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El6szo

Az iszkémias betegségek, kiemelten a stroke és a szivinfarktus a
leggyakoribb haldlokok ko6zé tartoznak, patomechanizmusukrél igen sok
tudomanyos eredmény sziiletett. Az elmult 10 évben tébb mas, degenerativ vagy
metabolikus jellegli betegségrdl is kideriilt, hogy mikroszintli iszkémias
karosodas all a hattérben, ezaltal még a diabétesz kutatasa is a hipoxia-iszkémia
iranyaba fordult. Mindezen eré6feszitések ellenére eredményes oki terdpia alig
ismert, ezért Uj terapias célpontok, 4j eljarasok azonositasa a kutatasok legfébb
mozgatorugdja. A jelen dolgozatban bemutatom az eredményeit harom,
egymastél alapvetéen Kkilonb6z6 terapias irany kutatdsanak, amelyek
mindegyike az iszkémiids karosodas csokkentésére irdnyult. Akar az
ioncsatorndk, akar a szabadgyokok, akar a sejtterapia volt a tudomanyos
kutatasaim kiindulépontja, minden esetben a mitokondriumok miikodésének
vizsgalatdhoz vezettek az eredmények, ezért valasztottam a dolgozat
vezérfonalaul ezt a sejtalkotot.

Miért éppen ezeket a kozleményeket valogattam 0Ossze a doktori
dolgozatba? A PhD fokozat megszerzése utan témat kellett valtanom: az agyi
keringés vizsgalata hagyomanyos moédon egyre kevesebb 1j tudomanyos
eredményt igért. Megtanultam a mitokondriumok izolalasat és egy konnylinek
latsz6, de 2001-ben nagyon feljové témaval kezdtem a kutatdsokat: Western
blot-ok segitségével azonositani az agyi mitokondridlis NO szintdz enzim
mibenlétét. Akkoriban csak néhany cikk irta még le, hogy talan létezik egy
mitokondridlis NOS enzim varians, amely viszont 0j gydgyszercélpont lehet,
ezért annak felfedezése komoly versenyt és nagy lehetdséget igért. A blotok
viszont nem voltak egyszeriiek, tobb volt benniik az aspecifikus csik, mint a
megfeleld, ezért djabb antitestekkel, djabb, még tisztabb preparatumokkal
dolgoztam. Hogy meggyorsitsam a munkat, majboél és szivbdl is elkezdtem az
izolalasokat, amelyet kés6bb kiterjesztettem tobb fajra, igy egér, patkany, malac
és human mintakkal is dolgoztam. Az alapjaban szemikvantitativ Western blotok
mellett elkezdtiink immunprecipitaciét, radioaktiv NOS-aktivitds mérést is

végezni és végre Osszedllt az elsé anyag: egér maj mitokondriumokban alacsony
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NOS aktivitast mértiink, amely hipoxia hatasara duplajara emelkedett. Ez volt az
elsé leirasa annak, hogy a mtNOS barmilyen élettani folyamatban szerepet
jatszik, ez a cikk sok érdeklédést kapott, maig sokan idézik. A tovabbi kisérletek
azonban nemigen tudtak tovabblépni a korai eredményeken. Nem sikeriilt
kimutatni az eNOS foszforilaci6jat mitokondriumokban, nem sikeriilt transzport
szekvenciakat azonositani az ismert NOS fehérjéken, és NOS knockout egerekben
is megvoltak ugyanazok a jelek. Mas kutatécsoportok ekoézben hasonld
modszerekkel ellentétes eredményre jutottak: a mtNOS-t a nNOS egyik
variansanak azonositottdk, még meg is szekvenaltdk egy részét. Ez a
kutatdcsoport, elsdsorban Cecilia Giulivi vezetésével erds lapokban sorra kozolt
hasonlé eredményeket, konferencidkon azonban elterjedt a szébeszéd, hogy a
kisérleteiket nemigen lehet megismételni. Nekem sem sikeriilt. Illetve sikertlt
valami hasonl6 jelet generalni immar 8 kiilonb6z6 mddszerrel, de 6sszességében
egyik sem volt meggy6z6, ezért be Kkellett latnom, hogy az értelmezésiink
elhamarkodott volt, mtNOS nem létezik a keresett formaban. Az elkovetkezd
években sorra jelentek meg részletes eredeti kozleményeim, majd késébb két
osszefoglal6 is arro6l, hogy mtNOS nem létezik. Szerettem volna azt latni hogy
van, de sajnos nincsen. A tudomanyban negativ eredményt meggy6zden igazolni
még nehezebb, mint pozitivat, de idével sikeriilt a csatit megnyerni. Mas
kutatocsoportok is az én hipotézisemet tdmogaté eredményre jutottak, le is
kozolték félreérthetetlentil. A fluoreszcens NO mérd modszerrel, amely szinte
mindenki kezében erés mitokondrialis jelet adott (Diaminofluoreszcein és rokon
vegyiiletei) kimutattam, hogy nem NO-t, hanem N;03-re érzékeny, amely kis NO
koncentracié mellett, de erésen oxidativ kdrnyezetben jon létre: a mitokondrium
éppen ilyen. A tovabbi kutatasaim soran felfedeztiink egy mechanizmust, amely a
légzési lanc részvételével els6sorban nitrozdétiolok, példaul nitrozéglutation
(GSNO) forrasbol allit el6 NO-t a mitokondriumokban. A tudomdanyos vilag
érdekl6dése azonban szeszélyes, ezt a pozitiv eredményt hozo, klasszikusan
kidolgozott cikket kevesebben idézik, mint azokat, amelyekben a mtNOS létezése
ellen harcolok. F§ ellenldbasom, Dr. Giulivi sosem fogadta el, hogy amit mért, az
valdszinlileg hibas értelmezés volt, de véleménye a tudomanyos
kozvélekedésben egyre inkdbb magara maradt. A sors fintora, hogy amerikai

professzori kinevezéséhez épp télem kértek referenciat a felettesei, amelyben



Akadémiai Doktori Erte]dzeés 1.8 Zsprbor 7

természetesen nem utalhattam évekig hizédé szembenalladsunkra. En ezzel a
felfedezéssel kiszalltam a mitokondrialis NO forrasanak kutatasaboél és késébb
inkabb a NO hatasaira koncentraltam. A leginkabb szilikséges eszkoz a tovabbi
kutatdsokhoz egy mitokondriumokra specifikus NO donor, lehetéleg
nitrozéglutation (GSNO) lett volna. Ennek Kkifejlesztésére be is adtam egy hazai
palyazatot. Amig a palyazat a maga litemében biradlat alatt volt, egy amerikai
kollégamnak, Paul Brookes-nak épp ugyanez az otlete timadt és meg is csindlta
hamarosan - nem kellett varnia palyazatokra 1-2 milli6 forintért. Egy
szabadalmat talaltam, amit bejelentett ra, és amikor személyesen taldlkoztunk
mar tesztelte a mito-specifikus GSNO hatasait. Mire az én palyazatom
forrashidny miatt elutasitdsra keriilt, addigra 6 kideritette, hogy a mito-
specifikus GSNO éppen ugyanigy hat, mint a sima GSNO. Innentél fogva
els6sorban a GSNO, mint endogén, nagy mennyiségben jelen 1év6 NO donor
hatdsaira koncentraltam, hiszen Dr. Brookes mérései alapjan nem volt mar
értelme  mitokondrium-specifikus  fejlesztéseknek. = Nehéz  technikai
megoldasokkal, de sikeresen azonositottuk azokat a fehérjéket, amelyek GSNO
hatasara nitralédnak a mitokondriumokban: ezek kozott kellett keresni az
élettani hatasokért felel6soket. A részleges lista furcsa egyveleget mutatott,
amelyekbdl egyetlen enzim tlint ki: a dihidro-lipoamid-dehidrogenaz (DLDH),
amely az urea-ciklus része. Azért volt érdekes, mert az enzimkomplex, amihez
tartozik, ugyanigy NADH-t haszndl szubsztratként, mint a jél ismert poliADP-
ribozil-polimeraz (PARP), amely a nitrozativ stressz egyik f6 downstream
enzime. Megvizsgaltuk a lehetdségét annak, hogy a DLDH megfelel
kornyezetben képes lehet-e PARP-jellegli enzimatikus mikodésre, és
meglepddve tapasztaltuk, hogy mind mitokondridlis lizdtumban, mind
rekombinans formaban képes PAR termelésre. Ezzel a felfedezéssel eljutottunk
odaig, hogy ugyan a mitokondriumokban nem sikertilt NOS enzimet talalni, de
azonositottunk két 0j mechanizmust is, amelyek egyike az energiatermeld
oxidativ foszforilacié enzimrendszerének részvételével nitrozalé agenseket hoz
létre, egy masik mechanizmus pedig ennek hatdsara mitokondrialis poli-ADP-
ribozilaciét. Igy egyiittesen egy teljes, a sejtmagihoz hasonlé biokémiai lancot
azonositottunk, amely kizarélag mitokondrialis enzimeket tartalmaz. A tovabbi

kutatdsok ennek potencidlis terdpias kihasznalasara fékuszaltak. El6szor azt
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kerestlik, hogy cukorbetegségben, amelyr6l egyre inkdbb ismert hogy az
alapvetd periférids elvaltozasok oxidativ stresszre vezetheték vissza, hol lehet
tetten érni a nitrozilaciét. Erdekes moédon a mitokondriumok vilagatdl
legmesszebb vezet6 uton tudtunk sikeres fejlesztés irdnyaba lépni: noha
amerikai kollégakkal azonositottuk az ingadoz6 cukorszint oxidativ stresszt
okozé hatasat, Magyarorszagon pedig terhességi cukorbetegségben talaltunk jé
diagnosztikus lehetéséget a nitrozativ stressz markerekben, a GSNO, mint
potencialis gyoégyszercélpont, a diabéteszes lab szindrémaban bizonyult
sikeresnek. Az allatkisérletek sikere utdn a f6 nehézséget az okozta, hogy egy
laboratériumban jél hasznalhaté készitmény teljesen alkalmatlan gydégyaszati
kornyezetben: vizes oldatban a féléletideje mindéssze 5,5 6ra. A molekulatél
eltérni nem akartunk, mivel endogén anyag, metabolizmusa j6l ismert, ezért
mellékhatasokra nemigen kell szamitani egy megfelel6 formulaci6 esetén. Sok
probalkozas utan végiil harom fiiggetlen utat is talaltunk, amelyek révén stabil,
lokalisan alkalmazhat6 készitményt allitottunk el6, amelyet végiil emberen (sajat
magunkon) ki is prébaltunk - szép vazodilataciét okozott, amely teriiletileg igen
lokalizalt volt. A szabadalmakat egy svajci gyégyszercég vette meg, akik a klinikai
fejlesztést és kiprobalast végzik, reméljiik a kész termék sikeresen eljut majd a
betegekhez. Amikor elkezdtem kergetni a hipotetikus mtNOS enzimet a {6
mozgatorugo6 a sziv és agyi iszkémia volt, de ahogy a fenti torténetbdl latszik, egy
komoly zsdkutca utan a tovabblépés mégiscsak elvitt egy gyodgyszerfejlesztésig,
noha nem abban a formadban ahogy elterveztem.

Minden kutaté tudja, hogy egyszerre tobb kisérleti vonalat kell folytatni,
mivel sohasem lehet tudni, melyik ag vezet sikerre és melyik lassul le technikai
vagy mas nehézségek miatt. A mtNOS kutatasa kozben ezért kapcsolédtam bele
egy technikailag hasonld, de mas elvi iranyba, a mitokondrialis ATP-fliggd kalium
csatornak (mitoKarp) kutatdsaba. Az otlet egyszerilinek latszott: ha mar ugyis
csinadlunk egy sor Western blotot NOS antitestekkel, csinaljunk parhuzamosan
Karp alegység antitestekkel is. Akkoriban fedezték fel ugyanis, hogy az egyik
ismert Karp nyité vegyiilet, a diazoxid, a mitokondriumokra specifikus, de ami
fontosabb: képes megvédeni a szivizmot az infarktus hatdsait6l. A hatas igen
jelentds volt: az elhalt tertilet csokkenése 30%-kal, a halalozasi arany csokkenése

50%-r6l kozel nullara, stb. Munkatarsaimmal hasonlé eredményeket talaltunk
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agyban is kisérleti allatokban, ezért nekialltam a mitoKatp azonositasanak. Ahogy
a NOS esetében, itt is hamar kideriilt hogy a mitokondriumban minden mashogy
van. Taladltunk egyértelmlien a mitokondriumokban ddsulé Kir alegység
variansokat, de a SUR alegység varidnsok nagyon mas molekulasulynal
szerepeltek. Proteomikai technikakat kellett bevetni, 2-dimenzids blotokat és
immunprecipitaciot végezni, az antitestek altal felismert szekvencidk révén a
lehetséges szekvencia-szakaszokat azonositani, in silico mitokondrialis
transzport-tag-eket azonositani, végil nem usztuk meg a primer szekvenalast
sem. A kutatds fontossdga kiemelkedd volt, ugyanis a mitoKarp csatorna egy
idedlis gyogyszercélpont: a nagy gyogyszergyarak mindegyike fejlesztett értagito
vagy antidiabetikus céllal a Katp-n hat6 szereket, tobb szer pl. a Glibenklamid
igen elterjedt gydgyszer ma is, ezért ha sikeriil a célpontot azonositani a
gyogyszerfejlesztés eddigi tudasa, tapasztalatai, és nem utols6 sorban az elvetett
vegyliletek kozotti keresés hamar taldlt volna egy szivinfarktus és stroke
megel6z6 molekulat. Egy igazi 4j blockbuster-jeldltet, amelyre nagyon sziiksége
van mar az iparagnak. Sajat kisérleteink azonban egyre inkabb meggy6ztek arrdl,
hogy a mitoKarp csatorna tévitnak bizonyult: ugyan valésziniileg tényleg jelen
van a mitokondriumok bels6 membranjaban, de mennyisége olyan alacsony,
hogy szadmottevé hatdsa nincsen az organellum mikodésére. A Karp nyitd
vegyiiletek farmakolégiai hatékonysaga tovabbra is meggy6z6, de a
hatasmechanizmust mashol kell keresni, konnyen lehet, hogy nem is egy
csatorna van, illetve, hogy nem els6sorban Kartp jellegli. Az Gj blockbuster azéta is
varat magara, pedig az élettani lehet6ség megvan...

A harmadik irany, amelyet ugyanabban az idében, ugyanannak a
célpontnak a vizsgalatara terveztem teljesen eltéré6 mechanizmusokat vizsgalt.
Agyi iszkémidban és traumdban, amelyek egyarant maradand6 agykarosodast
okoznak, sejtbeliltetéssel terveztem javitani a szoveti funkciot. A sejtterapia egy
szinttel magasabban helyezkedik el, mint a mitokondriumok: nem sejten beliili,
hanem sejtek, szovetek kozotti hatdsokat vizsgalunk. Mégis, ahogy a
késébbiekben kideriil a mitokondriumok ebben a mechanizmusban is
kulcsszerepet jatszanak. Az els6 nehézséget az okozta, hogy 2001 kornyékén a
sejtterapias kutatdsok még éppen csak elkezdédtek. Majd minden kutaté mas

teriiletrdl érkezett, voltak fejlédésbiol6gusok, immunologusok és patolégusok is,
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akik mddszereket fejlesztettek, majd hasonld kutatasokat inditottak fliggetleniil
attol, hogy milyen hattérrel indultak. En el6szor egy ragcsalé modellt dolgoztam
ki agyi trauma és embriondlis szoveti Ossejt beiiltetés iranydba, majd ennek
segitségével azonositottuk, hogy a nitrozativ stressz gatlasa jelent6sen fokozza a
belltetett Ossejtek tulélését. Mellékleletként megfigyeltiik, hogy néhany sejt
valdszinilileg faziondlt: az atlltetett sejtek jelolt magja mellett egy jeloletlen
sejtmag is lathato volt. Ez inditott el abba az irdnyba, hogy nagy id6 és térbeli
felbontassal, in vitro vizsgaljuk a sejtterapiat. Kidolgoztunk egy modszert, amely
a konfokalis mikroszkép asztalan, folyamatos monitorozas mellett képes
megmutatni az iszkémias sejthalal és 6ssejt-hozzaadas folyamatat. A kisérleteket
els6sorban a sejtfuzié vizsgalatara terveztiik, de nem ez volt a leglényegesebb
megfigyelésiink. Sikeriilt ugyan lefilmezni néhany valodi sejtfiziot karosodott és
atiiltetett sejtek kozott, azonban ez nagyon ritka jelenség volt. Egy-egy fizié nem
volt képes magyarazatot adni arra, hogy miért van akar 30%-nyi kettésen jelolt
sejt mar egy nap utan is. A kézenfekvd valasz az volt, hogy a hozzaadott sejteket
jelold festék aspecifikusan atoldddik a kdrosodott sejtekbe, ezzel a fuzi6 latszatat
keltve. A részletes megfigyelések ezt viszont kizartak: a filmszer( felgyorsitott
felvételeken azt lattuk, hogy tobb sejt képes egymdas kozvetlen kozelében
megOrizni a sajat festékét, mig mas sejtek aktivan sejt-sejt kontaktusba lépnek és
a festékek kicserélédnek. Aktiv, sejtek altal szabalyozott folyamatrél van tehat
sz6. De mi lehet ez? A szakirodalom kevés tdimpontot nyujtott. Minddssze 10 cikk
foglalkozott sejtek kozotti membran transzporttal, amely az altalunk
megfigyelthez hasonl6éan nanométeres vastagsagi membranhidakon keresztiil
torténik. Egy cikk leirta, hogy ezeken a nanotubulusokon mitokondriumok
aramlanak, amelyet mi is megfigyeltiink. Egy masik kozlemény pedig azt mutatta
ki, hogy mitokondrium-irtott sejtek egészséges tarsaiktél képesek atvenni,
transzportalni mitokondriumokat és ezzel visszadllitani az oxidativ sejtlégzést.
Hipotézislink tehat az volt, hogy az iszkémidn atesett sejtek, amelyek 24 6ran
belil elhalnak, megmenekiilhetnek azaltal, hogy egészséges sejtektdl
nanotubulusokon mitokondriumokat vesznek at. EIéggé merész hipotézis volt, de
hihet6 és féleg jol vizsgalhatéd a sajat fejlesztésti modszerekkel. A kisérletek
részben igazoltdk a hipotézist, mivel kimutattuk, hogy jol respirald

mitokondriumok nélkiil az dssejt-beliltetés szovetmentd hatasa nem érvényesiil,
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de azt is igazoltuk, hogy ehhez nem sziikséges a mitokondriumok atjutasa egyik
sejtb6l a masikba. Ezek a megfigyelések jelentés érdeklédést valtottak ki, az
egyik cikkiink sokaig a folydirat legtobbet letoltott cikkei kozott volt, egy éven
beliil tobb review-ban is idézték és szakmai férumokon vitattdk meg a kollégak.
A mechanizmus pontos felderitése még hatravan, de bizom benne hogy a
mitokondriumokkal szerzett korabbi tapasztalatok, jok és rosszak egyarant,
segiteni fognak abban, hogy ez a kutatdsi irdny is végiil 0j terapidk
kifejlesztéséhez vezessen.

A 10 éves munka soran tobb igéretes otletrdl bizonyosodott be, hogy
vakvaganynak bizonyult, 3 esetben U4j kutatasi médszereket kellett kifejleszteni,
hogy egyaltalan tovabbléphessiink, de végiil a 3 megkdzelitésbdl a szabadgyokok
esetében szabadalmazott gyodgyszerformulacié fejlesztése nétt ki a kutatasi
iranybdl, mig két esetben Uj klinikai protokollok kidolgozasa van folyamatban.
Utélag visszatekintve konnyen kiszamithato, hogy 15 eredeti tudomanyos
kozleményt felolel6 Gj alapkutatasi eredmény és 3 mérési mddszer kifejlesztése
kellett ahhoz, hogy egyetlen hasznosithaté technolégia j6jjon l1étre - és egyaltalan
nem volt megjésolhatd, hogy melyik eredmény vezet majd ide, illetve, hogy
milyen betegség lesz a célcsoportunk. A tanulsdg szamomra inkabb az volt, hogy
minden kutatdsnak ugy kell nekiallni, hogy egy 1épéssel kozelebb vigyen egy uj
terdpia vagy diagnosztikum kifejlesztéséhez, és ha nyilik egy lehet6ség akkor
azon az uton kell végigmenni még akkor is, ha ez elvezet az eredeti érdeklédési
teriiletemrdl és kisebb tudomanyos tjdonsaggal szolgdl. Noha tudomanyosan
izgalmasabb egy Uj nitrogén monoxid szintdz enzim utdn kutatni, de a
cukorbetegeken inkabb egy jol hasznalhaté nitrogén monoxid donor készitmény
segithet - amelynek Kkifejlesztéséhez fel kellett haszndlni az alapkutatasi
tapasztalatokat is.

Az értekezésben igyekeztem a lényeget kiemelve 6sszefoglalni a harom
parhuzamos kutatdsi irany eredményeit. A mddszerek ismertetését tomoren,
lényegretoréen fogalmaztam, a részletes adatok a kozleményekben és a 4
moddszertani cikkben illetve konyvfejezetben szerepelnek, amelyeket a
dolgozathoz mellékeltem. Az eredmények ismertetésénél Kkiemeltem a
kozlemények legfontosabb megfigyeléseit, a redundans méréseket, példaul

ugyanazt az eredményt mas fajokban vagy szovetekben kihagytam, hiszen ezek
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leginkdbb egymas kontrolljaiként szerepelnek és az eredeti kézleményekben

megtalalhatoak.

Budapest, 2011. augusztus 21.

oé.{,zo\ Aoula

Lacza Zsombor
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1. Bevezetés és kutatasi célok

1.1. Mitokondrialis ATP-fliggd kalium csatornak szerepe iszkémiaban

Az ATP szenzitiv kdlium csatorndk (Katp) a sejtek tobb pontjan is
megtalalhatéak, beleértve a plazma membrant és a bels6 mitokondrialis
membrant. (1). A kdlium ion relativ koncentraci6ja jelentésen kiilonboz6 a
sejtkozotti térben, a sejtplazmaban illetve a mitokondrialis matrixban, ezért a
Karp csatorna megnyilasa lokalizaciétol fligg6en mas hatast valt ki: a sejtfelszini
csatornak megnyildsa K kidramlast és hiperpolarizaciét, mig a mitoKarp
csatornak nyitadsa K bedramlast és matrix depolarizaciot valt ki. A Katp csatornak
gyogyszeres befolydsoldsa a kiilonb6z6 lokalizaciokban fontos terapias célként
szolgal példaul diabéteszben (2, 3), hiperténidban (4), szivelégtelenségben (5) és
szoveti iszkémidban (6). Izgalmas Uj felfedezés volt a mitoKarp csatorndk
szelektiv nyitasa, amely képes volt kivédeni az iszkémias inzultus kdros hatasait
(7-13). Tobb tanulmany is foglalkozott azzal, hogy élettani vagy farmakologiai
moddszerekkel aktivaltdk a mitoKarp csatornakat, ezzel megvédve a szivet az
iszkémias stressztdl (5, 9, 11, 13-15). A sziv esetével ellentétben, viszonylag
kevés informaci6 all rendelkezésiinkre errdl a mechanizmusrol az agyban.

Néhany tudomanyos munka foglalkozott azzal, hogy az iszkémia
reperfuzié és a mitoKarp csatornak kozotti osszefiiggést vizsgalja a kozponti
idegrendszerben (16, 17). Annak ellenére, hogy kézenfekvd lenne a szivben
tapasztalt mechanizmusokat feltételezni az agy teriiletén is, a rendelkezésre allé
adatok ezt nem teljesen tamasztjak ala. Ujabb kisérletek a kardialis teriileten is
azt mutattak ki, hogy korabban a mitoKarp csatorndknak tulajdonitott hatasért
mégis a szarkolemmalis csatornak a felel6sek (15, 18). Jelenlegi ismereteink
szerint két egyértelmi allitdst tAmogat megfelel6 tudomanyos bizonyiték: 1, A
mitoKarp csatorndk aktivaldsa altal kivaltott neuroprotekci6 nemcsak
ragcsalékban, hanem nagyobb emlés6kben, igy kutyakban és malacokban is
miikodik, ezaltal feltételezhetd, hogy van terapias relevancidja emberben is. 2, A

mitoKarp csatornak szelektiv aktivalasa Gj neuroprotekciés mechanizmus, amely
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fliggetlen a glutamatergic receptoroktél illetve a szabadgyokok eliminalasa révén
létrejové védoOhatastol. Sajat kisérleteink két kérdés megvalaszolasara
torekedtek: 1, Milyen mértékii neuroprotekcié érheté el farmakol6giai mitoKarp
gatlas révén agyi iszkémiaban? 2, Mi az alegység 0Osszetétele a mitoKarp

csatornaknak agyban illetve szivizomban?

1.2. Nitrozativ stressz és a mitokondriumok kapcsolata

1.2.1. Mitokondrialis nitrogén monoxid (NO) termelés mechanizmusa

A nitrogén monoxid (NO) els6sorban a citoplazmatikus NO szintaz (NOS)
enzimek révén Kkeletkezik az él6 szovetekben, és feltételezhetd, hogy a
mitokondriumokban is taldlhaté egy NOS enzim varians. Legkorabban a
mitokondridlis membranok NADPH diaforaz aktivitasat irtdk le, majd kés6bb
tobb ismert NOS izoformarol is kozoltek adatokat, miszerint kolokalizal a
mitokondriumokkal (19). Sajnos épp a kulcsfontossagii mérések voltak nehezen
reprodukalhatéak mas laboratériumokban, ezért két kutatécsoport, koztik a
szerz0 is, megkérddjelezte a mitokondridlis NOS jelenlétét (20). Brookes
osszedllitott egy kritikai Osszefoglaldst a 2003-ig megjelent eredeti
kozleményekrél a témaban, és arra a kovetkeztetésre jutott, hogy sem a
kozlemények egyenként, sem Osszességiikben nem szolgaltatnak elegendéen
erds bizonyitékot a hipotetikus mtNOS létezésére (21). Ettdl fiiggetleniil az is
igaz, hogy sokféle mérési mddszerrel, sokféle mitokondrialis preparatumban
mérhetd erdteljes nitrogén monoxid-szerli aktivitds, amelynek el6allitasi
mechanizmusa ismeretlen. A mitokondriadlis NO szintézis kérdése tehat kétfelé
bonthatd: 1, termelnek-e a mitokondriumok NO-t? és 2, Ha termelnek
szignifikdns mennyiséget, akkor azt milyen biokémiai reakcidk és enzimek
révén?

A mitokondridlis NO termelés mechanizmusdnak megismerése utan a
kézenfekvé kovetkezé kérdés, hogy milyen downstream mechanizmusokat
aktival a létrejott NO. Elettani vagy korélettani folyamatokban jatszik inkabb
szerepet? A hatdsa a mitokondriumra korlatozddik vagy Kkiterjed a sejt egészére?
Ezen kérdések vizsgalata soran elemeztiik a mitokondrialis fehérje nitrozilaciét,

illetve a kovetkezményes poli-ADP-ribozilaciot, azaz PARP aktivitast.
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1.2.2. A nitrozativ stressz szerepe magas cukorszint altal kivaltott stresszben

Az endotél diszfunkcié jelentds szerepet jatszik a diabétesz periférias
mellékhatasainak patomechanizmusdban, mint amilyen a retinopatia,
mikroangiopatia vagy a cukorbeteg lab szindroma. Endotelidlis diszfunkcid
esetén a vazokonstriktorok felé tolddik el az érfal simaizomzatara hat6 tényezdék
Osszessége, amely érszilikiilethez, mikrocirkuldciés zavarhoz és iszkémidhoz
vezet. A f6 vazodilatator, a nitrogén monoxid hidnya és a paradox moédon
megnovekedett nitrozativ stressz egylittese utal az NO-rendszer koros
miikodésére, amely az érhatdsokon kivil még megndvekedett trombocita
aggregaciét is mutat. A diabéteszes mikroangipatia kezelésében ezért
kézenfekvonek tlinik NO donorok alkalmazasa. A nitroprusszid-natrium (SNP) és
szerves nitratok gatoljak a trombdzis kialakulasat, de tartos alkalmazasuk nitrat
tolerancidhoz és szisztémas mellékhatasokhoz vezet. Az S-nitrozétiolok (RSNO),
mint példaul a nitrozéglutation (GSNO) jél ismert endogén NO raktdrozé és
szallité vegylletek, amelyeket tobb farmakolégiai kisérletben is felhasznaltak,
mint hatékony NO donorokat. A biztat6 kisérleti eredmények ellenére egyetlen
nitrozétiol sem torzskonyvezett gyégyszer, amelynek f6 oka az, hogy tobbségiik
igen bomlékony és stabil készitményt még nem sikertlt beldliik kifejleszteni.
Jelen kisérleteink arra irdnyultak, hogy 1, a cukorbetegséghez kothetd periférias
elvaltozasokban milyen szerepet jatszik a NO, illetve 2, Lehetséges-e jol
hasznalhaté topikalis NO donor készitményt kifejleszteni ezen szovédmények

kezelésére.

1.3. Sejtterapia szubcellularis mechanizmusai

Sokak szerint a sejt alapu terapiak fogjak képviselni a kovetkez6 attorést
a gyoégyaszatban. Tobb klinikai kisérlet is pozitiv eredménnyel zarult, amelyek
révén néhany sziik teriileten a sejtterapiak bekertltek az orvosi eszkoztarba.
Jelent6s szovethidnnyal jaré betegségekben azonban jelenleg még nincsen
egyetlen olyan sejtes terapia sem, amely érdemi javulast tudna mutatni példaul

szivinfarktusban vagy strokeban. Ennek egyik f6 oka az, hogy nem ismerjik
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pontosan a beadott sejtek hatasmechanizmusat, ezért a protokollok
optimalizalasa, példaul a beadandé sejtek tipusa, mennyisége, id6pontja nem
becsiilhetd meg. A hatdsmechanizmus sejtek esetén mindenképpen
bonyolultabb, mint hagyomdanyos gyo6gyszerek esetében. Parakrin faktorok,
amelyeket a sejtek termelnek, sejtfuzio a graft és a host kozott, de-differenciacié
és transzdifferenciacié egyarant szerepet jatszhat a hatadsban, rdadasul idében és
térben eltér6 mértékben. Kisérleteink célja az volt, hogy a sejtterapia
hatasmechanizmusait vizsgaljuk, ezen beliil is els6sorban az iszkémia és
nitrozativ stressz szerepét. Az in vivo allatkisérletekben az volt a f6 kérdésiink,
hogy az agyi 1ézi6 széli zonajaba beliltetett sejtek beépiilnek-e a szovetbe, és a
tulélésiik javithato-e nitrozativ stressz csokkenté szerek alkalmazasaval. A
szubcellularis mechanizmusok vizsgalatdhoz at kellett térni jobban
kontrollalhaté, nagyobb id6 és térbeli felbontast lehetévé tev6é in vitro
moddszerekre. Sejttenyészeteken azt vizsgaltuk, hogy egy iszkémias inzultust
kovetben a hozzaadott egészséges Gssejtek hogyan 1épnek kapcsolatba a sériilt

sejtekkel, illetve mi a mitokondriumok szerepe a folyamatban.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Mitokondrialis ATP-fiiggd kalium csatornak szerepe iszkémiaban

2.1.1. Alegység osszetétel

ATP-szenzitiv kalium csatorndk jellemz&en négy pérus-alkotéd befelé rektifikalo
kalium csatornakbél (Kir) és négy moduldciés szulfanilurea-szenzitiv
alegységbdl (SUR) allnak (2). Toébb Kir és SUR alegység szerkezete ismert,
melyek koziil a Kir 6.1. és a Kir 6.2, illetve a SUR-2 rendelkezik olyan transzport
szekvenciakkal, amelyek val6szinlisithetéen a mitokondridlis membranok felé
iranyitjak a fejérjét. (22, 23). Ezen csatorna alegységek megfelel§ sejten beliili
elhelyezkedése az N-terminuson talalhat6 transzport szekvenciaktdl fiigg, illetve
a megfeleld térbeli szerkezet létrejottéhez molekularis chaperonok, példaul a
hésokk fehérjékhez tartoz6 HSP70 és HSP90 sziikségesek (24-27). Ezen feliil a C-
termindlison elhelyezked6 felismerd szekvencidk biztositjdk a 4 Kir és 4 Sur
alegység 0sszeépiilését funkcionalis mitoKarp csatornava (28).

A Kir és SUR alegységek valtozatos expresszidja lehetéséget nyit
specifikus farmakolégiai eszkozok fejlesztésére, amelyek csak egy-egy
meghatarozott lokalizaciéju csatorndra hatnak. Példaul a Kir 6.1 és Kir 6.2
alegységek mRNS expresszidja kilonbozik szivizomsejt és neuron
tenyészetekben, és hipoxia hatasara is eltéréen reagalnak (29). Kimutattak azt
is, hogy a Kir 6.1 alegység agyi mitokondriumokban dudsul, mig a szivizom
mitokondriumokban nem talalhat6 meg (22, 30-32). Arra is van bizonyiték, hogy
legaldbb egyféle sejtfelszini Katp csatorna esetében, de valdszintlileg a mitoKarp
csatorna vonatkozasaban is a poérus-formalé Kir alegység neuronokban és
asztroglidban kiilonbozik (33). A SUR alegységekrdl még ennél is kevesebbet
tudunk, de arra van adat, hogy SUR-2-h6z hasonlé fehérjék az agyi
mitokondriumokban dusulnak (32).

Annak fényében, hogy a mitoKarp csatornak oOsszetétele eltéré a kiilonboz6
szovetekben, és a kutatdsi eremdények szerint tobbféle alegység varians

mutathaté ki, elképzelhetd olyan hatéanyagok fejlesztése, amelyek megfelel6en
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specifikusak az agyi mitoKarp csatorndkra és ezzel 0j gyogyszercélpontként
szolgalnak a stroke megel6zésére (1, 32, 34). Jelen tudasunk szerint azonban
még nem all rendelkezésre elég adat ahhoz, hogy megfelel6en specifikus
hatéanyagokat lehessen fejleszteni, és a rendelkezésre all6 szerek hatékonysaga

sem teljesen tisztazott.

2.1.2 Elettani szabalyozas

A sejtfelszini Katp és mitoKatp csatorndk funkciéja meglehetésen eltérd, de a
szabalyozé mechanizmusaik hasonléak. Példaul a sejtfelszini Karp csatornak
aktivacidja a sejt hiperpolarizaci6jdhoz vezet, mig a mitoKarp csatornak
aktivacidja depolarizalja az organellumokat (35, 36). Habar szinte mindegyik
Katp csatornat aktivalni lehet GTP-vel és GDP-vel, mialatt az ATP vagy ADP
gatolja azokat, a mitoKarp csatorndk eltéréen miikddnek: hosszi szénlancti CoA
észterek gatoljak a mitoKarp csatornakat, de aktivaljak a sejtfelszini Karp
csatornakat (2, 37-40), illetve mindkét csatonara hat a protein-kinaz C (41).
Kimutattuk ezen tul azt is, hogy a szuperoxid anion és a peroxinitrit aktivalja a
mitoKarp csatornakat (22). Munkacsoportunk korabbi kisérletei kimutattak, hogy
iszkémia-reperflizi6 soran a sejtfelszini Katp csatornak gatlédnak, ezért hasonld
hatast varunk a mitoKarp csatorndktol is (42, 43). Az oxigén szabadgyokok
hatasanak kiillonbségeiben szerepe lehet az egyes csatornakat alkot6 Kir és SUR
alegységek kozotti kiilonbségeknek, illetve akar a szabadgyokok mennyiségének.
Alacsony szabadgyok koncentracio aktivalhatja a Karp csatornakat, mig magas
szabadgyok tartalom, amilyet pl. iszkémia-reperfizié esetében tapasztalunk,
gatolhatja a csatornakat. Jelenlegi tudasunk alapjan nehéz eldonteni, hogy a
szuperoxid diszmutdzok kozvetleniil a szabadgyokok szintjének csokkentésén
keresztlll vagy protein kindzok aktivdlasa révén hatnak a Karp csatorndkra.
Garlid és munkatarsai (44) felvetették, hogy a mitoKarp csatornak aktivalasa a
matrix ligositasa és kovetkezményes szabadgyok termelés révén aktivalja a
protein kinazokat, amelyek ezutan a Karp csatorndk teljes megnyilasdhoz
vezetnek.

Lehetséges az is, hogy mas, eddig ismeretlen faktorok moduladljak a mitoKarp

csatornakat patofizioldgiai koriilmények kozott. Indirekt bizonyitékok utalnak
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arra, hogy cukorbetegségben nemcsak a sejtfelszini, hanem a mitoKatp csatornak
is kdrosodnak (45). A folyamatos szabadgyok termelés és protein kinaz aktivacié
medialhatja a diabétesz-indukalt Karp csatorna diszfunkciét, de mas

mechanizmusok sem zarhat6k ki egyeldre.

2.1.3 Farmakolégiai szabalyozas

A Karp csatorndk Kkisérletes vagy terdpids céld befolyasolasahoz
megfelel6en szelektiv sejtfelszini illetve mitokondrialis Katp csatornara haté
szerek dallnak rendelkezésre. A diazoxide és a cromakalim jol ismert Karp
aktivatorok. A diazoxide azonban nagyjabél ezerszer hatékonyabb a mitoKarp
csatornakon a cromakalimnal tébb szovetben is, amely al6l éppen az agy a
kivétel, ahol ez a kiilonbség nem olyan szamottevd (46). Hasonléképpen, a BMS
191095 szelektiven gatolja a mitoKarp csatornakat a szivben (47), amely hatast
agyban egyel6re kevéssé vizsgaltak. A pinacidil egy masik ismert Karp aktivator,
amely valamelyest szelektiv a mitokondriumokra. Ezzel szemben az 5-
hydroxydecanoate (5-HD) a mitoKarp csatorndkra nagyfokban szelektiv
gatlészer, mig a glibenclamide mind a mitoKarp mind a sejtfelszini Karp
csatornakon hat (1). Noha ez egyel6re nem bizonyitott, a Kir és SUR alegységek
nemrégiben felismert, szovetek kozotti nagyfoki eltérése arra enged
kovetkeztetni, hogy a hatéanyagok tekintetében is lehetnek szovetspecifikus
agensek, amelyek gyogyszerfejlesztés kiindulépontjainak szamitanak (1, 22, 33).
A mitoKarp csatornak aktivaldsa mitokondridlis depolarizaciéhoz vezet, amely
némely esetben egylitt jar a sejt szuperoxid szintjének emelkedésével is. A
membranpotencidlra valé hatasok patch-clamp vagy potencial-érzékeny festékek
révén mért mértéke kiilonbozhet az egyes szovetek kozott, ahogy kimutattak
agy, sziv és maj mitokondriumok esetében (1). A mitoKarp aktivaldszerek
membran hatdsai jol kozombdosithetéek 5-HD-vel vagy glibenclamiddal, noha
ezen antagonistak specificitdsa fligg egyrészt a mitokondriumok allapotatol,
masrészt az aktivaloszer beadasa utan eltelt id6t6l (44). MitoKarp csatorna nyité
szerek adasa esetében a sejtekben leirtak reaktiv oxigén gyok szint emelkedést,

de ennek molekularis mechanizmusa egyel6re nem tisztazott. A diazoxid példaul
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megemelheti a szuperoxid anion szintet a szukcinat dehidrogenaz gatlasa révén
vagy kozvetleniil a mitokondridlis bels6 membran potencidljanak valtoztatasa
altal. A 3-NPA, szukcinat dehidrogenaz specifikus gatlészere gyors és tartéds
oxigén gyok emelkedést valt ki neuronokban, amelyet csak részlegesen lehet 5-
HD-vel blokkolni. Ezzel szemben a 3-NPA altal kivaltott membran depolarizacié
gyors és atmeneti, amelyet az 5-HD teljes mértékben gatolni képes (48).
Elképzelhetd magyarazat, hogy a membran depolarizacié6 3-NPA esetében
masodlagos a szukcinat dehidrogenaz gatlasanak kovetkeztében, és egyarant
fligg a protein kinazoktdl és a mitoKarp csatornaktol.

Ujabb megfigyelések fontos kiilonbségeket mutattak ki a diazoxid és a BMS-
191095 hatasai kozott. Amig a BMS-191095 csak kismértékben depolarizalja a
mitokondriumokat a diazoxid hatdsdhoz képest, addig a ugyanez a vegyiilet nem
valt ki szuperoxid termelést (49, 50). Noha mindkét vegyiilet aktivalja a protein
kinaz C-t, a diazoxide de nem a BMS-191095 aktivalni tudja az ERK2-t és a p38-at
is. Ezen megfigyelések alapjan azt feltételezziik, hogy a diazoxid amellett, hogy
kozvetleniil aktivadlja a mitoKarp csatornat, beleavatkozik a mitokondrialis
funkciékba a szukcinat dehidrogenaz gatlasa révén is, ezért a hatasainak

értelmezése nem minden esetben egyszerd.
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2. abra. A mitokondrialis kalium haztartas mechanizmusa. A bels6 membran jelent6s
koncentracio-kiillonbséget tart fenn, a mitokondridlis matrixban jéval alacsonyabb a
K szint mint a citoplazmaban. Az energia-termel6 protonpumpa ellenében dolgozé K-
antiporter tavolitja el a matrixbol a K-t, amely passzivan aramlik vissza (K-leak), vagy
aktivan, a mitoKATP csatornan keresztiil. A mitoKATP csatornat nyitja a diazoxie és a
BMS191095, mig gatolja az 5-HD és a glibenclamide.
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2.1.4. Az agyi diszfunkcid és sejthalal mechanizmusai

Az agyi oxigén és gliikéz ellatds megvondsa neuronokban az arp gyors
sejthalal kaszkadok elinditasahoz vezet (51-55). A nekrdzis kozvetlen sejthalalra
utal, amikor a sejtek visszafordithatatlanul karosodnak és a fehérje szintézis
szinte azonnal ledll. Az apoptézis késébbi, programozott sejthalalt jelent,
amelynek soran aktiv fehérje szintézis zajlik. A két kritikusan fontos, szinergista
elem mindkét folyamatban a mitokondriumokba térténd kalcium bearamlas és a
mitokondriumok és mas sejtalkotdk altal termelt nagy mennyiségii szuperoxid. A
mitokondridlis kalcium bearamlds a tranziciéor pérus (MTP) megnyilasahoz
vezet, amelyen keresztil kilép a citokrom C és a matrix elveszti integritasat,
megduzzad. A kovetkezményes szabadgyok termelés karositja a sejt szinte
minden alkotdorészét, beleértve a Karp csatornakat és a Ca eltavolitd
mechanizmusokat. Az iszkémias prekondicié egy latszélag paradoxikus folyamat,
amelynek sordn egy erdteljes, potencidlisan haldlos, de csak rovid ideig tartd
iszkémias epizod védelmet nyujt egy késébbi, erételjesebb iszkémia hatasai ellen
(18, 56). Ennek értelmében minden olyan inzultus, amely id6ben és mértékében
korlatozott, de jelentés ATP depléciét, mitokondrialis depolarizaciét vagy
szabadgyok termelést okoz, ki tudja védeni egy nagyobb noxa hatasat (18, 55,
56). Mivel a prekondici6 szinte minden szervben és fajban kimutathato,

valdsziniileg ez egy természetes védekezd mechanizmus.

2.1.5. Akut neuroprotekcio a mitoKarp csatorna aktivalasa altal

Amig a szivben részletesen vizsgaltak a mitoKarp csatorna szerepét (8, 15, 57),
addig agyban kevés eredeti adat all rendelkezésre (17, 30, 32, 36, 58-62). Ezek a
korabbi kisérletek arra engednek kovetkeztetni, hogy a mitoKarp csatornak mind
az akut, mind a késleltetett prekondiciéban kulcsszerepet jatszanak (8, 15, 57,
63). A szivizomban nyert eredményeket azonban nem lehet egyenesen atiiltetni
az agyszovetre, hiszen nyilvanval6 funkcionadlis szoveti kiillonbségek allnak fenn,

mint példaul a vér-agy gat, a metabolikus aktivitasbeli kiilonbség vagy az ATP
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termelés mechanizmusa, illetve vélhet6en a mitoKarp csatornak osszetételében
fennall6 kiilonbségek.

Az oOsszes eddig publikdlt agyi kisérlet a mitoKarp csatornakkal
kapcsolatban azt mutatta ki, hogy a csatornak farmakolégiai aktivaldsa megvédi
az agyszovetet az iszkémiatol. A kisérletek alapja az volt, hogy az allatokat vagy
szoveteket el6kezelték diazoxiddal kozvetlentil iszkémia vagy anoxia el6tt, majd
megfigyelték, hogy ez az el6kezelés tobb 6raig védelmet nyujtott a karos hatasok
ellen. Ezt a hatast teljesen ki lehetett kapcsolni mitoKatp csatorna gatlészerekkel,
példaul 5-HD-vel vagy glibenklamiddal. Tovabbi kisérletek kimutattdk, hogy
nemcsak az akut, hanem a késleltetett iszkémids prekondiciéban is szerepet
jatszanak a mitoKatp csatorndk, ahol napokkal az inzultus el6tt kezelik a
szoveteket és a mitoKarp nyité vegylilet mar nincs is jelen az inzultus
bekovetkeztekor (22, 48-50).

Toébb tanulmany is kimutatta, hogy nem mitokondrium-specifikus Karp
nyité vegyiiletek, példaul aprikalim is képes az agyi szovetekben iszkémias
védelmet biztositani (64-66). Ezen kisérleteknek az értékelése nem konnyd,
hiszen tobb lehetséges tdmadaspontja is van ezeknek a vegyiileteknek és a
pontos hatasmachanizmus sem ismert. Eddig még nem tortént szisztematikus
vizsgalat atekintetben, hogy milyen aranyban jarul hozza a neuroprotekciéhoz a
sejtfelszini illetve mitokondrialis Kare csatorna. Ujsziilétt malacokban példaul az
aprikalim és a diazoxid azonos mértékben hatdsos (58, 66), mig primér neuron
tenyészetben a diazoxid, és a BMS-191095 de nem a kromakalim a hatékony
vegyiilet (50) and BMS191095 (49) (50). Az agyhoz hasonléan a szivizomban is
egymasnak ellentmondé eredmények sziilettek sejtfelszini versus mitokondrialis
Karp csatorndk hatékonysagat illetéen (18).

Két tovdbbi eredmény érdemel figyelmet a témaban. Mattson és
munkatarsi illetve (67) Reinhardt és munkatarsai (68) azt talaltak, hogy az 5-HD
egymagaban képes védelmet nyujtani izolalt neuronoknak illetve agyszovetnek
iszkémia ellen. Meglatasuk szerint altalanos kalum fluxus a mitokondrium
membranokon keresztiil elegendd lehet a neuroprotekci6 eléréséhez. Egyel6re
ezen kisérletek megismétlése mas labotatériumokban még varat magara, ezért
az értékelésiik ma még nem lehet messzemend, hiszen a kutaték tobbsége azt

tapasztalta, hogy az 5-HD vagy a glibenklamid nem javitja a neuronalis funkciot
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sem szovettenyészeten sem pedig in vivo az agyban. Azt sem szabad elfelejteni,
hogy a K-csatorna moduldlé szerek hatdsa erdsen fiigg a szovet aktudlis
allapotatol, azaz hogy a beavatkozas idején a csatornak éppen nyitott vagy zart
allapotban vannak-e (44). Egy masik kisérletben azt talaltak, hogy a kalcium -
aktivalt kalium csatorna nyitdsa a mitokondriumokban megvédi a szivet az
infarktust6l. Ez a tanulmany erdsiti azt a kordbbi megfigyelést, amelyben
ugyanaz a nyitészer, még pedig az NS1619, megvédte a malacok agyat a 10
perces globalis iszkémia hatasaitél (66). Ezen eredmények értelmezése nehéz,
mivel nincsen jol karakterizalt nyité vagy gatloszere a mitoKCa csatornanak,
ezért az NS1619 hatasa lehet mitokondrialis vagy sejtfelszini is. Az eredmények
értelmezését neheziti, hogy Western blot technikaval agyi mitokondriumokban
nem lehetett kimutatni a KCa csatornak pérus formal6 alegységét, de jelen voltak
izolalt agyi erekben. Mindennek ellenére a tovabbi kisérletektd]l, amelyek a

mitoKCa csatorndkra irdnyulnak még tovabbi eredményeket varhatunk.

2.1.6 Protektiv hatas ujszilottben

A legkorabbi cikkben, amely udjsziilott malacban alkalmazta a diazoxidot agyi
iszkémia ellen 5-10 pM lokalis alkalmazasa az agykérgen képes volt megdrizni a
neuronalis funkcidkat 10 perces globalis iszkémia utan (58). Ebben a kisérletes
modellben, amely tranziens agyi diszfunkciéhoz vezet, a diazoxid hatasat 5-HD-
vel lehetett gatolni. Az arteriolak vizualizacidja az agy felszinén azt mutatta, hogy
a diazoxidnak jelentds hatisa van a nyugalmi értonusra is. Osszehasonlitasul a
szivben 5 pM diazoxide szignifikans védelmet valtott ki, mig 30 pM diazoxide
kellett a maximalis kardioprotekcié eléréséhez (2, 40). A diazoxidéhoz
hasonléan mas Katp csatorna nyité szerek, példaul az aprikalim is kettés hatasu,
azaz az érténusra és az iszkémia ellen egyarant hat (66), bar az intracellular
hatdsmechanizmus nem ismert és az aprikalim jelent6sen dilatdlta az agyi
arterioldkat. A diazoxid hasonléképpen hatékony volt egy masik ismert
ujsziilottkori iszkémia modellben. Hét napos Gjsziilott patkanyok az egyik oldali
a. carotis communis elzarasa és 8% O: belélegzés 2 %% 6ran keresztil kiterjedt
agyi karosodast okoz. Ezekben az allatokban 3.8 mg/kg diazoxide

intraperitonedlis adasa 20%-Kkal csokkentette a 1ézi6 nagysagat, amely hasonld
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mértékii volt, mint amit szuperoxid diszmutaz anal6gokkal lehetett elérni (30,
69). Ahogy a korabbi kisérletekben is kimutattak, a protektiv hatast 5-HD
alkalmazasa meggatolta. Az allatok kis mérete miatt az agyi keringést ebben a
modellben nem lehetett vizsgalni, de feltételezhetjlik, hogy mindkét alkalmazott

vegyiilet atjutott a vér-agy gaton.

2.1.7. Protektiv hatas felnGttben

Az 1jszilottkorihoz hasonldé hatdsokat irtak tobb faj feln6tt egyedeiben is.
Felnétt patkanyokbdl szarmazé agyi szelet preparatumokon terminalis hipoxiat
okoztak, amelynek hatdsa ellen markdnsan védett 300 pM diazoxide
alkalmazasa, amelyet tolbutamiddal lehetett blokkolni (36). Ebben a kisérletben
a diazoxid igen magas do6zisat hasznaltak, amely vélhet6en hatott a
mitokondridlis 1égzési lancra is, ezért a hatds értelmezése nem egyértelmdi.
Hasonléképpen, 100-500 uM diazoxide el6kezelés dozisfliggd mértékben védett
a hipoxia hatdsai ellen gerbil hippocampusban (70). Egy kutyaban végzett
hipotermias szivmegallas modellben 2.5 mg/kg iv diazoxide csokkentette az agyi
karosodast és neurolédgiai deficitet (16). Egérkisérletben az a. cerebri media
elzarasa altal okozott infarktus mértékét 5 mg/kg diazoxide 50%-kal
csokkentette, amely hatast az 5-HD vagy a glibenclamide meggatolt (17). Az
egerekben az agyi keringés 40%-kal megemelkedett diazoxide hatasara, amelyet
5-HD tovabb emelt. A pontos jelentésége ennek a hatdsnak nem ismert, de
kordbban kecskéken is kimutattak (71). Mivel azonban az agyi keringés mind a
diazoxide kezelésre, mind annak gatlészerének jelenlétében kialakult, de az
iszkémia ellen védd hatast csak a diazoxid tudta kivaltani, ezért a védGhatast
nem lehet csak a keringésfokozas szamlajara irni (32). A fenti allatkisérleteket
kiegészitik neuron tenyészetben végzett kisérletek, amelyek szintén azt talaltak,
hogy diazoxid alkalmazasa a hipoxias inzultus el6tt megvédi a sejteket a kés6bbi
karosodastél, és ez a hatas visszafordithaté 5-HD vagy glibenclamide
alkalmazasaval (59, 61, 62).

A leirt kisérletek alapjan a diazoxid hatékony szisztémas dézisa 2.5 - 5
mg/kg. Feltételezve, hogy a diazoxide egyenletesen oszlik el az agyszovetben, a

végs6 koncentracidja 40 uM koriili.
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2.1.8. Korabbi kutatasok korlatai

Jelent6s gatja az eddig végzett kisérletek értelmezésének, hogy szinte kizarélag
egyetlen szer, a diazoxide mint feltételezett Karp csatorna nyité szer
ezen szerek farmakologiai tAmadaspontja szintén csak feltételezett. Ugyan tobb
kisérlet kimutatta, hogy mindkét szer kozvetleniil a mitokondriumokon hat, és
affinitasa kicsi a sejtfelszini Katp csatornakon, magas dézisban a diazoxidénak
nem-specifikus hatésai is lehetnek. A diazoxide 40 puM feletti koncentraciéban
gatolja a szukcinat dehidrogenaz enzimet ex vivo és az is ismert, hogy éppen
ennek az enzimnek a gatldsa képes kivaltani iszkémids prekondiciét. A
mitokondridlis 1égzés ilyetén gatlasanak véd6 hatdsa ugyan ismert, de a pontos
biokémiai mechanizmus nem tisztazott. Izolalt neuronokban azt talaltak, hogy
750 um diazoxide 25%-kal gatolja a szukcinat dehidrogenazt, amely nagyjabol
megfelel 500 um 3-NPA hatdsanak (50, 60, 72). Hasonl6képpen, az 5-HD-rél
leirtak, hogy az acyl-CoA synthetase enzim atalakitja 5-HD-CoA-va ex vivo (73),
de ennek a moédosulasnak sem a bioldgiai megléte, sem jelent6sége nem ismert.
Fentiek fényében nyilvanvalé, hogy a diazoxide és az 5-HD farmakolégiai
hatasainak molekularis mechanizmusat nem lehet egyel6re teljes mértékben a
mitoKarp csatornakkal azonositani. Egy masik kémiai szerkezetli mitoKarp
csatorna nyit6 szert is felfedeztek, amelynek kardioprotektiv hatasat is
kimutattak (47). Minddssze 30-40 um BMS191095 képes megvédeni az izolalt
neuronokat az OGD hatasatdl, amely oOsszefiigg a mitokondriumok
depolarizaci6javal és protein kindz C aktivaciéval (49, 50). Ahogy a diazoxid
esetében, gy a BMS191095 esetében sem tisztazott még a pontos hatas a

feltételezett mitoKatp csatornakon.

2.1.9. A mitoKatp csatornak megnyilasanak hatasai az organellum miikodésére

A mitoKatp csatornak megnyilasdnak pontos mechanizmusa, tovagyir{izé
hatasai maig nem ismertek, de tobb részleges magyarazatot is publikaltak (18,

44,57,67,74).
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A mitokondridlis membranpotencial (AW) valtozasa egyértelmiien hat az
organellum miikodésére, ezaltal a sejt teljes energia termel6 rendszerére. A
kalium bejutdsa részlegesen depolarizalja a membrant, amely gatolja vagy
lassitja a Ca bearamlast, ezzel késleltetni tudja az apoptotikus mechanizmusok
aktivalasat (52, 54). Egy malac modellben végzett kutatds kimutatta, hogy a
diazoxide alkalmazasa a szivben csokkenti a mitokondrialis Ca bearamlast (5). A
mitoKarp csatorndk nyitasa szivben 2-4 mV-tal, agyban 29 mV-tal csokkenti a
membranpotencialt egyes mérések szerint (35, 74).

A mitoKarp csatorndk nyitasanak masik ismert kovetkezménye az
organellum 6démaja, amely a fénytorés megvaltozasaval is jar. Diazoxide
alkalmazasa meggatolja a mitokondriumok volumenének novekedését, amelyet
iszkémias epizod utan figyelhetiink meg, tehat a mitokondriumok struktirajanak
megOrzése a mitoKarp aktivalasa altal elegendd lehet az apoptotikus faktorok
kijutdsanak megel6zésére (53, 100).

A mitokondridlis citokrém-C transzlokaci6, amely pl. cianid vagy
staurosporine hatdsara jon létre, kivédhetd elézetes diazoxide alkalmazasaval
(17). Ugyanebben a koézleményben azt talaltdk, hogy egerekben a tartds a.
cerebri media elzarasaval létrehozott agyi 1éziéban a TUNEL festés er6sodését
meg lehetett el6zni diazoxide alkalmazasaval.

Korabban tobben leirtdk, hogy asztroglia vagy neuron tenyészetben a
diazoxide protein kindz C aktivacibhoz vezet (49, 50). A pontos cellularis
mechanizmus ugyan nem ismert, de azt kimutattdk, hogy a protein kinaz C
aktivacié visszahatasként megnyudjtja a mitoKatp nyitast, ezzel pozitiv
visszacsatolast hozva létre és tovabbi fehérje, pl. BCL-2 foszforilaciét inditva
(44). A BCL-2 aktivaciéjarél pedig kimutattdk, hogy sejtvédé hatassal
rendelkezik (75-77).

Diazoxide alkalmazdsa neuronokon vagy asztrocitakon gyakorlatilag
azonnal meginditja a szuperoxid termelést (50). A termel6d6é szuperoxid
mennyisége nem elég magas ahhoz, hogy a sejteken észreveheté morfolégiai
elvaltozast vagy karosodast okozzon, de szerepet jatszhat a diazoxide hatasanak
kozvetitésében. A szuperoxid termel6désének helye nem ismert, de része lehet
benne a diazoxide szukcinat-dehidrogenadz gatlé hatdsanak, mivel ennek az

enzimnek a gatlasa 3-NPA-val szintén szuperoxid termelést indukal (48).
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2.1.10. A mitoKarp szerepe a késleltetett prekondicioban

Az akut prekondiciondlasban jatszott szerepével szemben még
kevesebbet tudunk a mitoKatp csatornaknak a késleltetett prekondiciéoban
jatszott szerepérdl. Szivben viszonylag jol kortilirt hatasokat publikaltak (9, 78,
79), az agyban mindoéssze néhany kozlemény jelent meg, azok is kizardlag
patkany adatokat tartalmaztak (48). A késleltetett prekondicié napokkal kés6bb
jelentkezik, egy j6l meghatarozhaté id6ablakban, amely arra utal, hogy specifikus
Uj fehérjék termelése sziikséges a hatas kivaltdsahoz (18, 63, 72). Sem ezen
fehérjék pontos mibenléte, sem pedig az ehhez vezet6 szubcellularis
mechanizmusok nem ismertek, minddssze annyi tudhaté, hogy mitoKarp aktivalé
szerek valtjak ki a hatast, és Karp gatlok gatoljak.

A késleltett prekondici6 alapvetd elemei a mitoKarp nyitas, a protein kinaz
C aktivaci6 és a protein szintézis, amelyek végiil a 1ézi6 altal kivaltott szabadgyok
termelés gatlasahoz vezetnek. A mitoKatp nyit6 diazoxide vagy BMS191095 tehat
kimutathaté szuperoxid szint csokkenésben (pontosabban a szintemelkedés
elmaradasaban) nyilvanul meg (6, 18, 49, 50). Az ok-okozati 6sszefliggés
felallitaisahoz azonban még kevés specifikus és mechanisztikus adat all
rendelkezésiinkre. Barhogyan is van, a szuperoxid termelés novekedése
valoszinlileg kozponti szerepet jatszik a késleltetett iszkémias prekondicio

kivaltasaban (50, 72, 80).

2.1.11. Osszefoglalas: a mitoKare csatornak jelentésége

Az iszkémia altal kivaltott sejthalal az egyik legjelent6sebb halalok, ezért
kertilt a kutatdsok kozéppontjdba az iszkémids prekondicid, amely a
legjelentdsebb ismert szovetvédd mechanizmus. Gyakorlati alkalmazdsa azonban
terdpids célra nem realis, hiszen nem lehetséges minden infarktus eldtt egy
megfeleléen kontrollalt Kkisebb 1ézi6t kivaltani védekezésképp. Mivel az
iszkémias prekondiciét a mitoKarp csatornak gatlasa megakadalyozza, illetve a
mitoKarp csatornak nyitdsa prekondiciét valt ki noxa nélkiil, ezért a mitoKarp
csatorna egy kivalo gyogyszercélpont lehet. Az eddigi tudomanyos bizonyitékok
azonban els6sorban farmakologiai eszkozokre, konkrétan a diazoxid és az 5-HD

vélhet6en specifikus hatasaira alapulnak, és a tovabblépéshez, célzott terapias
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hatékonysagii mitoKarp szerek fejlesztéséhez elengedhetetlen a mitoKarp
csatorna molekularis szerkezetének ismerete. Az eredmények fejezetben
ismertetett sajat kutatasok célpontja a mitoKatp csatorndk feltételezhetd

alegységeinek azonositasa volt.

2.2. A nitrogén monoxid (NO) termelés mechanizmusai mitokondriumokban

A nitrogén monoxid (NO) egy gazhalmazallapotu kismolekula, amelynek
élettani jelent6sége a XX. szazad végének egyik fontos felfedezése volt. Az NO
nagy koncentraci6janak toxikus hatasa régéta ismert, az oxigénhez vald
hasonlatossaga folytan els6sorban az oxigén koté molekulak gatlasa révén valtja
ki a hatasat. Elettani jelentdségének felismeréséhez keriils uton, az endotél-
fliggb relaxacids faktor (EDRF) felfedezésén keresztiil vezetett az ut. Furchgott
vette észre még a hatvanas években, hogy az izolalt erek kitagulnak fény
hatasara, amelynek mechanizmusat nem tudta megfejteni (81, 82). Két
évtizeddel késbbb, ugyanilyen preparatumokon azt figyelte meg, hogy az endotél
kiirtasa az erek dilataciés képességének a csokkenéséhez vezet, amelybdl azt a
kovetkeztetést vonta le, hogy az endotél sejtek termelnek egy parakrin anyagot,
az EDRF-et, amely az érfali simaizmot relaxalja (83, 84). Ignarro és Moncada
munkacsoportjai voltak azok, akik el6szor azonositottdk, hogy az EDRF
valdszinlileg azonos az NO-val, amelyet egy specifikus enzim, az NO szintaz
(NOS) allit el6 és a sejten beliil a cGMP rendszeren keresztiil hat (85-90). Az
enzimatikus NO termelés mechanizmusa az arginine-citrulline konverzio,
amelyet Ferid Murad kisérleteibdl ismeriink (91, 92). A nitrogén monoxid
termeléséért 3 késébb azonositott enzim a felelds, ezeket {6 lokalizaciojuk és
funkciéjuk alapjan endotelialis (eNOS), neuronadlis (nNOS) és indukalhaté (iNOS)
valtozatokban ismerjiik, mindhdrom enzim mas-mas gén terméke (91). Az EDRF
és a fényre dilatalé erek kapcsolata is az NO-val fligg 6ssze, ezt a mechanizmust
azonban csak joval késébb sikertlt felderiteni (lasd alabb) (93-95). Annak
fényében, hogy az NO milyen jelentds élettani funkcidkkal bir, és hogy az egyik f6
hatasteriilete a mitokondrium, az esetleges mitokondridlis eredetli nitrogén
monoxid, illetve az NO termelés mechanizmusanak felderitése igazi kihivas az

alapkutatas szamara. A sikeresen azonositott mitokondrialis NO termelés viszont
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épp alapvet6 szerepe miatt kivalé gydgyszercélpontnak igérkezik, ezért a kutatas
masik mozgatorugdja kelléen specifikus célmolekula pl. enzim vagy transzporter
azonositasa volt.

A szoveti NO termelés mechanizmusa jél ismert enzimatikus folyamat,
amelynek vizsgalatara tobb kisérletes modszer is hasznalhaté. Ezek a m6dszerek
azonban, példaul az arginine-citrulline konverziés esszé, elsésorban az ismert
NOS izoformak vizsgalatdra vannak optimalizdlva, amelyek a sejtplazma
dllomanyaban miikddnek (96). A mitokondrialis matrix mili6je annyira mas
jellegi, mint a sejtplazma, hogy a potencidlis mitokondridlis NO termelés
vizsgalata igen nehéz, és valdszinlileg ez az oka annak, hogy a mitokondrialis
NOS (mtNOS) felfedezése is igen késdi a tobbi celluldris varidnshoz képest (97,
98). A mitokondrialis preparatumok mindig tartalmaznak egy kis mennyiségl
(1-4%) kontamindaciét sejtplazma és egyéb sejtalkotok formajaban, amely olyan
szovetekben, ahol magas a sejt NOS aktivitasa, pl. agyszovet vagy erek esetében,
jelentdsen neheziti az izolalt mtNOS aktivitas kutatasat (99).

Elméletileg igen nehéz elképzelni, hogy egy funkcionalis NOS enzim
miikodni képes a mitokondrialis matrix mili6jében. Mivel a mitokondrialis
genom nem tartalmaz ilyen szekvenciat, egy NOS-jellegi enzimnek a
sejtplazmdabdl kell atjutnia a mitokondrialis membranokon, majd megfelel 3-
dimenziés strukturat felvéve a kofaktorokkal, azaz HEM-mel és flavinokkal
kapcsol6dva miikodésbe 1épni. Igazolt algoritmusok segitségével mitokondrialis
transzport szignalokat kerestiink az ismert NOS izoformak szekvenciajaban,
sikertelentil (100). Ezen feliil az is kétséges, hogy a megfelel6 kofaktorok
elegend6 mennyiségben jelen vannak a matrixban (21). Amennyiben azonban
mégis jelen van egy mtNOS enzim, er6s versenyben kell megszerezni a
szubsztratjat, az arginint két jél ismert és magas koncentraciéban jelen 1évé
mitokondrialis enzimtdl az arginaztol és az arginin dekarboxilaztél (101, 102).
Mindennek tetejében az argindz enzim termékérdl, az agmatinrél kimutattak,
hogy gatolja a NOS enzimet, tehat 6sszességében igen nehéz kérnyezetben kell a
hipotetikus mtNOS-nak miikédnie (101, 102)

Mindennek ellenére tobb kutatdcsoport is leirta, hogy egyik vagy masik
NOS izoforma jelen van és aktivan m{ikodik a mitokondriumokban. T6bb esetben

az endotelialis varianst (eNOS) mutattak ki (103-105). Giulivi munkacsoportja az
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indukalhaté NOS-t (iNOS) mutatta ki immunoreaktivitas alapjan, bar kés6bb
ugyanez a munkacsoport ugyanezt a jelet a neuronalis izoformaval azonositotta
(106, 107). Ahogy Brookes is felvetette egy kritikai 0sszefoglaléban, ezek a
publikaciék minden esetben csak kivagott, sziik blotokat mutatnak be kontrollok
nélkiil, amely nehézkessé teszi az adatok értelmezését (21). Ahogy mas
esetekben is, itt is felmeriil a preparatumok tisztasdgdnak kérdése és az
antitestek specificitasa, amely egyaltalan nem tokéletes, és konnyen hamis
pozitiv eredményhez vezet. Példaul Giulivi munkacsoportja mind iNOS, mind
nNOS antitesteket hasznalt ugyanannak a 130 kDa nagysagu fehérjének a
kimutatasara, amelyet késébb az nNOSa-val azonositottak protein mass
fingerprinting alapjan (106, 107). Sajat kisérleteinkben szintén megtalaltuk
ugyanezt a fehérjét ugyanezekkel az antitestekkel, de erdsen kétséges, hogy
nNOSa lenne, mivel valtozatlan mértékben jelen volt nNOSa knockout egerekben
is (lasd az eredmények fejezetben).

Sajat kisérleteinkben igyekeztiink kiterjedt pozitiv és negativ kontroll
méréseket hasznalni. Minden esetben 6sszehasonlitottuk a mitokondridlis jelet
az ugyanazon preparatum nyers szoveti lizdtumaval, és amennyiben a
mitokondridlis jel csak a szoveti jel néhany szazalékat tette ki, akkor azt nem
tekintettiik specifikus jelnek - noha igy lehetséges, hogy valés mtNOS mérést
végiil nem vettiink figyelembe. Igyekeztlink szubsztrat és kofaktor affinitas vagy
immunprecipitaci6 segitségével erdsiteni a mitokondridlis jelet és egyben
kiszlirni a nem-specifikus adatokat - technikailag sikeresen, ahogy azt a pozitiv
kontrollok mutatjak.

A mitokondrium az elsédleges NO eltavolit6 mechanizmus a sejtekben,
ezért minden NO, ami a mitokondriumokban termelédik valdsziniileg el is
nyel6dik miel6tt kijutna a sejtplazmaba (108). A kiils6é forrasbol érkezd, tehat
nem mitokondrialis eredetli NO hatasai a mitokondridlis membranokon és
fehérjéken szintén jol ismertek, ezért a mtNOS kutatasakor azt is figyelembe kell
venni, hogy a terméke erésen kompeticioban van a kiviilrél érkez6 NO-val a
mitokondridlis target fehérjékért (109-111) Neheziti a kérdés vizsgalatat, hogy a
mitokondrium igen kisméretdi és kompakt organellum, amely a képalkotd
modszerekkel valé vizsgalatot befolyasolja, a mitokondriumok gyakorlatilag a

fénymikroszkopos és aramlasi citométeres lehetdségek hataran helyezkednek el.
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Annak érdekében, hogy a mtNOS esetében kapott eredményeket megfelel6en
tudjuk értelmezni, az egyes metodikak kritikai vizsgalata szilikséges, els6sorban a
mitokondrium preparatumok 4altal tamasztott technikai kovetelmények és

tapasztalatok szempontjabol.

2.2.1. NO és nitrogén gyokok mérése fluoreszcens technikakkal

Tobb fluoreszcens festéket is fejlesztettek, amelyek az NO mérésre
alkalmasak biolégiai mintakban. A legtobbet hasznalt és legjobban ismert szer a
4,5-diamino-fluorescein ~ (DAF-2) és a  4-amino-5-methylamino-2',7'-
difluorofluorescein (DAF-FM), mindkett6 képes az NO-val reagalva erds zo6ld
fluoreszcenciat mutat6 triazolla alakulni (112). Toébb kutatas is kimutatta, hogy a
DAF-2 és a DAF-FM potencirozhaté szuperoxid (0z7) vagy peroxinitrit (ONOO-)
jelenlétében (100, 113, Jourd'heuil, 2002, Free Radic Biol Med, 33, 676-84).
Figyelembe véve, hogy in vivo korilmények kozott az NO mindig egyéb
oxidansokkal tarsul, azokkal egyiitt van jelen, kiilondsen a mitokondrialis matrix
teriiletén, ezért biolégiai mintdkban a DAF fluoreszcencidt nem tekinthetjiik
specifikus NO jelnek, hanem inkabb nitrozativ d4gensek egyiittesének.

Mitokondriumok tekintetében a DAF fluoreszcencia szinte minden
kutatdcsoport vagy kisérleti modell esetében igen jol kimutathat6, azaz a
mitokondriumok erds DAF fluoreszcenciat mutatnak. Ezt a jelenséget el6szor
Lopez-Figueroa irta le, amelyet kés6bb tobben megismételtek, konfirmaltak
(100, 114-117). Erdekes médon a mitokondridlis DAF fluoreszcencia a sajat
méréseink alapjan mindharom NOS knockout térzsben jelen van, amely tovabb
erdsiti azt a nézetet, hogy nem els6sorban NO, hanem egy nitral6 kozeg az, amely
a DAF fluoreszcenciat kivaltja (100, 116). A mitokondrialis NO metabolizmus
kutatasa szempontjab6l azonban a DAF fluoreszcencia igen jo6l hasznalhatd
eszkoz, mivel folyamatos mérést tesz lehet6vé akar sejtekben, akar izolalt
mitokondriumokon. Az a tény, hogy nem eléggé specifikus NO-ra a
mitokondriumok esetében még jol is jon, hiszen a matrixban a keletkez6 vagy
bejuté NO hamar elreagal ONOO- vagy N203 irdnyaba, és ezek egylittes hatasanak
mérése alkalmas festék a DAF-2 vagy DAF-FM. Természetesen éppen ezért a DAF

fluoreszcencia mérések onmagukban nehezen értelmezhetéek, ezért ki kell
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egésziteni azokat pontosabb biokémiai specificitassal rendelkezd modszerek

eredményeivel.

2.2.2. Gaz fazisu kemilumineszcencia

Az NO gazhalmazallapoti molekula, amely képes reagalni a szintén
gazhalmazallapoti 6zonnal, és ez a reakcié egy kemilumineszcens jelet bocsajt
ki. Ezzel a mddszerrel mar igen kis mennyiségli NO is kimutathat6 (< 1 parts per
billion), amennyiben az gazfazisban taladlhaté. Ezzel a modszerrel legjobban
példaul a kilélegzett leveg6ben lehet NO-t mérni, és a szerzd is sikeresen
hasznalta izoldlt mitokondriumok altal generdlt NO mérésére - technikai
értelemben sikeresen, hiszen csak a pozitiv kontroll volt mérhets, a

mitokondriumok nem (részletesen lasd az eredmények fejezetben) (116).

2.2.3. Hemoglobin és myoglobin oxidacié

A hemoglobin oxidaci6 egy indirekt esszé, amely alkalmas az NO
mérésére amennyiben a koriilményeket optimalizalni lehet atekintetben, hogy az
NO-n kiviil mas oxidans ne okozzon szadmottevé hemoglobin oxidaciot, és a NOS
hatasat igazolni lehet gatlészer, példaul L-NAME alkalmazasaval. Ezt a mddszert
tobb kutatdcsoport is hasznalta a mtNOS aktivitdas meghatarozasara (18, 20,
118). Két munkacsoport, Boveris és Richter csoportjai pozitiv eredményeket
kozoltek, amelyet azonban Tay és munkatarsai nem tudtak reprodukalni.
Ghafourifar egy reviewban felveti a problémat, miszerint a hemoglobin esszé
nem képes mitokondridlis NO termelést mérni, amennyiben a preparatumban
extramitokondridlis membran elemek is jelen vannak (119). Ezt a nézetet erdsiti,
hogy sem a hemoglobin, sem a mioglobin nem képes atjutni a mitokondrialis
membranokon, rdadasul épp a mitokondriumok esetében a preparatum magas
fényelnyelése miatt magas a hattér jel aranya egy ilyen optikai mddszer esetén. A
mitokondridlis szuperoxid termelés, amelyet az el6z6 fejezetben részletesen
targyaltunk, szintén képes hamis pozitiv mérésekkel szolgalni, tovabb nehezitve
ezzel a kapott eredmény értelmezését.

Hemoglobin oxidacié esszével a mitokondrialis membranokban és szub-

mitokondridlis partikulumokban Boveris és munkacsoportja végez rendszeres
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méréseket(118, 120, 121). Ezekben a kisérletekben szubsztratot és kofaktorokat
adnak a mitokondrium prepardtumokhoz az arginin konverziés esszéhez
hasonléan. Ahogy mas ilyen mérések esetében, itt is a f6 kérdés a preparatum
kontaminaciéja sejtmembran elemekkel, amelyek magas NOS aktivitast
mutatnak. Egy indirekt modszer ennek elemzésére az lehet, hogy a
mitokondrium mérésekkel pdrhuzamosan ugyanazon preparatum sejt lizatumat
is megmérjiik, és ha a mitokondridlis jelszint 10% koriili vagy az alatti a teljes
szovethez képest, akkor az nem tarthaté specifikus mtNOS adatnak. Sajnos
ezekben a publikaciékban ilyen jellegli méréseket nem mutattak be. Késébb egy
személyes taldlkozdsunk alkalmaval (egy kozos pdlydzat Kkeretében
meglatogattam Boveris és Poderoso laboratériumat) atbeszéltiik ezen mérések
hatuliitéit. Az djabb kisérletekben Boveris munkacsoportja els6sorban olyan
szélsOséges élettani helyzetekre fokuszal, ahol a mitokondriadlis NO termelés
jelentésen emelkedik, ezért még kontaminacié mellett is értelmezhet6 a nyert

adat (122-127).

2.2.4. Elektron spin rezonancia

Az elektron spin rezonancia technika igen érzékeny méréeszkoz, amellyel
szabadgyokoket lehet vizsgalni. Hotta és munkatarsai elektron paramagneses
rezonancia vizsgalatot végeztek, spin-csapdaval hidroxil és NO gyokoket mértek
(105). Az esszé als6 méréshataranak kozelében ki tudtak mutatni egy
mitokondridlis NO jelet, és arra kovetkeztettek, hogy az NO jel korreldl a
szuperoxid termeléssel, amely lehet biolégiai hatds is, de lehet a mérés

aspecifikussaga is.

2.2.5. Az arginin-citrullin konverzids esszé

Az arginin-citrullin konverzids esszé a klasszikus NOS aktivitas mérésére
jelenlétében, tehat csicsra jaratva a NOS enzimet, az enzim termékét, a citrullint
hatarozzuk meg radioaktivan jeldlt arginin segitségével. A szokasos negativ
kontroll az L-NAME jelenlétében mért aktivitas, amely valészinlileg arginaz

eredeti. A mitokondriumok esetében a f6 nehézséget az adja, hogy viszonylag
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nagy mennyiségl szovet kell a méréshez, ezért pl. kis allatokbdl csak tobb minta
poolozasaval lehet érdemi méréseket produkalni, amelyek még igy is kozel esnek
a méréshatarhoz. A masik f6 probléma a mitokondrialis arginin szubsztratot
hasznal6 enzimek magas koncentraci6ja, amely miatt a mitokondrium
preparatumokban eleve joval magasabb az esszé nem-specifikus aktivitasa, mint

sejt lizdtumokban (100, 116, 129).

2.2.6. Bakterialis parhuzamok

Jelen tudasunk szerint a mitokondriumok valdszintileg 6si baktériumok
leszarmazottai, ezért a bakterialis NOS enzimek nyudjthatnak tAmpontot a mtNOS
vizsgalatahoz. Bacillus Subtilis-ben mutattak ki miik6dé NOS enzimet (130). Ez
anNOS varians szignifikdnsan kisebb, mint az emlsokben taldlhaté NOS, és csak
az eml6s NOS oxigenaz doménjével mutat homologiat. A bakteridlis NOS HEM-et
kot és az arginint citrullinna alakitja egy NO molekula termelése mellett. Ez az
enzim ugyan nem tartalmaz sajat reduktdz domént és az ahhoz ko6t6dé
flavinokat, ezért a mérésekben sziikséges volt rekombinans NOS reduktazt adni a
preparatumokhoz. Egy kicsit tovabbgondolva ezt a vonalat, feltételezhetd, hogy a
mitokondridlis NOS, ha szintén csak oxigendz domént tartalmaz, akkor képes
lehet az elektron transzport lancot felhasznalni a reakcié elektron donorjaként,
tehat nincsen sziiksége sajat reduktazra. Ezen hipotézis vizsgalatara egyeldre

nincs kisérletes adat.

2.2.7. NOS enzimek a mitokondrium kiils6é membranjan

Az a felvetés, hogy ugyan a mitokondrialis matrixban nincsen NOS, de a
kils6 membranhoz kotédik, sok problémara tud magyarazattal szolgalni.
Els6ként megkeriili a transzport és kofaktor problémat, hiszen az enzim
gyakorlatilag a citoplazma mili6jében miikodik, de a mitokondriumhoz fizikailag
kotve. Masodsorban ez a lehet6ség képes magyarazatot adni az igen divergald
kisérleti eredményekre. Amennyiben a NOS a kiils6 membranhoz dokkolédik, ez
megtorténhet a mitokondrium izolalas kézben akar miitermékként is. Ovatos

homogenizalds és magas ionerdsségli oldatokkal torténé mosas jellemzden
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eltavolitja a kiils6 membranhoz kotott fehérjéket. Ezzel szemben olyan
szovetben, ahol igen magas a sejtek NOS tartalma, a NOS hozzakothet a
mitokondriumokhoz izolalas koézben is, ha erre megfelel6 id6 és fiziko-kémiai
koriilmények allnak rendelkezésre. Egy tudomanyos koézlemény modszerek
fejezete azonban nem ad kell6 mélységli informaciét a cikk ilyen jellegii
értékelésére, hiszen az izolalas finomsagai mar inkabb a laborat6ériumi rutinhoz
tartoznak.

Az eNOS kotédése agyi mitokondriumokhoz Henrich és munkatarsai
lefrdsaban jelent meg elészér (131). Ok mind fénymikroszképos, mind
elektronmikroszképos technikakat alkalmaztak, és azt talaltak, hogy az enzim a
juxtamitokondrialis endoplazmas retikulumban taldlhat6. Ezt a megfigyelést
kés6bb masok is alatamasztottak tobb fliggetlen mddszer segitségével endotél
sejtekben (132). Gao és munkatdrsai egy 5 aminosavbdl all6 szekvenciat
azonositottak az eNOS autoinhibicios doménjében, amely a mitokondrialis
dokkolasért volt felel6s. Mivel a neuronok és az endotél sejtek az NO legfébb
forrasai, a NOS feltételezett kapcsolata a mitokondrium mebranokkal hasonld
szerepet tolthet be, mint az enzimaktivitas szabdlyozasdban a kaveoldk (133,
134). Ezt a hipotézist erdsiti, hogy NADPH diaforaz aktivitast mutattak ki
mitokondriumok kézelében (19). Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy még
abban az esetben is, ha a mtNOS enzim nincs jelen a matrixban, a kiviilrél
kapcsolodé NOS jelentés szabalyozé szerepet jatszhat az organellum

mukodésében.

2.2.8. Nitrozotiolok mint NO forras

A mitokondriumok az NO elnyelési helyei, els6sorban azért, mert sok
aktiv tiol csoportot tartalmaznak. A fehérjék, de els6sorban a tripeptid glutation
tiol csoportja reverzibilisen koti az NO-t és endogén NO donorként
funkciondlnak. Mind nitralt fehérjék, mind nitrozéglutation (GSNO) jelen van a
mitokondriumokban (135). A nitrozétiolok mint NO donorok funkciondlis
fontossaga, szerepe egyelére nem tisztazott, de mindenesetre szamitasba kell

venni 6ket mint mitokondrialis NO forrast.
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2.2.9. Inorganikus nitratok

Inorganikus nitrat ionokat a mitokondrialis 1égzési lanc NO-va képes
redukalni. Nohl és Kozlov kimutatta, hogy a bc1 komplex a mitokondridlis bels6
membranban a felel6s ezért a konverzidért (136, 137). Ezek a kisérletek teljes
oxigénhidanyban torténtek, amely koriilmény nemigen figyelhetd meg in vivo. Egy
masik fontos és ide kapcsolédé eredmény azt mutatja, hogy a mitokondrialis
aldehid dehidrogenaz a felel6és a nitroglicerin biolégiai aktivitadsanak
kialakitasaért, és nitrit ion egy obligat intermedier a reakciéban (138). Noha a
nitrit-nitrat metabolizmus nem feltétleniil kapcsol6dik az NO metabolizmusahoz,
ezek a kezdeti megfigyelések arra utalnak, hogy a mitokondrium kulcsszerepld
ebben a folyamatban és tovabbi kutatasoktdl ezen a teriileten még érdekes

meglatasokat varhatunk.

2.2.10. Nem-enzimatikus reakciok

A hidrogén peroxid és az arginin reakcidja révén NO keletkezést irtak le in
vitro (139). Mivel mindkét reagens jelen van a mitokondridlis matrixban,
elméletileg lehetséges, hogy ez a reakci6 a felelé6s a mitokondriadlis NO
termelésért. Az in vitro kisérletekben magas, 10 mM Kkoriili koncentraciéban
kellett napokig inkubalni a reagenseket, hogy kis mennyiségli NO keletkezzen,

ezért a reakcid bioldgiai szignifikancidja minden bizonnyal csekély.

2.2.11. Osszefoglalas: a mitokondrialis NO lehetséges forrasai

A fenti Kkisérleteket, modszerek Kkritikai elemzését 0Osszefoglalva
elmondhatjuk, hogy legalabb 3 fiiggetlen forrasa van az NO-nak a
mitokondriumokban: NOS enzimek a mitokondriumhoz kivilr6él kotédve, nitrat
reduktaz aktivitadsa az elektron transzport rendszernek és nitrozo6tiolok mint NO
donorok. Ezen feliil kisebb mennyiségben tovabbi enzimrendszerek miikodése
révén, sét, non-enzimatikus mdédon is keletkezhet NO, ezért a kérdés vizsgalata
sordn az eredmények értelmezésekor ezen komplex szempontokat mindig

figyelembe kell venni.
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2.2.12. Mitokondrialis NO-fiiggo fehérje modosulasok - mitoPARP aktivitas

A sejtmagban elhelyezkedd poli-(ADP-rib6z)-polimeraz enzim (PARP)
oxidativ stressz soran bekovetkezé tulaktivaciéja mitokondrialis diszfunkciéhoz
és sejthalalhoz vezet (140, 141). A sejthaldl mechanizmusa citokrom-c és
apoptézios-indukalé faktor (AIF) transzlokaciéval jar, amelynek soran ezek a
molekuldk a mitokondriumbdl a sejtplazmaba illetve a magba vandorolnak és
kaszkad jellegli sejthaldl mechanizmusokat indukalnak, beleértve a
megnovekedett szabadgyok termelést (142). Tobb tanulmany is kimutatta, hogy
a mitokondrialis fehérjék (poli-ADP)-ribozilalédnak (PAR-alédnak), tehat
feltételezhet6en van a mitokondrialis matrixban egy biokémiai mechanizmus,
amely PARP aktivitassal rendelkezik (143, 144). Du és munkatarsai kimutattak
egy PARP-1 enzimet a primer agyi neuronokban és fibroblasztokban, mig masok
ezen kisérleteket és ezzel a mitokondrialis PARP enzim létét vitatjak (142, 145).
Annak ellenére, hogy tobb (ADP-ribozil) transzferaz szabad ADP-rib6z jelenléte
is ismert a mitokondriumokban, igen kevés adat van arrél, hogy mik a PAR
akceptor fehérjéi illetve, hogy milyen enzimatikus reakciok jatszanak szerepet a
mitokondridlis PAR metabolizmusban, noha a sejtmagi parhuzamok alapjan
feltételezhetd, hogy jelen van egy NO és nitrozativ stressz altal kivaltott PARP
aktivitas fokoz6das, amely végeredményben sejtkdrosodashoz vezet, de ennek a

hipotézisnek jelenleg igen kevés kisérleti bizonyitéka ismert.

2.2.13. S-nitrozilacid és szerepe a sejt miikodésében

A GSNO és madas S-nitrozétiolok természetes uUton keletkeznek és
bomlanak a sejtekben, szovetkozti térben, amelynek soran NO-t raktdroznak,
szdllitanak és felszabaditanak (146). A sejten beliil a nitorzétiolok kézvetleniil is
képesek transz-nitrozalni mas tiol csoportokat, azaz az NO csoportot egy masik
fehérjére atvinni. Tobb mint 100 fehérjét azonositottak, amelyek nitrozilaltak,
ezek tobbsége a mitokondriumban helyezkedik el valoszintlileg azért, mert a
glutation-fliggd formaldehid dehidrogendz, mas néven GSNO reduktdz a

mitokondriumban taldlhaté (147, 148). A GSNO a mitokondriumban is képes
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keletkezni: vagy a citoplazmabol érkezik a dikarboxilat vagy oxoglutarat
transzporter rendszereken Kkeresztiil (135). Az S-nitrozilalt fehérjék koziil
kiemelendd az elektron transzport lanc I és II komplexei, Krebs ciklus enzimek
példaul az alfa-ketoglutarat-dehidrogendz (KGDH) és dihidrolipoamid
dehidrogenaz (DLDH). Az esetek tobbségében az S-nitrozilacié gatolja az adott
enzim miikodését. A mitokondridlis fehérjék S-nitrozilacioéja vagy PAR-alédasa a
sejt szamara fatalis kovetkezményekkel jarhat, els6sorban az energiatermelés
gatlasa és mitokondrialis sejthaldl kaszkadok aktivalasa révén (148). A
mitokondridlis proteinek S-nitrozilaciéja GSNO vagy mas NO donorok Aaltal
jelentds funkcionadlis valtozasokhoz vezet, ezért varhatd, hogy tobb élettani vagy

patofiziol6giai mechanizmusban szerepet jatszik (147, 149).

2.2.14. Nitrozotiolok szerepe cukorbetegség szov6dményeinek kialakulasaban

A nitrogén monoxid és metabolizmusanak koros valtozasa alapvetd
szerepet jatszik a  cukorbetegség tobb  szovédményének, igy a
mikroangiopatidnak, neuropatidnak, diabéteszes 1lab szindrémanak a
kialakuldsdban. A jelen dolgozatnak nem koézponti témaja a cukorbetegség
részletekbe mend vizsgalata, amely messze vezet az iszkémia és a mitokondrialis
funkciok kapcsolatatdl, ezért csak roviden érintjiilk azokat a kisérleteket,
amelyeket kozvetleniil a mitokondrialis oxidativ-nitrozativ stressz vizsgalatanak
folyomanyaként  végeztiink, és  amelyek  végil elvezettek  egy
gyogyszerformulacié kifejlesztéséhez

A szabadgyokok tultermelése az endotéliumban és a cukorbetegség mas
célszerveiben, példdul a retindban, vesében, szivben és a magas cukorszint
kozott ok-okozati 0Osszefiiggést mutattak ki (150-152). Az endotelidlis
diszfunkciét kozvetleniil a magas cukorszint okozza, amely a kovetkezd
kaszkadokat aktivalja: mitokondrialis nitrozativ stressz, mitokondrialis 1égzési
lanc szétkapcsolas (153, 154), protein kinaz c aktivaci6 (155), NAD(P)H oxidaz
aktivacio (156), egyszald DNS torés és PARP aktivacié (157), bazdlmembran
megvastagodas és pro-apoptotikus fehérjék termelése (158). Mivel a sejten beliil
termel6dd szabadgyok szint emelkedés a f6 kivalto ok, ezért elképzelhetd, hogy a

cukorszint normalizdl6dasa utdn is fennmarad a kdros hatasok bizonyos része
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(150, 159). A jelen dolgozathoz kapcsol6do kisérletekben arra kerestiik a valaszt,
hogy a magas cukorszint altal kivaltott, de a cukorszint normalizalédasa utan is
fennmarad6 sejtkdrosoddsban milyen szerepet jatszanak a mitokondrialis
oxidansok.

Mivel ismert, hogy az oxidativ-nitrozativ stressz jelentds szerepet jatszik
a cukorbetegség szovéidményeinek kialakuldsaban, és azt is kimutattak, hogy a
normalis terhesség alatt is megné a szabadgyokok szintje, ezért feltételezhetd,
hogy a terhességi diabétesz és a szabadgyokok kozott is fenndll ez a kapcsolat
(160, 161). A sziilés kapcsan megemelkedd oxidans szintnek szerepe lehet a
fajasok meginditdsaban (162). A gesztaciés diabétesz és a pre-eklampszia
egyarant emelkedett oxidans szintekkel jar mind az anyai mind a magzati
oldalon (példaul placentaban, vérplazmdaban és koldokzsinér szovetekben) (163-
166). A szisztémas hiperglikémia hatasara reaktiv oxidén és nitrogén gyokok
termelédnek, amelyek egyrészt nitraljak a fehérjéket (lasd fentebb) illetve DNS
toréseket okoznak (167). A nagyfokd DNS karosodas viszont tulaktivalja a PARP
enzimet, ezzel kovetkezményes sejthalalt okoz a NADH teljes felhasznalasa és
nekroézis indukalasa altal (168, 169). A jelen dolgozathoz kotédé kisérletekben
arra kerestiilk a valaszt, hogy a cukorbetegség terhességi formajaban is
kimutathaté-e a magzati és anyai szovetekben a tirozin nitrozilacio, illetve hogy a
diétas vagy inzulinos kezelés hatasara ez normalizalddik-e.

A cukorbetegség szovédményeinek kialakulasaban az NO-nak paradox
szerepe van: mig a vazodilatator szerepii NO javarészt csokkent, azaz az endotél
eredeti értagité hatds elmarad, viszont egyben megemelkedett a nitozal6
agensek mennyisége és a fehérjék nitraltsaga fokozott (170). Olyan terapias NO
donorra van tehat sziikség, amely els6sorban a vazodilatator hatasat
maximalizalja az NO-nak, mig a karos nitral6, nitrozal6 hatasokat nem fokozza. A
GSNO-rd6l korabban kimutattak, hogy egészséges onkénteseken fokozza a bér
ismert, hogy a mikrocirkulaci6 nehezen vagy alig reagal nitrovazodilatatorokra,
ezért az is alapvet6é fontossagd, hogy a tervezett NO donor molekula képes-e
cukorbeteg szovetekben is a mikrocirkulaci6 fokozasara anélkiil, hogy a
nitroglicerin tapaszokhoz hasonldéan szisztémdas kardiovaszkular hatasai

legyenek (170, 172).
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2.2.15. GSNO terapias alkalmazasanak lehetdsége

A GSNO, mint a mitokondridlis NO egyik jelent6s forrasa, gyégyszeres
terdpia céljara is alkalmas lehet. Ahogy a bevezet6ében is emlitettem, a
kézenfekv6 oOtlet az lenne, ha a GSNO vagy mads nitrozétiol mitokondrium-
specifikus transzporttal rendelkezne, mivel igy elméletileg nagyon sziik
hatastartomanyt és kovetkezményesen kevés mellékhatast varunk. Egy ilyen
molekula ismert, amelyet Brookes és munkatarsai fejlesztettek, de a kisérletek
soran azt tapasztaltak, hogy a mitokondriumba targetalt GSNO hatdsai nemigen
kiilonboznek a nem-targetalt nativ formaétdl, azaz a GSNO eleve elsdsorban a
mitokondrialis NO metabolizmusban jatszik szerepet, még ha kiviilrél adagoljuk
is (173). Ezért a terapias felhasznalas, fejlesztés célja a GSNO mint szisztémas
vagy helyi kezelésben alkalmazhaté formulacié létrehozasa lehet. Az aldbbi
tablazat teljeskorlien 0Osszefoglalja azokat a tudomdanyos koézleményeket,
amelyekben GSNO-t embereken alkalmaztak barmilyen kisérletes vagy terapias

céllal.

1. tablazat. GSNO human alkalmazasa.

Az aldbbi cikkek egyikében sem taladltak sulyos mellékhatast, és az egyaltalan
jelentkezé mellékhatdsok is a varhat6 hemodinamikai hatdsb6l voltak
eredeztethetéek. A GSNO szub-hemodinamikai doézisa is hatékonyan képes
gatolni a trombocita aggregaciot, mig magasabb doézisok csokkentik a
vérnyomast. A GSNO helyi alkalmazasa nyalkahartyan vagy boérfeliileten lokalis
véraramlas fokozo6dast okoz, szisztémdas mellékhatasok nélkiil, amely arra utal,

hogy a GSNO helyben bomlik és az akutan felszabadulé6 NO okozza a tényleges

hatast.
cit. Beteg Alkalmazas | Doézis Vart hatas Megjegyzés
(174) koronaria bypass | centralis 40 nmol/min | Trombocita
n=24 véna bolus a mellkas aggregacio
zarasa gatlas
kdzben
(175) egészséges v 0.2,1,és5 értagulat
felndtt n=5 nmol/min
(176) egészséges iv infuzid 1 pmol/min | értagulat az Nitorvazodilatatoro
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felnott - 160 alkar k in vitro és in vivo
nmol/min artéridiban és Osszevetése
vénaiban
(177-179) endarterektomia | iv infazio 2.2 vagy csokkent A dozist a
n=12 4.4. embolizacid hipotenzids hatar
nmol/kg/mi ala allitottak be
n mitét alatt
és utan 120
min.
(180) egészséges iv 1 pmol értagulat és
felndtt n=4 hipotenzid
(181) pre-eklampszids | iv infuzid 50-250 csokkent
terhes n=10 pg/min 60- | hipertenzio6 és
90 percig trombo6zis
hajlam
(177) endarterektomia, | iv infazio 2.2 vagy csokkent A dozist a
n=14 4.4. embolizacid hipotenzids hatar
nmol/kg/mi ala allitottak be
n 90 percig
(178) carotis iv infuzid 2.2 vagy csokkent A dozist a
angioplasztika, 4.4. embolizacid hipotenzids hatar
n=8 nmol/kg/mi ala allitottak be
n 90 percig
(182) PTCA, n=6 intrakorondr | nincs adat Trombocita Hemodinamikai
ias infuzio6 aggregacio valtozasok nem
gatlas voltak
(183) fiatal feln6tt n6, | iv infuzio6 2.5mg Trombocita Hemodinamikai
n=10 GSNO 30 aggregacio valtozasok nem
perc alatt gatlas voltak
(171) egészséges hidrogél, 20 pl GSNO | emelkedett Hemodinamikai
felnott, n=8 alkar borén hidrogél 0.3 | mikrocirkulaci | valtozasok nem
mol/g 6 a bérben voltak
(184) cisztas fibrozis inhalacio 0.05 ml/kg, | novekedett A GSNO dézisa az
n=9 max. 3 ml oxigén élettani GSNO
10 mM szaturacio doézis tartomanyban
GSNO volt
(185) Y instabil angina | iv infiizio 2.2 vagy Trombocita A dozist az artérias
n=10 vagy 4.4. aggregacio vérnyomaseseés
miokardialis nmol/kg/mi | gatlas <10 mmHg
infarktus n=10 n 90 percig szintjére allitottak
be
(180) egészséges iv bolus 0.5 umol bal kamra
felnétt, n=12 funkcio
javulas
(178) carotis plakk, iv infuzid 4.4 csokkent kettds vak placebo
n=10 mmol/kg/mi | embolizacid kontrollalt kisérlet
n 90 percig

2.2.16. Ismsert GSNO formulaciok

A nitrozotiolok, koztiik is els6sorban a legnagyobb koncentraciéban jelen

levé vegylilet, a GSNO, igen gyorsan bomlanak vizes koézegben, amelyet a

hémérséklet emelésével gyorsitani lehet. A GSNO bomlasanak féléletideje vizes

kozegben 5,5 6ra koriil van, amely egyszerli oldatként alkalmatlan a klinikai
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felhasznaldsra. Mindossze két szabadalom ismert, amelyek megprébaltak
terapids GSNO formulaciét fejleszteni, inhalaciés vagy ordlis alkalmazasra, de
ezek egyike sem lett végiil bevezetve a terapiaba (WO 2007/076053A2, WO
2008/153762A2). Mas megkozelitésben a GSNO mint NO-donor film is alkalmas
lehet helyi hatasu tapaszként. Seabra és munkatarsai egy hidrogél alapiu GSNO
gélt és filmet készitettek Pluronic™ F 127 felhaszndalasaval, amely képes volt
mellékhatasok nélkiil vazodilataciot 1étrehozni egészséges onkéntesek alkar bér
keringésében (171). Ez a formulaci6 ugyan PEG hozzaadasaval tovabb
stabilizalhat6, azonban igy is minden nap frissen kellett elkésziteni, ezért rutin
klinikai felhasznaldsra szintén nem alkalmas.

A fotoszenzitizacié a nitrozotiolok érdekes tulajdonsaga, amelyet esetleg
ki lehet haszndlni kontrollalt NO donor készitmények fejlesztésére. Furchgott
figyelte meg a 60-as években, hogy fény hatasara az izolalt erek dilatalnak, és a
hatas a 320 és 450 nm hulldmhosszakon a maximalis (81, 82). Furchgott késébb
Nobel-dijat kapott az endotelidlis NO mint vazodilatator felfedezéséért, de a
korabbi, fény indukalt dilataciés eredményei feledésbe mentek. Noha soha nem
vizsgaltak kisérletesen, de érdekes egyezés, hogy a fenti két hullamhossz
megegyezik a nitrozétiolok f6 UV elnyelési csucsaval (320 nm), és a GSNO masik,
lathaté fénybeli elnyelési csucsaval, amely a molekula narancssarga szinét adja
(450 nm) (186). Tobb tanulmany is felvetette, hogy a GSNO alkalmas lehet
példaul labszarfekély kezelésére, ahol konnyen megoldhaté a lokalis
fotoaktivacio (171, 187). A sok igéretes oOtlet és az elérhet6 fényterapias
eszkozok (pl. Bioptron lampa) garmadaja ellenére eddig nem ismert egyetlen

nitrozétiol formuldcié sem mint a fényterapia eszkoze.

2.3. Sejtterapia szubcellularis mechanizmusai

Az elmult 10 év egyik kiemelkedé mértékben vizsgalt Uj terapias
lehetdsége az iszkémiads karosodasok gydgyitasa Ossejt beiiltetés révén. Annak
ellenére, hogy sok preklinikai és klinikai kutatas is eredményesen lezarult, igen
kevés biztosat tudunk a sejtterapia pontos molekuldris mechanizmusarol.
Altalanosan elfogadott, hogy a sejtterapia csokkenteni képes a szivizomzatban a

hegszovet mennyiségét és javitja a szivfunkciét. Egy meta-analizis tobb mint
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1000 beteg adataibél szamolva arra a megallapitasra jutott, hogy egy
kismértékli, de szignifikdns ejekcios frakci6 emelkedés (3.66%) varhat6é a
sejtterapiatdl szivinfarktus utan alkalmazva (188). Ez a volumeni hatas azonban
messze elmarad a varakozasoktdl, kiilonésen annak fényében, hogy a laikus
kozonség is mekkora elvarasokat tamaszt az Gssejt terdpidkkal szemben. A
klinikai kisérletek egyik f6 tanulsaga, hogy annak hidnyaban, hogy pontosan
értenénk a sejtek hatasmechanizmusat a protokollok optimalizaldsa lehetetlen,
ezért a kapott eredményekrol nem lehet tudni, hogy tervezési hiba folytan vagy

alapvet6 élettani okok miatt szuboptimalis a hatas.

2.3.1. A sejtterapia lehetséges hatasmechanizmusai

Ha azt feltételezziik, hogy a sejtek belenének a hianyzé szovet altal
hagyott iliregbe és mintegy befoltozzdk azt, akkor nagyszamu, lehetéleg
elédifferencialt sejtet kell beadni, célszerlien a maradandé karosodas beallta
utdn. Ha viszont azt a hatasmechanizmust feltételezziik, hogy a beadott sejtek
parakrin novekedési faktorok segitségével javitjdk a regeneraciét, akkor
kevesebb sejt is elég, viszont koran kell 6ket beadni. Kénnyen belathat6, hogy
csak az idozités, a sejtek tipusa és a beadds mddja tekintetében mekkora
variabilitas lehetséges, és rossz protokoll valasztassal még egy igéretes terapiat
is el lehet nézni, pl. a tal késén adott sejtek hidba termelnek anabolikus
faktorokat, ha a hegképz6dés mar megindult, s6t még ronthatnak is a helyzeten.
Tobb egymassal részben konkuralé hipotézis is felvethetd a sejtterapia
hatasmechanizmusardl: a sejtek transzdifferencialédnak, fazionalhatnak a
befogad6 szovet sejtjeivel, parakrin faktorokat termelhetnek vagy direkt
sejtkontaktus révén javitjdk a posztiszkémias szovet regeneraciojat.
Elképzelhetd, hogy mindegyik fenti mechanizmus miikodik, de ezek egymashoz

viszonyitott jelent6sége nem ismert (189, 190).

2.3.2. Teljes vagy részleges sejtfuzio

Singla és munkatarsai azt figyelték meg, hogy ugyan a sejtek 80-90%-a

elpusztul a beiiltetés utan, a szivfunkci6 mégis javul (191). Az emogott
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meghtiz6dé mechanizmus kutatasa soran kimutattdk, hogy a H:0: indukalt
apoptézis H9c2 sejteken meggatolhatd, ha embriondlis Ossejtek tenyésztésére
hasznalt médiumot adnak a sejtekhez, tehat valésziniileg az 6ssejtek oldékony
molekuldkat termelnek, amelyek hatnak a sériilt sejteken parakrin médon. Mas
kutatok azt talaltak, hogy az érett kardiomiocitak képesek fuzionalni szomatikus
és pluripotens sejtekkel, és ezzel Gjraprogramozodik az osztédasuk és talélésiik
(192-194). A sejtfuzi6 vizsgalata azonban igen nehéz technikai kérdéseket vet
fel, példaul az esemény kozvetlen lefilmezését kivéve minden mérémébdszer
kimenetét sejtfiizié nélkiil is el lehet képzelni, tehat a specificitdsuk csekély. A
részleges sejtfuzid, példdul membranhidak tranziens jelenléte két sejt kozott
gyakrabban megfigyelt folyamat, amely alternativ magyarazatot kinal a fiziés
eredményekhez (195-197). In vitro kisérletekben kimutattdk, hogy endotél
sejtek transzdifferencidlédni képesek szivizomsejtté fuzié nélkiil, de sziikséges
hozza citoplazmikus informacié csere (198). Korabbi kisérleteinkben azt lattuk,
hogy agyi 1ézi6 és embriondlis agyi Ossejt beiiltetés utan néhany sejt minden
bizonnyal faziéon esett at (199), és a tovabbiakban ennek a véletlen

megfigyelésnek a kutatasat terveztiik.

2.3.3. Mitokondrium-transzfer

Abban az esetben, ha a sejtek egymadssal részleges flziora lépnek,
elképzelhetd, hogy mitokondriumok is vandorolnak a sejtek kozott. Mivel a
mitokondriumok az egyik f6 inicidtorai a sejthalalnak iszkémids karosodas
esetén, ezért igen érdekes hipotéziseket lehet felépiteni arra a gondolatkorre,
hogy a karosodott és egészséges sejtek egymadassal mitokondriumokat vagy
mitokondridlis informdciét cserélnek, és ezzel képesek lehetnek a sejthaldl
kivaltoit egymasnak atjatszani, illetve egészséges mitokondriumok révén ezek
hatasat pufferelni. Egy kisérletsorozatban Spees és munkatarsai kimutattak,
hogy mitokondridlis transzfer révén egészséges sejtek képesek lehetnek
visszadllitani az oxidativ foszforilaciét glikolizissel él6, mitokondrium-ledalt
sejteken (200). A jelen dolgozatban szereplé kisérletekben arra kerestiik a

valaszt, hogy a részleges sejtfuzid, illetve a feltételezheté mitokondrialis
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informaci6 transzfer a sejtek kozott milyen szerepet jatszik az iszkémias

karosodasban.
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3. Anyagok és mddszerek

3.1. Mitokondrium izolalas

A mitokondriumokat percoll-gradiens segitségével izolaltuk (99, 201,
202). Vad tipusu egereket a C57Bl/6 torzsbdl (Jackson, Bar Harbor, ME)
tulaltattunk halotannal és elvéreztettiink. A halotan behatas rovid ideig tartott és
a tobbi preparacios 1épés halotanmentes kornyezetben zajlott, hogy a végsé
preparatumot ez ne befolyasolja. Az agy, sziv és mdj szoveteket eltavolitottuk,
megmértilk a nedves tomegét, majd 12% percollt (Amersham Pharmacia,
Uppsala, Sweden) tartalmazé szukréz oldatban homogenizaltuk kézi vagy gépi
homogenizatorral. A szuszpenzi6t percoll gradiens (24/40%) tetejére rétegeztiik
és 5 percig centrifugdltuk 19000 rpm-mel. A percoll gradiens valtasanal
megrekedd mitokondridlis frakciot leszivtuk, majd udjra centrifugaltuk és a
feliiluszot eltavolitottuk. A pelletet 125 mM K* tartalmi, magas ionerdsségi
oldatban mostuk. Minden fenti 1épést jégen végeztiink. Hasonl6 mddszerrel
izolaltunk mitokondriumokat natrium- thiopenthallal (100 mg/kg i.p.) tdlaltatott
patkany és malac agyszovetbd], illetve miitéti anyagbdl szarmazé human sziv
fiilcsébdl.

A mitokondrium prepardtumok tisztasdgat két fiiggetlen moddszerrel
ellendriztiik. Rendszeresen készitettiink elektronmikroszképos képeket az
izolalt mitokondriumokrol, amelyeken csak elvétve lehetett latni felismerhetd
sejteket vagy sejtalkotokat, lizoszémakat. Ezen feliil Western blot technikaval
mitokondridlis markerként a citokrom c-oxidazt, endoplazmdas retikulum
markerként pedig calreticulint mértiink. A mitokondrialis frakcidéban a teljes
szoveti lizdtumhoz képes a citokrom c oxidaz legalabb 8-szoros dusulast
mutatott, mig a calreticulin a mitokondrialis preparatumokban észrevehetetlen

szintre higult.

3. 2. Sejttenyészet
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Primér patkany agykérgi neuronokat tenyésztettiink E18 Wistar patkany
fé6tuszokbol (203). Az izolalt agyszovetet Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-ba
helyeztiik (DMEM, Gibco BRL, Grand Island, NY, USA). Kétszer mostuk a
szoveteket DMEM-ben, amelyet penicillinnel (Sigma, 100 U/ml) és
streptomycinnel (Sigma, 100 ug/ml) egészitettiink ki, majd diszpaz I-ben
inkubaltuk (2 U/ml, Roche, Mannheim, Germany) 35 percig 37 °C-on. A reakci6
ledllitasat kétszeres DMEM mosdassal végeztiik, majd a sejteket 6vatosan
trituraltuk és poly-D-lysine bevonattal rendelkezé fedélemezekre helyeztiik a
fénymikroszkopos vizsgalatokhoz. A sejtek megtapadasa utdn a médiumot
lecseréltiik Neurobasal mediumra (Gibco BRL), amelyben a kovetkezd
adalékanyagok voltak: B27 (Gibco BRL, 2 %), L-glutamine (Sigma, 0.5 mM), 3-
mercaptoethanol (Gibco BRL, 55 uM) és kalium klorid (Sigma, 25 mM). A sejteket
37 °C-on tartottuk 5% CO2 atmoszféraban, a médiumot minden 3. nap cseréltiik.
A tenyészetek 98% -a pozitiv volt a neuron marker microtubule-associated
protein-2-re (Becton-Dickinson) és negativ a gliasejt marker glial fibrillary acidic
proteinre (GFAP, Chemicon, Temecula, CA, USA) (204).

Patkany agyi asztrocita kultarat Aujsziilott Wistar patkanyokbdl
inditottunk (205). A fehérallomanyt levalasztottuk és asztrocita médiumban
(DMEM 10% borjuszérummal és antibiotikumokkal, lasd fent) disszocialtuk,
majd tenyésztéedénybe helyeztiik. A konfluens kultirakat egy éjszakan at
razattuk 37 °C-on, hogy I-es tipusu asztroglia tenyészetet kapjunk. A
preparatumok tisztasagat GFAP festéssel ellendriztik, a sejteket az elsé
passzazsban hasznaltuk fel a kisérletekhez.

HO9c2 jelli patkdny kardiomioblaszt sejtvonalat az ATCC-t6l szereztiink be
(Wesel, Germany). A sejteket magas glikéz tartalmu (4.5 g/L) DMEM
médiumban tartottuk 10% borjiszérum, 4 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin
és 100 pg/ml streptomycin hozzaadasaval.

Egér mezenhimalis dssejteket (MSC) C57Bl/6 tipusu egerek femurjabol
nyert csontvel6bdl izolaltunk (206). Az allatokat pentobarbitallal talaltattuk (ip,
50 mg/kg, Nembutal, Ovation, Deerfield, IL, USA), majd a combcsontokat
kipreparaltuk és a csontvel6t kimostuk alacsony gliik6z tartalmi DMEM
médiummal, amely 10% borjdszérumot, 4 mM L-glutamint, 100 U/ml penicillint

és 100 pg/ml streptomycint tartalmazott. A sejteket 1200 rpm-mel
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centrifugaltuk, majd T75-6s edényekben tenyésztettiik. Négy-6t nap utdn a nem-
adherens sejteket lemostuk. A sejtek karakterizaldsa szerint pozitivak voltak az
MSC specifikus Sca-1 antigénre, de negativak a differenciaciéra utal6 antigénekre
(CD34, CD3g, CD45R/B220, CD11b, 6G, és TER-119), illetve képesek voltak
oszteoblaszt és adipocita irdnyba differencialédni, ezzel igazolva Gssejt voltukat

(207, 208).

3. 3. Konfokalis fluoreszcens mikroszkdpia

3.3.1. Izolalt mitokondrium vizsgalatok

A frissen izoldlt mitokondriumokat a kovetkez6 pH 7.0-as pufferben
diszpergaltuk: 125 mmol/l KCl, 2 mmol/l KzHPO4, 5 mmol/l MgClz, 10 mmol/]
HEPES, 10 umol/l1 EGTA és poly-D-lysine-nel fedett fed6lemezekre iltettiik. A
mitokondriumokat malattal (5 mmol/1) és glutamattal (5 mmol/l) energizaltuk,
majd konfokalis mikroszkdéppal vizsgaltuk (Zeiss LSM 510, 63-szoros DIC
objektiv  és  fluorescein/rhodamine filter szet). A  mitokondridlis
membranpotencialt MitoFluorRed-del vizsgaltuk, a glibenclamide kotést a zold
fluoreszcens BODIPY-glibenclamide-dal (Molecular Probes, Eugene, OR). A
mitokondriumok energizaldsa utan 5 perccel 100 wmol/l glibenclamide-ot
adtunk a rendszerhez, amelyet tovabbi 3 perc mulva mitoKarp nyité 100 umol/1
diazoxide vagy 10 umol/l BMS191095 (Bristol-Myers-Squibb, Princeton, NJ)
kovetett (47). Mindegyik szert 1% dimethyl-sulfoxide-ban oldottuk (DMSO),
vehikulum kontrollként csak DMSO-t hasznaltunk. A mitoKatp nyitok hatasat a K*
ionophore nigericinhez (10 wmol/1) hasonlitottuk. A MitoFluorRed
fluoreszcencidt mértiik a peroxynitrite decomposition catalyst FP15 (100
umol/1) jelenlétében; mikoézben a mitokondridlis NO termelést a zold
fluoreszcens DAF-FM (7 umol/l; Molecular Probes, Eugene, OR) fluoreszcencia

monitorozta.

3.3.2. Izolalt neuron és asztrocita vizsgalatok
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A tenyésztett sejteket az izoldlt mitokondriumokhoz hasonlé médon
vizsgaltuk. A neuronokat és asztrocitakat 1 uM BODIPY-glibenclamide-dal és 500
nM MitoTrackerRed-del (Molecular Probes) inkubaltuk 20 percig 37 °C-on.
Inkubaci6é utdn a a sejteket mostuk, majd azonnal a konfokalis mikroszképpal

vizsgaltuk.

3.3.3. IdGsorok vizsgalata H9c2 sejteken

A sejteket 42 mm atmérdjli fedblemezekre iiltettiik, majd egy zart
inkubaciés rendszerbe (Pecon, Németorszag) helyeztik a mikroszkop
targyasztalan (Zeiss LSM 510 META). A sejtek mozgasat és a nanotubulusok
kialakuldsat 15 percenként felvett képekkel rogzitettiik egy éjszakan at. A
mitokondriumok mozgasanak monitorozasahoz a sejteket MitoTrackerRed-del
inkubaltuk 1:2000 higitasban 10 percig 37 °C-on. A z6ld és a piros fluoreszcens
fehérjék (GFP and RFP) vizsgalata mikroszkdpos képekkel tortént az egyiitt-
tenyésztés eldtt és utan 12 o6raval. Az atfedési egytitthatot (overlap coefficient) az

Image Pro Plus szoftverrel szamitottuk Kki.

3.3.4. Mitokondrialis transzfekcio

A GF és RFP festések kivitelezéséhez a sejteket transzfektaltuk plazmid
DNS-sel, amely a 2ZMTS-EGFP-t vagy 2MTS-mRFP-t kddolta. Ezen konstruktok N-
termindlis mitokondrialis target szekvenciat tartalmaznak, amely megegyezik a
human citokrom c¢ oxiddz 8A alegység N terminusanak szekvenciajaval
(MSVLTPLLLRGLTGSARRLPVPRAKIHSL). Egyenként 3 millio sejtet
transzfektaltunk 4 ug DNS-sel 100 pl-ben feloldva (1150 V, 30 ms, 2 pulzus).

3.5. Aramlasi citometria

Aramlasi citometridt az izolalt mitokondriumokon a mikroszképos
viszgalatokhoz  hasonléan  végeztiink. Ugyanazokat a mitokondrium
szuszpenziokak készitettiik el6, majd 5 ml-es citometrids csévekbe helyeztiik és

BD FACSCalibur tipust aramlasi citométerrel lemértiik. Szazezer jelet vettiink fel
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minden mintabdl, amelyet kapuzas nélkil értékeltiink, mivel a zajszennyezés
aranya elhagyagolhatéan kicsi volt.

Aramlasi citometriat tripszinalt sejtszuszpenzién is végeztiink (0.05%
tripszin-EDTA). A sejtkultirakat az OGD utdn 24 6raval mértiink, kontrollként
OGD-n at nem esett sejteket hasznaltunk. A DiO-val jelzett sejteket azonositottuk

és kapuztuk, 10 000 jelet vettlink fel minden mintabdl.

3.6. Elektronmikroszkdpia

A frissen izolalt mitokondrium mintakat 3 oraig fixaltuk 4%
paraformaldehid / 0.05% glutaraldehid elegyében. A mintakat beagyaztuk (LR-
white), metszettiikk, majd bevonat nélkiili nikkel racsokra helyeztiik. A nem-
specifikus kotéseket 2% borjiszérummal és 1:30 higitdsban kecskeszérummal
végeztliik, amely a masodlagos antitesttel homolég. A metszeteket a Karp-
csatorna feltételezett alegységei ellen termelt antitestekkel inkubdaltuk 1:100
higitdsban 4 °C-on egy éjszakan at. Az immunogold jelolést 4 6ran at tartd
inkubaciéval értiik el 6 nm nagysagu arany partikulumokkal jelolt masodlagos
antitesttel. A modszer specificitdsat a primér antitest elhagyasaval teszteltiik,

amely esetben nem volt megfigyelhet6 arany partikulum a mintakban.

3. 7. Western blot

Egyenld mennyiségli fehérjéket vittiink fel 4% - 20% gradiens mini-
gélekre (Invitrogen), majd PVDF membranokra transzferaltuk. Harom %-os
borjuszérumos blokkolast kovetéen a Karp-csatorna alegység Kir 6.1, Kir 6.2,
SUR1 vagy SUR2 ellenes antitestekkel (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA)
inkubaltunk 1:500 higitasban, amelyet tormaperoxidaz konjugalt masodlagos
antitest inkubacié kovetett. A jel6lés vizualizacidjat kemilumineszcenciaval
végeztiik. A mddszer specificitasat a primér antitest elhagyasaval teszteltiik, vagy
pre-adszorbeadltunk az egyes primer antitestekre specifikus blokkold
peptidekkel, amely esetekben a jelek nem voltak lathatéak a blotokon. A

fentiekhez hasonl6 moédon végeztiink Western blotokat a NOS ismert variansai
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(eNSO, nNOS, iNOS) ellen is, pozitiv kontrollként endotélsejt, agyszovet, illetve
aktivalt makrofag lizatumot hasznaltunk, ebben a sorrendben.

A mitokondridlis dusulds szemi-kvantitativ. méréséhez poolozott
preparatumokat hasznaltunk, amelyet névekvd fehérje mennyiségben vittiink
fel, majd a membran kilénb6z6é expoziciéi kozil azt analizaltuk, amelyen a
halvany és erételjes csikok is optimalisan latszanak. A képet 0sszehasonlitottuk
egy mitokondridlis fehérje citokrém-c-oxidaz eredményével, amely a teljes
szovet szuszpenzidhoz képest 8-szorosan dudsult az izoldlt mitokondrium
preparatumokban.

Diabéteszes mintakon formalin fixalas és paraffinos beagyazas és metszés
utan, nitrotirozin, PAR, AIF és bizonyos esetekben PARP ellenes antitestekkel

végeztiink Western blotokat a fenti protokoll szerint.

3.8. Két-dimenzids gélelektroforézis

A kétdimenzids gélelektroforézishez az Invitrogen ZOOM IPG Runner
rendszert hasznaltuk. Az izoelektromos fékuszaldst a kovetkezd 1épésekkel
végeztiik: 50V 90 percig, 200V 20 percig, 450V 15 percig, 750V 15 percig 1000V
6 oOraig, 2000V 1 o6raig egy Bio-Rad PowerPac 3000 segitségével. A csikokat
kétszer 15 percig ekvilibraltuk: 1; 1X NuPAGE LDS reakci6 puffer 10% NuPAGE
redukalé agenssel, 2; 125 mM alkilal6 oldat friss jodacetamiddal. A csikokat
ezutan a ZOOM IPG 4-12% Bis-Tris gélekre helyeztiik, majd 0.5% agar6z oldattal
fedtiik. SDS-PAGE futtatast végeztiink 200V-on 50 percig. Ezutan a géleket vagy
nitrocellul6z membranra transzferaltuk vagy megfestettiik a SilverQuest eziist

alapu fehérje festékkel (Invitrogen No.: LC6070).

3.9. Tomegspektrometria

A tomegspektrometrids méréseket a Szegedi Egyetemen végeztiik
(http://www.szbk.u-szeged.hu/mslab/) az alabbi protokoll szerint (http://ms-
facility.ucsf.edu/ingel.html). A fehérje spotokat a Reflex III matrix assisted laser
desorption/ionization, time of flight tomegspektrométeren analizaltuk (MALDI

TOF MS, Bruker, Germany). 2,5-dihidroxy-benzoesavat hasznaltunk matrixként.
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Minden spektrumot pozitiv reflexiés modban vettiink fel, belsé kalibralashoz
tripszin autolizis termékek szolgaltak. Adatbazisnak a National Center for
Biotechnology Information nonredundant (NCBInr) adatbazis szolgalt, amelyet a
ProteinProspector szoftverrel értiink el. A szekvencia informaciék kinyeréséhez

post source decay (PSD) analizist hasznaltunk.

3. 10. Proteomikai szamitasok

A Kir és a SUR fehérjék, illetve a NOS enzimek primer szekvencijjat a
Swissprot adatbazisbol nyertiik (www.expasy.org). A mitokondridlis transzport
szekvencidk azonositasat, predikciéjat az iPsort szoftverrel végeztiik Lopez és
munkatarsainak munkaja alapjan (209). Pozitiv és negativ kontrollként ismert

citoplazmikus és mitokondrialis fehérjéket alkalmaztunk.

3.11. NOS enzimaktivitas mérése arginin-citrullin konverzioé révén

Az esszét duplikatumban végeztiik 100 pl izolalt mitokondrium mintadkon
(protein koncentraciéo 1-4 pg/ul). Agy és sziv mitokondriumokboél 2-3 allat
mintait kellett poolozni egy-egy méréshez elegendé minta el6allitasahoz. A
mintadkat 75 pl 14C-jel6lt argininnel (331 mCi/mmol, New England Nuclear,
Boston, MA) inkubaltuk Tris bufferben, 25 ul kofaktorok (2 pmol/l FMN, 2
umol/1 r FAD és 10 pmol/1 BH4) jelenlétében 30 percig 32 °C-on. Az arginint egy
Dowex iX-8 oszlopon futtattuk és leoldottuk a kovetkezd pufferrel: 66.7 mmol/1
Tris, 2.7 mmol/1 NADPH és 3.33 mmol/1 CaClz pH 7.4-en. Az arginaz aktivitast 1
mmol/l ornitinnel gatoltuk. Az arginint a citrullintél ioncseréld oszlopon
valasztottuk el (0.5 ml Dowex-50 W gyanta, 50X8-400, Sigma, St. Louis). A 14C-
citrullin frakciékat 7 ml-es edényekbe tettiik, majd 3 ml szcintillaciés folyadékot
adtunk hozza (Bio-Safe II, Research Product International Corp., Mount Prospect,
IL) és az izotép aktivitast szcintillaciés szamlaloban mértiik. Az enzimaktivitast
pmol citrulline per milligram fehérje per perc mértékegységben adtuk meg. A

kalmodulin fliggést 100 pmol/l calmidazolium hozzaadasaval vizsgaltuk. A hattér
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aktivitast kofaktorok nélkiil, 100 umol/l L-NAME hozzdaddsa mellett mértiik,

amelyet levontunk minden mérési eredménybdl.

3.12. PARP enzimaktivitas esszék

A PARP enzimaktivitds mérésére kolorimetrias esszét hasznaltunk
(Trevigen). Hiszton-boritassal ellatott 96 lyukd lemezeken a biotinilalt PAR
mennyiségét méri aktivalt DNS és PARP puffer jelenlétében. Egy egység
rekombinans PARP enzimet hasznaltunk pozitiv kontrollként, a végsé
reakcidelegy mennyisége minden esetben 50 ul volt. A negativ kontrollbdl
kihagytuk az enzimet. Fél egység KGDH vagy DLDH aktivitasat mértiik, a PARP
inhibitor 3-aminobenzamide (2mM) jelenlétében. A DLDH és KGDH komplexek
aktivitasat is mértiik 50mM NaHPOs hozzaadasaval pH 7.5-6n Igamberdiev és
munkatarsainak mérései alapjan (210). A DLDH és KGDH PAR-ilaciés hatasat
Western blot technikaval is kimutattuk, amelyben anti-PAR antitestet
hasznaltunk. A mérés el6tt az enzimeket pre-inkubaltuk a kévetkezé oldatban:
100ul 50mM NaHPO4, 10ul 10mM NADH, 10ul 20mM FAD+*, 20ul 30% H20.,
125ul KGDH (Sigma K1502) vagy 100ul DLDH (Sigma L-2002).

3. 13. Ingadoz6 cukorszint modell

A reaktiv oxigén szadrmazékokat a munkatarsaink altal korabban leirt
modszerek alapjan mértiik (30, 211). Endotél sejt szuszpenziot szintelen M199
médiumba helyeztiink 5 vagy 30 mM gliikéz tartalommal. A szabadgyok-
érzékeny fluoreszcens festéket, hidroetidint (Molecular Probes) adtunk a
szuszpenziéhoz 0.01 mg/ml -es doézisban és 10 percig inkubaltuk, hogy a
sejtmagi szabadgyok szintet mérjiik. Redukalt MitoTrackerRed CMX rosamine-t
(Molecular Probes) hasznaltunk 500 nM-es dézisban a mitokondrialis
szabadgyoOk szint mérésére. A fluoreszcencia intenzitdst dramlasi citométeren
(BD FACS calibur) mértiik 25 000 jelbdl. A mérést kétszer megismételtiik friss
sejttenyészetbdl. Reprezentativ fluoreszcens képeket ugyanezekbdl a
tenyészetekb6l konfokalis mikroszképpal készitettiink, amellyel egyuttal a

flureszcens festékek sejten beliili elhelyezkedését is tudtuk igazolni.
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3.14. Szimulalt iszkémia modell

Az iszkémia-reperfuziot in vitro oxigén-gliikéz deprivaciéval (OGD)
modelleztiink. A sejteket glilk6zmentes DMEM-ben inkubaltunk 0.5% O: és
99.5% N atmoszféraban 150 percig a konfokalis mikroszkép targyasztalara
szerelt kamraban (PECON incubation system, Erbach-Bach, Germany). A sejtek
életképességét calcein-AM festéssel (gerjesztés/kibocsajtas 494/517 nm), mig az
elpusztult sejteket etidium-homodimerrel (gerjesztés/kibocsajtas 528/617 nm)
vizsgaltuk. A H9c2, mint befogadd, és a kiilonféle sejtvonalbdl szarmazé, de a
kisérletek tobbségében hasznalt egér MSC sejteket az egyiitt-tenyésztés (ko-
kultivacio) el6tt a vitalis Vybrant DiO (gerjesztés/kibocsajtas: 488/501 nm) és
DiD (gerjesztés/kibocsajtas: 633/665 nm) (Molecular Probes, USA) festékekkel
jeloltiik 1:200 higitasban 30 percig 37 °C-on. A DiO-jelolt H9c2 12-lyukua
lemezekre szélesztettiik 30 000 sejt/lyuk denzitasban 2 ml oldatban. A sejteket
150 perces OGD-nek tettiik ki, majd 20,000 DiD-jel6lt megmentd sejtet adtunk
hozzajuk 30 perccel a "reperfaziét" kovetéen. Bizonyos kisérletekben a sejtek
fizikai elvalasztasahoz az edényekben betéteket hasznaltunk (0.4 pm
porusméret, Becton Dickinson, NJ, USA). H9c2 sejtek, amelyek nem kaptak
megmentd sejteket szolgaltak kontrollként. A sejteket tovabbi 24 o6ran at
tenyésztettiik, majd megfestettiik a halott sejteket jel6l6 ethidium homodimerrel
(4 pM, 30 perc, 37 °C), majd konfokdalis mikroszképpal vagy aramlasi
citométerrel viszgaltuk 6ket (lasd feljebb).

3.15. A mitokondrialis funkcid gatlasa sejttenyészetben

Két kiilonb6z6 moddszert alkalmaztunk a mitokondridlis funkcié tartds

gatlasdhoz, amelyek mellett a sejtek életképesek maradnak. A mitokondrialis

V4

« s

6raig, majd a mitokondrialis funkciét monitoroztuk MitoTrackerRed festéssel. A

0,2 mM F16 kezelés kell6en lecsokkentette a mitokondridlis membranpotencialt,
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mig a sejtek szaporodéképessége ugyan csokkent, de kezelhet6 mértékben

megmaradt, ezért ezt a dozist hasznaltuk a kisérletekhez.

3.16. Human szovetmintak vétele terhességi cukorbetegséghen

A 16. gesztaciés héten minden terhesen oralis gliikéz tolerancia tesztet
(oGTT) végeztiink, amelyet a negativ esetekben a 26. héten megismételtiink.
Azok az anyak, akik éhomi gliik6z szintje = 7 mmol/L vagy a 120 perces terhelés
utani glikoéz szintje = 7.8 mmol/L a WHP kritériumok alapjan terhességi
cukorbetegeknek tekintend6ek. A betegeket elsé 1épésben 160-200 gramm
szénhidrat tartalmd diétaval kezeltliik, amelyet vércukor kontroll mellett
folytattak. Inzulin kezelést akkor kezdtlink, amikor az éhomi cukorszint
magasabb volt 5,5 mmol/L-nél, vagy az egyo6ras posztprandidlis cukorszint
magasabb volt 7 mmol/L-nél. A kismamak felvildgositasa és beleegyezése utan
vérmintat vettliink egészséges (n=25) és terhességi cukorbeteg (diétaval kezelt
n=22, inzulinnal Kkezelt n=5) terhesekbdl a 16-29. és 36-40. héten.
Leukocitaszam, C-reactive protein (CRP), mdaj és vesefunkciét is mértiink,
amelyek mind a normal tartomanyban voltak. Egy masik cohortban a sziilés utan
szovetmintat gy(ijtottiink a méhlepénybdl és a koldokzsinorbdl (egészséges n=6,

diétaval kezelt=9, inzulinnal kezelt n=5).

3.17. Mikrocirkulacio mérés patkany diabétesz modellben

Feln6tt him Wistar patkdnyoknak streptozoocint adtunk (70 mg/kg iv) és
5% gliikk6z tartalmu vizzel itattunk, amely utan 7 nappal minden allat vércukor
szintje 25 mM felett volt. A kisérleteket 3 héttel kés6bb végeztiik. A halotannal
altatott allatok talpbérére Pluronic F-127 hidrogélt tettiink, amely 0.23 vagy
0.023 M GSNO-t vagy vehikulumot tartalmazott. A talpb6r véraramlasat 5
percenként mértiik 1ézer-doppler méréfejjel (Moor Instruments Ltd) 30 percen

keresztil.
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4. Eredmények

4.1. Mitokondrialis ATP-fiigg6 kalium csatornak szerepe iszkémiaban

4.1.1. Karp csatorna alegységek azonositasa a mitokondriumok membranjaban

Mitokondriumok kis csoportjait hoztunk latétérbe izolaltan vagy neuron
illetve asztroglia sejteken beliil konfokalis mikroszképpal. A membranpotencial-
fliggd festék MitoFluorRed jol festette a mitokondriumokat, amely arra utalt,
hogy az organellumok membranpotencialja ép, a respiraci6 miikodik. A zold
fluoreszcens szulfonilurea BODIPY-glibenclamide (1 uM) specifikusan kotédott a
mitokondriumokhoz, igazolva ezzel, hogy a mitokondriumokon van szulfonilurea
receptor (SUR), amely a Karp csatornak kotelezd alegysége (4. abra). A
citoplazma, endoplazmas reticulum és a sejtmag nem fest6dott, ezzel igazolva a
festés specificitdsat. Mivel a sulfonilurea két6dés nem csak az egyik alegységét
jeloli a hipotetikus Karp csatornanak, ezért tovabbi vizsgalotakkal igyekeztiink
azonositani a pérus formalé alegységeket is.

Teljes agyszovet homogenizatumon és izoldlt mitokondriumokon
Western blotokat végeztiink a feltehetd Karp csatorna alegység Kir6.1, Kir 6.2,
SUR1 és SUR2 ellenes antitestekkel. Az anti-Kir 6.1 antitest egy fehérjét jelolt
~50 kDa koriili méretben, amely erdteljesen dusult a mitokondriumban (~8-
szorosan). A fehérje sulya jol egyezik a Kir 6.1 szadmitott molekulastlyaval, amely
47 kDa. Egy masik, szintén ~50 kDa fehérjét ismert fel a Kir 6.2 antitest a
mitokondriumokban, ez azonban nem dusult a mitokondriumban, ezért a
specificitisa nem meggy6z0.

Az anti-SUR1 antitest egy ~40 kDa méretli fehérjét ismert fel, de ez
szintén nem dudsult a mitokondriumokban és a molekulastlya is tul alacsony a
SUR1-hez képest. Ezzel szemben az anti-SUR2 antitest két, mitokondriumokban
disulé (~8 szoros) fehérjét taladlt ~30 és ~130 kDa koril. Teljes agyi
homogenizatumban egy tovabbi, ~175 kDa méretli fehérjét is talaltunk,

amelynek a molekulasilya jol egyezik a SUR2 szekvenciabdl szamitott
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molekulastulyaval (174 kDa), de ez a fehérje nem volt jelen a
mitokondriumokban.

A Karp csatorndk ultrastrukturalis lokalizaci6jat immunogold
elektronmikroszképiaval vizsgaltuk. A SUR2 és Kir 6.1 jelolés a mitokondrialis
membranokhoz kapcsolédott, mig a SUR1 vagy Kir 6.2 nem mutatott
mitokondridlis lokalizaciot.

Az oOsszes lehetséges és ismert Karp alegység szekvenciajat in silico
vizsgalva azt talaltuk, hogy mind a Kir 6.1 mind a Kir 6.2 rendelkezik N-
termindlis mitokondridlis transzport szekvenciaval. Ez arra utal, hogy ezek a
fehérjék a transzlacié utdn a mitokondriumokba vandorolnak. Ezzel szemben
egyik ismert SUR szekvencidban sem tudtunk azonositani mitokondrialis
transzport jelet az N-terminalison. Erdekes médon viszont a SUR2 esetében a
szekvencia belsejében taldltunk egy val6szinlisithetd mitokondridlis transzport
tag-et, amely arra utal hogy a teljes fehérjének egy rovidebb varidnsa lehetséges,

hogy a mitokondriumba targetalt.

2. tablazat. A Katp csatorna alegységek transzport szekvenciajanak azonositasa.
A kalkulaciokhoz az iPsort szoftvert haszndaltuk, amely Lopez és munkatarsai
mérései alapjan mutatja ki a mitokondrialis target szekvencidkat a megadott

primer szekvencia N-terminalisan (209).

Alegység Molekulasuly Lokacio Szekvencia
Kir 6.1 ~ 48 13-21 VL—ARIAA
Kir 6.2 ~ 44 23-31 VL—T-RLA
SUR-1 ~ 177 nincs talalat nincs talalat

SUR-2 ~ 174 232-238 NT--LIISA
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4. abra. KATP csatornak azonositasa izolalt neuronokban és mitokondriumokon. A
konfokalis fluoreszcens mikroszképpal késziilt képen zold szin jeloli a fluoreszcens
festékkel konjugalt KATP csatorna gatlé glibencalmide-ot (BODIPY-glibenclamide),
piros szin pedig a mitokondrioumokat jel616 MitoTrackerRed-et. A kis képen ugyanez
a festés izolalt agy mitokondriumokkal lathat6. Sarga szin jelenti hogy a
glibenclamide-kotés és a mitokondriumok kolokalizalnak.
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4.1.2. Funkcionalis mérések a mitoKarp csatornakkal

[zolalt mitokondriumokat glutamat és malat hozzaadasaval energizaltunk
K+-pufferben, majd konfokalis mikroszképpal vizsgaltunk. Az organellumokat a
membranpotencial-érzékeny MitoFluorRed-del festettiink (1 uM). Glibenclamide
(100 uM) hozzaadasa jelent6sen lecsokkentette a MitoFluorRed jelet, amelyet
vissza lehetett forditani a mitoKarp nyité diazoxide (100 uM, n=18) vagy BMS-
191095 (10 uM, n=6) hozzaadasaval (5. dbra). A szerek vehikuluma (1% DMSO)
nem volt hatassal a mitokondrialis fluoreszcenciara (n=6). Annak érdekében,
hogy a Karp nyité szerek hatdsa valéban a K* aramok befolydsolasan alapul, a K*
ionofér nigericint hasznaltuk. Nigericin (10 uM, n=4) alkalmazasa
visszaforditotta a glibenclamide hatdsat éppugy, mint a Karp nyité szerek,
igazolva ezzel, hogy a MitoFluorRed fluoreszcencia valéban a kalium-aramok
megvaltozasa kovetkeztében tlinik el illetve tér vissza.

A fluoreszcencia mellett jelentds valtozasokat figyeltiink meg az atmend
fényben felvett DIC képen is: a csatornak zarasa glibenclamide-dal a kontraszt
elvesztéséhez és a kép kifényesedéséhez vezetett, mig ezt a reakciot is vissza
lehetett forditani a Karp nyitd szerekkel (5. abra). A fényszdérasban megfigyelt
valtozdsokrél korabban leirtdk, hogy kozvetleniil a K* d4ramokkal all
kapcsolatban, és tovabbi bizonyitékot szolgaltat arra, hogy a mitokondrialis
membranokban Karp csatornak miikodnek.

[zolalt mitokondriumok jol festédnek az NO-érzékeny DAF-FM festékkel
(lasd alabb). A DAF-FM jelet teljes mértékben gatolni tudta a ONOO-
decomposition catalyst FP15, amely arra utal, hogy a mitokondrialis NO gyorsan
ONOO--té alakul. A mitokondriumok kezelése FP15-tel szintén csokkentette a
MitoFluorRed fluoreszcenciat, amelyet diazoxide (n=6) képes volt
visszaforditani. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a mitokondrialis NO és Kartp

rendszerek kozott van funkcionalis kapcsolat.

4.1.3. Fajok kozotti 6sszehasonlitas
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Annak érdekében, hogy a mitoKarp alegységek univerzalis voltat teszteljiik, tobb
fajban is megismételtiik a méréseket. Az egér agy mitokondrium mintak mellett
(n=8), agyi mitokondriumokat izolaltunk patkanybdl (n=4) és malacbdl (n=3). A
Western blotok az anti-Kir 6.1 és anti-SUR2 antitestek esetében hasonlé
eredményeket mutattak mindharom faj esetében, azaz a Kir 6.1 és SUR2 -szerl

fehérjék erésen dusulnak a mitokondriumokban (6. abra).
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5 min 8 min 10 min

control + glibenclamide + diazoxide

control + glibenclamide + BMS-191095

5.. Abra. KATP csatorna gatlé és nyit6 szerek hatasa izolalt mitokondriumokon. A
mitokondriumokat konfokalis fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk, a voOros
fluoreszcenciat a mitokondrialis membranpotencial fiiggd mitofluor-Red festék adja.
Az alapesetben er6s membranpotenciallal rendelkez6 mitokondriumok a KATP
csatorna gatlé glibenclamide hatasara elveszitik fluoreszcenciajukat és megvaltozik a
fény refrakcidjuk (amely ismert hatasa a K bearamlasnak). A hatas a mitoKATP nyité
diazoxid vagy BMS-191095 alkalmazasakor visszafordithato.
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eger patkany malac
SUR2 o am - — - ~130 kDa
SR sl = w—— T am» -0Wa

agy mito agy mito agy mito

6. abra. Fajok kozotti 6sszehasonlitas potencidlis mitoKATP alegységek kozott. Mind
egér, mind patkany, mind ujszilott malac preparatumokban ugyanazok a fehérjék

voltak kimutathatéak Western blot technikaval. a
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4.1.4. mitoKatp alegységek sziv mitokondriumokon

Az agy mitokondriumokhoz hasonl6an, ugyanolyan farmakolégiai hatast
valtottunk ki glibenclamide-dal és diazoxide-dal, illetve BODIPY-glibenclamide-
dal, ezért ezen kisérleteket a dolgozatban részletesen nem targyaljuk. Az egyes
csatornak feltételezett alegységei tekintetében azonban részben megerdsito,
részben eltérd eredményre jutottunk, mint az agyban.

Az anti-Kir 6.1 antitesttel végzett blottolas egy ~50 kDa kortli csikot
mutatott, mig az anti-Kir 6.2 antitest egy szintén ~50 kDa sulyu, de kett6zott
csikot ismert fel. A kettds csik alsé felét kismértékben mdédositotta a redukald
reakcidelegy. Annak érdekében, hogy a két antitest altal felismert fehérjék
azonos vagy kiilonb6z6 voltat vizsgaljuk, el6szor anti-Kir6.2-vel jeloltiink, majd
ugyanazt a membrant letisztitottuk és anti-Kir6.1-gyel jeloltiik. Két oszlop nem
kapott a masodik kérben primér antitestet, ezek szolgaltak kontrollként a
tisztitds hatékonysagahoz. A kettds csik felsd felét mindkét antitest felismerte,
viszont az als6 csikot csak a Kir6.2 antitest.

A mitokondridlis membranokon val6 lokalizdci6t immunogold
elektronmikroszkoépiaval végeztiikk. Mind a Kir6.1 mind a Kir6.2 a belsé
mitokondridlis membranban és a matrixban lokalizal6dott (7. dbra).

A SUR1 antitesttel végzett Western blot egy halvany ~50 kDa Kkoriili
fehérjét ismert fel, amelynek viszont nem volt mitokondrialis dusulasa és az
immunogold elektronmikroszképia sem volt pozitiv a SUR1 antitesttel. Mivel
ennek a fehérjének a molekulasulya is kisebb, mint a SUR1 elvart tomege (140-
175 kDa, a poszttranszlaciés médosulasoktol fiiggéen) és a SUR1 szekvencidban
mitokondridlis transzport szekvenciat sem azonositottunk (lasd fent), ezért a
SUR1 nem valészin(i, hogy a mitokondriumban jelen van.

Ezzel szemben a SUR2 antitest egy mitokondriumban ddsulé ~25 kDa
nagysagu fehérjét jelol, és az immunogold elektronmikroszképia is erdteljes
mitokondridlis festést mutat SUR2 antitesttel (7. abra). A talalt fehérje azonban
jelent6ésen kisebb, mint ami a SUR2-t6l elvarhaté lenne (175 kDa). Tovabba, ez a
fehérje jelen volt a SUR2 knockout allatokban is, amely kizarja, hogy a SUR2 gén

terméke lenne.
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A Kir és SUR alegységek kozotti kapcsolatot ko-immunprecipitaciéval
végeztik. Izoldlt sziv  mitokondriumokbdél és  szoveti lizatumbol
immunprecipitaltunk antiKir6.1 és anti-Kir6.2 antitestekkel, majd Western
blotot végeztiink antiSUR2Z antitesttel. Mindkét Kir antitest sikeresen izolalta a
175 kDa méret(i SUR2-t a sziv lizatumbdl, de nem volt képes semmilyen fehérjét,
igy a 30 kDa kortili varianst sem izolalni a mitokondriumokbdl (8. dbra). A SUR2
antitest specificitdsat ellendriztiik azzal, hogy preadszorbedltuk az antitestet a
blokkolé peptidjével, amely a Western blotokon teljesen negativ eredményt
hozott.

Kés6bb ezeket a kisérleteket részben megismételtiik human sziv fiilcsébdl
izolalt mitokondriumokkal is, amelyek hasonlé képet mutattak, azaz a blotokon a
valdszintisithet6 Kir alegységek jelen voltak, de megfelel6 méretli SUR alegységet

antitestekkel nem tudtunk kimutatni (nem kozolt megfigyelések).
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7. abra. Immunogold elektronmikroszképia KATP alegységeket felismerd
antitestekkel. A Kir6.1, Kir6.2 és a SUR2 pozitiv, mig a SUR1 negativ jelet ad izolalt
egér sziv mitokondriumokon.
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8. abra. Immunprecipitacié6 K,P csatorna alegységekkel. AZ immunprecipitaciot a
porus-formald Kir6.1 vagy Kir6.2 alegységekkel végeztiik, majd blottoltunk SUR2
ellenes antitesttel. Teljes sziv homogenizatumban mindkét Kir fehérje magaval ragad
170 kDa méretii SUR alegységet, amely a modszer pozitiv kontrollja. Ezzel szemben a
mitokondriumokban csak egy halvany 28 kDa nagysagu fehérje abrazolédik. A 60
kDa-os csik a precipitalé antitestre utal.
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4.2. Mitokondrialis nitrogén monoxid (NO) termelés mechanizmusa

4.2.5. Mit is mér pontosan a DAF-FM fluoreszcencia?

Mivel a funkcionalis kisérleteink igen jelent6sen tamaszkodnak a DAF-FM
fluoreszcenciara, ezért alaposabban megvizsgaltuk a festék specificitdst oyan
koriilmények kozott, amelyek a sajat kisérleteinket jellemzik. Magas K+ tartalmu
oldatban, amilyenben a mitokondrialis mikroszképos vagy aramlasi citometrias
vizsgalatokat végezziik a festék jol reagalt tobbféle NO-donor jelenlétében (9.
abra), de nem emelkedett a fluoreszcenciaja ONOO-, NO-, 02" vagy H20, adasara.
Erdekes médon azonban, amikor az NO donort egyiitt adtuk ONOO- -tel, akkor a
fluoreszcencia igen jelent6sen fokozddott (9. abra). Egy masik munkacsoport is
hasonlé eredményt talalt, miszerint a daiminofluoreszcein ugyan nem reagal
kozvetleniil ONOO- tel, de az potencirozza az NO hatdsat (113). Ezt a nézetet
erdsiti a sajat megfigyelésiink is, miszerint a ONOO- decomposition catalyst FP15
vagy FeTPPS er6sebben volt képes gatolni a DAF-FM fluoreszcenciat, mint az NO
scavenger PTIO (9. abra). Ezek az eredmények 6sszességiikben arra utalnak,
hogy a DAF-FM az altalunk hasznalt kisérleti koriilmények kozott specifikusan az
NO-val reagal, de ezt potencirozza a ONOO- jelenléte, azaz lehetséges, hogy
inkabb az NO egy szarmazékat vizsgaljuk az adott festékkel. Az mindenesetre

egyértelmd, hogy a festék nem reagal reaktiv oxigén gyokokkel.
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9. abra. Mit mér pontosan a DAF-FM fluoreszcencia? Az A panelen do6zis-hatas gorbe
lathatdo novekvd DAF-FM koncentraciokkal az NO-donor SNP jelenlétében illetve
anélkul. Jol lathaté hogy az SNP jelent6sen noveli a fluoreszcenciat, kiilonosen 1-10
uM kozott. A B panelen kiilonb6z6 kémiai szerkezetli NO donorok hatasa lathato. A C
panelen a SIN-1 és a ONOO szinergista hatasat mértiik: a SIN-1 kizarolag NO-t ad le,
amely a peroxinitrittel reagalva sokkal jelent6sebben aktivalja a DAF-FM-et mint
kiilon-kiilon. A D panelen NO scavengenek hatasa lathaté a DAF-FM fluoreszcenciara.
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4.2.1. Termelnek-e a mitokondriumok mérheté NO-t?

Az izoldlt egér maj mitokondriumok konfokalis mikroszkdépos
vizualizacidja azt mutatta, hogy az organellumok felveszik a membranpotencial
érzékeny MitoFluorRed festéket, tehat a preparatum megfeleléen életképes. A
mitokondriumok egy igen erés DAF-FM jelet is mutattak. Eszrevettiik azt is, hogy
a mitokondriumok DAF fluoreszcencidja heterogén: hasonlé morfologiaval és
MitoFluorRed fluoreszcenciaval rendelkezd, egymas kozvetlen koézelében 1évé
mitokondriumok kozott is igen nagy kilonbségek voltak a DAF
fluoreszcenciaban (10. abra). A fluoreszcencia kvantitativ mérése azt mutattta,
hogy a ONOO- decomposition catalyst FP15 jelent6sen gatolta a fluoreszcenciat,
mig a NOS gatl6 L-NMMA nem (10. dbra). Ezen feliil azt is vizsgaltuk, hogy a Ca**
szint valtoztatdsa (0 - 10 uM) vagy az L-arginine koncentraci6 (0 - 1 mM),
amelyekrdl jol ismert, hogy a NOS enzimet befolyasoljak, nem voltak hatassal a
mitokondrialis DAF fluoreszcenciara. A mitokondrialis NOS-aktivitast mértiik az
arginine-citrulline konverzios esszével, és egy alacsony, de jol mérhet6 aktivitast
talaltunk (n=8) (10. abra). Erdekes médon viszont az aktivitast nem tudta gatolni
a klasszikus NOS gatlészer L-NAME (100 uM). Osszehasonlitasként megmértiik a
NOS aktivitast teljes agy homogenizatumban is. Az agy arginin konverziés
aktivitdsa majdnem 100-szorosa volt a maj mitokondriumokban mérhetének
(887+25 pmol/mg/30min versus 11+2 pmol/mg/30min), amely jol korrelal az
irodalomban leirt adatokkal (212, 213).

Megprobalkoztunk azzal is, hogy a Karp csatorna alegységekhez
hasonléan mitokondridlis target szekvencidkat azonositsunk in silico
moddszerekkel az ismert NOS fehérjéken. Az algoritmus ugyan jol miikodott
kontrollként hasznalt mitokondridlis és citoplazmikus fehérjéken, de egyik NOS

szekvenciaban sem talalt mitokondrialis targetalasra utal6 peptid csoportot.
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10. abra. Mitokondridlis NO és nitrogén tartalmu oxiddnsok mérése. Az A panelen
izolalt egér maj mitokondriumok konfokalis mikroszkopos képe lathaté kettds
festéssel. A respiral6 mitokondriumokat festé6 MitoFluorRed minden mitokondriumot
fest, theat a preparatumban a sejtalkotok jol respiralnak. A zold szini DAF-FM festék,
amely specifikusan NO-t és szarmazékait méri a mitokondriumok egy részét élénken
festi. A B panelen a DAF-FM fluoreszcencia aramlasi citométeres mérést mutatjuk be,
lathaté hogy a NOS gatlé L-NMMA nem csokkenti a jelet, mig az NO scavenger FP15
igen. A C panelen a hagyomanyos argnin konverzios esszé eredményei lathatéak, a
NOS gatloszer L-NAME itt sem képes csokkenteni a jelet, amely arra utal, hogy az NO
termelés nem NOS enzimen keresztul torténik.
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4.2.2. Lehetséges, hogy a mtNOS azonos az eNOS-sal?

Tobb esetben is reprodukilhatéan kimutattuk, hogy egér mjj
mitokondriumokban egy 140 kDa méretli, eNOS immunoreaktiv fehérjét lehet
azonositani Western blottal (11. dbra). Noha ez a fehérje hianyzik az eNOS
knockout allatokban ezért szinte biztosan azonos a korabban kimutatott eNOS-
sal, a mitokondriumokban a fehérje mennyisége jelentésen alacsonyabb, mint
ugyanazon preparatum teljes szovet lizdtumaban, ezért minden bizonnyal
citoplazmatikus kontaminaciérél van sz6. A NOS aktivitdas azonban, amelyet
arginin-citrullin konverziés esszével mértiink hasonlé értéket mutat mind a
szovetben, mind a tisztitott mitokondrium preparatumban (11. abra). Az
aktivitasért felels enzimet affinitas-tisztitas révén képesek voltunk koncentralni
(11. dbra). Tovabbi kisérletek kimutattak, hogy a mitokondrialis NOS aktivitas
érintetlen eNOS knockout egerekben (n=6) és a fluoreszcens modszerrel mért
NO termelés szintén kimutathaté respirdldé mitokondriumokban, amelyeket

eNOS knockout egerekbdl izolaltunk (11. abra).

4.2.3. Lehetséges, hogy a mtNOS azonos az nNOS-sal?

Els6ként nNOS immunoreaktiv  fehérjéket kerestiink izolalt
mitokondriumokban Western blot technikdval, de nem sikeriilt egyetlen
specifikus jelet sem azonositani, noha 7 kiilénb6z6 antitestet is kiprébaltunk.
Természtesen a pozitiv kontrollként szolgald teljes agyszovet lizdtumban
minden antitest felismerte az ismert nNOS variansokat (125-160 kDa), de ebben
a molekulasuly tartomanyban nem taldltunk mitokondrialis fehérjéket (12.
abra). Némely poliklonalis anti-nNOS antitest, pl. SC-648 a Santa Cruz-t6], talalt
mitokondriumban dusulé fehérjéket, de ezek mind jelen voltak nNOS knockout
allatokban. Tovabba ezen fehérjék egyikét sem ismerte fel egynél tobb nNOS
antitest, amely valdsziniitlenné teszi, hogy ezek a fehérjék kozel allnanak egy
funkciondlis nNOShoz. Ezutdn immunoprecipitaltunk nNOS antitest segitségével,
majd Western blotot végeztiink mas epitépok ellen termelt nNOS antitestekkel
(12. abra). Ahogy az abran lathatd, a modszer igen jol kimutatta a pozitiv

konrollként szolgalé agyi nNOS-t, de mitokondriumokban nem taldlt semmit.
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Mas elvek alapjan, az enzim szubsztratja, azaz az argininhez val6 affinitas révén
is koncentraltuk a potencidlis mtNOS-t, amelyet szintén Western blot kovetett.
Ezzel a médszerrel szintén jol lehetett koncentralni az nNOS-t agyszovetbdl, de
izolalt maj mitokondriumokban nem mutatott ki specifikus fehérjét (12. abra). A
mitokondrialis NOS aktivitast arginin-citrulline konverzids esszével is mértiik, és
azt talaltuk, hogy a citrullin szint azonos a vad tipusu és az nNOS knockout
allatokbdl izolalt mitokondriumokban (12. abra). Hasonléképpen, a respirald
mitokondriumok altal termelt reaktiv nitrogén gyokok mennyisége is azonos volt

mindkét allattérzsben (12. abra).

4.2.4. Lehetséges, hogy a mtNOS azonos az iNOS-sal?

Western blotokat készitettliink anti-iNOS antitestek segitségével. Gyenge
hattér és erds jel mellett a bloton jol felismerhetd volt az iNOS pozitiv kontroll
(aktivalt makrofag lizatum), de a maj mitokondrium mintakban nem talaltunk
jelet (13. dbra). A blotokat megismételtiik tovabbi két, mas-mdas epitép ellen
termelt iNOS antitesttel, hasonlé eredménnyel. A mitokondrialis NOS aktivitast
az arginin-citrullin esszével mértiik, amelyet nem volt képes gatolni a specifikus
iNOS inhibitor 1400W (100 uM, n=8) (13. abra). Az iNOS knockout egerekbdl
izolalt mitokondriumokban ugyanolyan erés DAF-FM jelet észleltliink, mint a vad

tipustiakban konfokalis mikroszkopiaval és aramlasi citométerrel is (15. abra).
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11. abra. Az eNOS mint lehetséges mitokondrialis NOS vizsgalata. Az A panelen
Western blot lathaté izolalt egér maj mitokondriumokkal. A vad tipusu egér
mitokokondriumban van egy gyenge jel 140 kDa koriil, amely hianyzik az eNOS
knockoutban. A B panelen szubsztrat és kofaktor affinitas alapjan dusitottuk a
lehetséges mtNOS-t, majd eNOS ellen blottoltuk. Az elsé 1épcsében argininnel, majd
utana a NOS kofaktorai, ADP vagy Calmodulin affinitdas révén valasztottuk el a
fehérjéket. Egyetlen esetben sem dusult a jel a mitokondriumokban, hanem kb. A
mitokondrium preparalas tisztasagaval azonos mértékben gyengiilt jelet adott, azaz a
talalt fehérej minden bizonnyal sejtmembran kontaminacié. A C és D paneleken DAF-
FM fluoreszcenciat és NOS aktivitast vizsgaltunk vad tipusbol és eNOS knockout
egérbdl izolalt mitokondriumokon.
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12. abra. Az nNOS mint lehetséges mitokondrialis NOS vizsgalata. Az A panelen
immunprecipitacio és Western blot lathato izolalt egér maj mitokondriumokkal. Az
els6é 1épcs6ben precipitaltunk, majd mas-mas epitéopok elleni antitesttel blottoltunk.
A mitokondriumokban nincsen érdemi jel. A B panelen arginin affinitds alapjan
dusitottuk a lehetséges mtNOS-t, majd nNOS ellen blottoltuk, a mitokondriumokban
nincsen 150 KDA koriil specifikus jel. A C és D paneleken DAF-FM fluoreszcenciat és
NOS aktivitast vizsgaltunk vad tipusb6l és nNOS knockout egérbdl izolalt

mitokondriumokon.
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13. abra. iNOS jelenlétének vizsgalata egér maj mitokondriumokban. Az A panelen
hagyomanyos Western blot lathato, a mitokondriumban nem lathaté specifikus
fehérje 130 kDa koriil. A B panelen mitokondrialis NOS aktivitas mérését adbrazoltuk
arginin konverzios esszével. Az iINOS specifikus gatldszere, az 1400W nem
csokkentette a mért jelet, tehat az argninin konverzié nem lehet az iNOS hatasa.
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4.2.5. mtNOS hidanyanak igazoldsa szivizom mitokondriumokban

Els6ként NOS-antigenitasu fehérjéket probaltunk azonositani izolalt egér
sz{v mitokondriumokban Western blot technikaval (14. abra). Minden hasznalt
antitest jol felismerte a pozitiv kontrolljat, de specifikus mitokondrialis jelet nem
talaltunk, az egyetlen kivétel az eNOS antitest esetében jelentkezett, ami egy
halvany mitokonrialis csik volt. Mivel azonban ennek a jelnek az intenzitasa
mindodssze néhany szazalakat teszi ki a teljes szovet lizdtumban mért jelnek,
ezért a mitokondrium preparatumban 1évd citoplazmikus szennyezésnek
tudhat6 be. Mivel ez a megkozelités nem volt sikeres, immun-affinitds vagy
szubsztrat-affinitas révén koncentraltuk a fehérjéket. Az ezt kdvet6 Western
blotokon ismét erésen pozitiv volt a vart kontroll, de a mitokondriumokban nem
tudtunk kimutatni specifikus jelet (14. abra). A fenti kisérletek egy részét
megismételtik human szivbdl izolalt mitokondriumokon, amely hasonld

eredményt adott (14. abra).

4.2.6. mtNOS hianyanak igazoldsa agyban

A két masik vizsgalt szovethez hasonldan kerestiik a feltételezett mtNOS
enzimet agyi mitokondriumokban is. Az agyszovetben er6s NOS aktivitas
mérhetd, amelyért részben a neuronadlis izoforma, részben viszont az endotelialis
eredetdi NOS a felelds, ezért a mitokondrium preparatumok esetén az ezekkel
val6 kontamindcié ellendrzésére kiemelt figyelmet Kkellett forditani. A
korabbiakhoz hasonléan készitettiink Western blot alapu kisérleteket is, ezek
nem voltak képesek kimutatni ismert NOS fehérjét az izolalt egér agyi
mitokondriumokban. Ezeket a kisérleteket a redundancia miatt a jelen
dolgozatban részletesen nem targyalom, de természetesen a hivatkozott
kozleményekben megtalalhat6. Egyediil a fluoreszcens elven alapulé NO mérést
emeltem be a jelen munkaba, mivel ez atvezet a tovabbi vizsgalatokhoz.

Ahogy az a 15. abran lathatd, izolalt respirdlé mitokondriumok igen
er6sen festédnek az NO és nitrogén gyok érzékeny DAF-FM festékkel
(specificitds méréseket lasd fentebb), amely jelen van mindharom ismert NOS

knockout egértorzsben is.
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14. abra. Ismert NOS izoformdk azonositasanak hidnya egér sziv
mitokondriumokban. Az A panelen hagyomanyos Western blotok lathat6ak, minden
blot egy pozitiv kontrollt és egy izolalt egér sziv mitokondrium preparatumot
tartamaz. Az antitest neve mellett az antigén helyét tintettik fel a primer
szekvencidban. A  B-panelen kétlépcss  vizsgaltot végeztiink, eldszir
immunprecipitaltuk az anti-nNOS antitesttel reagalé mitokondrialis fehérjéket, majd
epitépok elleni nNOS antitestekkel blottoltunk. Jil lathaté minden abran a pozitiv
kontrollban az nNSO 150 kDa koriil, mig mitokondriumokban csak aspecifikus, kis
molekulasulyu fehérjék reagalnak. A C panel hasonlo kisérletet mutat be, amelyben
arginin-szefardzzal kivontuk a lizdtumokbdl a NOS szubsztratjaval, azaz az argininnel
reagald fehérjéket, majd ezeket blottoltuk NOS ellenes antitestekkel. A
mitokondriumokban szintén nem lehet felismerni specifikus fehérjéket, mig a pozitiv
kontrollban igen.
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15. abra. Ismert NOS izoformak azonositasanak hianya agyi mitokondriumokban. A
mitokondrialis NO és reaktiv nitrogén vegytletek termelését DAF-FM-mel vizsgaltuk.
A kis képeken konfokalis fluoreszcens mikroszkdpos kép mutatja, hogy a festék a
mitokondriumokban dusul, a hisztogrammok 100,000 mitokondrium mérésbdl
kalkulaltak aramlasi citométerrel. J6l 1athatd, hogy barmelyik NOS izoformat tutjuik ki
genetikailag az egerekbdl, a fluoreszcens jel, azaz a mitokondrialis reaktiv nitrogén
agensek termelése valtozatlan marad.
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4.2.7. A respiracios lanc szerepe a mitokondridlis NO termelésben

A fenti részletes megfigyelések rovid tanulsdga az volt, hogy noha
semmilyen moddszerrel nem lehetett NOS enzimet kimutatni a
mitokondriumokban, de minden esetben erds fluoreszcens jelet lattunk DAF-FM
festékkel. Mivel ez a fluorofor nem kizarélag NO-t, hanem inkabb nitral6 agensek
egylittesét méri, ezért felteheté, hogy a mitokondriumok altal, de a NOS
enzimreakciotol fiiggetleniil termelt NO gyorsan mas agensekké, gyokokké alakul
at. Mivel a mitokondrialis 1égzési lanc szerepe ismert az oxidansok termelésében,
ezért megvizsgaltuk hogy a 1égzési lanc elemeinek gatlasa hogyan befolyasolja a
nitrogén tartalmu gyokok termelését.

A mitokondridlis DAF fluoreszcencidt er6sen gatolta, ha az
organellumokat denaturaltuk haromszori fagyasztas-felolvasztas ciklussal, vagy
a preparatum melegitésével (95 °C, 5) (16. abra). Hasonléképpen, a DAF
fluoreszcencia teljes gatldsat tapasztaltuk, amikor a légzést blokkoltuk
rotenonnal, vagy egyszerlien a respirdcids szubsztratok glutamat és malat
megvondsaval (16. dbra). A Il-es komplex gatlasa 3-NPA (100 uM) révén
glutamat és malat jelenlétében nem volt képes gatolni a fluoreszcenciat, illetve
szukcinat adasa rotenton mellett is hasonl6 eredményt adott, ezzel azt igazoltuk,
hogy akar az I-es, akar a Il-es komplex képes elektron donorként szerepet
jatszani a reakcioban (16. dbra). Az ubiquinone oxidacios hely gatlasa a Ill-as
komplexen myxothiazole révén enyhén csokkentette a fluoreszcenciat, amely
arra utal az ubiquinone pool sziikséges a reakciéhoz. A IV-es komplex gatlasa
cianiddal, vagy a proton gradiens megsziintetése protonofér FCCP révén nem

volt képes csokkenteni a fluoreszcenciat (16. abra).
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16. abra. A légzési lanc szerepe a mitokondridlis reaktiv nitrogén gyokok
termelésében. A gatldszereket a fluoreszcens festék adasa elott alkalmaztuk. Az A és
B panel azt mutatja hogy fiziko-kémiai roncsolas utan a mitokondriumok nem adnak
DAF jelet, theat a reakcid bioldgiai aktivitast feltételez. Szubsztrat hianyaban (C
panel) vagy rotenon jelenlétében (D panel) szintén nincs jel, de ha rotenon mellett
szukcinatot adunk akkor erds a DAF fluoreszcencia (E panel). A Ill-as komplex
gatlasa a szukcinat dehidrogenaz gatl6 3-NPA (F panel) révén nem, de az ubiquinon
oxidaciés hely gatlasa mixothiazollal (G panel) képes volt csokkenteni a
fluoreszcenciat. A 1V-es komplex gatlasa vagy a proton gradiens megsziintetése (H és
[ panelek) nem gatolta a reaktiv nitrogén gyokok termelését.
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4.2.8. A DLDH komplex aktivalasa nitrozativ stressz altal és a kévetkezményes
PARP-jellegii aktivitas fokozodas

Western blot analizis segitségével kimutattuk, hogy az anti-PAR antitest
tobb mitokondrialis fehérjét is jelol oxidativ-nitrozativ stressz, azaz H>0; vagy
GSNO kezelés utan. A PAR-ilacé erdsebb volt a mitokondrium prepardtumokban
mint teljes majszovet homogenizatumokon, amely arra utal, hogy a
mitokondridlis fehérjéket er6sen befolyasolja az oxidativ stressz altal okozott
PAR-ilacid. A két-dimenzids gél elektroforézis és Western blot szintén kimutatott
tobb fehérjét, amelyek H202 kezelés hatasara PAR-alédtak (17. abra). Noha tobb
fehérjét is lattunk a blotokon, az eziisttel festett gél és megfelel6 anti-PAR
Western blot 6sszehasonlitdsa révén nagy biztonsaggal csak 4 fehérjét tudtunk
izolalni, amelyeket tomegspektrometria segitségével azonositottunk. Ezek a
fehérjék a kovetkez6k voltak: mitokondriadlis aldehid dehidrogenaz
(gi|16073616, MW: 48271 Da, pl: 6.1, mtALDH), H*-transzportalé 2-szektoros
ATP-az béta lanc (gi|92350 ,MW: 50771 Da, pl: 4.9, ATPaz), ornitin
transzkarbamilaz (gi|56789151, MW: 39574 Da, pl: 9.2, Otc) és a mitokondrialis
karbamoil foszfat szintetaz -1 (gi|8393186, MW: 164581 Da, pl: 6.3, CPS1). A
fehérjéket a kovetkezd peptidek "post source decay" adatai alapjan tudtuk
azonositani: = mtALDH: VVGNPFDSR és TFVQEDVYDEFVER, ATPaz:
IGLFGGAGVGK és VLDSGAPIKIPVGPETLGR, Otc: SLVFPEAENR és CPS1:
FLEEATR.

Ezen fehérjék mindegyike jelent6s szerepet jatszik a mitokondrialis
homeosztazisban. Az ATPaz-t és az mtALDH-t gatolja az oxidativ stressz, az Otc-
nek csokken a szintje, mig a CPS1 az oxidativ stressz hatdsara kikeriil a
mitokondriumbdl irodalmi adatok szerint.

A GSNO-val kezelt mitokondriumokban PAR-4lédott fehérjéket is
kimutattuk Western blot segitségével. Egy erételjesen fest6dd, GSNO altal PAR-
alt 70 kDa méretli fehérjét kivagtunk a Coomassie-val festett gélbdl és
tomegspektrométerrel analizaltuk. A Kkérdéses fehérjét egyértelmiien a
mitokondrialis dihidrolipoamid dehidrogenazként (DLDH-ként) identifikaltuk
(gi|38303871, MW: 54574 Da, pl: 7.96), amely az alfa-ketoglutarat dehidrogenaz
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enzimrendszer része. A fehérjét a kovetkezd peptidek "post source decay" adatai
alapjan tudtuk azonositani: ALTGGIAHLFK és GIEIPEVR. Tretter Laszlé és
munkatdrsainak kutatasai alapjan a KGDH komplexet szintén gatolja az oxidativ
stressz (217, 218). Mivel a DLDH ugyanazt a szubsztratot hasznalja, mint a PARP,
és erdteljes PAR-ilaciot mutat nitrozativ stresszre szintén a PARP-hoz hasonléan,
azt a hipotézist allitottuk fel, hogy a DLDH-nak lehet intrinzik PARP aktivitasa.

A mitokondriumokat rekombinans DLDH-val inkubaltuk, amely erételjes
PAR-ilacioval jart, viszont PARP-ellenes antitestekkel nem tudtunk kimutatni
érdemi PARP enzimet. Az izolalt DLDH és KGDH enzimek sajat PARP aktivitasat
ugy mértiik, hogy a tisztitott fehérjéket egyiitt inkubaltuk H202 -dal 30 percig 37
0C-on NAD* és FAD* jelenlétében pH 7.5 pufferben. A H202 kezelés egy uj PAR-
ilalt fehérje csikot mutatott ~ 70 kDa kérnyékén a DLDH csoportban, illetve tobb
tovabbi fehérjét is a KGDH csoportban (17. abra).

Egy kolorimetrids PARP enzimesszé hasznalataval nem tudtunk kimutatni
PARP aktivitast amikor csupan DLDH volt az oldatban, de mérhetd aktivitast
mutatott a teljes KGDH komplex, amelynek a DLDH is tagja. A klasszikus PARP
gatlészer 3-aminobenzamide gatolta az ismert PARP enzim aktivitasat, de nem
volt hatassal a KGDH altal mutatott PARP-jellegli enzimaktivitasra (17. abra). A
mitokondridlis mintakat kiilonb6z6 oxidativ-nitrozativ stresszt kivalt6é szerek,
igy H202 vagy NO donorok (GSNO, SNAP) jelenlétében inkubalva tovabbi PAR
pozitiv fehérjéket talaltunk. A DLDH ismert gatloszere a MICA (5-methoxyindole-

2-carboxylic acid) megsziintette ezen PAR-ilacio kialakulasat.
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17. abra. A DLDH mitokondrialis PARP-jellegli enzimaktivitast mutat. Izolalt,
respiral6 mitokondriumok 3 mM GSNO hatdsara egyes fehérjék PARaloédnak, a
legerdsebben jelolt fehérjét (A panel, keretben) a tomegspektrometria (B panel) mint
a DLDH enzimet azonositotta. Mitokondrium izolatumok, hozzaadott rekombinans
DLDH enzim jelenlétében igen erds PARP aktivitast mutatnak, azaz megemelkedik a
PAR-antitesttel reagal6 fehérjék mennyisége (C panel, bal oldali blot) anélkiil, hogy a
sejtmagi PARP- enzimmel reagalé antitest megnovekedett jelet adna. Rekombinans
DLDH enzim hidrogén peroxiddal valé inkubacié utan enyhén er6sebb PAR-festést
mutat 70 kDa kortil, ez a reakcid sokkal kifejezettebb a teljes enzimkomplex, azaz a
DLDH-t is magaba foglal6 KGDH komplex esetében (D panel). Az E panelen PARP
enzimaktivitas mérés eredménye lathato. A pozitv kontrol PARP enzim erds aktivitast
mutat, amley részlegesen gatolhaté 3-aminobenzamiddal (3-AB). A DLDH enzim
onmagaban csekéyl, a KGDH komplexben viszont szamottevé PARP aktivitassal
rendelkezik, amely azonban nem gatolhat6 3-AB-vel (atlag + SEM, *: p < 0.05).
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4.2.8. Mitokondrialis és sejtmagi szabadgyok termelés ingadozé cukorszintben

Az ingadoz6 cukorszint modellben tenyésztett sejtekben a felszabadulé
szabadgyokok, oxidansok mennyiségét fluoreszcens modszerekkel mértiik. A
lokalizaciét konfokalis mikroszkoépiaval, a kvantifikaciét dramlasi citometridval
végeztiik. Az oxidalt hidroetidin és az oxidalt MitoTrackerRed egymastdl jol
elkiilonithet6en, kizdr6lagosan a magban illetve a mitokondriumban volt lathato,
ezért alkalmasak voltak a két helyen torténé oxidans termelés izolalt
vizsgalatara. Az endotelidlis oxidans tartalom mind a magban, mind a
mitokondriumban emelkedett volt azokban a sejtekben, amelyeket 5 helyett 30
mM gliikéz tartalmu oldatban tenyésztettiink (18. dbra). Azokban a sejtekben
viszont, amelyeket két hétig magas gllik6z tartalmu oldatban tartottunk, majd a
mérés elott egy héttel visszahelyeztiik alacsony gliik6z tartalmi oldatba az
emelkedett oxidans termelés csak a magban volt jelen, a mitokondriumokban
visszatért a kontroll szintjére (18. abra). A sejtek fizikai tulajdonsagai (pl. side-
scatter vagy forward-scatter) illetve morfolégidja nem mutatott kiilonbséget

egyik vizsgalt csoportban sem (18. abra).
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18. abra. Mitokondridlis és sejtmagi szabadgyok termelés ingadozd cukorszint
hatasara. Az A panelen hidroetidinnel festett sejtek mikroszkoépos képe lathatd, a B
panelen ugyenezen festék aramlasi citometriaval mért hisztogramja. J6l lathato, hogy
a magas cukorszint emeli a fluoreszcencia értéket, de nincsen kiillonbség az ingadozé
és a tartésan magas cukorszint hatasa kozott, azaz hidba normalizaljuk a
cukorszintet, a sejtmagi szabadgyok szint emelkedett marad. A C panelen egy
mitokondriumokban dusuld, szabadgyok-érzékeny festékkel fetett sejtek lathatoak, a
festék egyértelmlien a mitokondriumokra lokalizal6dik. A D panelen az abrazolddik,
hogy a tartésan magas cukorszint ugyan emeli a mitokondridlis szabadgyok
termelést, de ha visszacsokkentjiik a cukorszintet a normalisra, akkor a szabadgyok
mennyiség is normalizalédik.
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4.2.9. Nitrozativ stressz terhességi cukorbetegségben

Terhességi cukorbetegségben vizsgaltuk az oxidativ-nitrozativ stressz
sejten beliili hatasait a terhesség lefolyasa soran illetve sziiléskor az anyai és
magzati szovetekben. A tirozin nitraci6, azaz a nitrozativ stressz fehérjékre
gyakorolt nitralé hatdsdnak markere emelkedett volt anyai keringé
leukocitdkban a 36-40. héten a kontrollnak tekinthet6 16-29. héthez képest mind
egészséges, mind gesztaciés diabéteszes anyakban. Erdekes médon az inzulin
kezelés a stulyosabb diabéteszes esetekben csokkentette a nitrotirozin festést a
terhesség utols6 4 hete idején. A nitrozativ stressz downstream hatasa, azaz az
emelkedett PARP aktivitds még korabban volt kimutathaté a leukocitdkban
gesztacios diabéteszes betegekben, amelynek oka valdsziniileg az lehet, hogy a
nitrotirozin festés, mint marker érzékenysége alacsonyabb, mint a PARP
aktivitasé, amely egy pozitiv visszacsatolason alapul. Az inzulin kezelés a PARP
aktivitast is csokkentette az utolsé hetekben. Erdekes megfigyelés volt, hogy
néhany beteg, akinél a terhesség korai szakaszaban kiugréan magas PARP
aktivitast lattunk, de a cukorbetegség paraméterei mérsékeltek voltak, késébb
mindig stlyosbodé és végiil inzulinra szorul6 gesztaciés diabéteszes beteg lett.

A sziilés soran szovettani mintat vettiink a méhlepény és a koldokzsinor
szoveteibOl. A tirozin nitracié jelzetten emelkedett volt a diétaval kezelt
méhlepény szovetben és a koldok artéridban, véndban diétaval kezelt, tehat
enyhe foku gesztaciés diabéteszben. Ezzel szemben a sulyosabb, ezért inzulin
kezelésre szorulé betegekben igen erds nitrotirozin festést lattunk mindharom
szovettipusban (19. abra). A nitrotirozinhoz hasonl6képpen, a PARP aktivitas
markereként értelmezhetd PAR festés szignifikdnsan magasabb volt mar az
enyhe foku diétaval kezelt betegekben is, de igen Kkifejezett volt az inzulinos

betegekben.
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19. abra. Nitrozativ stressz terhességi cukorbetegségben. Az A panelen a nitrotirozin
ellenes festés intenzitasat hasonlitjuk ossze egészséges (fehér), diétaval kezelt enyhe
(fekete), és inzulinnal kezelt sulyos (sziirke) tehességi cukorbetegségben a sziilés
utan a méhlepénybdl vett mintakon. A B panelen reprezentativ képeken mutatjuk be
az immunhisztokémiai festést. Megfigyelhet6, hogy jelzetten a diétas esetekben, de
kifejezetten az inzulinnal kezelt sulyos cukorbetegségben igen erd6s a fehérjék
nitraltsaga mindharom vizsgalt szovetben.
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4.2.10. Nitrogén-monoxid donorok szerepe diabéteszes lab szindromaban

Els6ként a lokalis vazodilatator hatdsat vizsgaltuk kiilénb6zé GSNO
koncentraciéknak. Sem a vehikulum, sem az alacsonyabb GSNO koncentraci
nem emelte a véraramlast patkanyok talpbdrében, de magasabb GSNO dézis
adasara mar 10 perc utan szignifikdnsan emelkedett az dramlas, amely magas
maradt a vizsgalat 30 perce alatt. Ez a hatas hasonlé mértéki volt egészséges és
cukorbeteg patkanyokban is (20. abra).

Vizsgaltuk a GSNO alkalmazas varhaté mellékhatasait is. Az a GSNO dozis,
amely jelentds véraramlas fokozédast okoz, nem novelte vagy valtoztatta meg a
bérszévet nitrotirozin mintdzatat (20. abra). Szisztémdas akut hatdsok
tekintetében azt varhatjuk, hogy a keringésbe jut6 GSNO vagy a bel6le leadott NO
altalanos vazodilataciét, vérnyomascsokkenést vagy szivfrekvencia fokozddast

okoz. A jelen kisérleti felallasban ezek egyikét sem tapasztaltuk.
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20. abra. Nitrozodglutation kezelés hatasa és lehetsées mellékhatdsai diabéteszes
allatmodellben. Az A panelen a patkanyok talpb6rén mért mikrocirkulaciot
abrazoltuk lokalis GSNO kezelés alatt. Megfigyelhetd, hogy a cukorbeteg allatokban
sem csokkent az értagitd rreakcio. A B panelen az allatok vérnyomasat monitoroztuk,
amely nem valtozott lokalis GSNO kezelés hatasara. A C panelen egy varhato lokalis
mellékhatast, a bdrfehérjék nitrotirozin reakciojat vizsgaltuk. Mig a pozitiv
kontrollban igen er0s a jel, addig GSNO hatasara sincsen nitrotirozin jel fokozdodas.
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4.2.11. Stabil, a gyégyaszatban is alkalmazhaté GSNO formulacio fejlesztése

A fenti kisérletek sorozata azt mutatta, hogy a nitrozotiolok, els6sorban a
GSNO kozponti szerepet jatszik a mitokondriadlis NO metabolizmusban. Azt is
kimutattuk, hogy kiils6leg NO donorként alkalmazva még cukorbetegség altal
érintett szovetekben is képes emelni a helyi véraramlast szisztémas hatasok
nélkiil. Mivel a GSNO egy endogén vegyiilet, metabolizmusa jol ismert, ezért
gyogyszerként valé alkalmazasakor kicsi az esélye toxikus vagy egyéb nem vart
mellékhatasoknak. Gyors bomldsa miatt azonban megfelel6en stabil formulaci6ja
nem ismert, ezért terdpidsan nem is alkalmazhat6. A tovabbi kisérletekben azt
tlztiik ki célul, hogy GSNO hatéanyag kémiai megvaltoztatasa nélkiil egy
megfeleld topikalis készitményt allitsunk el6.

A nitrozétiolok szintézise a redukalt forma (pl. GSH) és NaNO; reakcioja
révén lehetséges vizes oldatban. Azt talaltuk, hogy er6sen savas (pH 1.6)
kornyezetben a konverzios rata kozel maximalis, 99.5%-0s. A GSNO szintézise
utdn a molekula stabilitasat vizsgaltuk 7 nap utan, 4 °C-on kiilonb6z6 pH mellett.
Meglep6 médon a GSNO igen gyorsan bomlott savas kornyezetben, alig 6.7+0.1%
GSNO maradt meg 1 hét utdn 0.3-as pH-n. Ezzel szemben enyhén bazikus
kornyezetben a stabilitas az 50%-ot is elérte, majd ismét lecsokkent magasabb
pH-n. Az optimalis pH tartomany 8.4 és 8.8 k6zott volt, ahol a 14 napos tarolas
soran 28.1+4.6% és 31.8+4.6% GSNO maradt meg (21. abra). A tarolas soran a
pH minden preparatum esetében csokkent, amely arra utal, hogy a bomlas soran
egy savmolekula jon létre. Ez a megfigyelés polimer matrix kérnyezetben is
fennallt, azzal a kiilonbséggel, hogy bizonyos cukor polimer kompoziciék
jelent6sen meg tudtak hosszabbitani a GSNO stabilitasat, amely hatas additiv volt
a pH mddositas hatasaval (21. abra).

A GSNO stabilitdsanak novelése épp a bioldgiai aktivitas ellen hat, mivel
az NO leadasa lassul. Ezért megvizsgaltuk, hogy a stabilabb GSNO formulaciék
képesek-e a bér mikrocirkulaciéjanak javitdsara. Negyven mM GSNO-t
tartalamz6 gél egészséges Onkéntesek alkarjara helyezve tranziens, az
alkalmazas helyére lokalizalt véraramlas-emelkedést okozott, amelyet 1ézer

doppler szkennerrel mértiink (21. abra).
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21. abra. GSNO formulacié és hatasa a human mikrocirkulaciéra. Az A panelen
stabilizal6 polimerek és a pH hatasait vetjiik 0ssze. Minden polimer adalék
stabilizalta a GSNO vegyiiletet, de a pH hatasa ennél 6sszességében jelent6sebb
meértéki volt. A B panelen nyugalmi és GSNO alkalmazasa utani mikrocirkulacio
felvételt lathatunk emberi alkar bérfeliilleten. A hamis-szines skala mutatja az
erdteljes aramlas emelkedést, amelyet a C panelen id6fliggésben abrazoltunk.
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4.3. Sejtterapia szubcellularis mechanizmusai

4.3.1. In vivo Gssejt atiiltetés hideglézioban.

A frissen izolalt sejtekbdl kenetet készitettiink és immuncitokémiat
végeztiink. A donor sejtek 26%-a volt pozitiv BrDU-ra, azaz minden negyedik sejt
volt jelolve a beliltetés markerével. Az Gssejt marker nestin a sejtek 34%-ban
volt jelen, amely arra utal, hogy a sejtek jelent6s része egy igen korai
differenciacios fazisban volt. Egy gyenge, diffaz GFAP festés is megfigyelhetd volt,
amely azonban nem tlint specifikusnak, tehat ez alapjan nem valdszinl, de
lehetséges, hogy a sejtek astroglia irdnyba kezdtek differencialédni.

Hat nappal a graft beiiltetése utan a a jelzett sejteket megtalaltuk a 1ézi6
penumbra részén, illetve az agyfelszinen (22. dbra). A sejtek egy kisebb csoportja
pozitivan fest6dott az asztroglia marker GFAP-vel, de nem talaltunk érdemben
pozitiv sejteket sem az oligodendrocita marker MBP-re sem a neuron marker
NF68-ra. Néhany sejt viszont (12 sejt 1874-b6l 5 allatban) kétmagva volt,
amelybdl csak az egyik volt BrDU pozitiv (22. dbra).

4.3.1. A nitrozativ stressz gatlasa noveli az atiiltetett sejtek tulélését

A nitrozativ stressz markereként hasznalt nitrotirozin immunhisztokémia
kimutatta, hogy agyi 1ézié utan 2 nappal erds, 6 nappal viszont mar csak gyenge
nitrozativ stressz van jelen az agyban, amely elsésorban a 1ézié penumbra részén
mutathaté ki (23. dbra). A 6. napon atiiltetett sejtek tovabbi 6 nappal kés6bb
megtalalhatéak voltak a penumbraban és az agyfelszinen a 1ézi6 teriiletén. A
tulélé belltetett sejtek szama szignifikdnsan magasabb volt a PARP gatlészer
PJ34-gyel kezelt allatokban (23. abra). Az allatok neuroldgiai statusza szintén
jobb volt ebben a csoportban, amely meglep6 médon mar a beiiltetést kovetd

napon jelentkezett.
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22. abra. Idegi 6ssejt atiiltetés protokollja (A panel). A kisérlet kezdetén (0. nap)
hidegléziot hozunk létre a patkany parietalis lebenyén, majd 6 nap mulva frissen
izolalt patkany embrionalis idegi Ossejt szuszpenzidt adunk a penumbraba. A 12.
napon az allatokat ledljiik, a szoveteket perfundaljuk és paraffinos metszeteket
készitiink. Az allatok neuroldgiai deficitjét az 1, 6, 7, és 12 napokon mérjik. A B
panelen hematoxilinnel festett (kék) metszeten lathaté egy kétmagvu beliltetett sejt,
amelynek DNS-ét BrDU-val jeloltok (barna). A C panelen haromszoros festéssel
lathaté egy kétmagvu sejt, az asztrocita market GFAP piros, a sejtmagok festése kék,
mig a betiltetett sejtmagok jelolése zold (egylittesen fehér).




Akadémiai Doktori Erte]@eés -18:91 Zsln]}bor 97

Lesion
3 -""‘i’?. "
4x
v
- . o
A > >
» - > -
,," i” .,-c'.::‘ :
3 &3
P . < -3 -
. 40x
E 80 -
* E i -O-control
N 1| *PJ34
©
< 60 T { ‘g_ 10 A
° IS
3 s
(0]
E 40 A g 8
= 3
9 3
b —3 c
& 20 - 6 -
:Q
K
2
0 n . 4 T T T T T T { | T T T  § 1
Gonra PJ34 6-5-4-3-2-101 2 3 456
lesion graft time (days)

23.

abra. Nitrozativ stressz gatldsdnak hatdsa a beliltetett sejtek tulélésére.

Nitrotirozin festéssel lathaté kis nagyitassal a patkany agy parietalis kérge, erds
fehérje nitrozilacio lathaté a 1ézi6 széli zonajaban 2 nap utan (A, C) amely jelentésen
lecsokken 6 nappal a 1ézié utan (B, D). A PARp gatl6 P]34 adasa a beliltetés utani elsd
héten szignifikansan novelte a sejtek tulélését (E) és meglep6 mdédon még az allatok
neuroldgiai statusza is javult a kezelés hatasara (F).
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4.3.3. In vitro iszkémia és Gssejt atiiltetés modell

Az oxidativ-nitrozativ stressz és az Gssejt atiiltetés kolcsonhatasanak
vizsgaltatat sejtszinten nemigen lehet vizsgalni in vivo allatmodellben, kiilonésen
ha a beiiltetés kortli graft-host koélcsonhatasokra vagyunk kivancsiak. Az
eddigiekben targyalt in vivo eredmények viszont épp arra utalnak, hogy a
betiltetés utan rovid idével, azaz még az érdemi differenciacié és regeneracié
el6tt is képesek az Gssejtek javitani a funkcion, illetve hogy a sejtfuzié egy ritka,
de kimutathato torténés szintén a korai szakaszban. Ezen jelenségek vizsgalatara
dolgoztunk ki egy in vitro iszkémia és Gssejt beiiltetés modellt.

Patkany kardiomioblaszt sejtvonalon (H9c2) oxigén és gliikoz
megvondsaval indukaltunk 1éziét, amelyet az 6ssejt transzplantacié modelljeként
egészséges sejtek hozzdadasa és egylitt tenyésztése kovetett. A teljes kisérletet
olyan kamraban végeztiilk, amely a konfokalis mikroszkép targyasztalan
helyezkedik el, és lehet6vé teszi a teljes folyamat lekovetését fluoreszcens
markerekkel (24. dbra). Az OGD ideje részben fliggott a vizsgalt sejt tipusatol,
HO9c2 sejtek esetében a 150 perces OGD volt optimalis, amely utan 24 6raval a
sejtek hozzavetdleg fele elpusztult. Négy-hat 6raval a sejtek hozzdadasa utan az
Ossejtek még nem teljesen tapadtak le a tenyésztd feliiletre, 48 6ra mulva viszont
a tenyészet tulnétt a konfluencia hataron, ezért a kisérleteket 24 6ra elteltével

analizaltuk.
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24. abra. In vitro iszkémia modell protokollja. Sejttenyészetben az oxégén és gliikoz
megvondsaval 2,5 6raig iszkémiat szimuldlunk (OGD), majd visszaadjuk a sejteknek a
normal médiumot és oxigén tenziot. 30 perccel késObb friss, egészséges sejteket
adunk a tenyészethez, amellyel egyiitt inkubalva a karosodott sejteket a korai
transzplantaciot modellezziik. A két sejtpopulaciét kiilon-kiilon membran festékkel
elore megfestjiik, igy kovetni lehet az egyes sejteket és a kozottik vald
kapcsolodasokat.
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4.3.4. Gssejtek hozzaadasanak hatasa OGD-n atesett kardiomioblasztokhoz

Konfokalis mikroszképia és aramlasi citometria egyarant azt mutatta,
hogy az OGD-n atesett sejtek jelentds része elpuszult 24 6raval a 1ézié utan (25.
abra). Egészséges MSC-k hozzaadasara a H9c2 sejtek sokkal kisebb hanyada volt
halott, mint sejtek hozzdadasa nélkiill (24. abra). Természetesen a két
sejtpopulaciét kiillonb6zé szinii fluoreszcens markerekkel jeloltiik (Vybrant DiD,
Dil vagy DiO), és ezért nyomon tudtuk kovetni a sériilt sejtpopulaciot.
Amennyiben a két sejtpopulacét egy szilik lyukméretli halé valasztotta el
egymastoél, de ugyanabban az oldatban voltak tenyésztve, ez a megment6 hatas
nem érvényesilt, noha mindkét sejtpopulaci6 ugyanolyan denzitast és
morfolégiat mutatott, mint egyiitt-tenyésztés kozben (25. dbra). Ez arra utal,

hogy a megment6 hatdshoz mindenképpen sziikséges a sejtek direkt kontaktusa.

4.3.5. Sejt-sejt kapcsolatok vizsgalata

Sejt-sejt kozotti kapcsolatok sokféle moédon kialakulhatnak. A
kozelmultban leirt nanotubulusok, azaz vékony membranhidak, amelyek
tranziens sejt-sejt kapcsolatot hoznak létre jol megfigyelhetéen voltak az
altalunk vizsgalt sejttipusok kozott is. Ezek a nanotubulusok tdbb
sejtszélességnyi teret voltak képesek athidalni, a sejtekkel egylitt vAndoroltak, és
vastagsaguk 200 és 500 nm kozott volt (26-27. abra). MitoTrackerRed festés
kimutatta, hogy gyakran respiralé mitokondriumok voltak ezekben a csovekben,
amelyek lassan vandoroltak egyirdnyban. Videomikroszkopias megfigyelések
alapjan azt talaltuk, hogy ezen nanotubulusok létrejottének és fennallasanak
id6tavija 2 ora.

Egy masik tipusu direkt sejtkapcsolat a sejtfuzi6. A 24 6ras egyiitt
tenyésztés utan igen sok sejt volt kettésen jelolt, azaz mindkét sejtpopulacié
membran markerét hordozta, de ezek kozott csak kevés volt két vagy tobbmagvu
(25. abra). Igen ritkdn le tudtunk filmezni egyértelml sejtfuziét, amely két,
eltéréen jelolt sejt kozott jott 1étre. Mindenesetre a sejtflizi6 ritkasaga és a
kettésen jelolt sejtek nagy szama kozott erds a diszkrepancia, ezért

feltételezhetd, hogy részleges fuzio, vagy akar membran elemek cseréje a
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nanotubulusok kapcsolddasi pontjain lehet a magyarazat. A technikai fals pozitiv
festések kizarasara részletes kisérleteket végeztiink, amelyek eredményét egy
modszertani konyvfejezetben publikaltuk, ennek részletes ismertetése azonban

meghaladja a jelen dolgozat kereteit.

4.3.6. Mitokondriumok szerepe a megmento folyamatban

Mivel azt figyeltik meg, hogy a sejthidakban mitokondriumok
vandorolnak, feltételeztiik, hogy a mitokondriumoknak szerepiik lehet a
megmentd hatds létrejottében, vagy akar egyik sejtb6l a masikba is
vandorolhatnak. Els6ként a mitokondrialis funkciét vizsgaltuk. Amennyiben a
mitokondridlis respiraciét irreverzibilisen gatoltuk F16-tal azokban a sejtekben,
amelyeket megment6ként alkalmaztunk, a vart hatas nem jott létre. Egy masik
modszerrel, a mitokondridlis DNS karositasaval is megismételtiik a kisérletet,
hasonlé eredménnyel. Ebben az esetben a megmentd sejteket 6 hétig el6kezeltiik
etidium-bromiddal, amely szelektiven karositja a mitokondrialis DNS-t és ez a
sejtek életképesek maradnak glikolizis segitségével.

Kimutattuk tehat, hogy sejthidak jelenléte sziikséges a megment6 hatas
érvényesiiléséhez, tovabba a sejthidakban mitokondriumok vandorolnak, illetve
a mitokondriumok karositdsa gatolja a megmentd hatas létrejottét, tehat
kézenfekvo a kérdés, hogy a mitokondriumok transzfere a megment6 sejtekbdl a
ledalt sejtekbe all-e a mechanizmus hatterében. A sejteket ezért transzfektaltuk
z0ld illetve piros fluoreszcens fehérjét tartalmazo, a mitokondriumba targetalt
fehérje szekvencidkkal, igy a két populdcié mitokondriumai kiilon-kiilon szinnel
voltak jelolve, amely marker egyszer( fizikai membrankapcsolat révén nem tud
atolddédni. Az ezeken a sejteken végzett kisérletek kimutattdk, hogy az OGD-n
atesett és egészséges sejtek egyiitt tenyésztése soran a mitokondriumok
fizikailag nem jutnak at egyik sejtbdl a masikba, azaz mitokondrialis transzfer

nem sziikséges a megmento hatas létrejottéhez (27. dbra).
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25. abra. Két sejtpopulacié kolcsonhatasa 24 oraval az iszkémia és sejt-hozzaadas
utan. A karosodott sejteket piros, a megment6 sejteket zold festékkel jeloltiik. Az A
panelen reprezentativ konfokalis mikroszképos kép lathatd, amelyen jol
elkiilonithatéek a kétféle festékkel jelzett sejtek, de van egy harmadik, kettds festésii
(sarga) sejtpopulacio is. A B panelen egy ilyen kett6sen jelolt sejt lathato, amelynek
magja is kett6zott (kék), ezért valdsziniileg fuzi6 eredménye. A C panelen aramlasi
citometrias képen abrazoltuk a sejttenyészetet, a zold, piros és sarga polulaciék jol
elkiilloniilnek, igazolva azt, hogy a festék atjutasa nem passziv kémiai atoldodas,
hanem valamilyen iranyitott folyamat. A D panelen abrazolt scatterplot mutatja, hogy
a sarga szinli sejtek a magasabb fényszérédast mutatd, azaz nagyobb méreti
sejtpopulacioban helyezkednek el, de az elkiiloniilés itt inkabb csak jelzés szerti.
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26. abra. A hozzaadott sejtek megmentik az iszkémian atesett sejteket. Az A panelen
a Kkisérlet sematikus abrazolasa lathaté. A kontroll csoportban (C) csak H9C2
kardiomioblaszt sejteket tenyésztettiink, amelyek tobb mint haromnegyede
elpusztult 24 6raval a 1ézi6 utdn (B panel, els6 oszlop). A masodik csoportban
mezenhimalis 6ssejteket adtunk a tenyészethez az iszkémia utan (C+MSC), amely azt
eredményezte, hogy az eredeti karosodott populdciéban a halott sejtek aranya er6sen
lecsokkent (B panel). Amennyiben a megmentd sejteket egy halora iiltettiik, ezért
nem voltak képesen kozvetlen sejtkontaktusba lépni a karosodott sejtekkel, a
megmentd hatds elmaradt, ezzel azt igazolva, hogy az oldatba szekretalt esetleges
parakrin faktoroknak nincsen szamottevd hatasa ebben a kisérletben (C+MSC+ins).
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27. abra. Nanotubulusok és mitokondriumok szerepe a megment6 folyamatban. Az A
panelen a két sejtpoppulacié kozott kialakulé vékony membranhidakat abazoltuk. Az
idésoron jol megfigyelhetd, hogy a két sejt mozgasa soran a kapcsolat fixen rogziil a
membranon, és koveti a sejtek tavolodasat egymastél. A B panelen mitokondrialis
festéssel tettiik lathatdva a nanocséveket, az idésoron (a jobb kontraszt miatt fekete-
fehérben) lathaté hogy mitokondriumok vandorolnak a nanocsé belsejében. A C
panelen az OGD utdn 24 6raval éeltben 1év6 sejtek szamat abrazoltuk 6nmagukban,
megmentld sejtek jelenlétében, illetve olyan megmenté sejtekkel amelyek
mitokondrialis funkcidjat gatoltuk (F16 vagy EtBr altal, részletek a szovegben).
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5. Diszkusszio

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy noha eléggé szerteagazo
iranyokba indulva igyekeztiink az iszkémids karosodas Uj terdpias célpontjait
azonositani, minden esetben a mitokondriumok kézponti szerepére bukkantunk.
Az ATP-fiigg6 kalium csatorndk esetében a farmakoldgiai eredmények vezettek
ra tobb kutatdcsoportot is, hogy a markans prekondiciés hatas nem a sejtfelszini,
hanem a mitokondridlis Katp csatornakon keresendd, ezért fokuszaltuk a sajat
kutatasokat is ennek a csatornanak az azonositisara. A nitrozativ stressz
vizsgalata sordn a mitokondriumok, mint az NO egyik f6 effektor helye kertiltek a
vizsgalat kozéppontjaba, innen jutottunk el a mitokondridlis NO termelés
molekularis mechanizmusainak vizsgalatahoz. Ebben a kisérleti d4gban ahogy
haladtunk a klinikailag relevans kutatasok felé gy keriiltiink egyre tavolabb
mitokondriumoktél, de ennek a kutatidsnak az eredménye vezetett egy Uj
gyogyszerformulacié kifejlesztéséhez, amely mégiscsak az orvosbioldgiai
kutatdsok végsé célja. A sejtterapias kisérleteket elsésorban az iszkémias
karosodas és sejtterapia cellularis mechanizmusainak vizsgalatara terveztiik,
amelynek feloldéképessége térben, id6ében éppen elegendé volt a
mitokondriumok szintjén val6 mérésekhez. Korabban ilyen szemmel senki nem
kozelitette meg a sejtterapiat, taldn ezért is lehet hogy els6ként irtuk le a
mitokondriumok kotelezd szerepét a sejt-sejt kontaktusok révén vald

hatidsmechanizmusban.

5.1. Mitokondrialis ATP-fiiggd kalium csatornak szerepe iszkémiaban

Ahogy a dolgozat eredmények fejezetében szerepelt, 4 kiilonb6z6 modszerrel is
megvizsgaltuk a lehetséges Kir és SUR alegységek jelenlétét agyi
mitokondriumokban (22). Els6ként a Kir 6.1, 6.2 és SUR-1 illetve SUR-2
alegységek primér szekvenciajabdl, amelyet a Swissprot adatbazisbél nyertiink,
megvizsgaltuk, hogy a mitokondriumba targetal6 szekvenciat tartalmaz-e. Azt
talaltuk, hogy mind a Kir 6.1 mind a 6.2 alegységek rendelkeznek az N-

termindlison mitokondridlis transzport szekvenciaval, mig a SUR-2 esetében egy
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mas poziciéban taldltunk ilyen target tag-et. A SUR-1 esetében nem volt
semmilyen ilyen jellegli szekvencia, azaz igen Kkicsi az esélye, hogy a SUR-1
fehérje a sejten beliil a mitokondriumba lenne irdnyitva. Masodikként BODIPY-
glibenclamide kotés révén kimutattuk, hogy a mitokondriumok szulfonilurea
kotéssel rendelkeznek asztrocitakban és neuronokban - azaz vannak
funkciondlis szulfonilurea receptorok (SUR-ok) a mitokondriumokon. A
glibenclamide hatasat nemcsak SUR-kotés révén, hanem funkcionalis mérésekkel
is igazoltuk, hiszen a glibenclamide hatasat visszaforditotta a diazoxide, a BMS-
191085, vagy a kalium ionofér nigericin. Harmadikként, immunogold jel6léssel
kimutattuk, hogy az agyi mitokondriumokban Kir6.1 és SUR-2 antitestekkel
specifikus kotést taldltunk. Ezzel szemben a Kir6.2 és SUR-1 antitestek nem
mutattak mitokondridlis lokalizaciét. Negyedikként Western-blotok révén azt
talaltuk, hogy a Kir 6.1 és SUR-2 jelen van, de a Kir 6.2 és a SUR-1 nem. A Kir6.1
csik molekulasilya 50 kDa koriili, amely egyezik mas kutatok altal leirt
molekulasullyal (1, 2, 38). Ezzel szemben a SUR-2 antitesttel két kisebb méret,
SUR-2 immunoreaktiv csikot taldltunk 30 és 130 kDa, amelyek a
mitokondriumokban dudsultak, illetve egy 175 kDa méretli fehérjét taldltunk
teljes agyszovetben, amely a mitokondriumokban nem volt jelen. Nem tisztazott,
hogy a kisebb fehérjék degradaciés termékek-e vagy onallé mitokondrialis
varidnsok. Bajgar és munkatarsai kimutattak egy (1) 64 kDa méreti
mitokondridlis SUR-t, mig Szewczyk és munkatarsai (27) egy 28 kDa-os agyi
mitokondridlis fehérjét irtak le. Schwanstecher munkacsoportja (219) szintén
kimutatott néhany alacsonyabb molekulastulyd (140-175 kDa) és egy 38 kDa
méretii magas szulfonilurea-kotés aktivitasu fehérjét. Ugy tiinik tehat, hogy van
néhany Karp alegységként lehetségesen funkcionalé fehérje a mitokondrium
membranokban, habar a SUR alegység esetében a kis molekulasuily és az N-
termindlis transzport szekvencia hidnya mindenképpen arra utal, hogy itt egy

masik fehérje variansrol lehet szo.

5.2. Mitokondridlis nitrogén monoxid (NO) termelés mechanizmusa

5.2.1. A mitokondridlis NO termelés szerepe az organellum miikodésében
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A nitrogén monoxid egyrészt a mitokondriumokon hat, masrészt ott is
termelddik, illetve bediffundal a sejtbdl, ezért jelentés szerepet jatszik az
organellum miikodésében (28. dbra). A mitokondriumban zajlik az urea ciklus
nagy része, és tobb arginin metabolizalé enzim van jelen a matrixban (102). Az L-
arginin az arginin transzporter fehérjén keresztiil 1ép be. A matrixban az arginin
ornitinné és citrullinnad alakul, amely azutan elhagyja a mitokondriumot, ahol
visszaalakul argininné. A mtNOS egy shortcut lehet ebben a ciklusban, mivel az
argininbdl NO-t és citrullint allit el6. A koncentraciok és affinitasok azonban az
urea ciklust preferaljak: még a NOS aktivitasra optimalizalt in vitro koriilmények
kozott és arginaz inhibitorok jelenlétében a maj mitokondrium preparatumok
arginaz aktivitasa 1-2 nagysagrenddel nagyobb, mint a NOS aktivitads. Mindezek
felett a mitokondriumok arginine-decarboxylaset tartalmaznak, amely az
arginint agmatinna alakitja, amely egy ismert NOS gatlészer (101).

Fliggetleniil attdl, hogy az NO a mitokondriumbo6l vagy kivilrél jon, a
légzési lanc egy kulcsfontossagu reguldtora. Nanomolaris NO gatolja a légzési
lancot, mivel kompetal az Oz-vel. A citokrom-c oxidaz atlakitja az NO-t NOz™-vé
amely NOs- alakitja tovabb a ketoglutarate-dehydrogenase complex (101, 109,
110, 118). Szintén kimutattak, hogy a mitokondriumokban van nitrat reduktaz
aktivitas, amely az NO2- -t NO-va alakitja, bar ezt csak szigordan hipoxias
korilmények kozott lehetett mérni (136, 137).

Az NO-nak tobbféle sorsa lehet a mitokondriumban. Az elektron
transzport lanc folyamatosan termel szuperoxidot, amely gyorsan atalakul
peroxinitritté (ONOO-). A ONOO- irreverzibilisen gatolja a Ill-as komplexet, és
leirtak egy ONOO- altal aktivalt PARP kaszkadot is, amelyet részletesen alabb
targyalunk az 5.2.5. fejezetben (145).

5.2.2. Mitokondridlis NO termelés hipoxiaban

NOS aktivitds mérése mitokondrialis preparatumokbdl harom hajban és
harom kiilonb6zd szovetben hasonlé eredményeket hozott. Ezek alapjan
kijelenthetjiik, hogy egy alacsony NOS aktivitdis minden mitokondriumban

kimutathaté, amely egyezik azzal a megfigyeléssel, hogy alacsonyabb szinti
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él6lényekben is megtalalhato, amely arra utal, hogy a mitokondrialis eredeti NO
egy evoluciésan megdrzott reguladciés mechanizmus [22].

Sajat kisérleteinkben a mtNOS keresztreakciot mutatott az eNOS-sal, de
nem az iNOS-sal vagy nNOS-sal, az enzim teljes mértékben dependens volt a
calmodulinon, és a molekulastulya 140 kDa. Ezen adatok alapjan azt talaltuk,
hogy legaldbbis egér maj mitokondriumokban van egy eNOS-szeri NOS
izoforma. Patkany maj mitokondriumokban Bates és munkatarsai is leirtak egy
eNOS-jellegli immunoreaktivitast, mig Tatoyan és Giulivi ezzel ellentétes adatot
kozolt [11, 15]. Ok egy makrofagban talalhaté iNOS-jellegli immunoreaktivitast
talaltak, bar ennek az enzimnek a konstitutiv jelenléte és teljes dependencidja a
Calmodulinon valdszintitlenné teszi, hogy azonos lenne az indukalhaté NOS-sal
[9, 14, 23, 24]. Figyelembe kell venni, hogy a legtobb tanulmanyt patkany majj
mitokondriumokon végezték, noha jelentds szoveti és faj variabilitas tételezhet6
fel. Az is elképzelhetd, hogy a mitokondriumba targetalt NOS varidns jelentds

poszttranszlaciés mdédosuldson megy at, amely befolyasolhatja az antigenitasat.

5.2.3. Ervek a NOS jelenléte mellett a mitokondriumokban

Mindossze 3 emlds gént ismeriink, amely NOS enzimet kddol: Az
endotelidlis 140 kDa-os fehérjét (eNOS), amely endotél sejtekben van jelen és az
értonus szabdlyozasaban szerepet jatsz6 NO f6 forrasa. A neuronalis NOS génje 4
fehérjét kédol: a 160 kDa nNOS« az agyi NOS aktivitas 95% -ért felel6s (Huang
and Lo, 1998, Prog Brain Res, 118, 13-25). A 155 kDa nNOSf szintén konstitutiv,
és a fennmaraddé 5% aktivitasért felel (213). Az nNOSy 125 kDa méretd,
funkcidja ismeretlen. Szintén ismert egy kardialis nNOS varidns (nNOSm), amely
egy tovabbi peptid hurkot tartalmaz és pontos funkcidja nem tisztazott. Az
indukalhaté NOS egy 130 kDa fehérjét kodol, amely els6sorban makrofagokban
van jelen és kalmodulintél fliggetlentil aktiv. Mivel a mitokondrialis genomban
nincs NOS gén, ezért a fenti gének terméke johet sz6ba mint mtNOS, amennyiben
a mitokondriumban lokalizal6dik.

Az els6é kisérlet, amelyet Bates és munkatarsai végeztek eNOS
immunoreaktivitast mutatott ki a bels6 mitokondriadlis membranban (103, 104),

amelyet mi és masok is meg tudtak ismételni (105, 129) (105). Az enzim
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funkciondlis jelenlétét erdsiti a megfigyelés, miszerint NADPH diaphorase
aktivitds van jelen a mitokondriumban (19). Kés6ébb indukalhaté NOS
immunreaktivitast is kimutattak mitokondriumban, amelyet ki tudtak egésziteni
aktivitas mérésekkel is (97, 98).

Tobb kutaté is megkisérelte azonositani a mtNOS-t a harom ismert NOS
gén termékével. Giulivi és munkatarsai anti-iNOS és anti-nNOS antitestekkel
azonositottak egy mtNOS-t. Noha ez a 130 kDa fehérje kisebb, mint ami az nNOS-
tol varhaté lenne, a protein mass fingerprinting az nNOS a izoformajaval
azonositotta (106, 107) (107). Sajat kisérletekben mi is megtalaltuk vélhet6en
ugyanezt a fehérjét ugyanezekkel az antitestekkel, amely viszont jelen volt
nNOSa knockout egerekben. Kanai szintén knockoutokkal igyekezett az mtNOS-t
azonositani (220). Ok izolalt sziv mitokondriumokban mértek NOS aktivitast
elektrokémiai elektrédokkal, amely nNOSa knockout egerekben nem volt jelen.

Mitokondrialis NO-t gomba és n6évény fajokban is kimutattak. Az élesztd
mtNOS aktivitdsa n6é hipoxidban (221). A névény valtozatot el6szor Arabidopsis
Thaliana-ban mutattdk ki, amely szintén oxidativ stresszben jatszik szerepet
(222). Ezek alapjan felallithat6 egy érdekes hipotézis miszerint a névény mtNOS,
amelyet atNOS-nak is neveznek jelen lehet emlds mitokondriumokban is (223).
Az eredeti cikk megjelenése utan azonban egy korrigendumot kozoltek a
szerz0k, amely a lényegi eredményeket cafolja, ezért err6l a hipotézisrél
egyeldre nem lehet tobbet allitani.

A mtNOS definicidja azt sugallja, hogy az enzim legyen jelen a matrixban.
Ezzel szemben a mitokondrium kiils6 membranjdhoz asszociadlt NOS is
funkciondlisan azonos lehet a mtNOS-sal. Ezt tdmasztja ala, hogy a korai
cikkekben leirt NADPH diaphorase aktivitds a mitokondriumokhoz asszocialt
(19). Henrich és munkacsoportja azt irta le, hogy a NOS a juxtamitochondrialis
endoplazmas retikulumban lokalizadlédik (131). Gao és munkatarsai ezt
kimutattdk endotél sejtekben is, s6t, azonositottak egy pentabasic aminosav
szekvenciat az eNOS autoinhibitory doménjében, amely dokkolja az enzimet a
membranokhoz (132). Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a
mtNOS val6éjdban egy citoplazmikus enzim, amely a mitokondrium

membranjahoz kotédik. Jelenleg nincsen elég kisérletes bizonyiték ezen
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hipotézis igazoldsara, de a caveolaris elhelyezkedés(i eNOS mintajara ez konnyen

elképzelhetd.

5.2.4. Ervek a NOS jelenléte ellen a mitokondriumokban

Toébb mint 15 évvel az els6 megfigyelések utan, amelyek arra utaltak, hogy
a mitokondriumok NOS-t tartalmaznak, a tudomanyos koézvéleményben még
mindig nincsen egyetértés abban, hogy az enzim valéban létezik-e. Ennek egyik
oka, hogy a kulcsfontossagu kisérleteket kevesen tudtak reprodukalni, illetve
mert a mért NOS aktivitds olyan alacsony, hogy az élettani hatasa
megkérddjelezhet6. Az elmult években tobb tudomanyos munka is megjelent,
amely cafolja a mtNOS létezését.

A ma mar elérhetd in silico proteomikai eszkozok képesek nagy
biztonsaggal megjdsolni, hogy egy adott fehérje szekvencia milyen organellumba
targetalt. Ezek hasznalataval nem taldltunk az ismert NOS enzimeken olyan N-
terminadlis szekvenciat, amely a mitokondriumba iranyitotta volna azokat (100).
Az is ismeretlen tovabb4, hogy minden sziikséges kofaktor jelen van-e megfelel§
mennyiségben a mitokondrialis matrixban, amely a NOS m{ikddéséhez sziikséges
(21). Ahogy kordbban is bemutattuk, a mitokondridlis matrix tobb arginin
felhasznal6 enzimet tartalmaz, amelyek versenyeznek a hipotetikus mtNOS-sal a
szubsztratért, ezért az egyértelmi, hogy a matrix nem az a kérnyezet, amelyben
egy NOS enzim optimalisan tud miikédni.

Egy korai cikkben azt kozoltik, hogy Kkicsi, de szignifikdns NOS aktivitas
talalhaté m3aj mitokondriumokban, amelyet eNOS immunoreaktivitas
kisérletekkel is megtamogattunk (129). Sajnos a tovabbi kisérletek soran nem
tudtuk ezt a konkldziét megerdsiteni, s6t, olyan eredményeket taldltunk,
amelyek megkérddjelezik a korai mérések eredményét. Noha a NOS aktivitas
hipoxia utan emelkedett volt, ezt nem tudtuk tdmogatélag igazolni sem a NOS
fehérje mennyiségének novekedésével, sem a foszforilaci6 valtozasaval, ezért
maga a jelenség is kérdésessé valt. A késébbiekben tobb kutatécsoport is igazolta
hogy oxigén szegény kornyezetben emelkedett a mitokondrialis NOS termelés,
de ennek mechanizmusa maig ismeretlen (126). Kés6bb azt is kimutattuk, hogy a

mért arginin konverzié a mitokondriumokban valéjaban nem a NOS aktivitas
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fliggvénye (100). Egy masik kutatécsoport hasonlé eredményeket kozolt, de mas
modszertan felhasznaldsaval, ezért val6sziniisithet6, hogy a mitokondriumok
nem termelnek szignifikains mennyiségi NO-t (20). Tovabbi kisérleteinkkel
szintén a mitokondrialis NOS enzim hidnyat tudtuk igazolni szivben és agyban is,
amely megerdsiti ezeket a megfigyeléseket (100, 116). Talan a legfontosabb
mérésink az volt, amikor human sziv mitokondriumokban sem talaltunk
kimutathaté NOS aktivitast, ezzel megkérddjelezve az enzim utdn valé kutatasok
fontossagat (224).

Mindenképpen figyelembe kell venni azt a tényt, hogy barmilyen
mitokondrialis preparatum tartalmaz 1-4% citoplazmikus kontaminaciot, és
hogy minden szovet tartalmaz tobb-kevesebb NOS-t (99, 202). Ennek fényében
minden mitokondridlis NOS mérést ossze Kkell vetni ugyanazon szovet
homogenizatumaban mért értékkel, és ha a mitokondridlis szint minddssze
néhany szazaléka a teljes szovetének, akkor azt kontaminaciénak kell tekinteni.
Ugyanezt az elvet célszeri koévetni Western blotoknal is. Sajnos azonban
egyetlen olyan cikk sem jelent meg, amely a mtNOS
jelenlétét ezen kdvetelmény figyelembe vételével irta volna le.

Kiterjedt pozitiv és negativ kontrollok hasznalataval ki tudtuk zarni, hogy
barmelyik ismert NOS izoforma jelen lenne a mitokondriumokban. Az
természetesen vitathatd, hogy tokéletlen modszerekkel végzett vizsgalatokkal
nem lehet teljesen kizarni egy hipotézist, ezért a méréseink eredményét elvetik.
Ezzel szemben én azt gondolom, hogy ha nem is lehet teljesen kizarni a mtNOS
jelenlétét, az Osszes negativ eredmény tomege arra utal, hogy mennyisége,
jelent6sége igen csekély, ezért mégha jelen van is, annak élettani fontossaga
elhanyagolhat6 (20, 100, 116, 225, 226). A szakirodalom kritikai elemzése utan

Brookes is ugyanerre a kovetkeztetésre jutott (21).

5.2.5. A mitokondrialis NO alternativ forrasai

Az eml6sokben keresett mtNOS talan valéban nem létezik, de
alacsonyabbrendii fajokban van meggy6z6é bizonyiték a NOS jelenlétére. Egy
bakterialis NOS varidnst leirtak Bacillus Subtilis-ben (130). Ez az enzim mutat

homoldgiat az emlés NOS oxigendz domainjével, de sokkal kisebb fehérje.
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Rekombinans NOS reduktdz domén és HEM jelenlétében képes arginint
citrullinnad konvertalni és NO-t termelni. Arra egyel6re nincsen bizonyiték, hogy
ez az enzim jelen lenne a tobbsejtliek mitokondrimumaiban is.

Kozlov és munkatarsai irtak le el6szor, hogy a mitokondrialis 1égzési lanc
onmagaban képes lehet NO termelésre (136, 137). A 1égzési lanc egyes
elemeinek szelektiv gatlasa révén azt talaltak, hogy az ubiquinon ciklus képes
nitrat redukalasa révén NO-t termelni anoxias koriilmények kozott. Kés6bb
hasonlé reakciot irtak le zoldalgakban is, amely arra utal, hogy ez a mechanizmus
evoluciésan meg6rzddott (227). Mi egy fluoreszcens moédszerrel detektaltunk
erds mitokondridlis nitrogén tartalmi oxidans szinteket, amelyet szintén az
ubiquinon ciklus gatlasaval lehetett blokkolni (226). Ebben a kisérletben azt is
kimutattuk, hogy a szignal nem fiigg sem az arginintdl, sem Ca**-t6l, hanem a
mitokondrialis 1égzési lanc elsd felének miikodésétdl. Technikai okok miatt ezzel
a modszerrel nem lehetett vizsgalni, hogy vajon mi lehet a reakci6 szubsztratja.
Emlékezniink kell arra is, hogy a DAF festékek els6sorban nem NO-val, hanem
nitrogén tartalmu egyéb oxidansokkal, tobbek kozott N20z-mal reagalnak (228).
Ez az apolaris molekula valésziniileg az, amelyet a mitokondrialis kisérletekben
detektalunk. Mivel a DAF jel altalaban a mitokondriumokban dusul, ezért az
véleményezhetd, hogy ugyan a mitokondrium igen kevés vagy semennyi NO-t
sem termel, de mégis a nitrogén tartalmu oxidansok f6 forrasa a sejtben (100,
116, 117, 226, 229, 230). Boveris és munkatarsai altal végzett mérések is
tAmogatjak ezt a hipotézist, miszerint a mitokondrialis NO-jellegli szignal
fesziiltségfiiggd (231).

A mitokondridlis fehérjék és a tripeptid glutation sok tiol reziduumot
tartalmaznak, amely képes az NO-t reverzibilisen megkotni. Ez a tiol tomeg képes
megkodtni jelentds mennyiségli NO-t, majd ezt leadni a matrixba (232). Kisérleti
korilmények kozott az NO felszabaduldsat a nitrozdétiol kotésekbdl el6 lehet
segiteni fény vagy hé alkalmazasaval, bar ez nem sokat mond az élettani

viszonyokrol.

5.2.6. Mitokondrialis fehérje nitrozilacié és PARP aktivitas
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A PAR tulaktivaci6 oxidativ-nitrozativ stressz esetén a sejthaldl egy
kulcsfontossagi mechanizmusa (233). Tobb kisérleti eredmény is arra utal, hogy
jelentds kapcsolédds van a mitokondridlis és sejtmagi funkcidok kozott a
folyamatban, és a PAR formacié ennek egyik eleme. A lancolat egyes pontjaira
van kisérletes bizonyiték, a teljes mechanizmus azonban egyel6re nem tisztazott.
Du és munkatarsai kimutattak egy PARP enzimet a mitokondriumokban (145).
Noha a PARP szerepet jatszhat a mitokondrialis DNS javitasaban, a fehérjéket is
PAR-alhatja ekdzben (234). Egy masik tanulmany leirta, hogy PAR polimerek
stimulaljak az apopt6zis indukalé faktor (AIF) transzlokaciét a mitokondriumbdl
a sejtmagba (235). Sajat kisérleteinkben azt taldltuk, hogy oxidativ vagy
nitrozativ stressz tobb mitokondrialis fehérjét PAR-al, koztiik a KGDH komplex
elemeit (28. abra) (236).

Tobb mitokondrialis enzimrél kimutattak, hogy részt vesznek az ADP-
ribozilacidban (237-239). Sajat eredményeink szerint az egyik leginkdbb érintett
enzim a DLDH, amely tobbiranyu enzimaktivitassal rendelkezik, ezek kozott a
KGDH komplex egyik eleme (240-242). A KGDH egyrészt az oxidativ stressz
egyik kivaltdja masrészt karosodik is a miikodése oxidativ stressz hatasara (217,
218). A KGDH egy komplex enzimrendszer, amelynek az aktivatasa fiigg az ATP,
ADP és kalcium szintektdl illetve a NADH/NAD+ aranyt6l. Egy korabbi cikk
kimutatta, hogy a NAD+ mennyiség csokkenése oxidativ stressz utan gatolja a
glikolizist a glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gatldsa miatt, mivel igy
csokken a Krebs ciklusba juté glukéz karbon mennyisége. Hasonléképpen, a
Krebs ciklus szubsztratjainak adasa gatolja a sejthalalt (243). Ezek a
megfigyelések egyiittesen arra utalnak, hogy a KGDH jelentds szerepet jatszik az
oxidativ stressz 4ltal okozott mitokondridlis diszfunkciéban és DNS
karosodasban. Jelen kisérleteink ehhez szolgaltatnak tovabbi bizonyitékot egy
korabban ismeretlen molekularis mechanizmus leirasaval, amely kapcsolatot
talalt a PARP aktivitds és a KGDH kozott. A DLDH-nak dehydrogenase,
diaphorase és proteaz aktivitasa is ismert (240-242), de az NO-t is semlegesiti a
NADH mint elektron donor felhasznalasaval (210). Mi azt mutattuk ki els6ként,
hogy a DLDH nitral6dik GSNO hatasara, majd ebbdl arra kovetkeztettiink hogy a
DLDH szerepet jatszhat a mitokondrialis poliADP-ribozilaciéban is. Toébb

parhuzamos moédszerrel is kimutattuk, hogy a DLDH a KGDH komplex részeként
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képes mérhet6 PARP aktivitast mutatni. A jelenség egyiittesen tehat azt igazolja,
hogy a mitokondriumokban taldlhaté nitralt fehérjék és peptidek, koziilik is
minden bizonnyal f6ként a GSNO, aktivalni képes egy onall6 PARP kaszkadot a
mitokondriumokban, amely a sejtmagi PARP-tdl fliggetleniil mlikodik. Mivel a
PAR polimerekrdl ismert, hogy sejthalalt valtanak ki a mitokondrialis
sejtkarosité funkciok aktivalasaval, ezért kisérleteink eredményével egyiitt egy
teljes NO-fligg6 mitokondridlis sejthaldl mechanizmust tudtunk rekonstrudlni

(29. abra).



Akadémiai Doktori Erte]@eés -18:91 Zsln]}bor 115

— citolazma
-

IM

matrix

ATP

L-citrulline

| CP H Ornithine |

( Krebs
ciklus

N—

GTN Nitrozativ, oxidativ stressz +

28. abra. Két sejtpopulacié kolcsonhatasa 24 oraval az iszkémia és sejt-hozzaadas
utan. A karosodott sejteket piros, a megmentd sejteket zold festékkel jeloltik. Az A
panelen reprezentativ konfokalis mikroszképos kép lathat6, amelyen jdl
elkillonithatdek a kétféle festékkel jelzett sejtek, de van egy harmadik, kettds festésii
(sarga) sejtpopulacio is. A B panelen egy ilyen kettdsen jelolt sejt lathato, amelynek
magja is kett6zott (kék), ezért valdszintlleg fuzio eredménye. A C panelen aramlasi
citometrias képen abrazoltuk a sejttenyészetet, a zold, piros és sarga polulaciok jél
elkiloniilnek, igazolva azt, hogy a festék atjutdsa nem passziv kémiai atoldédas,
hanem valamilyen iranyitott folyamat. A D panelen abrazolt scatterplot mutatja, hogy
a sarga szinl sejtek a magasabb fényszérodast mutatd, azaz nagyobb méretii
sejtpopulacioban helyezkednek el, de az elkiiloniilés itt inkabb csak jelzés szerti.
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29. abra. A mitokondrialis és sejtszint( nitozilaci6 attekinté abraja.
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5.2.6. Nitrozativ stressz és a cukorbetegség szovédményeinek kialakulasa.

A hiperglikémia altal kivaltott karos hatasok egy része a cukorszint
normalizal6dasa utan is fennmaradnak, ezt hivjuk hiperglikémias memorianak.
Kimutattuk, hogy a mitokondrialis oxidansok termelésének gatlasa teljesen el
tudja torolni ezt a memdria effektust, viszont a sejtplazmai szabadgyok termelés
gatlasa csak részlegesen éri el ezt a hatast. Ez nem meglepd annak fényében,
hogy a mitokondrialis gyokok termelésének fokozasa altalaban csak az elsé 1épés
a sejtkarosité reakciokban, amelyet mitokondriumok altal kivaltott sejtplazmai
és sejtmagi kaszkadok amplifikalnak (244-246).

A cukorbetegség tobb ismert szov6dménye visszavezetheté a
mikrocirkulacié kadrosodasara (247). A f6 korélettani tlinete a mikrovaszkularis
karosodasnak a vazodilataciés kapacitds csokkenése, amely csokkent
perfuzidhoz vezet még a klinikai tiinetek megjelenése el6tt. Mivel a vezetd
endotelialis értagitd, az NO relativ hidnya okozza a mikrocirkulacids zavart, ezért
annak poétlasa terapias lehet6ségként is szoba johet. Sajat kisérleteink azt
mutattak, hogy sulyos diabéteszben is jelentés értadgulatot tudtunk elérni
helyileg alkalmazott NO donor GSNO adasaval, amelyet kés6bb egészséges
feln6tt embereken is megismételtiink (171). Hasonl6 eredményeket kozolt egy
masik kutatocsoport is, akik még az NO felszabadulds és az értadgulat kozotti
regresszidt is kimutattak (248-250).

A nitrotirozin kialakulasa, mennyisége a nitorzativ stressz bevalt markere
(251). A nitrotirozin egy reverzibilis kotés, amely az adott fehérje funkcidjat is
modositani  képes, ezért a foszforilacibhoz hasonléan szabalyozd
mechanizmusként is felfoghatd. Mivel a mitokondridlis NO termelésben a
nitrozétiol kotések bomlasa az egyik f6 folyamat, ezért feltételezhetd, hogy a
GSNO alkalmazasa befolydsolhatja a mitokondridlis fehérjéket. A sajat
kisérleteinkben ezért értagité doézishoz elegendé GSNO alkalmazasa utan
vizsgaltuk a szovetek nitrotirozin tartalmat, de nem lattunk kiilonbséget sem a
nitrozétiol mennyiség, sem a mintazat tekintetében.

A terhesség soran kialakul6 cukorbetegségben szintén a nitrozotiolt
hasznaltuk, mint a nitrozativ stressz markerét. Azt talaltuk, hogy a nitrotirozin

szint a keringé leukocitdkban folyamatosan emelkedik a terhesség
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elérehaladtaval, amelynek tobbféle hatasa is lehet. A peroxinitrit és protein
nitraciéo kivalthat vazodilataciét, izomrelaxaciot, illetve csokkent T-sejt
proliferaciét és vérlemezke aktivaciot (252-255). Magasabb nitrozativ stressz
szintek azonban nemcsak élettani jelenségeket produkalhatnak, hanem
patoldgids reakcidkat is kivalthatnak, jellemz6en PARP aktivaciét és sejthalalt
(256). Egy kozleményben Tawfik és munkatarsai azt talaltak, hogy tobbszor sziilt
patkanyokban csokkent az endotél fliggd relaxacio, amelyet 6sszefligésbe hoztak
a nitrozativ stresszel, mivel a hatadst a peroxinitrit semlegesit6 FeTPPS gatolta
(257). Sajat kisérleteinkben ugyanezzel a szerrel a mitokondridlis nitrogén-
tartalmu oxidansok termelését tudtuk csokkenteni, arra azonban nincsen
kozvetlen adat, hogy a terhességi cukorbetegségben talalt emelkedett nitrozativ

stressz a mitokondriumbdl ered-e.

5.2.7. A nitrozéglutation, mint lehetséges gyogyszerformulacid

Sajat kisérleteinkben azt taldltuk, hogy a GSNO erdsen savas
kornyezetben szinte teljes konverzid mellett szintetizalhatd, amelyet kévetéen
enyhén bazikus kérnyezetben a leginkabb lassult a bomlas. A bomlasi folyamat
tovabb lassithat6 polimerek hozzdadasaval, amelyek koziil kiemelkedik a
PEG/PVA elegy szintén enyhén bazikus kornyezetben. Ez a stabilizalt GSNO
formulacié a bioldgiai aktivitasat nem veszitette el, mivel 200% véraramlas

Korabban is ismert volt, hogy a nitrozotiolok savas kornyezetben
szintetizalhat6ak, ezért igen meglepd volt, hogy a molekula stabilitdsa viszont
magasabb pH-n a legnagyobb. Heikal és munkatarsai alacsony GSNO
koncentraciok mellett valéban azt talaltak, hogy a stabilitds savas kornyezetben
nagyobb (258). Ahogy de Oliveira és munkatarsai kimutattdk, a nitrozotiolok
stabilitdsa nagyban fiigg a kiinduldsi koncentraciéktol, ezért fontos hogy a
kisérleteket a véglegesen hasznalni kivant tartomanyban végezziik, ahogy mi is
tettlik (249). A hipotézisiink szerint a bazikus pH stabilizalé hatasa a molekula
protonaltsagi allapotdban keresendd. Vizes oldatokban a GSNO-nak 4
protonaltsagi allapota lehetséges, amelyet a pH titrdlasa mellett vizsgaltunk.

Kilenc koriili pH mellett a GSNO megoszlott a GSNO? és GSNO- allapotok kozott.
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Ilyen viszonyok kozott az -SNO kotés stabilitdsat komplexkotések kialakulasa
vagy intermolekularis kotések, pl. hidrogénhidak létrejotte okozhatja. Mivel a
mért UV spektrumban nem jelentek meg 0j csticsok pH 9 koriil a tarolas soran,
ezért a logikus valasz az lehet, hogy a GSNO bomlik GS- irdnyban, majd végiil
kialakulnak a kénhidak és GSSG lesz a végtermék, amelynek jellemz6 spektruma
megfigyelhet6 a bomlasi folyamat végén. Ezek a megfigyelések 6sszecsengenek
Manoj koézlésével (259). Osszefoglalva a kisérleteinket azt mondhatjuk, hogy a
gyengén bazikus pH a szulfidkotés elektron struktdrajanak atrendezése révén
stabilizal, amelyet &tmeneti komplexképzddés is kisér. A gélképzd anyagok, mint
jol ismert gyogyszerészeti segédanyagok ezt a hatast tovdbb fokozzak, ezzel
kozelebb keriiltiink egy Kklinikailag is elfogadhaté stabilitdssal rendelkezd
topikalis nitrozotiol készitmény Kkifejlesztéséhez anélkiil, hogy az endogén
hatéanyag molekuldan valtoztattunk volna, azaz megtartottuk az elényos
metabolikus tulajdonsagait. A technoldgiat szabadalmaztattuk és értékesitettiik
egy gyogyszerfejlesztd cég részére, ahol tovabbi technolégiai fejlesztés zajlik egy
végleges formulacié létrehozasanak iranyaban, amellyel a klinikai kiprébalasok

megkezdhet6ek.

5.3. Sejtterapia szubcellularis mechanizmusai

Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy az egészséges mezenhimalis Ossejtek
hozzidadadsa megmenti a posztiszkémias karosodott sejteket a 24 6ran beliil
bekovetkezd sejthalaltdl, és ez a mechanizmus els6sorban sejt-sejt interakcion
alapul. Ahogy korabbi in vivo és in vitro kisértleteink is kimutattak teljes sejtfizid
megfigyelhetd Gssejtek beadasa utdn a host és a graft kozott, de ezen jelenség
igen ritka és el6forduldsa nincsen aranyban a graft pozitiv hatasaival. Ahogy az in
vivo allatkisérletekben is lattuk, erételjes oxidativ-nitrozativ stressz mutathaté ki
a 1ézio teriiletén, amelynek gatlasa 6nmagaban képes javitani a beliltetett sejtek
tulélését. Az in vitro kisérletekben ezért els6sorban az oxidativ stressz és a graft

kolcsonhatasara fokuszaltunk.

5.3.1. Sejtkozotti kapcsolatok szerepe
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A leginkabb valdszinli magyarazat arra, hogy az MSC kokultira megmenti
a sériilt H9c2 sejteket a késébbi sejthalaltol, hogy a megadott sejtek valamilyen
modon stabilizaljak a H9c2 sejtek allapotat, ezért azok nem 1épnek be a sejthalal
kaszkadokba. Az etidium homodimerrél ismert, hogy nem csak a halott, hanem a
sulyosan sériilt sejteket is képes megfesteni. Mivel a sajat kisérletekben OGD
utdn sok sejtet festett meg az Ethidium homodimer, és ezen sejtek egy részét
kés6bb sikeresen megmentettiik a végleges sejthalaltdl, ezért valdsziniileg
reverzibilisen karosodottak voltak, amelyek viszont beavatkozas nélkiil
elpusztultak volna (260). Egy masik lehetséges magyarazat a nagyszamu él6 sejt
jelenlétére az lehetne, hogy a kevés tuléld sejt erdteljes expanziét mutat. Mivel
24 6ra alatt kozel tizszeres a kiilonbség az él6 sejtek szdmaban a két csoport
kozott, ezért oOnmagiban a proliferacié felgyorsuldsa ezt nem tudja
megmagyarazni.

A sejt-sejt kozotti kapcsolatok szerepe az a hozzdadott sejtek altali
megmentd folyamatban az egyik legérdekesebb megfigyelés a jelen dolgozatban.
Amennyiben a sejteket egy fizikai barrier valasztotta el egymastdl, de a tenyésztd
oldat szabadon diffundalhatott, a megment6 hatds nem tudott érvényesiilni.
Megfigyeltik azt is, hogy a sejt-sejt kapcsolatok leginkdbb vékony
membranhidakon keresztiil valésulnak meg, amelyet a sejtek latszélag
iranyitottan csatolnak egymashoz (261). Nanotubulusok kialakulasat korabban
is kimutattak endotelidlis sejtek, kardiomiocitdk, immunsejtek kozott (261-264).
Eyen nanocsovek elemzése kimutatta, hogy aktint tartalmaznak, és néhany
esetben mikroszéma vagy mitokondrium is megtalalhat6é benniik (200). Magunk
is azt talaltuk, hogy mitokondriumok megfigyelhet6ek ezekben a tubulusokban,

amelyek potencidlis szerepét a folyamatban az 5.3.4. fejezetben diszkutaljuk.

5.3.2. Parakrin faktorok?

Egy konnyen elképzelhet§ mechanizmus, amelynek révén a beliltetett
sejtek el6segitik a regeneraciot a parakrin faktorok termelése (265-268). Mivel
az altalunk haszndlt kisérleti rendszerben ez a hatas elenyészd volt, ezért azt
allithatjuk hogy legalabbis az atlalunk vizsgalt szlik id6 és térbeli

tartomanyokban a sejtkapcsolatok szerepe a meghatdroz6 a sejtterapia
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hatasmechanizmusaban. Mivel a kisérleteink id6tavja behatarolt volt, és a 2-
dimenzids sejtkultira is csak mérsékelten modellezi az él6 szovetet, ezért a
sejtkapcsolatok és a parakrin hatasok egymashoz képest mérhetd
hatékonysagarol ezek alapjan nem lehet véleményt mondani. Feltételezhetjiik
azonban, hogy amennyiben a sejtek hosszabb ideig vannak egyiitt és a graft
differenciaciéja is megindul, akkor a parakrin hatasok el6térbe keriilnek (269,

270).

5.3.3. Sejtfuzié

A sejtfuzié egy masik jol ismert jelenség, amelyet tobb in vitro és néhany
in vivo kisérletben is kimutattak dssejtek és graft sejtek kozott (192, 199, 271).
Tébb tanulmany is kimutatott sejtfuziét, amely a Kkarosodott szovet
vivo allatkisérletekben szovettan, illetve in vitro videomikroszképia segitségével
kimutattunk mi is sejtfuziét, de ezek szadma az 0Osszes Aatiiltetett sejthez
viszonyitva igen Kkicsi volt, ezért inkabb erdsiti a kételyeket a sejtfizi6 mint
hatdsmechnizmussal szemben semmint erdsitené azt (272).

Az in vitro kisérletekben azonban sokkal tobb kettds fest6désli sejtet
talaltunk, mint amennyit a sejtfizi6 magyarazni tudott volna. Ezen kettds
fest6dés lehet a sejthidak, nanotubulusok eredménye is, hiszen leirtak Vybrant
sejtmembran festékek transzferét a nanocsovek talalkozasi pontjainal (273).
Driesen és munkatarsai kimutattdk, hogy kis molekulasulyt jel6l6k, pl. Calcein
képes atjutni a réskapcsolatokon, mig nagyobb molekulasuilyu jel6l6k inkabb
parcidlis sejtfizi6 révén jutnak at egyik sejtb6l a masikba (274). Részletesen
elemeztiik azt a kérdéskort is, hogy a kettds festés valamilyen aspecifikus fiziko-
kémiai folyamat eredménye lehet, példaul a kozel 1év6 vagy érintkez6 sejtek
kozott a festékek atoldédnak a masik membranba. Ezen technikai kisérletek
kimutattdk, hogy a Vibrant festékek (DiO, DiD, DiL) nem mutatnak
keresztfest6dést, viszont a Mitotrackerred és green festékek igen, legalabbis
olyan mértékben, amely alkalmatlanna teszi ezeket a mitokondrialis markereket

a kettds festés vagy mitokondridlis transzfer vizsgalatara. A részletes technikai
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eredményeket egy kézikonyv fejezetben 0Osszegeztiik, részletes ismertetésiik

meghaladja a jelen dolgozat terjedelmét (275).

5.3.4. Mitokondriumok szerepe a sejtek megmentésében

A jelen dolgozatban is bemutatott kisérleti bizonyitékok arra utalnak,
hogy a beliltetett sejtekben jol m(ik6do, respirdlé mitokondrium allomanyra van
szlikségiik ahhoz, hogy a megmentd hatast el tudjak érni. Noha korabbi
kisérletek felvetették a lehetdségét, hogy a mitokondriumok transzlokalédnak
egyik sejtbdl a masikba, ezt a jelenséget nekiink nem sikeriilt megfigyelni (200).
Ez az eredmény ravilagit arra, hogy a Kklinikai kisérleti fejlesztések soran
mennyire fontos lehet az eredményesség szempontjabdl a beliltetett sejtek
allapotanak részletes elemzése, monitorozasa. Elképzelhet6 ugyanis, hogy ha
mindossze egyszerl életképesség vizsgalatot végeznek a graft sejteken, az j6
életképességet mutat, de a sejtek mégsem lesznek képesek hatékonyan
gyogyitani. A silyosan mitokondrium-ledalt sejtek is, amelyeket a kisérletekben
hasznaltunk, magas életképességet mutattak, de nem voltak képesek a vart

megmentd hatast elérni.
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6. Uj tudomanyos eredmények és kovetkeztetések (tézisek)

A dolgozatban ismertett tudomanyos eredmények téziseit az aldbbi 5
pontban foglalom 0ssze. A kutatasi eredmények eléréséhez harom 1j kisérleti
vizsgadlé modszert is ki kellett fejleszteni, amelyek 06nall6 moddszertani
kozleményekben és konyvfejezetekben jelentek meg. Az alapkutatasi
eredmények révén azonositottunk egy Uj terapids lehetéséget, amelynek
kiaknazasara egy gyogyszerformulaciét szabadalmaztattunk, és amelyet jelenleg

egy gyogyszergyar fejleszt tovabb a klinikai alkalmazhatésag iranyaba.

6.1. A mitokondrialis ATP-fliggo K-csatornak alegység 6sszetétele

Az iszkémias prekondicidkivaltasaban alapvetd szerepet jatszé mitoKarp
csatornak feltételezhetd alegységeinek azonositasa soran megallapitottuk, hogy a
porus formal6 Kir6.1 és Kir6.2 jelen van a mitokondridlis membranokban. A
klasszikus Karp csatorna gatloszer szulfonilurea-kotéhely is kimutathaté mind
sziv, mind agy mitokondriumokban, de egyik ismert szulfonilurea-receptor sem
targetalt a mitokondridlis matrixba. Ezek alapjan feltételezhet6, hogy egy uj
tipusi KATP csatorna az, amely a matrix K-egyensulyanak fenntartdsaban részt

VESZ.

6.2. NOS-enzim fliggetlen mitokondrialis NO termelés mechanizmusa

A mitokondrium, mint a reaktiv nitrogén tartalmd agensek f6
tdmadaspontja maga is képes lehet NO termelésére. Sokrétli kisérletes
megkozelitésbdl kimutattuk, hogy egyik ismert NO-szintdz enzim sincsen jelen a
mitokondriumokban amely érdemi mennyiségben képes lenne NO-t termelni.
Ezzel szemben igazoltuk, hogy a mitokondrialis 1égzési lanc uniquinon ciklusa

képes reaktiv nitrogén tartalmu agenseket termelni.

6.3. Mitokondrialis fehérje nitracié és PARP aktivitas
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Oxidativ stressz esetén a mitokondrialis fehérjék tiol csoportjai
nitralédnak, illetve poli-ADP-rib6z oldallancok kapcsolédnak hozzajuk, ezzel
befolyasolva az érintett fehérjék funkciojat. Kimutattuk, hogy az egyik ilyen
fehérje a dihidrolipoamid-dehidrogendz (DLDH), majd tébb parhuzamos
modszerrel is igazoltuk, hogy a DLDH a KGDH komplex részeként képes mérhetd
PARP aktivitast mutatni. A mitokondridlis eredetd nitrogén tartalmu oxidansok
aktivalni képesek egy 6nall6 PARP kaszkadot a mitokondriumokban, amely a
sejtmagi PARP-tdl fiiggetlentl m{ikodik. Mivel a PAR polimerekrdl ismert hogy
sejthalalt valtanak ki a mitokondridlis sejtkarosité funkciok aktivalasaval, ezért
kisérleteinkkel egy teljes NO-fliggd mitokondrialis sejthaldl mechanizmust

tudtunk rekonstrualni

6.4. Nitrozativ stressz és a cukorbetegség szovodményei

A cukorbetegség tobb szervet érinté szovidményeinek kialakuldsaban is
kulcsszerepet jatszik a nitrozativ stressz és a relativ NO hidny, mivel az NO
metabolizmusa az értagité és trombocita aggregacié csokkentd NO feldl eltol6dik
a nitrozativ stresszt kivalté peroxinitrit felé. Ezen mechanizmust kimutattuk
ingadozé  vércukorszint okozta endotél diszfunkcidban, terhességi
cukorbetegségben, illetve igazoltuk, hogy cukorbeteg lab szindrémaban az NO
kiils6leges bevitele képes jelentésen javitani a mikrocirkulaciét. Ez ut6bbi
felismerés vezetett oda, hogy egy 0j gyoégyszerformulaciét dolgoztunk ki, amely
NO donorként a (mellesleg a mitokondriumokban is jelen 1évé) GSNO-t

tartalmaz.

6.5. Mitokondriumok szerepe az iszkémiat kovetd sejtterapiaban

Az iszkémids karosodas utan transzplantalt &ssejtek tobbféle uton
képesek javitani a sériilt szovet miikodését. A transzdifferneciacio, sejtfuzio és a
parakrin faktorok mellett els6ként leirtunk egy negyedik lehetéses
mechanizmust, a sejt-sejt kozotti kapcsolatok szerepét. A sejt-sejt kapcsolat
leginkabb vékony membranhidakon, nanotubulusokon keresztiil valdsul meg,

amelyet a sejtek irdnyitottan csatolnak egymdashoz. A beiiltetett sejtekben jo6l
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miik6d6, respirdlé mitokondrium allomanyra van sziikség ahhoz, hogy a

megmentd hatast el tudjak érni, de kozvetlen mitokondrium transzfer nem

torténik.
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