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2. Rövidítések jegyzéke 

 

α-GPDH: alfa-glicerofoszfát-dehidrogenáz 

AIF: apoptózis indukáló faktor 

α-KGDH: alfa-ketoglutarát-dehidrogenáz 

ALS: amiotrófiás laterálszklerózis 

ANT: adenin-nukleotid transzlokátor 

Apaf 1: apoptózis proteáz aktiváló faktor 

BSA: bovine serum albumin (marha szérum albumin) 

CM-H2DCFDA: 5,6-kloro-metil-2,7-diklorodihidrofluoreszcein-diacetát 

cpYFP: circularily permuted yellow fluorescent protein (cirkulárisan átrendezett sárga  

              fluoreszcens fehérje) 

CsA: ciklosporin-A 

CuZnSOD: réz-cink szuperoxid-dizmutáz 

CypD: ciklofilin D 

Cyt.c: citokróm c 

DCD: delayed calcium deregulation (késői kálcium dereguláció) 

DCF: 2,7-diklorofluoreszcein 

DHODH: dihidroorotát-dehidrogenáz 

Δp: protonmotoros erő 
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ΔΨm: mitokondriális membránpotenciál 

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav 

EGTA: etilén-glikol-tetraecetsav 

ER: endoplazmatikus retikulum 

ETF: elektrontranszfer-flavoprotein 

ETF-QOR: elektrontranszfer-flavoprotein-kinon-oxidoreduktáz 

FCCP: karbonilcianid-p-trifluorometoxifenilhidrazon 

Gpx: glutation-peroxidáz 

Gpx 4: glutation-peroxidáz 4, foszfolipid-hidroperoxid-glutation-peroxidáz 

GR: glutation-reduktáz 

Grx: glutaredoxin 

GSH: redukált glutation 

GSSG: oxidált glutation 

GST: glutation-S-transzferáz 

H2DCF: 2,7-diklorodihidrofluoreszcein 

H2DCFDA: 2,7-diklorodihidrofluoreszcein-diacetát 

H2DFFDA: 2,7-difluorodihidrofluoreszcein-diacetát 

HE: hidroetidin 

HEDTA: hidroxietil-etiléndiamin-triecetsav 

HEPES: 4-(2-hydroxietil)-1-piperazinetánszulfonsav 

HRP: horseradish peroxidase (tormaperoxidáz) 
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IAP: inhibitor of apoptosis (apoptózis inhibitor) 

ICDH: izocitrát-dehidrogenáz 

IP3: inozitol-trifoszfát 

ISP: iron-sulfur protein (Rieske-protein) 

kalcein-AM: kalcein acetoxi-metil-észter 

KoA: koenzim-A 

MAO: monoamin-oxidáz 

MDH: malát-dehidrogenáz 

MnSOD: mangán-szuperoxid-dizmutáz 

MPP+: 1-metil-4-fenilpiridínium 

mPTP: mitokondriális permeabilitási tranzíciós pórus 

MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin 

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólium-bromid 

NMDA: N-metil-D-aszpartát 

PDH: piruvát-dehidrogenáz 

PES: fenazin etoszulfát 

Pi: inorganikus foszfát 

Prx: peroxiredoxin 

Q: koenzim Q 

Q•-: szemikinon gyök 

QH2: ubikinol 
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R: alkil csoport 

RaM: rapid uptake mode (gyors kálciumfelvételi mód) 

RCR: respiratory controll ratio (respirációs kontroll hányados) 

RET: reverz elektron transzport 

roGFP: redox-sensitive green fluorescent protein (redox-érzékeny zöld fluoreszcens 

             protein                                                                           

ROS: reaktív oxigénszármazék 

Ru 360: Ruthenium 360 

SDH: szukcinát-dehidrogenáz 

SOD: szuperoxid-dizmutáz 

TMRM: tetrametil-rodamin-metil-észter 

TPP+: tetrafenil-foszfónium kation 

Tris-HCl: trisz(hidroximetil)-aminometán hidroklorid 

Trx: tioredoxin 

TrxR: tioredoxin-reduktáz 

VDAC: voltage dependent anion channel (feszültségfüggő anioncsatorna) 

V/V%: térfogat százalék 
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3. Bevezetés 

 

3.1. A kálcium és az oxidatív stressz szerepe a neuronális 

károsodásban 

A glutamát excitotoxicitás számos akut és krónikus neurológiai betegség kialakulásában 

a patomechanizmus meghatározó eleme. A glutamát excitotoxicitás jelentős mértékben 

hozzájárul az akut neuronális károsodáshoz agyi iszkémia- reperfúzió esetén, szerepe 

emellett felmerül a krónikus neurodegeneratív betegségek: az Alzheimer-kór, a 

Parkinson-kór, az amiotrófiás laterálszklerózis (ALS) és a Huntington-kór 

patomechanizmusában is (Beal, 1992b; Blandini et al, 1997; Henneberry, 1997). 

Glutamát excitotoxicitás során a központi idegrendszer glutamát receptorainak tartós 

stimulációja neuronális károsodáshoz vezet. Akut idegrendszeri kórképekben az 

iszkémia hatására kialakuló szöveti oxigén és glükóz hiány csökkent celluláris 

energiatermelést eredményez, ami a neuronok depolarizációja következtében fokozott 

neurotranszmitter felszabadulást, csökkent preszinaptikus glutamát felvételt és az 

NMDA típusú glutamát receptorok aktivációját okozza. A glutamát excitotoxicitás 

kialakulása a krónikus lefolyású neurodegeneratív betegségekben a csökkenő celluláris 

ATP termelő kapacitás miatt létrejövő tartós, részleges neuronális depolarizációval és a 

glutamát receptorok diszfunkciójával magyarázható (Albin & Greenamyre, 1992; Beal, 

1992a; Beal, 1992b; Novelli et al, 1988; Zeevalk & Nicklas, 1990). Glutamát 

excitotoxicitásban a glutamát receptorok kóros stimulációja az intracelluláris kálcium 

koncentráció megemelkedéséhez vezet. Kísérleti modellben a kálcium koncentráció 

emelkedés két fázisú: a glutamát expozíció után a kezdeti emelkedést követően a 

citoszolikus kálcium koncentráció a kiindulási értékre csökken, majd különböző 

hosszúságú látencia idő elteltével tartósan megemelkedik. Az intracelluláris kálcium 

koncentráció emelkedés második fázisa az ún. késői kálcium dereguláció (DCD: 

delayed calcium deregulation), ami a neuronok irreverzibilis károsodását jelzi (Randall 

& Thayer, 1992). A glutamát excitotoxicitás során bekövetkező neuronális károsodás 
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folyamatában a kálcium koncentráció emelkedés mellett a patomechanizmus másik 

meghatározó tényezője a fokozott celluláris reaktív oxigénszármazék (ROS) képzés. 

Lafon-Cazal és munkatársai elektron paramágneses rezonanciával glutamát terhelést 

követően fokozott neuronális szuperoxid anion képzést detektáltak (Lafon-Cazal et al, 

1993). A glutamát expozíció hatására bekövetkező  celluláris ROS termelés fokozódás 

fluoreszcens módszerrel is kimutatható neuronális sejtkultúrán (Bindokas et al, 1996; 

Dugan et al, 1995; Kahlert et al, 2005; Reynolds & Hastings, 1995; Sengpiel et al, 1998; 

Vesce et al, 2004). A reaktív oxigénszármazékok szintje a késői kálcium dereguláció 

kialakulását követően emelkedik meg a citoplazmában (Nicholls, 2008; Vesce et al, 

2004). A glutamát receptorok patológiás ingerlése folytán kialakuló fokozott celluláris 

ROS termelés különböző forrásokból eredhet (Coyle & Puttfarcken, 1993). Az NMDA 

típusú glutamát receptor aktiválása a receptor ioncsatornán beáramló kálcium 

közvetítésével a foszfolipáz A2 enzim aktiválásához vezet, az enzim aktivitása 

következtében felszabaduló arachidonsav további metabolizmusa során szuperoxid 

aniont képez (Dumuis et al, 1988; Lafon-Cazal et al, 1993; Lazarewicz et al, 1988). A 

kálcium hatására aktiválódó nitrogén-monoxid szintáz nitrogén-monoxidot termel, ami 

szuperoxid anionnal reagálva peroxinitritet képez, ez utóbbi metabolit hidroxilgyökre 

bomlik. A nitrogén-monoxid szintáz aktivitása ugyancsak fokozódik az NMDA 

receptorok ingerlését követően (Dawson et al, 1992) és oxigén-glükóz megvonás esetén 

(Abramov et al, 2007). Mindezek mellet iszkémiában a kálcium hatására xantin-

oxidázzá alakuló xantin-dehidrogenáz  szuperoxid aniont  generál (McCord, 1985). 

Reoxigenációkor a neuronokon is megtalálható NADPH –oxidáz kálcium hatására 

szintén szuperoxid aniont termel (Abramov et al, 2007). A glutamát excitotoxicitás 

esetén megfigyelhető fokozott celluláris ROS képzésben a mitokondriumok szerepe is 

felmerül. A mitokondriumok hozzájárulását a sejt reaktív oxigénszármazék 

termeléséhez azok a neuronális sejtkultúrán végzett vizsgálatok mutatják, melyekben a 

glutamát expozíciót követő ROS képzés mértéke mitokondriális légzési komplex 

gátlókkal és szétkapcsolószerekkel befolyásolható (Abramov et al, 2007; Bindokas et al, 

1996; Dugan et al, 1995; Reynolds & Hastings, 1995; Sengpiel et al, 1998; Vesce et al, 

2004).  
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Krónikus neurodegeneratív betegségekben a mitokondriális eredetű oxidatív stressz a 

glutamát excitotoxicitástól függetlenül önmagában is patofiziológiai tényező lehet 

(Beal, 2005; Fiskum et al, 1999). 

Parkinson-kór kísérletes modellben az I. mitokondriális légzési komplex 1-metil-4-

fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinnel (MPTP) történő gátlásával indukálható. A MPTP-t a 

monoamin-oxidáz B enzim aktív metabolittá, 1-metil-4-fenilpiridíniummá (MPP+) 

alakítja, ami a dopaminerg neuronok mitokondriumaiban akkumulálódik és az I. 

komplex gátlását okozza (Bloem et al, 1990). Humán posztmortem vizsgálatok 

kimutatták, hogy Parkinson-kórban a substantia nigra dopaminerg  neuronjainak  

mitokondriumaiban az  I. légzési komplex működése 20-40%- kal csökkent (Schapira et 

al, 1990). Transzgénikus egerekben, melyek fokozott mértékben expresszálnak CuZn 

szuperoxid-dizmutáz (CuZnSOS) enzimet, a MPP+ nem okoz károsodást a dopaminerg 

neuronokban (Przedborski et al, 1992), ez a kísérlet az oxidatív stressz szerepét mutatja 

a betegség patomechanizmusában. A MPP+ a citrátköri α-ketoglutarát-dehidrogenáz (α-

KGDH) enzimet is gátolja, Parkinson kórban a nigrostriatális neuronok α-KGDH 

enzime csökkent immunreaktivitást mutatott a kontrollhoz képest (Mizuno et al, 1994). 

Parkinson-kórban a substantia nigra dopaminerg neuronjainak szelektív károsodása a 

dopamint katabolizáló, a mitokondriális külső membránon elhelyezkedő monoamin-

oxidáz (MAO) enzim aktivitásával is összefüggésbe hozható: az enzim katalízis közben 

hidrogén-peroxidot termel. A dopamint bontó monoamin-oxidáz B aktivitása a korral 

fokozódik (Fowler et al, 1980; Saura et al, 1994).  

Alzheimer-kórban a mitokondriális légzési lánc IV. komplexének aktivitása 

alacsonyabb  az egészséges mintához viszonyítva (Parker et al, 1994). Az α-KGDH és a 

piruvát-dehidrogenáz (PDH) enzim ugyancsak csökkent aktivitású (Gibson et al, 1998). 

Az Alzheimer-kór patogenezisében a peroxiredoxin 3 (Prx 3) szerepe is felmerül: 

posztmortem mintavételből származó humán frontális kortexben és kisagyban a Prx 3 

mennyisége alacsonyabb volt Alzheimer-kór esetén az egészségeshez képest 

(Krapfenbauer et al, 2003). Emellett az Alzheimer-kóros betegek posztmortem 

mintáiban a mitokondriális DNS-ben az oxidatív károsodás mértéke többszöröse a 

kontrollnak (Mecocci et al, 1994).  
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Az amiotrófiás laterálszklerózis familiáris típusának egy része a citoszolban és a 

mitokondriális intermembrán térben található CuZn szuperoxid-dizmutáz mutációját 

okozza (Rosen, 1993). 

Huntington-kórban az elektron transzport lánc II., III. és IV. komplexe, valamint a 

citrátköri akonitáz és az α-KGDH enzim is csökkent aktivitású (Browne et al, 1997; 

Halliwell, 2006).  

A fenti neurodegeneratív betegségekben a légzési komplexek gátlása, a ROS termelő 

enzimek aktivitása és a csökkent ROS detoxifikáció önmagában is fokozott 

mitokondriális ROS termeléshez vezethet. Ugyanakkor az oxidatív foszforiláció és a 

citrátkör enzimeinek alacsony aktivitása az energiatermelés csökkenését vonja maga 

után, ami a neuronális plazmamembrán depolarizációján keresztül a glutamáthoz kötött 

patofiziológiai folyamatok kialakulásának kedvez. 

 

3.2. A mitokondriális ROS metabolizmus 

 

3.2.1. A reaktív oxigénszármazék fogalma 

 A mitokondriális reaktív oxigén származék metabolizmus tárgyalása előtt a reaktív 

oxigén származék definíciója tisztázandó. A reaktív oxigénszármazékok közé soroljuk 

az oxigéntartalmú szabadgyököket, valamint a nem szabadgyök oxigéntartalmú 

vegyületeket, amelyek fokozott reakciókészséggel rendelkeznek (Halliwell & 

Gutteridge, 1999, pp. 22-27). A szabadgyök olyan elem vagy vegyület, amely egy vagy 

több párosítatlan elektronnal rendelkezik. Az in vivo megtalálható oxigén tartalmú 

szabadgyökök közé tartozik a szuperoxid anion (O2
•-), a hidroxilgyök (OH•), a 

peroxilgyök (RO2
•), az alkoxilgyök (RO•), a hidroperoxilgyök (HO2

•) és a definíció 

szerint az oxigén molekula is (O2), amely két azonos spinű párosítatlan elektront is 

tartalmaz. Reaktív oxigénszármazék még a fentebb felsorolt szabadgyökökön kívül a 

hidrogénperoxid (H2O2).   
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3.2.2. A mitokondrium ROS képzése 

A mitokondrium ROS képzése szorosan kapcsolt az organellum metabolikus 

funkcióihoz :  a citrátkörben történő oxidációhoz, ill. az ATP szintézishez (1. ábra). Az 

ATP szintézist a mitokondrium  belső membránjában elhelyezkedő F0F1 ATP-áz végzi a 

mitokondriális protonmotoros erő (∆p) terhére (Mitchell, 1961). A protonmotoros erőt a 

légzési láncban elektronokat szállító légzési komplexek redox potenciál különbsége 

generálja: az elektronok transzportja során az egyes komplexek redox potenciál 

különbsége protonok kipumpálását teszi lehetővé az I., III. és IV. komplexen keresztül a 

mátrixból az intermembrán térbe. A millivoltban kifejezett protonmotoros erőnek két 

komponense van: a mitokondriális membránpotenciál (∆Ψm), melynek becsült értéke    
-150 - -180 mV, valamint a protonmotoros erő kialakításához lényegesen kisebb 

mértékben hozzájáruló pH különbség (∆ pH) a mitokondrium belső membránjának két 

oldala között. 

1. ábra 

A Szent-Györgyi-Krebs-ciklus és a mitokondriális oxidatív foszforiláció 

Az ábra magyarázatát lásd a szövegben. Rövidítések: PDH: piruvát-dehidrogenáz; 

ICDH: izocitrát-dehidrogenáz; α-KGDH: α-ketoglutarát-dehidrogenáz; SDH: 

DOI: 10.14753/SE.2013.1743



13 
 

szukcinát-dehidrogenáz; MDH: malát-dehidrogenáz; α-GPDH: α-glicerofoszfát-

dehidrogenáz; ETF-QOR: elektron-transzfer-flavoprotein-kinon-oxidoreduktáz; 

AcKoA: acetil-koenzim A; MAO: monoamin-oxidáz; ANT: adenin-nukleotid 

transzlokátor; I,II,III,IV: I-IV. légzési komplexek; V: F0F1 ATP-áz;  UQ: ubikinon; c: 

citokróm c; ANT: adenin-nukleotid-transzlokáz; ∆Ψm:  mitokondriális membrán 

potenciál /(Adam-Vizi & Chinopoulos, 2006) alapján/ 

 

A légzési láncot redukáló ekvivalensek táplálják elektronokkal. Az I. komplex elektron 

donorja a NADH+H+, melynek fő mitokondriális forrása a piruvát-dehidrogenáz 

enzimkomplex ill. a citromsav-ciklus dehidrogenázai: az izocitrát-dehidrogenáz 

(ICDH), az α-ketoglutarát-dehidrogenáz és a malát-dehidrogenáz (MDH). Izolált 

mitokondriumok NADH+H+ -t generáló szubsztrátjai a glutamát, a malát és a piruvát. 

Az ubikinonra az I. komplexről származó elektronok mellett a következő, prosztetikus 

csoportként FADH2-t tartalmazó enzimekről konvergálnak elektronok: szukcinát-

dehidrogenáz (SDH), a belső membrán külső oldalán található α-glicerofoszfát-

dehidrogenáz (α-GPDH), ill. a belső membrán mátrix felőli részén elhelyezkedő 

elektron-transzfer-flavoprotein (ETF), amely a zsírsavak β-oxidációjából közvetíti az 

elektronokat a légzési lánchoz. Izolált mitokondriumban FADH2-t generáló respirációs 

szubsztrát a szukcinát és az α-glicerofoszfát. A mitokondriális légzési láncban a 

terminális elektron akceptor az O2, mely a négy elektron átvitelét katalizáló IV. 

respirációs komplexen redukálódik vízzé (1. egyenlet). 

(1.)  O2 + 4 H+ + 4 e- → 2 H2O 

Az O2 részleges, egy elektronnal történő redukciója azonban szuperoxid anion (O2
•-) 

keletkezéséhez vezet (2. egyenlet). 

(2.)  O2 + e- → O2
•-    

A szuperoxid képződésének standard redox potenciálja –160 mV (Wood 1987). 

Tekintetbe véve a mitokondriális oxido-reduktázok standard redox potenciálját (Wilson 

et al, 1974), az elektrontranszport láncban található, egy elektron transzportját lehetővé 

tevő vas-kén centrumokat, a parciálisan redukálható flavin-mononukleotidot és 
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ubikinont, a szuperoxid képződése a mitokondriális légzési láncban termodinamikailag 

kedvező (Murphy, 2009).  

A mitokondrium hidrogén-peroxid termelését már az 1960-as években megfigyelték 

(Jensen, 1966). Ezt követően az 1970-es években végzett, a mitokondrium ROS 

képzését vizsgáló kezdeti kísérletek meghatározták, hogy a mitokondriumban termelődő 

hidrogén-peroxid prekurzora a szuperoxid anion  (Boveris & Cadenas, 1975; Loschen et 

al, 1974; Sorgato et al, 1974). A mitokondriális elektrontranszport lánc ROS képző 

mechanizmusát először szívizomból izolált mitokondriumokon vizsgálták, és 

szuperoxid forrásként a III. (Boveris et al, 1976; Cadenas et al, 1977; Turrens et al, 

1985) és az I. légzési komplexet (Cadenas et al, 1977; Takeshige & Minakami, 1979; 

Turrens & Boveris, 1980) jelölték meg. A főként izolált mitokondriumokon végzett 

további kísérletek egyéb, összesen 11 mitokondriális ROS képző helyet azonosítottak 

(Adam-Vizi, 2005; Andreyev et al, 2005; Murphy, 2009). 

A mitokondriális I. légzési komplex szuperoxid képző helye pontosan nem ismert (2. 

ábra). Intakt izolált mitokondriumon, szubmitokondriális partikulán – 

szubmitokondriális partikulák: mitokondriumok szonikációjával nyert vezikulák, 

melyeket fordított orientációjú belső membrán fragmensek határolnak (Tzagoloff, 1982, 

p. 14) – és  izolált I. komplexen végzett vizsgálatok a következő potenciális szuperoxid 

képző helyeket feltételezik: az I. komplex  N1a (Kushnareva et al, 2002), N2 (Genova et 

al, 2001) vas-kén centruma, ill. a vas-kén centrumok  bármelyike (Herrero & Barja, 

2000), az I. komplex flavin komponense (Kudin et al, 2004; Kussmaul & Hirst, 2006; 

Liu et al, 2002), az enzimhez kötődő, parciálisan redukált NAD• gyök (Krishnamoorthy 

& Hinkle, 1988), Kang és munkatársai pedig  egyszerre két szuperoxid képző helyet 

vetnek fel (Kang et al, 1983). Az I. komplex ROS képző helye az elektron transzfer 

irányától függően az I. komplex flavin komponense, ill. az I. komplex vas-kén 

centrumai lehetnek (Gyulkhandanyan & Pennefather, 2004) kísérletei szerint. Az I. 

komplex a szuperoxidot a mitokondriális belső membrán mátrix felőli oldalán képzi 

(Muller et al, 2004; St-Pierre et al, 2002; Turrens, 2003). 

A mitokondriális I. légzési komplex háromféle módon képes ROS-t termelni: (1.) 

NADH+H+-t generáló szubsztrátok jelenlétében, (2.) I. légzési komplex gátlók hatására, 

ill. az ún. reverz elektrontranszport (RET) mechanizmusával (3.). 
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(1.) A mitokondriális légzési láncot NADH+H+-t generáló szubsztrátokkal táplálva az I. 

komplex H2O2 képzése meglehetősen alacsony: agy mitokondriumban 150-250 

pmol/min/mg (Komary et al, 2008; Kwong & Sohal, 1998). Az I. komplex ROS-lépzése 

ilyen körülmények között függ a mátrix NADH+H+/ NAD+ arányától, ill. a 

mitokondriális membránpotenciáltól. Az I. komplexen történő ROS-képzést a magas 

mitokondriális NADH+H+/ NAD+ arány serkenti (Starkov & Fiskum, 2003).  A magas 

membránpotenciál  ugyancsak nagyobb mértékű ROS-képzést eredményez: a ∆Ψm 

20%-os csökkentése a ROS termelést  60%-kal redukálja (Starkov & Fiskum, 2003). 

Szétkapcsoló szerek és a depolarizáló hatású ADP jelenlétében ennek megfelelően 

alacsonyabb ROS képzés figyelhető meg.  

 

 

2. ábra 

Az I. légzési komplex sematikus ábrája 

Az I. légzési komplex dehidrogenáz doménje oxidálja a NADH+H+-t, flavin 

mononukleotidot (FMN) és vas-kén centrumokat (N1a, N1b, N3, N4, N5) tartalmaz. A 
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hidrogenáz doménen redukálódik a Q koenzim (Q, QH2), ezen a doménen helyezkedik el 

az N6a, N6b és az N2 vas-kén centrum. A transzporter domén hidrogén protonokat (H+) 

transzlokál. (Fato et al, 2008) 

  

(2.) A rotenon, az I légzési komplex gátlószere az ubikinon egy elektronnal történő 

redukcióját  gátolja ubiszemikinonná  az I. komplex N2 vas-kén centrumán (Degli 

Esposti, 1998). A rotenon a NADH+H+-t képző szubsztrátokkal energetizált 

mitokondriumok H2O2 termelését akár nyolcszorosára is növelheti (Kwong & Sohal, 

1998). Az I. légzési komplex parciális, akár 10- 15%-os gátlása is szignifikáns ROS 

termelés fokozódást eredményez (Sipos et al, 2003). Az I. komplex gátlása egyben a 

NADH+H+/ NAD+ arány nagymértékű megemelkedésével jár. A rotenon indukálta ROS 

képzés nem membránpotenciál függő: a rotenon 100%-os komplexgátlás esetén teljes 

depolarizációt és légzésgátlást okoz (Votyakova & Reynolds, 2001). Az I. komplex 

H2O2 termelésének pH optimuma szubmitokondriális partikulán, NADH+H+-t képző 

szubsztrátokkal, rotenon jelenlétében és anélkül pH 8.5, ill. pH 9 (Takeshige & 

Minakami, 1979). 

(3.) A FADH2-t képző respirációs szubsztrátokról az elektronok nagy része a III., ill. a 

IV. komplexen keresztül az oxigénre mint végső elektronakceptorra kerül, az elektronok 

egy kisebb hányada azonban az I. komplexre áramlik és a NAD+-ot redukálja. Ez a 

fordított irányú elektronáramlás az ún. reverz elektron transzport (Hinkle et al, 1967). A 

reverz elektron transzport nagy mértékű ROS képzéssel jár, a H2O2 keletkezés mértéke 

meghaladja a NADH+H+-t generáló szubsztrátok rotenon jelenlétében történő ROS 

képzését is (Komary et al, 2008; Votyakova & Reynolds, 2001). A RET-on keresztüli 

ROS képzés rotenonnal gátolható. Izolált mitokondriumon I. és II. légzési komplex 

szubsztrátokkal és az I. komplex gátló rotenonnal végzett kísérletek azt mutatják, hogy 

az I. komplex szuperoxid képző helye a rotenon kötő hely előtt található, hiszen a reverz 

elektron transzporttal  generált ROS képzést a rotenon gátolja, az I. komplex 

szubsztrátok jelenlétében  történő alacsony ROS termelést ugyanakkor a rotenon 

jelentősen fokozza (Votyakova & Reynolds, 2001). A szukcinát légzési szubsztrát a 

RET-on keresztül magasabb NAD(P)H+H+ szintet generál, mint a NADH+H+-t képző 

szubsztrátok: a glutamát és a malát; a magas NADH+H+/ NAD+ arány RET esetén 
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hozzájárulhat a magas H2O2 képzéshez (Kushnareva et al, 2002). A termodinamikailag 

kedvezőtlen reverz elektron transzporthoz az energiát az előre irányuló elektronáramlás 

során keletkező protonmotoros erő szolgáltatja. A reverz elektron transzport ROS 

termelése erősen membránpotenciál függő, a RET ROS képzése nagyobb mértékű 

membránpotenciál függést mutat, mint a NADH+H+-ról  eredő, előre irányuló elektron 

áramlásé: a ∆Ψm 10%-kal való csökkentése a H2O2 termelés 90%-os redukcióját 

eredményezi (Korshunov et al, 1997). Ez azt jelenti, hogy szukcinát légzési szubsztrát 

jelenlétében csak nagyon magas membránpotenciál esetén történik jelentős ROS 

képzés; a membránpotenciál csökkenése 180 mV-ról 170 mV-ra megszünteti a ROS 

termelés membránpotenciál függését (Tretter et al, 2007a). A reverz elektron 

transzportot csökkentik a komplex gátlók, a depolarizáló hatású ADP és a szétkapcsoló 

szerek (Korshunov et al, 1997). A RET-on keresztül történő ROS képzés pH függést is 

mutat, a mátrix savasodása csökkenti a ROS képzést. A RET-on keresztül történő ROS 

termelés háromszor annyira szenzitív a ∆pH-ra, mint a  membránpotenciál változásra 

(Lambert & Brand, 2004). A szukcinát RET-on keresztül történő ROS képzésének 

szerepe in vivo körülmények között kérdéses. A szukcinát ROS képzése a RET-on 

keresztül erős szukcinát koncentráció függést is mutat (Hansford et al, 1997).  Az a 

szukcinát koncentráció, ami kísérleti körülmények között izolált mitokondriumokon 

RET-on keresztül magas ROS képzést generál, kb. egy nagyságrenddel magasabb a 0.2- 

0.5 mM-os szöveti szukcinát koncentrációnál (Lewandowski et al, 1996; Williamson & 

Corkey, 1979). Zoccarato és munkatársai azonban alacsony, tized mM-os szukcinát 

koncentrációnál is magas H2O2 képzést detektálnak: kísérleteikben  0.5 mM-os 

szukcinát koncentráció  900 pmol/min/mg H2O2–t generál (Zoccarato et al, 2007). A 

szukcinát  alacsony szöveti koncentrációja azonban patológiás körülmények között  

mM-os tartományba emelkedhet: patkány agyban 5 perces iszkémiát követően a 

szukcinát koncentráció mintegy 2.5-szeresére nőtt, az 5 perces iszkémia utáni reperfúzió 

15. percében mért  szukcinát koncentráció  a kiindulási koncentrációnak 140%-a maradt 

(Benzi et al, 1979; Benzi et al, 1982; Folbergrova et al, 1974). A szöveti szukcinát 

koncentráció iszkémia esetén szívizomsejtekben is megemelkedik (Kakinuma et al, 

1994; Wiesner et al, 1988). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a  szukcinát szerepe 

a respirációs lánc működtetésében  iszkémia-reperfúzió esetén számottevő lehet. A 

szukcinát magas ROS képzését a NADH+H+-t termelő szubsztrátok egyidejű oxidációja 
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lényegesen nem befolyásolja, glutamát és malát légzési szubsztrátok jelenlétében 

azonban magasabb szukcinát koncentráció szükséges a kizárólag szukcinát jelenlétében 

mérhető H2O2 termelési sebesség eléréséhez (Zoccarato et al, 2007). A RET erős 

membránpotenciál függése viszont valószínűleg limitáló tényező a szukcinát magas, I. 

komplexen történő ROS képzésében in vivo körülmények között, amikor az ADP 

jelenléte csökkenti a mitokondriális membránpotenciált. Izolált kortikális 

axonterminálison: szinaptoszómán végzett vizsgálatok azt mutatják, hogy a 

szinaptoszómális mitokondriumok membránpotenciálja nincs abban a tartományban, 

ahol a ROS képzés membránpotenciál függést mutatna: szétkapcsoló szerek nem 

befolyásolják az in situ mitokondriumok H2O2 képzését (Tretter & Adam-Vizi, 2007). 

A respirációs lánc II. komplexéről leírták, hogy a liposzómába ágyazott szukcinát 

dehidrogenáz elektron akceptor hiányában szuperoxidot generál (Zhang et al, 1998). Az 

in situ II. légzési komplex ROS produkáló képessége azonban kétséges. 

Az alfa-glicerofoszfát-dehidrogenáz a mitokondriális belső membrán intermembrán tér 

felőli oldalán helyezkedik el, legnagyobb aktivitást egér barna zsírszövetben és izomban 

mutat, agyszövetben az enzim aktivitása az előzőekhez képest jelentősen alacsonyabb  

(Koza et al, 1996). Az α-GPDH részt vesz a triglicerid metabolizmusban ill. a 

mitokondriumba irányuló redukáló ekvivalens transzportban is. Alfa-glicerofoszfátot 

oxidáló tengerimalac agy alfa-glicerofoszfát-dehidrogenáz enzime ROS-t termel az I. 

komplexen történő, RET-ból  származó szuperoxid képzésen kívül is (Tretter et al, 

2007b; Zoccarato et al, 1988). Az alfa-glicerofoszfát-dehidrogenáz ROS-képzését a 

kálcium stimulálja (Tretter et al, 2007c). 

St-Pierre et al. eredményei szerint az elektron-transzfer flavoprotein és az elektron-

transzfer flavoprotein kinon oxidoreduktáz (ETF-QOR) szintén termel szuperoxidot a 

belső membrán mátrix felőli oldalán palmitoil-karnitin mint respirációs szubsztrát 

jelenlétében, a RET-ból származó ROS termelés mellett is (St-Pierre et al, 2002). 

A belső membrán külső oldalán elhelyezkedő dihidroorotát-dehidrogenáz (DHODH) a 

pirimidin nukleotid szintézisben vesz részt, elektron akceptora a mitokondrium belső 

memránjában lévő ubikinon. In vitro körülmények között koenzim-Q hiányában a 

DHODH hidrogén-peroxidot termel (Loffler et al, 1996).  

DOI: 10.14753/SE.2013.1743



19 
 

A mitokondriális légzési lánc III. komplexe gátlószere: az antimicin jelenlétében 

generál szuperoxid aniont. A légzési lánc III. komplexének ubikinolt oxidáló 

mechanizmusát Q-ciklusnak nevezzük (Andreyev et al, 2005; Trumpower, 1990) (3. 

ábra). A ciklus az ubikinol (QH2) oxidációjával kezdődik a III. komplex Qo oldalán. Az 

ubikinol egyik elektronja a vas-kén centrumot tartalmazó Rieske-proteinre kerül (ISP), 

majd a citokróm c1-en keresztül (Cyt.c1) a citokróm c-re jut (Cyt.c). A megmaradó 

szemikinon gyök (Q-•) a második elektront a két citokróm b-nek adja (blow, bhigh), 

ahonnan az elektront az ubikinon (Q) veszi fel a komplex Qi oldalán. Az ubikinon Qi 

oldalon történő teljes redukciójához szükséges két elektront két QH2 oxidációja 

biztosítja. Az 3. ábra B része a III. komplex inhibitorait tünteti fel. Az antimicin 

meggátolja a szemikinon kialakulását a komplex Qi oldalán, ennek következményeként 

a Qo oldalon a felhalmozódó szemikinon O2-nek adva az elektronját szuperoxid gyököt 

képez (Cadenas et al, 1977; Rich & Bonner, 1978; Turrens et al, 1985; Zhang et al, 

1998). A mixotiazol meggátolja a QH2 kötődését a komplexhez, a stigmatellin  pedig az 

ubikinol első elektronjának a Rieske-proteinre történő transzferét akadályozza meg, így 

az instabil szemikinongyök nem alakul ki a Qo oldalon. Mind a mixotiazol (Turrens et 

al, 1985), mind a stigmatellin gátolja az antimicin által stimulált ROS képzést. Starkov 

és Fiskum ugyanakkor a mixotiazol ROS fokozó hatásáról számol be, feltételezve egy, 

az antimicinétől különböző szuperoxid képző helyet, a III. komplex Qo oldalán (Starkov 

& Fiskum, 2001). A III. komplex a belső membrán külső (Han et al, 2003a; Han et al, 

2001; St-Pierre et al, 2002) és belső (Boveris et al, 1976) oldalán is képez szuperoxidot 

antimicin hatására (Muller et al, 2004; Turrens, 2003). Tekintve azonban, hogy a III. 

légzési komplex antimicin jelenlétében  több, mint 70%-os komplexgátlás esetén képez 

csak ROS-t, kétséges, hogy a III. komplex ROS képzésének in vivo jelentősége lenne 

(Sipos et al, 2003). 
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3. ábra 

Az ubikinon redox ciklusa a III. légzési komplexen (A) és a ciklus inhibitorai (B) 

Az ábra magyarázatát lásd a szövegben. Rövidítések: Q: ubikinon; Q•-: szemikinon 

gyök; QH2: ubikinol; ISP: iron-sulfur protein (Rieske protein); Cyt.c1: citokróm c1; 

Cyt.c: citokróm c; blow, bhigh: citokróm b; ± ∆Ψ: membrán potenciál; IM: inner 

membrane (belső membrán); e-: elektron  (Andreyev et al, 2005)  

 

Az alfa-ketoglutarát-dehidrogenáz enzim a Szent-Györgyi-Krebs-ciklus része, az alfa-

ketoglutarát- szukcinil-koenzim A átalakulást katalizálja miközben NADH+H+-t termel. 

Az enzimkomplex három alegysége: az alfa-ketoglutarát-dehidrogenáz (E1), a 

dihidrolipoamid-szukcinil-transzferáz (E2) és a dihidrolipoamid-dehidrogenáz (E3). Az 

enzim flavin tartalmú dihidrolipoamid-dehidrogenáz alegysége képes ROS-t generálni 

az enzim katalitikus működése közben  (Bunik & Sievers, 2002). Az α-KGDH ROS 

képzése izolált enzimen (Tretter & Adam-Vizi, 2004), izolált (Starkov et al, 2004) és in 

situ (Tretter & Adam-Vizi, 2004) agyi mitokondriumokon is kimutatható. Az enzim 
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mind szuperoxid mind hidrogén-peroxid képzésre képes (Bunik & Sievers, 2002; 

Starkov et al, 2004). Az izolált α-KGDH enzim szubsztrátja, az α-ketoglutarát, ill. 

acetil-KoA jelenlétében, ha NAD+ nincs jelen az inkubáló médiumban H2O2-t termel 

(Tretter & Adam-Vizi, 2004). Emellett az  α-KGDH képes ROS-t termelni  forward 

üzemmódban, amikor az E3 alegységen a FADH2-ről jövő elektronok nemcsak a 

NAD+-ot, hanem az oxigént is redukálják, és magas NADH+H+/ NAD+ arány esetén 

reverz üzemmódban is, ilyenkor a NADH+H+-ról származó, visszafele áramló 

elektronok az E3 alegység FADH2-ján keresztül redukálják az oxigént (Tretter & 

Adam-Vizi, 2005). Az α-KGDH ROS képzését így a NADH+H+/ NAD+ arány 

befolyásolja: ha ez az arány emelkedett, az enzim fiziológiás katalitikus funkciója 

allosztérikusan gátlódik, a ROS képzés pedig fokozódik (Tretter & Adam-Vizi, 2004). 

A fokozott mitokondriális ROS képzéshez  emelkedett NADH+H+/ NAD+ arány esetén, 

ami vagy  I. légzési komplex szubsztrátok és rotenon jelenlétében, vagy a reverz 

elektron transzport következtében alakul ki,   tehát feltehetően nemcsak az I. komplex, 

hanem az  α-KGDH ROS képzése is hozzájárul. Neuronális sejtkultúrában a glutamáttal 

indukálható celluláris ROS képzés az α-KGDH enzim gátlása esetén alacsonyabb, ami 

arra utal, hogy az α-KGDH enzim ROS képzése hozzájárul a glutamát jelenlétében 

mérhető ROS termeléshez (Zundorf et al, 2009).  A kálcium az α-KGDH-t aktiváló 

koncentráció tartományban az enzim forward üzemmódban észlelhető, alacsony ROS 

képzését fokozza (Tretter & Adam-Vizi, 2004). Az enzim szerepét a mitokondriális 

ROS-képzésben az is alátámasztja, hogy dihidrolipoamid-dehidrogenáz deficiens 

heterozigóta knock-out (Dld+/-) egerekből izolált, alfa-ketoglutaráttal energetizált 

mitokondriumok hidrogén-peroxid képzése szignifikánsan kevesebb a vad típusénál 

(Starkov et al, 2004).  

 Az α-KGDH enzimen kívül a piruvát-dehidrogenáz enzimkomplexről is kimutatható, 

hogy szuperoxidot és hidrogén-peroxidot termel (Starkov et al, 2004).  

A citrátkörben található, citrát- izocitrát átalakulást katalizáló, vas-kén centrumot 

tartalmazó akonitázról is leírták, hogy az enzim izolált formája szuperoxiddal történő 

inaktiválást követően hidroxilgyököt képez (Vasquez-Vivar et al, 2000). 

A citokróm b5 reduktáz a mitokondrium külső membránján helyezkedik el. Az enzim a 

citoplazmatikus NADPH+H+ -t oxidálja, a külső membránon lévő citokróm b5-t pedig 
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redukálja. Whatley et al. a citokróm b5 magas, 300 nmol/min/mg protein sebességű 

szuperoxid képzését mérte (Whatley et al, 1998).  

A momoamin-oxidáz szintén a mitokondrium külső membránján található enzim, 

biogén aminok oxidálása közben hidrogén-peroxidot termel. Patkány agy mitokondrium 

monoamin-oxidáza tiramin oxidálásakor  közel ötvenszer több hidrogén-peroxidot 

generál, mint az antimicinnel gátolt III. légzési komplex szukcinát oxidálása közben 

(Hauptmann et al, 1996). A MAO emelkedett hidrogén-peroxid termelése iszkémiát 

követő reoxigenizációkor hozzájárulhat a neuronális reperfúziós károsodáshoz 

(Simonson et al, 1993). A monoamin-oxidáz A aktivitását, egyben ROS képzését a 

kálcium fokozza (Cao et al, 2007). A MAO B enzim aktivitása (Fowler et al, 1980; 

Saura et al, 1994) a korral emelkedik. 

A mitokondriális ROS képzést a respirációs szubsztrátok, a membránpotenciál, a 

NADH+H+/ NAD+ arány, a légzési lánc inhibítorok és a pH mellett az oxigén tenzió is 

befolyásolja. Izolált mitokondriumokon végzett kísérletek azt mutatják, hogy az 

oxigénkoncentráció csökkenése alacsony mikromólos oxigén koncentráció 

tartományban ROS termelés csökkenést eredményez. A H2O2 termelés csökkenése 

izolált patkány máj mitokondriumban  kb. 10 µM oxigén koncentráció alatt figyelhető 

meg (intracelluláris [O2] tartomány) (Jones, 1986), e felett az érték felett mintegy 250 

µM oxigén koncentrációig (telítési  [O2] in vitro körülmények között) a H2O2 termelés 

nem változik (Hoffman et al, 2007). Az az oxigénmennyiség, ami a teljes 

oxigénfogyasztásból H2O2 képzésre fordítódik species- és szövetspecificitást mutat a 

ROS termelő enzimek eltérő expressziója miatt (Johnson et al, 2007). Izolált patkány 

agy mitokondriumban, ha a mitokondrium nem foszforilál ADP-t,  glutamát és malát 

szubsztrát esetén az oxigén 0.8%-a, szukcinát alkalmazásakor az oxigén fogyasztás ~ 

3%-a fordítódik H2O2 termelésre; ADP jelenlétében ez az érték 0.08, ill. 0.04% 

(Starkov, 2008). A H2O2 képzésre felhasználódó elektronok aránya a teljes 

elektronfluxhoz képest az oxigénkoncentráció csökkenésével emelkedik: szukcinát 

szubsztrát esetén nem foszforiláló üzemmódban az oxigén koncentráció 50 µM-ról 0.1 

µM-ra való csökkenésekor a H2O2 termelésre fordítódó elektronok aránya 0.5 %-ról 

1.5%-ra nő (Hoffman et al, 2007). 

 

DOI: 10.14753/SE.2013.1743



23 
 

3.2.3. A mitokondriális ROS elimináló mechanizmusok 

A mitokondriumban keletkező reaktív oxigénszármazékok eliminációját enzimek és 

nem enzim antioxidánsok végzik (Andreyev et al, 2005). 

A mitokondriális légzési láncban keletkező szuperoxid aniont a mátrixban található 

mangán tartalmú szuperoxid dizmutáz (MnSOD) alakítja hidrogén-peroxiddá (3. 

egyenlet). 

(3.)  2 O2
•- + 2 H+ → H2O2 + O2. 

Az enzim jelentőségét a szabadgyökök elleni védelemben az mutatja, hogy a 

genetikailag módosított, homozigóta MnSOD knock out egerek életképtelennek 

bizonyultak (Li et al, 1995). A mitokondriális intermembrán térben az enzim 

citoszolikus izoformája, a CuZnSOD működik (Okado-Matsumoto & Fridovich, 2001). 

A SOD által katalizált reakcióban keletkező hidrogén-peroxidot több enzim is képes 

eliminálni: a kataláz, a glutation-peroxidáz és a peroxiredoxin-tioredoxin rendszer.  

A szív (Radi et al, 1991) és máj (Salvi et al, 2007) mitokondriumokban megtalálható 

mitokondriális kataláz a hidrogén-peroxidot oxigénné és vízzé alakítja (4. egyenlet). 

(4.)  2 H2O2 → O2 + 2 H2O. 

A mátrixban és az intermembrán térben lokalizálódó (Panfili et al, 1991) glutation-

peroxidáz 1 (Gpx 1) szelenocisztein tartalmú enzim, amely a mitokondriumon kívül a 

citoplazmában is megtalálható. A Gpx 1 mitokondriális formája legnagyobb 

mennyiségben  máj és vese mitokondriumokban expresszálódik, szintje alacsonyabb 

szív, agy és harántcsíkolt izom mitokondriumokban (Esposito et al, 2000). A glutation-

peroxidáz a hidrogén-peroxidot glutation terhére redukálja vízzé (4. ábra). A glutation 

peroxidáz működését a kálcium izolált agy mitokondriumban gátolja (Zoccarato et al, 

2004). 

A glutation peroxidáz egy másik izoformája, a Gpx 4 (foszfolipid-hidroperoxid-

glutation-peroxidáz) szintén megtalálható a mitokondriumban, de egyéb celluláris 

kompartmentekben: a sejtmagban, az endoplazmatikus retikulumban és a citoplazmában 
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is jelen van (Imai & Nakagawa, 2003). Elsődleges feladata a lipid-hidroperoxidok 

redukciója, de képes  H2O2 eliminációra is. Homozigóta Gpx 4 knock-out egerek in 

utero elpusztulnak (Yant et al, 2003). A Gpx 4 mitokondriumban megtalálható típusa 

elsősorban patkány here szövetben mutatható ki (Pushpa-Rekha et al, 1995), ez a 

speciális szöveti előfordulás megkérdőjelezi azt, hogy a Gpx 4 kiemelt jelentőséggel 

bírna a mitokondriális antioxidáns védelemben. 

Ugyancsak a glutationhoz kapcsolt antioxidáns enzim a glutaredoxin (Grx) (4. ábra). A 

glutaredoxin mitokondriális izoformája a Grx 2. A glutaredoxin protein diszulfid 

hidakat, ill. protein-glutation vegyes diszulfidokat képes redukálni (Johansson et al, 

2004). A proteinek, ill. a lipidperoxidáció során keletkező 4-hidroxi-nonenál 

glutationnal való konjugációját a glutation-S-transzferáz (GST) enzim végzi, melynek 

egyes izoformái a mitokondriumban is megtalálhatók (Raza et al, 2002). 

A glutationhoz kötött ROS detoxifikáló enzimek katalízise során keletkező oxidált 

glutationt a glutation-reduktáz (GR) flavoenzim redukálja NADPH+H+ mint végső 

elektrondonor terhére (4. ábra). A glutation reduktáz a mitokondriális mátrixban is 

megtalálható (Panfili et al, 1991). A mitokondriális glutation-reduktáz működését a 

glutation-peroxidázhoz hasonlóan a kálcium gátolja (Zoccarato et al, 2004). A GR által 

katalizált reakcióhoz szükséges  NADPH+H+-t  három  enzim képzi a 

mitokondriumban: a NADP+ -dependens izocitrát-dehidrogenáz, az almasav enzim, ill. a 

mitokondrium belső membránjához kötött transzhidrogenáz, amely a NADP+ 

redukálásához NADH+H+-t használ, és működéséhez  magas membránpotenciált 

igényel (Vogel et al, 1999). Az intramitokondriális NADPH+H+ mennyisége  a 3-5 mM 

koncentráció tartományba esik (Tischler et al, 1977). 

A glutation (GSH) elsősorban ROS detoxifikáló enzimatikus reakciókban szerepel 

elektrondonorként, de képes a szuperoxid anion és a hidroxilgyök direkt redukálására 

nem enzimatikus úton is (Winterbourn & Metodiewa, 1994). A mitokondrium nem 

képes glutationt szintetizálni, a glutation magas, ill. alacsony affinitású, ATP által 

stimulált glutation transzporteren (Martensson et al, 1990), ill.  dikarboxilsav és alfa-

ketoglutarát transzportereken keresztül jut be a mitokondriumba (Chen & Lash, 1998). 

Agy mitokondriumokban elsősorban a dikarboxilsav transzporter aktív, a dikarboxilsav 

transzporter gátlása egyben fokozott mitokondriális H2O2 termelést eredményez (Kamga 
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mellékvesében, májban és agyban található meg (Chae et al, 1999), a Prx 5 legnagyobb 

mennyiségben here szövetben fordul elő (Leyens et al, 2003). A peroxiredoxinok 

katalitikus centrumukban  tiol csoportot tartalmaznak, katalízis során a szulfhidril 

csoportok diszulfid hidat képeznek, melyet a tioredoxin enzimcsalád redukál (5. ábra). 

A Prx 3 szerepe felmerül az Alzheimer-kór patogenezisében: posztmortem 

mintavételből származó humán frontális kortexben és kisagyban a Prx 3 mennyisége 

alacsonyabb volt Alzheimer-kór esetén az egészséges mintához képest (Krapfenbauer et 

al, 2003). A Prx 3  in vivo adenovirális géntranszfere patkány hippokampális 

neuronokba neuroprotektívnek bizonyult a glutamáterg agonista ibotenát indukálta 

excitotoxicitás ellen (Hattori et al, 2003). Szisztémásan adott rekombináns Prx  5 

ugyancsak neuroprotektív ibotenát okozta excitotoxicitás esetén újszülött egerekben 

(Plaisant et al, 2003). 

A tioredoxin enzim család tagjai a peroxiredoxinokhoz hasonlóan tiol csoportot 

tartalmaznak, amellyel a peroxiredoxinok diszulfid hídját redukálják (Nordberg & 

Arner, 2001). A tioredoxin diszulfid hídját a tioredoxin-reduktáz (TrxR) redukálja, az 

enzim elektrondonorja a NADPH+H+ (5. ábra). A tioredoxin (Trx) enzimcsalád 

mitokondriumban megtalálható izoformája a Trx 2. A Trx 2 patkány agyban 

legmagasabb expressziót a bulbus olfactoriusban, a frontális kortexben, a hipotalamikus 

és talamikus magvakban, a kisagyban és az agytörzsi magvakban mutat (Rybnikova et 

al, 2000). A mitokondriális tioredoxin 2 hiánya az élettel összeegyeztethetetlen: 

homozigóta Trx 2 knock out egerek in utero elpusztulnak (Nonn et al, 2003). A 

tioredoxin-reduktáz szelenocisztein tartalmú flavoenzim, a tioredoxinon kívül lipid-

peroxidok redukálására is képes. A tioredoxin-reduktáz mitokondriális izoformája a 

TrxR 2. Izolált agyi mitokondriumok exogén H2O2-t elimináló kapacitását vizsgálva 

(Drechsel & Patel, 2010) azt állapították meg, hogy a peroxiredoxin-tioredoxin rendszer 

nagyobb mértékben járul hozzá a H2O2 lebontásához, mint a glutationhoz kapcsolt 

mitokondriális ROS detoxifikáló enzimek. 
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3.2.4. Oxidatív stressz okozta károsodás a mitokondriumban 

A reaktív oxigénszármazékok fokozott képződése protein károsodáshoz, lipid 

peroxidációhoz és DNS károsodáshoz vezethet. A mitokondriumban található enzimek, 

a légzési lánc fehérjéi, a mitokondrium membrán és a mitokondriális DNS fokozottan ki 

vannak téve a mitokondriumban keletkező reaktív oxigénszármazékok károsító 

hatásának.  

A Szent-Györgyi-Krebs-ciklus egyik enzime, az izocitrát keletkezését katalizáló 

akonitáz szuperoxid ion hatására reverzibilisen gátlódik (Gardner et al, 1995). A vas-

kén komplexet tartalmazó akonitáz a szuperoxid hatására hidrogén-peroxidot termel, a 

hidrogén-peroxid a vassal reagálva hidroxil gyököt generál a Fenton-reakció szerint 

(Vasquez-Vivar et al, 2000) (5. egyenlet): 

(5.)  Fe2+ + H2O2 →  + OH- + OH• + Fe3+ 

Az akonitáz működését a hidrogén-peroxid is gátolja (Tretter & Adam-Vizi, 2000). Az 

akonitáz enzim így az oxidatív stressz indikátoraként is használható (Gardner, 2002; 

Gardner & Fridovich, 1992; Sipos et al, 2003; Tretter & Adam-Vizi, 2004). Bár az 

akonitáz a legérzékenyebb enzim a citromsav-ciklusban a H2O2-ra, az enzim közel teljes 

gátlása sem vezet a NADH+H+ termelés csökkenéséhez szinaptoszomális in situ 

mitokondriumokban (Tretter & Adam-Vizi, 2000). 

Izolált mitokondriumban a hidrogén-peroxid a NADP+ -dependens izocitrát-

dehidrogenáz aktivitását csökkenti, az enzim az oxidatív stressz következtében 

reverzibilisen konjugálódik glutationnal (Kil & Park, 2005). 

A citromsav ciklus α-ketoglutarát-dehidrogenáz enzime is érzékeny a reaktív 

oxigénszármazékok okozta károsodásra. Az α-KGDH enzim működését a hidrogén-

peroxid gátolja, az enzim gátlása NAD(P)H+H+ autofluoreszcencia csökkenéshez is 

vezet, amelyet nagyrészt a NADH+H+-t termelő  α-KGDH funkció károsodás, kisebb 

mértékben pedig a NADPH+H+-t felhasználó ROS elimináló mechanizmusok okoznak. 

(Chinopoulos et al, 1999; Tretter & Adam-Vizi, 2000). A citromsav-ciklus enzimei 

közül az  α-KGDH enzim ROS károsodása a legkritikusabb: az enzim H2O2-dal történő, 

akár 20-30%-os gátlása szignifikánsan csökkenti a mitokondriális NADH+H+ termelést, 
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ami egyben nagy mértékben befolyásolja a mitokondrium energiatermelő kapacitását 

(Tretter & Adam-Vizi, 2000). MAO B enzimet fokozott mértékben expresszáló 

sejtkultúrában az α-KGDH enzim aktivitása csökken, ez a jelenség a MAO által termelt 

H2O2  károsító hatásának tulajdonítható (Kumar et al, 2003). McLain és munkatársai 

kísérleteiben H2O2 terhelésnek kitett izolált mitokondriumokban az  α-KGDH enzim 

működése reverzibilisen gátlódott, a H2O2 az enzim liponsav prosztetikus csoportjának 

glutationilációját okozta (McLain et al, 2011). A lipid-peroxidáció egyik intermedierje, 

a 4-hidroxi-nonenal ugyancsak inaktiválja az α-ketoglutarát-dehidrogenázt (Humphries 

et al, 1998).  

A szukcinát dehidrogenáz működése szintén szenzitív hidrogén-peroxidra, bár kisebb 

mértékben, mint az α-KGDH (Tretter & Adam-Vizi, 2000). Az enzimet a hidrogén-

peroxid mellett effektíven gátolja a hidroxilgyök is (Zhang et al, 1990). 

A légzési lánc I. komplexének működése mintegy 35%-kal csökken alacsony 

mikromólos kálcium koncentráció hatására NADH+H+ jelenlétében, a kálcium hatását 

feltehetően a szuperoxid anion mediálja (Sadek et al, 2004). Kálcium és ROS-ok 

együttes hatására az I. légzési komplex (Malis & Bonventre, 1986) kísérleteiben is 

inaktiválódik. Az I. komplexet a szuperoxid anionon kívül a hidroxilgyök (Dykens, 

1994) és a hidrogén-peroxid is inaktiválja (Zhang et al, 1990). MAO B enzimet 

fokozottan expresszáló, így H2O2 –t is fokozottan termelő  neuronokban az I. komplex 

aktivitása  ugyancsak csökken (Kumar et al, 2003). Mindezek mellett a mitokondriális 

glutation rezerv oxidációja az I. légzési komplex reverzibilis glutationilációját okozza, 

ami  fokozott szuperoxidképződéshez vezet (Taylor et al, 2003). 

A légzési lánc III. komplexén található tiol csoport reverzibilisen oxidálódhat, az 

oxidációt exogén hidrogén-peroxid nem váltja ki, a módosulás antimicin hatására 

következik be, a hatás feltehetőleg a képződő szuperoxid anionnak tulajdonítható (Hurd 

et al, 2007).  

A citokróm-oxidáz ugyancsak gátlódik ROS-ok: szuperoxid anion és hidrogén-peroxid 

hatására, a legnagyobb mértékű inhibíciót az enzimen a hidroxilgyök okozza (Zhang et 

al, 1990). 
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Az F0F1 ATP-áz működését mind a szuperoxid anion, mind a hidroxilgyök hatékonyan 

csökkenti (Zhang et al, 1990). A kálcium potencírozza a reaktív oxigénszármazékok 

F0F1 ATP-ázt, ill. adenin-nukleotid transzlokátort (ANT) gátló hatását is (Malis & 

Bonventre, 1986). 

A mitokondriális fehérjék közül nemcsak a citromsav ciklus és a légzési lánc enzimei 

módosulhatnak oxidatív stressz hatására, hanem a ROS elimináló enzimek is, úm. a 

mitokondriális peroxiredoxin 3, melynek katalitikus tiol csoportja oxidatív hatásra 

reverzibilisen szulfinsavvá (R-SOOH) hiperoxidálódik (Hurd et al, 2007; Woo et al, 

2003). 

A mitokondriumban található tápanyag metabolizmusban részt vevő enzimek: a β-

oxidáció számos enzime, ill. a piruvát-dehidrogenázt reguláló piruvát-dehidrogenáz-

kináz enzimek tiol csoportjai oxidatív stressz hatására ugyancsak oxidálódnak: diszulfid 

hidat képeznek, szulfénsavvá (R-SOH) oxidálódnak vagy glutationnal konjugálódnak. 

Az oxidáció a propionil-koenzim A-karboxiláz és a piruvát-dehidrogenáz-kináz esetén 

enzimgátlást okoz.  A mitokondriális fehérjék oxidatív módosulása nem csak az 

oxidatív károsodást jelzi, a specifikus tiol csoportok reverzibilis oxidációja eszköze 

lehet a mitokondriális enzimek regulációjának is (Hurd et al, 2007). 

 A mitokondriális  membránok is ki vannak téve  a reaktív oxigénszármazékok károsító 

hatásának (Bindoli, 1988). A mitokondriális belső membránban megfigyelhető, a korral 

fokozódó mértékű lipid peroxidáció csökkenti a mitokondriális belső membrán 

fluiditását (Nohl et al, 1978), a belső membránban a lipid peroxidáció egyben az 

elektrontranszport lánc aktivitását is gátolja (Narabayashi et al, 1982; Paradies et al, 

2001). A mitokondriális belső membránban elhelyezkedő kardiolipin oxidációja 

gyengíti a kardiolipin és a hozzá kapcsolódó citokróm c közti kötést, ami fokozott 

citokróm c kiáramláshoz vezet mitokondriális permeabilitási tranzíciós pórus (mPTP) 

nyílás vagy apoptózis során (Gogvadze et al, 2001). 

Az oxidáló ágensek a mitokondriális permeabilitási pórus nyílását is elősegítik 

(Novgorodov et al, 1991; Szabo & Zoratti, 1993), köztük a lipid peroxidáció fő 

intermedierje, a 4-hidroxi-nonenal, ami a mPTP hatékony induktora (Kristal et al, 

1996). 
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A reaktív oxigénszármazékok a nukleinsavakat is képesek módosítani, a DNS károsodás 

mutációk kialakulásához vezethet. A DNS-t elsősorban a hidroxilgyök károsítja, a 

hidroxilgyök hatására oxidált purin és pirimidin bázisok, ribóz-peroxil gyökök, 

nukleinsav-protein keresztkötések, egyes és kettős szálú lánctörések alakulnak ki a 

DNS-ben. A mitokondriális, jellegében bakteriális DNS fokozottan érzékeny a 

szabadgyökök károsító hatására, egyfelől a mitokondriális DNS és a légzési lánc 

közelsége miatt, másfelől a mitokondriális DNS repair mechanizmusok korlátozott 

kapacitása folytán (Halliwell & Gutteridge, 1999, pp. 262-284). A megfigyelés, mely 

szerint  a  mitokondrium ROS termelése a kor előrehaladtával fokozódik (Sohal et al, 

1994), az öregedés  mitokondriális eredetének teóriájához vezetett: e szerint a 

feltételezés szerint az öregedéssel fokozódó ROS termelés a mitokondriális DNS-ben 

jelentősen megnöveli a mutációk számát (Hamilton et al, 2001), ami a kor 

előrehaladtával csökkenti a mitokondrium energia termelő mechanizmusainak 

hatékonyságát (Linnane et al, 1989). Ezt a teóriát nem támasztja alá az a vizsgálat, 

melynek során Vermulst et al. egyfelől meghatározták, hogy az öregedéssel a 

mitokondriális DNS-ben a pontmutációk száma kb. 11-szeresére nő, ugyanebben a 

tanulmányban ugyanakkor a mitokondriális DNS pontmutációs rátájának 500-szoros 

megemelkedése sem vezetett a kísérleti egerek élettartamának csökkenéséhez és korai 

öregedéshez (Vermulst et al, 2007).  

 

3.2.5. A mitokondriális ROS termelés detektálása fluoreszcens módszerrel 

A mitokondriumok ROS képzésének fluoreszcens festékekkel történő detektálására több 

módszer használatos. 

Az Amplex Red izolált mitokondriumok hidrogén-peroxid képzését 

extramitokondriálisan detektáló fluoreszcens festék. Az Amplex Red (N-acetil-3,7-

dihidroxifenoxazin) redukált állapotban nem fluoreszkáló dihidrorezorufin-származék, 

ami 1:1 sztöchiometriával reagál hidrogén-peroxiddal tormaperoxidáz (HRP: 

horseradish peroxidase) jelenlétében, fluoreszcens rezorufint képezve (Zhou et al, 

1997). Az Amplex Red H2O2 specifikus, szuperoxid anionnal nem reagál (Mohanty et 

al, 1997). A fluoreszcens festék rendkívül érzékeny hidrogén-peroxidra: 2 pmol H2O2-t 
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is érzékel (Mohanty et al, 1997), 50 nM- 20 µM koncentráció tartományban képes 

H2O2-t detektálni. Az ugyancsak ROS mérésre használt szkopoletinnél mintegy hússzor 

érzékenyebb (Zhou et al, 1997). Az Amplex Red oxidációja nem reverzibilis, a 

rezorufin fluoreszcenciájának intenzitása additív. Az Amplex Red hidrogén-peroxiddal 

kalibrálható, a fluoreszcens szignál erőssége és a H2O2 koncentrációja lineáris 

összefüggést mutat, amennyiben a fluoreszcens festék/ H2O2 moláris aránya nagyobb 5-

nél, ennél alacsonyabb arány esetén a hidrogén-peroxid tovább oxidálja a rezorufint 

nem fluoreszkáló rezorufin-származékokra (Mohanty et al, 1997). Az Amplex Red 

kedvező kémiai tulajdonságokkal rendelkezik: spontán nem oxidálódik. A fluorofór 

magas excitációs és emissziós hullámhossza miatt (570, ill. 585 nm) a 

háttérfluoreszcencia alacsony. Az Amplex Red ugyanakkor fiziológiásan releváns 

koncentrációjú redukált piridin nukleotidok és redukált glutation hatására HRP 

jelenlétében -feltehetően H2O2 képződés hatására- rezorufinná oxidálódik, többlet 

fluoreszcens szignált eredményezve. (Votyakova & Reynolds, 2004).  

A szkopoletin az Amplex Redhez hasonlóan izolált mitokondriumokból emittált 

hidrogén-peroxidot képes detektálni extramitokondriálisan. A  fluoreszcens szkopoletint 

(6-metil-7-hidroxi-1:2-benzopiron) a hidrogén-peroxid HRP jelenlétében nem 

fluoreszkáló vegyületté oxidálja, a H2O2 mérés során tehát a fluoreszcencia szignál 

csökken (Boveris et al, 1977). A rezorofinhoz képest a szkopoletin fluoreszcenciájának 

intenzitása alacsonyabb. Hátrányos tulajdonsága a szkopoletinnek, hogy 

fluoreszcenciája idővel spontán csökken (De la Harpe & Nathan, 1985). A szkopoletin 

H2O2 érzékenyége az Amplex Redhez képest alacsonyabb (Zhou et al, 1997).  A 

szkoploletin alacsony excitációs és emissziós hullámhossza miatt (360, ill. 460 nm) a 

háttérfluoreszcencia magas (Haugland 2002). A NADH+H+  HRP jelenlétében H2O2-t 

képez, ami csökkenti a szkopoletin fluoreszcenciáját (Votyakova & Reynolds, 2004). 

Egyéb redukáló ágensek, mint amilyen az aszkorbinsav vagy a glutation azonban 

csökkentik a szkopoletin oxidációját HRP jelenlétében (Andreae, 1955). 

A dihidrofluoreszcein fluoreszcens festéknek több származéka ismert: a 2,7-

diklorodihidrofluoreszcein-diacetát (H2DCFDA), a karboxi- H2DCFDA, a 5,6-kloro-

metil-2,7-diklorodihidrofluoreszcein-diacetát (CM-H2DCFDA), valamint a 5,6-karboxi-

2,7-difluorodihidrofluoreszcein-diacetát (karboxi-H2DFFDA) (Haugland, 2002, pp. 
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611-612). Az észterifikált származékok lipidoldékonyak, a citoplazmatikus észterázok a 

fluorofórt hidrofil vegyületté alakítják, a H2DCFDA esetében 2,7-

diklorodihidrofluoreszceinné (H2DCF), majd a nem fluoreszcens alapvegyület oxidatív 

hatásra 2,7-diklorofluoreszceinné (DCF) alakul és fluoreszkálni kezd. Hátrányos 

tulajdonsága a dihidrofluoreszcein típusú festékeknek, hogy intracelluláris retenciós 

féléletidejük rövid, intracelluláris lokalizációjuk bizonytalan: vaszkuláris endotél 

sejtekben a DCF retenciós ideje percekben mérhető, a flourofór a citoplazmában 

lokalizálódik (Keller et al, 2004; Royall & Ischiropoulos, 1993), szívizomsejtben 

azonban  a festék ennél hosszabb ideig, mintegy 1.5 óráig kimutatható intracellulárisan, 

a DCF itt elsősorban a mitokondriumokban szekvesztrálódik (Swift & Sarvazyan, 

2000). Specifikus ROS mérésre alkalmatlanok, a peroxinitrit, a hidroxilgyök (Keller et 

al, 2004), peroxidáz jelenlétében a hidrogén-peroxid (Crow, 1997; Vowells et al, 1995)  

a nitrogén-dioxid szabadgyök (Wrona et al, 2005) valamint a nitrogén-monoxid (Rao et 

al, 1992) egyaránt oxidálja őket. Ezen kívül az apoptózis során felszabaduló citokróm c 

ugyancsak oxidálja a H2DCF-t (Burkitt & Wardman, 2001). A 2,7-

diklorodihidrofluoreszceint a HRP (Rota et al, 1999a) és a xantin oxidáz (Zhu et al, 

1994) ugyancsak oxidálja.  A DCF excitációs és emissziós hullámhossza a látható fény 

tartományba esik. A DCF pH szenzitív: a savasodás csökkenti a fluoreszcencia 

intenzitást (Reynolds & Hastings, 1995). A DCF emellett fotoszenzitivitást is mutat 

(Marchesi et al, 1999). A DCF fénykárosodása következtében (Marchesi et al, 1999), 

valamint HRP jelenlétében (Rota et al, 1999b) szabadgyököket generál. 

Fotoszenzitivitásuk miatt a fluoreszcein típusú fluorofórok  alacsony intenzitású 

fluoreszcenciát generálnak (Vowells et al, 1995). A diklorodihidrofluoreszceint HRP 

jelenlétében extramitokondriális hidrogén-peroxid mérésre is használják izolált 

mitokondrium kísérleti modellben (Schild & Reiser, 2005), az izolált mitokondriumok a 

lipidszolúbilis H2DCFDA-t képesek felvenni, ez lehetővé teszi az intramitokondriális 

ROS mérést is (Maciel et al, 2001). 

A dihidrokalcein a fluoreszcein származéka. A dihidrokalcein acetoxi-metil-észter 

formában (kalcein-AM) (4',5'-bisz(N,N-bisz(carboximetil)aminometil)fluoreszcein 

acetoximetil-észter) lipidoldékony, a citoszolikus észterázok hatására hidrofillé válik, 

ennek következtében nem tud visszadiffundálni a plazmamembránon keresztül, így 

citoszolikus ROS detektálásra alkalmazható. A dihidrokalcein oxidálódva zölden 

DOI: 10.14753/SE.2013.1743



34 
 

fluoreszkáló kalceinné alakul (Haugland, 2002, pp. 604-605). A kalcein lényegesen 

hosszabb ideig képes a sejten belül maradni, mint a diklorodihidrofluoreszcein, 

intracellulárisan a mitokondriumban lokalizálódik. A dihidrokalcein peroxinitrittel és 

hidroxilgyökkel reagál. Szubmitokondriális partikulán a kalcein gátolja az I. légzési 

komplex aktivitását. (Keller et al, 2004).  

A dihidrorodamin 123 (2-(3,6-diamino-9H-xantén-9-il)-benzoesav, metil-észter) a 

diklorodihidrofluoreszcein szerkezeti analógja, nem fluoreszcens lipidoldékony 

vegyület, amely oxidáció hatására fluoreszkálni kezd, egyben pozitív töltésűvé válik és 

akkumulálódik a mitokondriumban (Haugland, 2002, pp. 479-480).  A dihidrorodamin 

123 a reaktív oxigén- és nitrogénszármazékok citoszolikus detektálására alkalmas, így a 

mitokondriumból származó hidrogén-peroxidot is méri. A dihidrorodamin peroxidáz 

jelenlétében reagál hidrogén-peroxiddal (Crow, 1997; Henderson & Chappell, 1993). A 

dihidrorodamin 123 fluoreszcenciájának intenzitása mintegy 50-szer magasabb a 

karboxi-diklorofluoreszceinénél és mintegy 7-szer magasabb a diklorofluoreszceinénél 

(Vowells et al, 1995). A dihidrorodamin 123 emellett neutrofil granulocitában 

érzékenyebb ROS szenzornak mutatkozott a H2DCFDA-nál (Rothe et al, 1988). A 

dihidrorodamin 123 nem specifikus hidrogén-peroxidra: a hidroxilgyök, a nitrogén-

dioxid szabadgyök (Wrona et al, 2005), és a peroxinitrit (Crow, 1997) is képes a 

festéket oxidálni.  

Az citoszolikus ROS detektáló módszerek egyik legnagyobb hátránya, hogy a festékek 

nem specifikusak, többféle reaktív oxigén-, és nitrogénszármazékkal képesek reagálni 

fluoreszcens szignált eredményezve. A bór tartalmú  fluorofórok: a peroxirezorufin 

(3,7-bisz (pinakolatoboron) fenoxazin), a peroxifluor (3,6-bisz (pinakolatoboron) 

fluoran)  és a peroxixanton (3,6-bisz (pinakolatoboron) xanton) ezzel szemben 

hidrogén-peroxidra specifiukus, intracelluláris mérésre alkalmas fluoreszcens festékek 

(Miller et al, 2005). A peroxifluor és a peroxirezorufin nem fluoreszkálnak, a 

peroxixanton enyhén fluoreszkál 400 nm-es emissziós hullámhosszal, mindhárom 

fluorofór fluoreszcenciáját a hidrogén-peroxid jelentősen megnöveli zölden fluoreszkáló 

fluoreszcein, vörösen fluoreszkáló rezorufin és kéken fluoreszkáló 3,6-dihidroxixanton 

képződése közben. Mindhárom fluorofór excitációs és emisziós hullámhossza a látható 

fény tartományba esik, így az UV fény okozta szöveti károsodás és a nem specifikus 
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háttérfluoreszcencia mértéke elhanyagolható. A festékek H2O2 érzékenysége magas: 

100-200 nM H2O2-t képesek detektálni in vitro, élő sejtben mikromólos nagyságrendű 

hidrogén-peroxidot érzékelnek (Chang et al, 2004). A fluorofórok hidrogén-peroxiddal 

kalibrálhatók: 5 µM festék jelenlétében 0-50 µM H2O2 koncentráció tartományban a 

fluoreszcencia intenzitása lineáris összefüggést mutat a hidrogén-peroxid 

koncentrációval (Miller et al, 2005). 

A hidroetidin (HE) (3,8-diamino-5,6-dihidro-5-etil-6-fenilfenantridinium) szuperoxid 

aniont detektáló fluorszcens festék (Wardman, 2007).  A kéken fluoreszkáló hidroetidin  

2-hidroxietidinné oxidálódva vörösen fluoreszkál, a fluoreszcencia intenzitását a 

fluorofór DNS-hez való kötődése erősíti (Zhao et al, 2003). A hidroetidin egy 

származéka, a tetrafenil-foszfónium (TPP+) kation szubsztituenst tartalmazó Mito-HE / 

MitoSOX Red mitokondriumba targetálható; a TPP+ kationban a pozitív töltés lipofil 

fenil-csoportokkal van körülvéve, így a fluorofór a  negatív membránpotenciállal 

rendelkező mitokondriális belső membránon könnyen átdiffundál, a mitokondriális 

membránpotenciál csökkenése azonban a festék citoplazmatikus relokalizációjához 

vezet. A MitoSOX Red festék izolált és in situ mitokondriumok szuperoxid anion 

termelésének mérésére használható. A mérési módszer szemikvantitatívnak minősíthető 

a fluorofór és a szuperoxid-dizmutáz szuperoxid anionért történő kompetíciója miatt. 

Emellett a fluorofór fotoszenzitivitása miatti autooxidáció következtében a 

fluoreszcencia szignál magasabb szuperoxid képzést mutathat a valóságosnál (Robinson 

et al, 2006). A citokróm c ugyancsak oxidálhatja a MitoSox Red fluorofórt, nem 

fluoreszkáló terméket eredményezve (Zielonka et al, 2008). A hidroetidin ezeken kívül 

képes a szuperoxid aniont hidrogén-peroxiddá alakítani, így a szuperoxid valós 

mennyisége ezzel a mérési módszerrel alábecsülhető (Benov et al, 1998). 

A mitokondriális mátrixban expresszált fehérje, a cp YFP (circularly permuted yellow 

fluorescent protein) ugyancsak szelektív ROS detektálásra alkalmas szenzor, in vitro 

körülmények között specifikusnak mutatkozott szuperoxid anion érzékelésére (Wang et 

al, 2008). A fluoreszcens fehérje excitációs és emissziós hullámhossza a látható fény 

tartományba esik, a fluoreszcencia intenzitása szuperoxid ion hatására mintegy 

négyszeresére nő. A fluoreszcencia szignál nem additív, így a fehérje alkalmas a 

szuperoxid képzés dinamikus monitorozására élő sejtekben. 
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A citoszolban expresszált roGFP1 (redox-sensitive green fluorecent protein) az 

intracelluláris hidrogén-peroxid, szuperoxid anion és hidroxil gyök detektálására 

alkalmas protein. A festék ratiometrikus, azaz különböző excitációs hullámhosszal 

rendelkezik oxidált, ill. redukált állapotban, így lehetővé válik a két hullámhossz 

arányának meghatározása. A festék oxidálódása reverzibilis. Segítségével 

perimitokondriális ROS mikrodomének is vizualizálhatók (Funke et al, 2011). 

Összességében a reaktív oxigénszármazékokat detektáló fluoreszcens festékek 

alkalmazásakor az eredmények értékelésénél több faktort figyelembe kell venni (Soh, 

2006; Tarpey & Fridovich, 2001): a fluorofórok kompetálnak a reaktív 

oxigénszármazékokért a citoszolikus és a mitokondriális ROS elimináló enzimekkel, ez 

vagy a ROS valós mennyiségének az alábecsléséhez, vagy amennyiben a festéknek 

nagyobb az affinitása a ROS-hoz, mint amekkora a ROS detoxifikáló enzimeké, az 

elimináló mechanizmusok kiesése következtében a ROS termelés túlbecsléséhez 

vezethet.  Emellett a dihidro-típusú fluoreszcens festékek kisebb vagy nagyobb 

mértékben fotoszenzitívek, az excitációs fény hatására oxidálódnak. Mind a  HRP, mind 

a fluorofórok nem specifikus reakcióik következtében a reaktív oxigénszármazékok  

mennyiségének túlbecslését okozhatják. Citoszolikus ROS detektáláskor a fluoreszcens 

festékek intracelluláris retenciója és sejten belüli disztribúciója bizonytalan. Mindezek 

mellett problémát jelent a dihidro-típusú fluorofórok alacsony szelektivitása: többféle 

reaktív oxigénszármazékkal, és reaktív nitrogénszármazékkal is képesek fluoreszcencia 

szignált generálni. A saját méréseinkben használt Amplex Red fluoreszcens festéknek a 

fentiekkel szemben számos előnye van: H2O2 specifikus; a H2O2 iránti érzékenysége 

magas; a fluoreszcencia szignál kialakulása inkubációs időt nem igényel; a fluorofór 

oxidációja nem reverzibilis, így fluoreszcenciájának intenzitása additív; ezeknek 

következtében a festék a H2O2 koncentráció változásának szoros időbeli monitorozására 

alkalmas; egyben kalibrálható; nem autooxidábilis; háttérfluoreszcenciája alacsony.    
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3.3. A mitokondriális kálcium homeosztázis 

A mitokondriumok legjelentősebb élettani szerpük, az ATP termelés mellett a celluláris 

kálcium homeosztázis fenntartásában és regulációjában is részt vesznek. 

A mitokondriális kálcium transzporterek molekuláris felépítése sokáig ismeretlen volt, a 

mitokondriális kálcium homeosztázis működése így kinetikai, patch clamp és kálcium 

mérési módszerekkel volt vizsgálható. A mitokondrium fő kálcium transzporterét, a 

kálcium uniportert azonban De Stefani és munkatársai a közelmúltban azonosították (De 

Stefani et al, 2011).  

A mitokondriális kálcium felvétel a  mitokondriális kálcium uniporteren keresztül 

történik,  a transzport hajtóereje a Ca2+ elektrokémiai grádiense (6. ábra). Az uniporter 

patch clamp módszerrel történő vizsgálata igazolta, hogy a kálcium uniporter szelektív 

divalens kation csatorna (Kirichok et al, 2004). A mitokondrium nyugalmi, 100 nM-os 

intracelluláris [Ca2+] esetén nem vesz fel kálciumot, az uniporter működésének 

küszöbértéke 0.5-1 µM [Ca2+ ]. A küszöbértéket meghaladó kálcium expozíció esetén 

izolált  agy és máj mitokondriumokban az uniporter együttműködésben a mitokondriális 

kálcium efflux mechanizmusokkal: a Ca2+/Na+, ill. a Ca2+/H+ antiporterrel 0.5-1 μM 

extramitokondriális kálcium koncentrációt tart fenn adenin nukleotidok és foszfát (Pi) 

jelenlétében (Nicholls, 2005), amennyiben a kálcium terhelés nem haladja meg az 500 

nmol Ca2+/mg protein [Ca2+]-t, ez a kálcium koncentráció ugyanis mitokondriális 

permeabilitási tranzíciós póruson keresztül történő kálcium effluxot indukál (Chalmers 

& Nicholls, 2003; Nicholls, 2009). A kálcium uniporter gátlószerei  a Ruthenium Red 

(Reed & Bygrave, 1974) és a Ruthenium 360 (Ru 360) (Ying et al, 1991). A Mg2+ az 

uniporter regulátora, transzporttól független kötőhelyén fejti ki  kálcium transzportot 

gátló hatását (Akerman et al, 1977).  

A mitokondriális kálcium importnak egy másik útja is ismert, ez az ún. gyors kálcium 

felvétel (RaM: rapid uptake mode), amit az uniporterhez hasonlóan a Ca2+ elektrokémiai 

grádiense működtet (Gunter & Gunter, 2001; Sparagna et al, 1995). Megfigyelhető, 

hogy a  mitokondriális Ca2+ felvétel gyorsabb tranziens Ca2+ pulzusok, mint állandó 

Ca2+ expozíció esetén. A tranziens Ca2+ pulzusok felvétele a RaM-on keresztül történik. 

A RaM karakterizálása elsősorban máj és szív mitokondriumokon történt. Az egyes 
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pulzusok között máj mitokondriumoknál  kevesebb, mint 1 s, szív mitokondriumoknál 

60-90 s időtartamra az extramitokondriális [Ca2+] –nak 100-150 nM alá kell esnie 

ahhoz, hogy a következő Ca2+ pulzust a mitokondrium fel tudja venni (Buntinas et al, 

2001). A RaM-ot az uniporterrel ellentétben  a Mg2+ nem befolyásolja. 600 nM-os Ca2+ 

pulzus esetén máj mitokondriumok 7-8, szív mitokondriumok 0.75-1 nmol/mg protein 

Ca2+-ot képesek maximálisan felvenni RaM-on keresztül (Buntinas et al, 2001; 

Sparagna et al, 1995). 

A mitokondriális Ca2+ effluxot a mPTP-on kívül két transzporter mediálhatja: a  máj 

mitokondriumban található Ca2+/H+ transzporter és a szív és  az agy mitokondrium 

Ca2+/Na+, ill. Na+/H+  antiportere (Crompton & Heid, 1978; Crompton et al, 1978).  

Gunter et al. eredményei szerint a Ca2+/H+ antiporter a kálcium elektrokémiai grádiense 

ellenében is képes kálciumot exportálni a mátrixból, így a transzporter feltehetőleg  

vagy elektroforetikus vagy aktív transzporter (Gunter et al, 1991). A Ca2+/Na+ antiporter 

elektrogén (Jung et al, 1995), működését számos farmakológiai ágens (pl. verapamil, 

amilorid) gátolja (Schellenberg et al, 1985; Wolkowicz et al, 1983). Marha szív 

mitokondriumból  sikerült izolálni  Ca2+/Na+ cserét mediáló fehérjét (Li et al, 1992), így 

a mitokondriális kálcium transzporterek közül jelenleg az uniporternek, és a Ca2+/Na+ 

antiporterenek ismert a molekuláris felépítése. 
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6. ábra 

A mitokondrium kálcium transzporterei  

UN: Ca2+ uniporter; RaM- rapid uptake mode (gyors Ca2+ felvétel); NICE: Na+ 

independent Ca2+ exchanger  (Ca2+/H+ antiporter); NCE: Na+ dependent Ca2+ 

exchanger (Ca2+/Na+ antiporter); NHE: Na+/H+ exchanger (Na+/H+ antiporter); ~ : a 

respirációs komplexek H+ pumpája; [Ca2+]m: intramitokondriális Ca2+ koncentráció; 

[Ca2+]c: citoszolikus Ca2+ koncentráció (Bernardi, 1999) 

 

A mitokondrium inorganikus foszfát jelenlétében akár 1 μmol/mg protein Ca2+-ot is 

képes szekvesztrálni, ami 1 M intramitokondriális [Ca2+] –nak felel meg (Nicholls & 

Akerman, 1982). Az intramitokondriális szabad [Ca2+] 10 nmol/mg protein kálcium 

terhelésig lineárisan nő, e felett az érték felett a kialakuló, ozmotikusan inaktív kálcium-

foszfát precipitátum a szabad [Ca2+]-t a mátrixban 0.2-2 μM érték között maximálja 

(Chalmers & Nicholls, 2003). A 10 nmol/mg protein alatti Ca2+ terhelés regulációs 

[Ca2+] intervallumnak tekinthető, amely a mitokondrium Ca2+ -függő mechanizmusait, 

mint például a citromsav ciklus dehidrogenázait  befolyásolja, az ezen érték feletti 
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kálcium  terhelés  már a szekvesztrációs [Ca2+] intervallumba esik, a keletkező kálcium-

foszfát komplex a mitokondriumok Ca2+ tároló funkcióját teszi lehetővé (Nicholls & 

Chalmers, 2004). 

A kálcium a mitokondriális metabolizmusban regulációs szereppel bír. A kálcium  

három dehidrogenázt aktivál a mátrixban: a piruvát- dehidrogenázt,  az izocitrát-

dehidrogenázt és az alfa-ketoglutarát-dehidrogenázt alacsony mikromoláris 

koncentráció intervallumban (0.1-10 µM [Ca2+]) (Denton et al, 1972; Denton et al, 

1978; McCormack & Denton, 1979). Izolált, agy mitokondriumból származó α-KGDH 

enzim aktivitását azonban 100 µM-nál magasabb [Ca2+] csökkenti (Lai & Cooper, 

1986), nagy mértékű mitokondriális kálcium akkumuláció esetén a PDH enzimkomplex 

működése ugyancsak gátolt (Lai et al, 1988). A kálcium az alfa-glicerofoszfát-

dehidrogenáz  (Tretter et al, 2007c; Wernette et al, 1981) és a monoamin-oxidáz A (Cao 

et al, 2007) aktivitását is növeli fokozott ROS képzés mellett. A mitokondriális reaktív 

oxigénszármazékokat elimináló enzimek közül a Mn-szuperoxid- dizmutáz működését 

aktiválja (Hopper et al, 2006), a glutation-peroxidázét és a glutation- reduktázét gátolja 

(Zoccarato et al, 2004). A kálcium feltehetően  stimulálja  a respirációs lánc működését 

(Halestrap, 1989), a kálcium szenzitív helyet (Murphy et al, 1990) a légzési lánc 

ubikinon- citokróm c közti szakaszán határozta meg. Ugyanakkor alacsony mikromólos 

kálcium koncentráció  NADH+H+ jelenlétében az I. légzési komplexet mintegy 35 %-

kal gátolja, a komplex gátlásért feltehetően a képződő szuperoxid anion felelős (Sadek 

et al, 2004). A kálcium aktiválja az adenin nukleotid transzlokátort (Moreno-Sanchez, 

1985), és egy gátló fehérje (calcium binding inhibitor) inaktiválásán  keresztül az F0F1 

ATP szintáz működését is serkenti (Das & Harris, 1990; Yamada et al, 1981). A 

kálcium ezekkel ellentétes, az ANT-t (Gomez-Puyou et al, 1979), ill. az F0F1 ATP-ázt 

gátló hatásáról  is van irodalmi adat (De Gomez-Puyou et al, 1980). A mitokondrium 

transzporterei közül a kálcium stimulálja a malát-aszpartát inga aszpartát/glutamát 

antiporterét (agy mitokondriumban K0.5= 324 ± 114 nM extramitokondriális [Ca2+]) 

(Pardo et al, 2006), és az ATP-Mg2+ /Pi transzportert alacsony mikromólos 

extramitokondriális kálcium koncentráció (1-4 µM) tartományban (Nosek et al, 1990). 

A kálcium allosztérikus aktivátora a kálcium uniporternek (Kroner, 1986), emellett a 

külső membránban elhelyezkedő feszültségfüggő anioncsatorna (VDAC: voltage 

dependent anion channel) működését is serkenti (Bathori et al, 2006). 
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A  mitokondriumok  nagy mértékű kálcium szekvesztrációs kapacitása arra utal, hogy a 

mitokondriumoknak  jelentős szerepe van a citoszolikus kálcium homeosztázis 

fenntartásában, az intracelluláris kálcium szignál modulálásában, egyben hozzájárulnak 

a citoplazma  kálcium mikrodoménjeinek kialakításához. A mitokondriumok szoros 

kapcsolatban állnak a sejt fő kálcium raktárával, az endoplazmatikus retikulummal 

(ER), az onnan felszabaduló kálcium az ER mikrokörnyezetében található 

mitokondriumokban  [Ca2+] emelkedést okoz (Rizzuto et al, 1993). Neuronális 

szubplazmalemmális mitokondriumok depolarizáció hatására ugyancsak kálciumot 

szekvesztrálnak (Pivovarova et al, 1999).  

 

3.4. A mitokondriális permeabilitási tranzíciós pórus  

A mitokondriális permeabilitási tranzíciós pórus a mitokondrium belső membránján 

képződő, feszültségfüggő, gyors vezetésű, 3 nm átmérőjű nyílás, amely 1500 dalton 

tömegű molekulák nem specifikus transzportját teszi lehetővé (Massari & Azzone, 

1972; Petronilli et al, 1989; Szabo & Zoratti, 1993). 

A mitokondriumok kálcium indukálta nem specifikus permeabilizációját Hunter és 

Haworth írta le először a hetvenes években (Hunter et al, 1976), munkájuk a mPTP 

meghatározásában és karakterizálásában alapvető (Haworth & Hunter, 1979; Hunter & 

Haworth, 1979a; Hunter & Haworth, 1979b).      

A mPTP molekuláris felépítése azonban a mai napig nem meghatározható. A pórus 

alkotásában feltételezhető a mitokondriális külső membránban található feszültségfüggő 

anion csatorna; az adenin nukleotid transzlokátor; a mátrixban lokalizálódó peptidil-

prolil cisz-transz izomeráz, a ciklofilin D (Cyp-D) (Crompton et al, 1998); a külső 

membránhoz asszociált hexokináz; az  intermembrán térben elhelyezkedő 

mitokondriális kreatin kináz (Beutner et al, 1996), a külső membránhoz kötött perifériás 

benzodiazepin receptor (McEnery et al, 1992), valamint a Bcl-2 fehérjecsalád pro- és 

antiapoptotikus tagjainak szerepe (Sharpe et al, 2004). Ugyanakkor  genetikailag 

módosított, VDAC (Baines et al, 2007), ANT (Kokoszka et al, 2004) és Cyp-D (Basso 

et al, 2005) knock-out állatokból izolált mitokondriumok mutatnak permeabilitási 
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tranzíciót, ami kizárja, hogy a fenti komponensek elengedhetetlenek lennének a mPTP 

alkotásában. 

A mPTP nyílás elsődleges következménye a belső membrán depolarizációja (Huser et 

al, 1998), ill. az ionok, valamint az 1500 daltonnál kisebb molekulák, pl. az adenin és 

piridin nukleotidok ekvilibrációja a belső membrán két oldalán elektromos, ill. 

koncentráció grádiensüknek megfelelően (Di Lisa et al, 2001). A mPTP kialakulását 

követő mitokondriális duzzadás ozmotikus kiegyenlítődés következménye (Vercesi, 

1984). A mitokondriumok duzzadása a külső membrán ruptúrájához és citokróm c 

vesztéshez vezet. A citokróm c disszociációja a belső membránról légzésgátlást okozhat 

(Kantrow & Piantadosi, 1997). A respiráció leállása a piridin nukleotidok mátrixból 

történő kiáramlása miatt jellemzőbb I. légzési komplex szubsztrátokkal energetizált 

mitokondriumokban, szukcinát szubsztrát esetén inkább szétkapcsolás figyelhető meg.  

A protongrádiens kiegyenlítődése mitokondriális ATP termelés felfüggesztését jelenti. 

A mátrix ATP koncentrációjának csökkenését az F0F1 ATP-áz reverz működése is 

súlyosbítja, amennyiben a membránpotenciál visszaállítása érdekében protonokat 

pumpál ki az intermembrán térbe ATP egyidejű hidrolízise mellett. A mPTP nyílása és 

ennek következményei azonban reverzibilisek, még nagy amplitúdójú duzzadás sem 

vezet a mitokondriumok visszafordíthatatlan károsodásához, citokróm c pótlást 

követően a mitokondriumok teljes morfológiai és funkcionális regenerációra képesek 

(Petronilli et al, 1994).  

A mitokondriális permeabilitási tranzíciós pórus legfőbb induktora a kálcium. A 

kálcium uniporter  gátlószere, a  Ruthenium Red mPTP-t gátló hatása azt mutatja, hogy 

a kálcium a mátrix felől triggereli a permeabilitási tranzíciót (Hunter & Haworth, 

1979a).  A kálcium permeabilitási tranzíciót kiváltó hatása kompetitíven gátolható 

divalens  és trivalens kationokkal: Mg2+-mal, Sr2+-mal, Mn2+-nal és La3+-nal (Haworth 

& Hunter, 1979). Az a kálcium mennyiség, ami mPTP-t képes indukálni, speciesenként 

és  szövetenként különböző (Coelho & Vercesi, 1980). Egyedülálló módon az ízeltlábú 

Artemia franciscana  mitokondriumaiban kálciummal nem lehet mPTP-t kiváltani 

(Menze et al, 2005). A kálcium önállóan is tud mPTP-t indukálni, ugyanakkor egyéb 

mPTP-t aktiváló ágensek permisszív faktoraként is szerepel. 
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A kálcium és az inorganikus foszfát szinergisztikusan hatnak a mPTP kiváltásában.  A 

mátrixban a két komponens  kálcium-foszfát precipitátumot képez, elősegítve a kálcium 

mátrixban történő akkumulációját (Kristian et al, 2007). A foszfát mint sav emellett 

puffereli  a kálcium felvételt követő, a fokozott légzés eredményeként kialakuló mátrix 

pH emelkedést (Nicholls & Chalmers, 2004).  A Pi  mPTP-t indukáló hatásának másik 

lehetséges oka, hogy  a mátrixban megnöveli az  [ATP]/ [ADP] arányt, így csökkenti a 

mPTP gátló ADP mennyiségét (Hutson et al, 1989). Nagy mennyiségű 

extramitokondriális [Pi] ugyanakkor csökkentheti a mátrixban az adenin  nukleotid 

szintet a Pi/ ATP-Mg2+ és a Pi/ HADP2- transzportereken keresztül (Lapidus & 

Sokolove, 1994). Mindezek mellett a foszfát megköti a  kálcium hatását antagonizáló 

Mg2+-t (Bernardi et al, 1992).  

A mitokondriális permeabilitási tranzíciós pórus nyílását befolyásolja a redox státusz is. 

Két egymástól elkülöníthető redox szenzitív tényező van hatással a mPTP nyílására: a 

piridin nukleotidok, valamint kritikus dithiol csoportok oxidációs állapota. A 

NAD(P)H+H+/ NAD(P)+ arány csökkenése ill. a diszulfid hidak kialakulása a mPTP 

nyílásnak kedvez. A szulfhidril csoportok oxidációs állapota a glutation redox 

státuszával korrelál (Costantini et al, 1996). Ugyanakkor kritikus hisztidinek naszcens 

oxigén hatására történő degradációja gátolja a kálcium indukálta mPTP kialakulását 

(Salet et al, 1997). 

A mPTP feszültség-függő. Depolarizáló hatású vegyszerek: szétkapcsoló szerek, légzési 

komplex gátlók elősegítik a mPTP kinyílását. A mPTP feszültség érzékenységét 

feltehetőleg arginin tartalmú domének regulálják (Eriksson et al, 1998). A tranzíciós 

pórus feszültség érzékenységének nemcsak transzmembrán komponense figyelhető 

meg, a belső membrán felületi feszültségét befolyásoló polianionok, ill. polikationok a 

mPTP nyílást elősegítik, ill. gátolják (Bernardi et al, 1994). 

A mPTP nyílás mátrix pH optimuma nem energetizált mitokondriumokban 7.4. Ez alatt 

az érték alatt a mPTP nyílás valószínűsége kritikus, mátrixban található hisztidin 

tartalmú domének reverzibilis protonációja következtében csökken. Az alacsony mátrix  

pH a mPTP-t csukott konformációban tartja membránpotenciál csökkenés esetén is: a 

szétkapcsoló szer hatására bekövetkező mátrix savasodás megakadályozza a mPTP 

kinyílását a szétkapcsoló szer ΔΨm –t csökkentő hatása ellenére is (Petronilli et al, 
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1993). A pH optimum felett a mPTP nyílás gátlásának mechanizmusa nem ismert 

(Nicolli et al, 1993).  

A mitokondriális permeabilitási tranzíciós pórust az I. légzési komplexen keresztül 

történő elektronflux szintén regulálja, a fokozott elektronáramlás a pórusnyílának 

kedvez (Fontaine et al, 1998). Ez a megfigyelés vezetett a kinonok szabályozó 

szerepének a felismeréséhez: az ubikinon 0 és a decilubikinon gátolja, az ubikinon 5 

elősegíti a kálcium indukálta mPTP kialakulását (Walter et al, 2002). 

Az adenin nukleotid transzlokátor szerepe a permeabilitási tranzíciós pórus strukturális 

felépítésében modulátorainak mPTP-re gyakorolt hatása kapcsán merült fel. Az 

atraktilozid, ill. a  karboxi-atraktilozid az adenin nukleotid transzlokátort a „C”, azaz 

citoszol felé néző konformációban stabilizálja, egyben mPTP-t indukál, a bongkregát, 

ami az ANT „M” úm. mátrix konformációját segíti elő, az előzőekkel ellentétes hatású 

(Schultheiss & Klingenberg, 1984). 

A mPTP egyik fő inhibitora az immunoszuppresszáns ciklosporin A (CsA). A 

ciklosporin a mátrixban található ciklofilin-D chaperon fehérjéhez kötődik nagy 

affinitással (Kd = 5-8 nM) (Halestrap & Davidson, 1990). A ciklosporin a mPTP 

kálcium érzékenységét csökkenti,  valójában nem gátlószer, inkább deszenzitizátor, 

ciklosporin jelenlétében nagyobb [Ca2+] vált ki permeabilitási tranzíciót (Szabo et al, 

1992). A ciklofilin-D szerepét a permeabilitási tranzíció modulálásában az a kísérlet 

mutatja, melyben a ciklofilin-D-t kódoló Ppif gént inaktiválták, ennek következtében az 

egér mitokondriumok Ca2+ retenciós kapacitása mintegy megkétszereződött, a 

ciklosporinnak ugyanakkor ezekre a Ppif -/-  mitokondriumokra nem volt hatása (Basso 

et al, 2005). A ciklosporin befolyása a mPTP nyílásra szövetspecifikus: agyi 

mitokondriumokban  a CsA mPTP-t gátló hatása csak meghatározott körülmények 

között érvényesül (Brustovetsky & Dubinsky, 2000; Chinopoulos et al, 2003). 

A mPTP-t effektíven gátolják az adenin nukleotidok: az ADP és az ATP. Az ATP 

kevésbé hatékony inhibitornak bizonyult, mint az ADP. Az ADP mPTP-t gátló 

hatásának jellegét Haworth és Hunter határozta meg: az ADP csökkenti a  mPTP-t 

aktiváló Ca2+ kötő hely affinitását a kálciumhoz (Haworth & Hunter, 1980).  
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A respirációs szubsztrátok jelenléte szintén protektív, védő hatásuk  feltehetően a 

NADH+H+/ NAD+ arány megnövelésén és a membránpotenciál felépítésén alapul. 

A tranziens, duzzadással nem járó mitokondriális permeabilitási pórus nyílás fiziológiás 

funkciója hipotetikus (Rasola & Bernardi, 2007): szerepe lehet a mitokondriális mátrix 

pH-jának és redox-státuszának regulálásában, gyors kálcium effluxot mediálhat, a 

póruson keresztüli piridin-nukleotid kicserélődés a mátrix és a citoplazma között 

kofaktort és szubsztrátot biztosíthat a mátrixban a 11-β-hidroxiláznak a mellékvese 

kéregben  szteroid szintézis során (Pfeiffer & Tchen, 1975), ill. a nukleuszban  a poli-

ADP-ribóz-polimeráznak a DNS hibajavításhoz (Dodoni et al, 2004).  

A mPTP szerepét egyes betegségek patogenezisében a ciklosporin A protektív szerepe 

vetette fel (Norenberg & Rao, 2007; Rasola & Bernardi, 2007). A CsA protektív 

hatásúnak bizonyult hepatotoxicitás (Soriano et al, 2004), hepatokarcinogenezis (Klohn 

et al, 2003), izomdisztrófia (Irwin et al, 2003), valamint a szívizom reperfúziós 

károsodása  (Griffiths & Halestrap, 1993) esetén. Idős egerek májából és agyából izolált 

mitokondriumokban szignifikánsan alacsonyabb kálcium koncentráció okoz mPTP-t, 

mint fiatal egyedekben, ami felveti a mPTP szerepét degeneratív betegségek 

patogenezisében (Mather & Rottenberg, 2000).  A ciklosporin iszkémia (Uchino et al, 

1998), trauma (Scheff & Sullivan, 1999), hiper- és hipoglikémia okozta neuronális 

károsodás (Friberg et al, 1998; Li et al, 1997), kainát indukálta excitotoxicitás (Santos 

& Schauwecker, 2003), valamint amiotrófiás laterálszklerózis (Keep et al, 2001) esetén 

is neuroprotektív hatású. Huntington kórban a mutáns huntingtin protein izolált egér 

máj mitokondriumokban mPTP-t indukál, ami ciklosporinnal meggátolható (Choo et al, 

2004). Az Alzheimer-kór patogenezisében szerpet játszó amiloid-β peptid ugyancsak  

ciklosporin-szenzitív citokróm c felszabadulást okoz izolált mitokondriumokból (Kim et 

al, 2002). Ciklofilin-D-t nem tartalmazó kortikális mitokondriumok egyben ellenállóak 

a kálcium és az amiloid-β indukálta mPTP nyílással szemben (Du et al, 2008). 

Ugyancsak  ciklofilin-D-t nem tartalmazó Ppif -/- egerekben az arteria cerebri media 

okklúzióját követő neuronális sejtárosodás lényegesen kisebb mértékű, mint a vad 

típusban (Schinzel et al, 2005).  

A mPTP szerepe az apoptózis és a nekrózis patogenezisében is felmerült. Az apoptózis 

egyik intrinszik útvonala a mitokondriális útvonal, melynek során apoptogén faktorok: a 
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citokróm c és az apoptózis proteáz aktiváló faktor (Apaf 1) szabadulnak fel a 

mitokondriumból és a 9-es prokaszpázzal együtt létrehozzák az apoptoszóma 

komplexet, melynek funkciója a prokaszpáz 9 aktiválása. A mitokondriumból apoptózis 

során egyéb apoptogén faktorok: az apoptózis indukáló faktor (AIF), az endonukleáz G, 

valamint az apoptózis inhibítor (IAP) proteineket antagonizáló DIABLO és Omi 

fehérjék is felszabadulnak. A Bcl2 fehérjecsalád pro-apoptotikus Bax és Bak fehérjéje a 

mitokondrium külső membránjába épülve pórust képez, elősegítve a mitokondriális 

apoptogén faktorok kiáramlását (Rasola & Bernardi, 2007). A mPTP szerepét az 

apoptózis kiváltásában alapvetően az mPTP-t kísérő citokróm c felszabadulás vetette 

fel. Zamzami et al. kísérleteiben izolált mitokondriumok permeabilitási tranzíciója a 

mitokondriumokkal együtt inkubált izolált sejtmagokban kromatin kondenzációt és 

DNS-fragmentációt okoz (Zamzami et al, 1996b).  Mindezek mellett  mPTP-t gátló 

faktorok: a ciklosporin A és a bongkregát gátolják a citokróm c kiáramlást és egyben az 

apoptózis kialakulását (Zamzami et al, 1996a). A pro-apoptotikus Bax protein izolált 

mitokondriumokon mPTP-t indukál (Narita et al, 1998). A Bax protein  sejtvonalon 

létrehozott fokozott expressziója (Pastorino et al, 1998), ill.  a tumor nekrózis faktor- α 

receptor stimulációja hepatocitákon ugyancsak permeabilitási tranzíciós pórus nyílást 

eredményez (Bradham et al, 1998). A Bax protein ko-immunprecipitálódik a mPTP 

feltételezett regulátoraival, az adenin nukleotid transzlokázzal (Marzo et al, 1998a), ill. 

a külső membrán feszültségfüggő anion csatornájával (Shimizu et al, 1999). A Bcl2 

fehérjecsalád antiapoptotikus tagjai ugyanakkor gátolják a mPTP nyílást (Marzo et al, 

1998b). A mPTP szerepét az apoptózisban a mitokondriális citokróm c 

kompartmentalizációja is felveti. A citokróm c mintegy 85%-ban az interkrisztális 

térben található, a maradék 15 % az intermembrán térben lokalizálódik (Bernardi & 

Azzone, 1981). A mitokondriális külső membránon pórust képező Bax és Bak 

proapoptotikus proteinek így a citokróm c-nek csak elenyésző hányadát tudják 

felszabadítani,  a citokróm c nagyobb arányú kiáramlásához mPTP szükséges, ami az 

interkrisztális tér átrendeződésével jár (Bernardi et al, 2001). A mPTP apoptózisban 

betöltött szerepét a fentiekkel ellentétben Brustovetsky et al. izolált agy 

mitokondriumokon végzett kísérletei megkérdőjelezik: a Bid pro-apoptotikus protein 

indukálta, Bax, ill. Bak proteineken keresztül történő citokróm c felszabadulást a mPTP 

gátló ciklosporin és ADP nem akadályozza meg (Brustovetsky et al, 2003b). Eskes et 
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al. hasonló eredményre jutottak: izolált mitokondriumokból a Bax protein hatására 

történő citokróm c kiáramlás inszenzitívnek bizonyult ciklosporinra és bongkregátra 

(Eskes et al, 1998). Az apoptotikus sejthalál mellett a mPTP a nekrózis 

patomechanizmusában is szerepet játszhat: ciklofilin-D knock-out egerekben különböző 

apoptogén faktorok képesek voltak apoptózist indukálni, ellenben reaktív 

oxigénszármazékok és kálcium terhelés nem tudtak kiváltani nekrózist (Nakagawa et al, 

2005). 
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4. Célkitűzések 

 

Kísérleteinkben azt vizsgáltuk, hogyan befolyásolja a kálcium az izolált agyi 

mitokondriumok reaktív oxigénszármazék termelését. 

Munkánkkal a glutamát excitotoxicitás patomechanizmusának azt a folyamatát kívántuk 

tisztázni, melynek során az intracelluláris kálcium koncentráció tartós megemelkedését 

követően fokozott celluláris ROS képzés tapasztalható. Izolált mitokondrium kísérleti 

modellen végzett vizsgálatainkkal azt a kérdést kívántuk megválaszolni, hogy a 

glutamát excitotoxicitás következtében megnövekedő intracelluláris kálcium 

koncentráció fokozza-e a mitokondriumok ROS képzését. 

A tudományos közvélekedésben általánosan elfogadott tézis, hogy a patológiás 

körülmények között magas kálcium expozíciónak kitett mitokondriumok reaktív oxigén 

származékokat termelnek.  

Neuronális sejtkultúrán végzett vizsgálatok, melyekben a glutamát receptorok tartós 

ingerlését követő fokozott celluláris ROS képzés modulálható mitokondriális légzési 

komplex gátlókkal, ill. szétkapcsoló szerekkel, alátámasztják azt a hipotézist, mely 

szerint a mitokondriumok glutamát toxicitás esetén hozzájárulnak a sejt fokozott ROS 

képzéséhez (Abramov et al, 2007; Bindokas et al, 1996; Dugan et al, 1995; Reynolds & 

Hastings, 1995; Sengpiel et al, 1998; Vesce et al, 2004).  

Izolált mitokondriumok esetén azonban a kálcium ROS termelésre gyakorolt hatását 

illetően az irodalmi adatok messze nem egybehangzóak. Izolált mitokondriumon a 

kálcium ROS termelést csökkentő hatásáról számol be (Brustovetsky et al, 2003a; 

Chalmers & Nicholls, 2003; Panov et al, 2007; Starkov et al, 2002; Zoccarato et al, 

2004). Ezzel ellentétben (Brustovetsky et al, 2003a; Dykens, 1994; Hansson et al, 2008; 

Kanno et al, 2004; Kowaltowski et al, 1995; Kowaltowski et al, 1996; Kowaltowski et 

al, 1998; Maciel et al, 2001; Petrosillo et al, 2004; Starkov et al, 2002; Votyakova & 

Reynolds, 2005) kálcium hatására fokozott ROS képzést mért. (Panov et al, 2007) 
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kísérleteiben a kálcium nem változtatta meg a mitokondriális ROS képzést. A 

szakirodalmi adatok a kálcium ROS termelést befolyásoló hatására vonatkozólag 

nehezen egyeztethetőek, ill. összehasonlíthatóak az egyes kísérleti kondíciók 

különbözősége miatt. A különböző légzési szubsztrátok, a légzési komplex gátlók, az 

adenin nukleotidok és a kálcium hatására bekövetkező mPTP nyílás nagy mértékben 

befolyásolják a mitokondriális ROS termelést, egyben a kálcium ROS termelésre 

gyakorolt hatását is, így az eltérő kísérleti körülmények eltérő eredményekhez is 

vezetnek (Adam-Vizi & Starkov, 2010). 

Munkánkban arra törekedtünk, hogy tisztázzuk a kálcium mitokondriális ROS 

termelésre gyakorolt hatását, egyben meghatározzuk azokat a mechanizmusokat, 

melyek szerint a kálcium befolyásolja a mitokondriális ROS termelést. 

Eredményeinkkel reményeink szerint a megoszló szakirodalmi adatok értelmezéhez is 

hozzá tudunk járulni.    

Kísérleteink során tehát a következő kérdésekre kerestük a választ: 

1. Megváltoztatja-e a kálcium az izolált mitokondrium ROS termelését? 

1.1. Hogyan befolyásolja a mitokondriális membránpotenciál a kálcium ROS 

termelésre gyakorolt hatását? 

1.2. A kálcium hatása a mitokondriális ROS termelésre hogyan függ a légzési 

szubsztrátok típusától? 

1.3. Hogyan hat a kálcium indukálta mPTP nyílás a mitokondrium ROS termelésére? 

1.4. A piridin nukleotidok mennyisége és oxidációs státusza hogyan változik kálcium 

és kálcium indukálta mPTP nyílás hatására?  
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5. Módszerek 

 

5.1. Mitokondrium preparálás 

A mitokondriumok izolálása tengeri malac agykéregből történt Percoll grádiens 

alkalmazásával. Az izolációs puffer a következőket tartalmazta (mM-ban): 225 

mannitol, 75 szukróz, 5 4-(2-hydroxietil)-1-piperazinetánszulfonsav (HEPES), 1 etilén- 

glikol-tetraecetsav (EGTA), pH 7.4 (KOH). Két tengerimalac dekapitálását követően a 

szeparált agykérget jégbe hűtött izolációs pufferbe helyeztük, ollóval feldaraboltuk és az 

izolációs pufferrel többször átmostuk. Az agyszövetet izolációs pufferben teflon 

homogenizátorral homogenizáltuk. A mintát 2 centrifugacsőben 4 °C-on 3 percig 4000 

fordulat/ perc sebességgel lecentrifugáltuk. Ezt követően a felülúszót 10 percig 

centrifugáltuk 16000 fordulat/perc fordulatszámon. A második centrifugálás alatt a 

Percoll grádienst a következőképpen készítettük elő: 4 kémcsőbe egyenként 3.5 ml 23 

V/V %-os Percoll oldatot pipettáztunk, ez alá rétegeztünk 1.5 ml 40 V/V %-os Percoll 

oldatot. A centrifugálás után a csapadékot reszuszpendáltuk egyenként 3.4 ml 15 V/V 

%-os Percoll oldatban, amit a 4 kémcsőbe a grádiens fölé rétegeztünk. A 4 kémcsövet 

lecentrifigáltuk 8 percig 19800 fordulat/perc fordulatszámon. A felső két frakciót 

aspiráltuk, a legalsó, mitokondriumokat tartalmazó frakcióból 1.5 ml mintát vettünk, 

reszuszpendáltuk az izolációs pufferben és lecentrifugáltuk 10 percig 14500 

fordulat/perc fordulatszámon. A csapadékot reszuszpendáltuk 5 ml izolációs pufferben 

és 10 percig centrifugáltuk 9200 fordulat/perc sebességgel (Sims, 1990). Az utolsó 

centrifugálás után a mitokondriumot tartalmazó csapadékot 60 µl, fenti összetételű, de 

EGTA mentes izolációs pufferben oldottuk fel, majd a mitokondrium szuszpenziót 

jégbe tettük és hűtőszekrényben (4 °C) tároltuk. A végső mitokondrium szuszpenzió 

átlagosan 35 mg/ml fehérjét tartalmazott. A méréseket megelőzően Clark-típusú oxigén 

elektróddal (Hansatech Oxygraph Measurement System, Hansatech, Norfolk, United 

Kingdom; ill. Oxygraph-2k, Ororboros Instruments, Innsbruck, Austria) meghatároztuk 

a mitokondriumok respirációs kontroll hányadosát (RCR: respiratory controll ratio). A 

kísérletekhez glutamát és malát respirációs szubsztrátok esetén 12, szukcinát 
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alkalmazásakor 4.5, ill. ezeknél magasabb RCR értékű mitokondriumokat használtunk 

fel. Az állatkísérletek megfeleltek a Semmelweis Egyetem állatkísérletekre vonatkozó 

előírásainak. 

 

5.2. Mérési médium 

A kísérletekhez használt mérő puffer összetétele a következő volt (mM-ban): 125 KCl, 

20 HEPES, 2 K2HPO4, 1 MgCl2, 0.1 EGTA, 0.1 hidroxietil-etiléndiamin-triecetsav 

(HEDTA), 0.025% marha szérum albumin (BSA: bovine serum albumin), pH 7.0 

(KOH). Adenin nukleotidokat alkalmazó mérések esetén a mérőpuffer 1 mM MgCl2 

helyett 2.86 mM MgCl2-t tartalmazott, hogy az ADP, ill. az ATP magnéziumot kötő 

kapacitása miatt a szabad MgCl2 koncentráció 1 mM maradjon. ADP-t tartalmazó mérő 

pufferben az ADP koncentrációja 2 mM volt, ebben az esetben a puffer nem 

tartalmazott sem EGTA-t, sem HEDTA-t, az ADP kálcium kötő kapacitása miatt 

azonban a szabad [Ca2+] kevesebb volt, mint 1 µM. A szövegben, ill. az ábrákon jelölt 

kálcium koncentráció szabad kálcium koncentrációként értendő. A hozzáadott összes 

kálcium koncentrációjának meghatározása a Chelator szoftverrel történt (Schoenmakers 

et al, 1992). A szabad [Ca2+]-t Fura-6F-fel ellenőriztük. 

 

5.3. A mitokondriális H2O2 termelés mérése 

A mitokondrium H2O2 termelését extramitokondriálisan detektáltuk Amplex Red 

fluoreszcens festékkel, amely tormaperoxidáz jelenlétében 1:1 sztöchiometriával reagál 

H2O2-dal fluoreszcens rezorufint eredményezve. 2 ml mérési médiumhoz 1 µM Amplex 

Red reagenst, 5 U/ 2 ml HRP-t, ezt követően 0.1 mg/ml mitokondriumot adtunk. A 

H2O2 termelést glutamát és malát (5-5 mM), ill. szukcinát (5 mM) légzési 

szubsztrátokkal iniciáltuk. A fluoreszcenciát 37 °C-on mértük Deltascan fluoreszcencia 

spektrofotométer (Photon Technology International, PTI, Lawrenceville, New Jersey, 

USA) segítségével 550 és 585 nm excitációs, ill. emissziós hullámhosszon. A mérések 

végén a kalibrációt 100 pmol H2O2 hozzáadásával végeztük. 
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5.4. NAD(P)H+H+   autofluoreszcencia mérés 

A mitokondriális mátrix NAD(P)H+H+ autofluoreszcenciáját a H2O2 méréssel szimultán 

detektáltuk  Deltascan fluoreszcencia spektrofotométeren (Photon Technology 

International, PTI, Lawrenceville, New Jersey, USA) két excitációs és emissziós 

hullámhosszat alkalmazva. A NAD(P)H+H+  autofluoreszcenciát 344 és 460 nm 

excitációs, ill. emissziós hullámhosszon mértük. A NADPH+H+ és a NADH+H+ 

autofluoreszcenciája ezzel a mérési módszerrel nem megkülönböztethető, így 

kísérleteinkben a két nukleotid (NAD(P)H+H+ ) együttes fluoreszcenciáját mértük. 

 

5.5. A mitokondriális NAD++ NADH+H+ mennyiség meghatározása 

A mitokondrium NAD++ NADH+H+ tartalmát (Bernofsky & Swan, 1973) szerint 

határoztuk meg. A mitokondriumokat Triton X-100 detergenssel permeabilizáltuk, majd 

200 µg fehérjét tartalmazó mitokondrium szuszpenziót a következő összetételű 

médiumba helyeztünk: 0.2 mg alkohol-dehidrogenáz, 0.5 mM 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difenil tetrazólium-bromid (MTT), 0.2 mM fenazin etoszulfát (PES), 0.6 M etanol, 

50 mM trisz(hidroximetil)-aminometán hidroklorid (Tris-HCl), 0.5 mM etilén-diamin-

tetraecetsav (EDTA), pH 7.8. A sorozatos oxido-redukciók folyamán az alkohol-

dehidrogenáz redukálja a NAD+-t, a keletkező NADH+H+-ról az elektronok a PES-on 

keresztül a MTT-ra kerülnek. A MTT optikai denzitását 37 °C-on mértük 570 nm 

hullámhosszon GBC UV/VIS 920 spektrofotométeren. A mérés folyamán az oxidálódó 

NADH+H+ reciklálódik, így az optikai denzitás növekedésének a sebessége arányos a 

NAD++ NADH+H+ koncentrációjával. A kalibrációhoz ismert mennyiségű NAD+-ot 

használtunk. 

 

5.6. Membránpotenciál  meghatározás 

A mitokondriális membránpotenciál meghatározását a Safranine O fluoreszcens 

festékkel végeztük, amely pozitív töltésénél fogva akkumulálódik a mátrixban 

(Akerman & Wikstrom, 1976). A mitokondriális membránpotenciál kiépülésével 
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párhuzamosan a Safranine O a mitokondriális mátrixba diffundál, ott oligomerizálódik, 

a festék oligomerizált formája elnyeli fluorofór által emittált fényt, így az emissziós 

hullámhosszon mért fluoreszcencia intenzitás a belső membrán polarizációjával 

csökken. A fluoreszcencia detektálása 37 °C-on, 495 és 586 nm-es excitációs és 

emissziós hullámhosszon történt Deltascan fluoreszcencia spektrofotométerrel (Photon 

Technology International, PTI, Lawrenceville, New Jersey, USA) vagy Hitachi F-450 

spektrofluoriméterrel (Hitachi High Technologies, Maidenhead, United Kingdom). 2 ml 

mérési térfogatban 2 µM festéket és 0.1mg/ml proteint alkalmaztunk. A safranin 

fluoreszcenciát Akerman és Wikstrom kalibrálta izolált máj mitokondriumon (Akerman 

& Wikstrom, 1976), izolált agyi mitokondriumon az Akerman és Wikstrom szerint 

meghatározott kalibráció saját kísérleteinkben nem volt reprodukálható. 

A mitokondrium membránpotenciálját tetrametilrodamin-metil-észterrel (TMRM) is 

meghatároztuk (Scaduto & Grotyohann, 1999) szerint. 2 ml inkubációs médiumban 100 

nM TMRM-t oldottunk fel, ezt követte a 0.1 mg/ml  mitokondriális fehérje, és az 5 mM 

koncentrációjú légzési szubsztrátok hozzáadása. A fluoreszcencia méréséhez két 

excitációs: 546, ill. 573 nm-es hullámhosszat használtunk, az emissziós hullámhossz 

590 nm volt.  Az 546-590, ill. a 573-590 nm-es hullámhossz arányát detektáltuk 

Deltascan fluoreszcencia spektrofotométer (Photon Technology International, PTI, 

Lawrenceville, New Jersey, USA) segítségével. Tekintve, hogy a méréseinkben használt 

fehérje koncentráció a TMRM kalibrációjához szükséges fehérje koncentrációnál 

(Scaduto & Grotyohann, 1999) alacsonyabb volt, TMRM kalibrációt nem végeztünk. A 

kalibráció a membránpotenciál más módszerrel történő szimultán meghatározásával is 

lehetséges, a TPP+ elektróddal történő membránpotenciál méréshez ugyancsak 

magasabb protein koncentráció szükséges, mint a kísérleteinkben alkalmazott protein 

koncentráció (Kamo et al, 1979), így méréseinkben a membránpotenciál változást csak 

kvalitatíve érzékeltük. 

 

5.7. A mitokondriális duzzadás mérése 

A mitokondriumok duzzadását fényszórás segítségével határoztuk meg Deltascan 

fluoreszcencia spektrofotométerrel (Photon Technology International, PTI, 
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Lawrenceville, New Jersey, USA) vagy Hitachi F-450 spektrofluoriméterrel (Hitachi 

High Technologies, Maidenhead, United Kingdom) 660 nm excitációs és emissziós 

hullámhosszon. A mitokondriális duzzadás mérése a ΔΨm Safranine O fluoreszcens 

festékkel történő meghatározásával párhuzamosan történt, ugyanazon a 

spektrofluoriméteren. 

 

5.8. A mitokondriális permeabilitási tranzíciós pórus 

meghatározása kalcein fluoreszcenciával 

100 µl 35 mg/ml protein koncentrációjú mitokondriumot 100 µM ADP-t  és a kalcein 

acetoximetilészter  formáját (kalcein-AM) 2 µM  koncentrációban tartalmazó izoláló 

pufferben inkubáltunk 10 percig 25 °C-on. A membrán-permeábilis kalcein-AM-ből a 

mitokondriális észterázok hatására szabad, fluoreszkáló kalcein szabadul fel a 

mátrixban, ez utóbbi hidrofil tulajdonságánál fogva nem jut ki a mitokondriumból. Az 

inkubációt követően a mitokondriumokat háromszor átmostuk ADP nélküli izolációs 

pufferben (10 000 g, 2 min) a nem hidrolizált kalcein-AM-t eltávolítandó. Az utolsó 

centrifugálás után a mitokondriumokat 13 µl izolációs médiumban feloldottuk és jég 

közé téve, fénytől elzárva hűtőben (4 °C) tároltuk. A méréshez 2.5 µl mitokondriumot 

használtunk 2 ml mérő pufferben. A mérési médium 20 µM CoCl2-t tartalmazott, amely 

elnyeli a kalcein fluoreszcenciáját mPTP nyílás esetén. A fluoreszcenciát 494 és 525 

nm-es excitációs és emissziós hullámhosszon detektáltuk. A kalcein fluoreszcencia 

mérést (Petronilli et al, 1999) szerint végeztük. 

 

5.9. A mitokondriális permeabilitási pórus meghatározása 

transzmissziós elektron mikroszkóppal 

A mérőpufferben lévő izolált mitokondriumokat lecentrifugáltuk (10 000 g, 10 perc), a 

csapadékot 4%-os glutáraldehidben és 175 mM-os nátrium kakodilát pufferben (pH 7.5) 

egy éjszakán át 4 °C -on fixáltuk, ezt követően 1%-os ozmium tetroxidban 100 percig 

utófixáltuk, majd etilalkohollal és propilén oxiddal dehidráltuk, végül Durcupanba 
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ágyaztuk. A szeleteket JEOL 1200 EMX (Peabody, MA, USA) transzmissziós 

elektronmikroszkóppal vizsgáltuk. 

 

5.10. A mitokondriális kálcium felvétel 

A mitokondriális kálcium felvétel meghatározása 2 mM ADP-t tartalmazó mérő- 

pufferben történt. A mérőpuffer nem tartalmazott sem EGTA-t, sem HEDTA-t, az ADP 

kálcium kötő kapacitása következtében a puffer szabad [Ca2+]-ja azonban kevesebb volt 

1 µM-nál. A kálcium felvétel mérést 50 µM szabad [Ca2+] esetén calcium green-5N-nel  

(2 ml mérőpufferben 100 nM festék),  300 µM szabad [Ca2+] esetén Rhod-5N-nel (2 ml 

mérőpufferben 1 µM festék) végeztük. A hozzáadott összes kálcium koncentrációjának 

meghatározása a Chelator szoftverrel történt (Schoenmakers et al, 1992). A calcium 

green-5N fluoreszcenciáját 506 és 532 nm, a Rhod-5N fluoreszcenciáját 551 és 577 nm 

excitációs, ill. emissziós hullámhosszon mértük 37 °C-on Deltascan fluoreszcencia 

spektrofotométer (Photon Technology International, PTI, Lawrenceville, New Jersey, 

USA) segítségével. A fluoreszcencia intenzitást ismert mennyiségű kálcium 

pulzusokkal létrehozott kalibrációs skálával kalibráltuk. 

 

5.11. Statisztika 

A statisztikai számításokhoz többszörös összehasonlítás esetén variancia analízist 

(ANOVA, SIGMASTAT, Systat Software Inc., San Jose, CA, USA), az egyszerű 

összehasonlításhoz  Student-féle t-próbát használtunk. 

 

5.12. Vegyszerek 

Az összes standard labotaróriumi vegyszer a Sigma (St Louis, MO, USA), az Amplex 

Red reagens, a Calcium Green-5N és a Rhod-5N az Invitrogen (Molecular Probes, 

Eugene, OR, USA) terméke. 
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6. Eredmények 

 

6.1. A Ca2+ hatása a mitokondriális H2O2 termelésre adenin 

nukleotid mentes médiumban 

A glutamáttal és maláttal mint I. légzési komplex szubsztrátokkal energetizált 

mitokondriumok alap H2O2 termelése 257 ± 9 pmol/min/mg protein volt a Módszerek c. 

fejezetben bemutatott Amplex Red fluoreszcens mérés szerint. Az alap H2O2 termelés 

az inkubációs idő előrehaladtával valamelyest emelkedett (250-ről 291 pmol/min/mg-ra 

200 szekundumon belül; 7. ábra, a görbe), ezt a növekvő tendenciát figyelembe vettük a 

Ca2+ ROS termelésre gyakorolt hatásának értékelésénél. A mérés kezdete után 300 

szekundummal hozzáadott 10 µM [Ca2+] (7. ábra, b görbe) szignifikánsan csökkentette 

a H2O2 termelést (202 versus 291 pmol/min/mg protein; 7. ábra, b versus a görbe), 17 

mérés átlaga alapján 21.8 ± 1.6%-kal. 10 µM [Ca2+] a ROS termelést maximálisan 

csökkentette, e felett az érték felett, a Ca2+ koncentrációt 100 µM-ig emelve a Ca2+ 

hatása nem mutatott koncentrációfüggést. A Ca2+ után adott szétkapcsolószer 

karbonilcianid-p-trifluorometoxifenilhidrazon (FCCP) a H2O2 termelést csökkentette, az 

500 szekundumkor adott 1 µM rotenon, az I. légzési komplex gátlószere a H2O2 

termelést nagy mértékben felgyorsította. A rotenon nagyobb mértékben fokozta  a H2O2 

termelést kontroll körülmények között, mint Ca2+ jelenlétében (7. ábra, a, b görbe). 

Az I. respirációs komplex 1 µM rotenonnal való teljes blokkolását követően a H2O2 

termelés jelentősen fokozódott (7. ábra, c, d görbe), azonban a rotenon után adott Ca2+ 

nem változtatott a H2O2 termelés sebességén (7. ábra d görbe). A Ca2+ -nak ugyanígy 

nem volt hatása a ROS termelésre az I. komplex parciális, 20 nM rotenonnal történő 

blokkolása esetén (nincs ábrázolva). Ezek a kísérleteink nem erősítik meg (Sousa et al, 

2003; Votyakova & Reynolds, 2005) eredményeit, akik rotenon jelenlétében a kálcium 

ROS fokozó hatásáról számoltak be. 
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7. ábra 

A Ca2+ hatása a H2O2 képzésre glutamáttal és maláttal energetizált 

mitokondriumokban 

 A 300 s-kor adott 10 µM [Ca2+] hatását (b görbe) hasonlítottuk össze a kontroll 

görbével (a görbe), ahol nem történt Ca2+ adás. 250 nM FCCP-t és 1 µM rotenont (rot) 

a megjelölt időpontokban adtunk hozzá az a és b görbékhez. A d görbén 1 µM rotenon 

után adtunk 10 µM [Ca2+]-t, a c görbe a kontroll, ahol a rotenon hozzádását nem 

követte Ca2+ adás. A mitokondrium (m; 0.1 mg/ml) 50, a glutamát és a malát (g-m; 5-5 

mM) hozzáadása 100 s-kor történt. A c és a d görbét eltoltuk a jobb átláthatóság 

kedvéért. A mérések végén a kalibráció (kal) ismert mennyiségű H2O2-dal történt. A 

görbék fölött a számok a H2O2 képzés sebességét mutatják pmol/min/mg egységben. 
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6.2. A Ca2+ hatása a mitokondriális NAD(P)H+H+   szintre 

A NAD(P)H+H+   autofluoreszcenciát a H2O2 termeléssel párhuzamosan mértük. A 

Ca2+ hozááadása a NAD(P)H+H+   fluoreszcenciájában azonnali esést okozott (8/A 

ábra), a Ca2+ hatása a NAD(P)H+H+   szintre koncentrációfüggőnek mutatkozott: 5 µM 

[Ca2+] részlegesen, 10 µM [Ca2+] maximálisan csökkentette a NAD(P)H+H+   szignált. 

10 µM vagy annál magasabb Ca2+ koncentráció esetén a depolarizáló hatású FCCP nem 

volt képes lényegesen tovább csökkenteni  a NAD(P)H+H+   szintet. Az FCCP után 

alkalmazott rotenon   ≥ 5 µM [Ca2+] esetén  nem tudta a NAD(P)H+H+   szintet jelentős 

mértékben emelni. Mind az FCCP, mind a rotenon hatása arra utal, hogy  ≥5 µM [Ca2+] 

a mitokondriumban NAD(P)+ vesztést indukál.  

A mitokondriális NAD++ NADH+H+  Módszerek c. fejezetben részletezett, kvantitatív 

meghatározása azt mutatta, hogy ADP mentes médiumban  a mitokondrium  teljes 

NAD++  NADH+H+  mennyiségének 56 ± 5.6%-a veszett el   10 µM [Ca2+] hatására 

(8/B ábra). 
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8. ábra 

A Ca2+ hatása a NAD(P)H+H+   autofluoreszcenciára (A) és a NAD++ NADH+H+   

mennyiségre (B)  

A) Az alkalmazott [Ca2+]-t a görbék feletti számok jelölik µM-ban. A mitokondrium (m; 

0.1 mg/ml), a glutamát és malát (g-m; 5-5 mM), az FCCP (250 nM) és a rotenon (rot; 1 

µM) hozzáadását nyilak jelölik. B)  A mitokondriumokat (0.1 mg/ml) glutamát és malát 
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(5-5 mM) jelenlétében inkubáltuk a mérési médiumban. Ahol a + jelek mutatják, ADP-t 

(2 mM) és/ vagy Ca2+-ot (10 µM) adtunk 200, ill. 400 s-kor, az inkubációt 10 percig 

folytattuk. A mintákat lecentrifugáltuk és a NAD++ NADH+H+ mennyiségét a 

Módszerek c. fejezetben leírtak szerint meghatároztuk.  Az eredmények 4 mérés átlagát 

± az átlag standard hibáját mutatják. A  ⃰  a szignifikáns különbséget jelöli a kontrollhoz 

képest (p< 0.05). 

 

6.3. A Ca2+ hatása a membránpotenciálra, a fényszórásra és a 

mPTP nyílásra 

A kálcium ROS termelésre és piridin nukleotidokra gyakorolt hatása mellett 

megvizsgáltuk, hogy adenin nukleotid mentes médiumban  kálcium hatására hogyan 

változik a mitokondriális membránpotenciál, valamint hogy a kálcium az alkalmazott 

koncentrációkban okoz-e mitokondriális duzzadást és mPTP nyílást. 

A mitokondriális membránpotenciált  Safaranin fluoreszcenciával mértük (9/A ábra). 

Az I. respirációs komplex szubsztrátok hozzáadását követően felépült 

membránpotenciált a Ca2+ mind az öt alkalmazott koncentrációban (1, 5, 10, 100 µM) 

csökkentette, maximális depolarizációt a szétkapcsolószer FCCP eredményezett. 

A kálcium a mitokondriumok duzzadását jelző fényszórási szignált (9/B ábra) is 

csökkentette a felhasznált koncentrációkban (1, 5, 10, 100 µM). A mérések végén a 

pórust formáló antibiotikum, az alameticin hatása mutatja a fényszórás maximális 

csökkenését, ami  a mitokondriális belső membrán teljes átjárhatósága következtében 

kialakuló maximális duzzadást jelöli.  

A 10 µM [Ca2+] hatására bekövetkező NAD++ NADH+H+ vesztés, a mitokondriális 

belső membrán depolarizációja valamint a duzzadás a mPTP nyílására utalnak. A belső 

membrán permeabilizációját 10 µM [Ca2+] hatására a kalcein fluoreszcenciájának 

mérésével bizonyítottuk a Módszerek c. fejezetben részletezettek szerint. A kalceinnel 

töltött mitokondriumokat CoCl2-t tartalmazó mérési médiumba helyeztük. A CoCl2 

DOI: 10.14753/SE.2013.1743



61 
 

csökkenti a kalcein fluoreszcenciáját, amennyiben a mitokondrium belső membránja 

átjárhatóvá válik. 10 µM [Ca2+] hatására csökkent a kalcein fluoreszcenciája (9/C ábra, 

a görbe), ezt a csökkenést a Ca2+ után adott, pórusformáló alameticin elenyésző 

mértékben volt képes tovább fokozni. A 10 µM [Ca2+] után, 400 szekundumkor adott 

ADP nem zárta vissza a permeabilitási tranzíciós pórust (9/C ábra, b görbe).  A mPTP 

gátló ADP jelenlétében 10 µM [Ca2+] nem okozott permeabilitási tranzíciót, a kalcein 

fluoreszcenciája nem csökkent Ca2+ hatására (9/C ábra, c görbe).  

A mitokondriális permeabilitási pórus nyílást transzmissziós elektron mikroszkópos 

felvételekkel is detektáltuk (10. ábra). Kálcium inzultus nélkül a mitokondriumok alakja 

szabályos, külső és belső membránjaik integritása megtartott, mátrixukban a kriszták 

szabályos elrendeződést mutatnak (10/A ábra).  A 10 µM [Ca2+]-nak kitett 

mitokondriumok a mPTP nyílás jeleit mutatják: duzzadtak, külső és belső membránjuk 

szakadozott, kriszta szerkezetük szabálytalan (10/B ábra). 
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9. ábra 

A Ca2+ hatása a membránpotenciálra (A), a fényszórásra (B) és a kalcein 

fluoreszcenciára (C)  

A,B) A Ca2+ koncentrációkat a görbék feletti számok mutatják µM-ban. A mitokondrium 

(m; 0.1 mg/ml), a glutamát és malát (g-m; 5-5 mM), az FCCP (250 nM),  és az 
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alameticin (ala; 0.04 mg/ml) addíciót a nyilak jelölik. C) A mitokondriumokat 

kalceinnel töltöttük a Módszerek c. fejezetben leírtak szerint, majd a mitokondriumokat 

glutamátot és malátot (5-5 mM), valamint CoCl2-t (20 µM) tartalmazó mérési 

médiumba helyeztük. A reagensek a következők voltak: a görbe: 300 s-kor 10 µM 

[Ca2+]; b görbe: 300 s-kor 10 µM [Ca2+], 400 s-kor 2 mM ADP, c görbe: 200 s-kor 2 

mM ADP, 300 s-kor 10 µM [Ca2+]. Mindhárom mérés végén alameticint (ala; 0.04 

mg/ml) adtunk a médiumba. A b és a c görbét eltoltuk az átláthatóság kedvéért. 
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10. ábra 

A mitokondriumok morfológiája transzmissziós elektron mikroszkópos felvételen 

kálcium inzultus nélkül (A) és kálcium hatására (B) adenin nukleotid mentes 

médiumban  

A) 2 ml mérőpufferbe a mitokondriumok (0.1 mg/ml) hozzáadása után 50 s-kor 

glutamátot és malátot adtunk (5-5 mM) B) 2 ml mérőpufferbe a mitokondriumok (0.1 

DOI: 10.14753/SE.2013.1743



65 
 

mg/ml) hozzáadása után 50 s-kor glutamátot és malátot (5-5 mM), 250 s-kor 10 µM 

[Ca2+]-t adtunk A,B) az utolsó hozzáadást követő 5 perces inkubáció után a 

mitokondriumokat a Módszerek c. fejezetben leírtaknak megfelelően kezeltük  

 

 

6.4. A Ca2+ hatása a mitokondriális H2O2 termelésre ADP 

jelenlétében  

A kálcium ROS termelést befolyásoló hatását a mPTP gátló ADP jelenlétében is 

megvizsgáltuk. 

Glutamáttal és maláttal energetizált mitokondriumok H2O2 termelését 2 mM ADP-t 

tartalmazó médiumban mértük Amplex Red fluoreszcens festékkel. Kétféle: 50 és 300 

µM kálcium koncentráció ROS termelésre gyakorolt hatását vizsgáltuk. ADP 

jelenlétében az alap H2O2 termelés 188.6 ±10.1 pmol/min/mg protein volt 25 mérés 

átlagát tekintve. Ez az érték az ADP depolarizáló hatása miatt alacsonyabb, mint az 

ADP mentes médiumban mért alap H2O2 termelés (257 ± 9 pmol/min/mg). 50 µM 

[Ca2+] a H2O2 termelést a Ca2+ addíciót követő 100-150 s után elkezdte növelni (11/A 

ábra, b görbe),  összesen 7 perc inkubáció alatt a H2O2 képződés sebessége 181.4 ± 

18%-ra változott 8 mérés alapján. Ez szignifikáns különbséget jelent a kontrollhoz 

képest (11/B ábra). 10, ill. 100 µM [Ca2+] ADP jelenlétében hasonló hatást 

eredményezett, így ebben a koncentrációtartományban a Ca2+ ROS termelésre gyakorolt 

hatása nem mutatott szignifikáns koncentrációfüggést. A 11/A ábra azt is bemutatja, 

hogyan viszonyul ez a Ca2+ okozta H2O2 termelés növekedés 1 µM rotenon hatásához 

(11/A ábra b versus c görbe). 300 µM [Ca2+] hatása a H2O2 termelésre nem volt 

szignifikáns (11/B ábra). 
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11. ábra 

A Ca2+ hatása a mitokondrium H2O2 termelésére 2 mM ADP-t tartalmazó 

médiumban 

A) 50 µM Ca2+ (b görbe) és 1 µM rotenon (c görbe) H2O2 termelésre gyakorolt hatását 

hasonlítottuk a kontroll görbéhez (a görbe). A mitokondrium (m; 0.1 mg/ml), a glutamát 
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és malát (g-m; 5-5 mM) a Ca2+ (50 µM) és a rotenon (1 µM) hozzáadását a nyilak 

jelölik. A mérések végén a kalibrációt (kal) ismert mennyiségű H2O2-dal végeztük. A 

görbék feletti számok a H2O2 termelés sebességét mutatják pmol/min/mg-ban. B) A 

statisztikai számításokat az A) panelben bemutatott kísérletek  adatai alapján végeztük. 

A ROS produkciót a következők szerint számítottuk: a H2O2 termelés sebessége 500 és 

600 s között/ a H2O2 termelés sebessége 100 és 200 s között. A kontroll esetén nem 

történt Ca2+ addíció (megfelel a 11/A ábra a görbéjének). A ⃰  a szignifikáns különbséget 

jelöli a kontrollhoz képest (p< 0.05; n=8).     

 

                       

6.5. A Ca2+ hatása a mitokondriális NAD(P)H+H+   

autofluoreszcenciára ADP jelenlétében 

A NAD(P)H+H+   autofluorszcencia mérést a H2O2 detektálással szimultán végeztük. 50 

µM [Ca2+] a NAD(P)H+H+   fluoreszcencia növekedését okozta (12. ábra, b görbe). Az 

emelkedés mértéke megegyezett az 1 µM rotenon által okozott NAD(P)H+H+ 

fluoreszcencia növekedéssel (12. ábra, d görbe). 300 µM [Ca2+] először NAD(P)H+H+ 

autofluoreszcencia csökkenést okozott, majd  a kezdeti esés után a 7 perces inkubáció 

alatt  a NAD(P)H+H+   szint fokozatosan emelkedve visszatért a Ca2+ adás előtti értékre 

(12. ábra, c görbe).  

 

 

 

 

 

 

DOI: 10.14753/SE.2013.1743



68 
 

t (s)

0 100 200 300 400 500 600 700

g-m

rotenon

a

b

c

d

50
00

 A
U

Ca2+/

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

12. ábra 

A Ca2+ hatása a NAD(P)H+H+   autofluoreszcenciára 2 mM ADP-t tartalmazó 

médiumban 

A mitokondriumot (0.1 mg/ml) 50 s-kor adtuk a mérési médiumba. A glutamát és malát 

(g-m; 5-5 mM), a Ca2+ (50 µM, b görbe; 300 µM, c görbe) és a rotenon (1 µM, d görbe) 

hozzáadást a nyilak jelölik. Az a görbén sem Ca2+, sem rotenon hozzáadás nem történt 

200 s-kor. A görbéket függőlegesen elcsúsztattuk a jobb áttekinthetőség céljából. 

 

 

6.6. A Ca2+ hatása a membránpotenciálra és a duzzadásra ADP 

jelenlétében 

A továbbiakban azt vizsgáltuk, hogy 50, ill. 300 µM [Ca2+] ADP jelenlétében hogyan 

hat a membránpotenciálra és a mitokondriumok fényszórására. 
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A membránpotenciált a Safranine O fluoreszcens festékkel mértük, párhuzamosan a 

duzzadás fényszórással történő detektálásával. A glutamát és malát hatására kiépülő 

membránpotenciált az ADP csökkentette. A 2 mM ADP depolarizáló hatása a mérés 

egész időtartamáig kitartott (13/A ábra, a görbe). Az ADP után adott 50 µM [Ca2+] 

(13/A ábra, b görbe) további depolarizációt okozott, az átmeneti depolarizációt  kb. 100 

s elteltével  azonban hiperpolarizáció követte. 300 µM [Ca2+] (13/A ábra c görbe) ezzel 

szemben teljesen és a mérés időtartamára véglegesen depolarizálta a mitokondriális 

belső membránt, a mérés végén adott FCCP a depolarizációt nem tudta fokozni. A két 

Ca2+ koncentráció membránpotenciálra gyakorolt hatását TMRM fluoreszcens festékkel 

is megvizsgáltuk (13/B ábra) a Módszerek c. fejezetben leírtak szerint, hasonló 

eredményre jutva. 

A mitokondriumok duzzadásását jelző fényszórási szignált mind az 50 mind a 300 µM-

os Ca2+ koncentráció jelentős mértékben emelte (13/C ábra, b, c görbe). Az ADP 

jelenlétében Ca2+ hatására megnövekedő fényszórási szignál nem specifikus jel,  

feltehetően a kálcium-foszfát precipitátumok kialakulásának tulajdonítható (Chalmers & 

Nicholls, 2003).  A 300 µM Ca2+ koncentráció kezdetben átmenetileg csökkentette a 

fényszórást (13/C ábra, c görbe), hasonló módon, mint ahogy a NAD(P)H+H+   

autofluorszcenciában is kétfázisú jelet hozott létre (12. ábra, c görbe), ezt feltehetőleg a 

mitokondriumok egy  szubpopulációjának tranziens permeabilizálódása okozta.  
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13. ábra 

A Ca2+ hatása a membránpotenciálra Safranin O (A) vagy TMRM (B) 

fluoreszcenciával mérve, ill. a Ca2+ hatása a fényszórásra (C) 2 mM ADP-t 

tartalmazó médiumban 
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A mitokondrium (m; 0.1 mg/ml protein), a glutamát és malát (g-m; 5-5 mM), az ADP (2 

mM) a Ca2+ (0: a görbe, 50 µM: b görbe, 300 µM: c görbe) és az FCCP (250 nM) 

hozzáadását az ábrákon nyilak jelölik. 

 

 

6.7. A mitokondriális Ca2+ felvétel ADP jelenlétében 

A mitokondriumok kálcium felvételét 50 µM [Ca2+] esetén calcium green-5N, 300 µM 

[Ca2+] hozzáadáaskor Rhod 5-N fluoreszcenciával mértük. A glutamáttal és maláttal 

energetizált mitokondriumok az 50 µM [Ca2+]-t mintegy 100 s alatt maradéktalanul 

felvették (14/A ábra). A 14/A ábrán a  2mM ADP hozzáadását követő fluoreszcencia 

csökkenés az ADP kálcium kötő kapacitását jelzi, az ADP a mérőpufferben a szabad  

[Ca2+]-t 1  µM alá csökkentette. A bólusban adott 300 µM [Ca2+]-t (14/B ábra) a 

mitokondriumok nem voltak képesek felvenni: a kálcium hozzáadása után kb. 700 s 

elteltével a részlegesen felvett kálciumot a mitokondriumok elkezdték visszaengedni az 

inkubációs médiumba. A mérés végén adott szétkapcsolószer FCCP tovább gyorsította a 

kálcium felszabadulást, a mérés végére a 300 µM [Ca2+] teljes egészében a fluorofórhoz 

kötődött. A 300 µM [Ca2+] jelenlétében mért mitokondriális kálcium felvétel azt 

mutatja, hogy a ROS mérési idő intervallumunk alatt, azaz a kálcium hozzáadását 

követő 400 s időtartamban nem történik kálcium indukálta kálcium felszabadulás. 
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14. ábra 

A mitokondrium kálcium felvétele 2mM ADP-t tartalmazó médiumban 50 µM (A) 

és 300 µM (B) [Ca2+] hozzáadáskor 

A) A  mitokondrium (m; 0.1 mg/ml protein), a glutamát és malát (g-m; 5-5 mM), az 

ADP (2 mM) és a Ca2+ (50 µM 300 s-kor; 10 µM 500, 800, 1100 s-kor) hozzáadását az 

ábrán nyilak jelölik. B) A  mitokondrium (0.1 mg/ml protein 50 s-kor), a glutamát és 

malát (5-5 mM 100 s-kor), az ADP (2 mM 200 s-kor) hozzáadást az ábrán nem jelöltük. 

A Ca2+ (300 µM 300 s-kor) és az FCCP (250 nM 2200 s-kor) hozáadását az ábrán 

nyilak mutatják. 
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6.8. A Ca2+ hatása a mitokondriális H2O2 termelésre magas ΔΨm 

esetén 

50 és 300 µM [Ca2+] ROS termelésre gyakorolt hatásását magas membránpotenciál 

értéknél: ATP, ill. ADP+ oligomicin jelenlétében is megmértük. 

ATP jelenlétében a glutamáttal és maláttal energetizált mitokondriumok 

membránpotenciálja magasabb, mint ADP-t tartalmazó médiumban (15/D versus 13/A 

ábra). Az ATP adást követő tranziens depolarizációt a kontamináló ADP hatása okozta 

(15/D ábra). ATP jelenlétében, polarizált mitokondriumokban a H2O2 képzés gyorsabb, 

mint ADP-t tartalmazó médiumban, az ATP adást követő csökkenés a H2O2 

termelésben ugyancsak az ATP-ben lévő szennyező ADP-nek tulajdonítható (15/C 

ábra). Az ATP után adott Ca2+ mind 50 µM (15/C ábra, b görbe), mind 300 µM (15/C 

ábra, c görbe) koncentrációban csökkentette a ROS képzést 5 min inkubációs idő alatt.  

Az ADP után adott F0F1 ATP-áz gátló oligomicin az ADP depolarizáló hatását 

megszüntette és az ATP-hez hasonlóan ugyancsak magas membránpotenciált 

eredményezett (15/B ábra). Ennek megfelelően a H2O2 termelés az ADP hatására 

csökkent, az oligomicin adást követően pedig nőtt (15/A ábra). Az ATP jelenlétében 

történt mérések eredményeihez hasonlóan az ADP és oligomicin után adott 50 µM 

(15/A ábra, b görbe), ill. 300 µM (15/A ábra, c görbe) [Ca2+] csökkentette a H2O2 

termelést. 

Magas membránpotenciállal rendelkező mitokondriumokban, adenin nukleotidok 

jelenlétében tehát a Ca2+ mindkét alkalmazott (50, ill. 300 µM) koncentrációban 

csökkentette a H2O2 termelést, egyben depolarizációt okozott (15/B,D ábra, b, c 

görbék). ADP és oligomicin jelenlétében 50 µM [Ca2+] jelentősebb depolarizációt 

okozott (15/B ábra, b görbe), mint ATP-t tartalmazó médiumban (15/D ábra, b görbe). 

300 µM [Ca2+] mindkét kísérleti kondícióban teljes és tartós depolarizációt 

eredményezett (15/B, D ábra, c görbe). 
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15. ábra 

A Ca2+ hatása a H2O2 termelésre (A, C) és a membránpotenciálra (B, D) ATP (C, 

D) vagy ADP és oligolicin (A, B) jelenlétében 

A mitokondrium (m; 0.1 mg/ml protein), a glutamát és malát (g-m; 5-5 mM) és a Ca2+ 

(0: a görbe, 50 µM: b görbe, 300 µM: c görbe) hozzáadását a nyilak jelölik. C, D) Az 

ATP (Mg2+-ATP, 4 mM)   addíció 200 s-kor;  A, B) az ADP (2mM) és az oligomicin 

(oligo; 5 µM)  hozzáadása 200, ill. 300 s-kor történt. Az FCCP-t 250 nM 
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koncentrációban alkalmaztuk. A H2O2 mérések végén a kalibrációt (kal) ismert 

mennyiségű H2O2-dal végeztük. A görbék feletti számok a H2O2 termelés sebességét 

mutatják pmol/min/mg protein mértékegységben. 

 

 

6.9. A Ca2+ hatása a H2O2 termelésre, a NAD(P)H+H+ 

autofluoreszcenciára, a membránpotenciálra és a fényszórásra 

szukcináttal energetizált mitokondriumokban  adenin nukleotid 

mentes és ADP-t tartalmazó médiumban  

Azt, hogy a légzési szubsztrátok típusa befolyásolja-e a kálcium ROS termelésre 

gyakorolt hatását, a II. légzési komplex szubsztrát szukcinát jelenlétében vizsgáltuk. 

Szukcináttal energetizált mitokondriumok esetén (16. ábra) a mitokondriumok alap 

H2O2 termelése többszöröse volt a glutamáttal és maláttal energetizált mitokondriumok 

alap ROS képzésének (1516 pmol/min/mg protein; 16. ábra, a, b, c görbe). A magas 

H2O2 termelés kapcsolt, magas membránpotenciálú mitokondriumokban a reverz 

elektrontranszportnak tulajdonítható, melynek során az elektronok a II. légzési 

komplexről az I. komplexre jutnak, ott redukálják a NAD+-ot, egyben szuperoxid aniont 

képeznek. Szukcinát szubsztrát esetén a Ca2+ már 3 µM concentrációban is jelentősen 

csökkentette a H2O2 képzést (16. ábra, a görbe), a Ca2+ ROS csökkentő hatása 10 µM 

koncentrációnál maximalizálódott (16. ábra, c görbe). 11 mérés átlaga alapján 10 µM 

Ca2+ koncentráció 86.5 ± 1.8%-os gátlást okozott. Ennél magasabb gátló hatása 100 µM 

[Ca2+] -nak sem volt (nincs ábrázolva).    

A szukcináttal energetizált mitokondriumok RET-en keresztül történő magas H2O2 

termelését az ADP jelentősen csökkentette depolarizáló hatása miatt (17/A ábra, b 

görbe). A 300 s-kor adott 10 µM kálcium az ADP hatására kialakuló alacsony ROS 

képzést nem csökkentette tovább. A szétkapcsolószer FCCP a H2O2 produkciót 

csökkentette. A mérés végén adott I. légzési komplex gátló rotenon fokozta a 

mitokondriális H2O2 képzést.  
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Az ADP mentes médiumban 10 µM [Ca2+] jelentős mértékű NAD(P)H+H+ 

fluoreszcencia szignál esést okozott (17/B ábra, a görbe), a csökkenést az  FCCP  csak 

kis mértékben fokozta. Az FCCP után adott rotenon hatására a NAD(P)H+H+ 

autofluoreszcencia nem emelkedett. 

Az ADP a NAD(P)H+H+ autofluoreszcenciát csökkentette (17/B ábra, b görbe), mivel 

depolarizáló hatása következtében megszüntette a reverz elektron transzportot. Az ADP 

után adott 10 µM kálcium nem csökkentette tovább a NAD(P)H+H+ 

autofluoreszcenciát, az FCCP a fluoreszcencia szignálban csak kis mértékű csökkenést 

okozott. A mérés végén adott rotenon a redukált piridin nukleotidok mennyiségét 

jelentősen növelte. 

 Az ADP-t tartalmazó médiumban a szukcinát hatására kiépülő membránpotenciál az 

ADP depolarizáló hatása miatt alacsonyabb (17/C ábra, b görbe), mint adenin nukleotid 

mentes médiumban (17/C ábra, a görbe). Mind ADP jelenlétében, mind anélkül 10 µM 

[Ca2+] teljes depolarizációt okozott. ADP mentes mérési médiumban az FCCP nem 

változtatott a membránpotenciálon, ADP jelenlétében a membránpotenciál 

repolarizációs tendenciát mutatott, így az FCCP a membránpotenciált ADP-t tartalmazó 

médiumban csökkentette. 

Az ADP-t nem tartalmazó mérőoldatban a kálcium jelentősen csökkentette a fényszórási 

szignált, a mPTP gátló ADP jelenlétében 10 µM [Ca2+] azonban nem befolyásolta a 660 

nm-en mért fényszórást (17/D ábra). 
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16. ábra 

A Ca2+ hatása a H2O2 képzésre szukcináttal energetizált mitokondriumokban 

adenin nukleotid mentes médiumban 

A kálciumot 3 (a görbe), 6 (b görbe) és 10 (c görbe) µM-os koncentrációban 

alkalmaztuk. A mitokondrium (m; 0.1 mg/ml), a szukcinát (szukc; 5 mM), a Ca2+ és az 

FCCP (250 nM) hozzáadását a nyilak jelölik. A mérések végén a kalibráció (kal) ismert 

mennyiségű H2O2-dal történt. A görbék fölött a számok a H2O2 képzés sebességét 

mutatják pmol/min/mg egységben. 
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17. ábra 

A Ca2+ hatása a H2O2 képzésre (A), a NADPH+H+ autofluoreszcenciára (B), a 

membránpotenciálra (C) és a fényszórásra (D) ADP jelenlétében és ADP mentes 

médiumban szukcináttal energetizált mitokondriumokban 

A paneleken az a görbe ADP mentes médiumot jelöl. A b görbe 2 mM ADP jelenlétében 

regisztrált görbe, az ADP vagy jelen volt a médiumban (C, D) vagy 200 s-kor történt az 
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ADP hozzáadás (A, B). A mitokondrium (m; 0.1 mg/ml), a szukcinát (szukc; 5 mM), a 

Ca2+ (10 µM), a rotenon (rot; 1 µM) és az FCCP (250 nM) hozzáadását az ábrákon 

nyilak jelölik. Az A panelen a görbéken lévő számok a H2O2 képzés sebességét jelölik 

pmol/min/mg protein mértékegységben. A mérések végén a kalibráció (kal) ismert 

mennyiségű H2O2-dal történt. 
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7. Diszkusszió 

 

Kísérleteinkben a kálcium hatását vizsgáltuk az izolált mitokondriumok reaktív 

oxigénszármazék képzésére. 

A mitokondriumok kálcium expozíció következtében fokozódó ROS képzése 

elsősorban  A kálcium és az oxidatív stressz szerepe a neuronális károsodásban c. 

fejezetben bemutatott glutamát excitotoxicitás folyamatában merül fel mint a 

patomechanizmus kritikus eleme. Vizsgálatainkkal azt a kérdést kívántuk 

megválaszolni, hogy a glutamát excitotoxicitás vezethet-e fokozott mitokondriális ROS 

képzéshez a megemelkedő intracelluláris kálcium koncentráció következtében. Tartós 

agyi iszkémia ugyanakkor glutamáttól függetlenül is citoszolikus [Ca2+] emelkedéssel 

jár. Másrészről a szubplazmalemmális és az endoplazmatikus retikulumhoz kapcsolt 

mitokondriumok a patofiziológiai történések mellett fokozott kálcium terhelésnek 

lehetnek kitéve fiziológiás körülmények között is, mint amilyen a plazmamembrán 

ionotróp receptorainak és feszültégfüggő kálcium csatornáinak aktivációja, a 

neurotranszmisszió, ill. a kálcium által mediált intracelluláris jelátvitel, így releváns 

annak vizsgálata, hogy különböző kálcium koncentrációk hogyan befolyásolják a 

mitokondriumok ROS képzését.   

Kísérleteinkben a mitokondriumokat érő kálcium inzultusok az alacsony mikromólos 

kálcium koncentrációtól 300 µM [Ca2+]-ig terjedtek. A mintegy 100 nM-os nyugalmi 

intracelluláris kálcium koncentráció patológiás folyamatokban a magas mikromólos 

koncentráció tartományba emelkedhet. Glutamát excitotoxicitás esetén az NMDA 

receptorok tartós stimulálása először alacsony µM-os citoszolikus [Ca2+] emelkedést 

okoz az NMDA receptoron keresztül történő Ca2+ beáramlás következtében, majd a 

nyugalmi [Ca2+] visszaállása után, variábilis látencia periódus elteltével a 

citoplazmatikus [Ca2+] akár 30 µM-ra emelkedik tartósan (Chinopoulos et al, 2004; 

Kiedrowski, 2007; Randall & Thayer, 1992). Intracelluláris kálcium mikrodoménekben 

a [Ca2+] ennél lényegesen magasabbra is emelkedhet: a feszültségfüggő Ca2+ csatornák 

közelében, ill. az axonterminálisban akár 100-300 µM-ra (Llinas et al, 1992; Neher, 
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1998; Rizzuto & Pozzan, 2006); a szarkoplazmatikus retikulumhoz vagy az 

endoplazmatikus retikulumhoz asszociálódó mitokondriumok ugyancsak 100 µM nál 

magasabb [Ca2+] –nak lehetnek kitéve, amennyiben a rianodin receptor, ill. az inozitol-

trifoszfát (IP3) receptor a két organellum összefekvő felületénél helyezkedik el (Csordas 

& Hajnoczky, 2009). 

A jelen diszertációban bemutatott munka alapján összefoglalóan azt lehet megállapítani, 

hogy nem azonosítható olyan mitokondriális target, ill. mechanizmus, ami univerzálisan 

meghatározná a kálcium hatását a mitokondriális ROS termelésre. A kálciumnak van 

hatása a mitokondriumok ROS termelésére, azonban az eltérő kísérleti kondíciók: az 

alkalmazott légzési szubsztrátok típusa, az adenin nukleotidok és légzési komplexgátlók 

jelenléte nagyban befolyásolják az izolált mitokondriumok ROS képzését, egyben a 

kálcium ROS termelésre gyakorolt hatását is. Munkánkban bemutatjuk, hogy a kálcium 

hatása a mitokondriális ROS termelésre i) a mitokondriális membránpotenciál 

megváltoztatásán, ii) a II. légzési komplex szubsztrát ROS képző mechanizmusának, a 

reverz elektron transzportnak a modulálásán, iii) a NADH+H+/ NAD+ arány 

befolyásolásán, iv) illetve a mPTP indukcióján keresztül valósul meg. Így a kálcium 

hatása a mitokondriumokra több változótól függ: a mitokondrium metabolikus 

állapotától, a kálcium inzultus nagyságától és a rendelkezésre álló légzési szubsztrátok 

típusától. A fenti mechanizmusok tisztázásával munkánk segíti az e téren ellentmondó 

szakirodalmi adatokban való eligazodást is. 

 

7.1. A kálcium ROS termelésre gyakorolt hatásának 

membránpotenciál-függése 

A mitokondriális membránpotenciál értékét adenin nukleotidokkal befolyásoltuk. A 

mitokondrium ADP jelenlétében alacsony; ATP, ill. ADP és oligomicin együttes 

jelenlétében magas memránpotenciált generál. A mitokondriális ROS termelés 

membránpotenciál-függő: I. légzési komplex szubsztrátokkal energetizált 

mitokondriumokban a ROS képzés szélesebb tartományban érzékeny a 

membránpotenciál változásra, mint II. komplex szubsztrátok alkalmazásával: 

glutamáttal és maláttal a membránpotenciál 20% -os csökkenése (180-150 mV-ra, ami 
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megfelel az ADP által okozott depolarizációnak)  60%-kal   (Starkov & Fiskum, 2003), 

szukcináttal a membránpotenciál  10 %-os csökkenése (180-170 mV-ra) 90%-kal 

csökkenti a mitokondriális H2O2 termelést (Korshunov et al, 1997). 

Az ADP mintegy 20%-kal (Starkov & Fiskum, 2003) depolarizálja a mitokondriális 

belső membránt az F0F1 ATP-ázon keresztül történő H+ visszaáramlás miatt. ADP-t 

tartalmazó médiumban az ADP depolarizáló hatása miatt a mitokondriális ROS 

termelés alacsonyabb, mint magas membránpotenciál esetén. Kísérleteinkben 

glutamáttal és maláttal energetizált mitokondriumokban, ADP jelenlétében 50 µM 

[Ca2+]  80%-kal növelte a  mitokondriális H2O2 termelést (11/A, B ábra). A kálcium a 

ROS termelést a Ca2+ addíció után mintegy 100-150 s-mal kezdte emelni. A 

mitokondriumok az 50 µM [Ca2+]-t  kb. 100 s alatt vették fel (14/A ábra). A kálcium ez 

alatt a 100 s alatt depolarizálta a mitokondriális belső membránt (13/A, B ábra), ezt 

követően pedig  a  membránpotenciál hiperpolarizációját okozta: az ADP hatására 

kialakuló alacsonyabb membránpotenciál értéknél magasabb membránpotenciált 

generált (13/A, B ábra), azaz olyan értéktartományba emelte a ΔΨm-t, ami már 

befolyásolja a H2O2 termelés sebességét. 

A belső membrán hiperpolarizációjának okát munkánkban nem vizsgáltuk. A magasabb 

membránpotenciál kialakításért felelős lehet a kálcium által stimulált mátrix 

dehidrogenázok, elsősorban az α-KGDH fokozott NADH+H+ termelése; a kálcium a 

NAD(P)H+H+ autofluoreszcenciáját növelte (12. ábra, b görbe). 50 µM [Ca2+], ami 500 

nmol/mg [Ca2+]-val ekvivalens, a mátrixban mintegy 2 µM szabad [Ca2+]-nak felel meg 

a 10 nmol/mg [Ca2+] terhelés felett a mátrixban kialakuló kálcium-foszfát precipitátum 

pufferelő hatása következtében (Chalmers & Nicholls, 2003). Ez a szabad [Ca2+] 

tartomány megfelel annak a [Ca2+] tartománynak, amelyben a mátrix dehidrogenázok 

aktiválódnak (Denton et al, 1972; Denton et al, 1978; McCormack & Denton, 1979). A 

kálcium az α-KGDH-t aktiváló koncentráció tartományban az enzim forward 

üzemmódban észlelhető, alacsony ROS képzését is fokozza (Tretter & Adam-Vizi, 

2004), így a kálcium hatására bekövetkező fokozott mitokondriális ROS képzés a 

kálcium ezen hatásával is magyarázható. A kálcium serkentheti a malát-aszpartát inga 

működését is (Pardo et al, 2006), ami a glutamát és malát fokozott importjához és 

citrátköri oxidációjához vezet, ugyancsak növelve a NADH+H+ mennyiségét. A 
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kálcium hatására kialakult hiperpolarizációt a kálcium esetleges F0F1 ATP-ázt (De 

Gomez-Puyou et al, 1980), ill. ANT-t (Gomez-Puyou et al, 1979) gátló hatása is 

okozhatta. 

Az ADP a mPTP hatékony inhibítora, így ADP jelenlétében 50 µM [Ca2+] 

kísérleteinkben nem indukált mPTP nyílást: 50 µM kálcium nem okozott esést a 

NAD(P)H+H+ autofluoreszcenciában (12. ábra, b görbe), nem eredményezett tartós 

depolarizációt (13/A, B ábra, b görbe), nem okozott kálcium indukálta kálcium 

felszabadulást (14/A ábra) és a mitokondriumok fényszórását növelte (13/C ábra, b 

görbe). A fényszórási szignál emelkedése kálcium hatására nem specifikus jel, 

feltehetőleg a mátrixban képződő kálcium-foszfát precipitátum okozza (Chalmers & 

Nicholls, 2003). 

Ugyanilyen körülmények között magasabb, 300 µM [Ca2+] tarósan depolarizálta a 

mitokondrium belső membránját (13/A, B ábra, c görbe), ez a kálcium koncentráció 

hiperpolarizációt nem okozott. Az ADP által okozott depolarizációnál alacsonyabb 

membránpotenciál nincs hatással a mitokondrium ROS termelésére, így 300 µM [Ca2+] 

nem változtatta meg a H2O2 termelés sebességét (11/B ábra). 

A kálcium 300 µM koncentrációban mPTP nyílást indukált. A ROS detektálás ideje 

alatt (7 perc) a kálcium feltehetően a mitokondriumoknak csak egy szubpopulációjában 

okozott mPTP-t. Ezt az aszinkron mPTP nyílást  a kálcium adást követő tranziens esés 

jelzi a fényszórási szignálban (13/C ábra, c görbe), ami nagyon hasonló a NAD(P)H+H+ 

autofluoreszcenciában látható jelenséghez: kálcium hatására a NAD(P)H+H+ 

autofluoreszcencia csökken, majd lassan visszaáll a kiindulási szintre (12. ábra, c 

görbe). A teljes mitokondrium populációt érintő mPTP nyílás a H2O2 mérési 

intervallumon kívül, a kálcium hozzáadása után mintegy 10-12 perccel következett be. 

A szinkron mPTP nyílást a Rhod-5N fluoreszcenciával detektált kálcium indukálta 

kálcium felszabadulás jelezte (14/B ábra). 

A két alkalmazott kálcium koncentráció ROS termelésre gyakorolt hatásának 

membránpotenciál-függését a magas membránpotenciállal rendelkező 

mitokondriumokon végzett kísérletek is szemléltetik. ATP jelenlétében a 

mitokondriumok magas membránpotenciált generálnak foszforiláció híján, ill. az F0F1 
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ATP-áz reverz működése, azaz az ATP hidrolízishez kötött H+ kipumpálás az F0 

alegységen keresztül szintén hozzájárulhat a magas membránpotenciál kialakításához. 

Az ATP membránpotenciálra gyakorolt hatását az ATP-ben jelen lévő szennyező ADP 

átmenetileg magváltoztatta (15/D ábra, a,b,c görbe). A szennyező ADP depolarizáló 

hatása folytán ATP adást követően átmenetileg a ROS képzés is csökkent (15/C ábra, 

a,b,c görbe). ADP és oligomicin együttes jelenlétében szintén magas membránpotenciál 

mérhető: az ADP az oligomicin hatása következtében nem depolarizálja a belső 

membránt, ugyanis a gátlószer megakadályozza az ATP-ázon keresztül történő H+ 

influxot (15/B ábra, a,b,c görbe). A membránpotenciál változás ADP és oligomicin 

hatására a ROS termelés sebességében is leképeződik: az ADP hatására csökkenő H2O2 

képzés oligomicin adást követően felgyorsul (15/A ábra, a,b,c görbe). 

50 és 300 µM [Ca2+] mindkét kísérleti kondícióban csökkentette a membránpotenciált 

(15/B ábra, b,c görbe, 15/D ábra, b,c görbe), ez a mitokondriális H2O2 termelés 

sebességének csökkenését okozta (15/A ábra, b,c görbe, 15/C ábra, b,c görbe). 300 µM 

[Ca2+] mind ATP, mind ADP+oligomicin jelenlétében teljes és tartós depolarizációt 

okozott. 50 µM [Ca2+]  ATP-t tartalmazó médiumban kisebb mértékben depolarizálta a 

belső membránt (15/D ábra, b görbe), mint ADP és oligomicin jelenlétében (15/B ábra, 

b görbe) egyben a membránpotenciál gyorsabban repolarizálódott a kiindulási értékre. 

Ez a jelenség azzal magyarázható, hogy ATP-t tartalmazó médiumban a 

membránpotenciál restitúciójához feltehetőleg az ATP-áz reverz működése is 

hozzájárult.   

ATP, ill. ADP+oligomicin jelenlétében a két kálcium koncentráció nem okozott mPTP 

nyílást a safranine O fluoreszcencia (50 µM [Ca2+]), ill. fényszórási jel (50, 300 µM 

[Ca2+]) alapján (nincs bemutatva). 

Összefoglalva: glutamáttal és maláttal energetizált mitokondriumokban, alacsony 

membránpotenciál esetén 50 µM [Ca2+] fokozta a ROS képzést, ez azzal magyarázható, 

hogy ez a kálcium koncentráció hiperpolarizálta a mitokondriumokat, ennek 

következtében a membránpotenciál abba a tartományba került, ahol a ROS képzés 

ΔΨm-függő. A fokozott ROS képzéshez ilyen körülmények között a kálcium hatására 

megnövekedett redukált piridin nukleotid szint, illetve az α-KGDH enzim kálcium által 

stimulált fokozott ROS képzése is hozzájárulhat.  300 µM [Ca2+] ezzel szemben 
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kizárólag depolarizáló hatású, olyan tartományba csökkentette a mitokondriális 

membránpotenciált, ahol a H2O2 képzés sebessége már nem függ a membránpotenciál 

értékétől, ez a kálcium koncentráció ennek megfelelően nem befolyásolta a 

mitokondrium ROS képzését. Magas membránpotenciál esetén a kálcium mind 

alacsony, mind magas koncentrációban lassította a mitokondriális ROS képzés 

sebességét a membránpotenciál csökkentése következtében.  

Kísérleteinkben a kálcium  az ADP jelenlétében mérhető alacsony alap ROS termelést  

kevesebb, mint kétszeresére fokozta (11/B ábra), a ROS termelés sebességének 

növekedése  messze elmarad a mitokondrium magas ROS termelő kapacitásától  (11/A 

ábra, c görbe – rotenon jelenlétében mérhető ROS termelés). Így izolált mitokondrium 

kísérleti modellen eredményeink nem támasztják alá azt a hipotézist, hogy patológiás 

körülmények között, glutamát excitotoxicitás során a magas kálcium koncentrációnak 

kitett mitokondriumok jelentős mértékben hozzájárulnának a fokozott celluláris ROS 

képzéshez.     

 

7.2. A légzési szubsztrátok befolyása a kálcium ROS termelésre 

gyakorolt hatására  

A szukcináttal energetizált mitokondriumok ROS képzése és a kálcium ROS képzésre 

gyakorolt hatása szukcinát jelenlétében külön fejezetben tárgyalandó a II. légzési 

komplex szubsztrátok speciális ROS képzési mechanizmusa folytán. 

Izolált mitokondriumokban, magas membránpotenciál esetén a szukcinát légzési 

szubsztrát képes a legnagyobb mennyiségű H2O2-t generálni, szukcináttal energetizált 

mitokondriumokban a ROS képzés sebessége meghaladja a NADH+H+-t generáló 

szubsztrátok komplexgátlók jelenlétében mért H2O2 képzését is (Votyakova & 

Reynolds, 2001). Szukcináttal energetizált mitokondriumokban magas ΔΨm esetén a 

ROS képzés az I. komplexen történik: a II. légzési komplexről az elektronok egy 

hányada az I. légzési komplexre áramlik, redukálja a NAD+-ot és az I. komplexen 

szuperoxid aniont képez. Az elektronoknak ez a fordított irányú áramlása a reverz 

elektron transzport (Hinkle et al, 1967). A termodinamikailag kedvezőtlen irányú 
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elektron transzporthoz a magas membránpotenciál szolgáltatja az energiát, így RET 

csak magas membránpotenciál értékeknél lehetséges. A reverz elektron transzport ennek 

megfelelően erősen membránpotenciál függő, magas membránpotenciállal rendelkező 

mitokondriumokban a ΔΨm 10%-os csökkenése (190-180 mV-ra) a H2O2 termelést 

90%-kal csökkenti (Korshunov et al, 1997). A szukcinát magas ROS képzése a 

szukcinát koncentrációjától is függ. A szukcinát szöveti koncentrációja a tized mM-os 

koncentráció tartományban van (Lewandowski et al, 1996; Williamson & Corkey, 

1979), ez az érték azonban kb. a tizedrésze annak a szukcinát koncentrációnak, ami 

izolált mitokondriumokban magas H2O2 képzésre képes (Hansford et al, 1997). A 

szukcinát szöveti koncentrációja ugyanakkor iszkémia és reperfúzió esetén a mM-os 

koncentráció tartományba emelkedhet (Benzi et al, 1979; Folbergrova et al, 1974), ami 

azt mutatja, hogy a szukcinát iszkémia-reperfúzió esetén számottevően hozzájárulhat a 

légzési lánc működtetéséhez.  Így a szukcinát mint légzési szubsztrát alkalmazása a 

mitokondriális ROS termelés vizsgálatakor patológiai relevanciával bírhat.  

A reverz elektron transzport nagy mértékű membránpotenciál függése miatt a  kálcium a 

depolarizáció következtében gátolja a RET-t és a reverz elektrontranszporttal 

összefüggő magas ROS képzést is (16. ábra, a,b görbe). A kálcium a RET 

felfüggesztése következtében egyben leállítja a NAD+ I. komplexen történő redukcióját, 

a csökkent redukált piridin nukleotid szint ugyancsak hozzájárulhat a csökkent 

mitokondriális ROS termeléshez.  

Iszkémia-reperfúzió esetén a magas szöveti szukcinát koncentráció ugyan lehetővé teszi 

a mitokondriumok nagy mértékű ROS képzését, azonban az ilyen körülmények között 

fennálló energiahiány, a jelen lévő depolarizáló hatású ADP feltehetőleg a RET-on 

keresztüli magas ROS képzés limitáló tényezője. 

Kísérleteinkben az ADP depolarizáló hatását méréseinkben a safranin fluoreszcenciája 

mutatja: ADP jelenlétében a fluoreszcencia szignál magasabb, mint az ADP-t nem 

tartalmazó mérőpufferben (17/C ábra, b versus a görbe). Méréseinkben ADP hatására a 

szukcináttal energetizált mitokondriumok H2O2 képzése csökkent (17/A ábra, b görbe). 

Ez egyrészt a depolarizációnak és a következményes RET megszűnésnek köszönhető, 

másrészt annak, hogy a gátolt RET leállította az I. komplexen a NAD+ redukcióját is 

(17/B ábra, b görbe), így az alacsony redukált piridin nukleotid szint ugyancsak 
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csökkent ROS képzéshez vezethet. ADP jelenlétében 10 µM [Ca2+] bár depolarizációt 

okozott (17/C ábra, b görbe), de nem befolyásolta a csökkent ROS termelést, az ADP 

jelenlétében mért membránpotenciál érték alatt a szukcináttal generált H2O2 termelés 

sebessége már nem membránpotenciál-függő. A kálcium ADP adás után nem volt 

hatással a NAD(P)H+H+ autofluoreszcenciára sem (17/B ábra, b görbe). ADP 

jelenlétében a szukcináttal energetizált mitokondriumok termelnek NADH+H+-t is, az 

ADP miatt felgyorsult citrátköri metabolizmus következtében, a malát-dehidrogenáz 

által katalizált reakcióban. ADP-t tartalmazó médiumban a szukcinát jelenlétében 

képződő NADH+H+-t egyébként a rotenon hatására megnövekvő NAD(P)H+H+ 

autofluoreszcencia is jelzi (17/B ábra, b görbe), a rotenon  ADP jelenlétében (17/A ábra, 

b görbe) a ROS képzést is felgyorsítja a megemelkedett NADH+H+/ NAD+ arány miatt. 

A kálcium azonban a malát-dehidrogenáz aktivitását az egyéb mátrix 

dehidrogenázokkal ellentétben (PDH, ICDH, α-KGDH) nem befolyásolja (Denton et al, 

1972; Denton et al, 1978; McCormack & Denton, 1979), így nem növeli a 

NAD(P)H+H+ autofluoreszcenciát sem (17/B ábra, b görbe). 

ADP-t tartalmazó mérőpufferben 10 µM [Ca2+] nem okozott mPTP nyílást: kálcium 

hatására nem csökkent a fényszórási szignál (17/D ábra, b görbe), a kálcium által 

okozott depolarizáció repolarizációs tendenciát mutatott (17/C ábra, b görbe), valamint 

ADP jelenlétében a rotenon képes volt növelni a NAD(P)H+H+ autofluoreszcenciát 

(17/B ábra, b görbe). 

Összefoglalva: szukcináttal energetizált mitokondriumok RET-on keresztüli magas 

ROS képzését a kálcium depolarizáló hatása következtében csökkentette. Foszforiláló 

üzemmódban a kálcium a mitokondriumok ROS termelését nem változtatta meg, mivel 

olyan tartományba süllyesztette a ΔΨm-t, ami már nem befolyásolja a mitokondrium 

ROS képzését, a kálcium emellett a NADH+H+/ NAD+ arányra sem volt hatással. 

Szukcinát légzési szubsztrát esetén, ha nincs mPTP nyílás, a kálcium ROS termelést 

befolyásoló hatása végső soron ugyancsak a kálcium ΔΨm-ra gyakorolt hatásán 

keresztül valósul meg. 
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7.3. A kálcium hatása a ROS képzésre mPTP nyílás esetén 

A mPTP nyílás redox függése ismert tulajdonsága a mitokondriális permeabilitási 

tranzíciós pórusnak (Szabo & Zoratti, 1993): az oxidatív stressz elősegíti a kálcium 

terhelés hatására kialakuló belső membrán permeabilizációt (Crompton et al, 1987). A 

mPTP nyílását két redox szenzitív tényező befolyásolja: a NAD(P)H+H+/ NAD(P)+ 

arány, ill. kritikus ditiol csoportok oxidációs állapota. A mitokondriális redox 

homeosztázis oxidatív irányba történő eltolódása a mPTP kialakulásának kedvez 

(Costantini et al, 1996). A kálcium indukálta mPTP nyílás mitokondriális ROS 

termelésre gyakorolt hatása azonban jelenleg nem tisztázott. 

Kísérleteinkben a kálcium a ROS detektálási intervallumban adenin nukleotid mentes 

médiumban indukált nagy amplitúdójú mPTP nyílást.  

A glutamáttal és maláttal energetizált mitokondriumokban a mPTP nyílását 

kísérleteinkben legnagyobb valószínűséggel a kalcein fluoreszcens festék 

fluoreszcenciájának csökkenése jelezte (9/C ábra, a görbe). A kalcein fluoreszcenciája 

CoCl2-dal történő érintkezés hatására csökken, ami akkor következik be, ha az 

intramitokondriális kalcein membránpermeabilizálódás következtében a CoCl2-t 

tartalmazó mérési médiumba diffundál. A mPTP nyílásra utal ezen kívül a kálcium 

piridin nukleotidokra gyakorolt hatása is. 10 µM [Ca2+] hirtelen esést okozott a redukált 

piridin nukleotidok szintjében, a NAD(P)H+H+ autofluoreszcenciáját a rotenon nem 

tudta megemelni (8/A ábra). A rotenon hatásának elmaradása a mitokondriumból 

kiáramló oxidált és redukált piridin nukleotidok mPTP-on keresztül történő 

kiáramlásának következménye. A mitokondriális NAD++ NADH+H+ mennyiségének 

abszolút meghatározása kálcium hatására és kálcium inzultus nélkül ugyancsak a mPTP 

nyílás eredményeképpen kialakuló piridin nukleotid vesztést igazolja (8/B ábra). 

Mindezek mellett 10 µM [Ca2+] jelentősen depolarizálta a mitokondrium belső 

membránját és a mitokondriumok duzzadását okozta (9/A, B ábra). A transzmissziós 

elektron mikroszkópos felvételen a mitokondriumok morfológiája ugyancsak mPTP 

nyílásra utal kálcium inzultust követően (10/B ábra).  

Mitokondriális permeabilitási tranzíciós pórus nyílás esetén 10 µM [Ca2+] mintegy 20 

%-kal csökkentette a glutamáttal és maláttal lélegeztetett mitokondriumok ROS 
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termelését (7. ábra, b görbe). A kálcium H2O2 termelést csökkentő hatása egyfelől a 

kálcium indukálta mPTP nyílás belső membránt depolarizáló hatásának, másfelől a 

mPTP nyílás miatt bekövetkező mitokondriális piridin nukleotid vesztésnek 

tulajdonítható.  

Kísérleteinkben 10 µM [Ca2+] a szukcináttal energetizált mitokondriumokban is nagy 

valószínűséggel mPTP-t indukált adenin nukleotid mentes médiumban: csökkentette a 

fényszórási szignált (17/D ábra, a görbe) és tartós depolarizációt okozott (17/C ábra, a 

görbe). Permeabilitási tranzíciós pórus nyílás esetén a mintegy 85%-kal csökkenő ROS 

képzés (16. ábra, c görbe) a mPTP-t kísérő depolarizáció RET-ot felfüggesztő 

hatásának, ill. mPTP-on keresztüli mitokondriális piridin nukleotid vesztésnek 

tulajdonítható. 

Az irodalmi adatok a mPTP nyílás ROS termelést serkentő hatására vonatkozólag nem 

egybehangzóak. (Kowaltowski et al, 1996) kísérleteiben a kálcium hatására létrejövő 

mPTP inorganikus foszfát vagy szétkapcsolószer jelenlétében mitokondriális ROS 

termelés fokozódáshoz vezetett.  Emellett a kálcium indukálta mPTP kialakulását ROS 

detoxifikáló enzimek gátolták (Kowaltowski et al, 1998; Maciel et al, 2001), ami 

ugyancsak a ROS mPTP nyílás folyamatában betöltött szerepét támasztja alá. 

(Votyakova & Reynolds, 2005) kísérleteiben az I. komplex parciális gátlásakor a 

kálcium nagyobb mennyiségű H2O2 termelést okoz, mint abban az esetben, ha 

ugyanilyen kísérleti körülmények között a mPTP nyílás gátolt. Fokozott mitokondriális 

ROS termelésről számol be kálcium által triggerelt mPTP nyílás esetén (Hansson et al, 

2008; Kanno et al, 2004) és (Petrosillo et al, 2004). (Kowaltowski et al, 1996) 

eredményeivel szemben (Scorrano et al, 1997) kísérleteiben a kálcium és FCCP 

együttes hatására kialakuló mPTP anaerob körülmények között is létrejön. (Chalmers & 

Nicholls, 2003) kísérletei szerint a kálcium indukálta mPTP nyílás alacsonyabb ROS 

képzéssel jár a kontrollhoz képest. (Panov et al, 2007) eredményei alapján a kálcium 

hatására kialakuló mPTP nyílás glutamát és malát szubsztrát esetén nem befolyásolja, 

szukcinát szubsztráttal csökkenti a mitokondriális ROS termelés sebességét. Spontán 

tranziens mPTP nyílást, és ezzel egyidejű fokozott mitokondriális ROS képzést 

detektáltak (Wang et al, 2008) intramitokondriálisan expresszált, szuperoxid anionra 

szenzitív fluoreszcens protein segítségével. Ezzel a módszerrel az egyes 
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mitokondriumok szuperoxid képző aktivitása dinamikusan vizsgálható élő sejtben. 

Szívizomsejtek és hippokampális neuronok mitokondriumainak szuperoxid képzése a 

mitokondriumok TMRM-rel vizsgált depolarizációjával és a mitokondriumokban 

akkumulálódott rhodamin-származék mitokondriumból való részleges kiáramlásával járt 

együtt, ami azt bizonyítja, hogy a mPTP nyílás és a mitokondriális szuperoxid képzés 

egy időben zajlik. A szuperoxid anion termelést jelző fluoreszcens szignált a mPTP-t 

gátló bongkregát és a ciklosoprin A gátolta (Wang et al, 2008).  

A mPTP nyílás hatására kialakuló fokozott mitokondriális ROS képzéshez többféle 

mechanizmus is hozzájárulhat. A mPTP-n keresztül történő glutation és NADPH+H+ 

kiáramlás a végső soron ezektől a redukáló ágensektől függő mitokondriális ROS 

elimináló mechanizmusok működését megakadályozza. A piridin nukleotidok 

kiáramlása a mitokondriális mátrixból  elektron donor híján egyfelől gátolja a 

respirációs láncban történő szuperoxid képzést, ugyanakkor a Szent-Györgyi-Krebs-

ciklusban fokozódhat a ROS termelés: izolált enzimen végzett kísérletek azt mutatják, 

hogy az α-KGDH enzim NAD+ hiányában H2O2-t termel (Tretter & Adam-Vizi, 2004). 

Mindezek mellett a mPTP nyílásakor felszabaduló citokróm c a légzési lánc gátlását 

okozhatja, ami  ugyancsak fokozott ROS képzéshez vezethet (Kantrow & Piantadosi, 

1997; Petrosillo et al, 2004). Mindazonáltal saját eredményeink nem támasztják alá azt, 

hogy a mPTP nyílás fokozott mitokondriális ROS képzéssel járna.  

 

7.4. A módszer kritikája 

A mitokondriális és a celluláris ROS képzés mérésére használt fluoreszcens festékek 

kompetálnak a reaktív oxigénszármazékokért a mitokondriális és a citoszolikus ROS 

elimináló enzimekkel. Kísérleteinkben a H2O2-ra specifikus Amplex Red fluorofórt 

használtuk a H2O2 extramitokondriális detektálására. A torma peroxidáz jelenlétében 

akár 2 pmolnyi H2O2-t is érzékelő (Mohanty et al, 1997) Amplex Rednek feltehetően 

nagyobb az affinitása a H2O2-hoz, mint a mitokondriális H2O2-t elimináló enzimeknek, 

a glutation-peroxidáznak, és a peroxiredoxinnak. Az Amplex Red + HRP mérési 

módszer ezen tulajdonságát az a kísérlet mutatja (18. ábra), melyben a mitokondriális 

H2O2 termelés detektálása során az Amplex Redet és a  HRP-t a mérés különböző 
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időpontjaiban pipettázzuk a küvettába. A glutamáttal és maláttal energetizált 

mitokondriumok H2O2 termelése rotenon hatására nagy mértékben fokozódik (18. ábra, 

a görbe). A mitokondriumok azonban ilyen nagy sebességű ROS termelésnél sem 

akkumulálnak H2O2-t, az Amplex Red és a HRP rotenont követő hozzáadásakor (18. 

ábra, b görbe) a rezorufin fluoreszcenciája nem mutat függőleges emelkedést. Ez azt 

jelenti, hogy az Amplex Red+ HRP mintegy kivonja a mitokondriumokból a termelődő 

H2O2-t, a mitokondriális H2O2-t elimináló enzimek ROS mérés közben nem tudják 

kifejteni hatásukat, kísérleteinkben tehát nem a mitokondriumokból emittált, hanem a 

képződő ROS mennyiségét mértük. 
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18. ábra  

A mitokondriális H2O2 elimináció 

Adenin nukleotid mentes mérőpufferben mértük a mitokondriális H2O2 termelést, az 

Amplex Red és a tormaperoxidáz (A+ HRP) hozzáadása 0 s-kor: a görbe, ill. 500 s-kor: 

b görbe történt. A mitokondrium (m; 0.1 mg/ml), a glutamát és malát (g-m; 5-5 mM), a 

rotenon (rot; 1 µM) hozzáadását az ábrán nyilak jelölik. A görbék feletti számok a H2O2 

termelés sebességét mutatják pmol/min/mg egységben. 
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8. Következtetések 

 

Eredményeink alapján megállapítható, hogy nem létezik olyan mitokondriális target, ill. 

mechanizmus, ami univerzálisan meghatározná a kálcium hatását a mitokondriális ROS 

termelésre. Ehelyett a kálcium indirekt módon: i) a mitokondriális membránpotenciál 

megváltoztatásán, ii) a mitokondriális NADH+H+/ NAD+ arány befolyásolásán, ill. iii) a 

mPTP nyílás indukcióján keresztül modulálja a mitokondriumok ROS képzését. 

Így a kálcium mitokondriális ROS képzésre gyakorolt hatása a mitokondrium 

metabolikus állapotától, a rendelkezésre álló légzési szubsztrátok típusától, ill. a 

kálcium inzultus nagyságától függ. 

Izolált mitokondrium kísérleti modellen kapott eredményeink nem támasztják alá azt az 

általánosan elfogadott hipotézist, mely szerint a patológiás körülmények között kálcium 

terhelésnek kitett mitokondriumok ROS termelése jelentősen fokozódik. 
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9. Összefoglalás 

 

Kísérleteinkban a kálcium hatását vizsgáltuk tengerimalacból származó, izolált agyi 

mitokondriumok reaktív oxigénszármazék (ROS) képzésére. A mitokondriumok H2O2 

termelését Amplex Red fluoreszcens festékkel mértük. A H2O2 termelés detektálásával 

párhuzamosan NAD(P)H+H+ autofluoreszcenciát mértünk, a NAD++ NADH+H+ 

mennyiségét fotometriás módszerrel határoztuk meg. A mitokondriális permeabilitási 

tranzíciós pórus nyílást fényszórással, Safranine O fluorofórral, kalcein 

fluoreszcenciával, mitokondriális kálcium felvétel méréssel, valamint transzmissziós 

elektron mikroszkóppal vizsgáltuk. Munkánk során meghatároztuk, hogy a kálcium 

ROS termelésre gyakorolt hatása sok változótól függ: a kálcium inzultus nagyságától, a 

rendelkezésre álló légzési szubsztrátok típusától, az adenin nukleotidok jelenlététől, ill. 

a kálcium által indukált mitokondriális permeabilitási pórus (mPTP) nyílástól. 1.) A 

kálcium membránpotenciál (ΔΨm) függő módon modulálja a mitokondriumok ROS 

termelését: i) alacsony energetikai állapotban, azaz alacsony mitokondriális 

membránpotenciál esetén a kálcium abban a koncentráció tartományban, melyben az 

átmeneti depolarizációt követően hiperpolarizálja a mitokondriumokat, növeli a 

glutamáttal és maláttal energetizált mitokondriumok H2O2 termelését. Ilyen 

körülmények között a ROS termelés fokozódásához a kálcium hatására megemelkedő  

NADH+H+/ NAD+ arány is hozzájárulhat. Foszforiláló üzemmódban a kálcium hatása a 

mitokondriumot érő kálcium expozíció nagyságától is függ: extrém magas [Ca2+] 

tartósan depolarizálja a belső membránt, ezzel olyan tartományba süllyeszti a ΔΨm-t, 

ahol a ROS képzés már nem függ a ΔΨm-tól.  ii) Magas energetikai állapotban, magas 

ΔΨm esetén a kálcium depolarizáló hatása következtében csökkenti a H2O2 termelést. 

iii) Szukcinát légzési szubsztrát jelenlétében a kálcium ugyancsak depolarizáló hatása 

következtében megszünteti az erősen ΔΨm függő reverz elektron transzportot (RET), 

egyben a RET-tal együtt járó magas mitokondriális ROS képzést. iv) ADP-vel 

létrehozott alacsony membránpotenciál esetén a kálcium nem befolyásolja a 

szukcináttal energetizált mitokondriumok ROS képzését, ugyanis az ADP hatására 

kialakuló alacsony ΔΨm alatt a kálcium okozta további depolarizáció már nincs hatással 
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a H2O2 képzés sebességére. 2.) Amennyiben a kálcium adenin nukleotidok hiányában 

mPTP nyílást indukál, mind I. mind II. légzési komplex szubsztrátok jelenlétében 

csökkenti a mitokondriális ROS képzést. Eredményeink alapján nem igazolható a 

tudományos közvélekedés, mely szerint a patológiás körülmények között kálciumot 

akkumuláló mitokondriumok ROS képzése jelentősen fokozódik. Munkánkkal inkább 

arra kívánjuk felhívni a figyelmet, hogy a kálcium ROS termelésre gyakorolt hatása 

alapvetően a mitokondrium metabolikus állapotától és a kálcium terhelés nagyságától 

függ. 
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10. Summary 

 

In our experiments we examined the effect of calcium on reactive oxygen species 

(ROS) generation of isolated guinea pig brain mitochondria. We measured 

mitochondrial H2O2 production with Amplex Red fluorescent dye. In parallel with ROS 

measurement NAD(P)H+H+ autofluorescence and the concentration of NAD++ 

NADH+H+ were also monitored. We examined the opening of the mitochondrial 

permeability transition pore (mPTP) with light scattering, Safranine O and calcein 

fluorescence, mitochondrial calcium uptake measurements and transmission electron 

microscopy. It was determined in this work that the effect of calcium on ROS 

production depends on many factors, namely: the concentration of calcium, the type of 

respiratory substrates, the presence of adenine nucletides and the opening of the 

mitochondrial permeability transition pore. 1) Calcium modulates mitochondrial ROS 

production in a membrane potential (ΔΨm) -dependent manner: i) in low energy state, 

at low ΔΨm, ROS generation in mitochondria respiring on glutamate and malate is 

elevated by calcium, if [Ca2+] is in the range where it causes hyperpolarization of the 

inner membrane after transient depolarization. In this case the calcium induced 

increased NADH+H+/ NAD+ ratio can also contribute to the elevated ROS production. 

In phosphorylating mode the effect of calcium depends also on the magnitude of 

calcium exposition: extreme high [Ca2+] causes sustained depolarization of the inner 

membrane and reduces the ΔΨm into a range where mitochondrial ROS production no 

longer depends on ΔΨm. ii) At high energy state, at high ΔΨm, calcium reduces ROS 

production due to its depolarizing effect. iii) In the presence of succinate as respiratory 

substrate calcium also causes depolarization, therefore it inhibits the highly ΔΨm-

dependent reverse electron transport (RET) and the high ROS production by RET. iv) In 

the presence of ADP, at low ΔΨm, calcium does not influence ROS production of 

mitochondria respiring on succinate, since under the low ΔΨm caused by ADP, the 

calcium induced further depolarization does not influence the velocity of mitochondrial 

H2O2 production. 2) If calcium induces mPTP opening in the absence of adenine 

nucleotides, calcium reduces ROS production also in the presence of complex I and 
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complex II respiratory substrates. Our results do not support the generally accepted 

hypothesis that ROS generation by calcium-accumulating mitochondria is elevated 

under pathological circumstances. Instead we emphasize that the effect of calcium on 

mitochondrial ROS generation depends on the energetic state of mitochondria and on 

the extent of the calcium insult. 
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