A mitokondrialis szénhidrat és aszkorbinsav transzport és anyagcsere
szerepe az ozmotikus és oxidativ stresszadaptacioban.

Kutatasunk kezdetekor 3 16 célkitiizésiink volt:

1. A mitokondridlis szorbitképzodés, illetve ennek Ilehetséges ozmoreghulacios
vonatkozasanak vizsgalata

2. A mitokondridlis aszkorbat szintézis/felhasznalds (oxidacid), illetve a képzodott
oxidalt forma (DHA) reciklalasanak (redukcidjanak) vizsgalata

3. A mitokondrialis aszkorbat/dehidroaszkorbat anyagcsere vizsgalata, kiilonos
tekintettel a redox folyamatokra emlés/human sejteken

1. A mitokondrialis szorbitképzodés, illetve ennek lehetséges ozmoreghulacios
vonatkozasanak vizsgalata

Kutatasaink alapjat sajat 2008-ban publikdlt eredményeink adtak, mely szerint a ndvényi
mitokondriumok matrixaban invertdz aktivitds talalhatdo. A mitokondridlis invertazt a
mitokondridlis bels6 membranban taldlhatd szachar6z transzporter latja el szubsztrattal. A
reakcio termékei a glukoz és fruktoz. Igy felmeriil — részben a bakterialis analogia alapjan —
hogy a mitokondrium ald6z reduktaz aktivitassal rendelkezik, mely az invertaz altal katalizalt
reakcid termékeit tovabb alakitja az ozmotikum szorbitta, melynek szerepe lehet a novények
ozmotikus stressz-tlirésében.

Kisérletes vizsgalatainkat megel6zendé in silico kutatasokat végeztiink, melyek soran, az
alkalmazott predikcios algoritmusok 2 kiilonb6z6 aldoz-reduktdz mitokondrialis lokalizaciojat
is igen erdsen valoszintsitette.

Rogton a kisérletes munka elején szembesiiltiink vele, hogy a legnagyobb problémat a
mitokondrialis szorbitképz6dés vizsgalata terén az jelenteti, hogy a funkcidoképes
mitokondrium izoldldsahoz, minden izoladlo oldatnak, az izoozmotikus koriilményeket
biztositandd, nagy mennyiségli ozmotikumot kell tartalmaznia. Két szénhidratot szoktak erre
a célra alkalmazni: szachar6zt és mannitot. Szachar6z ozmotikumként toérténd alkalmazasa
nem lehetséges, mivel a mitokondrium invertaz aktivitisa révén metabolizalja azt. Az
izolalast ezért mannit ozmotikum alkalmazasaval kell végezniink.

Vizsgélatainkat csicsoka, burgonya mitokondridlis frakciokon végeztiik el. A kisérletek soran
az izolalt mitokondridlis frakciot a megfeleld szubsztrattal (szachardz, gliikéz, fruktoz) egyiitt
inkubaltuk. A vizsgalatok analitikai kiértékeléséhez kezdetben gazkromatografias modszert
alkalmaztunk. A cukrok, cukoralkoholok gizkromatografids méréséhez szarmazékképzés
sziikséges, méréseinkhez a szililezést véalasztottuk. A képzddott szilil szdrmazékokat ezutan
langionizacios detektor (GC-FID) segitségével hataroztuk meg. Megallapitottuk, hogy a nagy



mennyiségii mannit egyértelmiien zavar6é hatassal volt a szorbit meghatarozasara. Sajnos a
mannit és szorbit molekula kozti igen kis kiilonbség (enantiomerek) nem elegendd az
alkalmazott GC-FID detektalas esetén a megfeleld mértéki elvalasztasukhoz.

Lehetséges megoldasként felmertilt, hogy az 6t szénatomos cukoralkohol xilitet alkalmazzuk
ozmotikumként a mitokondrium preparalasok soran. A molekulat eldszeretettel alkalmazzak
ozmotikumként (és édesitészerként) az élelmiszeriparban. Igy tokéletes jeloltnek igérkezett.
Az ozmotikumcsere mindazonaltal egy teljesen Uj preparalési eljarast jelent, melyrél igazolni
kellett, hogy a célnak megfeleld mindségli  mitokondriumot  eredményez.
A bizonyitési eljarashoz két kiilonbozé forrasbol (allati: egér maj, ndovényi: édes burgonya)
mitokondriumot izolaltunk. Az izolalasi eljarasok végén a mitokondrialis frakciot két részre
bontottuk, majd egyik felét a széles korben elfogadott (de a szorbit meghatarozast zavard)
mannit tartalmi oldatban, a masik felét az 1) vizsgalanddo ozmotikum (de szorbit
meghatarozast lehetové tevo) xilit tartalmt oldatban szuszpendaltuk.
Ezt kovetéen megvizsgaltuk az igy elkészitett mitokondrium preparatum épségét. (Az
ozmotikumok josagat.) A vizsgalatot egy intermembran térben taldlhatdo, mitokondrialis
markerenzim, a citokrom ¢  oxiddz  latencidja  alapjan  végeztik el
Az allati és a novényi eredetli mitokondriumok esetében abszolit Osszecsengd eredményt
kaptunk. Sajnos mindkét esetben a mannit jelentdsen jobb ozmotikumként viselkedett. Mannit
tartalmu oldat esetében a mitokondriumok 90-95%-a épp maradt az izolalas soran, mig xilit
tartalmi ozmotikum oldat esetében ez az ardny csak 50% koriil mozgott. Igy sajnos a xilit
nem hasznalhat6 ozmotikumként mitokondrium preparalas esetén. A két ozmotikum
0sszehasonlitasa soran nyert tapasztalatainkat az International Federation for Medical and
Biological Engineering proceedings-ben kozoltiik (Tomasskovics, Szarka 2011).

Ekkor visszatértiink a GC-FID moddszerhez, hosszas kiizdelem utdn, a nagy mennyiségi
mannit egyértelmii zavard hatasa mellett is, kimutathatd volt a szorbit képzddése, jelenléte.
Eredményeink bizonyitasara gazkromatografias - tomegspektrometrias (GC-MS) késziilékkel
is megvizsgaltuk mintainkat. A tomegspektrometrias detektor szerkezeti informacioval is
szolgal az egyes mintakban el6forduldé komponensekrdl. Az eredmények szintén a keletkezett
szorbit jelenlétét bizonyitottak. A szorbit pontos mennyiségi meghatarozasanal azonban a
mannit nagy mennyiségli jelenléte egyértelmiien problémat okozott mind a
szarmazeékképzésnél, mind a miiszeres meghatdrozasanal egyarant, igy el kellett vetniink a
szililezés alkalmazéisat. A problémdk kikiiszobolésére folyadékkromatografids modszerek
alkalmazasa jelenthette a megoldast. Kezdetben UV/VIS detektorral kapcsolt késziilékkel
(LC-UV/VIS) végeztiikk vizsgalatainkat. Ebben az esetben a cukoralkoholok méréséhez
szintén szarmazékképzés sziikséges, a benzoilalas mellett dontottiink. Sajnos a modszert el
kellett vetniink, ugyanis a nagy mennyiségii mannit jelenlétében nem volt mérheté a Kis
mennyiségii szorbit. Tekintve, hogy tobb oldalr6l korbejartuk a témat, konstatalnunk kellett,
hogy a mérések megvalositasadhoz elkeriilhetetlen a direkt, szarmazékképzés nélkiili modszer,
illetve a jelolt standard anyagok és szubsztratok alkalmazasa. A sziikséges mérési feltételek
ezek alapjan folyadékromatografias — tomegspektrometrias késziilékkel (HPLC-MS-MS)
biztosithatoak. A szubsztratok, valamint a referencia anyagok *C izotoppal jeldltek, igy a
szelektiv tomegspektrometrids meghatarozas is kivitelezhetd. A nehezebb tomegszamu
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izotopok beszerzését kovetden a mérések megerdsitették korabbi eredményeinket: a jeldlt **Ce
szubsztratokbol 3Cg tartalmu szorbit keletkezett. A szokésos és korabban az invertaz
0,1-1 mM nagysagrendii mitokondrialis szorbitképzddést tudtunk kimérni.

Sajnos a rendkiviil sok analitikai kudarc (és egy eldre nem kalkulalt koltozés) miatt ezzel
elértiink 2013 tavaszara. A kezdeti analitikai nehézségek ellenére, azonban a mitokondrialis
szorbitképzddés terén elért eredményeink biztatéak: az alaphipotézisiinket sikeriilt
igazolnunk. Valoban képzddik szorbit a novényi mitokondriumban. A palydzat tdmogatott
idétartaman tal is mindenképpen tovabb folytatjuk vizsgalatainkat. Jelenleg zajlik a
szorbitképzddés kinetikai paramétereinek, inhibicios profiljanak leirdsa. Ezt kovetden kertil
sor a stressz vizsgalatok elvégzésére. Az LC-MS-MS alkalmazasa rendkiviili mértékben
meggyorsitotta a kisérletek menetét, reményeink szerint még ebben az évben kdzreadhatjuk
eredményeinket.

Szénhidratok terén folytatott kutatdsainkat a mitokondrium mellett kiterjesztettiik a Golgi
apparatus nukleotid-cukor transzportereire is. A Golgiban torténd glikozildciohoz sziikség van
nukleotid-cukor transzportra, hogy a cukrok beépiiljenek a glikoproteinekbe. Lengyel
egylttmiikodo partnereinkkel az UDP-galaktoz traszporterét vizsgaltuk, MDCK (kutya vese)
¢s CHO (horcsdog ovarium) sejteken. Ezen sejtek esetében ismert azok UDP-galakt6z
transzporter mutansuk (MDCK-RCAr, illetve CHO-Lec8). Kimutattuk, hogy mindkettében 2
splicing varians létezik (ez idaig csak egy volt ismert, MDCK-ban az UGT1-r61, CHO-ban az
UGT2-r8l). Igy feltételezhetd, hogy emlésokben altalanosan mindkét varians megtalélhat6
(emberben mar leirasra is keriilt). A mutans sejtek kismértékben chondroitin-szulfat
alultermeldnek bizonyultak, amit mindkét varidns overexpressziojaval javitani tudtunk. Az
MDCK-RCAr sejtek nem termelnek keratan-szulfatot, de ezt nem lehetett komplementélni
overexpresszioval. Feltételezhetd, hogy ezek a sejtek valami masra is mutdnsok.
Eredményeinkbdél sikeres publikacio sziiletett (Maszczak-Seneczko et al 2011).

2. A mitokondrialis aszkorbat szintézis/felhasznalas (oxidacio), illetve a képzodott
oxidalt forma (DHA) reciklalasanak (redukcidjanak) vizsgalata

Tekintve, hogy az aszkorbat bioszintézise a mitokondridlis elektrontranszfer 1anchoz kapcsolt
folyamat, igy mind a bioszintézis, mind a reciklalas vizsgalatara kivalo lehetdséget ad a ppr-
40 mutans Arabidopsis thaliana novény. Ez a mutans az egyetlen jelenleg ismert
mitokondridlis IIl-as komplex mutins. Vizsgalataink sordn kimutattuk, hogy a III-as
komplexnél bekovetkezd elektron 4aramlasi blokk igen jelentds mértékli reaktiv
oxigénvegyiilet szint emelkedéssel, lipidperoxidacioval jar egyiitt. A csokkent mértékd III-as
komplexen keresztiili elektronaramlds  fokozott IV-es komplexen bekdvetkezd
aszkorbatfogyast eredményez. Az aszkorbatfogyas sebessége tehat tobb ok miatt is megnd a
mutans ndvényekben.

rrrrr

folyamat, Foyer-Halliwell-Asada ciklus minden enzimének emelkedet aktivitasat tapasztaltuk
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a mutans novényekben és az azokbdl izolalt mitokondriumokban a vad tipusii névényekhez
viszonyitva. A ciklus enzimeinek emelkedett aktivitasa egyiitt jart a redukcidhoz elektronokat
szolgaltatd (elektrondonor) glutation mitokondrialis szintjének emelkedésével a mutans
novényekben. A dehidroaszkorbat redukcid glutationfliggd folyamatai, tehdt emelkedett
aktivitast mutattak a mutans novények mitokondriumaiban.

Mindezen kompenzaciés mechanizmus ellenére jelentésen alacsonyabb 6ssz C-vitamin szint
jellemezte a ppr-40 mutans ndévényeket. A mutans névényekbol izolalt mitokondriumban még
jelentdsebb mértékben csokkent a C-vitamin szintje, illetve a mitokondriumokban, a teljes
novényi szovettel ellentétben, az aszkorbat redox statusa is jelentdsen eltolodott az oxidalt
forma dehidroaszkorbat iranyaba.

Tekintve, hogy az aszkorbinsav szint harom folyamat eredéje: szintézis, fogyasztas,
regeneracié mindhdrom folyamat egyiittes vizsgalata vezethet eredményre. Igy a fokozott
fogyas, illetve regeneraciot kovetéen megvizsgaltuk a C-vitamin bioszintézis
mitokondriumhoz kapcsolt lépésének az L-galaktono-1,4-laktonnak aszkorbatta torténd
oxidacidjat mutans és vad tipust novényekben.

Az atalakitast végz6 L-galaktono-1,4-lakton dehidrogenaz enzim mRNS szintje nem valtozott
meg. Ezzel szemben 25%-0s enzimaktivitas fokozodast tapasztaltunk. Ez a komplex III
hianyos mutdnsban magyardzhatd a citokrom c magasabb oxidaltsagi fokaval. Hisz az L-
galaktono-1,4-lakton  dehidrogenaz  kizarolag  oxidalt  citokrom  c-t  hasznal
elektronakceptorként.

A modellrendszeren kapott eredményeinket a Plant Physiology and Biochemistry (IF 2.838)
folyoiratban megjelent cikkiinkben (Zsigmond et al 2011) kozoltiik.

Tulélé - dehidroaszkorbat-aszkorbat redox paron Keresztill zajlé — elektron
keriilétitvonal a néovényi mitokondriumban

Laboratériumunk  2007-ben szamolt be a novényi mitokondriumban talalhatd
dehidroaszkorbat-aszkorbat ciklusrél. A ciklus értelmében a dehidroaszkorbat transzporterén
keresztiil bejut a mitokondriumba, ahol a II-es komplexrdl szarmazo elektronok redukaljak a
komplex matrix felé es6 oldalan. Az akkumulalodott, redukalt aszkorbinsav egy része jelenleg
még nem tisztdzott modon kijut a mitokondriumbol, ahol egy héanyada oxidalodik
elektronokat juttatva a IV-es komplexnek. A leirasra keriilt — Ill-as komplexet kikeriild —
elektron transzfer utvonal a mitokondrialis respiracios lanc esetleges sériilése esetén képes
lehet annak erdsen redukalt allapotét csillapitani, igy a fokozott ROS képzddést mérsékelni.
Az elektron keriildatvonal szintén tulélési lehetéséget biztosithat a I11-as komplex esetleges
sériilése esetén, azt megkeriilve elektronokat juttathat a IV-es komplexre (1. abra).
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1. abra. A DHA respiracios elektronok terhére torténo mitokondrialis redukcioja

Az utvonal legkevésbé ismert része a mitokondridlis matrixbol kifele iranyuld aszkorbinsav
transzport volt. Ezen transzportfolyamat feltérképezése azért fontos, hogy eldonthessiik, a II.
komplex altal regeneralt aszkorbat képes lehet-e elektront biztositani a IV. komplex szdmara
(1. abra). A kisérletek soran az izolalt mitokondriumhoz szukcinatot (II. komplex szubsztrat)
¢s dehidroaszkorbinsavat adtunk, majd a II-es komplex kozremiikddésével regeneralt
aszkorbat extramitokondrialis megjelenését vizsgaltuk az i1d6 fliggvényében. 5, 10 illetve 30
perc utan terminaltuk a reakciot, mind a matrix frakcid, mind pedig az extramitokondrialis
frakcié esetében. Erdekes modon a matrix frakcioban a dehidroaszkorbat adagolasat kovetSen
szinte azonnal megjelenik a redukalt aszkorbat, azonban a mitokondriumbdl csak
meglehetdsen hosszu latencia utan jut ki. Vizsgalataink kiegészitettiik a respiracidé oxigraph-
os vizsgalataval is, mely soran azt tapasztaltuk, hogy bar aszkorbattal sikeriilt Gjrainditani a
légzést a Ill-as komplex gatlasat kdvetden, azonban dehidroaszkorbattal nem. Mindezek
alapjan azt valoszinlsitjiik, hogy a regenerdlt aszkorbit mitokondriumboél kifelé iranyuld
transzportja a szilik keresztmetszet, ez lehet a sebesség meghatdrozo I1épés, ami
megakadalyozza a folyamat fiziologias jelentGségii lejatszodasat. A folyamatot, illetve az
aszkorbinsav ndvényi mitokondrium és kloroplaszt kozott betoltott kozvetitd szerepével
kapcsolatos elképzeléseinket az antioxidans szakteriilet vezetd folydiratdban az Antioxidants
and Redox Signallingban (IF 8.456) kozoltiik 2013-ban (Szarka et al 2013).



Mitokondrialis DHA regeneracios mechanizmusok azonositasa

A DHA redukci6jahoz kiilonbozé elektrondonorok johetnek szdmitdsba (eddig novényi
mitokondrium esetében a GSH és a mitokondrialis elektrontranszfer lanc szerepe igazolt (1. és
2. ébra)). A jeloltek redox statusanak, valamint fogyasanak részletes analizise alapjan
eldonthetd, hogy az egyes jeloltek milyen mértékben jarulnak hozza a dehidroaszkorbat
mitokondrialis redukcidjahoz.
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2. abra. A DHA GSH terhére tortéeno mitokondrialis redukcioja

Arabidopsis sejtekbdl izolalt mitokondriumot nagy DHA dozisnak tettiink ki 1égzési
szubsztratok ¢és kiilonbozd respiracids inhibitorok jelenlétében, illetve tavollétében. Az
ASC/DHA belsé koncentracidjat, és az ezzel egyiitt jar6 DHA aszkorbatta torténd
redukcidjanak sebességét HPLC-vel kovettik nyomon. Igy ezen vizsgalatokbol
meghatarozhatjuk a mitokondrialis elektron transzfer lanc hozzajaruldsat a mitokondridlis
DHA reciklaciohoz (redukcidhoz).

A DHA redukcios vizsgalatokat elvégeztik BSO kezelt, GSH-depletalt sejtekbdl izolalt
mitokondriumokon is. Igy meghatarozhatiuk a GSH (Foyer-Halliwell-Asada ciklus)
hozzajarulasat a mitokondrialis DHA reciklacidhoz (redukciohoz) (2. abra). Ebben az esetben
érdekes modon azt taldltuk, hogy a BSO szinte teljes (90%-0s koncentracidcsdokkenés) GSH
depléciot idézett eld cellularis szinte, addig a mitokondrialis GSH szint mindossze 45%-kal
csokkent a kezeletlen vonalakhoz képest. A mitokondrium tehdt akkumulalja a GSH-t.
Tovabba a BSO kezelés hatdsira mindossze 15-%-os DHA redukcids kapacitascsokkenés



kovetkezett be. Ez nem meglepd, hisz a DHA redukcidja dsszetett folyamat (ahogy emlitettiik
a respiracios elektrontranszfer lancrol is érkeznek elektronok). A kisérleti eredmények alapjan
meghataroztuk a két jelenleg ismert mitokondridlis DHA reciklalasi folyamat, a GSH fliggd
Foyer-Halliwell-Asada ciklus és a mitokondrialis elektrontranszfer lanc (1. és 2. abra)
hozzajarulasat, egymashoz viszonyitott ardnyat a mitokondridlis DHA redukcidban.
Eredményeinkbdl kéziratot készitettiink, amely jelenleg elbiralas alatt all (Szarka 2013
kozlésre benyujtva).

A novényi sejtek stressz-tiird képességében harom egymassal szoros kapcsolatban levo
antioxidans kiemelt szereppel bir. Ezek az aszkorbinsav, a glutation és az a-tokoferol. A
harom antioxidans stressz alatt betoltott szerepével, illetve interakciojaval kapcsolatos
elképzeléseinket egy Osszefoglaldo dolgozat keretében kozoltiik az International Journal of
Molecular Sciences (IF 2.598) folyoiratban (Szarka et al 2012.).

A mitokondrialis aszkorbat/dehidroaszkorbat szerepe biotikus stresszben

Kutatasainkat kiterjesztve, vizsgaltuk a ndvényi sejtek biotikus stresszvalaszat is. Kitiintetett
figyelmet szenteltiink a mitokondrium szerepének a novényi sejtek Un. hiperszenzitiv
reakciojaban. A folyamatra Osszetett, sejten beliili és sejtek kozotti szignaling jellemzd,
melyben a mitokondrium mint az egyik legjelentdsebb szignal (ROS) forrasa, illetve mint a
kiilonféle szignalokat integrald sejtorganellum kozponti szereppel birhat. A mddszerek nagy
részét  Arabidopsis thaliana Col-0 szuszpenzids sejtkulturan beallitottuk. A stressz
modellezésére szalicilsav kezelést alkalmaztunk. Kimutattuk, hogy a sejtek oxigén-
fogyasztasara, AOXla expressziojara, illetve aszkorbinsav koncentracidjara/redox statuszara
sajatos idobeli lefutas jellemzd, az alkalmazott kezelési koncentracio fiiggvényében.
Novénypatogén baktériumokbdl szarmazéd elicitor fehérjékkel stressz-modellt allitottunk fel.
Jelenleg t6bb konstrukcid is rendelkezésiinkre all, melyek Erwinia amylovora és
Pseudomonas syringae pv. tomato eredetii harpin fehérjék E. coli-ban t6rténé termeltetésére
alkalmasak. Néhany fehérjét mar sikeriilt nagy mennyiségben termelniink és affinitas
kromatografiaval nagy tisztasagban kinyerntink.

3. A mitokondrialis aszkorbat/dehidroaszkorbat anyagcsere vizsgalata, Kiilonos
tekintettel a redox folyamatokra emlés/human sejteken

A DHA redukcios kisérleteket mitokondrialis DNS fosztott Rho0O-as sejtek esetében is
elvégeztiik. Ezek a sejtek a teljes egészében magban kodolt 11-es komplex kivételével egyik
respiracios komplexet sem fejezik ki. Igy ezen a modellen a II-es komplex DHA redukciéban
betdltott szerepe elegansan vizsgalhatd. A vizsgalatokhoz sziikséges Rho0-as sejtvonalat 6t
egymastol fliggetlen kisérlet soran sikeresen allitottuk elé HepG2 sejtek felhasznalasaval. A
sejtek anaerobicitdsat, mind real-time PCR, mind oxigrafos mérésekkel igazoltuk. A Rho
nullés sejtek esetében a DHA adagolds kezdetén (1 orat kovetden) lényegesen kisebb mértékii
(harmad akkora) DHA felvételt tapasztaltunk a kontroll sejtekhez képest. Azonban a 2. éra



utan a kontroll sejtekétdl jelentdsebbet (masfélszeresét), majd a két sejtvonal a 3. €s 4. draban
teljesen szinkron vették fel a DHA-t.

A DHA redukcié folyamatit szamos esetben Osszefliggésbe hoztak tiol vegyiiletek
oxidacidjaval, mint a Foyer-Halliwell-Asada ciklus vagy az oxidativ folding az
endoplazmatikus retikulumban (ER). A kozelmultban fény deriilt arra, hogy az oxidativ
fehérje folding, mint elektron &atmenettel lejatsz6dd redox reakcid az ER-en kiviil a
mitokondridlis intermembran térben (IMS) is lejatszodhat.

mMtDNS-fosztott rho0O-sejteken vizsgaltuk a mitokondrialis respiracios lanc inaktivalasanak
hataséat az oxidativ foldingban szerepet jatszd (enzim, ill. szubsztrat) fehérjék expresszidjara
¢s redox allapotanak valtozasara. Az expresszios kiilonbségeket RNS és fehérje szinten is
vizsgaltuk RT-PCR illetve Western-blot technikaval. Megfigyeltiik, hogy a folyamatban
kulcsfontossagt  ERV1 szulfhidril-oxidaz aktivitdsi enzim expresszidoja a rho0O kezelés
hatasara egyértelmii novekedést mutat HepG2 sejtekben. Késdbb ezt az expresszios
kiilonbséget két masik human sejtvonal (HELA, SK-mel) esetében is kimutattuk. Az
expresszios kiilonbségek mellett a fehérjék redox allapotanak valtozésait is detektaltuk a
fehérjék redukalt tiol-csoportjainak alkilalasat kovetd Western-blot analizissel.

A 1égzési elektrontranszport lanc komplexeinek specifikus inhibitorokkal torténd
blokkolasaval igyekeztliink megbizonyosodni arr6l, hogy az ERV1 enzim mennyiség
novekedése valoban az oxidativ folding blokkoldsahoz kothetd, €s nem a rhoO kezelés
aspecifikus hatasa. Ezen kiviil megvizsgaltuk a mikodésképtelen 1égzési lanccal rendelkezd
illetve kontroll sejtek DHA redukald képességét.

Eredményeinkbdl jelenleg folyik a kézirat elkészitése.

Drog indukalta oxidativ stressz hatiasa emlés mitokondrium antioxidans haztartasara,
élettani funkcidira

Kisérleti allatok majsejtjeiben subletalis acetaminofen dozissal (450 mg/tkg, 12 orés kezelés)
markéns oxidativ stresszt valtottunk ki. Az allatok majat eltavolitottuk, majd a majsejtekbdl
kiilonbozo sejtfrakciokat izoldltunk: mitokondrium, mikroszoéma, citoplazma. Az egyes
sejtfrakciokbol meghataroztuk az antioxidans glutation szintjét. A kontroll (nem kezelt)
allatokbol szarmazo sejtfrakcidkhoz képest legmarkansabb glutation szint csokkenést a
mitokondridlis frakcidoban mértiik. A mitokondriumok oxidativ stressz kovetkeztében
bekovetkez6 funkcionalis valtozasat (romlasat) a mitokondridlis membranpotencial
meghatarozasaval kovettiik nyomon. (A mitokondridlis membranpotenciadl meghatidrozasahoz
sziikséges fluoreszcens moddszert olasz partnerlaboratériumunk (Campobassoi Egyetem)
segitségével meghonositottuk laboratoriumunkban.) Az (acetaminofen kivaltotta) oxidativ
stressz a mitokondridlis funkcid (membranpotencial) igen jelentds (80%-t meghalado)
csOkkenését eredményezte. A membranpotencidl Osszeesésével parhuzamosan a kaszpaz
fliggetlen apoptotikus utvonal egyik jellemzé momentuma az AIF (apoptosis inducing factor)
mitokondriumbdl sejtmagba torténd athelyezddése is bekdvetkezett. Az oxidativ talsuly ellen
hathat a fontos vizoldhato antioxidans, aszkorbat. Igy megvizsgaltuk az acetaminofen
kivaltotta oxidativ stressz modelliinkben, hogy valtozik meg az aszkorbat regeneracios ciklus.
Eredményeink értelmében — a ndvényi sejtekben tapasztaltakhoz hasonlatosan — az aszkorbat
regeneracioja tobb részfolyamatra bonthatd: a glutation fliggd aszkorbat regeneraciora és a
mitokondridlis respiracios lanc-fliggd regeneraciora. A IV-es komplex allati mitokondriumok
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esetében is jelentékeny aszkorbat fogyasztonak bizonyult, amelyet a IV-es komplex gétloszer
kalium-cianiddal elvégzett kisérleteink igazoltak.

Az allati modellrendszeren kapott eredményeink dontd részét 2010-ben az Applied
Toxicology and Pharmacology (IF 3.993) folyoiratban megjelent cikkiinkben (Nagy, Szarka
et al 2010) kdzoltiink.

Aszkorbinsav meghatarozassal kapcsolatos modszerfejlesztések

A jelent6s aszkorbat meghatarozasi igény miatt kiilonb6z6 C-vitamin meghatarozasi
moddszerek optimalizélasaval is foglalkoztunk. Két egyszerlien €és gyorsan kivitelezhetd,
fotometrias aszkorbinsav meghatarozasi modszer fejlesztését, és validalasat végeztiik el, majd
analitikai jellemzdiket Osszevetettiik egymassal, illetve referenciaként egy altaldnosan
alkalmazott folyadékkromatografias technikdval. Az egyik modszer a minta aszkorbinsav
tartalmatol is fliggd redukald erdvel aranyos jelet szolgaltat, mig a masik médszer esetében az
aszkorbinsavbdl  aszkorbinsav-oxiddz  enzim  katalizdlta  folyamatban  keletkezo
dehidroaszkorbinsav mennyiségét detektadljuk. Az Osszehasonlitas sordn ndvényi
¢lelmiszermintak parallel meghatdrozasaval is foglalkoztunk. A meghatarozasi modszerekkel
kapcsolatos eredményeket, kovetkeztetéseket és tapasztalatokat egy analitikai jellegli
kéziratban foglaljuk 6ssze, melyet a kozeljovOben kivanunk benytjtani.
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