Az elvégzett kutatomunkarol a munkaterv tematikdja alapjan szamolunk

be.

I. Elektron transzfer rendszer a plazmamembranban
Ezen altéma keretében a fagocitalo sejtek plazma membranjaban aktivalodo NADPH
oxidaz enzim szabalyozasat, valamint a baktériumodlésben betoltott szerepét

vizsgaltuk.

I.1. A NADPH oxidaz enzim szabalyozasa

Az enzim aktivalasaban, valamint az elektron transzfer fenntartisaban egyarant
kulcstényez6 a Rac kis molekulastlyt G-fehérje aktiv, GTP-kotott alakjanak
jelenléte. A Rac altal katalizalt GTP hidrolizis sebességét a GTPaz aktivald fehérjék
(GAPok) serkentik, ezzel korlatozzak a NADPH oxidaz altal termelt O;”
mennyiségét. Eredményeink szerint granulocitdkban mind a membran, mind a
citoszolikus frakcid tartalmaz konstitutiv aktivitassal rendelkez6 GAP-okat, amelyek
folyamatosan negativ hatast fejtenek ki a NADPH oxiddz enzimre. Ezen GAP-ok
aktivitasdnak gatlasa a O," -termelés jelentds mértékli emelkedését eredményezi. A
GAP-okra hatd gatloszer, valamint eltéré6 GAP-aktivitdsu komponenseket tartalmazo
in vitro aktivalasi essz¢ segitségével negativ korrelaciot mutattunk ki a GAP aktivitas
valamint a O," -termelés intenzitasa kozott.

A kis G-fehérjék Rac/Rho csaladjara hatd6 GAP-ok nagy méretii proteinek,
amelyek a GTPaz aktivald hatasért felelds, kritikus arginint tartalmazé doménen
(,,GAP-domén”) kivill igen nagy szamu ¢és valtozatos egyéb doménnel rendelkeznek.
Ezek a molekularészek szamtalan mas fehérjével ill. lipiddel vald egyiittmiikodést,
valamint szabalyozd modositést tesznek lehetévé. Minderrdl ma elég kevés ismeret all
rendelkezésre. Sajat kutatdsainkban két, korabbi ismereteink szerint granulocitakban
el6fordulo Rac/RhoGAP szabalyozasat vizsgaltuk részletesen.

Az 50 kD-os GAP-ot sok helyen CDC42GAP-ként emlitik, de kisérleteink
szerint a Cdc42 mellett mind a Rac, mind a Rho kis G-fehérjével szubsztratként
egylttmiikodik, és serkenti azok endogén GTPaz aktivitasat. In vitro GAP-esszében
megallapitottuk, hogy a teljes hossziisagi pSOGAP fehérje sokkal jobban reagal
prenildlt, mint nem-prenilalt Rac-al és Rho-val. Ezt kovetden a pSOGAP molekula

kiilonb6z0 fragmenseit GST-fuzios fehérje formajaban allitottuk eld, és vizsgaltuk



azok hatasat prenil csoportot tartalmazo6 ill. nem tartalmazd kis-G fehérjékre. A
molekula N-termindlis 50 aminosavanak eltavolitasa utan lényegesen javult a
reaktivitds a nem-prenildlt Rac-al és Rho-val, de csak a teljes, N-terminalis domén
(Secl4-homolodgia domén) hianyaban valt azonossa a prenilalt- és nem-prenilalt G-
fehérje felismerése.

A GAP-esszében nyert eredményeinket megerdsitettik a NADPH oxidaz in
vitro aktivalasara alkalmas kisérleti rendszerben is, amelyben a GAP aktivitas
novekedése a RacGTP mennyiség csokkenése kdvetkeztében csokkent O, -termelést
eredményez. A pSOGAP molekula kiilonb6zé fragmenseivel kapott eredmények
tokéletes egyezést mutattak az in vitro GAP-esszé eredményeivel.

Végiil ¢éleszto két-hibrid rendszerben vizsgaltuk a pSOGAP fehérje kiillonbozo
szakaszainak lehetséges interakcidjat. Azt tapasztaltuk, hogy a molekula C-terminalis
végén levd GAP domén kotddik az N-terminalis végen levé Secl4 homologia
doménhez, és ezzel stabil interakci6 johet 1étre a molekulan beliil.

Kisérleteink alapjan felallitott modelliink szerint a pSOGAP fehérjén beliili
interakciok alapallapotban gatoljadk a molekula GAP aktivitasat (autoinhibicid). A
szubsztratként szerepld monomer G-fehérje prenil csoportja képes a gatlas
feloldasara. Kisérleteinkben eldszor demonstraltuk egy, a Rac/Rho csaladra hato GAP
fehérjék célfehérjéi esetében volt ismert. Az eredményeket a Journal of Biological
Chemistry-ben publikaltuk (Moskwa et al. 2005).

Eredményeink felkeltették Klaus Scheffzek munkacsoportjanak (EMBL,
Heidelberg) érdeklddését, akikkel egylittmiikddésben probalkozunk a pSOGAP
kristalyositasaval és a molekulaszerkezet meghatarozasaval. Ezek a kisérletek még
folyamatban vannak.

A p5S0GAP intracellularis eloszldsat 1ézer konfokdlis mikroszkopiaval
kovettiik. Megallapitottuk, hogy HelLa sejtekben a molekula a mag korili
endoszémakban duasul, azonban nem mozog egyiitt a korabbiakban feltételezett
szubsztratjaval, a Cdc42 G-fehérjével. Egyiittmozgast tapasztaltunk viszont a
transzferrin valamint az EGF receptorokkal, és markans kolokalizaciot talaltunk két, a
membran korforgds irdnyitasaban ismert szereppel bird G-fehérjével, a Rabll
valamint Rab5 fehérjékkel. A p5S0GAP kiilonbozé fragmenseinek kifejezésével
megallapitottuk, hogy a molekula jellegzetes intracellularis eloszlasaért az N-

terminalis Secl14 homologia domén felelds, viszont a lokalizacio teljesen fiiggetlen a



GAP domén aktivitdsatol. Kisérleteinkkel eldszor mutattunk ki funkcionalis
kapcsolatot a monomer G-fehérjék Rac/Rho valamint Rab csaladjai kozott.

A 190 kD tomegii GAP-r6l korabbi munkankban kimutattuk, hogy savanyu
foszfolipidek befolydsoljak a szubsztrat-specificitasat: csokkentik a RhoGAP
aktivitast és jelentdsen fokozzak a RacGAP mikodést (Ligeti et al. 2004.
J.Biol.Chem.279. 5055-5058.). Ezt a jelenséget mindkét homolog fehérje (p190A és
p190B) is mutatta. Jelen kutatasi periodusban ennek a szabalyozasnak a molekularis
részleteit vizsgaltuk a p190A fehérje esetében.

Eléallitottuk GST-fuzids fehérje formdjaban a pl90A molekula kiilonbozd
hossziisagth N-terminalis, a GAP domén mellett valtozé méretii tovabbi aminosav
szakaszokat tartalmazo fragmenseit. A p190A(1135-1499) valamint a p190A(1191-
1499) fehérjék ugyanugy viselkedtek, mint korabban a teljes hossziusagi p190A, azaz
savanyu foszfolipideket tartalmazo vezikuldk jelenlétében csokkent a RhoGAP és
novekedett a RacGAP aktivitasuk. Hasonld eredményeket nyertiink, ha savanyu
foszfolipidként foszfatidilszerint (PS) vagy foszfatidilinozitolt (PT) vizsgaltunk. Ezzel
szemben a pl90A(1252-1499) fehérje GAP aktivitasat egyaltalan nem befolydsolta
foszfolipid jelenléte. A p190A molekula 1191 és 1252 aminosavak kozotti szakasza
feltinden nagy szamu (24-bdl 13) bazikus aminosavat tartalmaz. Elkészitettiik tehat
azt a mutanst, amelyben ezt a polibazikus régiot kitordltiik (APBR delécidés mutans).
Korabbi eredményeinkkel 0sszhangban ennek a fehérjének a GAP aktivitdsa sem
valtozott PS vagy PI jelenlétében. Ezen kisérleteinkben tehat sikeriilt meghatarozni a
p190GAP szabalyozasidban Iényeges szerepet jatszo lipid-kotd régiot, ami a 1213 és
1236 aminosavak kozotti polibazikus szakasznak felel meg.

Korabbi kisérletekbdl valdszintsitették, hogy a p190GAP protein kindz C-vel
(PKC) foszforilalhato. Osszehasonlito méréseink szerint mind a pl90A, mind a
p190B leghatasosabban a PKCa izoenzimmel foszforilalhatd. A foszforilacids helyek
meghatarozasidban a tovabbiakban ezt az izoenzimet alkalmaztuk. Elséként a lipid-
kotd régid azonositasahoz eldallitott fuzids fehérjék foszforilacigjat vizsgaltuk, és
megallapitottuk, hogy a pl90A(1135-1499) és a pl90A(1191-1499) fehérjek
intenziven foszforilaloédnak, mig a pl190A(1252-1499) valamint a pl90AAPBR
fehérjéken hasonld koriilmények kozott egyaltalan nem kovetkezik be PKC-fliggd
foszforilacio. Tehat a PKC altal katalizalt foszforilaci6 a PBR-ben torténik. Ez a
szakasz két szerint és egy treonint tartalmaz, amelyek a megfeleld adatbazisok alapjan

valoszintisithetd foszforilaciés helyek. Eléallitottuk mindhdrom aminosav alanin-



mutansat, de ezek az egyszeres mutansok valamennyien mutattak foszforilaciot.
Ugyancsak tapasztaltunk radioaktiv foszfat beépiilést mindhdrom lehetséges kettds-
mutanson, mig a harmas-mutans nem foszforilalédott. Ezekkel a kisérleteinkkel tehat
meghataroztuk, hogy a p190A fehérje polibazikus szakaszaban taldlhatd mindharom
lehetséges PKC foszforilacios helyen valéban bekdvetkezik a PKCa, altal katalizalt
foszforilacio.

A kis G-fehérjék ¢és szabalyozo fehérjéik interakcidinak vizsgéalatdban
megallapitottuk, hogy nemcsak a korabban részletesen tanulméanyozott pSOGAP
reakciokészsége fligg a kis G fehérje prenilaltsagi allapotatol. Két tovabbi fehérje, a
p190GAP valamint a Ber esetében mutattuk ki, hogy a prenil csoportot tartalmazo
Rac és Rho fehérjékkel lényegesen nagyobb a reakcidkészség, mint nem modositott
Rac-al és Rho-val.

A NADPH oxidaz enzimkomplexben részt vevd GAP azonositasa a korabban
tervezett, alapvetéen immunprecipitacion alapuldé modszerrel nem hozott egyértelmi
eredményeket, igy mas megkozelitést kerestiink. Adatbazisokban talaltunk egy eddig
nem vizsgalt GAP-ot, amelynek az eléfordulasa hemopoetikus sejtekre korlatozodik.
Ezt, az ArhGAP25-nek nevezett fehérjét eldallitottuk GST-fuziés formaban, és
megallapitottuk, hogy foként Rac-ot fogad el szubsztratként, Rho-val és Cdc42-vel
csak nagyon kevéssé reagal. Szubsztrat-specificitasa alapjan tehat varhato lenne, hogy
a NADPH oxidaz miikodésének valamint a sejtek alakvaltozasanak szabalyozasaban
szerepeljen. Az ArhGAP25 molekula két kiilonb6z6 szakasza ellen készitettiink
poliklonalis ellenanyagot, de ezeknek a specificitdsa nem bizonyult kellden magasnak
ahhoz, hogy a GAP molekula intracellularis eloszlasat ¢és atfedését a NADPH
oxidazzal biztonsadggal megvizsgalhassuk. Jelenleg folyamatban van monoklonalis
ellenanyagok eldallitasa.

Az ArthGAP szerepét a granulocitdk miikodésében a molekula kifejezddésének
valtoztatasaval probaljuk megkdzeliteni. Tenyészthetd ¢€s granulocita irdnyba
differencialtathatd sejtvonalban (PLB) sikeriilt eldallitanunk olyan stabil klonokat,
amelyekben az ArhGAP25 génjét csendesitettilk, és a fehérje mennyisége a vad
tipusban tapasztalt mennyiség tort részére esett le. Ezen sejtekben vizsgaltuk a
fluoreszcensen jelzett ¢lesztd részecskék fagocitdzisat, amit enyhén, de 7 kisérletben
konzekvensen emelkedettnek talaltunk. Ezzel szemben ugyanezek a sejtek nem
mutattak egyértelmii eltérést a forbol észterrel vagy kemotaktikus dgenssel stimulalt

O," -termelésben.



I.2. A ROS termelés részvétele a baktériumolésben

Az elmult években megkérddjelezédott a Oy~ és a beldle keletkezd ROS szerepe a
fagocitak baktériumolésében, helyette a NADPH oxiddzon keresztiil torténd
elektrontranszfert kiséréd K™ mozgasok keriiltek elétérbe. Sajat korabbi eredményeink
(Rada et al. 2004, Blood 104. 2947-2953.) a két folyamat egymast kiegészitd
funkcidjara mutattak. Jelen kutatasi periédusban tovabb teszteltik a K mozgasok
jelentdségét, valamint vizsgaltuk a lehetséges résztvevd K csatornakat.

A O, és szarmazékainak kémiai hatasat megprobaltuk kiilonvalasztani a
termelését kiséré elektrofiziologiai valtozasoktol. Zn>* ionok az elektrogén H'
mozgasok gatlasaval novelik a depolarizaciot és csokkentik a O, -termelést. Ilyen
koriilmények kozott azonban a S. aureus tulélése egyaltalan nem novekedett a O, -
termelés csokkenésével, mig kontroll kisérleteinkben, ahol a O, -termelést a NADPH
oxidaz gatlasaval csokkentettiik, jelentds mértékii baktériumszaporulatot lattunk.
Eredményeink felvetik, hogy a depolarizacio (és feltehetdleg a K mozgas)
fokozodasa részben kompenzalni képes a O,” és a ROS hianyat.

A K" mozgasok szerepét kdzpontba helyezé munkacsoport mérései szerint a
nagy konduktanciaju, kalciummal és depolarizacioval aktivalhaté K csatornak (BK
csatornak) gatlasaval a granulocitak baktériumdlo képessége teljesen gatolhatd. Ezzel
szemben sajat kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy az iberiotoxin (a BK csatorna
gatlészere) nem befolydsolja a neutrofil granulocitdk baktériumolési képességét.
Fiiggetlen elektrofiziologiai mérésekben igazoltuk, hogy az altalunk hasznalt
gatloszer autentikus BK csatornakon hatasos. Kimutattuk, hogy a kisérleti eredmény
fiiggetlen attol, hogy a kozegben szérum jelen van-e vagy sem. Harom tovabbi
munkacsoporttal egylittmiikddve bizonyitottuk, hogy a BK tipust csatornak nincsenek
jelen és nem jatszanak szerepet neutrofil granulocitak baktériumolési aktivitdsaban.

A fagoszomaban, a baktériumolés helyszinén uralkodo elektrolit-viszonyok
kedvezéek lennének a két-porusu K csatornak koziil az alkalikus pH altal indukalt
csatorndk (pl. TASK2) miikodésére. Megvizsgaltuk ezért ezen csatorna-tipusok
kifejez6dését granulocitdkban valamint promielocitdkon. A TASK?2 fehérje mRNS-ét
megtalaltuk mindkét sejttipusban. Kvantitativ real-time PCR kisérletekben viszont
olyan alacsony volt az mRNS mennyisége, ami eddig nem tette lehetdvé a
részletesebb vizsgalatokat fehérje szinten akir immunoblot, akar patch clamp

technikaval.



A K’ mozgasok jelentdségének megitélésére a baktériumolési folyamatban
megprobaltuk a K vandorlast részben a hajtderd, részben a permeabilitds
modositasaval befolyasolni. Osszehasonlitottuk S. aureus valamint E. coli tilélését
fiziologias, hyper- és hypokalaemias oldatokban, de se human, se egér PMN esetében
nem talaltunk semmilyen értékelhetd kiilonbséget. A K permeabilitas szelektiven
fokozhaté valinomycin hozzaadasaval. Kontroll kisérletben kimutattuk, hogy
valinomycin hyperpolarizaciot hoz létre, tehat valoban mérhetéen fokozza a plazma
membrin K™ permeabilitisit nyugvo granulocitaban. Az intenziv O, -termelést
kisérd depolarizaciot viszont valinomycin jelenléte nem befolyasolta érdemlegesen.
Ez az észlelésiink 0Osszehangban van azzal a korabbi megfigyeléssel, hogy
valinomycin csak mérsékelten - mintegy kétszeresére - fokozza a K permeabilitast. A
baktériumok talélését vizsgalva nem tapasztaltunk kiilonbséget valinomycin
jelenlétében vagy hianyaban, bar igen széles tartomanyban valtoztattuk a valinomycin

Y

NADPH oxidaz mellett a K" mozgasok fiziolégiai jelentdsége elhanyagolhato.

L.3. A NADPH-oxidaz elektrofiziologiai jellemzése

A fagocita NADPH-oxid4azon végzett méréseinkben bizonytani kivantuk, hogy erdsen
pozitiv membranpotencialon (~180 mV, citoplazma pozitiv), megfeleld szuperoxid/O;
és NADPH/NADP" arany mellett (ti. amikor az elektron elektrokémiai gradiense a
szuperoxid felél a NADP' irAnyaba mutat) az elektronok képesek a normal oxidaz
miikddés kapesan megfigyelhet6 irannyal ellentétesen mozogni. Bizonyitani kivantuk
tehat, hogy a mitokondrialis elektrontranszportlanchoz hasonléan a NADPH-oxidazon
keresztiili elektrontranszport sem tartalmaz irreverzibilis 1épést. Az aktivalt NADPH-
oxidaz elektrontranszportjdt human eozinofil granulocitakbdl kivagott inside-out
patchben vizsgaltuk. A membran kiils6 oldalan a szuperoxid néhany
mikroszekundumos féléletidejét az extracellularis oldat lagositasaval (pH 7.1-r6l 7.9-
re) probaltuk elérni. Eddigi méréseinkben ilyen koriilmények kozott csak nagyon kis
amplitudojii  elektronaram jott létre. Tovabbi vizsgalatainkban a szuperoxid
féléletidejének a jelentGsebb novelését H,O, hozzaadasaval probaltuk novelni, aminek
eredményeképpen tobbszor a NADPH-fiiggd (elektron) é&ram megfordulasat
tapasztaltuk (150 mV felett). Jelenleg vizsgaljuk, hogy a szuperoxid gyorsitott kémiai

dizmutacidja a fenti jelenséget kivédi-e.



I1. Elektron transzfer rendszer a mitokondriumban

II.1. Reaktiv oxigénszirmazékok képzédése a kozponti idegrendszer

mitokondriumaiban

A mitokondrium a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) intracellularis termelésében
meghataroz6 szerepet jatszik. Minden mitokondrium, szarmazzon az barmely
szovetbdl, vagy barmely specieszbol, képes ROS termelésre, tehat a ROS-termelés a
mitokondrium jellemz6é tulajdonsaga. A mitokondrium ROS képzésének alapvetd
szerepe van a human patoldgiaban, olyan fontos korképek patogenezisében, mint az
iszkémias-reperfuzios karosodas, illetve a neurodegenerativ megbetegedések. A
palyazatban megvalosult munkank egyik célja az volt, hogy az agyszovetbdl izolalt
mitokondriumokon vizsgaljuk azokat a fiziologias és patologias koriilményeket
(membranpotencial, permeabilitas tranzicidos porus (mPTP), calcium jelenléte, stb),
melyek a mitokondridlis ROS-képzést befolydsoljak, illetve vizsgaljuk, hogy a
kiilonb6z0 mitokondrialis 1€gzési szubsztratok jelenlétében hogyan valtozik a
mitokondrium ROS termel6 képessége. Vizsgalatainkban a kiilonféle ROS-ok koziil a
hidrogén peroxid (H,O,) felszabadulast vizsgaltuk, részben, mert a H,O, nagyon
pontosan és érzékenyen hatdrozhatdé meg, részben pedig, mivel a H,O, szuperoxidbol

is keletkezik, igy képz6désébdl a szuperoxid keletkezére is kdvetkeztethetiink.

ROS termelés az izolalt agyi mitokondriumokban kiilonb6z6 1égzési szubsztratok

jelenlétében.

Vizsgélataink elsd fazisaban a megfeleld mitokondrium prepardldsi modszert
valasztottuk ki kisérleteinkhez. Az egyik kritikus paraméter a 1égzési szubsztrat
megvalasztasa, ugyanis a  kiilonb6z0  1égzési  szubsztratok  kiilonb6zo
mechanizmusokkal képesek ROS képzést kivaltani, a masik kritikus paraméter pedig
a mitokondrium preparalasi modja. Az izolalt mitokondriummal foglalkozé
munkakban altalaban két altalanosan elfogadott modszer valamelyikét hasznaljak a
mitokondrium izolalasara. Az egyik moédszer digitoninnal roncsolja a koleszterin-
tartalmu membranokat (a mitokondrium belsé membranja nem tartalmaz koleszterint)

¢s nyer funkciondlo, izoldlt mitokondriumot, mig a masikban a mitokondriumot



Percoll gradiensen tisztitjak. A kétféle modszerrel preparalt mitokondriumot
hasonlitottuk 6ssze a szukcinattal kivaltott mitokondrialis ROS képzés szempontjabol.
A digitoninnal preparalt mitokondriumok szukcinattal jelentds mértékit ROS képzést
mutattak, mely ROS képzés a 1égzési lanc I-es komplexét gatld rotenonnal gatolhato
volt. Az eredmény arra utalt, hogy ezen koriilmények kozott az elektronok a kettes
komplex fel6l nemcsak eldre a Ill-as és [V-es komplex felé, hanem visszafelé az I-es
komplex felé is dramlanak (reverz elektron transzport (RET)), és ez az aramlas ROS
képzéssel jar egyiitt. A Percoll gradiensen preparalt mitokondriumok esetében a
szukcinattal kivaltott ROS képzés jelentdsen (kb 70 %-al) kisebb volt és a ROS-
képzés rotenon jelenlétében fokozodott. Mivel a digitoninnal preparalt mitokondrium
izolacios médiumaban altalaban jelen van a bovin szérum albumin (BSA), (hogy a
digitonin hatasara szétes6 membranokbol felszabadulo zsirsavakat megkdsse), ezért a
tovabbiakban vizsgaltuk a BSA szerepét, hatasat a H,O, képzddésre. A digitonin
modszerrel preparalt mitokondriumok jelentés mértékben polarizaltak voltak,
membranpotencidljuk (A¥Ym) 185+3.2 mV volt, és a méré médiumhoz adott BSA
(0.025 %) a ROS képzést 50 %-kal fokozta. A Percoll gadiensen izolalt
mitokondriumok joval depolarizaltabbak voltak (171£2 mV), és BSA hatasara a AYm
kb. 11 mV-al emelkedett. A Percoll mitokondriumok ROS képzése, mely addig csak
igen kismértékben fliggott a AWYm-tdl, négyszeresére nott, membranpotencidl-fliggd
lett és BSA jelenlétében az emelkedett ROS-képzés rotenonnal gatolhatd lett. Az
eredmények mutatjak, hogy a Percoll mddszerrel izolalt mitokondriumokban a reverz
elektron transzport kovetkeztében ROS képzés csak akkor észlelhetd, ha BSA is jelen
van a médiumban. Kimutattuk tehat, hogy a BSA jelenléte, illetve hianya
meghatarozhatja, hogy a ROS-képzés a szukcinattal [¢legeztetett mitokondriumokban
milyen mechanizmussal torténik, azaz BSA jelenlétében reverz elektron transzport
kovetkeztében foleg a komplex I-en, BSA nélkiil a komplex III-on. Kimutattuk, hogy
A¥m kb. 10 mV-tal torténd csokkentése megsziinteti a RET-et és a ROS képzés, ami

ilyenkor csokkent, de kimutathato, nem fligg mar a AYm-t6l.

A NADH-fiiged szubsztratok ROS-termelésének fiiggése a A¥Ym-t61

A NADH-fliggd szubsztratok ROS-termelése hosszabb ideje ¢lénk tudomanyos
diszkusszié targya volt. Abban minden vizsgald egyetértett, hogy a terminalis

oxidacios lanc komplexeinek gatlasaval NADH-t képz6 mitokondridlis szubsztratokat



hasznalva jelentés mértéki ROS termelés érhetd el. Abban a tekintetben azonban
megoszlottak a vélemények, hogy gatloszerek nélkiil, csak a szubsztratok jelenlétében
van-e egyaltalan kimutathaté ROS termelés, és milyen tényez6k befolyasoljak ezt a
ROS termelést. Visgalatainkban a NADH-t képz6 szubsztratok (glutamat + malat)
ROS képzésének fiiggését a AWYm-tél vizsgaltuk tengerimalacbol izolalt
agymitokondriumokon. BSA nélkiilli médiumban a szétkapcsoloszerrel eldidézett
depolarizacié nem befolydsolta a ROS képzés intenzitdsat. BSA adasa a médiumba
hyperpolarizalta a mitokondriumokat atlagosan 169-r6l 175 mV-ra, és novelte a ROS
képzés intenzitasat 207-r6l 312 pmol/min/mg fehérjére. Az FCCP-vel torténd
depolarizacio csokkentette a ROS képzés intenzitdsat BSA jelenlétében is, de csak
addig a szintig, mely megfelelt a BSA-nélkiili médiumban észlelt ROS képzés
intenzitdsanak. Rotenon stimulalta a ROS képzdédést mind BSA jelenlétében, mind
pedig annak hianyaban. Kdovetkeztetésiink az, hogy a NADH-fliggd szubsztratok
esetén a ROS képzeés csak erdsen hiperpolarizalt mitokondrium esetében mutat A¥Ym-
fiiggést, és még ebben az esetben is a H,O, képzddés 70 %-a filiggetlen a
membranpotencialtol. Ez a tulajdonsag jol megkiilonbozteti a NADH-fiiggd
szubsztratok ¢és a szukcinat ROS képzését, mivel a szukcinat szubsztrattal energetizalt

mitokondrium ROS képzése dontéen A¥Ym-fiiggo.

Az alfa-glicerofoszfat (a-GP), mint 1égzési szubsztrat jelenlétében észlelhet6 ROS

képzés jellegzetességei

Az ,alfa-glicerofoszfat inga” a citoplazmaban képz6dd redukald ekvivalensek
oxidalasanak egyik fontos utja. Az ,inga” mechanizmus esszencialis része a
mitokondrium bels6 membran kiilsé felszinén lokalizalédé alfa-glicerofoszfat
dehydrogendz (a-GPDH) enzim. A kdzponti idegrendszer mitokondriumaiban az
enzim nagy aktivitdssal van jelen. Az a-GP altal kivaltott agyi ROS képzés
mechanizmusarol ellentmondo6 kozlemények jelentek meg az irodalomban, de foként
a komplex Ill-at, illetve a coenzim Q-t tették feleldssé az észlelhetdo H,O, és
szuperoxid termelésért. Vizsgalatainkban az a-GP-altal kivaltott ROS képzést
jellemeztiik, és hasonlitottuk 6ssze a szukcinat altal kivaltottal. Az 6sszehasonlitast az
indokolta, hogy mind a szukcinat, mind pedig az a-GP a terminalis oxidaciés lancban
hasonl6 helyen, a komplex I és a komplex III kozott oxidalodnak, és elektronjaikat az

ubikinonnak adjdk 4at. Az o-GP szubsztrattal 1élegeztetett mitokondrium



koncentraciofiiggden emelkedd membranpotencialt, és H,O, képzddést mutatott. A
koncentraciofiiggd ROS képzéshez NAD(P)H képzodés is tarsult, ami a reverz
elektron transzport jelenlétére utalt. A NAD(P)H képzddés elmaradasa és a H,O,
képzddés csokkenése rotenon, ADP, illetve szétkapcsoloszer jelenlétében szintén a
RET fontossagat huztak ala a ROS képzésben. Szétkapcsoldszer jelenlétében a ROS
képzés nagymértékben csokkent a RET elmaradasa miatt, de a komplex III-t gatld
myxothiazol adasara az a-GP-tal 1¢élegeztetett mitokondrium ROS képzése jelentdsen
ndtt, mig a szukcinattal 1élegeztetett esetében valtozatlan maradt. A ROS képzés helye
ilyen koriilmények kozott magan az o-GPDH enzimen talalhato. Hatalmas ROS
termelés volt kivalthatdo az o-GP-tal 1élegeztetett mitokondriumokban a komplex 111
antimycinnel torténd gatlasaval (az antimycin géatlohely és a myxothiazolos gatlas
helye a komplex II-n beliil kiilonb6zd). Az antimycinnel kivaltott ROS képzddés
myxothiazollal gatolhaté volt, ami arra utalt, hogy az antimycinnel kivaltott ROS
termelés foként a kinol oxidacids helyen tortént. Munkank {6 konklazioja és
ujdonsaga az, hogy az o.-GP metabolizmusa soran a képz6dé H,O, dontéen a komplex
I-en képzddik a RET kovetkeztében, de az a-GPDH enzimen magéan is torténik ROS
képzddés. A komplex III szerepe az a-GP-kivaltott ROS képzésben csak a komplex
III antimycinnel torténd gatlasakor, tehdt nem-fiziologids koriilmények kozott

nyilvanul meg.

A kalcium hatasa a mitokondrialis ROS termelésre kiilonb6z0 szubsztratok és kalcium

koncentraciok esetén

A citoplazmatikus [Ca®"] emelkedése fontos jelatvivé mechanizmus, mely a
mitokondriumot is érinti. Ismert, hogy a citrat kor dehidrogenazai koziil tobbek Ca**
hatésara aktivalodnak, igy a Ca®" szignalhoz fokozott mitokondrialis energiatermelés
kalciummal aktivalhato. A kalcium ROS-képzésre gyakorolt hatasat mértiik 100-250-
500 nM [Ca®] jelenlétében, és a H,O, képzés szignifikans novelését észleltiik. A
kalcium novelte a membranpotencialt, a mitokondrium oxigénfogyasztasat és a
NAD(P)H autofluoreszcenciat. Az o-GPDH aktivitdsdnak direkt mérése is
megerdsitette a kalcium stimulald hatdsat, az enzim a-GP-ra vonatkozd K,,-jének
csOkkentése altal. Ha az I-es 1égzési komplexet rotenonnal gatoltuk, vagy a

mitokondriumot ADP-vel depolarizaltuk, kevesebb H,O; keletkezett, de még igy is a



calcium stimulalé hatasa a ROS képzésre szignifikdns volt. Adataink azt mutatjak,
hogy a-GP-tal energetizalt mitokondriumokon az o-GPDH kalcium altali
stimulacidja emelkedett ROS képzéshez vezet, részben a reverz elektron transzporton
keresztiil, részben pedig kdzvetleniil az enzimen megvalosuld ROS képzés utjan.

A glutamat excitotoxicitasban az emelkedd citoplazmatikus [Ca®]-t és a
mitokondrium Ca®" felvételét jelentés ROS-képzés fokozodas kiséri. A ROS
emelkedés eredetét azonban eddig nem sikeriilt tisztdzni. Kisérleteinkben izolalt
tengerimalac agykérgi mitokondriumok Ca*'-terhelést (1-100 pM) kovetd H,O,
termelését vizsgaltuk Amplex Red fluoreszcens festékkel glutamat és malat (G-M),
illetve szukcindt szubsztratok esetén. NADH fiiggd szubsztratok (G-M)
alkalmazasakor a H,O, termelés 10 uM [Ca®'] jelenlétében 22 %-al csokkent, mig
szukcinattal 1élegeztetett mitokondriumokban a kalcium 86%-al csokkentette a ROS
képzddést adenin nukleotidok és a 1€gzési lanc gatloszerei nélkiil. A H,O, keletkezés
mérésével parhuzamosan kalcium hatasara csokkent NAD(P)H fluoreszcenciat, tartos
depolarizaciot, valamint csokkent fényszorast és calcein fluoreszcenciat detektaltunk,
melyek jelezték a mitokondrium duzzadasat és fokozott permeabilitasat. A kalcium
ezen hatasait ADP (2 mM) kivédte. ADP jelenlétében a mitokondrium H,O, termelése
alacsonyabb volt, és a kalcium rovidtdvon nem befolyasolta a ROS képzést.
Feltételezziik, hogy a Ca®" altal okozott csokkent mitokondrialis H,O, termelés oka a
Ca’" hatasara bekovetkezé depolarizacio, valamint a mPTP kinyilasa miatti NADH

vesztés.

IL.2. Az ,,in situ” mitokondrium ROS termelése

Az iszkémia-reperfuzidés korképekben alkalmazand6 Ilehetséges neuroprotektiv
stratégiak kozott az utobbi években felvetddott az ,.enyhe szétkapcsolas™ teoria.
[zol&lt mitokondriumon torténd vizsgéalatok sordn, amint azt mi is a fentiekben
kimutattuk, a ROS képzés jelentés membranpotencial-fiiggést mutathat, fliggéen az
alkalmazott 1€gzési szubsztrattol. A tedéria szerint néhany millivolt csokkenés a
membranpotencidlban neuroprotektiv lehet a csokkent mitokondridlis ROS-képzés
miatt. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy ,in situ” normalis citoszolikus
kornyezetben mikodd,  glukdz-eredetli  fiziologids — szubsztratokat — oxidalo
mitokondrium ROS képzése fiigg-e a mitokondrium AW¥Ym valtozésaitol. A frissen

preparalt, glukéz-tartalmi  médiumban  inkubalt izolalt idegvégzddések



(szinaptoszomak) H,O, termelését mértik. A AWm-et szétkapcsoloszerrel
csokkentettiik, ami gyorsitotta az oxigénfogyasztast, csokkentette a NADH szintet és
depolarizaciot indukalt, amit JC-1 fluoreszcens festékkel mértiink. Ezek a valtozasok
mar a legkisebb FCCP koncentracional is megfigyelhetdek voltak, ugyanakkor a
H,0,-képzés minden alkalmazott szétkapcsoldszer koncentracid esetén valtozatlan
maradt. A mitokondrium depolarizalasara veratridint is hasznaltunk, ami noveli az
intracellularis [Na']-t, igy fokozott szinaptoszomalis ATP termelést indukal. A
fokozott oxigén fogyasztds ¢és a vertridin okozta depolarizacid6 az ,,in situ”
mitokondriumban nem jart egyiitt a ROS képzés valtozasaval. Ezekbdl az
eredményekbdl arra kovetkeztetiink, hogy az ,,in situ” mitokondriumok alap ROS
képzését nem valtoztatja meg a membranpotencial csokkentése, mely eredmény
ellentétes a ,,mild uncoupling” teériaval, és arra utal, hogy ,,in situ” koriilmények
kozott a mitokondrium mar olyan mértékben depolarizalt, hogy a membranpotencial
tovabbi csokkentése nem befolyasolja a ROS-képzést. Eredményeink Osszhangban
vannak az izolalt mitokondriumokon nyert eredményekkel, mert a gluk6zbol
elsésorban NADH-t generald szubsztratok képzddnek, melyek ROS képzése
maximalisan  hyperpolarizdlt mitokondriumok esetén is csak kb.30%-ban
membranpotencial-fliggd, és fiziologias depolarizacid (mint példaul ADP) hatasara a

potencialfiiggés megsziinik.

I1.3. A glutamat excitotoxicitassal osszefiiggé bioenergetikai valtozasok kovetése,

uj technikak kidolgozasa

A mitokondriélis Ca>" szignal terjedése

A glutamat excitotoxikus hatdsa soran a sejt kalcium koncentracioja jelentdsen
megemelkedik, és az emelkedett [Ca®"] jelentds mitokondrialis felvételt is indukal. A
mitokondridlis calcium szignalizacié és a A¥Ym idobeli és térbeli dinamikajat
vizsgaltuk egyes mitokondriumokon (sejttenyészetben) konvencionalis fluoreszcens
mikroszkoppal, digitalis képalkotod technikékkal. Eloszor tettiik lathatova a kalcium
felvételt kovetd ugynevezett ,hot spotokat” (intramitokondrialis Ca*'-felvevd
jelenséget Gsszehasonlitottuk ATP-vel stimulalt intakt sejteken és magas [Ca®']-nak

kitett permeabilizalt, vagy ionoforral kezelt sejteken. Vizsgalataink azt mutatjak, hogy



a kalcium lateralis diffazioval terjed a mitokondriumon beliil, és a Ca®’-felvétel a
mitokondrialis halézatnak csak kis szegmensére terjed ki. Ezt a megfigyelést a
TMRM fluoreszcens festékkel mértilk. A TMRM fluoreszcenciaja szinkron valtozott
a mitokondrialis halézat kiterjedt részén, jelezve, hogy az intracellularis
mitokondrialis haldzat elektromos szinciciumokat képez. Ezeknek a szinciciumoknak
a kiterjedése 2-APB-vel (aminoethoxy-diphenyl borate), vagy propranolollal
csokkenthetd. Adatainkbol arra kovetkeztethetiink, hogy a mitokondriumok
szinciciumokat képeznek az elektromossag vezetésére, mig a kalcium diffuzioja

mitokondriumrol mitokondriumra torténik.

A mitokondriumok duzzadasanak mérése

A glutamat excitotoxikus hatasa egyiitt jar a mitokondriumok duzzadasaval, a
permeabilitas tranzicios pérus (mPTP) megnyilasaval. Az ,,in situ” mitokondriumok
duzzadasanak kvantitativ, él0 sejten vald mérésére mindeddig nem volt megfeleld
modszer. Egy 1), kvantitativ ,,in situ” egysejtes mérési moddszert dolgoztunk ki,
mellyel a mitokondridlis duzzadds standard, vagy konfokalis fluoreszcens
mikroszkopon detektalhat6. Ez a morfometrikus technika alkalmas a fluoreszcens
proteinekkel lathatova tett mitokondriumok relativ atmérdjének meghatarozasara. A
sejtekrdl felvett fluoreszcens képeket feliil- és alul- atereszto filterekkel sziirtik. A
mitokondrialis duzzadast a feliil- és az aluldtereszté szlirdkkel kapott kép
fluoreszcencia intenzitdsdnak ardnya adja meg. Ezt az aranyt ,thinness ratio”-nak
neveztik el. A filtereket az érzékenységhez igazitott numerikus optimalizalassal
valasztottuk ki. A thinness ratio érzékeny volt a mitokondridlis duzzadasra, de a
mutatjak, hogy az asztrocitdk mitokondriumai rovid ideig tartd szétkapcsolast, vagy
az oxidativ foszforilaci6 gatlasat kovetden megduzzadnak, mig tenyésztett kérgi

neuronokban ez a jelenség nem figyelhetd meg.

I1.4. Vizsgalatok a vér-agy gat miikodésével kapcsolatosan

A tight junction struktara matrix-fliggése




A vér-agy gatnak (BBB) fontos szerepe van a kozponti idegrendszer
homeosztazisanak fenntartasaban. Munkacsoportunk hosszabb ideje foglalkozik a vér-
agy-gat létrehozéasaban alapvetd szerepet jatszo endotél sejtek miikddésével. Az intakt
endotélium barrier funkciojat agynevezett szoros ” tight ” kapcsolatok (TJ), valamint
az ezt segitdé adherens kapcsolatok biztositjak. Ebben a munkankban a TJ fehérjék
koziil a klaudin-5, a ZO-1 (zonula oocludens), az adherens kapcsolatok fehérjéi koziil
a beta-katenin expresszidjat vizsgaltuk patkany agybol izolalt endotél sejteken.
Kérdésiink: megmarad-e az intakt endotélre jellemz6 TJ struktura, és thrombin
receptor expresszid, ha a sejteket egy egyszerii, jol reprodukalhato, de szintetikus
matrixon (Matrigel) novesztjik az altalanosan alkalmazott természetes, de nagy
egyedi ingadozdsokat mutatd cornedlis endotél matrix helyett. Az eredmények
igazoltak a Matrigél alkalmazhatosagat altalanos matrixként, mind a TJ szerkezet,

mind a thrombin receptor jelatvitel valtozatlan maradt.

A Na/H cserélok miukodése oxidativ stresszben

A vér-agy gat (BBB) alapvetd fontossagi az agy ion és pH homeosztazisanak
fentartasdban is. A BBB modellezésére primer patkany agyi kapillaris sejteket
(RBCE) valasztottunk, melyek a BBB-vel in vivo megegyezd morfoldgiai és
biokémiai tulajdonsdgokkal birnak. Munkank soran ezen sejtek pH szabalyozo
mehanizmusat ¢és a hidrogén peroxid indukdlta oxidativ stresszre adott valaszat
vizsgaltuk.

Az RBCE sejtekben NH4Cl hatasara jelentkez6 sejten beliili acidozis reverzibilis. A
folyamatban elsédleges szerepet jatszanak a Na'/H'  cserélék és a Na'-fiiggd
HCOs/CI" cserélok. Szerepiiket a kovetkezd kisérletek igazoltak: a pH visszatérése
gyorsabb volt bikarbonat, mint HEPES médiumban; a Na'/H" cserélék gatlasa utan az
intracellularis pH nem emelkedett az NH4Cl adasa elétti 6.83-6.9 értékre; Na™ mentes
bikarbonat pufferben az intracellularis pH véltozas irreverzibilis.

RT-PCR vizsgilattal igazoltuk a Na'/H" cserélék NHE-1, NHE-2, NHE-3,
NHE-4 izoformajanak jelenlétét RBCE sejtekben. Az izoformak mennyisége kozott
lényeges eltérés nem talalhatd, lokalizaciojukra korabbi publikaciok alapjan
kovetkeztethetiink.

A szabadgyokok koziil a nagy fokban membranpermedbilis H,O, hatdsat

vizsgaltuk. A H,O, 6nmagaban nem befolyasolta a steady-state intracellularis pH-t.



Ugyanakkor NH4Cl adasa utan a H,O, gatolta az intracelluldris pH visszaallasat

feltehetden a Na'/H ' cserélok gatlasan keresztiil.

I1. 5. Az angiotenzin II posztreceptoriilis hatismechanizmusa

A mellékvesekéreg glomerulosa sejtek aldoszteron termelésének legfontosabb
szabalyoz6 hormonja az angiotenzin II, mely ATI1-receptorok aktivaladsaval hozza
létre ezt a hatasat. Az angiotenzin hatasara fokozodo szteroid termelés fokozott
szabadgyok képzéssel jar, ezért az angiotenzin II hatasmechanizmusanak jobb
megismerése kozvetve hozzdjarul a szabadgydk termelés szabalyozéasanak
megismerésé¢hez. Miutan az ATl-receptor miikddésének mechanizmusat olyan
sejtekben kivantuk vizsgalni, melyek endogén modon is expresszaljak a receptort,
ezért problémat jelentett az altalunk expresszalt (mutans, illetve eredeti), valamint az
endogén AT]I-receptorok hatdsainak elkiilonitése. E probléma megoldasara olyan
ATl-receptort hoztunk Iétre, mely nem koti az AT1-receptor blokkold candesartant,
de egyéb miikodéseit tekintve megegyezik az eredeti receptorral. Szamos muténs
ATl-receptor vizsgalatat kovetoen azt talaltuk, hogy az S109Y mutaciot tartalmazo
receptor felel meg ezeknek a kovetelményeknek. Ez a receptor nem kot detektalhatod
mértékben candesartant, de expresszids szintje, internalizacids kinetikdja, inozitol-
foszfat jel aktivalo képessége ¢és B2-arresztin kotése megegyezik az eredeti
receptoréval. E receptort C9 sejtekben expresszalva igazoltuk, hogy ez a mutans
receptor azonos jelatviteli tulajdonsagokkal rendelkezik az endogén receptorral, és az
S109Y mutaciot a G-fehérje aktivalasért felelos régio (Aspl25 és Argl26)
II hatasara G-fehérje aktivalastol fliggetlen MAP-kinaz aktivalodas.

A G-fehérjétol fiiggetlen mechanizmussal kialakul6 ERK aktivalas
kialakulasaban alapvetd szerepet tulajdonitanak az aktivalt receptorokhoz kotodo
beta-arresztin  molekuldknak. A B2-arresztin kotés  vizsgdlatdt konfokalis
mikroszkoppal (GFP-vel megjelolt B2-arresztin segitségével) és biolumineszcencia
energia transzferen (BRET) alapuldé moddszerrel is elvégeztiik. A BRET vizsgalat
esetében renilla luciferazhoz kapcsolt B2-arresztin molekulat és sarga fluoreszcens
fehérjéhez (YFP) kapcsolt ATl-receptort alkalmaztunk. Az angiotenzin II G-
fehérjétol fiiggetlen jeltavitelének vizsgalatdra szintén alkalmas a Sarl,lle4,Ile8-
angiotenzin II vegyiilet, mely nem képes G-fehérjét aktivalni, de serkenti a receptorok

internalizacigjat és B2-arresztin kotését. 6 oOra angiotenzin Il-stimulalas H295R



adrenokortikalis sejtekben aldoszteron-szintaz (CYP11B2) mRNS expressziot real-
time PCR-rel kvantifikalva 6,3+1,3 - szorosara ndvelte. Ez a hatas nem jott 1étre, ha a
sejteket Sarl,lle4,lle8-angiotenzin II-vel serkentettik, ami arra utal, hogy az
angiotenzin II aldoszteron-szintdz aktivalast kivalto hatdsa G-fehérje medialt
folyamat.

Tovabbi vizsgalatainkban a receptorok jelatviteli heterotrimerikus G-
fehérjékre kifejtett hatasanak nyomon kovetésére alkalmas BRET moddszert allitottunk
be. Ennek érdekében létrehoztunk YFP-hez, illetve RL-hoz kapcsolt G-fehérje
alegységeket, és megvizsgaltuk az ATl-receptor aktivalasanak hatasat e G fehérje
alegységek interakcigjara. A mérés soran azt hasznaltuk ki, hogy a G-fehérje alfa,
illetve béta-gamma alegységek kozott nyugalmi koriilmények kozott BRET
modszerrel kimutathato interakcid a sejtek serkentésekor csokken, hiszen az aktivalt
G-fehérje alegységek szétvalnak. Els6ként Renilla luciferazhoz kapcsolt o, fehérje
(00-RL) ¢és fokozott fluoreszcenciaji YFP-vel jelolt B; alegység (EYFP-)
interakcigjat vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy ha ezeket a fehérjéket CHO sejtekben
ko-expresszaljuk AT1-receptorral, akkor angiotenzin II hatasat kovetden minimalis
mértékit BRET interakcio valtozas mutathatoé csak ki angiotenzin II hatasara. Ezzel
szemben Gi-fehérjéhez kapcsolt kannabinoid CBIl-receptort expresszaldé CHO
sejtekben agonista (WINS55,212-2) hatasara jelentés BRET interakcio csokkenés
mérhetd ki. Ezek az adatok arra utalnak, hogy az ATI-receptor kevésbé aktivalja a
G,-fehérjét CHO sejtekben, mint a CB1-receptor. Kimutattuk, hogy ha az AT1 és a
CB1 receptorokat ko-expresszaljuk a sejtekben, akkor angiotenzin II hatasara is
l1étrejon a G-fehérje aktivacio, mely hatas gatolhato AT1 és CBI1 receptor gatlokkal,
valamint diacilglicerin-lipadz gatloval, mely az egyik legfontosabb endokannabinoid
vegyiilet, a 2-arachidonil-glicerol keletkezését gatolja. Ezek az adatok arra utalnak,
hogy angiotenzin II hatasara a sejtekben endokannabinoidok keletkeznek, melyek
CBI1 receptorokat képesek aktivalni.

Megvizsgaltuk, hogy H295R adrenokortikalis sejtekben a transzaktivacio
szerepet jatszik-e az aldoszteron-szintetaz expresszidjanak szabalyozasaban, illetve a
MAP-kinaz ERK1/2 aktivalasaban. Az Angll hatasara létrejovo ERK1/2 aktivaciot
kiilonféle protein kindz Co gatlokkal meg tudjuk akadalyozni. Az aldoszteron-szintdz
expressziojat a Ca®/kalmodulin-fiiggé protein kinaz IT gatloszere gatolja. Ezek szerint

az aldoszteron-termelé sejtekben a proliferaciot létrehozé Angll-indukalt ERK-



aktivacio PKCo enzimen keresztiil torténik, mig az aldoszteron-szintaz expresszidjat a
hormon a Ca®/kalmodulin rendszeren keresztiil fokozza. A B-arresztin aktivalast
1étrehozo ([Sarl,Sar4,Ileg]—angi0tenzin II nem fokozza a a szintaz expressziojat.
H295R sejten vizsgaltuk az angiotenzin hatasat az aldoszteron-szintdz gén és
a Nurrl transzkripcios faktort kddolo NR4A2 gén expressziojara. Ang Il a CYP11B2
mRNS expressziot tobbszorosére novelte, amelyet a MEK- és CaMK inhibitor kezelés
csaknem teljesen gatolt. A Nurrl expresszidja Ang Il hatasara nagysagrenddel nott,
amelyet MEK - és CaMK inhibitor kezelés ugyancsak gatolt. Arra kovetkeztetiink,
hogy az aldoszteron-szintdz expresszidjaban a CaMK és a MEK-ERK utvonal
egylittesen jatszik szerepet, ez utobbi valosziniileg a Nurrl korai transzkripcios faktor

indukciodjan keresztiil is.
IL. 6. Szabadgyokszint valtozasok hatisa a Ca’" jelképzésre glomeruléza sejtben

Szteroid termeld sejtekben a mitokondridlis elektron transzport mellett a
mitokondrialis szteroid hidroxilacié is szuperoxid képzddéssel jarhat. Tobbféle
szteroid termeld sejttipuson Gsszehasonlitd vizsgalatokat kezdtiink a ROS hatasainak
€s szerepének tisztdzasara. UV fény hatasara a patkany glomeruloza sejt
mitokondrialis NAD(P)H szintje monoexponencialis esést mutat. Exogén O, " és H,O,
hatasdra a NAD(P)H szint tigyszintén esik. Az UV fénnyel 1étrehozott NAD(P)H esést
szabadgyok ellenes szerekkel csokkenteni lehet. Ellentétben a koros mértékben
fokozod6 szabadgydk (ROS) termelés hatasaval, amelynek kovetkeztében a
citoplazma [Ca®™"] glomeruléza sejt is emelkedik, kisintenzitasti UV-besugarzassal
kivaltott kisfoku O,” termelés az angiotenzin II Ca®" jel képz6 hatasat gatolta.
Extracellularisan képz6dé O, hasonld hatasti volt. A ROS tamadaspontja a bels6
raktarbol torténé Ca®" felszabadulas. UV hatésara a mitokondrium Ca®" felvétele is
csokkent. Mig altaldban a szabadgyokoket karositdé tényezOnek tekintik,
megfigyeléseink azt mutatjak, hogy alacsony koncentracioban sejtvédd hatast is

crer

hatas felel meg.
II. 7. A mitokondrialis Ca®* felvétel szabalyozasa adrenokortikalis sejtben

Fehérje foszforilacid hatésa a mitokondrium Ca*' felvételére




A mitokondrialis szabadgyok termelést jelentésen befolyasolja a mitokondrium
matrix Ca®" koncentracioja. H295R adrenokortikalis sejtben, konfokalis lézer
pasztazd mikroszkopiaval, az endoplazmas retikulumba célzott GFP transzfekcioja
utan vizsgaltuk a mitokondrium ¢és az endoplazmas retikulum kozotti tavolsag hatasat
a mitokondrium Ca”" felvételére. Megallapitottuk, hogy az angiotenzin II hatas idején
t6rténd mitokondrialis Ca>™ jel képzés sebessége és a jel maximalis mérete az adott
mitokondrium ¢és az endoplazmas retikulum kozotti tavolsag reciprokaval, tehat
»KOzelségével” szorosan korrelal, ami egyben azt is jelenti, hogy az endoplazmas
retikulumtol tavol is képzOdik, ugyan lassii kinetikéval, mitokondrialis Ca®" jel.
Megfigyelésink nemcsak azt igazolja, hogy H295R sejtben a magas Ca’’
is, hogy e mikrodomén képz6édése nélkiil is lehetséges mitokondrialis Ca** felvétel. A
fesziiltség-aktivalt Ca®" belépést kovetd Ca®™ jel attevédése a mitokondriumba
fliggetlen a mitokondriumnak nemcsak az endoplazmas retikulumtol, hanem a
plazmamembrantél vald tavolsagatol is, tehat a Ca®* jel ezittal is magas Ca*"

A p38 MAPK gén csendesitése, az enzim farmakologiai gatlasa, tovabba az
ujtipusu (novel) protein kindz C izoformak farmakologiai gatlasa elOsegiti az
angiotenzin II-vel létrehozott Ca" jel attevidését a citoszolbol a mitokondriumba.
Protein foszfataz gatlas ellentétes hatasu. Ezekkel Osszhangban a p38 MAPK ¢s az
Gjtipusi  PKC izoformék egyidejii aktivalisa a Ca®" jelnek a citoszolbol a
mitokondriumba torténé attevédését gatolta. A Ca®" felvételi sebesség és a
mitokondrium — endoplazmas retikulum kozelsége kozotti pozitiv korrelaciot a p38
MAPK, az ujtipusu (novel) protein kindz C izoformak, tovabba a protein foszfatdzok
gatlasa megsziinteti. Az adatok analizise azt mutatja, hogy a kezelések hatdsara
elsdsorban az endoplazmas retikulumtol tadvoli mitokondriumok miikddése valtozott: a
fehérje foszforilaciok gatlasanak hatasara Ca®" felvételiik fokozodott, a foszforilacios
allapot fokozasanak hatasara viszont csokkent. A H295R sejtben a fesziiltség aktivalt
Ca®" belépéssel létrejové Ca™™ jel kozel akkora mitokondrialis Ca®" jelet hoz létre,
mikrodomén csak az utébbi esetben johet Iétre. Eredményeinkbdl arra
kévetkeztetiink, hogy Ca>" mobilizalo agonista hatasara olyan fehérje foszforilacio
jon létre, amely a Ca®" felvételi mechanizmusanak gatlasaval a felvételt az

endoplazmas retikulum-kozeli mitokondriumokra korlatozza és ezzel védi a sejtet a



mitokondrialis Ca®" tulterhelés és az ebbdl kovetkezé apoptozissal szemben. Ezzel
ellentétben fiziologias mértékii Ca™" belépés (pl. fiziologias K ingerlés vagy raktar-
szabalyozott Ca** belépés) esetén a mitokondriumok térbeli korlatozas nélkiil, tehat a

crcr

Ca’" -ot.

A citoszol M,q2+ jel hatasa a mitokondrium Ca’" felvételére

A Mg”" altalaban gatolja a Ca*" transzport folyamatokat, s régéta az is ismert,
hogy a Mg*" az izolalt mitokondrium Ca®" felvételét gatolja. Hogy ennek van-e
fiziologias jelentOsége, az tisztazatlan maradt. HEK293T sejten végzett kisérletekben
megallapitottuk, hogy az extramitokondrialis [Mg”'] emelkedése, elsésorban a 0.3 — 1
mM-os tartomanyban, erésen gatolja a mitokondrium Ca*" felvételét. Ca*" mobilizalo
agonista (metabotrop receptoron hatd ATP) hataséra a citoszolban Mg*" jel képzédik,
amelynek cstcsértéke 2-3-szorosan haladja meg a nyugalmi atlagban 0.3 mM-os
értéket. A Mg®" jel kialakuldsanak mechanizmusat illeten kimutattuk, hogy 1) a
[Ca™"] emelkedés hatasara Mg®" szabadul fel a citoszol fehérjékrél; 2) az IP; hatasara
nem csak Ca®" , hanem Mg”" is 1ép ki az endoplazmas retikulumbol. Mg*" influxnak
vagy az ATP bomlasbol felszabadulo Mg®" -nak a jel létrehozasaban kimutathato
hatisa nem volt. Ezek szerint Ca®" mobilizalo agonista hatsara olyan Mg*" jel
képzédhet, amely az eddig ismert tamadaspontokon kiviil a mitokondrialis Ca**

felvételt is gatolja. E gatlas csokkentheti a mitokondrium szabadgydk képzését.

I11. Elektron transzfer rendszer az endoplazmas retikulumban
Kutatasaink elsésorban az endoplazmas retikulum lumen redox viszonyainak, illetve
az endoplazmas retikulum eredetii stressz €s apoptdzis mechanizmusanak vizsgalatara

iranyultak.

II1. 1. Az endoplazmas retikulum intraluminalis redox rendszereinek vizsgalata



Igazoltuk, hogy a FAD emlds sejtekben is oxidalja az EROlp-protein diszulfid-
izomeraz elektronatvive lancot. Az oxidativ hatashoz az endoplazmas retikulum
membran épsége elengedhetetlen.

Megallapitottuk, hogy az endoplazmas retikulumbo6l szarmazoé mikroszomalis
vezikuldk megtartjdk piridin-nukleotid tartalmukat. A piridin-nukleotidok doéntéen
redukalt formédban vannak jelen. Miutan bizonyitottuk, hogy az endoplazmas
retikulum lumenében magas a [NADPH]/[NADP] arany, vagyis a piridin-nukleotid
redox rendszer redukalt allapotban van, felvet6dott a kérdés, hogy hogyan lehet ezt
fenntartani a jellegzetesen oxidalt tiol-diszulfid redox rendszerrel kozos
kompartimentumban. A citoplazmaban ugyanis a két rendszer kozti egyensulyt
biztositja az oket Osszekapcsold glutation-reduktdz enzim. M4ajbol sejtfrakcidkat
izolaltunk, és bizonyitottuk, hogy az endoplazmas retikulum Iumenében nincs
glutation-reduktdz enzim, illetve aktivitas, igy a két eltéré redox allapotu rendszer

egymastol fliggetlentil jelen lehet a k6z6s kompartimentumban.

IIL.2. A G6PT - H6PDH - 11BHSDHI1 triasz vizsgalata

M34j mikroszomak felhasznéalasaval bizonyitottuk az endoplazmaés retikulum glukédz-
6-foszfat-transzportere (GO6PT), a hexdz-6-foszfat-dehidrogenaz (H6PDH) és az 1-es
tipust  11B-hidroxiszteroid-dehidrogendz (11BHSDH1) kozotti  funkciondlis
kapcsolatot. A transzporter sziikséges a glukoz-6-foszfat bejutdsahoz az
endoplazmas retikulum lumenébe, ahol a H6PDH oxidalja, mik6zben NADPH-t
termel, amelyet a 1 1HSDHI1 felhasznal a kortizon kortizolla alakitasahoz. A harom
fehérje altal alkotott rendszer jelenlétét sikeriilt kimutatnunk a zsirszovetben is.
Mivel a G6PT alapvetd funkcidjanak sokaig a glukoneogenikus sejtek endoplazmas
retikulumdban mikodo glukoz-6-foszfataz (G6P-az) enzim szubsztrattal valod
ellatasat tekintették, kérdéses volt a GOPT szerepe olyan sejtekben, amelyek ezt az
enzimet nem tartalmazzak. Eredményeink azt mutatjak, hogy az ilyen sejtekben (pl.
zsirsejtek) a GO6PT a redukalt piridin-nukleotidok termelésén keresztil a
glukokortikoidok prereceptorialis aktivalasaban jatszanak szerepet. A glukoz
metabolizmusa ¢és a glukokortikoidok prereceptorialis aktivalasa kozotti kapcsolat
kiilondsen az elhizas, a metabolikus szindroma, illetve a 2-es tipusu diabetes

patomechanizmusa szempontjabdl jelentOs.



Az endoplazmas retikulum intraluminalis NADPH-termelésének egy
lehetséges alternativ modjat is megtalaltuk. A NADP -fiiggé izocitrat-dehidrogenaz

citoszolikus izoenzimének intraluminalis jelenlétét mutattuk ki.

II1.3. Cellularis és in vivo, redox alapu endoplazmas retikulum stresszmodellek

kifejlesztése és vizsgalata

S3483, a GO6PT gatloszere apoptozist idéz eld granulocitdkban, ami dsszhangban van
azzal a klinikai megfigyeléssel, hogy a G6PT-hidnyos glikogéntarolasi betegség 1b
altipusaban (GSD1b) szenvedd betegekben rendszerint stilyos neutropénia alakul ki.
Mivel ezek a sejtek sem rendelkeznek G6P-az aktivitassal, feltételeztiik, hogy itt is a
H6PDH mikddésével és a NADPH-termeléssel Osszefiiggd hatasrol van szo. Ezt
tamasztotta ald az a megfigyelésink is, hogy az S3483-okozta apoptdzis
antioxidansokkal kivédhetd. Kimutattuk, hogy a granulocita endoplazmas retikulum
tartalmazza a korabban majsejtekben és adipocitdkban észlelt G6PT-H6PDH-
11BHSDHI1 rendszer elemeit, és ezek funkcionalis kapcsolatban is allnak egymassal.
Kimutattuk, hogy korabbi — mikroszomalis rendszerben nyert eredményeink alapjan
felallitott — hipotézisiinknek megfeleléen az aszkorbinsav hidnya tengerimalacok
majaban endoplazmas retikulum sztresszt okoz, mely a legfontosabb intraluminalis
chaperonok indukcidjaval jar, illetve késObbi fazisban apoptdzisba torkollik.
Megillapitottuk, hogy a hepatotoxikus acetaminofen endoplazmaés retikulum
eredetli apoptozist indukal egér majban. In vivo acetaminofen-alkalmazas utan az
endoplazmas retikulum sztresszhez kotodo jelpalyak aktivalodnak, és az apoptozis

kezdeti jelei is észlelhetok.

II1.4. Endoplazmas retikulum transzporterek vizsgalata

Mivel az endoplazmas retikulum lumenben folyik a szteroid-szulfatok dekonjugalasa,
kivancsiak voltunk, mely transzporter(ek) részvételével jut ki a keletkezé szulfat
anion a citoplazmaba. Feltételeztik a G6P-az rendszer részét képezO foszfat-
transzporter és GO6PT szerepét a folyamatban. Kimutattuk, hogy a szulfat anion
transzportere patkdny maj mikroszomaban fehérjemedialt, kétiranyu, alacsony
affinitastt és magas kapacitdsu, melyet aniontranszport-gatloszerekkel (pl. 4,4'-

diizotiocianatostilbén-2,2'-diszulfonat) gatolni lehetett. A transzportot sem a



foszfattranszport ismert gatloszereivel, sem foszfattal vagy pirofoszfattal nem tudtuk
befolyasolni, tehat a foszfat-transzporter szerepét kizartuk. Bar S3483 csokkentette a
szulfat transzportjat, a szulfat és a G6P kozotti gyenge kompeticido nem tamasztotta
ald a GO6PT részvételét a transzportban. GO6PT-t overexpresszald, illetve vad tipusa
COS-7 sejtekbdl szarmazd mikroszomak szulfattranszportja kozott nem volt
kiilonbség. Az eredmények szerint a glukoz-6-foszfat, a foszfat és a szulfat
mikroszomalis transzportjaért kiillonbozo transzporterek feleldsek.

Kimutattuk, hogy az endoplazmas retikulum transzlokon peptidcsatornaja
aspecifikus médon nemcsak kationok és toltéssel nem rendelkezé kis molekulak,
hanem szerves anionok (UDP-glukuronsav, mannoz-6-foszfat stb.)
membrantranszportjat is eldsegitheti. A jelenségnek szerepe lehet az intraluminalis
aktiv centrummal rendelkezd enzimek szubsztratellatdsdban. Kimutattuk, hogy a
transzlokon protein csatorna — egy eddig nem azonositott kation csatornaval egyiitt —
részt vesz az endoplazmas retikulumbol torténd passziv kalciumeffluxban. A
transzlokon kis molekuldk transzportjaban betoltott szerepét review-ban foglaltuk

0ssze.

IILS. Zoldtea fitofarmakonok hatasa az endoplazmas retikulum egyes enzimeire

és transzportereire

Kimutattuk, hogy a zdldtea fitofarmakonjai, koztiik a legnagyobb mennyiségben
jelenlevo epigallokatechin-gallat (EGCG) gatoljak az endoplazmés retikulum
lumenben a glukozidaz 11 aktivitasat. A gatlas lassithatja a glikoproteinek
mindségellendrzését. Az EGCG gatolja az  endoplazmas retikulum membranon
keresztiili glukuronidtranszportot is, mely hatds csokkentheti a xenobiotikumok
reaktivaciojat. Az EGCG korabban megfigyelt szdmos hatdsa mellett az altalunk leirt
) tamadaspontok tovabbi magyarazatot adhatnak a zoldtea in vivo megfigyelt
jotékony hatésaira.

Az EGCG-rdl leirtak, hogy csokkenti a maj glukéztermelését, valamint
feltételezhetben a GO6PT gatlasa révén okoz apoptozist glioma sejtekben, ezért
megvizsgaltuk hatdsat a G6P-az enzimrendszerre. Mdj mikroszoémakon végzett
kisérleteink azt mutattak, hogy az EGCG nem hat a G6PT-re, a G6P-az enzimet
kozvetleniil csak alig gatolja, de a glukdztranszport gatlasa révén mégis csokkenti az

aktivitasat. A megfigyelt jelenségnek szerepe lehet a szer antidiabetikus hatdsaban.



