IV. RITMUS A TERMESZETTUDOMANYBAN

SZABADGYOK-KUTATAS, MODSZERFEJLESZTES
A KULONBOZO TUDOMANYTERULETEK

IGENYEI SZERINT

DR. BLAZOVICS ANNA

Semmelweis Egyetem Farmakognoéziai Intézet
E-mail: blazovics.anna@pharma.semmelweis-univ.hu

DOI 10.23716/170.23.2020.16

Absztrakt:

A mult évszazad els6 évtizedeiben az atomfizika nagy felismeréseinek
koszonhetden a kvantummechanikai modszerek alkalmazasaval a bonyolultabb
molekulak sajatsagai is leirhatokka valtak. A radioaktivitas felfedezésekor mar
ismert volt, hogy a radioaktiv sugarzdsok hatdsara kémiai valtozasok is
bekovetkeznek. A szabadgyokos folyamatok kutatisa a két vilaghabord kozott
bontakozott ki. A szabad atomok ¢és gyokok nagy variacioban keletkeznek, példaul
termikus energiaval kémiai kolcsonhatasokban, fotokémiai uton, radioaktiv
sugarzasra, elektromos kisiilésre, ultrahang hatasara. A szabadgyokos karosodasok
mérséklésére  vonatkozd  korai  kutatdsok  tobb  iparagban, igy a
gumiabroncsgyartasban, illetve a mezogazdasagban és az élelmiszeriparban folytak.
Kezdetben az orvosi kutatasok a haborti soran elszenvedhet sugérkarosodasok
kivédésére iranyultak. Az a felismerés, hogy az ¢él6 szervezet sejtjeiben,
szubcellularis partikulumaiban, egyes enzimek miikodése kapcsan is keletkeznek
szabad gyokok és folyhatnak reakciok szabadgyokos mechanizmus szerint, SZENT-
GYORGYI ALBERT (1941) nevéhez is flizddik. Az egyre boviildé metodikai
repertoarnak koszonhetéen az orvosbiokémia kutatasok arra a felismerésre vezettek,
hogy betegségekben megvaltozik a redox-homeosztazis, vagyis a szabad gyok —
antioxidans egyensuly. Az elmult két évtizedben a molekuléris biolégusok is
igazoltak a szabad gyokok jelentGségét a szignaltranszdukcio soran.

Kulesszavak: szabad gyokok, modszerek

Ahogy az élélényekre a bioritmus jellemzd, ugy a tudomanyos életben is
megfigyelheté a tudomanyagak fejlodése kozotti ritmus. A szabadgyok-kutatassal
kapcsolatban elmondhatd, hogy a fizikai, a kémiai a biologiai folyamatok
tanulmanyozasa €s a gyogyitassal kapcsolatos ismeretek béviilése az évtizedek alatt
mindig magasabb ¢és magasabb szinteken gerjesztették a kutatdsokat a
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természettudomanyi agakban ¢és természetszerlien hatottak egymasra. A XIX.
szazad végén és a XX. szdzad elején az atomfizika nagy felismeréseinek
koszonhetden a kvantummechanikai modszerek alkalmazasaval a bonyolultabb
molekuldk sajatsagai is leirhatokka valtak. Az atomi szerkezet, az elektron
hullamtermészetének felismerése és a radioaktivitas felfedezésekor mar ismert volt,
hogy a radioaktiv sugarzasok hatasira kémiai valtozasok is bekovetkeznek. Uttoré
kutatasaikért Becquerel és a Curie hazaspar fizikai (1903), Marie Curie kémiai
(1911), Bohr (1922), De Broglie (1929), késébb Schrodinger (1933) és Pauli (1945)
fizikai és Pauling (1954) kémiai Nobel-dijat kapott. Az izotopok élettani/korélettani
hatéasainak felismerése is sziikségszertien bekovetkezett. Hamarosan az is kideriilt,
hogy a sugarzo izotopok felhasznalhatok az élettani folyamatok jobb
megismerésére, s6t a gyogyitas eszkozei is lehetnek. Ekdzben szdmtalan kutatasi
eredmény latott napvilagot az emlitett tudomanyteriiletekrol. 1943-ban Hevesy
izotopos kutatasi eredményeit is kémiai Nobel-dijjal jutalmaztdk. A radioaktiv
izotopok békés felhasznalasért pedig 1959-ben megkapta az Atoms for Peace
Awards, az Atom Békés Felhasznalasaért-dijat.

A szabadgyokos folyamatok kutatasa a két vilaghabort k6zott bontakozott ki. A
szabad atomok ¢s gyokok nagy variacidban keletkeznek, példaul termikus
energiaval kémiai kolcsonhatasokban, fotokémiai tUton, radioaktiv sugarzasra,
elektromos Kkisiilésre, ultrahang hatasara. A szabad gyokok olyan molekulak, vagy
molekulafragmentek, amelyek kiilsé orbitaljukon egy egyediilallo, parositatlan
elektront tartalmaznak. A szabad gyokok kémiailag reaktivak, élettartamuk rovid.

A szabadgyokds kéarosodasok mérséklésére vonatkozo korai kutatdsok tobb
iparagban, igy a gumiabroncsgyartasban, illetve a mezOgazdasdgban és az
¢lelmiszeriparban folytak.

Kezdetben az orvosi kutatasok a haboru soran elszenvedhet6 sugarkarosodasok
mérséklésére iranyultak. A sugarkarosodasokat kivédd élelmiszerek kutatasa a
németek részérdl az 1930-as évek végén eredményezte a Brassicaceae- (kaposzta)
felékben rejlo lehetdségek felismerését, de csak évtizedek multaval, az 1990-es
években deriil ki, hogy bioaktiv anyagaiknak élettani hatasa a szignaltranszdukcio
befolyasolasa révén valosul meg.

Az a felismerés, hogy az ¢él6 szervezet sejtjeiben, szubcellularis
partikulumaiban, egyes enzimek miikodése kapcsan is keletkeznek szabad gyokok
¢s folyhatnak reakciok szabadgydkos mechanizmus szerint, Szent-Gyorgyi Albert
(1941) nevéhez is fiizodik. Bar Nobel-dijat 1937-ben nem a szabad gyokok élettani
szerepének felismeréséért kapta, mégis azt lehet mondani, hogy ez a kutatasi irany
meghatarozoé volt a késobbi generaciok szamara.

Megallapitasat, hogy a fehérjék ¢él6 allapotban csak in vivo, az €l6 sejtben
lehetnek, és a kristalyositas soran elvesztik ,,¢16” jellegiiket, és hogy az ¢él6 allapot
olyan sajatos fizikai allapot, amely elektronspin-rezonancia (ESR) jelet ad, vagyis
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paramagneses, csak évekkel késobb igazoltak. Coman (1944) a sejteket Osszetartd
eréket tanulmanyozva azt talalta, hogy a rakos szovetekben a sejtek kozott ezek igen
kicsinyek. Laki és Ladik (1976) megallapitottak, hogy a kohézios erdk nagysaga a
fehérjék elektronhianyossaganak mértékétdl fligg. A telitetlenség fokozasaval ezek
az er6k néhany nagysagrenddel megndvekednek. A rékos szervezetben az
elektrontelitetlenség tlsagosan kicsi, ennek kovetkeztében a kohézios erdk is
gyengék. Szent-Gyorgyi szerint ez a kontaktgatlds hidnyara és a rak konnyi
szétszorodasara, a metasztazisok keletkezésére adhat magyarazatot. Pethig (1977) és
Bone (1978) a fehérjék vezetOképességét tanulmanyoztak, ami a vegyértéksav
telitetlenségére utal. Pohl (1977) és munkatarsai mérései alatamasztjak, hogy az €16
szovetek ESR szignaljaért foképpen a sejtalkotorészek fehérjéinek szabad gyok
jellege felelGs.

Mindehhez hozzjarultak a II. vilaghaboras események. Miutan a Pearl Harbor-i
csataban 1941. december 7-én a Nagumo Csticsi tengernagy vezette japan flotta
megtamadta az Amerikai Egyesiilt Allamok haditengerészetének Pearl Harbor-i
(Oahu, Hawaii-szigetek, USA) tAmaszpontjat, masnap. Roosevelt elndk bejelentette,
hogy az USA belép a habortiba, majd 1945-ben Truman elndksége alatt augusztus
6-an Hirosimara és augusztus 9-én Nagasakira dobtak le atombombat.
Atomtamadas kovetkeztében a ho és 16késhullam okozta karok mellett a direkt és
indirekt sugarhatasokkal is kellett szamolni.

Direkt sugarhatas az, amikor a sugarenergia elnyelédése és az altala kivaltott
elsddleges folyamatok ugyanazon a molekulan kovetkeznek be. Az indirekt
sugarhatas pedig az, amikor az energia abszorpci6 és az altala kivalasztott hatas
kiilonbdzé molekuldkon jon létre, vagyis a sugarzo energia egy masik molekula
kozvetitésével (szabad gyok) tevodik at a biomolekulakra. A viz radiolizise az
elsédleges, mivel az ¢lo szervezetekben 60-70% viztartalmt szovetek és 90%-os
testnedvek vannak. A viz radiolizise soran hidroxil-gyokok (OH.) és hidratalt
elektronok (H,O") jonnek létre. Reakcididejik 10™'sec. A masodlagos szabad
gyokok a molekularis oxigén jelenlétében keletkezd szuperoxid (O7), perhidroxil
(HO,.) és a radikalis hatéast, de nem gyok, hidrogén-peroxid (H,O,).

Reakcididejiik 10107 sec.

A doézis nagysaga és a jelentkezd karosodas mértéke embernél 50 Gy feletti
dozisnal 1-2 napos tulélés, 1050 Gy esetében a tlélési esély LD50/7, és sulyos
gyomor ¢s bélrendszeri tiinetek jelentkeznek, mig a 0,7-10 Gy csontvel6karosodast,
koros vérszegénységet, fehérvérsejt-hianyt és fertézéseket okoz. (1 gray = 100 rad, 1
rad = 0,01 joule) A kezelés szupportiv, antibiotikum, koloniastimulalo és ndvekedési
faktorok, csontveld-atiiltetés.

Az é16 szervezetben lejatszodo szabadgyokos reakcidk intenziv kutatasa mégis
csak joval késobb, McCord és Fridovich (1969-1976) munkassagahoz, a
szuperoxid-dizmutdaz ~ (SOD) felfedezés¢hez, szerkezetének és funkcidjanak
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tisztazasahoz fliz0dott, bar az eritrokupreint mar korabban is ismerték. A hetvenes
évek kozepére tehetd Bergstrom, Samuelsson és Vane prosztaglandin-kutatasa
(izolalas, szerkezetkutatas) és Samuelsson, Corey, Vane, valamint Moncada jelentds
felfedezése, a peroxid-szarmazékok bioszintézisének igazolasa az arachidonsav-
kaszkadban. E kutatasokért Moncada kivételével 1982-ben orvostudomanyi Nobel-
dij kitiintetésben részesiiltek. E felfedezések nem sziilethettek volna meg az kémiai,
analitikai modszerek robbanasszeri fejlodése €s az orvosbiokémiai kutatasok
el6térbe keriilése nélkiil.

A teljesség igénye nélkiil meg kell emliteni a fizikai Nobel-dijas tudos Thomson
(1908) tomegspektrométer, Raman (1930) Raman spektroszkopia, Bloembergen
(1981) NMR relaxaciés mechanizmusok, a kémiai Nobel-dijas Ernst (1991) NMR
Fourier-spektroszkopia, az orvostudomanyi Nobel-dijas Lauterbur és Mansfield
(2003) MRI kutatasok teriiletén elért eredményeit, valamint Zavoiskyt, akit
tobbszor is Nobel-dijra jeloltek az ESR spektroszkopia feltalalasaért. Az analitikai
kutatasokat forradalmi mértékben segitették a kiilonbdz6 kromatografias
lehetoségek és a tomegspektrométerek alkalmazasa. A lézerdeszorpcids ionizacio a
kémiai Nobel-dijas Tanaka (2002) nevéhez fizédik, az elektroporlasztasos ionizacid
alkalmazasi lehet6ségéért Fenn (2002) kémia Nobel-dijat kapott. Betzig, Hell és
William megosztott (2014) kémiai Nobel-dija a ,,szuperfelbontasu fluoreszcens
mikroszkdpia kifejlesztéséért” jart. A miiszer a molekularis bioldgiai kutatdsokhoz
nélkiilozhetetlen, mely ujabb tavlatokat nyit meg az orvosbiokémiai ¢&s
immunolégiai kutatasok teriiletén.

Az €106 szervezetekbe bejutd xenobiotikumok szabadgydkos konverzidja szintén
lényeges felismerés volt. Kideriilt, hogy szdmos vegyi anyag, pl. permetlé,
kemoterapeutikum, a szervezetben toxikus szabad gyokokké alakul at a maj
citokrém P450 izo-enzimjeinek hatasara.

A nitrogén-monoxid (NO) molekula élettani jelent6ségének felismerése Ignaro,
Nathan, Moncada és munkatarsai nevéhez fiizodik. Ignaro 1988-ban e kutatasokért
kapott Nobel-dijat. FErdekességképpen megemlithetd egy ismert anekdota, mely
szerint Nobelnek szivpanaszaira orvosa nitroglicerint javasolt értagitasra, de Nobel
ezt az Otletet elvetette, pedig mai ismereteink szerint a nitroglicerinbdl keletkezo
nitrogén-monoxid direkt tonuscsdkkentd hatast fejt ki az érfal simaizomsejtjeire. Az
orvos is megérdemelte volna a Nobel-dijat.

Evtizedeknek kellett eltelni, mire felismerték, hogy a fobb szabadgyok-termeld
folyamatok az él6 szervezetben a sejt energiacllatasat biztositd mitokondrialis
oxidativ metabolizmus, a mikroszomalis drog-metabolizald enzimrendszer (MFO),
a prosztaglandin bioszintézis kaszkad, a konstitutiv és indukalhatdé NO-szintaz
aktivitas, a fagocitak, monocitak, makrofagok, Kupffer-sejtek ,respiratory burst”-je,
a peroxiszomakban képz6dé hidrogénperoxid autooxidacioja, a bél NOX aktivitasa,
az endothel dysfunctioja és a spontan szabadgyok-képzodés.
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A mult szazad els6 felében végzett fizikai (sugarzasok, magneses rezonancia,
optika) kutatasok eredményei szamos orvosi miszer kifejlesztését eredményezték. A
korszerit MRI technologia kifejlesztéséhez a fizikai Nobel-dijas Rabi (1944), Bloch
¢és Purcell (1952) kutatasaira a CT technologia megvalositasahoz Hounsfield és
Cormack orvostudomanyi Nobel-dijas tudosok munkassagara volt sziikség. Ma mar
a csucstechnologiat jelentd képalkoto eljarasok, UH, MRI, CT, endoszkdpia stb.
nélkiil szinte elképzelhetetlen a gyogyitas, viszont ezek a vizsgalatok tovabbi
kémiai, biokémiai és orvosbioldgiai/biokémiai kutatasokat gerjesztenek a betegek
minél jobb ellatdsa, gyogyitasa érdekében. A biokémia és az immunologia
tudomanyos eredményeinek Osszevetése ma mar egységes képet ad az
immunmechanizmusok és a szabadgyokads reakciok kapcsolatarol.

A szabadgyokos kutatasok ujabb lendiiletet kaptak a csernobili atomerdmii
katasztrofat (1986. aprilis 26.) kovetden. — A karbantartds kozben felmertilt
komplikacidk miatt két robbanas tortént a 4. blokkban. A tiiz gyorsan atterjedt az
egész komplexumra. A grafittliz radioaktiv anyagokat juttatott a légkorbe. A két fo
radioizotop a jod 131, — felezési ideje 8 nap — és cézium 137, — felezési ideje 30
¢év. A csernobili atomerémiivet 2000. december 9-én allitottak le véglegesen. 2016.
november 29-¢ 6ta pedig egy 110 m hosszl, 257 m széles és 105 m magas, 36 ezer
tonnas acélszerkezet fedi be az egész sériilt energiablokkot. — A katasztrofa miatt
50 millié curie szabadult ki. Europat 0,001-0,1 siever érte. (Hozzavetdlegesen a
kozmikus sugarzas: 1 év alatt 1 siever dozis.) A csernobili sugarkarosodott
aldozatok szamat széles hatarok kozott emlitik, de pontos adat nem all
rendelkezésre. Az elmult évtizedek alatt az 6koszisztéma sériilt, a talajbaktériumok
elpusztultak. Izotopok halmozddnak az ¢él6 szervezetekben. Egyes allatfajok
antioxidans rendszere viszont meger6sodott, DNS javitd mechanizmusa
megvaltozott, ezaltal Ok egészségesen tllélik a sugarkarosodast. Ezek az események
az antioxidans védelmi mechanizmusok kutatasat valtottak ki.

Jelenlegi ismereteink szerint a szabad gyokok és az antioxidansok egyensulya,
vagyis a redox-homeosztazis meghatarozo a szoveti mikkodés szempontjabol, mivel
az oxidativ stressz és az antioxidans védekezdé mechanizmus hiarom szintje, az
antioxidans molekulak, az enzimatikus védekezés és az eltakarito6 mechanizmusok
egyarant alapvetd szerepet jatszanak az ¢letfolyamatokban. A légkori oxigén
megjelenésékor kialakuld eukariota sejtek, szigorfian egymasra épiil antioxidans
védekez0 mechanizmusai lehet6vé teszik, hogy az oxigén szabad gyokokkel
szemben bizonyos hatarokig a membranstruktirak és enzimfunkciok karosodasa
nélkiil életképesek maradjanak, Ggy, hogy a szabad gyokok fiziologias szerepe
tovabbra is biztositott maradjon. Az egészséges szervezet képes a szabadgyok-
talprodukcidt megakadalyozni. Alapvetd feltétel az alacsony szdveti oxigéntenzio,
ami kb. 26 Hgmm, vagy ennél kisebb értek. Az elsddleges antioxidans vonal az
enzimatikus védekezés, a szuperoxid-dizmutazok (SOD-ok), katalaz, peroxidazok,
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glutation-S-transzferdz, DT-diafordz, reduktazok Osszehangolt miikddése. Az
enzimatikus védekezést endogén és exogén antioxidans, scavenger molekulak
tdmogatjak. A redox-egyensuly fenntartdsaban nélkiilozhetetlen néhany d-mezd
elem, a Fe, Cu, Zn és a Mn, valamint a nemfémes és fémes jelleget egyarant
hordozd6 Se is, mely elemek mind az oxidativ stressz katalizatorai, mind az
antioxidans enzimek nélkiilozhetetlen alkotoi.

A kutatdsok soran azonban az is kideriilt, hogy az antioxidans tulajdonsagu
taplalkozasi faktorok tiladagolasaval, mint példaul az A, E, C, D, K-vitaminok,
vagy polifenolos vegytiletek, — sot a kaposztafélék izotiocianatjai vagy a talzott
fémtartalom — stlyos karosodasokat idézhetnek el6, mert e hatéanyagok
antioxidans tulajdonsagukkal, illetve amellett befolyasoljak a sejteken beliili szignal-
traszdukciot, a természetes sejthalalt és a proliferaciot. Ebbdl a szempontbol
kiilénosen veszélyesek a kontrollalatlanul fogyasztott étrend-kiegészitok, kiilonosen
sugar, vagy kemoterapia alatt, tekintettel az antioxidansok prooxidansokka
alakulasara.

Bar nem a szabadgyokos kutatdsokért kapta 1974-ben de Duve, az
intracellularis emésztés (autolizis), vagy 2002-ben Brenner, Horvitz és Sulston az
autofagia felfedezéséért a fiziologiai és orvostudomanyi Nobel-dijat, s6t az
ubiquitin-proteaszoma rendszer felfedezéséért és funkcidjanak leirasaért Hershko,
Ciechanover, valamint Rose 2004-ben a kémiai Nobel-dijat, mégis hihetetlen
hatassal voltak e tudomanyos eredmények is a szabadgyokos kutatasok magasabb
dimenzioéba emelésében. Kiilondsen a molekularis biologiai, genetikai kutatasok
kaptak lendiiletet. Nagy hatéssal voltak a gyogyszerfejlesztésre is.

Meg kell még emliteni, hogy az antioxidans terapiaval kapcsolatban a kezdeti
felbuzdulas nem valtotta be a reményeket, igy az 1990-es években végzett nagy
kohorsz tanulmanyok, az ATBC és CARET negativ eredménnyel zarultak.
Bjelakovic ¢s munkatarsai (2012) sem tudték bizonyitani metaanalizisek alapjan az
antioxidans kiegészitd kezelések jotékony hatasat kiilonbozo betegségekben. A
jelenlegi kutatasok azt valoszinisitik, hogy a természetes forrasbol szarmazo
antioxidans vegyiiletek kiilonb6z6 enzimatikus folyamatok révén atalakulva jutnak
a keringésbe, majd eltér6 modon hatnak a szignaltranszdukciora, és befolyasoljak a
sejtek életmiikddését a proliferaciot, az apoptozist €s az autofagiat.

A Fukushimaban 2011. marcius 11. bekdvetkezett ujabb atomerdmii
katasztrofat a Nemzetkozi Nuklearis Eseményskala (INES) szerinti legstlyosabb, 7-
es fokozatba soroltdk. — A Richter skalan 9-es foldrengést kovetd 10 méter
magassagil cunami tOnkretette a dizelaggregatorok hiitérendszerét, ezért a
reaktorokban megsziint a hiitéviz keringetése és a fiitéelemek talheviilhettek. —
A katasztrofa hatasai még nem kellden feltartak.

Az utdbbi 1-2 évtizedben a metan, a kénhidrogén, a formaldehid, a széndioxid
¢s a fémek is egyre inkabb tért hoditanak a szabadgyokds kutatasok teriiletén.
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A rengeteg tudomanyos felfedezés ¢és kisérletes tanulmanyok eredményei
ellenére a betegellatasban még mindig varat magara az attorés, bar a szabadgyokds
kutatasok évtizedei alatt a klinikumban alkalmazhaté metodikai repertoar tobbszor
is robbanasszer(i fejlodésen ment keresztiil, a viszonylag konnyen meghatarozhato
lipidperoxidacios termékektol a fehérje és DNS karosodasok vizsgalatan keresztiil
egészen a molekularis bioldgiai folyamatok detektalasdig. A vizsgélati modszerek
mégsem valtak a rutinlaboratdriumi panelek részeivé. Ennek oka tobbek kozott az,
hogy tobb paraméter egylittes vizsgalata alapjan lehet csak eldonteni, hogy a
valtozasokat a beteg kezelése, taplaltsagi szintje és életkora milyen mértékben
befolyasolja. Tovabbi kérdéseket vet fel, hogy a nem vart eltérések, kiilondsen a
polimorbid betegek esetében vajon a moédszereket zavard gyogyszerek, a
taplalékbol szarmazd bioaktiv anyagok vagy egyéb ismeretlen tényezok
kovetkezménye. A koriiltekintd vizsgalatok jelentds anyagi teherrel jarnak.

A szabadgyok-kutatas itt nem ér véget, és reméljiik, hogy a XXI. szdzadban
szamos felmertil6 kérdésre megfeleld valasz kapunk majd.
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Free radical research, method development according to the needs of
different disciplines

In the first decades of the last century, thanks to the great recognitions of atomic
physics, the methods of quantum mechanics have become the characteristics
of more complex molecules. When exploring radioactivity, it was already
known that chemical changes would occur as a result of radioactive radiation.
Research of free radical processes unfolded greatly between the two world
wars. Free atoms and radicals are generated in a large variety, e.g. by thermal
energy in chemical interactions, in photochemical route, effects of radioactive
isotopes, electrical discharge and ultrasound. Early research on the reduction
of free radical damage has been conducted in several industries, including tire
manufacturing, agriculture and food industry. Initially, medical research aimed
at prevention of radiation damage during the war. The recognition, that free
radicals are formed in the cells in subcellular particles and in enzyme
functions in living organism, and the reactions of the free radicals in these
systems are also attributed to Albert Szent-Gyodrgyi (1941). Due to the ever-
expanding methodical repertoire, medical biochemistry researches have led to
the recognition that the redox homeostasis, free radical and antioxidant
balance is changed in diseases. Over the last two decades, molecular biologists
have also demonstrated the importance of free radicals during signal
transduction.
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