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1. Bevezetés

A diabetes prevalencidja vilagszerte emelkedik, mig gyakorisaga
1980-ban 4,7% volt a 18 év feletti populacioban, 2014-re 8,5%-ra
emelkedett a prevalencia a felndttek kozott. A cukorbetegséggel
kapcsolatos kiadasok jelenleg a teljes egészségiigyi koltségvetésnek a
10%-at teszik ki, de a kovetkezo 25 évben 70%-0s emelkedésre lehet
szamitani, ami jelentds tarsadalmi és gazdasagi terhet jelent majd. A
koltségekért elsdsorban a cukorbetegség szovodményei tehetdk
feleldssé. Diabetesben a keringési betegségek kialakuldsaban a
hyperglycemia altal indukéalt endothelsejt karosodas jatszik
meghataroz6 szerepet, és az endothel sériilésért legféképp a gliikkoz
hatéasara 1étrejovo oxidativ stressz tehetd feleldssé.

2. Célkitiizeés

A gliikoz altal indukalt oxidativ stressz jatszik szerepet az endothel
sejtek karosodasdban, melynek elinditd folyamata — ha egy egységes
mechanizmust ~ (,,unifying mechanism”) feltételezink — a
mitokondridlis szabadgyok termelés. A mitokondriumban maga a
légzési lanc termel szabadgyokoket, azaltal hogy az elektronokat
kozvetleniil az oxigénre tovabbitja (elsdésorban a 1. és I1I. komplexnél),
felesleges protont hagyva hatra az intermembran térben.

Hogy olyan szereket taldjunk, melyek gétoljak a hyperglycemiaban
kialakul6 endothel karosodast, a kovetkezoket tiiztiik ki célul:

1. A hyperglycemia 4altal indukélt endothel karosodds sejtes
modelljének 1étrehozasa, melyet a mitokondridlis szabadgyokok
tultermelése jellemez, ¢és alkalmas kozepes ateresztoképességii
molekula-sziirésre.

2. A jelenleg elérhetd klinikai gyogyszerek ¢és gyogyszerjelolt
molekuldk, valamint ezekhez hasonld szerek sziirdvizsgalatanak
elvégzése, hogy a glikoz altal indukalt mitokondridlis szabadgyok
termelés gatloszereit azonositsuk.

3. Kivalasztott ,,hit” molekulak hatasmechanizmusanak
meghatdrozdsa a  hyperglycemids mitokondridlis szabadgydk
termeléssel szemben.



3. Modszerek

Fenotipikus szlirést végeztiink b.End3 endothel sejteken, hogy
azonositsuk azokat a szereket, melyek gatoljdk a magas cukorszint
hatasara kialakuld fokozott mitokondridlis szabadgydk termelést.
Ehhez 6.766 molekulat tartalmazo, klinikai gyogszerekbdl,
biologiailag aktiv szerekbdl, illetve természetes anyagokbol allo
konyvtarat vizsgaltunk meg.

A sejtes és mitokondrialis szabadgyok termelést kinetikus mérésekkel
vizsgaltuk mitokondrialis szuperoxid, illetve hidrogén peroxid
érzékeny festékek (MitoSOX Red ¢és 5-(6)-klorometil-2',7'-
diklorodihidro-fluoreszcein diacetat, acetil észter (CM-H,DCFDA))
segitségével.

A mitokondridlis oxidans termelést fluoreszcens mikroszkopiaval in
situ 1s vizsgéltuk, MitoSOX Red ¢és mitoTracker kettds festést
alkalmazva, melyet Hoechst 33342 sejtmagfestéssel egészitettiink ki.
A mitokondridlis membranpotencialt JC-1 festést kovetden meértiik.
Az oxidativ kdrosodast DNS, RNS ¢és fehérje szinten értékeltiik Comet
assay, 8-hidroxiguanozin immunfluoreszcens festés, valamint Oxyblot
modszer alkalmazasaval.

A viabilitds mérésére Hoechst 33342 festést, a metabolizmuséra
tiazolil kék (3-(4,5-dimetiltiazolil)-2,5-difeniltetrazolium bromid,
MTT) és laktat dehidrogendz assay-t hasznaltunk. A sejtek oxigén
felhasznalasat és savtermelését az extracellularis fluxus (Seahorse,
Billerica, MA) mérésével analizaltuk.

Génexpresszid valtozasokat RNS szinten real-time PCR alapti makro-
array vizsgalattal, fehérje szinten Western blottal detektaltunk. A
UCP2 expresszid szupprimaldsara siRNS alapu géncsendesitést
alkalmaztunk.

A H;S pozitiv hatdsat frissen izolalt mitokondriumokon, illetve 1égzési
komplex aktivitds mérésével is kimutattuk.

A vascularis védOhatds funkciondlis vizsgalatira myographias
vizsgalatot alkalmaztunk diabeteses mintdkon, illetve ex vivo
hyperglycemidnak kitett ereken.



4. Eredmények

4.1. Szabadgyok termelést és oxidativ stresszt indukal a
hyperglycemia microvascularis endothel sejtekben

A hosszantartd hyperglycemia progressziv emelkedést okozott a
microvascularis  endothel  sejtek  mitokondridlis  szabadgyok
termelésében. A gliikkoz hatasara létrejott szabadgydk termelés
metabolikus valtozasokkal jart egyiitt a sejtekben, ugyanakkor nem
volt valtozds az ATP termeléshez kothetd gének expesszidjaban.
Hyperglycemia hatadsdra a sejtekben progressziv emelkedés volt
megfigyelheté a mitokondridlis MTT redukcidoban, ami az aerob
metabolizmus ¢és az oxidativ foszforilaci6 fokozddasat mutatja,
viszont nem volt valtozas az anaerob metabolizmusban, ahogy azt a
valtozatlan LDH aktivitas jelezte.

A mitokondridlis metabolizmusban megfigyelhetd valtozasokhoz
hasonloan, progressziv emelkedés volt mérheté a mitokondrialis
membranpotencialban, ami fokozott szabadgyok termeléssel jart
egyiitt, valamint fokozddott a citoplazmatikus szabadgyok képzés is a
sejtekben.

A sejtek energiaszintje valtozatlan maradt a hyperglycemia els6 7
napjaban, de ezt kovetden ATP szintjiik csokkenni kezdett. Az
emelkedett membranpotencidl ellenére sem tudtak a mitokondriumok
elegendd6 ATP-t termelni, hogy a sejtek alap energiasziikségletét
kielégitsék. Mivel nem csokkent a felépitett 1égzési komplexek szintje,
a metabolikus deficit feltehetden funkciondlis zavart jelent a
mitokondridlis elektron transzferben (vagy a kemiozmotikus
kapcsolasban).

Osszefoglalva, a magasabb gliikoz kinalat mitokondrialis
hiperpolarizaciét okozott a microvascularis endothel sejtekben, mely
felelds lehet a szabadgyokok fokozott termelésének eldsegitéséért, igy
ez a sejtes modell sok tekintetben ko6z6s vondsokat mutat a
diabetesben lathato elvatozasokhoz.



4.2. Sejtes sziirovizsgalat a hyperglycemia altal indukalt
mitokondrialis szabadgyok termelés gatloszereinek azonositasara

A fenti sejtes assay-ben vizsgaltuk a biologiai aktivitast mutatd szerek
hatdsat mitokondridlis szabadgydk termelésre vonatkozéan. A
szabadgyok termelés eredmények, valamint a viabilitds értékek
normal eloszlast mutattak; a szerek nagy része nem okozott valtozast
sem a mitokondridlis szabadgydk termelésben, sem a viabitasban a
primer szlirdvizsgalat soran. “Hit”-eknek valasztottuk azokat a nem
toxikus szereket, melyek 3 uM koncentracidoban a hyperglycemia
hatdsdra 1étrejott szabadgyok termelést tobb mint 25%-kal
csokkentették. Ezeket a szereket ismételten teszteltik, hogy
antioxidans hatdsukat megerdsitsiik. A hit megerdsitésen atment
szerek kozott szteroidok, antioxidans molekulak, mitokondrialis
szétkapcsolo szerek €s antimetabolitok szerepeltek.

A szlrdvizsgalat soran azonositott, farmakologiailag aktiv szerek
kiilonb6z6 csoportjaibdl a kovetkezd szereket valasztottuk ki tovabbi
vizsgalatok céljabol: a paroxetint (klinikai hasznalatban levé
antidepresszans szer), a gliikkokortikoid szteroidokat ¢és két 1j,
mitokondridlis hidrogén szulfid donor molekulat, az AP39-et és az
AP123-at. Ezek feltételezett hatismechanizmusat az Abra foglalja
Ossze.

4.3. A “hit” molekulak hatasmechanizmusanak karakterizalasa

4.3.1. A paroxetin mitokondrialis szabadgyok-fogoként hat
hyperglycemias endothel sejtekben

A paroxetin preferencidlisan gatolja a mitokondridlis szabadgyok
termelést, mely tulajdonsdg kizarélag ra volt igaz a szelektiv
szerotonin reuptake gatld szerek koziil. A szer antioxiddns hatdséara
azonnali hataskezdet jellemzd, és hatékonysaga humén endothel
sejtekben is megmutatkozott a mitokondrialis szabadgyok termeléssel
szemben.

A paroxetin nem befolydsolja a sejtek, illetve izolalt mitokondriumok
oxigénfogyasztasat, és nem volt hatdssal a sejtek ATP tartalmara sem.
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Ugyanakkor sejtmentes koriilmények kozott is hatdsosnak mutatkozott
a xantin-oxidaz altal termelt szuperoxiddal szemben, ami kozvetlen
gyokfogo hatast jelez.

A paroxetin szuperoxid neutralizal6 hatdsa jol mérhetd elonyokkel jart
az oxidativ karosodéassal szemben. igy csokkentette a DNS torést, a 8-
hidroxiguanozin képzddést (mely az RNS oxidativ karosodasanak
jele) és a mitokondrialis fehérje oxidéciot is.

A paroxetin védéhatasat hyperglycemia altal indukalt, illetve diabetes
hatasara kialakuld vascularis dysfunctioban is vizsgaltuk. A szer
hyperglycemidban is fenntartotta az erek normadlis, endothel-fiiggd
relaxacidjat, és hasonldéan gatolta diabetesben is az endothel
dysfunctio kialakuldsat, fenntartva az endothel-fiiggd relaxaciot.

Intermembran tér

glukokortikoid
szteroidok

wwwww

NADH + H*  NAD* ADP + Pi
MnsoD Matrix
D ————
piruvat szukcindt l

H,S NO ——|DNS karosodas,
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Abra. A hit molekulik lehetséges célpontjai hyperglycemia altal
indukalt szabadgyok termeléssel szemben. A paroxetin kozvetlen
gyokfogoként, a gliikokortikoidok a UCP2 termelés stimulaldjaként, a
H,S donorok pedig elektron donorként miitkodnek.
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4.3.2. A gliikkokortikoidok a UCP2 expresszio indukalasaval
csokkentik a szabadgyok termelést a microvascularis endothel
sejtek mitokondriumaban

A gliikokortikoid szteroidok gatoltdk a gliikéz 4ltal indukalt
mitokondrialis szabadgyok termelést, és sok szerepelt koziiliik “hit-
ként” a szlirdvizsgalatban. Meglepé6 moddon a gliikokortikoid
antagonista mifepriszton (mar alacsony mikromolaris
koncentracioban) is csokkentette a hyperglycemia 4altal indukalt
szabadgyok termelést, és hatékonyabbnak bizonyult a dexametazonnal
microvascularis endothel sejtekben. A mitokondrialis
membranpotencialt a dexametazon ¢és a mifepriszton is normalizalta,
mely hatés az uncoupling protein 2 (UCP2) expresszidjanak 10-szeres
emelkedésével jart egyiitt, utalva arra, hogy microvascularis endothel
sejtekben a UCP2 indukci6 felelds a szteroidok antioxidans hatasaért.
A UCP2 siRNS-medialt csendesitése részlegesen gatolta a
szteroidokra lathatd valaszt, ¢és csokkentette a mifepriszton
szabadgyok termelést gatlé hatdsit. Onmagaban is fokozta a UCP2
csendesités a mitokondridlis szuperoxid termelést. A csokkent UCP2
szint a mitokondridlis membranpotencidl emelkedéséhez vezetett, és
részlegesen gatolta a mifepriszton membranpotencial normalizald
hatasat. Osszességében, ezek az eredmények azt timasztjak ald, hogy
hyperglycemids endothel sejtekben a UCP2 expresszid felelds a
gliikokortikoidok hatasara kialakuld6 membranpotencial, illetve
szabadgyok termelés csokkenésért.

UCP2 indukciot kovetéen emelkedett a “szétkapcsolt” proton
visszaaramlas (“proton leak™) hyperglycemids sejtekben, mig a UCP2
csendesités csokkentette a szteroidok “proton leak”-fokozo hatésat.
Ezen eredmények azt tdmogatjdk, hogy a UCP2 expresszid
farmakologiai modszerekkel is fokozhatdé microvascularis endothel
sejtekben, és ez valtozasokat okoz a sejtmetabolizmusban.

4.3.3. A mitokondrialis H,S-donor molekuldk elektron donacio
révén csokkentik a mitokondrialis szabadgyok termelést

Az AP39 ¢és az AP123, elnyujtott felszabaduldst mitokondrialis H,S
donor molekuldk, melyek csokkentik a mitokondridlis szabadgyok
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termelést és csokkenést okoznak a sejt 6ssz-szabadgyok termelésében
is. A hyperglycemiatol emelkedett mitokondridlis membranpotencialt
mindkét szer nanomoléris koncentracidban csokkentette. Az AP39
hataserdssége nagyobb volt, mint az AP123-¢, ami a magasabb szulfid
felszabadito tulajdonsagaval allhat 6sszefiiggésben.

A hosszantartd hyperglycemia hatdsara lecsokkent energiaszintet
mutaté endothel sejtekben koncentracio-fliggéen emelte az ATP
szintet az AP39 és az AP123 is.

Az extracellularis fluxus mérési eredményei azt mutatjdk, hogy a
mitokondrialis H,S donorok javitjdk a kapcsolasi hatékonysagot, és
szignifikdnsan csokkentik a “proton leak”-et, ami megmagyararazza
az ATP koncentraci6 emelkedését valtozatlan oxigénfogyasztas
mellett. Nem volt mérhetd véltozas a sejtek anaerob anyagcseréjében,
ami megerdsiti hogy a vizsgalt koncentraciokban a szerek nem
gatoljak a mitokondrialis 1égzést.

Annak megerdsitésére, hogy a mitokondridlis H,S donorok
kozvetleniil fokozzdk az elektron transzfert, a 1égzési komplexek
aktivitasat vizsgaltuk (IL/III. komplex assay-vel). Az I. komplexet
rotenonnal, a IV. komplexet cianiddal blokkolva mértik a III.
komplex aktivitdsat. Szubsztratként szukcinatot alkalmaztunk, melyrol
az elektronokat a II. komplex ubiquinonra, majd arrdl a III. komplex
citokrom C-re tovabbitja. Mindkét H,S donor koncentraciofiiggden
fokozta a III. komplex aktivitast (citokrom C redukciot) 2,5 uM-os
koncentracidig, ami azt tdmogatja, hogy a szerek kozvetleniil
befolydsoljak a 1égzési lanc aktivitast. Feltételezziik, hogy a
mitokondrialis H,S oxidacionak elektron donacidval jard 1épése (ami
az elektronokat quinon-ra tovabbitja a III. komplex szintjén) és az ezt
kovetd oxigén fogyasztassal jard lépés (a HoS oxidacio késObbi
Iépése) szétvalaszthatdoan torténik, ¢és ezek a szerek igy
visszapotolhatjak a 1égzési lanc “elvesztett elektronjait”.

Osszhangban van ezzel, hogy, masok is detektaltik, hogy a H,S a
1égzési lanc elektron donoraként miikddhet. Megemlitendd, hogy a
mitokondrialis H,S donorok 1000-szer hatékonyabbak voltak, mint a
korabban hasznalt nem célzott H,S donorok.



5. Kovetkeztetések

Jelen vizsgalatokkal olyan gydgyszer molekuldkat azonositottunk
sejtes szlirdvizsgalatot alkalmazva, melyek jotékonyan befolyésoljak a
hyperglycemids endothel sejtek szabadgyok termelését. Ezek egyike
az antidepresszdns hatdsu paroxetin, melyet a cukorbetegség
szovédményeinek tobb in vitro és in vivo modelljében is vizsgaltunk.
A paroxetin mar szubmikromolaris koncentracioban hatdsosnak
mutatkozott, és mitokondridlis hatdsmechanizmusaban szabadgyok-
fogod hatas jatszik szerepet. Megjegyzendd, hogy a paroxetin jotékony
hatdsat cardiovascularis betegségekben mar kordbbiakban is
megfigyelték myocardialis infarctusban.

A gliikokortikoid receptor antagonista mifepriszton antioxidans hatasa
mitokondridlis szétkapcsold hatdssal all Osszefliggésben, melyet a
UCP2 expressszi6 indukcidjaval ér el. Ez a szer is klinikailag relevans
koncentracio6 tartomanyban bizonyult hatdsosnak.

A mitokondridlis elnyujtott felszabadulasi H,S donorok szintén
védelmet biztositottak a hyperglycemia altal okozott hosszantartd
oxidativ stresszel szemben endothel sejtekben. Ezek a szerek fokoztak
a légzési lanc III. komplexén az elektron transzfert és jotékonyan
befolyasoltak a sejtek bioenergetikdjat. Mar nanomoléris koncentracio
tartomanyban pozitiv hatdssal voltak, ami tobb mint két
nagysagrenddel alacsonyabb, mint a maximalisan toleralhaté
koncentraciojuk, mely arra utal, hogy ezek biztonsdgosabbak, mint a
nem mitokondrialis (nem célzott) H,S donor molekuldk, illetve a
természetes forrasai a hidrogén szulfidnak.

A jelen eredmények alapjat képezhetik diabeteses betegekben késobbi
tajékozodo klinikai vizsgalatoknak, melynek végsd célja lehet, hogy
egyes  gyogyszerek, uj  indikdciéval, a  cukorbetegség
szovédményeinek  kezelésére keriiljenek  felhsznalasra. Ezen
tanulméanyok ugyanakkor elézetes vizsgalatokat igényelnek, mely a
szerek cukorbetegekben mutatott biztonsdgossagat kell, hogy
alatdmassza.
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