Az aszkorbinsav koncentracié es redox statusz szabalyozasa novényi sejtekben

bioszintézis és intracellularis transzport révén
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Tudomanyos hattér

A C-vitamin, vagy mas néven aszkorbinsav kiemelked6 szereppel bir a sejtek antioxidans
kapacitasanak biztositasaban, e mellett szamos enzim kofaktora. Az emberi szervezet mégsem
képes elGallitasara, megszerzésére kilsédleges, elsésorban ndvényi forrasokra szorulunk.
Ezeket a tényeket figyelembe véve kilondsen érdekes, hogy az aszkorbat szintézisére képes
allatokban folyd reakcidk mintegy négy évtizede ismeretesek, addig a névenyekben folyd
aszkorbét bioszintézis Utvonala a kozelmultig ismeretlen volt.

A Wheeler és Smirnoff altal els6ként javasolt és azdta szamos fiiggetlen laboratérium altal
megerdésitett novényi aszkorbat bioszintetikus utvonal kiinduld vegyiilete a glukoz, mely
tobbek kozott L-galaktono-1,4-lakton koztiterméken keresztil aszkorbatta alakul. A
bioszintetikus Utvonal az utolsd Iépés kivételével a citoszolban jatszodik le. A bioszintézis
utolsé Iépését kataliz&lo enzim (L-galaktono-1,4-lakton dehidrogenaz) a mitokondrium belsé

membranjaban talalhato, szoros kapcsolatban a mitokondrialis elektrontranszferrel.

Az aszkorbinsav, jo hatasfokkal eliminélja a legtobb szén-, oxigén-, nitrogén- és kéncentrumd
gyokot, ez a tulajdonsaga kilonosen fontos taplalékkiegészitové teszi az egészséges szervezet
szamara is, azonban megnovekedett oxidativ stresszel jaro korképekben (pl.: gyulladasos
folyamatok, cukorbetegség, rheumatoid arthritis) a megfelel6 mennyisegt napi bevitelére még
ink&dbb Ugyelni kell. Az E vitaminnal egyltt fontos tényezé a sziv és érrendszeri
megbetegedések megel6zésében. A szervezetben zajlé lipidperoxidaciéhoz hasonlatosan
fontos szerepet jatszik az élelmiszerekben zajlo lipidperoxidacios folyamatok, az avasodas

elleni védelemben.

A galaktonolakton dehidrogenaz enzim topoldgidja ismeretlen. A kilénb6z6 variécidju
topologiak, kulénbdzo transzporterek lehet6ségét vetették fel a ndvényi mitokondrium belsé
membranjaban. Hiszen ha az enzim aktiv centruma a matrix felé néz a szubsztratnak a

galaktonolaktonnak valahogyan a matrixba kell jutnia és a terméknek, az aszkorbinsavnak Ki



kell jutnia onnan (az aszkorbinsav jelenlétét majdnem minden sejtorganellumban leirtak). Ha
a két membran kozti tér felé néz akkor pedig az aszkorbinsavnak kell a métrixba jutnia, ahol
jelenlétét leirtdk, amit a mitokondrium mukodése sordn képzoédott reaktiv oxigéntartalmu
anyagok elleni védelem is messzemenéen indokoltta tesz. Tehat mindenképpen léteznie kell
egy, a hidrofil sajatsagt aszkorbinsav membranon keresztlli szallitaséért felelds

transzporternek.

Kutatasaink indulasakor a kovetkezé célokat taztik ki: (i) a mitokondrialis aszkorbat és
dehidroaszkorbat transzport jellemzése (ii) a mitokondridlis aszkorbinsav transzporttal
Osszefuggé metabolikus folyamatok vizsgalata (iii) az intracelluléris aszkorbéattranszport
hatasanak vizsgalata a steady-state intracellularis aszkorbinsav koncentraciora.

Eredmények

1. A mitokondrialis aszkorbat és dehidroaszkorbat transzport leirasa és jellemzése

A Kisérletes munka kezdeteként a kiserlet alapjaul szolgalé sejtvonal (BY2 dohany)
tenyésztési korlilményeit megteremtettilk, a sejtekbél torténé transzportméréseknek megfelel
mitokondrium izolaldsi modszer kidolgoztuk. A mitokondridlis frakcid mingségét
markerenzim aktivitasok révén ellendriztik (citokrom c oxidaz). Ezt kdvetéen kisérleteink
sordn BY2 dohény sejtekbdl izoldlt mitokondriumok esetében leirtuk a dehidroaszkorbinsav
és a glukoz mitokondrialis felvételét. Radioaktivan jeldlt ligandok rapid filtracioja soran
specifikus glukoz és dehidroaszkorbat transzportot figyeltink meg, amelyek hémerséklet,
id6flggeést és szubsztrattelitest mutattak. Ugyanakkor a redukalt aszkorbinsav mitokondrium
membranon keresztlli transzportjdt egeész kis mértékinek talaltuk. Ez alapjan
valdsziniisithet, hogy a két membran kozotti térben szintetizal6d6é aszkorbinsav oxidalt
forméajaban képes a mitokondridlis membran atlépéesére. A glikdztranszport vizsgalataink
soran kétiranyunak bizonyult.

A mitokondrialis 1égzés KCN-dal tortn6 gatlasa és a szétkapcsoloszer 2,4-dinitrofenol nem
befolyasolta a vizsgalt transzportfolyamatokat. A dehidroaszkorbat transzport glukézzal és
genisteinnel gatolhaté volt, a glukoz transzportra a 3-O-metil gluk6z, a D-mannéz, a
cytochalasin B és a genistein hatott gatlolag. Az eredmények igazoljak a mitokondrialis

dehidroaszkorbéat és glukdz transzport meglétét, valamint azt valoszinisitik, hogy azonos,



mindenesetre kozeli rokonsagban allé transzporterek (vagy transzportrendszerek) medialjak a

két transzportfolyamatot.

2. A mitokondriélis aszkorbinsav transzporttal 6sszefliggé metabolikus folyamatok
vizsgalata, valamint az intracellularis aszkorbattranszport hatasanak vizsgalata a

steady-state intracellularis aszkorbinsav koncentraciora.

Kiserleteink soran a kordbbi pontban leirt mitokondrialis dehidroaszkorbat transzport
kovetkezményeit vizsgaltuk. Allati sejteken nyert informécié alapjan feltételeztiik, hogy a
mitokondriumba jutott dehidroaszkorbat redukalodik a méatrixban. Feltételezeésink igazolasara
megvizsgaltuk a  dehidroaszkorbat redukcidjat ndvényi  mitokondriumokban. A
mitokondriumokat BY2 dohany sejtekbdl preparaltuk differencial és azt koveté gradiens
centrifugalassal. A frissen izolalt mitokondriumokat 1 mM dehidroaszkorbéat jelenléteben
inkubaltuk, majd a redukalodas soran keletkezett aszkorbat mennyiségét HPLC-vel kovettik
nyomon. A mitokondrium dehidroaszkorbat redukcios képesseége egyertelmiinek bizonyult,
tovabba jelents aszkorbat szintet tudott fenntartani. Az inkubacios kézeghez adott 1égzési
szubsztrat szukcinat egyeértelmien fokozta az aszkorbinsav keletkezését. A komplex |
szubsztrat malat, valamint a komplex | inhibitor rotenon nem befolyasolta a
dehidroaszkorbathol torténé aszkorbat képzodést. Az el6z6 esethez hasonldan a komplex 111
inhibitor antimycin A, az alternativ oxidaz inhibitor szalicilhidroxamin sav és a
szétkapcsoloszer 2,4-dinitrofenol sem gyakorolt hatdst a mitokondrialis aszkorbat
keletkezésre. A gatldszerek hatasat a 1égzési szubsztrat szukcinat nem befolyasolta. Az el6z6
gatloszerekkel ellentétben a szukcindt dehidrogendz kompetitiv gatloszere a malonéat
gyakorlatilag teljesen felfiiggesztette a szukcinat fliggé aszkorbinsav keletkezést a
mitokondriumban. A komplex IV inhibitor KCN jelentés mértékben fokozta az aszkorbinsav
felnalmozodasat a mitokondriumban. Dehidroaszkorbat hozzdadasa nélkul a kulonbozo
inhibitorok  nem  befolydsoltdk az alap  mitokondrialis  aszkorbat  szintet.
Megallapitottuk, hogy a dehidroaszkorbat, alameticinnel permeabilizalt mitokondriumokban
nem befolyasolta a kilsédlegesen hozzaadott NADH szintjét. Amely tovabbi bizonyitékkal
szolgélt, hogy sem a komplex I, sem az NDin(NADH), sem az NDex(NADH) nem vesz részt
a redukcios folyamatban.

ESR méréseink sordan 1 mM dehidroaszkorbatot tartalmazé mitokondrialis szuszpenzidban
aszkorbil gyok jelet tudtunk detektalni. A gyokszintet a szukcinat nem befolyasolta, valamint

60 perces inkubéacios idén keresztul végig megtartottnak bizonyult. Az aszkorbil gyok teljesen



eltint 1 mM KCN hatasara. Az aszkorbat oxidaciojat, mint az aszkorbat koncentracio
csokkenését megvizsgalva megallapitottuk, hogy KCN tavollétében a mitokondrium
rendkivil gyorsan eloxidalta a hozzaadott aszkorbatot, ugyanakkor KCN jelenlétében az
aszkorbat szint megtartottnak bizonyult. Ezek arra utalnak, hogy a dehidroaszkorbat
hozzéaadasat kdvetéen mérhet6 aszkorbil gyok szint nem a dehidroaszkorbat redukcidja soran
jon létre, hanem a redukcié eredményeképp termelédott aszkorbat mitokondridlis
oxidacidjanak kdvetkezmenye.

Eredményeink 0sszeségeben arra utalnak, hogy a ndvenyi mitokondrium légzési elektron
transzfer lanca - kozelebbrol a Il-es légzési komplex - fontos szerepet jatszik a

dehidroaszkorbat mitokondrialis redukcidjaban.

3. A mitokondrialis glukoz transzporttal 6sszefliggé metabolikus folyamatok vizsgalata

Kisérleteink soran az 1. pontban leirt mitokondridlis glukéz transzport kovetkezményeit
vizsgaltuk. Genetikai bizonyitékok alapjan feltételeztik, hogy az alkalikus/neutralis
invertdzok egy csoportja megtalalhatd a novenyi sejtorganellumokban. Kisérleteink soran
inveraz aktivitast talaltunk frissen izolalt csicsoka mitokondrium matrix alfrakcidjaban. Az
enzimaktivitas pH optimuma, Kinetikai paraméterei, valamint inhibitor profilja alapjan az
djonnan leirdsra kerilt enzim a neutrdlis invertazok csaladjaba sorolhaté. Az enzim
topoldgiaja miatt vizsgalatainkat Kiterjesztettik szubsztratjanak, valamint termeékeinek
mitokondrialis bels6 membranon keresztuli transzportjara. Bidirekcionalis, telithetd, valamint
mitokondridlis membrénpotencialtol figgetlen szachar6z, glukéz és fruktdz transzportot
talaltunk a mitokondridlis bels6 membranban. A szachar6z transzportot nem tudtuk
befolyasolni az ismert proton-szachar6z transzportergatlokkal. A kilonbdz6 kinetikali
paraméterek, valamint a kereszt-gatlas hianya arra utalnak, hogy a transzportfolyamatokat
harom egymastol fliggetlen transzporter medialja. A mitokondrialis invertazrendszer — amely
a matrixban talalhato6 invertaz aktivitasbdl, valamint a hozzatartozé cukortranszporterekbél all

— szerepet jatszhat ozmoregulacios folyamatokban, valamint az intermedier anyagcserében.



A Kisérleti eredményekre éptilé modellek
Kisérleti eredményeink alapjan a kdvetkezé modelleket allitottuk fel:

1. mitokondridlis aszkorbat/dehidroaszkorbat transzport és redukcio

A dehidroaszkorbat transzporterén keresztil bejut a mitokondriumba, ahol a II.
komplexrél szdrmazo elektronok redukaljak a komplex matrix felé esé oldalan. Az
akkumulalodott redukalt aszkorbinsav egy része jelenleg nem definialt modon kijut a

mitokondriumbdl, ahol oxidalodik elektronokat juttatva a 1V. Komplexnek (1. abra).
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2. mitokondrialis invertaz aktivitas es szacharoz, glukdz, fruktdz transzport

A szachardz transzporterén keresztil bejut a mitokondriumba. A mitokondriélis matrixban
talalhato invertaz hasitja glukdzra és fruktozra, amely cukrok transzportereiken keresztl

kijutnak a mitokondriumbdl (2. abra).
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