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BEVEZETES
Metilénkék

A metilénkék (MK) egy anilin alapt festék, amit
1876-ban Allitottak eld. Alapvazat a fenotiazin vazat
1883-ban szintetizaltdk. A MK kezelést 19. szazad
végétdl alkalmaztak kezdetben malaria, napjainkban
methemoglobinémia kezelésében.

A metilénkék elektrontranszportlancra Kifejtett
hatdsdval az ,alternativ elektrontranszport” elmélet
foglalkozik, miszerint a MK atveszi az elektronokat a
NADH-16l, és ezt kovetéen pedig athidalva a komplex I-
et (CI) az elektronokat a 1€gzési lanc CIII komplexére
és/vagy a citokrém c-re viszi at, ezzel eldsegitve az
elektronok aramlasat, amelynek CI és CIII karosodas
kezelése soran lehet jelentdsége.

Munkacsoportunk korabban vizsgalta a MK
mitokondrialis bioenergetikai paraméterekre gyakorolt
hatasat. Egyebek mellett megallapitottuk, hogy a MK a
komplex Ill-at gatld antimycin hatasat is képes
felfiiggeszteni, nemrég azonban az altalunk leirtaktol
tobb ponton is eltéré eredményeket publikaltak, mely
szerint a MK nem képes athidalni az antimycinnel gatolt

Clll-at, mivel a MK az antimycin gatlasi helyétol
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proximalisan kotédik a Clll-hoz. A szerzok az eltérd
eredményeket a ragcsalofajok kozotti mitokondridlis
kiilonbségekkel indokoltdk (mi a vizsgélatainkhoz

tengerimalacokat, 6k egereket hasznaltak).

Vinpocetin

A vinpocetin egy szintetikus etil-észter, amit a kis
meténg alkaloidjabdl, az apovincaminbol allitottak a eld
és 40 éves alkalmazasa soran jO terapias effektusok
mellett csak enyhe mellékhatasokat tapasztaltak. Széles
spektrumban alkalmazott vegyiilet, hasznaljak ischémias
neuronalis karosodasnal, neurodegenerativ
betegségekben, demencidban, ¢és mas  kognitiv
deficienciaval jaro korképekben.

A tobb évtizedes alkalmazis sordn szamos
célpontjat ¢€s miikodési mechanizmusat azonositottak
mind a kozponti idegrendszerben, mind sejtek szintjén.
Mar a korai vizsgalatok is arra utaltak, hogy a
mitokondrium  potencialis  célpontja  lehet a
vinpocetinnek. Vinpocetin gatolta az amyloid beta peptid
mitokondrialis 1égzési komplexeket blokkold hatasat, és
kimutattak a periférias benzodiazepin receptorokhoz vald

kotodését is.



CELKITUZESEK
Metilénkék (MK)

Célunk a MK-kel végzett kisérleteinkban az volt,
hogy tobb oldalrol megvizsgaljuk a komplex Il
gatlasanak MK-kel valo felfiiggeszthetOségét és ennek
fajspecificitasat. Harom ragcsalofaj: egér, patkany és
tengerimalac agy mitokondriumain  kétféle  CIII
gatloszerrel megvizsgaltuk, hogy a CII gatlasa
athidalhato-e MK segitségével. Modellrendszeren ¢és a
ragesald agyi mitokondriumokon azt is vizsgaltuk, hogy
a MK képes-e a CIlI-to]l disztalisan, kozvetleniil a
citokrom c-nek atadni az elektronjait.

Kisérleteink soran a gatlészerek és MK egyidejii
jelenlétében teljesen szokatlan hatasokat tapasztaltunk, a
kontroll vagy a csak gatloszert kapott
mitokondriumokhoz képest. Nevezetesen ADP hatdséara
1égzéscsokkenés és a NADH koncentracié emelkedése
kovetkezett be a csokkend membranpotencial mellett,
mig az adenin nukleotid transzlokaz gatlasa fokozott
oxigénfogyasztast és a NADH koncentracié csokkenését
eredményezte. Vizsgalatinkban a fentebb felsorolt
szokatlan eredményekre is kivantunk magyarazatot adni.

Ezzel péarhozamosan azt is szerettiik volna kideriteni,
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hogy hogyan valtozik a MK lokalizacioja és biologiai

hatdsa az oxidaltsagi allapotanak fiiggvényében.

Vinpocetin

Az értekezés masik nagy témaja a vinpocetin
vizsgalata, melyben a célunk a vinpocetin harom
kiilonb6z6 szinten torténd vizsgalata volt: cellularis
(primer agyi ¢és endotél sejtkultirakon), izolalt
1degvégzddéseken (szinaptoszomakon) €s izolalt ragesalod
agyi mitokondriumokon.

Arra voltunk kivancsiak, hogy a vinpocetin
hogyan befolyasolja az agyi kapillaris endotélsejtek
mitokondriumainak Ca”* felvételét és leadasat. Szerettiik
volna megvizsgalni, hogy a vinpocetin rendelkezik-e
protektiv hatassal a glutamat toxicitassal szemben, illetve
hogy befolyasolja-e a szinaptoszomak
oxigénfogyasztasat és H,O, termelését.

Masik kérdésiink az volt, hogy a vinpocetin
hatassal van-e a  mitokondrium  bioenergetikai
paramétereire  (oxigénfogyasztds, membranpotencial,
H,0, termelés, ATP-szintézis, ATP-dz aktivitds, Ca’®

homeosztazis és duzzadas).



MODSZEREK

Mitokondrium izolalas

Az agy mitokondriumok izolalasait harom
kiilonbozd ragesalofajbol (egér, patkany, tengerimalac)
differencial centrifugalassal valositottuk meg Percoll
gradiens  segitségével. A  mitokondrialis  fehérje
koncentraciot modositott biuret reakcioval hataroztuk
meg.
A mitokondrialis oxigénfogyasztas meghatarozasa

A mitokondrium  oxigénfogyasztasit  nagy
felbontasu Clark-tipust elektréddal mukodo
respirométerrel vizsgaltuk. A mitokondriumokat piruvat-
malat, glutamat-malat vagy szukcinat szubsztrattal, mig a
szinaptoszomakat  glilkk6zzal  energetizaltunk, az
eredmények feldolgozasa DatLab 4 szoftverrel tortént.
A mitokondrialis membranpotencial meghatarozasa

A mitokondrialis membranpotencialvaltozasait
szemikvantitativ modon safranin fluoreszcencia, illetve
TMRM fluoreszcencia valtozasaval mértilkk, ez utobbit
ratiometrikus modon, két exciticios és egy emisszios
hulldmhosszon, a két fluoreszcens intenzitds hdnyadosat

mutatva be.



A mitokondrialis NAD(P)H redoxallapot
meghatarozasa
A NAD(P)H autofluoreszcenciat 344 nm excitacios

¢s 460 nm emisszidos hulldmhosszon vizsgaltuk
fluoreszcens spektrofotométerrel. A NAD*-NADH pool
egy nagysagrenddel nagyobb, mint a NADP*-NADPH
pool, ezért a mérés soran tapasztalt fluoreszcencia
valtozasaban a NADH-szint véltozdsa a meghatarozo.
A metilénkék oxidoredukcios allapotanak
meghatarozasa

A MK oxidaltsagi allapotat 660 nm-en vizsgaltuk,
mivel a MK oxidalt formaja ezen a hullamhosszon eltér a
redukalt MK spektrumatol. Méréseink JASCO V-650
spektrofotométerrel végeztik. A megjelenités soran a
MK-t tartalmazé mérés eredményébdl kivontuk a MK-t
nem tartalmazé mérés eredményét, igy ki tudtuk szlirni a
MK oxidaciojatol fiiggetlen valtozasokat.
A metilénkék elhelyezkedésének vizsgalata

A MK elhelyezkedésének meghatarozasat JASCO
V-650 spektrofotométerrel végeztik. A  méréshez
hasznalt mitokondriumokat MK-kel inkubaltunk. Ezt
kovetden egyenld id6kozonként (3 perc) Szubsztratot,

szétkapcsoloszert adtunk, és detektaltuk az abszorbanciat.



A szubsztratok és a szétkapcsoloszer elétt, illetve a
szétkapcsoloszert kovetden mintat vettiink, és a mintakat
centrifugaltuk, majd megmértik a feliiliszok
abszorbancidjat. Ezutan a feliiliszokat oxidaltuk, majd
ditionittal redukaltuk a feliiliszoban talalhato MK-t. A
feliluszo MK tartalmabol lehet kovetkeztetni a
mitokondrium 4ltal felvett MK mennyiségére.
A mitokondrium H,0; termelésének vizsgalata

A mitokondrium  H,0, termelését torma
peroxidazzal és Amplex UltraRed festékkel vizsgaltuk.
Az Amplex UltraRed a torma peroxidaz hatasara H,O;
jelenlétében a fluoreszcens resorufinna alakul. A
méréshez PTI Deltascan fluoreszcens spektrofotométert
hasznaltunk 550 nm excitdcidos €és 585 nm emisszios
hullamhosszon.
A mitokondrialis ATP szintézis Kinetikai vizsgalata

A mitokondrialis ATP szintézis kinetikajat kapcsolt
enzimreakcioval vizsgaltuk hexokindz ¢és gliik6z-6-
foszfat-dehidrogendz  segitségével. A  médiumhoz
NADP"-ot, gliikkozt, ADP-t, adenilat-kinaz adtunk. A
keletkezd NADPH sztdchiometriailag egyenld a

felhasznalt ATP mennyiségével, amely a



mitokondriumbol szarmazott. A NADPH abszorbancidjat
JASCO V-650 spektrofotométeren vizsgaltuk.
Az ATP-az aktivitas mérése

A mitokondrium  ATP  hidrolizisét 1égzési
szubsztrat ~ hianyaban  kapcsolt  enzimreakcidval
vizsgaltuk. A mitokondriumokhoz ATP-t, NADH-t,
laktat-dehidrogenazt  (LDH), piruvat-kinazt (PK),
foszfoenol-piruvatot (PEP) és rotenont adtunk. Az ATP
hidrolizise soran keletkez6 ADP-t a PK foszforilalja
ATP-v¢, ezzel parhuzamosan a PEP-ot piruvatta alakitja.
A keletkezé piruvatbol a LDH tejsavat allit eld, ezzel
parhuzamosan NADH-t oxidal. A NADH fogyas és a
hidrolizalt ATP sztéchiometrigja 1:1. A NADH
abszorbancidjanak  csokkenését  JASCO V-650

spektrofotométeren vizsgaltuk.



EREDMENYEK

Fontosabb megallapitasok a metilénkék ¢és a
mitokondriumok kolcsonhatasaval kapcsolatosan

A mitokondrialis miikddés kiillonb6z6 paramétereit
Cl szubsztratok jelenlétében vizsgaltuk. Vizsgalataink
soran azt tapasztaltuk, hogy a MK szignifikdns
mértékben képes fokozni az oxigénfogyasztast a ClII
gatloszerrel kezelt mitokondriumokon. Ez az eredmény
ellentétes egy masik munkacsoport altal publikalt
vizsgélatokkal, akik mas ragcsalofajon végezték a
méréseiket. Vizsgalataink soran Kimutattuk, hogy a ClIlI-
gatolt mitokondriumok esetében a MK azonos hatast valt
ki a harom vizsgalt ragcsalofaj esetén. A MK mindharom
ragesalofa) CIII gatolt mitokondriumain képes volt
részlegesen visszaallitani a mitokondrialis
membranpotencialt, ezaltal ndvelni az oxigénfogyasztast,
amelynek csokkenése a CIII gatloszer hatdsara
kovetkezett be. Ezt kovetden egy szokatlan
bioenergetikai jelenséget figyeltiink meg: ADP hatasara a
CII gatolt és MK-kel kezelt mitokondriumokban a
membran depolarizaciéval parhuzamosan csokkent az
oxigénfogyasztas és emelkedett a NADH/NAD" arany,

majd ezt kovetéen CAT hatasara polarizalodott a
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membran, amivel parhuzamosan emelkedett az
oxigénfogyasztas és csokkent a NADH/NAD" arany. A
jelenség hatterében a MK membranpotencial fliggd
miikddése all. A polarizalt mitokondrium hatékonyabban
képes felvenni a pozitiv toltési MK-et, ezaltal a MK
konnyebben veheti 4t a légzési lanc gatldszertol
proximalisan  elhelyezked6 =~ komponenseitél  az
elektronokat, igy fokozottan érvényesiil a MK elektron-
szallitd hatadsa, melynek kovetkeztében az elektronok a
NADH-rol a citokrom c-re keriilnek, ezaltal fokozodik az
elektrontranszport lanc miikddése, ami a NADH/NAD"
arany csokkenését és az oxigénfogyasztds emelkedését
vonja maga utan.

Egy masik kisérletsorozatban a citokrém ¢
redukciojat vizsgalva a mitokondriumokhoz citokrém c-t
és CI légzési szubsztratot, majd ezt kovetden ClII
gatloszert, MK-et, ADP-t majd oligomycint adtunk,
hasonlo kovetkeztetést vonhattunk le. MK jelenléte
nélkiil a citokréom ¢ nem volt képes redukalodni. MK
hozzaadasa fokozta a citokrom ¢ redukcidjat, mivel a MK
képes volt redukalni azt. Ennek feltétele, hogy a MK
szabadon tudjon a mitokondrium belsé membranjan

keresztiil transzportalodni. Amikor gatloszer és MK is
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jelen volt, a redukci6 sebessége lassabb volt, mint a csak
MK-kel kezelt mitokondriumok esetében, mivel a pozitiv
toltésli oxidalt MK nehezebben tud bekertilni a (gatldszer
altal) depolarizalt mitokondriumba, ezért a mitokondrium
kevesebb MK-et vesz fel, ami egy lassabb
elektrontranszportot eredményez. A pozitiv toltésit MK a
redukcid soran elvesziti a toltését, elhagyja a
mitokondriumot és redukalja a citokrom c-t. Ezt
kovetéen a MK 1jra oxidalt formaba keriil, igy egy 1j

redox ciklusban vehet részt.

Fontosabb megallapitasok a vinpocetin
mitokondrialis, neuroprotekcioval kapcsolatos
hatasairol

A vinpocetin bioenergetikai aspektusait vizsgaltuk
primer agyi kapillaris  endotélen, neuronokon,
szinaptoszomakon ¢és izolalt mitokondriumokon.

Eredményeink alapjan vinpocetin hatdsara az ATP-
altal kivaltott mitokondrialis Ca*" tranziens csucsa nem
valtozik (agyi kapillaris endotel sejteken mérve), azonban
a felezési id6 megnd, tehat a Ca®" felszabadulas lelassul
vinpocetin jelenlétében. Ez a jelenség feltehetéen a

Na‘/Ca®* Kicseréléséért felelés transzporter gatlasanak
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tulajdonithato, amely transzporter a mitokondrium Ca**
leadasaban a legfontosabb szerepet tolti be. A késleltetett
Ca®* deregulacio a glutamét toxicitas modellje, mely
sordn az ionotrop glutamat receptorok stimulacidja
kovetkeztében jelents Ca?* terhelés éri a sejtet és ennek
eredményeként a mitokondrialis permeabilitas tranzicios
porus megnyilasa kovetkeztében tonkremegy a sejtek
Ca’* és energia homeosztazisa. Az altalunk alkalmazott
modellben a vinpocetin nem befolyasolta a késleltetett
ca® deregulaciot agykérgi neuronokon.

A vinpocetin  gatolta a  szinaptoszomak
oxigénfogyasztasait ¢és a H0, termelését glikodz
jelenlétében. A vinpocetin HyO, képzddést csokkentd
hatasat izolalt mitokondriumokban, tobbféle 1égzési
szubsztrattal energetizalt allapotban is kimutattuk. A
vinpocetin a ROS képzdédést a mitokondrium kiilonb6zo
1égz¢si allapotaiban is (state 3, state 4 respiracid) gatolta.

Vinpocetin hatdsara a mitokondriumok bels6
membranja enyhén depolarizalodott, ez ADP hianyaban
egyltt jart az oxidacié fokozddasaval mind glutamat-
malat, mind szukcinat alkalmazasakor. ADP jelenlétében
a vinpocetin gatolta a mitokondriumok

oxigénfogyasztasat.
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Vinpocetin hatasara csokkent a mitokondrialis ATP
szintézis GM szubsztrat alkalmazasakor, ezzel szemben
szubsztrat hidnyaban a mitokondriumhoz kiilséleg
hozzaadott ATP hidrolizisének fokozodasat tapasztaltuk.
A vinpocetin azonban csokkentette a mitokondriumok
kalcium indukéalta duzzadasat, és a kalcium indukalta
kalcium felszabadulast, azaz a permeabilitas tranzicios

poérus megnyilasat.
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KOVETKEZTETESEK
Metilénkék

Munkénk soran a MK CIII gatolt mitokondriumok
bioenergetikajara  gyakorolt  hatdsat  vizsgaltuk.
Bebizonyitottuk, hogy a MK képes éathidalni a CIlI
gatlast, fokozni a mitokondrialis oxidaciot, polarizalni a
gatloszerek altal depolarizalt bels6 membrant. Igazoltuk,
hogy a MK képes a NADH-t oxidalni, és az elektronokat
a citokrom c-re atvive képes részlegesen helyreéllitani a
mitokondrialis elektrontranszportot, aminek egyes, CllI
deficienciaval  jar6  neurodegenerativ  korképek
kezelésében is szerepe lehet.

Lehetséges magyarazatot adtunk a CIII gatloszer és
MK egyiittes jelenléte esetén bekovetkezd szokatlan
bioenergetikai jelenségekre, amelyek a mitokondrialis
oxigénfogyasztast, membranpotencialt és a
NADH/NAD® egyenstlyt érintik. A  jelenségek
hatterében a MK oxidoredukcidjakor észlelhetd
toltésvaltozasa, ennek kovetkeztében pedig
mitokondrialis lokalizdcigjdban, igy a mitokondridlis

kolcsonhatasokban bealld valtozasok allhatnak.
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crer

olyan, jol toleralhaté gyogyszer, mint a MK hatasos lehet

a bioenergetikai funkciok javitasaban.

Vinpocetin

Munkam masik nagy témaja a vinpocetin vizsgalata
volt, ahol a vinca alkaloid kiilonb6z6 bioenergetikai
paraméterekre gyakorolt hatdsat vizsgaltuk négyféle
modellrendszeren.

A vinpocetin az altalunk vizsgalt rendszerekben
negativ bioenergetikai hatdsokat is mutatott, mint példaul
a csokkent mitokondridlis 1égzés és ATP szintézis. Az
enyhe szétkapcsolo hatds vinpocetin jelenlétében
csokkentheti a reperfuziés kéarosodds soran a
hiperpolarizacié  altal  kivaltott reverz  elektron
transzportot és a hozzd kapcsolodd nagyfokii ROS
képzést. A Ca’" indukalta mitokondridlis duzzadas
csOkkentése, a késleltetett mitokondrialis kalcium-
indukalt Ca®* felszabadulas, azaz a permeabilitas
tranziciés porus nyitdsdnak gatldsa és a mitokondridlis
H,0, képzése jelentds csokkentése egyértelmiien pozitiv

hatasok.
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Osszességében elmondhatd, hogy a fentebb emlitett
pozitiv bioenergetikai hatasok fontos szerepet jatszhatnak
abban, hogy a vinpocetinnek jotékony hatdsa van a

neurondlis karosodassal jaré patologias korképekben.
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