonfehérjének acetilaciojat fokozo butirat, a sejtek redox statuszat
befolyésold szabad gyokok, igy a ROS és RNS molekulak jelentés mértékben hatnak a
fent emlitett folyamatokra. Mivel a sejthalal két alapvetd formdjanak, az apoptdzisnak
¢s a nekrozisnak igen eltér6 az energiaigénye, vagyis az apoptdzis lezajlasa
energiaigényes, mig a nekrdézisé nem, feltehetdleg a szervezet és az egyes sejtek
energetikai allapota is befolyast gyakorolhat a fenti folyamatokra, kiilondsen a
sejtelhalas formajara.

Kisérleteinkben ezért kiilonféle sejtvonalakban in vitro vizsgaltuk a butirat
hatasat, egyes szabad gyokok és a ROS vegyiiletek keletkezését, valamint az ezek
kozott  fenndllo  esetleges ok-okozati  Osszefiiggést a  sejtek  osztédasara,
esetében in situ tanulmanyoztuk a szervezet energetikai allapotanak hatasat a sejtek
apoptozisara.

A sejtek osztodasa a sejtciklus soran meghatarozott rend szerint torténik,
folyamatos osztoddsra azonban csak az omnipotens Ossejtek illetve azok elsddleges
leszarmazottai képesek. A differencidcid soran egy kevéssé specializalodott sejt
specifikusabb format és funkcidt vesz fel, mikozben elveszti osztodasi képességét,
hiszen a sejtciklus sordn a proliferacid fazisabol kikeriild sejtek képesek csak a
differencidlodésra.

A vastagbélhamsejtek tanulmanyozasara alkalmazott sejtvonalak koziil a HT29
¢s annak szubklénjai tumoros eredetiik miatt végtelen szamu osztodasra képesek. Ha
ezeket a sejteket differencidciora késztetjiik, akkor elsdsorban az abszorptiv tipusu

enterocytdk tulajdonsdgait veszik fel, ekkor azonban megszlnik proliferalodo
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képességiik. A daganatterapidban ezért is kiillondsen fontos a transzformalddott sejtek
differencidciora késztetése, hiszen ebben az esetben elvesztik proliferacios ¢s
metastasist képzo tulajdonsagukat.

A vastagbélhamsejtek egyik fontos differencidciot el6idézd szignalja a butirat,
hiszen a vastagbél azon szakaszaiban, ahol anaerob fermentéacio folyik, fizioldgias
kortilmények kozott is termelddik, mas rovidszénlanci monokarbonsavakkal egyfitt.
Ezek a vegyiiletek a termelddés helyén felszivodva €s metabolizalédva az emésztdcsod
sejtieinek jelentds energiaforrasdul szolgalnak. A sejtekbe keriilt butirat nem
metabolizalodott hanyada a hisztonfehérjék hiperacetilacidjat idézi eld azaltal, hogy
csokkenti a hiszton-deacetilaz enzim aktivitasat. Régota ismert, hogy a butirat in vitro
mar millimolaris koncentraciéban minden sejt osztoddsara gatlo hatast fejt ki. A leirt
jelenség jol megfigyelhetd kérddzok bend6hamjaban is, ahol az osztodasgatlds és
proliferaciéfokozodas a benddhamsejtek osztodasanak napi ritmusat adja. Mas sejtek
azonban butirat jelenlétében maradanddan karosodhatnak, és a sejtosztddast gatld hatas
irreverzibilissé valhat. A reverzibilis folyamatnak tekinthetd sejtosztodasgatlas mellett
az apoptozis ¢és a nekrdézis is ilyen irreverzibilis 4allapot. Ezek a folyamatok
befolyasoljak a sejtek életmiikodését, szabalyozzak azok érését €s pusztuldsat, ami kihat
az emésztocsO felépitésére, és jelentds mértékben meghatarozza annak funkcionalis
allapotat.

Az apoptdzis kialakulasa a sejtelhalas kedvezobb forméjanak tekinthetd, mig a
nekrdzis — mivel gyulladasos folyamatok kialakuldsdhoz vezet — karosnak foghato fel.
Az apoptozis programozott folyamat, azonban feltételezhetd, hogy a nekrdzisnak is
lehet bizonyos tényezOk altal kivaltott mas utja, mely az apoptdzishoz hasonldan
szabalyozott lehet, bizonyos esetekben azzal Osszefiiggésben. Az apoptozis €s a
nekrozis kialakuldsanak gyakorisdga végsd soron szabdlyozza a szovetek le- vagy
felépiilését, igy szamos adaptacios folyamat 1ényeges dsszetevdje: ilyen tobbek kozott a
vizsgalataink kozéppontjaban  4ll6  vastagbélhamsejtek  osztoddsa, érése  és

differencidcioja, valamint az ellés utan lezajlo méhinvolucid.

A butirat szerepe egy adott folyamatban sokrétii lehet. Fokozhatja a pro-
apoptotikus, vagy az anti-apoptotikus fehérjék expresszidjat, ugyanakkor butiril-KoA
formajaban aktivalédva metabolizalodhat egyes sejtekben a mitokondriumban (béta-
oxidacio), ¢és a keletkezett redukdlodott koenzimekr6l a hidrogén a légzési lancra

tevodhet at, ahol az vizz¢é oxidéalodik, a potencidlkiilonbség pedig ATP termelddésre
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forditodik. Szamos vizsgéalat bizonyitja, hogy a 1égzési lanc miikodése sordn mindig
keletkeznek szuperoxid-anion szabad gyokok, amelyek a mitokondriumban 1évo
szuperoxid-dizmutaz hatasara hidrogén-peroxidda alakulhatnak. Egyes estekben
azonban ezeknek a reaktiv molekuldknak a mennyisége jelentésen megnd, azok egy
része nem dizmutalddik hidrogén-peroxiddd, emiatt a reaktiv szuperoxid anion gyokok
kérosithatjak a mitokondriumot és a nuklearis DNS-t. A szabad gyokok képzddésének,
valamint azok kedvezdtlen hatdsanak mértékét azonban egyes antioxidansok, igy

példaul egyes polifenolok, jelentds mértékben befolyasolhatjak.

A szabad gyokok karositd hatdsara kialakulo DNS sériilés noveli a ,repair”
mechanizmusok, ezen belil kiillonosen a poli-ADP-ribdz-polimerdz aktivitasat. Az
enzim ATP igénye igen magas, ezért az apoptdzisban 1évo sejt ATP koncentracidja
olyannyira csokken, hogy a kaszpdz-kaszkad rendszer aktivalodédsa zavart szenved, ami
végiil nekrozishoz vezet. A poli-ADP-riboéz-polimeraz az apoptozis kialakuldsa soran
altaldban a kaszpaz-3 szubsztratjava valik, elhasad és inaktivalodik, utat engedve az
apoptozis zavartalan lefolyasanak. Abban az esetben, ha aktiv marad, azaz nem hasad
el, nekrézis alakul ki.

Vizsgalataink két {0 teriiletre 6sszpontosultak. Elsoként arra probaltunk fényt
deriteni, hogy milyen szabalyozasi utakhoz koéthetd a butirdt jelenlétében kialakuld
apoptdzis és nekrozis, illetve annak hidnya. Ennek soran igyekeztiink jellemezni a
butirat sejtanyagcserében betoltott szerepét, valamint az apoptdzist €s nekrdzist kivaltd
hatasat és annak mechanizmusat colorectalis adenocarcinoma sejteken. Fontos
jelentdséget tulajdonitottunk a nagy energiaigényli poli-ADP-rib6z-polimeraz
kimutatasanak a kiilonboz6 sejthalal tipusokban, valamint az antioxidans hatdssal

rendelkezd polifenoloknak az apoptozis, illetve nekrozis kialakulasara.

Munkank masik {6 teriilete a negativ energia-egyensuly esetén létrejovo,
ketonanyagnak szamitd, B-hidroxi-butirat felhalmozddas hatdsara kialakuld sejthalél
tipusok vizsgalata volt. Jellemzden ilyen allapot alakulhat ki nagy tejtermelésii
tehenekben akkor, amikor jelentds energiaigényli folyamatok, igy a tejtermelés
beindulasa és az ellés utani méh involicidja zajlik. A fizioldgias szovetatépiilésben
kozponti szerepet jatszo apoptozis sulyos zavart szenvedhet a sejtek nem megfeleld
ATP ellatasa esetén, amely kovetkezményesen szaporoddsbiologiai problémakhoz

vezethet.
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Kisérleteink soran a sejtek redox statuszanak és energetikai allapotanak hatasat
vizsgaltuk az apoptdzis €s a nekrozis kialakuldsadra. Munkank molekularis hatterének
vizsgalatdhoz gastrointestinalis sejttenyészeteket, majd az egyes elméleti feltevések
bizonyitdsara in situ, az involicid korai szakaszdban gyijtott tehén uterus-

bioptatumokat hasznaltunk.

(1) Elészor olyan sejttenyészeteken végeztiink vizsgalatokat, melyeknél a butirat
hatdsara eltér6 folyamatok alakulnak ki. Vizsgaltuk a butirdt altal kivaltott
differencidcié fokat, valamint a kivaltott sejthalal mértékét és formajat HT29R, HT29-
12, HT29-21 sejtvonalakon. Mivel a nekrozis €s az apoptdzis lezajlasa irodalmi adatok
szerint szoros kapcsolatot mutat a poli-ADP-ribéz-polimeraz mikodésével, igy annak
vizsgalatat is indokoltnak tekintettiik. Vizsgaltuk, hogy kiilonféle hatasti vegyiiletek
(DHQ, rezveratrol, CsA) miként befolyasoljak a butirat altal kivaltott sejthalalt. Az
emlitett folyamatokban a reaktiv vegyiiletek lényeges szerepet jatszhatnak, ezért a
szabad gyokok, a ROS/RNS és a hidrogén-peroxid keletkezését is tanulméanyoztuk a
butirat altal kivaltott folyamatokban.

(1) Végil az involucid korai szakaszdban gytijtott tehén uterus-bioptatumokbdl
késziilt metszeteken azt tanulmanyoztuk, hogy milyen 6sszefiiggés all fenn az allatok
energiaallapota ¢és az apoptdzist mutatd sejtek aranya kozott. Azt feltételeztiik, hogy a
szervezet energiahianyos allapotat jelzd hyperketonaemia sejtszinten ATP hidnyban
nyilvanul meg, ami befolyasolja a sejthaldl kialakuldsat. Mivel az apoptozis
energiahidnyos allapotban zavart szenvedhet, nagyobb mértékii nekrdzis alakulhat ki,

ami novelheti a gyulladasos folyamatok eldforduldsanak gyakorisagat.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. A sejtdifferenciacio

Egy soksejtli szervezet sejtjeinek fenotipusosan és funkciondlisan kiillonbozdové
valasa a sejtdifferenciacio. A tobb sejtbdl allo szervezetek valamennyi sejtje tartalmazza
ugyan a fajra jellemzd teljes genomot, de az egyes sejtek csak bizonyos gének
expressziojat biztositjak. A differenciacio noveli a komplexitast, hiszen a szervezet
egyes sejtjei, szovetei €s szervei kiilonleges mukodésekre specializalodnak, amely
funkcidk egylittese teszi ki a szervezet integralt miikodését (Bronner-Faser, 2006).

Az Ossejtek korlatlan szamu osztddasra képes, nem specializalddott sejtek,
amelyek aszimmetrikus osztédas révén egyrészt oOnmagukhoz hasonlo sejteket
képeznek, masrészt elkotelezett utddsejteket is létrehoznak. Ezek az elkotelezett sejtek
termelik azutdn folyamatosan az egyes szovetek sejtjeit, potoljak az ott elpusztult
szoveteket. Az omnipotens Ossejtekbdl barmilyen tipusu sejt képes kifejlddni, kivéve az
ivarsejteket, a magzatburkot és a méhlepényt. Multipotensnek azokat az Ossejteket
nevezik, amelyekbdl csak kisszamu sejttipus képes kialakulni. Ilyenek a kifejlett
szervezet szoveti Ossejtjei, amelyek az élet soran a folyamatosan elhalo sejtek allando
ujraképzdodését biztositjak (Bronner-Faser, 2006).

Az inter-, illetve intracellularisan haté szignalokon tal szdmos, a sejt kiilsd
kornyezetébdl szarmazd differencidciot indukdld molekuldt ismeriink: D-vitamin,
bizonyos A-vitamin formak, eikozapentaénsav, butirat. A colon modellezésére altalunk
i1s alkalmazott HT29 sejtvonal és annak szubklonjai, a felsoroltak koziil, butirat

jelenlétében differencialédnak.

A vastagbélhamban zajlo differenciacid sordn a kriptdk mélyén 1évo
folyamatosan o0sztodo Ossejtekbdl szarmazd leanysejtek a Iumen felé haladva
fokozatosan érnek a colorectalis hamot alkoté harom {6 sejtipussa (Carethers, 1998):
-abszorptiv enterocyta;

-mucintermel6 kehelysejt;
-enteroendokrin sejt.
A differencidcié sordn a sejtekben ultrastrukturalis valtozasok mennek végbe,

mikdzben polarizaltabba is valnak az enterocytdk azaltal, hogy kialakulnak a sejtek
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kozotti ,tight junction”-ok, megvaltozik a citokinek Osszetétele, illetve az apikalis
részen megjelenik a kefeszegély. A kefeszegélyhez szdmos, az abszorptiv funkciohoz
szlikséges, enzim kotddik: igy példaul az alkalikus-foszfatdz, a dipeptidil-peptidaz IV, a
szacharaz és az N-aminopeptidaz (Velcich et al., 1995). Mivel az alkalikus-foszfataz
enzimnek a lipidtranszportban van szerepe, ezért a differencidlodott sejtek
membranjanak foszfolipid dsszetétele is megvaltozik. A vastagbélben a butirat hatasara
in vivo ¢és in vitro egyarant differenciacids folyamatok indulnak meg, melynek egyik
jellemz6 markere a fokozddé alkalikus-foszfataz aktivitas.

A terminalis differencidcion atesett sejtek a felszini hamhoz érve végiil elvesztik
sejtkozotti kapcsolataikat, és apoptodzissal elpusztulva lesodrédnak a lumen felé. A
vastagbél ham megujuldsdhoz minddssze 4-5 nap elegendd, tehat aktiv sejtosztddasnak,

differencidcionak €s apoptozisnak kell miikddnie a szoveti homeostasis fenntartdsahoz.

3.2. A butirat hatasa a sejtmiikodésre

Az emésztOtraktus azon szakaszaiban, ahol anaerob fermentacié folyik, nagy
mennyiségben keletkeznek rovidszénlanci monokarbonsavak, amelyek szdmos
bioldgiai hatassal rendelkeznek. Ahol ezek a feltételek adottak — kér6dzoknél
elsdsorban a bendd, a monogastricus fajokban a vastagbél — jelentds mennyiségben
képzddnek a mikrobidlis fermentacidé végtermékeként, elsOsorban szénhidratokbdl,
monogastricus fajokban foképp amilaz rezisztens szénhidratokbdl. Az acetat, propionat
¢s butirat egylittes koncentracidja a 100-200 mmol/l-t is elérheti (Bergman, 1990;
Kristensen et al., 1996). A vizsgalatok szerint az acetdt, a propionat ¢s a butirat
egymashoz valo aranya atlagosan 75:25:10, ami a takarmany, illetve taplalék szénhidrat
tartalmatdl és annak Osszetételétol fliggben Iényeges eltéréseket mutathat. A
rovidszénlanci monokarbonsavak az emésztocsd sejtjeinek jelentds energiaforrasaul
szolgalnak (Baldwin, 1998), nem metabolizalodott hanyaduk pedig hiszton-deacetilaz
inhibitorként hat. Erdekes modon mind a felszivodas, mind a metabolizmus, valamint a
hiszton hiperacetilacio terén a butirat mutatja a legnagyobb aktivitast (Riggs et al.,
1977). A bélhamsejtek energiasziikségletének akar 70%-at is képes a butirdt oSnmagéaban
fedezni (Scheppach, 1994).

Az eukaridta DNS a hiszton fehérjékkel egytitt alkotja a kromatin dllomanyt. A
kromatin ismétlodd alapegységei a nukleoszdmak, melyek négy hiszton (H2A, H2B,

H3, H4) oktamerjébdl (core-hiszton), és az a koré balmenetesen csavarodd6 DNS 146
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bazisparbol allé egységébdl allnak. Az core-hiszton N-terminalis farokrésze a
nukleoszomat koriilvevd tér felé iranyul, ezaltal igen reakcioképes, acetildlodhat,

foszforilalédhat vagy metilalodhat (Grant, 2001).

Az aktualis kromatinszerkezet dontd szerepet jatszik a génexpresszid
szabalyozasaban, mivel meghatarozza a transzkripcids faktorok hozzaférését a DNS-
hez. Magat a kromatin szerkezetét két enzimcsoport képes befolyasolni: a kromatin
atrendez6dését kialakité un. ,;remodelling” fehérjék, mint a HMG (High Motility
Group) enzim, mely a DNS-hurkok ,kitekeredését” biztositja; valamint a kromatint
modosité enzimek. Ez utobbiak felelosek a hisztonok poszttranszlacios modositasaért.
A hiszton-aciltranszferaz hatasara kialakuld acetilalt hisztonokat a transzkripcionalisan
aktiv formanak tekintjiikk, mig a deacetilalt forma az inaktiv kromatin (Grant, 2001).
Ennek az a magyardzata, hogy az acetilacio soran a farokrész lizinjeinek pozitiv toltései
neutralizaldodnak, ennek kdvetkeztében csokken a farokrész DNS-hez vald kotodésének
er0ssége, valamint megvaltozik a hiszton-hiszton és a hiszton-regulalé fehérje kozotti
interakcid, ami a transzkripcionak kedvez (Grant, 1999; Roth et al., 2001). A hiszton-
deacetildz gatldsa sordn a hisztonok acetildltak maradnak és a hisztonhoz szorosan

kapcsolodo DNS elernyedve utat enged a génatirasnak.

A butirat hiszton-deacetilaz enzimre kifejtett gatlé hatdsdnak kovetkezménye a
sejtek differenciacidjat eldidézd hatasa, hiszen a differenciaciot meghatarozo
molekularis mechanizmusokat részben a kromatin allapota hatarozza meg. A vegyiilet
sejtdifferentaciot fokozd hatdsat eldszor leukemia sejteken figyelték meg (Kameji et al.,
1977; Chou és Takahashi, 1987). A hiperacetilalt allapotban maradd hiszton ugyanis
lehetové teszi, hogy szamos olyan gén expresszidja induljon meg, amelyek a
sejtosztodas csokkenését (reverzibilis hatds), a differenciacié fokozodasat és egyes
esetekben a sejt halalat (irreverzibilis hatas) okozzak. Vizsgalatok bizonyitjak, hogy in
vitro koriilmények kozott a butirdt minden eukaridta sejt osztddasat gatolja
koncentraciofiiggd €s reverzibilis modon. A leirt jelenség jol megfigyelhetd kérédzok
bend6hamjaban, ahol a hamsejtek osztédasanak napi ritmusat adja (Galfi és Neogrady,
2001). Egyes sejtek esetében azonban butirat jelenlétében a sejtosztodas gatlo hatas
irreverzibilissé valik, és maradandd karosodasok érik a sejteket (Cuisset et al., 1997).

Azt is megallapitottak, hogy a hiszton-deacetilaz gatlas nincs kozvetlen kapcsolatban a

butirat apoptézist kivaltdé hatasaval (Galfi et al., 2000), mivel a hisztonok
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hiperacetilaltsaga minden sejt esetében megfigyelhetd, de az apoptozist eldidézd hatés

nem.

3.3. A szabad gyokok és egyéb reaktiv vegyiiletek képzodése és hatasai

A sejtek metabolizmuséaban tilnyomoérészt olyan redox folyamatok szerepelnek,
amelyek sordn fiziologias korilmények kozott is keletkeznek erds oxidativ
tulajdonsaggal rendelkezd oxigén (Reactive Oxygen Species, ROS), illetve nitrogén
(Reactive Nitrogen Species, RNS) vegyiiletek. Kozéjik tartoznak a kiilso
elektronhéjukon egy vagy tobb parositatlan elektront tartalmazo6 szabad gyokok, mint a
hidroxil-gyok, szuperoxid-gyok, nitrogénoxid-gyok vagy a lipidperoxil-gyok; illetve a
gyokos tulajdonsadgokkal nem rendelkez6 erdsen reakcioképes molekuldk, mint példaul
a hidrogén-peroxid vagy a hipoklorsav.

A reaktiv vegyiiletek enzimatikus hatas kovetkeztében vagy nem enzimatikus
uton képzddhetnek. Szuperoxid-anion gyokok (O;7) példaul enzimatikusan
termelddhetnek a NADPH-oxid4z, a xantin-oxidéz, a lipoxigenaz, a ciklooxigenaz vagy
a citokrom P-450 monooxigenaz stb. miikodése soran, illetve nem enzimatikus uton a
mitokondrialis oxidativ foszforilaci6 révén. A mitokondriumban legnagyobb
mennyiségben szuperoxid-gyok keletkezik a 1égzési komplex I és III egységének

mikodése kozben (1. abra).
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1. abra: A szuperoxid-anion gyok keletkezésének lehetdségei a
mitokondriumban. Az dbra a bioldgiai oxidacié bizonyos folyamatait, a citratkort, a
1égzési lancot €s az oxidativ foszforilaciot abrazolja. Szuperoxid-anion gyok (sarga

nyillal jelolve), a 1égzési komplex I és 111, valamint a citratkor egyes enzimjeinek

muikodése soran keletkezik.

A 1égzési komplex I a mitokondridlis matrixba, mig a komplex III a matrixba,

valamint a bels6 és kiils6 mitokondridlis membran kozotti térbe is juttat szuperoxid-

gyokaot. Ezen tilmenden a citratkorben is keletkezhet szuperoxid-anion, példaul az a-

ketoglutarat-dehidrogenaz aktivitasa soran (Zmijewski et al., 2005). A szuperoxid-anion

gyok a szuperoxid-dizmutdz (SOD) enzim hatasara hidrogén-peroxidda (H,O,) alakul,

amellyel egyiitt, miutan a ROS vegyliletek kozé tartoznak, szdmos bioldgiai hatast

képesek indukalni. Termelddésiik azonban nem csupan a mitokondriumra szoritkozik,

hanem a sejt szdmos mas kompartmentjében is végbemehet (1. tablazat).
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1. tablazat: Reaktiv oxigén vegyiiletek keletkezési lehetdségei a sejtben.

Eléfordulasi hely Enzim neve ROS tipusa

Mitokondrium Légzési komplex I és III, | O,”
Citratkor

Peroxiszoma Glikolat-oxidaz, D- H,0,

aminosav-oxidaz, urat-
oxidaz, L-o-hidroxisav-
oxidaz, zsiracil-KoA-oxidaz

Endoplazmatikus retikulum | Citokrém P450 0,
NADPH-oxi1daz

Mikroszéma NADH-oxidoreduktaz 0O,”

Citoplazma Ciklooxigenaz, lipoxigenaz, | H,O,, Oy”

xantin-oxidaz, aldehid-
oxidaz, dihidroorotat-
dehidrogenaz, flavoprotein-
dehidrogenaz, triptofan-
dioxigenaz, NAD(P)H-
kinon-oxidoreduktdz

Plazmamembran NADPH-oxidaz O,

A reaktiv oxigén vegyiiletek mindig keletkeznek a fizioldgias metabolizmus
soran, de a sejt maga is képes befolyasolni termelddésiiket példaul a mitokondriumban a
Ca”" jonkoncentracid szabalyozasaval (Batty et al., 2009). Bar a szabad gydkok és
reaktiv vegyiilek olyan patologids elvaltozasokat indukdlhatnak, mint a lipid-
peroxidacio, fehérje oxidacid vagy a DNS kérositds, de meghatarozott koncentracioban
¢s helyen termelddve a sejt fizioldgias miikodéséhez sziikséges szignalokként is fontos
szerepet toltenek be (Droge, 2002). A jelatviteli utakban betoltott szabalyozo szerepiik
is nagy reakciokészségiiknek koszonhetd, hiszen kolcsonhatasba 1épve a kiilonféle
szigndlmolekuldkkal vagy enzimfehérjékkel befolyasoljadk azok miikodését. A ROS
vegyliletek egyik legjellemzdbb reakcidja, amikor a cisztein szulfhidril csoportjat
oxidalva dimerizaciot, vagy tobb fehérjére hatva protein komplexet hoznak 1étre (Finkel
¢s Holbrok, 2000). A jelatviteli utakban ROS altal kivaltott hatdsokat négy f6 csoportba
oszthatjuk (Waldeck et al., 2009):
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-egyes transzkripcios faktorok aktivaldsaval (AP-1, NFxB, HIF-1) gyulladast
1déz elo;

-a matrix metalloproteindzokra hatva képes modositani az extracellularis matrix
fehérjéit;

-reverzibilis modon inaktival olyan protein tirozin-foszfatdzokat, mint a mitogén
aktivalt tirozin-kindzok (MAPK), amelyek egy fontos IC jelatviteli utat
képviselve végsd soron transzkripcids faktorokat aktivalnak (pl. c-myc, p38),

melyek az apoptdzist, a sejtnovekedést €s a differenciaciot szabalyozzak.

A reaktiv oxigén vegyiiletek koziil elsdsorban a stabilabb és membran
permeabilis hidrogén-peroxid, masodsorban a szuperoxid-anion t6lt be fontos szerepet a
jelatviteli utakban. Az 1. tdblazatban felsoroltak alapjan lathato, hogy szdmos enzim
képes reaktiv oxigén vegyiileteket termelni, legfobb forrasuknak mégis a NADPH-
oxiddz (NOX) tekinthetd. Az enzim miikodését eloszor a phagocyta tipusu sejtekben
ismerték fel, ahol a korokozdk elpusztitisdban van fontos védelmi funkcidja az
extracellularis tér felé nagy mennyiségben termelddd szuperoxid-anion gyoknek.
Ezekben a sejtekben a NADPH-oxiddz membranhoz kotott enzimként lelhetd fel. A
nem phagocyta sejtekben a NOX enzimnek szamos izoformaja ismert, amelyek kisebb
koncentracioban a sejt kiilonb6zd kompartmentjeiben termelve a szuperoxid-gyokot a
szigndl transzdukcioban toltenek be fontos szerepet (Hancock et al., 2001).

A reaktiv oxigén vegyiiletek szignalfunkciojanak fontos feltétele, hogy ne csak a
képzddésiik, hanem lebontasuk vagy kevéssé reaktiv vegytiletekké torténd redukciojuk
is szabalyozhatd legyen (2. dbra). A szuperoxid-anion gyok a szuperoxid-dizmutdz
szubsztratjava valva hidrogén-peroxidda alakul. A hidrogén-peroxid ,,inaktivalasanak”
legegyszerlibb mddja, ha a kataldz vizzé és molekuléris oxigénné bontja (Chance et al.,
1979). A glutation-peroxidaz pedig a hidrogén-peroxid vizz¢é és molekularis oxigénné
torténd redukcidjahoz sziitkséges hidrogént a redukalt glutation (GSH) oxidacioja révén
nyeri (Sarma és Mugesh, 2008). Az oxidalt glutationt (GSSG) a glutation-reduktaz
alakitja vissza GSH formaba, hidrogén donorként NADPH-t felhasznalva (Mannervik,
1987). A thioredoxin-rendszer hasonld elv szerint miikodik, mikdzben a thioredoxin-

reduktdz a NADP koenzimrél vonja el a hidrogént (Holmgren, 1998). Emellett azonban
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a GSSG, a GSSG-transzferdz enzim segitségével, nagy hatékonysaggal kijut a sejtekbdl,

lehetdvé téve annak eltavolitasat a szervezetbol (Batty et al., 2009).

Szuperoxid- )
dizmutaz Katalaz

0, = > H,0, > H,0+,0,
TXSH

2H" 0,
Thibredoxin-
d
! % NADPH + H'
TXS,

2GSH NADP*
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peroxidaz

uta -
duktaz
GSSG .
NADPH +H

GSSG-transzferaz

H,0 kivalasztas

2. abra: A szuperoxid-anion gyok, illetve a hidrogén-peroxid enzimatikus atalakulasi

lehetdségei (részletes leirds az abra elotti szovegben).

A ROS vegyiileteken kiviill a reaktiv nitrogén szarmazékokat is meg kell
emliteni: ezek a vegyiiletek elsdsorban a nitrogén-monoxid gyok, €s annak szuperoxid-
anionnal val6 reakcidjabol keletkezd peroxinitrit szarmazékai. A nitrogén-monoxid
gyok legfébb forrasa a nitrogénoxid-szintaz, amely az argininbdl allitja eld a nitrogén-
monoxidot, és amely szdmos mas hatdsa mellett példaul a simaizomtonus szabalyozdsan
keresztiil a vérerek atmérdjét is befolyasolja (Droge, 2002).

A Dbioldgiai rendszerek az oxidativ vegyiileteket tobbféle antioxidativ
mechanizmus utjan tartjak ellendrzésiik alatt, mivel a fokozott mennyiségben termel6do
reaktiv vegyiiletek karositva a sejteket szdmos betegség kockdzatat novelik (Halliwell
¢s Gutteridge, 2008). Az elsddleges szabad gyok fogd antioxidans védelmet az
antioxidans enzimek latjak el, de 1éteznek nem enzimatikus antioxidansok is: példaul a

mitokondrialis koenzim-Q vagy a liponsav, tovabba a korabban mar emlitett GSH. Az
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extracellularis térben a Cu?*-koté coruloplazminnak, a Fe*'-kotd transzferrinnek, az
albuminnak, a piruvatnak, a hugysavnak van jelentds antioxidans hatasa. Exogén
antioxidansok egyes vitaminok (C, E, A), a béta-karotin vagy a flavonoidok, mint
példaul a kisérleteinkben is haszndlt rezveratrol. Az antioxidansok altaldban olyan
vegyliletek, melyek reakcioba lépve a szabad gyokokkel vagy egyéb reaktiv
vegyliletekkel megakadalyozzak, hogy a sejt valamely fontos molekuldja karosodjon az

azokkal valo kolcsonhatas soran.

3.4. A sejthalal néhany jellegzetessége

A sejtek pusztuldsa a szovetek, szervek és az egész szervezet ¢letének sziikséges
velejardja, fizioldgias és patologids viszonyok kozott egyarant. Mar 1842-ben emlitést
tettek arrdl, hogy a normalis fejlodés soran sejtek pusztulnak el a szervezetben (Vogt,
1842). A XX. szazadban kutatdsok sora foglalkozott a sejtek haldlanak folyamataival,

eleinte a morfologiai, késobb egyre inkabb a biokémiai valtozasokat el6térbe allitva.

1972-ben irtdk le a sejthaldl egy sajatsagos maddjat, amely merdben eltér az
addig megismert sejtpusztulasi formatol, és szerepet jatszik az embrionalis fejlodésben,
patologias folyamatokban is (Kerr et al.,, 1972). A sejthaldl e formajanak a gorog

eredetli ,,apoptozis” elnevezést adtdk, ami magyarul levélhullast jelent.

Korabban a sejthaldl valamennyi formdjat nekrézisnak nevezték, és a szabad
szemmel is lathaté nagy tomegli sejt- és szovetelhalast is ezzel a kifejezéssel jelolték.
1972 utan a sejthalalnak mar két alapvetd formajat kiilonitették el: a nekrozist és az
apoptozist. A nekrodzis altaldban passziv folyamat, amely a sejtek viszonylag gyors
pusztuldsaval, szabalytalan szétesésével jar. A citoplazmamembran karosoddsa nyoman
a sejtalkotdk jelentds része az extracellularis térbe jut, és ott az elpusztult sejt
maradvanyai gyulladast okoznak. Altalanossdgban elmondhatd, hogy a nekrozis
valamilyen koros folyamat velejaroja, patoldgias viszonyok eredménye és/vagy okozoja

(Majno és Jorris, 1995).

Ezzel szemben az apoptdzis inkabb aktiv folyamat kovetkezménye. A
sejtciklusnak, a sejtek €letének természetes velejaroja, ugyanakkor patoldgias viszonyok

kozott is gyakori jelenség. A korai kutatdsok még csak a jellegzetes morfoldgiai
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jegyeket ismerték fel, de ma mar tudjuk, hogy az apoptdzis bonyolult és szigortian
szabalyozott intracellularis jelatviteli mechanizmusok eredményeként zajlik le (Hacker,

2000).

Az apoptozis eldnye a nekrozissal szemben, hogy nem kovetkezik be a sejt
szétesése, hanem membrannal hatarolt apoptotikus testek keletkeznek, amelyeket a
phagocytdk bekebeleznek. Igy az apoptozis nem okoz gyulladast, bar az
immunrendszert aktivalja. Lezajldsa nagyrészt energiaigényes, amit a sejt az ATP

hidrolizisével nyer (Hu et al., 1999).

Az apoptdzis a tobbsejtli szervezetek miikodésének elengedhetetlen feltétele. A
virussal fertézott €s a tumoros sejtek pusztuldsa, az eloregedett sejtek ujakra
cserélddése, vagyis a szoveti homeostasis fenntartdsa szintén apoptozissal torténik.
Nagy szdmban taldlunk apoptotikus sejteket, amikor egy szerv fizioldgias koriilmények
kozott méretében és tomegében megkisebbedik. Igy példaul a fizioldgias involtcids
folyamat fontos része, hogy a feleslegessé valo sejtek apoptozissal pusztulnak el. A

is vitathatatlan a programozott sejthaldl fontossaga (Hacker, 2000).

A tovéabbi kutatdsok a sejthaldl ujabb vaéltozatait fedezték fel, igy ma négy
alapvet6 sejthalal format ismeriink, és tovabbi szamos atipikus valtozatot kiilonitiink el.
fgy a mar kordbban emlitett apoptozis és nekrozis mellett meg kell emliteniink az

autofagiat €s a kornifikaciot (Kromer et al., 2009).

3.4.1. Nekrozis

A nekrozisra jellemzd legfobb morfologiai jegyek kozé tartozik, hogy a
sejtorganellumok duzzadasaval egyidejiileg a sejt térfogata jelentdsen megnovekszik. A
sejtmembran felszakad, melynek eredményeként annak bels¢ tartalma a kiils
kornyezetbe, az extracellularis térbe jut, és ott gyulladast indukal. A nekrézist sokaig
teljesen szabalyozatlan, véletlenszerli eseménynek tartottak, de mara mar tudjuk, hogy
egyes nekrotikus formdk kivaltasaban jelatviteli utak is szerepet jatszhatnak. A
Receptor-interacting proteint (RIP-1) szamos nekrotikus sejthalal soran sikeriilt mar
kimutatni, amelynek a sejt pusztuldsaban betoltott szignal funkcidjat jelzi, hogy

apoptdzis sordn a kaszpdz-8 inaktivalja (Galluzzi és Kroemer, 2008). Eziddig azonban
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nem sikeriilt a nekrdzisra biztosan jellemz6 biokémiai paramétert meghatarozni, ezért e
sejthaldl tipust mind a mai napig inkdbb negativ mddon, az apoptdzisra vagy mas

sejthalél formékra jellemz0 tulajdonsadgok hianyaval jellemezziik (Temkin et al., 2005).

3.4.2. Autofdgia

Az autofagia soran a sejt sajat fehérjéit és sejtalkotoit bontja le azaltal, hogy
kettds membrannal koriilvett vezikulak kialakuldsaval un. autofagoszomak jonnek létre.
Ez a citoplazmat vagy egyéb sejtalkotokat is tartalmazo kompartment a lizoszémaval
egyesiilve autolizoszomat alakit ki, amelyben az odajutott anyagok a savas hidrolazok

aktivitasa révén lebontasra keriilnek (Noda et al., 2002).

Az autofdgia dsi mechanizmus, melynek elsddleges szerepe hogy éhezés soran a
sejt, illetve a szervezet tulélését biztositsa a nélkiilozhetd sejtalkotdk lebontdsa révén.
Fontos feladata van tovabba az egész szervek egyidejli pusztuldsaval jardé események
lezajlasaban, mint amilyen példdul a rovarok vagy a kétéltliek metamorfozisa sordn a
larvalis szervek pusztuldsa. A tumoros sejtekre az autofagias aktivitds csokkenése
jellemzo, ezaltal a folyamat a talzott mértékli sejtndvekedéssel és proliferacioval
szembeni biztonsagi kontrollként is értelmezhetd. Az autofagids sejthaldl az
apoptozissal szemben a programozott sejthalal kaszpaz-fiiggetlen formajanak tekinthd

(Gozuacik ¢s Kimchi, 2004).

Morfologiailag leginkabb elektronmikroszkdppal lehet elkiiloniteni az autofagias
sejthalalt az apoptozistdl a kromatin kondenzéacid nélkiil 1étrejovo erdteljes
citoplazmatikus vakuolizacié alapjan. Biokémiai elkiilonitésre eddig csak egyetlen
fazios fehérje, a GFP-LC3 protein (Microtubule associated protein light chain 3, melyet
Green Fluorescent Proteinhez kotnek) megnovekedett mennyisége é&s sejtbeli
lokalizaciojanak meghatarozasa nyujt timpontot (Kromer et al., 2009). Az LC3 fehérje
fizioldgias koriilmények kozott oldott allapotban taldlhatdé meg a citoplazmaban, az
autophagoszéma kialakuldsakor azonban annak kettds foszfolipid membranjaban nagy
mennyiségben koncentralédik. Valojaban a GFP és LC3 génjeinek N-terminalis végét
kapcsoljak ossze és kotik Oket egy megfeleld promotor régiohoz. Az igy létrehozott

plazmid vektort mikroinjektaljak egér megtermékenyitett petesejtjeibe, amelybdl egy
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GFP-LC3 fehérjét a szoveteiben expresszald transzgénikus allat fejlodik ki (Mizushima

és Kuma, 2008).

3.4.3. Kornifikdcio

A bor hamrétegében lezajloé szarusodas az apoptdzistdl mind morfoldgiailag,
mind biokémiailag kiilonb6z6 programozott sejthalal tipus. Mig mas sejthaldl formaknal
kivanatos az elpusztult sejtek eltavolitasa, addig a kornifikacio soran elhalt sejtek fontos
védelmi szerepet toltenek be (Kromer et al., 2009). Az epidermis legfobb alkotdeleme a
keratinocyta, mely differencidcidja folyaman a bazalis rétegbdl a felszin felé vandorol.
E folyamat soran, amelynek végallapota az elszarusodott és elpusztult corneocyta, a
sejtek programozott morfoldgiai és funkcionalis valtozdsokon mennek keresztiil. Ennek
eredményeként az elszarusodott sejtben specifikus fehérjék (involucrin, keratin,
loricrin) és lipidek (zsirok, ceramidok) halmozodnak fel, amelyek biztositjdk az
elszarusodott ham funkcidjat: mechanikai ellenallas, rugalmassag, vizhatlansag

(Lippens et al., 2005).

Hasonlé folyamat jatszodik le a kérddzok eldgyomraiban, ahol a tobbrétegl
elszarusodo lapham legfelso sejtrétegei a kornifikacio soran elhalnak, de fontos védelmi

funkciot ellatva tovabra is a ham feliiletén maradnak (Galfi et al., 1992).

3.4.4. Apoptozis

Az 1972-ben Kerr altal megfogalmazott és leirt apoptozis elsdsorban
morfoldgiai jegyek alapjan hatarozta meg a sejthaldl e tipusat. A sejt lekerekedésével és
térfogatcsokkenésével kezdddd folyamat eredményeként a sejt kornyezetével valo
kapcsolata megvaltozik. E valtozasok hatterében a kaszpazok hatasara a sejtvazalakotd
fehérjék szerkezetében végbemend 4talakuldsok 4allnak. A plazmamembranon
jellegzetes kitiiremkedések (,,bleb”-ek) képzddnek, €s a sejt elvalik az extracellularis
(EC) matrix elemeitdl, valamint a szomszédos szoveti sejtektol. A kornyezd sejtektol
illetve a matrix elemeitél vald elvalas hamsejteknél kiilonésen fontos eleme az

apoptozisnak. Hiszen apoptdzis esetén kialakuld ,,sejtlevalas™ forditva is igaz, vagyis a
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hamsejt alaptol vald elszakadédsa apoptozist idéz eld. A folyamatot anoikis apoptdzisnak
hivjuk, mert fontos szabalyozo szerepe van abban, hogy az esetlegesen levalo sejtek ne

legyenek képesek metastasist képezni (Valentijn et al., 2004).

3. abra. Egy normoketonaemids szarvasmarha endometrium biopszids mintajarol
késziilt elektronmikroszkopos felvétel. A hamsejt magjaban jol lathato elektrondenz
tertiletek (nyillal jelolve) az apoptozisra jellemzd kromatindlloméany kondenzaciot és

fragmentaciot jeleznek. A kotoszoveti sejt magja ,,a”’-val, citoplazméja ,,b”-vel, a

kortlotte levo vorosvérsejtek ,,c”-vel jelolve. Sajat felvétel.

A sejtmagban a maghartya belsé oldalahoz tomorodé kromatinallomany stirtibb
anyaggd kondenzdlodik, ami elektrondenz teriiletek forméjdban jelenik meg az
elektronmikroszkdpos (EM) képeken (3. ébra). Ezzel parhuzamosan endonukledzok a
kromoszémalis DNS-t elhasitjdk: a nukleoszomak kozotti tertileten hasitva 200
bazisparnyi DNS-darabok keletkeznek (Wyllie, 1980a). Az igy kialakult
fragmentumokat gélelektroforézisnek aldvetve jellegzetes un. DNS-Iétrat kapunk. A
DNS széttoredezése az apoptdzis egyik legjellegzetesebb bélyege, és eredményeképpen

a sejtmag végiil kis, homogén darabokra esik szét (4. abra).
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4. abra: HT29R sejteken fluoreszcens DAPI magfestés utan jol lathato a

kozépen 1év0 sejt magfragmentacidja (nyillal jelolve). Sajat felvétel.

A mitokondriumok megduzzadnak vagy kondenzalédnak, membranjuk
permeabilitisa megnd. Az endoplazmatikus retikulum (ER) az apoptozis késdi
szakaszaban  kitagul, citoplazma-vakuolumok  képzdédnek, ¢és a  legtobb
membranstruktura kondenzacidja, depolimerizélddasa figyelhetd meg. A folyamat
végén létrejovo apoptotikus testek olyan, membrannal hatarolt, valtozatos méretli és
Osszetételli vezikuldk, amelyek az elpusztult sejt anyagait tartalmazzak. Az apoptotikus
testeket az apoptdzis soran transzlokdlodott plazmamembran veszi koril, melynek
foszfatidil-szerint tartalmazd belsé rétege kertil kiviilre, kemotaktikus ingert

szolgaltatva ezzel a phagocytadknak (Kerr et al., 1972; Hacker, 2000).

3.5. Biokémiai valtozasok és jelatviteli utak az apoptozisban

3.5.1. Kaszpdz-fiiggd utak

Az apoptozis folyamatdban kozponti szerepet toltenek be a kaszpaz (cisztein-
aszpartat-specifikus protedz) enzimek, amelyek aktiv kotéhelyén cisztein talalhatd és az

aszparaginsav mellett hasitjak el csaknem szaz kiilonféle szubsztratjukat: tobbek kozott
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a DNS-javité enzimeket, mint példaul a PARP; a nukleéris laminokat, ezaltal biztositva
a magfragmentaciot; citoszkeletdlis komponenseket, mint az aktin és a gelsolin
(Kothakota et al., 1997).

Az inaktivalds mellett szamos molekulat aktivalni képesek, példaul onmagukat
is autokatalizis utjan, igy beinditva a kaszpdz kaszkadot, illetve mdas un. effektor
kaszpazokat. Valamennyi kaszpaz inaktiv zimogénként termelddik, az iniciator
kaszpazoknak jellemzden nagyobb és Osszetettebb Un. prodoménjiikk van, amelyek
levalasaval aktivalodik az enzim. Aktivaljak még az endonukledzokat (kaszpéaz-aktivalt
DNaz) azéltal, hogy elhasitjadk annak inhibitorat, igy utat engedve a DNS
fragmentalodéasanak (Li et al., 2001).

Az emberben Osszesen 14 féle kaszpaz enzimet ismertink, melyek koziil a
kaszpaz-8 és kaszpaz-9 mas kaszpazokat elhasitva inditja be a kaszkadot, ezért ezeket
inicidtor kaszpazoknak nevezziikk. Az effektor kaszpazok, mint példaul a kaszpaz-3,

ezzel szemben mas sejten beliili fehérjék hasitasat végzik.

Az apoptdzisnak két jellegzetes utja lehet attol fiiggden, hogy kiilsd vagy bels6
szignalok inditjdk be a sejthalal folyamatat: az extrinsic €s intrinsic ut. Ezek az utak

egymastol fiiggetleniil, de egyszerre, egymast erdsitve is lejatszodhatnak.

3.5.1.1. Az extrinsic ut

Az extrinsic vagy receptoridlis ut valamilyen kedvezotlen kiilsé koriilmény, és
ezt kovetden egy ligand receptorhoz kotddése hatdsara indul be. Ezeket a ligandokat

altalaban az immunrendszer sejtjei bocsatjak ki.

Két 6 ,halalreceptor”-tipus talalhaté a citoplazmamembranon, a FasR (Fas-
receptor) €¢s a TNFR (Tumor Nekrézis Factor a-1 receptor), melyek mindegyike
jellegzetes trimer szerkezetet alkot a plazmamembranban (Wajant, 2002). Ezek a
receptorok csak akkor 1épnek miikodésbe, ha megfeleld ligand kapcsolddik hozzajuk,

ami a macrophagok altal termelt FasL (Fas-ligand) illetve a TNFa.

A receptornak a membran belsd oldalan 1év6 intracellularis doménjeihez
kapcsolédik a FADD (Fas-associated death domain) vagy a TRADD (TNFRI1-
associated death domain) (Cheng et al.,, 2002) molekula, amelyek a receptorhoz

kotodott liganddal és a prokaszpaz-8 enzimmel kozdsen alkotjak az un. DISC-et (Death-
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inducing signalling complex). A DISC molekulakomplex kialakuldsaval elhasad a
prokaszpaz-8 ¢és létrejon az aktiv kaszpaz-8, amely elinditja a kaszpaz-kaszkad
autokatalitikus reakcidsorat, valamint pro-apoptotikus faktorok (Bid) aktivaciojat is
serkenti (Beg et al., 1996) (5. abra). A Bid (BCL-2 interacting domain) faktor
elhasadasaval 1étrejon a hasitott Bid (tBid — truncated Bid), mely a mitokondriumba

jutva tovabbi apoptotikus faktorok felszabaduldsat idézi elo.
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5. abra: A receptorialis vagy extrinsic apoptotikus it menete (a magyaraztot lasd az

abrat megel6z6 szovegben).

Az immunrendszer sejtjei nemcsak a receptorialis titon, hanem a sejtmembrant
atlyukaszto perforin enzimjiik segitségével is képesek granzyme-B molekulat juttani a

sejtbe €s igy kozvetleniil is aktivalni a kaszpazokat (Hacker, 2000).
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3.5.1.2. Az intrinsic ut

Az intrinsic ut a sejt homeostasisanak stulyos fokt megvaltozasakor (pl. redox
allapot, pH) vagy a genom irreverzibilis sériilésekor (pl. virusfert6zés, sugarzas) indul
be. A folyamatban kiemelt szerepe van a mitokondriumoknak, ezért mitokondrialis
utnak is szoktdk nevezni. Ennek bonyolult szabalyozasaban nagy szerepet jatszanak
kiilonféle pro- és anti-apoptotikus faktorok, amelyek a Bcl-fehérjecsaladba (B cell
lymphoma) tartoznak. Az apoptozis kezdetén a pro-apoptotikus faktorok (Bak, Bax) a
mitokondrium kiilsé membranjaban csatornakat hoznak Iétre, emiatt megnd a membran
permeabilitasa €s citokrom-c molekuldk jutnak ki a citoplazméaba (Van der Heiden et

al., 1997).

Ezzel egyidejlileg a mitokondrium belsé membranja depolarizalodik, és a
szabadda valé citokrom-c a citoplazmaba keriilve a prokaszpaz-9, Apaf-1 (Apoptotikus
protedz aktivald faktor-1) és ATP molekuldkkal egyiitt az apoptoszomat hozza létre. Az
Apaf-1 proteolitikus hasitds eredményeként aktiv kaszpaz-9-cé alakitja a prokaszpaz-9-
et, mikdzben az ATP és/vagy a dATP hidrolizalédik (6. dbra). A kaszpaz-9 ezutan a
prokaszpaz-3 enzimet hasitva aktivalja azt, és ezzel beinditja a kaszpaz-kaszkadot (Li et

al., 1997; Saleh et al., 1997; Acehan et al., 2002).
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6. abra: A mitokondridlis vagy intrinsic apoptotikus ut menete a citoplazmaban (a

magyaraztot lasd az dbrat megeldz6 szovegben).

Az intrinsic Ut beinditasara képes hatasok gyakran kozvetleniil is karositjadk a
sejtet és annak orokitdanyagat. A DNS karosodéds eredményeként egy javitd (repair)
enzim, a PARP aktivalodik és a sejt tartalék ATP molekuldinak elhasznalasaval
igyekszik a sériilt maganyagot helyreallitani. Mivel a pusztulé sejt szamara mar
felesleges a karosodott molekuldk javitasa, ezért a fiziologias apopt6zis soran a PARP a

kaszpaz-3 szubsztratjava valva elhasad és inaktivalddik.

Az intrinsic ut kezdetén kialakuldé megnovekedett mitokondrium membran
permeabilitds a mitokondrium depolarizacidjat is okozza, aminek eredményeként a
metabolikus folyamatok is zavart szenvednek ¢és fokozott szabad gyok képzddés

indulhat be. Igy a mitokondrium kérosodasa a szabad gyok képzés fokozodasaval is
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jarhat, vagy mas oldalrol a fokozott szabad gyok képzddés is eldidézheti a

mitokondrium karosodasat.

Ismeretes, hogy a p53 tumorszuppresszor gén, illetve az altala kodolt fehérje,
fontos szerepet tolt be az apoptdzis indukcidjdban. Ha a DNS sériil, a p53
koncentracidja megemelkedik a citoplazméaban, és a proapoptotikus Bax faktor
termelésének fokozasaval, valamint az antiapoptotikus szignalok (Bcl-2) csokkentésével
meginditja az apoptozis mitokondridlis utjat. Emellett tobb Fas-receptor jelenik meg a

sejthartyan, ezaltal serkentve az extrinsic utat is (Schuler és Green, 2001).

3.5.2. A kaszpaz-kaszkad és kovetkezményei

Az extrinsic Ut soran a kaszpaz-8, mig az intrinsic 0t soran a kaszpaz-9 aktivalja
a prokaszpaz-3 enzimet, a két ut tehat ezen a ponton Osszekapcsolddik. Az aktivalt
kaszpaz-8 vagy kaszpaz-9 elhasitja a prokaszpdz-3-at ¢s kialakul a kaszpédz-3, majd
sorban aktivalodik a kaszpaz-7 és a tobbi kaszpdz. Az effektor kaszpaz-3 aktivalja a
DNS hasitasat végzé Ca>'/Mg*'-fiiggd endonukledzt, a CAD-ot (caspase-activated
DNAse) azaltal, hogy inaktivalja az azt gatld és a citoplazmaban tartdé ICAD (inhibitor
of CAD) molekulat (Janicke et al., 1998). A CAD szabadda valasaval az a sejtmagba
kertil, ahol elhasitja a DNS szalakat.

Az effektor kaszpazok tilnyomorészt a citoplazmaban miikodnek, de szdmos
magbeli fehérjét is hasitanak, mint példaul a javitoenzim PARP-ot és a sejtmag
integritasaért felelds laminokat (Liu et al., 1997). A sejtvaz lebontdsa is nagyrészt
kaszpaz-kozvetitett folyamat, amelynek sordn az ATP-hidrolizis mellett szdmos
struktarfehérjét (pl. aktin, fodrin, gelsolin) is elhasitanak, valamint aktivaljak a sejtvazat
lebontd enzimeket és a kiilonféle szabalyozo szerepli protein-kindzokat (Kothakota et
al., 1997). A kaszpazok miikodése eredményezi a ,,bleb”-ek kialakuldsat is, hiszen
serkentik az aktin-miozin komplex szabéalyozasaért felelés MLCK-t (Miosin light chain
kinase), a kovetkezményesen mikddésbe 1€pd aktin-miozin komplex pedig l1étrehozza a

kitiiremkedéseket (Coleman, 2001).

Az apoptdzis soran — szintén kaszpaz-medialt folyamat eredményeként — a
fiziologiasan a sejtmembran belsd oldalan lokalizdlédd foszfatidil-szerin (PS) és

foszfatidil-etanolamin a kiils6 membranfelszinre keriilnek, transzlokalédnak, ami
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specifikus apoptotikus bélyegnek tekinthetd. Ezek a molekuldk az Un. ,,eat me” szignalt

biztositjak a phagocytdk szdmara (Emoto et al., 1997).

A folyamat zard Iépéseinek, az apoptotikus testek kialakulasanak és a
citoplazma-vakuoldk képzddésének, molekuldris hattere még kevésbé tisztazott, de

feltehetden nagyrészt szintén kaszpaz-medialt (Héacker, 2000) eseményekrdl van sz6.

3.5.3. Pro-apoptotikus és anti-apoptotikus faktorok

Az apoptdzis kozponti szabalyozdsaban lényeges szerepet tolt be a Bcl-2
csaladba tartozé csaknem 20 kiilonb6z6 fehérje. A csoport elsd tagjat 1988-ben fedezték
fel follikularis B-sejtes lymphomékban, ahol jelentds expresszidjaval gatolta a
daganatosan transzformalt sejtek apoptozisat (Vaux et al., 1988). Az azota eltelt idoben
szamos, a csaladba tartozo fehérjét irtak le, amelyek szerepe a mitokondrium
membranstabilitdsdnak fenntartdsa €s a pro-apoptotikus proteinek gatldsa. Tagjaikat
harom funkcionalis csoportba oszthatjuk (Blaineau és Aouacheria, 2009) (2. tablazat).

A sejt sorsat az apoptdzist gatld anti-apoptotikus faktorok és az apoptodzist
indukdlé pro-apoptotikus faktorok ardnya hatirozza meg. Az anti-apoptotikus
molekuldk hatasukat ugy fejtik ki, hogy fehérjeparokat képezve a sejthalalt kivalto
tagokkal gatoljak azokat. A parképzés soran az egyik fehérje BH3 doménje a masik
fehérje BH1, BH2, BH3 ¢és BH4 doménje altal képzett zsebbe illeszkedik. A sejthalalt
kivalté Bax és Bak fehérjék — amennyiben nincsenek gatolva — a mitokondriumba jutva
membrancsatornat képeznek, amelyen keresztiil a mitokondriumbdl képes kijutni a
kaszpaz-rendszert aktivald citokrém-c. A csak BH3 domént tartalmazd fehérjék
elosegitik a Bax/Bak proteinek csatornat 1étrehozd képességét oly modon, hogy BH3
doménjiikkel a véddtagok zsebébe illeszkedve a gatldé parokbol felszabaditjak a

sejthalalt kivalto tagokat (Dejean et al., 2006).
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2. tablazat: A Bcl-2 fehérjecsaladba tartozo anti- és pro-apoptotikus faktorok
csoportositasa, a legismertebb példak az egyes csoportokra és vazlatos szerkezeti

felépitésiik

Anti-apoptotikus faktorok | Bcl-2

[ T N
Bel-xg.
BH4 BH3 BH1 BH2
Pro-apoptotikus faktorok | Bax . S BN .
(tobb doménbdl allo) Bak
BH3 BH1 BH2
Pro-apoptotikus faktorok | Bid I - I
(csak BH3 domén) Bad
BH3
Noxa
Puma
Bim

Az anti-apoptotikus tagok potencidlis onkogének, allandé magas expresszidjuk
tumoros transzformacidhoz vezet, mig a pro-apoptotikus tagok tumor szupresszorok,

mutacidjuk emiatt gyakori a daganatos betegségekben.

3.5.4. Kaszpaz-fiiggetlen utak

Az apoptdzisnak vannak kaszpazoktol fliggetlen utjai is, amelyek nagyrészt a
mitokondriumokhoz kotddnek (van Loo et al.,, 2002). Az AIF (apoptosis-inducing
factor) a nyugvo sejtekben a mitokondriumban a két membran kozotti térben tarolodik,
¢s a Bak, Bax, Bid pro-apoptotikus faktorok hatdsara a magba vandorol és kaszpazoktol
fiiggetlentil beinditja a kromatin kondenzéalodast és a DNS fragmentalddast (Cande et
al., 2002; Cregan et al., 2004).

Az intrinsic ut meginduldsakor a citokrém-c mellett AIF, valamint endonukleéz-
G szabadul ki a mitokondriumbdl a citoplazmaba, amelyek a kaszpaz-fiiggetlen utakban
jatszanak kulcsszerepet (Chiarugi, 2005). Ez utébbi molekula szintén nuklearis

elvaltozasokat, DNS-fragmentaciot idéz eld (Li et al., 2001).
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A PARP enzim a DNS hibdinak kijavitdsaban vesz részt, nagy mennyiségben
azonban a mitokondridlis AIF-kibocsatas serkentésével apoptozis beinduldsahoz is
vezethet (Yu et al., 2002; Alano et al., 2004; Cipriani et al., 2005). Az enzim egyuttal a
kaszpazok egyik szubsztratja is, tehat az kaszpazfiiggd utakban is szerepet jatszik

(Scovassi et al., 2004).

3.5.5. Az apoptozis energiafiiggése, dtmenete nekrozisba

Az apoptdzis szamos ponton igényel energiat ATP formajaban. Az apoptoszoma
kialakulasdkor ATP vagy dATP kapcsolddik az APAF-1-gyel, s igy aktivalodik a
kaszpaz-9 (Hu et al., 1999). Energiaigényes a citoplazmaban lokalizalédé molekuldk
(pl. CAD), apoptotikus faktorok intranuklearis transzportja (Yasuhara et al., 1997),
valamint az apoptdzist szabalyoz6 valamennyi proteaz-kinaz aktivalasa és miikodése
szintén ATP-t igényel. A mitokondriumokban az intrinsic Ut kezdetén lejatszodo
valtozasok hasonloképpen energiaigényes folyamatok (Eguchi et al., 1999).

Ha egy sejtnek nem 4ll rendelkezésére a sziikséges ATP mennyiség, akkor az
apoptdzis helyett nekrotikusan pusztul el. Ezen hipotézis szerint tehat a rendelkezésre
allo energia lehet a meghatarozd az apoptodzis €s nekrozis kozotti ,,dontésben” (Leist et
al., 1997, Nicotera és Melino, 2004). Valoészini, hogy az apoptdzis programja csak a
kezdeti 1épésekhez igényel ATP-t, mivel abban az esetben, ha csak mintegy 1,5-2 éraval
a kivaltd stimulus utan vonjdk meg az ATP-t, akkor a folyamat mar nem megy at
nekrdzisba (Chiarugi, 2005). Ha pedig a mar éppen beindult apoptdzis megy at
nekrozisba, akkor az elhaldsos folyamatok jéval lassabban mennek végbe, mint az
6nallo nekrdzis soran. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a nekrdzis bizonyos torténései
szintén szabalyozottak, €és nem csupan a sejt passziv 6sszeomlasarol van sz6 (Chiarugi,

2005).

Abban az esetben tehat, ha a szervezet energiaellatottsiga nem kielégitd, a
szoveti homeostasis fenntartdsa érdekében fiatalabbakra cserélédd sejtek nagyrészt

nekrozissal pusztulnak el, ami patologids folyamatok kialakuldsat eredményezheti.

Ma mar tudjuk, hogy az apoptozis és a nekrozis nem kiiloniil el élesen
egymastol, egymasba is atalakulhatnak, emiatt célszeriibb tehat apoptdzis-szeri €s

nekrézis-szeri sejthalalrdl beszélni (Kromer et al., 2009).
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A korabban targyalt intrinsic apoptdzis egyik gyakori kivaltgja a DNS primer
kérosodasat is eredményezd szabad gyok képzddés. A DNS kérosodas noveli a PARP
tulzott aktivitasat. Az enzim a DNS szal szintéziséhez jelentés mennyiségii NAD -ot
hasznal, melyet ADP-ribdzra €s nikotinamidra hasitva ADP-rib6z polimereket épit fel.
A NAD" reszintézise ATP igényes folyamat, ezért az apoptdzisban 1évé sejt ATP
koncentracidja olyannyira lecsokkenhet, hogy a kaszpaz kaszkad rendszer miikodése
zavart szenved (de Murcia et al., 1994). Ha az apoptotikus Ut megszakad, akkor a
karosodott sejt az energiat nem igényld nekrdzisban pusztul el. A poli-ADP-ribdz-
polimeraz az apoptdzis lezajlasa soran altalaban a kaszpaz-3 szubsztratjava valik, és egy
89 ¢és 24 kDa darabra hasadva inaktivalddik, utat engedve az apoptozis zavartalan
lefolyasanak (Boulares et al., 1999). Azonban ha aktiv marad, vagyis nem hasad el,

nekrozis alakul ki.

3.5.6. A sejthaldl szerepe a szoveti involucioban

A szoveti strukturdk lebontdsdban és atépiilésében fiziologids koriilmények
kozott is nagy jelentdsége van a sejthaldlnak. A szoveti involucid szédmos
¢letszakaszban természetes velejardja a szervezet miikodésének, példaul a thymus, az
emlok vagy a méh vemhesség utani atalakulasa. Ha egy szerv mérete €s tomege
jelentdsen megkisebbedik, akkor a sejtek tobbsége fizioldgias koriilmények kozott

apoptdzissal pusztul el.

Amikor a thymus elveszti a T-lymphocyték érésében betoltott szerepét, jelentds
atalakulason megy keresztiil, a szerv atrophizal €s sejtjei apoptozissal pusztulnak el. A
eld (Cidlowski et al., 1996; Wyllie, 1980b). A folyamatot a Bak serkentd, ¢s Bcel gatlo
faktorok, valamint rajtuk keresztiil a citokrdm-c medialjak, tehat alapvetden az intrinsic
ut aktivaldsa jatssza benne a {6 szerepet. Melatoninnal az apoptdzis, és vele a thymus
involucidja meggatolhatd (Hoijman et al, 2004). A melatonin élettani hatdsat
antioxidans aktivitasan, illetve melatonin receptoron keresztiil képes kifejteni. A
gliikokortikoid receptor egy 90 kDa-os heat shock proteinhez kapcsolddik, amely
receptor kotddés esetén levalik és a magba vandorolva egy transzkripcids faktort

aktival. Ennek eredményeként fokozodik a proapoptotikus (Bax) fehérjék expresszioja
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¢s apoptozis jon Iétre. Feltételezziik, hogy a melatonin a heat shock protein
gliikokortikoid receptoroktol valo levalasat gatolja meg, igy nem tud gliikokortikoid
hatas kialakulni (Asainz, 1999).

Hasonlé involucids folyamatok zajlanak le ellés utdn az uterusban is. A
méretében és tomegében is megndvekedett vemhes méhnek ugyanis vissza kell nyernie
vemhesség elotti allapotat. A folyamat soran a frissen ellett tehén 9 kg-os méhe
megkozelitdleg 1 honap alatt 1 kg-ra épiil le, ami 90%-o0s tomegvesztést jelent. A sejtek
nagyrészt apoptozissal pusztulnak el, a méh interstitialis dllomanyanak elbontasaban
pedig a kollagenaz és kiilonb6z6 proteazok vesznek részt. Az involicid soran
keletkezett szovettormelék végiill lochia forméjaban tavozik a méhkontrakciok

eredményeképpen (Youngquist et al., 2007).

Ismeretes, hogy a carunculdk felszini rétegei degenerativ valtozasokon mennek
keresztiil, és végiil elhalva levalnak az endometrium feliiletérdl (Noakes et al., 2001). A
carunculdk kozti teriileteken egyidejlileg megkezdddik az endometrium regeneracioja,
mely soran 0jjaépiil az extracellularis matrix, valamint a sejtosztodas és az apoptdzis
egyiittes hatasaként megujul az endometrium, ¢s visszatér a vemhesség elétti allapotaba

(Takamoto et al., 1998).

A tehenek megfeleld energia-egyensulya a puerperium iddszakdban kozponti
kérdés. A tejtermelés beindulasa komoly metabolikus terhet jelent, kiilonosen a
tejhasznositasu tehenek szamara. Az ellés utani iddszakban az allat energiaigényének
fokozodéasa elsdsorban a gyorsan novekvd tejtermelés sziikségletével magyarazhato,
ugyanakkor a szarazanyag-felvétel nem novekszik ezzel aranyos mértékben, igy negativ
energia-egyensuly (NEB) alakul ki. Energiahidny esetén az 4llat sajat tartalékait olyan
modon mozgodsitja, hogy fokozodik a zsirmobilizacid, amelynek hatasara nd a
vérplazméban a NEFA (Non-esterified fatty acid, szabad zsirsav) koncentracidja.
Sulyosan energiahidnyos éallapotban a megvaltozott metabolikus folyamatok hatasara
ketontestek — B-hidroxi-butirdt (BHB), acetecetsav, aceton — jelennek meg a vérben, és

hyperketonaemia, majd ketdzis alakulhat ki.

Az ellés utani iddszakban gy a novekvod tejtermelés, mint a méh apoptotikus
sejtelhalassal kisért involacidja energiaigényes folyamat. A NEB Iétrejotte tehat részben
e folyamatok rendellenes lezajlasdhoz és/vagy szamos egyéb klinikai és szubklinikai

korkép kialakulasdhoz vezethet: ketozis, zsirmdj szindréma, szaporodasbioldgiai
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zavarok, puerperalis metritis (Kulcsar et al., 2005). A méh involticidja sordn zajlod
energiaigényes folyamatok azt valdsziniisitik, hogy NEB esetén gyakrabban
alakulhatnak ki e sz6vodmények, mivel kelld mennyiségli ATP hianyaban az apoptdzis
atmehet nekrozisba (Chiarugi, 2005), amely nagy tomegl sejtelhalas esetén sulyos foku

gyulladas kialakuldsdhoz, vagyis puerperalis metritishez vezethet.

3.5.7. Az apoptozis kimutatasanak néhdany maodszere

Napjainkban mar szamos modszer all rendelkezésre az apoptdzis kimutatésara.
Ezek kozott azonban még mindig kevés olyan akad, amely onmagaban teljes
specificitast biztosit. Az apoptdzis kimutatdsanak nehézségei abban rejlenek, hogy
eltérések vannak az apoptdzis menetében a sejtek, sejttipusok kozott, valamint egyes
reagensek a korai stddiumban, mig masok a késdi szakaszban mutatnak ki bizonyos
molekuldkat. Tovabbi probléma, hogy szdmos moddszer alkalmazasa soran pozitiv
eredményt adnak a nekrotikus sejtek is. A bizonytalansagok azonban tobb kimutatasi

modszer parhuzamos alkalmazéaséaval jol kivédhetdk (Kromer et al., 2009).

Kilonos nehézséget okoz tovabba a fixdlt szovetmintdk vizsgalata. A
sejttenyészetekben alkalmazott kimutatasi modszerek nem mindig alkalmasak intakt
szovetek tanulmanyozasara, ¢és kiilonbségek lehetnek az apoptotikus program
lefutasaban is az eltérd szovetféleségek kozott. A szoveti kimutatas tovabbi nehézsége,
hogy az apoptotikus testeket a phagocytdk gyorsan eltavolitjak, igy az apoptozis
»hyomai” csak rovid ideig figyelhetdk meg (Willingham, 1999).

3.5.7.1. Mikroszkopos megfigyelés

Az apoptotikus sejtek morfologiai valtozdsai, mint amilyen a lekerekedés,
elszakadds a  kornyezettdl, ,blebbing”, sejt zsugorodds, sejttenyészeten
fénymikroszkopos megfigyeléssel nagyon jol kovethetok. Az apoptdzis kimutatasanak

¢s vizsgalatanak tehat ez az egyik legjobb modja (Willingham, 1999).
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3.5.7.2. A transzlokalodott foszfatidil-szerin annexin V modszerrel valo kimutatasa

Az apoptdzis soran bekdvetkezd membranfoszfolipid-transzlokacié a foszfatidil-
szerinhez (PS) kotddd, fluoreszcens festékkel jelolt annexin V molekulak segitségével
lehetdvé teszi az apoptdzis kimutatdsat, gy fluoreszcens mikroszkopia, mint dramlasi
cytometria segitségével. A foszfolipidek mar az apoptdzis korai szakaszdban, még a
DNS fragmentdlodasa elott a kiils6 membranfelszinre keriilnek, tehat a modszer
alkalmas a kezdeti apoptozis kimutatasara is (7. dbra). Nem minden esetben tekinthetd
azonban teljesen specifikusnak, hiszen nekrotikus sejtekbdl is kijuthat PS a cytolysis

eredményeként (Zhang et al., 1997; van Engeland et al., 1998).

20 um

A B

7. abra: Caco-2 sejteken Annexin V ¢és egyidejii DAPI festéssel kimutatott apoptdzis.
Az ,,A” képen a PS transzlokaciot jelzdé Annexin V kotddés figyelheté meg mindegyik
sejten. A ,,.B” képen ugyanezen sejtek sejtmagja lathato DAPI festéssel. Dr. Németh

Edina felvétele.

3.5.7.3. A sejtmag kromatinjanak specifikus festése

A sejtmag kromatindllomanydnak festése ép sejtekben csak olyan, kis
molekulatomegi, lipofil festékekkel (pl. Hoechst 33258) lehetséges, amelyek konnyen
atjutnak a viszonylag kis permeabilitasti sejtmembranon, és specifikusan a kromatin
allomanyhoz kotddnek. Mas festékek, mint példdul a 4,6-diamidino-2-indofenol

(DAPI), vagy a propidium-jodid (PI) hidrofil karakteriiek, ezért azok csak a mar
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kérosodott sejthartyan juthatnak at. A kromatint ilyen moédon megfestve, nyomon
kovethetévé valnak a morfoldgiai valtozasok, igy a DNS-fragmentacio is. Az apoptdzis
veégsod szakaszaban a sejthartya atjarhatova valik, ezzel szemben a nekrotikus sejtek PI-
dal (vagy DAPI-val) méar a nekrozis kezdetén is festddnek, igy a mddszer alkalmas arra,
hogy elkiilonitsik az apoptotikus ¢s nekrotikus sejteket. A kromatinfestés
sejttenyészetek ¢és fixalt szovetek esetén is viszonylag hatékonynak bizonyult

(Willingham, 1999).

3.5.7.4. Gélelektroforézis

Az apoptdzis egyik fo jellegzetessége a DNS szabdlyos fragmentalodasa. A
nukleinsav kivonasa utan gélelektroforézissel jellegzetes, létraszerii rajzolat jelzi az
apoptozist, ez a DNS-Iétra. A moddszer igen €rzékeny: mar néhany apoptotikus sejt

jelenléte pozitiv eredményt hoz (Willingham, 1999).

3.5.7.5. In situ end-labeling (ISEL) modszerek

Ezeknek a — fixalt szoveteken is jol alkalmazhaté — modszereknek a 1ényege,
hogy a feldarabolddott, szimpla szalu DNS-szakaszok 3’-OH végéhez jelzett szabad
nukleotidokat (Frankfurt et al., 1996) kotnek. Ilyen mddszer a TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end-labeling) és az ISNT (in situ
nick-translation). Az el6bbi sordn termindlis-transzferdzt adunk a rendszerhez, az

utobbindl pedig E. coli altal termelt DNS-polimerazt (Gavrieli et al., 1992).

Ezeknek a modszereknek a hatranya viszont, hogy esetenként a nekrotikus
sejtekre is jellemzdoek a szabad 3’-OH nukleinsav-végek, igy a pozitivitds nem
tekinthetd teljesen apoptdzisra specifikusnak. El6fordul hamis festddés az alkalmazott
sejt- €s szovettartdsitasi moédok, médiumok miatt is, amelyek szintén eldidézhetik a
DNS fragmentaldédasat, de akar hamis negativ eredményt is okozhatnak (Negoescu et
al., 1996; Negoescu, 1998). Annak érdekében, hogy a szabad végek elérhetdek legyenek
a jelzett nukleotidok szdmara, ajanlott el6zbdleg protedzos kezelésnek aldvetni a mintat.

Ez a miivelet azonban szintén befolydsolhatja az eredményt.
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3.5.7.6. Kaszpazok vizsgadlata

Az apoptozis intracellularis biokémiai folyamatainak megismerése szdmos uj
kimutatasi elv kialakitasat tette lehetové. A kaszpazok szubsztratjai — elleniik
termeltetett ellenanyagok segitségével — kimutathatok. Az egyik legelterjedtebb ilyen
modszer a kaszpaz-3 4altal elhasitott PARP enzim 85 kDa fragmentumanak kimutatasa
(Willingham, 1999) (8. abra). A masik meghatarozasi lehetdség olyan ellenanyag
hasznalata, mely a kaszpdz egyik elhasitott darabjahoz kapcsolodik (Srinivasan et al.,
1998). Mindkét modszer jol alkalmazhatd fixalt szoveti sejtek vizsgalatara is. Az
aktivalodott  kaszpazok  specifikus  szubsztratjaik alkalmazasaval, biokémiai

modszerekkel is lathatova tehetok.

20 um

8. abra: HT29R sejteken az elhasitott PARP fragmentum (85 kDa) elleni antigénnel
(piros) és egyidejii DAPI (kék) festéssel kimutatott apoptdzis (nyillal jelolve). Sajat

felvétel.

Kifejlesztettek olyan antitestet is, amely a ,,bleb” képzddéshez és a sejtvaz

leépiiléséhez vezetd aktin kaszpaz-medialt lebontdsanak egyik termékére, az un.
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fraktinra specifikus (Yang et al., 1998). Bar ilyen ,,bleb”-ek apoptdzistol fiiggetlendil is

1étrejohetnek, a modszer szintén igéretesnek tlinik fixalt szovetmintak esetén.

Az apoptozis soran keletkezd termékek, szubsztratok stb. ellen termelt antitestek
mind-mind Ujabb modszereket jelenthetnek, és a biokémiai folyamatok pontosabb

felderitése szamos 0j kimutatasi mod kidolgozasat teszi lehetové.

3.5.7.7. Mitokondrialis modszerek

Az intrinsic ut a mitokondriumok kiils6 membranja permeabilitasanak hirtelen
megnovekedésével, €s a citokrom-c citoplazméba jutasaval kezdodik. A citokrém-c
sejtbeli lokalizaciojanak meghatdrozasa tehat mar a folyamat kezdetének pillanatdban
alkalmas az apoptozis kimutatdsara. Bizonyos modszerek azon alapulnak, hogy a
citokrom-c  kidramlas kozben bekovetkez6 konformaciovaltozasat mutatjadk ki
(Jemmerson et al., 1999). Szamos més mitokondrialis antigén megjelenése a citoszolban
szintén felhasznalhatonak tlinik arra, hogy pl. d&ramlasi cytometridval kimutassuk azokat

(Koester et al., 1997). Mérhetd tovabba a mitokondriumok polarizaltsaga is.

Fixalt szovetekben azonban ezek a mddszerek egyelore nehezen alkalmazhatok.
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4. Kisérletek

4.1. A butirat altal indukalt sejthalal és differenciacio osszefiiggésben van a

kiillonb6z6 ROS mintazatokkal HT29-eredetit human vastagbélrak sejtekben

4.1.1. Bevezetés és célkitiizés az adenocarcinoma sejtvonalakkal végzett kisérletekhez

A humdn eredetii colorectdlis adenocarcinoma differencidlatlan sejtjei jol
modellezik a vastagbél daganatosan transzformalt hamsejtjeinek tulajdonsagait. Az
altalunk 1s hasznalt sziildi HT29 vonalbdl a tartds tenyésztés sordn tovabbi torzseket
izolaltak: a HT29-12 és a HT29-21 metothrexatra és S-fluorouracilra rezisztens
szubklonokat (Lesuffleur et al., 1998). A HT29 vonalak kiilonféle kiilsd hatdsra —

példaul gliikkéz megvonas, butirdt kezelés — differencialodni képesek.

A butirat indukalta proliferaciogatlas, sejtlevalas és sejthaldl tertiletén végzett
vizsgalataink sordan nekiink is sikeriilt egy stabil HT29 szubklont izolalnunk, mely
feltinden kiilonbozden viselkedett a sziiloi HT29 torzst6l a butirdt indukalta
sejtdifferenciacio szempontjabdl, de igen érzékeny volt a butirdt hatasara kialakuld
sejtlevalasra és sejthaldlra (Galfi et al., 2002; Galfi et al.,, 2005). Ezt a HT29R
sejtvonalat modellként hasznaltuk fel, hogy megvizsgaljuk a butirat hatasdra megindulo
szabad gyok, illetve ROS termelést, 0sszefiiggésben a differenciacidval és a sejthalallal.
Szamos tanulmany leirta mar, hogy a daganatos sejtekben butirat, illetve mas hiszton-
deacetildz inhibitorok 4altal kivaltott sejthaldl kapcsolatban van a ROS szint
emelkedésével (Giardina és Inan, 1998; Ruefli et al., 2001; Rosato et al., 2003; Moreire
et al.,, 2003; Ungerstedt et al., 2005). Mindazonaltal a ROS ezen folyamatokban
betoltott szerepe maig tisztazatlan. A tenyésztett vastagbélhdmsejtek millimolaris butirat
koncentracioval vald kezelése hiszton-acetilaciot valt ki, ezaltal a génexpresszid
megvaltozasa, a proliferacid gatlasa, a sejtciklus leallasa, valamint differencidcié és a
sejthalal indukcidja kovetkezik be (Csordas, 1995; Kruh et al., 1995; Burgess et al.,
2004; Lindemann et al., 2004).
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Kisérleteink célja az volt, hogy Osszefiiggést talaljunk a kiillonb6zd redox
paraméterek ¢s a butirat altal indukalt differenciacio, sejtlevéalas, valamint sejthalal
kozott azaltal, hogy 0Osszehasonlitjuk a differenciaciéra nem hajlamos, de erdsen
sejthalal-érzékeny HT29R sejtvonalat a differencidciora hajlamos és joval kevésbé
sejthalal-érzékeny HT29-12 és HT29-21 szubklonokkal. Ennek érdekében eldszor
meghatdroztuk a butirdt hatdsara kialakuld proliferaciogatlast, differenciaciot,
sejtlevalast és sejthalalt a HT29R és HT29-21 sejteken. Meghataroztuk (i) a butirat
koncentraci6 fiiggvényében kialakulo intracellularis szabad gyok szinteket ESR
spektroszkopiaval, (ii)) a ROS kialakulast DCF (2,7-dichlorofluorescein-diacetate)
oxidacidval, (iii) a H,O, termelést fenolvoros maédszerrel, (iv) a GSH/GSSG ardnyt és
(v) a redoxpotencialt. Tovabbi célunk volt feltdrni, hogy a differencidciéra nem
hajlamos HT29R sejtek jellemezhetdk-e redox tulajdonsdgaik alapjan. Végil leirtuk,
hogy HT29R sejteken miként alakul a butirat indukalta sejthalal az 1,5-dihidroxi-

1zokvinolin (DHQ), rezveratrol illetve ciklosporin-A (CsA) jelenlétében.

4.1.2. Anyag és modszer

4.1.2.1. Reagensek és torzsoldatok

Valamennyi vegyszert a Sigma-Aldrich (Darmstadt, Németorszag) cégtol
szereztiink be, egyéb esetekben ezt kiilon jelzem. A 4,4 g natrium-n-butiratot (BDH
Chemicals Ltd, Poole, Anglia) 20 ml PBS-ben oldottuk, majd sterilre szlrtiik, az igy
kapott torzsoldat koncentracidja 2M. A rezveratrolt (100 mM), az 1,5-dihidro-
izokvinolint (31 mM) és a ciklosporin-A-t (100 uM) dimetil-szulfoxidban oldottuk majd
-20°C-on téroltuk. Az Ellman-reagenst (5,5 -ditiobisz-2-nitrobenzoesav) (10 mM) 8,0-
as pH-ju 0,1 M foszfat pufferben oldottuk.

4.1.2.2. Sejtvonalak és sejttenyésztés

A kisérletekben alkalmazott HT29-bol szarmazé HT29R, HT29-12 és HT29-21

tenyészetek stabil sejtvonalak. A HT29 sziildi sejtvonal tartds tenyésztése soran Dr.
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Galfi Péter izolalta a HT29R vonalat, amely egy butirat-indukalta sejthaldlra igen
érzékeny, mig a butirat altal eldidézett differencidcioval szemben ellendlld, stabil
szubklon. A sziiloi HT29L sejtek Prof. Thékla Lesuffleur (Lille, Franciaorszag), a
HT29-12 illetve a HT29-21 pedig Dr. Henno Hendriks (Utrecht, Hollandia) szives

ajandékaként kertilt laboratériumunkba.

A sejteket DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) tapfolyadékban
tenyésztettiik 37 °C-on, 5% CO, tartalmu, parasitott levegéji tenyésztokamraban. A
tapfolyadékot a kovetkezd anyagokkal egészitettik ki: 1% MEM nem esszencialis
aminosav oldat, 50 mg/L gentamicin-szulfat, 100 mg/L kanamycin-szulfat, 4 mM
glutamin, 25 mM HEPES puffer, 1 mM natrium-piruvat és 10% hdvel inaktivalt
szarvasmarha magzati szérum (foetal bovine serum, FBS) (Invitrogen, Burlington,
Kanada). A 24 6rés tenyészetek megkozelitdleg 20%-os fedettséget (szubkonfluens), a
72 6rasok pedig 80%-os fedettséget (kozel konfluens) mutatnak.

4.1.2.3. Sejtosztoddas

A sejtosztédas mértékének meghatarozdsdhoz az ¢él6 sejteket redukald
képességiik alapjan kimutatd 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboximetoxifenil)-2-(4-
szulfofenil)-2H-tetrazolium so6t (MTS) alkalmaztunk. Az MTS-vizsgélatban a Promega
cég ,,CellTiter AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay” termékét hasznaltuk
az 1Cs érték meghatarozasihoz. A 25 cm’-es tenyésztd edényekben (Corning Glass
Works, New York, USA) exponencialis mértékben szaporodd 48-72 orés tenyészeteket
tripszineztilk PBS-ben oldott 1%-0s EDTA-val 10 percen keresztiil, majd 96 lyuku
tenyésztdlemezre (Corning Glass Works, New York, USA) vittiik at ugy, hogy a 90 pl
tapfolyadékban 5x10° sejt/lyuk koncentraciét kapjunk. Ezutan 10 pl kiilsnbozd
20 pl MTS reagenst adtunk a tapfolyadékhoz. Majd 2 6ras 37°C-on torténd inkubalast
kovetden ELISA-leolvasdéval meghataroztuk az abszorbancia mértékét 492 nm
hullamhosszon. Kontrollként a nem kezelt tdpfolyadékot, a sejtek nélkiili tapfolyadékot,
illetve a butirattal azonos mennyiségi PBS-sel kezelt sejteket hasznaltuk fel. Az ICsg
(50%-o0s gatld koncentracid) értékek kiszamitdsa regresszio-analizissel tortént a ddzis

fiiggvényében kapott abszorbancia adatok felhasznélasaval.
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4.1.2.4. Sejtlevalas

A vizsgalatokhoz a sejteket 25 cm’-es tenyésztéedényekben szaporitottuk. A
kiilonb6z6 butirat koncentraciokkal vald 48 oras kezelési 1d6 elteltével a tenyésztéedény
aljarél levalt sejteket, illetve a letapadt, majd tripszinnel leemésztettett sejteket
tartalmazé tapfolyadékokat kiilon-kiilon centrifugaltuk 10 percig (200 g, 4°C) és PBS-
ben mostuk, majd az iiledéket 0,2 ml 0,25%-0s natrium-dezoxikolat oldatban vettiik fel.
A médiumban 1év6 fehérje meghatarozasara ,,DC protein Assay” tesztet alkalmaztunk
(Bio-Rad, Miinchen, Németorszag). A tapfolyadékban 1évé levalt sejtek
fehérjekoncentracidja Osszehasonlitva az Osszegytijtott levalt illetve a letapadt majd

tripszinezett sejtek protein mennyiségével adja a levalt sejtek szazalékos aranyat.

Szintén a 48 oras kezelési 1d6 leteltével tortént a Giemsa festés is, amelynek
soran a 96 lyuku lemezekrdl le nem valt, aljzatra letapadt sejteket fixaltuk 10 percig
PBS-sel pufferolt formalinnal, majd 30 percig festettiik vizes 10%-0s Giemsa oldattal.
A desztillalt vizes Oblités €s szaritas utan a letapadt és festddott sejtek abszorbancidjat
630 nm hullamhosszon olvastuk le. A kezeletlen kontroll sejtek levalasat tekintettiik
0%-nak. Ehhez képest a novekvd butirat koncentracidval kezelt tenyészetek

sejtlevalasat a kontrol szazalékaban adtuk meg.

4.1.2.4. Sejthalal vizsgalata

4.1.2.4.1. Propidium-jodid festett magok FACS analizise

A Nicoletti-féle modszer szerint (Nicoletti et al., 1991) propidium-jodiddal
megfestett sejteket vetettilk ala FACS analizisnek. Roviden 6sszefoglalva, az apoptozis
meghatarozasahoz 1x10° szamu sejtet centrifugaltunk (300g, 4°C, 7 perc), majd a
feliiliszd elontésével nyert tledéket 750 pl frissen készitett 2,5 pg/ul propidium-
jodiddal festettiik meg (50 pl 0,1% Triton X-100/0,1 % natrium-citrat oldatban). Ezek
utdn a sejtmagokat a propidium-jodid fluoreszcenciajat felhasznalva a sejthalal
meghatarozasa céljabol FACScan késziilékkel (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)

vizsgaltuk.
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4.1.2.4.2. Propidium-jodiddal illetve Hoechst 33285-tel festett magok

mikroszkopos vizsgalata

A feddlemezen tenyésztett sejteket 40 mM, illetve 20 mM butirattal vagy
anélkiil tenyésztettilk 24 oran keresztiil. A feliiliszé elontése utan a sejteket 10 percig
2,5 pg/ul propidium-jodid és/vagy 2,5 ng/ul Hoechst 33258 festékkel kezeltiik, PBS-sel
oblitettiik majd 4%-os PBS-sel pufferolt formaldehid oldattal 30 percen keresztiil
fixaltuk. PBS-sel valo 6blités utan a mintakat AxioCam digitalis kameraval (AxioCam
HRc, Carl Zeiss AG, Jena, Németorszag) €s szines sziirokkel (Piros szlird XF43, Omega
Optical, Brattleboro, VT, USA; DAPI sztir6 487901, Carl Zeiss AG, Jena,
Németorszag) kiegészitett fluoreszcens mikroszkoppal (Axiophot, Carl Zeiss AG, Jena,

Németorszag) vizsgaltuk és fényképeztiik.

4.1.2.4.3. Apoptozis meghatarozasa TUNEL probaval

A TUNEL probdhoz a ,,DEAD END Fluorometric TUNEL System” (Promega,
Medison, WI, USA) terméket alkalmaztuk, mely az apoptozis soran kialakulé DNS
fragmentaciot mutatd sejtek jelzésére képes. A sejteket feddlemezre vittiik, majd 24
oran keresztiil tenyésztettiik 6ket. 10 mM butirattal és/vagy mas vizsgalt anyaggal (100
uM DHQ, 100 uM rezveratrol vagy 0,5 uM CsA) valo 48 6rds inkubdlas utan a sejteket
4%-os formaldehidben fixaltuk 30 percen at, majd PBS-ben oldott 0,2% Triton X-100-
zal permeabilizaltuk. Haromszori PBS 6blités utan a festést a TUNEL-probaval kezdtiik
meg. A gyartd altal készitett kiegyenlitd pufferrel valé 10 perces kezelés utdn a
mintdkat a nukleotid keveréket és a termindlis transzferdz enzimet is tartalmazo
kiegyenlitd pufferrel kezeltik és millanyag fedélemezekkel boritva nedves kamraban
37°C-on 60 percig inkubaltuk, majd a reakciot leéllitottuk a gyarilag biztositott 0,2 M
Na-citrat ¢és 1,5 M Na-klorid keverékével valé 10 perces kezeléssel. Ennek
eredményeként az apoptotikus sejtek DNS-e FITC-cel jelolddik, majd egy FITC
specifikus ellenanyagot (MsX Fluorescein Alexa Fluor 488 Conjugate, Chemicon

International, Temecula, Kanada) hasznaltunk a fluoreszcencia intenzitasanak
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novelésére. Az ellenanyagot 30 percre adtuk a mintdkhoz PBS/1% BSA-ban valo
higitasban. Hattérként valamennyi sejtet megfestettiink 4’-6-diamidino-2-fenilindollal
(DAPI). Az apoptdzis lathatova tételére szines sziirokkel kiegészitett fluoreszcens
mikroszkdpot (Axiophot, Carl Zeiss AG, Jena, Németorszag) hasznaltunk (FITC sz{ird
487910 és DAPI sziird 487901, Carl Zeiss AG, Jena, Németorszag).

4.1.2.4.4. Apoptozis és nekrozis meghatarozasa DAPI és tripankék festékekkel

Az apoptozis meghatarozasa a DAPI festést kovetden a sejtmag morfologiai
vizsgalatan, mig a nekrozis kimutatdsa a sejtek tripankék felvételi tesztjén alapult (Qiao
et al., 1998). A DAPI az él6 ¢és elpusztult sejtek membranjan is képes atjutni, mig a
hidrofil tripankék csak a mar sériilt membranon jut keresztiil. Mind az apoptozis, mind a
nekrozis kimutatasat 24 ords sejttenyészetek 48 oOran 4t tartd butirattal vald vald
kezelése utan végeztiik el. A kezelési id0 leteltével a sejteket tripszineztiik, majd az igy
kapott sejtszuszpenziot a tapfolyadékkal egyiitt centrifugaltuk 10 percig (200 g, 4°C). A
centrifugalast kovetden a feliiliszo ledntésével nyert tiledéket 0,2 ml jéghideg PBS-ben
vettiik fel és két részre osztottuk: 0,1 ml-t hasznéltunk fel a tripankék felvételi teszthez,
a masik adagot pedig -20°C-os ecetsav/metanol (1:3) keverékében fixaltuk 20 percig. A
0,5 %-os tripankék oldattal 10 percig szobahdmérsékleten tortént a festés. Az apoptdzis
meghatarozashoz a fixalt sejtszuszpenziot centrifugaltuk 10 percig (200 g, 4°C), majd a
kapott iiledéket ecetsav/metanol keverékében (-20°C) atmosva ismételt centrifugélas
utan iiveg feddlemezre osztottuk szét. Szaritast kovetden a sejteket PBS-ben oldott
Iug/ml DAPI oldattal megfestettiik. Tobbszori PBS-sel vald mosas utdn a mintdkat
glicerin/PBS (3:1) keverékével lefedtiik és fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. Az
apoptozis morfologiai jegyeit mutatd sejteket 0gy hataroztuk meg, hogy 500
véletlenszerlien  kivalasztott ~ sejtmagot  megszdmolva  meghataroztuk  a
magtoredezettséget mutatd sejtek szamat. A nekrdzis meghatarozasara pedig 100
véletlenszertien kivalasztott sejt koziil szamoltuk meg a tripankékkel festddd sejtek

szamat.
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4.1.2.5. Sejtdifferenciacio

A sejtdifferenciacié indikatoraként az alkalikus-foszfatdz aktivitast vettikk
figyelembe (Carethers, 1998). A vizsgalatok soran 24 dras sejttenyészeteket kezeltiink
kiilonb6z6 butirat koncentraciokkal, majd a sejtek lizdlasa utdn meghataroztuk az
alkalikus-foszfataz aktivitast (mU/mg fehérjében kifejezve). A 48 oras kezelési idoszak
leteltével kiilon centrifugaltuk 10 percig (200 g, 4°C) a levalt sejteket tartalmazd
feluluszot, illetve a letapadt majd tripszinezett sejteket tartalmazd sejtszuszpenzidt. Az
iledékeket PBS-ben mosva szobahdémérsékleten 30 percig 0,25%-0s natrium-
dezoxikolattal lizaltuk. Az enzimaktivitds meghatdrozasara foszfat szubsztratként p-
nitrofenil-foszfatot alkalmazo ALP tesztet (Reanal, Budapest, Magyarorszag)
hasznaltunk. A lizalt iiledék 20 pl-jét adtuk a 0,5 ml p-nitrofenil-foszfat oldathoz. 37°C-
os vizfiirddben tortént 15 perces inkubacié utan 5 ml 0,02 M natrium-hidroxid oldattal
leallitottuk a reakcidt, és igy 405 nm hulldmhosszon mérhetévé valt az oldat

extinkcioja.

4.1.2.6. Szabad gyokok és reaktiv oxigen vegyiiletek meghatarozadsa

4.1.2.6.1. Szabad gyok meghatarozas ESR spektroszkopiaval

A sejttenyészeteket 72 oran keresztiil 25 cm” tenyésztéedényekben novesztettiik,
majd 48 oras natrium-butirat kezelésnek vetettiik ala. A kontroll és a kezelt sejtek
szuszpenziojat egyarant folyékony nitrogénben taroltuk a szabad gyok illetve a
GSH/GSSG meghatarozasig. A szabad gyokok koncentracidjanak mérése egy X-sadvos
ESR spektrométerrel tortént a MTA Kémiai Kutatdintézetében (Magnettech GmbH,

Berlin, Németorszag) egy korabban leirt modszer szerint (Shulyakowskaya et al., 1993).

4.1.2.6.2. Reaktiv oxigen vegyiiletek mérése

A reaktiv oxigén vegyiiletek méréséhez a sejteket 100 mm atmérdju

petricsészékben novesztettilk 24 6rdig, majd az adott butirat koncentracioval kezeltiik
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48 oran keresztil. Ezutdn a tapfolyadékhoz diklorofluoreszceint (DCF) adtunk. A
fluoreszcens probahoz a még nem fluoreszkald 2,7-diklorofluoreszcein-diacetatot 20
mM koncentracidban etanolban oldottuk, majd kétszeres mennyiségti 0,01M NaOH
hozzaadéasaval 20 percen at hidrolizaltuk. Az igy kapott DCF-et steril PBS-ben 20 uM
koncentraciora higitva 1 ml-t adtunk minden egyes edényhez. A 30 perces inkubacid
leteltével a feliiliszot eltavolitottuk a tovabbi fluoreszcencids mérésekhez. A reaktiv
oxigén vegyliletek képesek atalakitani a DCF-et annak egy fluoreszcens szarmazékava,
melynek 502 nm hulldmhosszon vald gerjesztését kovetden 523 nm-en mérhetd a
fluoreszcencidja. A visszamaradt sejtekbdl Osszfehérje koncentracid meghatarozast

végeztiink DC fehérje teszttel.

4.1.2.6.3. H,O; termelodésének meghatdrozasa

A H>0, termelés kimutatasa kisebb modositasokkal Baud moddszere szerint
tortént (Baud et al., 1986). A sejteket 37°C-on 30 percig inkubdltuk a 0,29 mM
fenolvords natrium-séjat valamint 5 egység/ml mieloperoxidazt (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Németorszag) tartalmazé 1 ml PBS oldatban. A feliiluszé 6sszegytjtése utan
3 M NaOH hozz4adasaval annak pH értékét 12,5-re allitottuk be, majd 610 nm

hullamhosszon leolvastuk az oldat abszorbanciajat.

4.1.2.7. A GSH/GSSG arany mérése valamint a redoxpotencial szamitdsa

A redukalt glutation meghatarozasa a lagos kérnyezetben (10 mM Tris/HCI, pH
8.,9) szulfthidril-csoportokkal reakcidba 1épd Ellman-reagenssel tortént, amely egy 412
nm hulldmhosszon maximalis abszorbancidval rendelkez6 vizoldékony komplexet alakit
ki a glutationnal. (Sedlak és Lindsay, 1968). A redukalt glutation meghatarozasa el6tt
TCA-val kicsapattuk az oldat fehérje tartalmat. A GSSG koncentracidjanak
meghatarozasdhoz el6szor a GSH mennyiségét mértilk, majd feleslegben glutation-
reduktazt és NADPH-t adtunk hozza, amelyek segitségével az oxidalt szulthidril
csoportok redukalodnak (Kosower et al., 1969). Az 6sszes GSH koncentraciot a

masodik alkalommal mértiik, ahol az 6sszes és a kordbban mért GSH mennyiségének
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kiilonbségét tekintettiik a GSSG koncentracidjanak. A GSH/GSSG aranyhoz tartozo
redoxpotencidl kiszdmitdsahoz a Nernst egyenletet hasznaltuk a Kirlin et al. (1999) altal
leirtak szerint: Ep.=E,+RT/nF+In[GSSG]/[GSH][GSH], ahol az E, az intracellularis pH-
hoz igazitott standard potencidl, az R a molaris gazallandé (Planck-allando), a T az
abszolut homérséklet, az n az atadott elektronok szdma (jelen esetben 2), az F a
Faraday-allandé. A standard potencidl értéke pH=7,0 esetén -240 mV, igy a redox
potencial értékét elsdsorban az oxidalt és redukalt glutation koncentracidja hatarozta

meg.

4.1.2.8. Statisztikai szamitasok

Valamennyi sejtkezelést harom parhuzamos mintan folytattunk le. Elvégeztiik a
variancianalizist, meghataroztuk a korrelacios egyiitthatdkat, illetve a Student-féle t-
probat hasznaltuk a szignifikdns eltérések meghatarozdsdhoz. A  statisztiaki
vizsgalatokhoz MNITAB (Minitab Inc, State College, PA, USA) programot
hasznaltunk. Az eredményeket atlag + SEM alapjan abrazoltuk, a kiilonbségeket pedig p

< 0,05 szinten tekintettiik szignifikansnak.

4.1.3. Eredmények

4.1.3.1. A butirat daltal kivaltott sejtdifferencidacio a letapadt és levalt sejtekben

A vastagbélhdmsejtekben lezajlo differenciacio egyik legfontosabb markere az
alkalikus-foszfatdz aktivitds. Az enzim aktivitasat megvizsgaltuk a sziildi HT29L, a
differencidciora kevésbé hajlamos HT29R ¢és a differencidciora érzékeny HT29-21
sejtvonalon, mind a letapadt, mind a levalt sejtekben kiilon-kiilon is. Az alkalikus-
foszfatdz aktivitas mindkét differenciacidra hajlamos sejtvonal, a HT29L és a HT29-21,
esetében is szoros koncentracidfiiggést mutatott a kezeléshez alkalmazott butirat
mennyiségével az 1-10 mM kozotti tartomanyban (9. abra). Ertheté modon a letapadt
sejtekben nagyobb aktivitast mértiink, hiszen az alaptol levalt sejtek mar karosodtak,

sok esetben el is pusztultak. Azaz minél inkabb sértetlenek a sejtek, annal nagyobb
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enzimaktivitast varhatunk. A kiilonb6z6 sejtvonalak kiilonbozd alkalikus foszfataz

aktivitdsanak hatterében a sejtvonalak kiillonb6z6 differencialtsagi allapota all.
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9. abra: Butirat koncentraci6 fiiggvényében kialakult alkalikus-foszfatdz aktivitas a
letapadt és levalt HT29L (A), HT29R (B) és HT29-21 (C) sejteken. A sejteket 25 cm?’
es tenyésztoedényekben tenyésztettiik 24 dran keresztiil, majd 48 6ras kiillonbozo
koncentracioval valo butirdt kezelés utan tripszineztiik €s meghataroztuk az alkalikus-
foszfataz aktivitast. Az enzimaktivitast a letapadt és a levalt sejtek mg fehérje tartalmara
vonatkoztatva adtuk meg. A letapadt sejtek aktivitasa ,,®” jellel, a levalt sejteké pedig

,0” jellel abrazolva.

4.1.3.2. Butirat dltal eldidezett proliferaciogatlas és sejtlevalds

A kovetkezokben 0Osszehasonlitottuk a butirdt koncentracio fliggvényében
eldidézett proliferacidgatlast és sejtlevalast HT29R (,,A”) és HT29-21 (,,B”) sejteken. A
10. 4bra ,,A” képén jol lathatd, hogy a HT29R sejtek fokozottan érzékenyek a butirat
altal eldidézett novekedésgatlasra és sejtlevalasra egyarant. A proliferaciogatlas
meghatdrozasara alkalmas MTS teszt eredményei alapjan a butirat 50%-os gatld
aljzatara letapadt sejtek Giemsa festésével mutattuk ki, amelynek alapjan a butirat ICs
értéke 4,72 £1,96 mmol/l volt. Bar a HT29-21 sejtek érzékenysége a butirat altal
indukalt novekedésgatlasra az MTS-teszt alapjan alacsonyabb, az ICs50=2,64 + 0,59
mmol/l-nak adodott, de nagysagrendjét tekintve HT29R sejtekéhez hasonld volt.
Ugyanakkor, ha a Giemsa-festés eredményeit tekintjilk, akkor nyilvanvald, hogy a
HT29-21 sejtek sokkal ellendllobbak voltak a butirat hatasara kialakuld sejtlevalassal
szemben, hiszen az ICsy értéke 23,40 = 5,23 mmol/l volt. Alacsony, 10 mM butirat
koncentracio esetén példaul az MTS-teszt 70-80%-os proliferaciogatlast €s mindossze
10-20%-os levalast mutatott ki HT29-21 sejtek esetében. A sejtpusztulast jelzo csokkent
redukald képesség, illetve a sejtlevalas tehdt nem parhuzamosan zajlik. Meg kell
azonban jegyezni, hogy mindkét sejtvonal esetében alacsonyabb butirat koncentracio is
elegendd volt a proliferacidgatlashoz, mint a sejtlevalads kivaltdsdhoz, ami azt
valészintisiti, hogy a novekedésgatlas megeldzi a levalast, és a két folyamat egymastol

eltéré mértékben megy végbe.
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10. abra: A butirat koncentracid fiiggvényében eldidézett proliferacidgatlas MTS teszt-
tel meghatarozva, valamint a sejtlevalas Giemsa-festéssel kimutatva HT29R (A) és
HT29-21 (B) sejteken. A levalt sejtek ,,@” jellel jelezve, az MTS-teszttel vizsgalt sejtek

pedig ,,0” jellel a kezeletlen kontroll %-aban kifejezve.

4.1.3.3. A butirat altal kivaltott sejthalal HT29R és HT29-21 sejteken

A kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk a HT29R és HT29-21 sejtek érzékenységét
a butirdt altal kivaltott sejthalallal szemben, valamint felmértiik az igy kialakulo
sejthaldl tipusat is. Elsoként Nicoletti et al. (1991) moddszere szerint elvégeztiik a
propidium-jodiddal festett sejtmagok FACS analizisét. A vizsgéalat sordn a sub-G1
fazisban 1évo sejtek aranyat hataroztuk meg, amely a diploid kromatin mennyiségénél
kevesebb DNS-t tartalmazdé elpusztult sejtekre jellemzd. Mivel azonban az apoptozisra a
szabalyos fragmentalddas, a végsd allapoti nekrdzisra pedig a DNS szabalytalan
széttoredezése jellemzo, ezért ezzel a modszerrel nem tudunk kiilonbséget tenni az
egyes sejthalal tipusok kozott. A 48 6ras tenyészetek 24 o6ras 10 mM butirat kezelését
kovetden a HT29R sejtek 84,6%-a volt a sub-G1 fazisban, mig ugyanez a HT29-21
sejtek esetében csak 8,9%-nak adddott (11. abra ,,FACS” oszlopaban). Ezek az értékek
a kezeletlen kontroll mintdkban a HT29R sejteknél 8,3%-nak, a HT29-21 sejteknél
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pedig 5%-nak adddtak. Az eredmények szerint tehdt a butirat altal eléidézett
differencidcionak ellendlld6 HT29R sejtek erdsen érzékenyek a butirat indukalta
sejthalalra, mig hasonld koriilmények kozott a HT29-21 sejtek annak gyakorlatilag

ellenallnak.

A 11. ébra a kozéps6 és jobb oldali oszlopaiban a Hoechst 33285 festékkel,
illetve a propidium-jodiddal festett sejtek mikroszkopos képeit hasonlitottuk 6ssze. A
lipofil Hoechst 33285 festék képes az ép plazmamembranon is athatolni, igy kékre festi
az élo ¢s elpusztult sejtek magjat is. A hidrofil propidium-jodid viszont kizar6lag a mar
sériilt membranon képes atjutni, tehat csak a mar késdi apoptozisban/nekrozisban 1évo
sejteket festi pirosra. A 11. abran lathatd kettds Hoechst 33285 és propidium-jodid
festéseket 48 dras tenyészetek 48 oras 10 mM butirat kezelését kovetden végeztik el.
Lathato, hogy mig a butirattal kezelt HT29R sejteken kiterjedt volt a propidium-jodid
pozitivitds, addig ez a HT29-21 sejteknél kozel a kontroll szintjén maradt.
Eredményeinkbdl az kovetkezik, hogy a HT29R sejtek levalasra vald fokozott
érzékenysége a sejthalallal szembeni nagyobb érzékenységgel parosul. A két sejtvonal
Osszehasonlitasa azt sugallja, — hogy miként a HT29R esetében, forditott ardnyossag all
fenn a sejthalal és a differenciacid k6zott, vagyis a butirat altal kivaltott differenciacid
hianya a butirat altal indukalt fokozott sejthalallal szembeni érzékenységgel parosul —,
ennek értelmében tehat a differenciacidra érzékeny HT29-21 sejtek tulajdonképpen

rezisztensek a butirat kivaltotta sejthalallal szemben.
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11. abra: A butirat hatasara kialakulo6 sejthalal HT29R és HT29-21 sejteken FACS
analizissel és fluoreszcens mikroszkdppal. A bal oldali oszlop diagramjai a Nicoletti
modszere szerint végzett propidium-jodid festett sejtmagok FACS analizisének
eredményeit mutatjak 48 6rds 10 mM butirattal valo kezelést kovetoen. A kezelt
tenyészetek levalt és letapadt sejtjeit egyiitt vizsgaltuk. Az dbréan feltiintetett szazalékos
értékek a sub-G1 csucsokat jelzik. A Hoechst 33285 festék (kozépso oszlop) képes a
plazmamembranon atjutva megfesteni valamennyi sejtmagot, mig a propidium-jodid
(jobb oldali oszlop) kizarélag a mar sériilt membranon képes atjutni, tehat csak a mar

késdi apoptozisban/nekrozisban 1€vo sejteket festi.
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4.1.3.4. A butirat hatdsdara szelektiven kialakulo kiilonbozo redox tulajdonsdgok

vizsgalata HT29R, HT29-12 és HT29-21 sejteken

A kovetkezOkben azt szerettiik volna feltarni, hogy az eddig vizsgalt, butirat altal
kivaltott hatdsok Osszefiiggésben dllnak-e a sejtekre jellemzd redox 4llapot
valtozasaival. Ennek érdekében szamos redox paramétert mértiink fel a HT29R, HT29-
21 és a HT29-12 tenyészeteken. Elsoként a sejtek egyik legfontosabb antioxidans
markereként ismert GSH/GSSG aranyt, €s az ebbdl szdmolhatd redoxpotencial értékét
hataroztuk meg. A 12. dbran abrazoltuk a butirat koncentracio fliggvényében kialakuld
GSH/GSSG arédnyt, valamint a redoxpotencial értékeket. A HT29-12 és a HT29-21
sejtek esetében a GSH/GSSG aranyban csupan nem szignifikans mértékli valtozasokat
tapasztaltunk, annak ¢értéke megkozelitdleg azonos szinten maradt a teljes
koncentraciotartomanyban. A HT29R vonal esetében azonban egy butiratkoncentracid-
fiigg6 GSH/GSSG csokkenést tapasztaltunk. Hasonld erdményeket kaptunk a
redoxpotencidl értékében is, ahol a HT29R sejtek esetében a 2-3 mM butirat

koncentracional szignifikans visszaesés tortént.

A 13. abra a butirat koncentraci6 fiiggvényében kialakuldo ESR spektroszkoppal
meghatarozott, intracelluldris szabad gyok szintet abrazolja mg sejtfehérje mennyiségre
vonatkoztatva. Hatarozott kiilonbség mutatkozik a butirat hatdsara kialakulo szabad
gyok koncentracié mértékében, ha Osszehasonlitjuk a differencidciora nem hajlamos
HT29R sejteket a két differencidcidra hajlamos sejtvonallal. A butirat koncentracid
figgvényében jelentds mértékii szabad gyok szintnovekedes volt tapasztalhato a HT29R
sejteken, mig a HT29-12 és HT29-21 vonalakon egyaltalan nem mértiink szabad gyok

szintvaltozast a teljes vizsgalt butirat koncentracio6 tartomanyaban.

Az 14. é4bran a DCF-teszttel meghatarozott extracellularis ROS/RNOS
koncentraciot adtuk meg. A mddszer bedllitdsanal katalaz-probaval ellendriztiik, hogy a
teszt alkalmas-e az egyik legjelent6sebb reaktiv oxigén vegyiilet a HO, kimutatasara is.
A proba soran azt vizsgaltuk, hogy a hidrogén-peroxidot bonté kataldz enzim
hozzaadéasanak hatasara miként valtozik a DCF jelintenzitas. Miutan nem tapasztaltunk
fluoreszcencia csokkenést, ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a teszt segitségével a H,O,

nem mutathatd ki. A kordbbi eredményekhez hasonldan itt is jelentds mértékben
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kiilonboz6 értékeket kaptunk az eltéréen viselkedd sejtvonalaknal. HT29R sejteken a
butirat koncentracié fiiggvényében jelentds mértékii ROS/RNOS képzddés indult meg,
mig a HT29-12 és a HT29-21 sejtek esetében csak minimalis emelkedést tapasztaltunk.
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12. abra: A GSH/GSSG arany, valamint a redox potencial értékének valtozasa a butirat

koncentracio fliggvényében HT29R (,,A”), HT29-12 (,,B”) és HT29-21 (,,C”) sejteken.

A redox potencial értékeit ,,@” jellel, a GSH/GSSG arany eredményeit pedig ,,0” jellel
abrazoltuk. Valamennyi meghatarozast az adott butirat koncentracidval valo 48 oras

kezelés utan végeztik.
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13. abra: A szabad gyok koncentracié értékének alakulasa a butirat koncentraciéd
fiiggvényében HT29R (,,A”), HT29-12 (,,B”) és HT29-21 (,,C”) sejteken. Valamennyi

meghatdrozast az adott butirat koncentracidval val6 48 6ras kezelés utan végeztiik.
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14. abra: A ROS/RNOS produkcio mértékének valtozasa a butirat koncentracio
figgvényében HT29R (,,A”), HT29-12 (,,B”) és HT29-21 (,,C”) sejteken. Valamennyi

meghatdrozast az adott butirat koncentracidval valé 48 dras kezelés utan végeztiik.

64



3000 74 |||||||| T |||||||| T T
| HT29R i
Q
E 2000 -
&
on | -
E
g A
s 1000 G+ —
o
o
o

0 /1l RN |
0

1 10

Na-n-butirat mmol/l

3000 AT T T T T T
HT29-12

2000

1000

H202 nmol/mg fehérje

OWIII Lol L1 1

0 1 10

Na-n-butirat mmol/I

3000 —# T T TTTT] T T T L——
HT29-21

2000

1000

H202 nmol/mg fehérje

OWIII Lol -

0 1 10

Na-n-butirat mmol/I

15. abra: A H,0, termelés valtozasa a butirat koncentracié fiiggvényében HT29R
(,,A”), HT29-12 (,,B”) és HT29-21 (,,C”) sejteken. Valamennyi meghatarozast az adott

butirat koncentracidval val6 48 oras kezelés utan végeztiik.
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Ezutan fenolvoros-teszttel meghatdroztuk a butirat hatdsara kialakulo H,O,
képzddést. A modszert ismét kataldz probaval ellendrizve kimutattuk, hogy az valoban
alkalmas a hidrogén-peroxid meghatarozasadra. A 15. abran latszik, hogy jelentds
kiilonbség volt tapasztalhatd a butirat hatasara kialakuld H,O, képzddés mértékében a
HT29R és a két differencidciora érzékeny HT29-12 és a HT29-21 sejtvonal kozott. Egy,
a 2 mM butirat koncentraciotol kezdodod, jelentds mértékii koncentraciofiiggd H,O,
képzddés volt mérhetdé a HT29-12 ¢és HT29-21 sejteken, ugyanakkor nem volt
statisztikailag értékelhetd valtozas a H,O, szintjében a HT29R sejteken a teljes butirat

koncentracio tartomanyt tekintve.

4.1.3.5. ROS indukcio és sejtlevalas

Az elozéekben kapott eredmények felvetik a kérdést, hogy vajon a butirat
hatasara kialakuld szabad gyok és/vagy ROS/RNOS képzddés kapcsolatba hozhato-e a
sejtlevalassal. Ennek feltardsa érdekében a 16. dbran egylitt abrazoltuk a HT29R és
HT29-21 sejteken butirat koncentracid fliggvényében kialakul6 ROS/RNOS illetve

szabad gyok koncentracidkat a butirat hatasara kialakuld sejtlevalas mértékével.

A HT29-21 sejtvonalbol szarmazé sejteknél érdemi ROS/RNOS és szabad gyok
termelddés nélkiil megy végbe a sejtlevalas (,,C” és ,,D”). Mindez egyértelmiien azt
mutatja, hogy nincs kapcsolat a ROS/RNOS ¢és a szabad gyok termelddés, valamint a
sejtlevalas mértéke kozott. A HT29R sejteken a butirdt koncentracid fliggvényében
kialakulo sejtlevalas, valamint a ROS/RNOS termelés hasonld mintazatot mutat ugyan
(,,A”), a levalas azonban mar alacsonyabb butirat koncentraciéonal megkezdddik, mint a
ROS/RNOS termelés. A szabad gyok képzddés és a sejtlevalas viszont azonos butirat
koncentracional indul meg, a korrelaciot itt tehat nem lehet kizarni. A kordbban
bemutatott 15. 4brar6l leolvashatd, hogy a HT29-12 és HT29-21 sejtvonalakkal
ellentétben a HT29R esetében a butirat hatdsara nem képzddik H,O,. Osszegezve tehat
kijelenthetd, hogy a butirat hatasara kialakulo6 ROS/RNOS és/vagy H,O, képzddés nem
mutat egyértelmii Osszefiiggést a HT29R sejtek fokozott érzékenységével a butirat

hatasara kialakuld sejtlevalassal illetve a sejthalallal szemben.
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16. abra: A butirat koncentraci6 fliggvényében kialakul6 ROS/RNOS (,,A” és ,,C”)

illetve szabad gyok (FR) képzo6dés (,,B” és ,,D), valamint a sejtlevalas mértékének

alakulasa HT29R és HT29-21 sejteken. A 24 6rés sejttenyészeteket tovabbi 24 6ran at

kezeltiik az adott butirat koncentracioval. Levalt sejteket ,,@” jellel, a ROS/RNOS

értekeket ,,0” jellel, a szabad gyok (FR) koncentracidkat pedig ,,0” jellel abrazoltuk.

(R=korrelacids egyiitthatd, a valtozok szignifikansan eltérnek 0-tol 95%-os szinten)
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4.1.3.6. A dihidrokinon, rezveratrol és ciklosporin-A hatasa a butirat dltal kivaltott

sejthalalra

Tovabbi vizsgélataink sordn felmértik a HT29R sejteken a butirat hatdsara
kialakulo sejthalalt kiilonbozé vegyliletek jelenlétében. Felvetettiik a kérdést, hogy
miként alakul az apoptdzis és/vagy a nekrozis mértéke dihidroizokvinolin (DHQ),
rezveratrol, valamint ciklosporin-A (CsA) alkalmazéasakor. A DHQ a poli-ADP-ribdz-
polimerdz  gatlojaként, a rezveratrol antioxidans tulajdonsagi  polifenolos
fitostilbénként, mig a CsA a mitokondridlis membran ,transition pore” nyitdsanak
gatlojaként képes befolydsolni a sejthalalt. A 17. abran Osszehasonlitjuk, hogy miként
alakul a sejthalal a HT29R sejteken csak butirdt valamint butirat és DHQ, butirat és
rezveretrol, illetve butirat és CsA jelenlétében. Az ,,A” abran jol latszik, hogy a HT29R
sejteken 20 mM butirdt hatdsara foként nekrozis alakul ki. Ugyanakkor mindharom
vizsgalt vegyiilet, a DHQ, a rezveratrol vagy a CsA jelenléte esetén a sejthalal tipusa
tulnyomdan apoptotikussa valik. Mivel a poli-ADP-ribéz-polimeraz kimeriti a sejt ATP
készletét, kézenfekvd, hogy az enzim gatlasdval a nekrozis helyett az ATP-fliggd,
energiaigényes apoptozis keriil elétérbe (Zamareva et al., 2005). Erthet$ tehat, hogy a
PARP-gatlo DHQ jelenlétében a sejtek tulnyomo tobbsége apoptdzison megy keresztiil.
Hasonlo6 hatast mutat a rezveratrol is, amelynek mar szamos jellemzojét leirtak, a sejtek
apoptozis iranyaba vald elmozditdsanak hatterében valdszintileg antioxidans gyokfogd
tulajdonsagai allnak. Meg kell azonban jegyezni, hogy a kémiai szerkezete alapjan a
DHQ is képes antioxidansként funkcionalni, ami alapja lehet a két vegyiilet hasonld

hatasmechanizmusanak.

A ,transition pore” nyitdsat gatld CsA is hasonldéan hat, mint a DHQ vagy a
rezveratrol, vagyis jelenlétében a butirat okozta sejthaldl foként apoptozisban nyilvanul
meg. A CsA ilyen hatdsanak hatterében az a tulajdonsaga all, hogy képes gatolni a
mitokondrialis membran ,transition pore” kinyildsat, ezaltal a mitokondrium
depolarizalodasat. Igy, a ,transition pore” gatlasaval, a CsA képes a mitokondrium
gyors Osszeomlasat megakadalyozni, ezaltal késlelteti az ATP-készlet kimeriilését,
vagyis lehetdséget teremt az apoptdzis lezajlasara. Osszességében elmondhatd, hogy az
ATP-elfogyasanak megakadalyozasa jelenti a kozos nevezot a sejthalal apoptotikus utja

felé. A DHQ ezt a PARP enzim gatldsaval éri el, a rezveratrol szabad gyok fogd
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antioxidans tulajdonsagdval védi a mitokondriumot, a CsA pedig a ,.transition pore”

nyitasanak gatlasaval teszi ugyanezt.
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17. abra: A DHQ, a rezveratrol illetve a CsA hatdsa a butirat altal kivaltott sejthalalra
HT29R sejteken. A sejthalal mikroszkdppal valé meghatarozasa a sejtek tripankék

felvételén (nekrozis/késoi apoptdzis) valamint a DAPI-val festédott sejtmagok
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butirattal, illetve hozzaadott DHQ, rezveratrol €s CsA vegyliletekkel tortént. Az ,,A”
abra az apoptotikus €s nekrotikus sejtek szazalékos aranyat mutatja butirat illetve butirat
¢s 100 uM DHQ egyiittes adagolasanak hatdsara, a ,,B”abra a butirat, valamint a butirat
¢s 100 uM rezveratrol, mig a ,,C” 4bra a butirat, illetve a butirat és 0,5 uM CsA egyiittes

hatasat mutatja.

Az apoptdzis masik technikdval valé kimutatdséhoz a TUNEL modszert
alkalmaztuk a butirat és DHQ-val kezelt HT29R sejteken. A 18. abra bal oldali oszlopai
(,DAPI”) mutatjdk a DAPI-val festett sejtmagokat, a jobb oldali oszlopok
(,,DAPI+TUNEL+PARP”) pedig a TUNEL modszerrel illetve anti-PARP ellenanyaggal
egydejiileg festett sejtmagok képeit. A felsd két sorban lathaté az onalldan butirattal
kivaltott sejthalal, az alsékban pedig az egyidejiileg alkalmazott DHQ kezelés
eredményei. A képeken zold szinnel festodott teriiletek mutatjadk a TUNEL moddszerrel
megfestett szaltoredezettséget, mig a piros festddés a hasitott PARP enzim
eléfordulasat. A TUNEL pozitivitas és a PARP hasitasa az apoptozis jellemzd bélyege.
Az 0onalld6 butirdt kezelés hatdsira a DAPI-val festddd kék sejtmagok
megnagyobbodtak, jelezve ezzel a nekrdzist, mig csupan a sejtek egy kis részére volt
jellemz6 az apoptozisra utald zsugorodott €s toredezett sejtmag. A butirat mellett
alkalmazott DHQ jelenlétében azonban a sejtek nagy része apoptdzisban pusztul el,
vagyis zold festddést mutatnak, jelezve ezzel a szaltoredezettséget, illetve egyidejli
piros festddés esetén a hasitott PARP enzim jelenlétét. A TUNEL-proba tehat

megerdsitette a mikroszkopos elemzés sordn nyert eredményeket.
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18. abra: TUNEL-mddszerrel torténd sejthalal meghatarozas HT29R sejteken 6nallé 10
mM butirat (,,BU” sor), valamint 10 mM butirat és 100 uM DHQ 24 6rés kezelés
hatéasara (,,BU+DHQ” sor). A bal oldali oszlopok mutatjak a DAPI-val festett
sejtmagokat, a jobb oldali oszlopok pedig a TUNEL modszerrel (a zoldre festodo
toredezett DNS-szalak apoptdzist jeleznek) illetve anti-PARP ellenanyaggal festett
(pirosra festddd PARP alegység apoptozist jelez) sejtmagok képeit. Figyelemremélto a
DHQ jelenlétében tapasztalhatd erés PARP pozitivitas, amely egyiitt jelentkezett a

butirat hatasra kialakul6 apoptotikus lancfragmentumokkkal, igy az apoptdzist mutatja.
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4.1.4. Megbeszélés

Annak ellenére, hogy szdmos vizsgalati eredmény szerint a butirat, vagy mas
hiszton-deacetildz inhibitor, hatasara 1étrejovd sejtbeli ROS-szint emelkedés
kovetkeztében alakul ki a sejthalal, a ROS szerepe ezekben a folyamatokban maig

tisztazatlan.

Hidnyos ismeretekkel rendelkeziink tovabba a rdkos vastagbélhdmsejtek
mélyérol a felszin felé haladé migracidja soran olyan differenciacio zajlik le, amely
végil lényeges morfoldgiai és funkciondlis kiilonbségekhez vezet. A daganatos
elvaltozast mutatd colorectalis sejtek differenciacidja egyiitt jar a tumorndvekedés
ledllasaval és a daganat visszafejlodésével. Mindazonaltal a daganatsejtek ilyen tipusu
0szt6dd adenocarcinoma sejtekben a butirat jelentdsen gatolta a sejtosztddast, mikézben
a differenciaciot és az apoptozist fokozta. Mas rovidszénlanci zsirsavak esetében
azonban nem tapasztaltak hasonld hatast. A butirattal valo kezelés normal sejtek, illetve
mas differencialddott kultirak esetében is befolyasolja a sejtosztodast (Comalada et al.,
2006). Célunk volt a fentiek alapjan megvizsgalni, hogy a butirat hatasara kialakulo
sejthalal és/vagy differenciacié kapcsolatba hozhaté-e a szadadgyokok, ROS, H,O,
koncentracio, illetve egyéb redox paraméterek valtozasaval. Ennek érdekében
Osszehasonlitottuk a butirat hatasara kialakuld differenciacionak ellenallo, de a
sejthalélra érzékeny HT29R vonalat a differenciaciora hajlamos, de a butirat altal

kivaltott sejthalalra kevésbé érzékeny HT29-21 sejtekkel.

Korédbbi vizsgélatainkban egy spontan differenciacidra képes human vastagbél
adenocarcinoma sejtvonalon, Caco-2 sejteken, vizsgaltuk a hidrogén-peroxid hatédsat
(Németh et al.,, 2007). Eredményeink szerint a vegyiilet koncentraciofiiggdé mddon
képes az intracellularis jelatviteli utakat szabalyozni vagy oxidativ stresszt kivaltd
agensként hatni. Irodalmi adatok szerint 0,1 mM H,0O, méar gyulladasos folyamatokat
inditott meg a sejten beliil €s karositotta a sejtmembrant (Yamamoto et al., 2003). A
korabbi eredmények alapjan sajat kisérleteinkben 1 mM hidrogén-peroxiddal kezeltiik a
tenyészeteket 1 oran keresztiil, majd 24 ora elteltével vizsgaltuk azokat. A sejtek DAPI
festése, illetve a kaszpaz-3 enzim kimutatdsa eredményeképpen azt tapasztaltuk, hogy a

sejtek dontd tobbsége nekrotizalt. A jelentés mennyiségli H,O, hatésara feltehetden mar
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olyan mértékii lipid-peroxidacid és redox allapotvaltozas alakul ki, amely a sejt belso
egyensulyanak teljes 6sszeomldsahoz, ezaltal nekrézishoz vezet (Németh et al., 2007).
HT29 vonalakon végzett kisérleteinkben viszont a H,O, és egyéb reaktiv vegyiiletek

intracellularis jelként vald hatasait vizsgéltuk a differenciacidra €s a sejthalalra.

A sejtek differenciacidja alternativ utat jelent a folytonos sejtosztddassal vagy a
sejthalallal szemben. Ez arra utal, hogy a proliferacid, a differenciacié és a sejthaldl
folyamataiban van egy k6z6s pont, amelyen keresztiil az egyik folyamatbdl at lehet térni
a masikba. Ennek felismerése ¢s szabalyozasi mechanizmusainak leirdsa komoly
kihivast jelent. A bélhamsejtek differenciacioja és proliferacidja kozotti atkapcsolas
legfontosabb szabalyozd utjanak jelenleg a B-katenin/Tcf-4 utvonalat tartjak. A HT29
sejtek butirat hatisara kialakuld differencidcioja esetén a sejtnovekedést gatlo és a
differencidcié iranyaba hatd p21 és p53 fehérjék fokozott termelddését figyelték meg
(Liu et al., 2006). Egy méasik tanulmanyban a butirat hatasara kialakulo differenciacio és
novekedésgatlas folyamatat vizsgaltdk szdmos adenoma eredetii sejtvonalon.
Kimutattdk, hogy a butirdt hatdsara kialakuldo apoptozis egylitt jelentkezik a
differencidciéos markerként ismert E-kadherin és alkalikus-foszfatdz fokozott
expresszidjaval (Butt et al., 1997). Sajat vizsgalatunkban a butirat koncentracio
fuggvényében kialakuldé fokozott H,O, termelddést tapasztaltunk a differenciaciora
érzékeny HT29-12 és HT29-21 sejteken, de érdekes modon emellett a szabad gyokok
vagy ROS/RNOS vegyiiletek szintjének emelkedése nem volt detektalhatd. Ezzel
ellentétben a differenciacionak ellenalldé HT29R sejtek éppen ellenkezdleg viselkedtek:
a butirat koncentracié fliggvényében fokozott szabad gyok és ROS/RNOS képzddés
indult meg benniik, de jelentdsebb mértékii H;O, termelddés nélkiil. Ennek alapjan
szelektiv modon térsithatjuk a kiilonb6z6 ROS vegylileteket a kovetkezményesen
kialakul6 sejthaldlhoz vagy differencidcidhoz, feltételezve ezzel, hogy azok szignal

molekulaként miikddnek a sejthalal és differenciacié kozotti valaszuton.

Egy, a butirat hatasara kialakuld differencidcidt vizsgalod tanulméany kimutatta,

hogy Caco-2 és HT29 sejteknél nagy koncentracidban alkalmazott natrium-butirat

......

kovetkeztettek, hogy a butirat kiilonb6z6 intracellularis mechanizmusokon keresztiil

apoptozist indukal, vagyis a programozott sejthaldl nem lehet a bélhdmsejtek termindlis

------

ismert alkalikus-foszfataz altalunk tapasztalt valtozatlan mértékii expressziojanak
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egyszerli magyarazata lehet, hogy a HT29R sejtek butirat altal kivaltott sejthaldla olyan
gyors folyamatként zajlik le, hogy nincs esély a sejtdifferenciacié kialakuldsara. Bar a
sejthalallal szembeni fokozott érzékenység nyilvanvaléan nem kedvez a
differenciacionak, de ezen til mas tényezdk is befolyasolhatjak a differencidcio
lezajlasat. HT29R sejteken alacsonyabb butirdt koncentracid esetén — amely ezaltal
csupan kisebb mértékii sejthalalt valt ki — bizonyos mértékii differenciacié ugyan elvileg
kialakulhatna, de az eredmények alapjan nem ez torténik. Ezek szerint a HT29R
sejtekben tehat 1éteznie kell valamilyen, ma még nem ismert, molekuldris gatnak a
butirat altal kivaltott differencidcidval szemben, hiszen a teljes butirat koncentraciod

tartomanyban kozel azonos alkalikus-foszfatdz aktivitast tapasztaltunk.

Feltehetden 1ényegesen kiilonboz6 tipusu ROS vegyiiletek kozvetitik a HT29R
¢s a HT29-21 sejtekben a butirat altal kivaltott differenciacié beinduldsat, illetve a
sejthalélt. Ki kell azonban emelniink, hogy vizsgalatunkban az intracellularis allando
allapott szabad gyok koncentracidt hataroztunk meg ESR spektrométerrel, spincsapda
hasznalata nélkiil, folyékony nitrogénben tarolt mintdkban. Ilyen kortilmények kozott
nem valdszint, hogy az alig néhdny masodperc életidejii, instabil szuperoxid-anion lett
volna az ESR jelek hatterében. HT29R sejteken a butirat koncentracié fiiggvényében
kialakulo egyéb szabad gyokok viszont stabil allapotban fennmaradnak folyékony
nitrogénben tarolva az ESR mérésekig. Pontos kémiai szerkezetikk meghatirozasa

azonban még tovabbi vizsgalatokat igényel.

Az a tény, hogy HT29R sejtekben a teljes butirat koncentracio tartomanyban
csekély szinten maradt a H,O, képzddés, mig a butirat kivaltotta sejthalalra kevésbé
érzékeny HT29-12 és HT29-21 esetében koncentraciofiiggd mértékben termelddott, azt
feltételezi, hogy a H,O, nem jatszik meghataroz6 szerepet a sejthalél jelatvitelében. Sot,
a HT29-12 és HT29-21 sejtek H,O, termelése paradoxnak tekinthetd, mivel egy mar
elfogadott hipotézis (Pervaiz et Clement, 2007) szerint a szuperoxid-anion a talélést
fokozza, mig a H,O, inkdbb a sejthaldl szignaljaként mikodik. Mivel az instabil
szuperoxid-anion egy igen gyors, enzimatikusan katalizalt reakciéban H,O, molekulava
alakulhat, lehetséges, hogy az altalunk mért H,O, a butirat altal kozvetlentil kivaltott
meg kell emliteni, hogy a H,O, fiziologias folyamatokban betoltott szerepét — oxidativ
stressz kivaltasa vagy szignal molekula — annak sejtbeli lokalizacidja és koncentracidja

is befolyasolja (Burdon, 1995; Suzuki et al., 1997; Droge, 2002). A 12. abréan (57. old.)
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lathato, hogy HT29-12 és HT29-21 sejtekben a termelddd H,O, koncentracid teljes
tartomanyaban a GSH/GSSG ardny és a hozza tartozo redoxpotencial értékek nem
valtoztak, jelezve ezzel, hogy a H,O, képzddés, a vizsgalt id6 intervallumon beliil, nem
valt ki oxidativ stresszt, de kapcsolatba hozhato a sejthaléallal szembeni ellenéllassal €s a

differencidcio-érzékenységgel.

A HT29R sejtekben azonban az 1 mM, illetve az 5 mM butirat koncentraciod
felett kivaltott szabad gyok és ROS/RNOS termelddés osszefiiggést mutat a sejtbeli
GSH/GSSG arany csokkenésével ¢€s a redoxpotencial valtozasaval. Vizsgalatainkban
tehat a HT29R sejtekben mért, butirat altal kivaltott FR és ROS szintek oxidativ stresszt

¢és egyidejlileg sejthalal-érzékenységet is kivaltottak.

Kisérleteink eredményei alapjan tehat kijelenthetd, hogy ideiglenes kapcsolat
van csupan a butirat kivaltotta sejthalal és a megnovekedett szabad gyok és ROS/RNOS
szintek kozott. Az eredmények ugyanakkor arra is ramutatnak, hogy az egyes
ROS/RNOS vegyiiletek kiilonb6z0 hatast képesek eloidézni. A kisérletekben
alkalmazott DCF-préoba a H,O,-t nem tartalmazd ROS/RNOS koncentracidot mérte,
miképpen azt a katalaz-proba is jelezte. A HT29-12 és HT29-21 sejtekben termelddott
FR ¢és ROS vegyiiletek pontos molekularis tulajdonsagai ugyanakkor jelenleg még nem
ismertek. A butirat altal kivaltott FR és ROS termékek jellemzése, sejthalalt kivalto
mechanizmusuk megismerése az eljovendd kutatdsok témdja lesz. Szintén
megvalaszolasra var az a kérdés, hogy milyen mechanizmusokon keresztiil hat a butirat
a HT29-12 ¢és HT29-21 sejtekben a H,0, képzddés novekedésére, amikor a

differenciacio és a tulélés hatarozza meg a sejt sorsat.

A butirat altal kivaltott sejthalalt tekintve csak a HT29R vonalon figyeltiink meg
nekrozist/késoi apoptodzist, de a DHQ, a rezveratrol vagy a CsA jelenlétében ez
tilnyomorészt apoptdzisba ment at. Osszetett humdan rakos sejtvonalakon figyelték meg,
hogy butirdt hatdsara aktivalodott a kaszpaz-3, majd a mitokondriumon/citokrom-c
kidramlassal megindult a sejthalal folyamata (Shao et al., 2004; Cai et al., 2004). Egy
masik vizsgalatban, HT29 sziilévonalon, hasonlé kaszpdz-3 szinteket mértek, de a
sejtek alkalikus-foszfatdz aktivitasa, vagyis differencidltsaguk mértéke kiillonbozott
(Storkova et al., 2006). Ez a tanulméany azt is kimutatta, hogy a differencialatlan
vastagbélhamsejtek modelljeként hasznalt HT29 sejtek a normal kriptdk mélyén
fellelheté Ossejtekhez hasonld multipotens tulajdonsagokkal birnak. A kaszpazok

gatldsa vizsgalataik alapjan a differenciacids markerek expresszidjat is akadalyozza, ami
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azt feltételezi, hogy a termindlis differenciacié szoros kapcsolatban all a kaszpaz-
rendszerrel, az anti-apoptotikus fehérjék pedig a rak fennmaradasa irdnyaban hatnak
(Cai et al., 2004). A harom altalunk vizsgalt vegyiilet — DHQ, rezveratrol és CsA — bar
szerkezetiikben nagyon kiilonb6zdek, mégis hasonloképpen az apoptdzis iranyaba
viszik a sejteket. A DHQ, mint PARP-gatld, védi a sejtet ATP készletének
kimeriilésétol. A rezveratrol antioxidans tulajdonsagai révén a mitokondriumot védi az
oxidativ stressztol, mig a CsA a mitokondridlis membran ,.transition pore” nyitasanak
gatlasaval szintén a mitokondrium élettartamat képes meghosszabbitani. Jelen
vizsgalatainkban a butirat hatdsara megnovekedett ROS/RNOS szintek megerositik azt
a tényt, hogy az oxidativ stressz kozponti szerepet jatszik a butirat altal kivaltott
sejthaldlban. Az azonban még tisztdzatlan maradt, hogy mely ROS/RNOS vegyiiletek

termelddnek butirat hatasara, és ezek hatterében milyen mechanizmus(ok) all(nak).
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4.2. Az endometrium apoptotikus sejtjeinek aranya csokken az involucio korai

idoszakaban hyperketonaemias tehenekben

Korabbi kisérleteink azt mutattak, hogy butirat hatasara HT29R sejtekben nagy
mennyiségli szabad gyok termelddik, a sejthalal folyamatdban a PARP enzim nem
inaktivalodik, és a sejtek nagy ardnyban nekrdzist mutatnak. Ugyanakkor abban az
esetben, ha gatoltuk a szabad gyokok képzodését, vagy a PARP aktivitasat, akkor a
nekrézis mértéke csokkent, az apoptozis kialakuldsa viszont fokozodott. Ezek alapjan
feltételezhetd, hogy a PARP fokozott aktivitasa altal eldidézett negativ energiamérleg
nem tette lehetOvé az energiaigényes apoptozis kialakuldsat, és ez az allapot a sejtek
nekrézisdhoz vezetett. Szamos kordbbi megfigyelés igazolta, hogy az ellést kovetden
kialakulo negativ energiamérleg (NEB) a szarvasmarhak involucids folyamatat
hatranyosan befolyasolja. Mivel az involacid szovetlebontdssal jar, ami annak
apoptotikus jellege miatt energiaigényes folyamat, a HT29R sejteken tapasztaltak
alapjan érdekesnek taldltuk megvizsgalni, hogy az involicid soran a méh endometrium
sejtjeinek apoptotikus ¢és nekrotikus folyamatait a NEB hogyan befolyasolja.
Feltételezésiink szerint a szervezet egészét érintd NEB sejtszinten ATP-hianyt idéz elo,
¢s annak tartds fennalldsa nekrozis irdnyaba tolja el sejthalalt, ami egyik magyarazata

lehet az ilyen esetekben fellépd koros elvaltozasoknak.

4.3.1. Bevezetés és célkitiizés az endometrium mintdkon végzett kisérletekhez

Az ellés utani iddszakban, a puerperiumban, a gyorsan novekvo tejtermelés
komoly metabolikus terhelést jelent, kiilondsen a tejhasznositdsu tehenek szamara. A
genetikai szelekcid hatdsara botejeld fajtak esetében a szervezet altal eldnyben
részesitett laktacid és az életfenntartas energiasziikségletét a puerperium idészakaban az
allat még az aktualis sziikségletet teljes mértékben kielégitd taplaloanyag ellatds mellett
is csak sajat zsirraktarainak lebontasaval, azaz fokozott lipidmobilizacié révén képes
fedezni. Az aktudlis sziikségletnél kisebb mértékli szadrazanyag-felvétel és a szervezet
energiaigénye kozotti kiilonbség kovetkeztében negativ energia-egyensuly alakul ki.
Energiahiany esetén, mivel nem all a szervezet rendelkezésére elegendd mennyiségl

gliikoz, ezért az allat sajat tartalékait mozgositva fokozott zsirmobilizacioba kezd, és
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erdteljes zsirsav oxidaciot indit be sejtjeiben. A keletkezd nagy mennyiségli acetil~KoA
azonban a megfeleld reakcidpartner, vagyis az oxdlacetat, hidnyaban nem képes belépni
a citratkorbe, igy a felhalmozodo acetil~KoA molekuldkbdl acetoacetil~KoA, majd a
majban ketontestek képzddnek. A ketonanyagok kozé az azok 80%-at add B-hidroxi-
butirat (BHB), valamint az acetecetsav €s az aceton tartoznak. Ezek a vegyiiletek
eloszor csak a vérben jelennek meg, igy ha a BHB vérszintje eléri az 1 mmol/I-t akkor
hyperketonaemiarol, abban az esetben pedig, ha a BHB vérbeli koncentracidja tovabb
no, és a ketonanyagok mar a tejjel és a vizelettel is tiriilnek, akkor ket6zisrdl beszéliink.
A ketonanyagok megjelenésével egyidejlileg csokken a vérben fellelhetd gliikoz
koncentracio, és nd a szabad zsirsavak mennyisége. A folyamatosan fennallo NEB
hatdsara csokken a tejtermelés, allategészségiligyi €s szaporodasbiologiai problémak
jelennek meg. A méh involucioja lelassul, amelynek hatterében feltételezhetd a szoveti
atéptilésben jelentds szereppel bird energiaigényes apoptozis zavara is. Mindezekbdl
kovetkezik, hogy a fiziologids szintet meghaladdé mértékii és tartamti NEB esetén

gyakrabban alakulhatnak ki involucios szovodmények.

A szovetek at- vagy leépiilésében mindenkor jelentds szerepe van a
programozott sejthaldlnak. A méh involucidjakor a méhcarunculdk levaldsaval, a
kollagén és fehérje természetli anyagok lebontasaval mintegy 90%-o0s tomegveszteségen
megy at a szerv (Youngquist et al., 2007). Az involucidban harom f6 folyamatot
kiilonitiink el: a megnovekedett kollagendz és protedz aktivitast, az endometrium
sejtjeinek apoptozissal valo pusztuldsat, és az igy keletekezett lochia kiilvilag felé valo
tavozasat (Noakes et al., 2001). Az inetrcarunculdris teriileteken ezzel egyidoben
megindul a regeneracid ¢és nagyjabol 1-1,5 honap alatt 0jjaépiil az endometrium.

(Takamoto et al., 1998).

Optimalis kortilmények kozott a vemhes méh leépiilése programozott
sejthaléllal, azon beliill is apoptdzissal zajlik le, amely a sejtmembran integritasdnak
megorzésével megakadalyozza, hogy a citoplazma Osszetevdi a kornyezd szovetekbe
jutva gyulladast indukaljanak. Okano és munkatarsai 2007-ben azt vizsgaltak, hogy
sertés endometriumaban hogyan alakul a programozott sejthalal eléforduldsa a teljes
szaporodasi ciklus soran. Vizsgalataik alapjan az ellés utani 13. napon a felszini hamban
a sejtek mintegy fele mutatott pozitivitast apoptdzisra TUNEL teszttel vizsgalva (Okano

et al., 2007). Szarvasmarhanal hasonl6 kutatdsokat eddig még nem végeztek.
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Egy korabbi, patkdnyon végzett, kisérletben pedig a fialds utani 22. napon a méh
simaizom ¢&s fibroblast sejtjeiben vizsgaltdk az apoptozis eléfordulasat. Eredményeik
szerint a simaizom sejtek 43%-a, a kotdszoveti sejteknek pedig 39%-a mutatott

pozitivitast (Leppert, 1998).

Az apoptozis folyamatahoz tobb ponton sziikséges az energia: az apoptoszoma
kialakulasakor (Hu et al., 1999), a citoplazméban fellelhetd faktorok intranukleéris
transzportjakor (Yasuhara et al., 1997), valamint a protedz-kindzok aktivalasa és
miukodése is ATP-t igényel (Eguchi et al., 1999). A nekrézis ezzel szemben nem
igényel energiat, viszont a folyamat soran karosodott sejthartyan keresztiil a sejt anyagai

az extracellularis térbe jutva gyulladast valtanak ki.

Ha a sejtben nincs elegséges intracellularis ATP, akkor a szervezet szdmara
elényosebb apoptdzis helyett nekrozis zajlik le. Az apoptdzis €s nekrdzis kozotti
valaszaton tehat az energianak van dontd szerepe (Charugi et al., 2005). Ma mar
azonban tudjuk, hogy az apoptdzis €s a nekrdzis nem kiiloniil el ilyen élesen egymastol,

ezért sokszor célszerlibb apoptdzis-szerii €s nekrdzis-szerli sejthalalrol beszélni.

Vizsgalataink célja az volt, hogy a puerperium korai idészakéban 1év6 tehenek
endometrium biopszids mintadiban meghatarozzuk az apoptdzis mértékét megfeleld
energiaellatottsagu, illetve a fizioldgias szintet meghaladé mértékli negativ energia-

egyensulyban 1évo allatokban.

4.3.2. Anyag és modszer

4.3.2.1. Kisérleti dllatok és mintagyiijtés

Magyarorszag keleti részén talalhatd 7 nagyiizem Osszesen 49 allata vett részt a
vizsgalatokban. A 2-8 éves Holstein-friz teheneket kozvetleniil az ellés utan, majd a 3-
4., 6-8. és 21. napon klinikai vizsgalatnak vetettiik ald, amelynek sordn a
testhomérsékletet, az allat altalanos allapotat és a hiivelyvaladék mindségét mértik fel,
majd rektalis, illetve vaginoszkopids vizsgalatot végeztiink. Az igy kapott eredmények
alapjan az egyedeket puerperalis metritis-szel terheltnek vagy egészségesnek

mindsitettiik. A vizsgalat napjan a vena jugularisbol vért vettiink heparinos csovekbe,
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majd a vérplazmat centrifugalds utdan a feldolgozasig -18°C-on taroltuk. Ezekbdl a
4-14. napon endometrium biopsziat vettiink, a mintdkat azonnal glutaraldehidre és

formaldehidre nézve egyarant 4%-os oldatban fixaltuk, majd paraffinba agyaztuk.

A blokkokbdl a metszeteket a Mezdgazdasagi Szakigazgatdsi Hivatal,

Allategészségiigyi Diagnosztikai Foigazgatésig Korszovettani Osztalyan készitették.

4.3.2.2. A vér biokémiai vizsgdlata

A vérplazma B-hidroxibutirat koncentracigjat a 3-HBDH-NAD (3-
hidroxibutirat-dehidrogendz-NAD) mddszerrel hatdroztuk meg (D-3-Hydroxybutyrate
kit, Randox Laboratories Ltd, Ardmore, Nagy-Britannia). Minden egyes mérés

alkalméaval harom parhuzamos mintat hasznaltunk, kontrollként pedig ismert BHB

crer

4.3.2.3. Vizsgalati csoportok

A méh klinikai vizsgalata alapjan az allatokat egészségesnek (n = 13) vagy
puerperalis metritissel (PM) terheltnek (n = 36) itéltiikk. A vérbeli BHB koncentracid
alapjan a 1 mmol/l alatti értéket mutatd allatokat normoketonaemidsnak, az e feletti
értekek esetén hyperketonaemiasnak itéltiikk. E két paraméter alapjan négy csoport
alakult ki: (1) kontroll; (2) PM, normoketonaemia; (3) egészséges méh,
hyperketonaemia; (4) PM, hyperketonaemia.

Minden biopszids mintdbdl egy-egy metszetet hematoxilin-eozinnal festettiink
meg, ¢s hagyomanyos fénymikroszkopos vizsgdlatnak vetettiink ala. Felmértiik a kdros
elvaltozasokat, és a mintakat Dr. Glavits Robert (Mez0gazdasagi Szakigazgatasi Hivatal
Allategészségiigyi Diagnosztikai Féigazgatosag) moédszere szerint haromfokozati
skalan osztalyoztuk az egyes tulajdonsdgokra: ennek alapjan a koéros elvatozasokat
leginkabb mutatd metszeteket 3, a koros elvaltozasokat legkevésbé mutatokat pedig 1

osztalyzattal jeloltik. A biopszids mintdk szovettani értékelését kovetden szadmos
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egyedet ki kellett zarni a tovabbi értékelésbdl a szovetminta kifejezett degeneracidja
vagy annak hamhidnyos allapota miatt.

Emiatt a kordbban 3. és 4. szammal jelolt csoportokat, a kis esetszdm miatt 6ssze
kellett vonni. A végleges csoportbeosztas tehat a kovetkezd: (1) kontroll, (2) PM,

normoketonaemia, (3) hyperketonaemia, egészséges vagy gyulladt méhhel.

4.3.2.4. Immunhisztokémia

A vizsgalt mintdkon kettds immunfestést alkalmaztunk: a leukocytdk megfestése
a kozos leukocyta antigén alapjan tortént (common leukocyte antigen, CLA vagy
CD45) (Mouse anti-bovine CD45, AbD Serotec, Kidlington, Nagy-Britannia) mig a
toredezett DNS kimutatdsa a terminalis dezoxinukleotid-transzferaz medialt dUTP
jeloléssel (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP Nick-End Labeling,
TUNEL) (Dead End Fluorometric TUNEL System, Promega, Madison, WI, USA).
Megvizsgaltuk tehat egyrészt az apoptozist mutatd sejtek 180-200 bp nagysagu
fragmentekre darabolodott DNS-ét TUNEL mddszerrel, masrészt a sejtek DNS-ét
DAPI-val is megfestettilk, ami lehetévé tette valamennyi €16 és elpusztult sejtmag
megfigyelését. Apoptotikus sejteknek azokat fogadtuk el, amelyek egytittes TUNEL és
DAPI pozitivitast mutattak. Folyamatos metszéssel formalinban fixalt, paraffinba
agyazott szovetmintakbol 4 um-es metszetek késziiltek, melyeket poli-L-lizinnel kezelt

lemezekre vittiink.

s

alkoholsorban vizmentesitettiik. Az antigén feltards céljabol a szovetmetszeteket
citromsavas pufferben 5 percig fOztik (Antigen Unmasking Solution, Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA). Haromszori PBS-sel vald 6blités utan az
immunfestést a TUNEL-probaval kezdtiik meg. A kiegyenlitd pufferrel vald 10 perces
elokezelés utan a metszeteket a nukleotid keveréket €s enzimet is tartalmazo kiegyenlitd
pufferrel kezeltiik és milanyag feddlemezekkel boritva nedves kamrdban 37°C-on 60
percig inkubaltuk. Pozitiv kontrollként DNaz I-gyel elokezelt lemezeket alkalmaztunk
(RQ1 RNAse-Free DNAse, Promega, Madison, WI, USA), amelyet a TUNEL
reagensek eldtt 10 percre adtunk a mintdkhoz. Negativ kontrollként a termindlis

dezoxinukleotid-transzferdz enzimet desztillalt vizzel helyettesitettiik az oldatban. A 60.
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perc utan a reakciot ledllitottuk a gyarilag biztositott sdoldattal. Végiil anti-fluoreszcein
ellenanyagot (MsX Fluorescein Alexa Fluor 488 Conjugate, Chemicon International,
Temecula, CA, USA) adtunk a mintdkhoz 30 percre 1:100 PBS/1% borju szérum
albuminban (bovine serum albumin, BSA) val6 higitasban a fluoreszcens jel

intenzitasanak erdsitése érdekében.

A mintdk PBS-mosdsat kovetéen a sejtfelszini kozos leukocyta antigén
kimutatasaval folytattuk az immunhisztokémiai vizsgalatot. A lemezeket a PBS/1%
BSA-ban 1:5 aranyban higitott anti-CD45 ellenanyaggal kezeltiik 60 percig. Ezt kdvette
egy biotinnal konjugalt, kecskében termelt anti-egér masodlagos ellenanyag
(Biotinylated Anti-Mouse IgG, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) a jelolt
sejtek kimutatdsdra. A metszeteket 45 percig inkubdltuk az ellenanyag 1:200-as
PBS/1% BSA-ban vald higitasaval, és végill az Alexa 594 festékkel konjugalt
streptavidin reagens (Streptavidin Alexa Fluor 594 conjugate, Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) tette lathatévd a mar jelolt sejteket. Ezt a reagenst 1:200-as
higitasban alkalmaztuk PBS/1% BSA-ban oldva 30 percen keresztiil. Hattérfestésként
valamennyi sejtmagot a fluoreszcens DAPI-valo 5 perces festéssel tettiink lathatdva
(DAPI, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) és a metszeteket feddanyaggal
(Mowiol), illetve tiveg fed6lemezzel fedtiik le.

Az 1igy kapott mintdkat szdradds utan vizsgaltuk, majd AxioCam digitalis
kameraval (AxioCam HRc, Carl Zeiss AG, Jena, Germany) ¢s szinsziirokkel (Piros
szlird, XF43 Omega Optical, Brattleboro, VT, USA; FITC filter, 487910 és DAPI sziird
487901, Carl Zeiss AG, Jena, Németorszag) kiegészitett fluoreszcens mikroszkoppal
(Axiophot, Carl Zeiss AG, Jena, Germany) lefényképeztiik. Valamennyi metszeten 6t,
atfedést nem mutatd, 6sszefliggd mezordl késziilt felvétel 40x nagyitasban, mindharom

szinszurd hasznalataval.

Az immunhisztokémiai vizsgalatokat a Semmelweis Egyetem Altalanos
Orvostudoméanyi  Kar  Huméanmorfolégiai és  Fejlodésbioldgiai  Intézetének

laboratériuméban végeztik.
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4.3.2.5. Az eredmények kiértékelése

A formalinnal fixalt, paraffinba agyazott mintakbol 4um-es metszetek késziiltek
az immunfestés megkezdése eldtt. Minden mintdbol legalabb egy metszetet
hematoxilin-eozinnal festettiink el6zetes szovettani elemzés céljabol. A szovettani
értékelés alapjan a gyulladasosan erdsen elfajult vagy a hidnyos endometriummal
rendelkezd (hdmréteg hidnya) mintdkat kizartuk a tovabbi vizsgéalatokbdl. Azokat a
metszeteket vizsgaltuk tovabb, melyeken az endometrium ham és kotdszoveti része
egyarant fellelhet6 volt.

A fényképeket Adobe Photoshop 7.0 program segitségével értékeltik. Az
endometrium Osszes sejtszdmat megkaptuk (ham és kotoszoveti sejteket figyelembe
véve), ha a mezénként szamolt DAPI-val festddott sejtek szamabol kivontuk a CD45
pozitivitast mutatd leukocytdk szamat. TUNEL-pozitiv sejtek egyideji DAPI
festodéssel adjak meg az apoptotikus sejtek szdmat. Az apoptotikus index
kiszamitasakor a teljes sejtszdmot osztottuk az apoptozist mutatd sejtek szamaval, és az

eredményt szoroztuk 100-zal.

4.3.2.6. Statisztikai szamitasok

A statisztikai vizsgalatokhoz a MINITAB (Minitab Inc, State College, PA, USA)
programot alkalmaztuk. Az eredményeket atlag + SEM értékkel adtuk meg, a
kuilonbségeket pedig p < 0,05 szinten tekintettiik szignifikansnak. Az adatokat
ANOVA-val vetettiik dssze.

4.3.3. Eredmények

Munkank soran figyelemmel kisért 49 allat méhébdl nyert eldzetes szovettani
értékelés soran biopszids mintdk szovettani értékelését kovetden szamos egyedet (n =
25) ki kellett zarni a tovabbi értékelésbdl. Igy az eredeti csoportbeosztast at kellet

alakitani, és csak harom vizsgalati csoport maradt benn a tovabbi értékelésben: (1)
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kontroll (n=10), (2) PM, normoketonaemia (n=9), (3), hyperketonaemia egészséges
vagy gyulladt méhhel (n=5).

DAPI Heamatoxilin-eozin

19. abra. Szarvasmarha uterus bioptaitumbdl késziilt metszeten erds gyulladasos
besziirddés lathatd, igy a DAPI-val késziilt magfestés utani fluoreszcens
mikroszkoppal késziilt felvételen, mint a hematoxilin-eozinnal tortént festést
kovetden késziilt fénymikroszkopos felvételen. A két kép ugyanazon bioptatumnak

két kiillonbozo tertiletérdl készitett festését mutatja.

A sejthaldl értékelés soran figyelembe vett mintdkon (n = 24) az apoptozist
immunhisztokémiai modszerrel mutattuk ki. Vizsgalatainkban a puerperium korai
iddszakdban 1év0 tehenek endometrium biopszids mintdiban meghataroztuk az
apoptozis mértékét a vérplazma BHB koncentracidja alapjan megfelelé energia
ellatottsagu, illetve a fizioldgids szintet meghaladd mértékben negativ energia-

egyensulyban 1év6 allatokban.

A TUNEL festéssel parhuzamosan végzett anti-CD45 ellenanyaggal a szoveten
belill elkiilonithetd volt a leukocytdk jelenléte (20. dbra). Bar a leukocytékkal erdsen
besziirt mintakat kizartuk a kisérletbdl, de kiillondsen a puerperalis metritis-szel terhelt
egyedek bioptatumaiban igy is nagyszamu gyulladasos sejt volt felfedezhetd. Tovabba a
phagocyték fizioldgias koriilmények kozott is fellehetdk az egészséges méh szovetében,

hiszen az apoptozissal elhalt sejtek eltakaritasaban részt vesznek.
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20 um

20. abra: Egy normoketonaemids egyed (696) uterus mintajaban megfigyelhetd

egyidejii CD45 és TUNEL pozitivitast mutatd sejtek, vagyis leukocytdk. Mivel a CD45

egy feliileti antigén, ezért pozitiv esetben piros kor alaktl szinez6dés lathaté a sejt koriil.

A CD45 piros (,A”), a TUNEL z6ld (,,B”), a DAPI pozitivitas pedig kék (,,C”) szinnel
lathat6. A ,,D” képen a sejtek egyidejii anti-CD45 és TUNEL festésével lathatova
tehetdk az apoptdzist mutatd phagocytak (nyillal jelolve). A csak TUNEL pozitivitast
mutato sejtek, amelyek nem festddnek pirosra az endometrium egyéb apoptotikus

sejtjeit jelzik (csilaggal jelolve).
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A megfeleld energiaellatast egyedek biopszids mintaibol késziilt metszeteken
szamos TUNEL pozitiv sejt festddik (21. dbra), koztik néhanyban az apoptodzisra
jellemz6 apoptotikus testek is jol megfigyelhetok (22. abra). Az energiahianyos

allapotban 1év0, hyperketonaemids tehenek mintdiban azonban kevesebb TUNEL

pozitivitds mutatkozik (23. &bra).

20 um
——

21. abra: Kontroll allat (818) endometrium biopszias mintdjaban eléforduld
egyidejiileg DAPI-val fest6do, illetve TUNEL pozitiv sejtek . A bal oldali képen az
Osszes sejtszamot megado, kék szinli DAPI festés (,,A”), a jobb oldali képen pedig a

z61d szinli TUNEL-reakcidval kimutatott apoptdzis (,,B”) lathato (nyillal jelolve).
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20 um

22. abra: Apoptotikus testek kontroll allat (818) endometrium biopszids mintajaban
DAPI, és egyidejli TUNEL pozitiv festddéssel. A bal oldali képen az dsszes sejtszamot
megadd, kék szinli DAPI festés (,,A”), a jobb oldali képen pedig a z6ld sziniit TUNEL-

reakcidval kimutatott apoptozis (,,B”) lathatd. Mindkét képen jol lathatéan a nagyobb
méretli €p sejtmagokhoz képest a kisebb DNS fragmentumok is festddnek, amelyek az

apoptotikus testeket adjak.

23. abra Hyperketonaemias allat (1424) endometrium biopszias mintajaban eléforduld

DAPI pozitiv, illetve TUNEL pozitiv sejtek. A bal oldali képen az 6sszes sejtszamot
megado, kék szinli DAPI festés (,,A”), a jobb oldali képen pedig a z6ld szinli TUNEL-
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reakcioval kimutatott apoptozis (,,B”) lathato. Pozitivnak a z61ld szinnel erételjesen

fluoreszkalo sejtek tekinthetdk (nyillal jelolve).

A megvizsgalt 24 egyed tovabbi csoportokba osztasa az involucios méh
egészségi allapota alapjan tortént. Ez alapjan elkiilonitettiink kontroll csoportot,
valamint puerperdlis metritis-szel (PM) terhelt normokertonaemias, illetve

hyperketonaemias allatokat.

A kontroll csoportba 10 tehenet soroltunk, a vériikben mért BHB koncentracio
0,45£0,12 mmol/l volt. Ezekbdl az allatokbol nyert biopszids mintdkban az 6sszes sejt
49,97+6,18%-a mutatott apoptozist. A pontos értékeket részletezve a 3. tdblazatban

tiintettik fel.

3. tablazat: A kontroll csoport egyedeinek BHB vérkoncentracidja, valamint az

apoptozis eléfordulési aranya biopszias mintaikban

azonosito 818 826 927 1337 2034 2610 2625 3236 3263 5833

szam

BHB 0,53 05 039 05 039 045 05 045 0,17 0,59
(mmol/T)

apoptdzis % 63,4 4528 49,1 46,72 50,71 51,76 47,6 48,88 55,62 40,6

A PM, normoketonaemidas csoport vérmintaiban mért atlagos BHB koncentracid
0,4240,15 mmol/l volt. Az apoptdzis eléforduldsi aranya 51,67+0,15% volt az
endometrium mintakbdl készitett metszeteken. A pontos értékeket a 4. tablazatban

tuntettiik fel.

4. tablazat: A PM, normoketonaemias csoport egyedeinek BHB vérkoncentracidja,

valamint az apoptdzis el6fordulasi ardnya biopszids mintaikban.
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azonosito szam 696 725 1527 2062 2711 4827 4899 5879 7437

BHB (mmol/l) 0,7 0,37 0,5 0,38 0,63 031 026 034 0,31

apoptozis % 53,32 50,07 50,58 51,27 48,73 52,8 48,19 55,04 55,08

A hyperketonaemids csoport egyedeiben az atlagos BHB koncentracio
1,47£0,32 mmol/l volt. Az apoptozis mértéke a vizsgalt allatokban 23,83+6,44%-nak
adddott. Az egyes egyedek konkrét értékeit az 5. tdblazatban tiintettiik fel

5. tablazat: A hyperketonaemids csoport egyedeinek BHB vérkoncentracidja, valamint

az apoptozis eldfordulasi aranya biopszias mintaikban.

azonosito szam 1424 2143 2181 5429 5869
BHB (mmol/1) 1,72 1,65 1,76 1,04 1,22
apoptézis % 14,38 24,02 29,63 29,87 21,27

Ha az allatokat a vérplazma BHB koncentracidja alapjan normo- illetve
hyperketonaemids csoportokra osztjuk, akkor az egyes csoportokhoz tartozo apoptozis
indexek alapjan, amelyek 50,824+4,76%-nak illetve 23,83+6,44%-nak adodtak,
szignifikans kiilonbség lathato (p<0,05) a két csoport értékei kozott (24. dbra).
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24, abra: A normoketonaemias (BHB<Immol/l) és a hyperketonaemias
(BHB>1mmol/l) tehenek endometrium biopszias mintaiban eléfordul6 apoptdzis
mértéke. n=24+/-SD. A két érték egymashoz viszonyitva szignifikans kiillonbséget

mutat, p<0.05.

Vizsgalataink eredményei azt mutatjak, hogy a kontroll egyedekhez viszonyitva
a fizioldégias normal értéktartomany felsd hatérértékét meghaladé BHB szinttel
rendelkezd allatok méhbioptatumaiban az 6ssz-sejtszdmhoz viszonyitva szdzalékosan

kevesebb az apoptotikus sejtek aranya.

4.3.4. Megbeszélés

Ellés utan az involucid folyamatdban a vemhes méh tomegének mintegy 90%-at
elvesztve alakul vissza vemhesség elotti allapotdba. Az endometrium le- és
atéptilésében a megnovekedett kollagenaz és proteaz enzim aktivitdsa, valamint a sejtek
apoptozissal vald pusztuldsa jatszik szerepet. Az apoptdzis elénye a nekrozissal
szemben, hogy a sejtek szétesése nélkiil torténik meg a sejtek pusztuldsa, mely igy nem
indukal gyulladast a kornyezetében. Az ellés utani iddszak, a puerperium, kritikus
1d6szak a botejeld tehenek szdmara: az allat energiaigényének fokozddasa elsdsorban a
gyorsan novekvo tejtermelés sziikségletével magyarazhatd, ugyanakkor a szarazanyag-
felvétel nem novekszik azzal ardanyos mértékben, emiatt negativ energia-egyensuly
(NEB) alakul ki. Ehhez add6dhat még az involucidé energiaigénye, amely tovabb

sulyosbithatja ezt az allapotot. A méhinvoltcid soran lezajlo folyamatok egy része, igy
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az apoptdzis is, szintén energiaigényes folyamat. Klinikai tapasztalatok szerint, ha a
NEB olyan mértéket 6lt, hogy ketonanyagok halmozdédnak fel a vérben, akkor egyéb

egészségligyl problémakkal egyiitt gyakrabban 1épnek fel involucids szovodmények is.

Az involucidé folyamatdban fizioldgidsnak tekinthetd, hogy az apoptodzissal
elpusztult sejtek eltavolitdsdban phagocytdk vesznek részt. Az involucids
szovodményeket mutatd egyedekben, ahol puerperalis metritis diagnosztizalasra keriilt,
nagymértéki fehérvérsejtes infiltracié figyelheté meg. Mind a fiziologids, mind a
patolégias mértékli besziirddés jelentdsen megneheziti az endometrium apoptotikus
sejtaranyanak meghatarozasat. A stulyos foka puerperalis metritis-szel terhelt
egyedekben a besziirddott fehérvérsejtek oly mértékben megnovelték az Osszes

sejtszamot, hogy igy értékelhetetlen apoptotikus indexet adtak az adott mintara nézve.

Sziikség volt tehat az endometrium sejtjeinek és a phagocytaknak az egyértelmi
elkiilonitésére. Ezért alkalmaztuk a valamennyi leukocyta feliiletén meglévd kozos
leukocyta antigén, vagy CD45 antigén egyidejlii kimutatasat. Az anti-CD45 festéssel
lehetdségilink volt igy meghatarozni az adott bioptitum Osszes sejtszamat, hogy azok

kizarolag az endometrium sejtjeit jelentsék.

A kozo6s leukocyta antigén kimutatdsara azért is sziikség volt, mert a szoveti
struktarak ellés utani lebomlasakor fizioldgids mértékt helyi gyulladds mindenképpen
kialakul, hiszen az apoptozissal elhalt sejtek is kemotaktikus ingert jelentenek a
phagocytak szdmara, igy azok nagy szdmban jelenhetnek meg a méh allomanyaban. Az
enyhe gyulladas hatdséara akut fazis proteinek termelddnek, amelyek egyik tipusa a méh
altal szintetizalt uterocalin. Ennek a fehérjének hatasara a neutrophil-granulocytakban és
mas leukocytakndl apoptozis indukalddik, igy akadalyozva meg a talzott mértéki
lokalis gyulladasos reakcio kialakuldsat (Nilsen-Hamilton et al., 2003). A CD45
pozitivitdst mutatd sejteket kizarva az apoptozis értékelésbol egyértelmiien csak az

endometrium sejtjeit vettiik figyelembe a meghatarozasnal.

Immunhisztokémiai vizsgalataink soran haromszoros festést alkalmaztunk: anti-
CD45 festést a leukocytdk kimutatdsira, TUNEL-reakciét az apoptdzis

meghatarozasara, valamint DAPI festést valamennyi sejtmag lathatova tételére.

Egy, patkanyokon végzett, vizsgalat soran kordbban mar meghataroztak, hogy
milyen mértékli apoptozis figyelhetd meg az allatok méhében a fialas utan. Ebben a

kisérletben kiilonbséget tettek az endometrium egyes sejttipusai kozott, és kiilon
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vizsgaltdk a simaizom, illetve a fibroblast sejteket. Az apoptotikus sejthalél
szerint a simaizom sejtek 43%-a, mig a fibroblast sejtek 39%-a mutatott pozitivitast az
ellés utani 22. napon (Lepper, 1998). Sajat vizsgalatunkban az endometrium valamennyi
sejttipusat figyelembe vettiik és az ellés utdni 4-14. napon vizsgaltuk az apoptdzis
mértékét ugyanezzel a mddszerrel. Az altalunk vizsgalt energetikailag megfeleld
allapotban 1év6 allatokban kapott 50,82+4,76%-0s apoptotikus index 6sszhangban van a
patkanyban kapott értékekkel, hiszen abban a kisérletben 1-2 héttel késobbi idépontban
vettek biopsziat az egyedek méhébol.

Egy masik kisérletben sertés endometriumaban vizsgaltdk az apoptozis
alakulasat a TUNEL-modszer segitségével (Okano et al., 2007). Eredményeik szerint a
fialds utani 13. napon vett biopszidas mintdkban a sejteknek nagyjabol a fele mutatott
pozitiv eredményt a TUNEL-prébara. A vizsgalat soran a feliileti hamot, illetve a
kotoszovetes teriileteket  kiilon-kiillon  értékelték, de mindkét részen hasonlo
eredményeket kaptak. Szarvasmarhanal az altalunk ismert irodalmi adatok szerint még
nem végeztek hasonld vizsgalatokat, de a patkanyban és a sertésben is hasonld
fizioldgiai folyamatok szerint zajlo involicid eredményei Osszhangban allnak sajat
mintaink értékeivel. A szarvasmarha endometrium bioptatumaiban a sejtek atlagosan
50,8244,76%-a mutatott apoptozist. Eszerint a fizioldgids involucidé soran a sejtek
mintegy fele apoptozissal hal el. Az elpusztult sejteket a phagocytak eltavolitjak, igy
joval kisebb az esélye egy jelentésebb gyulladdsos reakcidnak ¢&s egyéb

kovetkezményes szaporodasbioldgiai zavarok kialakulasénak.

Azoknal az egyedeknél azonban, ahol a szervezet energia-egyensulya tartosan
meghaladta a még fiziologidsnak tekinthetd hiany mértékét, a szamos energiaigényes
folyamat kozo6tt az involtcid is zavart szenved. Mivel az involicié egyik fontos eleme
az energiaigényes apoptozis, ezért feltételezhetben a programozott sejthaldl sem
jatszodhat le akadalymentesen. Feltételezéseinknek megfeleléen azt az eredményt
kaptuk, hogy energiaellatds zavara, vagyis ketonaemia esetén csokken az apoptdzissal
elpusztuld endometrium sejtek szama. Ez az érték vizsgalatainkban 23,83+6,44%-nak

adddott.

A vemhesség soran még steril méhben az ellést kovetden a sziilocsatornan
keresztiil baktériumok telepedhetnek meg. A baktériumok jelenléte azonban nem

feltétlentil jelenti gyulladdsos méhbetegségek létrejottét, hiszen egy korfolyamat
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kialakuldsat nagyban befolydsolja az allat immunvalasza. Negativ energia-egyensuly
esetén azonban gyengiilnek a szervezet onvédelmi mechanizmusai, igy jéval nagyobb a
lehet6sége annak, hogy kiilonb6z6 fertdzéses megbetegedések alakuljanak ki a méhben
(Kulcsar et al., 2005). Ha ezzel parhuzamosan a nem megfeleld energiaellatas
kovetkeztében a méhinvolucio is zavart szenved, az tovabb noveli a szaporodasbioldgiai

problémak kockazatat.

Vizsgalataink eredményei azt mutattdk, hogy az egészséges kontroll allatokhoz
viszonyitva a hyperketonaemias egyedek méhbioptatumaiban az Ossz-sejtszdmhoz
viszonyitva széazalékosan kevesebb az apoptotikus sejtek aranya. Az energiaigényes
apoptozis tehat tartésan fennalld és jelentds mértékii negativ energia-egyensuly
kialakuldsakor zavart szenved. Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy NEB
esetén az endometrium sejtjei kisebb aranyban pusztulnak el apoptdzissal, ami

fokozhatja a nekrdzis veszElyét és a gyulladasos folyamatok kialakulasat.

A tehenek megfelel6 energiaellatasa a puerperium idoszakaban tehat nemcsak az
elégséges tejtermelés miatt fontos tényezd, hanem a méh fiziologidsan lezajld
involucidja szempontjabol is. Ha wugyanis elegendd energia 4ll a szervezet
rendelkezésére, akkor az endometrium le- és atépiilése soran megfelelden fel tudnak
szivddni, illetve el tudnak tdvozni a kiilvilag felé az elhalt szovetek. A gyorsan ¢és
szabalyosan végbemend involicid ugyanis a legfobb biztositék arra, hogy a méh ne
jelentsen taptalajt a baktériumok tulzott elszaporoddsahoz, vagy esetleg patogén fajok

megtelepedéséhez, vagyis a puerperalis metritis kialakuldsahoz.
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5. Uj tudomanyos eredmények

Kisérleteimben szamos HT29 sejtvonalon in vitro vizsgaltam a butirat hatésat,
egyes szabadgyokok és a ROS vegyiiletek keletkezését, valamint az ezek kozott
apoptozisara és nekrozisara vonatkozolag. Vizsgaltam tovabba egy involvalddo szerv, a

m¢éh, esetében in situ a szervezet energetikai allapotanak hatasat a sejtek apoptdzisara.
Megéllapitottam:

(1) A butirat altal indukalt sejthalal és differencidcido Osszefliggésben van a

kiilonb6zé ROS mintazatokkal HT29-eredetli human vastagbélrak sejtekben.

(2) A HT29R sejtekben a butirat hatdsara képzddd szabad gyokok és reaktiv oxigén
vegyliletek a sejthalal termékei, mig a HT29-12 és HT29-21 sejtekben képzodd

H,0; funkciondlisan a sejtdifferencidciohoz kotédik.

(3) Meghataroztam a méh involtcid korai idészakdban az endometrium apoptotikus
sejtjeinek aranyat megfeleld energiaellatottsdgl, valamint negativ energia
egyensulyban 1évé hyperketonaemids tehenekben. Kimutattam, hogy az
endometrium  apoptozissal  elhaldé  sejteinek szdama a  megfeleld
energiaellatottsagu egyedekhez képest a hyperketonaemiés tehenekben mintegy

felére csokken.
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