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,, Testiink és kornyezete kézott egyik legfontosabb kapocs minden bizonnyal az élelem. Az élelem
képeben a kornyezet ténylegesen bekeriil testiinkbe és atjarja azt. A vitaminok e kapcsolat
koordinalasaban kétségkiviil a legfontosabb tényezok egyikének szamitanak. Meg vagyok
gvozodve, hogyha testiinket visszahelyeznénk abba a kérnyezetbe, amely szamdra ez a test
kialakult, éppen olyan tokéletesen miikodnék, mint a tobbi élolény teste. A betegség a
szervezetiink és a kérnyezetiink kozotti diszharmonia kifejezodése.” Szent-Gyorgyi Albert
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Bevezetés és célkituzések

Talan nincs még egy olyan molekula, amely annyi magyar szallal rendelkezne, mint a C-
vitamin. Az er6s magyar kotédéshez, amely ma mar teljes mértékben vitathatatlan azonban
rogos ut vezetett. Szent-Gyorgyi Albert a biologiai oxidacié folyamatat vizsgalta az 1920-as
években, amikor feltiint neki, hogy a mellékvesekéreg pusztulasadval jar6 Addison-korban
szenvedo betegek borén pont olyan barna pigmentacié jelenik meg, mint ami egyes gyiimolcsok
(pl. alma, korte, banan) esetén figyelhetdé meg frissességiik elvesztésekor (Szent-Gydrgyi
1937). Szent-Gyorgyi meg volt rola gy6zédve, hogy az olyan alap biokémiai folyamatok, mint
az oxidacio, a ndvényi és az allati szervezetben nem kiillonboznek. Ezért igyekezett egyszeriibb
modellt valasztani, egy novényen vizsgalta a sériilés és a barnulds kozotti Osszefiiggést, a
burgonya oxidacios rendszerét kezdte tanulmanyozni. A ndvények tanulméanyozéasa kozben
sikeriilt néhany alapveté felfedezést tennie, de a mellékvese miikddésével kapcsolatban
semmilyen 0 informaciot sem sikeriilt feltdrnia (Moss 2004). Ezért érdekelni kezdték azok a
novények, amelyek nem barnulnak meg, ha felvagjadk dket. Ezek minden bizonnyal masféle
oxidacios rendszert tartalmaznak. Mindossze annyit tudtak ezekrdl a ndvényekrdl, hogy igen
aktiv peroxidazt tartalmaznak. Peroxid jelenlétében az enzim, az aromas anyagok egy csoportjat
szines pigmentekké oxidalja. Peroxidaz tavollétében a reakcid nem jatszodik le. Ha mondjuk
benzidint adunk peroxidhoz, peroxidaz jelenlétében, akkor a reakcidokozeg, a benzidin
oxidacioja kovetkeztében azonnal kék szintire festddik. A reakcid jo indikatora az enzim
jelenlétének, ugyanis peroxidaz tavollétében nem jatszodik le. Ha Szent-Gyorgyi tisztitott
peroxidaz helyett narancs-, citrom, vagy kaposztalevet hasznalt a reakcidhoz, a kék pigment
ugyan megjelent, de csak egy masodperces késéssel. A késedelem okat kutatva rajott, hogy
annak hatterében egy igen erdteljes redukaldszer jelenléte all, amely az oxidalt benzidint
egészen addig redukalta, amig el nem hasznélddott (Szent-Gyorgyi 1937, Moss 2004). Szent-
Gyorgyi igencsak izgatott lett, amikor kideriilt, hogy az altala vizsgalt mellékvesekéreg kivonat,
viszonylag nagy mennyiségben ugyanazt a redukald anyagot tartalmazza. Szent-Gyorgyit a
siker fogékonyabba tette a probléma kémidjara és rovid idOn beliil sikeriilt kivonnia a kérdéses
anyagot mellékvesébdl, illetve kiilonféle novényi forrdsokbol. Az anyag a CsHgOs
Osszegképlettel volt jellemezhetd és szénhidrat sajatsagokat mutatott, ezért megkereste W. N.
Haworth professzort, akinek felkeltette az érdeklddését és nagyobb mennyiséget kért az
anyagbol, hogy meghatarozhassa annak szerkezetét. Sajnalatos moédon Szent-Gyorgyinek nem
sikeriilt a mellékvese kivételével mas forrasbol nagy mennyiségben kivonnia a redukalo
anyagot. Ebbdl pedig Angliaban, ahol akkor éppen dolgozott nem allt rendelkezésére megfeleld
mennyiség. Ekkor a Mayo alapitvany segitségével az Amerikai Egyesiilt Allamokba utazott,
ahol hozzafért a nagy amerikai mészarszékekbdl szdrmazo nagy mellékvese mennyiséghez. Az
egy éves munka eredménye 25 gramm kristalyos anyag lett, ami hexuronsavnak nevezett el. A
kristalyos anyag felét Haworth professzornak kiildte, a masik felét megtartotta tovabbi
vizsgalataihoz. Sajnos az anyag nem bizonyult megfeleldnek a szerkezeti vizsgalatokhoz és a
mellékvesék hidnyat sem tudta pétolni. 1930-ban Szegedre koltozott, a kevés maradék
kristalyos anyag pedig a polcara kertilt.
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Szent-Gyorgyi egy fiatal kollégdjanak latogatasdig nem kivant tovabb foglalkozni a C-
vitaminnal. Tulajdonképpen nem kedvelte a vitaminokat, kiilondsen taszitottak a sajtdban veliik
kapcsolatban megjelent szenzicidhajhdsz, fantasztikus torténetek. O is hajlott (szamos mas
tudoshoz hasonldan) arra, hogy a taplalkozassal kapcsolatos kutatasokat lenézze. Késébb el is
ismerte, hogy valami megmagyardzhatatlan, gyerekes médon ugy érezte, hogy a vitaminok
problémaja a szakdacsra tartozik (Moss 2004).

Szerencsére 1931 0szén a fiatal, magyar szarmazasu, amerikai biokémikus Joseph L. Svirbely
besétalt Szent-Gyorgyi formalodd szegedi laboratériumaba. Svirbely nem sokkal kordbban
szerezte meg PhD fokozatdit a vitaminkutatissal foglalkozo6 Charles Glen King
laboratériumaban. Igy Szent-Gyorgyi csoportjdhoz egy vitaminkutatisban jaratos ember
csatlakozott. Az elsd kisérleteket néhany héten beliil elvégezték, amelyek minden kétséget
kizarolag igazoltdk, hogy a hexuronsav igen jelentds skorbut ellenes hatdssal bir, sot a
gylimolcs- és zoldséglevek skorbut ellenes hatésa jol korreldl azok hexuronsav tartalmaval. Az
eredményeket a kisérletek megismétlését kovetden 1932 tavaszan a Nature hasdbjain kozolték
(Szent-Gyorgyi 1937, Moss 2004). Ahogy az lenni szokott a kisérleti sikerek ujabb problémat
vetettek fel. Az immaron reflektorfénybe keriilt hexuronsav nagyobb mennyiségére keletkezett
igény, hiszen szerkezetét fel kellett tarni, illetve vitamin természetét tovabbi kisérletek soran
kellett igazolni. Szent-Gyorgyiék azonban az altala korabban izolalt anyag utolso kristalyait is
felhasznaltdk. Ahogy korabban emlitettem, a mellékvesébdl torténd izolaldsra nem volt
lehetdségiik, mas alternativ forrast nagy mennyiségli C-vitamin kivonasara pedig még nem
talaltak. Szent-Gyorgyit egyik este megihlette a szegedi paprika latvanya ¢€s levitte a laborba.
M¢ég az ¢jszaka soran kideriilt, hogy a z6ldség hihetetleniil gazdag hexuronsavban, illetve
aszkorbinsavban, ahogy Szent-Gyorgyi, Norman Haworth-szel atkeresztelte. A felfedezésnek
koszonhetben, még abban a paprika szezonban fél kilogramm, a kovetkezOben pedig 3
kilogramm kristalyos aszkorbinsavat tudtak eléallitani. Szent-Gyorgyi igy minden érdekldédo
kutatonak tudott adni beldle. Kiemelten kezelte P. Karrar és W. N. Haworth kérését, akik
meghataroztak az anyag szerkezetét és Szent-Gyorgyi Alberttel egy idoben kémiai Nobel-dijat
kaptak. Szent-Gyorgyi Albertet tovabb foglalkoztatta az aszkorbat oxidaciojanak kérdése.
Novényi mintakat vizsgalva leirta, hogy az aszkorbinsavat, az aszkorbat oxidadz oxigén
jelenlétében reverzibilisen dehidroaszkorbatta oxidalja, mikdzben az oxigén egységek az
aszkorbatrol szarmaz6 két hidrogén atommal hidrogén-peroxidot képeznek. Ez a peroxid reagal
a peroxidazzal és oxidal egy madsik aszkorbinsav molekuladt. Mindkét dehidroaszkorbat
molekula az alap anyagcserébdl hidrogént felvéve, feltehetden SH-csoportok kozvetitésével
redukalodhat (Szent-Gyorgyi 1937).

Szent-Gyorgyi Albert mintha a jovébe latott volna ezzel a megallapitasaval. Valosziniileg az
sem véletlen, hogy egy Szent-Gydrgyi tanitvany, Straub F. Bran6 és Venetainer Pal jegyzik azt
a hatvanas években késziilt tanulmanyt, amely els6 izben szamol be arrdl, hogy a C-vitamin
oxidalt form4ja, a dehidroaszkorbat részt vehet a fehérje diszulfid kotések kialakuldsaban, oly
modon, hogy a fehérjék cisztein oldallancainak SH-csoportjai a PDI (protein diszulfid
izomerdz) kozremitkodésével diszulfidkotésekké oxidalodnak, az elektronok a tiol csoportokrol
pedig a dehidroaszkorbatra keriilnek, aszkorbatta redukalva azt (Venetainer és Straub 1964). A
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folyamat részletesebb tanulmanyozéasa Straub F. Brund egykori intézetében a Semmelweis
Egyetem, Orvosi Vegytani Intézetében kezdodott meg az 1990-es években.

A gerincesekben folyd C-vitamin bioszintetikus utvonalat 1960-ra sikeriilt teljes mértékben
feltarni (Loewus és mtsai 1960, Smirnoff és mtsai 2001). Az aszkorbat gliikozbol kiindulva a
hexuronsav utvonalon szintetizalodik a gulonolakton oxidaz aktivitassal rendelkezd fajok m4j
¢€s vese sejtjeiben (Banhegyi és mtsai 1997). Gyakorlatilag minden a halaktdl filogenetikailag
magasabb rendii gerincesben megtalalhato a gulonolakton oxidaz, amely a C-vitamin
bioszintézis utolsd 1épését katalizalja. Néhany fajbol, koztiik a féemlosokbol, a tengeri
malacb6l, néhany denevér fajbol, a verébalaki madarakb6l azonban hianyzik ez az
enzimaktivitds. A hidny biokémiai oka minden esetben a gulonolakton oxiddz génjében
bekovetkezett tobbszords mutacid (Banhegyi és mtsai 1997). Feltehetéen ez egy kedvezd
mutacio volt, mivel a gulonolakton oxiddz miikodése nemcsak a C-vitamin, hanem ekvimolaris
mennyiségl hidrogén-peroxid keletkezésével is egylitt jar. A mutacid bekovetkeztekor pedig a
C-vitaminban gazdag kornyezet (taplalék) biztositott volt. Szent-Gyorgyi szavaival élve
,hemcsak a majom ment at a dzsungelen, de a dzsungel is a majmon” (Szent-Gyorgyi 1978).

Az aszkorbat megszerzésére mind a mai napig kiilsddleges, elsésorban ndvényi, forrasokra
szorulunk. Ezt figyelembe véve kiilondsen érdekes, hogy mig az aszkorbat szintézisére képes
allatokban (pl.: patkany) folyo reakcidk 55 éve ismertek, addig a ndvényekben folyd aszkorbat
bioszintézis utvonala az ezredforduldoig ismeretlen volt (Wheeler és mtsai 1998). A
ndvényekben folyo C-vitamin bioszintetikus ut felderitése tobb kérdést és lehetdséget vetett fel,
mint amennyit megvalaszolt, lezart. Az tGtvonal ugyan ismertté valt, de annak pontos
lokalizacioja, a novényi alap anyagcseréhez vald viszonya, kinetikai sajatsagai még mind
felderitésre vartak. Ismerete, 1 lehetOségek tarhdzat nyitotta meg a biotechnoldgiaban és az
¢lelmiszertudomanyban, hiszen a C-vitamin bioszintézis és reciklalas befolyasolasa altal
lehetdséglink nyilt a C-vitamin szint befolyasolasara, magasabb C-vitamin tartalmu ndvények
létrehozasara, amelyek jobban ellendllnak a kornyezeti stressz hatdsoknak, emelt
vitamintartalmuk révén jobban eltarthatd, megnovelt értékii élelmiszereket allithatunk eld
beldliik (Szarka és mtsai 2012).

Ennek megfeleléen tliztem ki kutatasi céljaimat is: A C-vitamin 1998-ban leirt novényi
bioszintetikus utvonalanak, utolso 1épését katalizalo, galaktono-1,4-lakton dehidrogenaz enzim
a mitokondriumban helyezkedik el, szoros funkcionalis kapcsolatban a 1égzési elektron
transzfer lanccal (Bartoli és mtsai 2000). Kisérleteim kezdetekor az enzim topologiaja
ismeretlen volt. A két orienticios lehetdség, két kiilonbozd transzportrendszer meglétét
jelentette, amennyiben aktiv helye a mitokondridlis matrix felé néz az egyrészt egy L-
galaktono-1,4-lakton, masrészt egy aszkorbat transzporter 1étezését veti fel a mitokondrium
belsd membranjaban, hiszen az enzim szubsztratjanak a matrixba kell jutnia, termékének pedig
ki kell onnan kertilnie. Specifikus aszkorbat transzporterre akkor is sziikség van, ha az aktiv
hely a két membran kozti tér felé néz, hiszen az aszkorbinsav jelenlétét tobb mas
sejtszervecskével egyetemben a mitokondriumban is leirtak (Jimenez és mtsai 1998). fgy célul
tiztem ki a mitokondridlis C-vitamin transzportrendszer felderitését, jellemzését. Ez
egyértelmiien a {6 célkitlizésnek tekinthetd, hisz az ezt kovetd munkak céljait mar az igy kapott
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eredmények hataroztdk meg. Igy céljaim kozott szerepelt a mitokondriumba jutott
dehidroaszkorbat reciklalasanak vizsgalata, a mitokondrialis C-vitamin transzport
novényi plazmamembranon Kkeresztiilli transzporttal valé oOsszevetése, sériilt
mitokondrialis komplex III-mal rendelkezd novények esetében a mitokondrialis C-
vitamin, illetve a hozza szorosan kapcsolodé glutation anyagcsere jellemzése, a human
mitokondrialis C-vitamin transzport in silico vizsgalata. A névényi mitokondrialis C-
vitamin transzport vizsgdlata soran feltdrt mitokondrialis gliikoz transzport hatterének
feltarasa, az igy felfedezett mitokondrialis invertaz aktivitas, illetve a hozza kapcsolodo
cukortranszport folyamatok részletes jellemzése. Célul tiiztem ki a C-vitaminnal szoros
kapcsolatban levé glutation szerepének tanulmanyozasat, kiemelten az acetaminofen
kivaltotta glutation hianyos allapotok sejthalidlban betoltott szerepére. Végezetiil céljaim
kozott szerepelt a fehérjékben talalhato tiol-diszulfid atalakulasok tanulméanyozasa.

Szeretném elkeriilni annak a latszatat, hogy ontelt médon Szent-Gyorgyi Albert kutatasaihoz
hasonlitom a sajat kutatasaimat. Azt gondolom azonban, hogy egy magyar, C-vitaminnal
foglalkoz6 dolgozat bevezetésében hiba lenne a fontos magyar vonatkozasokat elhallgatni. Egy
kicsit mégis Szent-Gyorgyi Albert szellemi 6rokdsének érzem magamat és egylittmiikodd
partnereimet. Teszem ezt, mert ugyan jelen dolgozatban 6sszefoglalt kutatdsainkat elsGsorban
a novényi C-vitamin bioszintetikus Ut felfedezése ihlette, és mint ilyenek ndvényi
biotechnologiaval ¢és ¢lelmiszertudomannyal kapcsolatosak, ugyanakkor akad szamos
kapcsolat, hasonld vonas a nagy tudos munkassagaval: 1. A novényi C-vitamin bioszintetikus
utvonal és reciklalds ezer szallal kotddik a Szent-Gyorgyi altal is tanulmanyozott,
mitokondriumban lokalizaloédé bioenergetikai folyamatokhoz, 2. A Szent-Gyorgyi Nobel
eldadasaban emlitett C-vitamin-tiol vegyiilet kapcsolat (kiilondsen tekintettel a glutationra)
fontos szerepet kapott a mi munkankban is, 3. Igyekeztiink Szent-Gyorgyi ars poeticajanak
megfelelden nemcsak észrevenni dolgokat, hanem arra is rdjonni, ami masnak nem jutott
eszébe. Ehhez igyekeztiink magunkéva tenni Szent-Gyorgyi szemléletmodjat, ahogy ¢ tett
kirandulast a human biokémia teriiletérél a novények, €lelmiszerek vilagaba, ugy mi a névényi
biotechnologia €s az élelmiszertudomany teriiletérdl tettlink rovidebb kirandulast a human
biokémia vildgaba a taplalkozastudomanyi szempontbdl fontos antioxidansok vizsgalata soran.
fgy az el6bbi teriileten nyert tapasztalatokat kamatoztatni tudtuk az utobbi esetében is.

Urém, 2015. augusztus
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1. Irodalmi hattér

1.1. C-vitamin anyagcsere a novényekben

Soha olyan mértékii anyagi és szellemi raforditast nem fektettek egyetlen egy élelmiszer-
tudomanyi, biotechnologiai kutatdsba sem, mint a C-vitaminnal kapcsolatos tudomdanyos
munkakba. Ahogy azt a bevezetdben is emlitettiik az aszkorbat megszerzésére mind a mai napig
kiilsédleges, elsésorban ndvényi, forrasokra szorulunk. Elelmiszer-tudomanyi jelentésége
vitathatatlan. A névények elsésorban sajat maguk szamara szintetizaljak a C-vitamint, hiszen
fontos szerepet tolt be a novényi sejtek életében, stressz toleranciajaban is. Bioszintézise,
szintjének szabalyozasa élettani és kiilonbozd stresszhelyzetekben a novényi biotechnologia
egyik kiemelt kutatasi célpontja is. A kovetkezdkben, ezért részletesen szeretnénk ismertetni a
novények C-vitamin szintézisével, anyagcseréjével, a ndvényekben betdltott szerepével és a C-
vitamin transzportjaval, felszivodasaval kapcsolatos ismereteket.

1.1.1. A C-vitamin bioszintézise novényekben

Ahogy arrdl mar a bevezetében szoltunk az elsé teljes, novényi sejtekben zajlo C-vitamin
bioszintetikus Utvonalat nem egészen két évtizede, az ezredfordulon irtak le. Az ttvonalat
legfontosabb koztitermékeirdl D-manndz/L-galakt6z Gitvonalnak, vagy felfedez6ir6l Smirnoff-
Wheeler utvonalnak nevezték el (Wheeler €s mtsai 1998) (1. abra). Az azota eltelt id6 alatt az
utvonal minden génjét és azok termékeit is sikeriilt karakterizalni (Linster 2008). A Smirnoff-
Wheeler tutvonal leirasat kovetden nem sokkal egyértelmiivé valt, hogy alternativ aszkorbat
bioszintetikus utvonalak is léteznek. Kideriilt, hogy a GDP-mann6z-3’-5’-epimeraz legalabb
két kiillonb6zdé epimerizaciot is katalizdl és milkodésének eredményeként GDP-guldz is
képzddik a jol ismert Smirnoff-Wheeler ttvonal koztitermék GDP-L-galaktézon kiviil (1. dbra)
(Wolucka és Van Montagu 2003). A GDP-gul6z kozvetleniil a C-vitamin bioszintetikus utvonal
javasolt L-guloz agaba csatornazodhat be, amelynek utolsd 1épése az L-gulono-1,4-lakton
aszkorbatta torténd oxidacioja (Wolucka és Van Montagu 2003). (1. abra). Ezen kiviil
Arabidopsisban a mioinozitol is, mint aszkorbat bioszintetikus prekurzor mertilt fel, mivel a
mioinozitol oxidaz képes UDP-glukuronatot elallitani beléle (Lorence és mtsai 2004). Ez az
utvonal, az L-guldz aghoz hasonlatosan L-gulono-1,4-laktonon keresztiil, jut el az aszkorbatig
(1. abra). Végezetiil meg kell emliteniink, hogy eperben a sejtfal pektinek egyik 6 alkotoja a
D-galakturonsav, a D-galakturonsav reduktaz aktivitas révén jarul hozza az aszkorbat
szintéziséhez (Agius és mtsai 2003) (1. abra). Ez utdbbi Gitvonal, a klasszikus Smirnoff-Wheeler
utvonalhoz hasonléan L-galaktono-1,4-laktont szolgaltat a bioszintetikus utvonal szamara (1.
abra). Az alternativ L-guldz, mioinozitol és galakturonsav utvonalak, azonban meglehetdsen
kis mértékben jarulnak hozza az aszkorbinsav eldallitdsahoz. Az alternativ Gtvonalak ugyanis
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nem tudtdk kompenzalni a Smirnoff-Wheeler utvonal két fontos 1épésében bekovetkezd
mutaciobdl (vtel - GDP-manno6z pirofoszforildz; vtc2 - GDP-L-galaktoz foszforilaz) fakado
alacsony aszkorbat szintet Arabidopsisban (Conklin és mtsai 1999, Dowdle és mtsai 2007). Ezt
kovetden pedig a letdlis dupla mutans GDP-L-galakt6z foszforilaz gének (vtc2, vtcS) analizise
soran egyértelmiinek tint, hogy Arabidopsisban a Smirnoff-Wheeler utvonal az egyetlen
jelentds aszkorbat bioszintetikus ut (Linster és mtsai 2007) (1. abra).
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1. abra. C-vitamin bioszintetikus utvonalak

1.1.1.1. A C-vitamin bioszintézis és a mitokondrium kapcsolata

Mind a Smirnoff-Wheeler mind a galakturonét utvonal L-galaktono-l 4-lakton kéztiterméken
mint 50 éve a mltokondrlahs L-galakt0n0-1,4-lakt0n dehidrogenaznak (GLDH) tulajdonitottak
(Mapson és mtsai 1958). Az enzim és a mitokondrialis elektrontranszfer lanc kozotti szoros
kapcsolatot azonban csak az elmult 15-20 évben sikeriilt igazolni (Bartoli és mtsai 2000). A
mitokondrium alfrakcidkra bontdsa révén kideriilt, hogy a GLDH leginkabb a belsé membran
frakciohoz asszocialtan fordul elé (Bartoli és mtsai 2000). Az enzim latenciaja a citokrém c
oxidazéhoz (CCO) hasonld, ami arra utal, hogy az elhelyezkedése is hasonl6. A GLDH
elektronokat juttat az oxidalt citokrom c-re (2. abra) (Bartoli és mtsai 2000, Leferink és mtsai
2008). Az enzim oxidalt citokrom c irdnyaba mutatott abszolut igényét jol demonstralja a
citokrom c reduktaz antimycin A-val torténé gatlasanak stimulacios hatasa (Bartoli és mtsai
2000), illetve a komplex IlI-nal elektronaramlasi blokkal rendelkezé Arabidopsis ppr40-1
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mutans esetében tapasztalhatdo emelkedett GLDH aktivitas (Zsigmond és mtsai 2011). Ily
modon az L-galaktono-1,4-lakton egyféle 1€gzési szubsztratként is definialhatd novényi sejtek
esetében (Bartoli és mtsai 2000, Millar és mtsai 2003) (2. abra). Habar korabban harom
transzmembran régiot is feltételeztek az enzim szerkezetében, egyetlen egyet sem sikeriilt
talalni az Arabidopsis GLDH esetében (Leferink és mtsai 2008). A komplex I-en atfolyo
elektronaram gatloszere, a rotenon jelentés mértékben gatolta az aszkorbat bioszintézist, amely
arra utalt, hogy a komplex I és a GLDH kozott valamilyen szoros kapcsolat allhat fenn (Millar
¢és mtsai 2003). A késbbbiek soran valoban sikeriilt kimutatni, hogy a GLDH, a komplex I, egy
nagyobb mobilitast, kisebb mértékben eléforduld (850 kDa-os) forméjanak egyik alkotoja
(Heazlewood ¢és mtsai 2003, Pineau és mtsai 2008). Az 58 kDa-os fehérje azonban nem
kapcsolddik a teljes méretii, 1000 kDa-0s holokomplexhez, csak annak valamivel kisebb méretii
valtozatiahoz (Millar és mtsai 2003, Pineau és mtsai 2008). Erdekes modon a GLDH mutans
Arabidopsis esetében a levél és gyokér mitokondriumok komplex I és a vele asszocialt NADH
dehidrogenaz aktivitisa hidnyzott, azonban az Osszes tobbi 1égzési komplex érintetlennek
bizonyult. Ez arra utal, hogy a GLDH egyféle dsszeszerelési faktorként viselkedhet a komplex
I biogenezise soran (Pineau és mtsai 2008). A citokrom ¢ redukcidjaval 6sszhangban a GLDH
minden bizonnyal az intermembran térben (IMS), a komplex I membran karjahoz kapcsoltan
helyezkedik el (Klodmann és mtsai 2010). Egy, a kézelmultban megjelent tanulmany két, kis
mennyiségben eléfordulod, 470 és 420 kDa-os molekula tomegii, GLDH-t tartalmazo6 fehérje
komplexr6l szamolt be Arabidopsis mitokondriumok esetében (Schertl és mtsai 2012). Ezek a
komplexek, a komplex I membran karjanak részei, illetve Osszeszerelési intermedierek. A
szerzOk véleménye szerint, a GLDH a 420 ¢és 470 kDa-os komplex I Osszeszerelési
intermedierekhez kot, amelyek a késébbiek soran a 850 kDa-os intermediert alkotjak. Az 1000
kDa-os holokomplex kialakulasat megel6zi a GLDH levalasa (Schertl és mtsai 2012). Ezt a
feltevést igazolja a leghijabb, 2015 évvégén sziiletett kisérletes kdzlemény is. Ebben megerdsitik
a két kisebb (~400, ~450 kDa koriili) és a nagyobb ~850 kDa-os (komplex I*) atmeneti,
komplex I 6sszeszerelési intermedierhez vald kapcsolodasat (Schimmeyer és mtsai 2015). A
GLDH kettds szerepével (az aszkorbat bioszintézisben, illetve a komplex I sszeszerelésében)
kapcsolatban megallapitottdk, hogy azok minden bizonnyal fiiggetlenek egymastol, mivel az
aszkorbat deficiens vtc2 mutans (amely a vad tipus aszkorbat tartalmanak mindossze 10%-at
tartalmazza) esetében nem valtozott meg a komplex I mennyisége. gy nem valészinii, hogy az
aszkorbat barmilyen szerepet jatszana a komplex I 6sszeszerelésében, vagy legalabbis nagyon
csekély mennyiségii aszkorbat elegendé ahhoz (Schimmeyer és mtsai 2015). Az alternativ
aszkorbat bioszintetikus utvonalak, amelyek nem érintik a GLDH-t, 1éteznek még a GLDH
deficiens vonalban is, biztositva a nagyon csekély aszkorbat szintet. Mindent dsszevetve tehat
a GLDH komplex I Osszeszerelésben jatszott funkcidja latszolag fiiggetlen az aszkorbat
bioszintézisben betdltott szerepétdl.
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2. abra. A C-vitamin bioszintézis és a mitokondrialis elektrontranszfer linc kapcsolata

A GLDH a vanillil-alkohol oxidaz flavoprotein csaladba tartozik, amelynek szintén tagja az L-
gulono-lakton-oxidaz is. A kés6bbi enzim felelds az aszkorbinsav bioszintézis utolso 1épéséért
szamos allatfaj esetében. A folyamat H>O, melléktermék képzodéssel jar. A GLDH, ellentétben
arokon aldonolakton oxidoreduktazokkal azonban egy alanint (Ala-113) tartalmaz a konzervalt
glicin, vagy prolin helyett az egyik fontos pozicioban, a kofaktor izoalloxazin flavin gy{iriije
kozelében. Minden bizonnyal ez a csere akadalyozza meg, hogy a molekularis oxigén elérje a
redukalt flavint, igy keriilve el a H2O2 képzddést (Leferink és mtsai 2008, 2009). A GLDH a
FAD-ot nem kovalensen kotott formaban tartalmazza, mivel szintén hidnyzik beléle a FAD
kotésben szerepet jatszo konzervalt hisztidin (Leferink és mtsai 2008). Az enzim, oxidaz
aktivitas helyett meglévd dehidrogenaz aktivitasa felteheten hozzajarul a mitokondriumra
nehezedd H20. nyomas csokkentésében, amely révén elkeriilhetd, hogy a GLDH redox
érzékeny ciszteinjének (Cys-340) oxidacioja miatt az enzim inaktivalodjon (Leferink és mtsai
2009b). A rekombinans Arabidopsis GLDH az L-galaktono-1,4-laktonon kiviil, annak
izomerét, az L-gulono-1,4-laktont is oxidalja, igaz joval magasabb Kn értékkel (0.17 mM vs.
13.1 mM) (Leferink és mtsai 2008). igy konnyen elképzelhetd, hogy a GLDH szintén szerepet
jatszik az alternativ, kisebb jelentdségli aszkorbat bioszintetikus utvonalak L-gulono-1,4-lakton
oxidaciojaban (1. abra). Habar a teljesség kedvéért meg kell jegyezniink, hogy ndvények
esetében is leirtak L-gulono-1,4-lakton oxidaz aktivitast (Maruta és mtsai 2010).
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1.1.1.2. A C-vitamin szintézis szabalyozasa, limitalo lépése

Az Arabidopsis levelek jelentds mértékli aszkorbatot akkumuldlnak, miutdn nagy fény
intenzitasnak teszik ki 6ket. A VTC2 kifejezddése és a GDP-L-galaktoz foszforilaz aktivitasa
(1. abra) gyorsan ndvekszik, miutdn a novényeket nagy fényintenzitast helyre helyezik,
azonban a Smirnoff-Wheeler tGtvonal tobbi enzimaktivitasa csak kis mértékben valtozik meg.
A VTC2, VTCS paros (1. abra) kifejezddése szintén kicsticsosodik a fényciklus elején és a
cirkadian 6ra kontrollja alatt all. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a GDP-L-galaktoz
foszforilaz fontos szerepet jatszhat az aszkorbat bioszintézis szabalyozasaban (Dowdle és mtsai
2007). Ezt a feltételezést alatamasztja az a tény is, hogy a GDP-D-mannoz és a GDP-L-galakt6z
nem csupan az aszkorbat szintézisére hasznalddik fel, hanem a sejtfal poliszacharidok
szintézisére és/vagy fehérje glikozilaciora is (Smirnoff és mtsai 2000, Reuhs és mtsai 2004). A
foszforilaz altal katalizalt reakcié a Smirniff-Wheeler Gtvonal elkdtelezd 1épése és ezért a
VTC2, VTCS paros kivalo célpont a C-vitamin bioszintézis szabalyozasara is (1. bra).

Az aszkorbat, az L-galaktono-1,4-lakton és az L-galakt6z nem befolyasolja a VTC2 aktivitasat,
azt valosziniisitve ezzel, hogy ezek az intermedierek nem gyakorolnak ra negativ
visszacsatolasos gatlast (Dowdle és mtsai 2007). Az aszkorbat adagolasa azonban csokkenti
Arabidopsis novényekben a VTC2 kifejez6dését, azt valdsziniisitve, hogy az aszkorbat
transzkripcios szinten gyakorol negativ visszacsatolast a szintézisére (Smirnoff 2000a).

A VTC2, VTCS5 parossal szemben a GLDH tultermeltetése dohdny ndvények esetében nem
vonta maga utan az aszkorbat szint novekedését (Imai és mtsai 2009), ahogyan a paradicsomban
torténd GLDH csendesités, a csokkend mRNS, fehérje és enzimaktivitds ellenére sem
befolyasolta az aszkorbat mennyiségét, vagy redox statuszat (Alhagdow és mtsai 2007).
Mindezen megfigyelések alapjan igen valdszinii, hogy nem a mitokondrialis, GLDH éltal
katalizalt 1épés a sebesség meghatarozo, ellenben a VTC2, VTCS paros dontd szerepet tolt be
a C-vitamin bioszintézis szabalyozasaban. Ezt a vélekedést tdmasztja ala az a kisérletes
megfigyelés is, amely soran dohanylevelekben kivi gylimolcsbdl szarmazo VTC2 homolog
tranziens taltermeltetése az aszkorbat tartalom meghdromszorozodasat eredményezte,
egyértelmilen arra utalva, hogy valoban ez az enzim a C-vitamin bioszintézis sebesség
meghataroz6 1épése (Laing és mtsai 2007). A VTC2 konstitutiv taltermelése szintén sikerrel
emelte meg az aszkorbat szintet paradicsomban, eperben és burgonyaban is (Bulley és mtsai
2012).
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1.1.2. Az aszkorbat novényi sejtben betoltott funkcioi

A C-vitaminnal kapcsolatban, még a szakemberek koziil is, szinte mindenkinek el6szor az
antioxidans sajatsaga jut eszébe. Jelen értekezésben is ennek szentelink a legnagyobb
figyelmet, azonban fontos sz6t ejteniink mas, névényi sejtben betoltdtt szerepérdl is. Rendkiviil
sokféle folyamatban kap fontos szerepet, olyanokban, mint példaul fotoprotekcio, kiilonféle
esszencialis anyagok bioszintézise, a novények fejlodésének kiillonb6zo folyamatai €s még
sorolhatnédnk.

Konnyen elképzelhetd, hogy kezdetben az aszkorbat viszonylag egyszeriibb feladatokat toltott
be majd az evolicid sordn fokozatosan keriilt bevondsra a teljes sejtszintli anyagcsere
szabalyozasaba. Az aszkorbat feladatkorének kitdgulasaban szerepet jatszhatott az
aszkorbat/DHA redox paros mérsékelt redoxpotencialja (stressz-mentes koriilmények kozott 90
mV koril van (Noctor 2006)). Ez a mérsékelt redox potencidl lehetévé teszi a molekula
Szamara, hogy a biokémiai reakciok garmaddjaban vehessen részt anélkiil, hogy tul reaktiv
lenne, vagyis tal gyorsan elfogyna, ahhoz, hogy a sejt anyagcseréjének részese legyen. Az
aszkorbat novényekben megfigyelt gyakori eléforduldsa feltételezhetéen ndveli azon
molekulak szamat, amelyekkel szemben elektrondonorként viselkedhet.

A masik kevésbé nyilvanvald ok az aszkorbat kiilonleges reciklaldsi modja lehet. Az aszkorbat
monodehidroaszkorbatbdol (egy elektronnal), vagy dehidroaszkorbatbol (két elektronnal)
torténd regeneracidoja NADH, illetve GSH mint elektrondonorok terhére torténik. Ezt kovetden
az oxidalt GSH, glutation reduktaz segitségével, NADPH elektrondonor felhasznalasaval
regeneralddik (4. dbra, 1.1.4. fejezet). Ez azt jelenti, hogy a MDHAR ¢s a DHAR aktivitasok
kozott fennalld egyensuly fiiggvényében az aszkorbat-glutation ciklus NADH, vagy NADPH
felhasznald, igy NAD", vagy NADP" ellatd. Tekintve, hogy ezek a kofaktor parosok eltérd
funkcidval rendelkeznek a sejtben meglévd MDHAR/DHAR arany befolyasolhatja a ndvényi
sejtek anyagceseréjét. A peroxiszomak esetében példaul felmertilt, hogy az MDHAR egyik {6
funkcidja a peroxiszomalis anyagcsere NAD*-dal torténd ellatasa lehet (del Rio és mtsai 1998).

Mindezen sajatsagok hozzajarulhattak az aszkorbat funkcionalis sokszinliségéhez, amelyet az
alabbiakban szeretnénk roviden attekinteni.

1.1.2.1. Az aszkorbat, mint antioxidans

Miel6tt magéaval a vitaminnal foglalkoznank, nézziik meg roviden, mitdl is nevezhetiink egy
anyagot antioxidansnak, melyek a legfontosabb antioxidans sajatsagok. Az antioxiddnsok
védelmet nyutjtanak az oxidacio (az elektronok eclvesztése) ellen, mint példaul a reaktiv
oxigénvegyiiletek (ROS) oxidalé hatasa, azaltal, hogy elektronokat adnak ezeknek a
molekuldknak, igy redukaljak dket és visszaallitjadk a nem toxikus, nem oxidalé kornyezetet.
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Az antioxidansok ellenstilyozzak a reaktiv oxigénvegyiiletek elektronrablo sajatsagait, amelyek
révén ezen vegyiiletek toxikussa vélnak. A folyamat soran az antioxidansok maguk
oxidalodnak. Egy j6 antioxidans oxidalt formdjaban sem toxikus és képes mas forrasbol
elektronokat visszaszerezve a reciklalasra, vagy regeneraciora (Gest és mtsai 2013).

Az aszkorbatot tobb ok miatt is kivald antioxidansnak tartjak. A molekula képes elektronokat
atadni azon képessége folytan, hogy az elektronok delokalizadlodhatnak az 5 tagh széngytirtiben.
Az oxidoredukcios potencialja révén képes reakcioba lépni a hidroxil gyokkel, a szinglet
oxigénnel, valamint a glutation és tokoferil gyokkel is (Noctor és Foyer 1998). Az aszkorbat
kozvetlen modon is képes a reaktiv oxigénvegyiiletek semlegesitésére, de bizonyos esetekben
a glutationtdl hatékonyabb mddon képes az oxidalt szerves molekuldk reparalasara (Tsuchiya
¢és mtsai 1985, Niki és mtsai 1991) és a glutation gyokoktol kevésbé toxikus koztitermékeket
képez (Sturgeon és mtsai 1998). Az elsé oxidacids terméke a monodehidroaszkorbat, amely
gyokhoz képest igen stabil, ami igen csak behatdrolja a lancreakci6 kialakuldsanak
valoszinliségét. Stabilitdsanak hatterében az 4ll, hogy a monodehidroaszkorbat képes a feles
elektronokat a kozponti széngyliri és ennek harom karbonil csoportja koriil delokalizalni
(Bielski és mtsai 1982). A monodehidroaszkorbat gyok szintén képes egy masik
monodehidroaszkorbat gyokkel spontdn diszproporciondlodni, amely folyamat eredménye egy
aszkorbat és egy dehidroaszkorbat (DHA) (nem gydk) molekula (Smirnoff 2000b). Az
aszkorbat oxidalt formaibol képes specifikus reduktazok ¢és glutationrdl, illetve NADH-1dl,
NADPH-r61 szarmaz6 elektronok segitségével az aszkorbat-glutation ciklus soran
regeneralodni (Foyer és Noctor 2011) (4. abra).

Ami a két legfontosabb, kis molsulya vizoldhat6 antioxidans, az aszkorbat és a glutation aranyat
illeti, a novények antioxiddns rendszere jelentés mértékben kiilonbozik a tipikus emlds
sejtekétol. Egy tipikus emlds sejtben az aszkorbat koncentracidja 0.1-0.8 mM kozott valtozik
(a plazmaban nem ¢éri el a 0.1 mM-os koncentraciot), ezzel szemben a glutationé egy
nagysagrenddel nagyobb (2-5 mM). Ezzel szemben a levél sejtjeiben megkdzelitdleg 2-5 mM-
os aszkorbat koncentraci6 mérhetd, mig ettél valamivel elmarad a glutationé. Az élesztd
sejtekben szintén magasabb a GSH szint, mint az eritroaszkorbaté (Spickett és mtsai 2000).
Hogy mi ennek a jelentdsége, egyelore nem tudni. Mindenesetre azt érdemes ismételten
megjegyezniink, hogy az aszkorbat a glutationhoz képest bizonyos tekintetben ,,hatékonyabb”
szabadgyok fogd, mivel az oxidalt formaja, a monodehidroaszkorbat kevésbé reaktiv és igy
kevésbé karos, mint a GSH eredetii gyokok (Sturgeon és mtsai 1998).

1.1.2.2. Az aszkorbdt fotooxidativ stresszel kapcsolatos funkcioi

Az aerob anyagcsere, valamint a fény kolcsonhatasa a pigment molekuldkkal nagymennyiségii
ROS (szuperoxid, H202, hidroxil gyok, szinglet oxigén) keletkezésével jar egyiitt. Ezek
eldszeretettel oxidaljak a fehérjéket, telitetlen zsirsavakat és a DNS-t, ezaltal karositjak a sejt
funkcioit.
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Az aszkorbat szamos szerepet tolt be a fotoprotekcioban (Smirnoff 2000a) gy, mint: a H20»
semlegesitése az aszkorbat peroxidaz (APX) aktivitason keresztiil, a ROS direkt semlegesitése,
a hidrofob antioxidans o-tokoferol regeneracidja (Foyer és Shigeoka 2011), a luminalis
aszkorbaton keresztiil a fotorendszer I1-nek torténd elektron atadasa, valamint a xantofil korben,
mint a violaxantin deepoxiddz kofaktora szerepel. Ez utdbbi kor lehetévé teszi intenziv
megvilagitds esetén a fényenergia hé formajaban torténd disszipalasat, a fotoszintetikus
apparatus védelme érdekében (nem fotokémiai kioltas) (Deming-Adams 1996). A kor harom
kiilonféle karotinoid (violaxantin, anteraxantin €s zeaxantin) bevonasaval zajlik: kis mértéki
megvilagitas mellett a violaxantin lehetové teszi a fényenergia klorofill a iranyaba torténd
tovabbitasat. Nagy fényintenzitas és alacsony pH esetén (amikor nagy a fotoszintetikus
aktivitas), a violaxantin a deepoxidaz aktivitas révén anteraxantinnd, majd zeaxantinna alakul.
Ezen reakciok kofaktorként aszkorbatot igényelnek, tovabba alacsony megvilagitas és 7.5-es
pH mellett reverzibilisek. A zeaxantin (intenziv megvilagitas, vagyis alacsony pH esetén) az
elnyelt fényenergia egy részét pedig héenergia formajaban tjra kisugarozza. Igy az aszkorbat
szamos funkcioja kozvetleniil a fotoszintézissel kapcsolatos, a kloroplaszt magas aszkorbat
tartalma, kiilondsen az alpesi novények esetében azt jelezheti, hogy az aszkorbat pufferre nagy
sziikség van tipikus fotooxidativ stressz, erds fényintenzitds, ¢és hideg esetén. A
kloroplasztokban rdaddsul az APX enzimek kiilondsen érzékenyek az alacsony aszkorbat
koncentraciobol fakado gatlasra.

1.1.2.3. Az aszkorbat, mint enzim kofaktor

Az aszkorbat elektronatado képess€ge miatt szamos reakcioban kofaktroként szerepel.

Habar az aszkorbat viszonylag konnyedén képes a H202 nem enzimes redukciodjara, a ndvények
mégis az APX izoenzimek (E.C.1.11.1.11) garmadajaval rendelkeznek, amelyek a H202
aszkorbat fiiggd, vizet €s monodehidroaszkorbatot eredményezd redukciojat végzik (Asada és
Miyake 1992). Az APX hasznat mi sem mutatja jobban, mint a kifejez6désében megvaltoztatott
transzgénikus novények. Erre jo példa a citoszolikus APX lecsendesitése kovetkeztében dohany
novényekben kialakulo fokozott 6zonérzékenység (Orvar és Ellis 1997), illetve az 6zonnak
kitett novényekben megfigyelhetd fokozott citoszolikus APX kifejezddés (Kubo és mtsai
1995). Az APX aktivitds szamos sejtorganellumban megtalalhato, igy a citoszolban, a
kloroplasztban, a mitokondriumban, a glioxiszémaban, és a peroxiszomaban (Smirnoff 2000b).
Ugyan igaz, hogy a fenti sejtorganellumok koziil a peroxiszoma, a glioxiszOma és a
mitokondrium katalazt is tartalmaz, de ez utobbi enzim kis affinitassal bir a HoO2 iranyaba. Igy
minden bizonnyal az APX fontos szerepet tolt be a H.O2 termeld sejtorganellumokbdl szivargd
H20, semlegesitésében. A peroxiszomalis elhelyezkedés kiillondsen fontos szerepet tolthet be
intenziv fotorespiradcido soran (Smirnoff 2000a). Az APX aktivitas rendkiviil jol reagal a
kiilonboz6 kornyezeti hatasokra, kiilondsen azokra, amelyek oxidativ stresszel jarnak egyiitt,
mint példaul az intenziv megvilagitas, alacsony hdmérséklet és az olyan 1€égszennyezd anyagok,
mint az 6zon (Smirnoff 1995, Noctor és Foyer 1998). Fontos tjfent megemliteniink, hogy a
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transzgénikus novényekben elért csokkent, vagy emelkedett APX aktivitas nagymértékben
befolyasolja ezen ndvények oxidativ stressz tlirését.

Az oxigendzok, hormonok, flavonoidok valamint alkaloidok szintézisében, illetve a sejtfal
modositasaban szerepet vallalo enzimek. Az ezen reakcidkhoz sziikséges elektronok forrdsa a
Fe?* ionok Fe*" ionokka torténd oxidacidja. Az ily modon képzédott Fe3* ionok pedig az esetek
tobbségében aszkorbat segitségével redukalodnak (Prescott és John 1996). Alljon itt néhany
konkrét példa: a 2-oxoglutarat fliggé dioxigenazok az enzimek egy olyan osztalyat képezik,
amely az aktivitdsdhoz aszkorbatot igényel, annak érdekében, hogy elkeriilje az aktiv helyén
talalhatd vasion tuloxidalodasat. Ilyen enzim példaul a prolin hidroxildz, amely a prolin
oldallancok transzlaciot kovetd hidroxilalasaért felels, elsdsorban a sejtfal hidroxiprolin
gazdag glikoproteinjei esetében. Ezen elsdsorban extracellularis fehérjék korébe tartozd
extenzinek, a hidroxiprolin gazdag glikoproteinek és az arabinogalaktan fehérjék (Sommer-
Knudsen és mtsai 1998). A 2-oxoglutarat fiiggd dioxigenazok ezen tul részt vesznek a
flavonoidok (példaul az antocianinek) bioszintézisében (antocianidin szintdz, flavon-3-
hidroxilaz, flavonol szint4z, flavon szintaz 1, és az alkaloid oxigendzok). A ndvényi szovetek
aszkorbat és antocianin tartalma erdsen korrelal €s az alacsony aszkorbat szint csokkenti az
antocianin felhalmozodasat (ahogy ez kivaléan megfigyelhetd a csokkent aszkorbat tartalmu
vtc mutansok esetében) (Page és mtsai 2012).

Korabban lattuk, hogy az aszkorbat az APX kofaktora, ezen tal egyértelmiien bizonyitott, hogy
a molekula szlikséges bizonyos 1-Cys tipusu peroxiredoxinok szdmara (Monteiro €s mtsai
2007). Ez utobbi megfigyelés azt bizonyitja, hogy nemcsak a tiolok képesek a peroxiredoxinok
redukélésara, hanem az aszkorbat is képes bioldgiai redukaldszerként miikodni. Ezen tul
szamos megfigyelés utal arra, hogy az aszkorbat szerepet jatszik a Cys tipusu peroxiredoxinek
kifejez6désének szabalyozasaban (Baier és mtsai 2000, Horling és mtsai 2003, Groten és mtsai
2006, Shaikhali és Baier, 2010). Az aszkorbat tehat enzim kofaktorként nélkiilézhetetlen olyan
anyagok bioszintézisében, mint az etilén (L-aminociklopropan-L-karboxilat oxiddz) a
gibberelin sav (gibberelin-20-oxidaz), az antocianinek és a flavonoidok (Smirnoff és Wheeler,
2000). Ezen anyagok pedig nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak a gyiimolesok fejlodésében,
illetve érésében.

1.1.2.4. Az aszkorbat szerepe a heterotrof szovetekben: a gyiimélcsok

Az aszkorbat igen gyakran nagy koncentracidban halmozodik fel a gyiimdlcsokben, ahol a
fotoszintetikus aktivitashoz latszolag nem kapcsolhato szerepet tolt be. Az aszkorbat ubikviter
természete lehetévé teszi, hogy mas anyagok prekurzora legyen, de természetesen
prekurzorként viselkedve mar nem képes mas funkciokat betélteni (Ishikawa és mtsai 2006a).
Az aszkorbat tehat olyan szerves savak prekurzora (oxalsav, L-treonat, L-tartarat), amelyek
igen nagy mennyiségben fordulnak el6 a gyliimdlcsokben (Rassam és Laing 2005, DeBolt és
mtsai 2007). Az olyan fajokban, mint példaul a sz616 a tatarat és az oxalat a dominans szerves
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sav €s éppen ezért a sz616 meglehetdsen szegény aszkorbatban, kivéve a tartaratot nem képzo
fajok, amelyekben haromszor nagyobb aszkorbat szintet lehet mérni (DeBolt és mtsai 2006). A
sz6ldben az aszkorbat és a tartarat felhalmozodas minden valosziniiség szerint fejlédésileg
szabalyozott (Melino és mtsai 2009) ahogyan a kiviben az oxalat felhalmozdodasa (Rassam és
Laing, 2005). Szamos esetben felvetették, hogy az aszkorbit nemcsak a fotoszintetikus
szovetekben tolt be fontos szerepet a stressz-védelemben, hanem az olyan szervekben is, mint
a gyumolcs (Hegediis és mtsai 2010). Ezek a hatasok igen gyakran poszt-harveszt
szembetlindek (Hegedlis ¢s mtsai 2011), gyakran az extrém homérséklettel kapcsolatosak,
ahogy ezt a paradicsom (Malacrida és mtsai 2006, Stevens és mtsai 2008, Gest és mtsai 2010),
alma (Davey és Keulemans, 2004, loannidi 2009; Davey és mtsai 2006, 2007) és korte
(Veltman és mtsai 1999, Cascia és mtsai 2012) esetén lathatjuk. Paradicsom esetében a
gylimélcs aszkorbat szintje és a MDHAR aktivitdsa jol korreldl a hideg stressz elleni
tolerancigjaval, ami a gyiimolcs keménységét illeti (Stevens és mtsai 2008, Gest és mtsai 2010).
Hasonlé megfigyeléseket lehetett so-stressz tolerancia esetén is tenni (Gautier és mtsai 2010).
Klimakterikus gyiimolcsok esetében maga az érés folyamata kozismerten egy oxidativ
folyamat, amely magéban foglalja mind az antioxidans tartalom, mind az enzimek szintjének
valtozasat (Jimenez és mtsai 2002), a sejtfal szétesését (Fry, 1998, Brummell, 2006), illetve
mas Oregedés-szerli folyamatokat (Faurobert és mtsai 2007). Az apoplasztban Cu?* ionok
jelenlétében az aszkorbat hozzajarulhat a hidroxil gyokok képzédéséhez, ami pedig a pektin
nem-enzimes feldarabolodasahoz vezethet a gylimolcsérés soran, igy hozzajarulhat a gytimolcs
puhuldsédhoz (Dumville és Fry, 2003). Az érés természetesen sziikséges a magvak elszorasahoz.
A magvak védelme vagy elszorasa pedig jelentés evolucios elonyt jelent barmely él6lény
szdmara. A nem klimakterikus ndévényekben, mint példaul a borsoban szintén magas kis
molsulyt és fehérje antioxidans szinteket mértek, amely megfigyelés kiemeli a ROS kontrolljat
a reproduktiv szovetekben (Matamoros és mtsai 2010). A borsé mag érése soran a csokkent
aszkorbat szint egylitt jar a DHAR aktivitds emelkedésével, amely jol mutatja az aszkorbat

crer

1.1.2.5. Az aszkorbat szerepe a mag fejlodésében, tarolasaban és csirazasaban

Az aszkorbat €s az antioxiddns enzimek a mag fejléddésében, oregedésében, illetve csirdzasaban
betoltott szerepe valosziniileg a kiszaradas (Leprince és mtsai 1993, Smirnoff 1993) és a
csirazas (Schopfer és mtsai 2001, Lee és mtsai 2010) soran természetesen tapasztalhat6 oxidativ
stresszt mérsékld sajatsdgukkal kapcsolatos. Ezen iddszak alatt a kis molysulyu és enzimes
antioxidansok mérséklik a ROS felhalmozodasat és igy megakadalyozzdk az enzimek
késleltetik az ionok fokozott szivargdsat, a turgor Osszeesé€sét és a sejthaldl kialakulasat.
Mindezen folyamatokon tl az aszkorbat szerepet jatszik a hormonalis egyensuly kontrolljaban,
amelynek fontos szerepe van a magok csirazasanak szabalyozasaban (Ye és mtsai 2012). A
hagyomanyos magvak esetében, amelyek a mag fejlddésének végén kiszaradason esnek at, a
mag fejlédése soran valtozas figyelhetd meg az aszkorbat tartalomban, illetve az antioxidans
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fehérjék aktivitdsaban (Arrigoni és mtsai 1992). Mar korabban is gyanitottak, hogy az aszkorbat
szerepet jatszhat a magvak konzervalasaban. Erre utalt az a megfigyelés, amely szerint a
csOkkent APX aktivitds és a mag csirdzoképességének elvesztése, vagy a magok fejlddésében
tapasztalhatd anomalidk gyakorisaganak novekedése korreldciét mutat (De Gara és mtsai
1991). Kozvetleniil a mag kiszaraddsa el6tt a magok képesek lesznek az aszkorbat
bioszintézisére, amely arra utal, hogy annak szerepe lehet a maga kiszaradasa, illetve csirazasa
okozta oxidativ stressz kezelésében (Arrigoni és mtsai 1992, Hendry és mtsai 1993). Amikor a
magok elkezdenek kiszaradni mind az aszkorbat, mind a DHA tartalmuk drasztikusan
lecsokken (Arrigoni és mtsai 1992), tehat az embriok a tovabbiakban nem tartalmaznak
aszkorbatot és DHA-t is csak igen csekély mennyiségben (példaul Pinus pinea: 0.8, Vicia faba:
0.6 és Avena sativa: 0.5 pmol (g FT)™?) (Arrigoni és mtsai 1992, De Gara és mtsai 1997,
Tommasi és mtsai 1999). Az aszkorbathoz hasonloan, az aszkorbat rendszer oxidoreduktaz
enzimeinek aktivitdsa is drasztikus mértékben csokken a mag kiszdraddsa soran (Arrigoni és
mtsai 1992) (Matamoros és mtsai 2010). Négy napos tarolast kovetéen mind a kis molsulya
antioxidansok, mind az antioxidans enzimek aktivitasa csokkent borsészemekben (Matamoros
¢s mtsai 2010).

A szuperoxid diszmutazt és APX-et taltermeld dohdny magok hosszabb élettartamot,
emelkedett csirazasi aranyt mutattak ozmotikus-, so6- és hideg stressz esetén (Lee és mtsai
2010). Az APX tultermeltetése 6onmagéaban elegendd volt ahhoz, hogy kedvezdébb csirazasi
tulajdonsagokat mutasson a dohany mag s6- €s ozmotikus stressznek kitéve (Sun és mtsai
2010). Erdekes, hogy az aszkorbét és az APX ilyen kritikus szereppel bir csirdzaskor, annak
ellenére, hogy a szaraz magvak sem aszkorbattal, sesm APX aktivitassal nem rendelkeznek. Ez
az livegnyak effektus nem sokkal a mag duzzadasat (a viz felszivodasat) kovetden oldodik,
mivel jelentés aszkorbat akkumulacio torténik a magokban (Yamazaki és Piette, 1961). A mag
duzzadasat kovetéen a DHA reciklaldsa a leggyorsabb aszkorbat regeneracios 1épés. Az
embriok DHA-t és szamos DHA-t redukal6 fehérjét tartalmaznak (Tommasi és mtsai 1999).

A nem kiszarado, vagy rekalcitrans magok kimondottan érzékenyek a kiszdradasra és rovid
tarolasi €lettartammal jellemezhetdek. A magok kifejlodési szakaszukbol altalaban egybdl a
csirdzdsba mennek at, igy metabolikusan aktivak maradnak. Bar az embridk igen nagy
mennyiségii aszkorbatot (Gingko biloba: 2.1, Quercus cerris: 2.4, Aesulus hippocastanum: 3.0
umol (g FT)?) és DHA-ot (Gingko biloba: 0.7, Quercus cerris: 1.7, Aesulus hippocastanum:
2.7 umol (g FT)?!) tartalmaznak (Tommasi és mtsai 1999), az antioxidédns enzimaktivitas
minden bizonnyal nem elegendé ahhoz, hogy a tarolas soran fellépé oxidativ stresszel
megbirkozzanak. Példaként emlithetjiikk a G. biloba magjait, amelyek életképessége csokken,
abban az esetben, ha 25°C-on taroljak 6ket 4 °C helyett (Tommasi és mtsai 2006). A csirdzasi
képesség csokkenése egyértelmiien 6sszefliggésbe hozhatd a 25°C-on tarol magvakbol képzodo
embriok (4 °C-on taroltakhoz képest) csokkent aszkorbat €s glutation szintjével. Ez utdbbi
viszont Osszefligg a csokkent DHAR aktivitassal, valamint az aszkorbat szintézis
°C-on emelkedett). A rekalcitrans magok kevesebb DHA redukalo aktivitassal bird fehérjét
tartalmaznak az ortodox magokhoz képest (kettét a G. biloba, a Q .cerris és egyet az A.
hippocastanum; Tommasi és mtsai 1999). Ezen kiviil az APX aktivitas folyamatosan csokken
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a mag tarolasa soran. Mindez azt mutatja, hogy sem a kis molsulyu antioxidansok, sem az
enzimek nem nyujtanak kelléen hatékony védelmet a kiszaradas okozta lipidperoxidécid
elkeriiléséhez, igy rontva a mag esélyeit a csirdzasra és a talélésre (Gest és mtsai 2013).

1.1.2.6. Az aszkorbat magasabb rendii novenyek fejlodésében betoltott szerepe

1.1.2.6.1. Novekedés és fejlodeés

A csokkent aszkorbat tartalmt vtc mutansok vizsgalata az aszkorbat szamos, addig ismeretlen
szerepére deritett fény a normalis novényi fejlodésben. A vtc2, vtcS duplamutans esetében
kiilondsen szembetlind volt az aszkorbat szerepe a novényi ndvekedésben. Ezek a novények, a
csirazast kovetden egyszeriien megalltak a novekedésben, amennyiben nem aszkorbattal, vagy
galaktozzal kiegészitett tapkozegen ndttek. A sziklevelek, feltehetdleg az aszkorbat
fotoprotekcioban betdltott szerepe miatt elvesztették klorofill tartalmukat (Dowdle és mtsai
2007). Ugyan a novekedési problémak pontos okara a mai napig nem dertilt fény, de az sejthetd,
hogy a sejtfal komponensek csokkent szintézisének hatterében az aszkorbat fiiggd oxigenazok
allnak. Ezen kivil a redox homeosztdzis megvaltozdsa minden bizonnyal
anyagcserezavarokhoz vezet (Dowdle ¢és mtsai 2007).

1.1.2.6.2. Sejtciklus szabdlyozds

Az aszkorbat/DHA péros lathatdan szerepet jatszik a sejtciklus szabalyozasaban. Az aszkorbat,
a DHA ¢és a monodehidroaszkorbat képes novelni a G1 fazisbol S fazisba 1€pd sejtek aranyat.
Az aszkorbat bioszintézist gatld lycorin megakadalyozta a sejt osztodasat, illetve megnyulasat
(Citterio és mtsai 1994). Egyelére csak elméletek sziilettek az aszkorbat sejtndvekedést
befolyasold szerepérdl. Az egyik legelfogadottabb szerint, a citoplazmaban a citokrom b
oxidalja az aszkorbatot, az elektronok az apoplaszt monodehidroaszkorbatjara keriilnek, ahol
ez aszkorbattd alakul. A plazmamembranon keresztiili elektrontranszfer egy H*ATPazt
stimulal, amely képes fokozni a sejt novekedését (Smirnoff és Pallanca 1996). Ennek
alternativaja az az elmélet, amely szerint az aszkorbat sejtnovekedést fokozo hatasanak
hatterében, a sejtfal szintézisért felelds enzimek aszkorbat kofaktor fiiggése all (Cooper és mtsai
1994, De Tullio és mtsai 1999).
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1.1.3. A C-vitamin koncentracigja kiilonb6z6 novényi forrasokban

A legujabb trendeknek megfeleléen érdemes megemliteni mar az algék vitamintartalmat is. Az
algdk C-vitamin koncentracidja joval alacsonyabb, mint a magasabb rendii ndvényeké,
hozzavetélegesen 0.5 pmol (g FT)? (FT: friss toémeg) koriil alakul (Shiu és Lee 2005; Mellado
és mtsai 2012). Osszehasonlitasképp a leggyakrabban vizsgalt, magasabb rendii ndvény az
Arabidopsis C-vitamin tartalma 5 pmol (g FT)? koriil alakul (Kotchoni és mtsai 2009). Azt
azonban mindenképpen érdemes megjegyezniink, hogy ezek az értékek erdsen fliggnek a szovet
tipusatol (Lorence és mtsai 2004), a ndvény koratdl (Zhang és mtsai 2009), a mintavétel adott
napon beliili iddpontjatol és a fényintenzitastol (Bartoli és mtsai 2006). Nagyjabol 2-20 pmol
(g FT)! kozotti értékekrdl szoktak magasabb rendii ndvényi levelek esetében beszamolni,
magasabbrol mérsékelt égovi 6rokzoldek és alpesi fajok esetében (Smirnoff, 2000a, Smirnoff
¢s mtsai 2001, Streb és mtsai 2003). Egy fajon belil, mint példaul a kinai datolyaszilva
(Diospyros kaki) esetében igen nagy eltéréseket is lehet talalni a levelek aszkorbat
novények levelei esetében az aszkorbat a levél teljes széntartalmanak mintegy 19%-at kiteheti,
elérheti a 45 pmol (g FT)? koncentraciot is (Streb és mtsai 2003). Az alpesi ndvényekben az
aszkorbat koncentraci6 a magassaggal is pozitiven korrelal (Wildi és Liitz, 1996). Ezen
novények kloroplasztja akar 10-szer akkora aszkorbat mennyiséget is tartalmazhat, mint az
alacsonyabban term6 ndvényeké feltehetéen a magas fényintenzitas, UV szint €s az alacsony
hémérséklet miatt (Streb és mtsai 1997). Az intracellularis koncentracidviszonyokat, az
Arabidopsison mint példan szemléltetve elmondhatjuk, hogy a sejtmag viszonylag magas
koncentracioban tartalmazza az aszkorbatot (16.3 mM). A legmagasabb koncentracié a
citoszolban (21.7 mM) és a peroxiszoémaban (22.8 mM) mérhetd, mig a mitokondrium (10.4
mM) és a kloroplaszt (10.8 mM) csak kozepes aszkorbat koncentracidval jellemezhetd
(Zechmann és mtsai 2011) (3. abra).

3. abra. A C-vitamin
intracellularis eloszlasa
(Gest és mtsai 2013)

Sejtmag Peroxiszéma
16.3 mM

Kloroplaszt
10.8mM
Az aszkorbat a ndvényen

beliil elsdsorban a
fotoszintetikus  szervekben
halmozodik fel, de magas
koncentraciot érhet el nem
fotoszintetizald szovetekben
g;‘%p:;ﬂma Mitokondrium  iS. Az ezekben mérhetd C-
10.4 mM vitamin koncentraci6 erésen

fligg a kornyezeti faktoroktol, a genotipustol €s a szerv fejlodési allapotatdl (Davey és mtsai
2000, Dumas és mtsai 2003, Poiroux-Gonord és mtsai 2010, Hegedis és mtsai 2010, 2011). Az
aszkorbat koncentraci6 altalaban magas a merisztémaban (Loewus és Loewus 1987, Smirnoff
és Pallanca, 1996), a viragokban, fiatal gylimdlcsdkben (Alhagdow és mtsai 2007, Hancock és
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mtsai 2007), a gyokércstcsokban (Arrigoni 1994) és az indak tenyészOcsucsaiban, valamint a
gumokban (Tedone és mtsai 2004). Egyértelmiien a zoldségeket és gyiimolcsoket tekintjiik a
f6 C-vitamin forrasunknak. A magasabb rendii névények gyiimolcseinek C-vitamin tartalma
kiilondsen nagy valtozatossdgot mutat. A vad novények esetében 4altaldban magas
vitamintartalmat mérhetiink, mig a domesztikacidé soran ez erdsen csokken. A citrusfélék
hiresek a magas C-vitamin tartalmukrol (~3 umol (g FT)}), ahogyan a kivi is (7 pmol (g FT)
1 (Li és 2010). Mindkettt bdven meghaladd értékrdl, 170 umol (g FT)? szamoltak be az
Amazonas mentén termé camu camu (Myrciaria dubia) esetében (Justi és mtsai 2000), ahogyan
az Ausztraliaban honos kakadu szilva (Terminalia ferdinandiana) is hasonléan magas C-
vitamin tartalommal rendelkezik. Az azonos nemzetségen és fajon beliil is jelentds eltéréseket
lehet megfigyelni. A paradicsom kivald példat szolgaltat erre. Az eredeti vad fajtdk, mint
példaul a Solanum pennellii tobb C-vitamint tartalmaz, mint a tradicionalisan termesztett
Solanum lycopersicum: a termesztett paradicsom 0.5-2 pmol (g FT)?, viszont a S. pennellii
ennek nagyjabol az Otszordsét (Stevens és mtsai 2007). A paradicsom esetében fennalld
természetes diverzitadst kiilonb6zd populaciok hasznalataval igyekeztek kiakndzni.
Keresztezték a vad és a termesztett paradicsomkulturakat, hogy azonositani tudjak az aszkorbat
mennyiségéért felelds lokuszokat. A kisérletek ravilagitottak arra a tényre, hogy a gylimolcs
aszkorbat tartalmaban tapasztalhaté valtozatossag szdmos genomi részlet altal kontrollalt
(Stevens és mtsai 2007). A gyiimolcs aszkorbat tartalmaban megfigyelhetd kiilonbség
mesterségesen is eldidézhetd -etil-metanszulfonattal, vagy Rontgen-sugarzassal kivaltott
mutagenezissel. A genom egy, vagy tobb pontjan kivaltott mutacid miatt kialakulo kiilonbségek
hasonl6o mértékiiek, mint az a természetes nemesitéssel eldallitott populacioban megfigyelhetd
(Stevens és mtsai 2006). Erdemes megjegyezni, hogy a domesztikacié a gyiimolcs méretének
novelését helyezi el6térbe, ami értelemszertien az aszkorbat higulasat okozza. Itt meg kell
jegyezniink, hogy érdemes lenne megallapitani, hogy vajon a domesztikacio befolyasolta-e a
gylimolcsokben zajlé aszkorbat szintézis és reciklalas folyamatat.

1.1.4. Az aszkorbat reciklalasa: aszkorbat-glutation ciklus

Az aszkorbat szintjét harom tényezd egyiittesen hatarozza meg: a bioszintézis, a metabolizmus
és a reciklalas. Az elsd két tényezdt kovetden itt az ideje, hogy a harmadikkal a reciklalassal is
foglalkozzunk!

Az aszkorbat mikozben semlegesiti a kiilonb6zd ROS-et, vagy elektron donorként viselkedik
kiilonb6z6 reakciokban monodehidroaszkorbatta (MDHA), majd DHA-ta oxidalodik. A DHA
meglehetésen bomlékony vegyiilet, tovabba kizardlag az aszkorbat rendelkezik antioxidéans
szabadgyok fogd sajatsagokkal, ezért a DHA-t meglehetésen gyorsan aszkorbattd kell
redukalni, kiilonben fiziologias koriilmények kozott perceken beliil elvész. Az oxidalt aszkorbat
recikldldsa az  aszkorbat-glutation ciklus enzimei (aszkorbat peroxiddz: APX,
monodehidroaszkorbat reduktdz: MDHAR, a glutation fiiggd dehidroaszkorbat reduktaz:
DHAR ¢és a glutation reduktdz: GR) altal katalizalt folyamatban glutation, vagy NAD(P)H
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terhére torténik. A ciklust és egyes elemeit elsé izben a kloroplasztban irtak le és felfedezdi
utan gyakran Foyer-Halliwell-Asada ciklusnak is nevezik (Szarka és mtsai 2012). A ciklus, az
elektronok ciklikus transzferével részt vesz a H2O> eltdvolitasaban, anélkiil, hogy aszkorbatot,
vagy glutationt fogyasztana (4. abra) (Noctor és Foyer 1998). Az utvonal résztvevoi
megtalalhatok az allati sejtekben is. A ndvényi sejten beliil jelenlétiiket leirtak a citoszolban, a
mitokondriumban, a peroxiszomaban és a kloroplasztban (Foyer és Noctor 2011).

4. abra. Az aszkorbat-glutation

Asc GSH NADPH + H* : i ) o
ciklus és a hozza kapcsolédo
redox folyamatok

DHA GSSG NADP*

:' %, Novényi sejtekben egyértelmiien

: ~ a kloroplaszt a ROS f6 forrasa és

4 A s N Cesc - (ahogy ezt mar kordbban is
(.02 lattuk) az  aszkorbat  tobb

kiilonféle szerepet  jatszik

MDHA NAD" . .o | cltavolitisukban (Asada 1999,
’ Foyer és Halliwell 1976, Miiller-
Moulé és mtsai 2002, Noguchi és
\HZO Asc NADH

i, mtsai 2008, Szarka és mitsai

2012). Amennyiben 450 uM/s-es
maximalis H2O» keletkezési sebességgel és 30 mM-os aszkorbat koncentracioval szamolunk,
akkor (regeneracidé nélkiil) mintegy 60 masodperc alatt elfogyna a kloroplaszt teljes
aszkorbattartalma (Asada 1999). Ezért nem igazan meglepd, hogy az aszkorbat-glutation
ciklust is itt irtak le, joval a bioszintézis felfedezését megelézve elsd izben (Asada 1999, Chew
¢s mtsai 2003, Foyer és Halliwell 1976). A mitokondrium ROS termelése lényegesen
alacsonyabb a megvilagitott ndvényi sejten beliil, mint a kloroplaszté, vagy a peroxiszomag,
azonban sotétben, vagy nem zdld szovetekben a mitokondrium a legjelentdsebb ROS forras
(Szarka ¢és mtsai 2012). Az aszkorbat-glutation ciklus egyes elemeinek mitokondrialis
jelenlétérdl szolo szorvanyos beszamolokat (Arrigoni és mtsai 1981, Edwards és mtsai 1990)
kovetden a ciklus mind a négy enzimét (APX, MDHAR, DHAR, GR) leirtadk mitokondrium és
peroxiszoma esetében is (Jimenez és mtsai 1997). A mitokondrialis elhelyezkedésiiket zold

fluoreszcens fehérje segitségével is megerdsitették (Chew és mtsai 2003). Ezen kiviil az APX,
a MDHAR ¢és a GR géntermékek esetében kettds, mitokondriumba és kloroplasztba iranyulo
importot talaltak, mig a DHAR importja kizarélag a mitokondriumba iranyult (Chew és mtsai
2003). A mitokondrium tovéabbi frakcionalasaval, illetve enzim latencia mérések segitségével
meghatarozasra keriilt az egyes enzimek szubcellularis elhelyezkedése, illetve topologiaja is.
Az APX és a MDHAR aktivitasok elsdsorban a belsé membran frakcidhoz kotddtek. Az APX
esetében tapasztalt alacsony mértékii latencia arra utal, hogy aktiv centruma a két membran
kozotti tér felé néz. Mig a MDHAR esetében mérheté nagyfoku latencia elsésorban matrix
oldali elhelyezkedést valdsziniisit (Jimenez és mtsai 1997). A GR és a DHAR aktivitasok
els6sorban a matrix frakciora voltak jellemzdek, azonban més szubmitokondridlis frakcidban is
eléfordultak, arra utalva, hogy ezek tobb szubkompartimentum kozott oszlanak meg és részben
membrankdtottek lehetnek (Chew és mtsai 2003). A MDHAR, a DHAR ¢és a GR matrixban
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torténd elhelyezkedésének hatterében feltehetéen a redukald szerekkel, NADH-val, NADPH-
val (citrat korbol) torténd jo ellatas allhat. Igy viszont az APX aktivitas révén a két membran
kozotti térben keletkez6 MDHA-nak és a DHA-nak at kell jutnia a bels6 membranon, hogy
aztan a matrixban aszkorbattd redukalédhasson. Mindez egy bels6 membranban elhelyezkedd
transzporter igény¢t veti fel.

Habar az aszkorbat-glutation ciklus mitokondrialis jelenléte egyértelmii, a GSH bizonyosan
nem az egyetlen lehetséges elektrondonor, amely a DHA mitokondrialis redukcidjaban részt
vesz. Emlos mitokondriumok esetében felmeriil a mitokondrialis elektrontranszfer lanc,
pontosabban a komplex I11 szerepe a DHA mitokondrialis redukcidjaban (Li és mtsai 2002).

1.2. C-vitamin transzport

1.2.1. C-vitamin transzport a névényi sejtekben

Novényekben az aszkorbat minden szdvetben és sejtorganellumban megtalalhatd (Zechmann
¢s mtsai 2011). Tekintve, hogy mind a négy aszkorbat bioszintetikus tvonal utolso 1épése a
mitokondrilis bels6 membranhoz kotott ez csak ugy képzelhetd el, hogy az aszkorbat a tobbi
sejtorganellumba szallitodik (Horemans és mtsai 2000; Smirnoff és Wheeler, 2000). Ezen kiviil
az aszkorbat szétosztdsa a ndvényen beliil, a forras szovetektdl a felhasznald szovetek felé a
phloemen keresztiil térténik (Franceschi és Tarlyn, 2002).

1.2.1.1. Aszkorbat transzport a plazmamembranon keresztiil

Novényekben a plazmamembranon keresztiili aszkorbat transzport folyamatok ismertek a
legrészletesebben. A ndvényi sejtek aszkorbat felvételét 1993-ban igazoltak elsé izben
(Mozafar és Oertli 1993), majd kés6bb részletekbe menden vizsgaltak, arpa (Hordeum vulgare)
¢és borso (P. sativum) levelekbdl szarmazé protoplasztokon (Rautenkranz és mtsai 1994, Foyer
¢s Lelandais 1996), BY2 dohany sejtkultiran (Horemans és mtsai 1998), illetve bab (Phaseolus
vulgaris) plazmamembran vezikulakon (Horemans ¢és mtsai 1996, 1997, 1998b). A
protoplasztok és membranvezikuldk koncentraciofiiggd, Michealis-Menten kinetikat mutato,
viszonylag nagy affinitasi transzportot mutattak mind az aszkorbat, mind a DHA esetében
(Horemans és mtsai 2000). Arpa protoplasztok esetében mind aszkorbat, mind DHA
transzportot talaltak, igaz a DHA felvétel nagyobb affinitdst mutatott, mint az aszkorbat
(Rautenkranz és mtsai 1994). Bab plazmamembran vezikulak és dohany protoplasztok esetében
egyértelmiien az oxidalt forma, DHA felvétele volt preferalt (Horemans és mtsai 1997, 1998).
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Mindezen megfigyelések azt mutatjak, hogy arpa, bab és dohany sejtek esetében az
apoplasztbdl a citoplazmaba, a C-vitamin oxidalt formajat szallitdo transzportrendszerek
talalhatoak meg. Ugyanakkor borso protoplast esetében egyértelmii aszkorbat transzportot irtak
le (Foyer és Lelandais 1996), arpa protoplaszt esetében pedig mind az aszkorbat, mind a DHA
transzport kimutathat6 volt, egyértelmli kompeticioval, ami azonos ligand-kotdhely meglétére
utal (Foyer és Lelandais 1996). A plazmamembranon keresztiili aszkorbat és DHA transzport
esetében a hajtoerd nem teljesen mértékben tisztazott. Bab plazmamembran vezikulak esetében
a DHA transzport passzivnak, egyszert facilitalt diffizionak tiinik (Horemans és mtsai 1996,
1998b). Viszont metabolikusan aktiv protoplasztok esetében ugy tlinik a hajtoeré egy proton-
elektrokémiai gradiens (Horemans és mtsai 1998, Rautenkranz és mtsai 1994). Azukibab
(Vigna angularis) esetében a CCCP (Carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone; protonofor)
kezelés hatasara megvaltozott az apoplaszt aszkorbat és DHA tartalma, azt valdszintsitve, hogy
a proton-elektrokémiai gradiens fontos hatast gyakorol a plazmamembran két oldala kozott
mérheté aszkorbat és DHA koncentraciokiilonbségre (Takahama 1996). Tisztitott
plazmamembran vezikuldk esetében az aszkorbat transzport egy érdekes sajatsdga a transz-
stimulacid. Bab és BY2 dohdny plazmamembran vezikuldkat mesterségesen aszkorbattal
feltoltve, a DHA felvétel és felhalmozodas nagymértékben stimulalhatonak bizonyult
(Horemans és mtsai 1998b). Amennyiben elézetesen [*4C]-jeldlt aszkorbéttal eldzetesen
feltoltott bab membran vezikuldkhoz DHA-t adtak, az a radioaktiv aszkorbat molekulak jelentds
mértékii kidramlasat okozta (Horemans és mtsai 1998b). Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a plazmamebranon keresztiili aszkorbat transzport egy aszkorbat/DHA kicserélodési
mechanizmus szerint zajlik.

1.2.1.2. Szubcellularis aszkorbdt transzport

Ahogy azt mar korabban megjegyeztiik a szubcellularis aszkorbat transzport megléte minden
vitan feliil all, tekintve, hogy keletkezésének helyérdl, a mitokondriumbdl el kell jutnia a tobbi
sejtorganellumba, ahol jelenlétét leirtak. A szubcellularis aszkorbat transzport folyamatok
meglehetdsen kevésse voltak ismertek kisérletes munkank kezdetekor. A kloroplaszt, a tilakoid,
a tonoplaszt €s a plazmamembranon keresztiili transzportfolyamatokrol rendelkeztiink
barmiféle ismerettel.

A kloroplaszt (envelop) membrdnon keresztiili transzportfolyamatot kordbban kizardlag
biokémiai modszerekkel vizsgaltak. A kisérleteket spenotbol (Spinacia oleracea) és borsobol
szarmazo intakt kloroplasztokon elvégezve meglehetésen magas, 20 mM K értékdl, telithetd
aszkorbat transzportert talaltak, amely gliikozt nem szallitott (Beck és mtsai 1983, Foyer ¢és
Lelandais 1996). Az aszkorbat citoszolbol kloroplaszt sztromaba iranyulo transzportja tehat
egyértelmiien egy transzporter medialta, meglehetdsen alacsony, de fiziologidsan relevans
affinitassal jellemezhetd folyamat (Anderson és mtsai 1983, Beck és mtsai 1983, Foyer és
Lelandais 1996). A kloroplasztba torténd felvétel DHA altali cisz-inhibiciot és transz-
stimulaciot mutat, feltételezhetden facilitativ kicserélédési mechanizmus szerint zajlik. Ezzel
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szemben az aszkorbat tilakoid (Foyer és Lelandais 1996), illetve tonoplaszt membranon
(Rautenkranz és mtsai 1994) keresztiili atjutasa kismértékii, nem telithetd, sem a valtozo
fényintenzitds, sem az ATP adagoldsa nem befolyasolja. Bar frakcionalassal és biokémiai
modszerekkel mintegy 4 mM-os aszkorbat koncentraciot tudtak mérni a tilakoid zsakokban
(Foyer és Lelandais 1996), késébb immunologiai modszerekkel (Zechman és mtsai 2011) nem
talaltak aszkorbatot ugyanott. Mindezek arra utalnak, hogy ha van is barmiféle aszkorbat
mozgés a tilakoid membranon keresztiil abban transzporter nem vallal szerepet. Ezen kiviil a
megvilagitott tilakoid zsdkokban 1évé meglehetosen alacsony pH érték inkabb az aszkorbat
mozgasanak. Mindezek erésen korlatozzak a violaxantin de-epoxidaz szamara hozzaférhetd
aszkorbat mennyiségét. Egyelore nem ismert, hogy a ndvényi sejt miként képes ezzel a
problémaval megbirkozni.

A kozelmultban ludfiiben (Arabidopsis thaliana), rizsben (Oryza sativa) (Maurino és mtsai
2006) és paradicsomban (Solanum lycopersicum) (Cai 2014) azonositottak a nukleotid-
aszkorbat transzporter (NAT) génjét. A NAT csalad tagjai mind a gomba nukleotid bazis
transzporterekkel, mind az emlds natrium-fiiggd aszkorbat transzporterekkel hasonlosagot
mutatnak (Gournas és mtsai 2008, Buerzle és mtsai 2013), igy biztatd aszkorbat transzporter
jelolteknek szamitanak. Erdekes modon az AtNAT12, az OsNAT10 és a OsNAT11 sejten beliili
elhelyezkedését a kloroplasztba josoltak, de a kisérletek az AtNATI12 plazmamembranban
torténd elhelyezkedését latszanak igazolni (Maurino és mtsai 2006). Fontos megjegyezniink,
hogy a NAT csalad tagjainak aszkorbat transzport aktivitdsat mind a mai napig nem igazoltak.

2015 év elejéig tehat egyetlen aszkorbat transzportert sem sikeriilt ndvényi sejtekben
egyértelmilen azonositani. Igy igazi attorésnek szamitott, amikor az AtPHT4;4-r3l az
Arabidopsis thaliana foszfat transzporter 4 egyik csaladtagjarol kimutattak, hogy
membranpotencial- és CI™-fliggd mddon szallitja az L-aszkorbat redukalt formajat (Miayaji és
mtsai 2015). Az AtPHT4;4 nagy mennyiségben fejezddik ki a kloroplasztban és ott az envelop
membranban helyezkedik el. Az AtPHT4;4 gén kilitése csokkent aszkorbat szintet és a xantofil
ciklus csokkent miikodését eredményezte. Az AtPHT4;4 kititott ndvények azonban kiilondsebb
fenotipusos eltérést nem mutattak. Erdekes modon a kordbban a kloroplaszt aszkorbat
transzport esetén megfigyelt DHA cisz-gatlast sem mutattdk a proteoliposzomaba iiltetett
transzporterek. Igy konnyen elképzelhetd, hogy a kloroplaszt (envelop) membranon keresztiili
aszkorbat transzport lebonyolitasdért nem egyetlen transzporter felelds.
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1.2.2. C-vitamin transzport emlds (human) sejtekben

1.2.2.1. A C-vitamin felszivodasa, plazmamembranon keresztiili transzportja

Ahogy azt mar a bevezetdben megjegyeztiik, C-vitamin sziikségletiinket természetes forrasok
¢s ¢étrend kiegészitok fogyasztasabol fedezziik. A C-vitamin, étrendben taladlhato leggyakoribb
formdja, az aszkorbinsav és annak oxidalt formaja, a DHA. Luminalis oldali (kefeszegélyti)
membran vezikulum transzportaktivitasa alapjan megéallapithatjuk, hogy az aszkorbat és a DHA
egyarant felszivodik az emberi bélrendszer teljes hosszaban (Malo és Wilson 2000). Mind az
aszkorbat, mind a DHA felvétel, novekv®d szubsztrat koncentracidé hatasara telithetének
bizonyult, amely megfigyelés nagy affinitast ligand-transzporter kdlcsonhatasra utal.

A redukalt forma, az L-aszkorbinsav, felvétele aktiv mechanizmus soran valdsul meg, két
natrium-fiiggé C-vitamin transzporter (SVCT1 és SVCT2) segitségével (5. abra), amelyek
klonozasa el6szor 1999-ben valosult meg (Tsukaguchi és mtsai 1999, Savini és mtsai 2008).
Az SVCTI1 egy nagy kapacitasu, de kis affinitasu (Km: 65-237 uM) aszkorbdat transzporter.
Elofordulésa igen kifejezett az epithelialis szovetekben, ahol funkcidjat, a szervezet C-vitamin
homeosztazisanak fenntartasat, a taplalékkal bevitt aszkorbat felszivasa, illetve a vesékben a
visszaszivas révén fejti ki. Az SVCTI transzporter gén kiiitése 7-10-szeresére emelte a C-
vitamin vizeletbe torténd tritésének mértékét (Corpe és mtsai 2007). Ezzel parhuzamosan a C-
vitamin vérszintje 50-70%-kal csokkent homozigdta mutansok esetén a vadtipusu tarsakhoz
képest.

Az SVCT2 egy kis kapacitasu, nagy affinitast (Km: 8-62 uM) transzporter. Az intracellularis
redox statusz fenntartasa érdekében széles korben fejezddik ki, az aktiv anyagcserét folytato és
specializalt sejtekben, szovetekben (Savini és mtsai 2008). Az SVCT2 génkititott mutansokkal
végzett kisérletek alapjdn az SVCT2 elengedhetetlen a prenatalis aszkorbinsav
transzportfolyamatokhoz. Fontos szerepet tolt be a C-vitamin placentdn keresztiil torténd
transzportjaban. A homozigota génkilitott mutansokat 1€gzési elégtelenség €s intracerebralis
haemorrhagia jellemezte (Sotiriou és mtsai 2002).

A human jejunum Ilumindlis oldali membranjanak DHA felvételi karakterisztikdja
egyértelmiien kiillonbozott az aszkorbat felvételétdl (Wilson 2005). A DHA felvétele kis
affinitasu (Km = 0,8 mM) natrium-fiiggetlen facilitalt diffuzioval valosul meg (5. abra). A
glukoz gatolta az aszkorbat felvételét, de a DHA felvételt nem. Ugyanakkor a transzport gatlasi
profil kizarta az SGLT1 (natrium-fiiggé glukdéz transzporter) szerepét az aszkorbat
transzportban (Malo és Wilson 2000). A bélcsatornabol torténé DHA felszivodasért felels
transzporter fehérjét a mai napig sem sikertiilt azonositani.
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5. abra. A C-vitamin
(aszkorbat, DHA)
ed. 4 :
’,6_( DHA plazmamembran és
£ intracellularis transzport
rendszerei, transzportja

Sejten kiviili tér M ito.

A C-vitamin  plazma
koncentracidja oralis
bevitel esetén igen feszes
szabalyozas  alatt  4ll.
Ennek kovetkeztében
novekvd oralis dozisok
if? mellett a C-vitamin plazma

- koncentracioja egy telitési
értékhez tart (Padayatty és
mtsai 2004). Ennek két f6
oka van: egyrészt, ahogyan arrdl mar az el6z6 bekezdésben sz6 volt, a transzporter fehérjék
kapacitdsa korlatozott, masrészt pedig a két natrium-fiiggd transzporter aktivitdsat, a sajat
ligandja (az aszkorbat), finomra hangolja. A béllumen megemelkedett aszkorbat koncentracioja
az SVCT1 mRNS szintjének leszabalyozasat eredményezte enterocitadkban (MacDonald és
mtsai 2002). Az aszkorbat hasonld szabalyozd szerepérél szamoltak be SVCT2 esetén
vérlemezkékben is (Savini és mtsai 2007a). A kozelmultban deriilt ki, hogy a vazizom sejtek
az SVCT2 transzporter expresszidjat redox-allapotuk fiiggvényében szabalyozzak. Az SVCT2

ASC
2Na"

/ DHA //i“

Sejten beliili tér //ER lumen/j // "

mRNS és fehérje szintje egyarant megemelkedett myotubulusok hidrogén-peroxiddal tortént
kezelését kovetden, ugyanakkor liponsavas antioxidans kezelés hatésara expresszidja csokkent
(Savini és mtsai 2007b). Valosziniinek tiinik tehat, hogy a sejt redox allapota befolyasolja az
SVCT2 expressziojat, ily moédon az aszkorbat transzport és intracellularis koncentracio
befolyasolasaval reagalni képes a valtozo koriilményekre.

crer

torténd visszaszivds is befolyasolja. Ennek megfeleléen a bioldgiai hasznosithatosaga
alacsonyabb do6zisoknal majdnem teljes és a dozis novekedtével csokken: 30 mg esetén 87%,
100 mg esetén 80%, 200 mg esetén 72%, 500 mg esetén 63% és 1250 mg esetén kevesebb, mint
50% (Levine és mtsai 1996). Ezt a megfigyelést alatimasztotta a C-vitamin 3-kompartimentum
farmakokinetikai modellje is. A modell alapjan egyszeri 3 g-os oralis dozis — a maximalis
toleralhato egyszeri dozis — 206 umol/l csucs plazmakoncentraciot eredményez, ehhez képest
az 1,25 g-os dozis ettdl csekély mértékben kiilonbozé 187umol/l-es plazmakoncentraciot
eredményez. Végezetiil 200 mg esetén — amely mennyiség egy C-vitaminban gazdag taplalék
elfogyasztasabol szarmazik — a koncentraciocsucs 90 pmol/l koriil varhato (Padayatty és mtsai
2004).

A DHA ¢és a glukoz kozott fennalld szerkezeti hasonlosag miatt, mar koran felmeriilt a glukoz
transzporterek lehetséges szerepe a DHA sejtbe torténd felvételében. Valoban Xenopus oocita
expresszios modellrendszerben igazoltak, a GLUTI1, GLUT3 és esetlegesen a GLUT4
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részvételét a plazmamembranon keresztiili DHA felvételben (5. abra) (Vera és mtsai 1993,
Rumsey és mtsai 1997, 2000). A DHA felvételét a szerkezeti analog 2-deoxi-glukdzzal, illetve
a facilitalt hexo6z transzport gatlo cytochalasin B gatolta (Rumsey és mtsai 1997, Vera és mtsai
1994). A latszolagos Km értékek (GLUT1: 1.1 mM, GLUT3: 1.7 mM, GLUT4: 0.98 mM) az
SVCT transzporterekénél kisebb affinitasu transzportfolyamatokrdl taniskodnak (Rumsey és
mtsai 1997, 2000). A gyors intracellularis DHA redukcié egyfeldl tekintélyes DHA gradiens
fenntartasat eredményezi, masfeldl egy olyan vegyiiletet, amely nem szubsztratja a GLUT
transzportereknek (Rumsey és mtsai 1997). A DHA formaban, GLUT transzportercken
keresztiil, sejtekbe juté C-vitamin mennyiségét mindazonaltal rendkiviil nehéz megitélni,
nehéz, mert normalis fizioldgias koriilmények kozott a glukoz jelentds kompetdld partnerként
szerepel, ez a kompeticid a magasabb vércukorszinttel jar6 diabetesben természetesen még
fokozottabb mértékben jelentkezhet. Erdemes megemliteni, hogy a vitamin a plazmaban
els6sorban redukalt formaban talalhaté (Tsukaguchi és mtsai 1999), ami szintén az SVCT
transzporterek hangstlyosabb transzport szerepét huzza ald. Ugyanakkor fontos
megjegyezniink, hogy a human diéta a redukalt aszkorbat mellett, jelentés mennyiségben DHA -
tis tartalmaz, illetve jelentés mennyiségben keletkezik a gasztrointesztinalis traktus lumenében
az aszkorbat oxidansokkal torténé reakciojaban (Wilson 2002). Ezen kivil a DHA
extracellularis koncentracidja jelentds mértéki ndvekedést mutat olyan patologias
allapotokban, mint példaul a gyulladas (Wilson 2002). Igen valészini, hogy ilyen és hasonld
allapotokban a lokalis prooxidans produkcié fokozza az aszkorbat, DHA &talakulast, mely
révén el6térbe keriil a glukéz transzportereken keresztiil torténé C-vitamin transzport is.

A transzporterek telithetosége, illetve a redox statusz redukalt iranyba torténd eltolédasa (amely
sziikségszerlien bekovetkezik magas C-vitamin dozisok esetén) kovetkeztében fellépd SVCT
transzportfehérje szupresszid6 miatt az ordlis adagolds révén elérhetd plazmakoncentracio
erdsen korlatos. Gyakorlatilag 200-400 mg/nap oralis dozis esetén elérjiik a telitési (80 pM
kortili) plazmakoncentraciot (Levine és mtsai 1996). Ennél magasabb plazmakoncentraciot
intravénds aszkorbat adagolassal lehetséges elérni, ahol az intesztinalis korlatok megsziinnek,
kizarolag a vesén keresztiili iirtiléssel kell komolyan szdmolnunk. Ezt a modszert alkalmazzak
terapias aszkorbat plazmakoncentracio elérésére (Padayatty és mtsai 2004, 2006).

1.2.2.2. Szubcellularis aszkorbat transzport

Aszkorbat felhasznald reakciot gyakorlatilag minden egyes sejtorganellumban taldlni. Az
antioxidans funkcidja feltételezhetden mindenhol megjelenik, kiilonds hangsullyal az olyan
oxidativ organellumokban, mint a mitokondrium, a peroxiszéma €s az endoplazmas retikulum
(ER). Aszkorbat-fiiggd enzimek jelenlétérdl szdmoltak be kiilonb6zé kompartimentumokban,
ugy, mint a HIF prolil hidroxilazrodl a citoszolban, a kollagén prolil/lizil hidroxilazrél az ER
lumenben (Myllyharju és mtsai 2008, Szarka és Lérincz 2014), a dopamin f-monooxigenazrol
¢és a peptidil glicin a-hidroxilalé monooxigendzrol a kromaffin granuldkban, szinaptikus €s
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szekrécios vezikulakban (Crivellato és mtsai 2008) hiszton és DNS demetilazokrdl a
sejtmagban.

Habar, ahogy kordbban lattuk a kiilonb6z6é GLUT és SVCT transzporterek plazmamembranban
vald jelenléte és funkcidja meglehetdsen jol ismert, a transzporterek endomembranokban valo
eloszlasarol vajmi keveset tudunk. Tekintve, hogy a legtobb ismeret az ER és a mitokondrium
aszkorbat transzportjardl all rendelkezésiinkre, ezekkel fogunk részletesebben foglalkozni.

1.2.2.2.1. Az endoplazmas retikulum aszkorbat transzportja

Az aszkorbat bioszintézisére képes fajokban, a szintézis utolsod 1épését az ER membranjaban
talalhato, luminalis irdnyultsag aktiv hellyel rendelkezé L-gulonlakton oxidaz katalizalja
(Bénhegyi ¢és mtsai 2014). Igy az aszkorbatot szintetizald fajok esetében sziikséges a
transzporter megléte, mivel a lumenbdl ki kell jutnia az ott szintetizalédott aszkorbatnak, a C-
vitamin-fiiggé fajok esetében pedig a lumenben talalhatdo C-vitamint felhasznalo enzimek
ellatasa miatt nélkiilozhetetlen az ER membranon keresztiili aszkorbat transzport. Tekintve,
hogy a glunolakton oxidaz donté részben a majsejtekben fejezédik ki (Mandl és mtsai 20009,
Banhegyi és mtsai 1997) az el6z0 eset igaz a C-vitamint szintetizalo fajok extrahepatikus sejtjei
esetében is. Mindezen megfontoldsok ellenére a mai napig nem sikeriilt molekuldris szinten
leirni egyetlen egy aszkorbat/DHA transzportert sem az ER-ben. Egy, a problémat funkcionalis
oldalrél megkozelitd tanulmany emlds ER eredetli vezikuldk esetében a DHA preferalt
felvételét talalta. A transzport karakterisztikaja arra utalt, hogy a folyamatban GLUT tipust
transzporterek vehetnek részt (Banhegyi és mtsai 1998). Ezzel a feltételezéssel 6sszhangban az
ER membranon keresztiil alig lehetett aszkorbat aramot megfigyelni (Banhegyi és mtsai 1998),
tovabba az oxidacidja (DHA képzddése) eldfeltétele volt mikroszomalis felvételének (Csala és
mtsai 2000). Igy az ER frakcidval asszocialt aszkorbat oxidaz aktivitas a felvétel egyik
mozgatdja lehet (Szarka és mtsai 2002). A kdzelmultban a GLUT10 meriilt fel, mint lehetséges
DHA transzporter az ER-ben (Segade 2010), azonban a tény, amely szerint 6rokletes hidnya
csupan néhany jol meghatérozott sejttipusra korlatozodik, arra utal, hogy mas ER membranban
elhelyezked0 DHA transzporterek is létezhetnek. A teljes képhez hozzatartozik, hogy az
SVCT2 részben egyiittes elhelyezkedést mutatott az ER markerfehérje protein diszulfid
izomerazzal. Az egyiittes elhelyezkedést tamogatta az SCVT2 calnexinnel torténd egylittes
tisztitasa is (Mufioz-Montesino és mtsai 2014).

1.2.2.2.2. Mitokondrialis aszkorbat transzport

A C-vitamin mitokondridlis jelenléte kifejezetten logikus, ha belegondolunk, hogy emlds
sejtekben a mitokondriumot tartjak az elsé szamu ROS forrasnak. Az emelkedett ROS szint a
mitokondrialis membranpotencial Osszeeséséhez, majd az a sejt haldldhoz vezethet. A
mitokondrium altal elsédlegesen eléallitott ROS a szuperoxid anion, majd ezt a szuperoxid
diszmutdz kozremiikodésével a stabilabb H202-vé alakitja (Kowaltowski és mtsai 2009). A
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H>0O, semlegesitése enzimek, illetve olyan kis molsulyt antioxidansok segitségével torténik,
mint az aszkorbat. A sejtek eldzetes DHA-tal torténd kezelése képes a mitokondridlis
membranpotencidl részleges megtartasara, illetve megakadalyozza a citokrém c felszabadulasat
H20, kezelésnek kitett HL-60-as sejtek (Gruss-Fischer és mtsai 2002), FAS ligand kivaltott
monocitak apoptozisa (Perez-Cruz és mtsai 2003), vagy hipoxia-reperfizion atesett sejtek
esetében (Dhar-Mascarefio és mtsai 2005). Ezen kiviil az aszkorbat képes megvédeni a mtDNS-
t a ROS kivaltotta 8-0x0-dGuanidin szintemelkedéstdl és tompitja a mtDNS H2O; kivaltotta
szakadasat (KC és mtsai 2005). Mindezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az aszkorbat
fontos szerepet tolt be a mitokondridlis membranpotencial fenntartasaban és ezen tal, ROS
eliminalo sajatsagan keresztiil antiapoptotikus és mtDNS védo hatéassal is rendelkezik.

Ha mindezen elonyos tulajdonsagokat figyelembe vessziik, akkor meglepd, hogy a
mitokondrialis C-vitamin transzport teriiletén az elsé komolyabb eredményt mindossze 10 éve
érték el (KC és mtsai 2005). A ndvényi mitokondrialis DHA transzport (amelynek részleteit az
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mitokondridlis jelenlétét sikeriilt igazolniuk a GLUT1-EGFP mitokondrialis expresszidjaval,
immunoblot analizissel, illetve sejtes immunolokalizaciés kisérletekkel (KC és mtsai 2005).
Ugyanezen kisérletsorozat egy tovabbi részeként human vesesejtekbdl (293T) izolalt
mitokondriumok esetében a gliikozon kiviil DHA felvételérdl is be tudtak szamolni (KC 2005).
5 évvel a GLUT1 mitokondridlis jelenlétének leirasat kovetden, a GLUT csalad egy masik
tagjanak a GLUT10-nek a mitokondrialis elhelyezkedésérdl szamoltak be egér aorta simaizom
¢s inzulin stimulalta zsirsejtek esetében (Lee és mtsai 2010). A GLUT10 fokozta a jelzett DHA
mitokondriumba jutdsat, ami H20: kezelt simaizom sejtek esetében a ROS szintjének
csokkenését vonta maga utan. A védd hatést a simaizom sejtek gliik6zzal tortént elokezelésével,
vagy a GLUT10 mRNS kifejezodésének interferenciajaval fel lehetett fiiggeszteni (Lee és mtsai
2010). A kozelmultig ugy gondoltuk, hogy a DHA a C-vitamin transzportformaja és a GLUT
transzporterek felelosek a C-vitamin mitokondridlis transzportjdért. A vitamin redukalt
formajanak transzportja igen valdsziniitlennek tlint, mivel annak sem mitokondrialis felvételét,
mitokondriumok esetében megfigyelni (Li és mtsai 2001; KC és mtsai 2005). A kdzelmultban
azonban a natriumfliggd SVCT2 transzporter mitokondridlis kifejezddésérdl szamoltak be
mieloid leukémia sejtekben, ami felvetette az aszkorbat mitokondrialis bels6é membranon
keresztiili transzportjanak lehetéségét (Azzolini és mtsai 2013, Guidarelli és mtsai 2014). 2014
tavaszan ez a lehetdség tijabb kisérletes tdimogatast nyert. Az SVCT2 fehérje mitokondriumhoz
mitokondrialis frakcion végzett immunoblot kisérletekkel sikeriilt megerdsiteni (Mufioz-
Montesino és mtsai 2014). A transzport fehérje altalanos mitokondrialis lokalizaciojat 16
kiilonb6zé human sejtvonal (normalis, neoplazias és primer sejtvonalak) segitségével sikertlt
bizonyitani. A mitokondridlis SVCT2 transzporterek funkcionalitasat az SVCT2
kifejezddésének csendesitésével sikeriilt igazolni. A csendesités mind a fehérje mitokondrialis
jelenlétét, mind a mitokondridlis aszkorbat transzportot jelentés mértékben csokkentette
(Mufioz-Montesino és mtsai 2014). A HEK-293 sejtek esetében azonban nem sikeriilt a GLUT1
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mitokondrialis elhelyezkedését megerdsiteni, ezért a GLUTI mitokondrialis C-vitamin
transzportban jatszott szerepe, legalabbis HEK-293 sejtek esetében megkérddjelezodott.
Ugyanezen kutatocsoport semmiféle GLUT10 kifejezédést sem talalt a HEK-293 sejtekben
(Mufioz-Montesino és mtsai 2014). igy egyfeldl boviiltek ismereteink a mitokondrialis C-
vitamin transzporttal kapcsolatban, de ezek az ismeretek valamelyest 6ssze is kuszalodtak. A
vilagosabb kép kialakitdsdhoz feltétleniil ujabb kisérletek sziikségesek.

1.3. A glutation

A glutationt (GSH) egymastol fliggetleniil két tudos fedezte fel, tobb mint egy évszdzaddal
ezeldtt (Aoyama és mtsai 2013). 1888-ban J. de Rey-Pailhade egy anyagot azonositott élesztd
sejtekben, amit “philothione”-nak nevezett el a ,philo” szeret és a ,thione” kén gorog
szavakbol, utalva arra, hogy az anyag kénnel reagalva hidrogén-szulfidod képez (De Rey-
Pailhade 1888, Meister 1988). Ezt kdvetden igazolta, hogy a philothion igen széles korben
megtalalhaté mind allati, mind névényi szovetekben és arra a megallapitasra jutott, hogy az
anyag ciszteint tartalmaz, ami oxigén jelenlétében reverzibilis mdédon diszulfid formaba
oxidalodik (de Rey-Pailhade, 1928). F.G. Hopkins az anyagot nagy mennyiségben vonta Ki
izomszovetbdl, megallapitotta, hogy autooxidaciéra képes, dipeptidként azonositotta, amely
glutamatot valamint ciszteint tartalmaz és ,,glutation”-nak nevezte el (Hopkins 1921), mint
késobb kideriilt a glutation valojaban glutamatbodl, ciszteinbdl és glicinbdl allo tripeptid
(Hopkins 1929, Kendall és mtsai 1930). Hopkins 1929-ben Nobel dijat kapott a glutationnal,
illetve a vitaminokkal és mas taplalkozasi faktorokkal kapcsolatos kutatasaiért. A glutamat y-
karboxil csoportja és a cisztein amino csoportja kozott kialakuld kotés kiilonleges, eltér a
fehérjék peptid kotésétol. Azt feltételezziik, hogy ez kdlcsondz stabilitast a molekuldnak, mivel
kizarolag specifikus aminosav transzferazok bontjdk. A glutation névényi sejtben betoltott
funkcidinak jellemzését, a bevezetoben mar emlitett kisérleteivel Szent-Gyorgyi Albert kezdte
meg. Emlékeztetdiil, Szent-Gyorgyi kaposzta szoveteken végzett kisérletei soran azt
tapasztalta, hogy azok képesek az aszkorbinsavat oxidalt formdjabdl redukalni, mikozben a
glutation oxidalodik (Szent-Gyorgyi 1931). Valdban, az, az igen korai megfigyelés, ami szerint
a termindlis oxidazok jelenléte ellenére, az aszkorbat szinte mindig redukalt allapotban talalhato
a novényekben, vezetett arra a kovetkeztetésre, hogy egy redukciés mechanizmusnak is jelen
kell lennie. 1936-ban Hopkins és Morgan arra a megallapitasra jutott, hogy a redukaldszer nem
mas, mint a glutation (Hopkins és Morgan 1936). A GSH-t a gluténnel valo reakcioja miatt a
stitiparban a kenyér tésztajanak lazitasara hasznaltak (Aoyama és mtsai 2013). A reaktiv
oxigénvegyiiletek biologiai fontossaganak felismerésével, a szuperoxid felfedezésével az 1960-
as években ismételten megndtt az érdeklddés a glutation irant. Ezzel egy idoben az aszkorbat
és a glutation is fiziologias kapcsolatba keriilt. gy forrt 6ssze az aszkorbat-glutation ciklus neve
a kloroplaszt hidrogén-peroxid védelmével (Foyer és Halliwell 1976), mig a glutationé az
altalanos stressz rezisztenciaéval (Esterbauer ¢és Grill 1978, Tausz és mtsai 2004).
Parhuzamosan a kloroplaszt tiolok enzimszabalyozasban betdltott szerepére is fény deriilt
(Wolosiuk és Buchanan, 1977). Ezt kovetden egyre nagyobb érdeklédés mutatkozott a glutation
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bioszintézis, degradacio, transzport és kompartimentalizaci6 irant (Rennenberg, 1982; Alscher,
1989).

1.3.1. Glutation a névényi sejtekben

A GSH igen jellemz0 sajatsaga, a tobbi sejtben talalhato tiol vegyiilethez képest mérhetd magas
koncentracidja. Altaldban elmondhatjuk, hogy millimolos koncentracioban fordul elé. A sejtes
glutation masik jellegzetes sajatsaga, nagyfoku redukaltsaga. Stressz mentes allapotban a
novényi szovetek tipikusan legalabb 20:1 aranyban tartalmazzak a GSH:GSSG-t (Mhamdi és
mtsai 2010, Noctor és mtsai 2011). Tobbek kozott ez az oka annak, hogy a GSH kivaloan
alkalmas lehet az intracellularis ROS szignalok tovabbitasara. Ezen til Foyer és Noctor azért is
javasolja a GSH-t a redox szenzor szerepére inkabb, mint az aszkorbat/DHA redox parost,
mivel a GSH redox statuszat joval intenzivebben befolyasolja a megemelkedd ROS produkcid.
Az sem elhanyagolhat6 tényez0, hogy a GSSG dontd része a citoszolban taldlhatd, mig a DHA
jelentds mennyisége az apoplasztban, igy a ndvényi sejt egy idében tud alacsony GSH/GSSG
¢és viszonylag magas aszkorbat/DHA aranyt fenntartani (Foyer és Noctor 2011).

1.3.1.1. A glutation bioszintézise novényi sejtekben

A GSH, az 6t felépitd aminosavakbol szintetizalodik két ATP-fliggd 1épés soran. A y-
glutamilcisztein ligaz (y-ECS, GSHI1) katalizalja a glutamat y-karboxil csoportja €s a cisztein
amino csoportja kozott a peptid kotés 1étrejottét, y-glutamilciszteint eredményezve. A masodik
reakcidban, a glutation szintetaz (GSH-S, GSH2) 0&sszekapcsolja a glicint a y-
glutamilciszteinnel, igy képezve glutationt (6. abra). Mindegyik bioszintetikus enzimet
egyetlen gén kodolja. Arabidopsis esetében barmely kiiitése letalis fenotipust eredményez
(Noctor és mtsai 2011). A y-ECS aktivitasa igen szoros asszociaciét mutat a kloroplaszttal
(Noctor és mtsai 2002). Lokalizacios tanulmanyok megerésitették, hogy Arabidopsisban
kizardlag a plasztiszokban fordul el6 az enzim (Wachter és mtsai 2005). Az Arabidopsis GSH-
S mind a kloroplasztban, mind a citoszolban megtalalhatd. Az GSH bioszintézis elsd 1épése a
kloroplasztban, a masodik dontd részben pedig a citoszolban jatszodik le (Hossain és Asada
1984). A kozelmultban kertilt leirdsra a kloroplaszt bels6 membranban az a traszporter, amelyik
minden valdszintliség szerint a y-glutamilcisztein kloroplaszt membranon keresztiili exportja
révén Osszekoti a plasztisz y-ECS-ét a citoszol GSH-S-val (Maughan és mtsai 2010). Ezt
figyelembe véve kiilondsen érdekes, hogy a mitokondridlis GSH tartalom rendre a
legmagasabb, mig a kloroplaszté a legalacsonyabb (Zechmann és mtsai 2010). Koréabbi
tanulmanyok szintén ezt a megallapitast erdsitették meg, azon til, hogy a mitokondrialis
glutation szint magas és megtartott volt atmeneti €s tartds glutation deficiencia esetén is
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(Zechmann és mtsai 2006, Zechmann és mtsai 2008). A peroxiszomalis glutation koncentracio
a citoszoléhoz hasonlé (Maughan és mtsai 2010), amit levél mezofil sejtekben 3-4 mM koriilire
tesznek (Queval és mtsai 2011). A mitokondriumhoz hasonloan, ez is a peroxiszomalis
membranon keresztiili transzport sordn keriil be a citoszolbol. A transzporterek egyik esetben
sem keriiltek még azonositasra. Megnovekedett GSH igény esetén a bioszintézis elsd 1épése
jelenti az elsédleges szabalyozasi pontot. A kézelmultban Brassica juncea-bol szarmazé y-ECS
szerkezetének felderitése soran két olyan intramolekuléris diszulfidkotést (CC1, CC2) is
talaltak, amelyek mindegyike jelent6s mértékben befolyasolta az enzim aktivitasat in vitro. A
CC2 ciszteinek részt vesznek egy monomer-dimer atmenetben. A dohany y-ECS oxidativ
koriilmények k6zott homodimert képez €és tobb mint haromszorosara nd aktivitasa (Gromes ¢€s
mtsai 2008). Valoszintlileg ez egy fontos faktor az oxidativ stressz hatasara bekovetkezo
glutation bioszintézis novekedésben. Fontos megjegyezniink, hogy a novényi y-ECS-t (az
allatihoz hasonldan) negativ feedback mechanizmussal gatolja a GSH (Noctor és mtsai 2011).

W
Q. 0
QH
OH OH ' L-glicin
| L-glutaminsav
cﬁ)vw M M w)‘\ /w‘r
OH ’
L LeciEED ADP*P | L- v—glutamllmszteln ATP p*  ADP+P, Glutation
// - -
\
\\ //
/7 NADPH+H"*
\\ /

e GSH

Abiotikus
. stressz
GSSG

6. abra A glutation bioszintézise

1.3.1.1. A GSH funkcioi novényekben

1.3.1.1.1. Fitokelatin bioszintézis

Nehézfémek olyan szerves ligandok szintézisét valtjak ki, amelyek képesek csokkent biologiai
aktivitasu fém komplexeket képezni. Ezen vegyiiletek koziil a fitokelatinok (PC) szufhidril
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oldallancaik révén képesek a kadmiumhoz és mas toxikus elemekhez kétddni, majd a vakuodlaba
transzportalodnak (Cobbett és Goldsbrough 2002). A fitokelatinok GSH-bol és mas homolog
biotiolokbol képzddnek a fitokelatin szintdz (PCS) kézremiikodésével (Grill és mtsai 2012,
Clemens és mtsai 1999, Vatamaniuk és mtsai 1999, Ha és mtsai 1999). Amikor a névényeket
nehézfém szennyezés éri, a PCS az egyik GSH y-glutamilcisztein részletét kondenzalja egy
masik GSH molekula glutaminsav részletével mikozben felszabadul egy glicin és
meghosszabbodik a PC molekula (Vatamaniuk és mtsai 2004, Clemens 2006). Arabidopsis
novények kadmium-, vagy rézkezelés hatasara fokozzak a GSH bioszintézisben (y-ECS, GSH-
S) és redukcioban (GR) szerepet jatszo gének kifejezddését. Ez a valasz specifikusnak bizonyult
azon fémek esetében, amelyek toxicitasat ismerten a fitokelatinok tompitjak, viszont mas
toxikus és nem toxikus fémek nem befolyasoltak a fenti enzimek mRNS szintjét (Queval és
mtsai 2009). A megemelkedé GSH szint ellenére sem a hidrogén-peroxid kivaltotta oxidativ
stressz, sem oxidalt, vagy redukalt GSH hozzidaddsa nem tudta kivaltani ezen gének
transzkripcids aktivalasat. A jazmonsav kezelés ugyanezen gének aktivitasat noveli meg, ami
arra utal, hogy részt vehet a kadmium ¢és réz kivaltotta jelatviteli folyamatokban. A jdzmonsav
kezelés ugyan megnovelte a mRNS szintet és a GSH bioszintézis kapacitasat, de nem valtoztatta
meg a GSH szintjét nem stresszelt névényekben.

A y-ECS ¢és a GSH-S szintén reagal a fényviszonyok megvaltozasara, illetve néhany stressz
allapotra, mint példaul a szarazsag és bizonyos patogének (Queval és mtsai 2009). Azzal az
Osszefiiggéssel 6sszhangban, amely szerint az emelkedett cisztein ellatas elémozditja a GSH
szint emelkedését, a GSH bioszintézis emelkedése maga utdn vonja a cisztein szintézis
fokozasat is. igy példaul az oxidativ stressz kivaltotta GSH akkumulaci6 az adenozin 5°-foszfat
reduktdz és a szerin acetiltranszferdz novekedését vonja maga utdn (Foyer és mtsai 1995,
Noctor és mtsai 2011).

1.3.1.1.2. A GSH, mint antioxidans

A GSH H202-vel torténd kémiai reakcidja meglehetdéen lassi folyamat, azonban harom
kiilonboz6 tipusu peroxidaz is alkalmasnak igérkezik arra, hogy a peroxid redukcidjat a GSH
oxidaciojdhoz kosse. Ezek, az aszkorbat peroxidaz (APX), a peroxiredoxin bizonyos tipusai
(PRX) és a glutation S-transzferazok (GST). Mindkdziil, kizarolag a GST tlinik direkt glutation
peroxidadznak (GPX): az 6sszes tobbi legalabb még egy fehérje kozremiikodését igényli, hogy
a peroxid redukcigjat a GSH oxidéciojahoz kosse. Génexpresszids vizsgalatok egyértelmiivé
tették, hogy bizonyos APX, GPX és GST gének az oxidativ stressz hatdsara indukalédnak
(Wagner és mtsai 2002, Willekens és mtsai 1997, Levine és mtsai 1994, Sappl és mtsai 2009).
A GSH oxidacioja soran keletkez6 GSSG-t a GR redukélja. A GR és a GSH kiilonb6z6
stresszhelyzetekkel régota fennalldo kapcsolata ellenére (Esterbauer és Grill 1978, Tausz és
mtsai 2004) a GR 6nmagaban torténd tultermeltetése nem vezetett jelentés mértékli stressz
rezisztencia kialakulasahoz (Foyer és mtsai 1995, 1991, Aono és mtsai 1993, Broadbent és
mtsai 1995, Kornyeyev és mtsai 2005, Ding és mtsai 2009). A teljesség kedvéért azért meg kell
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emliteniink, hogy a GR taltermeltetése az aszkorbat-glutation ciklusnak megfeleléen
elosegitette az aszkorbat redox statuszanak redukalt iranyba torténd eltolasat (Le Martret €s
mtsai 2011).

1.3.1.1.3. 4 glutation szerepe a kén asszimilacioban

A GSH aszerves kén egyik fontos formadja, ezért tekinthetlink igy ra, mint a névényi kén statusz
egy belsé barométerére (Kopriva és Rennenberg 2004). A GSH szamos kén asszimilacioban
szerepet jatszo 1épést befolyasol. Ezek kozé tartozik a szulfat felvétel és asszimilacid, mivel
olyan transzportereket és enzimeket gatol, mint az ATP szulfurilaz 1 (APS1) és az 5’-
foszfoszulfat reduktaz (APR) (Herschbach és Rennenberg 1994, Lappartient és mtsai 1999,
Vauclare és Rennenberg 2002, Buchner ¢s Rennenberg 2004). A GSH kén asszimilacioban
betoltott szerepe komplex, mivel mindezen reprezentativ hatasa mellett az APR-nek is sziiksége
van GSH-ra, mint redukaldszerre, hogy szulfitot készitsen (Leustek 2002). Ebben a
folyamatban fontos szerepet kap az APR egyik doménje, amelyik lehetdséget teremt arra, hogy
GRX-ként viselkedjen és 1 mM koriili Km értékkel GSH-t hasznaljon fel (Bick és mtsai 1998).
Ezen kiviil a tiol-diszulfid statusz is regulacios szerepet tolt be bizonyos APR izoformak
esetében (Leustek 2002).

1.3.1.1.4. Glutation S-transzferaz aktivitds

A GST-k altal katalizalt klasszikus reakcié a GSH kén atomja és egy elektrofil anyag kozott
kialakul6é kovalens kotés létrejotte. Novényekben a legtobb GST aktivitasa egy, az aktiv
centrumban talalhato szerin oldallanctol fiigg, amely a GS-tiolat anion stabilizalasaért felel
(Dixon és Edwards 2010). Néhany GST-ben, mint példaul a dehidroaszkorbat reduktazban
(DHAR) ez az oldallanc ciszteinre cserélddott ki. Ez a csere ruhazta fel a GSH-val torténd
reverzibilis diszulfid kotés kialakulasanak lehetéségével, amely része a DHAR katalitikus
mechanizmusanak (Dixon és mtsai 2002). Tehat néhany GST a konjugécids reakcio helyett
antioxidans funkcioval rendelkezik. A DHAR tipust GST csak egy példa, mellette szdmos GST
szubtipus peroxidaz aktivitassal is bir (Wagner és mtsai 2002, Dixon 2009 és mtsai).

1.3.1.1.5. Glioxalaz és formaldehid metabolizmus

Az oxo-aldehidek, mint a glioxdl rendkiviil reaktiv anyagok, amelyek az érzékeny
sejtalkotokkal reagalhatnak. A leggyakoribb toxikus 0xo0-aldehid a metilglioxal, amely trioz-

41



dc_1166_16

foszfatokbodl keletkezhet, a tridz-foszfat izomeraz reakcid koztitermékeként (Maiti és mtsai
1997, Marasinghe ¢és mtsai 2005). A glioxaldz rendszer ezeket az anyagokat, nem toxikus
hidroxisavakkd, példaul laktatta alakitja. A rendszer két egymast kdvetd 1épést katalizald
enzimbdl all. A glioxalaz I izomerizalja a spontan keletkezdé GS-adduktot, mig a glioxalaz II
végzi a hidrolizist, amelynek eredményeként felszabadul a hidroxisav és a szabad GSH. Azon
kiviil, hogy a GSH szubsztratként szolgadl a GST-ék és glioxaldzok szdmara részt vesz a
formaldehid dehidrogendz mitkdésében is.

1.3.1.1.6. A GSH szerepe a novényi fejlodesben, novekedésben

A GSH deficiens Arabidopsis mutansok megfigyelése jol mutatja, hogy a GSH
nélkiilozhetetlen a megfeleld novényi novekedéshez, kritikus szerepet tolt be az embrid és
merisztéma fejlédésben (Vernoux és mtsai 2000, Cairns 2006, Reichheld és mtsai 2007, Frottin
¢és mtsai 2009, Bashandy és mtsai 2010). Az rml] mutans, amely GSH tartalma mindossze 5%-
a a vad tipusénak igen kifejezett novekedési fenotipust mutat, nem funkcionalé gyokér
merisztémaval, ugyanakkor a hajtads merisztéma viszonylagosan érintetlen maradt (Vernoux ¢és
mtsai 2000). Itt kell megemliteniink, hogy a GSH szintén fontos szerepet tolt be a
pollenkeletkezésben és a pollencsé novekedésében (Zechmann és mtsai 2011).

A magas GSH szint altaldban aktiv sejtosztodassal jar egyiitt. Példaul aktivan osztodod gyokeér
merisztéma sejtek magas redukalt GSH szinttel jellemezhetdéek, mig a quiescens centrum
alacsony és oxidalt allapott GSH-val. A GSH szintet BSO-val lecsokkentve a sejtciklus
megreked a G1 fazisban (Rouhier és mtsai 2015).

1.3.1.2. A GSH szint befolyasolasa névényekben

Optimalis koriilmények kozott az E. coli GSH-S taltermeltetése nem okozott 1ényegi
emelkedést a nyarfa GSH szintjében (Strohm és mtsai 1995, Noctor és mtsai 1996), ugyanakkor
az E. coli y-ECS bevitele 2-4-szeresére novelte a levél GSH tartalmat, attol fiiggetleniil, hogy
azt a citoszolba, vagy a kloroplasztba iranyitottak (Noctor és mtsai 1996, Arisi és mtsai 1997).
Ugyanezt az enzimet dohdny kloroplasztokban kifejezve szintén jelentds mértékii GSH
szintnovekedést lehetett megfigyelni a novények levelében (Creissen és mtsai 2000). A
transzgénikus dohany ndvények érdekes modon, klorozist és nekrozist mutattak erds
fényintenzitas esetén. A jelenség hatterében a megndvekedett oxidativ stressz allt, mind a GSH,
mind a y-EC redox statusza eltolodott az oxidativ iranyba a transzgénikus novényekben. Ez
pedig megndvekedett H2O> szinttel jart egyiitt (Creissen €s mtsai 2000). Feltételezhetden az
eltolodott redox statusz megzavarta a redox érzékelé folyamatokat a kloroplasztban. Erdekes
modon ezt a fenotipust fiatal, ugyanezen bakterialis y-ECS-t tiltermel6 nyarfak esetében nem
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lehetett megfigyelni (Noctor és Foyer 1998), annak ellenére, hogy a GSH szint novekedése
hasonld tartomanyba esett. A jelenség minden bizonnyal a két novény eltéréd ndvekedési
habitusaval magyardzhaté (Creissen ¢és mtsai 2000). A kozelmultban Liedschulte és
munkatarsai egy olyan Streptococcus thermophilus eredetii, bifunkcionalis y-glutamilcisztein
ligaz-glutation szintaz (StGCL-GS) enzim kifejezését irtak le dohanyban, amelyik sem redox
regulaciot, sem GSH feedback gatlast nem mutatott Liedschulte és mtsai 2010). A StGCL-GS-
t, egy konstitutiv promoter kontrollja alatt kifejez6, dohany névények levelében extrém mértéki
GSH akkumuléciot lehetett megfigyelni (akar 12umol GSH/g nedves tomeg értéket is
elérhettek, fejlédési fazistol fliggéen), ami tobb mint 20-30-szorosa a vad tipusban
megfigyelhetének és ez tovabbi szulfatadagolassal még fokozhatonak bizonyult. Erdekes
médon ez a drdmai GSH szintnovekedés semmiféle hatdst sem gyakorolt a ndvény
novekedésére, mikdzben megndvelte a ndvény abiotikus stresszel szembeni tolerancidjat. A
mai napig semmiféle hatranyos hatasrol nem szamoltak be (Noctor és mtsai 2011). Egy fontos
kiilonbséget meg kell emliteniink Creissen és munkatarsai (2000), illetve Liedschulte és
munkatarsai (2010) tanulmanya kozott, az E. coli y-ECS-zal szemben a streptococcus fehérje
mind y-ECS, mind GSH-S aktivitassal rendelkezik. Szamos tanulmany szamolt be a y-ECS
tultermelése révén elért magasabb GSH szintbdl fakado elonyokrdl. Ezek kozé tartozik a
megndvekedett nehézfémekkel és herbicidekkel szemben mutatott rezisztencia (Zhu és mtsai
1999, Gullner és mtsai 2001, lvanova és mtsai 2011).

1.3.2. Glutation az emlos sejtekben

1.3.2.1. A glutation bioszintézise emlos sejtekben

Noha a GSH magas koncentracioban taldlhatdé meg a kiilonbozd élelmiszerekben a
bélrendszerben lebomlik és csak igen kis hatdsfokkal szivodik fel (Stahl és mtsai 2002,
Chatterjee 2013).

A GSH intracellularisan az 6t alkotd harom aminosavbol (glutamat, cisztein, glicin) két egymast
kovetd lépésben keletkezik, amelyet a y-glutamilcisztein ligdz (y-ECS, GCL, vagy 7v-
glutamilcisztein szintetaz) és a GSH szintetdz (GS) katalizal. A GCL katalizalja az els6, ATP-
t igényld, egyben sebesség meghatarozo reakciot. A reakcid eredményeként a glutamat és a
cisztein kapcsolodasaval 1étrejon a dipeptid y-glutamilcisztein (yGluCys). Az emlés GCL egy
heterodimer enzim, amely a hozzavetflegesen 73 kDa-os katalitikus (nehéz) alegységbdl
(GCLC) és a hozzavetdlegesen 28 kDa-os modulécios (konnyil) alegységbdl (GCLM) all. A
GCLC (ellentétben a GCLM-mel) rendelkezik az dsszes enzimaktivitassal és a GSH negativ
visszacsatolassal regulalja (Richman és Meister 1975). A GCLM nem rendelkezik
enzimaktivitassal, viszont a GCLC-hez torténd asszociacidja csokkenti annak glutamat
iranyaba mutatott Km értékét, valamint ndveli a GSH feedback inhibicios Kj értékét (Chen és
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mtsai 2005). A GS katalizalja a masodik, szintén ATP igényes 1épést, amely soran a yGluCys
glicinnel kapcsolodva GSH-t képez. A GCL-hez képest jelentdsen sekélyesebb ismerettel
rendelkeziink a GS aktivitasdnak szabalyozasaval kapcsolatban. A GCL cisztein irdnyaba
mutatott Km értéke ~0.15 mM, mig a glutamat iranyaba ~1.7 mM, a GS glicin irdnyaba mutatott
Km értéke ~0.8 mM (Griffith 1999). A glutamat (1-10 mM) (Erecinska és Silver 1990) és a
glicin (2-10 mM) (Roux és Supplisson 2000) intracellularis koncentracioja jelentés mértékben
meghaladja a Km értékiiket, viszont a cisztein koncentracidja a Km értéke koriil alakul (Griffith
1999).

Osszességében a GSH bioszintézis mértékét a kovetkezé faktorok hatarozzak meg: 1. a GCL
mennyisége, 2. a két alegység relativ aranya (Chen és mtsai 2005), 3. a sziik keresztmetszetet
jelentd szubsztrathoz, az L-Ciszteinhez vald hozzaférés (Bannai 1986, Dall’ Asta és mtsai 1983,
Meister és Anderson 1983), illetve a GSH GCL-re gyakorolt feedback gatlasanak mértéke
(Richman és Meister 1975, Taylor és mtsai 1996).

Rekombinans GCL fehérjéket és szoveti lizatumokat alkalmaz6 komplementacids tanulmanyok
arrdl arulkodnak, hogy a GCLC alegység a legtobb egér szovettipusban feleslegben talalhato
meg, tehat a GCLM alegység, amely limitalo faktorként meghatarozza a GSH bioszintézis
mértékét (legalabbis ezen szovetekben) (Chen és mtsai 2005).

A GSH bioszintézis kizarolagos modon a citoszolban zajlik, mindkét enzim (GCL, GS) itt
lokalizalodik. A GSH azonban megtalalhat6 az olyan kiilonb6z6 sejtszervecskékben, mint az
endoplazmas retikulum (ER), a sejtmag ¢és a mitokondrium (Mari és mtsai 2009, 2010).
Ezekben a sejtszervecskékben a GSH a f6 vizoldhatdo antioxidans, amelyik a redox
homeosztazis fenntartasaért felelds. Az ER kivételével az intracellularis GSH dontd részben
redukalt forméaban fordul eld.

Tekintve, hogy a dolgozat tobbnyire a mitokondrialis GSH metabolizmussal foglalkozik, ezt a
részt az irodalmi attekintésben is hangstilyosabban targyaljuk. A teljes cellularis GSH készlet
mintegy 10-15%-a a mitokondriumban, 80-85%-a a citoszolban talalhato. Figyelembe véve,
hogy a mitokondridlis térfogat joval kisebb, mint a citoplazmatikus, a mitokondrialis GSH
koncentracid, a maga 9-12 mM-os értékével kozel eléri a citoszolét (Griffith és Meister, 1985).
A GSH bioszintetikus enzimek hianyéban a mitokondrialis GSH a citoszolbol szarmazik. Igy a
mitokondridlis GSH készlet fenntartdsa nagymértékben a mitokondridlis GSH
transzportrendszeren all, vagy bukik. Fiziologids pH-n a GSH negativ toltésli, anionos
formaban van jelen. A GSH szamara az igazi akadalyt a mitokondrialis belsé membran jelenti,
mivel a kiils6 membran permeabilis a GSH anionok szdmadra. Szubsztratspecificitasuk alapjan
a kovetkezd potencidlis mitokondridlis GSH transzportereket sikeriilt azonositani. A 2-
oxoglutarat (OGC, SLC25A11) és a dikarboxilat karriert (DIC, SLC25A10; Chen és Lash 1998,
Chen és mtsai 2000, Coll és mtsai 2003, Wilkins és mtsai 2012) els6ésorban vese és
majsejtekben, illetve a trikarboxilat karriert (TTC, SLC25A1) agy mitokondriumokban ¢és
astrocitakban (Wadey és mtsai 2009). Az OGC cseretranszportot valdsit meg, a citoszolikus
GSH ellenében 2-oxoglutaratot és madas dikarboxilatokat szallit. — Ugyanakkor a DIC
dikarboxilatok és GSH elektroneutrélis cseréjét medialja szervetlen foszfattal szemben (Mari
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¢s mtsai 2009). A kiilonb6zo rendszerek GSH transzporthoz torténd hozzéjarulasa sejttipus
fliggd (Ribas és mtsai 2014).

1.3.2.2. A glutation funkcioi az emlds sejtekben

1.3.2.2.1. A y~glutamil ciklus

A sejtek oxidativ anyagcseréjiik soran reaktiv oxigénvegyltileteket (ROS) termelnek. Emlds
sejtekben a ROS-ek mintegy 90%-a a mitokondriumban termel6dik. A kezdeti megfigyelések
arra utaltak, hogy a teljes oxigénfogyasztas mintegy 2%-a ROS termelésre forditodik (Chance
¢s mtsai 1979), azonban a kozelmultban elvégzett vizsgalatok alapjan a fizioldgias ROS
termelés mértékét 0.2%-ra korrigaltak (Staniek és Nohl 2000, St-Pierre és mtsai 2002).
Elsésorban szuperoxid termeléssel szamolhatunk a mitokondrialis respiracios elektrontranszfer
lanc miikodése soran (Collins és mtsai 2012). A szuperoxid, a szuperoxid diszmutdzok
mitkddése révén hidrogén-peroxidda alakul. A sejtben két intracellularis SOD fordul eld: a
SOD2, egy mangan-fliggd enzim a matrixban, illetve a SODI1, egy réztartalmu enzim
els6sorban a citoszolban. Ezt kovetéen a hidrogén-peroxidot a kataldz, vagy glutation
peroxidazok (GPx) vizzé és molekularis oxigénné alakitjak. A katalaz kizarolag a hidrogén-
peroxiddal reagal, mas hidroperoxidokkal nem, a GPx viszont mind hidrogén-peroxiddal, mind
mas hidroperoxidokkal reakcidba 1ép. A kataldz meglehetdsen magas Kmn értéket mutat a
hidrogén-peroxid iranyaba, mig a GPx Km értéke alacsony (Girotti 1998). Ezért els6sorban a
GPx és nem a katalaz birkozik meg fiziologias koriilmények kozott a hidrogén-peroxid
terheléssel. Mikozben a GPx eliminalja a hidrogén-, vagy szerves peroxidokat a GSH glutation
diszulfidda (GSSG) oxidalodik (Winterbourn és Metodiewa 1994, Hogg és mtsai 1996). A
GSSG a GSH reduktaz (GR) miikodése révén tud regeneralddni (Dringen és Gutterer 2002). A
regeneraciohoz a redukalt nikotinamid adenin dinukleotid foszfat (NADPH) biztositja az
foszfoglukonat dehidrogenaz, a NADP*-fliggd izocitrat dehidrogendz, a malat enzim és a
mitokondrilis nikotinamid nukleotid transzhidrogenaz felelds (Dringen és mtsai 2005). Habar
a GR aktivitasat a NADPH ellatas limitalja, a GR kell6en aktiv szokott lenni, hogy igen gyorsan
regeneralja a GSH-t (Dringen és mtsai 1999). A glutation-S-transzferaz (GST), az enzimek egy
olyan csalddja, amely igen kiilonb6z6 elektrofil xenobiotikum detoxifikalasara képes GSH-S-
konjugacid révén. Most csak roviden érintjiik a témat, a reakciordl bovebben az acetaminofen
hatasaval foglalkozo fejezetben foglalkozunk. Emldsokben hét kiilonb6zd citoszolikus GST
izoformat kiilonboztetiink meg: a, p, , o, 0, ® és { (Hayes és mtsai 2005). A GSH, a GSSG ¢és
a GSH-S-konjugatumok kiilonféle MRP-k (multidrog rezisztencia protein) segitségével az
extracellularis térbe kerililnek (Leier és mtsai 1996, Ballatori és mtsai 2009). A GSH és
konjugatumainak y-glutamil és CysGly egységekre torténd hasitasat kovetden (amelyet a yGT
végez) a y-glutamil részlet a megfelelé aminosavra és 5-oxoprolinra bomlik a y-glutamin
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ciklotranszferdz altal katalizalt reakcioban. Az 5-oxoprolin, ami piroglutamat néven is ismert
ezt kovetden az 5-oxoprolindz altal katalizalt ATP igényes reakcioban glutamatta alakul. A
GSH a megfeleld aminosavakka metabolizalodik, amelyek a kés6bbiek soran tjabb GSH
molekula szintéziséhez hasznalodnak fel igy zarva a y-glutamil ciklust.

1.3.2.2.2. GSH és oxidativ stressz

A GSH az el6z0 fejezetben érintett enzimes mod mellett nem-enzimes reakcidban is reagal az
olyan ROS-kel, mint a szuperoxid, az NO, a hidroxil gyok, és a peroxinitrit (Aoyama és mtsai
2008). Ahogy korabban emlitettiik a hidrogén-peroxid a szuperoxid SOD altali bontasa soran
keletkezik. Bar maga a hidrogén-peroxid fizioldgias koncentracioban nem kimondottan
toxikus, azonban a beldle képzddd hidroxil gyok az egyik legerdsebb oxidalod dgens, amely
célpontjai a sejt cukor, aminosav, foszfolipid, DNS bézisai és szerves savai lehetnek (Halliwell
¢és Gutteridge 1984). A rendkiviil toxikus hidroxil gyokok forrasa lehet a peroxinitrit bomlasa,
vagy a Fenton reakcid, amely a hidrogén-peroxid fémionok (elsdsorban vas ionok) hatésara
bekovetkezd bomlasa (Pacher és mtsai 2007, Szabd és mtsai 2007). Ez idaig semmilyen
enzimes hidroxil gyok ellenes védelmi folyamatot sem irtak le. A nagy reaktivitdsaval egylitt
jaro rovid féléletideje (107 s) azonban korlatok kozé szoritja toxicitasat (Sies 1993). A hidroxil
gyok igy csak igen rovid, a peroxinitrit diffizids tavolsagatol 10000-szer rovidebb utat tud
megtenni, tovabba a Fenton reakcio hozzavet6legesen egymillidszor lassabb, mint a peroxinitrit
képzddése (Pacher és mtsai 2007, Beckman 1994).

1.3.2.2.3. S-glutationilacio

A human fehérjék mintegy 3%-at adja a cisztein, egytttal ezen aminosav oldallancok jelentik a
fehérjék legnukleofilebb részeit (Ghezzi 2013). Az oxidativ/nitrozativ karosodasok a redox
érzékeny fehérjék tiol csoportjain végbemend reakciok altal megvaltoztathatjak a sejtek redox
allapotat. A ROS és RNS vegyiiletek olyan irreverzibilis fehérje mdodosulasokat okozhatnak,
mint a karbonilaci6 és a nitralas, amelyek végso soron a fehérje (enzim, receptor, transzporter)
funkciojanak vesztését okozhatjak (Klatt és Lamas 2000). Ezen tul ezek az irreverzibilis
igy az ubikvitin-proteaszéma rendszer célpontjaiva valhatnak (Dalle-Donne és mtsai 2006). A
GSH a legfontosabb tiol redox puffer, amely segit az intracellularis redox homeosztazist
fenntartani. Oxidativ stressz esetén a GSH revezibilis modon a fehérje tiol csoportokkal kevert
diszulfidokat képez (S-glutationilacio), annak érdekében, hogy megvédje az irreverzibilis
fehérjeoxidaciotol (Giustarini és mtsai 2004). A S-glutationilacio egy reverzibilis
fehérjemodosulas, amely révén a fehérjék funkcidja visszaallithato, ha az intracellularis redox
allapot, az inzultust kdvetden normalizalédik. A diszulfidkotések, kiilonb6zé normalis
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fehérjefoldingot eldsegitoé diszulfid reduktazok, mint példaul a tioredoxin vagy a glutaredoxin
segitségével szintén visszaalakulnak tiol csoportokka (Arner és Holmgren 2000, Berndt és
mtsai 2008). A fehérjék S-glutationilacioja tehat egy rendkiviil fontos sejtes adaptacios
mechanizmus, annak érdekében, hogy kritikus fehérje funkciokat megvéd;iink.

1.3.2.3. 4 tiol redox statusz

Az intracellularis GSH/GSSG arany 10-300 kozotti értéket vehet fel, allandosult allapotban az
arany meghaladja a 100-t, oxidativ stressz esetén atmenetileg 10 koriil, vagy akar alacsonyabb
értékre is eshet (Gilbert 1984, 1995). A tiol redox statuszt leggyakrabban a GSH/GSSG
arannyal fejezziik ki, amely szamos gén kifejez6dését is befolyasolja (Arrigo 1999). Szamos
transzkripcids faktor, mint példaul a c-Jun, NF-kB és a Fos DNS-hez vald kotodését
befolyasolja a GSH/GSSG arany (Klatt és mtsai 1999, Pineda-Molina és mtsai 2001, Fratelli és
mtsai 2005). A csokkent arany a DNS ko6t6 domének cisztein oldallancanak S-glutationilaciojat
valtja ki, ami cs6kkent mértékli DNS kotéshez vezet. A GSH bioszintézis gatldsa a sejtciklust
megallitja az S és a G2 fazisban (Poot és mtsai 1995), ugyanakkor proliferalo sejtek esetében S
¢és G2 fazisban emelkedett nuklearis GSH szintet lehet megfigyelni (Markovic és mtsai 2007).
Mindezek alapjan igen valoszinii, hogy a GSH-ra sziikség van a megfelel6 periodusban a sejt
folyamatat is (Voehringer 1999). A csokkent mértékii intracellularis GSH/GSSG ardny kivaltja
az anti-apoptotikus fehérje a Bcl-2 csokkenését, a citokrom ¢ mitokondrialis felszabadulasat és
a p38 MAP kinéz tvonal altali kaszpaz aktivaciot, mig az emelkedett GSH/GSSG arany véd a
programozott sejthalal ellen (Filomeni és mtsai 2003).

1.3.3. Acetaminofen kivaltotta sejthalal és majkarosodas az élelmiszer toxikolégiaban

Az acetaminofen (APAP) egy igen széles korben hasznalt fajdalom- és lazcsillapito szer. Habar
terapias dozisban alkalmazva biztonsdgos, az APAP taladagoldsa majkarosodast okoz.
Leggyakrabban ez 4ll az akut majelégtelenségek hatterében az Egyesiilt Allamokban, illetve az
Egyesiilt Kiralysagban (Larson és mtsai 2005).

Az 0) gyodgyszerek ¢és terapids lehetOségek keresésének egyre népszeribb moddja, hogy
kiilonféle természetes ndvényi kivonatokat, élelmiszeralkotdokat is bevonunk a jeldltek korébe
(Vali és mtsai 2007). Attol fiiggetleniil, hogy egy extraktumroél, vagy annak csak egy alkotojarol
van sz0, annak farmakoldgiai hatdsossagat vizsgalnunk kell. Potencialis majvéddé hatasu
készitmények esetében az élelmiszer €és az altaldnos toxikoldgidban, az APAP kivaltotta
majkarosodas napjaink leginkabb elfogadott modellrendszere (Yuan és Kaplowitz 2013, Du és
mtsai 2015). A modell elénye, hogy az APAP egy dozisfiiggé hepatotoxikus vegyiilet, a
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kisérleteket relative egyszeri technikailag kivitelezni és nem utolsé sorban klinikailag is
relevans modell. Az elényok mellett szolnunk kell a modell hatranyardl is, b 35 év kisérletes
munkat kovetden az APAP kivaltotta sejthalal és majkarosodas még szamos aspektusat mindig
homaly fedi. Az APAP majkarositd hatasa igen komplex, ezért kiilonosen az in vivo
eredmények interpretacidja meglehetdsen nehéz.

1.3.3.1. Az APAP metabolikus aktivacioja

Az APAP-ot terapids dozisban alkalmazva a molekula tobb mint 90%-a a ma4jban
gliikuronidalodik, illetve szulfatalodik, majd kivalasztodik. Egy kis részét azonban a citokrom
P450 2E1 izoformaja (kis mértékben az 1A2 és a 3A4) a reaktiv N-acetil-p-benzokinoniminné
(NAPQI) oxidalja. A NAPQI reagal a GSH-val, majd a GSH addukt szekretalodik. A GSH
képez veliikk (Corcoran és mtsai 1985, Jollow és mtsai 1973, Mitchell és mtsai 1973). Ez a
fehérjekotodés tlinik a legkritikusabb momentumnak az APAP kivaltotta sejthalal
folyamataban. A mitokondrialis oxidativ stressz azonositasaval (Jaeschke 1990), illetve azzal a
ténnyel, hogy a mitokondridlis fehérje addukt képzddés korreldl a majkarosodas mértékével
(Tirmenstein és Nelson, 1989, Qiu és mtsai 2001) sikeriilt felallitani a jelenleg altalanosan
elfogadott elképzelést. A reaktiv metabolit képzddés és a fehérjéhez vald kotodése, kiillonds
tekintettel a mitokondrialis fehérjékre a sejthalal egy rendkiviil fontos kivalto tényezdje, sot
talan 6nmaga is elegend6 hozza. Azt azonban fontos megjegyezniink, hogy ez a fehérjekotddés
(addukt képz6dés) mitokondrialis oxidativ stresszt és peroxinitrit képz6dést general, ami
raerdsit az eredeti stressz folyamatra és nekrotikus sejthalalhoz vezet. A mitokondrialis oxidativ
stressz patofiziologias jelent6ségét dokumentaltak azok a megfigyelések, amelyek szerint
antioxidansokkal tortént késleltetett kezelés csokkentette a reaktiv oxigén ¢és
nitrogénvegyiiletek mennyiségét, de nem befolyasolta a fehérje addukt képzddést (Bajt és mtsai
2003, James és mtsai 2003, Knight és Jaeschke 2002, Saito és mtsai 2010b).

Az in vivo tapasztalhato szoveti GSSG szintemelkedés (mint specifikus H2O2 marker)
hatterében a mitokondriumban tapasztalhat6 szelektiv GSSG akkumulacié all (Jaeschke 1990,
Knight és mtsai 2001). Ez arra utal, hogy az emelkedett mennyiségli H2O>-t a mitokondrialis
elektrontranszfer lanc generalja, majd az a matrixba kertil. Ezt a feltevést erdsiti az APAP
kezelés kovetden mérhetd emelkedett MitoSoxRed fluoreszcencia hepatocita tenyészetek
esetében (Yan és mtsai 2010).

A szuperoxid legvaldszinlibb szarmazasi helye a mitokondrialis komplex I (Murphy 2009).
Tekintve, hogy a szuperoxid egy anion, amely nem képes elhagyni a mitokondriumot, a
nitrogén monoxiddal (NO) torténd reakcidja is, amely peroxinitritet eredményez minden
bizonnyal a mitokondriumban megy végbe (Cover és mtsai 2005). A reaktiv oxigén és nitrogén
vegyiiletek kozvetleniil karositjak a mitokondrialis DNS-t (mtDNS) (Cover és mtsai 2005),
illetve kivaltjak a c-jun-N-terminalis kinaz (JNK) korai aktivalodasat (Hanawa és mtsai 2008).
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Az aktivalodott (foszforilalt) INK (P-JNK) ezt kovetd mitokondridlis transzlokacidja (Hanawa
¢és mtsai 2008) tovabb fokozza a mitokondridlis oxidativ stresszt (Saito és mtsai 2010a). Végso
soron a mitokondridlis oxidativ stressz és peroxinitrit képzddés valtja ki a mitokondridlis
porusképzddést (MPT), amely a mitokondridlis membranpotencidl és az ATP szintézis
Osszeeséséhez, végiil nekrotikus sejthalalhoz vezet (Kon és mtsai 2004, Masubuchi és mtsai
2005, Ramachandran és mtsai 2011).

A ROS és kiilondsen a peroxinitrit patofiziologias fontossagara kozvetlen bizonyitékul szolgal
ezen reaktiv intermedierek felgyorsitott cellularis és mitokondridlis GSH reciklalasa révén
torténd befogasa (Knight és Jaeschke 2002, Saito és mtsai 2010c). Eppen ezért a kovetkez6
méréseket, meghatarozasokat érdemes minden egyes APAP toxicitast csokkenté majvéddszer
esetén elvégezni: szoveti és GSH, GSSG szint, nitrotirozin fehérjeaddukt meghatarozas
(immunhisztokémia, vagy western blot), mtDNS vesztés, mitokondrialis fehérje karbonilécio,
citokrom c felszabadulas, endonukleaz G ¢és apoptozis indukalo faktor (AIF) (western blot),
valamint a nuklearis DNS karosodas (TUNEL) vizsgalata.

1.3.3.2. Jelatviteli folyamatok APAP kivaltotta sejthalal esetén

Habar a dolgozat témdjahoz csak lazdbban kapcsolddik, de a mitokondrialis GSH témakdrét
érinti, ezért néhany mondat erejéig szeretnénk kitérni az APAP kivaltotta sejthalal jelatviteli
folyamataira. Ahogy az a korabbiakban emlitésre keriilt, a korai mitokondridlis oxidativ stressz
a JNK aktivacié egyik kivaltd oka (Hanawa és mtsai 2008, Saito és mtsai 2010a). A JNK
azonban nem redox-érzékeny kinaz (Nakagawa és mtsai 2008). A JNK aktivitas
szabalyozasaban harom kritikus felsdbb szintli kinazt az apoptozis szignal-regulacios kinaz 1-
et (ASK1) (Nakagawa és mtsai 2008), a kevert-eredetii kinaz 3-at (MLK3) (Sharma és mtsai
2012) és a glikogén szintaz kinaz-3p-at (GSK-3p) azonositottak ez idaig. A kdzelmultban kertilt
leirasra, hogy az MLK3 az APAP kivaltotta hepatotoxicitas korai fazisdban vesz részt a JNK
aktivacidjaban. Az MLK3 kiiitott egerek a JNK aktivacio gatlasa kovetkeztében védettnek
bizonyultak az APAP hatdsaval szemben (Sharma ¢és mtsai 2012). A JNK aktivacio késoi
szakasza pedig minden valoszinliség szerint az ASK1 altal medialt. Az ASK1 kiiitott, APAP-
pal kezelt egér korai JNK aktivaciot mutat ugyan, de a JNK aktivacio késoi fazisa gatolt, ami
megvédte ezeket az alatokat az APAP kivaltotta hepatotoxicitastol (Nakagawa és mtsai 2008).
A mitokondriumhoz torténd athelyez6dését kovetden a JNK a Sab SH3 domén kot fehérjéhez
kot. A Sab fehérje a mitokondridlis kiilsé membran egy allvanyfehérjéje, amely egy kinaz
interakcidés motivumot is tartalmaz (Wiltshire és mtsai 2002). A Sab feltétleniil sziikséges az
APAP kivaltotta hepatotoxicitashoz, a Sab csendesitése megvédte az egereket az APAP
kivaltotta majkarosodastol még igen nagymértékii mitokondridlis GSH deplécio ¢és
fehérjekotddés esetén is (Win €s mtsai 2011). A JNK tehat a mitokondriumhoz helyezddik at,
koti és foszforilalja a Sab fehérjét, amely tovabbi mitokondridlis ROS képzddéséhez, megtartott
JNK aktivitashoz, illetve a sériilt mitokondrium pérusképzédéséhez (MPT) vezet. Ugy tiinik,
hogy a JNK elsdsorban akkor modulélja a mitokondridlis ROS termelést és/vagy az MPT-t,
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amennyiben a mitokondriumot elézetesen mar stressz érte. Izolalt méj; mitokondriumok
esetében a JNK csak akkor valtotta ki az MPT-t, amennyiben az mar kordbban NAPQI
stressznek volt kitéve (GSH deplécid, kovalens kotéssel). Kontroll mitokondriumok esetében
mindez elmaradt (Hanawa ¢és mtsai 2008). A normalis mitokondrium joval kisebb
érzékenységet mutat a JNK hatdsaira, ami egyértelmiien arra utal, hogy egy elsddleges
mitokondrialis stresszorra van sziikség. Habar a Sab fehérjét, mint kritikus kapcsolodasi
partnert azonositottak a mitokondriumban, amely rendkiviil fontos a karosodas medialasaban,
a mechanizmus, amellyel a JNK-Sab az elektron transzfer lanc miikkodését, a mitokondrialis
ROS képzddését és az MPT-t moduldlja még jelenleg is vizsgalat targyat képezi.

1.3.3.3. Az APAP kivaltotta toxicitas programozott nekrotikus modellje, nekroptozis

A kozelmultban késziilt klinikai tanulmanyok szerint az APAP kivaltotta hepatotoxicitasban
szenvedd betegekben a keringd hasitott K18 fragmens szintje, amely egy apoptdzis marker
joval alacsonyabb volt (15%), mint a teljes hossziisagi K18 (F1K18), amely pedig egy nekrozis
marker (85%) (Antoine és mtsai 2012). Ez a megfigyelés alatamasztja azt a vélekedést, amely
szerint a sulyos APAP hepatotoxicitas a betegekben elsésorban a méj nekrdzisaval jar egyiitt
¢s csak kis mértékben fordul eld apoptotikus sejthalal. A megfigyelés, amely szerint az APAP
kivaltotta hepatotoxicitas elsdsorban nekrotikus €és ezen kiviil a JNK bevonasaval szabalyozott,
azt valdszintisiti, hogy az APAP altal kivaltott hepatotoxicitds a ,,programozott nekr6zis” egy
formaja (Han és mtsai 2010). A nekrozist sokdig egy véletlenszerli, nem szabalyozott
sejthalalforménak tartottdk, azonban a kozelmult kisérletes eredményei egy 1j koncepcio, a
szabalyozott nekrdzis, vagy mas néven a receptor-interaktald protein kinaz (RIPK)-fiiggd
nekrozis (vagy nekroptozis) 1étezésére hivtak fel a figyelmet. A sejthalal ezen formajanak
legfontosabb sajatsagai a kovetkezdk: 1. RIPKI1 kinaz aktivacid, amelyet a RIPK1
foszforilacigjaval kovethetiink nyomon; 2. egy olyan sejthalal, amelyet szdmos RIPK1
inhibitor, mint példaul a necrostatin-1 segitségével tudunk elnyomni (Galluzzi és mtsai 2012).
A nekroptozis a nekroszoma forméjaban megnyilvanulo RIPK1 és RIPK3 kindz aktivitasanak
eredménye, amely ubikvitinaci6 és a RIPK1, valamint RIPK3 foszforilacigja altal szabalyozott
(Cho és mtsai 2009). A RIPK1-RIPK3 nekroszoma kialakulasa, amelyet szamos faktor, példaul
a tumor nekrozis faktor valt ki a mitokondrialis I-es komplex medialta ROS tultermeléséhez és
mitokondrialis diszfunkciohoz vezet (Vandenabeele és mtsai 2010). Ezen kiviil a
mitokondridlis foszfatdiz PGAMS és a mitokondrialis hasadasi faktor Drpl, amely
mitokondrialis hasadést és feltehetéen a ROS termelddés fokozéasat valtja ki is jelentds
mértékben részesei a RIPK-fiiggd nekr6z folyamatanak (Wang és mtsai 2012b). A necrostatin-
1 allosztérikusan blokkolja a RIPKI1 kindz aktivitast és gatolja a RIPK-fiiggd nekrozist
(Degterev és mtsai 2008, Vandenabeele és mtsai 2010). A necrostatin-1 blokkolja a RIPK1-
RIPK3 komplex kialakulédsat, azt valdszinisitve, hogy a RIPK1 kinaz aktivitasa sziikséges a
nekroszoma kialakulashoz (Degterev és mtsai 2008). A necrostatin-1 sejtvédo szerepét szamos
kisérletben megerdsitették, igy példaul isémids agykarosodas (Degterev és mtsai 2005),
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miokardidlis isémia-reperfizié (Oerlemans ¢és mtsai 2012) ¢és anaplasztikus tireoid és
adrenokortikalis tumorok sugarzas kivaltotta sejthalala esetében is (Nehs és mtsai 2011).

A nekroptozis két kulcsfehérjéjével és az APAP kezeléssel kapcsolatban egymasnak
meglehetdsen ellentmondd eredmények lattak napvilagot az elmult idészakban. A RIPK3
fehérje indukcidjat antiszensz morfolinokkal géatolva vad tipust egerekben, illetve RIPK3
deficiens egereket alkalmazva, azt tapasztaltak, hogy egyik esetben sem valtozott meg a fehérje
adduktok képzddése, azonban minden mas egyéb paraméter, mint példaul nekrotikus sejthalal
mértéke jelentds mértékben csokkent 6 6ras APAP kezelést kovetden (Ramachandran és mtsai
2013). RIPK3 deficiens egerekbdl szarmazo majsejtek esetében joval kisebb mértékii
majsejtkarosodast lehetett megfigyelni a vad tipusthoz képest 24 6rds APAP kezelést kovetden.
Erdekes modon a Drpl hasadési faktor mitokondridlis athelyezddése is csokkent a csokkent
mértékli RIPK3 kifejez6déssel parhuzamosan. Mindezen kedvezd hatasok azonban elvesztek
in vivo esetben 24, in vitro esetben pedig 48 ora elteltével (Ramachandran és mtsai 2013). Ezek
alapjan az eredmények alapjan valosziniinek tlinik, hogy a RIPK3 a mitokondridlis diszfunkcio
¢s oxidativ stressz modulacidja révén az APAP kivaltotta sejthalal egy korai medidtora. Egy
kozelmultban késziilt tanulmany azonban merdben mas eredményre jutott. A JNK és a
nekroptézis utvonalak APAP hepatotoxicitasban betoltott szerepét tisztdzanddé RIPK1
antiszensz kiiitott egereket (beldliik szdrmazd sejteket), valamint a RIPK1 inhibitorat a
necrostatin-1-et alkalmazték in vivo és in vitro vizsgélataik soran. Erdekes modon az el6bb
ismertetett vizsgalattal ellentétben, a jelen vizsgalat soran nem sikeriilt RIPK3 kifejezodést
kimutatni sem kontroll, sem APAP indukalta koriilmények kozott primer egér hepatocitakban.
Ezen til a RIPK3 hidnya egerekben semmiféle védettséget sem jelentett az APAP toxicitassal
szemben (Dara és mtsai 2015). A RIPK3 kizardlag nem parenchyma sejtekben fejezodott ki. A
RIPK1 kiiitése azonban a vad tipust egérhez hasonlé mértékben megvédte a RIPK3-/- egeret
is, ami a RIPK1 fiiggetlen szerepére utal. A tanulmany szerzdi ett6l is tovabbmennek,
egyenesen kétségbe vonjak, hogy az APAP kivaltotta sejthalalban a nekroptdzis szerepet jatszik
egyaltalan. Teszik ezt arra a megtigyelésiikre alapozva, hogy az MLKL kiiitott egér esetében
nem tapasztaltak semmiféle védGhatast az APAP kezeléssel szemben (Dara és mtsai 2015). A
RIPK1 kiiitése csokkentette a JNK aktivaciot és a mitokondriumba torténd athelyezddést,
valamint megsziintette az ezt koveté Drpl transzlokaciot is. Erdekes modon az APAP kivaltotta
a RIPK1 mitokondriumba torténd athelyez8dését, amely folyamatot nem befolyésolta a JNK
értelmében tehat a RIPK1 a JNK feletti szinten részt vesz az APAP kivaltotta sejthalal
folyamatdban. A korabbi megfigyelésekkel ellentétben a RIPK3 és az MLKL szerepe a
folyamatban megkérddjelezddott, illetve a RIPK1 latszolag fliggetlen szerepet kap a
folyamatban. 2015 év végén az ellentmondéasos eredmények és az APAP kivaltotta sejthalal
folyamatéanak tisztdzasa még rank var6 feladat.
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1.3.4. A GSH deplécioé kivaltotta uj sejthalal forma, a ferroptozis

A ferroptdzis egy, a kozelmultban leirt sejthaldlforma (Dixon €s mtsai 2012), amely egyértelmii
morfoldgiai, biokémiai és genetikai kiillonbséget mutat az apoptdzishoz, nekrozishoz és az
autofagidhoz képest. Az Uj sejthalalforma egyértelmii vasfiiggése miatt kapta a ferroptdzis
nevet, ugyanis vaskelatorokkal felfliggeszthetonek bizonyult (Dixon és mtsai 2012). Els6 izben
a kis molsulyu erastin onkogén RAS-mutans sejtekhez torténd adagolasaval valtottak ki (ez a
kisérlet all leirasdnak hatterében is) (Dixon és mtsai 2012). Az erastin kezelés igen kifejezett
GSH szint csokkenést idézett eld a sejtekben. Ez a jelentés mértékii GSH szint csdkkenés
egyértelmiien sziikséges volt a sejtek haldlahoz, mivel a ferroptézist ki lehetett védeni, ha a
sejtekhez GSH-t, vagy N-acetil ciszteint adagoltak (Yang és mtsai 2014). Az 1j sejthalalforma
masik karakterisztikus jellemzdje az igen magas lipid hidroperoxid szint (Yang és mtsai 2014).
Az antioxidans halézat kiilonbozo tagjait, mint példaul a szuperoxid-diszmutazt (SOD), a
tioredoxin reduktazt, vagy a katalazt gatolva nem sikeriilt a GSH szintet jelentds mértékben
csOkkenteni, vagy ferroptdzist kivaltani, ami arra utal, hogy valamilyen egyedi biokémiai
véltozasnak kell bekovetkeznie a GSH depléciot kovetden, amely szelektiven valtja ki a
ferroptozist (Yang és mtsai 2014). Az egyértelmiien kidertiilt, hogy a GSH szint csdkkenése,
amely a glutation peroxidaz 4 (GPX4) kofaktora a peroxidok szintjének emelkedését okozza.
A lipid ROS keletkezése és a ferroptdzis kivaltasa megfigyelhetd volt a GPX4 kozvetlen
gatlasa, vagy kiiitése esetén is (Yang ¢és mtsai 2014). A jelenlegi megfigyelések alapjan a
ferroptozist kivaltd anyagokat két csoportba sorolhatjuk: az elsd csoportba a GSH depléciot
okozé anyagok, a masodik csoportba pedig a GPX4 gatlasa révén ferroptozis kivaltdé anyagok
tartoznak (Friedmann Angeli és mtsai 2014). A kozelmultban deriilt fény arra, hogy a
transzferrin (vashordozo fehérje) és a glutamin, valamint annak metabolizmusa fontos szerepet
kap a ferroptdzis folyamataban (Gao és mtsai 2015).

A tumor sejtek erastin kivaltotta sejthalalan kiviil patkany agyszeletek glutamat kivaltotta
sejthalélalat is gatolni lehetett a ferroptdzis gatldszer ferrostatin-1 molekulaval (Dixon €s mtsai
glutamétnak hossza ideig kitett sejtekben toxikus mértékli oxidativ stressz alakul ki a
cisztin/glutamat antiporter gatlasa miatt (Murphy és mtsai 1989) a csokkend cisztin felvétel
miatt leesd intracellularis GSH szint miatt, ahogy az megfigyelhetd volt az erastinnel kezelt
tumorsejtek esetében is (Dixon és mtsai 2012). A kdzelmultban pedig jabb megfigyelés
tamasztotta ald, hogy nem kizardlag a tumor sejteket érinti az 0 sejthalal tipus. A GPX4 képes
volt a ferroptotikus gépezet visszatartasara, ezaltal megakadalyozta a vese tubulus sejtek 1d6
el6tti elhalasat (Friedmann Angeli és mtsai 2014).
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1.3.5. A fehérje tiolok oxidacioja: oxidativ folding

A cisztein oldallancok tiol csoportjai kozott 1étrejové kovalens kotés (diszulfid hid) a
legerésebb kapcsolat, amely a fehérjék harmadlagos szerkezetét stabilizalja. Diszulfid hidak
stabilizdjak a szekrécids fehérjék szerkezetét, meghatarozzak a buza glutén fehérjék szerkezetét
¢és funkcionalis tulajdonsagaikat (Lasztity ¢és Abonyi 2009). A ribonukleaz reverzibilis
denaturalasat kovetd ujboli foldingja soran kideriilt, hogy a patkdny maj és a galamb
hasnyalmirigy homogenatumok egy hdre érzékeny, labilis nagy molekulatomegii fehérje faktort
¢s egy hostabil nem fehérje faktort tartalmaznak, amelyek egyiitt jelentds mértékben
meggyorsitjadk a redukalt ribonukledz Ujraaktivalasat, azonban kiilon-kiilon semmire sem
képesek (Goldberger és mtsai 1963, Venetainer és Straub 1963). A m4aj mikroszéma
ribonukleaz refolding, ujraaktivalo rendszerének fehérje részét a kovetkezo évben (részlegesen)
tisztitottak (Goldberger és mtsai 1964) és 1975-t61 hivatalosan protein diszulfid izomeraznak
(PDI) nevezték (Hawkins és Freedman 1975). A hdstabil oldhato faktor in vitro refolding
kisérletekben DHA-tal helyettesithetének bizonyult (Venetainer és Straub 1964). A patkany
PDI szekvencidjat meghataroztak és kidertilt, hogy két, a tioredoxinnal nagyfoki homoldgiat
mutatd régid is taldlhaté benne (Edman és mtsai 1985). A PDI aktiv centruma CXXC
tioredoxin-szer(i részletet tartalmaz, amely a ditiol és diszulfid allapotok kozott ingazik az
enzim katalitikus ciklusa soran. Tekintve, hogy a PDI a legkiilonfélébb ER-ben talalhato
szubsztrat fehérjéket oxidal tiol-diszulfid kicserélodés révén, a PDI CXXC részletét minden
egyes katalitikus ciklus el6tt vissza kell oxidalni.

1.3.5.1. A DHA, mint lehetséges elektron akceptor

A PDI, DHA reduktaz aktivitasa révén képes kozvetleniil reagalni a DHA-tal és a GSH-val,
mikozben a DHA aszkorbatta redukéalodasat katalizalja 1 mM-os latszolagos Km és 8 nmol min
les Vmax értékkel (Wells és mtsai 1990). Az aszkorbat, patkany, tengerimalac és human
csokkenését, amely minden bizonnyal oxidaciojukbdl szdrmazott, mivel merkaptoetanollal
redukalhatoak voltak (Csala €s mtsai 1999). Mind az aszkorbat, mind a DHA ER membranon
keresztiili transzportjat leirtdk (Banhegyi ¢és mtsai 1998), igaz az elébbié szinte
elhanyagolhatonak tiinik és oxidacidja DHA-t4 a felvétel el6kovetelményének bizonyult (Csala
¢és mtsai 2000). Ez a megfigyelés arra utal, hogy az aszkorbat oxidalt formajaban éri el az ER
lumenét. Igy a PDI képes a DHA-ot redukéalni (Wells és mtsai 1990), mikozben az aktiv
centrumaban taldlhatdo CXXC részlet (vissza)oxidalodik (7. abra). Mindezen megfigyelések egy
ER-hoz kotheté aszkorbat oxidaz létezését valdszintsitették. Ezt a nézetet tamogatta az a
megfigyelés is, amely szerint patkany mikroszomalis vezikulakat citoszol-szerli aszkorbat
koncentracidval egyiitt inkubalva megtartott MDHA és DHA szint érhet6 el (Szarka és mtsai
2002). Minden olyan anyag, amely gatolta az aszkorbat oxidaciot (MDHA, DHA keletkezést)
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gatolta a fehérje tiolok oxidacigjat is, egyértelmiien demonstralva az aszkorbat oxidacio és a
diszulfidképzddés kozotti kapcsolatot (Szarka és mtsai 2002). A réz specifikus kelator, a
neokuproin (amely viszonylag specifikusan gatolta az enzimes aszkorbat oxidaciot) szinte teljes
mértékben gatolta az aszkorbat-fliggd fehérje tiol oxidacidt, még igen alacsony (1uM)
koncentracioban is. A viszonylag rézspecifikus neokuproin (Al-Sa'doni és mtsai 1997) hatasa
azt is sugallja, hogy a folyamatért egy réztartalma oxidaz lehet felelds, de természetesen
egyértelmiien mas fémtartalmi enzimeket sem zéarhatunk ki. Ezen ponton érdemes
megemliteni, hogy a ndvényekben talalhato aszkorbat oxidazok szintén réztartalmu enzimek.

Mindezek alapjan a kovetkezé modellt lehetett felallitani: Az aszkorbinsav egy mikroszémalis
metalloenzim mediédlta oxidacid soran — aszkorbil gyok intermedieren keresztil —
dehidroaszkorbattd oxidalédik a membran kiilsé (citoszol felé nézd) felszinén. A
dehidroaszkorbat transzporterének segitségével az endoplazmas retikulum lumenébe jut. A
lumenben a dehidroaszkorbat oxidalja a célfehérjék tioljait a protein diszulfid izomeraz (illetve
mas tiol-diszulfid kicserélddésre alkalmas fehérjék) altal katalizalt reakcidban (7. bra).
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7. abra A C-vitamin szerepe a diszulfid kotések kialakulasaban
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1.3.5.2. Keérdések, kétségek az aszkorbat oxidativ foldingban betoltott szerepével kapcsolatban

A fenti modell meglehetdsen biztosnak, szilardnak tiint egészen 2010-ig. Akkor Saaranen ¢és
munkatarsai (2010) felvetették, hogy a redukalt PDI és DHA koz6tt lejatszodo reakcid tal lasst
lehet ahhoz, hogy a f6 DHA redukciés utvonal legyen az ER-ben. Természetesen rendkiviil
nehéz barmiféle joslast tenni in vivo folyamatokra in vitro nyert adatokbol. Azt is fontos
megjegyezniink, hogy a DHA ER lumenbeli koncentracioja (a tobbi mdas vegyliletéhez
hasonlatosan) ismeretlen. Ez a megfigyelés semmiképpen sem azt jelenti, hogy a DHA és annak
redukcioja fliggetlen az ER-ben zajlo diszulfidképzOodéstél, de mindenesetre érdemes
fenntartasokkal kezelni a fenti modellt.

1.3.5.3. Atfedések a PDI visszaoxiddlasdban

Ahogy azt korabban emlitettiik a PDI a legkiilonb6z6bb fehérjék (tiol csoportjainak) oxidaciojat
katalizalja, mikozben CXXC részlete redukalddik. Ennek jboli oxidacidja elengedhetetlen a
kovetkezd katalitikus ciklus lejatszodasdhoz. Az els6 izben élesztOben leirt ERO1 fehérje
(Frand ¢és Kaiser 1998; Pollard és mtsai 1998) képesnek bizonyult a PDI re-aktivaciojara
(vagyis a CXXC részlet oxidacidjara). Legalabb egy ERO1 csaladtag minden egyes eukariota
sejtben megtalalhatd. Amig az élesztében egyetlen gén taldlhat6, addig human sejtekben két
ortologot (ERO1a és ERO1p) fedeztek fel eltérd szoveti eloszlassal és transzkripeids kontrollal
(Cabibbo és mtsai 2000; Pagani és mtsai 2000). Az EROL1 flavin adenin dinukleotid (FAD)
kofaktora segitségével elektronokat juttat a molekularis oxigénre, amely folyamat H»O>
képzOdését eredményezi (Tu és Weissman 2002). A H2O2 hatékony eltavolitasarél ER
peroxidazok gondoskodnak (Zito 2013). Harom peroxidazt irtak le az eml6s ER-ban: a PRDX4-
et és két GSH peroxidazt a GPX7-et és a GPX8-at (Tavender és mtsai 2008; Nguyen és mtsai
2011). Mind a GPX7, mind a GPX8 in vivo kapcsolatat leirtak az EROla-val. A GPX7 jelentds
mértékben fokozta az ERO1la oxigénfogyasztasat in vitro (Nguyen és mtsai 2011). Ezen til a
kozelmultban kimutattak, hogy a GPX7 képes az EROla altal termelt H2O2-t mind in vivo,
mind in vitro felhasznalni a szubsztratfehérjék oxidativ foldingjanak meggyorsitasahoz (Wang
¢s mtsai 2014). A PRDX4 messze a legjobban karakterizalt ER peroxidaz. A tobbi ER
peroxidazhoz képest kimagaslé a HoOz-vel valo reaktivitasa (k2=2.2x10’Ms1) (Wang és
eltavolitasara. A PRDX4 peroxidéaz aktivitasa soran peroxiredoxin dimer keletkezik. Az oxidalt
PRDX4-et a (redukalt) PDI re-aktivalja, ami 0jabb kliens fehérjékben talalhatd diszulfid
kotések kialakuldsahoz vezet (8. abra). Az ERO1 és a PRDX4 kozotti egylittmikddés
egyrészrol noveli az oxidativ fehérje folding hatadsfokat, hiszen két diszulfidkotés jon 1étre, egy
oxigénmolekula terhére, masrészrél megoldja a hidrogén-peroxid toxicitds problémajat is.
Mind az ERO1la, mind az ERO1p egerekben nélkiilozhetdnek tiinik (Zito és mtsai 2010). Habar
az ERO1p-hidnyos allatok az inzulin termelés és szekrécid defektusa miatt cukorbetegek, az
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ERO1a hianyos egerek pedig adrenerg stimulaciora abnormalis kardialis valaszt adnak (Chin
¢s mtsai 2011, Zito és mtsai 2010), azonban a tobbi diszulfidkotést igényld 1étfontossaga
funkciojuk valtozatlan marad. Ezen kiviil a PRDX4 hianyos egérnek kisebb rendellenessége
akad a spermatogenezissel, de semmiféle ER fehérje metebolikus rendellenességrél nem
szamoltak be esetiikben (Iuchi és mtsai 2009). Ezek a viszonylagosan enyhe eltérést mutato
fenotipusok, arra utalnak, hogy mas alternativ utak is léteznek a fehérje tiolok oxidacidjara (8.
abra).

8

Aszkorbin- Dehidroaszkorbin-

AszKkorbat-
oxidaz

Mitokondrialis NADPH-oxidaz
respiracio

8. abra Az ER oxidativ folding gépezete
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1.3.5.4. Diszulfid kétések kialakulasa a mitokondriumban

A diszulfidkotések, kozelmultban felfedezett mitokondrialis membrankozti térben valo
el6fordulasa meglehetdsen varatlan esemény volt. Varatlan volt a membrankozti tér redukalo
citoszollal meglévd kapcsolata miatt, amely az oxidalé milidvel rendelkez6 ER-rél nem
mondhat6é el. Az mindenképpen emlitésre érdemes, hogy szamos membrankozti térben
talalhatd, vagy arrafelé néz6 fehérje rendelkezik diszulfidkotéssel (Deponte €s mtsai 2009). A
redox mérések szerint a membrankozti tér redox allapota joval oxidalobb (-255 mV), mint a
citoszolé (-286 mV), vagy a mitokondrialis matrixé (-296 mV) (Hu és mtsai 2008). Ezen kiviil
a mitokondriadlis membrankdzti térben endogén glutation reduktidz aktivitassal sem kell
szamolni. Ez a redox kornyezet timogatolag hathat a membrankozti térbe importalt fehérjék
oxidativ foldingjara.

A mitokondridlis diszulfidgeneral6 gépezet egyik kulcs eleme a MIA40 (mitochondrial import
and assembly) oxidoreduktaz (Chacinska és mtsai 2004). A fehérje elGalakja 44, az érett
forméja 40 kDa-os molekulatomeggel jellemezhetd. A kordbban emlitett ER-ben taldlhato
apparatushoz hasonlatosan a szubsztratfehérjéktdl (pont, mint a PDI) a MIA40 veszi at az
elektronokat, majd a MIA40-t61 az ERV1 (funkcionalisan az ERO1-hez hasonld), majd végiil
oxidoredukcidk sorozatan keresztiil citokrom c-re, vagy oxigénre kertil (9. dbra) (Allen és mtsai
2005, Dabir és mtsai 2007, Bihlmaier és mtsai 2007). A MIA40 szerkezete egyedinek szamit a
sejt ismert oxidoreduktazainak klubjaban. Nem rendelkezik a tobbi oxidoreduktdzra (mint
példaul a PDI) jellemz6 tioredoxin-szerli doménnel. Ezzel szemben hat konzervalt ciszteint
tartalmaz a kovetkezd elrendezddésben: -CPC-CX9C-CX9C-. A MIA40 is redukalttd valik
mikdzben a szubsztratfehérjékben segiti kialakulni a diszulfidkotéseket. A PDI-hez
hasonlatosan, neki is oxidalodnia kell a kovetkezé katalitikus ciklus elott. A MIA40
(vissza)oxidalasat egy oldhato homodimer flavoprotein az ERV1 (essential for respiration and
vegetative growth) végzi (Bien és mtsai 2010, Lee és mtsai 2000, Lisowsky 1992, Mesecke és
mtsai 2005). Az ERV1, vagy annak human analdgja az ALR (augmenter of liver regeneration)
a mitokondrialis membrankozti térben helyezkedik el és a flavoproteinek Erv1/QSOX (quiescin
sulfhydryl oxidase) csaladjaba tartozik (Coppock és Thorpe 2006, Fass 2008). Az ERV1
mindegyik alegysége két doménbdl all (N és FAD domén) mindegyikben megtaladlhato a
konzervalt CXXC részlet (Szarka és Banhegyi 2011). Az ERV1 az elektronokat a citokrém c-
n, majd a citokrdm c oxiddzon keresztiil molekuldris oxigénre juttatja. A 1égzési
elektrontranszfer lanccal ily médon meglévd kapcsolat fokozza az oxidativ folding apparartus
oxidacidjanak hatasfokat, valamint segit elkeriilni a H2O2 képz6dését (9. abra) (Dabir és mtsai
2007, Bihlmaier és mtsai 2007).
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9. abra. A mitokondrialis fehérje folding gépezet

Végezetiil fontos megemliteniink, hogy az ALR fehérje nem szimplan a mitokondrialis oxidativ

crer

mitokondrialis biogenezishez ¢s a mitokondriumok fenntartasahoz is (Balogh és Szarka 2015).
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2. Kisérleti modszerek

2.1. Novények termesztése

Mind a ppr-40 mutans Arabidopsis thaliana, mind a kontroll A. thaliana (Columbia 6kotipus)
novények magvait felhasznalasig sotétben, 4°C-on taroltuk. COMPO SANA tipusu viragfoldet
alkalmaztunk, a magokat vizzel jol felitatott fold felszinére vetettiik. Fitotronban, 12 6ra fény —
12 ora sotét fotoperiddusban, 80% relativ paratartalom mellett, 22+2°C-os hémérsékleten
neveltiik a novényeket. A vizsgalatokhoz 6-8 hetes korukban, joval a viragzas megindulasa eldtt
hasznaltuk fel a novényeket. Ultetéseket 4atlagosan kéthetente végeztiink, a nevelés
folyamatosan zajlott.

2.2. Nicotiana tabacum sejtkultira in vitro fenntartasa

Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow-2 szuszpenzids sejtkultirat Murashige és Skoog
tapoldatban tartottuk fenn, amelyet literenként a kdvetkezd anyagokkal egészitettiink ki: 0.2 g
KH2PO4, 30g szacharoz, 0.2 mg 2,4-diklorofenoxiecetsav, 0.01 g tiamin—-HCI, és 0.1 g
myoinositol (pH=5.8). A sejteket 22°C-os inkubatorban, 120 rpm-es razatas mellett, sdtétben
novesztettiik. A sejteket 7 naponta oltottuk at, hliszszoros higitassal.

2.3. Arabidopsis thaliana sejtkultira in vitro fenntartasa

Arabidopsis thaliana ppr-40 mutans, valamint Columbia Okotipusbol tartottunk fel
szuszpenzids sejtkultirakat. A sejteket 22°C-os inkubatorban, 120 rpm-es razatds mellett,
sOtétben novesztettiik. A sejteket 7 naponta oltottuk at, tizszeres higitassal. A tapfolyadék
Osszetétele a kovetkezd volt: 0.44% Murashige ¢€s Skoog sokeverék Gamborg
vitaminkészitménnyel kiegészitve, 3% szacharoz, 0.24 mg/l 2,4-diklorfenoxiecetsav, 0.014
mg/l kinetin, 40 ml/l 0.1M PBS; pH=5.8.
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2.4. Allatkisérletek

In vivo kisérleteinkhez egereket valasztottunk, mivel az acetaminofen-toxicitas irodalma
jelentés részben egérkisérleteken alapul. A CD-1 him 4allatokat a Charles River
Magyarorszagtol vasaroltuk (Godollo). Az egerek allathazi tartasa és a kisérletek a Semmelweis
Egyetem altal lefektetett szabalyok betartasaval torténtek. Az allatok az allathazi tartads soran
szabadon jutottak taplalékhoz és vizhez. Az allatok kezelése akkor tortént, amikor teststlyuk a
25-30 grammos tartomanyba keriilt. A kezelést 24 6ras éheztetés elozte meg; az allatok ivoviz-
hozzaférése ez id6 alatt is megmaradt. Kisérleteink soran az egercket APAP-nel (450 mg/kg),
BGP-15-tel (100 mg/kg) illetve butioninszulfoximinnel (BSO; 7,2 mmol/kg) kezeltiik. Mindkét
szert fiziologias pH-ju steril PBS pufferben oldottuk fel, majd a testhdmérsékleten tartott
oldatok 0.5 ml-es térfogatat intraperitonealisan adtuk be. A kontroll allatok azonos térfogata
steril PBS-t kaptak.

2.5. Emlés sejtfenntartas

A HepG2 human m4j karcindma, az MCF7 human mell adenokarcinoma és az SH-SY5Y
human neuroblasztoma eredetii sejtvonalakat a Sigma cégtdl szereztiik be és 37 °C-on, 5% CO.-
t tartalmazo atmoszféraban szaporitottuk éket. A HepG2 sejteket EMEM tapkozegben tartottuk
fenn, amit 10% FBS-sel, 2 mM glutaminnal, 1 % NEAA-val és A/A oldattal egészitettiink ki.
Az MCF7 sejtvonalat 10 % FBS-sel, 2 mM glutaminnal és A/A oldattal kiegészitett DMEM
oldatban neveltiik. Az SH-SYSY sejteket pedig Ham’s F12 és EMEM téapoldat 1:1 aranyt
elegyében tartottuk fenn, amit 15% FBS-sel, 2 mM glutaminnal, 1% NEAA-val és A/A oldattal
egészitettiink ki. A fent leirt Osszetételll tdpkozeg keverékek a tovabbiakban ,komplett
médium” néven szerepelnek.

2.6. p®-sejtvonalak létrehozasa és fenntartasa

A mtDNS sejtekbdl torténd eliminaciojahoz a kivalasztott sejtvonalakat (HepG2, MCF7, SH-
SY5Y) hosszii tavh etidium-bromidos kezelésnek vetettiik ald, mikozben a komplett
médiumokat piruvattal és uridinnel is kiegészitettiik. A HepG2 és MCF7 sejteket 50 ng/ml
etidium-bromiddal, 100 pg/ml piruvattal és 50 pg/ml uridinnel kiegészitett komplett
médiumban tartottuk legalabb két hétig. Az SH-SYSY sejteket pedig Trimmer és munkatarsai
leirasa (2004) alapjan 5 pg/ml etidium-bromiddal kezeltiik atlagosan 16 héten keresztiil, és a
médiumot ebben az esetben is 100 pg/ml piruvattal és 50 pg/ml uridinnel egészitettiik ki.
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A mtDNS elminiaciojat real-time PCR technikaval igazoltuk. A mitokondridlis és sejtmagi
DNS mennyiség aranyanak alakulasat PikoReal (Thermo Scientific) real-time PCR késziilékkel
kovettiik az etidium-bromidos kezelés soran. mtDNS altal kodolt szekvenciaként a COX 11 gén
5’-CATCCTAGTCCTCATCGCCCTCC-3’ ¢s REV 5-GGGCATGAAACTGTGGTTTGC
TCC-3’. Nuklearis DNS altal kodolt referencia szekvenciaként pedig a B-globin gén egy
szakaszat hasznaltuk, a kdvetkezd primer parral: FW 5°-TTTCCCACCCTTAGGCTGCTG-3’
¢s REV 5’-GGGAAAGAAAACATCAAGCGTCCCA-3".

A PCR reakcidhoz sziikséges DNS-t Wizard SV (Promega) DNS tisztitd kit segitségével
izolaltuk mind az eredeti vad, mind a p°-sejtekbél. Minden mintaval harom parhuzamos mérést
végeztiink. A PCR reakcio a kdvetkezd protokoll szerint tortént: kezdd denaturald 1épés 95°C-
on 3 percig, majd denaturdci6 95°C-on 10 maésodpercig, majd kombinalt betapadési ¢€s
lanchosszabbitési 1épés kovetkezik 60°C-on 30 masodpercig; a ciklus 40-szer ismétlodik.

2.7. Primer egér majsejtek izolalasa és fenntartasa

Az izolalast him NMRI egerekbdl (2325 g) CharlesRiver (G6dollé, Magyarorszag) szdrmazo
majbol végeztiikk. A méjsejteket haromlépéses ataramoltatasos technikdval izoldltuk. A majat
elsé 1épésben Ca?" mentes EGTA tartalmi Earle kiegyenlité oldattal (EBSS) mostuk Aat,
masodik 1épésben ugyanezzel az oldattal, csak kelator nélkiil, végiil Ca?* és IV-es tipust
kollagenéaz tartalmti EBSS-sel. A perfuziot 37°C-on, pH=7.4 végeztiik. A majsejteket ezt
kovetden patkany farok I-es tipust kollagénnel bevont 96 lyuku lemezre (Becton, Dickinson
and Company) iiltettiik 3x10* sejt/lyuk siirtiségben. A sejteket 5 % borju szérum, 100 nM
inzulin, 2.5 pg/ml amphotericin B, 0.1 mg/ml gentamicin, 30 nM Na»SeOgs, és 0.1 uM
dexamethasone tartalmi Williams tapoldatban tartottuk fenn. A borju szérum és az
amphotericin B csak az els6 24 h-ban volt jelen, ezt kdvetden melldztiik a tapoldatbol. A
sejteket 37°C-on 95 % levegd +5 % CO» tartalmi atmoszféraban tartottuk. A sejteket 24 oraval
a kitiltetést kdvetden a kisérleteknél jelzett modon kezeltiik.

2.8. Mitokondrium izolaldsa szuszpenzios sejtkultirakbol

A mitokondriumokat egy hetes BY2, ppr-40 mutans, vagy Columbia 6kotipusu szuszpenziods
sejtkultirabol izolaltuk. A felhasznaland6 sejteket Biichner-tlcséren sziirtiik, a tomegiiket
lemértiik (min. 250 - 300g sejttel dolgoztunk), majd kétszeres mennyiségii feltaréd puffert (450
mM szachardz, 0.5 mM EGTA, 1 mM EDTA, 0.2% BSA, 0.6% PVP40, 15 mM MOPS, 2 mM
cisztein; pH=7.4) adtunk hozza. A sejtek feltarasat laboratoriumi turmixgéppel (Waring
Blender) végeztiik 6tszor husz masodpercig. A homogenatumot vasznon atsziirtiik, a szlirletet
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centrifugacsovekbe toltottiik. A sejttormelék és a sejtmag eltavolitdsa céljabol a szilrletet
lecentrifugaltuk (3000 g, 15 perc, 4°C) majd a feliilaszot 4jbdl centrifugaltuk (17 000 g, 15
perc, 4°C). Ekkor a pelletben taldlhatéak a mitokondriumok. 1 ml mosépufferben (300 mM
szachar6oz, 0.5 mM EGTA, 5 mM MOPS; pH=7,2) felszuszpendaltuk a mintdkat, majd
egyesitettiilk 6ket. A maradék szennyezdk eltavolitasa céljabol ujbdl lecentrifugaltuk (3000 g,
5 perc, 4°C) a szuszpenzidt. A feliiliszot egy masik centrifugacsébe szivtuk, majd
centrifugaltuk (17 000 g, 15 perc, 4°C), ekkor a mitokondrium ismét a pelletbe kertilt. A pelletet
1-2 ml mosopufferben szuszpendaltuk fel, majd a végso tisztitas céljabol haromrétegili Percoll-
gradiens tetejére rétegeztiik. A gradiens 4 ml 40v/v% -0s, 8 ml 23v/v%-os és 8 ml 18v/v%-0s
Percoll oldatbol allt. Az egyes oldatokat tomény Percoll oldat és pufferoldat (300 mM
szachar6z, 1| mM EGTA, 10 mM MOPS; pH=7.2) megfeleld aranyu keverésével allitottuk
Ossze. A gradiens centrifugalast kilendiilé fejes rotorral, 70 000 g-n, 4°C-on, 45 percig
végeztik. A mitokondridlis frakci6 a gradiens 23%-os ¢és 18%-os rétegének hataran
helyezkedett el, ahonnan pipettaval 6vatosan leszivtuk. A Percollt a mitokondrialis frakciobol
haromszori MOPS-mannitol pufferes moséssal és centrifugalassal (40 000 g, 10 perc, 4°C)
tavolitottuk el. Az utols6 centrifugalas utan a pelletet MOPS-mannitol pufferben
szuszpendaltuk fel (gradiens tisztitott mitokondrium), majd a mérések sordn ezzel a
mitokondrium szuszpenzidval dolgoztunk. Az egész izoldlés alatt a mintdinkat és a felhasznalt
oldatokat végig jégen tartottuk. A mintavételek soran aszkorbat, glutation méréshez 150-300 pl
mintat vettiink, ehhez egyez6 térfogati 8%-0s metafoszforsavat, 10%-0s szulfoszalicilsavat
adtunk, a fehérje méréséhez 50 pl mintat vettiink. A tovabbiakban a mintakat -80°C-on
taroltunk.

2.9. Mitokondrium izolalasa z6ld névénybdl

Az izolalasokat 6 hetes ppr-40 mutans, valamint Columbia okotipustu zold novényekbdl
végeztiik. Minimum 100 g z6ld szovetbdl kiindulva (levél és szar), kétszeres térfogata feltaro
pufferben (450 mM szachardz, 0.5 mM EGTA, 1 mM EDTA, 0.2 mM PMSF, 10 mM DTT,
0.2 w/v% BSA, 0.6 w/v% PVP 40, 15 mM MOPS, pH=7.4) homogenizaltuk a n6vényi szovetet.
A homogenizalas 10x5 masodpecig tortént, késes turmixban (Waring Blender). A
homogenatumot vasznon atsziirtiikk, a feliilliszot centrifugaltuk: 10 percig 3500g-n, majd 5
percig 6000g-n, a végén 10 percig 17000g-n centrifugaljuk. A pelletet amely tartalmazza a
mitokondriumokat mosopufferben (300 mM szachar6z, | mM EGTA, 10 mM MOPS, pH=7.2)
felszuszpendaltuk. Az igy kapott mitokondrium szuszpenziot 3 1épéses Percoll gradiensre
rétegeztik: 18%, 29%, 45% Percoll 300 mM szacharoz, 10 mM MOPS, pH=7.2 pufferben. A
centrifugalast 45 percig, 70 000 g végeztik kilendiiléfejes rotor segitségével. A
mitokondriumok a 29%, 45% hatarrétegnél talalhatok a centrifugéalast kovetden. A hatarrétegrol
leszivtuk a mitokondriumot, majd a Percollt harom egymast kdvetd mosassal, mosopufferben
(0.4 M mannitol, 1 mM EGTA, 10 mM MOPS, pH=7.2) eltavolitottuk. A centrifugalast 10
percig, 12000 g-n végeztik. A sejtorganellumot MOPS-mannitol mosopufferben
szuszpendaltuk fel.
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2.10. Mitokondrium izolalasa csicsokabol

Az izolalasokat a sajat kertemben talalhatd ,kisérleti” csicsOkaiiltetvénybdl szdrmazo
csicsokabol végeztiik.

Minimum 300g csicsokat b6 vizben megmostunk, majd meghdmoztunk és lereszeltiink.
Kétszeres térfogath feltaro pufferben (0.4 M szacharéz, 25 mM Tris—HCI, 1 mM EDTA, 0.1%
BSA, 0.05% cisztein, pH 8.2) homogenizaltuk a ndvényi szovetet. A homogenizalds 10x5 sec
torténik késes turmixban. A feliiluszot 5 percig 1000 g-n, majd 15 percig 17 000 g-n
centrifugaljuk. A pelletet mosédpufferben (300 mM szacharéz, | mM EDTA, 10 mM Tris-HCI,
pH=7.4) szuszpendaltuk fel. Az igy kapott mitokondrium szuszpenziét onbeallo Percoll
gradiensre rétegeztiikk (300 mM szachardoz, 10 mM Tris-HCI, ImM EDTA, 0.1% BSA, 23%
Percoll, pH=7.4). A centrifugélas 30 percig, 40 000 g-n tortént. A mitokondrialis frakcid a
kialakult gradiens alsé egyharmadaban megjelend savban volt megtalalhaté a centrifugalast
kovetden. A mitokondridlis frakciot tartalmaz6 savot leszivtuk, majd a Percollt harom egymast
koveté mosassal, mosopufferben (0.3 M mannit, | mM, 10 mM MOPS, pH=7.2) eltavolitottuk.
A centrifugalast 5 percig, 42000 g-n végeztik. A sejtorganellumot MOPS-mannitol
mosopufferben szuszpendaltuk fel.

2.11. Mikroszoma és mitokondrium izolalas majszovetbol

A maj mikroszomédkat him Wistar (180-230 g), patkdnyokbol, vagy CDIl-es egerekbdl
preparaltuk. Az éllatokbol frissen kivett majat apr6 darabokra vagva 0.3 M szaharozt, 20 mM
HEPES-t (pH = 7.0) tartalmaz6 pufferbe tettiik, majd Potter-Elvehjem homogenizatorral
szacharoz-HEPES pufferrel. Ezt kovetden centrifugacsovekbe toltottiikk és lecentrifugaltuk
(1000 g, 10 perc, 4 °C). A sejttormeléket tartalmazo csapadékot eldobtuk. A feliiltiszot
ultracentrifugaval tovabb centrifugaltuk (11 000 g, 20 perc, 4 °C). A csapadék a mitokondrialis
frakcid. A citoszolt és mikroszomat tartalmazo feliilluszot Gjra lecentrifugaltuk (100 000 g, 60
perc, 4 °C). A feliiliszo tartalmazza a sejt citoplazmajat. A mikroszomafrakciot tartalmazo
csapadékot ujraszuszpendaltuk 100 mM KCl-ot, 20 mM NaCl-ot, 1 mM MgClz-ot és 20 mM
MOPS-ot tartalmazo, pH 7.2-es pufferben (a tovabbiakban MOPS puffer) és ujfent
lecentrifugaltuk. (100 000 g, 60 perc, 4 °C). A mikroszomakat MOPS pufferben
reszuszpendaltuk (=60 mg fehérje/ml). A szuszpenzidt gyorsan lefagyasztottuk ¢és
felhasznalasig folyékony nitrogénben tartottuk. A mikroszomalis vezikulumok épségét, a
szachar6z adasara bekovetkezd ozmotikus valtozasok alapjan fényszoras méréssel ellendriztiik.
Vizsgalatainkban csak szaChardz adasara fenntartott zsugorodast mikroszomakat hasznaltunk.
A mikroszomalis fehérje koncentraciot, standardként marha szérum albumint hasznalva, Bio-
Rad kit segitségével hataroztuk meg.
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2.12. Szubmitokondrialis partikulak preparalasa

A mitoplasztokat Sweetlove és mtsai (2001) kissé modositott modszere szerint nyertiik.
Roviden, a mitokondriumot a Percoll gradiens centrifugdlast kovetéen 10 mg/ml-es
koncentracioban 70 mM mannitolt, 10 mM MOPS puffert (pH 7.4) tartalmazo oldatban
szuszpendaltuk fel és 15 percig inkubaltuk idonként 6vatosan megkeverve jégen. Ezt kdvetden
az ozmotikus viszonyokat 0.3 M mannitolra allitottuk és tovabbi 15 percig jégen inkubaltuk, a
szuszpenziot 10 percig centrifugaltuk 18 000 g-n, 4°C-on. Az igy nyert feliilusz6 tartalmazta a
membrankdzti teret €s a kiils6 membrant, a mitoplasztot pedig a pellet. A membrankdzti teret
¢s a kiils6 membrant tartalmazé feliiluszot tovabb centrufugaltuk 200 000 g-n 10 percig 4°C-
on. A centrifugélast kdvetden a szolubilis membrankozti tér a feliiluszoban, a kiilsé membran
pedig a pelletben talalhat6. A kiilsé membran frakciot kétszer mostuk 10 mM MOPS pufferrel
(pH = 7.4). A mitoplasztot tartalmazé pelletet 10 mM-os MOPS (pH = 7.4) pufferben
szuszpendaltuk fel, a membrant ismételt olvasztas-fagyasztassal tortiik fel, majd 18 000 g-n 15
percig centrifugaljuk 4°C-on, a feliiliszoban talalhaté a matrix, a pelletben a belsé membran
frakcid. A bels6 membran frakciot kétszer mostuk 10 mM MOPS pufferrel (pH = 7.4).
Végezetiil a pelleteket dvatosan 10 mM MOPS pufferben szuszpendaltuk fel.

A mitoplasztok intaktsdgat két citrat-ciklus enzim latencidjaval mutattuk ki: az izocitrat-
dehidrogenazéval (Osmani és Scrutton 1983) és az a-ketoglutarat dehidrogenazéval. Az
izocitrat-dehidrogenaz 92%-os, az a-ketoglutarat dehidrogendz pedig 98%-os latenciat
mutatott, ami egyértelmiien mutatja a mitoplasztok magas foku épségét. Az enzimaktivitasok
meghatarozasahoz a mitoplaszt frakciot (0.08 mg fehérje/ml) MOPS-mannitol pufferben 37°C-
on 1 mM NAD" jelenlétében inkubaltuk. A szubsztrat adagolasat koveten (izocitrat/o-
ketoglutarat; 1/1 mM) a redukélt piridin nukleotidot (NADH) detektaltuk a ra jellemzd
fluoreszcens spektruma alapjan. A fluoreszcenciat 350 nm-es excitacids és 460 nm-es emisszios
hulldmhosszaknal kovettiik nyomon Cary Eclipse fluoreszcens spektrofotométerrel (Varian,
Vic., Australia). A matrix enzimek kofaktorhoz val6 szabad hozzaférése végett a mitoplasztokat
a porusformald alameticinnel (0.1 mg/mg fehérje) permeabilizaltuk.

2.13. Kis molsulya anyagok transzportjanak meghatarozisa mitokondrium és
mikroszoma eredetii vezikulakon gyorssziiréses modszerrel

A sejteket, mitokondriumokat, illetve mikroszémalis vezikuldkat (0.5-1 mg fehérje/ml)
aszkorbatot, gliikozt, fruktdzt, szacharozt, GSH-t, FAD-ot és a megfeleld radioaktivan jelolt
analog vegyliletet tartalmazé pufferben. Kiilonb6z6 idépontokban eltavolitott alikvotokat (0.1
ml) nitrocellul6z membranon (pérusméret: 0.22 um mikroszéma, 0.45 pm mitokondrium
esetében) szlrtiink és mostunk azonos 0Osszetételi jéghideg pufferrel. A membranon
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visszamaradt radioaktivitast szcintillacios szamlaloval (FAD esetében fluoriméterrel) mértiik.
Az intravezikuléris és membrankotott radioaktivitas elkiilonitésére parhuzamos méréseket is
végeztiink alameticin tartalma (50 pg/mg fehérje) mintakbol. Az alameticin egy porusképzo
antibiotikum, a vezikuldkat permedbilissa teszi szdmos hidrofil molekuléra, igy az altalunk
vizsgaltakra is. Az alameticinnel permeabilizalt vezikuldkat is az elébb leirt mdédon szlrtiik,
majd mostuk. A mikroszémalis/mitokondrialis fehérjék tobb mint 95%-a visszamaradt a
membranon, ami mutatja, hogy az alameticin-kezelés nem valtoztatja meg a vezikularis
szerkezetet. Az alameticinnel kiengedhetd, tehat intravezikularis radioaktivitdst a
membrankdtott radioaktivitas teljes radioaktivitasbol vald kivonasaval nyertiik.

2.14. Mikroszémalis glutation meghatarozas

A nitrogénbdl felvett mikroszoma mintakbol koriilbeliil 300 pg fehérjének megfeleld
mennyiséget TRIZMA pufferben (pH = 8.0) feloldottunk. Osszglutation-mennyiség
meghatarozasakor 0.1 mM ditiotreitollal (DTT, 1 mM) kezeltiik a mintakat (inkubacié 25°C-
on, 1 6raig), redukalt glutation (GSH) meghatarozasahoz a DTT-vel végzett redukcio elmaradt.
Ezt kdvetéen 1 mM monoklorobiménnal derivatizaltuk a mintdkat (inkubacid sététben, 25°C-
on, 10 percig). A monoklorobimén tiol-specifikus reagens, a reakcidban erdsen fluoreszcens
tioéter keletkezik. A mintdkat ezutan egytized térfogatnyi 100%-0S TCA-val kezeltiik és a
levald csapadékot 5 perces 20 000 g-s centrifugaldssal valasztottuk le. A derivatizalt glutation
mérése a felilluszokbol vett mintakbol, HPLC modszerrel tértént. Elvalasztasra Teknokroma
Nucleosil 100 C-18 oszlopot hasznaltunk (4,6 x 250 mm, 5 um szemcseméret). A derivatizalt
glutation mennyiségét fluoreszcens detektorral (Waters 2475 Multi A Fluorescence Detector)
mértiik.

2.15. Sejtes glutation tartalom meghatarozas

Petri csészéken kozel konfluenssé novesztettiik a sejteket (HepG2, primer egér hepatocita).
Médiumcserét kovetden 24 oraval APAP-nel, illetve az eredmények fejezetben jelzett
kiilonb6z6 reagensekkel kezeltiik a sejteket. Kezelés utan a sejteket jéghideg PBS-sel mostuk,
jégen lizaltuk, majd centrifugaltuk (10 perc, 10 000g). A 10x-esre higitott feliiluszo 10 pl-ét
hasznaltuk redukalt glutation és teljes glutation meghatarozasara, az el6z6 pontban leirtaknak
megfelelden.
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2.16. Aszkorbat koncentracié meghatarozasa HPLC-vel

Folyékony nitrogénben a ndvényi szovetet eldorzsoltilkk, a finom port nitrogénben hiitott
Eppendorf csdvekbe helyeztiikk. 50-100 mg folyékony nitrogénben feltart z6ld ndvényi
szovethez, vagy sejtszuszpenzidhoz 1 ml 8%-0s metafoszforsavat (Asc méréséhez), illetve 8%-
os metafoszforsavat + 5 mM DTT-t (DHA méréséhez) adtunk, majd homogenizaltuk a
mintakat. Az igy elOkészitett mintakat lecentrifugaltuk (11 000 g, 10 perc, 4°C), majd a
feliiluszobol 100 pl-t a mintatartbkba mértiink. Az elvalasztast Waters 2690
folyadékkromatografias késziiléken, Teknokroma forditott fazisa, C18-as toltetli kolonnan (4.6
X 250mm, 5 um szemcseméret) végeztik. Az izokratikus mozgédfazis Osszetétele 0.1 M
NaH2PO4, 0.2 mM EDTA, pH=3.1 (ortofoszforsavval beéllitva) volt, az aramlasi sebesség 1
ml/perc volt. Az aszkorbatot Waters 2487 dual lambda UV-VIS detektor alkalmazasaval 254
nm-en detektaltuk. A mérések elott a kromatografias oszlopot 30 percig vizzel, majd 30 percig
eluenssel mostuk. Az eluenst felhasznalds el6tt mindig gondosan kilevegdztettik. A
oldoszerként MOPS-mannitol puffer és 25%-0s metafoszforsav 3:1 aranyt elegyét hasznaltuk.
A retencids 1d6 esetleges csuszdsanak és az aszkorbit bomlasanak nyomon kovetésére a
mintasorozat elé, mogé, valamint kozé is helyeztiink standard oldatokat.

2.17. Redukalt glutation/teljes glutation koncentracio mérése HPLC-vel

A folyadékkromatografids méréseket Nagy ¢és munkatarsai (2007) alapjan végeztiik el.
Folyékony nitrogénben a ndvényi szovetet eldorzsoltiik, a finom port nitrogénben hiitott
Eppendorf csdvekbe helyeztiik. 50-100 mg folyékony nitrogénben feltart zold ndvényi
szovethez 1 ml 5%-os szulfoszalicilsav oldatot adtunk, majd homogenizaltuk. (Az igy
elokészitett, konzervalt mintdk -80°C-on tarolhatdk). A folyadékkromatografidas mérésekhez a
lefagyasztott oldatokat kiolvadas utan lecentrifugaltuk (11000 g, 5 perc, 4°C), 200 pl feliiluszot
lepipettaztunk, majd a feliiliszohoz egytized térfogatnyi trietanol-amint adtunk (pH
semlegesitése). Ezt két azonos térfogatu részre osztottuk. Az egyik felét GSH meghatarozasra
hasznaltuk, amelynek sordn a semlegesitett feliiliszohoz 1 térfogatszdzaléknyi, 100 mM-0S
monoklorbimant adtunk, majd jol dsszekevertiik és 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk.
A monoklérbimén tiol-specifikus reagens, a reakcioban erdsen fluoreszcens tioéter keletkezett.
A reakciot 10 térfogatszazaléknyi 100%-os triklorecetsav adagolasaval allitottuk le. A masik
adag semlegesitett feliiluszohoz 10 térfogatszazaléknyi, 10 mM-0s DTT-vel redukaltuk (igy a
totdl GSH tartalom mérhetd), majd 1 h-ig szobahdmérsékleten sotétben inkubaltuk. Ezutan a
mintakhoz 1 térfogatszazaléknyi 100 mM-os monoklorbimant adtunk, majd jol dsszekevertiik
és 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. A reakciot 10 térfogatszazaléknyi 100%-0S
triklorecetsav adagolasaval allitottuk le. A mérésekhez a kalibracios standard oldatokat (5 - 500
uM), valamint a vak mintékat is hasonlé modon készitettiik eld.
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Az elvalasztast Waters 2690 folyadékkromatografias késziiléken, Teknokroma forditott fazisu,
C18-as toltetli kolonnan (4,6 x 250mm, atlagos szemcseméret: Spum) gradiens elucidval
(aramlasi sebesség 1 ml/perc) végeztiik. A hasznalt eluensek Osszetétele: 0,25% ecetsav,
pH=3,5 (NaOH-dal allitva) (A oldat), analitikai tisztasaghi metanol (B oldat). A 40 perces
elvalasztas soran az oldat osszetétel a kovetkez6képpen alakult: 0 perc: 15 v/v% B oldat; 5 perc:
15 v/iv% B oldat; 15 perc: 23 v/v% B oldat; 20 perc: 23 v/v% B oldat; 25 perc: 100 v/v% B
oldat; 30 perc: 15 v/v% B oldat; 40 perc: 15 v/v% B oldat. A glutation detektalasat (Waters
2475 fluoreszcens detektor) 394 nm gerjesztési- és 477 nm emisszios hullamhosszon végeztiik.
A mérések el6tt az oszlopot 30 percig eluenssel (A:B=85:15 oldat) mostuk. Az eluenst
felhasznalas el6tt gondosan kilevegdztettiik.

2.18. Invertaz aktivitas vizsgalata

100 — 250 pl frissen izolalt, MOPS-mannitol (300 mM mannitol, 10 mM MOPS, pH 7.4)
pufferben szuszpendalt mitokondrium vagy mitokondrialis matrix frakciot (kb. 1 mg/ml)
hasznaltunk fel a kisérletekhez. Az inkubdldst szobahdmérsékleten végeztiik és 100 mM
szachar6z hozzéadasaval inditottuk. 2 ora inkubalasi id6 eltelte utdn a reakciot 0,05 térfogat
Carrez I. reagens (30%-0s (w/v) cink-acetat) hozzaadasaval allitottuk le. A felesleges reagenst
a Carrez I oldat mennyiségével azonos térfogati Carrez Il reagens (15% (w/v)-ferrocianid)
hozzaadasaval tavolitottuk el. A mintakat 10 percig 18 000 g-n, 4°C-on centrifugaltuk.

A mitokondrium frakciot (~ 1 mg/ml) 100 mM szachardz jelenlétében szobahdmérsékleten
inkubaltuk annak érdekében, hogy megallapitsuk, hogy a gliik6z €s frukt6z a mitokondriumon
beliil, vagy kiviil képzddik. 250 pl mitokondrium szuszpenziot vettiink ki 2 h inkubalast
kovetden €s 2 percig centrifugaltuk 38 000 g-n, 4°C-on. A feliiluszo és a pellet térfogatat a
centrifugalast kovetden azonnal mikropipettaval megallapitottuk, majd a reakciot 0.05 térfogat
Carrez 1. reagens (30%-o0s (w/v) cink-acetat) hozzaadasaval allitottuk le. A felesleges reagenst
a Carrez I oldat mennyiségével azonos térfogati Carrez II reagens (15% (w/v)-ferrocianid)
hozzéadasaval tavolitottuk el. A mintdkat 10 percig 18 000 g-n, 4°C-on centrifugaltuk.

2.19. Fumaraz aktivitas meghatarozasa

A fumaraz (EC 4.2.1.2) aktivitasat, mint tipikus mitokondrialis matrix markerenzimét azért
hataroztuk meg a mitokondridlis bels6 és kiils6 membran frakcidkbol, hogy megallapitsuk
esetleges matrix frakcioval tortént keresztszennyezddésiik mértékét. A fumardz aktivitasat
spektrofotometridsan 240 nm-nél mértiik, ahogyan azt Bergmeyer és mtsai (1974) leirtak. Az
abszorbancia 240 nm-nél bekdvetkezd novekedését kovettiik, amelyet az L-malat (50 mM)
adott szubmitokondrialis frakciohoz torténd hozzaadasat kovetd fumarat termelddés valtott ki.
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2.20. Fehérje tiolok mérése

A fehérje tiolok oxidécidjanak vizsgalata soran intakt mikroszomalis vezikuldkat (1 ml, 1
mg/ml fehérje) inkubéltunk szabad FAD jelenlétében, illetve tavollétében MOPS pufferben.
Az inkubaciét 50 ul 100%-os triklorecetsav hozzaadasaval fejeztiik be. A kicsapddott
fehérjéket centrifugalassal eltavolitottuk (20 000 g, 5 perc). A feliiluszot vizsugarszivattytval
eltavolitottuk, a kicsapodott fehérjéket 1 ml foszfat pufferben (pH = 7.2) ultrahangos
sejtfeltaroval wjraszuszpendaltattuk. Ezt kovetéen 20 ul 37.8 mM-os ditio-nitro-benzoatot
(DTNB) adtunk a szuszpenzidhoz és 15 percig szobahOmérsékleten inkubaltuk, majd
lecentrifugaltuk (20 000 g, 5 perc). A feliiliszo6 abszorbancidjat 412 nm-en mérve, az extinkcios
koefficiens (g = 13 600 cm?*M™) ismeretében szamitottuk ki a tiolkoncentraciot.

2.21. A tiol-diszulfid redox allapot meghatarozasa fehérjékben AMS jeloléssel

40 pg fehérjét tartalmazd mikroszoéma frakciot 0.1 M Tris-pufferrel (pH 7.2) 40 pl-es térfogatra
5 percig 4 °C-on centrifugaltuk. A pelletet kétszer 70% acetonnal mostuk, majd kétszer 0.1 M
Tris-sel atoblitettiik. A pelletet 40 ul pufferben (0.1 M Tris, 70 mM SDS, 6 M urea, pH 6.8)
ujra feloldottuk. Az igy kapott oldat 18 ul-éhez 2 ul AMS (4-acetamido-4’-maleimidylstilbene-
2,2’-disulphonic acid; DMSO-ban feloldva) torzsoldatot adtunk, a végsé AMS koncentracio 20
mM volt. A mintakat 15 percig jégen inkubaltuk, majd ujabb 15 percig 37 °C-on. A redukalt és
az oxidalt kontroll mintakhoz 40 pg fehérjét tartalmaz6 mikroszéma frakciot 37 °C-on egyiitt
inkubaltunk 50 mM ditiotreitollal, vagy 25 mM diamiddel, majd TCA-val kicsaptuk. Mind a
redukalt, mind az oxidalt kontrollt a tovabbiakban a tobbi mintdhoz hasonléan kezeltiikk. A
mintdkkal megegyezd térfogati mintapuffert adtunk a mintakhoz, majd 5 percig forraltuk dket.
Végil 13%-0os nem redukalé SDS-PAGE gélbe toltottiik oOket. A fehérjéket 4 °C-on
nitrocellul6z membranra blotoltuk. A tovabbiakban a western blotoknal ismertetett protokoll
szerint a kisérletnek megfelel6 antitestekkel kezeltiik.

2.22. Mitokondrialis 1égzési vizsgalatok

A mitokondridlis 1égzésvizsgalatokat Ho és mtsai (2007) alapjan, kisebb modositasokkal
végeztik. A 1égzés meghatdrozasahoz 250 pg mitokondridlis fehérjét adtunk 1 ml
reakciokdzeghez (0.3 M mannitol, 10 mM MOPS, 5 mM KH2PO4,10 mM NaCl, 2 mM MgSOs,
1% marha szérum albumin, pH 7.5). Az oxigénfogyasztast szobahdmérsékleten Clarke-tipust
oxigén elektroddal (Hansatech Oxythech) mértiik. A reagenseket, inhibitorokat a kovetkezd
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végsd koncentraciokban alkalmaztuk: NADH (1.5 mM), szukcinat (5 mM), piruvat (5 mM),
ADP (0.3 mM), ATP (0.3 mM), rotenone (10 mM), antimycin A (10 mM), KCN (1 mM),
szalicilhidroxamin sav (2 mM), aszkorbat (1 mM), and dithiothreitol (2 mM). A szukcinat,
illetve NADH-fiiggd 1égzést mind ADP jelenlétében, mind tavollétében meghataroztuk. Az
alternativ oxidaz (AOX) aktivitast szukcinat NADH, ATP, ADP, piruvat, és ditiotreitol
jelenlétében mértiik, hogy maximalizaljuk az elektronaramot, illetve KCN-t adagoltunk, hogy
gatoljuk a citokrom c Utvonalat. Szalicilhidroxamin savat adagoltunk, hogy biztosak legyiink
abban, hogy az oxigénfogyas valoban az AOX aktivitasabol ered. Az aszkorbat-fiiggd 1égzést
antimycin A adagolasat kovetden mértiik, hogy blokkoljuk a komplex III-on keresztiili
elektrondramot.

2.23. Aszkorbil gyok meghatarozasa, elektron spin rezonancia mérések

Az elektron spin rezonancia (ESR) spektrumokat X-band szamitogépvezérelt EMX6 Bruker
spektrométer segitségével hataroztuk meg. A mintaspektrumokat kvarc flat cell-ben
szobahdmérsékleten vettiik fel a kovetkezd miiszerbeallitasok mellett:

Modulaciés frekvencia: 100 kHz
Moduléciés amplitudé: 0,8 mT
Mikrohulldmu erésités: 15 mW
Felvételi 1d6: 84 sec
Idokonstans: 1,02 s

Field sweep: 2 mT

A spektrumok kiértékelését kettds integralassal végeztiik.

2.24. HepG2 és primer majsejtek kezelése

A sejteket 6, vagy 96 lyuku lemezeken egyenletesen eloszlatva tartottuk fenn. 96 lyuku
lemezeket hasznaltunk a hatdsos gyodgyszer koncentraciok meghatarozasahoz, ekkor 8000
sejt/lyuk sejtszdmot alkalmaztunk. A sejteket komplett sejttenyésztd kozegbe vettiik fel és 24
oran keresztiil inkubaltuk, majd a kozeget lecseréltiik olyan komplet sejttenyészté kozegre,
amelyet kiilonboz0 reagensekkel egészitettiink ki a kezelésekhez, kisérletekhez. A sejttenyésztd
kozeget a kovetkezd anyagokkal egészitettiik ki: acetaminofen (APAP), ferrostatin-1 (Fer-1),
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a-tokoferol (a-TOC), dehidroaszkorbat (DHA). DHA-t Washko és mtsai (1993) alapjan
aszkorbinsav oldat brémos oxidacidjaval készitettiik.

2.25. Sejt életképesség vizsgalatok

A sejt ¢életképesség vizsgalatokhoz 96 lyuku lemezeket hasznéltunk. A sejttenyésztd kdzeget
leszivtuk, majd olyan sejttenyésztd kozegre cseréltiik le, amely komplett sejttenyésztd
kozegben oldott 1/10 térfogat 5 mg/ml MTT-t (3-(4,5-dimetiltiatol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium
bromid) tartalmazott. A lemezt a sejtekkel és az MTT oldattal 4 6ran keresztiil sejttenyészto
inkubatorban tartottuk, majd a kozeget DMSO-ra cseréltiik és 10 percig 37 °C-on inkubaltuk,
hogy a formazan kristadlyokat feloldja. Az abszorbancidt mikrolemez spektrofotométer
olvasoval (Thermo Scientific Multiskan™GO) 570 nm-en megmértiik.

2.26. Apoptozis és nekrozis detektalasa

A hisztologia szdmdara formalin fixalt paraffinba 4dgyazott mé; mintdkat készitettiink
hematoxilin és eozin festéssel (HE). Az apoptdzis detektalasa TUNEL reakcidval tortént az
ApopTag Peroxidase Kit (Chemicon, Temecula, CA, USA) hasznalataval. Az apoptotikus
sejtek aranyanak megallapitdsahoz minden esetben 1000 sejtet szamoltunk meg nagy (600%-
0s) nagyitas mellett. A nekrdzis mértékét hematoxilin-eozin festett majszeletekbdl hatarozta
meg két patologus egymastol fliggetlentil. A kdvetkez6 pontozasi rendszert hasznaltak: 0: nincs
nekrozis, 1: a nekrozis zonalis és a zona III maximum 20%-ara terjed ki, 2: a nekrdzis zonalis
és a zona III maximum 50%-ara terjed ki, 3: konfluens nekrézis. A nekrézis kiterjedtségének
megallapitasdhoz 10 latoteret vizsgaltak vakon alacsony nagyitasnal (10x-es objektiv). Az
eredményeket atlag+S.D. formatumban adtuk meg. Minden eredmény statisztikai analizise
Student t-probaval zajlott, szignifikans eltérés P kisebb, mint 0.05 esetén.

2.27. Galaktono-1,4-lakton dehidrogenaz expresszio vizsgalata

A vizsgalatokhoz teljes RNS-t izoldltunk névényekbdl Zimmerli és mtsai (2000) modszere
alapjan. Folyékony nitrogénben a ndvényi szovetet eldorzsoltiik, a finom port nitrogénben
hitott Eppendorf csovekbe tettiik (max. 500 pl). Az RNS-t a mintakbol TES puffer (1:2:1
aranyt 2 M Tris-HCI, pH = 8.0 : 0.5 M EDTA, pH = 8.0 : 20% SDS) és azonos térfogata
fenol/kloroform/izoamil-alkohol oldat segitségével extrahaltuk ki. Centrifugalas kdvetden a
fazisok szétvaltak, az RNS-t a vizes fazisbdl a vizes fazis térfogataval megegyez6 térfogatu,

70



dc_1166_16

8M-os litium-klorid oldattal csaptuk ki (egy éjszakan at). A keletkezett csapadékot feloldottuk
RN-4z mentes vizben, majd az RNS-t ismét kicsaptuk a vizes fazis térfogatahoz képest egytized
térfogatti, 3 M-os natrium-acetat (pH = 4,8), valamint haromszoros térfogati, 96 %-0s etanol
segitségével, egy ¢jszakan at -20°C-on. A csapadékot ezutan 70 %-0s etanollal mostuk, majd
ujra feloldottuk RN-4z mentes vizben. A tovabbiakban Czechowski és mtsai (2005) modszere
alapjan haladtunk. Egyszali c¢DNS-t szintetizaltattunk RevertAid reverz transzkriptaz
enzimmel, oligo-dT primerek alkalmazasaval (Fermentas). Real-time PCR reakciokat
futtattunk Fast-Plus EvaGreen, qPCR Master Mix (Biotium) alkalmazasaval, Bio-Rad iCycler
Real-Time PCR késziiléken. A hdmérséklet program a kovetkez6 volt: 95°C-on 10 perc tartas,
majd 45 ciklus esetében 95°C 15 s-ig, valamint 60°C 60s-ig. A kovetkezd primereket
hasznaltuk az Arabidopsisban megtalalhat6 GLDH enzim (AB042279) vizsgalatdhoz: FW 5' —
CCCAGTGGATGCATACAACAA - 3, illetve RW 5 —-GTGGTGGAGACTGGGAAGAG -
3'. Az allanddan expresszalodo, housekeeping gén vizsgalatdhoz az YLS8, mitdzis fehérje
génjére (AT5G08290) tervezett FW 5'- TTACTGTTTCGGTTGTTCTCCATTT- 3, illetve
RW 5-CACTGAATCATGTTCGAAGCAAGT — 3’ primereket hasznaltuk.

2.28. A mitokondriumok intaktsagianak ellenérzése (citokrom c oxidaz aktivitasanak
mérése)

A vizsgalatot egy membrankozti tér felé nézo, mitokondrialis markerenzim, a citokrém c oxidaz
latenciaja alapjan végeztiik el. A vizsgalatokhoz a citokrom c-t MOPS-mannitol pufferben
oldottuk fel (0.0053g/10 ml). Ezutan 0.1 M-0s natrium-ditionit oldat dvatos adagolasaval (kb.
40-70 ul), az abszorbancia (A=550 nm) folyamatos figyelése mellett teljes mértékben
redukaltuk. A mérés kinetikus, az abszorbancia valtozasabdl tudtuk az enzim aktivitasat
kiszamolni. Fél percen keresztiil felvettiik a redukalt citokrom ¢ oldat abszorbanciajat, majd
mitokondrialis preparatumot adunk hozza (~10ul) és tovabbi 1-2 percig figyeltik az
abszorbancia valtozasat. Intakt mitokondrium esetében nem, vagy csak enyhe abszorbancia
csokkenést tapasztaltunk. A mitokondrium intaktsagat az enzim latencidjaval jellemezhetjiik,
ezért a mérést elvégeztikk Triton X-100-zal (detergens) kezelt mitokondriumok esetében is. A
mérés soran 1 ml citokrom ¢ oldathoz 25 ul 1 %-os Triton X-100-at adagoltunk mérés el6tt. Az
enzimaktivitast a kezdeti abszorbancia csokkenésbdl a Lambert-Beer torvény segitségével
szamitottuk ki (=20 mM* cm™).

2.29. Galaktono-1,4-lakton dehidrogenaz aktivitas mérése

A mérés a citokrom c¢ galaktono-1,4-lakton dehidrogendz altal katalizalt redukciojanak nyomon
kovetésével, spektrofotometriasan tértént. 1 ml MOPS-mannitol pufferben feloldott citokrom
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C oldathoz (1.5 mg/ml) 25 pl 1%-0s Triton X-100 oldatot adtunk, majd ehhez az izolalt
mitokondriumot (~ 5 ul). Ezt kdvetden felvettiik az alapvonalat 550 nm-en, majd 25 ul 0.5 M-
os galaktono-1,4-lakton hozzaadasaval inditottuk a reakciot. 1 perc elteltével 10 ul 100 mM-o0s
natrium-azid oldatot adagoltunk. Az enzim fajlagos aktivitasa, az egységnyi fehérjére jutd
iddegység alatt redukalt citokrom C, szamolhat6 a citokrom C g-jabol (=20 mM™), illetve a
mitokondrialis frakcid fehérjetartalmabol.

2.30. A Foyer-Halliwell-Asada ciklus enzimeinek aktivitasvizsgalata

Az enzimek vizsgalata sordn a mitokondridlis szuszpenzidkat 2- és 5-szOords higitasban
alkalmaztuk, 50 mM kalium-foszfat puffer (pH=7.8), és 0.1 V/V% Triton X-100 jelenlétében.

2.30.1. Dehidroaszkorbat reduktaz aktivitasanak vizsgalata

A dehidroaszkorbat reduktaz (DHAR) enzim aktivitdsat a 265 nm-n mért abszorbancia
novekedésébdl hatdroztuk meg, amely a DHA redukaldsa sordn keletkezett, ASC
termelddésének mértékét adja meg (Stahl és mtsai 1983). Az enzimaktivitast a
kovetkezOképpen szamitottuk: AAzgs/perc/mg fehérje (e=14,7 mM=icm™). Az 1 ml térfogata
reakcioelegy (pH=7.8) 50 mM foszfat-puffert, 0.27 mM EDTA-t, 2 mM GSH-t, valamint 100
pl névényi extraktumot tartalmazott. A reakciot 1 mM DHA hozzaadasaval inditottuk el. Az
abszorbancia valtozasat az elsé 90 masodperces iddszak alapjan szamoltuk ki.

2.30.2. Monodehidroaszkorbat reduktaz aktivitasanak vizsgalata

A monodehidroaszkorbat reduktaz (MDHAR) enzim aktivitasat a 340 nm-en mért abszorbancia
csokkenésbdl szamitottuk ki, amely a NADH oxidaciojanak volt kdszonhetd (Nakano és mtsai
1981). Az 1 ml térfogatu reakcidelegy (pH=7.8) 50 mM foszfat-puffert, 0.2 mM EDTA-t, 1
mM NADH-t, 0.25 egység aszkorbat oxidazt, valamint 100 pl novényi extraktumot
tartalmazott. A reakciot 1 mM Asc hozzaadasaval inditottuk el. Az abszorbancia valtozasat az
elsé 90 masodperces idészak alapjan szamoltuk ki (¢=6,22 mM=cm™).
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2.30.3. Aszkorbat-peroxidaz aktivitasanak vizsgalata

Az aszkorbat-peroxidaz (APX) enzim aktivitasat a 290 nm-n mért abszorbancia csdkkenésébdl
szamitottuk, amely a hidrogén-peroxid adagolasa utan bekovetkezd aszkorbat fogyasnak
koszonhetd (Nakano és mtsai 1981). Az 1 ml térfogatu reakcidelegy (pH=7.8) 50 mM foszfat-
puffert, 0.2 mM EDTA-t, valamint 100 ul n6vényi extraktumot tartalmazott. A reakciot 1 mM
aszkorbat jelenlétében 0.1 mM H20O, hozzdadaséaval inditottuk el. Az abszorbancia valtozasat
az elsé 90 masodperces iddszak alapjan szamoltuk ki (¢=2,8 mM™* cm™).

2.30.4. Glutation-reduktaz aktivitasanak vizsgalata

A glutation-reduktaz (GR) enzim aktivitasat a 412 nm-n mért abszorbancia novekedésébdl
hataroztuk meg (Smith és mtsai 1988). A reakciok soran a glutation reduktaz (GR) NADPH
terhére az oxidalt glutationt (GSSG) glutationnd (GSH) redukalja. A keletkezett glutation és
az 5,5'-ditio-bisz-2-nitro-benzoesav (DTNB) reakcidjaban ezutan 2-nitro-5-tiobenzoesav
(TNB) keletkezik, amelynek abszorbanciaja 412 nm-en mérhetd (¢=13,6 mM™ cm™?).

A mintakbol 50 pl-t kimértiink, és 100 pl reagens mix-szel reagaltattuk. A reagens mix pH=7.5-
es foszfat pufferbdl (100 mM, 950 ul), DTNB-bdI (22,5 mM, 10 pl), NADPH-bol (1 mM, 30
pl) allt. A reakcié 10 pl, 20 mM GSSG hozzadadaséaval indult. Az abszorbancia valtozasat az
elsé 90 masodperces iddszak alapjan szamoltuk ki.

2.31. Fehérjekoncentricié meghatarozasa

A mintak fehérjetartalmanak mérését Comassie Protein Assay kittel, a gyarto utasitasai alapjan
végeztiik. A kalibracios egyenes felvételéhez szarvasmarha szérum albumin fehérje kiilonb6z6
reagenst adtunk, majd 10 perc inkubalas utan, fotométerrel 595 nm-en mértik az
abszorbancidjukat. A kalibracios pontokra illesztett egyenes egyenletének felhasznalésaval a
mintak fehérjetartalma kiszamithato volt.
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2.32. A mitokondrialis respiracios komplexek gatlasa

A kiilonb6z6 mitokondridlis 1égzési komplexek blokkolasa céljabol a HepG2 sejteket 24 oraig
inkubaltuk komplett tapkdzegben, amit 100 pg/ml natrium-piruvattal, 50 pg/ml uridinnal és az
adott 1¢égzési komplex megfeleld gatloszerével egészitettiink ki. A kdvetkezd gatloszereket és
koncentraciokat alkalmaztuk: 0.025 pM rotenont a KOMPLEX I, 200 uM teonil-trifluoro-
acetont (TTFA) a KOMPLEX II, 0.0025 uM antimicin A-t a KOMPLEX III, és 250 uM
natrium-azidot a KOMPLEX IV blokkolasara. Ezen kiviil egy jol ismert szétkapcsold szert, a
2,4-dinitrofenolt (DNP) hasznaltuk 100 pM-os végkoncentracidban. A Kkezelt sejtek
¢életképességét tripankék festéssel ellendriztiik; a kezelések soran az elpusztult sejtek aranya
minden esetben 5 % alatt maradt. Az inhibitor-kezelések eredményességét a sejtek 1égzési
oxigén felvételének Clark-tipusu elektroddal (Hansatech Instruments) torténd mérése alapjan
igazoltuk.

2.33. A mitokondrialis oxidativ folding enzimek expresszijanak meghatirozasa Western
blot technikaval

A sejteket a lemezekekr6l felszuszpendaltuk, tilepitettiik, majd lizis puffer (150 mM NaCl; 1 %
NP40; 0.1 % SDS; 50 mM Tris-HCI, pH 8) segitségével feltartuk. A homogenizalt mintakat
elébb 30 percig 4 °C-on inkubaltuk, majd 14 000 g-n centrifugaltuk 15 percig 4 °C-on, hogy a
sejttormeléket (pellet) elvalasszuk a fehérje frakciotol (feliilliszd). A fehérje koncentracidkat
Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) segitségével hatdroztuk meg a gyartdi
protokollnak megfelelden.

A fehérje mintakbol 50 pg-os mennyiségeket vittiink fel 15 %-os poliakrilamid gélre, redukaléd
koriilményeket alkalmazva. A méret szerint elvalasztott fehérjéket ezutan a gélrél 0.45 um
poérusatmérdjii nitrocelluléz membranra transzferaltuk. A miiveletekhez Cleaver tipust
elektroforézis és Western blot késziiléket hasznaltunk (Cleaver Scientific). Miutdn Ponceau-
festéssel ellendriztiik a fehérjemintdk mennyiségi egyenldségét, a membran szabadon maradt
kotéhelyeit 2 6ran keresztiil folyamatos himbaztatva blokkoltuk telitd oldat (5 % zsirszegény
tejpor TBS-Tween-ben (0.05 M Tris; 0.15 M NaCl; 0.05 % Tween-20) feloldva) segitségével.
A blokkolas utan a membranokat 4 °C-on egy éjszakéan at inkubaltuk a megfeleld elsddleges
antitesttel, melyet telité oldatban vettiink fel. Ezutdn a membranokat 1 6ran 4&t HRP-konjugalt
masodlagos antitesttel inkubaltuk szobahdmérsékleten, majd ECL reagensbe aztattuk oket,
hogy fényérzékeny filmen (AGFA Healthcare) detektalhato jelet kapjunk.
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2.34. Az ALR és a CYP2E1 mRNS szintjének meghatarozasa RTqPCR analizissel

A sejtek teljes RNS-tartalmat innuPREP RNA Mini Kit (Analytikjena) segitségével izolaltuk
¢és tisztitottuk. 2 pg-nyi mennyiségeket irtunk at DNS-re Revert Aid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Scientific) alkalmazasaval. Az ALR, a CYP2EI és a haztartasi génként
alkalmazott 18S rRNS, illetve GAPDH RNS transzkriptumainak mennyiségi elemzését
PikoReal (Thermo Scientific) real-time PCR késziilék és Sensifast SYBR No-ROX Kit (Bioline
London) felhasznalasaval végeztikk. Az ALR ¢cDNS meghatarozasahoz a FW 5°-CACAAT
GAAGTGAACCGCAAG-3’ ¢s REV 5’-CACCCAACTGAGACACAACAG-3’ primer part, a
18S rRNS-r6l atirt cDNS-hez pedig a FW 5’-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3’ és REV 5°-
CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3’ primer part hasznaltuk.

A CYP2E1 cDNS meghatarozasdhoz a FW 5-GTTGCCTTGCTTGTCTGGATCG-3' és REV
5'-CTTGTGGTTCAGTAGCACCTCC-3' primer part, a GAPDH-rol atirt cDNS-hez pedig a
FW 5-TCCACTCACGGCAAATTCAACG-3' ¢é¢s REV 5-TAGACTCCACGACATACTCA
GC-3 primer part hasznaltuk.

2.35. C-vitamin transzporterek mitokondrialis lokalizaciojanak in silico vizsgalata

A GLUT és SVCT transzport fehérje csaladok, valamint négy kiilonbozo, egyértelmiien
mitokondrialisan lokalizalédé transzport fehérje (Mitochondrial pyruvate carrier 2, MPC2;
Mitochondrial phosphate carrier protein, MPCP; Dicarboxylate carrier, DIC; Carnitine O-
palmitoyltransferase 2, CPT2) aminosav szekvencidjat az Uniprot adatbazisbol toltottik le
(http://www.uniprot.org).

Az ismert mitokondridlis célszekvencidk éltaldban 6-60 aminosav hosszusdgi N-terminalisan
elhelyezkedd fehérjerészletek, tovabba a GLUT1-5 és 7 transzportereket érintd korabbi
egyetlen in silico tanulmany 60 aminosav hosszisagu részletet vizsgalt (KC 2005 és mtsai), a
transzporterek elhelyezkedésének analiziséhez, ezért mi is a fehérjék elsé 60 aminosavas
részletét hasznaltuk elemzéseinkhez.

A fehérjék (GLUTI1-14; SVCTI,2) szubcellularis lokalizacidjat osszesen nyolc kiillonb6zo
predikcios eszkozzel elemeztiik:

Target P: http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/ (Emanuelsson és mtsai 2000)
Mitoprot I1: http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html (Claros és mtsai 1996)

Predotar: https://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html (Small és mtsai 2004)
Psort I1: http://psort.ngc.jp/form2.html (Nakai és mtsai 1999)
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MultiLoc/TargetLoc: http://abi.inf.uni-tuebingen.de/Services/MultiLoc/ (Hoglund és mtsai
2006)

ngLOC: http://genome.unmc.edu/ngLOC/index.html (King és mtsai 2012)
YLoc: http://abi.inf.uni-tuebingen.de/Services/Y Loc/webloc.cgi (Briesemeister és mtsai 2010)
CELLO v2.5: http://cello.life.nctu.edu.tw/ (Yu és mtsai 2006)

Az elemzéseket 2014 aprilisdban és augusztusaban végeztik, 2014 augusztusaban az 6sszes
eredményt Ujra ellendriztiikk és megerdsitettiik.

2.36. Elelmiszer mintak preparalasa C-vitamin meghatarozasi médszerek teszteléséhez

Osszesen négyféle, taplalkozasban fontos szerepet jatszo zoldség és gyiimdles C-
vitamintartalmat elemeztilk, hogy a kiilonb6z0 aszkorbinsav meghatarozasi moddszerek
alkalmazhatosagat ellendrizzikk. A vizsgalt mintdk a kovetkezék voltak: citrom (Citrus
medica), narancs (Citrus sinensis), paprika (Capsicum annuun), paradicsom (Solanum
lycopersicum).

A minta extraktumok elkészitéséhez a mintakat apr6 darabokra vagtuk, folyékony nitrogénnel
fagyasztottuk, majd porcelan mozsarban poritottuk. Ezutan ismert tomegli mintat 5 %-0S
ecetsavban homogenizaltunk. A mintatérfogatokat feljegyeztiik, majd a mintdkat 16500 g-n 5
percig 4 °C-on centrifugéltuk. A feliiliszokat ezt kovetden kis részletekben felhasznaldsukig -
80 °C-on téroltuk.

2.37. C-vitamin meghatarozasa a,0’-dipiridiles modszerrel

75 ul 85 %-os ortofoszforsavat, 750 ul 1 %-os a,a’-dipiridilt és 300 pl 1 %-0s FeCls oldatot
adtunk 300 pl aszkorbinsavat tartalmazd mintdhoz mikrocentrifuga-csében. Az igy elkészitett
mintakat 60 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd 5 percig 16 500 g-n centrifugaltuk.
Ezt kovetden a feliiliszokbol 350 pl-es mennyiségeket mikrotiter lemezbe pipettaztunk.
Minden mintdbol 3-3 parhuzamos bemérést végeztiink. A mintdk abszorbancidjat 525 nm
hulldmhosszsagon Thermo Multiskan Go spektrofotometrias lemezolvasoval hataroztuk meg.

A mért vak oldatok az aszkorbinsav tartalmi minta helyett ugyanolyan térfogati 5 %-0s
ecetsavat tartalmaztak. Minden minta mellé kontrollt is készitettliink, hogy a mért értékeket
korrigalhassuk a mintdhoz tartoz6 hattér értékével. A kontroll oldatok készitésénél az a,o’-
dipiridil helyett csak az oldoszereként hasznalt abszolut etanolt adtuk a mintdkhoz.
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2.38. C-vitamin meghatarozasa aszkorbat oxidaz enzimes médszerrel

300 pul 4,6 mM OPDA oldatot és 15 pl 10 U/ml aszkorbinsav oxidaz enzimet 0.1 M foszfat
pufferben feloldva 37.5 pl C-vitamin tartalm mintahoz adtunk mikrotiter lemezen. Félperces
razas, ¢s 10 perc szobahdmérsékleten torténd inkubaciot kdveetden 340 nm hullamhosszon
mértiik a mintdk abszorbancidjat. Alternativ modon, fluoriméterrel a mintak fluoreszcencidja is
mérhetd. Ehhez egy Jasco FP-8200 spektrofluorimétert hasznaltunk 340 nm excitacios és 420
nm emisszids hullamhossz beallitassal.

A vak oldatok elkészitésénél a C-vitamin tartalmi mintat 5 %-os ecetsavra cseréltik. A
mintakkal parhuzamosan kontrollokat is mértiink, amelyekhez az aszkorbinsav-oxidaz enzim
oldat helyett foszfat puffert adagoltunk.

Minden standardbol, mintab6l és kontrollbol harom parhuzamos mérést végeztiink mindkét
detektalasi modszerrel kivitelezve.

Az Osszec C-vitmin mérési modszert Osszevetve megallapitottuk, hogy a viszonylag kis
mintaszam miatt szamunkra a HPLC-vel torténé C-vitamin meghatarozas (2.16. fejezet) a
legmegfelelobb ¢és a tovabbiakban ezt haszndltuk a mintdk C-vitamin tartalméanak
meghatarozasara.
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3. Eredmények és értékelésiik

3.1. Facilitalt gliikoz és dehidroaszkorbat transzport a novényi mitokondriumban

A C-vitamin bioszintézis, utolsd, mitokondriumhoz kotott 1épését katalizalo GLDH enzim
topoldgiaja ismeretlen volt kisérleteink kezdetekor. A két orientacios lehetdség, két kiillonb6zo
transzportrendszer meglétét jelentette, amennyiben aktiv helye a mitokondrialis matrix felé néz
az egyrészt egy L-galaktono-1,4-lakton, masrészt egy aszkorbat transzporter 1étezését veti fel a
mitokondrium belsé membranjaban, hiszen az enzim szubsztratjanak a matrixba kell jutnia,
termékének pedig ki kell onnan keriilnie. Specifikus aszkorbat transzporterre akkor is sziikség
van, ha az aktiv hely a két membran kozti tér felé néz, hiszen az aszkorbinsav jelenlétét tobb

mas sejtszervecskével egyetemben a mitokondriumban is leirtdk (Jimenez és mtsai 1998,

Smirnoff 2000b).
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A mitokondrialis aszkorbat
regeneracids gépezet miikkddéséhez is
elengedhetetlen egy mitokondrialis
bels6 membranban talalhato
DHA/aszkorbat transzporter, hiszen az
oxidalt formanak (DHA) a redukcio
helyszinére a mitokondrialis matrixba
kell jutnia.
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mitokondrialis aszkorbat/DHA
transzporter felderitését,
karakterizalasat.

A kisérletek els6 korében BY2 dohany
sejtekbdl frissen 1zolalt
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radioaktivan (**C) jeldlt aszkorbattal,
illetve DHA-tal, majd megvizsgaltuk,
a jelolt anyaggal a sejtszervecskékbe
jutott radioaktivitds mértékét. A
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felvétel allandosult allapota (10. abra).

10. abra Aszkorbat (¢), dehidroaszkorbat (A) és gliikéz (m) felvétel a novényi

mitokondriumba

78



dc_1166_16

A redukalt és az oxidalt forma felvételét Osszehasonlitva megallapithattuk, hogy a DHA
felvétele preferalt. Mitokondrialis koncentracioja, a felvétel allanddsult allapotaban, messze
meghaladja az extramitokondridlis koncentraciot (1 ml/mg fehérje mitokondrialis térfogattal
szamolva (Li és mtsai 2001)). Ezzel szemben, aszkorbat adagolasat kdvetéen a mitokondridlis
koncentraci6 nem éri el az extramitokondrialis szintet (10. abra). Az aszkorbat felvétel
oxidaloszerekkel, mint példaul kalium-ferricianiddal (10 mM), vagy aszkorbat oxidazzal (250
U/ml) stimulalhat6 volt. Mind az aszkorbat, mind a DHA felvétel homérsékletfiiggést mutatott.
A kisérleteket 4°C-on elvégezve a felvétel nagyjabol 50%-kal lecsokkent.

A transzport(er) kinetikai paramétereinek megallapitdsa céljabol 0.1-40 mM-o0s
extramitokondrialis aszkorbat koncentraciotartomanyban vizsgaltuk meg a felvétel mértékét.
DHA esetében csak joval sziikebb koncentraciotartomanyban tudtuk a méréseket elvégezni,
mivel a DHA fiziologids pH értéken igen gyorsan elbomlik, a fiziologiasnal joval savasabb pH
értéket pedig a mitokondrialis frakcidé nem tolerdlja. A két eltér6 redox forma, eltérd kinetikai
karakterisztikat mutatott. A kinetikai paraméterek Lineweaver—Burk kalkuldcidja szerint a
DHA felvétel nagyobb affinitast és kapacitasu, mint az aszkorbaté (1. tablazat).

1. tablazat A mitokondrialis aszkorbat, dehidroaszkorbat glukoéz felvétel Kkinetikai
paraméterei

Ligand Km (mM) Vmax (nmol/min/mg protein)
Aszkorbat 36.1 2.3

Dehidroaszkorbat 6.3 3.3

Gliikoz 9.2 28.1

Az eredmények egyértelmiien arra utalnak, hogy névényi mitokondriumok esetében az oxidalt
forma, a DHA transzportja preferalt. Itt érdemes megjegyezniink, hogy a ndvényi sejtek
citoplazmajaban az aszkorbat elérheti a 20 mM-os értéket, illetve a kloroplaszt aszkorbat
transzporterének Km értéke is a 18-40 mM-os nagysagrendbe esik (Foyer és Lelandais 1996,
Szarka és mtsai 2013b). Ugyanakkor azt sem zarhatjuk ki, hogy kizarolag az oxidalt forma
transzportalodik és a redukalt forma esetében tapasztalhatd intramitokondridlis radioaktivitas
novekedés az aszkorbat oxidalodasaval képzddott DHA felvétel kovetkezménye. Ezt a
feltételezést tdmasztja alad az a megfigyelésiink, amely szerint az oxidaloszerek (ferricianid,
aszkorbat oxidaz) novelték az aszkorbat felvételét. Hasonld eredményekrdl szamoltak be mé;j
mitokondrium (Ingebretsen és mtsai 1982) és mikroszoma (Csala és mtsai 2000), valamint bab
plazmamembran vezikulumok (Horemans és mtsai 1997), illetve BY2 protoplaszt (Horemans
és mtsai 1998) esetében. Eppen ezért a redukalt formédra, az aszkorbatra specifikus
mitokondrialis transzporter 1étezése megkérddjelezhetd.
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3.1.1. A mitokondrialis aszkorbat/DHA transzport inhibitor profilja

Tekintve, hogy a 4,4’-Diizotiociano-2,2’-stilbén diszulfonsav (DIDS) és az N-etilmaleinimid
(NEM) gatolja az emlds endoplazmas retikulum membranon keresztiili aszkorbat transzportot
(Banhegyi és mtsai 1998) megvizsgaltuk ezen anyagok hatasat a mitokondrialis aszkorbat/DHA
transzportra. Ezeken az anyagokon kiviil szintén vizsgélat targyava tettiik a DHA-0t az emlds
plazma (Vera és mtsai 1993, Rumsey ¢s mtsai 1997, 2000, Lee és mtsai 2010, Corpe és mtsai
2013, Mardones ¢s mtsai 2011), illetve endoplazmas retikulum membranon keresztiil szallitd
GLUT transzporterek elsddleges ligandjanak, a gliikoznak, illetve gatloszeriiknek, a
genisteinnek hatasat (Vera és mtsai 1996). Igy szamos olyan anyag hatdsat megvizsgaltuk,
amelyekrdl leirtak, hogy ndvényi, illetve allati sejtben gatoljadk az aszkorbat és/vagy DHA
transzportjat (2. tablazat).

2. tablazat Kiilonb6zo anyagok hatasa a mitokondrialis gliikoz és DHA felvételre

Hozzaadott anyag DHA Gliikéz

felvétel (nmol/min/mg protein)

Kontroll 0.44 +0.11 (9) 1.94+0.32 (12)
N-etilmaleimid (5 mM) 0.41+0.15(4) 1.81+0.35(3)
DIDS (0.5 mM) 0.41+0.03 (3) NM

D-gliikéz (25 mM) 0.17 +0.05 (5)* NM

aszkorbat (30 mM) NM 1.11+0.22 (3)*
genistein (0.25mM) 0.21+£0.01 (5)* 0.87 £0.05 (6)*
3-0-metil-gliikéz (40 mM) NM 1.39 +0.21 (3)*
D-manné6z (40 mM) NM 1.28+£0.14 (3)*
L-gliik6z (40 mM) NM 2.03 +0.37 (3)
Etilidén-gliikoz (40 mM) NM 1.73+0.26 (3)
2-deoxigliikoz (40 mM) NM 1.68 +0.04 (3)
D-galaktoz (40 mM) NM 1.91+0.35 (3)
phloretin (0.25 mM) NM 1.83+0.21 (5)
phlorizin (0.25 mM) NM 2.16 + 0.64 (5)
Cytochalasin B (0.25 mM) NM 1.17+0.17 (5)*

NM: nem meghatarozott, * szignifikans a kontrollhoz képest, p<0.05
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A nem specifikus anion transzport inhibitor, DIDS és NEM, nem gyakorolt hatast a DHA
mitokondrialis felvételére (2. tablazat). Ugyanakkor a gliikéz és a genistein hatdsos
gatloszernek bizonyult (2. tdblazat). A genistein az aszkorbat transzport esetében is hatasos
gatloszerként viselkedett, azonban a DIDS és a NEM ez esetben sem mutatott gatlast.

3.1.2. Mitokondrialis gliikoz transzport

A DHA transzportra gyakorolt gatldé hatdsa miatt megvizsgaltuk a gliilkdz mitokondrialis belsd
membranon keresztiili transzportjat. A radioaktivan jeldlt glikoz (2 mM) felvétele
hozzavetdleg 25 perc alatt elérte maximumat (10. abra). A gliikkéz transzport kétirdnytnak
bizonyult. A mitokondriumokat 90 perces *C jeldlt gliikozzal tortént feltdltésiiket kovetden
gliilkoz mentes pufferrel 50-szeresére higitva a jelolt (gliikkoz) molekuldk gyors kidramléasat
figyelhettiik meg (11. 4bra).

gliikdz (nmol/mg fehérje)

6
1dé (perc)

11. abra A gliikoz efflux transzportja,
elézetesen 4C-gliikozzal feltoltott
mitokondriumokbol

A gliikéz felvétel telithetdé Michaelis—
Menten kinetikat mutatott az 1-es
tablazatban lathato kinetikai
paraméterekkel. Az aszkorbat és DHA
transzport-folyamatokhoz hasonldéan a
glikoz transzport is hdmérseklet-
fiiggbnek bizonyult (1.94 nmol/min/mg
protein szobahdmérsékleten vs. 1.07
nmol/min/mg fehérje 4°C-on, 2.2mM
glikéz koncentracional 2.5 percet
kovetden). Ez esetben 1s megvizsgaltuk,
hogy kiilonb6z6 gliikkdz analog és ismert
glilkoz transzport gatldo molekuldk,
hogyan befolyasoljak a mitokondrialis
gliikoz transzportot. Kisérleteink soran a
kompetald cukormolekuldk hiiszszoros
feleslege mellett hataroztuk meg a
gliik6z kezdeti felvételi sebességét. A D-

mannoz és a 3-O-metil-gliikoz gyenge, de statisztikailag szignifikans gatlast mutatott, mig a
tobbi vizsgalt gliikkdz analdg semmilyen hatdst sem gyakorolt a mitokondrialis gliikoz
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transzportra (2. tdblazat). Ismert, hogy a phloretin és a phlorizin szorosan kotik és gatoljak a
vorosvértest membran gliikoz transzporterét (Betz és mtsai 1975), azonban esetiinkben egyik
sem mutatott semmiféle hatast (2. tablazat). A gliikoz transzport inhibitor cytochalasin B a
mitokondrialis gliik6z transzport részleges, hozzavetdlegesen 30%-os gatlasat okozta (2.
tablazat). A mitokondrialis aszkorbat/DHA transzporthoz hasonléan a genistein a gliikkoz
transzportjara is markans gatlé hatast gyakorolt (2. tdblazat).

Mind a DHA, mind a gliikoz transzportja homérséklet és idofiliggést mutatott, kinetikai
vizsgalatuk soran telithetonek bizonyult, specifikus gatlészerekkel gatolhatdo. Mindezen
megfigyelések egyértelmiien arra utalnak, hogy a transzportfolyamatok fehérje medialtak.

A GLUT gatloszer genistein, DHA ¢és gliikoz transzportra gyakorolt erds gatld hatasa, illetve a
gliikoz, DHA transzport esetében tapasztalt, gatld hatasa arra utal, hogy a két molekula
ugyanazon transzporter ligandjai lehetnek.

A megfigyelt transzportfolyamatok molekularis hattere nem ismert. Kénnyen elképzelhetd,
hogy a szdoban forgd transzporter a kloroplaszt gliikkoz transzlokator (Weber és mtsai 2000),
esetleg az emlés gliikoz, DHA transzportban résztvevé, GLUT csalad (Vera és mtsai 1993)
rokona. Az igazsaghoz azonban hozzatartozik, hogy esetiinkben a konvencionalis gliikoz
transzport gatld phloretin és phlorizin, illetve a gliik6z anal6gok jelentds része semmiféle hatast
sem mutatott, mig a cytochalasin B, a 3-O-metil gliikdéz és a manndz valamelyest gatolta a
gliik6z transzportot.

3.1.3. A mitokondrialis 1égzés hatasa a DHA és gliikoz transzportra

A mitokondridlis transzportfolyamatok szdmos esetben befolydsolhatok a mitokondrialis
membranpotencial megvaltoztatasdval. Ennek vizsgalata érdekében a mitokondrialis DHA és
gliikoz transzportot nyomon kovettiik 1€gzési szubsztrat (szukcinat), gatloszer (KCN) és
szétkapcsoloszer (2,4-dinitrofenol) jelenlétében.

A KCN ¢és a 2.4-dinitrofenol nem befolyasolta sem a gliikkdoz, sem a DHA mitokondrialis
felvételét, a szukcinat az alkalmazott koncentracibban mérsékelten gatolta mindkét anyag
transzportjat (3. tablazat). Az eredmények alapjdn kijelenthetd, hogy a vizsgalt
transzportfolyamatok fliggetlenek a mitokondrialis 1égzéstdl és membranpotencialtol.
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3. tablazat Légzési szubsztrat, gatloszer és szétkapcsoldszer hatasa a mitokondrialis
gliikoz és DHA transzportra

Hozzaadott anyag DHA Gliikoz

Felvétel (nmol/min/mg protein)

Kontroll 0.41+0.11 (3) 1.46 £ 0.20 (3)
Szukcinat 5 mM) 0.29 £0.16 (3)* 0.83+0.10 (3)*
KCN (0.2 mM) 0.49 £ 0.12 (3) 1.66 + 0.29 (3)
2,4-dinitrofenol (0.1 mM) 0.34£0.11 (3) 1.77 £0.27 (3)

* szignifikans a kontrollhoz képest, p<0.05

3.1.4. Az aszkorbat, DHA és gliikéz felvétele mitoplasztok esetében

A transzportméréseket elvégeztik BY2 dohany mitokondriumokbdl késziilt mitoplasztok
esetében is. Az igy mért transzport aktivitaisok mind aszkorbat, mind DHA esetében a
mitokondridlis transzport aktivitdsokhoz hasonléak voltak, mig gliikoz esetében enyhe
csOkkenést tapasztaltunk (4. tabldzat). A tény, amely szerint a transzportfolyamatok
mitoplasztok esetében ugyantigy fennallnak, mint mitokondriumok esetében, egyértelmiien arra
utalnak, hogy a transzporter(ek) a mitokondrialis bels6 membranban foglalnak helyet.

4. tablazat Aszkorbat, DHA és gliikoz felvétele BY2 dohany mitoplasztokba

Ligand Felvétel (nmol/min/mg protein)
Aszkorbat 0.13+0.02 (3)
DHA 0.34 +0.07 (3)
Glikoz 1.02+0.16 (3)

Tekintve, hogy az APX aktivitas kovetkeztében a C-vitamin oxidalt formaja a DHA a két
membran kozotti térben keletkezik (Chew és mtsai 2003) (1.1.4. fejezet), az altalunk leirt DHA
transzporteren keresztiil bejuthat redukcidjanak helyszinére a mitokondrialis matrixba (Chew
és mtsai 2003, Jimenez és mtsai 1997, 1998). igy a transzportalt DHA hozzajarulhat a novényi
mitokondrium antioxiddns védelméhez (Szarka és mtsai 2012). A DHA transzport tehat
nélkiilozhetetlennek tiind, kiemelkedd fontossaggal bird folyamat. A mitokondridlis gliikoz
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transzport szerepe mar joval kevésbé egyértelmii. A transzporter leirdsanak idopontjaban sem
glikoz termeld, sem gliikozt igényld, fogyaszté folyamatot nem ismertiink a ndvényi
mitokondriumban. A folyamat hatterére azonban 4 évvel késObb szintén kutatdcsoportunk jott
rd, amelyet egy késobbi fejezetben ismertetiink.

3.2. A mitokondrialis elektrontranszferhez kapcsolt DHA redukcio novényi sejtekben

A fent ismertetett DHA transzporter tehat a mitokondridlis matrixba szallithatja a dontden, a
kordbban ismertetett APX aktivitds révén a membrankozti térben keletkez6 DHA-ot. A
matrixban miikodo aszkorbat-glutation ciklus a redukalt glutation terhére végzi a DHA
aszkorbatta torténd redukciojat (Foyer és Halliwell 1976, Jimenez és mtsai 1997, Szarka és
mtsai 2012). Az ezredfordulot kdveten allati sejtekbdl szarmazoé mitokondriumok esetében
felmertiilt, hogy a mitokondridlis elektrontranszfer lancrdl szarmazoé elektronok is részt
vehetnek a mitokondrialis DHA redukcioban (Li és mtsai 2001, 2002). A névényi
mitokondridlis aszkorbat anyagcserérdl alkotott képilink teljessé tétele végett mitokondrilis
elektrontranszfer lanc szubsztratok ¢és inhibitorok segitségével kerestik a valaszt arra a
kérdésre, hogy hasonlo jelenség megfigyelhetd-e névényi mitokondriumok esetében is?

Kisérleteink elején egyértelmil valaszt szerettiink volna kapni a kérdésre, ezért BY2 dohany
sejtekbdl izolalt mitokondriumokat DHA-tal egyiitt inkubaltunk szukcinat, mint 1égzési
szubsztrat jelenlétében, illetve tavollétében mikozben folyamatosan figyeltiik a redukalt forma,
az aszkorbat szintjét, képzddését. A BY2 mitokondriumok egyértelmiien képesek voltak, DHA
adagolasat kovetden, szignifikans redukalt aszkorbat szint fenntartdsara (12. &bra). Az
aszkorbat koncentracioja 20-30 perc alatt érte el maximumat. Szukcinat jelenlétében (5 mM)
az aszkorbinsav megjelenésének mértéke drasztikus mértékben fokozodott (12. abra). Az
aszkorbat képzddés elsé emelkedd szakasza pedig megnytlt, ebben az esetben az aszkorbat
szint 1 ora elteltével érte el maximalis értékét (12. abra). Ez a maximalis érték pedig 7-szeresére
emelkedett a szukcinat tavollétében mérthez képest. Ezek az eredmények egyértelmiien arra
utalnak, hogy a respiracids elektrontranszfer lanc részt vesz a DHA redukal4saban.
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aszkorbat (nmol/ mg fehérje)

0 15

45

1dé6 (perc)

12. abra DHA adagolas kivaltotta aszkorbat
produkcio novényi mitokondriumban
szukcinat, mint légzési szubsztrat
tavollétében (D), illetve jelenlétében (m)

A kisérletek kovetkezd fazisdban kiilon-kiilon
hataroztuk meg a matrix és a membran kozotti
mérheté aszkorbat koncentraci6 a patkany
vazizomsejtekbol szdrmazo
mitokondriumokhoz (Li ¢és mtsai 2001)
hasonloan elérte a millimolos koncentracio-
tartomanyt (13. abra) és hasonlo iddbeli lefutast
mutatott, mint teljes mitokondrium esetén (12.
abra).

Az extramitokondridlis (membrankozti  tér)

aszkorbat koncentracio ettdl joval alacsonyabbnak bizonyult és 30 perc elteltével folyamatosan
csOkkent. Az 1 mM-os DHA koncentracié (amellyel a méréseket végeztiik) minden bizonnyal
a DHA redukcios enzim(ek) Km értéke felett volt, mivel a DHA koncentraciot 2 mM-ra emelve
csak igen csekély hatast tudtunk elérni (0.45 +0.04 mM vs. 0.55 = 0.01 mM, 10 perc inkubaciot

kovetden).
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aszkorbat koncentracié a mitokondrialis matrixban (mM)
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13. abra DHA adagolas kivaltotta aszkorbat
produkcio novényi mitokondrialis matrixban

Annak érdekében, hogy fényt deritsiink a
mitokondrialis elektron transzfer lanc szerepére
a DHA redukcioban, kiilonb6zd 1égzési lanc
szubsztratok és gatloszerek hatasat vizsgaltuk
meg (5. tablazat). A komplex I szubsztrat malat,
valamint a komplex | gatlé rotenon nem
befolyasolta a dehidroaszkorbatbdl torténd
aszkorbat képzddést. Az elézd esethez
hasonldan a komplex III inhibitor antimycin A,
az alternativ oxidaz inhibitor szalicilhidroxamin
sav (SHAM) ¢és a szétkapcsoloszer 2,4-
dinitrofenol  sem  gyakorolt  hatdst a

mitokondrialis aszkorbat keletkezésre. Mindezek alapjan a komplex I és Ill szerepe nem
valdszinii a redukcios folyamatban, ahogyan az alternativ oxidaz is kizarhato a jel6ltek sorabol.
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5. tablazat Kiilonb6z6 anyagok hatisa a DHA redukciéra kontroll és szukcinat taplalt

mitokondrium esetében

Hozzaadott anyag

DHA (1 mM) hozzaadéasaval

DHA hozzaadasa nélkiil

szukcinat nélkiil

5 mM szukcinattal

szukcinat nélkiil

5 mM szukcinattal

Kontroll 0.653 +0.042 (12) 1.044 £ 0.076 (12)# 0.213+0.043 (3) 0.227+0.021 (3)
Antimycin A (10 uM) 0.712+0.026 (6) 1.011 £0.164 3)# N.D. N.D.
Rotenone (10 pM) 0.705+0.011 (6) 0.953 £ 0.047 (3)# N.D. N.D.

KCN (1 mM) 1.937 £ 0.054 (6)* 2.332£0.022 (3)*# 0.247 £ 0.083 (3) 0.244 +£0.042 (3)
Gliikoz (100 mM) 0.555+0.011 (6)* 0.750 £0.139 (3)* N.D. N.D.
2,4-Dinitrofenol (0.1 mM) 0.684 +0.067(3) 0.850 £ 0.049 (3) N.D. N.D.
Malat (10 mM) 0.723 £0.078 (3) N.D. N.D. N.D.
Malonat (5 mM) 0.577 +£0.066 (3) 0.798 £ 0.106 (9)*# 0.208 +0.026 (3) 0.195+0.036 (3)
SHAM (2 mM) 0.705 +£0.120 (3) 1.173 £ 0.044 (3)# N.D. N.D.
SHAM (2 mM) + KCN (1 mM) 2.018 +£0.122 (3)* 1.887 +0.220 (3)* N.D. N.D.

szignifikans a *kontrollhoz, #szukcinat mentes mintdkhoz képest, p<0.05

A gatloszerek hatasat a 1€gzési szubsztrat szukcinat nem befolyasolta. Az el6z6 gatloszerekkel
ellentétben a szukcinat dehidrogendz kompetitiv gatlészere a malonat gyakorlatilag teljesen
felfliggesztette a szukcinat fiiggd aszkorbinsav keletkezést a mitokondriumban. Ez, a szukcinat,
mint komplex II szubsztrat egyértelmii hatasaval egyetemben a DHA redukcidjdban a komplex
II egyértelmii érintettségére utal. A komplex IV gatloszer KCN jelentds mértékben fokozta az
aszkorbinsav felhalmozodasat a mitokondriumban. Dehidroaszkorbat hozzaadasa nélkiil a
kiilonb6z6 inhibitorok nem befolyasoltak az alap mitokondrilis aszkorbat szintet (5. tdblazat).
A gliikoz, a mitokondridlis DHA transzport gatloszere (lasd korabban 2. tidbldzat) mind
szukcinat jelenlétében, mind tavollétében gatolta a DHA adagolas kivaltotta aszkorbat
képzddeést (5. tablazat).

Alameticinnel permeabilizalt mitokondriumokon megvizsgaltuk a NADH hatasait a DHA
redukciora. Az inkubacios kézeghez NADH-t (0.2 mM) adtunk, majd szintjét 340 nm-en
spektrofotometridsan nyomon kovettiik (14. dbra). Megallapitottuk, hogy a dehidroaszkorbat,
nem befolyasolta a kiilsédlegesen hozzaadott NADH szintjét (14. 4bra). Ez a mefigyelés
tovabbi bizonyitékkal szolgalt arra vonatkozoan, hogy sem a komplex I, sem a rotenon
inszenzitiv NADH dehidrogenazok (NDin(NADH) és az NDex(NADH)) nem vesznek részt a
redukcids folyamatban.
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2 min
—>

14. abra A DHA hatasa alameticinnel
permeabilizalt mitokondriumok
NADH szintjére

A MDHA (aszkorbil gyok)
megjelenését, mint a redukcids 1épés
lehetséges koztitermékét is
meghataroztuk elektron paramagneses
rezonancia (EPR) spektroszkopidval.
Az 1 mM DHA-ot tartalmazé
mitokondridlis  szuszpenzidban az
aszkorbil gyok tipikus 1.8 G csatolasi
allandoju iker jelét tudtunk detektdlni
(15. ébra A panel). A MDHA jelet sem
a pusztan mitokondriumot (DHA-ot
nem), sem a pusztan DHA-ot

(mitokondriumot nem) tartalmazoé oldatbdl nem tudtuk detektdlni. A gyokszintet a szukcinat

i

2G

nem befolyasolta, valamint 60 perces
inkubécios 1don keresztil végig
megtartottnak bizonyult. Az aszkorbil
gyok teljesen eltint 1 mM KCN
hatasara (15. abra, B panel).

15. abra Novényi mitokondriumok
aszkorbil gyok szintje DHA
jelenlétében (A), illetve DHA + KCN
(mindkett6 1 mM) jelenlétében (B)

Mitokondriumokat inkubaltunk egytitt
aszkorbattal (5 uM) KCN (2 mM)

jelenlétében, illetve tavollétében. Az aszkorbat oxidacidjat, mint az aszkorbat koncentraciod
csokkenését kovettiik nyomon. Megaéllapitottuk, hogy KCN tavollétében a mitokondrium
rendkiviil gyorsan eloxidalta a hozzaadott aszkorbatot (10 perces inkubacids 1d6t kovetden
gyakorlatilag kimutathatatlan volt a jelenléte), ugyanakkor KCN jelenlétében az aszkorbat szint
megtartottnak bizonyult (minddssze a kiindulési értek 60%-ra csokkent). Ezek a megfigyelések,
illetve a DHA-tal egyiitt inkubalt mitokondriumok esetében KCN hatasara mérheté markans
aszkorbat szintnovekedés arra utalnak, hogy a DHA hozzéadasat kovetden mérhetd aszkorbil
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gyok nem a DHA redukcidja sordn jon létre, hanem a redukcié eredményeképp termelddott
aszkorbat mitokondrialis oxidacidjanak kovetkezménye.

Ezt kovetden megvizsgaltuk a szukcinat lehetséges hatasat a NADH-fiiggd MDHA reduktaz
aktivitasra (MDHAR). MDHA-t generdltunk aszkorbat ¢és aszkorbat oxidaz egyidejii NADH-
val kiegészitett mitokondridlis szuszpenziohoz adagolasaval. A NADH-fiigg6 MDHAR
aktivitasat, az inkubaciés kozeg NADH szintjének csokkenése révén kovettiik nyomon mind
szukcinat jelenlétében, mind tavollétében. Az eredmények alapjan megallapithattuk, hogy a
szukcinat nem befolyasolja a MDHAR aktivitast (6. tablazat).

6. tablazat. Szukcinat hatasa a mitokondrialis MDHAR aktivitasara

Kezelés Intakt Permeabilizalt Latencia (%)

(mint mg? fehérje)  (min mg? fehérje)

Kontroll 150+ 4 464 + 30 68

Szukcindt (5 mM) 146+ 6 448 + 27 68

Végezetiil az aszkorbat matrixban, illetve extramitokondridlis térben torténd megjelenését
vizsgaltuk meg a legpotensebb aktivatorok (szukcinat, KCN) jelenlétében. A két anyag eltérd

nem befolyasolta a KCN, azonban 50%-kal megemelte a szukcinat kezelés (16. abra).

1,6 -

-
>
L

16. abra Szukcinat és KCN hatasa
a mitokondridlis matrix (iires
teriilet) és az extramitokondrialis
tér (sraffozott teriillet) DHA
kivaltotta aszkorbat produkciojara
(koncentracidjara).

-
N

-

o
=)
\

Aszkorbat produkcié (nmol/mg)
o =]
= @

o
[N]

Pontosan ellenkezd eredményeket
kaptunk az  extramitokondrialis
aszkorbat szint esetében. A szukcinat

o

kontroll szukcinat KCN

nem befolyésolta, azonban KCN kezelés hatasara az aszkorbat szint kdzel egy nagysagrenddel
megemelkedett (16. abra). Ezek a megfigyelések megerdsitették korabbi sejtésiinket, hogy mig
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a szukcinat a (II-es komplex fiiggd) DHA redukciot fokozza, addig a KCN az aszkorbat (két
membran kozotti térben bekdvetkezd) oxidaciojat (fogyasat) gatolja.

Mindezen eredményeink alapjan azt valdszintsithetjiik, hogy a DHA redukciojahoz sziikséges
elektronok (részben) a szukcinatrol szarmaznak €s a komplex II-n keresztiil jutnak el a redukcio
helyszinére, amely a szukcinat dehidrogenaz és a komplex III k6zott helyezkedik el. Korabban
patkany véazizom mitokondrium esetében a DHA redukcid helyszineként a komplex III kiilsé
(membrankozti tér felé nézo) részét jeloltek meg. Ugyanebben a tanulmanyban a kiilsodleges
NADH ¢s malat, amelyek a komplex I szdmara biztositanak elektronokat nem tudtak
érdemlegesen eldsegiteni a DHA redukcigjat, valamint mérhetd aszkorbil gyok szintet
eredményezni (Li és mtsai 2002). Ennek megfeleléen a malat a mi vizsgalatainkban sem jarult
hozza a DHA redukci6jdhoz és az aszkorbil gyok koztiterméket mi sem tudtuk detektalni.
Masrészrol, bar az éllati eredeti mitokondriumok esetében a komplex III gatldszerek
hatékonynak bizonyultak (Li és mtsai 2002), a dohany sejtbdl szarmazd mitokondriumok
esetében semmiféle hatast sem gyakoroltak a DHA redukciojara. Ez a latszolagos ellentmondas
egyfelol magyardzhaté lehet az allati €és ndvényi eredetli mitokondriumok ismert
kiilonbozdéségével. A mitokondridlis komplexek kiilonb6zé szuperkomplexeket alkotnak az
allati és novényi mitokondriumokban (Dudkina és mtsai 2006, Schagger 2002). Ezen kiviil a
novényi respirdcios elektrontranszfer lanc 6t olyan elemet is tartalmaz, amelyek az emlds
mitokondriumban nem fordulnak eld: az alternativ oxidazt és négy NAD(P)H dehidrogenazt
(Mgller 2001). A névényi és allati mitokondriumok eltérd szervezddése, illetve az eltér6 DHA
redukcios hattér viszonya jelenleg nem teljes mértékben tisztazott. A DHA redukcio,
novényekben tapasztalt, komplex II-héz kapcsoltsaga megmagyarazza a malat hatastalansagat
¢s az dtmeneti termék aszkorbil gyok hianyat. A szukcinat mellett a KCN mutatott igen erdteljes
pozitiv hatast a DHA kivaltotta aszkorbat akkumulaciora (5. tdblazat). Ez egyfeldl eredhet a
DHA redukcio helyszinén tapasztalhatdo megnovekedett elektron ellatasbol, masfeldl a csokkent
aszkorbat oxidaciobol. Ez a masodik lehetdség tlinik inkabb valdszinlinek. Ezt a feltételezést
tamasztja ugyanis ald EPR spektroszkopiai mérésiink is. A komplex IV gatloszer KCN teljes
mértékben gatolta az aszkorbat oxidaciot (15. abra), ami Osszhangban van azzal az ismert
ténnyel, amely szerint az aszkorbat elektronokat juttathat a komplex IV-re (Myer és mtsai
1980). Végezetiil a szukcinat kezelés hatasara elsdsorban az intramitokondriélis aszkorbat szint
nétt meg, mig a KCN kezelés az extramitokondrialis aszkorbat szintnovekedésnek kedvezett
(16. abra).

3.3. Kvantitativ adatok a glutation és a komplex II fiiggé aszkorbat reciklalasrol novényi
mitokondriumban

Ahogy lattuk novényi mitokondriumok esetében eleddig két DHA redukcids folyamat, az
aszkorbat-glutation ciklus, illetve az el6z6 fejezetben ismertetett, komplex I1-fiiggd folyamat
kerilt részletesen jellemzésre (Foyer és Halliwell 1976, Szarka és mtsai 2007, 3.2. fejezet). A
két folyamat DHA redukcidhoz valé mennyiségi hozzajaruldsa azonban kisérleteink
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megkezdéséig ismeretlen volt. Ezért a két utvonal szubsztratjainak, illetve inhibitorainak
alkalmazasa révén mennyiségi adatokat kivantunk nyerni ezen két utvonal DHA redukciohoz
torténd hozzajarulasahoz névényi mitokondriumokban.

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk a glutation-fliggd DHA redukcido mértékét, BY2
dohany sejteket kezeltiink a gamma-glutamilcisztein szintetaz (glutation bioszintézist) gatld
butioninszulfoximinnel (BSO). A kezelés hatasara a cellularis glutation szint dramai mértékben
(kozel 90%-kal) lecsokkent (17. abra, a panel), azonban ez a dramai glutation szint csokkenés
nem befolyasolta a sejtek életképességét, amely tripan kék kizarasos modszerrel mind a kezelt,
mind a kontroll sejtek esetében meghaladta a 95%-ot.
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17. abra Kontroll és BSO kezelt BY2 sejtek (A) és beléliik szarmazé mitokondriumok (B)
glutation (GSH) tartalma (* szignifikans a kontrollhoz képest, p<0.05)

A dramai, kozel 90%-0s cellularis glutation szint csokkenéstdl joval mérsékeltebb glutation
szint csokkenést tapasztaltunk mitokondrialis szinten (89% vs. 38%) (17. abra, b panel). A
kisebb mértékli mitokondrialis GSH tartalom csokkenés (38%) 6sszhangban van a korabban
BSO kezelt tok (Cucurbita pepo) (Zechmann és mtsai 2006) és a pad2-1 mutans ladfi
(Arabidopsis thaliana) (Zechmann ¢s mtsai 2008) esetében tapasztaltakkal. Ezek a
megfigyelések igen jol szabalyozott mitokondrialis glutation transzport meglétére utalnak,
mivel a glutation bioszintézise a citoszolban és a plasztiszban folyik (1.3.1.1. fejezet). Az
alland6 mitokondridlis GSH szint fontos lehet a mitokondridlis membran intaktsdganak
megorzésében, igy a mitokondrialis diszfunkci6 kivaltotta sejthalal elkeriilésében (Fernandez-
Checa 2003).

Annak érdekében, hogy megéllapitsuk a csokkent GSH szint mitokondrialis DHA redukciora
gyakorolt hatasat, frissen izolalt mitokondrialis szuszpenzidban a redukalt forma, aszkorbat
megjelenését kovettiik nyomon DHA (1 mM) hozzdadasat kovetden. Egyértelmiien csokkent a
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DHA redukcios kapacitas a BSO kezelt sejtekbdl izolalt mitokondriumok esetében, a nem
kezeltekbdl szarmazdkhoz képest (18. dbra). Habar a csokkenés egyértelmiien szignifikans volt
a BSO kezelt és a kontroll sejtekbdl szarmazo mitokondriumok, DHA redukciés kapacitasa
kozott, még kisebb kiilonbséget tapasztaltunk, mint glutation szintjikk kozott (15% vs. 38%)
(17B. és 18. abra). Ez a jelenség megerdsiti az alternativ, nem glutation-fiiggé DHA redukcios
folyamatok meglétét novényi mitokondriumban.

1

18. abra Kontroll és BSO kezelt sejtekbdl
szarmazo mitokondriumok, DHA redukcios
kapacitasa (* szignifikins a kontrollhoz
képest, p<0.05)

0,8 A

0,6 -
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0,2 A

aszkorbat (nmol/ mg fehérje)

A mitokondriélis glutation, DHA redukciohoz

valé hozzdjarulasat, a mitokondrialis glutation

Kontroll BSO szint DHA hozzaadasara kivaltott valtozasanak

(csokkenésének) nyomon kovetésével

hataroztuk meg. A glutation szintet a DHA (1 mM) hozzaadasa elétt, illetve 20 perccel késdbb

mértik meg, mikdzben parhuzamosan mértiik a DHA hozzdadasidra képzddd aszkorbat
mennyiségét is (19. abra).
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19. abra Mitokondrialis glutation (GSH) (A) és aszkorbat (B) szint DHA adagolas elétt és
20 perc inkubacios idot kovetéen

A metabolizmus barmely szubsztratjanak hidnyaban ilyenkor a tisztan glutation-fiiggd DHA
redukciordl kaphatunk képet a névényi mitokondriumban. A mitokondridlis glutation tartalom
csokkenése hozzavetblegesen az aszkorbat produkcid egyotodét tette ki (19. abra). A glutation
(csokkenés) igy durvan az aszkorbat produkcid 20%-aért lehet felelés. A DHA redukcid
fennmarad6 része nem glutation-fliggd modon valosulhat meg. Ezek koziil két folyamat
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részvétele meglehetésen valoszinli, azonban eddig egyiket sem vizsgaltdk ndvényi
mitokondriumok esetében. Az emlds analogiat alapul véve a tioredoxin reduktdz lehet az egyik,
mivel kimutattak, hogy a patkdny m4j tioredoxin reduktaz katalizalja a DHA NADPH-fiiggd
redukcidjat (May és mtsai 1997). Szintén patkany majsejteken végzett kisérletek alapjan, a
masik potens jelolt az a-liponsav lehet. Az o-liponsav-fiiggé redukciot olyan faktorok
stimulaltdk, amelyek novelték az a-liponsav, NADH-fiiggé dihidroliponsavva torténd
redukcidjat. A piruvat dehidrogenaz és az a-ketoglutatat dehidrogenaz, a-liponsav-, koenzim
A- és piruvat-, vagy a-ketoglutarat-fiiggé modon redukalta a DHA-ot aszkorbatta (Xu és Wells
1996).

Az el6z0 fejezetben ismertetetteknek megfeleléen a mitokondrialis elektrontranszfer lanc I1-es
komplexe is részt vesz a DHA redukcioban novényi mitokondriumokban. igy az elektron
transzferlanc szerepe, kivaloan tanulmanyozhat6 az inkubacios kozeghez adott 11-es komplex
szubsztrat, szukcinat, illetve II-es komplex inhibitor malonat és TTFA (thenoiltrifluoroaceton)
hatasa altal. Szukcinat hozzdadasara az aszkorbat produkcié mintegy 90%-kal megemelkedik,
amelyet szinte teljes mértékben fel lehet fiiggeszteni TTFA, vagy malonat egylittes
adagolasaval (20. abra).

1,8

1,6 -
14 20. abra Mitokondrialis II-
' es komplex szubsztrat
(szukcinat) és gatloszerek

(TTFA, malonat) hatasa a

¥
0,8 mitokondrialis DHA
0,6 A redukciora (* szignifikans a
04 - kontrollhoz képest, p<0.05)
0,2

0 ; ] ]

Kontroll Szukcinat TTFA Malonat Annak ellenére, hogy a

szukcinat mérsékelt gatlo

hatassal bir a mitokondrialis DHA felvételre (Szarka és mtsai 2004), ezen komplex Il szubsztrat

mégis jelentés mértékli (DHA adagolast kdvetd) aszkorbat termeléshez vezet (20. abra). A

megfigyelt szukcinat hatdsara bekovetkezd 10késszerli aszkorbat termelddés egyértelmiien a

megndvekedett elektronatadas eredménye, ami kompenzalni képes a mitokondrialis DHA
felvételre kifejtett negativ hatésat.

1,2 A

1 A

aszkorbat (nmol/ mg fehérje)

Osszefoglalasképp elmondhatjuk, hogy a mitokondrialis elektrontranszfer linc szerepét a
mitokondrialis aszkorbat reciklalasban eleddig méltatlanul alulbecsiilték.
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3.4. Fokozott ROS termelés és aszkorbat fogyasztas a PPR-40 Arabidopsisban

A mitokondrialis elektrontranszfer lancban 1étrejové barmilyen elektrondramlédsi nehézség,
vagy blokk az elektronok torlddasat, redukaltabb elektrontranszfer lanc komponenseket és
ezaltal fokozott reaktiv oxigénvegyiilet (ROS) képzddést idéz el6 (Szarka és mtsai 2012, 2013a,
2013b, 2014).

Az egyetlen jelenleg ismert mitokondrialis Ill-as komplex mutansban, a ppr-40-es
Arabidopsisban, a Ill-as komplexnél bekovetkezd elektron aramlasi blokk igen jelentds
mértéki reaktiv oxigénvegylilet (elsdsorban H202) szint emelkedéssel €s lipidperoxidacidval
jar egyiitt. Ezért kivalo vizsgalati objektum, a mitokondrialis elektrontranszfer és a C-vitamin
anyagcsere kapcsolatanak részletesebb felderitésére.

Els6 kisérleti 1épésként, az oxigénfogyasztason keresztiil meghataroztuk a 1égzést, mind vad
tipust, mind ppr-40 mutans sejt szuszpenziobol izolalt mitokondriumok esetében. A komplex
I 18 elektrondonorjat, NADH-t hasznalva légzési szubsztratként 50%-o0s csokkenést figyeltiink
meg a ppr-40 mitokondriumok esetében a vad tipushoz (Col-0) képest (21. abra A panel).
Komplex IT szubsztrat szukcinatot hasznalva, az el6z6 esethez hasonldéan 40%-kal alacsonyabb
oxigénfogyast tudtunk mérni (21. dbra A panel). Ezen mérési adatok alapjan a komplex I-en és
komplex 11-6n (a I1I-as komplexet megel6z6 komplexeken) keresztiili elektronaramok 1ényeges
mértékben csokkentek a ppr-40 mutansban. A mitokondridlis elektrontranszfer lancban a
komplex III tovabbitja az ubikinolrol érkez6 elektronokat a citokrom c-re a komplex IV
iranyaba, amely végiil citokrom c oxidaz aktivitasan keresztiil a molekularis oxigénre.
Aszkorbatot hasznalva komplex IV 1€gzési szubsztratként (Myers és mtsai 1980, Szarka ¢és
mtsai 2007) kozvetleniil meg tudtuk hatdrozni a szubsztratrél (aszkorbat) a molekularis
oxigénre torténd elektron atadas sebességét. Ebben az esetben mintegy 2.5-3-szor nagyobb
oxigénfogyasztast tudtunk mérni a ppr-40 mutans mitokondriumok esetében a vad tipushoz
(Col-0) képest (21. abra A panel).
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21. abra Komplex III blokk kovetkeztében kialakult csokkent légzés, fokozott IV-es
komplex (CCO), alternativ oxidaz (AOX) aktivitas és fokozott (IV-es komplexen
bekovetkezo) aszkorbat fogyasztas ppr-40 Arabidopsis mitokondriumokban

A csokkent komplex I és komplex II aktivitasokkal szemben eredményeink arrol tantiskodnak,
hogy a komplex IV teljes mértekben miikodOképes €s az aszkorbat legalabb részlegesen
athidalhatja, megkeriilheti a hibas komplex I1I-on keresztiili elektron transzfert a ppr-40 mutans
novényekben. Ezen kiviil a mutans ndvényekben a vad tipusthoz képest hozzavetdlegesen
kétszer akkora citokrom c oxidaz aktivitast (21. abra B panel), a gyokerekben 30%-kal, a sejt
szuszpenziodban pedig 80%-kal magasabb aszkorbat fogyasztast lehetett mérni (21. dbra C
panel). Ezen adatok mindegyike arra utal, hogy a ppr-40 mutansokban a komplex IV joval
nagyobb intenzitissal miikodott, mint a vad tipusd mitokondriumokban. Igy a ppr-40
mutansban tapasztalhato jelentés mértéki komplex Ill-on keresztiili elektron transzfer
visszaesés ellenére, a komplex IV aktivitdsa, az aszkorbaton keresztiil, megtartott volt és
jelentds mértékii oxigénfogyasztasra volt képes. A komplex III csokkent mértékii ubikinol
citokrom c¢ oxidoreduktaz aktivitasa, elektronaramlasi gatat eredményez, amely fokozott
mértékit ROS termelddéshez vezet. A komplex III-on keresztiili csokkent elektrondram esetén
az AOX képes az ubikinolrél atvenni a feles elektronokat, mikozben viz keletkezik és csokkenti
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a ROS terhelést (Vanlerberghe és Ordog 2002, Millenaar és Lambers 2003, Navrot és mtsai
2007). igy nem meglepé médon 60-70%-kal emelkedett AOX aktivitast tudtunk mérni a ppr-
40 mutansokban a vad tipushoz képest (21. dbra A panel).

3.5. Fokozott GLDH aktivitas és aszkorbat-glutation ciklus a ppr-40 ladfiiben

Az aszkorbat fogyas sebessége tobb ok miatt is megnd a ppr-40 mutans ndvényekben. Egyrészt
a komplex III blokk kovetkeztében kialakuld, magasabb ROS szint (3.4. fejezet) eliminalasa,
masrészt a megnovekedett [V-es komplex aktivitas, (mint alternativ 1égzési szubsztrat) (3.2. és
3.4. fejezet) fogja az aszkorbat DHA-ta (és MDHA-ta) torténd oxidacidjat fokozni. Ennek
megfeleléen mind mitokondrialis, mind sejtszinten joval alacsonyabb és oxidaltabb C-vitamin
szinteket tudtunk mérni a ppr-40 névények (és sejtek) esetében (22. abra).

A ppr-40-es mitokondrium aszkorbat szintje minddssze a negyedét, az aszkorbat + DHA szintje
pedig a harmadéat érte el a vad tipusi mitokondriuménak (22. dbra A panel). A sejt
szuszpenziobol izolalt mitokondrialis aszkorbat szint pedig a detektalasi kiiszob kornyékén
volt. Ez nem meglepd, hisz mér korabban is leirtdk, hogy a sejt szuszpenzidoban mérhetd
aszkorbat szint hozzavetdlegesen egy nagysagrenddel alacsonyabb, mint a zold szoveté (Potters
¢s mtsai 2004, Vandenhove és mtsai 2010). Hasonldan szignifikans, de valamivel kisebb
mértékli kiilonbséget lehetett megfigyelni a mutans és vad tipusu sejtek és zold szovet
homogenatumok aszkorbat és aszkorbat + DHA tartalmaban (22. abra B panel).

Az aszkorbat redox statuszat az aszkorbat/aszkorbat + DHA (teljes aszkorbat) arany alapjan
hataroztuk meg. A ppr-40 mutans €s a vad tipus kozott 1ényegi kiilonbséget teljes sejt (0.31 vs
0.33) vagy szoveti (0.91 vs 0.96) szinten nem lehetett kimutatni. Ezzel szemben a zdld
szovetbdl szdrmazd mitokondridlis aszkorbat joval oxidaltabb allapotban volt a ppr-40
mutansok esetében, mint a vad tipusban (0.56 vs 0.91). Ezek az eredmények azt valdszinisitik,
hogy az aszkorbat tartalomban €s redox statuszban bekovetkezd véaltozasok a mitokondriumbol
indulnak és csak masodlagosan érintik a teljes sejtet/ndvényt.
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22. abra Alacsonyabb és oxidaltabb C-vitamin szintek ppr-40 sejtek, szovetek és
mitokondriumok esetében (* szignifikans a kontrollhoz képest, p<0.05)

Az aszkorbat bioszintézise a mitokondridlis elektrontranszfer lanchoz kapcsolt folyamat, igy
mind a bioszintézis, mind a reciklalas vizsgalatara kivald lehetdséget ad a ppr-40 mutans
Arabidopsis thaliana novény. Az aszkorbinsav szint harom folyamat ereddje: szintézis,
fogyasztas, regeneracio (DHA-boI torténd redukcio) mindharom folyamat egylittes vizsgalata
vezethet eredményre. Ezért a fokozott fogyasztast kdvetden megvizsgaltuk a C-vitamin
bioszintézis mitokondriumhoz kapcsolt 1épésének az L-galaktono-1,4-laktonnak aszkorbatta
torténd oxidacidjat mutans és vad tipusta novényekben.

Az atalakitast végzé L-galaktono-1,4-lakton dehidrogenaz enzim mRNS szintje nem valtozott

A B meg (23. abra).
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L-galaktono-1,4-lakton dehidrogenaz kizardlag oxidalt citokrom c-t hasznal elektron
akceptorként (Bartoli és mtsai 2000). Igy nem meglepé modon minden olyan folyamat fokozza
az aktivitasat, amely a komplex III citokrom ¢ reduktaz aktivitasat csokkenti (Bartoli és mtsai
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2000, Zsigmond ¢és mtsai 2008, 3.4. fejezet). Természetesen azt sem szabad elfelejtentink, hogy
a ppr-40 mutans legalabb kétszeres citokrom c oxidaz aktivitasa révén joval oxidaltabb
citokrom c¢ allomannyal rendelkezik (Zsigmond és mtsai 2008, 3.4. fejezet). Mindezen
folyamatokkal konnyedén magyarazhat6 az emelkedett GLDH aktivitas.
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24. abra Az aszkorbat glutation ciklus enzimeinek aktivitasa vad tipusiu és ppr-40 mutans
novényekben, sejtekben és mitokondriumokban (* szignifikans a kontrollhoz képest,
p<0.05)

A fokozott aszkorbat fogyasztds €s oxidacid hatterében a korabban részletezett komplex IV
fiiggd folyamat (3.2. és 3.4. fejezet) mellett a fokozott mitokondridlis APX aktivitas allhat.
Esetiinkben ez nem igazolddott be, mivel enyhe, de szignifikans mértékben csdokkent APX
aktivitast tudtunk mérni mind ppr-40-es szuszpenzios sejtkultirabol, mind z6ld névényekbdl a
vad tipushoz képest (24. abra, A panel). Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a mutans
aszkorbat-glutation ciklus tobbi enzimének (MDHAR, DHAR, és GR) aktivitasat is. Az
elédzmények ismeretében nem meglepd modon, a ciklus minden enzimének emelkedet
aktivitasat tapasztaltuk a mutans névényekben €s az azokbol izolalt mitokondriumokban a vad
tipusti novényekhez viszonyitva (24. abra, B-D panel).
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A ciklus enzimeinek emelkedett aktivitdsa egyiitt jart a redukcidhoz elektronokat szolgaltato
(elektrondonor) GSH mitokondridlis szintjének emelkedésével a mutins novényekben (25.
abra).

0.3 0.14 39 1
oo —— 25. abra A glutation
) Opprao-1 | o | Oppr40-1 mitokondrialis szintje vad
‘@ 0.25 A ! ¥
S * * tipusi és ppr-40 mutans
E B o1 novényekbél  szarmazo
} ’ - -
g 0.08 | mitokondriumokban  (*
(=
g R szignifikans a kontrollhoz
5] 0.06 - ,
2 képest, p<0.05)
5 o1
G 0.04 A
2 oo A novekedést mind a
- 0021 redukalt, mind a teljes GSH
O . ey .
0 : 0 : szintjén tapasztalni lehetett.
GSH GSH+GSSG GSH GSH+GSSG Az emelkedés jéval

sejt szuszpenzié mitokondrium 26ld szévet mitokndrium markansabb volt a

sejtekbdl (2.7 és 2.1-szeres emelkedés) mint a z6ld ndvényekbdl (45 és 20%-os emelkedés)
szdrmazo mitokondriumok estében (25. abra). Ez egytttal a redox statusz egyértelmi reduktiv
iranyba val6 eltolddasat is jelentette (sejtszuszpenzidban 0.78-r61 0.99-re, z61d ndvénybdl 0.81-
r6l 0.98-ra). A DHA redukcié glutation fliiggd folyamatai, tehat egyértelmiien emelkedett
aktivitast mutattak a ppr-40 mutans névények mitokondriumaiban.

Ez a fajta kompenzéciés mechanizmus kordnt sem ismeretlen a névényi biotechnologiaban. Az
aszkorbat-glutation ciklus emelkedett aktivitdsardl szamoltak be példaul durum buza Cd
kivaltotta oxidativ stressz allapota esetében is (Paradiso és mtsai 2008). A fokozott aszkorbat
reciklalashoz sziikséges fokozott GSH ellatast a fokozott GSH bioszintézis, illetve
mitokondrialis import biztosithatja.

Nem meglepd modon a GSH bioszintézis elsd, egyben sebesség megatarozo 1épését katalizalo
enzim, a y-glutamilcisztein szintaz aktivitasa ismert modon fokozodik oxidativ stressz esetén
(Rausch és mtsai 2007). A glutation redox eltolodasat okozhatja a blokkolt elektron transzfer
lanc kovetkeztében, a matrixban felhalmoz6dd redukald ekvivalensek és a GR ppr-40-es
novényekben/sejtekben leirt aktivitdsemelkedése (24. dbra D panel). Hasonlo GSH
szintemelkedést figyeltek meg a mar emlitett Cd kezelt durum buza, illetve a csokkent aszkorbat
tartalmu, vtcl mutdns ladfii esetében (Paradiso ¢s mtsai 2008, Pavet és mtsai 2005). A
kompenzacioés mechanizmus megfigyelhetd volt az E-, C-vitamin, illetve GSH deficiens (vtel,
vtcl és cadl) ludfii mutansokban is. Altalanossagban véve a harom antioxidans egyikének a
csokkent szintje, maga utan vonta a masik kettd, kompenzacids emelkedését (Kanwischer és
mtsai 2005). A kompenzaciés mechanizmus minden bizonnyal szerepet kap a lipidperoxidacio
elleni védelemben is. Tekintve, hogy az aszkorbat-glutation ciklus részt vesz a tokoferil gyok
tokoferolla torténd redukalasaban (Fryer 1992), az aszkorbat-glutation ciklus emelkedett
aktivitdsa révén nem csak a fokozott H»0, képzdédést, hanem a jelentds mértékii
lipidperoxidaciot is mérsékelheti a ppr-40-es ndvényekben. Més mitokondridlis 1égzési
komplex mutacioval rendelkezé novények esetében is megfigyelhetd hasonld ROS ellenes,
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kompenzaciés mechanizmus. Igy a ppr-40-es ladfithoz hasonléan a komplex I funkcidjaban
karosodott CMSII (cytoplasmic male-sterile mutant) dohany (Nicotiana sylvestris) is
emelkedett AOX és mitokondridlis MnSOD kifejezddéssel jellemezhetd. A CMSII esetében
tapasztalhatdo AOX és MnSOD indukci6 alacsonyabb H»>O> szinttel jar egylitt, ugyanakkor sem
a GSH, sem az aszkorbat tartalma lényegesen nem valtozik (Dutilleul és mtsai 2003b). Egy
masik complex I mutans, a Frol ludfli esetében azonban intenziv NBT (nitroblue tetrazolium)
¢s DAB (3,3’-diaminobenzidine) festédés tapasztalhatd, ami emelkedett szuperoxid és H20»
szintet mutat €s arra utal, hogy a frol mutans alland6 médon emelkedett ROS szinttel
jellemezhet6d (Lee és mtsai 2002). A CMSII mutanssal kapcsolatban korabban megvaltozott
fotoszintetikus aktivitasrol, valamint emelkedett rotenon rezisztens l1égzésrdl szamoltak be
(Sabar és mtsai 2000, Dutilleul és mtsai 2003b), ami egyértelmiien arra utal, hogy bar a komplex
I funkcioja kiesett, de a 1égzési elektronaram alternativ utakon megtartott maradt. A CMSII
nem foszforilacids 1€gzési enzimei (a rotenon inszenzitiv NAD(P)H dehidrogenazok) normalis
in vivo 1égzési szintet képesek fenntartani (Dutilleul és mtsai 2003). A ppr-40 azonban az
emelkedett AOX aktivitas ellenére képtelen erre (3.4. fejezet, Zsigmond és mtsai 2008). A nem
teljes mértékben kompenzalt 1égzés okozhatja a ROS felhalmozdodasat (a CMSII mutans
teljesen kompenzalt 1égzésével ellentétben) a ppr-40 ladfii esetében.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az altalunk leirt (antioxidans) kompenzacidés mechanizmus
ellenére jelentdsen alacsonyabb teljes C-vitamin szint jellemezte a ppr-40 mutans ndvényeket.
A mutans ndvényekbdl izolalt mitokondriumban még jelentdsebb mértékben csokkent a C-
vitamin szintje, illetve a mitokondriumokban, a teljes novényi szovettel ellentétben, az
aszkorbat redox statusa is jelentdsen eltolodott az oxidalt forma DHA irdnyaba (22. &bra)
jelezve, hogy a megnovekedett regeneracios €s szintetikus kapacités is kevésnek bizonyult a
I11-as komplexnél bekdvetkezd elektronaramlasi blokk kovetkeztében kialakuld oxidativ
stressz €s fokozott aszkorbat fogyasztds kompenzalasara.

3.6. Eltéré mechanizmusu DHA és gliikoz transzport ludfi szuszpenzios sejtkulturaban

A mitokondrialis rendszerrel kapcsolatban felgylilt tapasztalatok alapjan megkiséreltiik a
plazmamembranon keresztiil zajlo C-vitamin és gliikéz transzportfolyamatok részletesebb
jellemzését.

Annak ellenére, hogy a plazmamembran C-vitamin transzportrendszerei, minden eddig vizsgalt
novényi szovet altalanos sajatsaganak tlinnek, a transzportalt molekula redox statusza
(aszkorbat vagy DHA) és a hexdz transzporterek esetleges szerepe vizsgalatunk kezdetekor
teljes mértékben kétséges volt (Horemans €s mtsai 2000). Az allati szovetekben, az aszkorbat
natrium-fiiggd transzportereken (1.2.2. fejezet, Daruwala és mtsai 1999, Tsukaguchi és mtsai
1999), a DHA pedig gliikoz (GLUT) transzportereken keresztiil, jut be a sejtbe (1.2.2. fejezet,
Vera és mtsai 1993, Mandl és mtsai 2009).
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Kiilonboz6 redox statusza *C jeldlt C-vitamint (aszkorbat, DHA keveréket) allitottunk eld
redukélo/oxidalo szerek segitségével. A C-vitamin redox allapota a 87.9%-ban redukalttol (50
mM DTT jelenlétében) egészen az 5.7%-ban redukaltig (20 perces aszkorbat oxidazos kezelést
kovetden) terjedt (26. abra). Kiilonosen kontroll koriilmények kozott (barmiféle redox aktiv
anyag tavollétében) a hozzaadott aszkorbatot a sejtek mintegy 20 perc alatt oxidaltak. Az
oxidacio egyértelmiien a sejtek jelenlétéhez kotddott, mivel azok tavollétében még 1 ora
elteltével is teljes mértékben redukalt maradt. Linearis Osszefiiggést taldltunk a kiilso
inkubéacios kozeg DHA tartalma és a transzportra keriild radioaktivitds (DHA) kozott (26. abra).

y = 0,8413x - 3,0862

2 1204 9

= R2= 0.8886 -

E 100 26. abra A kiilso inkubacios kozeg

g_ 80 DHA tartalma (redox statusza) és

2 & a DHA felvétel kapcsolata

o

;g sl Felmertilhet annak a lehetdsége,

E-’ 20 hogy az altalunk alkalmazott redox

3 o ] y ; i s aktiv reagensek, mint példaul a
0 20 40 60 80 100 DTT, merkapto-etanol, vagy a GSH

% DHA az inkubalé kézegben reagalhat a fehérjék tiol

csoportjaival. Ez felveti annak a
lehetdségét, hogy ezen vegyiiletek oly médon gyakorolnak hatést a felvétel aktivitasara, hogy
a jelenlévo fehérjék tiol csoportjainak redox allapotat valtoztatjak meg. Izolalt plazmamembran
zsakokcskak esetében azonban a szulthidril reagensek (pl. p-kloromerkuribenzénszulfonsav €s
N-etilmaleimid) nem valtoztattak meg a DHA sejtekbe iranyuld transzportjat (Horemans és
mtsai 1996). Ezen kiviil oxidativ stressz esetén a DHA transzport inkdbb csékkent, minthogy
nétt volna, pedig ez lenne varhatd, amennyiben a DTT és mas redukalé anyagok valamiféle
altalanos hatast gyakorolnanak a ndvényi sejtek redox allapotara (Horemans és mtsai 2007).
Mindezek alapjan tobb mint valdszinli, hogy pusztdn a DHA és nem az aszkorbinsav a C-
vitamin transzportformaja ndvényi sejtkulturak esetén.

Itt érdemes megjegyezniink, hogy a sejtek képesek a tapkodzeghez adott aszkorbat gyors és teljes
oxidaciojara, megerdsitve azokat a korabban BY?2 dohany sejteken (Potters és mtsai 2000),
illetve bab plazma membran zsdkocskakon (Horemans és mtsai 1997) kapott eredményeket,
amelyek szerint a sejtkultirak tapkozegében 1év aszkorbat redox allapota inkabb az oxidalt,
mig az egészséges ndvényi szovetekben inkabb a redukalt felé (Horemans és mtsai 2000) van
eltolva. Habar az oxidacid természetét részletekbe menden nem vizsgaltuk, annak forrasa
esélyesen az endogén aszkorbat oxidazok. Az apoplasztban talalhatd aszkorbat oxidazt aktivan
szekretaljak az auxin tartalmu MS téapoldatban (mint amilyenben mi is fenntartottuk a sejtek)
fenntartott tok (Cucurbita speciesek) sejtek a sejtfenntarté médiumba (Esaka és mtsai 1992).

Ezt koveten az allati sejtek esetében az aszkorbat felvételt gatlo 6-bromo-6-deoxi-aszkorbat
(BrAsc) (Corpe és mtsai 2005) hatasat vizsgaltuk meg. Méréseink egyértelmtien arra utaltak,
hogy a ndvényi sejtek esetében a gatloszer hatastalan (27. bra).
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20+ 27. abra A 6-bromo-6-deoxi-aszkorbat

hatasa a DHA plazmamembranon

az els6 aszkorbat analdég, amelyrol
kideriilt, hogy teljes mértékben specifikus
az allati szovetek Na-fiiggd C-vitamin
transzportereire ¢s nem szallitjak a GLUT
transzporterek, mivel lehetséges BrDHA-t4 torténd oxidacidja, de nem zarodik hemiketal
formava, amely normalis koriilmények kozott a GLUT transzporterek transzportformaja (Corpe
és mtsai 2005). Eppen ezért az allati transzporter kutatdsban ez egy viszonylag 01j eszkoz az
aszkorbat és DHA transzport megkiilonboztetésére. A BrAsc DHA transzportra valo

s

g I [

S g ; i l keresztiili felvételére

g

< 40l 1

2 = I A BrAsc nem kompetalt a DHA felvétellel
— = novényi sejtekben (27. dbra). A BrAsc volt
g 201

<

5

Kontroll 50 uM BrAsc 100 uM BrAsc 500 uM BrAsc

hatastalansaga biztosan nem az oxidalt BrDHA instabilitasaban keresendd, mivel mind a
BrDHA-ot, mind a DHA-ot 100%-ban vissza tudtuk nyerni (redukalni) a 20 perces
id6intervallumon beliil. Ez azt jelenti, hogy a DHA ndvényekben is a hemiketal formaban
keriilhet felvételre, vagy legalabbis az allati aszkorbat transzporterek nem aktivak a ndvényi
plazmamembranban. Mindent egyiittvéve, mind az aszkorbat redox allapotanak befolyésolésa,
mind a BrAsc-tal végzett kisérletek egyértelmiien arra utalnak, hogy az exponencialisan
novekvo ludfi sejtek kizarolag a DHA-ot veszik fel, az aszkorbatot pedig nem. Korabban izolalt
protoplasztokon és plazmamembran zsakocskakon végzett kisérletek is azt valoszintsitették,
hogy a DHA a preferalt transzportforma (Foyer és Lelandais 1996, Horemans és mtsai 1997).
Ugyanakkor borso protoplasztok esetében mind a két forma (aszkorbat, DHA) transzportjat
leirtak (Rautenkranz és mtsai 1994). Ezen kisérletek soran azonban nem kovették nyomon az
inkubald kozegben talalhatd aszkorbat redox allapotat, éppen ezért a transzportalt formarol
feleloséggel nem lehet nyilatkozni.

A kovetkezokben kimutattuk, hogy a DHA transzport telitési kinetikat mutat (28. 4bra),
egyuttal meghataroztuk a transzport kinetikai paramétereit (Km: 42.9 uM, Vmax: 99.5
pmol/min/mg). Mind a DHA, mind a gliik6z transzportja idében linearisnak bizonyult
(legalabbis 1 ora idétartamig). A mitokondridlis transzporter kinetikai paramétereihez képest a
plazmamembran transzporter joval nagyobb affinitast és transzport kapacitast mutatott (lasd
korabban 1. tdblazat). Ezek a megfigyelések eltérd transzportrendszerekre utalnak. A tovabbi
vizsgalatok soran a DHA esetében 50 uM-os a gliik6z esetében 55 uM-os koncentraciot
alkalmaztunk, mivel ezek az értékek kozel alltak a mért Km értékekhez. A
transzportfolyamatokat 20 percig kovettiik nyomon.
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28. abra A DHA transzport
ligandkoncentracio fiiggése
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A novényi mitokondridlis (3.1. fejezet, Szarka
¢s mtsai 2004), illetve az allati sejtek (1.2.2.
fejezet, Vera ¢és mtsai 1993) esetében
tapasztalt DHA, gliik6z keresztgalas miatt,
' ' ‘ ' . ' ' megvizsgaltuk, hogy a két anyag transzportja
50 100 150 200 250 300 350  yerseng-e egymassal. 100-szoros gliikkdz és

DHA kovicerrsiclo (M) 10-szeres DHA felesleget alkalmazva sem
tudtunk kompeticiot kimutatni a két anyag transzportja kozott (29. abra).

S
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DHA felvétel (pmol/perc/ mg FW)
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mitokondrialis transzportméréseknél is
alkalmazott potencialis transzport gatl anyag

$ 9 A 29. abra. A DHA és  gliikoz
Eo 80 1 transzportfolyamatok  keresztgatlasanak
B ;g + vizsgalata

E 50{ |

& 401 Ezt kovetden harom, mar korabban a
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5

hatasat vizsgaltuk meg. A genisteinét (amely
egy izoflavon, ismert DHA ¢és gliikkoz
B transzport gatlo allati sejtek (Vera és mtsai
21 + + 1996) és névényi mitokondriumok (Szarka és

mtsai 2004) esetében), a cytochalasin B-ét
(amely egy gombatoxin, ismert glikoz

kontroll 50 pM gliikéz 500 puM gliikéz 5 mM gliikéz

transzport gatld) és phloretinét (amely egy
flavonoid ¢€s ismert gliikkdz transzport gatlo,
mind allati, mind ndvényi sejtek esetében). A
I '100pM DHA‘SOO”M DH; ' phloretin és a cytochalasin B csekély nem

szignifikans, viszont a genistein
koncentraciofiiggd modon szignifikans gatlast mutatott a novényi sejtek glikoz felvétele
esetében (30. abra). A DHA transzport esetében pont ellentétes gatlasi profilt figyelhettiink
meg, a genistein nem, viszont a cytochalasin B (86.8%-os gatlas) és a phloretin (73.3%-0S
gatlas) szignifikdns mértékben gatolta a transzportot (30. abra). Ahogy kordbban lattuk a
novényi mitokondriumok esetében a gliikoz és a DHA felvétel egymassal verseng és mindkett6t
gatolja a genistein. Mindezek alapjan igen valdszinii, hogy ugyanaz a transzporter, vagy kozeli
kapcsolatban 4ll6 transzportrendszerek végzik a két anyag transzportjat (3.1. fejezet, Szarka és
mtsai 2004). Ezzel szemben az intakt ludfii sejtek esetében a DHA ¢és a gliikéz felvétele kozott
semmiféle versengést sem tapasztaltunk. Ezen kiviil a két transzportrendszer ellentétesen
reagalt az alkalmazott gatloszerekre (30. dbra).

gliikoz felvétel (pmol/perc/ mg FW)
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120 - A 30. abra A DHA ¢és gliikoz
~§ 100 { iy 3 transzportfolyamatok inhibicids
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2 6o - - N ellentétben (Vera és mtsai 1993, Mandl
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§ cukrot. A DHA felvétel atlagos
o) mértéke ludfii sejtek esetében azonban

nem kiillonbozott attol az esettdl, amikor az inkubaldé kozeg 3 (w/v) %-nyi szachardzt
tartalmazott (Horemans és mtsai 2007), amely arra utal, hogy a szachar6z érdemben nem
befolyasolja a DHA felvételét.

Osszefoglalva megfigyeléseink igen érdekes eredménnyel zérultak, elséként irtuk le, hogy a
novényi sejtekben két kiillonbozd tipust nagy affinitdsi DHA transzportrendszer 1étezik: a
mitokondridlis, amely nagy valdszinliség szerint hasonld a gliikdz transzporterekhez (3.1.
fejezet), illetve a plazmamembranban taladlhatd, amely egyértelmiien kiilonbozik a gliikéz
transzporterektdl.

3.7. Hipotetikus modelliink: A mitokondrium, a mitokondrialis elektrontranszfer
szerepe a C-vitamin szintézisben, regeneracioban; az aszkorbat/DHA redox paros
szerepe a mitokondrialis elektrontranszferben

Eddig elért eredményeink alapjan a kovetkezd modell valdszinlisithetd: a mitokondridlis két
membran kozotti térben, az APX aktivitds révén keletkezd DHA, egy gliikdz transzport(er)
segitségével, jut at a bels6 membranon. A DHA, ezt kdvetden a mitokondridlis méatrixban
aszkorbatta redukalodik az aszkorbat-glutation ciklus, vagy a komplex Il-r6l szarmazo
elektronok révén. Az aszkorbat egy része, jelenleg nem pontosan tisztazott koriilmények kozott
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elhagyja a mitokondridlis matrixot. A két membran kozotti térbe visszajutott (vagy ott 1évo)
aszkorbat elektronjait a komplex I'V-re juttatva oxidalodik (31. abra).

Intermembran tér

DHA DHA < Asc

31. abra Az aszkorbat/DHA kor hipotetikus dsszefoglalo modellabraja

A hipotetézis legkevésbé tisztazott eleme az aszkorbat matrixbol torténd kijutdsa. A
korfolyamat limitald 1épése minden valdszinliség szerint pont ez a 1épés lehet, mivel a DHA
redukcié eredményeként keletkezd aszkorbat a matrixhoz képest jelentds késedelemmel jelenik
csak meg az extramitokondridlis térben (membran kozti térben). Az aszkorbat/DHA redox
paros altal képviselt elektron aram, egyféle alternativ elektron dramlasi Gtvonalat jelenthet a
komplex III barmilyen sériilése, blokkja esetén, elektronokat véve fel a komplex I11-nél (a DHA
aszkorbatta torténd reducidjaval) és elektronokat adva (ezen a keriild Gton keresztiil) a komplex
IV-nek (az aszkorbat DHA-t4 oxidalasaval). Osszegezésképp elmondhatjuk, hogy a novényi
mitokondrialis elektron transzfer lanc nemcsak az aszkorbat bioszintézisben, hanem annak

crer

3.8. A mitokondrialis glukoz transzport hattere: mitokondrialis invertaz aktivitas
és a vele osszefiiggd cukortranszport folyamatok

Az 3.1. fejezetben ismertetett mitokondridlis DHA/gliikoz transzportfolyamat, DHA
transzporttal kapcsolatos torténéseit és annak tudomanyos kovetkezményeit, bedgyazasat a
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fentiekben (3.2.-3.7. fejezetek) alaposan Kkifejtettiik. A gliikkoz transzport megléte, annak
indokoltsdga és molekularis hattere hosszi ideig rejtély volt. Az eldrelépéshez egy kis
kitekintésre és a tudomanyteriileten bekovetkez6 eldrelépésre, mondhatni némi kiils6 segitségre
volt szlikségiink. Milyen folyamat igényelhet, eredményezhet gliikkozt a mitokondriumban? In
silico és genetikai adatok arra utaltak, hogy az invertazok egyik alcsoportja, esetlegesen
mitokondrialis lokalizacioval rendelkezhet (Murayama és Handa 2007). Igy kisérleteink
kiindulasakor feltételeztiik, hogy az alkalikus/neutralis invertdzok egy csoportja megtalalhat6 a
ndvényi sejtorganellumokban.

A mitokondrialis invertaz aktivitds pontos elhelyezkedésének felderitése érdekében
szubmitokondridlis frakciokat (kiils6-, belsé mitokondridlis membran, matrix) preparaltunk
frissen izolalt csicsoka mitokondriumokbol. A mitokondrilis invertdz aktivitas egyértelmiien
a mitokondridlis matrix frakcioban volt a legnagyobb (7. tablazat). Az invertdz mitokondrialis
matrixban torténd elhelyezkedésének valoszinliségét tovabb erdsitette a tipikus matrix enzim
fumardz teljesen hasonld szubmitokondrialis eloszldsa (7. tiblazat). A belsd membran
felszakadasa és a kovetkeztében, még ha igen kismértékben is kiaramlé matrix (tartalom) igen
komoly keresztszennyezést okoz a meglehetdsen kis térfogati membran kozti térben (Moller
¢s mtsai 1987). Még ennek ellenére is mindkét enzim aktivitasa legalabb négyszer kisebb volt
(a membrankozti térben), mint a matrix frakcioban. Ezért a matrix frakciét hasznaltuk a
mitokondridlis invertaz aktivitas tovabbi jellemzésére.

7. tablazat Az invertaz és a mitokondrialis markerenzim, fumaraz szubmitokondrialis
eloszlasa csicsoka mitokondriumban

Szubmitokondridlis Invertaz aktivités Fumaraz aktivitas
frakei6 (nmol mintmg™) (nmol mintmg™)
Matrix 19.55+0.22 (6) 689 £ 21 (6)

Bels6 membran 0.54 £0.10 (6) 22 £12(6)
Kiils6 membran 0.77 £0.02 (6) 26 £ 16 (6)

Tekintve, hogy az invertazokat a pH optimumuk alapjan osztalyozzak, mi is meghataroztuk a
mitokondridlis invertdz aktivitds pH fliggését. A mitokondridlis invertdz aktivitds egy
monofazisos pH profilt mutatott, amelynek 7.2-nél volt a maximuma (32. abra A panel). A pH
optimuma alapjan, tehat a mitokondridlis invertdzt a neutralis invertdzok csalddjaba
sorolhatjuk. Az enzim aktivitasa gyakorlatilag alland6 volt (egyenletesen emelkedett) a vizsgalt
id6intervallumon beliil (32. abra B panel). A hosszabb inkubacioés id6 utan tapasztalhaté enyhe
csokkenés minden bizonnyal a termékek lehetséges gatldo hatdsanak tudhatd be. A reakcio,
ndvekvo szachardz (szubsztrat) koncentraciotol valo fliggését a 32. abra C panel mutatja, amely
alapjan megallapithatjuk, hogy a mitokondrialis invertaz tipikus telitési kinetikat mutat, 21 mM
koriili Km értékkel, amely az ismert novényi invertdzok Km érték tartomanyaba esik (Lee és
Sturm 1996, Vorster és Botha 1998, Sturm 1999, Sturm és mtsai 1999). Egy parhuzamos
kisérletben sem a raffindzt, sem a maltozt (mindkettét 100 mM-os koncentracidban alkalmazva)
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nem hasitotta a mitokondrialis matrix frakcid, amely arra utal, hogy a mitokondrialis invertaz
nem rendelkezik B-fruktofuranozidaz aktivitassal.
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32. abra A mitokondrialis invertaz aktivitas pH optimuma, kinetikai sajatsagai

Az inkubacios homérséklet emelése 1ényegesen fokozta az enzimaktivitast (8. tablazat). A
tipikus alkalikus/neutralis invertaz gatld Tris szignifikdnsan, koncentraciofiiggd modon gatolta
a matrix invertaz enzimaktivitast (8. tablazat). Gyakorlatilag teljes mértékben gatolta az enzim
aktivitasat a HgClo, AgNOs3, ZnCl; és a CuSO4 1 mM-os koncentracioban. A tipikus alkalikus
invertaz gatloszerek, mint a MgClz és a CaClz (mindkettd 1 mM-os koncentracioban) azonban
teljesen hatdstalannak bizonyultak, megerdsitve, hogy a mitokondrialis invertdz a neutralis
invertazok csaladjéba tartozik. A reakcido mindkét terméke, a fruktdz és a gliikdz is gatolta a
szachar6z hasitasat (8. tablazat). A gliikoz és frukt6z hozzaadasara viszont nem tapasztaltunk
szacharoz képzddést a matrix frakcidban.
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8. tablazat Kiilonbozo anyagok hatasa mitokondrialis invertaz aktivitasra

Hozz4adott anyag Invertaz aktivitas (nmol min"*mg?) Gatlas (%)
kontroll (szoba hom.) 11.64+0.47 (9) 0
37°C 26.93 + 0.47* (3) NA
Tris (1 mM) 3.00 = 0.48* (3) 74
Tris (10 mM) 1.49 + 0.24* (3) 87
ZnCl (1 mM) 0* (3) 100
CuSO4 (1 mM) 0* (3) 100
HgCl2 (1 mM) 133 +0.23* (3) 89
AgNO; (1 mM) 1.35£0.27* (3) 88
ZnClz (0.1 mM) 1.84 % 0.09% (3) 84
CuSO4 (0.1 mM) 6.30 = 0.08* (3) 46
HgClz (0.1 mM) 6.04 = 0.14* (3) 48
AgNO;3 (0.1 mM) 733 +0.10* (3) 37
MgCl2 (1 mM) 1130 % 0.52 (3) 3
CaClz (1 mM) 11.97 £0.41 (3) 0
Gliik6z (40 mM) 0* (3) 100
Fruktz (4 mM) 9.08 = 0.61(3)* 22
Frukt6z (40 mM) 5.57+0.13 (3)* 52

* szignifikans a kontrollhoz képest, p<0.05

Elmondhatjuk, hogy kisérleteink soran funkciondlisan bizonyitani tudtuk, hogy invertaz
aktivitas talalhatdé a mitokondriumban, még pontosabban a mitokondrialis matrixban (7.
tablazat). A vizsgalt enzimet, pH optimuma alapjan neutralis invertdznak sorolhatjuk be. Ezt a
besorolast tovabbi megfigyelések is merdsitik: 1. az enzim Km értéke a mar ismert neutralis
invertazok Km érték tartomanyaba esik (Lee és Sturm 1996, Gallagher és Pollock 1998, Vorster
és Botha 1998, Sturm 1999); 2. az enzim aktivitdsa olyan tipikus neutralis invertaz
inhibitorokkal gatolhat6, mint a Tris, a fruktoz, az AgClz, a HgCl, a CuSOs4 és a ZnCl, (Lee és
Sturm 1996, Gallagher és Pollock 1998, Vorster ¢s Botha 1998, Sturm 1999); 3. az enzim nem
gatolhato az olyan tipikus alkalikus invertaz gatlokkal, mint a MgCl» és a CaClz (Lee és Sturm
1996, Gallagher és Pollock 1998, Vorster és Botha 1998, Sturm 1999); 4. enzimiink maés
neutralis invertdzokhoz hasonldéan specifikus a szachardzra és nem mutat B-fruktofuranozidaz
aktivitast (Gallagher és Pollock 1998, Sturm 1999).
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3.8.1. A kapcsolodé cukor transzporterek jellemzése

A mitokondridlis matrixban elhelyezkedd invertaz aktivitas, a mitokondrialis bels6 membranon
keresztiili szénhidrat forgalom meglétét igényli, amely sordn a szachardz belép, mig az invertaz
aktivitas soran képzddo gliikkoz és fruktdz elhagyja a mitokondriumot. Mindazonaltal az sem
elképzelhetetlen, hogy a glikéz ¢és fruktéz tovabbalakul, vagy felhalmozodik a
mitokondriumban. A folyamat részletesebb vizsgalata soran a szachardéz csicsoka
mitokondriumhoz adagolasat kovetéen vizsgaltuk a fruktoz és a glikéz megjelenését a
mitokondrialis matrixban és az extramitokondridlis kozegben. A matriban és az inkubacids
kozegben igen hasonlo frukt6z koncentracidkat tudtunk mérni (4.81+0.46 vs. 5.13+0.20 mM)
2 oras 100 mM szachardzzal torténd inkubaciot kovetden. (Szachardéz hozzaadasa nélkiil a
fruktoz jelenléte kimutathatatlan volt.) Ez alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a gliikoz és a
fruktéoz mitokondrialis felhalmozodasa nem kovetkezik be. Ugyanakkor ez a megfigyelés
fruktoz és gliikkdz transzporterek meglétére utalt a mitokondrilis bels6 membranban.

A porin csatornak kivalo utvonalat biztositanak a kiilsé mitokondrialis membranon keresztiil a
kis molstulyt (kisebb, mint 5000 Da) anyagcsere koztitermékek szdmara (pl. ATP, ADP,
szukcinat) (Colombini 1979). Nem meglep6é modon a kiilsé mitokondrialis membran nem is
befolyasolta a mitokondridlis gliikkoz transzportot dohdny mitokondriumok esetében (3.1.
fejezet, Szarka és mtsai 2004). Ennek megfeleléen, a cukrok felvétele ez esetben is teljesen
hasonlonak bizonyult mitokondriumok és mitoplasztok esetében (9. tablazat).

9. tablazat Fruktoéz, szacharoz és gliikoz felvétel csicsoka mitokondriumba és
mitoplasztba

Ligand Felvétel (nmol min™mg™ protein)
mitokondrium mitoplaszt
Fruktoz 0.36 = 0.01 (3) 0.38 £ 0.02 (3)
Szachar6z 0.34 £ 0.06 (3) 0.36 £ 0.03 (3)
Gliikoz 0.32+0.01 (3) 0.33 £0.02 (3)

Ezért minden tovabbi transzportmérést intakt mitokondriumokon végeztiink. Tekintve, hogy a
ndvényi sejtek mitokondridlis gliikdz transzporterét mar a korabbiakban leirtuk (3.1. fejezet,
Szarka és mtsai 2004) inkabb a masik két cukor transzportjara fokuszaltunk. A frissen izolalt
csicsoka mitokondriumok mind a harom radioaktivan jelzett cukrot (fruktdz, gliikoz, szachar6z)
felvették (33. abra). Ahogy a mddszerek leirasanal jeleztiik a porusképzd alameticinnel egyiitt
inkubalt mintdk segitségével meghatdroztuk a radioaktivan jelolt anyagok nem specifikus
kotddését. Az alameticin jelenlétében a mitokondriumhoz k6tddott radioaktivitas a megfeleld
kontroll érték kevesebb, mint 20%-a volt. A gliikéz, fruktdz és szachardz felvétel 5-10 perc
alatt elérte az allandosult allapotot (33. abra).
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e 33. dbra A mitokondrialis
szacharoz (A), gliikoz (m),
fruktoz (e) felvétel idofiiggése

Megfigyeléseinkhez hasonlatosan
paradicsom tonoplaszt membranok
esetében 1s gyors ¢és 1dofiiggd
glikoz, fruktéz ¢és szacharoz
felvételrél szamoltak be (Milner és
mtsai 1995). A kiilonb6zé cukor
transzportfolyamatok Kinetikai
paramétereinek meghatdrozasa
céljabol kiilonbozd extramitokondrialis cukorkoncentracioknal (0.25-50 mM) végeztiik el a

Gliikoz, fruktdz, szacharoz felvétel
(nmol/mg fehérje)

Inkubacids id6 (perc)

cukorfelvétel vizsgalatokat. A kiilonbozd cukrok esetében eltérd kinetikai jellegzetességeket
tudtunk megfigyelni. A Lineweaver—Burk modszerrel szamolva, a gliikoz és fruktdz transzport
nagyobb affinitdssal ¢és kisebb kapacitdssal jellemezhetd (10. tablazat). Itt érdemes
megjegyezniink, hogy az FEadie-Hofstee modszerrel szdmolva igen hasonld kinetikai
paramétereket kaptunk.

10. tablazat A mitokondrialis fruktoz, szacharéz és gliikoz felvétel kinetikai paraméterei

Ligand Km (MM) Vmax (nmol mintmg* protein)
Fruktoz 8.4 3.65

Szachat6z 57.1 15.13

Gliikoz 10.4 2.89

A mitokondrialis szacharoz felvétel joval alacsonyabb affinitast (Km 57 mM) mutatott, mint a
gliikoz és a fruktoz felvétele (Km 10.4 és 8.4 mM). A szacharoz felvétel 57 mM-0s Kn, értéke
meglehetdsen magasnak tlinik, azonban érdemes megjegyezniink, hogy a metabolitok
szubcellularis eloszlasaval kapcsolatos tanulmanyok igen magas citoszolikus szachardz
koncentraciokrol szamoltak be. Burgonya gumok esetében 41 mM-o0s (Farré és mtsai 2001),
cukornad szuszpenzios sejtek esetében 180 mM-os (Preisser és mtsai 1992), zeller esetében 86
MM -os és Oszibarack esetében 106 mM-os (Nadwodnik és Lohaus 2008) citoszolikus szachar6z
koncentraciokat mértek. Masfeldl a mar emlitett tonoplaszt tanulmany még magasabb Km
értekekrdl szamolt be, 232 mM-r6l a szacharoz, 122 mM-rdl a gliikkoz €s 120 mM-rol a fruktoz
transzport esetében (Milner és mtsai 1995).

A kiilonb6z6 cukortranszportok lehetséges interakcidjat vizsgalva a lehetséges kompetdld
cukrok 30-szoros feleslegében is meghataroztuk az egyes cukrok felvételét. Mindegyik cukor
gyenge, statisztikailag nem szignifikans gatlo hatast gyakorolt a masik két cukor felvételére
(11. tablazat). Ez a megfigyelés arra utal, hogy a harom kiilonbdz6 cukor, harom kiilonb6z6
transzportert hasznal a mitokondrialis belsé membranon keresztiili atjutdsara. Mindenesetre, ha
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egy transzportert is hasznalnak, akkor sem versengenek egymadssal a kotohelyért. Ezt a
feltételezést erdsiti a genistein €s az aszkorbat cukortranszport folyamatokra gyakorolt eltérd
hatasa is (11. tablazat). A glikéz (3.1. fejezet, Szarka és mtsai 2004) és a szacharoz (11.
tablazat) transzportjat szignifikdns mértékben gatolta az ismert GLUT1 gatloszer genistein
(Vera és mtsai 1996), viszont a fruktdz transzportjara semmiféle hatast sem gyakorolt (11.
tablazat). A gliikoz transzportot szignifikansan gatolta az aszkorbat (3.1. fejezet, Szarka és
mtsai 2004), azonban a szachardz és a fruktoz transzportjara semmiféle hatast sem gyakorolt
(11. tablazat). A korabban mar emlitett paradicsom tonoplaszt transzport esetében is harom
kiilonbozo transzporter jelenlétét feltételezték a hasonloan hianyzé keresztgatlasok miatt
(Milner és mtsai 1995).

11. tablazat Kiilonb6z6 anyagok hatasa a mitokondrialis fruktéz, szacharoz és gliikoz
felvételre

Reagens Felvétel (nmol min"*mg?* protein)
fruktoz szachar6z glikoz

Kontroll 034+0.11(12)  0.33+0.12(9) 0.21+0.03 (5)
Frukté6z (30 mM) N.M. 0.28 +0.17 (5) 0.18 +0.08 (3)
Szachar6z (30 mM) 0.28 + 0.05 (5) N.M. 0.20 £ 0.08 (3)
Gliikoz (30 mM) 0.26 % 0.08 (5) 0.26 + 0.14 (5) N.M.
Szukcint (5 mM) 026+0.03 (6)  0.24+0.05 (6) 0.20 +0.03 (3)
KCN (1 mM) 0.29 + 0.02 (3) 0,28 + 0.06 (3) N.M.
2,4-Dinitofenol (0.1 mM)  0.29+0.11 (3) 0.28 £0.02 (3) N.M.

DEPC (1.5 mM) N.M. 0.30 + 0.02 (3) N.M.
Aszkorbat (30 mM) 0.30 +0.02 (3) 0.28 + 0.05 (3) N.M.

Maltéz (30 mM) N.M. 0.32 4 0.08 (3) N.M.

Tris (10 mM) N.M. 043+0.02(3)*  N.M.
Genistein (0.25 mM) 0.22 £0.07 (3) 0.16 £ 0.03 (3)* N.M.

* szignifikans a kontrollhoz képest, p<0.05, N.M.: nem tortént mérés

A mitokondriumokat 60 percig szachar6zzal, fruktozzal, gliikozzal feltoltve, majd cukormentes
pufferrel 50-szeresére kihigitva a jelolt cukormolekuldk kiaramlasat (effluxat) lehetett
megfigyelni (34. abra). Ez arra utal, hogy mindegyik cukor transzportja kétiranyti. A felvétel
kinetikdjahoz hasonlatosan igen gyors volt a gliikoz, fruktdz és szachar6z kiaramlasa is az elore
feltoltott mitokondriumokbol (34. abra).

110



dc_1166_16

2.0
8 1.81 34. abra A szacharéoz (A), fruktoz (e),
© ~ 1.6 ey s . 7 14
g :;j‘ ol gliik6z (m) efflux transzportja, elére *C-
48 12 cukorral feltoltott mitokondriumokbdl
% é" 1.0-
£ 3 0.8+ A transz-sztimulaciés  kisérlettel igen
% £ g'j: ' 1 Otletesen lehet azt meghatarozni, hogy egy
S sl { anyag felvétele, vagy kidramlésa csatorna,
L SR S D R St e e R vagy karrier medialta folyamat-e (Stein
Inkubiciés idé (perc) 1990). A membran zsdkocskakat eldre nagy

cre

cyey

transz oldali (a vezikula belsejében talalhato) ligand eldsegiti a transzportot. Ezzel szemben a
csatorna medialta transzport sebessége csokken a nagy belsd ligand koncentracié hatasara,
mivel a csatornan keresztiili transzportot mindig a kémiai potencialkiilonbség hajtja (Stein
1990). Kisérleteink soran a mitokondriumok hideg cukrokkal valé eldzetes feltoltése mérsékelt
stimulacids hatést gyakorolt a vizsgalt cukor transzportokra, ami arra utal, hogy a vizsgalt cukor
transzportfolyamatok karrier és nem csatorna medialt folyamatok. Ahogy azt mar kordbban
irtuk, a mitokondridlis membrantranszport folyamatok igen gyakran fiiggnek a
membranpotencialtol. Annak érdekében, hogy ezt a lehetdséget is megvizsgaljuk a
cukorfelvételeket megmértiik egy 1€gzési szubsztrat, a szukcinat, egy 1égzési gatlészer a KCN
¢és egy szétkapcsoloszer, a 2,4-dinitrofenol jelenlétében is. Sem a KCN, sem a 2,4-dinitrofenol
nem gyakorolt semmiféle hatast sem a fruktoz, vagy a szacharoz felvételére (11. tablazat). A
szukcinat az alkalmazott koncentracioban nem szignifikdns mértékben gatolta az Osszes
vizsgalt anyag felvételét (11. tablazat). Habar egyetlen, a mitokondridlis membran potencialt
befolyasold anyag sem gyakorolt hatast a cukrok felvételére, megvizsgaltuk a szarharéz/H*
szimporter konzervalt 65-6s hisztidinjéhez kapcsolodo, igy azt gatld (Lu és Bush 1998,
Lemoine 2000) DEPC hatasat is. Ahogy azt varni lehetett, ez sem gyakorolt semmiféle hatast
sem a mitokondridlis szachar6z felvételre (11. tablazat). Az aszkorbat gatolta a mitokondrialis
gliikkoz felvételt (3.1. fejezet, Szarka €s mtsai 2004), ezért a masik két cukor felvételét is
megprobaltuk gatolni vele, azonban ez esetben a hatds elmaradt (11. tablazat). Ahogyan a
diszacharid maltéoz sem gatolta a mitokondrialis szacharéz felvételt (11. tablazat). A Tris
viszont szignifikdns mértékben fokozta a mitokondriumok *C-jelélt szacharéz hozzaadasara
mérhetd radioaktivitasat (11. tablazat). Konnyen elképzelhetd, hogy a jelenség hatterében a Tris
mitokondridlis invertazra gyakorolt gatlo hatasa lehet (8. tdblazat). A gatld hatas révén ugyanis
a felvett szachar6z kisebb hanyada hasad gliikozra és fruktozra és ezaltal csak kisebb mértékii
radioaktivitas hagyja el a mitokondriumot gliikoz, vagy frukt6z formajaban.

Annak érdekében, hogy eldontsiik, hogy a transzport limitdlja-e az invertdz aktivitast,
alameticinnel permeabilizalt és nem permeabilizalt mitokondriumokat inkubaltunk egyiitt
szachardzzal, majd meghataroztuk az invertaz aktivitast. Egyértelmiien magasabb invertaz
aktivitast tudtunk mérni az alameticinnel kezelt mitokondriumok esetében, mint az intaktakban
(23.11£0.46 nmol minmg? vs. 13.95+1.22 nmol minmg? 37°C-on). Ez a megfigyelésiink
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egyértelmiien arra utal, hogy a folyamat sebesség meghatarozod 1€pése nem az enzim aktivitasa,
hanem valamelyik transzportfolyamat, ugyanakkor egy 0jabb bizonyitékot szolgaltat arra is,
hogy az invertaz aktivitas egyértelmiien a mitokondrialis matrixban helyezkedik el.

A csicsoka mitokondrium esetében a vizsgalt cukrok transzportja a 1égzéstdl, a mitokondrialis
membranpotencialtol fiiggetlennek és kétiranyunak bizonyult. A cukrok felhalmozodasat nem
lehetett megfigyelni. Mindezen tulajdonsagokat egyiittvéve igen valoszinili, hogy a vizsgalt
cukrok mitokondrialis felvétele facilitalt diffuzioval torténik. Ezekkel az eredményekkel,
megfigyelésekkel ellentétben a legtobb eddig karakterizalt ndvényi monoszacharid transzporter
energia-fiiggd proton gradiens kapcsolt transzporter (Biittner 2007, Biittner és Sauer 2000).
Viszont vakuola, tonoplaszt zsdkok és mitokondrium esetében facilitalt gliikoz és fruktoz
transzportrol szdmoltak be (Daie és Wilusz 1987, Milner €s mtsai 1995, Szarka és mtsai 2004,
Neuhaus 2007). A névényi szachar6z transzportereket szintén proton szimportereknek tartottak
(Lalonde és mtsai 1999, 2004). Ez iddig minddssze szorvanyos adatok és megfigyelések lattak
napvilagot szacharéz facilitalt transzportjarol ndvényi sejtekben (ezen belill is els@sorban
tonoplaszt membranokban (Preisser és Komor 1991, Shiratake és mtsai 1997, McRae és mtsai
2002, Milner és mtsai 1995, Neuhaus 2007). Zhou és mtsai (2007) azonban a szachardz
transzporterek egy 0j alcsoportjat irta le borso és bab novényekben. A mitokondriélis szachardz
transzporteriinkhdz hasonloan, a Zhou és mtsai altal felfedezett alcsoport tagjai is viszonylag
magas Kmn értékkel (8.9-99.8 mM), proton ¢&s energia fliggetlen kétiranya
transzportmechanizmussal jellemezhetdek. Végezetiil az altalunk vizsgalt mitokondrialis cukor
transzportokhoz hasonldan az 1ij alcsoport tagjait sem lehetett DEPC-cel, maltdzzal, a H*-
szimporterek tipikus gatloszereivel gatolni (Zhou és mtsai 2007).

Igen valoszinti, hogy a jelenleg leirasra keriilt mitokondrialis cukor transzportok és a matrixban
elhelyezkedd invertaz aktivitas kozott funkciondlis kapesolat van. Tekintve, hogy az enzim nem
katalizalja a gliikozbol és fruktdzbol kiinduld szachardz képzddést, valamint a szachar6z
hasitasi termékei szinte azonnal megjelennek az inkubécidos kozegben, a kovetkezd modellt
valoszintsithetjiilk: a mitokondrium egy szachardz transzporter segitségével felveszi a
citoszolbol a szacharozt. A szacharozt glilkozra €s fruktozra hasitja a matrixban taldlhato
neutralis invertdz, majd a termékek visszaszallitasra keriilnek a citoszolba. Az a feladvany még
megfejtésre var, hogy mi a mitokondrialis invertdz rendszer funkciondlis szerepe a
novényekben. Egy lehetséges szerepkort vet fel a prokariota analdgia. Egy baktérium, a
Zymomonas mobilis ugyanis rendelkezik egy, a jelenleg leirthoz hasonld szachar6z-
gliikoz/fruktdz Gtvonallal, amelynek fontos szerepe lehet az ozmoregulacidban (Loos és mtsai
1994). Ozmotikus stresszhelyzetben a baktériumok szachardozt vesznek fel, azt hasitjak invertaz
enzimaktivitasuk révén gliikézra és fruktozra. A mitokondrium bakteridlis eredete és a
bakterialis analdgia miatt konnyen elképzelhetd, hogy a magasabb rendii névényekben
(csicsoka) altalunk leirt mitokondrialis invertaz rendszer az ozmotikus stressz adaptacios
mechanizmus egyik kulcs eleme lehet a mitokondriumban, vagy akér az egész sejtben. A
mitokondrialis invertaz termékei kiindulasi alapot adhatnak az igen kivaldé ozmolitek, a
cukoralkoholok termelésének. Termelésiik altal a novények konnyebben birkdézhatnak meg a
széarazsag ¢€s a szikes talajok jelentette ozmotikus stresszel.
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Ugyanakkor a mitokondrialis invertaz rendszer az intermedier anyagcserében is részt vehet.
Kideriilt, hogy pozitiv korrelacié van a glikolitikus enzimek mitokondrium felszinéhez térténd
megfigyelés egyértelmiien arra utal, hogy funkcionalis kapcsolat allhat fenn a mitokondrialis
légzés és a glikolitikus tUtvonal kozott. Az invertdz rendszer révén a mitokondrium
befolyasolhatja a glikolizis tdpanyagellatasat és ezen keresztiil a 1égzés piruvat ellatasat.
Természetesen mindkét hipotézis igazolasara kisérletes bizonyitékot kell szolgaltatnunk.

3.9. Insilico tamogatott gondolatok a mitokondrialis C-vitamin transzportrol

2014 tavaszara a mitokondrialis C-vitamin transzportrdl alkotott képlink meglehetdsen
Osszekuszalodott. A GLUT transzporterek kezdetben szildrdnak tiind szerepe
megkérddjelezddott a kezdetben kizart SCVT transzporterek szerepe pedig megerdsodott a
mitokondrialis bels6 membranon keresztiili C-vitamin transzport folyamataban (Banhegyi és
mtsai 2014). Ezen a ponton kértiink segitséget néhany in silico lokalizacids eszkozt6l, hogy
tisztabban lassuk az in vitro és in vivo nyert eredményeket. Mind az in vitro, mind az in vivo
modszerek szamos technikai korlattal rendelkeznek a fuzids, vagy cimkézett fehérjék
2007). Ezen kiviil mindkettd meglehetdsen id6- ¢és munkaigényes, valamint draga. A
szamitogépes megkozelités kizarolag a fehérjék szekvencidjan nyugszik, gyors és
meglehetdsen pontos. A kisérletes mdodszerek €s a szamitasos eszkdzok, amelyek valosziniiségi
pontszamot rendelnek, egy adott fehérje bizonyos sejtalkotoban torténd elhelyezkedése mellé
kivaléan kiegészitik egymast. Ezeket a pontszamokat hasznalhatjuk fel arra, hogy nagy
ateresztOképességli vizsgalatokat végezziink, javitsuk a kisérletes eredmények hatasfokat,
ateresztOképességét. Természetesen tisztdban vagyunk azzal, hogy egyetlen egy modszer sem
rendelkezik kell6 érzékenységgel, ezért 8 kiillonbozo eszkozt alkalmaztunk vizsgélataink soran,
amelyek eltérd algoritmus alapjan tették meg elhelyezkedési joslasaikat.

A valasztottaink kozott volt: 1. a TargetP (Emanuelsson és mtsai 2000), amely neuralis
héalozatok kombinacidjat hasznalja, hogy megadja a fehérje elhelyezkedési pontszamat és egy
stlyozott matrixot, hogy meghatarozza a szignal peptid vagasi helyét; 2. a Mitoprot (Claros és
Vincens 1996), amely egy tulajdonsag alapt moédszer, amely olyan tulajdonsagok lineéris
kombinaciojat hasznalja, mint példaul az aminosavak el6fordulasi gyakorisaga, a maximalis
hidrofobicitas és a maximalis hidrofobicitasi momentum; 3. a Predotar (Small és mtsai 2004),
amely egy neuralis hal6zat alapa megkdozelités; 4. a PSORT II (Nakai és Horton 1999), amely
legkozelebbi szomszéd analizisén alapul; 5. a MultiLoc (Hoglund és mtsai 2006) egy
tartovektor-gép (Support Vector Machine; SVM) alapt megkdzelités, amely integralja az N-
termindlis célszekvencidkat, az aminosav Osszetételt és a fehérjeszekvencia részleteket az
elhelyezkedés megallapitasara; 6. az ngLOC (King és mtsai 2012), amely egy n-gram alapt
Bayes-osztalyoz6; 7. az YLoc (Briesemeister és mtsai 2010), amely egy egy interpretalhato
web-szerver, amely gén ontologiai (GO) sajatsagokat is hasznal az elhelyezkedés
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megallapitasdhoz; 8. a CELLO (Yu ¢és mtsai 2006), amely egy tobbosztalyos SVM alapu
osztalyoz6 rendszer, ami négy kiilonb6z6 szekvencia kédold sémat hasznal. Az eredmények
ismertetése eldtt még egy fontos megallapitast kell megemliteniink, a szamitasos szubcellularis
elhelyezkedést becslé mddszerek kiilonbozd hatasfokkal dolgoznak (Sprenger és mtsai 2006).
Szerencsére a mitokondridlis elhelyezkedés becslése egyike a legprecizebbeknek (Sprenger €s
mtsai 2006). Négy ismerten mitokondrialis elhelyezkedéssel rendelkezd transzportfehérjét
valasztottunk ki mitokondrialis elhelyezkedési sztenderdnek, etalonnak. Mind a négy
etalonfehérje esetében, ugyanazzal a 8 elhelyezkedést becsld eszkozzel elvégeztik a
mitokondrialis elhelyezkedési pontszamok kiszamitasat, amelyeket a késobbiekben a GLUT ¢és
az SCVT csalad tagjai esetében is alkalmaztunk (12. tablazat). Erdekes médon két kiilsnb6zo
tipusu variabilitast lathattunk. Egyfeldl, egyértelmiien latszott a kiilonbség a becslést végzo
eszkozok kozott (12. tablazat). Masfeldl egyértelmli kiilonbséget lehetett megfigyelni a
kiilonbozé mitokondridlis etalonfehérjék elhelyezkedési pontszdmaban. Az etalonfehérjéket
harom kiilonb6z6 csoportba lehetett sorolni. A 8 eszk6z koziil 6 kimondottan magas, 2 pedig
kozepes pontszamot adott a CPT2 mitokondridlis elhelyezkedésére (12. tdblazat). A fehérje N-
termindlis szignal szekvencidjat tehat nagy valdszinliséggel azonositjdk mitokondrilis
iranyitoszignalként. Ugyanakkor a DIC a legtobb eszkoztdl (kivéve a MultiLoc/TargetLoc és
az ngLOC) joval alacsonyabb pontszamokat kapott, tehat ennek az N-termindlis szignal
szekvenciajat joval kisebb valosziniiséggel ismerik fel mitokondridlis iranyit6é szekvenciaként
(12. tablazat). Az MPC2 és az MPCP egy atmeneti csoportot képeztek, kdztes mitokondrialis
elhelyezkedést joslo pontszamokkal (12. tablazat).

12. tablazat. Kiilonb6z6 mitokondrialis transzporter fehérjék in silico mitokondrialis
elhelyezkedés-becslése

Fehérje N-terminalis szekvencia Target P Mitoprot Predotar PSORT Il MultiLoc/ ngLOC yLoc Cello
a FASTA cimkével TargetLoc
MPC2 [“ 0.607 0.8369 0.05 30.4% 0.87 14.73 99.8% 2.781
LR e (0.82)
MPCP L‘;‘}L()')h‘:" il 0% j.},”“‘“"?"" S 0.668 0.6828  0.03 30.4% 0 48.1 99.9 1.217
R e 095)
DIC :’i’;“’"wwm“ N gl 0.384 0.4777 0.00 8.7% 0.87 69.59 14.8 1.606
T (0.00)
CPT2 I‘l;"\l"m"”’” et ” 0.930 0.9970  0.90 78.3% 0.15 53.03 99.96 1.337
e 093)

MPC2: Mitokondrialis piruvat carrier 2, MPCP: Mitokondrialis foszfat carrier protein, DIC:
Dikarboxilat carrier, CPT2: Carnitine O-palmitoiltranszferaz 2

A mitokondrialis etalon fehérjékhez hasonldan, mindegyik eszkoz (kivéve az ngLOC) jo esélyt
adott a GLUT1 mitokondrialis elhelyezkedésének (13. tablazat). A GLUT1-5, 7 csaladtagokat
vizsgalo egyetlen in silico eszk6zoket alkalmazo tanulmany harom kiilonb6z6 eszkozt hasznalt
(TargetP, Mitoprot, Predotar) (KC és mtsai 2005).
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13. tablazat. A human GLUT (SLC2) csalad in silico mitokondrialis elhelyezkedés-

becslése

Fehérje N-terminilis szckvenciaa  Target P Mitoprot Predotar PSORT I MultiLoc /  ngLOC yLoc Cello
FASTA cimkével TargetLoc
Glut T - SIc2A1 o 2. iiied gt umsporer 0+ 167 0.4341  0.03 13.0 % 0.41 - 0,5% 1.333
1omo sapiens GN=SLC2A1
Gl AVGGAVLGSL 0,65
e (@:63)
Glut 2 - SIc2A2 3 Sliged o e~ 0:026 0.1606 0 11.1% - 5,635 0,0% 0.514
Homo sapiens GN=SLC2A2
(0,96)
Glut 3 - SIc2A3 0.028  0.1775 0 11.1% - ) 0,0% 0.949
iy 037
Glut 4 - SIc2A4 T ma pmioyear= D.034 0.0191 0 21,7% = = 0,0% 0.695
b OS-Homo sapiens GN-SLC2A4
SEDGEPPQQRVTGTLVLA (0a40)
LQFGYNIGVINAPQKVIEQ
Glut 5 - SIc2A5 IS G017 00253 0 11.1% " . 0,0% 0,486
Homo sapicns GN=SLC2AS
st 0,64
LI&;&F\'NIL ( )
Glut 5 - SIc2AS e ReupuabGmZ 0017 0.0253 0 11.1% = - 0,0% 0,486
gluc \mn\pﬂrlu member 5 0S<Homo
isoform 2 S (0,64)
Glut 6 - SIc2A6 ;;g‘fz,";ﬂ:;ff}’““ IMANSalte ) 09 0.0284 0 8.7% . - 0,2% 0,935
Inmspum:;mmbq 6 os Homo sapicns
:\.l?(\l)hsl'll,(l,b :};‘:‘:‘l’l}\ H‘hkl’]’l’bl’(:l)i{ (05 1 4)
ARVGTLONKRVFLATFAAVLGNFSFG
Y Y TS
Glut 6 O AT MM 0.091 0.0284 0 8.7% . = 0,2% 0,935
;.Iu:wc transporter member 6 OS-1lomo
isoform2 LZ% PPSPGDR 0,14)
\‘\_R\ 'ILQ\IN{\IL‘\II M\\LUNISIU
Glut 7 - Slc2A7 THPGHOTR HOMAN S 0,030 0.1891 0 21,7% 2 = 0,1% 0,988
orter member 7 OS=Homa sapiens
e Y (0,11)
F
Glut 8 - SIc2A8 /“'Q““““‘“ :':Lf,“;?:::"" 0.130  0.0143 0 13.0% - 2 0,8% 0,591
r 8 OS~Homo supiens
; : PRGRRVF (0,08)
AAP
Glut 9 -SIc2A9a iy 3 et gueoe 0,253 0.9044 0 34.8% - - 0,5% 0,712
Imhpmler member 9 OS=IToma sapiens
o . TDDTSHAGP (0,05)
'GGRRREKDW
Glut 9 -SIc2A9b 0.035 0.0487 0 22,2% - - 0,1% 0,774
isoform2 SAKKKLDWSCS (0,05)
YGYNLSVVNAPL
Glut 10 - SIc2A10 0.020  0.0175 0 4,3% . . 0,0% 0,502
‘GLTFGYELA (0’97)
G L
Glut 11 ;:ﬂf;’fi‘m'&"f:ft,‘.!.:t;“..iti“"” 0,485 09739  0.22 - . . 5,7% 1,403
ransporter member | L Qi Homa sapiens
(\’1'1\(:\\15;1{-133(:1:11.13 I({\/\(JIUGII'QI (0,91)
g;“.‘\:.l‘.‘)sll.\h\}'lLHlQI:l‘INI:l\\Q:\RIU
Glut 11 -SIc2A11 Jugmwiacivimoosmem 0474 0.1447 0,58 30,4% - . 8,0% 1,453
glucose mhp.me, member 11 ux Homo
isoform 2 0,79
iaotomm bl e 0.2
RTGEP
Glut 11 :5.'%:’,:1;“ '";“:.T"“ Hothestm 0474 0.1447 0,58 30,4% = = 8,0% 1,453
isoform 3 T (0,79)
AlPQPUYNLSIIN;\PILHIQEPI:NI:IWQJ\ :
RTGEP
Glut 11 THoRveRILIOGR M 0032 0.2340 0 17,4% = = 0,0% 0,890
glucose transporter n mmn 0S=Homo
isoform 4 :‘:ﬁ::kl’ ll’i‘llQIIQ(;RllLL]lL AAG (0552)

1GGTFQEGYNLSHINAPTLHIQEFINE ]
WOQAR
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Fehérje N-terminalis szekvencia Target P Mitoprot Predotar PSORTII MultiLoc/ ngLOC yLoc Cello
a FASTA cimkével TargetLoc
Glut 12 -SIc2A12 0.0370 0 11.1% - 16,67 0,1% 0,690
(0,30)
Glut 13 - SIc2A13 0.0516 0 30,4%/ - - 0,0% 0,545
(0,34)
Glut 13 - SIc2A13 09743 0,11 43,5% - - 0,6% 0,651
(0,04)
Glut 13 - SIc2A13 e ?)t“i.“mf e 0.508 0.9743 0,11 43,5% - 2 0,6% 0,651
e (0,04
Glut 14 - Slc2A14 e 0.413 0.0417 0 11.1% - - 0,3% 0,880
B e 0,76)
[[’: \\I\I|l| ALIFAITVATIG: \‘QH IYNTGV
Glut 14 - SIc2A14 S ey b 0.031 0.0483 0 34,8% - - 0,0% 0,820
isoform 2 MDNRQNVIPAL ..:.n::r: u:: ::1 (‘: (0,88)
NTGVINAPETIIKEFINKTLTDKANAPP
Glut 14 - Slc2A14 0,071 02139 0,15 22,2% - - 0,0% 0,563
isoform 3 AAFCSTLMTVELLLKNHYNG (1,00)

FVCIGAILVFV ACFEIGPGPIPWFIV
AELFSQ

Teljesen hasonl6d mitokondrialis pontszamokat kaptunk, kivéve a Predotar esetében. A GLUT1
mitokondrialis elhelyezkedési pontszamunk 0.03 volt (13. tablazat), mig KC és mtsai 0.97-et
kaptak. Azt gondoljuk, hogy csupan egy elirasrol van szo, mivel az Gsszes tobbi pontszam
majdnem, vagy teljes mértékben megegyezett. A GLUT1 mitokondridlis elhelyezkedésének
nagy valosziniisége még szembeotldbb, ha pontszamait 6sszevetjiilk a GLUT2-t61 GLUTS8-ig
tartd6 GLUT tagok és a mitokondridlis etalon fehérje a DIC mitokondrialis elhelyezkedési
valoszinliségi pontszamaival (12. és 13. tablazat). Kovetkezésképp in silico eredményeink
megerdsitik a GLUT1 mitokondrialis elhelyezkedését, amelyet kordbban KC és mtsai GLUT1-
EGFP ¢és immunoblot megfigyelései alapoztak meg (KC és mtsai 2005). Habar a GLUT2-t, 3-
at, 4-et és 8-at kivalo DHA transzportereknek tartjak (Rumsey és mtsai 1997, 2000, Mardones
¢s mtsai 2011, Corpe és mtsai 2013) mégis mitokondridlis eléforduldsuk nem tal valdszind.
Egyfel6l mindegyik transzportfehérje igen alacsony mitokondrialis pontszdmot kapott (13.
tablazat), masfeldl semmilyen kisérletes adat sem tdmasztja ald mitokondridlis
elhelyezkedésiiket. A 8 eszkoz koziil 5 kimondottan magas mitokondrialis pontszamot adott a
GLUTY9-nek. Tekintve, hogy a 2 kiilonb6zd izoforma kiilonbozik N-termindlis (cél)
szekvenciajukban, a mitokondrialis elhelyezkedési pontszamuk is kiilonb6z6. A pontszamok
alacsonyabbak a b izoforma esetében. A GLUT9, vagy SLC2A9 ugyan a GLUT csaléad tagja,
de jelenleg elsdsorban nagy kapacitasti urat transzporterként ismert, amely gliikozt és fruktozt
képes uratra cserélni (antiporter) (Caulfield és mtsai 2008; Vitart és mtsai 2008). Az uratot
fesziiltség-fliggd transzporttal szallitja a negativtol a pozitiv felé mutatd iranyba (Anzai €s mtsai
2008). Az SLC2A9 génnek 2 kiilonb6z6 splicing valtozata 1étezik, amelyek kizarolag az N-
terminalisukban kiilonboznek (Augustin és mtsai 2004). Mind a teljes hosszusagi SLC2A9a,
mind a révidebb SLC2A9b kifejezddik az emberi vesében (Augustin és mtsai 2004). A két
splicing valtozat kiilonbozdképpen fejezddik ki polarizélt sejtekben: az SLC2A9 (512
aminosav) az apikalis, mig az SLC2A9a (540 aminosav) a bazolaterdlis membranban
helyezkedik el. Szintén kiilonbség figyelhet6 meg az SLC2A9 izoformak kozott az
extracellularis gliikéz érzékenységiikben, az apikalis SLC2A9b izoforma elvesztette az urat

116



dc_1166_16

effluxat hajto glikéz transzstimulacios képességét (Witkowska és mtsai 2012). Egy
kozelmultban megjelent tanulmanyban beszamoltak rola, hogy az SLC2A9b egy része
valamelyik intracellularis sejtalkotoban helyezkedik el. Ugyanakkor az SLC2A9a kizardlag a
bazolaterdlis membranban fejez6dott ki (Kimura és mtsai 2014). Az SLC2A9a nagy
kiterjedésli, N-termindlisat érintd mutans valtozata viszont nem kizardlag az apikalis €s a
bazolateralis membranban fordult eld, hanem szintén valamelyik intracellularis sejtalkotoban
is (Kimura és mtsai 2014). Sajnalatos mdédon csak az ER, a Golgi és a lizoszomalis
elhelyezkedést vizsgaltdk. Igy ezen kisérletes eredmények alapjan nagyon nehéz barmit is
mondani a GLUT csalad 9-es tagjanak sejten beliili elhelyezkedésérdl. Azt mindenesetre tudni,
hogy az utat csokkenti a mitokondridlis tomeget, csokkenti az enoil-CoA hidrataz-1
kifejezodését ¢és az akonitaz-2 aktivitdsdit emberi aorta endotél sejtekbdl izolalt
mitokondriumokban (Sanchez-Lozada és mtsai 2012). gy konnyen elképzelhetd, hogy az
SLC2A9a a mitokondrialis bels6 membranban elhelyezkedve fesziiltségfiiggé modon uratot
szallit a mitokondrialis matrixbdl a citoszolba (a negativ irdnybdl a pozitiv iranyba) mikdzben
a gliikdz, vagy a rokon molekula DHA felvételét végzi. Ily modon az SLC2A9a képes lehet
csOkkenteni a mitokondriumra nehezedd urat nyomast, tovabba mérsékelheti a kovetkezményes
ROS termelddést, mitokondrialis diszfunkciot és egyuttal hozzajarulhat az antioxidans C-
vitamin felvételéhez is.

A GLUTI10 esetében kapott pontszamok igazi meglepetésként hatottak, mivel ezek voltak
messze a legalacsonyabbak (13. tablazat). Korabban NIH3T3 egér fibroblaszt és 3T3-L1
differencialt zsirsejtekben tugy talaltak, hogy a GLUTI10-EGFP a Golgi apparatusban
helyezkedik el (Lee ¢és mtsai 2010). A GLUT10-EGFP egy része inzulinkezelést kovetden
azonban a 3T3-L1 zsirsejtek mitokondriumaiban helyezkedett el. A zsirsejtekhez hasonléan a
GLUT10-EGFP nagyjabol fele alapesetben és inzulinkezelést kovetden is az A10 patkany aorta
simaizom sejtek mitokondriumaiban helyezkedtek el, amit immunoblot vizsgalattal is
megerdsitettek (Lee és mtsai 2010). Egy, a kozelmultban megjelent tanulmany HEK-293
esetében nem tudtak a GLUT10 kifejezodését kimutatni, ezért a szerzok, legalabbis ezen sejtek
esetében elvetették annak a lehetdségét, hogy a GLUT10 részt vegyen a mitokondridlis DHA
transzportban (Mufioz-Montesino és mtsai 2014). Az altalunk kapott kiilondsen alacsony
mitokondrialis pontszamok (13. tablazat) szintén megkérddjelezik a GLUTI10 szerepét a
mitokondrialis C-vitamin transzportban.

Mindegyik elhelyezkedést becsld eszkoz (kivéve a MultiLoc €s az ngloc) nagy mitokondrialis
valdszinliségi pontszdmot adott a GLUT1l-nek. A GLUTI11 esetében is kiilonbdzd N-
terminalis (cél) szekvenciakkal rendelkezik az 1-es, a 2-es és a 3-as, valamint a 4-es izoforma,
ezért az SLC2A11 esetében is kiilonbozd pontszamokat tudunk a mitokondrialis
elhelyezkedéshez rendelni. A legalacsonyabbat a 4-es izoformahoz (13. tablazat). A GLUTI11
legkozelebbi rokona a frukt6z transzporter GLUTS, amelynek aminosav 6sszetételével 42%-0s
azonossagot mutat (Doege ¢és mtsai 2001). Mindegyik izoformaja mind a gliikozt, mind a
fruktozt szallitja, de egyik sem szallitja a galaktdzt. A harom vizsgalt izoforma sejten beliili
elhelyezkedése, lézer szkenneld mikroszkoppal vizsgdlva nem kiilonbozott egymastol.
GLUTI11 immunoreaktiv fehérjéket talaltak a sejt felszinén, illetve a sejt egyik alkotdjaban
(Scheepers és mtsai 2005). Sajnos ettdl pontosabb kisérletes adat a GLUTI11 sejten beliili
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elhelyezkedésérdl a mai napig nem latott napvilagot. igy az sem zarhaté ki, hogy az a bizonyos
(be nem azonositott) sejtalkotd a mitokondrium volt.

A GLUT12, amelynek kismértékii gliikoz transzport aktivitasat mutattak ki afrikai karmos béka
petesejtekben meglehetésen alacsony mitokondridlis elhelyezkedés pontszamokat kapott (13.
tablazat). Eredményeinkkel Osszhangban, gy tlinik, hogy a Golgi apparatusban és a
plazmamembranban helyezkedik el (Flessner és Moley 2009). Az inzulin emberi vazizomban
képes a GLUTI12 intracelullaris membranokbol, plazmamembranba torténd athelyezését
stimulalni (Stuart és mtsai 2009) tovabba a transzportfehérje tultermeltetése novelte a kisérleti
egerek inzulinérzékenységét (Purcell és mtsai 2011). Erdemes azt is megjegyezniink, hogy a
GLUTI12 képes proton csatolt szimporterként miikodve gliikkozt koncentracid gradiense
ellenében szallitani (Pujol Giménez €s mtsai 2013).

A GLUTI13 (HMIT) minden egyes izoforméjanak mitokondrialis elhelyezkedési pontszama
meglehetésen nagy volt (13. tablazat). A GLUTI13, vagy HMIT egy H*/mioinozitol
kotranszporter, amelyet az SLC2A13 gén koédol (Uldry és mtsai 2001). A HMIT-rél
elmondhat6, hogy altaldban a sejten beliil elhelyezkedd membranokban fejezédik ki (Augustin,
2010). igy példaul az idegsejtekben, a Golgi apparatusban (Di Daniel és mtsai 2009). Habér a
mitokondrium esetében a hajtoeré (a H* gradiens) adott, a HMIT mitokondrialis C-vitamin
transzportban betoltott szerepe nem til valoszinii, mivel eziddig semmiféle cukor transzport
aktivitast sem irtak le réla (Di Daniel és mtsai 2009).

A GLUTI14, a GLUT3 génduplikacios termékének tiinik (Augustin 2010). fgy a GLUT3-hoz
hasonloan nem valdszinli mitokondrialis elhelyezkedése (13. tablazat).

Ahogyan az irodalmi bevezetdben és a fejezet elején is mar emlitettiik, a kozelmultban
megjelent tanulmanyok a natrium-fiiggd C-vitamin transzporter, az SVCT2 mitokondrialis
kifejezddésérdl szamoltak be, ami egyértelmiien megnovelte a belsé membranon keresztiili C-
vitamin transzport meglétének valoszinliségét (Azzolini és mtsai 2013, Guidarelli és mtsai
2014, Mufioz-Montesino és mtsai 2014). A kép teljessé tételét segitette az SVCT1 lehetséges
mitokondrialis elhelyezkedésének vizsgalata. Az SVCT1-gyel transzfektalt HEK 293 sejtekben
a transzporter azonban a plazmamembranban helyezkedett el és nem vett részt a mitokondrialis
aszkorbat transzportban (Mufioz-Montesino ¢és mtsai 2014). Az el6z0 tanulmannyal
Osszhangban a mi eredményeink is arra utalnak, hogy az SVCTI1 egyik izoforméja sem
mitokondrialis elhelyezkedésli (14. tablazat). Az SVCT1-gyel ellentétben az SVCT2 viszont
magas mitokondrialis elhelyezkedési pontszamokat kapott (14. tdblazat). Ez az eredmény
kivaldan Gsszecseng a kordbban emlitett tanulméany konfokalis kolokalizacids, immunoblot és
SVCT2 csendesités kisérleti eredményeivel (Mufioz-Montesino és mtsai 2014). Ezek az
eredmények azonban felvetik azt a rendkiviil mod indokolt kérdést, hogy mi biztositja a
mitokondrialis belsé membranban elhelyezkedd SVCT2 transzporter szamara a hajtoerot? Mit
lehet tudni a matrix és a citoszol Na* koncentraciojardl? A mitkddé mitokondriumok esetében,
amelyek protont pumpalnak ki magukbol (a matrixbol), az a feltételezés €1, hogy a pH gradiens
hajtja a Na* gradienst. Az in situ mitokondrialis pH gradiens alapjan azt gondoljuk, hogy az (in
situ) Na* gradiens valamivel kisebb lehet a kétszeres értéknél. A tipikus citoszolikus Na*
koncentracié 8 mM koriil a mitokondridlis pedig 6 mM koriil lehet (Murphy és Eisner 2009).
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Ez az ionmili6 lehetévé teszi, hogy az SVCT2 mint (kis affinitastl) mitokondrialis aszkorbat
transzporter miikodjon.

14. tablazat. A human SVCT (SLC23) csalad in silico mitokondrialis elhelyezkedés-
becslése

Fehérje N-terminalis szekvenciaa  Target P Mitoprot Predotar PSORT Il MultiLoc / ngLOC yLoc Cello
FASTA cimkével TargetLoc
SVCT 1 - Slc23A1 05-Ho 0,132 0,2153 0,0 13,0% - - 0,0% 0,934
S 029)
SVCT 1 -SIc23A1 0,132 0,2153 0,0 13,0% - - 0,0% 0,934
isoform 2 ST g 025)
SVCT 1 - Slc23A1 ™ 0,132 0,2153 0,0 13,0% - - 0,0% 0,934
isoform 3 (0,25)
SVCT 2 - SIc23A2 05+ 0,236 0,5133 0,02 26,1% - - 0,0% 0,515
e (0.04)

TELMALY

3.10. FAD transzport és a FAD szerepe a mikroszomalis oxidativ folding
elektrontranszfer folyamataban

A szekréciora keriilo fehérjék tekintélyes szamu diszulfidkotést tartalmaznak, amelyek
sziikségesek megfeleld térszerkezetilkhoz, stabilitasukhoz ¢és funkcionalitasukhoz. Ezen
fehérjék diszulfid kotései elsdsorban az eukaridta sejtek endoplazmds retikulumaban (ER)
alakulnak ki (Szarka és Banhegyi 2011). A cisztein oldallancok tiol csoportjainak oxidacidja
folyamatos, a végsd elektronakceptor molekularis oxigén irdnyaba, folyo elektronaramot kivan
meg. Ez az elektronaram egy elektrontranszfer lancon keresztiil valosul meg, amely fehérjékbol
illetve kis mol stlyt komponensekbdl all (Szarka és Banhegyi 2011, Szarka és Lorincz 2014).
Jol lehet az oxidativ folding gépezet kulcs fehérje komponenseit mar azonositottak a kis mol
sulyt molekuldk kémiai természete, mint lehetséges kofaktorok jelenleg is vita targyai. Szdmos
redox aktiv anyagrol szamoltak be, mint az elektrontranszfer lanc komponenseirdl, gy mint a
K-vitaminr6l (Wajih és mtsai 2007), E-vitaminrol (Csala és mtsai 2001), glutation diszulfidrol
és a DHA-16] (Csala és mtsai 1999, Szarka és mtsai 2002). Elesztdsejtek esetében felmeriilt,
hogy a FAD-nak fontos szerepe lehet a folyamatban. Az ER-ben talalhato FAD-fiiggd
oxidazok, mint az Erolp (Pollard és mtsai 1998, Frand és Kaiser 1998), Erv2 (Gross és mtsai
2002) és az Fmolp (Suh és mtsai 1999) az oxidativ folding gépezet tagjai lehetnek. Ezen tul
kideriilt, hogy az Erolp aktivitasa a szabad FAD jelenlététdl fiigg, illetve a szabad citoszolikus
FAD képes atjutni az élesztd ER membranon (Tu és Weissman 2002).

Tekintve, hogy az emlds sejtek Erolp analdgokat fejeznek ki (Cabibbo és mtsai 2000, Pagani
¢s mtsai 2000, Benham és mtsai 2000) az ER membranon keresztiili FAD transzport krtitkus
lehet a fehérjék oxidativ foldingjdnak szempontjabol. Emlds sejtek esetében azonban sem a
FAD ER membranon keresztiili transzportjat, sem a FAD mikroszomalis fehérjékre gyakorolt
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oxidativ hatasat nem vizsgaltak még. Ezért célul tiiztiik ki, hogy ezen folyamatokat patkany
mikroszomalis vezikuldkon megvizsgaljuk.

A FAD felvételt a korabbi mitokondridlis transzport vizsgalatokhoz hasonloéan végeztiik el. A
kiilonbség ez esetben az volt, hogy radioaktiv jelolés helyett a FAD sajat fluoreszcenciajat
hasznaltuk fel a molekula detektalasara. A kezdeti szakaszt kovetden a FAD felvétel nagyjabol
10 percet kovetden elérte maximumat (35. abra, A panel). A felvétel allandésult allapotaban, a
szamitott intravezikularis FAD koncentracié meghaladja az extravezikularis koncentraciot (35.
abra). Ezt a jelenséget magyarazhatja a FAD intravezikularis anyagcseréje, amelyet mintaink
HPLC analizise is alatimasztott.

FAD (nmol/mg fehérje)

% 10 20 30 30 40 50 60

Id6 (perc)

3S5. abra A mikroszomalis FAD felvétel idofiiggése (A) kontrol (m) DIDS mentes pufferrel
mosva ( A), alameticinnel permeabilizalva (A) és kiaramlas idofiiggése (B) DIDS tartalmu
(#) és DIDS mentes (m) pufferrel mosva.

A transzport kétiranyUnak bizonyult, az eldzetesen FAD-dal feltoltott vezikulak kihigitasat
kovetéen gyors FAD aramlast tudtunk megfigyelni (35. abra, B panel). Megvizsgaltuk néhany
anion transzport gatlo, illetve a mitokondridlis FAD transzport gatlo atraktilozid mikroszomalis
FAD transzportra gyakorolt hatasat (Barile és mtsai 2000). A FAD felvételt a DIDS és az
atraktilozid szignifikans mértékben gétolta, mig a NEM ¢és a flufenamét nem mutatott gatld
hatast (35. és 36. abra).

120



dc_1166_16

6_
ol 36. abra A mikroszomalis FAD
) felvétel inhibicios profilja
h)
3 4 T A DIDS és az atraktilozid gatlo hatdsa
'é" L koncentraciofiiggdnek bizonyult (37.
< 3 [ abra). A FAD kiaramlasat (effluxat)
£ szintén gatolta a DIDS (35. 4bra B
= sl panel). Ezért a  tovabbiakban
~§ a folymatosan alkalmaztuk, hogy
o : blokkoljuk a FAD kidramlasat a gyors
g r 5: o szuréses technika mosasi fazisaban.
- Ahogy az a 35. abra A paneljén is
0 e lathat6, a DIDS mentes mosopuffer a
Kontroll Atr. DIDS Fluf. NEM FAD felvétel szisztematikus

alulbecslését okozza a mosas soran
bekodvetkezo6 kiaramlas.

Mindent egybevetve, megfigyeléseink egy fehérje medialt FAD transzportot valdszinlisitenek
a mdj endoplazmas retikulumaban. Az endomembranokon keresztiil zajl6 FAD transzport
meglehetdsen kevéssé vizsgalt folyamat, molekularis szinten teljes biztonsaggal még egyetlen
transzportert sem sikeriilt leirni. FAD transzportot ez idaig minddssze a mitokondrialis belsd
membranon keresztiil sikeriilt leirni (Barile és mtsai 2000). A mitokondridlis transzporter jo
eséllyel egy antiporter, amelyet az atraktilozid mar mikromolos koncentracidban képes gatolni
(Barile és mtsai 2000). Az altalunk leirt FAD transzport jellegzetességei (DIDS-szel torténd
gatlas, viszonylagos érzéketlenség az atraktilozid irdnyaba, enyhe NEM gétlas) hasonlatosak
az ER ATP/ADP antiporteréhez (Hirschberg és mtsai 1998, Clairmont és mtsai 1992). igy nem
zarhatjuk ki annak a lehetdségét, hogy a FAD transzport az ATP/ADP antiporterek egyik
funkcidja mind a mitokondriumban, mind az ER-ben.
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37. abra A mikroszéomailis FAD
felvétel koncentraciofiiggé DIDS
(A) és atraktilozid (m) gatlasa

Amennyiben a FAD mikroszomalis
felvétele valdban bekovetkezik,
annak el kell segitenie az ER
lumenében folyo oxidacios
i folyamatokat. Annak érdekében,

FAD felvétel (nmol/mg fehérje)

L 10 100 7000 hogy ezt a feltevést bizonyitsuk

Gatlészer (UM) nyomon kovettik a fehérje tiol

csoportok oxidaciojat. A fehérje tiol

csoportok 37°C-on, atmoszférikus koriilmények kdzott iddben allandonak bizonyultak. A FAD

adagolas azonban igen kifejezett fehérje tiol oxidaciot valtott ki. A legnagyobb mértékii

oxidacidt, amely a fehérje tiolok mintegy harmadat érintette, 0.2 mM-os FAD koncentraciod
esetén tudtuk elérni (38. abra).

38. abra A FAD hatasa a fehérje
tiolok mikroszomalis oxidacidjara

100

90

A FAD hatasa koncentraciofiiggdnek
bizonyult, mar 10 uM FAD hatésos
volt, de 200 uM-nal magasabb FAD
koncentracio, vagy 20 percnél

80

hosszabb inkubacids id6 nem jart
egylitt tovabbi szignifikdns tiol
i oxidacioval. A FAD felvétel
60 L L P . atraktiloziddal  torténd  gatlasa
0 100 200 500 , .,
megakadalyozta a FAD kivaltotta
FAD (uM) . . . .

fehérje tiol oxidaciot (15. tablazat).
Az atraktilozid, az alkalmazott koncentracioban dnmagaban nem befolyasolta a mikroszomalis
fehérje tiol csoportok redox allapotat.

70

Fehérje tiol tartalom
(a FAD mentes kontroll %-aban)

Osszefoglalasul elmondhatjuk, hogy a citoszol szabad FAD tartalma hozzijarulhat az emlds
sejtek endoplazmés retikulumaban a diszulfid koétések kialakuldsdhoz. Az ER membranon
keresztiili FAD transzport egy fontos kapocs lehet a diszulfid kotések kialakuldsa és a sejt
taplaltsagi, metabolikus és energetikai allapota kozott.
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15. tablazat A FAD transzport gatlasanak hatasa a mikroszomalis fehérje tiol oxidaciora

Kezelés Mikroszomalis thiol tartalom (nmol mg™ fehérje)
Kontroll 239+ 12
FAD (50 uM) 211 +£22
Atraktilozid (0.5 mM) 238 +£27
FAD (50 uM) + Atraktilozid (0.5 mM) 230+ 10

3.11. A mitokondrialis oxidativ folding apparatus és az mtDNS kapcsolata

Sokaig elfogadott tény volt, hogy oxidativ folding kizérélag az oxidativ milidvel rendelkezd
bakterialis periplazmatikus térben és az eukaridta endoplazmas retikulumban folyik. A
kozelmultban azonban szamos ciszteinben (tiol csoportban) gazdag mitokondrialis
membrankdzti térben taldlhato fehérjében diszulfidkotéseket talaltak és ennek folyomanyaként
leirasra keriilt a MIA40 és az ERV1 (ALR) fehérjekbdl 4ll6 membrankdzti térben talalhato
oxidativ folding gépezet (Chacinska és mtsai 2004, Deponte és mtsai 2009, Szarka és Banhegyi
2011). A mitokondrialis membrankozti térbe érkezd szubsztrat fehérjéktdl a MIA40 veszi at az
elektronokat. A MIA40 redukalttd valik mikdzben a szubsztratfehérjék tiol csoportjait
diszulfidkotésekké oxidalja, ezért oxidalddnia kell a kovetkezd katalitikus ciklus el6tt. A
MIA40 (vissza)oxidalasat az ERV1 vagy annak human analdgja az ALR végzi (Bien €és mtsai
2010, Lee és mtsai 2000, Lisowsky 1992, Mesecke és mtsai 2005). Végezetiil az ERVI/ALR
az elektronokat a citokrom c-n, majd a citokrém c oxiddzon keresztiil molekularis oxigénre
juttatja.

Annak érdekében, hogy megtudjuk, mi torténik a mitokondridlis diszulfidgeneral6 rendszerrel
mitkdddképes 1€gzési elektrontranszfer lanc hianyaban, mtDNS fosztott sejteket készitettiink.
HepG2 human m4j karcinoma, MCF7 human mell adenokarcindma, és SH-SYS5Y human
neuroblasztoma sejtvonalak hosszu tava etidium-bromid kezelésével mtDNS hianyos,
mukodoképes 1€gzési lanccal nem rendelkez6 sejteket hoztunk 1étre (a mitokondridlis komplex
I, III, IV és V részben az mtDNS-ben kodolt). A mitokondrialis €s nuklearis DNS aranyat,
amely lényegében a mtDNS kopidk sejtenkénti szama, real-time PCR-rel kovettiik nyomon. Az
arany mindharom sejtvonal esetében meredeken zuhant, az utolsé mintavételi pontnal mtDNS
gyakorlatilag mar nem volt detektalhat6 (39. abra).
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39. abra. HepG2, MCF7 ¢és SH-SYSY sejtvonalak mtDNS kopiaszamanak alakulasa
etidium-bromid kezelésiik soran.

A mtDNS fosztott p° sejtek létrehozasanak sikerességét a 1égzési aktivitas vizsgalataval is
igazoltuk. Varakozasainknak megfelelden a mtDNS mennyiség csokkenésével parhuzamosan
az oxigén-fogyasztas is jelentds mértékben csokkent. gy ujabb bizonyitékot szerezhettiink a
mikodoképes 1égzési lanc hianyarol (40. abra).

10 40. abra. p° HepG2 sejtkultiira légzési aktivitasa
a kontrollhoz viszonyitva.
g
;; “ Miutdn hérom kiilonb6z6 sejtvonalbol (HepG2,
3 MCF7, SHSYS5Y) is sikeresen hoztunk létre p°-
£ sejteket, az ALR mRNS szintli kifejezodését real-

time PCR-rel vizsgaltuk meg. A mtDNS hianya
0 egyik sejttipus esetén sem okozott szignifikans

Koritrol - mértékii eltérést az ALR mRNS szintjében (16.
tablazat).

16. tablazat A mtDNS hiany hatasa az ALR mRNS szintii kifejezédésére

Sejtvonal relativ ALR kifejez6dés
HepG2 kontroll 1,00+ 1,11
HepG2 p° 0,48 + 1,28
SH-SY5Y kontroll 1,00 £ 1,42
SH-SY5Y p° 0,94 + 1,25
MCF7 kontroll 1,00 + 1,44
MCF7 p° 1,86 + 1,82
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A mtDNS hiany ALR kifejezddésre gyakorolt hatasat fehérje szinten is megvizsgaltuk. Az ALR
fehérjeszint egyértelmiien megemelkedett a kontroll sejtekéhez képest a p° sejtekben (41. abra).
A fehérje kifejez0désének novekedését, a nem maj eredetli MCF7, huméan mell adenokarcindma
¢s az SH-SY5Y human neuroblasztoma sejtvonalak esetében is kimutattuk (41. abra). Ez utobbi
kiilonos jelentdséggel bir, mivel az ALR fontos majndvekedési faktor és majd minden majsejtet
ért inzultus hatasara megndvekszik a szintje (Balogh és Szarka 2015). Igy kizarhattuk annak a
lehetdségét, hogy az ALR fehérjeszint ndvekedése a fehérje méjsejt-specifikus véddhatasaval
fligg Ossze. A mitokondridlis oxidativ folding apparatus masik tagjat, a MIA40 fehérjét is
vizsgalat targyava tettilk. Ez utobbi fehérje szintje azonban nem valtozott a mtDNS hiany
hatasara (41. abra).

HepG2  SH-SY5Y MCF7

lpo Kllpo Kllpo KI
RSl 41. abra: Az mtDNS-deplécié
B-aktin - - . < 40 kDa  hatisa az ALR és MIA40
' fehérjeszintjére.
Annak érdekében, hogy tovabbi

h <« 20kDa informéciot nyerjink az ALR
MIA40 - - - kifejezddés szabalyozasarol HepG2
sejteket kezeltiink kiilonbozo
mitokondrialis elektrontranszfer lanc
gatloszerekkel. Ezzel a mddszerrel, egyrészt a p° sejtekhez hasonldan csokkenthetd a sejtek
ATP termelése, illetve befolyasolhato az elektrontranszfer lanc ROS termelése is. A komplex I
rotenonnal torténd gatladsa blokkolja az ubikinon iranyaba torténd elektronatadast, igy az ATP-
szintézis mellett csokkenti a ROS képzddés mértékét is. Ezzel szemben a komplex III antimicin
A-val torténd gatlasa az ATP szint csokkentése mellett elektrontorlodast okoz, gatolja az
ubikinolrdl torténé elektronatadast, igy jelentés mértékben noveli a ROS képzédést is. Igy
mind az ATP szint, mind a ROS szint lehetséges szabalyozé hatdsa tanulmanyozhato. A
teljesség kedvéért a komplex I1 gatloszer TTFA-val, a komplex IV gatld natrium-aziddal, illetve
a szétkapcsold szer 2,4-
dinitrofenollal IS
elvégeztiik a kisérleteket.
Utobbi vegyiilet az ATP
mellett a ROS termelést is
csokkenti. A kiilonbozo
gatlo- és szétkapcsolo szer
kezelések sejtlégzésre
kifejtett hatasat a sejtek
oxigén-fogyasztasanak
mérésével igazoltuk.

42. abra. Kiilonbo6zo

mitokondrialis 1égzési lanc gatloszerek hatasa az ALR és a MIA40 fehérjeszintjére.
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A vegyiiletek 1égzésre kifejtett hatasa a vartnak megfelel6 volt. Erdekes modon, az alkalmazott
vegyiiletek egyike sem okozott a p° sejtekben megfigyelthez hasonlo ALR fehérjeszint
novekedést (42. abra vs 41. abra).

Vajon milyen titokzatos szabalyozo faktor allhat az ALR fehérjeszint emelkedése mogott a p°

sejtekben?

Az elsd lehetséges jeloltiink az ATP. Az mar régoéta jol ismert, hogy az ALR hidnya az ATP
szint csokkenéséhez vezet (Thirunavukkarasu és mtsai 2008, Gandhi ¢és mtsai 2015). Ebbdl
kiindulva nem elképzelhetetlen, hogy a p° sejtekben, miikodéképes 1égzési lanc hidnyaban
leellendrzéséhez, a kontroll (anyai) sejtvonalat kiilonbozd 1égzési gatloszerekkel ¢és
szétkapcsolo szerrel kezeltiik. Az ATP szintet (is) csokkentd kezelések hatdsara azonban nem
tapasztaltunk semmiféle valtozast az ALR fehérje szintjében (42. dbra), igy az ATP szint jo
eséllyel nem jatszik szerepet az ALR-expresszid szabalyozasaban.

Az ALR szintjét befolyasold faktor szerepére, masodik jeldltiink a reaktiv oxigénvegyiiletek
voltak, mivel a p° sejtekben, az elektrontranszfer lanc miikodésképtelensége, a ROS termelés
jelentds novekedését vonja maga utan (Miranda és mtsai 1999). A ROS termelés novelésének
egyik leghatasosabb modjat, az elektrontranszfer lanc I1I-as komplexének antimicin A-val
torténd blokkoldsat valasztottuk (Boveris €s mtsai 1973). Meg kellett allapitanunk, hogy a
komplex III gatlasabol fakado ROS szint emelkedés sem valtotta ki az ALR fehérje szintjének
emelkedését (42. abra). A 2,4-dinitrofenol kezelés hatasara kialakuld csokkent mértékii ROS
szint sem gyakorolt hatast az ALR fehérje szintjére (42. abra).

Az ALR gén csendesitésének vagy kiiitésének hatdsara megfigyelt kaszpaz-3 aktivacid
(Polimeno és mtsai 2012) egy harmadik lehetoséget vet fel, amely szerint az ALR anti-
apoptotikus hatassal rendelkezhet p®-sejtekben. Ezt a lehetdséget a pP-sejtek apoptozissal
szemben megfigyelt rezisztencidja is alatamasztani latszik (Lee és mtsai 2004). Ennek a
lehetdségnek jovobeli vizsgalata mindenképpen indokolt és tanacsos.

A mitokondrialis oxidativ folding apparatus masik tagjanak, a MIA40-nek ALR-hez képest
allando fehérjeszintje (41. abra) azt valosziniisiti, hogy az ALR szint emelkedése fiiggetlen
lehet a mitokondrialis oxidativ folding folyamatatol. Természetesen az sem kizart, hogy az ALR
szintnovekedés orvosolja a problémat azzal, hogy tobb elektront képes atvenni a MIA40-t4l,
igy annak szintndvekedése sziikségtelen.

A fentiek alapjan nem zéarhaté ki, hogy a mtDNS és/vagy egyes géntermékei szerepet
jatszhatnak az ALR fehérje kifejez6désének szabalyozasaban. Korabban két nuklearisan kodolt,
mitokondrialis biogenezisben szerepet jatszo gén az NRF-1 és a TFAM felszabalyozéasarol
szamoltak be p° sejtekben (Miranda és mtsai 1999). p° sejtekben a mtDNS elvesztése a
mitokondrialis szerkezet torzulasaval a kiils6 €s bels6 membran rendezetlenségével jar egyiitt,
aminek kovetkeztében ,,szellem-szerli” mitokondriumok alakulnak ki (Holmuhamedov és mtsai
2003). A mitokondrialis biogenezist (az Gjonnan megjelend ,,szellem-szeri” mitokondriumok
szamat) €s a membranpotencialt azonban nem befolyasolja a mtDNS elvesztése (Miranda ¢€s
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mtsai 1999, Holmuhamedov és mtsai 2003, Li és mtsai 1995). Ismert, hogy az ALR részt vesz
a mitokondriumok biogenezisében és fenntartasaban (Lisowsky 1992, 1994, Di Fonzo és mtsai
2009, Thirunavukkarasu és mtsai 2008, Gandhi és mtsai 2015), igy az ALR, majtol fiiggetlen
felszabalyozasa a p° sejtek adaptiv valaszanak egy része lehet, amely segit a mtDNS-ben kodolt
fehérjék kiesése ellenére a mitokondriélis belsé membran integritdsanak és a membranpotencial
megdrzésében. gy az ALR a mtDNS hidnya, a mitokondrialis betegségekben és az dregedés
soran el6forduld6 mtDNS mutaciok esetében is hozzdjarulhat a mitokondrialis funkciok
fenntartdsahoz. A mitokondriumok keletkezése fenntartasa csak részben ismertek jelenleg.
Eredményeink alapjan, az ALR a gépezet egy fontos alkotoja lehet, a mtDNS pedig fontos
szabalyozo szerepet tolthet be az ALR fehérjeszintjének szabalyozasaban.

3.12. GSH hiany kivaltotta sejthalalformak

3.12.1. Nagy dozisu acetaminofen kezelés és a kovetkezményes extrém GSH hiany

Kisérletes munkank els6, nagyobb részt kitevd szakaszaban a C-vitamint helyeztik
kozéppontba. A masodik nagyobb szakasz a fehérjékben taldlhatd tiol csoportokrol szolt.
Kisérleteink kovetkez6, harmadik szakaszaban, f6szereplének a C-vitamin mellett a
legfontosabbnak tartott vizoldhat6é antioxidanst a GSH-t valasztottuk. Ahogyan korabban a

DHA redukci6 mennyiségi vizsgalata soran,

;;:- most is a GSH bioszintézis és szint befolyasolasa
"-§ 5.0 'I' A lesz ez egyik legfontosabb eszkdziink. Ezt a
:,—é 5 DHA redukcios vizsgalatoknal mar alkalmazott
g v-glutamilcisztein szintaz gatlo BSO
- | alkalmazasaval, illetve az extrém mértékii GSH
5 2 S = g felhasznalo, gy extrém mértékiit GSH hidnyt
<  1.04 ] SN okozé acetaminofen (APAP) kezelésekkel értiik
5 53 B . el. Tekintve, hogy az APAP, GSH hinyt okoz6
2 Kontroll BSO  APAP reaktiv metabolitjat, a NAPQI-ta CYP2E1 enzim
allitja eld (irodalmi hattér 1.3.3.1. fejezet)
z 0.8 vizsgédlatunk targyanak a CYP2El enzimben
S o7 ;= B rendkiviil gazdag majsejteket, ezen belill is az
é 061 T endoplazmas retikulumot valasztottuk. Elsd
o 0.51 kisérletes 1épésként APAP és BSO kezelt egerek
T M * m4jabol mikroszoma frakciokat preparaltunk,
% g; — majd meghataroztuk azok redukalt és teljes GSH
§ 0.14 szintjet.
“ 00

43. abra APAP és BSO kezelés hatasa a
mikroszomalis GSH szintre és redox statuszra

Kontroll BSO APAP
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A teljes GSH magaba foglalja a redukalt, az oxidalt és a GSH-fehérje kevert diszulfidokat is
(Bass és mtsai 2004). A tejes mikroszomalis GSH tartalom mintegy 70%-kal csokkent 3 6ras
APAP kezelés hatasara (43. abra A panel). A BSO kezelés is hasonloan markans teljes GSH
csOkkenéssel jart egylitt (43. abra A panel). A redukalt/teljes GSH ardny azonban jelentdsen
kiilonbozott az APAP és a BSO kezelt csoportok esetében (43. abra B panel). A redukalt GSH
részaranya APAP kezelést kovetden 1ényegesen alacsonyabbnak bizonyult. A kontroll mintak
esetében, a redukalt GSH a teljes GSH mintegy 50%-at adta, addig az APAP kezelt mintdk
esetében ez az ardny csak 20% koriil adodott (43. abra B panel). A BSO kezelés ugyanakkor a
mikroszémakban lényeges mértékben nem valtoztatta meg a redukalt/teljes GSH aranyt (43.

abra B panel).

A kovetkezO 1épésben megprobaltuk az APAP kivaltotta toxikus folyamatokat mérsékelni.
Ennek érdekében az APAP kezeléssel parhuzamosan és Onmagdban BGP-15-6t adtunk
(mindkét esetben 100 mg/ttkg) a kisérleti allatoknak. A BGP-15 O-(3-piperidino-2-hidroxi-1-
propil)nikotinsavamid-oxim egy nikotin amidoximin szarmazék, amelyet eredetileg
inzulinrezisztencia ellen fejlesztettek ki. Korabban azonban a BGP-15 szerkezeti analogjait
sikeresen alkalmaztdk az APAP kivaltotta majkarosodas kivédésére (Ray és mtsai 2001).
Ahogy a korabbiakban lattuk az APAP nemcsak sejt, ER szinten is igen komoly GSH hianyt
okozott, s6t a redukalt/teljes GSH arany is nagymértékben csokkentette. Felmeriilt benniink a
annak a lehetdsége, hogy a BGP-15 esetleges védo hatasat az APAP kivaltotta ER redox
valtozasok mérséklése révén érheti el. A BGP-15 egyilittes adagolasa azonban nem mérsékelte
az APAP kivaltotta redox valtozast. A BGP-15 6nmagaban nem okozott szignifikans GSH szint

valtozast (44. abra).

Panel A =
:_g 5.0+ I [ Teljes GSH
?_é 4.0- 1 Redukalt GSH 44. abra. Az APAP és a
E BGP-15 kezelés hatiasa a
E 3.07 mikroszomalis GSH szintre
§ 5 04 r_h és redox statuszra
° * *
g 107 " " Annak  érdekében, hogy
% 0.0 e bivebb betekintést nyerjiink
Kontroll BGP-15 APAP APAP+BGP-15 a mikroszomalis tiol-
0.8+ diszulfid allapotokba, AMS
fanelB z 0.7- jelolést  végeztiink, amely
& e T —|_ . képes a  fehérje  tiol
é 0.5- * csoprortok redox allapotanak
S 0.4- _|_ -|— detektalasara. A CXXC
§ 0.3 motivumot tartalmazéo ER
‘g 0.2- dajkafehérje ERp72 AMS
& 0.1 jelolése soran kidertilt, hogy
3 oras APAP kezelést

Kontroll BGP-15 APAP APAP+BGP-15 . L .
kovetden gyakorlatilag

hidnyzik a redukalt forma és csakis kizarolag az oxidalt van jelen. Ezen a BGP-15-tel tortént

128



dc_1166_16

kezelés sem tudott érdemben valtoztatni, tehat a BGP-15 valoban nem képes az APAP kivaltotta
ER-ben végbemend redox valtozdsok mérséklésére (45. abra).

OXD RED Kontroll BGP-15 APAP APAP+BGP OXD RED

ERp72
Redukalt forma —
Oxidalt forma —

45. abra. Az APAP és a BGP-15 Kkezelés hatasa az ERp72 redox statuszara

A BGP-15 a kisérleti allatokra egyértelmiien jotékony hatast gyakorolt, amit leginkdbb azon
lehetett lemérni, hogy az APAP-nel parhuzamosan BGP-15-6t kapott allatok életben maradtak
a kozel haladlos APAP dozis (450 mg/ttkg) ellenére. Ezért a BGP-15 majvédd hatasanak
felderitését 12 6ras APAP kezelést kdvetden elvégzett szovettani vizsgalatokkal folytattuk (46.
abra). Hematoxilin-ecozin festést alkalmaztunk a majkarosodasok megvaltozasanak és
mintazatanak detektalasara (46. abra a-c panel). A BGP-15 6nmagaban semmilyen szignifikans
szovettani hatdst sem mutatott (a kontrollhoz képest). Ahogyan arra el6zetesen szamitani
lehetett az APAP kezelés kozel Osszefiiggd nekrotikus sejtelhalast okozott a centrilobularis
régidban (46. dbra a panel).
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g5

LAY

46. abra Az APAP és a BGP-15 kezelés szovettani hatasa.

Az APAP + BGP-15 parhuzamos kezelést kapott allatok hematoxilin-eozin festett majszeletei
mérsékelt nekrozist mutattak a centrilobularis régidban (46. dbra b panel). ApopTag festést
alkalmaztunk, hogy a pozitiv sejtmagokat kimutassuk (46. abra d-f panel) majd minden egyes
kezelés esetében kiszamitottuk az apoptotikus indexet (47. abra). A BGP-15 (100 mg/ttkg)
onmagaban nem befolyésolta az apoptotikus indexet. Az APAP kezelést kovetden, az
apoptozissal érintett sejtek szdma mintegy négyszeresére ugrott. Az APAP kezeléssel
parhuzamosan adott BGP-15 gyakorlatilag teljesen kivédte az APAP apoptotikus sejtszamot
noveld hatasat (47. abra).
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9- 47. abra Az APAP és a BGP-15
< 8 F(ezelés hatasa az apoptotikus
T 7 T indexre.

2 6

§ 54 A modszerek fejezetben leirtak szerint
2 4 * megallapitottuk a nekrézis mértékét,
2 3 T Kiterjedését. A kontroll és a BGP-15
§_ ‘1?" 1 —— kezelt csoportok atlagos nekrotikus

C- pontszama 0.00 volt, az APAP kezelt

csoporté 2.1 £1.0, az APAP + BGP-15
parhuzamos kezelést kapott csoporté
pedig  2.0£0.7. A  nekrotikus
pontszamok tehat az utobbi két csoportban jelentésen magasabbak voltak, mint a kontroll és a
BGP-15 kezelést kapottakban, 1ényegi kiilonbséget nem tudtunk az APAP és az APAP + BGP-
15 parhuzamos kezelést kapott csoportok kozott kimutatni, a BGP-15 nem tudta a nekrotikus
sejthalalt mérsékelni.

Kontroll BGP-15 APAP APAP+BGP-15

Ahogyan azt mar kordbban megemlitettiik (1.3.3.3. fejezet) klinikai tanulményok szerint az
APAP kivaltotta hepatotoxicitdsban szenvedd betegekben a keringd hasitott K18 fragmens
szintje, amely egy apopt6zis marker joval alacsonyabb volt (15%), mint a teljes hosszusagi
K18 (F1K18), amely pedig egy nekrozis marker (85%) (Antoine és mtsai 2012). Ez a
megfigyelés alatamasztja azt a vélekedést, amely szerint a silyos APAP hepatotoxicitas a
betegekben elsdsorban a maj nekrézisaval jar egyiitt és csak kis mértékben fordul eld
apoptotikus sejthalal. Fenti eredményeink szerint APAP kezelés hatdsara jelentds mértékben
megnovekszik az apoptotikus sejtek szama, azonban a nekrozis mennyiségileg joval
jelentésebb mértékii (46. és 47. abra). Erdemes azt is megjegyezniink, hogy bizonyos
tanulmanyok szerint a programozott nekrdzis soran, az apoptoézishoz hasonléan TUNEL
detektalhatdé DNS torések kovetkeznek be. A sejthaldl késobbi fazisaban kovetkezik be a
plazmamembran integritdsdnak elvesztése (Lorenzo and Susin, 2007).

3.12.2. A ferroptozis szerepe az APAP kivaltotta sejthalal folyamataban

A kozelmultban leirt programozott sejthaldlforma, a ferroptdzis olyan anyagokkal valthato ki,
amelyek GSH hidnyt, vagy GPX4 gatlast idéznek eld. A ferroptozis, az apoptozistol, nekrozistol
¢s az autofagiatol egyértelmiien kiilonb6z6 morfoldgiai, biokémiai és genetikai sajatsagokat
mutat (Dixon és mtsai 2012). Tekintve, hogy az APAP reaktiv metabolitja a NAPQI pont olyan
sejthalalt valt ki, amely GSH hidnnyal (el6z6 fejezet, McGill és mtsai 2013) és GPX gatlassal
jellemezhetd (Tirmenstein és Nelson 1990), valamint kaszpaz fliggetlen (el6z0 fejezet és Nagy
¢s mtsai 2007), megvizsgaltuk a ferroptozis lehetséges szerepét az APAP kivaltotta
(m4j)sejthalal folyamataban.
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Elso kisérleteinket, a mar korabban alkalmazott HepG2 m4j karcindéma sejteken végeztiik. Az
viszonylag jol ismert, hogy a HepG2 sejtek gyakorlatilag nem fejezik ki a fazis I enzimeket
(Roe és mtsai 1993) és ezért nem termelik a reaktiv koztitermék NAPQI-t sem. Ennek
kovetkeztében sem GSH hidny, sem fehérje addukt kialakuldsadval nem kell szamolni ezekben
a sejtekben (McGill és mtsai 2011). Mindazonaltal az APAP és az APAP valamint a specifikus
ferroptozis gatloszer, ferrostatin-1 egyiittes kezelés (APAP + Fer-1), HepG2 sejtek
¢letképességére gyakorolt hatasdnak megfigyelése hasznos lehet a ferroptozis APAP kivaltotta
sejthalalban betdltott szerepének tanulmanyozasaban. Ahogyan azt varni lehetett a HepG2
sejtek viszonylag rezisztensek voltak az APAP kezelésre (17. tablazat).

17. tablazat Acetaminofen és ferrostatin-1 kezelés hatasa HepG2 sejtek életképességére

Fer-1 APAP koncentracié [mM]
koncentracid
[uM] 0 5 10 25
0 100.0 £9.6 90.6 £11.1 84.7 +4.7* 50.8 £3.1*
0.1 104.7 £14.7 106.3 £9.8 81.2 £8.2* 54.4 +6.7*
0.5 101.3£3.5 94.5 £16.0 81.9+13.3 54.2 £5.3%
1 98.8 £1.0 109.9 +15.7 82.9 £8.0* 51.9 £3.2%
5 103.9 £5.8 91.0 £14.6 80.8 £7.1* 51.5 £5.7*
10 89.4 £5.8 94.9 £10.8 72.7 £7.9% 47.6 £1.4*

*Szignifikans kiilonbség az APAP kezelést nem kapott mintadkhoz (APAP 0 mM) képest
(P<0.05).

Jelentds mértékli életképesség csokkenést mindossze az extrém magas, 25 mM-0s APAP
koncentracional lehetett megfigyelni. A ferrostatin-1, a kordbban sikeresen alkalmazott
koncentraciokban (0.1 és 0.5uM) (Dixon ¢és mtsai 2012), az APAP jelenlététdl fiiggetleniil,
semmilyen hatdst sem gyakorolt a HepG2 sejtek életképességére (17. tablazat). Mindezen
megfigyelések alapjan kizarhatjuk annak a lehetdségét, hogy HepG2 sejtek esetében a
ferroptozis szerepet jatszik az APAP kivaltotta sejthalal folyamataban. Ezt a kijelentésiinket
megerdsiti az a megfigyelés, amely szerint az egyetlen, APAP tuladagolds esetén a
gyakorlatban alkalmazott ellenszer, az N-acetil-cisztein, amely egyébként igen hatasos
allatmodellek esetében is, a HepG2 sejteket nem tudta megvédeni (Manov és mtsai 2004). Ezen
a ponton fontos megjegyezniink, hogy a ferroptotikus sejthalalt szintén ki lehetett védeni a
sejttenyésztd kozegbe tett N-acetil-ciszteinnel, vagy GSH-val (Yang és mtsai 2014). Habar a
HepG2 sejtek kevésbé érzékenyek az APAP kezelésre, azért a HepG2 sejteket is képes megdlni
az APAP (17. tablazat, Manov és mtsai 2004, Macanas-Pirard és mtsai 2015). A sejthalal
mechanizmusa azonban egyértelmiien kiilonbozik a primer majsejtek reaktiv. NAPQI
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generalasaval egyiitt jar6d sejthaldldhoz képest, a HepG2 esetében elsésorban az apoptozis
dominal (Jaeschke ¢és mtsai 2012).

Tekintve, hogy az APAP toxicitds mechanizmusa az emberi szervezetben és az egerekben
nagyon hasonl6 (McGill és mtsai 2012) igen gyakran primer egér majsejteken tanulményozzak
az APAP toxicitasat. Ezért primer egér majsejteken mi is megvizsgaltuk a ferrostatin-1 hatasat
mélyebb betekintést nyerjiink az APAP kivaltotta sejthaldl mechanizmusanak részleteibe a
potens és szelektiv RIP1 kinaz gatlo, necrostatin-1 (Nec-1) (Degterev és mtsai 2008,
Vandenabeele ¢s mtsai 2010), a vizoldhatd antioxidans C-vitamin (DHA) és a zsiroldhato
antioxidans a-tokoferol (a-tok) hatasat is megvizsgaltuk kiilon-kiilon, majd egymas mellett is.
Mindegyik vizsgalt reagens képes volt az APAP kezelt primer egér majsejtek életképességének
novelésére (18. tablazat).

18. tablazat Kiilonb6zo ferroptdzis, nekroptézis gatloszerek és antioxidansok hatasa
acetaminofen kezelt primer egér majsejtek életképességére.

APAP koncentracié [mM]

Kezelés
0 10 20
kontroll 100.0 2.8 80.4 +7.7* 19.9 £2.7*
Fer-1 (1 pM) 96.7 +2.0 85.7 +1.9*# 40.7 £3.0%"
Fer-1 (0.5 uM) 98.2 +2.4 89.2 £3.7** 40.1 +8.1**
a-tok (1 nM) 104.3 +0.3 86.4 +£6.5* 33.4 +4.0*
DHA (1 mM) 106.4 +3.1 93.2 +3 4% 52.2 +1.6**
a-tok (1 nM) + DHA (1 mM) 108.8 £2.5 88.3 £0.9** 53.9 £3.9%%
Nec-1 (25 uM) 96.8 +£5.9 93.5 +£9.3% 37.7 +4.6*"

* Szignifikans kiilonbség az APAP kezelést nem kapott mintakhoz (APAP 0 mM) képest #
Szignifikéans kiilonbség a kontrollhoz képest (P<0.05).

Mind a ferrostain-1, mind a necrostatin-1 hatasa jelent6sebb volt, magasabb, 20 mM-0s APAP
dozis esetében (18. tablazat). igy elsd izben sikeriilt igazolnunk, hogy az APAP tiladagolas
kivaltotta GSH hidny és GPX gatlas (Tirmenstein és Nelson 1990, McGill és mtsai 2013)
ferroptotikus sejthalalt okozhat, amely mérsékelhetd a szelektiv ferroptdzis galszoszer,
ferrostatin-1 alkalmazasaval. Eredményeink tehat egyértelmiien arra utalnak, hogy a ferroptozis
szerepet jatszhat az APAP kivaltotta sejthaldl folyamatdban. Ebben tulajdonképpen semmi
meglepd sincs, hiszen a ferroptdzist szamos kiilonbozé anyag kivaltja, ami sejtszini GSH
hidnyt és/vagy a GPX4 gatlasat okozza (Dixon és mtsai 2012, Yang és mtsai 2014, Friedman
Angeli és mtsai 2014). A ferrostatin-1-hez hasonléan a RIP1 kinaz gatld necrostatin-1 szintén
fokozni tudta az APAP kezelt primer egér majsejtek életképességét (18. tablazat). Ez a
megfigyelésiink megerdsiti Takemoto és mtsai (2014), illetve Zhang ¢s mtsai (2014)
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eredményeit, amely szerint a necrostatin-1 mind a primer majsejteket, mind az egereket
megvédte az APAP okozta citotoxicitastol.

A C-vitamin (DHA), valamint a C- és E-vitamin véd6hatasa meghaladta a kizardlag 6nmagaban
adagolt E-vitaminét (18. tablazat). Az extrém magas 25 mM-os APAP koncentracié esetén,
kizardlag ennek a két anyagnak, a DHA ¢s a DHA+a-tokoferol kombinacioja tudott barmiféle
védo hatést elérni.

A ferrostatin-1 hatasanak hatterét szerettiik volna alaposabban megismerni, ezért tovabb
folytattuk primer majsejten a kisérleteinket. Kovetkezd 1épésként mRNS-t izolaltunk és
meghataroztuk a CYP2EI kifejez6dését, hogy megtudjuk a ferrostatin-1 védOhatasa vajon a
megvaltozott APAP anyagcserébdl fakad-e. Ahogy arra szdmitani lehetett az APAP kezelés
igen jelentds mértékben fokozta a CYP2E1 kifejezddését (19. tablazat). Igen, am, de semmilyen
kiilonbséget sem tudtunk detektalni a CYP2E1 kifejezddésében a ferrostatin-1 kezelt és a
kontroll mintak, illetve az APAP kezelt és az APAP + ferrostatin-1 kezelt primer egér majse;jt
mintak kozott (19. tablazat).

19. tablazat Acetaminofen és ferrostatin-1 kezelés hatasa primer egér majsejtek CYP2E1
MRNS szintjére

Kezelés Relativ CYP2E1 mRNS szint
kontroll 1.0+1.9

APAP (20 mM) 462.2 +1.9*

APAP (20 mM) + Fer-1 (1 uM) 453.0 +1.6*

Fer-1 (1 uM) 1.5+2.8

*Szignifikans kiilonbség a kontrollhoz képest (P<0.05).

Ezt kovetden meghataroztuk a mintdk GSH tartalmat, hogy megvizsgéaljuk a ferrostatin-1
primer egér majsejtek detoxifikalo statuszara gyakorolt lehetséges hatdsat, kiilonos tekintettel
allatkisérletes eredményeinkbdl arra szamitottunk, az APAP kezelés nagymértékben
csOkkentette a primer egér majsejtek GSH tartalmat (20. tablazat). Az eredmények azonban
arrél is arulkodtak, hogy a ferrostatin-1 kezelés semmiféle befolyast sem gyakorolt a sejtek
GSH szintjére (20. tablazat). Korabban a necrostatin-1 képes volt ugyan az APAP kivaltotta
ROS termelést csokkenteni, de ennek sem volt semmiféle hatasa sem a CYP2EI kifejezédésére,
sem az APAP kivaltotta GSH hidnyra (Takemoto és mtsai 2014). A ferrostatin-1 véddhatasa,
tehat nem a csokkent APAP-NAPQI metabolizmuson és nem is a megvaltozott GSH-val térténd
NAPQI konjugécion all. Erdekes médon Pfal fibroblaszt sejtek esetében a GSH szint, BSO
kezeléssel torténd csokkentése, vagy a sejtek erastin kezelése sikeresen valtott ki ferroptozist,
amelyet mind necrostatin-1, mind ferrostatin-1 kezeléssel ki lehetett védeni (Friedmann Angeli
¢s mtsai 2014).
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20. tablazat Acetaminofen és ferrostatin-1 kezelés hatasa primer egér majsejtek GSH
szintjére

Kezelés Relativ GSH level [%]
kontroll 100.0 +4.1

APAP (20 mM) 2.6 +1.3%

APAP (20 mM) + Fer-1 (1 uM) 1.9 £1.5%

Fer-1 (1 uM) 75.9 £8.5*

*Szignifikans kiilonbség a kontrollhoz képest (P<0.05).

Eredményeink arra utalnak, hogy a nekroptozis (Takemoto és mtsai 2014, Zhang és mtsai 2014)
¢és az apoptdzis (Manov és mtsai 2004, Macanas-Pirard és mtsai 2015) mellett egy harmadik
programozott sejthalal tipus a ferroptdzis is szerepet kap az APAP kivéltotta sejthalél
folyamataban primer egér majsejtekben. A necrostatin-1-en kiviil a ferrostatin-1 is hatékony
ellenszere lehet az APAP kivaltotta maj-toxicitdsnak. A ferroptézis nem madj specifikus
folyamat, szerepe van a tumor sejtek vasfliggd, cisztein transzportot és GSH termelést
gatloszeivel kivaltott sejthaldl folyamataiban, ahogyan a patkdny hipokampusz agyszeletek

crer

kovetkeztében kialakul6 sejthalalaban is (Dixon és mtsai 2012).

A DHA + a-tokoferol koktél kivalo sejtvédd hatdsa miatt szerettiik volna megtaldlni a két
komponens azon idealis 0sszetételi aranyat, amely a legnagyobb mértékli védelmet nyujtja a
sejtek szamara. Ennek érdekében primer egér majsejteket kezeltiink APAP-nel kiilonb6zo

crer

21. tablazat Kiilonb6z6 koncentracioju DHA és a-tokoferol hatasa acetaminofen kezelt
primer egér majsejtek életképességére.

DHA  koncentracio @-TOC koncentracié [nM]

[uM] 0 1 50 500

0 100.0 +4.7 1249 +£7.1* 111.8 +4.2* 83.0 +4.0*
10 83.3£5.2* 100.2 +4.8 118.4 +6.7* 100.5 £7.1
50 87.1+4.3* 104.7 £5.5 131.7 +1.8* 100.0 £6.4
100 91.6 +£3.8* 102.4 +£5.8 127.8 +£5.8* 103.7 £6.0
500 100.1 +5.3 130.0 +8.6* 113.5 +3.5* 92.3 £5.5*
1000 124.0 +3.5* 151.4 £5.0* 123.2 £7.2* 85.5 +4.0*

* Szignifikans kiilonbség az APAP kezelt (APAP 10 mM), de DHA (DHA 0 uM) és a-
tokoferol (a-tokoferol 0 nM) nem kezelt mintdkhoz képest (P<0.05).
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Erdekes modon a legnagyobb sejtvédé hatast, pont a mar korabban alkalmazott DHA, o-
tokoferol keverék Osszetétellel tudtuk elérni (21. tablazat). Az E- és a C-vitamin (valamint a
GSH) szinergikus hatdsa logikus, hiszen a harom antioxidans reciklalasuk révén, egymassal
Osszefonddo szerepet jatszik a sejt elektrontranszfer szinpadan (Meister 1994, May és mtsai
1996). A szoban forgd antioxidansok kedvezd hatasa ezen szinergikus hatéssal, illetve azok
lipid és nem-lipid eredetii ROS fogd képességével is magyarazhato.
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Osszefoglalas

A C-vitamin megszerzésére kiilsédleges, elsésorban ndvényi, forrasokra szorulunk. Erdekes
modon a ndvényekben folyo aszkorbat bioszintézis itvonala az ezredforduldig ismeretlen volt.
Felfedezése egyértelmiien 0 lehetdségek tarhdzat nyitotta meg a biotechnoldgiaban és az
¢lelmiszertudomanyban, hiszen a C-vitamin bioszintézis és reciklalas befolydsolasa altal
lehetdségiink nyilt a C-vitamin szint befolyasolasara, magasabb C-vitamin tartalmi névények
létrehozasara, amelyek jobban ellendllnak a kornyezeti stressz hatasoknak, emelt
vitamintartalmuk révén jobban eltarthatd, megnovelt értékii élelmiszereket allithatunk eld
beldlik. A ndvényi C-vitamin bioszintézis, utolsé 1épését katalizalo, galaktono-1,4-lakton
dehidrogenaz enzim a mitokondriumban helyezkedik el. Kisérleteink kezdetekor az enzim
topoldgidja ismeretlen volt. A két orientacios lehetdség, két kiilonbozd transzportrendszer
meglétét jelentette, amennyiben aktiv helye a mitokondridlis matrix felé néz az egyrészt egy L-
galaktono-1,4-lakton, masrészt egy aszkorbat transzporter 1étezését veti fel a mitokondrium
belsd membranjaban, hiszen az enzim szubsztratjanak a matrixba kell jutnia, termékének pedig
ki kell onnan keriilnie. Specifikus aszkorbat transzporterre akkor is sziikség van, ha az aktiv
hely a két membran kozti tér felé néz, hiszen az aszkorbinsav jelenlétét tobb mads
sejtszervecskével egyetemben a mitokondriumban is leirtak.

Radioaktivan jeldlt C-vitamin segitségével tisztaztuk, hogy a novényi mitokondrium mind az
aszkorbatot, mind a dehidroaszkorbatot (DHA) felveszi, azonban a DHA felvétele preferalt. A
transzport jellemzésével egyértelmiivé tettiik, hogy az, egy fehérje medialta folyamat. A DHA
transzport gliikkdzzal torténd gatlasa révén kimutattuk, hogy a ndvényi mitokondrium, a DHA
transzport mellett, kétiranyu, 1d6 és homérsékletfiiggd, gatolhato gliikdz transzportot is mutat.
A transzport inhibicids profilja valosziniisiti, hogy a két molekula ugyanazon transzporter
ligandjai. A mitokondriumba jutott DHA a mitokondriélis elektrontranszfer lanc részvételével
aszkorbattd redukalddik. Megallapitottuk, hogy a 1égzési elektrontranszfer lanc-fiiggé DHA
redukcio helyszine a mitokondrialis matrix, elektrondonora a komplex II. A DHA redukcio
soran keletkezett aszkorbat kijut a mitokondriumbo6l €s a membrankdzti térben hozzajarul a
komplex IV elektronellatasdhoz. Eredményeink szerint a mitokondrialis DHA redukcidhoz a
GSH fiiggd folyamatok csupan 20%-ban jarulnak hozza, azonban az altalunk Ujonnan leirt
komplex II fiiggd redukcid ettdl Iényegesen nagyobb mértékii. A ndvényi mitokondriumban
tehat egy aszkorbat/DHA redox parbol allo komplex IlI-at megkeriild elektrontranszfer Ut
l1étezhet. A keriilout limitalo 1épése nagy valoszinliség szerint az aszkorbat matrixbdl torténd
kijutasa, amelyet a DHA redukcié eredményeként keletkezd aszkorbat extramitokondrialis
térben torténd késedelmes megjelenése is alatdmaszt. Vizsgalatainkat a komplex III mutans
ppr-40 ladfin folytattuk. A komplex Ill-nal bekovetkez6 elektronaramlasi blokk csékkent
mértékii 1égzést, fokozott IV-es komplex, alternativ oxidaz aktivitast és fokozott aszkorbat
fogyast eredményezett a ppr-40 ludfii esetében. Igy nem meglepé moédon mind mitokondriélis,
mind sejtszinten joval alacsonyabb és oxidaltabb C-vitamin szint jellemezte a ppr-40-es
novényeket. Ez  kivaltotta az  aszkorbat-glutation ciklus minden enzimének
aktivitasfokozodasat. A ciklus enzimeinek emelkedett aktivitasa egylitt jart a redukcidhoz
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elektronokat szolgaltatO GSH mitokondrialis szintjének emelkedésével is. A C-vitamin
bioszintézis utolsd 1épését katalizald, mitokondrialis L-galaktono-1,4-lakton dehidrogenaz
enzim mRNS szintje ugyan nem valtozott meg a ppr-40 mutans ndvényekben, azonban
aktivitisa mintegy 25%-kal megemelkedett, feltehetden az oxidaltabb citokrém ¢ miatt. Igy egy
(nem teljes mértékben sikeres) kompenzacidos mechanizmust figyelhettink meg a mutans
novényekben. A mitokondrialis és a plazmamembranban foly6 C-vitamin transzportfolyamatok
Osszehasonlitasa soran kimutattuk, hogy a plazmamembranon keresztiili C-vitamin transzport
esetében linearis Osszefiiggés van a kiilsé inkubacios kozeg C-vitamin redox statusza (DHA
tartalma) és a transzportra keriild6 DHA mennyisége kozott. Ez egyértelmiien bizonyitja a sejtek
DHA irdnyaba mutatott transzport preferenciajat. A két anyag plazmamembranon keresztiili
transzportja kozott nem mutathato ki kompeticid, ami az eltérd inhibicios profillal egyetemben
arra utal, hogy a ndvényi sejtekben két kiillonboz6 tipusi nagy affinitdisi DHA
transzportrendszer 1étezik: a mitokondrialis, amely nagy valosziniiség szerint hasonl6 a gliikoz
transzporterekhez, illetve a plazmamembranban talalhato, amely egyértelmiien kiilonbozik a
gliikoz transzporterektdl. A mitokondridlis gliikozfelvételt tovabb vizsgalva invertdz aktivitast
talaltunk a névényi mitokondrialis matrixban. Az enzimaktivitds pH optimuma, Kinetikai
paraméterei, valamint inhibitor profilja alapjan az Gjonnan leirasra keriilt enzimet a neutralis
invertazok csalddjaba soroltuk. A mitokondrialis invertdz aktivitas kiszolgélasara, a korabban
leirt  glik6z transzport mellett kétiranyt, telitheté, valamint mitokondrialis
membranpotencialtol fliiggetlen szachar6z és fruktdz transzportot taldltunk a mitokondrialis
belsé membranban. A kiilonbozd kinetikai paraméterek, valamint a kereszt-gatlas hianya arra
utalnak, hogy a transzportfolyamatokat harom egymastdl fliggetlen transzporter medialja. A
mitokondrialis C-vitamin transzporttal kapcsolatos vizsgalatainkat kiterjesztettik a human
mitokondriumokra is. A GLUT (SLC2), illetve az SVCT (SLC23) transzporter csaladok in
silico lokalizacios vizsgalataval megerdsitettik a GLUT1 és az SVCT2 transzporterek
mitokondrialis lokalizaciojat, ugyanakkor megkérddjeleztik a GLUTI10 mitokondridlis
jelenlétét. Ezen t0l valdszintsitettilk két (jabb, GLUT csaladtag, a GLUT9 és a GLUTI11
mitokondridlis elhelyezkedését, illetve felvetettiik DHA transzportban valo részvételiiket.

Kisérleteink masodik nagyobb fejezete a fehérjelancokban talalhaté tiol csoportok
diszulfidkotésekké torténd oxidacidjaval, az oxidativ foldinggal foglalkozik. A fehérjék
diszulfid kotései elsdsorban az eukaridta sejtek endoplazmas retikulumaban (ER) alakulnak ki.
Az ER membranon keresztiili FAD transzport kritikus lehet a fehérjék oxidativ foldingjanak
szempontjabol. Vizsgélataink soran kétiranyt, gatolhaté FAD transzportot talaltunk emlds
mikroszomalis membranok esetében. A FAD felvétel atraktiloziddal torténd gatlasa
megakadalyozza a FAD kivaltotta fehérje tiol oxidaciot, amely révén igazolni tudtuk a FAD
szerepét a fehérje tiolok oxidaciojdban emlds mikroszomalis vezikuldkban. Ezt kdvetéen az
ujonnan felfedezett mitokondrialis oxidativ folding apparatus felé fordult érdekl6désiink. A
membrankozti térben talalhatd oxidativ folding gépezet a MIA40 és az ERV1 (ALR)
fehérjékbdl all. A fehérje tiol csoportokrdl szarmazo elektronokat pedig a citokrom c-n, majd a
citokrom c¢ oxiddzon keresztiil molekularis oxigénre juttatja. Annak érdekében, hogy
megtudjuk, mi torténik a mitokondridlis diszulfidgeneralé rendszerrel mitkdddképes 1égzési
elektrontranszfer ldnc hidnyaban, mtDNS fosztott sejteket készitettiink. A mtDNS hianyanak
hatdsara, a mitokondrialis oxidativ folding apparatus fontos eleme, az ALR fehérjeszintje
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jelentés mértékben megnott. Tekintve, hogy az ALR mennyisége nem mutat valtozast a sejtek
1égzési komplex gatlo és szétkapcsold szerekkel torténd kezelésére, az ATP, illetve ROS szintek
ALR fehérjeszintet szabalyozd szerepe nem tarjuk valoszinlinek, azonban a mtDNS
mennyisége fontos szabalyoz6 faktornak latszik.

Kisérleteink kovetkezd, harmadik szakaszaban, fOszereplének a C-vitamin mellett a
legfontosabbnak tartott vizoldhaté antioxidanst, a GSH-t valasztottuk. A DHA redukcios
vizsgalatokndl mar alkalmazott y-glutamilcisztein szintdz gatlo BSO alkalmazésaval, illetve az
extrém mértéklit GSH felhasznalé acetaminofen (APAP) kezelésekkel GSH hianyt értiik el.
Kisérleteink soran igazoltuk, hogy in vivo APAP és BSO kezelés hatasara a mikroszomalis
GSH szint markansan csokken. A redukalt GSH és fehérje tiolok részaranya APAP kezelést
kovetden lényegesen alacsonyabbnak bizonyult, a BSO kezelés ugyanakkor a mikroszémakban
Iényeges mértékben nem valtoztatta meg a redukalt/teljes GSH aranyt. APAP kezelés hatasara
jelentds meértékben megndvekedett az apoptotikus sejtek szdma, azonban a nekrozis
mennyiségileg joval jelentdsebb mértékii volt. Ugyanakkor kimutattuk, hogy a nekroptozis és
az apoptozis mellett egy harmadik programozott sejthalal tipus, a ferroptdzis is szerepet kap az
APAP kivaltotta sejthalal folyamatdban. Eredményeink alapjan a ferroptozis gatloszer,
ferrostatin-1 védOhatasa, nem a csokkent APAP-NAPQI metabolizmusbdl és nem a
megvaltozott GSH-val torténé NAPQI konjugaciobol fakad. Az APAP kivaltotta sejthalal
folyamatat gatolta a C- és E-vitamin. A C-vitamin, valamint a C- és E-vitamin kombinaciojanak
védohatasa meghaladta a kizarolag onmagéaban adagolt E-vitaminét.

Eredményeink jol demonstraljak a ndvényi mitokondrium és a C-vitamin anyagcsere (szintézis,
felhasznalas és reciklalas) szoros kapcsolatat. A mitokondridlis C-vitamin reciklalas vizsgalata
soran, illetve a ppr-40 mutidns ludfiin kapott eredményeink kisérletes munkank gyakorlati
hasznositasat vetitik elére. A C-vitamin ¢és gliikoz rokon szerkezete, mitokondridlis
transzportjuk keresztgatlasa révén feltart mitokondriélis invertaz rendszer szintén a gyakorlati
hasznositas lehetdségét rejti magaban. Szamos esetben példat lathattunk a C-vitamin és a GSH
egylittes, egymast befolyasolo, egymast segitd hatasara, amely Gjabb bekezdésekkel boviti a két
legfontosabb vizoldhat6 antioxiddns mar igy is sok kozos fejezetet tartalmazo torténetét.
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