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1. Bevezetés

1.1. A mitokondrium

A mitokondrium (gor. mitos = fonalak, chondrin = kis granulum) olyan
prokaridta eredetli sejtszervecske, amely a torzsfejlodés sordn endoszimbiozist 1étesitett
az eukariota sejtekkel (van der Giezen and Lenton 2012). Az endoszimbionta elméletet
alatdmasztja az is, hogy a mitokondriumok sajat, a baktériumokhoz hasonl6d duplaszalu
cirkularis DNS-sel ¢és fehérjeszintetizald apparatussal rendelkeznek. A mitokondrialis
fehérjék tobbségét a sejtmag DNS-e kodolja. A mitokondridlis DNS emberben
minddssze 37 gént kdodol, amibdl 13 mitokondridlis fehérje, 22 tRNS és 2
mitokondrialis riboszomalis RNS (Anderson et al. 1981) génje. A mitokondriumok f6
funkcioja a sejtekben az aerob anyagcsere biztositasa, ami annyit jelent, hogy oxigén
jelenlétében a szerves vegyiileteket CO,-dé és vizzé alakitjak at. Emiatt felfedezésekor,
a 19. szazad végén bioblasztnak azaz ,¢letmiikddtetd’-nek nevezték (Altmann R. 1890).
Emellett a mitokondriumok szamos egyéb feladatot is ellatnak, amik elengedhetetlenek

a sejt fiziologias mikodéséhez.
1.1.1. Morfolégia

A mitokondriumok belsd terét a sejtplazmatdl kettds membranrendszer valasztja
el. A kiils6 membran, ami az intermembran teret hatarolja el a sejtplazmatdl, porin
csatorndi révén szabadon atjarhat6 a kisebb molekuldk szdmara. A belsé membran (ami
a matrixot hatarolja) krisztadkat, képez, ezéltal joval nagyobb feliileti a kiilsd
membrannal. Itt valésulhat meg a kisebb molekulék €s ionok szabalyozott transzportja a
specifikus transzporterek segitségével, illetve itt talalhatok a 1égzési lanc komplexei is.
Ebbdl is kovetkezik, hogy a sejtben taldlhaté membranok koziil aranyaiban a
mitokondrium belsé membranja tartalmazza a legtobb fehérjét (~80%) (Nicholls DG
and Ferguson SJ 2013).

1.1.2. Bioenergetika

A mitokondriumok a metabolizmusban kd&zponti helyet foglalnak el. A

makromolekulak lebontasat kovetben a mitokondrium matrixaban torténik a
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szénhidratok, zsirok €s fehérjék (aminosavak) szénlancanak lebontdsa, melyek kozos
uton, a citratkorben oxidaldédnak tovabb.

A szénhidratok atalakitasanak sejten beliili elsé 1épése a glikolizis, melynek
sordn a sejtek altal felvett monoszacharidok a citoplazmaban pirosz6ldsavva (piruvat),
redukald ekvivalensekké és ATP-vé alakulnak. A glikolitikus ATP a citoplazmaban a
sejt energiasziikségletének részleges fedezésére forditédik, a piruvat anaerob
koriilmények kozott a glikolizisben képzddott NADH-val tejsavat (laktatot) képez,
aerob koriilmények kozott azonban a piruvat és a NADH is a mitokondriumban
hasznalodhat fel. A piruvat esetében a monokarboxilat transzporter biztositja a
mitokondrium bels6é membranjan valo atjutdst, majd a piruvat dehidrogenaz komplex
(PDHC) oxidalja tovabb acetil-koenzim A-va (acetil-KoA), ami a citratkdrbe 1épve
oxalacetattal kondenzalodva citratot képez. A mitokondrium belsé membranja NADH
szamara nem Aatjarhatd, ezért a NADH elektronjai vagy az a-glicerofoszfat
dehidrogendaz (GPDH) ingarendszer FAD-jat redukalva Iépnek be a mitokondrialis
1égzési lancba (a mitokondrium belsd membran kiilsé felszine feldl), vagy a malat-
aszpartat ingarendszeren keresztiil malatként jutnak be a matrixba, ahol NAD -ot
redukalnak NADH+H'-va. A matrixban keletkezett NADH+H' a mitokondrialis
elektrontranszportlanc (electron transport chain, ETC) komplex I-én fog oxidalodni.

A zsirsavak lebontdsanak dontd része szintén a mitokondriumban zajlik. A
citoplazmaban talalhat6 zsirsavak a karnitin transzporteren jutnak be a mitokondrimba,
és az ugynevezett B-oxidacioban acetil-KoA-k& darabolddva a szénhidratoknal leirt
modon Iépnek be a citratkdrbe. (A folyamat részletei nem képezik a disszertacio
targyat.)

A fehérjék lebontdsdbdl szarmazé aminosavak lebontdsa valtozatos modon
torténik. Az aminosavak aminocsoportja transzaminalassal vagy dezaminalassal kertil
eltavolitasra, majd ezt kdvetden a keletkezett ketosav szerkezetétdl fiiggden acetil-KoA-
va ¢és/vagy citratkori intermedierré alakul. Ezek az intermedierek késébb tovabb
oxidalodhatnak és ezzel képesek energidt szolgéltatni, vagy a citratkdr anaplerdzisat
biztositva prekurzorként részt venni a felépité folyamatokban. Ebbdl kovetkezik, hogy a
mitokondrium mind az energiatermelésben, mind a lebontasbol szarmazé intermedierek

redisztribiicidjaban esszencialis szereppel bir.
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Lathatd, hogy a makromolekuldk lebomlasa soran a keletkezé6 molekulak
belépnek a citratkorbe. A citratkér mitkodése soran NAD'-t és FAD-ot redukal és CO,-t
allit el6. A redukald ekvivalensek a mitokondrium bels6 membranjaban taldlhaté ETC
kiilonb6z6 fehérjekomplexein tudnak oxidalédni. A NADH a komplex I-en (CI), mig a
FADH, a komplex II-n (CII; szukcindt dehidrogendz) oxidaloédik. A komplexekre
keriilé elektronokat a CI és a CII is a mitokondrium bels6 membrénjaban talalhato
lipidoldékony ubikinonra (koenzim Q, Q) tovabbitja, ami a komplex IlI-nak (CIII) adja
tovabb. A CIII-rol az elektronokat a citokrom ¢ veszi at, majd tovabbitja a komplex IV-
re (CIV). A CIV az altala felvett elektronokkal az oxigént fogja redukélni. A CI, a CIII
¢s a CIV a mitokondrium bels6 membranjat atéré fehérjekomplexek, melyek
protonpumpa aktivitassal rendelkeznek. A komplexek a rajtuk ataramlo elektronok
energidjat protonok kipumpalasara forditjdk. A protonoknak a matrixbol az
intermembran térbe jutdsaval kiépiil a protonok elektrokémiai gradiense. Egy NADH
oxidacidja és az elektrontranszport soran a CI és CIII 4-4 protont, mig a CIV 2 protont
pumpal ki az intermembran térbe, igy egy NADH molekula oxidaci¢javal
parhuzamosan 10, egy FADH, oxidacidja soran azonban csak 6 proton kerill a
matrixbol az intermembran térbe (1. dbra). Az igy kipumpalt protonok a matrixba
kétféle moédon képesek visszadramlani. Az ATP-szintazon keresztiil a protongradiensbél
szarmazo energia ATP szintézisére forditodik, illetve szétkapcsolofehérjéken
(uncoupling protein, UCP) keresztiil, amikor hdtermelésre forditodik az energia (ennek
elsdsorban ujsziilottkorban van jelentésége, amikor még a szervezet nagy fajlagos
feliilete miatt extra hoképzést igényel az allando testhdmérsékletének fenntartdsahoz).
Az igy visszadramlott protonok pedig a CIV altal redukalt oxigénnel vizet képeznek. Az
ATP-szintazon képzddott ATP ADP-re cserélddik az adenin nukleotid transzlokaz

(ANT) cseretranszporteren keresztiil, lehetévé téve ujabb ATP molekuldk szintézisét.
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1. dbra: Mitokondrialis elektrontranszportlanc. CI-CIV: komplex I-IV, Q: ubikinon,
QH;: ubikinol, DHAP: dihidroxiaceton-foszfat, cit c: citokrom ¢, GPDH: Glicerol-3-
foszfat dehidrogenaz, ANT: adenin-nukleotid-transzlokaz

A fent leirt energiatermeld szerepe miatt gyakran nevezziik a mitokondriumokat
a sejtek erdmiiveinek. A sejtek energiaigényétdl fiiggden a mitokondriumok mennyisége
a kiilonb6zé szervekben, sét meg szerveken beliill a kiilonféle sejttipusokban is
nagymértékben eltérhet. Azonban a mitokondriumok az oxidativ metabolizmus
megvalositasan kiviil szdmos egyéb feladatot is ellatnak, ami szintén befolyasolja a

kiilonb6z6 sejtek/szovetek mitokondrium mennyiségét.

1.1.3. Reaktiv oxigén szarmazékok

A mitokondriumok a sejt energiaigényének biztositasan til jelentés mennyiségii
reaktiv oxigén szarmazék (ROS) képzésben is részt vesznek. A ROS olyan oxigén
tartalmua reaktiv vegylilet, ami a fiziologias miikodés soran alakul ki a szervezetben.
Mivel a mitokondriumok jelentds antioxidans kapacitassal rendelkeznek, igy a
mitokondrialis ROS nagy része nem hagyja el a mitokondriumot. Probléma akkor 1ép
fel, ha a ROS termelés és eliminacié egyensulya megbomlik, vagy a fokozott ROS
képzddés, vagy a csokkent antioxidans kapacitas miatt (Andreyev et al. 2015), ezt az
egyensulyhianyt nevezik oxidativ stressznek (Sies et al. 2017). A fokozott ROS
termelés fontos szerepet jatszik az agyi ischemia/reperfuzids karosodasban (Halliwell

1992;Love 1999;Starkov et al. 2004;Torres-Cuevas et al. 2019), a neurodegeneracioban
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(Dumont and Beal 2011) és a glutamat toxicitasban is (Gulyas et al. 2012;Nicholls
2009).

A mitokondrium ROS termelésén keresztiil képes modulalni az immunologiai
folyamatokat (Bulua et al. 2011;West et al. 2011), szabalyozni az apoptoézist (Bender
and Martinou 2013;Duchen 2000), a sejtek differencialédasat (Maryanovich and Gross
2013), az autofagiat (Chen et al. 2009b), regulalni a sejtek gyulladdsos folyamatait
(Gurung et al. 2015;Mills and O'Neill 2014).

1.1.4. Kalcium homeosztazis

A mitokondrium kalcium felvevd képességébdl adédoan képes szabalyozni a
sejt Ca”” homeosztazisat (Chinopoulos and Adam-Vizi 2006;Duchen 2000; Nicholls
2005;Starkov et al. 2004), emellett a mitokondriumban a Ca*" kiilénféle enzimek
miikddésének befolydsolasaval az energiatermelést ¢s a metabolizmust is szabalyozza
(Giorgi et al. 2012).

A mitokondrialis elektrontranszportlanc hatasara kiépiilé elektrokémiai gradiens
a kétszeresen toltott Ca™" ionokra is hatast gyakorol, ezaltal segit a mitokodriumba
t6rténd felhalmozodasukban. A mitokondrium belsé membranja impermeabilis a Ca**
ionokra, ezért a Ca® -felvétel egy elektrogén Ca®" uniporteren (mtCU) keresztiil torténik
(Bragadin 1979). A mtCU hatisat a mitokondridlis Na'/Ca’* (mNCX) és a
mitokondrialis H"/Ca®*" (mHCX) kicserél6k ellenstlyozzdk (Crompton 1977; Pozzan
1977). A mitokondrialis Ca** felvételt mitokondrialis fizios fehérjékkel (aequorin,
GFP) vizsgaltak, amik Ca®" kotés hatasara megvaltoztatjdk a fluoreszcencijukat
(Miyawaki 1999; Nagai 2001).

A mitokondrialis Ca*" felvételhez a Ca®" ionoknak mind a kiils6, mind a bels6
membranon at kell jutni, melyek koziil a valodi barrier funkcidt a belsé mitokondrialis
membran latja el, azonban megfigyelték, hogy a fesziiltségfiiggd anion csatornak
(VDAC) alacsony szintje a kiils6 mitokondrialis membranban, korldtozhatja a
mitokondrialis Ca®" felvételt (Madesh 2001; Rapizzi 2002). Mivel a VDAC
fesziiltségfiiggd kapuzasi tulajdonsagait szdmos fehérje (Bcl-2 csaladba tartozo
fehérjék, tubulin) és membranlipid (foszfatidil-kolin, foszfatidil-szerin, foszfatidil-
etanolamin) képes modositani, ezért a Ca®" transzport szabalyozas in situ koriilmények

kozott ezek altal is szabalyozhaté (Rostovtseva 2008). A belsé membranban talalhato
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mtCU egy alacsony vezetoképességli, rendkiviil szelektiv Ca®" csatorna, ami
ruténiumvordssel €s gadoliniummal gatolhatd. A szabalyozds a két transzmembran
domén kozti szakaszon valdsul meg, ami sziikséges a csatorna aktivalasahoz, és ide
kotédik a ruténiumvords is (De Stefani 2011; Baughman 2011). A mtCU mas
szabalyozo fehérjékkel is kapcsolatba 1éphet, ilyan a mitokondrialis Ca*™ felvétel 1
(MICU1) fehérje, ami agonistaként gyors Ca®" felvételt biztosit a mitokondriumokba.

A mitkondriumokbél a Ca*" felszabadulasa a mar kordbban emlitett mNCX és
mHCX transzportereken keresztiil torténik. A mNCX a NCLX plazmamembranban
talalhatd Na'/Ca®" cseretranszporter mitokondrialis izoformaja, ami szelektiven
gatolhaté a CGP37157 molekulaval (Cox 1993). A masik lehetdség a mitokondrilis
Ca®" felszabadulasra a mitokondrialis permeabilitas tranzicios porus (mPTP), melynek
megnyilasa sordn a Ca*" aramlik ki a citoplazméba. Amennyiben mPTP egyik elemét a
ciklofilin D-t (CYPD) gatoljuk (ciklosporin A-val), vagy kiiitjiik (Ppif -/- egérmodell),
akkor a szivben az emelkeds Ca’" hatdsira fokozodott a Ca’" fliggé matrix
dehidrogenazok aktivitdsa (Elrod 2010). Emellett a Ppif -/- neuronokban az oxidativ
stressz kisebb Ca®" felszabadulast idéz elé, ezaltal csokken a citoplazmatikus Ca®"

terhelés (Barsukova 2011).

1.1.5. Apoptozis

A mitokondriumok az apoptdzis intrinsic Utjaban jatszanak szerepet. A Bcl2 egy
mitokondriumok kiilsé membranjaban lokalizalodé fehérje, amely képes megkdtni a
szintén Bcl2 fehérjecsaladba tartozo pro-apoptotikus faktorokat (Bak, Bax), melynek
kovetkeztében 6 maga anti-apoptotikus hatast. Bcl2 hidnydban a mitokondrium
membranjanak permeabilitdsa novekszik, citokrom c szabadul fel, és fokozott ROS
képzddés figyelhetd meg. A citokrom c egy adapter fehérjéhez kot (APAF-1), amely
egy iniciator kaszpaz (kaszpaz-9) aktivaldédasat idézi eld. Az igy kialakult multiprotein
komplex vezet késObb az apoptdzishoz. Az iniciator kaszpazok ezt kovetden tovabbi
kaszpazokat aktivalnak, melyek a kiilonbozd sejtalkotok lebontdsaban jatszanak

szerepet (Kluck et al. 1997).
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1.1.6. A mitokondriumok szerepe neurodegenerativ megbetegedésekben

A disszertacio {6  célkitlizése, a mar kordbban neurodegenerativ
betegségmodellekben, kognitiv deficiencidkban illetve allatkisérletekben alkalmazott
vegyliletek mitokondridlis hatasainak vizsgélata, ezért rdviden ismertetném a
leggyakoribb neurodegenerativ betegségekben a mitokondriumok szerepét.

A neurodegenerativ megbetegedések csoportja mind tiineteik, mind lefutasuk
tekintetében egy nagyon heterogén betegségcsoport (Przedborski et al. 2003). Altalaban
a kor eldrehaladtaval progredidlnak, motoros és kognitiv romlassal jarnak, ezaltal
csokkentve a beteg ¢életmindségét, és a betegség sulyosboddsaval a beteg egyre
komolyabb figyelmet igényel a kornyezetétdl. Vilagszerte egyre emelkedik az
atlagéletkor, igy tobb id6 all rendelkezésre a betegség sulyosbodasdhoz, ami komoly
szocidlis és gazdasagi hatdssal van a tarsadalomra. Sajnos hatékony kezelést még nem
sikertilt felfedezni, minddssze a progresszid lassitdsara vannak lehetdségeink.

Evtizedekig az volt az elfogadott nézet, hogy a neuronok karosodasa okozza
ezeket a betegségeket, azonban késébb egyre tobb bizonyitékot taldltak ra, hogy a
betegségek kialakuldsdban az asztrocitdk és az agyi erek is szerepet jatszanak
(Maragakis and Rothstein 2006;Zacchigna et al. 2008). A bizonyitékok kozott sok
esetben el6éfordul a mitokondridlis diszfunkcid, mind az 6regedés, mind az dregedéssel
kapcsolatos neurodegenerativ betegségek kialakulasanal (Bratic and Larsson 2013;Chen
and Chan 2009). A mitokondridlis diszfunkci6 hatterében pedig legtobbszor az

energiahdztartas karosodasa all.

Alzheimer-kor (AD): Az AD a leggyakoribb neurodegenerativ megbetegedés,
melynek ismertetdjelei az amiloid-B (AP) plakkok és a hiperfoszforilalt neurofibrillaris
kotegek (Girouard and ladecola 2006) megjelenése. Ezért az AD kutatdsaban a két 6
irdnyzat az ,,amyloid cascade hypothesis” €s a ,tau and tangle hypothesis” alakult ki
(Korczyn 2008;Mudher and Lovestone 2002). Felfedezték, hogy az amiloid plakkok
mennyisége és a kognitiv képességek romlasa kozott nincs szoros Osszefiiggés, mivel
szamos terapia, ami csokkenteni tudta az amiloid plakkok méretét, nem befolyasolta a
kognitiv képességeket (Karran et al. 2011;Karran and Hardy 2014). Emellett

kimutattdk, hogy iszkémids strokeban is megemelkedik az AP prekurzor protein
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expresszioja (Nihashi et al. 2001;Shi et al. 2000), az amiloid prekurzor protein
hasitasaban szerepet jatszo [-szekretdz expresszidja és aktivitdsa (Tesco et al
2007;Wen et al. 2004a), valamint fokozodik a hiperfoszforilacio (Wen et al. 2004b).
Emellett AB1-40 és AB1-42 felszaporodast talaltak human hippocampusban ischemias
stroke utan is (Qi et al. 2007). Tekintve, hogy az AP ¢és tau fehérje aggregatumok
felszaporodasa megfigyelhetd traumdas agykarosodds esetén is, igy emelkedésiik nem
specifikus jel AD esetén (Chen et al. 2009a;Johnson et al. 2012b).

Tovabba megfigyelték, hogy metabolikus szindroémaban szenvedd betegeknél,
ahol csokkent az agyi gliik6z metabolizmus, gyakoribb az AD kialakuldsa (Razay et al.
2007;Yaffe et al. 2004). A hipometabolizmus kovetkeztében 4altalanossagban is
elmondhat6, hogy fokozodik az AD kockazata (Johnson et al. 2012a). Az agyi gliikkoz
transzportot és felhasznalast csokkentd folyamatok szintén fokozzak az AD kialakulasat
(Iadecola 2015;Nordberg et al. 2010). Ilyen folyamat példaul az AD-ban szenvedd
betegek agyaban megfigyelhetd GLUT]1 transzporterek szdmanak csokkenése, aminek
kovetkeztében hamarabb kialakul a demencia (Kalaria and Harik 1989;Mooradian et al.
1997;Winkler et al. 2015). Masik oldalrél vizsgalva, a GLUTI1 transzporter
helyreallitasa csokkenti az AR mennyiségét (Winkler et al. 2015), illetve az alternativ
szubsztratok (ketontestek) vagy a gliikoz felvételt serkenté mechanizmusok (intranasalis
inzulinterapia) is jotékony hatdssal birnak (Mamelak 2012;Stafstrom and Rho
2012;Yarchoan and Arnold 2014).

A mitokondriumok, a kordbban emlitett feladataikon kiviil, szabalyozzdk a
szinaptikus transzmissziot és a kognitiv funkciokat is (Picard and McEwen 2014). igy
nem meglepd, hogy AD-ban nemcsak morfologiai, hanem mitokondrialis bioenergetikai
¢s genetikai valtozasokat is tapasztalhatunk (Mancuso et al. 2008;Swerdlow and Khan
2004;Swerdlow et al. 2014). Az AD okozta oxidativ stressz kozrejatszik a
mitokondrialis ETC miikodésének valtozasaban (Morais and De 2010). Mind AD-ban
szenvedd betegek, mind transzgenikus egerek agyi mitokondriumaiban megfigyelték,
hogy az AP képes kotddni az ETC komplexeihez (Chen et al. 2009b;Moran et al. 2012).
Emellett az AD-ban megtaldlhaté neurofibrillaris kétegek is gétoljak a mitokondridlis
ETC mikodését, igy fokozzdk a ROS képzést és csokkentik a mitokondridlis

membranpotencialt (Moran ef al. 2012).
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Parkinson-kor (PD): A masodik leggyakoribb neurodegenerativ betegségként
tartjak szamon, legfontosabb ismertetdjele a substantia nigra dopaminerg neuronjainak
pusztuldsa, melynek kovetkeztében a striatumban dopaminhidny 1ép fel. A betegség
jellegzetes tiinetei a bradykinesia, a rigid izmok, a tremor és az egyensulyzavar.
Napjainkban mar lehetséges a tiineti kezelés, azonban a progresszidt jelenlegi tudasunk
szerint még nem tudjuk megallitani.

Az AD-hoz hasonléan PD-ban is megfigyelhetdé az agy csokkent gliikkéz
metabolizmusa (Borghammer et al. 2009;Borghammer et al. 2010;Borghammer
2012;Dunn et al. 2014), azonban ez nem mindig kapcsolodik demencidhoz (Edison et
al. 2013). PD-ban is megfigyelheté a mitokondrium karosodasa és a fokozott oxidativ
stressz. Az ETC ClI-ének kéarosodéasa valosziniileg szerepet jatszik a PD kialakulasaban
(Franco-Iborra et al. 2016), mivel az 1-metil-4-fenil-1,2,3,4-tetrahidropiridin (MPTP,
CI gétloszer) irreverzibilis Parkinson szindromat képes kivaltani (Calne and Langston
1983;Langston and Ballard, Jr. 1983). Emellett rotenon alkalmazédsa (ami szintén CI
gatloszer) szintén képes PD-re jellemzd tiineteket kialakitani (Betarbet ef al. 2000). A
PD kutatisa sordn mai napig a fentebb emlitett két vegytiletet hasznaljadk a betegség
modellezésére (Beal 2010). A mitokondrilis CI csokkent miikddése PD-ban szenvedd
betegekben azonban nem csak a substantia nigra, hanem az agykéreg neuronjaiban is
megtalalhatd volt (Schapira et al. 1990). Megfigyelhetd, hogy a PD nem csak a
substantia nigrat és nem csak a dopaminerg neuronokat érinti, hanem a t6bbi agytertilet
kiilonb6z6 neurotranszmittereit is (Lang and Obeso 2004a;Lang and Obeso 2004b).

Annak ellenére, hogy a PD altalaban nem o6roklédik, néhany gén mutacioja
kothetd a mitokondridlis karosodashoz és ennek kapcsan az 6roklédé PD-hoz. Ilyen a
Parkin és a PINK1 gének, amik normal miikddéskor a mitokondridlis dinamikat és az
autofagiat szabalyozzadk (Moran et al. 2012). Mitokondrialis karosodasban a PINKI
akkumulalodik a mitokondrium kiils6 membranjaban, ahol aktivalja a parkin ubikvitin-
lighz aktivitdsat. Ezt kovetden a parkin ubikvitindlja a mitokondtium kiilsé
membranjaban talalhatd fehérjéket, ami kés6bb mitofagiahoz vezet (Pickrell and Youle

2015).

Huntington-kér (HD): A HD kialakuldsaban is fontos szerepet jatszik

mitokondrialis karosodéas. A betegség sordn a huntingtin fehérje elején taldlhat6 CAG
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trinukleotidok altal kodolt poliglutamin domén hossza megnovekedik, és a poliglutamin
domén hossza korrelaciot mutat a betegség sulyossagaval. A HD jellegzetességei a
striatum GABAerg neuronjainak pusztuldsa (Damiano et al. 2010) és a Huntingtin gén
mutécidja, aminek kovetkeztében az expresszalédd fehérje a mitokondriumokhoz
kotédve gatolja azok miikodését (Choo et al. 2004;0rr et al. 2008). HD-ben szenvedd
betegekben kimutattak, hogy a putamen mitokondriumaiban gatolt a CII, CIII és a CIV
(Damiano et al. 2010).

Friedreich ataxia (FRDA): A FRDA a leggyakoribb orokletes ataxia, aminek
oka a frataxin gén (FXN) kérosodasa. A HD-hoz hasonloan itt is egy trinukleotid
(GAA) felszaporodasa kovetkezik be a fehérjét kodolo génben, ennek kovetkeztében a
transzkripcié soran mitkodésképtelen fehérje fog keletkezni (Gonzalez-Cabo and Palau
2013;Kaplan 1999). A frataxin normal koriilmények kozott a vas metabolizmusban
jatszik fontos szerepet, tobbek kozott a hem szintézisében és a FeS klaszterek
kialakuldsdban (Gonzalez-Cabo et al. 2005;Karthikeyan et al 2003). Ennek
kovetkeztében zavart szenved a FeS klaszterrel rendelkezd enzimek (komplex I, 11, III,
akonitdz) mikddése, a mitokondrialis ETC kérosodasanak kovetkeztében csokken az
oxidativ foszforilacid és az ATP-szintézis, emellett a FeS klaszterek kialakulasanak
zavara miatt emelkedett vas-szintet lehet detektdlni a FRDA-ban szenvedd betegeknél

(Lodi et al. 1999).

1.1.7. Komplex III

A CIII egy fontos csomépont az ETC-ban. Itt torténik a QH, oxidacidja, ami
pedig szamos kiilonbozd lebontd folyamatbdl szarmazd elektronokat szallitja a CIII-
hoz. Ezek koziil a legfontosabbak az a-glicerofoszfat-dehidrogendz (Green 1936), az
elektrontraszfer-flavoprotein-dehidrogendz, ami a zsirsavoxidacié els6 dehidrogenaz
enzimétol vesz at hidrogént és adja 4t a CoQ-nak (Houten et al. 2016), a CI és a CII
(Capaldi et al. 1988). Ezen kiviil tovabbi enzimek is képesek a komplex IllI-hoz
tovabbitani az elektronokat, ilyen a dihidroorotat-dehidrogenaz (Lieberman and
Kornberg 1953), a kolin-dehidrogendz (Tsuge et al. 1980), a prolin-dehidrogenaz 1 és 2
(Servet et al. 2012), illetve a szulfid:kinon-oxidoreduktdz (Olson and Straub 2016),
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ezaltal mind a négy makromolekula csoportbdl szarmazé monomerek lebontdsa soran
fontos szerephez juthat.

A CIII 11 protein alegységbdl épiil fel, ebbdl 10 a sejtmagban, egy pedig a
mitokondrialis DNS-ben van kdédolva. Két 11 fehérjébdl allo alegység rendezddik egy
komplexbe (Sun et al. 2003) ¢és alkot egy funkcionalis dimert (Hunte e al. 2000). Tiz
mutaciot azonositottak 2015-ig kiilonb6zo fehérjékben, melyek a CIII deficiencidhoz
kothetdek (Fernandez-Vizarra and Zeviani 2015). Valodi betegség ritkan kapcsolhato a
CIIl kérosodashoz, mivel a mitokondridlis betegségek altal okozott tlinetek nagy
variabilitast mutatnak mind szervi eléforduldsban mind sulyossagban, igy a diagnozis
specifikus tiinetek hidnyaban nem egyszerii. Nemrégiben 0sszegytjtésre kertiltek egyes
tiinetek, melyek valdszintisithetik a CIII deficienciat (Fernandez-Vizarra and Zeviani
2015).

Jelenleg elfogadott elmélet, hogy a CIII mikddése soran a korabban emlitett
enizmek altal ubikinolla (QH,, redukalt ubikinon) redukalt ubikinont oxidalja. Ezt az
oxidacids folyamatot nevezziik ,,Q-ciklusnak”.

A Q-ciklus elsé 1épése soran az QH, a CIII Q, oldaldhoz kotédik, ahol a
komplex citokrom bc; (cit be;) alegysége az QH, két elektronja koziil az egyiket egy
FeS komplexnek tovabbitja, amely késobb a CIII citokrém c; (cit c;) alegységét fogja
redukélni, ami pedig a citokrém c-nek (cit c) fogja tovabbadni az elektront. A Q,
oldalon igy egy instabil szemiquinon gydk marad vissza. Ezzel parhuzamosan két H
kipumpalésa torténik. A keletkezett semiquinon normal koriilmények kozott a masodik
elektronjat az alacsony potenciala hemmel rendelkez6 citokrom b-nek (cit by) adja at,
ami a magas potenciali hemmel rendelkezd citokrom b-n (cit by) keresztiil a CIII Q;
oldalan megkotott oxidalt ubikinont (Q) fog redukélni, ezzel parhuzamosan a Q,
oldalrél disszocial a folyamat soran keletkezett Q. gy a ciklus elsd felében a CIII Q,
oldalan egy QH, oxidacidja, 2 H™ kipumpalasa, és egy cit ¢ redukcidja torténik, mig a
CIII Q; oldalan egy Q redukalodik semiquinon gyokké (ennek a fennmarado
semiquinonnak tulajdonithat6 a komplex III 4ltal termelt ROS jelentds része).

A Q-ciklus masodik Iépés soran a CIII Q, oldaldhoz egy masik QH, kotddik,
ismét megtorténik a cit be; alegységen a két 2 H' kipumpalasa, a cit ¢, alegységen
keresztiil a redukalt cit ¢ keletkezése, és a masodik elektron transzfere a cyt by-en és cyt

by-n keresztiil az CIII Q; oldaldhoz. Az ide érkezd elektron redukdlja a kordbban
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keletkezett semiquinon gyokot, ami a matrixbol szarmazo két 2 H' segitségével QH,-1a
alakul vissza. Igy a Q-ciklus masodik 1épése soran az els6tél eltéréen az QH,
oxidaciojaval parhuzamosan a 2 H'™ kipumpalasan és a redukalt cit ¢ keletkezésén kiviil
nem egy semiquinon gyok keletkezik (Q-bol), hanem az elsd 1épés soran kialakult
semiquinon gyok fog az QH, masodik elektronjaval és a matrix 2 H'-javal egy QH,-t

képezni.

Intermembrane space

Cyt c,,
C Cyt ct:ed

Inner
membrane

Matrix

2 H+| 2" cycle

2. abra: Q-ciklus miikdésének sémaja (Mazat et al. 2020). Q: ubikinon, QHj: ubikinol,
SQ: semikinon, Q,: kiilsé Q koétdhely, Qi: belsd Q kdtdhely, by: alacsony potenciala
hemmel rendelkez6 citokrom b, byy: magas potenciali hemmel rendelkezo citokrom b,
ISP: vas-kén komplexet tartalmazoé fehérje, FeS: vas-kén komplex, c¢;: citokrom c;

A CIII egyike a mitokondrium legfontosabb reaktiv oxigén szarmazékot (ROS)
termeld fehérjéinek (Brand 2010;Quinlan et al. 2012;Quinlan et al. 2013). A CIII
antimycinnel vagy myxothiazollal torténd gatlasa esetén jelentds valtozast érhetiink el a
komplex altal termelt ROS mennyiségében (Perevoshchikova et al. 2013;Quinlan et al.
2011). Mivel ezek a gatloészerek a komplex III kiilonb6zo részein, a ,,Q-ciklusban” fejtik
ki hatasukat, ezért kiilonb6z6 modon képesek befolyasolni a CIII ROS termelését. Mig a
Q; oldalon gatolni képes vegyiiletek (antimycin A) a CIII altal termelt ROS szint
emelkedését okozzdk, addig a Q, oldalon gatolni képes vegyiiletek (myxothiazol,
stigmatellin) a ROS szint csokkenését idézik el6 (Bleier and Drose 2013).
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1.2. Metilénkék

1.2.1. Torténelmi attekintés

A metilénkék MK egy anilin alapt festék, amit 1876-ban allitottak el6 (Schirmer
et al. 2011), ugyanis akkoriban a textilipar fejlédésének koszonhetden jelentds igény
mutatkozott a kiilonb6zd szintetikus festékek irant (Oz et al. 2011). Ezt kdvetden
Hainrich August Bernthsen 1883-ban els6ként szintetizélta a fenotiazin vazat, ami a MK
alapvaza. A MK-et (ami oxidalt formaban kék, mig redukalt formaban szintelen) ugyan
szovetfestd anyagként nem hasznaltak széles korben, azonban hamar felfigyeltek egyéb
lehetséges alkalmazédsaira. A MK kezelést 19. szdzad végétdl napjainkig széles
spektrumon alkalmazték a legkiilonb6zdbb korképekben. 1891-ben Guttmann és Ehrlich
mar sikeresen haszndlta a malaria kezelésében a plazmodium falciparum ellen
(Guttmann and Ehrlich 1891), azonban a klorokvin (rezisztencia esetén a kinin/kinidin)
terapia alkalmazéasanak kovetkeztében hasznalata visszaszorult. Az 1890-es években
pszichiatriai betegeken kezdték alkalmazni, ami 1951-ben az elsé szintetikus
antipszichotikum (klérpromazin) felfedezéséhez vezetett (Ohlow and Moosmann 2011).
Az 1900-as évek elején felfedezték, hogy a MK fototerapias hasznalata antimikrobialis
hatassal bir (Tuite and Kelly 1993;Wainwright and Crossley 2002). 1930-ban leirtak,
hogy a MK mind a normal, mind a tumoros szévetekben fokozza az oxigénfogyasztast
(Barron 1930). Kés6bb a MK toxikus allapotokban torténd alkalmazasa keriilt elétérbe:
hasznalatos methemoglobinémia (Clifton and Leikin 2003;Mansouri and Lurie
1993;Wendel 1939), cidanmérgezés (Alston 2014;Draize 1933) ifoszfamid enkefalopatia
(Kupfer et al. 1996;Pelgrims et al. 2000) és szeptikus sokk (Preiser et al. 1995)

crer
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3. abra: A metilénkék képlete, oxidalt és redukalt forma (Bruchey and Gonzalez-Lima
2008).

1.2.2. Alternativ elektrontranszport

A metilénkék oxidalt formaban sotétkék, redukalt formaban szintelen, igy redox
indikéatorként hasznalhato, emellett a koriilményektdl fiiggden pro-, illetve antioxidans
hatassal is rendelkezhet (Tarnok et al. 2008).

A metilénkék mitokondridlis célpontjaival szdmos publikacid, mig az ETC-ra
kifejtett jotékony hatasaval az ,alternativ elektrontranszport” néven ismert elmélet
foglalkozik (Atamna ef al. 2008;Wen et al. 2011). Az alternativ elektrontranszport alatt
azt értjiik, hogy az elektronok nem a mitokondrialis ETC komplexein haladnak végig a
NADH-t6l a molekularis oxigénig, hanem egy alternativ utvonalon, melyet a metilénkék
biztosit szamukra. Az elmélet szerint, a metilénkék képes atvenni az elektronokat a
NADH-16l ¢és/vagy a CI FMN funkcids csoportjarol ezt kovetden pedig redukalni a
citokrom c-t, athidalva ezzel a Cl-et és a Clll-at (Atamna et al. 2008;Bruchey and
Gonzalez-Lima 2008;Poteet et al. 2012;Rojas et al. 2012;Wen et al. 2011). Ezzel képes
elosegiteni az elektronok aramlasat azaltal, hogy athidalja a mitokondridlis ETC két
komplexét, amelynek CI és CIII karosodas soran nagy jelentdsége van (Atamna et al.

2008;Bruchey and Gonzalez-Lima 2008;McCord and Fridovich 1970;Poteet et al.
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2012;Rojas et al. 2012;Wen et al. 2011). Ezen tulajdonsdganak koszonhetéen képes
csokkenteni a rotenon sejtpusztitd hatdsat a retina €s a striatum neuronjaiban (Rojas et
al. 2009;Rojas et al. 2012;Zhang et al. 2006).

A MK mitokondriélis hatasai kozé tartozik a CIV aktivitasanak fokozasa is
(Atamna et al. 2008;Callaway et al. 2004;Gonzalez-Lima and Bruchey 2004;Poteet et
al. 2012;Rojas et al. 2012). Ezt a jelenséget azzal lehet magyarazni, hogy MK hatasara
fokozodik az elektrontranszport, a citokrom c redukaltabba valik, ami fokozza a CIV-en
athalad6 elektronaramot (Atamna et al. 2008;Poteet et al. 2012). Ezt a felfedezést
alatamasztja tobb eredmény is. 1) Riha és mtsi megfigyelték, hogy a leukometilénkék
(redukalt metilénkék) kezelés szignifikansan képes fokozni az oxigénfogyasztast
patkany agyon végzett kisérletekben in vitro és in vivo koriilmények kozott is (Riha et
al. 2005). 2) Atamna ¢és mtsi is fokozott oxigénfogyasztast tapasztaltak fibroblaszt
sejteken MK hozzaadasat kdvetden (Atamna ef al. 2008). 3) Neuronalis sejtek Seahorse
miuszerrel végzett vizsgalata soran is fokozott oxigénfogyasztast és csokkent glikolizist
lehetett latni (Poteet er al. 2012;Roy et al. 2015). 4) MRI és PET vizsgalatok sordn
kimutattdk, hogy a MK fokozta az agyi vérkeringést és a sejtek gliikozfelvételét (Lin et
al. 2012), ezaltal serkenti az agyi funkciokat. Farmakokinetikai tulajdonsadgainak
koszonhetden a MK képes atjutni a vér-agy gaton, €s a szisztémas keringésben mérhetd
koncentraci6 tobb mint 10-szeresét is képes elérni az idegrendszerben (Peter et al.
2000). Ezaltal potencidlis vegyiilet lehet az idegrendszeri betegségeket célzd
kezelésekben. Az 1970-es évek Ota szamos ragcesalon illetve emberen végzett kutatas
igazolja a MK memoriara kifejtett jotékony hatéasat, illetve neuroprotektiv szerepét

(Rojas et al. 2012).

1.2.3. Korabbi, a témahoz kothetoé eredmények

Munkacsoportunk kordbban megjelent tanulmanyaiban, a MK bioenergetikai
paraméterekre gyakorolt jotékony hatasarol ir CI és CIII gatolt agyi mitokondriumokon
(Tretter et al. 2014; Komlodi and Tretter 2017; Mikulas et al. 2020). Nemrég azonban
egy részben eltéré eredményt publikaltak (Gureev et al. 2019). Eredményeik szerint a
MK nem képes athidalni az antimycinnel gatolt CIII-at, amit azzal magyaraztak, hogy
egerekben a MK az antimycin gatlasi helyétdl proximalisan kotédik a CIII-hoz. A

szerzOk a kiilonbozo kisérletekben kapott eltéré eredményeket azzal indokolték, hogy az
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eltérés valoszintileg a vizsgalt ragesalofajok eltérd agyi mitokondriumai miatt jott 1étre.
Az irodalom atnézését kovetden azonban nem talaltunk arra utal6 jelet, hogy jelentds
kvalitativ eltérés lenne a kiilonb6z6 ragesalok agyi mitokondriumainak bioenergetikai

paraméterei kozott.

1.3. Vinpocetin

A vinpocetin egy szintetikus etil-észter, amit a kis meténg alkaloidjabol, az
apovincaminbol allitottak eld (Alkuraishy et al. 2014). A vinpocetin mint hatdéanyag,
mar tobb mint 40 éve keriilt forgalomba. Ezalatt az id6 alatt azt tapasztaltak, hogy a
szervezet jOl toleralja a hosszan tartd hasznalatat, emellett alkalmazasa soran csak enyhe
mellékhatasokkal kell szamolni (fejfajas, kipirulds, szorongds, szajszarazsag,
hanyinger). A nem szelektiv értagité hatasa ellenére a vinpocetin nem csokkenti a
vérnyomast a szisztémas keringésben sem akut, sem pedig kronikus hasznélat soran
(Zhang et al. 2018). A vinpocetin felszivodasa a bélbdl torténik, ami a taplalékkal
egylitt fokozodik. Mig taplalék nélkiil a hasznosulés 6,7 %, addig étkezéssel tarsitva 60-
100 % (Manda et al. 2015).

4. abra: A vinpocetin képlete (Al-Kuraishy et al. 2020).

Széles indikacios spektrumban hasznalatos vegyiilet, alkalmazzak ischémias
neuronalis karosodasnal (Nivison-Smith et al. 2015), strokeban (Bonoczk et al.
2002;Szobor and Klein 1992), agyi vérellatasi zavarokban (Rischke and Krieglstein
1991), neurodegenerativ betegségekben (Heckman et al. 2015;Medina 2011),
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demencidban ¢és mas kognitiv deficienciaval jaré korképekben (Nivison-Smith et al.
2015;Paroczai et al. 1998). Emellett nagy eldnye, hogy nem 1ép fel szignifikdns
interakci®6 mads, szintén iszkémids stroke-ban hasznalt gydgyszerekkel (oxazepam,
imipramin, glibenclamid) (Manda et al. 2015).

Az ischémids stroke az egyik leggyakoribb haldlok a fejlett orszagokban, ami
azonban még fontosabb, a strokeot kovetd maradandd idegrendszeri karosodas. A
betegség szamos rizikofaktorral rendelkezik, amelyek kozott nem befolyasolhato (kor,
nem, Ordkletes faktorok, alacsony sziiletési stly) €s befolyasolhatod (diabetes mellitus,
magas vérnyomas, dohanyzas, elhizas, alkoholizmus, oralis fogamzasgatlok) tényezok
is szerepelnek (Go et al. 2013). A stroke hatterében gyakran artérids plakkon kialakuld
trombdzis all, ami ischémidt majd infarktust okoz, emellett az infarktussal hatéros
teriileteken gyulladast hoz 1étre. A gyulladast kdvetéen megindul a szdveti regeneracio,
azonban a stroke helyén maradandé karosodas alakul ki (Macrez et al. 2011). Ischémiéas
allapotban az erek sziikiilete és/vagy elzarodasa kovetkeztében a neuronok szamara
felvehetd oxigén ¢és gliikdoz mennyisége csokken, ami oxidativ stresszhez vezet. Ezt
kévetden a neuronokban excitotoxikus folyamatok indulnak be, amik soran a Ca®'-
felszabadulas hatdsara megtorténik a sejtek elhaldsa (Sidorov er al. 2019). Az elhalt
sejtekbdl felszabaduld kiilonbozé proinflammatorikus faktorok hatasara karosodik a
vér-agy gat (Yang et al. 2019) és aktivalodnak a mikroglia sejtek, amelyek a gyulladas
fokozéasaval tovabbi sejtpusztulast idéznek eld. Emellett a felszabadulé NF-xB hatasara
az endotél simaizmaiban kontrakci6 kovetkezik be, ami fokozza az oxigén- és
gliikozhianyt.

A vinpocetin az IkB kinazon keresztlil gatolja az NF-xB utvonalat, ezéltal
neuroprotektiv hatassal bir (Jeon et al. 2010;Wu et al. 2017). Tovabba doézisfiiggen
képes gatolni a fesziiltségfiiggé Na™ és Ca’" csatornakat, melynek kovetkeztében
csOkkenti az excitotixicitdst, az 6démat, és igy a sejtpusztulast is (Erdo et al
1996;Tretter and Adam-Vizi 1998). Szamos megfigyelés tdmasztja ala, hogy az oxidativ
stressz, az excitotoxicitas, és a rendellenes metabolizmus a neuronok halaldhoz vezet.
Azok a folyamatok, melyek cAMP (ciklikus adenozin-monofosztat) csokkenéshez
vezetnek, csdkkentik a BDNF (brain-derived neurotrophic factor) szintjét, ami az
idegsejtek ttlélésében jatszik szerepet. A PDE1 (foszfodiészteraz-1) foként a striatum és

az agykéreg sejtjeiben van jelen, ahol a motoros aktivacioban vesz részt (Ahmed et al.
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2018;Patyar et al. 2011). A vinpocetin azaltal, hogy gatolja a PDEl-et, elésegiti a
cAMP szint fennmaradésat, ezzel javitva a sejtek talélését (Chiu ef al. 1988;Hagiwara et
al. 1984), emellett képes csokkenteni az asztrocita 6démat és az ingerelhetdséget a
cAMP-dependens PKA (protein-kindz A) Utvonalon keresztiil (Vardjan N 2018). A
vinpocetin tovabbad fokozza a cGMP szintet, ami a kalmodulindependens
foszfodiészterazok gatlasan keresztiil vasodilataciot idéz eld, ezzel javitva az agy vér-,
oxigén-, és gliikozellatasat, eldsegitve a sejtek ATP-termelését. Human vizsgalatok
igazoltak, hogy a vinpocetin javitja az agyi perfuziot és oxigénfelhasznalast, ezzel
megeldzve az allapotromlast a tobbszords strokeos betegek esetén is, igy a vinpocetint a
mai napig hasznaljdk Europa tobb orszagaban (Zhang L. and Yang L. 2015).

A vinpocetin jotékony hatasai kozé tartozik antioxiddns tulajdonsaga is (Al-
Kuraishy et al. 2019). A reaktiv oxigén- ¢€s nitrogénszarmazékok neuropatologias
szerepe abban rejlik, hogy képesek karositani a sejtek kiilonbozo komponenseit,
fehérjéket, lipideket és a DNS-t is. A ROS (szuperoxid, hidrogén-peroxid) termelés
novekedése az antioxidans rendszer kapacitdsdnak csokkenését eredményezi. A
vinpocetin antioxidans tulajdonsaga révén képes csokkenteni a ROS mennyiséget, igy
novelve az idegsejtek oxidativ stresszel szembeni ellenallasat, és ebbdl kifolyolag
csokken a lipidperoxidacio és az agyi karosodas mértéke (Slemmer ef al. 2008). Ez a
protektiv hatas a kis és kdzepes vinpocetin dozisok esetén figyelhetd meg, mig a magas
dozistt vinpocetin fokozza az oxidativ stresszt, prooxidans és proinflammatorikus
hatasokon keresztiil (Abdel-Salam OM et al. 2016). A vinpocetinnek megfigyelhetd
gyulladascsokkentd hatdsa is, ami miatt szintén protektiv hatassal bir a kozponti
idegrendszerben. Ischémids stroke utdn els@sorban az idegrendszeri gyulladas vezet a
masodlagos agykarosodashoz. Ilyenkor a TLR-ok (toll-like receptor) fokozott
expresszidja kovetkeztében pro inflammatorikus faktorok szabadulnak fel (Gao et al.
2017). Ezeknek az utvonalaknak a gatldsa az NF-kB gatlas mellett neuroprotektiv
hatéssal bir. Leirtdk, hogy a vinpocetin gatolja a TNF-a (tumor nekro6zis faktor o) altal
kivaltott NF-xB aktivaciot, a proinflammatorikus faktorok felszabadulasat és a
gyulladédsos markerek, mint az IL-1b és az IL-33 képzddését kisérletes ischémias
modellben (Zhang et al. 2018), emellett atherosclerotikus allapotokban csokkenti a
gyulladasos citokinek felszabadulasat mikrogliakbol, makrofagokbol és az endotélbdl

(Zhang and Yang 2014). A mikorglia sejtek az idegrendszer immunsejtjei, melyek
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sziikség esetén képesek részt venni a sériilés és a fertdzés elleni védekezésben, a
gyulladas szabalyozasaban, emellett a mikroglidk feladata az elhalt sejtek, szdveti
tormelék elimindcidja, majd ezt kovetden a neurogenezis meginditasa és a
neuroprotektiv faktorok termelése. Masik oldalrol nézve a mikroglidk részt vesznek a
gyulladés kialakitasaban, kiilonboz6é gyulladdasos mediatorok TNF-a, IL-6, IL-1b és NO
felszabaditdsaval (Ma et al. 2017). Korabban leirtdk, hogy vinpocetin hatisara csokken
a mikroglidk aktivitdsa, és igy az idegrendszeri gyulladds. Ezen feliil ischémiés strokeot
kovetden az lathatd, hogy vinpocetin hatasara csokken az infarktus teriilete, ami foként
az NF-kB és a TNF-a expressziojaban bekovetkezd csokkenésnek tulajdonithaté (Wang
et al. 2014). A vinpocetin tovabba az ischémids-reperfuzios karosodas csokkentésében
is szerepet jatszik azaltal, hogy gatolja a perivasculdris makrofagok aktivacigjat, amik a
neurondlis kérosodas progresszidjaban kulcsszerepet toltenek be, illetve a gyulladdsos
citokinek felszabaditasadval részt vesznek a vér-agy gat karositdsdban. Emellett az
aktivalt makrofagok, T-sejtek €s dendritikus sejtek besziirik a karosodott teriiletet, és
kemotaktikus faktorok kibocsatasaval neutrofil granulocitdkat vonzanak a sériiléshez. A
vinpocetin ischémids stroke utdn gatolja a TNF-o altal eldidézett IxB aktivacidt a
célgének represszidjaval és a gyulladasos faktorok felszabadulasanak gatlasaval (Jeon et
al. 2010;Nivison-Smith et al. 2017).

A vinpocetin kezelésnek nem csak ischemia idején, hanem a karosodast
kovetden is fontos szerepet tulajdonitanak. A gliasejtek posztischémids koriilmények
kozott kapcsolatba Iépnek a kiilonb6zd immunsejtekkel (makrofagok, limfocitak,
neutrofil granulocitdk) és igy modulaljdk az immunreakciot, helyredllitva a
homeosztazist, ¢s megelézve a tovabbi neurondlis karosodast. Ebben kulcsszerepet
jatszik a TGF-B ¢és az IL-10, ami elOsegiti a valaszreakciot (Yan et al. 2009).
Tapasztalhato ugyanakkor, hogy az ischémiés stroke aktivalja a gyulladast, noveli a vér-
agy gat permeabilitdsadt a makrofagokon keresztiil, amik hisztamin és mas gyulladasos
mediatorok kibocsatdsaval tovabbi immunsejteket vonzanak, ezzel fokozva az
ischémias kérosodast (Lambertsen et al. 2019). Ennek hatterében a mikroglia sejtek
kiilonboz6 differencidlddasa jatszhat szerepet, mint a klasszikus Gtvonal (M1) illetve az
alternativ utvonal (M2). Az M1 utvonal hatdsara aktivalodik az indukalhaté NO-szintaz
és a TNF-a, ami a neuronalis karosodast okozza. Ezzel szemben M2 aktivacid esetén a

sejtekben arginaz aktivacid és neuroprotektiv citokinek felszabaduldsa kovetkezik be
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(Xu et al. 2016). Oregedés soran karosodik az M2 aktivéacio, igy az M1 differenciacion
atesett sejtek hatasa fokozottan érvényesiil, ami fokozza az ischémids kéarosodast az
idésebb betegekben (Lee er al. 2013). A mikroglidhoz hasonléan az asztrocitdk is
képesek aktivalodni stroke esetén. Az asztrocitdk Al differencidlodéast kovetden
képesek fokozni a neuronalis karosodast a komplementrendszer aktivaciojaval, mig A2
differencialodas utan a neuronok novekedését eldsegitd faktorokat képes termelni (Liu
and Chopp 2016). A strokeot kdvetd egy honapban az asztrocitdk a karosodas helyén
aktivalodnak, és egy fokozott gliozis figyelheté meg (Pekny et al. 2019). Megfigyelték,
hogy a kiilonboz6é gliasejtek aktivacioja altal kivaltott gyulladasban bekovetkezett
valtozasok a strokeot kovetd idoszakban szovodményeket képesek eldidézni, ilyen
példaul a depresszid, epilepszia, demencia és a kognitiv kdrosodas (Ahangar AA ef al.
2018). Ismert, hogy a vinpocetinnek emlitésre mélto antioxidans, gyulladascsokkentd és
antiapoptotikus hatdsa van mind a mikroglia, mind az asztrocita sejtekre a stroke alatt és
azt kovetden is. Ezen feliil a vinpocetin képes csokkenteni a neutrofilek toborzasat és a
mieloperoxidaz aktivitast egerekben (Jeon et al. 2010). Ezért feltételezhetd, hogy a
vinpocetin mind a stroke alatt, mind a strokeot kovetden hatékonyan képes géatolni a
kozponti idegrendszer gyulladdsos folyamatait (Zhuang et al. 2013).

A fenti leirasbol lathatd, hogy a vinpocetin tobb évtizedes alkalmazasa soran
szdmos célpontjat ¢és miikddési mechanizmusat azonositottdk mind a kozponti
idegrendszerben atfogdéan, mind sejtek szintjén. Mar korai vizsgdlatok is bemutattak,
hogy a mitokondrium potencialis célpontja lehet a vinpocetinnek, mivel a neuronalis
mitokondriumok ROS termelésiikkel hozzédjarulnak az ischémids-reperfuzios
karosodashoz a glutamat excitotoxicitds révén (Colombo ef al. 2018), a vinpocetin
azaltal, hogy képes kotddni a periférias benzodiazepin receptorokhoz, ezaltal képes
gatolni a mitokondridlis permeabilitas tranziciés porus (mPTP) nyitasat (Tarnok et al.
2008). Emellett a vinpocetin gatolja a mitokondrialis membran depolarizaciojat, gatolja
a Na'/Ca®™ cserét, megel6zi a mitokondridlis Ca®" felszabadulasat és a ROS
felszabadulasat a neurondlis karosodas alatt (Nag et al. 2019).

Jelen disszertacié a fent leirtakon tul a vinpocetin tovabbi mitokondrialis

hatdsainak vizsgalatara fokuszal.
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2. Célkitizés

2.1.Metilénkék

Célunk a metilénkékkel kapcsolatos kisérletekkel az wvolt, hogy tjra
megvizsgaljuk, hogy a mitokondrialis CIII kiilonb6zd részeinek gatldsa athidalhato-e
MK segitségével. A ragcesalofajspecifikus problémak megvalaszolasa érdekében harom
kiilonboz6 fajon végeztiink kisérleteket (egér, patkany, tengerimalac). Modellrendszeren
¢és a ragcsalok agyabol preparalt mitokondriumokon azt vizsgaltuk, hogy a MK képes-e
a CIII-tol disztalisan, kozvetleniil a citokrom c-nek atadni az elektronjait. Azon feliil,
hogy megerdsitettiik korabbi elméletiinket, miszerint a CIII inhibitorral (antimycin vagy
myxothiazol) kezelt agyi mitokondriumokban a MK képes athidalni a CIII gatlast,

szerettiik volna megvizsgalni, hogy:
e Van-¢ kiilonbség az egyes ragcsalofajok mitokondriumainak MK-re adott
valaszreakci01 kozott?
e A MK képes-e kozvetleniil a citokrom c-nek atadni az elektronokat?

Kisérleteink soran a gatloszerek és MK egyidejii jelenlétében a kontroll vagy
gatlészert kapott mitokondriumok esetében jelentdsen eltéré hatast tapasztaltunk,

melyek ujabb kérdéseket vetettek fel:

e Mi okozza a mitokondrium ADP-re és az adenin-nukleotid-transzlokaz (ANT)
gatloszerre, karboxi-atraktilatra (CAT) kialakulo szokatlan bioenergetikai hatast

CIII inhibitor (myxothiazol vagy antimycin) és MK jelenlétében?

e Hogyan valtozik a MK lokalizdcigja és biologiai hatdsa az oxidaltsagi

allapotanak fiiggvényében?
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2.2. Vinpocetin

Az értekezés masik nagy témdja a vinpocetin vizsgalata, melyben a célunk a

vinpocetin harom kiilonb6z6 szinten torténd vizsgalata volt: cellularis (primer agyi és

endotél sejtkultardkon), izolalt idegvégzddéseken (szinaptoszomakon) és izolalt

ragesalo agyi mitokondriumokon. Arra voltunk kivancsiak, hogy a vinpocetin:

Hogyan befolyasolja az agyi kapillaris endotélsejtek mitokondriumainak Ca*"

felvételét és leadasat?
Van-e protektiv hatdsa a glutamat toxicitassal szemben?

Milyen hatdssal van a szinaptoszomdk oxigénfogyasztisara ¢s H,0,

termelésére?

Befolyasolja-e a mitokondrium bioenergetikai paramétereit (oxigénfogyasztas,
membranpotencial, H,O, termelés, ATP-szintézis, ATP-az aktivitas, Ca*’

homeosztazis és duzzadas)?
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3. Modszerek

3.1. Vegyszerek, mérooldat

A méréseinkhez hasznalt vegyszereket az ADP kivételével a Sigma-tdl (St. Louis,
MO, USA), az ADP-t pedig a Merck-tdl (Darmstadt, Germany) szereztiik be. A
méréseinkhez hasznalt standard mérdoldat osszetétele mM-ban: 125 KCI, 20 Hepes, 2
K2HPO4, 1 MgCl2, 0,1 EGTA, 0,025% zsirsav mentes BSA, pH 7,0 (KOH). A BSA
hasznéalata elengedhetetlen, kiilonben a mitokondriumok gyorsan elveszitik a

funkcionalitasukat a szabad zsirsavak jelenlétében (Tretter et al. 2007).

3.2. Agy mitokondriumok izolalasa

Az agy mitokondriumok izoldlasat harom kiilonb6z6é ragcsalofajbol (egér,
patkany, tengerimalac) valdsitottuk meg. Az allatok tartasat ¢és dekapitalasat az
orvosbiologiai kutatasok allatokra vonatkozo nemzetkozi iranyelvei (International
Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals) és a Semmelweis
Egyetem allatkisérletekre vonatkozé szabélyai (Guidelines for Animal Experiments at
Semmelweis University) szerint végeztiik. A 2010. szeptember 22-én kelt 2010/63-as
EU rendelet értelmében, abban az esetben, ha a kisérleti allatok tartasa és ledlése
szerveik vagy szoveteik felhasznaladsa céljabol torténik, nem sziikséges kiilon etikai
engedély (Chapter 1, Article 3, Definitions 1, Paragraph 2).

A ragcsalok agyat a dekapitaciot kovetden A pufferben (225 mM mannitol, 75
mM szukréz, 5 mM HEPES, 1 mM EGTA, pH = 7.0) feldaraboltuk, Potter-Elvehjem
homogenizatorral homogenizaltuk, majd ezt koévetden 3 percig 1,300 g mellett
centrifugéltuk. A feliiliszé 0jboli centrifugalasat kdvetden (10 percig, 20,000 g mellett)
a csapadékot 15 %-os Percoll oldatban szuszpendaltuk. Az igy kapott szuszpenzidval
egy Percoll-gradienst készitettiink. Legalulra 40 %-os, f6lotte 23 %-os Percoll oldatot,
majd ennek tetejére a 15 %-os Percollban oldott mintat rétegeztiik ra. Az igy kapott
gradienst 8 percen keresztiil 30,700 g-n centrifugaltuk és fékezés nélkiil allitottuk le. A
mitokondrialis (als6) frakciot a Percoll oldat eltavolitdsa utan ,,A” pufferben
szuszpendaltuk, majd 10 percig 16,600 g-n centrifugaltuk. A feliiliszo eltavolitasat
kovetden a csapadékot ismét szuszpendaltuk A pufferben, és tovabbi 10 percig 6,300 g

mellett centrifugaltuk. Az utols6 centrifugalast és a feliiluszo eltavolitasat kovetéen a
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csapadékot (EGTA-mentes) B pufferben szuszpendaltuk (225 mM mannitol, 75 mM
szukr6z, 5 mM HEPES; pH = 7.4) (Rosenthal et al. 1987;Tretter et al. 2007). A teljes
folyamatot jégen végeztilk. A prepardlast kovetden a mitokondridlis fehérje
mennyiségét modositott Biuret reakcioval (Bradford 1976) hataroztuk meg (~30 mg/ml

fehérje). A mitokondriumok a preparalast kvetd 4-6 oran beliil keriiltek felhaszndlasra.

3.3. Sejtkultiarak izolalasa

Az agyi kapillaris endotél sejtek 3-5 honapos Wistar patkdnyokbol szarmaztak,
melyeket extracellularis matrixszal bevont feddlemezeken novesztettiink (Domotor et
al. 1999). A sejteket DMEM oldatban tartottuk, mely 17 % plazmabdl szarmaz6 BSA-t
(First Link, UK), 2 mM glutamint, 80 pg/ml heparint, 150 pug/ml endotélsejt fejléddést
segitd adalékot (Sigma), antibiotikumokat, nyomelemeket (C-vitamin, szelén), inzulint,
transzferrint és glutationt tartalmazott. Kisérleteinket a konfluens allapot elérésekor (6-
10 nap utan) végeztiik a primer sejtkultaran.

A primer neuron-dus sejtkultirakat E17 Wistar patkdny embriokbol izolaltuk. A
sejteket 6 mm-es L-poliornitinnel plusz lamininnel bevont 12 well-t tartalmazo6 lemezen
vagy D-polilizinnel bevont Petri csészében tartottuk Neurobasal médiumban
(Invitrogen, Carlsbad, CA), melyet 2 % B27 adalékkal és 2 mM glutaminnal
egészitettlink ki és 8-12 napig 37 °C-on 5 % CO, jelenlétében taroltunk (Chinopoulos et
al. 2004).

3.4. Szinaptoszomak izolalasa patkany agybol

A szinaptoszomak izolalasa patkdny agykéregbdl tortént (Hajos 1975). A
szinaptoszoma frakciot a szukroz (0,8 M) gradienssel torténd centrifugalas soran
kaptuk. A szukrézt jéghideg desztillalt vizben oldottuk (0,32 M), majd 20000 rpm
fordulatszdmon 20 percig {lepitettik a szinaptoszémakat. A csapadék fehérje
koncentracioja 20 mg/ml kortili értéket adott. A szinaptoszomakat a hasznalatukig jégen
tartottuk.
médiumban végeztiik, melynek 6sszetétele (mM): 140 NaCl, 3 KCl, 2 MgCl,, 2 CaCl,,
10 glikoz, 10 PIPES, pH=7,38. A szinaptoszomak bioenergetikai paraméterei ezt

kovetden legalabb 6 6ran keresztiil vizsgalhatoak.
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3.5. A mitokondrium és a szinaptoszoma oxigénfogyasztasanak
meghatarozasa

A szinaptoszéma €s a mitokondrium oxigénfogyasztasat egy nagy felbontast
Clark-tipust elektroddal miik6dd respirométerrel vizsgaltuk (Oxygraph 2k, Oroboros
Instruments, Innsbruck, Ausztria) (Doerrier et al. 2018) 37 °C-on, 2 ml térfogata
kamrakban, alland6 kevertetés mellett. Az oxigénelektrodot 100 %-ra (levegd O,
koncentraciodja) és 0 %-ra (ditionit) kalibraltuk.

A méréseket standard mérdoldatban (lasd. 3.1. Vegyszerek, mérdoldat) végeztiik.
A  mérésekhez hasznalt fehérje koncentrdcidja néhany kivételtdl eltekintve
mitokondriumoknal 0,1 mg/ml, mig a szinaptoszoma esetében 2 mg/ml volt. A
mitokondriumokat piruvat-malat (5-5 mM), glutamat-malat (5-5 mM) vagy szukcinat (5
mM) szubsztrattal, mig a szinaptoszomakat gliikkdzzal (10 mM) energetizaltunk.

Az eredmények feldolgozdsa DatLab 4 (Oroboros Instruments, Innsbruck,
Ausztria) szoftverrel tortént. Az oxigénfogyasztdst az oxigénkoncentracid negativ

derivaltjaként adtuk meg.

3.6. A mitokondrialis membranpotencial meghatarozasa

A mitokondrialis membranpotencialt (A¥,,) harom kiilonb6zé médszerrel, TPP"
elektroddal, safranin O fluoreszcenciaval és ratiometrikus moédon TMRM

fluoreszcenciaval vizsgaltuk.

3.6.1. TPP" elektréd

A AY,, mérésének egyik modja a tetrafenilfoszfonium (TPP") elektrod hasznalata

(Kamo et al. 1979). A TPP" egy lipofil kation, ami képes atjutni a membranon. A TPP"

TPP' mennyiségét (2 uM), a A¥,, a Nerst-egyenlet segitségével kiszamolhato.
3.6.2. Safranin fluoreszcencia

A safranin egy pozitiv toltésti vegylilet, amelyet a mitokondrium a AWy,
figgvényében képes felvenni (Akerman and Wikstrom 1976;Figueira et al. 2012). A
mitokondrialis membran hiperpolarizalodasara a safranin fluoreszcencia intenzitasa

csokken, mivel a safranin oligomerek elnyelik a monomerek altal kibocsatott fényt a
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mitokondrium matrixban. Méréseink 37 °C-on 495 nm excitacios és 585 nm emisszios
hullamhosszon végeztiik PTI Deltascan fluoreszcens spektrofotométerrel (Photon
Technology International, Lawrenceville, NJ, USA) (Komary et al. 2008). A
méréseinket standard mérdoldatban (lasd. 3.1. Vegyszerek, mérdoldat) végeztiik, 0,1
mg/ml mitokondrialis fehérjét, 2 uM safranint és piruvat-malat (5-5 mM) szubsztratot
hasznaltunk.

Egyes mérések soran az Oroboros O2k miszer O2k- Fluo LED2 Module
(Oroboros Instruments, Innsbruck, Ausztria) segitségével parhuzamosan tudtuk
detektalni az oxigénfogyasztast és a AWn-t. A fluoreszcens spektrofotométer (PTI

Deltascan) és az Oroboros O2k altal detektalt eredmények megegyeztek.

3.6.3. TMRM fluoreszcencia

A AY,, detektalasdnak mdasik modja tetrametil-rhodamine-metil-észter (TMRM)
hasznalataval ratiometrikus mdodon tortént (Scaduto, Jr. and Grotyohann 1999;Tretter et
al. 2007). A mérés soran dual excitation ratiometric mode-ban hasznaltuk a
fluoreszcens spektrofotométert (PTI Deltascan, Photon Technology International,
Lawrenceville, NJ, USA), ahol két excitacios (546 és 573 nm) és egy emisszids (590
nm) hulldmhosszt allitottunk be. Ezt kdvetden kiszamoltuk az 546-590 nm-es és az 573-
590 nm-es hullamhosszakon mért fluoreszcens intenzitds hanyadosat. Ennek eldnye,
hogy mivel azonos mintat vizsgaltunk, az osztas utdni ardny normalizalva lesz az
optikai uthosszra, a koncentraciora, a megvilagitas intenzitasara €s a ,,fotobleaching”-re
is. Emellett az 573 nm-es és az 546 nm-es hulldmhosszon gerjesztett TMRM
fluoreszcencia intenzitisa a AW, valtozasa soran ellentétesen valtozik, ezért ezek

hanyadosat vizsgalva nagyobb jelet kapunk (Scaduto, Jr. and Grotyohann 1999).

3.7. A NAD(P)H redoxallapot meghatarozasa

A NAD(P)H autofluoreszcenciat 344 nm excitaciés és 460 nm emisszios
hulldmhosszon vizsgaltuk 37 °C-on PTI Deltascan fluoreszcens spektrofotométerrel
(Photon Technology International, Lawrenceville, NJ, USA). Méréseinket standard
mérdoldatban (lasd. 3.1. Vegyszerek, mérdoldat) végeztiik, 0,1 mg/ml mitokondriumot
¢és piruvat-malat szubsztratot (5-5 mM) alkalmaztunk). A NAD(P)H szint valtozdsanak
detektalasat kovetéen 10°-szeres fotonszamot abrazoltuk. A NADH és a NADPH
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fluoreszcencia nem valaszthatd el egymastol ezzel a modszerrel. Azonban a NAD'-
NADH pool egy nagysagrenddel nagyobb, mint a NADP'-NADPH pool, ezért a mérés

soran tapasztalt fluoreszcencia valtozasaban a NADH-szint valtozdsa a meghatdrozo.

3.8. A metilénkék oxidoredukcios allapotanak meghatarozasa

A MK oxidaltsagi allapotat 660 nm-en vizsgaltuk, mivel a MK oxidalt formdja
ezen a hullamhosszon rendelkezik abszorpciés maximummal, és ebben eltér a redukalt
MK spektrumatol. Méréseink JASCO V-650 spektrofotométerrel (ABL&E-JASCO,
Tokio, Japan) (Gorman and Shnider 1988), 37 °C-on, standard mérdoldatban (lasd. 3.1.
Vegyszerek, mérdoldat) végeztik, 0,1 mg/ml mitokondriumot, piruvat-malat
szubsztratot (PM, 5-5 mM) és 2 uM MK-et hasznaltunk. A megjelenités soran a MK-t
tartalmazd mérés eredményébdl kivontuk a MK-t nem tartalmazé mérés eredményét,

igy ki tudtuk szlirni a MK oxidacigjatol fiiggetlen valtozasokat.

3.9. A metilénkék elhelyezkedésének vizsgalata

A MK elhelyezkedésének (intra- vagy extramitokondrialis) meghatirozasat
JASCO V-650 spektrofotométerrel (ABL&E-JASCO, Tokid, Japan), 37 °C-on
végeztiik. A méréshez hasznalt mitokondridlis fehérje koncentracioja 0,4 mg/ml volt,
melyet egy percig MK-kel (2 uM) inkubdltunk. Ezt kdvetéen 3 perc mulva PM (5-5
mM)  szubsztratot, majd ismét 3  perc  mulva  karbonil-cianid-4-
(trifluorometoxi)fenilhidrazon (FCCP, 250 nM) szétkapcsoldszert adtunk, és ezzel
parhuzamosan detektaltuk az abszorbanciat 660 nm-en. A szubsztratok ¢és a
szétkapcsoloszer eldtt, illetve a szétkapcsoldszert kdvetden 3 perccel mintat vettlink a
mérdkiivettabol, és ezeket a mintakat 2 percen keresztiil 14,300 g mellett centrifugaltuk,
majd megmértiilk a mitokondriummentes feliiliszok abszorbancidjat (feliiluszo 1, 2, 3).
Ezutan a feliiluszokat levegdvel atbuborékoltattuk, ezzel teljesen oxidaltuk, majd
ditionitot adva teljesen redukaltuk a feliiliszoban talalhatd6 MK-t. gy meg tudtuk
allapitani, hogy a feliilisz6 mennyi MK-t tartalmazott, amibdl kovetkeztetni lehet a

mitokondrium 4ltal felvett MK mennyiségére.
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3.10.A mitokondrium és szinaptoszoma H,0, termelésének vizsgalata

A mitokondrium és a szinaptoszéma H,O, termelését torma peroxidazzal (5 U/2
ml) és Amplex UltraRed (3 uM) festékkel vizsgaltuk (Tretter et al. 2007). Az Amplex
UltraRed a torma peroxidaz hatdsara H,O, jelenlétében a fluoreszcens resorufinna
alakul. Kisérleteinkben 0,1 mg/ml mitokondrium ¢és 0.5 mg/ml szinaptoszoma
koncentraciot alkalmaztunk. A méréshez PTI Deltascan fluoreszcens spektrofotométert
(Photon Technology International, Lawrenceville, NJ, USA) hasznaltunk 550 nm
excitacidés és 585 nm emisszids hullamhosszon. Minden mérést ismert mennyiségii

H,0,-dal kalibraltunk.

3.11.A mitokondrialis ATP szintézis kinetikai vizsgalata

A mitokondridlis ATP szintézis kinetikajat kapcsolt enzimreakcioval vizsgaltuk
hexokindz ¢és gliikkdz-6-foszfat-dehidrogenaz segitségével (Komlodi and Tretter
2017;Williamson and Corkey 1979). A mitokondriumokat (0,05 mg/ml) a standard
mérdoldatban (lasd. 3.1. Vegyszerek, mérdoldat) inkubaltuk. A médiumhoz (2 ml)
NADP ™ot (3 mM,) hexokinazt (HK, 1,5 U), gliikoz-6-foszfat-dehidrogenazt (G6PDH,
0,5 U), gliikézt (5 mM), ADP-t (2 mM), AP5-6t (P',P>-Di(adenosine-5")pentafoszfat,
adenilat-kindz (AK) inhibitor, 200 uM) adtunk (Melnick 1979). Mitokondriumok
jelenlétében az ADP és a 1égzési szubsztrat glutamat-malat (GM) ATP-vé alakul,
aminek jelentds része elhagyja a mitokondriumot az ANT-n keresztil. Az ATP-t
felhasznalva a HK gliik6z-6-foszfatot allit eld gliikozbol, melyet a G6PDH fog oxidalni
6-foszfogliikonatta, ezzel parhuzamosan pedig NADP'-ot redukal NADPH-td. A
keletkez6 NADPH sztochiometriailag egyenld a felhasznalt ATP mennyiségével, amely
a mitokondriumbdl szarmazott. A NADPH abszorbancigjat 340 nm-es hulldmhosszon,
37 °C-on vizsgaljuk JASCO V-650 spektrofotométeren (ABL&E-JASCO, Tokio,
Japan). A kalibraciohoz ATP standardot hasznaltunk.

3.12.Az ATP-az aktivitas mérése

A mitokondrium ATP hidrolizisét 1égzési szubsztrat hidnyaban kapcsolt
enzimreakcioval vizsgaljuk (Teruel et al. 1986). A standard mérdoldathoz (lasd. 3.1.

Vegyszerek, méréoldat) NADH-t (300 uM), laktat-dehidrogenazt (LDH; 2 U/ml),
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piruvat-kinazt (PK; 2 U/ml), foszfoenol-piruvatot (PEP; 2mM), ATP-t (0,5 mM) és
rotenont (1 uM) adtunk. Az ATP hidrolizise soran keletkez6 ADP-t a PK foszforildlja
ATP-vé, ezzel parhuzamosan a PEP-ot piruvatta alakitja. A keletkez6 piruvatbol a LDH
tejsavat allit eld, ezzel parhuzamosan NADH-t oxidal. A NADH fogyas és a hidrolizalt
ATP sztochiometrigja 1:1. A NADH abszorbancidjanak csokkenését 340 nm-es
hulldmhosszon, 37 °C-on vizsgéaljuk JASCO V-650 spektrofotométeren (ABL&E-
JASCO, Tokid, Japan). A mérést ismert mennyiségiit ADP-vel kalibraltuk.

3.13.A mitokondrialis kalcium tranziens meghatarozasa

In situ mitokondridlis és citoplazmatikus kalcium méréseket Wistar patkdnyok
agyi kapillaris endotél sejtjein végeztik el (3.2 fejezet) X-Rhod-1-AM (Molecular
Probes, Eugene, OR, USA) segitségével (Gerencser AA and Adam-Vizi 2001). A
mitokondrialis kalcium tranziens ([Ca*']n) térbeli eloszlasat egy Micromax digitalas
CCD kameraval (Nikon Diaphot 200, Princeton Instruments) készitett képeken, és egy
felil ateresztd fluoreszcens képekhez hasznalatos sziirdvel (,,the original X-rhod-1 mito
filter.fIt”) vizsgaltuk az Image Analyst MKII programmal (Image Analyst Software,
Novato, CA, USA). A citoplazmatikus kalcium tranzienst ([Ca*"].) ugyanazon a képen
vizsgaltuk X-Rhod-1 fluoreszcenciaval a sejtmagi régidban. Ezt kovetden
meghataroztuk a csucs intenzitast, és a felezési id6t (t1/2), ami a csucs intenzitds ¢€s
csucs intenzitds felére csokkenése kozott eltelt ido.

Fluorimetrias vizsgalatokkal tudjuk mérni a lehetséges optikai vagy kémiai
kolcsonhatasokat a vinpocetin €s a kalciumszenzitiv fluoreszcens festék (X-Rhod-1,
Fura-FF) kozott, hogy kizarjuk a lehetséges artefaktokat, amik a fluoreszcencia
megvaltozasat okozhatjdk. A  vinpocetin vizes oldatanak fluoreszcencidja
elhanyagolhatdé mértékli mind a Fura-FF 510 nm-es (elnyelés: 340/380 nm) mind az X-
Rhod-1 570 nm-es (elnyelés: 535) kisugarzasi tartomanyaban. 30 pM vinpocetinnek
nem volt hatasa sem az oldott X-Rhod-1, se a Fura-FF fluoreszcenciajara, se magas

kalcium tartalmu (40 uM), se kalciummentes oldatban (pH = 7.4, 37 °C).

35



DOI:10.14753/SE.2023.2792

3.14.A késleltetett kalcium deregulacio mérése izolalt patkany agy
neuronokon

A time-lapse fluoreszcens mikroszkopiat a primer kérgi neuron kulturakon
végeztikk a fenti fluoreszcens mikroszkop beallitassal UAPO 20 x dry 0.75 NA (20-
szoros nagyitas, 0,75-6s numerikus apertura) lencsével. A sejteket 15 percig, 37 °C-on,
Fura-FF-AM festékkel (3 uM) inkubaltuk. Fura-FF fluoreszcencia aranyt vizsgaltuk,
amihez 340/10 (kozép/savszélesség hullamhossz nm-ben) és 380/10 gerjesztést
(Chroma, Rockingham, VT, USA), egy 400DCLP dikroikus tiikrot és egy 470LP feliil
ateresztd szlir6t (Omega Optical, Brattleboro, VT, USA) hasznaltunk (Chinopoulos et
al. 2004).

3.15.A mitokondrium kalcium felvételének vizsgalata

A mitokondriumokat (0,05 mg/ml) az alabbi reakcidelegyben inkubaltuk (mM): 8
KCl, 110 K-glukonat, 10 NaCl, 10 HEPES, 2 KH,PO,, 4 MgCl,, 10 mannitol, 5
glutamat, 5 malat, 3 ATP, 0,25 ADP, pH 7,25 (KOH) kiegészitve 0,025%-o0s BSA-val.
A szabad kalciumkoncentracié meghatdrozdsa a WinMAXC szoftverrel (Gunter and
Pfeiffer 1990;Schoenmakers ef al. 1992) tortént. Ca*-ot (CaCly) adtunk a
Green 5N (Kp = 4,29 uM) festékkel kovettilk nyomon. A Calcium-Green fluoreszcencia

excitacios hullamhossza 505 nm, emisszids hullimhossza pedig 535 nm.

3.16.A mitokondrialis duzzadas vizsgalata

Az 1zolalt mitokondriumok duzzadisabol kovetkeztetni lehet a mitokondridlis
permeabilitasi tranzicios porus (mPTP) nyitasara (Gunter and Pfeiffer 1990;Zoratti and
Szabo 1995). A fényszoras 590 nm-en detektalhaté és parhuzamosan kdvethetd a
mitokondrium Ca®" felvételével a PTI Deltascan fluoreszcens spektrofotométeren dual
excitation dual emission mddban hasznalva. Minden mérés végeztével alameticint

(porusképzo fehérje, 80 pg/2 ml) adtunk a maximalis duzzadas eléréséhez.
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3.17.Statisztika

Az adatok abrazoladsa soran az atlag £ S.E.M.-t hasznaltunk. A statisztikai
kiilonbségeket ANOVA-val (SIGMASTAT; Systat Software Inc., San Jose, CA, USA)
vizsgaltuk. Az egyszerli 0sszehasonlitasok esetében Student’s t-probat alkalmaztunk.

Vizsgalatainkban a kiilonbségeket p < 0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.
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4. Eredmények

4.1. Metilénkék

4.1.1. A metilénkék hatasa a mitokondrialis oxigénfogyasztasra
ragesalokbol izolalt agyi mitokondriumokban komplex III gatlas
esetén

A mitokondridlis bioenergetika jellemzése sordn érzékeny paraméter az
oxigénfogyasztas mértéke. A 1égzés vizsgalatdhoz harom kiilonbozd ragesald (egér,
patkany, tengerimalac) agyabol izolaltunk mitokondriumokat, melyek 1égzését kétféle
1égzési szubsztrat kombindcioval, piruvat+malattal (PM) és glutamat+malattal (GM)
tdmogattuk, és emellett két kiilonbozd komplex III (CIII) gatloszert (myxothiazol és
antimycin) alkalmaztunk. A mérés soran kiilonbozd 1égzést befolyasold anyagokat
adtunk és figyeltiik a mitokondrialis 1égzés sebességének valtozasat. Eldszor ADP-t
adtunk, ami az akceptor kontroll segitségével fokozta a 1égzést. Ezt kovette karboxi-
atraktilozid (CAT) hozziadasa, ami az ANT gatloszere, aminek hatdsara a kiilséleg
hozzaadott ADP nem képes kicserélddni a matrixban szintetizalédott ATP-vel, igy
megszinik az ATP-szintaz reakcidhoz sziikséges szubsztrat (ADP) utanpotlas, ami a
protonok intermembran térben torténd felhalmozodasahoz és ezzel parhuzamosan az
ETC lassulasdhoz vezet, ami a csokkent oxigénfogyasztasban nyilvanul meg. Az ANT
gatlast kovetden FCCP-t adtunk, amivel szétkapcsoltuk a mitokondriumokat, ami
gatlészer hianyaban az oxigénfogyasztas fokozodast valtotta ki (5. abra (E)).

Régota ismert az a tény, hogy a PM szubsztrattal 1élegeztetett antimycinnel
kezelt (CIII gatolt) mitokondriumok oxigénfogyasztasa csokken (Tretter et al. 2014;Von
Jagow G and Bohrer C 1975). Ismételt vizsgalat soran hasonl6 eredményeket kaptunk,
majd MK (2 uM) hozziadas hatdsara 60 %-kal ndtt az antimycinnel gatolt
mitokondriumok oxigénfogyasztasa (5. abra (B) egy reprezentativ gorbét, 5. dbra (D) a
statisztikai adatokat (36,7 + 2,0 — 58,7 + 2,3 nmol/perc/mg fehérje) jeleniti meg).
Ezutan ADP hozzédadasa az antimycinnel kezelt mitokondriumoknal MK nélkiil nem
okozott szignifikans valtozast, azonban az ADP a MK altal stimulalt légzést
csokkentette (58,7 + 2,3 — 36,4 + 2,6 nmol/perc/mg fehérje). A CAT (ANT-gatlo)
szignifikans (36,4 + 2,6 — 55,1 £ 2,4 nmol/perc/mg fehérje, 51%) oxigénfogyasztas

emelkedést okozott az antimycin + metilénkék + ADP hozzaadasat kovetden a
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metilénkékkel kezelt egér agy mitokondriumokon. Az ADP-re bekovetkezo
1égzéscsokkenés, illetve a CAT altal kivaltott 1égzésfokozodas egy szokatlan jelenség.
Ezt kovetden szétkapcsoloszert (FCCP) alkalmaztunk, ami gétolta a mitokondridlis
oxigénfogyasztast. Metilénkék hianyaban antimycinnel kezelt mitokondriumoknal nem
tapasztaltunk valtozast ADP és CAT hozzaadésat kovetden.

Abbodl a célbol, hogy a MK komplex Ill-ra gyakorolt hatasat tobboldaltian
vizsgaljuk, ezért az antimycin mellett egy masik jol ismert inhibitort (myxothiazol) is
alkalmaztunk, ami egy disztalisabb ponton képes gatolni a CIII-at (Turrens ef al. 1985).
Az alkalmazott myxothiazol koncentraci6 (1 M) esetében a gatlas sokkal kifejezettebb
volt (5. abra (A) egy reprezentativ gorbét, 5. abra (C) a statisztikai adatokat (36,7 + 2,0
— 58,7 £ 2,3 nmol/perc/mg fehérje) jeleniti meg). Ezt kovetden a MK (2 uM)
hozzdadasa Otszorosére novelte az oxidaciot (4,5 £ 0,6 — 22,7 = 4,3 nmol/perc/mg
fehérje, 5. abra (C)). Az antimycin hatasdhoz hasonléan a MK kezelést kdvetden az
ADP hozzéaadas csokkentette, mig CAT novelte az oxigénfogyasztast (5. abra (C)).

Azonos kondiciok mellett hasonlé eredményeket kaptunk tengerimalac és
patkany agyi mitokondrium esetén is (abrat nem mutatunk). Kisérleteinket elvégeztik
glutamat-malat szubsztrattal is, és szintén hasonld eredményeket kaptunk, tehat a
kiilonb6zd CI szubsztratok alkalmazdsa nem volt hatdssal az eredeti jelenségre: CIII
gatolt mitokondriumokon (géatloszertdl fiiggetleniil) MK feloldotta a gatlast.

A szokatlan oxidaciés mintazat, amely MK hatasara CIII gatldészer utan
figyelheto meg (ADP-re torténd légzéscsokkenés, CAT-ra torténd 1égzésfokozodas),

tovabbi magyarazatra szorul, igy vizsgaltuk gatloszer és MB jelenlétében a A ,-t.
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5. &bra: Metilénkék (MK, 2 puM) hatdsa az oxigénfogyasztasra egér agybol izolalt
mitokondriumokon CIII gatlds esetén. A mitokondriumokat piruvat-malat (5-5 mM)
szubsztrattal 1¢élegeztettiik, a CIII-at myxothiazollal (1 uM) (A, C) vagy antimycinnel
(300 nM) (B, D) gatoltuk. Az E részben a CIII gatloszer nélkiili allapotot jelenitettiik

meg metilénkék vagy puffer hozzaadasara. Az A és B részben két reprezentativ gérbe
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lathato, a fekete vonal a metilénkék hozzdadasa nélkiili, mig a sziirke vonal a
metilénkék hozzdadasara bekovetkezd allapotot mutatja. C, D, E részekben
oszlopdiagramon jelenitjiik meg az oxigénfogyasztas atlagat + S.E.M. nmol/perc/mg
fehérjére vonatkoztatva (n = 8). * és # jelek a kiilonb6z6 kondicidk kozti szignifikans

kiilonbséget (p < 0,05) jelolik.

4.1.2. A metilénkék hatiasa a mitokondrialis membranpotencialra
ragesalokbol izolalt agyi mitokondriumokban komplex III gatlas
esetén

A AWt félkvantitativ modon két kiulonb6zé fluoreszcens moddszerrel
vizsgaltuk. A safranin fluoreszcencia mérése egyszerlien kivitelezhetd és megbizhatod
eredményeket ad. A mérés soran hiperpolarizaci6 hatdsara csokken a fluoreszcencia
intenzitdsa a safranin oligomerizacioja miatt. A TMRM fluoreszcenciaval is vizsgaltuk
a A¥-t. A TMRM fluoerszcenciat ,,dual excitation ratiometric mode”-ban vizsgaltuk,
¢s a két hulldmhosszon excitalt, de ugyanazon az emisszids hullimhosszon detektalt
fluoreszcencia intenzitasanak aranyat abrazoltuk. A TMRM fluoreszcencia (a safranin
fluoreszcenciaval ellentétben) a mitokondridlis membran hiperpolarizacidja esetén

emelkedik.

4.1.2.1. Membranpotencial mérések safranin O fluoreszcens festékkel

A safranin fluoreszcencian alapuldé AW, mérésénél a kisérleti protokoll
megegyezett az oxigénfogyasztasnal alkalmazott protokollal. Sok esetben ez a két
paraméter vizsgdlhatdé azonos kiivettdban. Légzési szubsztrdtok hatdsdra a
mitokondrium belsé membranja hiperpolarizalodott, amit a fluoreszcens jel csokkenése
mutat. Kontroll koriilmények kozott (se CIII gatloszer, se MK nincs jelen), a membran
ADP hatasara depolarizalodik, mivel 1) az ANT egy elektrogén transzoporter (ADP*"-t
visz be a matrixba és ATP*-t visz ki a matrixbol); 2) az ADP altal eldidézett ATP
termelés hatasara (akceptor kontroll), az intermembran térbdl protonok aramlanak a
matrixba, ezzel csokkentve a AW,-t. Az ANT gatlo CAT megsziintetni az ADP-ATP
cserét, ezaltal megsziinik az akceptor kontroll és az ATP szintézis, ami a gatolja a
protonok visszadramldsat a matrixba. Ennek kovetkeztében a protonok ismét

felszaporodnak az intermembran térben az elektrontranszportlanc komplexeinek
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protonpumpa aktivitasa miatt, aminek eredményeképpen fel tud épiilni a kezdeti AW),.
Ezutan a szétkapcsoloszer (FCCP) hatasra ismét egy depolarizaciot figyelhetiink meg,
mivel a protonok visszadramldsa megsziinteti a protongradienst (6. abra d). Gatloszer
nélkiil adott MK hat4sara nem tapasztalunk valtozast a kontroll vizsgalathoz képest (6.
abra c). A CIII gatloszer jelenlétében a CI szubsztrattal 1élegeztetett mitokondrium
membranja szinte teljes mértékben depolarizalodott (6. abra a, b). A CIII gatolt
mitokondriumok membranja MK hozzaadésat kovetden részlegesen repolarizalddott (6.
abra, b). Az ADP ezek utdn egy depolarizaciot idézett eld (mint ahogy a megfeleléen
miikodo CIII-mal rendelkezé mitokondriumoknal lenni szokott), majd az ANT gatlo
CAT hozzéadasat kovetden egy szignifikans hiperpolarizacidt tapasztaltunk. A
kisérletet megismételve patkdny agyi mitokondriumokon két kiilonb6zd inhibitorral
hasonl6 eredményt kaptuk (4brat nem mutatunk). A safranin fluoreszcencidval mért
eredmények validalasdhoz méréseinket megismételtiik egy masik fluoreszcens festékkel

(TMRM) is.

myxo/ puffer/
myxo MK ADP CAT  Eccp

o
o
]

»
(=]
L

depolarizacio
B

Sy
Tl |

[ o

N
o
1

A 4\ d e myxothiazol + MK {b)
= myxothiazol (a)
Dufter/ ViB s kontroll (d)
0. puffer puffer = MK (c)

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Idé (mp)

Safranin fluoreszcencia (foton szam * 103)
-9
o
L

6. abra: Metilénkék hatasa a AW,-ra egérbdl izolalt agyi mitokondriumokon CIII
gatlas esetén. A AW -t safranin O fluoreszcencidval vizsgaltuk (lasd. 3.1. Vegyszerek,
mérdoldat). A mitokondriumokat PM (5-5 mM) szubsztrattal 1élegeztettiik, a CIII-at

myxothiazollal (myxo, 1 uM) gatoltuk. Az ,,a” (piros) gorbe: inhibitor (myxothiazol); a
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b (kék) gorbe: inhibitor (myxothiazol) és metilénkék (MK, 2 uM); a ,,c” (z6ld) gorbe:
metilénkék; A ,,d” (rézsaszin) gorbe: kontroll. A tovabbi hozziadasok: ADP (2 mM),
CAT (2 uM), FCCP (250 nM). A gorbék az atlag safranin fluoreszcenciat jeldlik, a
szoras = S.E.M. tartomanyt jelol (n = 3). *, #, &, § jelek a gorbék adott pontjai kozotti
szignifikans kiilonbséget (p < 0,05) jelolik.

4.1.2.2. Membranpotencial mérések TMRM fluoreszcens festékkel

A TMRM fluoreszcencia  mérésénél  tengerimalac  agybdl  izolalt
mitokondriumokon végezve a kisérleteket, az eredmények megegyeztek a safranin
hasznalata sordn kapottakkal (7. abra). Méréseinket elvégeztiilk patkany és egér agyi
mitokondriumain is két kiilonboz6 gatloszer (A: myxothiazol, B: antimycin) mellett. Az

Osszes esetben hasonld eredményeket kaptunk (utébbiakrél dbrat nem mutaunk).
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7. abra: Metilénkék hatasa a AW,-ra tengerimalac agybol izolalt mitokondriumokon
CIII gatlas esetén. A A¥,-t TMRM fluoreszcenciaval vizsgaltuk (lasd. 3.1. Vegyszerek,
mérdoldat). A mitokondriumokat PM (5-5 mM) szubsztrattal 1¢legeztettiik, a komplex
[II-at myxothiazollal (myxo, 1 uM) gatoltuk. Az ,a” (piros) gorbe: inhibitor
(myxothiazol); a ,,b” (kék) gorbe: inhibitor (myxothiazol) és metilénkék (MK, 2 uM); a
,»C (z0ld) gorbe: metilénkék; A ,,d” (rézsaszin) gorbe: kontroll. A tovabbi hozzaadéasok:
ADP (2 mM), CAT (2 uM), FCCP (250 nM). A gorbék az dtlag TMRM fluoreszcenciak

aranyat jeldli (n = 3).
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4.1.3. A metilénkék hatasa a NAD(P)H egyensulyi allapotara

A NAD(P)H/NAD(P)" egyenstlyi allapota megbizhato médon képes mutatni a
mitokondrium redox homeosztazisat. A CI, CII és CIV gatldsa ezt az egyensulyi
allapotot képes mddositani. A 1égzési lancba a gatlas el6tt belépd redukalo ekvivalensek
egyensulyi allapota eltolodik a redukalt forma irdnyaba, mivel a gatlas miatt nem tudnak
oxidalodni. CI szubsztrat esetén (a-ketoglutarat (aKG), PM, GM) a NADH, mig CII
szubsztrat (szukcinat) oxidacidjanak gatlasakor (feltételezve, hogy a géatlészer nem a
FAD redukcigjat gatolja), a FADH, szintje emelkedik meg (Chance and Williams
1955). Mar korabban leirtak, hogy a MK képes elektronokat atvenni a NAD(P)H-r6l
(Atamna et al. 2008;Tretter et al. 2014). Abban az esetben, ha a MK képes az
elektronokat a CIII gatolt mitokondriumok ETC-ban a gatlas utani pontra atvinni, akkor
ezzel varhatoan csokkenteni fogja a NAD(P)H szintjét és a NAD(P)H/NAD(P)" aranyt.
Mivel az antimycin rendelkezik sajat optikai jellel a mért hulliamhosszon (zavarja a
NAD(P)H fluoreszcenciat), ezért ezeket a kisérleteinket myxothiazollal végeztik (8.
dbra). Piruvat-malat szubsztrat hozzaadasat kovetéen a NAD(P)™ pool jelentés
mértékben redukalddott. Myxothiazol hidnyaban (,,a” (kék) gorbe) a metilénkék és az
ADP hozzaadasa is csokkentette a NAD(P)H fluoreszcenciat, majd az ANT gatlo CAT
hatdsara ismét emelkedett a NAD(P)H szint. Hasonl6 eredményeket kaptunk MK
hidanyaban is (,,d” (rézsaszin) gorbe). Myxothiazol jelenlétében és MK hianyaban a
myxothiazol hozzaaddsa megemelte a NAD(P)H szintjét, amit késdbb sem az ADP, sem
a CAT nem modositott. Majd az FCCP hatdsara a NAD(P)H fluoreszcenciaban
gyakorlatilag nincs valtozas (,,b” (z6ld) gorbe). Amikor a mitokondriumokhoz
gatloszert és MK-et is adtunk (,,c” (piros) gorbe), a kezdeti gatloszerre torténd
emelkedést a MK csokkentette. ADP (emelte a NAD(P)H szintet) és CAT (csokkentette
a NAD(P)H szintet) hozzdadasat kovetden a szokatlan tendencia volt megfigyelhetd.
Kisérleteinket megismételve tengerimalac és egér agyi mitokondriumokon hasonld

eredményt kaptunk (abrat nem mutatunk).
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8. abra: Metilénkék hatasa a NAD(P)H/NAD(P)' egyensulyi allapotara patkany agybol
izolalt mitokondriumokon CIII gatlds esetén. A mitokondriumokat PM (5-5 mM)
szubsztrattal 1élegeztettiik, a CIII-at myxothiazollal (myxo, 1 puM) gatoltuk. Az ,,a”
(kek) gorbe: metilénkék (MK, 2 uM); a ,,b” (z61d) gorbe: inhibitor (myxothiazol); a ,,c”
(piros) gorbe: inhibitor (myxothiazol) és metilénkék; a ,,d” (rézsaszin) gorbe: kontroll.
A tovabbi hozzdadasok: ADP (2 mM), CAT (2 uM), FCCP (250 nM). A kiiléonbdzd
Osszedllitaisokhoz tartozd reprezentativ gorbéket abrdzoltuk, kisérletszdm: n>4. A
gorbék az y tengelyen eltolva vannak é&brazolva az egymassal vald zavard atfedés

elkertilése ¢és a konnyebb Osszehasonlithatésag érdekében.

4.1.4. A metilénkék oxidoredukcioja gatloszer jelenlétében és hianyaban

Az oxigénfogyasztis, a A%, és NAD(P)H/NAD(P)' egyensulyi allapot
vizsgalatanal is tapasztaltuk azt a jelenséget, hogy CIII inhibitor és MK jelenlétében a
vizsgalt paraméterek épp ellentétes irdnyba valtoztak a kontrollhoz viszonyitva.
Altalaban ADP hatésara emelkedik az oxigénfogyasztas, csokken a AWy, és a NAD(P)H
szint, ANT inhibitor hatdsara pedig csokkend mitokondridlis 1égzés, emelkedd AW, és

emelked6 NAD(P)H szint figyelhetd meg. Azonban kisérleteink soran ezzel ellentétes
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valtozasokat kaptunk az oxigénfogyasztads és a NAD(P)H fluoreszcencia vizsgélatanal.
Az ellentmondéas megvalaszoldsahoz vizsgaltuk a metilénkék oxidoredukcids allapotat,
kihaszndlva azt a spektralis tulajdonsagat, hogy az oxidalt formanak 660 nm-en van egy
elnyelési maximuma a lathatdo kék tartomdnyban, ami a redukalt forma esetén nem
érzékelhet6. Ugyanazt a kisérleti protokollt alkalmaztuk, mint az el6z6 négy esetben.
Méréseink végén ditionitot adtunk, amely az 0Osszes MK-t redukalta, ezaltal
megsziintette az elnyelését 660 nm-en.

Mivel a MK oxidaltsagi allapotat szerettiik volna nyomon kdovetni, ezért a
kisérletet elvégeztiik MK jelenléte nélkiil is, majd a két gorbét kivontuk egymasbol, igy
tudtuk megkapni a MK oxidaltsagi allapotaban bekdvetkezett valtozast. A kivonas utani
gorbék lathatok a 9. dbran. Megfigyelhetd, hogy a MK inhibitor jelenlétében és
hianyéban is jelentds mértékii emelkedést okoz az abszorbancidban 660 nm-en. ADP
hatasara a MK oxidaltabb, mig az ANT gatlas hatasara redukaltabba valt. Ezt kovetéen
FCCP hatasara ismét oxidalodott, majd ditionit hatisara teljesen redukalt allapotba
keriilt a MK. Ehhez hasonl6 eredményeket kaptunk, amikor kisérleteinket tengerimalac

agykéregbdl preparalt mitokondriumokon végeztiik el (dbrat nem mutatunk).
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9. &bra: Komplex III gatlészer hatasa a metilénkék (MK, 2 uM) oxidoredukcios
allapotara egér agybodl izolalt mitokondriumokon. A részletes mérési protokoll
megtalalhat6 a (lasd. 3.1. Vegyszerek, méréoldat). A mitokondriumokat piruvat-malat
(5-5 mM) szubsztrattal 1élegeztettiik, és az abszorbanciakiilonbséget jelenitettiik meg
metilénkék jelenlétében és hianyaban 660 nm-en (AAbseg * 10°). (A): gatloszermentes,
(B): antimycinnel (anti, 300 nM) gatolt komplex III, (C): myxothiazollal (myxo, 1 uM)
gatolt komplex III. A tovabbi hozzaadasok: ADP (2 mM), CAT (2 uM), FCCP (250
nM). A gorbék az atlagos kiillonbséget mutatjak + S.E.M. szérassal (n = 3).
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4.1.5. A metilénkék kompartmentalizacioja és hatasa a mitokondrialis
bioenergetikara

Ismert tény, hogy az oxidalt MK, ami Osszességében pozitiv toltési, képes
bekeriilni a mitokondridlis matrixba (Gabrielli et al. 2004), azonban valoszintisitheto,
hogy a hozzaadott MK-bél a mitokondrium nem a teljes mennyiséget veszi fel.
Kisérletiinkkel szeretnénk meghatdrozni, hogy az oxidoredukcids allapotatdl fliggden a
hozzaadott MK milyen ardnyban fog megoszlani a mitokondridlis és
extramitokondrialis tér k6zott (nem energizalt, szubsztrat altal energizalt és szétkapcsolt
allapotban). A kisérletben tengerimalac agybol izolalt mitokondriumokat vizsgaltuk (10.
abran).

A mérés sordn a mitokondriumokhoz MK-t adtunk, ami megemelte az
abszorbanciat 660 nm-en. Ezt kovetden a PM szubsztrat hatdsara csokkent az
abszorbancia, mivel az energizalt mitokondrium képes redukalni a MK-t. FCCP
hozzaadasa utan a MK redukalt/oxidalt forméjanak aranya az oxidalt forma iranyaba
tolodik el (10. abra, a). Az anyagok hozzaadasa el6tt és a mérés végén mintat vettiink a
mérokiivettabol, melyet centrifugaltunk, ¢és a (mitokondriummentes) feliilluszoban
mértilk az abszorbanciat (10. 4bra, b). A legalacsonyabb abszorbanciat akkor
tapasztaltuk, amikor a mitokondrium energetizalt allapotban volt (PM hozz4adasat
kovetden), azonban a szubsztratmentes és a szétkapcsolt mitokondrium feliiluszoja
kozott nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget. A feliiluszokban talalhato MK teljes
oxigenaldsdhoz levegét buborékoltattunk keresztiill a feliiliszokon, azonban ez
jelentésen nem befolyésolta a feliilluszoban detektalhaté 660 nm-en mért abszorbanciat,
vagyis az oxidalt MK mennyiségét. Tehat a feliiluszoban talalhaté MK mar kozel teljes
mértékben oxidalt formaban volt (10. abra, ¢). A harmadik Iépésben a feliiliszokhoz
ditionitot adtunk, ami csokkentette a 660 nm-en mért abszorbanciat (10. abra, d). Ebbdl
arra kovetkeztethetlink, hogy a feliiliszé abszorbancidjat a MK adta, ami ditionit
hataséara redukalddott, ezaltal elveszitette a szinét (abszorbanciajat 660 nm-en). A MK-t
a mitokondrium képes oxidalt formaban felvenni, redukalni, majd pedig elengedni. Az
energizalatlan és szétkapcsolt mitokondriumok esetében (ahol alacsony a A¥,) a
mitokondriumok alig képesek felvenni az oxidalt (pozitiv toltésii) MK-et, mig energizalt
allapotban (hiperpolarizalt membran esetén) felveszik, redukaljak, majd elengedik a

redukalt (semleges toltést) MK-t.
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10. &bra: A metilénkék megoszlasa a mitokondrialis és nem mitokondrialis
kompartmentek kozott kiillonb6z6 energia ellatottsdg esetén. A tengerimalac agybol
izolalt mitokondriumokat standard mérdoldatban (lasd. 3.1. Vegyszerek, mérdoldat)
inkubaltuk, részletes mérési protokoll megtalalhato a (lasd. 3.9. A metilénkék
elhelyezkedésének vizsgalata). A hozzaadasok: 1 percnél metilénkék (MK, 2 uM), 3
percnél PM szubsztrat (5-5 mM), 5 percnél FCCP (250 nM). A hozzdadéasok eldtt
minden alkalommal mintavétel tortént és azokbdl a mitokondriumok lecentrifugalasat
kovetden az abszorbancia meghatarozasa tortént (b). Az igy kapott feliilluszokba oxigént
buborékoltattunk (c), majd a MK-t ditionittal redukaltuk (d). Az oszlopok az atlagos
abszorbancidt jelenitik meg 660 nm-en + S.E.M. szérdssal (n = 10). *, # jelek a

kiilonb6z6 kondiciok kozti szignifikans kiillonbséget (p < 0,05) jelolik.

4.1.6. A NADH képes redukalni a citokrom c-t metilénkék jelenlétében

4.1.6.1. A metilénkék stimulalja a citokrom c redukciot komplex III
gatloszer jelenlétében is

A méréshez a mitokondriumokat tengerimalac agybol izoldltuk, és PM
szubsztrattal energizaltuk. A mérés kezdetén kiilsdleg acetil-citokrém c-t adtunk a
mérési médiumhoz, aminek abszorbanciavaltozasat detektaltuk, ami ardnyos a
redukaltsagi allapotaval. Acetil-citokrom ¢ haszndlatira azért volt sziikség, mert
kevésbé autooxidalddik mint a citokrom c, ezért a detektalas soran kisebb hibat fogunk
tapasztalni. Gatloszer jelenlétében és hianyaban sem tapasztaltuk az acetil-citokrom c
redukciojat, amennyiben nem adtunk MK-t (11. &bra, a ¢és d). Metilénkék jelenlétében

azonban az acetil-citokrom ¢ redukciojat tapasztaltuk, viszont ennek mértéke
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kiilonbozott gatloszer jelenlétében (11. dbra, b) illetve hidnyaban (11. abra, c¢). A
gatloszer hatasara csokkent a meredekség (acetil-citokrom ¢ redukcid sebessége). ADP
mindkét esetben csokkentette a meredekséget,
(oligomycin) stimulalta az acetil-citokrém c redukciot, mivel (ANT gatléhoz hasonl6an)
képes volt részlegesen visszaallitani a AWy,-t, ami a gyorsabb MK recirkulacidért
felelds. Kisérletiink alatdmasztja azt a feltevésiinket, hogy a MK képes atvinni az

elektronokat a (mitokondrium altal termelt) NADH-r6l a (kiils6leg adott) acetil-

citokrém c-re.
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11. abra: Metilénkék hatasa a kiils6leg adott acetil-citokrom ¢ redukcidjara
tengerimalac agybdl izolalt mitokondriumokon CIII gatlds esetén (myxothiazol (A)
vagy antimycin (B)). Az acetil-citokrém c redukcidjat 550 nm-en vizsgaltuk. A standard
médiumhoz (lasd. 3.1. Vegyszerek, mérdoldat) acetil-citokrom c-t (25 pM) adtunk, a
mitokondriumokat PM (5-5 mM) szubsztrattal 1¢legeztettiik. Az ,,a” (piros) gorbe:
inhibitor (myxo, 1 uM; anti, 300 nM); a ,,b” (kék) gorbe: inhibitor és metilénkék (MK,
0,5 uM); a ,,c” (zold) gorbe: metilénkék; a ,,d” (rdzsaszin) gorbe: kontroll. A tovabbi
hozzdadasok: ADP (2 mM), CAT (2 uM), FCCP (250 nM). A gorbék folotti szdmok az
abszorbanciavaltozas sebességét jelolik (AAbssso/mp * 10°). Az egyenesek a gorbe
kiilonb6z6 részeire illeszkednek, amelyeknek a meredekségét szamoltuk. A gorbék az

atlagot = S.E.M. (n = 3) jelenitik meg.

4.1.6.2. A metilénkék stimulalja a citokrom c redukciot NADH
jelenlétében in vitro koriilmények kozott

Arra a kérdésre szerettiink volna valaszt kapni, hogy a MK kozvetleniil is képes-e
redukalni a citokrom c-t vagy sziikséges-e hozzd valamilyen tovabbi mitokondrialis
faktor. Ennek eldontéséhez a mitokondriummentes standard médiumhoz (lasd. 3.1.
Vegyszerek, méréoldat) NADH-t adtunk ¢és a mérést egy nagy felbontasu
respirométerrel vizsgaltuk. Kezdetben az oxigénfogyasztas alacsony volt, majd MK
hatdsara jelentésen fokozodott. Ezt kovetden az oxigénfogyasztas sebessége
kismértékben csokkent, ahogy a MK oxidalta a NADH-t (12. dbra). Amikor a kamraba
acetil-citokrém c-t adtunk, az oxigénfogyasztas hirtelen lecsokkent, majd fokozatosan
ujra elkezdett emelkedni, egészen addig, amig el nem érte a kontroll (acetil-citokrom ¢
mentes) allapotot. Ebbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a vizsgalat soran a
hozzédadott acetil-citokrom ¢ fokozatosan redukdlodott, majd amikor elérte a teljesen
redukalt allapotot, mar nem tud ott t6bb elektront felvenni a MK-r6l. A kisérletbdl tehat
az dertil ki, hogy a MK képes felvenni az elektronokat a NADH-r6l, ezaltal redukalodni,
majd az elektronokat molekuldris oxigénnek atadni (ezt mutatja a megndvekedett
oxigénfogyasztds metilénkék hozzdadasat kovetden). Ehhez pedig nem sziikséges a
mitokondrium milkddése, amit a kisérleti eredmény is aldtdmaszt, hogy az acetil-
citokrom ¢ dnmagaban is képes atvenni az elektronokat a MK-t6l, ezaltal csokken az

oxigénfogyasztas, mivel a MK az acetil-citokom c-t preferalja a molekuldris oxigénnel
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szemben. Ahogy az acetil-citokrom ¢ egyre telitettebbé (redukaltabbd) valik, ugy fog
egyre noni az oxigénfogyasztas sebessége (amig el nem éri a kontroll allapotot), mivel a
MK innentdl ismét a molekuléaris oxigént fogja redukalni. A kisérlet indirekt modon

bizonyitja, hogy MK képes atvinni az elektronokat a NADH-r6l a citokrom c-re.
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12. &bra: Metilénkék ¢és acetil-citokrom ¢ hatasa az oxigénfogyasztasra
mitokondriummentes médiumban NADH jelenlétében. A standard médiumhoz (lasd.
3.1. Vegyszerek, mérdoldat) NADH-t (250 uM) adtunk. Minden gdrbe esetében
b (piros) 12,5 uM; c (zold) 5 uM; d (sarga) 2 uM; e (kék) 0 uM) adtunk. A gorbék az
atlagot = S.E.M. (n = 3) jelenitik meg.

4.1.6.3. Az acetil-citokrom c redukciéjanak NADH fiiggése
metilénkék jelenlétében in vitro koriilmények kozott

Megfigyeléseink azt mutattak, hogy a MK képes redukalni az acetil-citokrom c-t,
azonban azt is szerettilk volna megvizsgalni, hogy ezt milyen mértékben befolyasolja a

MK elektrondonorja, a NADH (13. abra). Megfigyelhet, hogy NADH hidnyaban az
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acetil-citokrom ¢ nem redukalédik (13. abra, a (kék)), azonban a NADH koncentracid

emelkedésével fokozodik a redukcio sebessége.
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NADH mellett. Az acetil-citokrom c abszorbancidjat 550 nm-en vizsgaltuk. A standard
médiumhoz (lasd. 3.1. Vegyszerek, mérdoldat) acetil-citokrom c-t (25 uM) és NADH-t
(a (kék) 0 uM; b (piros) 50 uM; ¢ (zold) 250 pM; d (rézsaszin) 500 uM) adtunk.
Minden gorbe esetében metilénkék (2 uM) hatdsara indult meg az acetil-citokrom c
redukcidja. A gorbék folotti szamok az abszorbanciavaltozas sebességét jelolik

(AAbssso/mp * 10°). A gorbék az atlagot + S.E.M. (n = 3) jelenitik meg.

4.1.6.4. Az acetil-citokrom c redukciéjanak metilénkék fiiggése
NADH jelenlétében in vitro koriilmények kozott

Az el6z6 vizsgalat mintdjadra megismételtiik a kisérletiinket, azonban most arra
voltunk kivancsiak, hogy a redukcié sebessége fligg-e a hozzdadott MK mennyiségétol
(14. abra). Megfigyelhetd, hogy MK hidnyaban az acetil-citokrom ¢ nem redukalodik
(14. abra, a (kék)), azonban a MK koncentraciéo emelkedésével fokozodik a redukcio

sebessége.
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redukciojara NADH jelenlétében. Az acetil-citokrom ¢ abszorbancigjat 550 nm-en
vizsgaltuk. A standard médiumhoz (lasd. 3.1. Vegyszerek, mérdoldat) acetil-citokrém c-
t (25 uM) és NADH-t (250 uM) adtunk. Minden gorbe esetében metilénkék (kék 0 uM;
piros 1 uM; zdld 2 uM; rozsaszin 4 uM; sziirke 8 uM) hatdsara indult meg az acetil-
citokrom c¢ redukcidja. A gorbék folotti szamok az abszorbanciavaltozds sebességét
jelolik (AAbsssy/mp * 10°). A gorbék az atlagot jelenitik meg, a szérds + S.E.M.
tartomanyt jelol (n = 3).
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4.2. Vinpocetin
4.2.1. Vinpocetin hatasa az oxigénfogyasztasra

4.2.1.1. Vinpocetin hatiasa a szinaptoszoma oxigénfogyasztasara

A patkany agyi szinaptoszomak vizsgalata in situ allapotban jol tiikkr6zi a
szinaptoszoma mitokondriumainak szubsztratoxiddciojat. A szinaptoszéma preparatum
ugyan szennyezett szabad mitokondriumokkal, azonban ezeknek a dontd tobbsége az
extracellularis Ca*" koncentracio hatasara PTP nyilas kovetkeztében funkcioképtelen,
illetve a szokasos, glukozzal torténd szinaptoszoma energizalasbol nem képes energiat
eldallitani. Vinpocetin hatisara csokkent mind a nyugalmi, mind a szétkapcsoloszer
altal stimulalt 1€gzés a gliikozzal (10 mM) energizalt idegi végkésziilékekben (15. dbra).

A gliik6z laktatra cserélése ugyanezt az eredményt adta (dbrat nem mutatunk).
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15. abra: Vinpocetin hatisa a patkany agyi szinaptoszomak oxigénfogyasztasara. A
szinaptoszomakat glikézt (10 mM) tartalmazé médiumban inkubaltuk 5 percig
vinpocetin nélkiil kontroll koriilmények kozott (K, fehér oszlopok), illetve vinpocetin
jelenlétében (V, sziirke oszlopok, 10 ¢és 30 uM). Kezdetben a nyugalmi 1égzést
(K/V10/V30 alap) majd a szétkapcsoloval stimulalt (500 nM, K/V10/V30 FCCP)
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1égzést mértilk. Az oszlopok az atlag + S.EM. (n > 4) értéket mutatjdk. * jelek a

szignifikans kiilonbséget (p < 0,05) jelolik a kontrollal 6sszehasonlitva.

4.2.1.2. Vinpocetin hatiasa a mitokondriumok oxigénfogyasztasara

A tengerimalac agyi mitokondriumait CI (GM, 5-5 mM) vagy CII (szukcinat, 5
mM) szubsztrattal energizaltuk. A nyugalmi légzés alatt (csak szubsztrat jelenlétében) a
vinpocetin hozzdadasa fokozta az oxigénfogyasztast. Ezzel szemben az ADP stimulalt
1égzés vinpocetin hidnydban nagyobb mértékii volt, mint vinpocetin jelenlétében, az
alkalmazott szubsztrattol fliggetleniil (16. abra). Ha ADP hozzaadasat kovetden
alkalmaztuk a vinpocetint, akkor a 1égzés vinpocetin hatasara csokkent (nem mutatjuk).
Oligomycin hozzaadasa csokkentette a mitokondrialis 1égzést az ADP hozzaadasa el6tti
szintre, ezzel meghagyva a kontrollhoz viszonyitott, vinpocetin jelenlétében
megfigyelheté megnodvekedett oxigénfogyasztast, ami a vinca alkaloidokra jellemzd

szétkapcsolo hatéasra utal.
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16. A&bra: Vinpocetin hatasa tengerimalac agybol izolalt mitokondriumok
oxigénfogyasztasara. A mitokondriumokat GM (A, C) vagy szukcinit (B, D)
szubsztrattal 1¢legeztettiik a standard mérdoldatban. A mitokondriumokhoz vinpocetint
(vinpo; 30 uM), ADP-t (2 mM) és oligomycint (oligo; 5 uM) adtunk. Az A (GM) és a B
(szukcinat) abra 1-1 reprezentativ gorbét jelenit meg. A C (GM) és D (szukcinat) gérbén
a statisztika lathatd, a fehér oszlopok a kontroll koriilmények alatt mért, mig a sziirke
oszlopok a vinpocetinnel kezelt mitokondriumok oxigénfogyasztisat mutatja, atlag +
S.EM. (n > 5). * jelek a szignifikdns kiilonbséget (p < 0,05) jelolik a kontrollal

Osszehasonlitva.

4.2.2. A vinpocetin hatasa a mitokondrialis membranpotencialra

A tengerimalac agybol izolalt mitokondriumok membranpotencialjat TPP"
elektroddal vizsgaltuk. A mitokondriumokat GM vagy szukcinat szubsztrattal
energizaltuk. A AW, kialakulasat kovetéen vinpocetinnel (30 pM) kezeltik a
mitokondriumokat. A vinpocetin csokkentette a AWt 4,0 £ 0,6 mV értékkel.
Szukcinattal 1¢élegeztetett mitokondriumok esetében is hasonld depolarizaciot

tapasztaltunk (4brat nem mutatunk).

4.2.3. Vinpocetin hatasa H,O, termelésre

4.2.3.1. Vinpocetin hatasa a szinaptoszoma H,0, termelésére

A szinaptoszomdkban a ROS termelése fOként a mitokondriumok szdmlajara
irhat6. A vinpocetin agykérgi szinaptoszomak ROS képzésre gyakorolt hatasanak
vizsgélatahoz a szinaptoszomaékat glilkézzal (10 mM) tapléaltuk, és vinpocetinnel
inkubaltuk 5 percen keresztiil. A vinpocetin hatasara 22 %-kal csokkent a H,O,
termelés. A vinpocetin CI inhibitor (rotenon) jelenlétében is csokkentette a H,O,

termelést (17. abra).
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17. abra: Vinpocetin hatasa a patkany agyi szinaptoszamak H,O, termelésére. A
szinaptoszomakat glilkézt (10 mM) tartalmazé médiumban inkubaltuk 5 percig
vinpocetin nélkiil kontroll koriilmények kozott (K, iires oszlopok), illetve vinpocetin
jelenlétében (V, sziirke (10 uM és 30 puM) oszlopok). Kezdetben a nyugalmi
(K/V10/V30 alap) majd a rotenonnal stimulalt (1 uM, K/V10/V30 rot) H,O, termelést
mértiik. A nyugalmi H,O, termelést az Amplex UltraRed és a torma peroxidaz
hozzaadésat kovetden mértiik, majd 200 mp mulva adtuk a rotenont. Az oszlopok az
atlag = S.E.M. (n > 4) értéket mutatjak. * jelek a szignifikans kiilonbséget (p < 0,05)

jelolik a kontrollal 6sszehasonlitva.

4.2.3.2. Vinpocetin hatasa a mitokondriumok H,QO, termelésére

Altalaban elmondhat6, hogy szoros osszefiiggés figyelheté meg a mitokondrilis
oxigénfogyasztas ¢s a mitokondrium H,O, termelése kozott. A tengerimalac agyi
mitokondriumok H,O, termelését CI (GM, 5-5 mM) vagy CII (szukcinat, 5 mM)
szubsztrat hozzaadast kovetden vizsgaltuk.

CI szubsztrat esetén a nyugalmi ROS termelés csak toredéke volt a szukcinat altal
kivaltott ROS termelésnek, ami Osszhangban van munkacsoportunk korabbi
eredményeivel (Komary et al. 2008) és az irodalmi adatokkal (Starkov et al. 2002). A
vinpocetin GM jelenlétében csokkentette a H,O, termelést (18. abra A, C). ADP
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hozzaadéasara fokozodott a 1€gzés, €s ezzel parhuzamosan csokkent a H,O, termelés
vinpocetin jelenlétében ¢és hianyaban is. Az ATP szintézis oligomycinnel torténd
gatlasakor ismét fokozodott a H,O, termelés, viszont a novekedés mértéke lényegesen
kisebb volt vinpocetin jelenlétében (201 %), mint vinpocetin nélkiil (387 %).
Szukcinattal 1élegeztetett agyi mitokondriumok esetén a ROS képzés 2074 + 282
pmol/(perc*mg fehérje) volt, ami ADP hozzaadasat kovetden lényegesen lecsokkent
(94,6 %-kal) kontroll koriilmények kozott. Amennyiben szukcinitot kovetden
vinpocetint adtunk, a H,O, termelés 79,4 %-kal csokkent. Az ATP szintézis gatlasa utan
ismét emelkedett a H,O, termelés, kontroll koriilmények kozott 22,2-szeres, azonban

vinpocetin jelenlétében minddssze 6,1-szeres volt a ndvekedés (18. abra B, D).
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18. abra: Vinpocetin hatasa tengerimalac agybol izolalt mitokondriumok H,O,
termelésére. A mitokondriumokat GM (A, C) vagy szukcinat (B, D) szubsztrattal
I¢legeztettiik a standard mérdoldatban. A mitokondriumokhoz vinpocetint (vinpo; 30
uM), ADP-t (2 mM), oligomycint (oligo; 5 pM) adtunk, majd minden mérést kovetden
két alakalommal 100 pm H,O;-vel (cal) kalibratuk a mérésiinket (dbran nem lathato).
Az A (GM) és a B (szukcinat) abra egy-egy reprezentativ gorbét jelenit meg. A C (GM)
¢s D (szukcinat) gorbén a statisztika lathato, a fehér oszlopok a kontroll koriilmények
kozotti, mig a sziirke oszlopok a vinpocetinnel kezelt mitokondriumok H,O, termelését
mutatja, atlag £+ S E.M. (n > 4). * jelek a szignifikans kiilonbséget (p < 0,05) jeldlik a

kontrollal 6sszehasonlitva.

4.2.4. A vinpocetin hatasa a mitokondrium ATP termelésére

A  mitokondrium legfontosabb bioenergetikai funkcidja az ATP szintézis
biztositdsa. Az ADP hatdsara vinpocetin jelenlétében kisebb mértékii 1égzésfokozdodas
¢s egy jelentdsebb membrandepolarizacio kovetkezett be, mint vinpocetin hianyaban,
ami kihat az ATP termelésre. A mitokondrium ATP termelése 1égzési szubsztratok és
ADP jelenlétében képes informéaciot adni a komplex bioenergetikai allapotrol.

A mitokondridlis ATP termelés GM (5-5 mM) jelenlétében vinpocetin hatasara
dozisfiiggé moddon valtozott (19. abra). 30 uM vinpocetin hozzdadasara az ATP
szintézis 17,9 £ 4,6 %-kal csokkent. Oligomycin hatasara az ATP termelés majdnem 95
%-ot csokkent, ami azt mutatja, hogy az ATP termelés szinte teljes egészében az

oxidativ foszforilacié kdvetkeztében jon 1étre.
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19. &bra: A vinpocetin hatasa a mitokondrialis ATP termelésre. A tengerimalac agybol
izolalt mitokondriumokat (0,05 mg/ml) standard méréoldatban, AP5 (200 uM), ADP (2
mM), NADP" (3 mM), valtozé koncentracidju vinpocetin (0/10/20/30 uM) és a
méréshez sziikséges HK (1,5 U/ml) és G6PDH (0,5 U/ml) enzimek jelenlétében
inkubaltuk. A mérdoldathoz 200 mp eltelte utan GM (5-5 mM) szubsztratot adtunk, ami
elinditotta az oxidativ szubsztrat-dependens ATP szintézist, majd ujabb 200 mp mulva
oligomycinnel (oligo; 5 uM) gétoltuk az oxidativ foszforildciot. A mérés soran az ATP
mennyiségével ekvivalens mennyiségli NADPH keletkezett, melyet spektrofotométeren,
340 nm-en detektaltunk. Az A gorbe egy reprezentativ gorbét abrazol (fekete a kontroll,
szlirke a 30 uM vinpocetinnel kezelt), mig a B gorbén oszlopdiagram formajaban
lathatoak az eredmények. A fehér oszlop a kontroll (K), mig a sziirke oszlopok a
kiilonb6zdé koncentracidju vinpocetinnel (V10/V20/V30) kezelt mitokondriumok ATP
termelését mutatjak (atlag + S.E.M.; n > 4). * jeldli a szignifikans kiilonbséget (p <

0,05) a kontrollal 6sszehasonlitva.

4.2.5. A vinpocetin hatiasa a mitokondrium ATP-az aktivitasara

Az ATP szintézise az oxidativ foszforlidcion keresztiil szamos faktortol fligg: a
1égzési szubsztrat és az ADP transzportjatol, az ETC és a citratkor aktivitasatol. Ezért
szerettiik volna az ATP-szintaz aktivitasanak mérését reverz modon is megvaldsitani,
kizarolag ATP-vel taplalt mitokondrium ADP termelésének mérésével. A

mitokondriumokhoz vinpocetint (30 uM) vagy puffert adtunk. Vinpocetin jelenlétében
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az ATP hidrolizise t6bb mint dupldjara emelkedett (137 %-kal nétt). Szétkapcsoloszer
(FCCP; 250 nM) hatasara csokkent a kiilonbség a kontroll és a vinpocetinnel kezelt
mitokondriumok ATP hidrolizise k6zott. A maximalis ATP hidrolizis vizsgalatahoz
alameticinnel permeabilizaltuk a membrant és azt tapasztaltuk, hogy vinpocetin hatdsara

fokozodott az ATP-4az aktivitas (20. abra).
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20. dbra: A vinpocetin hatasa a mitokondrium ATP-az aktivitasara. A tengerimalac
agybol izolalt mitokondriumokat (0,05 mg/ml) standard mérdoldatban, NADH (300
uM), vinpocetin (30 uM), PEP (2 mM) ¢és a méréshez sziikséges PK (2 U/ml) és LDH
(2 U/ml U) enzimek jelenlétében inkubaltuk. Kiilséleg adott ATP (500 uM) utan
vizsgaltuk a nyugalmi, a szétkapcsolas (FCCP adéasa) utani és a permeabilizalt
(alameticin adéasa utani) mitokondrium ATP-4z aktivitasat. A mérés soran a hidrolizalt
ATP  mennyiségével ekvivalens mennyiségi NADH  fogyott, melyet
spektrofotométeren, 340 nm-en detektaltunk. A fehér oszlop a kontroll, mig a sziirke
oszlop a vinpocetinnel kezelt mitokondriumok ATP-az aktivitdsat mutatjak (atlag =+
SEM.; n > 4). * jeloli a szignifikdns kiilonbséget (p < 0,05) a kontrollal

Osszehasonlitva.
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4.2.6. Vinpocetin hatsa az agyi kapilliris endothél Ca’** homeosztazisra

Az agyi kapillaris endothél Ca®" homeosztazisinak vizsgalatdhoz patkany agyi
endotélsejtekbdl készitett sejtkulturat stimuldltunk ATP-vel (100 uM), melynek hatasra
Ca®" tranziens jott 1étre mind a mitokondriumokban (21. dbra A), mind a citoplazméban
(21. abra B) a purinerg receptorok aktivacioja és az inozitol-1,4,5-trifoszfat (IP3)
medialt endoplazmatikus retikulumbél torténd Ca”" felszabadulas miatt (Domotor et al.
1999). A mitokondrium Ca®" felvétele a citoplazmabol elsésorban a Ca®" uniporteren
keresztiil, mig leaddsa a Na'/Ca®" cseretranszporton keresztiil valosul meg (Feno et al.
2021).

Minden olyan valtozas, ami létrején a mitokondrium Ca®" | kezelése” soran, az
valtozast indukal a Ca®" tranziens maximalis amplitadojaban vagy a felezési idejében
(21. 4bra). A maximalis amplitidoban bekdvetkezé valtozas mind a Ca®" felvételben,
mind a Ca®" leadasban bekovetkezd valtozas kovetkezménye lehet, mig a Ca®" tranziens

felezési idejének valtozasa altalaban a Ca”" leadasban bekdvetkezett valtozast jeloli.
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21. abra: ATP (100 uM) hatasara bekovetkez6 mitokondrialis (A) és a citoplazmatikus
(B) Ca*" tranziens patkany agyi endotél sejtekb8l készitett primer sejtkultiran. A
mitokondridlis és a citoplazmatikus Ca®" tranziens meghatdrozasa ugyanarrél a
felvételrol késziilt képfeldolgozasi moédszerek segitségével; 17 sejtrol készitett 3

mérésbol.
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Patkany agyi endotél sejteken 10 uM vinpocetinnek nem volt szignifikans hatasa
sem a mitokondrialis, sem a citoplazmatikus Ca”" tranziensre (abrat nem mutatunk).
Habar 30 pM vinpocetin el6kezelés szignifikansan névelte a mitokondrialis Ca*"
tranziens felezési idejét (t;, = 23,5 + 6,8-16l 11, = 42,0 £ 6,2 masodpercre valtozott, p <
0,05), a maximalis amplitddot nem valtoztatta meg (2,24 + 0,48-r6l 2,22 + 0,77-ra
valtozott; relativ fluoreszcencia valtozast mutatunk AF/Fy) (22. abra).

A citoplazmatikus Ca”" tranziens paramétereiben nem tapasztaltunk szignifikans
valtozast (11, = 33,3 + 5,2-161 11, = 29,0 &+ 8,69 masodpercre, mig az amplitudo 1,33 +

0,13-r6l 1,53 + 0,15 relativ egységre valtozott). Abrat nem mutatunk.
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22. &bra: Vinpocetin (30 uM) hatasara bekovetkez6 mitokondrialis Ca’" tranziens
valtozasa patkany agyi endothel sejtekbdl készitett primer sejtkulturan. Atlag + S.E.M.
(n = 3) értékeket abrazoltuk.

4.2.7. Vinpocetin hatasa a késleltetett Ca™ deregulaciora

A késleltetett Ca®" deregulacio a glutamat toxicitdas modellje, amikor a kdzponti
idegrendszerben tartos glutamat stimulacié soran a rendkiviil magas a Ca>” bearamlas a
glutamat receptorokon keresztiil. Ennek kovetkeztében karosodik a sejtekben Ca®" és az

energia homeosztazis, ami sejthaldlhoz vezet (Nicholls ez al. 2007). Ezt jelzi a tartdosan
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magas intrcellularis Ca’" szint (késleltetett Ca®” deregulacio). Primer agykérgi
neuronokat stimulaltunk glutamattal (3 uM) és glicinnel (10 pM) 20 percig Mg*"
mentes médiumban. Ezalatt a Ca>" koncentraciot vizsgaltuk kiilonallé sejteken alacsony
affinitast Ca®" szenzitiv fluoreszcens festékkel (Fura-FF). A glutamat indukalta Ca®"
csucsot egy tranziens platd kovette a citoplazmatikus Ca®" koncentracioban, ami
alacsonyabb volt, mint a cstics, de magasabb, mint a kezdeti szint. Ez a plat6 fazis nagy
varianciat mutat az egyes sejtek kozott, azonban minden sejtnél egy i1d6 utan
irreverzibilis emelkedést tapasztaltunk a Ca®* koncentracioban. Vinpocetin kezelés nem
védte meg a sejteket a késleltetett Ca®" deregulaciotol. Sem a deregulacié atlagos
idejében, sem a deregulacios valaszt ado sejtek mennyiségében nem tapasztaltunk

kiilonbséget a mérés ideje alatt (20 perc). Abrat nem mutatunk.

4.2.8. Vinpocetin hatasa a mitokondrialis Ca’* indukalt Ca®*
felszabadulasra és a mitkondrialis duzzadasra

A mitokondrium egyik funkcidja az energiatermelés mellett a Ca®" homeosztazis
fenntartdsa. A Ca’" felvételi kapacitis felméréséhez Ca’" impulzusokat (12,5 pM)
alkalmaztunk 50 mp-es idokozonként, mely felvételre keriilt a mitokondriumba (23.
abra A). A felvétel gyorsan bekdvetkezett: a Ca®" uniporter Viax értékére 1,2 pM
Ca*"/(perc*mg fehérje) adodott. A Ca®” impulzusok adasanak hatasara a mitokondrium
Ca*" felvevd kapacitisa egy id6 utin megsziint. Amikor a Ca" felvétel véget ért, a
mitokondrium elkezdte elengedni a raktarozott Ca*"-ot a mitokondrialis permeabilitasi
tranziciés poérus (mPTP) nyitasan keresztiil (Ca’" indukalta Ca®" felszabadulas;
mCICR). Vinpocetin jelenlétében (30 pM) a mitokondrium maximalis Ca®" felvevd

kapacitasa valtozatlan maradt, mig a mCICR csokkent, ami az mPTP gatlasara utal (23.

abra).
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23. bra: Vinpocetin (30 pM) hatdsara a mitokondrialis Ca>” homeosztazisra, Ca*"
felvételre és mCICR-ra. Patkany agybdl izolalt mitokondriumokat (0,05 mg/ml)
inkubaltunk a reakcioelegyben (lasd. 3.15.), ehhez CaCl, impulzusokat adtunk 50 mp-
enként. A médium szabad Ca”" szintjét Calcium-Green 5 N fluoreszcenciaval vizsgaltuk
535 nm-en vinpocetin jelenlétében (vinpo 30 puM, sziirke) €és hianyaban (kontroll,
fekete). A Ca®" puffer kapacitas elvesztését a mCICR kovette. A gorbék reprezentativ

méréseket mutatnak (n > 3).

A mitokondrium mCICR mérésével parhuzamosan ugyanabban a mintdban
vizsgaltuk a Ca*" indukalta duzzadast is (24. dbra). Vinpocetin (30 uM) jelenlétében a
mitokondrialis duzzadas (a mPTP indikatora) csokkent, amit a kisebb csokkenés jelez a

fényszorasban a mCICR-t kovetden.
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24. dbra: Vinpocetin (30 pM) hatdsa a Ca®” indukélta duzzadasra. A mitokondriumok
(0,05 mg/ml) duzzadasat a Ca*" felvétellel parhuzamosan detektaltuk fényszoras
vizsgalataval a 3.15 fejezetben ismertetett reakcidelegyben vinpocetin jelenlétében
(vinpo 30 upM, sziirke) és hidnyaban (kontroll, fekete). A duzzadas és a Ca**
pufferkapacitds maximumat a mitokondrium egyszerre érte el. A gorbék reprezentativ

méréseket mutatnak (n > 3).
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5. Megbeszélés

5.1. A metilénkék képes megsziintetni a komplex I1I gatlast?
PhD-munkdm sordn célunk a MK ragcsalok agyi mitokondriumaira gyakorolt

hatdsanak vizsgalata volt. A mitokondridlis mikddés kiilonb6zé paramétereit CI
(NADH-termeld) szubsztratok jelenlétében (PM) vizsgaltuk. A MK redoxpotencialjanak
koszonhetden képes atvenni az elektronokat a NADH-rdl és ezt késobb tovabbadni a
citokrom c-nek. Ennek kovetkeztében képes athidalni az ETC proximalisabb
komplexeit, igy biztositva a NADH oxidaciojat és a folyamatos elektrondramlast az
ETC CIII-t6] disztalisan elhelyezkedd részére, amelynek fontos szerepe van CI és CIII
karosodas soran.

A MK vizsgalata sordn azt tapasztaltuk, hogy szignifikdns mértékben képes
fokozni az oxigénfogyasztast a CIII gatloszerrel (antimycin vagy myxothiazol) kezelt
mitokondriumokon. Ez az eredmény Osszhangban van a korabbi eredményeinkkel
(Tretter et al. 2014), amelyek viszont ellentétesek egy masik munkacsoport altal
publikalt vizsgalatokkal (Gureev et al. 2019). Ennek lehetséges okaként felmeriilt a
kiilonb6z6 ragesaldfajok kozti eltérés (munkacsoportunk tengerimalacbdl, mig Gureev
munkacsoportja  egerek  agyabol  preparalta a  kisérletekhez  sziikséges
mitokondriumokat). Késdbbi vizsgalataink soran azonban kimutattuk, hogy a CIII-gatolt
mitokondriumok esetében a MK azonos hatast valt ki a hdrom vizsgalt ragcsalofaj (egér,
patkany, tengerimalac) esetén (Svab ef al. 2021). A MK mindharom ragcsalofaj CIII
gatolt mitokondriumain képes volt részlegesen visszaallitani a mitokondridlis AWy,-t,
ezaltal novelni az oxigénfogyasztast, amelynek csokkenése a CIII gatloszer hatdsara
kovetkezett be. A mitermékek kisziirése érdekében két kiillonbozd fluoreszcens
festékkel (safranin O, TMRM) is vizsgaltuk a AY,, valtozasat. Mindkét festék minden
vizsgalt ragcsalofaj esetén azonos eredményeket adott a két CIII inhibitor (antimycin,
myxotiazol) mellett (safranin: egér (6. abra), patkdnyt nem mutatunk; TMRM:
tengerimalac (7. dbra), egeret és patkanyt nem mutatunk). Az eredmények igazolasahoz
tovabbi anyagokat (ADP, CAT) alkalmaztunk. ADP hatasara a CIII gatolt és MK-kel
kezelt mitokondriumokban depolarizalédott a membran, CAT hatasdra pedig
polarizalodott, ami &sszhangban all az oxigénfogyasztas valtozasaval (ADP hatasara

csokkent, mig CAT hatasara fokozddott az oxigénfogyasztds intenzitdsa). A MK az
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oxigénfogyasztds és a membranpotecial részleges visszaallitdsaval szerepet jatszhat a

crer

5.2. Az elektrontranszportlainc melyik részei képesek oxidalni a
metilénkéket?

A korabbi oxidacidés eredmények (egér (5. é&bra), patkdny és tengerimalac
eredményeket nem 4abrazoltuk) rédmutattak, hogy a MK képes visszaallitani az
oxigénfogyasztast, az eldzbéleg CIII gatloszerrel kezelt agyi mitokondriumokon, habar
ezzel parhuzamosan a AW,-t nem éallitja vissza az inhibitor hidnyaban tapasztalhat6
értékre. Ennek a jelenségnek tobb magyardzata is lehet: 1) a MK egy ismert
fényérzékenyité és ROS-termeld vegyiilet (Gureev et al. 2019;Porat et al. 1996;Tuite
and Kelly 1993), igy a MK részt vesz a metilénkék indukalta ROS képzésben, ami emeli
az oxigénfogyasztast. Fontos megjegyezni, hogy a H,0O,-képzddés tobb mint egy
nagysdgrenddel kisebb, mint amit az oxidéacios eredmények alapjan szadmolni lehet
(Tretter et al. 2014), igy a tobblet oxigénfogyasztas csak részben forditodhat H,O,
termelésre. A MK altal 1étrehozott CIII athidalo hatas jelentés mértékben csokkenti az
ETC hatékonysagat (10 H™ kipumpalasa helyett csak 2 H'-t pumpal ki egy NADH
oxidacidjaval parhuzamosan). Ebbdl kdvetkezden a protongradiens kiépiilése lassabban
torténik meg, kisebb AW, ¢épiil fel, ezdltal az elektronok konnyebben tudnak
végighaladni az ETC-on. Kisérleteinkben is azt figyeltiik meg, hogy a MK fokozza az
oxidaciot inhibitor jelenlétében és annak hidnyaban is. A MK elektrontranszporter
hatasat olyankor képes kifejteni, amikor magas a NADH/NAD" illetve ha nagy az
elektronstiriség a CI FMN-jén. Mivel ilyen allapot jon létre a CI szubsztrattal
1élegeztetett mitokondriumban CI és/vagy CIII gatolas esetén, ezért a MK hatasat
elsdsorban ezekben az allapotokban figyelhetjilk meg. Bar a AW, nem all helyre teljes
mértékben, viszont egy szignifikans hiperpolarizaci6 megfigyelhetd. Az
oxigénfogyasztas és a A¥Y,, mérés eredményei egyiittesen utalnak arra, hogy a CIII
blokkolasa esetén a MK tud elektronatvivoként funkcionalni, és a blokk elotti résztdl a
Clll-at megkeriilve helyreallitani az elektronaramlast, ndvelve ezzel a protonok

kipumpalasanak sebességét, és részlegesen helyreallitva a AW,-t.
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5.3. Elektrontranszport a redukalt metilénkékrol a citokrom c-re

5.3.1. A metilénkék képes redukalni a kiilsé citokrom c-t mitokondrium
jelenlétében

Annak igazolasara, hogy a MK képes-e redukalni a citokrom c-t, a méréseink
soran a mitokondriumokhoz acetil-citokrom c-t adtunk, és ennek redukcidjat vizsgaltuk.
Az acetil-citokrom c eldnye a nem acetilalt formajaval szemben, hogy kevésbé képes
autooxidaciora, ezaltal kisebb hibaval tudjuk detektdlni a redukcid mértékét, mivel a
visszaoxidalodassal nem sziikséges szamolni. Azért volt sziikség az acetil-citokrém c
kiils6¢ forrasbol valo poétlasara, mivel a mitokondrium sajat citokrém ¢ mennyisége
annyira kihigul a mér6térfogatban, hogy még 100 %-os redukci6 esetén is csak 107
nagysagrendbe esne az abszorbancia valtozésa, amit nem lennénk képesek megfeleld
pontossaggal detektalni. Kezdetben a mitokondriumokhoz acetil-citokrom c-t és CI
1égzési szubsztratot (PM) adtunk, majd az alapvonal felvételét kovetden CIII gatloszert,
MK-et, ADP-t, oligomycint, FCCP-t, majd pedig kontrollként az oldatban marado
acetil-citokrém ¢ redukci6jahoz ditionitot hasznaltunk. MK jelenléte nélkiil a kiilséleg
adott acetil-citokrém ¢ nem volt képes redukalodni. MK hozzaadasa esetén fokozodott a
kiilséleg adott acetil-citokrém ¢ redukcidja, mivel a MK képes volt redukalni azt.
Amikor gatloszer és MK is jelen volt, a redukcié sebessége lassabb volt, mivel a
depolarizaltabb membran miatt kevesebb MK-et vett fel a mitokondrium, ami egy
lassabb elektrontranszportot eredményezett. Vizsgalatunk egyértelmiien bizonyitja,
hogy a MK képes redukalni a kiilséleg hozzaadott acetil-citokrém c-t. Figyelembe véve,
hogy a mitokondriumban mérhetd sajat citokrém ¢ koncentracié (Gear and Bednarek
1972) legalabb tizszerese az altalunk hasznalt acetil-citokrém ¢ koncentracionak (25
uM), nagyon valdszinii, hogy a MK képes a mitokondrium sajat citokrom c készletét is
redukalni.

A fent leirtaknak egyik fontos feltétele, hogy a MK szabadon tudjon a
mitokondrium bels§ membranjan keresztiil transzportdlodni. Feltételeztiik, hogy az
oxidalt MK felvételét fokozza a mitokondrialis membran hiperpolarizacidja, mivel az
oxidalt MK pozitiv toltéssel rendelkezik (MK*). A pozitiv toltéstt MK a redukci6 soran
elvesziti a toltését, igy képes elhagyni a mitokondrialis matrixot és redukalni a belsé
membranban 1évé citokrom c-t és a mérdoldatban levd acetil-citokrom c-t. Ennek

kovetkeztében a MK ujra oxidalt formaba keriil és egy 0j redox ciklus sordn ismét
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felvételre tud keriilni a mitokondriumba. Eredményeinket nagymértékben alatdmasztjak

Gabriellinek és munkacsoportjanak eredményei (Gabrielli ef al. 2004).

5.3.2. A citokrom C redukcioja NADH és metilénkék jelenlétében in vitro
koriilmények kozott

NADH jelenlétében (mitokondriumok hidnyaban) egy lassi oxigénfogyasztas
figyelheté meg, ami valdszinlisithetéen a NADH autooxidéaciojanak kovetkezménye,
ahol a NADH elektronjait a molekularis oxigénnek adja at (12. dbra). MK hozzaadéasat
kovetéen megndvekedett az oxigénfogyasztas. A kiilonb6zé koncentracioban adott
acetil-citokrém c hatdséra hirtelen lecsokkent az oxigénfogyasztds, mivel a NADH MK
altal stimuldlt oxidacidja kovetkeztében bekodvetkezd fokozott oxigén redukciot az
acetil-citokréom ¢ redukcidja valtotta fel, csokkentve ezzel az oxigénfogyasztast. Ez a
csokkent oxigénfogyasztas azonban fokozatosan visszaadll az eredeti értékre a
hozzéadott acetil-citokrom ¢ koncentraciotol fiiggden (minél tobb acetil-citokrom c volt
jelen, annal tovabb maradt alacsony az oxigénfogyasztas). Kisérletiink bizonyiték arra,
hogy a redukélt NADH autooxidacidja soran képes a molekuléris oxigént redukalni,
amit a MK képes felgyorsitani. Emellett a MK képes a NADH-16l atvett elektronokat az
acetil-citokrém c-nek tovabbadni. Minél nagyobb mennyiségben adtunk acetil-citokrom
c-t a mérési médiumhoz, anndl lassabban allt vissza az oxigénfogyasztds az eredeti
szintre. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy acetil-citokrom ¢ jelenlétében a MK
redukcio tekintetében az acetil-citokrém c-t preferalja a molekuléris oxigénnel szemben.
A mérés eldrehaladtaval csokken a kamréban az oxidalt acetil-citokrém ¢ mennyisége,
aminek kovetkeztében a MK elektron akceptora ismét a molekularis oxigén lesz, ezaltal
pedig fokozodni fog az oxigénfogyasztas is.

A NADH jelenlétében MK hatasara bekovetkezd acetil-citokrom ¢ redukciot
bizonyit6 tovabbi kisérlet eredményeket a 13. dbra mutatja be. Valtozé mennyiségli
NADH ¢s allandd6 mennyiségli acetil-citokrom ¢ esetén MK hianydban nem
tapasztalhatd acetil-citokrom ¢ redukcid. A MK hozzdadasat kdvetéen azonban a
kezdeti NADH koncentracié fiiggvényében acetil-citokrom ¢ redukcid fokozddast
figyelhetiink meg. Hasonl6 eredményeket kordbban mar mas munkacsoport is publikalt
(McCord and Fridovich 1970). Jelen esetben viszont azt tudjuk igazolni, hogy MK
hianyaban a NADH nem képes redukdlni az acetil-citokrom c-t, azonban MK

jelenlétében képes a NADH elektronjait az acetil-citokrém c-re tovabbitani. Ezek a
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kisérletek is megerdsitik a korabbi feltevést, hogy a MK képes lehet csokkenteni a CIII
deficienciaban kialakuld karos bioenergetikai kovetkezményeket. Ez annak ellenére
torténik, hogy MK jelenlétében a fenntartott elektrontranszport joval kisebb mértékii
protongardiens kialakuldsat ¢s alacsonyabb AW,-t eredményez mint ép ETC esetén.
Azonban mivel a MK fenntartja a redukald ekvivalensek oxidaciojat, ezaltal képes
fokozni a citratkor sebességét. gy ugyan csokken az oxidativ foszforilacid
hatékonysaga, azonban ilyen koriilmények kozott fokozodhat a szubsztrat-szintii
foszforilacié (Komlodi and Tretter 2017), ami a citratkor mikddésének felgyorsulasa

esetén a szukcinat-tiokinaz miikddésnek eredményeként jon létre.

54. A komplex III inhibitorral ¢és metilénkékkel Kkezelt
mitokondriumok szokatlan oxidacios mintazata

Phd-munkédm MK-kel foglalkozé részének masik fontos kérdése, hogy mi okozza
a szokatlan oxidacids mintazatot és a NAD(P)H egyensulyban bekovetkezd valtozast a
CllI-mal és MK-kel is kezelt mitokondriumokon.

Altaldban a  szubsztrattal ellatott mitokondriumokban ~ADP  hatasara
megemelkedik az oxidativ foszforilacid sebessége. Ennek kovetkeztében fokozodik az
oxigénfogyasztds, csokken a A¥, és a NADH/NAD' ardny, ami a citratkor
felgyorsuldsat eredményezi. Ennek értelmében, ha gatoljuk az ATP szintézist vagy
azaltal, hogy gétoljuk adenin-nukleotid transzportot, specifikusabban az ANT-t, vagy
ugy, hogy oligomycinnel gatoljuk az ATP-szintazt, akkor ellentétes hatast kellene
tapasztalnunk. Az ADP altal fokozott légzésnek csokkenni, mig a NADH/NAD"
aranynak emelkedni és membrannak hiperpolarizalodni kellene. Kontroll koriilmények
kozott valoban ezt lehet latni. Azonban ha a mitokondriumokat CIII gatloszerrel és MK-
kel kezeljilk, ADP hatidsara bar a membran depolarizalodik (6. abra és 7. abra), az
oxigénfogyasztds ezzel parhuzamosan lecsdkken (5. dbra) és a NAD(P)H szint
emelkedik (8. abra). ANT gatlo hatasara hiperpolarizalodik a membran, felgyorsul az
oxigénfogyasztas és csokken a NADH szint. Ezen eredmények magyardazata a MK
oxidoredukcids allapotanak valtozasaban, valamint a MK mitokondrium és kornyezete
kozotti eloszlasdban keresendd. A 8. 4dbra a MK oxidoredukcios allapotat ¢és
lokalizaciojat mutatja be. Amikor a MK-t nem energizalt (szubsztritmentes)

mitokondriumokhoz adjuk, nem kapunk szignifikans valtozast. Szubsztrat hatasara a
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MK felvételre keriil a mitokondriumba. Szétkapcsoloszer (FCCP) hatasara a AW,
megsziintetése kovetkezik be, ami ismét lecsokkenti a mitokondriumban talalhaté MK
mennyiségét. Egy hozzavetdleges szdmolast végezve a MK molaris extinkcios
koefficiensének felhasznalasaval (¢ = 71,547 mM'ecm™) meghatirozhatjuk a
mitokondrium altal felvett MK mennyiségét. A 2 pM MK hozziadasa a nem energizalt
mitokondriumokhoz (0,4 mg/ml) AAg = 0,135 abszorbanciavaltozast okoz, ami 1,8
uM MK koncentracionak felel meg, ami elfogadhaté eredménynek (10% -eltérés)
szamit. CI szubsztrat (PM) hozzdadésat kovetden csokken az oxidalt MK koncentracioja
a feliiluszoban és a mitokondriumban is. A feliiliszéban mérhetd abszorbancia 34 %-kal
csokken. Durva becsléssel €lve, ha 1 pl/mg-nak vessziik a mitokondridlis térfogatot,
akkor az deriil ki, hogy energizalt allapotban a mitokondriumban taldlhat6 MK
mennyisége tobb mint két nagysagrenddel nagyobb, mint az extramitokondriélis térben.
A fel nem vett MK a feliiluszéban marad ¢és oxidalodik (vagy a centrifugdlas alatt
oxidalodik), mivel a feliiliszon torténd levegd atbuborékoltatds mar nem moddositja
szignifikdns mértékben az oxidalt MK mennyiségét (nem nd az abszorbancia 660 nm-
en). Osszegezve tehat a mitokondrium oxidalt forméban képes felvenni a MK-t, majd
redukalja azt, ¢és részben elengedi. Ezzel tudjuk magyarazni kisérleteink szokatlan
eredményeit. A CIII inhibitor jelenlétében a metilénkék abszorbancia valtozasanak
detektalasaval tudjuk vizsgélni a MK oxidoredukcids allapotat.

Osszegezve a magyarazatot, CIII gatloszer és MK hidnyaban ADP hatdsara
megnd az oxigénfogyasztas, depolarizaloédik a membran ¢és csokken a NAD(P)H
fluoreszcencia, mig CAT hatasara éppen ellenkezd hatds kovetkezik be: csokken az
oxigénfogyasztas, hiperpolarizalédik a membran és né a NAD(P)H fluoreszcencia.

Ha csak MK-t alkalmazunk CIII gétloszer nélkiil, akkor a metilénkék dnmagéaban
(az altalunk alkalmazott d6zisban) nem valtoztatja meg a AWy,-t (Tretter ef al. 2014), de
fokozza a nyugalmi 1égzést és csokkenti a NAD(P)H fluoreszcencidt, mivel az
elektronokat a NADH-r6l a citokrom c-re tovabbitja. Ezek az elektronok azonban a
szokasos NADH oxidacidja soran kipumpalt 10 H' helyett csak 2 H'-t (CIV-en
keresztiil a citokrém ¢ oxidacioja sordn) transzportalnak az intermembran térbe.

Ha csak CIII gatloszert hasznalunk MK nélkiil, akkor sem az ADP, sem a CAT
nem képes befolyasolni az oxigénfogyasztast, a A¥,-t és a NAD(P)H egyensulyt.
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CIII gatloszer és MK egyilittes jelenlétekor az ADP hozzdadasa csokkenti az
oxigénfogyasztast. Ezt a jelenséget azzal magyarazhatjuk, hogy az ADP depolarizalja a
membrant. A MK adasa az ADP el6tt részlegesen visszaallitja a AW,,-t (6. abra és 7.
abra). ADP beédramlasa a mitokondriumba depolarizalja a membrant, mivel az ANT egy
elektrogén transzporter (ADP> <> ATP*) (Gropp et al. 1999). A depolarizacié hatasara
csokkenni fog a mitokondrium MK felvétele, igy a kevesebb MK kevésbé lesz képes
felvenni az elektronokat a belsé membranrol illetve a NADH-r6l. A csékkent MK
felvétel kevesebb NADH-t fog tudni oxidalni, ezaltal néni fog a NAD(P)H/NAD(P)"
arany ¢és csokkenni az oxigénfogyasztas. A csokkent oxigénfogyasztds tehat annak a
kovetkezménye, hogy a kevesebb rendelkezésre allo MK kevésbé fogja tudni athidalni a
CIII gatlast, kevesebb citokrom c-t fog redukalni, igy a CIV kevesebb oxigént fog
fogyasztani. Az ADP felvétele a mitokondriumba az ANT-n keresztiil torténik, vele
parhuzamosan a mitokondrium ATP-t ad le, ezért az ATP szintézise elengedhetetlen az
ANT fiziologias iranyt (ADP be/ATP ki) miikodéséhez. Két lehetséges uton tudja a
mitokondrium poétolni a kiesd oxidativ foszforilacid sordn termelt ATP-t. Egyik
lehetséges mod a kiillonbozd adenilat-kindz izoenzimek (Barkulis and Lehninger
1951;Chinopoulos and Seyfried 2018;Panayiotou et al. 2014), amik a mitokondrialis
matrixban miikddnek. A masik 1t a citratkdrben talalhato szubsztrat-szintii foszforilacio.
A szubsztrat-szintli foszforilacid miikodéséhez nincs sziikség protonok kipumpdaldsara
vagy magas AW,-ra, mindossze a citratkor aktivitasatol fiigg, amit pedig a redukald
ekvivalensek mennyisége képes befolyasolni. A MK ezeket a redukalt koenzimeket

képes oxidalni, ezaltal fenntartva a citratkor folyamatos mikodését.
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5.5. A vinpocetin vizsgalata

A Phd-munkdm maésik nagy téméja a vinpocetin hatdsainak vizsgalata volt. A
vinpocetint évtizedek Ota hasznaljak a klinikai gyakorlatban, és szdmos lehetséges
molekularis és strukturdlis célpontjat azonositottdk, amin keresztiil jotékony hatast
képes kifejteni. Bar a vinpocetin periférids benzodiazepin receptorhoz vald kotddését
mar kordbban leirtak (Gulyas et al. 2005;Vas et al. 2008), a mitokondriummal
foglalkoz6 tanulményok késobb nem foglalkoztak ennek felderitésével, igy jelen
munkiban a vinpocetin bioenergetikai aspektusait vizsgaljuk primer agyi kapillaris
endotélen, neuronokon, izolalt idegvégzddéseken (szinaptoszomdk) és izolalt

mitokondriumokon.

5.5.1. A vinpocetin hatasa a Ca’" tranziensre agyi kapillaris endotélen

A vér-agy gét integritdsa fontos barrier szerepet tolt be, ezért elengedhetetlen a
kozponti idegrendszer homeosztazisdnak fenntartasdhoz (Abbott et al. 2010). Az agyi
kapillaris sejtekben a purinerg szignal hatdsara megemelkedik a citoplazmatikus és
mitokondrialis Ca®" szint (21. &bra). Vinpocetin jelenlétében a mitokondrialis Ca*
tranziens csucsa nem valtozik, azonban a felezési id6 megnd, tehat a Ca*" felszabadulas
lelassul vinpocetin jelenlétében (22. 4bra). Ez a jelenség esetleg a Na'/Ca*
kicseréléséért felelds transzporter gatlasdnak szamldjara irhatd, ami a mitokondrium
Ca”" leadasaban a legfontosabb szerepet tolti be (Hoppe 2010). A vinpocetin ezen
hatasahoz hasonlot lathatunk CGP-37157 alkalmazasakor, ami egy erételjes gatloszere a
mitokondralis Na* fiiggé Ca®" felszabadulasnak (Gerencser AA and Adam-Vizi 2001).
A CGP-37157 szintén rendelkezik neuroprotektiv hatassal (Garcia-Casas et al. 2018).
Az ioncsatorndk blokkolasa is a vinpocetin hatasai koz¢ tartozik, példaul hatékonyan
képes blokkolni a tetrodotoxin szenzitiv Na™ csatornat, ami egy tovabbi lehetséges

magyarazatként szolgalhat.

5.5.2. A vinpocetin hatisa a késleltetett Ca’" deregulaciéra agykérgi
neuronokon

A késleltetett Ca®" deregulacié a glutamét toxicitdas modellje (lasd 4.2.7). A

vinpocetin nem befolyasolta a késleltetett Ca>" deregulaciot a primer agykérgi
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neuronokon. Eredményeink kiilonbéznek mas kutatdocsoportok eredményeitdl (Jeon et
al. 2010), aminek oka a kutatdsunkban alkalmazott magas glutamat koncentracié lehet
(300 uM-t alkalmaztunk 20 percig szemben a 25 pM-os koncentracid 30 perces

alkalmazasaval).

5.5.3. A vinpocetin hatasa az oxigénfogyasztasra szinaptoszomakon

A szinaptoszomak oxigénfogyasztdsa az in situ mitokondriumok szubsztrat
oxidacidjanak szadmlajara irhatdo (Abdel-Rahman et al. 2016). A szinaptoszomak
energiaforrasaként gliikozt alkalmaztunk, ami kezdetben a glikolizisben, majd a
mitokondriumban metabolizalddott. Kompromisszumos megoldasként a mitokondrialis
oxigénfogyasztast glilkoz hozzdadasaval vizsgaltuk, mivel ilyenkor a szinaptoszéma
preparalas soran keletkezett szabad mitokondriumok nem képesek a gliikoz
hasznositasara, igy a mért oxigénfogyasztds kizarolag a szinaptoszéma
oxigénfogyasztasat tikkrozi (15. abra). Azért, hogy meggy0zddjlink arrol, hogy nem a
gliikozfelvétel vagy a glikolizis befolyasolja a szinaptoszomalis oxigénfogyasztast,
kisérleteinket megismételtiik laktattal is. A vinpocetin ugyanigy gatolta a
szinaptoszomak oxigénfogyasztasat gliikdéz vagy laktat jelenlétében is, ezzel kizarva
annak lehetOségét, hogy a gatlas a gliikkdoz metabolizmusra lenne specifikus. Ezen

megfigyelések iranyitottak figyelmiinket az izolalt mitokondriumok vizsgalatara.

5.5.4. A vinpocetin hatasa a szinaptoszomak H,O; termelésére

Vinpocetin gatolta a H,O, képzddést a szinaptoszoméakban. A szinaptoszoma
H,0, termelésének vizsgalatdhoz Amplex UltraRed fluoreszcens festéket €s torma
peroxiddzt hasznaltunk, ami indirekt informaciét képes szolgaltatni a ROS
homeosztazisrol. Az informacidok indirektek, mivel 1) a ROS forrdsa nem csak a
mitokondrium lehet, mivel a NADPH-oxiddzok (Abdel-Rahman et al. 2016;Valencia et
al. 2013) és a nitrogén-monoxid-szintaz (Alekseenko et al. 2012) is képesek ROS
képzésre, 2) a citoplazma is tartalmaz szdmos enzimatikus ROS elimindlé rendszert
(Bizzozero et al. 2006;Cardoso et al. 1998) és a mi mddszeriink extra-szinaptoszémalis
térben detektal. Mivel a mitokondrialis és a plazmamembran kozott is taldlhatéak ROS
termeld ¢és eliminald rendszerek, a direkt mitokondrialis ROS termelés

meghatarozasahoz a késdbbiekben izolalt mitokondriumokat hasznaltunk.
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5.5.5. A vinpocetin hatiasa a mitokondrialis membranpotencialra,
oxigénfogyasztasra és H,O, termelésére

Vinpocetin hatdsara a mitokondrialis membran enyhén depolarizalodott (4,0 + 0,6
mV) ¢és ADP hianyaban egyiitt jart az oxidacido fokozodasaval (16. abra), ami
szétkapcsolasszerli hatast valtott ki mind GM, mind szukcinat alkalmazéasakor. ADP
hianyaban vagy oligomycin jelenlétében a AY,, megemelkedett, és a redox-centrumok
redukalt allapotba kertiltek. Ilyen kondiciok mellett a mitokondriumok H,0, termelése
fokozodott, mind CI mind CII szubsztratok esetében (18. 4bra). Ilyen koriilmények
kozott még enyhe depolarizécio is képes exponencialisan csdkkenteni a ROS képzdodést
(Korshunov et al. 1997;Miwa et al. 2003;Starkov et al. 2002). Tehat a vinpocetin ROS
csOkkentd hatdsanak lehetséges magyarazata a vinpocetin enyhe szétkapcsold hatasaval
magyarazhatd. Ez a szétkapcsold hatds azonban ADP stimulalt 1égzés esetén nem
tapasztalhat6. A depolarizacidhoz hasonléan, ADP-mentes kornyezetben a 1égzés
gatlasa is fliggetlen volt az alkalmazott szubsztratoktdol (GM vagy szukcinat). Ez a
megfigyelés valdszinlsiti, hogy vagy a Cl-et és CII-t, vagy a CllI-at, vagy a CIV-et

(vagy ezek valamilyen kombinaciojat) képes gatolni a vinpocetin.

5.5.6. A vinpocetin hatasa a mitokondrialis ATP szintézisre és az ATP-az
aktivitasra

Vinpocetin hatdsara csokkent a mitokondrialis ATP szintézis GM szubsztrat
alkalmazéasakor, ezzel szemben szubsztrdt hidnydban emelkedett ATP hidrolizist
tapasztaltunk. A konkrét ok, ami a fenti 0sszehasonlitast magyardzza, hogy az ATP
szintézis Osszességében tobb paramétertdl fiigg. A hatékony ATP termelés mogott
szdmos mechanizmus 4all, amik egymassal tokéletes Osszhangban dolgoznak. Ezért
nehéz megbecsiilni, hogy megfigyelésiink melyik aspektusa all a neuroprotekcid
hatterében. Az enyhe csokkenés az ATP szintézisben az enyhe szétkapcsolas
kovetkezménye. A kevésbé hatékony ATP termelés azonban nem elényos a sejt talélése
szempontjabol. Mésrészrél azonban a szétkapcsolas okozta membrandepolarizacio
csokkentette a ROS termelést és képes fokozni a ROS eliminaciot a NADPH képzés
fokozasaval, ami a NADP" fiiggé izocitrat-dehidrogenaz miikddése soran valésulhat

meg. Ennek kdvetkezményeként javulhat a mitokondrium és a sejt redox homeosztazisa.
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Az emelkedett ATP hidrolizis azt sugallja, hogy a vinpocetin nem gatolja az ATP

szintadz reverz mikodését (s talan a forward modot se).

5.5.7. A vinpocetin hatasai kozti ellentmondasok

A vinpocetin vizsgalata soran kapott megfigyeléseink kozott talalhatoak
ellentmondasosak. Néhany koziilik negativ, mint példaul a csokkent mitokondrilis
1égzés és ATP szintézis, azonban egyes hatdsokat kiilonb6zd mddon is értelmezhetiink.
Ilyen példaul az enyhe szétkapcsolas, illetve az endotélsejtekben tapasztalhato Ca>"
tranziens felezési idejének emelkedése, ami valosziniileg a mitokondrialis Na'/Ca**
kicserél6 transzport gatlasanak tulajdonithatd. Végezetiil pedig a vinpocetinnek vannak
egyértemiien pozitiv hatasai, mint példaul a Ca®" indukalta mitokondrialis duzzadas,
késleltetett mCICR és a mitokondrialis H,O, termelés jelentds gatlasa.

Osszességében elmondhatd, hogy az enyhe depolarizicio és a csokkent
mitokondrialis H,O, kibocsatas fontos szerepet jatszhat abban, hogy a vinpocetinnek
jotékony hatasa van a neurondlis karosodassal jaro patologias korképekben.

Tehat a fent leirtak alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy a vinpocetin valosziniileg

tobb molekularis timadasponton keresztiil képes kifejteni a hatasat.
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6. Kovetkeztetések

A genomszekvenalas kordban, amikor képesek vagyunk kapcsolatot talalni az egyes
betegségek genetikai hattere és a nem specifikus tiinetek kozott, az iigynevezett ,ritka
betegségek” mint egyes mitokondridlis betegségek, nem is annyira ritkdk, mint
gyogyszerek, mint a metilénkék és a vinpocetin (vagy ezek analogjai), melyek
alkalmazasa soran nem mertiltek fel komolyabb mellékhatdsok, igy valdsziniisithetjiik,
hogy a gyogyszerek pozitiv hatdsai domindnsak in vivo koriilmények kozott.

Fontos azon megjegyezni, hogy a szokatlan vagy ritka bioenergetikai jelenségek,
mint példaul amit jelen munkdban is bemutattunk, gondolkodasra €s vitara 6sztondznek,

hogy jobban megértsiik a redox folyamatok molekularis hatterét.
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7. Osszefoglalas

Munkéank sordan a MK CIII gatolt ragcsalé mitokondriumok bioenergetikéjara
gyakorolt hatasat vizsgaltuk harom kiilonb6z0 ragesalofajon.

Uj eredményeink a kovetkezdk:

e A MK képes fokozni az oxigénfogyasztist és csokkenti a NADH/NAD' aranyt
mindharom ragcsalofajon CIII gatlas esetén.

e Az oxidalt MK felvételre keriill a mitokondriumba; MK felvétel mértéke a
mitokondrialis membran polarizaciojanak fiiggvénye.

o A CIII gatloszer és a MK egyiittes jelenlétében 1étrejovo szokatlan bioenergetikai
jelenségek hatterében a MK oxidacios allapotanak és lokalizacidjanak valtozasa all.

e A NADH nem képes az elektronokat kozvetleniil a citokrom c-nek atadni, MK
jelenlétében viszont a citokrom ¢ redukcidjanak mértéke aranyos a NADH és a MK
molekularis oxigénnek képes atadni az elektronokat.

Munkénk masik nagy témdja a vinpocetin vizsgalata volt, ahol a vinpocetin
bioenergetikai paraméterekre gyakorolt hatdsat vizsgaltuk agyi milkodést javitod
hat4sanak ismeretében kiilonb6z6 modellrendszereken.

Uj eredményeink a kovetkezok:

e A vinpocetin koncentraciofiiggd modon fokozta a szinaptoszoma oxigénfogyasztasat
mind nyugalmi, mind szétkapcsolt allapotban.

¢ A mitokondridlis oxigénfogyasztas vinpocetin jelenlétében nyugalmi allapotban és az
ATP-szintézis gatldsa esetén emelkedett, azonban az ADP stimulalt légzés
intenzitasa csokkent.

e A vinpocetin csokkentette a H,O, termelést a gliikkozzal 1€legeztetett és a szétkapcsolt
szinaptoszomak esetében, GM-tal vagy szukcinattal 1élegeztetett mitokondriumokon.

e [zolalt mitokondriumokon vinpocetin hatdsara csokkent az energetizalt
mitokondriumok ATP-szintézise, azonban az ATP-az aktivitasuk fokozodott.

e A vinpocetin 30 pM-os koncentracioban lassitotta a Ca®" leadast, de a
citoplazmatikus Ca®" valtozasara nem volt hatassal.

e Vinpocetin hatdsara a mitokondrium Ca®" felvétele nem valtozott, a mCICR azonban

csokkent, amellyel parhuzamosan a mitokondrialis duzzadas mértéke is csokkent.
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8. Summary

The aim of our first topic is to investigate the effect of methylene blue on the

bioenergetics of CIII inhibited rodent mitochondria.

Our new results are as follows:

MB is able to increase oxygen consumption and decrease NADH/NAD" ratio in all
three rodent species upon CIII inhibition.

Oxidized MB is taken up into the mitochondria; the rate of MB uptake is a function
of mitochondrial membrane polarization.

The unusual bioenergetic phenomenona detected in the presence of CIII inhibitor and
MB are due to the changes in the oxidoreduction state and localization of MB.
NADH cannot transfer electrons directly to cytochrome ¢, but in the presence of MB
the rate of reduction of cytochrome c is proportional to the concentration of NADH
and MB. In the absence of cytochrome ¢ MB transfers electrons to molecular
oxygen.

The aim of our second topic is to investigate the effect of vinpocetine on various

bioenergetic parameters in light of its neuroprotective effects.

Our new results are as follows:

Vinpocetine enhances synaptosomal oxygen consumption in a concentration-
dependent manner in both resting and uncoupled states.

Mitochondrial oxygen consumption is increased in the presence of vinpocetine in the
absence of ADP or upon inhibition of the ATP synthesis, however decreased in
ADP-stimulated respiration.

Vinpocetine reduces H,O, production in both glucose-fed and uncoupled
synaptosomes, and in both GM and succinate-fed mitochondria.

In isolated mitochondria, vinpocetine causes a decrease in ATP synthesis in
energized mitochondria, but the mitochondrial ATPase activity is enhanced.
Vinpocetine at a concentration of 30 pM already decelerates Ca®" release, but has no
effect on cytoplasmic Ca®" changes.

Vinpocetine does not alter mitochondrial Ca®" uptake, but mCICR decreases. In

parallel, the rate of mitochondrial swelling decreases with vinpocetine.
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