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Abstract

Because of spacial limitations, we shall only concern on some of most important topics, but we hope that we can
provide an in-depth view into this actually florishing area of research. Free radical research experienced some ups-
and-downs in the past decades, however it reached always higher levels. Nowadays even molecular biologists cannot
neglect free radical research. Although the medicine was substantially benefited from these researches, we may
experience some hiatus on the clinical level because of the missing breakthough by examination of redox status of the
patients. The immediate cause for this is that many different parameters are needed to be exactly observed at the same
time, which needs a large amount of financial support. The second-hand cause is that the discussion of free radical
research results and its usefulness is only a part of the facultative courses.
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Szabadgyokos kutatasok kezdetei

A szabadgyok-kutatds évtizedei alatt jelentdsen valtozott a kutatds modszertana, miiszerigénye. Amig
kezdetben fizikusok foglalkoztak a szabad gyokok keletkezésével, a gyokképzddés kinetikajaval, a
folyamatok mechanizmusanak megismerésével, a szabadgyokos reakcidk lecsengésének vizsgalataval,
direkt modszerek voltak alkalmasak a valtozasok tanulmanyozasara. A szabadgyok kutatdsban Zavoisky az
1940-es évek elején végzett elektronspin-rezonancia (ESR) kutatasai meghatarozoé jelentoséglick voltak. Az
ESR technikat ma mar a kémia, fizika, biologia és az orvostudomany szamos teriiletén alkalmazzak [1].

A vilaghaborus események felgyorsitottak a radioaktivitas karos hatasainak kivédésével kapcsolatos
kutatasokat is, tekintettel arra, hogy az amerikaiak atombomba kifejlesztésén dolgoztak, és a németek is
jelentds kutatasokat végeztek.

Az atomtamadéasok kovetkeztében az indirekt sugdrkarosodas a viz radiolizise €s a szervezet
makromolekulai kozotti reakciok eredménye. A viz radiolizise soran hidroxil-gyokok (OH') és hidratalt
elektronokok (H20") jonnek létre.  Reakcididejik 10 sec. Masodlagos szabad gydkok molekularis
oxigén jelenlétében képzddnek, ilyenek a szuperoxid gyok (O72), a perhidroxil gyok (HO2') €s nem gyok, de
radikalis hatasa hidrogén-peroxid (H202). Reakcididejiik 108-10° sec [2]. A sugarkarosodasok kivédése
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kapcsan ¢élelmiszerek tesztelése kozben taldltak ra a Brassicaceae csalad novényeire, a kaposztafélékre, de
évtizedekig nem tudtak, hogy a gliikkozinolatokbol szarmazé izotiocianatok azok a hat6anyagok, amelyek e
radikalis gyokokkel szemben a szignaltranszdukcid soran védelmet biztositanak [3 ,4].

A hadiipar mésik fontos irdnya a gumiabroncsok ¢lettartamanak fokozasa érdekében a szintetikus
antioxidans vegyiiletek kutatasa volt [2].

Korai kutatasok modszerei

Késébb, amikor kideriilt, hogy a szabad gyokok az ¢l6 szervezetben is keletkeznek, akkor a direkt
modszerek adaptalasara keriilt sor, és a dolog természetébdl eredendden megjelentek az indirekt modszerek,
melyek nagyon gyorsan el6térbe keriiltek. Ezek az ugynevezett ,fingerprint” technikdk az oxidativ
karosodasok eredményeképpen keletkezd molekulak detektalasat céloztak meg.

Korai kutatasainkban az antioxiddnsok hatdsmechanizmusanak felderitésében az altalunk is alkalmazott
direkt modszerek, az ESR spektroszkopia és az impulzus radiolizs voltak [5-7].

A szabadgyok-kutatas in vitro fiziko-kémiai modszerei, mint mar emlitettiik, egzaktak és reprodukalhatok.
Direkt modszerek esetében in vivo mar bonyolultabb a meghatarozas. Példaul az ESR-technikak fagyasztott,
poritott mintakat igényelnek. A legnagyobb probléma a mitermék megjelenése. A jo spincsapda kritériuma
a vizoldhatdsag, a stabilitds vizes kozegben, a biologiai inertség, a gyors bejutds a megfeleld
kompartmentbe, a gyors szabadgyok-trapping, a stabil vegyliletképzés a gyokkel, a jo kivonhatdsag és a jo
kimutathatdsag. A gyokcsapda nem karosithatja a biologiai rendszert. Ismert spincsapdak példaul az 5,5’-
dimetil-1-pirrolin oxid (DMPO), 3,3,5,5-tetrametil-1-pirrolin-N-oxid (M4PO), (4-piridil-1-oxid)-N-tercier-
butilnitron (POBN) vagy az alfa-fenil-tert-butil-nitron (PBN). A PBN alkalmazasakor azonban a termék és a
szovet interakciojat figyelték meg [8].

Az impulzus radiolizis technika alkalmazasakor a rovid idejli, nagy intenzitast elektronsugar-impulzus
hatasara a besugarzott mintdban létrejové gyokok és ionok a kisérleti koriilmények célszerli
megvalasztasaval szelektiven oxidalé vagy redukdlod tranziensekké alakithatok. A vizsgalati anyaggal
lejatsz6do reakcidk abszorpcids spektrumuk segitségével optikai uton kovethetdk és a reakciok sebessége
ennek alapjan kozvetleniil megéllapithato [5].

A legkordbbi és sok laboratérium szdmara elérhetd indirekt modszerek a lipidek oxidativ karosoddsanak
vizsgalatat céloztdk meg, tekintettel arra, hogy az ipar mar korabban igényt tartott arra, hogy megfeleld
modszerek alljanak rendelkezésre a gyorsan romld élelmiszerek mindségellendrzésére, tarolasukkal
kapcsolatos technologiai 1€pések optimalizalasara.

A lipidperoxidaciés lancreakcid inicidldsa, propagacidja ¢€s terminacidja viszonylag egyszeri
spektrofotometrias modszerek kifejlesztését tette sziikségessé. A legkorabbi ¢€s viszonylag informativ
eredményeket ado modszerek az inicidlasnal keletkezd diénkonjugdtumok, a lancreakcid sordn képzddd
lipidhidroperoxidok, a lipidperoxidacios kozti- ¢és végtermékek, a 4-hidroxi-nonenal, illetve a
malondialdehid koncentracidinak meghatarozdsai voltak. A fotometrids (kolorimetrids) eljarasokat
egyszeriiségiik ¢€s megfeleld érzékenységiik tette széles korben elterjedté. A magasnyomasu
folyadékkromatografias (HPLC) metodikak bevezetésével novelni lehetett a specificitést.

A HPLC analizisek detektalasdra spektrofotometrias, valamint fluoreszcens eljaras is alkalmazhato. E
technika segitségével a tiobarbitursavval reakciot ado vegyliletek szeparalasa megvalosithato. A HPLC
vizsgalatok azonban koltséges, miiszerigényes modszerek.

A szovetekben zajlo lipidperoxidéacios folyamatokat a kilélegzett levegd etan és pentdn tartalmanak
meghatarozasaval is kovetni lehet. Ezek a szénhidrogének a tobbszordsen telitetlen zsirsavak (omega-3-,
omega-6 PUFA) peroxidacioja soran keletkeznek.
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Ezek az olcso és egyszerli modszerek - hibaik ellenére is - kiilonb6z6 antioxidans tulajdonsagu vegyiiletek
védo hatasanak igazolasara kivaldan alkalmasak [9].

Az €10 szervezetben zajlé szabadgyokos folyamatok megismerése és ij modszerek fejlesztése

A kutatasok évzizedei alatt kideriilt, hogy az emldsok, féleg az emberek szempontjabdl fontos, fébb szabad
gyokoket termeld folyamatok a sejtek energiaellatasat biztositd mitokondridlis oxidativ metabolizmus, a
mikroszomalis méregtelenitd kevertfunkcioji monooxigenaz enzimrendszer, a prosztaglandin bioszintézis, a
konstitutiv és indukalhato NO-szintetaz aktivitas, a fagocitak, monocitak, makrofagok, Kupffer-sejtek
nrespiratory burst”-je, illetve a kiilonbozd szovetekben, szervekben lokalizalt transzmembran
enzimkomplexek, a NOX1-5 és a DUOX 1-2 (NADPH-oxidaz izoformak) funkcidja soran képzddé
szuperoxid gyok, a peroxiszomakban képz6dé H>O» autooxidacidja [10-12].

Suh és munkacsoportja el6észor 1999-ben szamolt be egy szuperoxid-geneald oxidazrol, egy transzmembran
enzimkomplexrdl a Nature-ben, mely a colon epithelsejtjeiben talalhatd gp91P"™ homoldog. Miikodése soran
a NADPH-r6l szallit elektront az oxigénre. A NOX izoformok expresszidja megnd kiilonbdzd tumorokban.
Az enzimkomplex valdszinlisithetden a bélben taldlhatdé mikroorganizmusok elleni védelmet biztositja.
Szerepe lehet gyulladdsos bélbetegségekben is, ezért intenziv kutatdsokat folytatnak még ma is ezen a
tertileten [13].

A szervezetben keletkez6 szabad gyokok létrejohetnek hipoxidban, hiperoxidban €s normalis oxigéntenzid
mellett is. A szabadgyok-koncentracid befolyasolhatod az anyagesere oxidéacios folyamatainak szabalyozasan
keresztiil. A lipidperoxidacio szabalyozott koriilmények kozott a foszfolipid turnover része [14,15].

Az is megerdsitést nyert, hogy az éldlények szigorian egymadsra épiild védekezd mechanizmusai lehetdveé
teszik, hogy a szabadgyokds reakciok bizonyos hatarokig a membranszerkezetek és enzimfunkciok
karosodésa nélkiil végbemehessenek, igy a szabad gyokok fizioldgias szerepe biztositott.

Az egészséges szervezet egy oxidald atmoszféraban kell, hogy biztositsa az alacsony szdveti oxigén tenziot,
ami kb. 26 Hgmm. Meg kell akaddlyoznia a szabadgyok-tulprodukcidt, amit egymasra épiild védelmi
mechanizmussal, a védekezés harom szintjén valdsit meg.

Az elsédleges antioxidans vonalhoz tartoznak az enzimatikus védekezés képviseldi, a szuperoxid-
dizmutazok (SOD-ok), katalaz, peroxidazok, glutation-S-transzferaz, DT-diaforaz, reduktazok. Az
enzimatikus védekezést kiegészitik: az antioxidans, scavenger molekuldk, az antioxiddns tulajdonsagu
vitaminok, kofaktorok, tiol-, foszfor-, amin-, poliamintartalmu vegyiiletek, fenolok, kinolinok, flavonoidok,
poliének, gliikdz, urat, bilirubin stb.

Az extracellularis tér védelmét az albumin, coruloplazmin, transzferrin €s a tetramer SOD biztositja.

A harmadik védelmi vonal képviseldi a DNS-, fehérje- és lipiddegradatumokat eliminald repair
mechanizmusok. A karosodott DNS molekuldkat exonukledzok, endonukleazok, glikozildzok, polimerdzok
¢s ligdzok javitjadk. A fehérje degradatumok eltakaritdsdban proteinazok, proteazok, peptidazok, és
makroxiproteinazok vesznek részt. Az oxidalt lipidek eliminalasaban példaul a foszfolipazok, az organikus
hidroperoxidokat bont6 glutation-peroxidaz, transzferdzok, aldehid-reduktazok, epoxi-hidrolazok, UDP-
gliikkuronil-transzferaz, citokroém P450 izoenziek vehetnek részt [10,16].

A kutatasok ijabb és ujabb modszerek kifejlesztését tették sziikségessé. Az indirekt modszerek esetében
mara mar széles valaszték all rendelkezésre. Vizsgalhatd tobbek kozott az autooxidacid, a fotooxidacid, az
oxidoreduktazok aktivitdsa, koncentracioja, az -elektrontranszport, a xenobiotikumok ¢és vegyiiletek,
gyogyszerek kolcsonhatdsa vagy éppen a dekompartmentalizacid, a sejtek nekrdzisa, apoptozisa, az
autofagia jelensége stb. A miiszerezettség ennek megfeléen szintén  valtozatos. A leggyakrabban
hasznalatos miiszerek tovabbra is a koloriméterek, spektrofotométerek. Elég elterejdtek az oxigrafok,
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nefelométerek, aggregométerek, lumino- és fluoriméterek. Kiilonboz6é analitikai technikdk, HPLC, LC,
izotop technikak, immunoldgiai vizsgalati modszerek stb. [9,17].

Az enzimaktivitds mérések koziil leggyakrabban a glutation-redox rendszer tanulmanyozasara és a
szupeoxid-dizmutazok meghatarozasara keriilt sor. A glutation-peroxidaz aktivitisanak mérésénél vagy a

crcr

NADH fogyasat detektaljak.

Az oxidativ karosodas egyéb biomarkerei, a nem-enzimatikus eredetii eikozanoidok csaladjat alkotd
izoprosztan vegyiiletek, a szoveti foszfolipidek oxidacidja soran keletkeznek, reaktiv oxigén intermedierek
hatasara, majd foszfolipazok kozremiikodésével keriilnek a keringésbe. A nem megfelelden tarolt szoveti
mintakban azonban, mint melléktermékek is megjelenhetnek. E vegyliletek vizsgalatira immunoassay
modszer is rendelkezésre all, azonban igazdn megbizhaté eredményeket csak tomegspektrometriaval
kombinalt gaz-kromatografias eljarasokkal lehet elérni.

Az izoprosztanok koziil a 8-epi-posztaglandin F», rendelkezik biologiai aktivitassal, mint lehetséges
pulmonaris és rendlis vasoconstrictor. A vegyiilet a gyengiilt antioxidans kapacitas, és az oxidativ stressz
markereként emlithet6. Jelenléte szamos betegségben kimutathato.

A 8-OH-2’-dezoxiguanozin a DNS oxidativ kdrosoddsanak egyik bomlasterméke, amely egészségesekben is
detektalhatd. Ha viszont a vizeletben az {iritett 8-OH-2’-dezoxiguanozin koncentracioja emelkedett, az a
szovetekben zajlé promutagén oxidativ folyamatok fokozott mértékét jelzi. Immunoassay és elektrokémiai
detektalassal kiegészitett HPLC technika all rendelkezésre.

A fehérjék oxidacioja, a protein-karbonil csoportok kimutatdsa a karosodott lipid — és DNS vegyliletek
mellett szintén jelentds elérelépés volt. E vegyliletek jelenléte a szdveti mintdkban fontos diagnosztikai
informaciokat hordoznak. Az aminosav oldallancok (prolin, arginin, lizin) direkt oxidacidja eredményeként
keletkezd vegyiiletek kémiailag stabilak, ami eldny0s tulajdonsag a vizsgalati mintak taroldsa és detektalasa
szempontjabol. A meghatarozasukra alkalmas fotometrids eljardsok viszonylag egyszerlieck a 2.,4-
dinitrofenilhidrazinnal torténd redukcid révén. A keletkezd reakcidtermék az UV-tartomanyt fényt jol
abszorbedlja, igy konnyen fotometralhatd. Az eljaras érzékenyebbé tehetd HPLC-vel torténd kiegészitéssel,
amely lehetdvé teszi a protein-karbonilok egyenkénti detektalasat kiilonbozo fehérjek elegyét tartalmazéd
vizsgalati mintaban is.

Jelentds eldrelépést jelentett az immunologia modszerek kifejlesztése, mint példaul a mieloperoxidaz (MPO-
EIA), a glutationperoxidaz (GPx-EIA) human laktoferrin (Lacto-EIA), 8-isoprostae (8-epi-PG-F2-alpha), 8-
OHAG EIA (6ssz-8-izoprosztan), nitrogén-oXxid-szintaz. Ezen kiviil enzimkétéses immunoassay, egy- vagy
kétdimenzids gélelektroforézis (SDS), és Western-blot immunoassay metodikakat is alkalmaznak [9,17].

A szabadgyokos reakciok kutatasaban a fehérje és polipeptid-meghatarozasoknak kiilondsen nagy
jelentdsége van. Vizsgalhatok az akutfazis fehérjék, citokinek, nodvekedési faktorok, hormonok,
tumormarkerek stb. A vizsgald moddszererek kozé tartoznak az enzimkotéses immunoessze (ELISA),
fluoreszcens polarizaciés immunoesszé (FPIA), mikropartikularis immunoessz¢ (MEIA), elvalasztasos
technikak (elektroforézis), tomegspektrometrids mérések. A ,,Biochip” és ,,Bioplex” multiplex rendszerek
egyszerre tobb paramétert képesek meghatdrozni. Az ,,Evidence Biochip Array Analyzer” klinikai
sorozatvizsgalatok elvégzésére kifejlesztett miiszer. A gélelektroforézises technikdk, Western blot analizis, a
tomegspektrometria alapu proteomika, az ionkromatografia, a cirkularis dikroizmus spektroszkdpia vizsgélo
modszerek egyre elterjedtebbek.
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A hisztopatoldgiai vizsgalatok is nagy fejlédésen mentek keresztiil. Az elektronmikroszkopos tanulméanyok
mellett a fluoreszcens mikroszkopia, a konfokalis pasztazé mikroszkop (laser scanning microscope) is tért
héditott az orvosi/biologiai kutatasokban. Az immunhisztokémia vagy az immuncitokémia (IHC) technika
alkalmas arra, hogy meghatarozzuk egy-egy adott fehérje sejten beliili elhelyezkedését.

Megfeleld fluoreszcens festéssel meghatarozhatjuk az apoptdzist vagy nekrozist elszennvedett sejtek
mennyiségét sejttenyészetekben, vagy kiilonboz6 szovetekben. Példaul az annexin V fehérje reagalva a
membran kiilsé rétegébe athelyezddott foszfatidilszerinnel zolden fluoreszkal és jelzi sejt apoptotikus
pusztuldsat. A propidium jodid a szétesett sejt DNS fragmentumokhoz kotddve vords szinben fluoreszkal, és
jelzi a sejt nekrotikus haldlat [18,19].

A redox-egyensuly fenntartasaban nélkiilozhetetlenck a d-mez6 elemek, elsédlegesen a Fe, Cu, Zn, Mn, és a
nemfémes és fémes jelleget egyarant hordozo Se. Tekintettel arra, hogy mind az oxidacids folyamatok, mind
az antioxidans védelem aktivitasa fémelem-fiiggd, ezért nem hagyhaté el a szdveti mikroelemtartalom
meghatarozasa, mely megbizhatéan példaul az induktiv gerjesztésli plazma optikai-emisszids spektrometria
(Inductively coupled plasma optical emission spectrometry, ICP-OES) vagy (inductively coupled plasma
atomic/optical emission spectrometry, ICP-AES) segitségével tanulmanyozhatd. A fémelemek jelentdségét
a redox-homeosztazisban hazankban jelenleg is intenziven kutatjdk. A fémion-homeosztazis
megvaltozasanak jelentdségét igazoltak alkoholos méjbetegségben, porphyria cutanea tardaban, Wilson—
korban, vastagbélrakban és ciszplatin-kezelés kapcsan. Szamos emlitésre méltd kozlemény sziiletett e
teriileten [20-24].

Ezek az analizisek ujabb lehet6séget nyljtanak az egyes betegségek kialakuldsi mechanizmusanak mélyebb
megertésére.

Az antioxidansok kutatasa és a felmeriil6 problémak

Kezdetben ugy vélték, hogy a szabad gyokok csak karosak lehetnek az €16 szervezet szamara, és ezért az
antioxidansok felkutatdsa ¢és a szintetikus vegyliletek tesztelése keriilt a kutatdsok eldterébe. Az
antioxiddnsokat tobbféleképpen lehet csoportositani. Lehetnek természetes eredetiieck €s mesterségesek.
Molekulaszerkezetiik is rendkiviil valtozatos lehet. Néhany fontos tipusuk: fenol, kinolin, flavonoid, tiol,
foszfor, amin, polien stb. Hatdsmechanizmusuk szerint lehetnek univerzélisak és specidlisak, pl. peroxid-
gyokfogok, allilgyokfogok, H202 bontok, fémkomplex-képzok, radikalis gyok-scavengerek sth. Lehetnek
primer €s a primer antioxidansok hatasat felerdsitd szekunder antioxidansok, mint példaul a citromsav,
borkdsav, foszforsav.

A kutatok egyes gyokok befogéasara kiilonbozdé antioxidans molekulaszerkezetek szintézisét tartottak
fontosnak. Szamos vegyiilettel probalkoztak. Példaul sok szeléntartalmu vegyiiletet probaltak ki, ilyen volt
az ebszelen, az ebszelen analdgok, dapszon diaril — szelenidek, s6t a kéntartalmu analogok is, vagy a butil-
hidroxi-toluol (BHT), 2,2,4-trimetil-1,2-dihidrokinolin (TMQ) stb. Hamarosan kideriilt azonban, hogy az
antioxidansokrol alkotott kép nem tokéletes [8].

A vitaminok koziil az A-vitamin, C-vitamin és E-vitamin antioxidans hatasat tanulmanyoztak a legtdbben,
azonban ra kellett jonni, hogy e vitaminok antioxidans hatasuktol fiiggetleniil szamos élettani funkciot latnak
el, ami nem fligg a primer gyokfogd hatastol, bar nem zarhaté ki, hogy az antioxidans hatast hordozo
molekulaszerkezet sziikséges e funkciok ellatasahoz [25].

Slater professzor, aki Szent-Gyorgyi Albert baratja €s rivalisa volt, az 1980-as években a (+)-cyanidanol-3
katechol tipusu vegyiilet élettani hatdsaval foglalkozott, és alkoholos majbetegség gyodgyitasara Catergen
néven gyogyszerré fejlesztett. A Catergen hazankban is forgalomba keriilt, de 18 olasz méjbeteg sajnalatos
halala miatt a készitményt bevontak.
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A szintetikus vegyiiletek sem valtottak be maradéktalanul a hozzajuk flizott reményeket, mert kidertilt, hogy
ha egy antioxidans nagyon erds hatast, az az ¢l6 szervezet szamara nehezen toleralhato, vagy toxikus. Nem
lett gyogyszer a magyar kutatok altal kifejlesztett MTDQ-DS dihidrokuinolin tipusu vegyiilet sem, bar a
Semmelweis Egyetemen és a Pécsi Tudomanyegyetemen foly6 kisérletek biztatdéak voltak [8].

Halliwell Lancetben megjelent ,,The antioxidant paradox” ciml 0Osszefoglalgjaban ezt a kérdéskort
feszegette [26].

Allatkisérletek kapcsan arra is fény deriilt, hogy a szervezetbe bevitt antioxidans vegyiiletekben gazdag
taplalékok, étrend-kiegészitok hatdanyagainak felszivodasa jelentésen eltér. Példaul a polifenolos
vegyiiletek, flavonoidok, antocidnok csak nagyon kis koncentrdcioban (1-2%) érik el a keringést eredeti
molekulaformajukban, mig a tdpcsatornaban inkabb antioxidans aktivitasuk érvényesiil a tdvoli szervekben a
szignal transzdukciot képesek befolyédsolni. A tobbkomponensii készitmények esetében nehezen allapithato
meg, vajon melyik vegyiilet karosithatja a szdveteket. Tulzott mértékli fogyasztasuk alkalméval példaul
,»purple colon vagy zebra colon” alakulhat ki [25].

Miel6tt visszatérnénk a modszerek fejlesztéséhez, nem keriilhetik el a figyelmet a mult szazad nagy kutato
egyéniségeinek meghatarozo felfedezései.

A szabadgyok-kutatas mérfoldkoveit leraké Nobel-dijas kutatok

Biiszkeséggel tolthet el benniinket, hogy a Nobel-dijas Szent-Gyorgyi Albert (1941) nevéhez flizodik az a
tudomanyos felismerés, hogy a fehérjék ¢l allapotban csak in vivo, az €l sejtben lehetnek, és a
kristalyositas soran elvesztik "¢l6" jellegiiket. Az ¢€l6 allapot olyan sajatos fizikai allapot, amely
elektronspin-rezonancia (ESR) jelet ad, vagyis paramagneses. Bar gondolatait és korai tanulmanyait csak
évtizedekkel késobb, 1977-ben sikeriilt bizonyitani, tény, hogy zsenialitdsa mar koran nagy hatassal volt a
vilag orvosbiokémidval foglalkozé tudodsaira. Szent-Gyorgyi szerint a metil-glioxal és a glutation-SH
antagonizmusa az ¢€let hajtoereje. A sejtosztddas nem képzelheté el az SH-csoport reakcidi, €s annak
redoxipotencidlja nélkiil. A metil-glioxal szerepét az €16 szervezetben Szent-GyoOrgyi azzal magyarazta,
hogy a metil-glioxal a fehérjéktdl elektronokat von el, igy ezeket a molekulakat félvezetdkké alakitja,
,»Zyokositi”, élokké alakitja. A metilglioxal a fehérje akceptor szennyezddése, mely az -NH2 és -SH
csoportokhoz képes kotddni. A metilglioxal fékezi a sejtosztodast [27,28].

Magyarorszagon az 1970 es évek elején mind Szent-Gyorgyi, mind Hevesi Nobel-dija arra inspiralta a
kutatokat, hogy kapcsolodjanak be az akkora mar divatossa vélt szabadgyokos kutatisokba. Igy nem
meglepd az sem, hogy hazénkban éppen Szegeden kezdddtek meg az orvosi vonatkozasu szabadgyokos
kutatasok a Jozsef Attila Tudomanyegyetemen, melynek vezéregyénisége Matkovics Béla professzor volt
[2].

Az €16 szervezetben lejatszodo szabadgyokos reakciok intenziv kutatasa McCord és Fridovich (1969-1976)
munkassagahoz, a szuperoxid-dizmutadz (SOD) felfedezéséhez, szerkezetének €s funkcidjanak tisztdzasdhoz
fliz6dik [29]. Samuelsson, Corey, Vane ¢és Moncada nevéhez kapcsolodik a peroxid-szarmazékok
bioszintézisének igazolasa az arachidonsav-kaszkadban. Samuelsson, Corey, Vane munkassagat 1982-ben
Nobel-dijjal jutalmaztak. Az Upjohn Co. ,,Special Report”-ja 1982-ben jelent meg Nelson, Kelly és Johnson
tollabol. [2,30]. A nitrogén-monoxid (NO) molekula az 1992-es évben mar az "év molekuldja" lett. Elettani
jelentdségének felismerése a szintén Nobel-dijas Ignaro, Nathan, és a még mindig nem kelléen elismert
Moncada és munkatarsai nevéhez fiizédik. McCord 2000-ben egy remek Osszefoglalét irt a The American
Journal of Medicine hasabjain ,,The evolution of free radicals and oxidative stress” cimmel [31].

A szabadgyokos kutatasokat elosegito uj felfedezések Nobel-dijasai
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Jelenlegi ismereteink szerint a sejt citoplazma alkotdinak lebontasa két f6 uton mehet végbe, egyrészt a
lizoszoma-kozvetitett autofag degradacion, madsrészt az ubiquitin-proteaszoma rendszeren keresztiil. E
felfedezések nagyban hozzéjarultak a sejtek miikodésének pontosabb megértéséhez.

Porter és posztdoktor munkatirsa Ashford figyelt fel el@szor az ,autofagia” jelenségére a Rockefeller
Institutban 1962-ben, de 6k nem jol értelmezték a jelenséget. de Duve irta le elGszor az intracellularis
emésztést (autolizis). de Duve 1974-ben fiziologia és orvostudomanyi Nobel-dijat kapott. Az autofagia
valodi megismeréséhez a német szarmazasi Hruban és munkatarsai korabbi megfigyelései is hozzéjarultak
[32-34].

Az autofagia a kornyezeti tényezok valtozasaval, pl. sugarzéas, hdmérsékletvaltozas, kemikaliak, alkaloidok,
detergensek, aminok stb. valthato ki. A jelenséget ,,induced autophagy”-nak nevezik. A karosit6 hatasokra
(stresszorokra) valaszol. Az ¢éhezés (elsOsorban az aminosav megvonas) ugyancsak erds autofag reakciot
indukal. Ilyenkor a sejt a sajat anyagait, makromolekulait bontja le, emészti meg, ezzel anyagokat és
energiat szolgaltatva a mindenképp sziikséges szintetikus folyamatok fenntartdsdhoz. Az autofagia
esszencialis a sejt tulélésében és a sejt megljitdsaban. A hibas szerkezetii fehérjék eltavolitdsa szintén
autofagidval megy végbe. Az autofig folyamat abnormalis miikddése szadmos patoldgias folyamat
kialakulasahoz vezethet, pl. kiilonb6z6 raktipusok, neurodegenerativ betegségek, Alzheimer-, Parkinson-,
Huntington-kor, II. tipusu cukorbetegség, izomsorvadas, agyvérzés, infarktus, parazitadk virusok,
baktériumok altal okozott fertdézések, sét a progéria is ennek tulajdonithato.

Bar Hershko, Ciechanover és Rose Nobel-dijas kutatok sem szabadgyokds kutatasokkal foglalkoztak, mégis
hallatlan segitséget jelentettek az ubiquitin-proteoszoma rendszer felfedezésével ¢és funkcidjanak
meghatarozasaval ezen a teriileten.

A karosodott molekuldk, ezek lehetnek szabadgyokos kérosodasok is, az ubiquitin-proteoszéma rendszerben
bomlanak le. A lebontasra kijelolt fehérje el6szor megjelolddik, a fehérje poli-ubiquitindlodik. A komplex az
ubiquitin csoportokon keresztiil a proteaszoma felszinén talalhaté ubiquitin receptorhoz kapcsolodik.
Deubiquitinal6é enzimek eltavolitjak az ubiqutin csoportokat, és a lebontasra itélt €s proteaszomahoz dokkolt
fehérje letekeredik. A fehérje a csdszerii proteaszoman athaladva feldarabolddik peptidekre. A polipeptid
lanc hasitasa a proteaszoma katalitikus alegységében torténik, amelyet szamos enzimatikus hatast fehérje
épit fel [35].

Ezek a kutatasok specialis biokémiai, molekularis bioldgia és fehérjeanalitikai modszereket igényelnek.

Ujabb lehetéségek a szabadgyok-kutatiasban

A szabadgyokds reakciok szerepét a kiilonbozo betegségek pathomechanizmusdban kezdetben viszonylag
bonyolultnak tiind kémcsOreakciokkal igazoltdk, de nétt az igény gyorsabb, rutin szdmara is alkalmas
modszerek irant.

Megjegyzendd, hogy itt sem toreksziink teljességre. Sajnalatos, hogy az Oxys, Randox, Calbiochem,
Bioxytech, Cayman Chemical, Merck, Sigma-Aldrich cégek kitjei még mindig csak a kutatok szamara
jelentenek megbizhatdé modszereket, melyek magas arfekvésiik, és specialitasuk miatt egy-egy Kit
alkalmazasa esetén sajnos nem adnak megfeleld informacidt a betegségek gyodgyitasa/gydgyulasa kapcsan.
Az alabb felsorolt néhany, féleg kolorimetrids és kisebb részben lumineszcencids meghatarozason alapuld
kiteket Kisebb-nagyonbb modszerbeli kiilonbséggel az emlitett cégek midegyike forgalmazza: példaul
Glutathione Assay kit, Glutathione Peroxidase Assay Kit, Glutathione Reductase Assay Kit, GSH/GSSG
Ratio Assay Kit, Superoxide Dismutase Assay Kit, a lipidperoxidok meghatarozasara kifejlesztett kit az
LPO-586 ™Assay a Bioxyteck-tél stb.
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Kifejlesztettek prosztglandinokat, interleukineket meghatarozo kiteket, az apoptdztist tanulmanyozé kiteket,
mint példaul a kaszpazok aktivitdsat meghataroz6 kitek, hdsokk proteineket vizsgdld kitek stb. Ezek
beszerezhetdk tobbek kdzott a Cayman, az Abnova és Sigma-Aldrich cégektol.

Mivel az antioxiddns védelmi vonalak, illetve az antioxidans vegyiiletek kozott szinergizmus lehetséges,
valamint felismerték, hogy a szabad gyokok szignalként hatnak az antioxidans enzimek szintézisére, egy-
meghatarozasa nem tiikrozheti megfeleléen a szervezet redox-egyensulyanak valodi allapotat. Ezért a
szervezet oxidativ biokémiai folyamataiban szerepet jatszo jol ismert enzimek, a szuperoxid-dizmutazok,
glutation-peroxidaz, glutation reduktaz, a katalaz, az indukalhaté NO-szintetaz stb., oxidacios, peroxidacios
termékek vizsgalatan tal, anyagi megfontolasok miatt is szilikséges lett a ,globalis” paraméterek”
meghatarozasa. Ilyen mddszer tobbek kozott a total antioxidant statuszt (TAS) mérd is az ABTS* szabad
gyok alkalmazasaval. - Az ABTS (2,2'-azino-bisz (3-etilbenzil-tiazolin-6-szulfonsav), szabadgyokos formaja
az ABTS* gyok kation. A mintaban 1évd antioxidansok semlegesitik a gyokot, csokkentik a mérd rendszer
szinrekaciojat. Ha a reakcid sordn a troloxot hasznaljak standardnak, akkor Trolox-egyenértékii antioxidans
kapacitast (TEAC) adnak meg a szdveti antioxians képesség mérészamaként. A plazma
redukaloképességének (FRAP) meghatarozasara a vas-tripiridil-triazin (Fe**-TPTZ) komplex redukcidjat
vizsgaljak. Az abszorbancia valtozasa Osszefliggést mutat a szOveti antioxidans kapacitasaval. Ezek
spektrofotometrias modszerek [9,17].

A fluoreszcencia és kemilumineszcencia jelenségének vizsgalatan alapul6 globalis mddszerek is alkalmasak
szélesebb korli vizsgéalatok elvégzésére. A “total radical trapping antioxidant parameter” (TRAP)
meghatarozasa, amely a vizsgalati minta szabadgyok-kozombositd, antioxidans kapacitasat jellemzi,
fluoreszcencian alapulé metodika. A Semmelweis Egyetemen kifejlesztett kemiluminometrids ,,0ssz-
scvaenger kapacitas” mérése is kivaléan alkalmas szabadgyokos karosodasok tanulmanyozasara betegségek
kapcsan, vagy antioxidansokban gazdag étred hatasanak vizsgalatara [17, 36].

A szabadgyokos reakciokat vizsgalo modszerek zavaro tényezoi

Végiil, de nem utolso sorban foglalkoznunk kell egy specialis teriilettel, az étrend-kiegészitok és gyogyteak
fogyasztasanak kérdéskorével.

Az antioxidansokban és vitaminokban gazdag étrend-kiegésziték, ahogyan mar korabban emlitésre keriilt,
szamos egyéb hatdanyagot is tartalmaznak, amik nem vart hatasokat fejthetnek ki. Feltétleniil meg kell
emliteni Dasgupta és Bernard 2006-ban publikalt 6sszefoglald kozleményét, amiben felhivtdk a figyelmet
arra a tényre, hogy egyes természetes eredetli hatdanyagok jelentdsen torzithatjdk a laboratoriumi
diagnosztikai mérések eredményeit. Felhivjdk a figyelmet az analitikai mérémodszerekre kifejtett direkt
zavard hatéasra. ElsOsorban az immunkémiai meghatarozasok soran, példaul a fluoreszcens polarizacios
immunoesszék teriiletén tapasztaltak tévesen pozitiv digoxin vérszinteket. A majmiikodés vizsgélatakor a
transzaminazok aktivitdsértékei emelkedhetnek a hatéanyagok lehetséges enzimindukcidt kivaltd vagy épp
toxikus hatasa miatt. Féleg az onkoldgiai betegelldtdsban nagy koncentracioban alkalmazott aszkorbinsav
kémiai tulajdonsagabol adododan, az oxidacios reakcidoban kialakulo szines reakcidtermék spektrofotometrias
detektalasan alapuld mérémodszerek alkalmazasakor, elsGsorban a vérszérum anyagcsere-metabolitjainak, a
gliikdz, hugysav, koleszterin, stb. vizsgalatakor torzithatja az eredményeket.

Egyes teakészitmények fogyasztdsakor direkt hatast figyeltek meg analitikai mérOdmodszerekkel. Az
alkalmazott immunkémiai eljardsokban, melynek soran poliklondlis vagy monoklonalis antitestek
segitségével kialakuld komplex vegyliletek €rzékeny analitikai eljarassal torténd detektdlasa alapjan keriil
kiszamitasra az adott gydgyszer hatdanyag, -példaul a digoxin gydgyszerszint koncentracidja a vérben - az
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interakcid esélye a monoclondlis antitesteket alkalmazd mérOmodszereknél nagymértékben csokkenhet a
tedk egyes bioaktiv vegyiileteinek hatasara.

Szintén a digoxin terdpids gyogyszerszint meghatdrozasat zavarhatjdk olyan féjdalomcsillapitasra,
gyulladascsokkentésre alkalmazott teakészitmények, amelyek a digoxin szerkezetével nagymértékii
hasonlésagot mutato bufadienolid tipusu vegyiileteket is tartalmaznak (bufalin, cinobufagin, resibufogenin).
E vegyiiletek kardiotonikus hatassal rendelkeznek, melyek a tea nagyobb dozisban vald fogyasztasa esetén
fatalis kimenetelii mellékhatasokat okoz(hat)nak. A zavard hatas a kiilonféle méromoddszerek, analitikai
eljarasok vonatkozasaban kiilonboz6 mértékii és természetli lehet, olykor pozitiv, de egyes esetekben negativ
jellegti interferencia figyelhetd meg. A legkisebb mértékii zavard hatast a chemilumineszcens immunkémiai
meghatarozasok esetében irtdk le. Kiilondsen nagy a vesz€ly, ha a fogyasztott étrend-kiegészitd, vagy tea
hamisivany. Az étrend-kiegészitOk hamisitdsa kapcsan olyan hatdéanyag vérszintjét mérték egy véletlen
pozitiv eredmény alkalmaval (phenitoin), mely hatéanyag, az adott készitményben, szennyezésként volt
jelen.

A hipericint tartalmazé készitmények, melyek a cytokrém P450 enzimkomplex indukcidjan keresztiil
fokozhatjak a m4aj gyogyszermetabolizald hatdsat, eredményezhetnek a korabban mért gydgyszerszintekhez
képest alacsonyabb koncentraciokat a laboratériumi monitorozasok soran. Az enzimindukcids hatas tobbféle
gyogyszer esetében, példaul cyclosporint tartalmazé immunszupresszansok, HIV virus protedz inhibitorok,
vagy mas daganatellenes hatdéanyagokkal (irinotecan, imatinib mesylat) kapcsolatban is alacsonyabb
értekeket adnak.

A kumarintartalmu gyogynovénykivonatok nagymértékben befolyasolhatjak a véralvadast, erdsitve az
antikoagulans vegyiiletek (warfarin) hatasat, amit a kelleténél megnyultabb INR értékek (International
Normalised Ratio) jeleznek. A nagy K-vitamintartalmu gyogyndvény-készitmények viszont hatastalanna is
tehetik az antikoagulans gyogyszerek hatasat, mint példaul a Curcuma longat tartalmazé készitmények
Klinikai laboratoriumi vizsgalatok segitségével ellendrizhetd a majtoxicitds. A transzamindzok (ASAT,
ALAT), valamint a gamma-glutamil-transzferaz esetében 60-70-szeres enzimaktivitdas emelkedést is
detektaltak mar. Atmeneti majgyulladassal jaro eseteket irtak le példaul fagyongy tartalmi készitmények
kontrollalatlan fogyasztasaval kapcsolatban is. Algatartalmu diétas készitmények - magas jodszintje miatt -
fogyasztasa kovetkeztében tapasztaltak hyperthyreosist. A glycyrrhizinsav gatolja a 11-B-hidroxiszteroid-
dehidrogenaz enzim miikodését, aminek kdvetkeztében a beteg alacsony szérumkalium koncentracioval jard
pseudo-hyperaldosteronismus allapotaba keriil.

A fokhagyma- és ginseng-tartalmt készitmények fogyasztasa keriilendé legalabb 7 nappal a miitétek el6tt,
ugyanis thrombocita aggregaciot gatlo hatauk sulyos vérzéseket okozhat [37- 39].

A gyogyteakkal kapcsolatban megfigyelték, hogy azok fémiontartalma mar 2 dl elfogyasztasa kapcsén is a
napi ajanlott bevitel jelentds %-at tartalmazhatja. Kiilonosen veszélyes, ha a tea nemcsak a szervezet
szamara sziikséges nyomelemeket, hanem idegen eredetii (szennyez6désbol szarmazo) toxikus fémelemeket
is tartalmaz [11,40].

Osszefoglal6 gondolatok

A szerzOk ebben az attekintésben a szabadgyok-kutatas modszereit és miiszereit kivantdk roviden bemutatni
az évtizedek alatt torténd, gyakran ugrasszert fejlodések tiikrében. A szabadgyokos kutatasok ma mar olyan
szertedgazoak, olyan sok kutatasi teriilet ismerte fel jelentdségiiket, hogy nem hagyhatdk figyelmen kiviil
sem a gyogyszerkutatasban, sem a betegellatasban. A klinikum szaméra a redox-homeosztazis megismerése
kiilonosen fontos, mert a betegségek kapcsan kibillend egyensuly sulyos, akar ¢letveszélyes
kovetkezményekkel is jarhat, ezért kivantuk felkelteni az érdeklddést a kinalkozo lehetdségekre.
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