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Antioxidánsok a mikroszkóp alatt: rezveratrol
származékok citoprotektív hatása
hidrogén-peroxiddal szemben in vitro

Bevezetés: A reaktív oxigéngyökök (ROS) fehérje, DNS
károsodást, lipidperoxidációt és apoptózist indukálhatnak.
A rezveratrol direkt szabadgyökfogó képessége és az anti-
oxidáns védekezõrendszer erõsítése révén képes a ROS-ok
károsító hatásait mérsékelni. Gyenge biohasznosulása miatt
fõként analógjai lehetnek a gyógyszerfejlesztés célpontjai,
ezért fontos a szerkezet-hatás összefüggések megismerése.

Célkitûzés: Kísérleteim célja a rezveratrol, valamint
hidroxilált és metilált származékainak ROS-ok ellen kifejtett
védõ hatásainak vizsgálata, a szerkezet-hatás összefüggések
feltárása.

Módszerek: Egér embrionális fibroblaszt sejteken hidro-
gén-peroxiddal váltottam ki oxidatív stresszt. A sejtek életké-
pességét laktát-dehidrogenáz felszabadulás mérésével követ-
tem. Az apoptózis mértékét a kaszpáz-3 enzim aktivitásán át
vizsgáltam fluorogén szubsztrát felhasználásával. A
mitokondriális membrán depolarizációját JC-1, a ROS terme-
lõdést DCFDA és HE, az autofágia mértékét pedig AO fluo-
reszcens festékekkel vizsgáltam.

Eredmények: A rezveratrolhoz (IC50 = 44,4uM) képest
a hidroxilált analógja nagyobb hatáserõsséggel (IC50 =
25,8uM), a monometil származéka pedig hasonló hatékony-
sággal növelte az életképességet és csökkentette a kaszpáz-3
aktivitását, míg a háromszorosan metilált molekula gyengébb
hatást fejtett ki. Ellentétben a rezveratrol és az oxirezveratrol
antioxidáns hatásával, mely kb. 40-80%-os csökkenést ered-
ményezett a szuperoxid mennyiségében, a metilált analógok
dózisfüggõ szuperoxid-termelõdést indukáltak (monometil:
kb. 200%, a trimetilszármazék: kb. 260%). A rezveratrol
depolarizálta a mitokondrionális membránt, míg a trimetilált
analóg a várakozásunkkal ellentétben dózisfüggõ módon fo-
kozta a mitokondrium potenciált. Az autofágia mértékét a
rezveratrol mellett a metilált analógjai voltak képesek növel-
ni, míg a hidroxilált analógnál szignifikáns változást nem ta-
pasztaltunk.

Megbeszélés: A rezveratrol és analógjai dózisfüggõ mó-
don citoprotektívek, mérséklik az oxidatív stresszt, melyben a
származékok oxidációs állapotának fontos szerepe van. Az
oxirezveratrol a rezveratrolhoz viszonyított potensebb és ha-
tékonyabb antioxidáns tulajdonsága feltehetõleg a többlet
hidroxilcsoporttal magyarázható. Ezzel összhangban a
trimetil-rezveratrol kisebb apoptózis elleni hatékonysága és
szabadgyök-termelõdést kiváltó hatása valószínûleg a szabad
fenolos hidroxilcsoportok hiányára vezethetõ vissza.
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A tolperizon glutamát-felszabadulást gátló
hatásmechanizmusának feltárása

Bevezetés: A tolperizon egy centrális hatású izom-
relaxáns, melyrõl kutatócsoportunk korábban kimutatta,
hogy képes befolyásolni a nociceptív neurotranszmissziót is.
Pontos hatásmechanizmusa nem ismert, azonban már kimu-
tatták feszültségfüggõ nátrium- és kalciumcsatornákra gya-
korolt gátló hatását. Vizsgálataink célja a tolperizon hatására
kialakuló szinaptikus glutamát-felszabadulás csökkenés me-
chanizmusának megismerése volt.

Módszerek: A tolperizon hatását a 4-aminopiridin, illet-
ve magas KCl koncentráció kiváltotta glutamát-felszaba-
dulásra patkány agyi szinaptoszómákon vizsgáltuk. A felsza-
badult glutamát mennyiségét az intézetünkben korábban ki-
dolgozott kapilláris elektroforézis-lézer indukálta fluoreszen-
cia detektálás módszerrel határoztuk meg. A tolperizon hatá-
sát összehasonlítottuk ismert nátrium-, és kalciumcsator-
na-gátlók, valamint alfa-2 adrenerg receptor agonista hatásá-
val.

Eredmények: A tolperizon a 4-aminopiridin indukálta,
nátriumcsatorna-függõ glutamát-felszabadulást koncentrá-
ciófüggõ módon gátolta. Már 40 mM koncentráció esetén ész-
lelhetõ volt szignifikáns, 55%-os gátlás, mely 400 mM kon-
centrációban 80%-ig fokozódott. Ez a hatás hasonló volt az
ismert feszültségfüggõ nátriumcsatorna-gátlóknál tapasztal-
takhoz. A KCl által kiváltott, nagyrészt nátriumcsatorna-füg-
getlen glutamát-felszabadulást a tolperizon csak egy nagy-
ságrenddel nagyobb koncentrációban volt képes gátolni. Az
alfa-2 agonista klonidin szintén szignifikánsan csökkentette a
szinaptikus glutamát-felszabadulást, mely hatást alfa-2
antagonista idazoxan egyidejû alkalmazása kivédett. A
tolperizon gátló hatása ugyanakkor idazoxan jelenlétében is
megtartottnak bizonyult.

Megbeszélés: Eredményeink arra utalnak, hogy a
tolperizon glutamát-felszabadulást gátló hatásában a feszült-
ségfüggõ nátriumcsatornák gátlása játszik kiemelkedõ szere-
pet, a kalciumcsatorna blokkoló hatás csak a terápiás szintet
meghaladó koncentrációk esetén válik jelentõssé. A vegyület
alfa-2 agonista hatással nem rendelkezik.

Korábbi publikáció: Lakatos, P. P. et al., International Journal of
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