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EREDMENYEK SZINAPTOSZOMAKON

Kisérleteinkben az izolalt idegveégzodések (szinaptoszomak) reaktiv oxigén szdrmazék (ROS)
képzéseét kezdtik el vizsgalni kiilonb6z6 legzési szubsztratokkal. Egyik korai megfigyelésiunk
az volt, hogy a kilonb6z6 1égzési szubsztratok jelenlétében az oxidativ stressz irant érzékeny
akonitdz enzim aktivitdsa kulonb6zé mértékben valtozik. A legnagyobb mértéki
inaktivalodast alfa-ketoglutarat szubsztrat (a-KG) jelenlétében észleltilk. Az akonitdz aktivitas
valtozasa azonban online nem mérheté. A hidrogén peroxid (H,O,) keletkezés nagy
érzékenységii, online mérésére bevezettilk az amplex red fluorimetrias modszert.

Kimutattuk, hogy az alfa-ketoglutarat dehidrogenaz (a-KGDH), a citromsav ciklus
sebességmeghataroz6 enzime, mely maga is érzékeny az oxidativ stressz altali
funkciokarosodasra, képes hidrogénperoxid és szuperoxid képzésre. A-KG-al lélegeztetett
szinaptoszomakban a H,O, képzédes 2.5-szeresére nétt, és az oxidativ stresszre kilénosen
érzékeny akonitaz enzim is szignifikdns mertékben inaktivalddott. Izolalt a-KGDH enzimmel
végzett Kisérleteinkben az enzim koenzim-A és a-KG jelenlétében, de NAD hianyaban H202-
ot termelt. A NAD, mely a H,O, képzeés erés gatloszere, az enzimet a ROS-képzé modbdl a
katalitikus moédba (NADH képzes) kapcsolta. Ezzel szemben NADH jelenlétében az a-KGDH
H,0, kepzese jelentésen nott, és NADH jelenlétében a H,0, képzéshez nem volt sziikség a-
KG-ra. A NADH/NAD arany véltoztatasa érzékenyen, de ellentétes el6jellel szabalyozta az
enzim Kkatalitikus és ROS-képzé aktivitasat, azaz a NADH/NAD arany emelkedése
csokkentette a katalitikus aktivitast, de jelentésen fokozta a ROS-képzést. A kalcium
koncentracié ([Ca®"]) emelésével mind NAD jelenlétében, mind pedig NAD hianyéaban a
ROS-képz6 aktivitas novekedése volt megfigyelheto.

Eredményeink arra utalnak, hogy a mitokondrialis ROS keépzédésben nemcsak a légzési lanc
enzimei, de az a-KGDH is részt vehet, kilonésen a NADH oxidacio csokkenése esetén.
Ennek a megfigyelésnek a hipoxids allapotokban észlelhet6 emelkedett ROS-kepzés
magyarazataban van jelent6sége.

Az a-KGDH enzim multienzim komplex,.igy a ROS képzés helyének megallapitasa
kilonosen érdekes. Analdgidk alapjan valdszintsithets, hogy a ROS képzésért legalabbis
részben az enzim E3 alegysége, a lipoamid dehidrogenaz a felelés, ugyanis a legtdbb, a
reaktiv oxigénszarmazékok képzésében résztvevo enzim funkcionalis csoportként flavin
nukleotidot is tartalmaz. Munkankkal parhuzamosan egy, az USA-ban dolgozé munkacsoport
is hasonl6 eredményekre jutott. Tudtunk egymas munkajarol, és a két kéziratot (az dvék
els6sorban izolalt mitokondriumokon nyert eredményeket tartalmazott) egyiitt,
cosubmissionként nyujtottuk be. Az amerikai munkacsoportnak rendelkezésére allt az E3
alegyseg szempontjabdl génkilitott, heterozigdta egértorzs, és ezeken az allatokon kapott
eredményeik nagymértékben valdszinisitették az E3 alegység fontos szerepét a ROS-
képzésben. Ismert, hogy az E3 alegyseg tébb enzimkomplexnek is lehet épitéanyaga, igy az a-
KGDH-on kivil az elagazé szénlancu ketosav dehidrogenaznak és a piruvat dehidrogenaznak
is alegysege. Logikusan adodott a feltételezés, hogy a piruvat dehidrogendz enzim is képes
lehet ROS termelésre. Szinaptoszoméakon vizsgaltuk a piruvat hatasat a szinaptoszoméak ROS
képzésére. Amplex reddel meérve a szinaptoszomakbol felszabadulé H,O, mennyiségét, ezt
piruvét jelenlétében emelkedettnek talaltuk. Meglepetésre a ROS irant igen szenzitiv akonitaz
enzim aktivitdsa nem csokkent, sét a piruvatnak részleges vedé hatasa volt a szubsztratok
nélkdl inkubdlt szinaptoszomékban megnyilvanuld, id6fliggé akonitdz inaktivalodassal
szemben. A szinaptoszomak detergenssel torténé permeabilizalasa megsziuntette a piruvat
protektiv hatasat, amibdl arra kovetkeztettink, hogy a piroszélésavnak metabolizalédnia
kellett a citratkdrben a védohatas eleréséhez, azaz a pirosz6lésavbol képzoédo akonitaz




szubsztratok, ugymint a citrdt és az izocitrat lehetnek felelések a védé hatasért. A
detergenssel kezelt idegvégzodéseken a citrat és izocitrat jelenlétében az akonitaz
inaktivalodasa szignifikansan csokkent, alatdmasztva a feltételezés jogossagat.

A Kkulonbodzo 1égzési szubsztratok ROS metabolizmusra gyakorolt hatasanak vizsgalatat
izolalt mitokondriumokon folytattuk. Ennek oka az volt, hogy az izol&lt mitokondriumokon a
szinaptoszémakban sokszor felmeriilé permeabilitasi problemakkal nem kellett térédnink, a
hasznélt szubsztratok mind bejutottak a mitokondriumokba. Az alkalmazott Amplex red
hidrogén peroxid mérési modszerrel pedig, mivel ennek komponensei nem képesek athatolni
a plazmamembréanon,kdzvetlenebbll lehetett a ROS-képzést mérni, nem kellett figyelembe
venni a citoplazmaban talalhato szabadgyokok elleni védekezorendszerek hatasat.

EREDMENYEK MITOKONDRIUMOKON

A mitokondridlis ROS-képzés vizsgalatahoz elészor is nagyon jé mindségi
mitokondriumokra volt szlikség. Két, az irodalomban elterjedten hasznalt preparatum
szukcinattal indukalt ROS-képz6 hatasat hasonlitottuk 0ssze. Szukcinatot azért hasznaltunk
ezekben a kisérletekben, mert a termindlis oxidacios lanc gatloszerei nélkil, dnmagaban
szubsztrattal a legnagyobb ROS-képzés szukcinattal érheté el. A ket kilonb6zé mddon
(digitoninnal és percoll gradiensen) preparalt mitokondrium ROS képz6 tulajdonsagai
jelentésen eltértek. A nagy intenzitdsi H,O, képzés, amit a digitoninnal preparalt
mitokondriumokon kaptunk, gatolhaté volt a komplex | gatldszerével, rotenonnal, ami arra
utalt, hogy a H,O, nagy része az elektronok komplex | felé torténd, visszafelé aramlasabdl,
az ugynevezett reverz elektron transzportbdl (RET) szarmazott. A Percoll gradiensen
prepardlt mitokondriumok ROS képzése lényegesen keveésbé volt intenziv és rotenonnal
stimulalhaté volt. Mivel a digitoninos mitokondrium preparaladsi modban a bovin szérum
albumin (BSA) folyamatosan jelen volt, modszeresen vizsgaltuk a BSA hatasat a H,O,
képzésre. A digitoninnal preparalt mitokondriumok (BSA jelen volt az izolacié soran) magas
membranpotencialt (A¥m) mutattak (185+3.2 mV) és BSA adésa a mérémédiumba a ROS
képzést 50 %-kal emelte. A Percoll gradiensen tisztitott mitokondriumok jelentés mértékben
depolarizaltak voltak (171+1.9 mV) és H,0, képzésuik, mely nagymértékben fliggetlen volt a
A¥Ym -t6l, 400 %-osan stimulalhaté volt a mérémeédiumhoz adott BSA-val. BSA hatésara
erésen AWm-fiiggé és rotenonnal gatolhatd lett a ROS-képzes. Kisérleteinkben kimutattuk,
hogy a BSA jelenléte vagy hidnya meghatarozhatja a szukcinéttal kivaltott ROS-képzés
mechanizmusat, igy magyarazatot ad az irodalom sok egymasnak ellentmondo eredményére.
Bizonyitottuk, hogy a A¥m kb. 10 mV-tal valé csokkentése megsziinteti a reverz elektron
transzportot. A BSA hatasmechanizmusanak magyarazataul a zsirsavak megkotését teteleztik
fel. A mitokondriumok ugyanis hozzaadott kiilsé szubsztratok nélkil is mutatnak alap 1égzési
aktivitast ugynevezett endogén szubsztratokkal, melyek leggyakrabban zsirsavak. Kimutattuk
az exogen zsirsavak depolarizaldé és ROS keépzést csokkenté hatasat, amit BSA-val
hatékonyan tudtunk antagonizlni. Bar a szukcinattal kivaltott ROS-képzés igen
intenziv,jelentéségét fiziologias korulmeények kozott nehéz felmérni. Ezért kovetkezo
munkénkban a NADH-t general6 glutamatot és malatot valasztottuk Iégzési szubsztratként és
ezek ROS képz6 sajatossagait vizsgaltuk. BSA hianyaban a mitokondriumok depolarizalasa
szétkapcsoldszerrel ( FCCP) nem befolyasolta a ROS képzést. A mitokondriumok BSA-val
vald hiperpolarizacidja a A¥m emelése mellett kb. 40 %-kal emelte a ROS képzést. A A¥m
fokozatos kisutése 5-250 nM kozotti koncentracioju FCCP -vel fokozatosan csokkentette a
ROS kepzeést, de csak a BSA nélkuli szintre. A komplex | gatlé rotenon BSA jelenlétében és
hidnyéaban is stimulalta a ROS képzést. Kisérleteink szerint a NADH-t képz6 szubsztrattokkal
lelegeztetett mitokondriumok H,O, képzése hiperpolarizalt mitokondriumokban AW¥m
érzékeny, de a mitokondriumok depolarizaciéjaval csak mintegy 40 %-0s ROS csokkenés




érhet6 el, a ROS képzés 60 %-a fliggetlen a membrénpotencialtél. Ez a ROS képzd
mechanizmus tehat jelentésen kuldnbo6zik a szukcinat altal kivaltottol.

Folytatva a mitokondrialis 1égzési szubsztratok ROS-képzé sajatossagainak vizsgalatat, az
alfa-glicerofoszfat (a-GP) altal kivaltott ROS-kepzest tettlik vizsgalataink targyava. A
mitokondriumok a sejt erémtiveinek tekintheték, amelyek a kdrnyezé citoplazmaval és egyéb
sejtorganellumokkal intenziv kapcsolatban allnak. Ennek a kapcsolatnak az egyik fontos
eleme, hogy a citoszolban, a glikolizis soran termelt NADH-nak a mitokondriumokban
oxidalodnia kell. A NADH oxidaciéra két mechanizmus létezik, ezek kozll az egyik a
citoplazmaban NADH kdzremiikodésével keletkezé alfa-glicerofoszfat (a-GP) oxidacidja a
mitokondrium belsé6 membran kilsé felszinén elhelyezkedé alfa-glicerofoszfat dehidrogenaz
enzim (a-GPDH) segitségével. Az a-GP altal kivaltott ROS képzés irodalma nem tul béséges
és a legtobb kisérletet nem mitokondriumokon, hanem szubmitokondrialis partikulumokon
vegezték. Irodalmi adatok felvetettéek az aGPDH 6néallé mitokondrialis ROS-képzé szerepét.
Tekintve, hogy az a-GPDH a mitokondridlis légzesi lancban korilbeltl hasonlo
redoxpotencialon helyezkedik el, mint a szukcinat dehidrogenaz, vizsgaltuk az a-GP altal
kivaltott ROS képzést agymitokondriumokon és 6sszehasonlitottuk tulajdonsagait a szukcinat
altal kivaltottal. Az a-GP koncentraciot 5 mM-rél 40 mM-ig emelve a A¥m és a ROS képzés
emelkedését észleltiik, egydtt a mitokondrialis NADH autofluoreszcencia emelkedésével. Az
a-GP mitokondrialis metabolizmusa azonban ,,klasszikus” médon nem eredményez NADH-t,
tehat a NADH képz6déshez a reverz elektron transzportra (RET) van szlkség. Ezt a
feltételezést alatdmasztottak azok az eredményeink, melyek szerint mind a ROS képzés, mind
a [NADH] novekedes gatolhat6 volt rotenonnal, ami az elektronok retrograd transzportjanak
utjaba allitott akadaly, illetve ADP-vel és FCCP-vel, melyek a RET el6feltételélll szolgalo
magas A¥m-et sitotték ki. A RET rotenonnal valé megsziintetése utdn megmaradé ROS
képzést a komplex Il gatlészere a myxothiazol fokozta, mig ugyanez a gatlds nem
befolyasolta a szukcinattal energetizalt, de rotenonnal kezelt mitokondriumok ROS képzését,
jelezve, hogy a RET-en tulmenden, az a-GP-kivaltotta ROS képzésnek tovabbi ROS képzé
helye van a komplex Ill és az a-GP kozott. Tekintetbe véve, hogy a szukcinat és az a-GP
metabolizmusa kozo6tti kilonbseg elsésorban a szukcinat dehidrogenaz és az a-GPDH
enzimek kulonbdzosége, ebbdl kovetkezik, hogy a ROS képzés nem RET komponenséért az
a-GPDH felelés.

Ismert, hogy a mitokondrialis a-GPDH izoenzim aktivitasa Ca®*-al fokozhatd. Logikusan
adodott a kérdés, hogy a [Ca’'] véltoztatasa befolyasolja-e az a-GP altal kivaltott ROS
képzést. Kalcium stimulusként kis, fiziologias koncentrécidkat, 100-250-500 nM-t
alkalmazva, a ROS képzés fokozatos emelkedését irtuk le. Ezen tdlmenden a Ca** fokozta a
mitokondriumok AWm-jat, oxigénfogyasztasat és NADH autofluoreszcencidjat (jelezve, hogy
a Ca®* ezen korilmények kozott a A¥Ym emelésével fokozza a RET-et). Az a-GPDH
enzimaktivitds kozvetlen mérésével kimutattuk, hogy Ca** hatdsara az enzim a-GP-ra
vonatkozd Km-je csokken. Amennyiben a RET-et rotenonnal gatoltuk, a Ca’* hataséara
bekovetkezd ROS képzédés fokozddas kisebb lett, de a Ca®* stimulalé hatésa mégis
szignifikans maradt, utalva arra, hogy a Ca’* fokozza a kézvetleniil az a-GPDH-on
megvaldsuldo ROS-képzeést is. Eredményeink direkt bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy a
citoplazmabo6l szarmazd fiziologias kalcium szignal emelheti a mitokondriumok ROS
képzését.

VISSZA AZ IDEGVEGKESZULEKEKHEZ.

A hatékony neuroprotektiv stratégiak kidolgozasa mind az akut iszkémia-reperfuzids, mind a
kronikus idegi megbetegedésekben varat magara. Az a felismerés, hogy a ROS termelés
fokozodas fontos patogenetikai szerepet jatszik ezekben a betegségekben, kombinalva
azokkal az adatokkal, hogy az Ugynevezett mitokondrialis szétkapcsolo fehérjék fokozott




kifejezodése részleges védelmet jelenthet az idegsejteknek a szabadgyodkos karosodasokkal
szemben, vezetett az ugynevezett ,,mild uncoupling” hipotézis megfogalmazasahoz, mely
szerint a mitokondridlis membréanpotencidl in vivo torténé kontrollalt csokkentése (kontrollalt
alatt az értendd, hogy az ATP szintézist még ne gatolja) jotékony hatasu lehet az iszkemia-
reperflzios, szabadgyokos karosodassal jard kdrképekben.

Vizsgalatainkban arra kerestink valaszt, hogy az idegvegzédesekben, fiziologias
kortlmenyek kozott ,,in situ” mikdd6 mitokondriumok- melyek a glukoz lebontési termékeit
hasznositjak a citratkdrben- ROS termelése szintén érzékeny-e a AWYm valtozasaira. A
szinaptoszomakat glukdzzal inkubéalva, a H,O, képzédést Amplex reddel mérve, a
mitokondriumok AWm-jat szétkapcsoloszerrel (FCCP 10-200 nM) csokkentettik. A
mitokondriumok depolarizaciojat JC-1 fluoreszcens festékkel kovettik. A szétkapcsoloszer
hatdsdra az  oxigénfogyasztas  ndvekedését, az intraszinaptoszomalis NADH
autofluoreszcencia és a membranpotencial csokkenését észleltik mar a legkisebb FCCP
koncentracional is, de a ROS termelésben valtozast nem tapasztaltunk. A mitokondriumokat
veratridinnel is depolarizaltuk, amely drog megemeli a citoplazmatikus Na* koncentraciot, és
igy a Na,K-ATP-ase stimulalésa réven fokozza a végkészilék ATP igényét. A veratridin
hatasara eszlelheté fokozott oxigenfogyasztas és a kismértékben depolarizaloddo AWYm mellett
a ROS képzésben nem észleltlink szignifikans valtozast. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a mitokondriumok ,alap” ROS képzése nem érzékeny a AWm lefelé torténd
elmozdulasara, igy a ,,mild uncoupling ,, elIméletet nem tamasztjak ala.

EREDMENYEK MIKROGLIA SEJTEKEN

A mikrogliasejtek a kozponti idegrendszer legfontosabb szabadgyoktermel6 sejtfélesége,
patoldgias korilmények kdzott a mikrogliasejtek jelentés mennyiségi szuperoxidot és H,O,-t
termelnek, mely ROS-ok a kdrnyezé neuronokra és egyéb gliasejtekre is toxikusak. BV-2
mikroglia sejteken vizsgaltuk a 1égzési lanc részleges gatlasanak hatasat a glikolizis és a
mitokondrialis energiatermelés nehany kulcsenzimére. A légzési lanc gatlasa fokozta a
mikrogliaban termel6d6 ROS mennyiségét és részlegesen inaktivalta a glikolizis
glicerinaldehid dehidrogenadz és a citrat kor akonitdz enzimét. Eredmeényeink arra utalnak,
hogy a légzési lanc velesziletett, vagy szerzett deficienciai nemcsak a neuronok és asztrocitak
funkciojat, de a mikrogliasejtek életképességét is befolyasolhatjak.

EREDMENYEINK NEMZETKOZI VISSZHANGJA.

A pélyazati periddusban irt kozleményeinkre 2008. februérig 79. fliggetlen idézetet kaptunk.
Az a-KGDH ROS képzeset bizonyitdo kozleményinkrél a Nature Medicine kozolt
figyelemfelhivot.




