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1. Bevezetés 

A diabetes prevalenciája világszerte emelkedik, míg gyakorisága 
1980-ban 4,7% volt a 18 év feletti populációban, 2014-re 8,5%-ra 
emelkedett a prevalencia a felnőttek között. A cukorbetegséggel 
kapcsolatos kiadások jelenleg a teljes egészségügyi költségvetésnek a 
10%-át teszik ki, de a következő 25 évben 70%-os emelkedésre lehet 
számítani, ami jelentős társadalmi és gazdasági terhet jelent majd. A 
költségekért elsősorban a cukorbetegség szövődményei tehetők 
felelőssé. Diabetesben a keringési betegségek kialakulásában a 
hyperglycemia által indukált endothelsejt károsodás játszik 
meghatározó szerepet, és az endothel sérülésért legfőképp a glükóz 
hatására létrejövő oxidatív stressz tehető felelőssé.  

2.	Célkitűzés	
A glükóz által indukált oxidatív stressz játszik szerepet az endothel 
sejtek károsodásában, melynek elindító folyamata — ha egy egységes 
mechanizmust („unifying mechanism”) feltételezünk — a 
mitokondriális szabadgyök termelés. A mitokondriumban maga a 
légzési lánc termel szabadgyököket, azáltal hogy az elektronokat 
közvetlenül az oxigénre továbbítja (elsősorban a I. és III. komplexnél), 
felesleges protont hagyva hátra az intermembrán térben.  
Hogy olyan szereket talájunk, melyek gátolják a hyperglycemiában 
kialakuló endothel károsodást, a következőket tűztük ki célul: 
1. A hyperglycemia által indukált endothel károsodás sejtes 
modelljének létrehozása, melyet a mitokondriális szabadgyökök 
túltermelése jellemez, és alkalmas közepes áteresztőképességű 
molekula-szűrésre. 
2. A jelenleg elérhető klinikai gyógyszerek és gyógyszerjelölt 
molekulák, valamint ezekhez hasonló szerek szűrővizsgálatának 
elvégzése, hogy a glükóz által indukált mitokondriális szabadgyök 
termelés gátlószereit azonosítsuk.  
3. Kiválasztott „hit” molekulák hatásmechanizmusának 
meghatározása a hyperglycemiás mitokondriális szabadgyök 
termeléssel  szemben. 
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3.	Módszerek 
 
Fenotipikus szűrést végeztünk b.End3 endothel sejteken, hogy 
azonosítsuk azokat a szereket, melyek gátolják a magas cukorszint 
hatására kialakuló fokozott mitokondriális szabadgyök termelést. 
Ehhez 6.766 molekulát tartalmazó, klinikai gyógszerekből, 
biológiailag aktív szerekből, illetve természetes anyagokból álló 
könyvtárat vizsgáltunk meg. 
A sejtes és mitokondriális szabadgyök termelést kinetikus mérésekkel 
vizsgáltuk mitokondriális szuperoxid, illetve hidrogén peroxid 
érzékeny festékek (MitoSOX Red és 5-(6)-klorometil-2',7'-
diklorodihidro-fluoreszcein diacetát, acetil észter (CM-H2DCFDA)) 
segítségével.  
A mitokondriális oxidáns termelést fluoreszcens mikroszkópiával in 
situ is vizsgáltuk, MitoSOX Red és mitoTracker kettős festést 
alkalmazva, melyet Hoechst 33342 sejtmagfestéssel egészítettünk ki. 
A mitokondriális membránpotenciált JC-1 festést követően mértük. 
Az oxidatív károsodást DNS, RNS és fehérje szinten értékeltük Comet 
assay, 8-hidroxiguanozin immunfluoreszcens festés, valamint Oxyblot 
módszer alkalmazásával.  
A viabilitás mérésére Hoechst 33342 festést, a metabolizmuséra 
tiazolil kék (3-(4,5-dimetiltiazolil)-2,5-difeniltetrazolium bromid, 
MTT) és laktát dehidrogenáz assay-t használtunk. A sejtek oxigén 
felhasználását és savtermelését az extracelluláris fluxus (Seahorse, 
Billerica, MA) mérésével analizáltuk.  
Génexpresszió változásokat RNS szinten real-time PCR alapú makro-
array vizsgálattal, fehérje szinten Western blottal detektáltunk. A 
UCP2 expresszió szupprimálására siRNS alapú géncsendesítést 
alkalmaztunk.  
A H2S pozitív hatását frissen izolált mitokondriumokon, illetve légzési 
komplex aktivitás mérésével is kimutattuk.  
A vascularis védőhatás funkcionális vizsgálatára myographiás 
vizsgálatot alkalmaztunk diabeteses mintákon, illetve ex vivo 
hyperglycemiának kitett ereken.  
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4.	Eredmények	

4.1. Szabadgyök termelést és oxidatív stresszt indukál a 
hyperglycemia microvascularis endothel sejtekben		
 
A hosszantartó hyperglycemia progresszív emelkedést okozott a 
microvascularis endothel sejtek mitokondriális szabadgyök 
termelésében. A glükóz hatására létrejött szabadgyök termelés 
metabolikus változásokkal járt együtt a sejtekben, ugyanakkor nem 
volt változás az ATP termeléshez köthető gének expessziójában. 
Hyperglycemia hatására a sejtekben progresszív emelkedés volt 
megfigyelhető a mitokondriális MTT redukcióban, ami az aerob 
metabolizmus és az oxidatív foszforiláció fokozódását mutatja, 
viszont nem volt változás az anaerob metabolizmusban, ahogy azt a 
változatlan LDH aktivitás jelezte. 
A mitokondriális metabolizmusban megfigyelhető változásokhoz 
hasonlóan, progresszív emelkedés volt mérhető a mitokondriális 
membránpotenciálban, ami fokozott szabadgyök termeléssel járt 
együtt, valamint fokozódott a citoplazmatikus szabadgyök képzés is a 
sejtekben.  
A sejtek energiaszintje változatlan maradt a hyperglycemia első 7 
napjában, de ezt követően ATP szintjük csökkenni kezdett. Az 
emelkedett membránpotenciál ellenére sem tudtak a mitokondriumok 
elegendő ATP-t termelni, hogy a sejtek alap energiaszükségletét 
kielégítsék. Mivel nem csökkent a felépített légzési komplexek szintje, 
a metabolikus deficit feltehetően funkcionális zavart jelent a 
mitokondriális elektron transzferben (vagy a kemiozmotikus 
kapcsolásban). 
Összefoglalva, a magasabb glükóz kínálat mitokondriális 
hiperpolarizációt okozott a microvascularis endothel sejtekben, mely 
felelős lehet a szabadgyökök fokozott termelésének elősegítéséért, így 
ez a sejtes modell sok tekintetben közös vonásokat mutat a 
diabetesben látható elvátozásokhoz.  
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4.2.	 Sejtes szűrővizsgálat a hyperglycemia által indukált 
mitokondriális szabadgyök termelés gátlószereinek azonosítására 
 
A fenti sejtes assay-ben vizsgáltuk a biológiai aktivitást mutató szerek 
hatását mitokondriális szabadgyök termelésre vonatkozóan. A 
szabadgyök termelés eredmények, valamint a viabilitás értékek 
normál eloszlást mutattak; a szerek nagy része nem okozott változást 
sem a mitokondriális szabadgyök termelésben, sem a viabitásban a 
primer szűrővizsgálat során. “Hit”-eknek választottuk azokat a nem 
toxikus szereket, melyek 3 µM koncentrációban a hyperglycemia 
hatására létrejött szabadgyök termelést több mint 25%-kal 
csökkentették. Ezeket a szereket ismételten teszteltük, hogy 
antioxidáns hatásukat megerősítsük. A hit megerősítésen átment 
szerek között szteroidok, antioxidáns molekulák, mitokondriális 
szétkapcsoló szerek és antimetabolitok szerepeltek. 
A szűrővizsgálat során azonosított, farmakológiailag aktív szerek 
különböző csoportjaiból a következő szereket választottuk ki további 
vizsgálatok céljából: a paroxetint (klinikai használatban levő 
antidepresszáns szer), a glükokortikoid szteroidokat és két új, 
mitokondriális hidrogén szulfid donor molekulát, az AP39-et és az 
AP123-at. Ezek feltételezett hatásmechanizmusát az Ábra foglalja 
össze.   

4.3.	A “hit” molekulák hatásmechanizmusának karakterizálása  

4.3.1.	 A paroxetin mitokondriális szabadgyök-fogóként hat 
hyperglycemiás endothel sejtekben  
A paroxetin preferenciálisan gátolja a mitokondriális szabadgyök 
termelést, mely tulajdonság kizárólag rá volt igaz a szelektív 
szerotonin reuptake gátló szerek közül. A szer antioxidáns hatására 
azonnali hatáskezdet jellemző, és hatékonysága humán endothel 
sejtekben is megmutatkozott a mitokondriális szabadgyök termeléssel 
szemben.   
A paroxetin nem befolyásolja a sejtek, illetve izolált mitokondriumok 
oxigénfogyasztását, és nem volt hatással a sejtek ATP tartalmára sem. 
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Ugyanakkor sejtmentes körülmények között is hatásosnak mutatkozott 
a xantin-oxidáz által termelt szuperoxiddal szemben, ami közvetlen 
gyökfogó hatást jelez.   
A paroxetin szuperoxid neutralizáló hatása jól mérhető előnyökkel járt 
az oxidatív károsodással szemben. Így csökkentette a DNS törést, a 8-
hidroxiguanozin képződést (mely az RNS oxidatív károsodásának 
jele) és a mitokondriális fehérje oxidációt is.  
A paroxetin védőhatását hyperglycemia által indukált, illetve diabetes 
hatására kialakuló vascularis dysfunctióban is vizsgáltuk. A szer 
hyperglycemiában is fenntartotta az erek normális, endothel-függő 
relaxációját, és hasonlóan gátolta diabetesben is az endothel 
dysfunctio kialakulását, fenntartva az endothel-függő relaxációt. 

	

Ábra. A hit molekulák lehetséges célpontjai hyperglycemia által 
indukált szabadgyök termeléssel szemben. A paroxetin közvetlen 
gyökfogóként, a glükokortikoidok a UCP2 termelés stimulálójaként, a 
H2S donorok pedig elektron donorként működnek.	
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4.3.2. A glükokortikoidok a UCP2 expresszió indukálásával 
csökkentik a szabadgyök termelést a microvascularis endothel 
sejtek mitokondriumában 
A glükokortikoid szteroidok gátolták a glükóz által indukált 
mitokondriális szabadgyök termelést, és sok szerepelt közülük “hit-
ként” a szűrővizsgálatban. Meglepő módon a glükokortikoid 
antagonista mifepriszton (már alacsony mikromoláris 
koncentrációban) is csökkentette a hyperglycemia által indukált 
szabadgyök termelést, és hatékonyabbnak bizonyult a dexametazonnál 
microvascularis endothel sejtekben. A mitokondriális 
membránpotenciált a dexametazon és a mifepriszton is normalizálta, 
mely hatás az uncoupling protein 2 (UCP2) expressziójának 10-szeres 
emelkedésével járt együtt, utalva arra, hogy microvascularis endothel 
sejtekben a UCP2 indukció felelős a szteroidok antioxidáns hatásáért.   
A UCP2 siRNS-mediált csendesítése részlegesen gátolta a 
szteroidokra látható választ, és csökkentette a mifepriszton 
szabadgyök termelést gátló hatását. Önmagában is fokozta a UCP2 
csendesítés a mitokondriális szuperoxid termelést. A csökkent UCP2 
szint a mitokondriális membránpotenciál emelkedéséhez vezetett, és 
részlegesen gátolta a mifepriszton membránpotenciál normalizáló 
hatását. Összességében, ezek az eredmények azt támasztják alá, hogy 
hyperglycemiás endothel sejtekben a UCP2 expresszió felelős a 
glükokortikoidok hatására kialakuló membránpotenciál, illetve 
szabadgyök termelés csökkenésért.  
UCP2 indukciót követően emelkedett a “szétkapcsolt” proton 
visszaáramlás (“proton leak”) hyperglycemiás sejtekben, míg a UCP2 
csendesítés csökkentette a szteroidok “proton leak”-fokozó hatását. 
Ezen eredmények azt támogatják, hogy a UCP2 expresszió 
farmakológiai módszerekkel is fokozható microvascularis endothel 
sejtekben, és ez változásokat okoz a sejtmetabolizmusban.  

4.3.3.	 A mitokondriális H2S-donor molekulák elektron donáció 
révén csökkentik a mitokondriális szabadgyök termelést  
Az AP39 és az AP123, elnyújtott felszabadulású mitokondriális H2S 
donor molekulák, melyek csökkentik a mitokondriális szabadgyök 
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termelést és csökkenést okoznak a sejt össz-szabadgyök termelésében 
is. A hyperglycemiától emelkedett mitokondriális membránpotenciált 
mindkét szer nanomoláris koncentrációban csökkentette. Az AP39 
hatáserőssége nagyobb volt, mint az AP123-é, ami a magasabb szulfid 
felszabadító tulajdonságával állhat összefüggésben. 
A hosszantartó hyperglycemia hatására lecsökkent energiaszintet 
mutató endothel sejtekben koncentráció-függően emelte az ATP 
szintet az AP39 és az AP123 is. 
Az extracelluláris fluxus mérési eredményei azt mutatják, hogy a 
mitokondriális H2S donorok javítják a kapcsolási hatékonyságot, és 
szignifikánsan csökkentik a “proton leak”-et, ami megmagyararázza 
az ATP koncentráció emelkedését változatlan oxigénfogyasztás 
mellett. Nem volt mérhető változás a sejtek anaerob anyagcseréjében, 
ami megerősíti hogy a vizsgált koncentrációkban a szerek nem 
gátolják a mitokondriális légzést.  
Annak megerősítésére, hogy a mitokondriális H2S donorok 
közvetlenül fokozzák az elektron transzfert, a légzési komplexek 
aktivitását vizsgáltuk (II./III. komplex assay-vel). Az I. komplexet 
rotenonnal, a IV. komplexet cianiddal blokkolva mértük a III. 
komplex aktivitását. Szubsztrátként szukcinátot alkalmaztunk, melyről 
az elektronokat a II. komplex ubiquinonra, majd arról a III. komplex 
citokróm C-re továbbítja. Mindkét H2S donor koncentrációfüggően 
fokozta a III. komplex aktivitást (citokróm C redukciót) 2,5 µM-os 
koncentrációig, ami azt támogatja, hogy a szerek közvetlenül 
befolyásolják a légzési lánc aktivitást. Feltételezzük, hogy a 
mitokondriális H2S oxidációnak elektron donációval járó lépése (ami 
az elektronokat quinon-ra továbbítja a III. komplex szintjén) és az ezt 
követő oxigén fogyasztással járó lépés (a H2S oxidáció későbbi 
lépése) szétválaszthatóan történik, és ezek a szerek így 
visszapótolhatják a légzési lánc “elvesztett elektronjait”.  
Összhangban van ezzel, hogy, mások is detektálták, hogy a H2S a 
légzési lánc elektron donoraként működhet. Megemlítendő, hogy a 
mitokondriális H2S donorok 1000-szer hatékonyabbak voltak, mint a 
korábban használt nem célzott H2S donorok.  
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5.	Következtetések	
 
Jelen vizsgálatokkal olyan gyógyszer molekulákat azonosítottunk 
sejtes szűrővizsgálatot alkalmazva, melyek jótékonyan befolyásolják a 
hyperglycemiás endothel sejtek szabadgyök termelését. Ezek egyike 
az antidepresszáns hatású paroxetin, melyet a cukorbetegség 
szövődményeinek több in vitro és in vivo modelljében is vizsgáltunk. 
A paroxetin már szubmikromoláris koncentrációban hatásosnak 
mutatkozott, és mitokondriális hatásmechanizmusában szabadgyök-
fogó hatás játszik szerepet. Megjegyzendő, hogy a paroxetin jótékony 
hatását cardiovascularis betegségekben már korábbiakban is 
megfigyelték myocardialis infarctusban.  
A glükokortikoid receptor antagonista mifepriszton antioxidáns hatása 
mitokondriális szétkapcsoló hatással áll összefüggésben, melyet a 
UCP2 expressszió indukciójával ér el. Ez a szer is klinikailag releváns 
koncentráció tartományban bizonyult hatásosnak.  
A mitokondriális elnyújtott felszabadulású H2S donorok szintén 
védelmet biztosítottak a hyperglycemia által okozott hosszantartó 
oxidatív stresszel szemben endothel sejtekben. Ezek a szerek fokozták 
a légzési lánc III. komplexén az elektron transzfert és jótékonyan 
befolyásolták a sejtek bioenergetikáját. Már nanomoláris koncentráció 
tartományban pozitív hatással voltak, ami több mint két 
nagyságrenddel alacsonyabb, mint a maximálisan tolerálható 
koncentrációjuk, mely arra utal, hogy ezek biztonságosabbak, mint a 
nem mitokondriális (nem célzott) H2S donor molekulák, illetve a 
természetes forrásai a hidrogén szulfidnak.  
A jelen eredmények alapját képezhetik diabeteses betegekben későbbi 
tájékozódó klinikai vizsgálatoknak, melynek végső célja lehet, hogy 
egyes gyógyszerek, új indikációval, a cukorbetegség 
szövődményeinek kezelésére kerüljenek felhsználásra. Ezen 
tanulmányok ugyanakkor előzetes vizsgálatokat igényelnek, mely a 
szerek cukorbetegekben mutatott biztonságosságát kell, hogy 
alátámassza.  
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