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1. Irodalmi attekintés

1.1. C-vitamin anyagcsere és transzport a sejtben és a mitokondriumban

1.1.1. C-vitamin bioszintézis és reciklalas

A C-vitamint, vagy mas néven aszkorbinsavat mellékvesébdl, narancsbol és kaposztabol
elsoként Szent-Gyorgyi Albert izolalta 1928-ban. A tiszta formajaban fehér kristalyos anyag
tobb fontos biokémiai reakcio résztvevoje. Kiemelkedd szereppel bir a sejtek antioxidans
kapacitasanak biztositasaban, mind a novények, mind az allatok esetében, illetve szdmos enzim
kofaktora.

Az ember néhany mas emldssel (pl.: tengeri malac, gylimdlcsevd denevér) €s a verébalaka
madarakkal egyetemben elveszitette az aszkorbinsav bioszintézisének képességét, ezért
megszerzésére kiilsddleges, elsésorban ndvényi, forrasokra szorulunk. Erdekes, hogy az
aszkorbat szintézisére képes allatokban foly6 reakciok mintegy 6t évtizede ismeretesek, addig
a novényekben folyo aszkorbat bioszintézis utvonala 1998-ig ismeretlen volt.

Az utvonalat jellegzetes koztitermékeirdl D-Mann6z/L-Galaktdz, vagy felfedezdirél Smirnoff-
Wheeler utvonalnak nevezték el (Wheeler és mtsai 1998). Roviddel a Smirnoff-Wheeler
utvonal leirasat kovetéen egyértelmiivé valt, hogy nem ez az egyetlen aszkorbinsav
bioszintetikus Utvonal, alternativ, kisebb jelentéségli utvonalak is léteznek. Az alternativ
utvonalakbodl szarmazo aszkorbat, azonban nem képes a f6 utvonal mutéacioibol fakado alacsony
aszkorbat szintet kompenzalni (Dowdle és mtsai 2007, Szarka és mtsai 2012). A Smirnoff-
Wheeler utvonal 1épései, az utols6 kivételével, a citoszolban jatszoédnak le. Az utolséd 1épést
katalizalo enzim, az L-galaktono-y-lakton dehidrogenaz (GLDH) a mitokondrium bels6
membranjaban taldlhatd, szoros kapcsolatban a mitokondridlis elektrontranszfer lanccal
(Bartoli és mtsai 2000).

A megfeleld aszkorbat szint fenntartdsdban, a bioszintézis mellett, fontos szerepet kap az
aszkorbat (oxidalt formaibol torténd) reciklalasa (Szarka és mtsai 2012). A bioszintetikus
utvonal megismerésével nagyjabol azonos iddben, a glutation (GSH) fiiggd aszkorbat
regeneracios uUtvonal, az aszkorbat-glutation ciklus, mind a négy enzimének (aszkorbat
peroxidaz, monodehidroaszkorbat reduktaz, dehidroaszkorbat reduktaz, glutation reduktaz)
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mitokondrialis (és peroxiszomalis) jelenléte is leirasra keriilt (Jimenez és mtsai 1997).

Mindezen megfigyelések egyértelmiien arra utaltak, hogy a mitokondrium kodzponti szerepet
tolt be a novényi aszkorbat anyagcserében.

1.1.2. C-vitamin transzport a novényi sejtekben

Novényekben az aszkorbat minden szdvetben és sejtorganellumban megtalalhatdo (Zechmann
¢s mtsai 2011). Tekintve, hogy mind a négy aszkorbat bioszintetikus ttvonal utolso 1épése a
mitokondrialis belsé membranhoz kotott ez csak ugy képzelhetd el, hogy az aszkorbat a tobbi
sejtorganellumba szallitodik (Horemans €s mtsai 2000). Ezen kiviil az aszkorbat szétosztasa a
ndvényen beliil, a forrds szovetektdl a felhasznald szovetek felé a phloemen keresztiil torténik
(Franceschi és Tarlyn, 2002). Novényekben a plazmamembranon keresztiili aszkorbat
transzport folyamatok ismertek a legrészletesebben, azonban egyetlen vizsgalt novény esetében
sem volt egyértelmiien eldonthetd a transzportalt forma redox statusza.

Kisérletes munkéank kezdetekor a szubcellularis aszkorbat transzport folyamatok meglehetdsen
kevéssé voltak ismertek. Egyediill a Kkloroplaszt C-vitamin transzportjat jellemezték
részletesebben. 2015 év elejéig egyetlen aszkorbat transzportert sem sikeriilt ndvényi sejtekben
egyértelmilen azonositani. Igy igazi attorésnek szamitott, amikor az Arabidopsis thaliana
foszfat transzporter 4 egyik csaladtagjar6l, az AtPHT4;4-r61 kimutattdk, hogy
membranpotencial- és Cl™-fliggd modon szallitja az aszkorbatot (Miayaji és mtsai 2015).

1.1.3. C-vitamin transzport a human sejtekben

C-vitamin sziikségletiinket természetes forrasok €s étrend kiegészitok fogyasztasabol fedezziik.
A C-vitamin, étrendben taldlhato leggyakoribb formaja, az aszkorbinsav és annak oxidalt
formaja, a DHA. Mindkettd az emberi bélrendszer teljes hosszéban felszivodik (Malo és Wilson
2000). A redukalt forma, az aszkorbinsav, felvétele aktiv mechanizmus soran valosul meg, két
natrium-fiiggd C-vitamin transzporter (SVCT1 és SVCT2) segitségével (Savini €s mtsai 2008).
A DHA felvétele kis affinitasti natrium-fiiggetlen facilitalt diffuzioval torténik (Wilson 2005).
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A GLUT ¢s SVCT transzporterek endomembranokban valo eloszlasarol vajmi keveset tudunk.
A szubcellularis transzportfolyamatok koziil a mitokondrialis belsé membranon keresztiil zajlo
C-vitamin transzportra fokuszaltunk. A kdzelmultig ugy gondoltuk, hogy a DHA, a C-vitamin
transzportformdja ¢és a GLUT transzporterek feleldsek a C-vitamin mitokondrialis
transzportjaért. 2013-ban azonban az SVCT2 transzporter mitokondrialis kifejezédésérol
szamoltak be, ami felvetette az aszkorbat mitokondrialis bels0 membranon keresztiili
transzportjanak lehetdségét (Azzolini €s mtsai 2013).

1.2. A paros masik fele: a glutation

A GSH igen jellemz0 sajatsaga, a tobbi sejtben talalhato tiol vegyiilethez képest mérhetd magas
koncentracioja. Altalaban elmondhatjuk, hogy milliomolos koncentracioban fordul el6. A sejtes
glutation masik jellegzetes sajatsaga nagyfoku redukaltsaga. (Mhamdi és mtsai 2010, Noctor és
mtsai 2011). Nem véletleniil tartjaAk a C-vitamin mellett a legfontosabb vizoldhato
antioxidansnak. A két vizoldhatd antioxiddns anyagcseréje gyakorlatilag egymastol
elvalaszthatatlan szdmos esetben lathatunk példat a C-vitamin és a GSH szinergikus hatasara
(pl. aszkorbat-glutation ciklus, Szarka és mtsai 2012). Szerepét az antioxidans haztartasban igen
gyakran hidnyan keresztlil vizsgéaljak, amely a y-glutamilcisztein szintdz gatlé BSO
alkalmazaséval, illetve az extrém mértékli GSH felhasznél6 acetaminofen (APAP) kezeléssel
érhetd el.

1.3. Tiol — diszulfid atalakulas a fehérjékben: oxidativ folding

A cisztein oldallancok tiol csoportjai kozott 1étrejové kovalens kotés (diszulfid hid) a
legerésebb kapcsolat, amely a fehérjék harmadlagos szerkezetét stabilizalja. A fehérjék
diszulfid kotései elsOsorban az eukaridta sejtek endoplazmaés retikulumaban (ER) és a
bakterialis periplazmas térben alakulnak ki. A cisztein oldallancok tiol csoportjainak oxidacioja
folyamatos, a végsd elektronakceptor(ok) irdanyéaba, folyd elektrondramot kivan meg. Ez az
elektronaram egy elektrontranszfer lancon keresztiil valosul meg, amely fehérjékbdl illetve kis
mol sulyt komponensekbdl all (Szarka és Banhegyi 2011, Szarka és Lorincz 2014). 10 évvel
ezelOtt igen nagy meglepetést okozott a felfedezés, amely szerint szdmos mitokondriélis

Wilson J.X.: Regulation of vitamin C transport. Annu. Rev. Nutr., 25, 105-125. 2005.
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Life 65:149-153. 2013.

Mhamdi, A.; Hager, J.; Chaouch, S.; Queval, G.; Han, Y.; Taconnat, L.; Saindrenan, P.; Gouia, H.; Issakidis-Bourguet, E.; Renou, J.P.; et al.
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integrated overview. Plant Cell Environ. 2, 454-484. 2011.
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membrankdzti térben talalhatd, vagy arrafelé nézé fehérje rendelkezik diszulfidkotéssel
(Deponte és mtsai 2009). A membrankdzti térben talalhato oxidativ folding gépezet a MIA40
¢és az ERV1 (ALR) fehérjékbdl all. A fehérje tiol csoportokrol szarmazoé elektronokat pedig a
citokrém c-n, majd a citokrom c oxidazon keresztiil molekularis oxigénre juttatja.

2. Célkitiazések

A novényekben folyd C-vitamin bioszintetikus ut felderitése tobb kérdést és lehetdséget vetett
fel, mint amennyit megvalaszolt, lezart. Igy kiemelt jelentéséget kapott a ndvényi (és allati)
sejteken beliili C-vitamin transzportrendszerek, az aszkorbat reciklalasanak, annak GSH és
alapanyagcserével valdo kapcsolatanak vizsgalata. Ezeket figyelembe véve kutatasi
célkitlizéseimet két f6 részre osztottam:

1. A mitokondrialis C-vitamin anyagcsere és transzport vizsgalata
1.1. A mitokondrialis C-vitamin transzportrendszer leirasa, jellemzése

1.2. A mitokondrialis C-vitamin transzport névényi plazmamembranon keresztiili transzporttal
vald Osszevetése

1.3. A mitokondriumba jutott dehidroaszkorbat reciklalasanak vizsgalata

1.4. A mitokondridlis C-vitamin, illetve a hozza szorosan kapcsolodd glutation anyagcsere
jellemzése sériilt mitokondrialis komplex I1I-mal rendelkezd névények esetében

1.5. A human mitokondrialis C-vitamin transzport in silico vizsgalata

1.6. A mitokondrialis gliikkoz transzport hatterének feltarasa, az igy felfedezett mitokondrialis
invertaz aktivitas, illetve a hozza kapcsolodo cukortranszport folyamatok részletes jellemzése

2. A glutation anyagcsere jellemzése

2.1. A glutation hianyos allapotok (BSO és acetaminofen kezelés) szerepe a sejthalal
folyamatéban

2.2. Fehérje tiol — diszulfid atalakulasok vizsgalata

2.3. A mitokondridlis 1égzési elektrontranszfer lanc oxidativ folding apparatusra gyakorolt
hatasanak tanulmanyozasa

Deponte M, Hell K. Disulphide bond formation in the intermembrane space of mitochondria. J Biochem 146: 599-608. 2009.
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3. Kisérleti modszerek

Novényi sejteken végzett kisérleteinket dohany BY2 (Nicotiana tabacum) és ludfa
(Arabidopsis thaliana) szuszpenzids sejtkultirakon végeztiik. A zold novényi szoveteken
végzett kisérleteinkhez kontrollalt koriilmények kozott nevelt ladfii (Arabidopsis thaliana), a
nem zO0ld szoveteken végzett kisérleteinkhez pedig ludfii gyokereket, illetve csicsoka
(Heliantus tuberosus) gumokat hasznaltunk.

Allatkisérleteinket a Semmelweis Egyetem etikai norméinak megfelelGen tartott him CD-1-es
egereken, illetve Wistar patkanyokon végeztiik a Semmelweis Egyetem Orvosi Vegytani
Intézetében.

Emlos sejtes kisérleteinket HepG2 human maj karcinoma, MCF7 humén mell adenokarcinéma
és SH-SY5Y human neuroblasztoma vonalakon végeztiik. Az mtDNS fosztott p°-sejtvonalakat
az el6z6 sejtvonalak hosszu tava etidium-bromid kezelésével hoztuk létre. A primer egér
majsejtek izolalasa him NMRI egerekb6él az MTA TTK-ban tortént.

A mitokondridlis frakcido izoldldsa egy hetes BY2, ppr-40, vagy Columbia ludfi
sejttenyészetekbdl, z6ld novénybdl, illetve csicsoka gumokbol differencial és gradiens
centrifugalassal tortént. A szubmitokondridlis partikulak preparalasa, az igy késziilt
mitokondrialis  frakcio, kiilonb6z6 ozmotikus nyomast oldatokkal torténd tovabb
frakcidonalasaval zajlott.

Az éllati eredetli mikroszoma és mitokondrium izolaldsa him Wistar patkanyok és CD1-es
egerek majszovetbdl differencidlcentrifugéalassal tortént.

A kis molsulytl anyagok transzportjanak meghatarozasa mitokondrium és mikroszéma eredetii
vezikulakon gyorssziliréses modszerrel zajlott.

A sejtes és a mikroszomalis glutation meghatarozast monoklorobiménnal torténd derivatizalast
kovetden fluoreszcens detektorral felszerelt HPLC-vel végeztiik. Az aszkorbat koncentracid
mérését kétféle fotometrias (OPDA, a,a’-dipiridil), illetve UV-HPLC-vel hajtottuk végre.

A tiol-diszulfid redox allapot meghatarozasat fehérje mintak esetében AMS jeldléssel végeztiik.

Az invertaz aktivitds vizsgalatit a képzd6dott monoszacharidok enzimes, illetve RI-HPLC
detektalasaval hajtottuk végre. A mitokondriumok intaktsdganak ellendrzését citokrom c
oxidaz aktivitas latenciajanak vizsgalataval végeztiik. A Galaktono-1,4-lakton dehidrogenaz,
illetve az aszkorbat-glutation ciklus enzimeinek (aszkorbat peroxidaz, monodehidroaszkorbat
reduktdz, dehidroaszkorbat reduktdz, glutation reduktaz) aktivitasat fotometrids modszerekkel
hataroztuk meg.

A mitokondrialis 1égzési vizsgalatokat Clark elektrod segitségével végeztiik. Az aszkorbil gyok
meghatarozasa, elektron spin rezonancia spektroszkopia segitségével tortént.

A sejt €letképesség vizsgalatokat 96 lyuka lemezeken MTT-t teszttel végeztiikk. Az apoptozis
detektalasa TUNEL reakcioval tortént. A nekrozis mértékét hematoxilin-eozin festett
majszeletekbdl két patologus egymastol fiiggetleniil hatarozta meg.
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A Galaktono-1,4-lakton dehidrogenaz, az ALR és a CYP2E1 mRNS expresszi6 vizsgalata real-
time PCR-rel zajlott. A mitokondrialis oxidativ folding apparatus elemeinek kifejezodését
Western blot technikaval vizsgaltuk.

A C-vitamin transzporterek mitokondrialis lokalizacidjanak in silico vizsgalatat 8 kiilonb6z6
lokalizaciot joslo eszkozzel (Target P, Mitoprot II, Predotar, Psort 11, MultiLoc/TargetLoc,
ngLOC, YLoc, CELLO) végeztiik el

A mintdk fehérjetartalmanak mérését Comassie Protein Assay kittel, a gyarto utasitasai alapjan
végeztik.

4. Tézispontok (uj tudomanyos eredmények)

1. Leirtuk, hogy a n6vényi mitokondrium mind az aszkorbatot, mind a dehidroaszkorbatot
(DHA) felveszi. Enzimes és nem enzimes oxidaloszerek fokozzak a felvett C-vitamin
mennyiségét, tehat az oxidalt forma, a DHA felvétele preferalt. A transzport id6- és
hémérsékletfiiggd, telitési kinetikdt mutat és specifikus gatloszerekkel gatolhato.
Mindezen sajatsagok alapjan kijelenthetd, hogy a felvétel, fehérje medialt transzport.

2. Kimutattuk, hogy a ndvényi mitokondrium, a DHA transzport mellett, kétiranyu, id6 és
homérsékletfiiggd, specifikus gatloszerekkel gatolhatd gliikkoz transzportot is mutat. A
GLUT gatlészer genistein, DHA és gliikkdz transzportra gyakorolt erds gatld hatasa,
illetve a gliik6z, DHA transzport esetében tapasztalt, gatld hatasa arra utal, hogy a két
molekula ugyanazon transzporter ligandjai lehetnek. A mitokondrialis DHA és gliikoz
transzport mitoplasztok esetében is megfigyelhetd, tehat a bels¢ membranban lokalizalt
transzporter medidlja, amely mikodése a mitokondridlis membranpotencialtol
(Iegzéstdl) fiiggetlen.

3. Igazoltuk, hogy a mitokondrialis elektrontranszfer lanc részt vesz a DHA mitokondrialis
redukcigjadban. Leégzési szubsztratokkal és gatloszerekkel végzett kisérletek alapjan a
1égzési elektrontranszfer lanc-fliggd DHA redukci6 helyszine a mitokondrialis matrix,
elektrondonora a komplex Il. Komplex II szubsztrattal millimolos aszkorbat
koncentracio érhetd el a mitokondridlis matrixban. A matrixban a DHA redukcié soran
keletkezett aszkorbat kijut a mitokondriumbo6l és a membrankdozti térben hozzajarul a
komplex IV elektronellatdsdhoz, amelynek fontos szerepe lehet stresszhelyzetben a
novények életképességének fenntartasdban. Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy
a novényi mitokondrialis 1égzési elektrontranszfer lanc nemcsak a C-vitamin
bioszintézisében, hanem a (DHA-bAI torténd) reciklalasaban is fontos szerepet jatszik.

4. Meghataroztuk a komplex II és a glutation (GSH) fliggd folyamatok mitokondrialis
DHA redukcidhoz val6 hozzajaruldsanak mértékét névényi sejtekben. A mitokondrialis
DHA redukciohoz a GSH filiggd folyamatok mintegy 20%-ban jarulnak hozza, mig a
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komplex II fliggd redukcio ettél lényegesen nagyobb mértékii. Ezek alapjan
megallapitottuk, hogy a mitokondrialis elektrontranszfer lanc szerepét a mitokondrialis
aszkorbat reciklalasban eddig jelentdsen alabecsiilték.

Kimutattuk, hogy a mitokondridlis IlI-as komplex mutans ppr-40 ladfiiben, a III-as
komplexnél bekovetkezd elektron &aramlasi blokk, csokkent mértéki 1€gzést
(elektrontranszfert) okoz, amely egy kompenzaciés mechanizmust indit el. A
kompenzaciés mechanizmus eredményeként fokozodik a 1V-es komplex (citokrom c
oxidaz, CCO) és az alternativ oxiddz (AOX) aktivitasa, illetve jelentds mértékben
megnd a IV-es komplex alternativ elektrondonoraként viselkedd aszkorbat fogyasa. Igy
az aszkorbat nemcsak antioxidansként, de az alap anyagcsere részeként is hozzajarul a
(komplex III) sériilt ndvények ¢€letképességének noveléséhez.

Kimutattuk, hogy a ppr-40 névényeket mind mitokondrialis, mind sejtszinten joval
alacsonyabb és oxidaltabb C-vitamin szint jellemzi. Az aszkorbat (DHA-b6I torténd)
regeneracidjaért felelos GSH fiiggd folyamat, az aszkorbat-glutation ciklus minden
enzimének aktivitdsa megemelkedik a ppr-40 mutans novényekben €s az azokbol izolalt
mitokondriumokban, a vad tipusti novényekhez viszonyitva. A ciklus enzimeinek
emelkedett aktivitdsa egylitt jar a redukciohoz elektronokat szolgéltaté (elektrondonor)
GSH mitokondrialis szintjének emelkedésével a mutans novényekben. A C-vitamin
bioszintézis utolsd6 1épését Kkatalizalo, mitokondrialis L-galaktono-1,4-lakton
dehidrogenaz enzim mRNS szintje nem véltozik meg a ppr-40 mutans névényekben,
azonban aktivitasa mintegy 25%-kal megemelkedik, feltehetden az oxidaltabb redox
allapott elektronakceptor citokrom c¢ miatt. A ppr-40 névényekben mérhetd jelentésen
alacsonyabb teljes C-vitamin szint és a még jelentdsebb mértékben csokkent és
oxidaltabb mitokondrialis C-vitamin szint azt jelzi, hogy a megnovekedett regeneracios
¢és szintetikus kapacitds is kevésnek bizonyult a Ill-as komplexnél bekdvetkezd
elektronaramlasi blokk kovetkeztében kialakulo oxidativ stressz és fokozott aszkorbat
fogyasztas kompenzalasara.

Kimutattuk, hogy ndvényi sejtek esetében a plazmamembranon keresztiili C-vitamin
transzport esetében linearis sszefiiggés van a kiilsé inkubacios kozeg DHA tartalma és
a transzportra keriil6 DHA mennyisége kozott, amely egyértelmiien bizonyitja a sejtek,
a C-vitamin oxidalt formdja, a DHA iranyaba mutatott transzport preferenciajat. 100-
szoros gliikoz ¢és 10-szeres DHA felesleget alkalmazva sem mutathato ki kompeticio a
két anyag plazmamembranon keresztiili transzportja kozott. Ez, valamint az eltérd
inhibicios profil bizonyitja, hogy a ndvényi sejtekben két kiillonbozd tipusti nagy
affinitdsu DHA transzportrendszer 1étezik: a mitokondridlis, amely nagy valosziniiség
szerint hasonlé a gliikoz transzporterekhez, illetve a plazmamembranban talalhato,
amely egyértelmiien kiilonbozik a gliikoz transzporterektol.
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8.

10.

Eredményeink alapjdn  valészintisitjiik, a ndvényi mitokondriumban egy
aszkorbat/DHA redox parbdl all6 komplex Ill-at megkeriilé elektrontranszfer Ut
1étezését (1. abra). Az utvonal képes lehet stresszhelyzetekben az elektrontranszfer lanc
elemeinek redukaltsdgat csillapitani, ami egyrészt direkt modon csokkenti a reaktiv
oxigénvegyiiletek keletkezését, masrész az aszkorbat szint fokozasdval noveli az
antioxidans védelem hatasfokat. A kertiléut limitald 1épése nagy valdsziniiség szerint az
aszkorbat matrixbol torténd kijutdsa. Ezt bizonyitja, hogy a DHA redukcio
eredményeként keletkez6 aszkorbat a matrixhoz képest jelentds késedelemmel jelenik
csak meg az extramitokondrialis térben (mitokondridlis membrankozti térben).

Intermembran tér

DHA DHA < Asc

Matrix

1. abra Az aszkorbat/DHA kor hipotetikus 6sszefoglalé modellabraja

Kimutattuk, hogy a ndvényi mitokondriumban invertaz aktivitas talalhato. A
mitokondrium szubfrakcionalasat kovetéen megallapitottuk, hogy az invertaz aktivitas
(a matrix markerenzim fumarazzal egyiitt) a mitokondridlis matrixhoz volt
egyértelmiien kothetd. Az enzimaktivitds pH optimuma, kinetikai paraméterei, valamint
inhibitor profilja alapjan az Gjonnan leirasra keriilt enzim a neutralis invertazok
csaladjaba sorolhato.

Igazoltuk, hogy a mitokondridlis invertadz aktivitas kiszolgalasara kétiranyu, telithetd,
valamint mitokondrialis membréanpotencialtol fiiggetlen szacharoz, glukoz és fruktdz
transzport taldlhatd a mitokondridlis bels6é membranban. A kiilonb6zd kinetikai
paraméterek, valamint a kereszt-gatlas hidnya arra utalnak, hogy a
transzportfolyamatokat harom egymastol fliggetlen transzporter mediélja.
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11.

12.

13.

14.

A Zymomonas mobilis baktériumban meglévé hasonld szachardz-gliikoz/fruktdz
mitokondrium bakterialis eredete alapjan konnyen elképzelhetd, hogy a magasabb rendii
novényekben altalunk leirt mitokondrialis invertdz rendszer az ozmotikus stressz
adaptaciés mechanizmus egyik kulcs eleme lehet a mitokondriumban, vagy akar az
egész sejtben. A mitokondrialis invertaz termékei kiindulasi alapot adhatnak az igen
kival6 ozmolitek, a cukoralkoholok termelésének, amely altal a névények konnyebben
birkdzhatnak meg a szarazsag ¢és a szikes talajok jelentette ozmotikus stresszel.

Kimutattuk, hogy az emlés mikroszomalis membranon keresztiil kétiranyu FAD
transzport bonyolddik. A transzport a mitokondridlis FAD transzport gatld
atraktiloziddal, illetve az anion transzporter gatldo 4,4’-Diizotiociano-2,2’-stilbén
diszulfonsavval gatolhato. A FAD felvétel atraktiloziddal torténd gatlasa
megakaddlyozza a FAD kivéltotta fehérje tiol oxidaciot, amely igazolja a FAD szerepét
a fehérje tiolok oxidacidjaban emlds mikroszomalis vezikuldk esetében.

Igazoltuk, hogy in vivo acetaminofen (APAP) és butionin-szulfoximin (BSO) kezelés
hat4séra a mikroszomalis GSH szint markansan csokken. A redukalt GSH és fehérje
tiolok részaranya APAP kezelést kovetden 1ényegesen alacsonyabbnak bizonyult, a
BSO kezelés ugyanakkor a mikroszomakban lényeges mértékben nem valtoztatta meg
aredukalt/teljes GSH aranyt. APAP kezelés hatdsara jelentés mértékben megnovekedett
az apoptotikus sejtek szdma, azonban a nekrozis mennyiségileg joval jelentésebb
mértékii volt.

Kimutattuk, hogy a nekroptdzis és az apoptdzis mellett egy harmadik programozott
sejthaldl tipus, a ferroptozis is szerepet kap az APAP kivéltotta sejthalal folyamataban
primer egér majsejtekben. Eredményeink alapjan a ferroptozis gatloszer, ferrostatin-1
védohatasa, nem a csokkent APAP-NAPQI metabolizmusbdl €s nem a megvaltozott
GSH-val torténé NAPQI konjugéciobol fakad. Az APAP kivaltotta sejthalal folyamatat
gatolta a C- és E-vitamin. A C-vitamin, valamint a C- és E-vitamin kombinacidjanak
védohatasa meghaladta a kizar6lag 6nmagaban adagolt E-vitaminét.

Kimutattuk, hogy a mitokondrialis DNS hidnyanak hatdsara, a mitokondrialis oxidativ
folding apparatus fontos eleme, az ALR (Augmenter of Liver Regeneration)
fehérjeszintje jelentés mértékben megnd. Az ALR mennyisége nem mutatott valtozast
a sejtek 1égzési komplex gatld és szétkapcsolo szerekkel torténd kezelésére, ezért az
ATP, illetve ROS szintek ALR fehérjeszintet szabalyozd szerepe nem valdszini. Az
ALR részt vesz a mitokondriumok biogenezisében ¢€s fenntartasdban, ezért konnyen
elképzelhetd, hogy szintjének megemelkedése a p° sejtek adaptiv valaszanak egy része
lehet, amely segit a mtDNS-ben kodolt fehérjék kiesése ellenére a mitokondrialis belsd
membran integritisinak és a membranpotencial megérzésében. gy az ALR a mtDNS
hianya, a mitokondrialis betegségekben és az Oregedés soran eléforduldé mtDNS
mutaciok esetében is hozzajarulhat a mitokondridlis funkcidk fenntartasahoz.

10
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Eredményeink alapjan, az ALR a gépezet egy fontos alkotoja lehet, a mtDNS pedig
fontos szabalyozo szerepet tolthet be az ALR fehérjeszintjének szabalyozasaban.

15.A GLUT (SLC2), illetve az SVCT (SLC23) transzporter csaladok in silico

crer

crer

jelenlétét. Ezen tal valoszintsitjiik két ujabb, GLUT csaladtag, a GLUT9 ¢és a GLUTI11
mitokondrialis elhelyezkedését, illetve felvetjiik DHA transzportban val6 részvételiiket.

A Kkutatas jelentosége, felhasznalasi lehetoségei

C-vitamin igényiinket elsdsorban gylimolcsok és zoldségek fogyasztasaval elégitjiik ki.
Kezdetben ez 0sztondzte a C-vitamin szintet befolydsold faktorok kutatdsat. A skorbut
visszaszorulasaval, azonban kizarolag privat cégek tamogatjak az élelmezési célbdl folytatott
kutatasokat, rétegpiacok megszerezése céljabol. Az aszkorbat novényi sejtben betdltott széles
szerepkore igencsak indokolttd tette/teszi anyagcseréjének minél alaposabb megismerését. A
novényi sejt egyik (ha nem a legfontosabb) redox puffere és szamtalan enzim kofaktora: a
fotoprotekcioban betoltdtt szerepe alaposan korbejart, vitathatatlan (Muller-Moule és mtsai
2002, 2004). Ujabban feltart szerepei a sejt novekedésében, a hormon valaszreakciokban
(Pignocchi és Foyer 2003), a programozott sejthaldl, az dregedés €s a patogéntamadasra adott
valaszfolyamatokban (Barth et al. 2004, Chen és Gallie 2004, Conklin 2001, Pastori és mtsai
2003, Vacca és mtsai 2004) egyértelmilen meger6sitik, hogy fontos faktor biotikus (pl.
patogéntamadas) €s abiotikus (pl. szarazsag, so stressz, meleg és hideg stressz, tilzott napsiités)
stressz esetén. Az aszkorbinsav tehat €letr6l és halalrol donthet stresszhelyzetben, ami a
névényi biotechnologia egyik kulcsvegyiiletévé teszi. Altala elérhetjiik, hogy az el6bb
ismertetett stressz hatasoknak ellenallobb novényeket fejlessziink ki, amely a szélséséges
iddjarasi és talajviszonyok jelentette kockazatot, kart jelentds mértékben mérsékli. Minden
aszkorbat metabolizmussal és szintjének szabalyozasaval kapcsolatos ismeret fontos szerepet
jatszhat szintjének, altalunk, tudatosan kontrollalt befolyasolasaban. Erdekes médon minden

Muller-Moule P, Conklin PL, Niyogi KK Ascorbate deficiency can limit violaxanthin de-epoxidase activity in vivo. Plant Physiol 128: 970—
977. 2002.

Muller-Moule P, Golan T, Niyogi KK Ascorbate deficient mutants of Arabidopsis grow in high light despite chronic photooxidative stress.
Plant Physiol 134: 1163-1172. 2004.

Pignocchi C, Foyer CH Apoplastic ascorbate metabolism and its role in the regulation of cell signalling. Curr Opin Plant Biol 6: 379-389.
2003.

Barth C, Moeder W, Klessig DF, Conklin PL The timing of senescence and response to pathogens is altered in the ascorbate-deficient
Arabidopsis mutant vitamin vtcl. Plant Physiol 134: 1784-1792. 2004.

Chen Z, Gallie DR The ascorbic acid redox state controls guard cell signaling and stomatal movement. Plant Cell 16: 1143-1162. 2004.
Conklin PL Recent advances in the role and biosynthesis of ascorbic acid in plants. Plant Cell Environ 24: 383-394. 2001.

Pastori GM, Kiddle G, Antoniw J, Bernard S, Veljovic-Jovanovic S, Verrier PJ, Noctor G, Foyer CH Leaf vitamin C contents modulate plant
defense transcripts and regulate genes that control development through hormone signaling. Plant Cell 15: 939-951. 2003.

Vacca RA, de Pinto MC, Valenti D, Passarella S, Marra E, De Gara L Production of reactive oxygen species, alteration of cytosolic
ascorbate peroxidase, and impairment of mitochondrial metabolism are early events in heat shock-induced programmed cell death in tobacco
bright-yellow 2 cells. Plant Physiol 134: 1100-1112. 2004)9.
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eddigi a C-vitamin szintjébe torténd tudatos mérnoki beavatkozas (amelyek elsGsorban a
bioszintetikus utat érintették) csak mérsékelt sikert értek el. Ezért kiilondsen fontos szerepet
jatszhatnak a teriilet fejlddésében az altalunk is leirt transzportfolyamatok. Ett6]l még
jelentdsebb szerepet kaphatnak a C-vitamin reciklalasdban elért eredményeink. Az oxidalt
formabol torténd reciklalas ugyanis igen hatékony moddja a C-vitamin szint befolyasolasanak
(Chen és mtsai 2003, Szarka és mtsai 2012). Jelenleg minden eredmény arra utal, hogy a
reciklalas lehet a kulcs a C-vitaminszint tudatos befolyasolasaban.

A neutralis invertazok azon tul, hogy kapcsolatot teremtenek a ndvények szénhidrat és redox
haztartasa kozott egyértelmiien részt vesznek a novények ozmotikus és vizhdztartasanak
szabalyozasaban. Az altalunk leirt mitokondridlis invertdz rendszer az ozmotikus stressz
adaptacios mechanizmus egyik kulcs eleme lehet a mitokondriumban, vagy akdr az egész
sejtben. A mitokondridlis invertaz termékei kiindulasi alapot adhatnak az igen kivalé ozmolitek,
a cukoralkoholok termelésének, amely altal a novények konnyebben birkézhatnak meg a
szarazsag ¢s a szikes talajok jelentette ozmotikus stresszel.

Akar kozvetlen moédon is felhasznalhatoak az acetaminofen taladagolds sordn nyert
eredményeink, amelyek alapjan a C- és E-vitamin adott aranyi kombinécioja javasolhatd
bizonyos majat karosité anyagok hatdsanak tompitasara.
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