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1. Roviditések jegyzéke

a-GP: a-glicerofoszfat

a-GPDH: a-glicerofoszfat dehidrogenaz

AK: adenilét-kindz

ARE: antioxidant response element

a-KG: alfa-ketoglutarat

a-KGDH: alfa-ketoglutarat dehidrogenaz

a-KGDHc: alfa-ketoglutarat dehidrogenaz komplex

ANT: adenin nukleotid transzlokaz, ADP/ATP transzporter

AP5: P1P>-Di(adenosine-5’) pentaphosphate

BCECF-AM: 2°,7’-bisz(2-karboxietil)-5,6-karboxifluoreszcein acetoxi-metilészter
BCKDH: elagaz6 aminosavakat lebontd 2-oxosav dehidrogenaz (branched-chain 2-
oxoacid dehydrogenase

BSA: marha szérum albumin (bovine serum albumine)

CI: mitokondrialis komplex I, NADH-koenzim Q oxidoreduktaz
CIIL: mitokondrialis komplex I, szukcinat dehidrogendz

CIII: mitokondrialis komplex III, koenzim Q-citokrém c reduktaz
CIV: mitokondrialis komplex IV, citokrom c¢ oxidaz

CAT: karboxiatraktilat

ApH: a mitokondrium belsé membranjanak két oldala kozotti pH gradiens
Aym: membranpotencial

EGTA: etilén-glikol- tetraecetsav

FET: forward electron flow; eldre irdnyuld elektrondram

FCCP: karbonilcianid-p-trifluorometoxifenilhidrazin

GDH: glutamat dehidrogenaz

GSH: glutation

H20:2: hidrogén peroxid

HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanszulfonsav

Keap: Kelch-like ECH-Associating protein 1

KoA: koenzim-A

MB: metilénkék

MBH:: leukometilénkék


https://www.google.at/search?client=opera&hs=7jO&q=carboxyatractyloside&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwj2wM-m8vrXAhUCzKQKHSiRBW0QvwUIJSgA

MnSOD: mangan- szuperoxid diszmutaz
Nrf2: nuclear factor erythroid 2 related factor 2-antioxidant response element
OXPHOS: oxidativ foszforilacio

PDH: piruvat dehidrogenaz

PHextra: extramitokondrialis pH

pHin: intramitokondrialis pH

Pi: anorganikus foszfat

pmf: protonmotoros erd

Prx: peroxiredoxin

RET: reverz elektrontranszport

ROS: reaktiv oxigénszarmazék

SDH: szukcinat dehidrogendz, komplex II
SSF: szubsztrat-szintii foszforilacio

SLP: substrate level phosphorylation
TPP*: trifenil-foszfonium ion

TRIS: trisz(hidroximetil)-aminometan



2. Bevezetés

2.1. A mitokondriumok eredete

A mitokondriumok, a sejtjeink erOmiivei, kiilsé €s bels0 membrannal hatarolt
sejtszervecskék. A kiils6 membran nagyobb molekulak szamara is atjarhaté a porin
fehérjéknek koszonhetden, mig a bels6 membran kevésbé permedbilis ionok szdmara,
transzportjukhoz specifikus transzporterekre van sziikség [1]. A bels6 membran
jellegzetes lipid-alkotoja a kardiolipin (a baktériumokhoz hasonldan); itt helyezkedik el
az energiaatalakitasban szerepet jatszo 1égzési lanc is [1]. A mitokondriumok mennyisége
nagysagrendekkel kiilonbdzhet, sejttipustol fliggden. A nagy energiaigényl sejtekben,
igy agyban, szivben, méjban vagy a harantcsikolt izomban szamuk elérheti a tobb ezret
is.

A mitokondriumok felfedezése az 1800-as évek végére nyulik vissza [2, 3]. A német
Richard Altmann a sejtben taldlhatd granulumokat az élet nélkiilozhetetlen elemeinek
tekintette, bioblasztoknak nevezte Sket [4]. Ugy vélte, hogy a bioblasztok a sejt egyetlen
»¢l0 részei” és a sejten belill szoros kapcsolatban allnak egymadssal, részt vesznek a
sejtmembran alkotasdban; amit azonban sokan kétségbe vontak. A bioblaszt,
kondrioszoma, eklektoszoma, hisztomér vagy plasztoszéma szavak mogott ugyanaz a
sejtszervecske, a mitokondrium all. Ezekre a sejtszervecskékre 1897-ben Carl Benda
megalkotta a mai is hasznalt elnevezést, a mitokondriumot, amely a gérog mitos = thread
(mitos=fonalak) és a chondrin sz6bdl szarmazik (chondrin= small grain=kis granulum)
[5]. 1949-ben Eugene Kennedy ¢és Albert Lehninger bebizonyitottak, hogy a
mitokondriumok a sejtlégzésért felelos szervecskék [2, 3]. Altmann tedridja a
bioblasztokrol azonban nem valt népszeriivé a késébbiekben sem. Sokan tigy vélték, hogy
a mitokondriumok &sei az o-proteobaktériumok voltak, amelyeket az eukariota sejt
bekebelezett és az évmilliok folyaman a sejt €s a baktérium kozott szoros szimbidzis
alakult ki, a sejt részévé valtak. Innen szarmazik a ma is elfogadott endoszimbionta
elmélet a mitokondriumok eredetére vonatkozoan [3, 6]. Mi sem mutatja jobban a
mitokondriumok bakterialis eredetét, mint Lynn Margulis 1970-ben napvilagot latott
feltételezése, miszerint a mitokondriumok sajat DNS-sel és RNS-sel rendelkezd
sejtszervecskék [6]. Ma mar tudjuk, hogy a mitokondriumokban a baktériumokhoz

hasonloan duplaszali cirkularis DNS van, ami emlds6kben 37 gént kodol; ebbdl 13



mitokondrialis fehérje, 22 tRNS (transzfer=szallit6 RNS) és 2 mitokondrialis riboszéma
RNS [7, 8]. Jol mutatja a mitokondrium és a sejtmag kdzotti szoros kapcsolatot tovabba
az is, hogy a tobbi mitokondrialis fehérjét (30-40000) a sejtmag kodolja [3]. Vannak olyan
transzkripcios faktorok (példaul Tfam- mitochondrial transcription factor A), amelyek a
sejtmagi eredetiick, azonban jelenlétiik elengedhetetlen a mitokondridlis fehérjék
atirasahoz [9].

Az utdbbi évtizedekben kidertilt, hogy a mitokondriumok nemcsak az energiatermelésben
toltenek be kozponti szerepet, hanem a Ca®* héztartas szabalyozasaban [10-15], az
apoptozisban [16, 17] és az oxidativ stressz kialakuldsaban szerepet jatszo reaktiv
oxigénszarmazékok (ROS) termelésében is [18, 19]. A sejtet ért oxidativ karosodas
szdmos betegségben megjelenik és vannak olyan nézetek is, amelyek az oregedést is a
fokozott ROS képzoédésnek [20] és mitokondrialis karosodasnak [21] tulajdonitjak [22,
23]. Szamos neurodegenerativ betegségben [24-27], igy Alzheimer- [28-30], Parkinson-
[31-34] és Huntington-koérban [32, 35, 36], 2-es tipusu cukorbetegségben [37-39],
daganatok kialakulasaban [40-42], iszkémia-reperfizioban [43-46] bizonyitott a
mitokondrialis karosodas. Igy az utobbi évtizedekben olyan vegyiiletek kutatasa és
eléallitasa, amelyek a mitokondriumokon is hatnak, rohamosan nétt [45, 47, 48].
Munkénk soran igy célul tlztiik ki egyrészt a mitokondridlis célponttal is rendelkezd
vegyiilet, a metilénkék (MB) hatasanak tanulmanyozasat a mitokondrium egyik ATP
termeld folyamatéara, a szubsztrat-szintli foszforildciora (SSF). Masrészt vizsgaltuk a
légzési lanc karosodast gyakran kiséré mitokondrialis ROS termelés befolyasolasanak
lehetdségét; ezen beliil is egy specialis allapot a reverz elektron transzport (RET) altal

tamogatott ROS protonmotoros er6tdl (pmf) valo fliggését.

2.2 A mitokondriumok szerepe az energiatermelésben

A mitokondriumok koézponti szerepet toltenek be az energiatermelésben. A
mitokondriumokban torténik a belélegzett oxigén redukcidja, amely a mitokondrium
belsé membranjaban elhelyezkedd 1€gzési lanc révén szorosan kapcsoltan miikodik az
ATP termeléssel. Szervezetiink az energiat a bevitt tapanyagok (foként szénhidratok,
zsirok, fehérjék) lebontasabol nyeri. A szénhidrdtokbol dontéen glukoz képzodik, amely

a glikolizis soran a citoplazméban piruvattd bomlik és NADH keletkezése mellett netto 2



ADP molekula foszforildlodik ATP-vé. A citoplazmatikus NADH a malét-aszpartat
ingan, vagy az a-glicerofoszfat dehidrogenaz (a-GPDH) ingarendszeren keresztiil jut be
a mitokondriumba, az oxidativ foszforilacié (OXPHOS) helyére. A glikolizis mellett egy
masik jelentds energiatermeld folyamat a zsirsavak mitokondridlis B-oxidéacioja, amely
soran acetil-Koenzim A (acetil-KoA), NADH illetve FADH: keletkezik. Az acetil-KoA a
citratkorbe belépve alakul at, a NADH-t a komplex I (CI) oxidélja, mig a FADH>
molekula az elektronjait az elektron transzfer flavoprotein komplexnek adja le, amely a
koenzim Q molekulan keresztiil a komplex III (CIII)-ra keriil, timogatva ezzel a 1égzési
lancot elektronokkal (lasd késébb). A ketontestek (acetoacetat, B-hidroxibutirat) éhezés
soran a majban szintetizalédnak, oxidacidjuk pedig az extrahepatikus szervekben megy
végbe. Lebomlasuk sordn a B-hidroxibutiratbol acetoacetat képzddik NADH
felszabadulas mellett, amely az elektrontranszportlancnak adja at az elektronokat. Az
acetoacetat ezt kovetden szukcinil-KoA-val reagalva atalakul, végeredményként 2 mol
acetil-KoA és szukcinat képzddik, amelyek belépve a citratkorbe eloxidalodnak, energiat
biztositva ezzel a szerveknek. Tovabba éhezésben a glukoplasztikus aminosavak (mint az
alanin, treonin, glicin, szerin, cisztein, stb.) lebomlasa sordn glikolitikus vagy citratkori
intermedier képzddik, amelyek végiil a citratkrben oxidaldédnak tovabb. A gluko-és
ketoplasztikus aminosavak nemcsak glikolitikus vagy citratkori intermedierré, hanem
ketontestekke is atalakulhatnak éhezésben (fenilalanin, izoleucin, tirozin, triptofan).

A glikolizis végterméke, a piruvat a mitokondriumban acetil-KoA-v4 alakul at a
piruvat dehidrogenaz (PDH) altal katalizalt reakcioban (piruvat + koenzim-A + NAD* >
acetil-KoA + CO; + NADH + HY). Az acetil-KoA a citratkorben oxidalodik, és tovabbi
harom redukalt NADH ¢és egy FADH2 molekula képzddik a citratkdri dehidrogenazok,
igy az izocitrat dehidrogendz, az a-ketoglutarat dehidrogenaz (a-KGDH), a szukcinat
dehidrogenaz (SDH; FAD redukcio) és a malat dehidrogenéz altal katalizalt reakcioban
(1. abra). ANADH-t a CI, mig a FADH2-t a komplex II (CII) oxidalja. Az elektronok ezt
kovetden a Cl-en vagy Cll-n keresztiil a lanc lipidoldékony elektronszallité molekulajara
a koenzim Q-ra (vagy mas néven ubikinon) keriilnek, amely a CIII felé szallitja az
elektronokat. A CIII és a komplex IV (CIV) kozott az elektronok transzportjat a belsd



membran kiilsd részén elhelyezkedd citokrom c végzi. Az elektronok a CIV-en keresztiil
a lanc végso elemére az oxigénre (O2) keriilnek azt vizzé redukalva.

A légzési lanc komplexei a redoxpotencidljuknak megfeleléen novekvo
sorrendben helyezkednek el, igy az elektronok aramlasa kdzben energia szabadul fel. Ez
az energia fedezi a protonok mitokondridlis matrixbdl az intermembran térbe torténd
kipumpalasat. A CI és CIII egy NADH + H" oxidacioja soran 4-4 proton kipumpalasara
képesek, mig a CIV 2 protont tavolit el a mitokondrialis matrixbol. A CII nem képes
protonok kipumpalasra, kovetkezésképpen, egy NADH molekula oxidéacidja soran 10
proton, mig egy FADH» oxidacidja soran (a CII oxidalja) 6 proton keriil ki az
intermembran térbe. Ennek kovetkeztében a belsé membran két oldala kozott proton

koncentraciokiilonbség és ennek megfelelden pH-kiilonbség alakul ki.
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1. abra: A 1égzési lanc és a citratkor felépitése és miikodése. Roviditések: a-KGDH: a-
ketoglutarat dehidrogenaz, Cyt c: citokrom c, KoA: koenzim A, Cl. komplex I, CII:
komplex II, CIII: komplex III, CIV: komplex IV, Pi: anorganikus foszfat. SDH: szukcinat

dehidrogenaz = CII, Q: kinol, ubikinol, koenzim Q. A citratkor részét képezd enzimek



nevét dolt betiivel tiintettem fel. Zo61d szinnel jeldltem a citratkdrben a szubsztrat-szintii

foszforilaciot, amit a szukcinil-tiokinaz katalizal.

Az ionok toltése kovetkeztében az intermembran tér pozitivabb toltést €s alacsonyabb
pH-ju lesz, mint a matrix, tehat elektromos potencidlkiilonbség is létrejon. Az igy
kialakulo elektrokémiai potencialkiilonbség a protonmotoros erd (pmf) biztositja az ATP
szintézishez sziikséges energiat. Ezek a fentebb emlitett folyamatok adjak a vazat a
kemiozmotikus elméletnek [49, 50], melyért 1978-ben Peter D. Mitchell brit kémikus
kémiai Nobel-dijat kapott. Mitchell felfedezései a kovetkez6 4 posztulatumban
foglalhatok 6ssze [50]:

1. A belsé membranban elhelyezkedé ATP-szintdz katalizdlja az ADP foszforilaciojat,
amelyhez sziikséges a protonok intermembran térbdl a mitokondrialis matrixba torténd
szallitasa.

2. A mitokondrium bels§ membranjaban helyezkednek el az elektrontranszportldnc
enzimkomplexei, amelyek biztositjak, hogy az elektronok aramlésa és a protonok a
matrixbol az intermembran térbe torténd transzlokacidja egymassal kapcsoltan
mukodjon.

3. Az elektrontranszportlancban olyan transzportrendszer helyezkedik el, amely lehetévé
teszi a OH" aramlasat az anionokkal szemben és a H' transzportjat a kationokkal szemben.

fgy az elektrontranszportlinc normal miikodése soran a belsé membran két oldala kozott
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protongradiens alakul ki, amely pH-kiilonbség és potencialkiilonbség kialakuldsdhoz
vezet.
4. Az 1., 2. és 3. posztulatum olyan rendszerekre igaz, amelyek intakt membrannal
rendelkeznek, és alacsony a membran ateresztoképességiik protonokra, kationokra és
anionokra nézve.
Kloroplasztokban a pmf jorészt csak a ApH-bol all, mig ezzel szemben a
mitokondriumokban a mitokondrialis membranpotencial (Aym) a dominans komponens
[1, 51]. A pmf-t a kovetkezOképpen lehet kiszamitani [1]:

Aun=Aym+2.3RT ApH

F

Aun+= pmf, R= egyetemes gazalland6 (8,314 J/mol'K), F= Faraday alland6 (96485,3399

C/mol), T= abszolut homérséklet.
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Az intermembran térb0l a protonok az ATP-szintdz protoncsatornajan keresztiil
visszajutnak a matrixba. Az ATP-szintaz az F1 katalitikus és Fo motoros alegységbdl épiil

fel (2. abra).

B

rotacié

LB
2. dbra: Az ATP-szintaz felépitése emlésokben (forréas:

http://www.cella.cn/book/07/01.htm) Fo: motoros alegység, amely részei az a alegység a
félprotoncsatornaval, 8 darab alegységbdl felépiilé c alegység. Fi: katalitikus alegység,
amely részei: aaBayi€1 alegység. y: periférias alegység vagy szar. Az F1 alegység a matrix

felé néz.

A periférids alegység vagy szar (y) koti 6ssze a F1 és Fo alegységet egymassal. A Fo
domén az n. félprotoncsatornat alkotd a alegységbdl és ¢ gyliriibdl épiil fel. Emlésdkben
8 proton sziikséges ahhoz, hogy az ATP-szintaz F, alegységének ¢ gyiiriije 360°-0s
fordulatot tegyen és mozgasba hozza a katalitikus alegységet (F1), ahol megtorténik az
ATP szintézise [52]. 8 proton ataramlasa soran 3 mol ATP keletkezik, igy egy NADH
molekula oxidacidja ~3 mol, egy FADH2 molekula pedig ~2 mol ATP szintézisét fedezi.
A mitokondriumban keletkezett ATP és a szintézishez sziikséges ADP széllitasa a belso
membranban elhelyezkedd adenin nukleotid transzlokdz (ANT) cseretranszporteren
keresztiil torténik. Fiziologias pH-értéken az ATP, mig az ADP t5ltéssel rendelkezik
és 1 H" kozremiikodése sziikséges a transzporthoz, amely a Aym terhére megy végbe,
azaz cserénként egy negativ toltéssel csokken a Aym. Kés6bb még emlitésre keriil, de itt

is érdemes megjegyezni, hogy bizonyos matrix ADP és ATP koncentraci6 mellett,
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valamint kellden alacsony Aym esetén, az ATP-szintdz és az ANT is képes forditott

iranyban muiikodni (2.4 fejezet).
2.3. A mitokondrialis ATP termel6 folyamatok

A mitokondriumokat mélton hivjak a sejtek energiatermeld szerveinek [53],
hiszen harom helyen is torténhet ATP termelés. Ezek koziil a legnagyobb jelentdséggel -
a fent leirt- OXPHOS bir, amely a Peter Mitchell altal 1961-ben leirt kemiozmotikus
teodria értelmében kapcsoltan miikodik a terminalis oxidacidval [49].

Jelentés mennyiségli ATP keletkezhet tovabba a mitokondriumban talalhaté adenilat-
kinaz (AK) izoenzimek altal katalizalt reakcioban (2 ADP (GDP) €<—-> AMP (GMP) +
ATP (GTP)). Egy 2014-ben megjelent dsszefoglalo cikk 9 AK izoformat sorol fel [54],
amelyek lokalizdcidban, molekulatomegben, kinetikai tulajdonsdgaikban, szdveti
eloszlasban ¢és szubsztrat specificitasban térnek el egymastol. Az AK2 izoforma a
mitokondrium bels6 membran kiilsé részén helyezkedik el, az AK3 és AK4 a
mitokondrium matrixaban foglalnak helyet [54-56].

A harmadik mitokondridlis energiatermeld folyamat a szubsztrat-szintli foszforilacio
(SSF) [57], amely a citratkor részét képezi. A reakcidt a szukcinat-tiokinaz (vagy
szukcinil-KoA-ligaz) enzim katalizalja, amelynek két izoformaja 1étezik [58]: az ATP-t
termel6 izoenzim: szukcinil-KoA + ADP + Pi (foszfat) = szukcinat + KoA + ATP (EC:
6.2.1.5), illetve a GTP-t termel6 enzim: szukcinil-KoA + GDP + Pi (foszfat) > szukcinat
+ GTP + KoA (EC: 6.2.1.4). A SSF soran az ATP a légzési lanctol és a pmf-tdl fiiggetleniil
keletkezik [57]. Igy jelentdsége kiemelkedd 1égzési lanc karosodassal jard patologias
allapotokban [59, 60], illetve anoxidban azaz oxigén hianyos allapotokban [61].
Fiziologias koriilmények kozott a barna zsirszévetben a SSF soran keletkezett ATP-nek
példaul fontos szerepe van a hotermelésben [62, 63]. A folyamatban a termogenin nevii
fehérje szétkapcsolja egymastol az OXPHOS-t a termindlis oxidaciotol, igy az OXPHOS

csokken, az energia hétermelésre forditodik.

2.4. A mitokondrialis szubsztrat-szintii foszforilacio jelentosége

Az utobbi évtizedben a mitokondrialis SSF egyre nagyobb szerepet kapott,

ugyanis légzési lanc karosodas soran képes a Aym megtartasara. Igy megakadalyozva a
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citoszolikus ATP mitokondridlis felhasznalasat az ANT forditott iranya miikodésének
gatlasaval [60, 64]. Hogyan torténik mindez? Régoéta tudott tény, hogy a mitokondriumok
nemcsak ATP szintézisére képesek, hanem az ATP hidrolizalasara is [59, 64-66]. A
hidrolizis esetén a mitokondrium a glikolizis sordn keletkezett citoszolikus ATP-t
hasznalja fel a Aym megtartasa érdekében, ami a citoszolikus ATP-szint nagymértékii
csokkenéséhez vezethet. Logikusan az ATP mitokondriélis lebontasa csak akkor mehetne
végbe, ha az ANT és ATP-szintaz is megfordultak [59]. Azt a Aym értéket, amikor az
ATP-szintaz vagy ANT megfordul, reverz potencidlnak nevezziik. Az ANT ¢és ATP-
szintaz forditott irdnyt miikodését egyrészt a Aym, masrészt a mitokondrialis ATP/ADP
arany szabja meg [59]. De ezen kiviil az ATP-szintaz és az ANT iranyultsagara szamos
tényez0 hatassal lehet, ilyen példaul a citoszolikus ATP és ADP koncentracio, kis
mértékben az intramitokondrialis pH (pHin), az extramitokondrialis (pHextra), Vagy az
anorganikus foszfat (Pi) és a magnézium koncentracio is befolyasolhatja. Az ATP-szintaz
¢és az ANT egymastol fiiggetleniil, nem egyszerre fordulnak meg. Légzési lanc karosodas
soran a Aym csokken, ami el6szor az ATP-szintaz megfordulasat vonja maga utdn. Ha a
Aym tovabb csokken, akkor értéke eléri azt a Aym-értéket, amikor az ANT is megfordul.
Ennek kovetkeztében a citoszolikus ATP bejut a mitokondrium matrixaba, mikézben az
ADP kifel¢ aramlik és az ATP-t az ATP-szintaz elkezdi hidrolizalni. (Olyan allapot sosem
fordulhat el6, amikor az ANT forditva miikddik és az ATP-szintdz normal modon.)
Lényegében haromféle allapotrol beszélhetlink: A) ATP-szintaz és ANT normal mdédon
mikodik; B) ATP-szintaz forditott modon, mig az ANT normal mdédon funkcional és C)
az ATP-szintaz és az ANT is forditott modon latja el a funkcidjat [59]. Azonban 1égzési
lanc kéarosodas soran, amikor még csak az ATP-szintaz miikddik forditottan, a
mitokondrialis matrixban a SSF révén keletkezhet elegendd mennyiségli ATP, ami
megakadalyozhatja az ANT megforduldsat a Aym megtartasaval, ezzel a citoszolikus ATP
mitokondrialis felhasznalast [67]. Kiss és munkatarsai a-KGDH mutans egereken végzett
vizsgalataikkal bizonyitottdk, hogy a neurodegenerativ betegségekben eldéfordulod a-
KGDH mutécié esetén kevesebb szukcinil-KoA képzddik. (Az enzim a kovetkezd
reakciot katalizalja: o-KG + KoA + NAD" - szukcinil-KoA + CO2 + NADH + H"))
Ennek kovetkeztében a citratkor kovetkezd 1épésében a SSF-t katalizadld szukcinat-
tiokinaz szamara nem all elegendd szubsztrat (szukcinil-KoA) rendelkezésre, igy a SSF

is csokken. Kisérleteik sordn az a-KGDH muténs egerek majabol és agyabol izolalt
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mitokondriumokbdl csokkent ATP kidramlast €s fokozott citoszolikus ATP felhasznalast
detektaltak a vad tipusu mitokondriumokhoz képest. Ezek a kisérletek arra utalnak, hogy
mind az ANT, mind az ATP-szintaz forditott mdédon miikodott, és a-KGDH karosodas
soran az egyik mentd ATP termeld folyamat kiesik. Vizsgalataik jol mutatjdk a SSF

jelentéségét 1égzési lanc vagy citratkori enzimdefektus esetén.

2.5. A metilénkék mitokondridlis hatasai - régi gyégyszer, 0j indikacio

2.5.1. Torténelmi attekintés

A metilénkéket (MB) a 19. szazad végén allitottak el6 [68, 69], amelyet kezdetben
textilipari festékként alkalmaztak, késébb pedig mikroorganizmusok megfestésére
hasznaltak [69]. Paul Ehrlich és Guttman elészor 1891-ben alkalmazta malaria
kezelésében abbol a tulajdonsagabol kiindulva, hogy a mikroorganizmusokba bejutva,
nemcsak megfesti azokat, hanem karosithatja is [70, 71]. Azéta felismerték, hogy a MB
a malaria terjesztéséért felelés egyik protozoon faj, a Plasmodium falciparum glutation-
reduktazat szelektiven gatolja, ezzel csokkentve az oxidativ stressz elleni védelmet, ami
a sejt pusztulasahoz vezet [72, 73]. A MB els6dleges antimalarias szernek szamitott a II.
vilaghabort végéig [73]. Azonban hasznalata soran a vizelet és a sclera elszinezddott, igy
hasznalata visszaszorult. K6zben az 1920-as években felismerték, hogy a cianid mérgezés
soran kialakul6 karosodas a MB-kel kivédhet6 [74]. Az 1900-as évek masodik felében a
fenotiazinvaz nitrogénatomjanak alifas oldallancanak modositasaval hoztak 1étre az els6
antidepresszans vegyiiletet, amely a klorpromazin nevet kapta [75, 76]. Emellett
sikeresen alkalmaztdk methemoglobinémia [77], ifoszfamid (Holoxan)-indukalta
enkefalopatia [78] és szeptikus sokk kezelésében is [79]. Az utobbi évtizedben egyre
nagyobb szerepet tulajdonitanak neuroprotektiv hatdsanak Alzheimer- és Parkinson-kor
modellekben [80-83], illetve memoriaserkentd és Oregedést lassitd tulajdonsaganak is
[82]. Ma a MB-t a methemoglobinémia gyogyitasaban vilagszerte sikerrel alkalmazzak
[84]. A methemoglobinémia soran a hemoglobin Fe?" ionjai Fe*" ionokké oxidalodnak
methemoglobint eredményezve, ami egyiitt jar az oxigénszallito kapacitas csokkenésével.
MB hatasara a NADPH-fiiggd methemoglobin reduktdz a MB-t MBH2-vé redukalja; a
keletkezett MBH> pedig leadja az elektronokat a methemoglobinnak hemoglobint

eredményezve [85]. Hazankban forgalmazott készitmény: METILENKEK Pharmamagist
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1%-os oldatos injekci6 [86]. Az Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszer Ellenérzé Hatosag
(U.S. Food and Drug Agency) altal engedélyezett készitmény: PROVAYBLUE™ [87].

3. dbra: A metilénkék oxidalt (MB) és redukalt (MBH>) formajanak képlete. Forras: [88].
A MB kival6 redox indikator: a MB kék szinét a glukdz egy levegotol elzart poharban

oxidalt metilénkék (MB, kék)
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képes elszinteleniteni, majd a poharat kinyitva az oldat a levegd oxigénjével érintkezve
ismét kék szinli lesz (“blue bottle experiment”) [73]. Ezen tulajdonsdga miatt még ma is
hasznaljak a MB-t a redukalé mikroorganizmusok (tejsavas baktériumok) kimutatasara,

illetve mikroba metabolizmus termékek (tejsav, borostyankdsav) meghatarozasara.

2.5.2. A metilénkék fébb tulajdonsagai

A MB vagy mas néven tetrametiltioninium-klorid (C1sH18CIN3S) heteroaromas
fenotiazinszarmazék (3. abra). Oxidalt formdja (metilénkék; MB) kék szinli, ami azzal
magyarazhato, hogy a molekula 600-700 nm-en a lathato fényt elnyeli és 350-600 nm-en
atengedi a fényt. Redukalt forméja (leukometilénkék; MBH2) azonban szintelen, nem
nyeli el a fényt a lathaté hullamhossztartomanyban [89]. Alacsony redoxpotencialjanak
koszonhetben (~ 10 mV) oxidalt és redukalt formaja a szervezetben egy reverzibilis
oxido-redukcids part alkot és elektron felvételével képes redukalodni, majd azt leadva
kiilonféle molekulaknak, oxidalodni. A MB ,hormetikus” hatasa is oxidoredukciods
tulajdonsagaval magyarazhato [88]. A hormézis (hormein gorogiil: mozgasba hoz,
linearisan fokozddik, majd a doézis tovabbi emelésével a bioldgiai hatas csokken, egy
bizonyos ponton til mar karos, gatldo [90]. Példanak okaért a mitokondriumba bejutva
alacsony koncentracioban (<2 uM) egy alternativ elektrontranszport biztositasa révén a
NADH és FADH> molekularol atveszi az elektronokat és az elektronszallitd molekulara,

a citokrom c-re szallitja. Mig magasabb koncentracioban aggregatumokat képezve a
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1égzési lanc komplexeitdl elektronokat vesz el, ezzel csokkentve azok aktivitasat [88]. A
MB ,,hormetikus” hatdsa mind viselkedés vizsgalatokban, mind pszichologiai teszteknél,
mind pedig mas biokémiai hatasban megmutatkozott [82, 88, 91].

Heterociklusos gytriirendszerének koszonhetden erdsen lipofil vegytilet, amely konnyen
jut at a bioldgiai membranokon [92]. A hatas kialakulasanak feltétele a molekula sejtekbe
vagy sejtorganellumokba torténd bejutasa; hatasat nem receptorokhoz kotve fejti ki [93].
novekszik antifungalis és antibakterialis hatasa is [94]. Képes kiilonféle fényforrasokbol
energidt felvenni és ezt az energiat atadja a molekuldris Oz-nek létrehozva a szinglet
oxigént (*O2). A szinglet oxigén elektrofil molekula, amely oxidalja a kiilénbozo
makromolekuldk (nukleotidok, lipidek) és biologiai membranok nagy elektronsiirtiségii
kettés kotéseit. Igy megnovelve a lipidperoxidaciot és csokkentve a membréanintegritast,
ami a membran fluiditdsdnak és kiilonféle ioncsatornak, transzporterek funkcidjanak

elvesztéséhez vezethet [95].

2.5.3. A metilénkék mitokondrialis hatasai

A MB egy un. alternativ elektrontranszport révén az elektronokat a NADH-r6l
[81] és a FADH>.r61 [96] a citokrom c-re [97, 98] szallitja a 1égzési lanc karosodasa esetén
[93, 98] (4.dbra). A NAD'/NADH redoxpotencialja -320 mV [99, 100], mig a
FAD'/FADH> [100] redox parnak -220 mV (szabad koenzimként és -40 mV
flavoproteinek alkotdjaként), igy negativabb standard redoxpotencialjuk miatt at tudjak
adni az elektront a MB-nek, amely standard redoxpotencialja +10 mV [101]. A CI, CII és
CIII gatlas soran az elektronok nem tudnak tovabb aramlani a 1€gzési lancban, a NADH-
t a CI, mig a FADH2-t a CII nem tudja oxidalni, igy a redukéaldo ekvivalensek

felhalmozodnak.
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4, dbra: A metilénkék hatdsa a terminalis oxidacidra és az oxidativ foszforilaciora
komplex I gatlas esetén. Fels¢ dbra a komplex I gatloszer jelenlétében kialakuld
energiadeficitet és mitokondridlis karosodast mutatja. Alsé abra komplex I gatlas esetén
a metilénkék jotékony hatasat abrazolja. Roviditések: Cyt c: citokrom ¢, CI: komplex I,
Cll: komplex 11, ClII: komplex 111, CIV: komplex 1V, Q: koenzim Q, ubikinol, kinol,
MBred: redukalt metilénkék, leukometilénkék, MBoyx: oxidalt metilénkék.

Kovetkezményesen csokken az ATP termelés és a mitokondrialis oxigénfogyasztas. A
felhalmozdédott NADH gatolja a citratkor sebesség-meghatarozé 1épését katalizalod
enzimet, az a-KGDH-t, ami citratkor lassuldasdhoz vezet. A MB azonban oxidalja a
NADH-t és a FADH2-t, az elektronokat MBH»>-ként a citokrém c-re szallitja. Az
elektronok a CIV keresztiil a molekularis oxigénre keriilnek és redukaljak azt. igy a MB
fokozza a mitokondridlis oxidaciot és az ATP termelést NADH-fliggd (glutamat és malat)
¢és FADH,-fliggd szubsztratok jelenlétében CI, CII, CIII gatlasa esetén. Ugyanilyen

koriilmények kozott a MB helyreallitja a Aym-t és noveli a mitokondriumok kalcium
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retencios kapacitasat [98]. A NAD*/NADH arany névekedése pedig az a-KGDH-t és a

citratkort felszabaditja a gatlas alol. A MB tovabbi mitokondridlis hatésai:

1. A MB fokozza a mitokondrialis hem szintézist a vasionok felvételének eldsegitésével

[82], a vas a hem porfiringyiirijének kozepén helyezkedik el Fe?* forméban.

2. A MB fokozza a CIV vagy mas néven citokrom c oxidaz aktivitasat [82, 91, 102]. A
CIV egy hemet tartalmaz6 enzim, igy a MB képes a hem szintézis eldsegitése révén
fokozni a CIV aktivitasat [82]. Ennek nagy jelentésége van példaul Alzheimer-korban,
amikor az amiloid B-fehérje aggregatumok a CIV hem csoportjahoz kotédnek [83,
103]. Emellett az amiloid B-fehérjék kotédnek citratkori enzimekhez [28], igy nem
keletkezik elegendé mennyiségii szukcinil-KoA a hem szintézishez. A folyamat soran
a CIV aktivitasa csokken, ami mitokondrialis diszfunkcidhoz és csokkent

energiatermeléshez vezet.

2.6 A mitokondrialis reaktiv oxigénszarmazékok

A reaktiv oxigénszarmazékok (réviden: ROS) oxigén tartalmu reaktiv vegyiiletek,
amelyek az oxigén természetes metabolizmusa soran keletkeznek a szervezetben. A
1égzési lancban normal koriilmények kozott az Oz 4 elektron felvételével vizz¢ alakul a
CIV altal katalizalt reakcioban. Azonban eléfordulhatnak olyan allapotok, amikor az O2
redukcioja tokéletlen. Oxigénbdl (O2) egy elektron redukcidjaval szuperoxid képzdodik
(O27), amely viszonylag stabil vegyiilet, spontan vagy a mitokondrialis mangan-
szuperoxid-diszmutaz vagy a citoszolikus zink-szuperoxid diszmutaz altal katalizalt
reakcioban atalakul hidrogén peroxidda (H202) [104]. A H20:> a kévetkez6 reakciokban
alakulhat tovabb: 1) H2O, + & — OH™ + "OH (hidroxilgyok; ez a folyamat mehet végbe a
Haber-Weiss reakcio soran- lasd alabb; 2) 2 H2O2 — 2 H2O + Oz, amelyet a katalaz enzim
katalizal [105]. A ‘'OH a leger6sebb természetben el6forduld reaktiv vegyiilet, amely
keletkezését példaul vasionok is katalizalhatjik a Haber-Weiss-reakcioban: Fe?* + H20-
> Fe*" + 'OH + OH [106], majd még egy H202 molekulaval reagalva: Fe** + Ho0, =
Fe?* + HOO' (hidroperoxil gyok) + H* [107], amit Fenton-reakciénak is hivnak. A HOO-
a Oz protonalt formaja: O2” + H.0 = HOO- + OH", amely erds prooxidans hatassal
rendelkezik, igy fontos szerepe van a lipidperoxidacioban [108]. A O2~azonban reagalhat

nitrogén tartalma vegyiiletekkel, példaul nitrogén oxiddal peroxinitritet (ONOQO")
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eredményezve, amely igencsak reaktiv vegyiiletnek szamit [109]. Jelen disszertacioban
nem térek ki a reaktiv nitrogénszdrmazékok targyaldsara.

A sejten beliil szamos ROS termel6 sejtszervecskét tartanak szamon [110] (5.
abra). Eloszor az 1970-es években irtak le az izolalt mitokondriumok ROS-képzd
tulajdonsagat [18, 111]. Azdta szamos betegségben figyeltek meg fokozott ROS
képzddést és bizonyitottak be a ROS szignalizacidban betoltott fontos szerepét[112].

Endoplazmas retikulum Plazmamembran Mitokondriumok
* NADP(H) oxidaz * NADP(H) oxidaz * Komplex |
* Erol * Lipooxigenaz * Komplex Il
» Citokrom P450 * Ciklooxigenaz * Komplex Il
* Lipidperoxidacio * o-KGDH
Lizoszéma " -GPDH
* Elektrontranszport ROS | BCkbH
, * PDH
lanc - DHODH
Citoplazma + 2-oxoadipat
Peroxiszoma * Lipooxigenaz dehidrogenaz
* Acil-KoA oxidazok * Ciklooxigenaz * Monoamin oxidazok
 Xantin-oxidaz » Xantin-oxidaz * Citkrom b5 reduktaz
* Poliamin oxidazok * Foszfolipazok * akonitaz

5. dbra: A reaktiv oxigénszarmazékok lehetséges cellularis forrasai Gorlach és mtsai
2015-06s illetve Andreyev és mtsai 2005-6s, valamint Brand M.D. 2016-os dsszefoglald
cikkei alapjan. Roviditések: a-KGDH: o-ketoglutarat dehidrogendz, a-GPDH: a-
glicerofoszfat dehidrogendz, BCKDH: eldgazd szénlancti 2-oxosav dehidrogenaz,
DHODH: dihidroorotat dehidrogenaz, PDH: piruvat dehidrogenaz.

Forrasok: [19, 110, 112]

Az aerob szervezet nem tud O nélkiill mikodni, azonban az O2 erds elektron
felvevo képessége miatt, ahogy mar az el6z6 bekezdésben kifejtettem, a ROS keletkezése
elkertilhetetlen [113]. A ROS-ok keletkezésének és hatasaiknak csokkentésére megfeleld
eliminalo, antioxidans rendszer is 1étezik. Normal koriilmények kozott a ROS képzo és
ROS eliminald rendszerek kozott steady-state allapot all fenn, tehat a képzddés és
eliminacid egymassal egyensulyban vannak. Ha az egyensuly a ROS képzddés
novekedésének vagy a ROS eltavolitds csokkenésének iranyaba eltolodik, oxidativ

stresszrdl beszéliink [112, 114]. A mitokondrialis ROS termel6 helyek definialasa és az
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eliminald rendszer tagjainak ismerete adhat képet arrdl, hogy mi all az oxidativ stressz
hatterében. A ROS-szint megemelkedése maga utan vonja szamos makromolekula (DNS,
proteinek) ¢és membran karosodasat (lipidperoxidéacid), ami patologias allapotok
kialakuldasdhoz vezet. Izolalt mitokondriumon a ROS termelést elsdsorban a szubsztrat
koncentracidja és az ATP sziikséglet szabja meg [112]. Irodalmi adatok alapjan a
mitokondrialis 1égzés 1-2%-a forditodik ROS termelésre [115]. Azonban ez nem
tekinthetd univerzalisnak. Goncalves €s mtsai azt mérték, hogy vazizomban nyugalmi
allapotban a 1¢gzés 0.1-0.5%-a, mig izommunka soran kevesebb, 0.01-0.03%-a forditodik
ROS szintézisre [116].

2.7 A mitokondrialis ROS forrasai

Szamos betegség velejardja, vagy kivaltdja a mitokondriumok diszfunkcidja, ami
sok esetben — féleg 1égzési lanc gatlas esetén — kovetkezményesen fokozott ROS
képzddéshez vezethet. A kialakul6 oxidativ stressz pedig a citratkor enzimeinek [117,
118] és a légzési lanc kompleinek ROS-érzékenysége miatt tovabbi mitokondrialis
karosodashoz vezet [119]. A mitokondriumban a legfrissebb Osszefoglalok szerint 13
ROS termeld helyet kiilonitenek el, amelyek vagy a mitokondridlis matrix felé, vagy az
intermembran tér felé vagy mindkét térbe szintetizalnak ROS-t [112]. A tovabbiakban
szeretném ismertetni a mitokondrialis ROS legfobb forrasait Andreyev és mtsai 2005-ben

[19] és Brand M.D. 2016-ban [112] megjelent 6sszefoglalé cikkeit alapul véve.

a. akonitaz (EC: 4.2.1.3): Az akonitaz a citratkori citrat—>izocitrat atalakulast
katalizal6 enzim, amelyrdl kimutattak, hogy a citratkori enzimek koziil a legérzékenyebb
H202-re [118]. Azonban az enzim maga is képes ROS-indukalta ROS termelésre. A Oz~
oxidalja az akonitaz [4Fe-4S](2+) centrumat, ami az enzim inaktivaloddséhoz vezet. Az
oxidacié soran [3Fe-4S](+) jon létre Fe?" és H2O2 keletkezése mellett, amelyek a Fenton-
reakcioban egymassal reagilva Fe®* + 'OH + OH" képzédéséhez vezetnek. Igy
elmondhat6, hogy az akonitdz Oz" 4altal torténd inaktivacioja kozvetleniil H20p,
kozvetetten pedig ‘OH képzddéséhez vezet, ami a molekularis Oz-nel reagilva Oz"-t

eredményez [120].
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b. 2-oxosav dehidrogeniz enzimcsalad
A 2-oxo0sav dehidrogenaz tipusu enzimek csoportjaba négy enzim tartozik: 1) a-
KGDH, 2.) PDH, 3.) 2-oxoadipat dehidrogenaz és 4.) az elagazo szénlancu aminosavak

lebontasat katalizalo 2-oxosav dehidrogenaz.

a-KGDH komplex (EC 1.2.4.2): A 2000-es években irtak le, hogy a citratkor sebesség-
meghatarozo 1épését katalizalo enzim, az a-KGDH, amely a-KG + NAD" + KoA -
szukcinil-KoA + NADH + H* + CO» atalakulast katalizalja, ROS termeld tulajdonsaggal
rendelkezik [121, 122]. Az enzimkomplex harom enzimbdl épiil fel: E1= a-ketoglutarat-
dehidrogenaz, E2= dihidrolipoamind-szukciniltranszferaz, E3= lipoamid-dehidrogenaz
vagy dihidrolipoamid-dehidrogenaz [123]. A flavin-tartalmi E3 alegységnek
tulajdonitjak a fokozott O2/H20> termelédést, ami NAD™ hidnyaban figyelhetd meg
katalitikus aktivitasa keriil elétérbe; mig NADH jelenlétében fokozodik a ROS képzddés.
Tehat az enzim ROS termelését a NADH/NAD™ arany szabja meg, amire hatassal van a
citratkor mitkodése is. Igy példaul 1égzési lanc karosodas soran a NADH oxidéaci6 zavart
szenved, felhalmozodva pedig a citratkor reakcidinak lassulasat és az a-KGDH fokozott
027/H20, termelését vonja maga utan. Ugyanis a flavincsoport redoxpotencialja (-280
mV) elegenddéen negativ ahhoz, hogy az elektronok nagy eséllyel redukaljdk a
molekularis oxigént [124]. Alzheimer- vagy Parkinson-korban szenvedd betegek agyabol
post mortem csokkent a-KGDH aktivitast mértek, ami hozzédjarulhat az enzim H20>

termelésének novekedéséhez a katalitikus aktivitas karara [125].

piruvat dehidrogenaz (PDH; EC 1.2.4.1): A PDH a mitokondrium matrixaban
lokalizalodd enzim, amely a piruvat + NAD" + KoA -acetil-KoA + NADH + H*
irreverzibilis atalakulasat katalizalja. A keletkezo6 acetil-KoA a citratkdrben alakul tovabb
oxalacetattal kondenzaldodva; ezzel lehetévé téve a glikolizis ¢€és a citratkor
Osszekapcsolasat. Az enzim az a-KGDH-hoz hasonldéan 3 enzimbdl all: El1= piruvat
dehidrogenaz, E2= dihidrolipoil-transzacetilaz és E3 = dihidrolipoil-dehidrogenaz. Az E3
alegység azonos az a-KGDH E3 alegységével, igy itt is feltételezhetd a PDH E3
alegységének fokozott ROS termelése magas NADH/NAD* arany mellett, hasonldan a-
KGHD-nél leirtakhoz [122, 126].
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2-oxoadipat dehidrogenaz (EC 1.1.1.172): A 2-oxoadipat dechidrogenaz a
mitokondrialis matrixban és a sejtmagban helyezkedik el [127]. Az esszencialis
aminosavak, igy a triptofan, a hidroxilizin és a lizin lebontasdban jatszik szerepet,
amelyek bomlési termékeként 2-oxoadipat keletkezik. A reakcidé a kdvetkezdképpen
jatszodik le: 2-oxoadipat + NAD™ + KoA= glutaril-KoA + NADH + H*+ CO». A folyamat
soran keletkez0 NADH visszaoxidalasat a CI végzi. A tobbi 2-oxosav dehidrogenaz
enzimhez hasonloan E3 alegység felelos a ROS képzddésért, elsdsorban az ott talalhato
flavin-oldallanc [128]. Az ebbe a csoportba tartozo enzimek koziil rotenon jelenlétében,

az 2-oxoadipat dehidrogenaz képes a legnagyobb mértékii ROS termelésre [129, 130].

elagazo aminosavakat lebonto 2-oxosav dehidrogenaz (branched-chain 2-oxoacid
dehydrogenase; BCKDH; EC 1.2.4.4.): Az enzim az elagazd szénlanci aminosavak,
tehat a leucin, izoleucin és valin katabolizmusaban jatszik szerepet; a mitokondrium bels
membranjaban helyezkedik el [131]. Bomlastermékeiket a BCKDH oxidalja tovabb
NADH ¢s a megfeleld acil-KoA képzddése mellett. A ROS képzddés mechanizmusa az
€l6z6 pontnal leirtakkal megegyezik; magas NADH/NAD™ arany esetén fokozott [129].

C. dihidroorotat dehidrogenaz (EC 1.3.3.1 vagy 1.3.99.11): Az enzim a
mitokondrium bels6 membranjanak kiilso részén helyezkedik el, a dihidroorotat = orotat
atalakulast katalizalja, ami a pirimidin nukleotidok szintézisében jatszik {6 szerepet. Az
elektron akceptor a légzési lanc részét képezd koenzim Q (ubikinon). Megfigyelések
alapjan az enzim in vitro koenzim Q nélkiil, redukalt formaban képes H20, termelésre

[132].

d. a-glicerofoszfat dehidrogenaz (EC 1.1.99.5): Az a-GPDH szintén a
mitokondrium belsé membranjanak kiilsé részén elhelyezkedd, FAD™ prosztetikus
csoporttal rendelkez6 enzim, ami egyben az a-glicerofoszfat (a-GP) inga részét képezi.
A glicerol-3-foszfat > dihidroxiaceton-foszfat atalakulast katalizalja, mikozben a FAD™
redukalodik, majd onnan az elektronok a koenzim Q molekulara keriilnek. A o-GP-tal
1élegeztetett izolalt mitokondriumok fokozott ROS képzését figyelték meg, ami tobb

mitokondrialis forrasbol szarmazhat [133, 134]. Az elektronok egyrészt a koenzim Q-ra

23



keriilnek a FADH»-r6l, majd innen harom iranyba aramolhatnak [134, 135]. 1.) A
koenzim Q-rol a CI felé, ha elég magas a Aym [134, 135]. (Ezt a folyamatot reverz
elektron transzportnak- RET-nek hivjuk, amirél a késébbiekben részletesen lesz sz0.) 2.)
A koenzim Q-r6l a CIII iranyaba, ami CIII gatloszer, antimycin jelenlétében
nagymértékben fokozhatd [134]. 3.) A koenzim Q-ro6l a Cll-re és igy az a-GPDH-tal
asszocialt ROS termelés részleges forrasa a CII [135]. Tengerimalac agy
mitokondriumban az a-GP-vel tdmogatott ROS képzés ~ 60%-a a RET-hez kothetd. Ha
gatoljuk a RET-t szétkapcsoldszerrel (a Aym csokken), myxothiazol hatasara (CIII
gatloszer) novekszik a ROS termelés. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a ROS forras
az a-GPDH volt [134]. Orr és munkacsoportja szerint a CI, CII és CIII egyiittes gatlasa
esetén mért ROS termelés tulajdonithato kizardlag az a-GPDH-nak [135, 136]. Az a-
GPDH jorészt (80%) vagy teljesen O27-t termel, ami atalakulhat H2O2-vé és kdnnyen
detektalhatova valik [135].

e. monoamin oxidaz (MAO) (EC 1.4.3.4): A mitokondrium kiils6 membranjaban
elhelyezkedd flavin-tartalmi enzim, aminek két formaja MAO-A és MAO-B létezik. A
biogén aminok oxidativ deaminalasaban vesz részt, mikdzben H20, szabadul fel [137].
Az agyban expresszal6do izoenzim H»O» termelése nagysagrendekkel meghaladja a CIII
inhibitor, antimycin jelenlétében detektalt mitokondrialis ROS termelést [137].
Parkinson-korban [138] és iszkémias karosodas soran [139] fokozott ROS-képzo

tulajdonsdga miatt egyre nagyobb figyelem 6vezi.

f. NADH:citokrom bS reduktaz: A mitokondrium kiils6 membranjaban
helyezkedik el, ami a citoszolikus NADH-t oxidalja a kovetkezd reakcio szerint: NADH
+ H'+ 2 ferri(Fe*")cytochrome bs = NAD*+ 2 ferro(Fe?*)cytochrome bs [140].
Skizofréniaban szenvedd betegekben megemelkedett citokrom b5 reduktaz szintet és
ehhez kapcsoldoddan fokozott HoO2 képzodést mértek, ami a betegség kialakulasaban
szerepet jatszhat [141]. Erdemes kiemelni, hogy a mitokondrialis p66Shc oxidalja
elektronok atvételével az intermembran térben redukalt ferro (Fe?*)cytochrome bs-t, majd
a Op-t redukalva H,0; termelést indukal [142]. Igy elmondhaté, hogy a NADH-citokrom

b5 reduktaz indirekt modon is hozzajarul a H2O2-szint fokozasahoz.
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g. komplex II (szukcinat-dehidrogenaz; SDH vagy szukcinat-ubikinon-
oxidoreduktaz) (EC 1.3.5.1): A CII a mitokondrium belsé membranjanak matrix feldli
részén elhelyezkedé FAD™ prosztetikus csoportot tartalmazo enzim, ami a szukcinat +
FAD" - fumarat + FADH> atalakulast katalizalja. A SDH egyetlen olyan citratkori
enzim, amely a mitokondrialis membranhoz horgonyzott és a 1égzési lanc részét is képezi.
Az oxidacio soran az elektronok a FAD™ tartalmu A alegységrdl (IIf) a B alegységére
jutnak, amelyek 3 vas-kén centrumot tartalmaznak, majd a hem tartalma C és D
alegységen at a végso elektronakceptorra, az koenzim Q-ra (ubikinonra) keriilnek (6.
abra).

Complex Il

Intermembrane Space

Inner Mitochondrial
Membrane

&P
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Mitochondrial Matrix

Succinate Fumarate

6. dbra: A szukcinat dehidrogenaz felépitése

Roviditések: Q: oxidalt koenzim Q, QHz: redukalt koenzim Q
Forras:https://bio.libretexts.org/TextMaps/Map%3A_Biochemistry Free For_All_(Ahe
r%?2C_Rajagopal%2C_and_Tan)/5%3A_Energy/5.2%3A_Electron_Transport_and O

xidative_Phosphorylation
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In vitro koriilmények kozott az izolalt enzim elektronakceptor hianyaban fokozott ROS
képzésre képes, ami a FAD" csoporthoz kotheté (11 alegység) [143]. 1zolalt vazizom
mitokondriumon CI és CIII gatlasa mellett jelentds mennyiségli ROS termelés mutathat6
ki kis mennyiségli szukcinat esetében [144]. Ilyenkor a ROS képzés malonattal gatolhato,
igy a ROS forrasa ugyancsak a SDH Il alegysége [144]. Siebels és kollégaja is
megerdsitették, hogy a SDH telitési koncentracional alacsony szukcinat jelenlétében és
llo-alegység (CII koenzim Q-t koté alegysége) gatloszerével, atpenin5-tel, nagy
mennyiségii ROS-t termel llr-alegységen keresztiil szivb6l izolalt szubmitokondrialis
partikulumokban [145]. Azonban ennél sokkal nagyobb jelentéséggel bir in vitro a CllI
fel¢ iranyuld (forward iranyu elektrontranszport; FET) és visszafel¢, a CI felé¢ aramlo
(reverz irdnyu elektrontranszport; RET; lasd alabb) elektronokbdl szarmazo ROS, telitd
mennyiségl szukcinat koncentracié esetén (SDH Km értéke szukcinatra >1mM; [146,
147]. Iszkémia-reperfuzids karosodas soran in vivo egér szivben kimutattak, hogy
iszkémia alatt a SDH megfordul, a szukcinat felhalmozodik. Reperfuzio alatt a SDH
visszafordul, oxidalja a felhalmozodott szukcinatot, ami fokozott ROS képzéshez vezet a

RET-en keresztiil [43].

Fe-S

2 Xy

+ +

4H 2H

NADH NAD'+H'

7. abra: A komplex I felépitése
Forras: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e2/Complex_I11.png

Roviditések: Fe-S: vas-kén fehérje, Q: oxidalt koenzim Q, QHz: redukalt koenzim Q

h. komplex | (NADH-ubikinon oxidoreduktaz; CI):

A mitokondridlis 1égzési lanc elsd integralis komplexe a mitokondrium belsd
membranjaban helyezkedik el, amely a NADH + H*-t oxidalja NAD" -d4a, mikozben az
elektronokat a FMN (Em=-320 mV) veszi fel, majd innen az elektronok a vas-kén
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centrumokkal rendelkezé fehérjékre keriilnek, amelyek névekvd redoxpotencialjuknak
megfeleléen helyezkednek el (7. abra). Az utolsé vas-kén fehérjének, az N2-nek a tobbi
vas-kén fehérjéhez képest joval magasabb redoxpotencial értéke van (-150 mV). A
legnagyobb redoxpotencial-csokkenés a N2 alegység ¢és a ubikinon (oxidalt koenzim Q)
(+ 90 mV) kozott van, amelyek interakcioja konformacié-valtozast idéz eld, ami fedezi a
protonok kipumpalasahoz sziikséges energiat [99, 148]. A konformacié-valtozas
megvaltoztatja a CI-t alkotd fehérjék pKa értékét, igy lehetové valik, hogy a matrix
oldalon felvegyék a protont, amit aztan az intermembran térben adnak le [149]. A Cl-en
beliil tobb ROS termeld helyet feltételeznek a kisérleti koriilményektdl fiiggden: 1.) ROS
termelés NADH-fiiggd szubsztrat esetén nyugalmi koriilmények kozott; 2.) ROS termelés
NADH-fliggd szubsztrat esetén CI gatldszer, rotenon jelenlétében; 3.) FADH,-fliggd
szubsztratok altal tamogatott RET magas Aym mellett. A CI jorészt O2"-t termel [150,
151]. A CI ROS termelését kétféle teoria magyarazza. Az ,,egyoldalas” (one-site) modell
szerint a ROS termelés helye a CI flavin csoportja mind FET, mind RET esetén [152,
153]. A ,kétoldalas” (two-sites) modell értelmében RET soran a ROS a CI koenzim Q-
kotd régioban termelddik (Io-régid), mig FET esetén a CI flavin csoportja a felelds a ROS
képzodéséért [148, 154, 155].

I. A RET soran az elektronok a FADH>-t termeld szubsztratokrdl (szukcinatrél, o-
GP-10l) az ubikinonra keriilnek, ami az elektronokat a CI-hez szallitja [156]. A folyamat
energiaigényes, igy magas Aym sziikséges az elektronok ellentétes iranyt szallitashoz. A
RET képzddés mértéke a nagy energia igénye miatt erdsen fiigg a Aym-tol; 10%-0S
csokkenés a Aym-ben 90% csokkenést idéz el a ROS termelésben [157, 158]. A RET
soran keletkezett ROS-t befolyasolja a Aym mellett a pmf masik komponense, a ApH (lasd
késobb) [159]. Kisérletek azt bizonyitjak, hogy a RET gatolhato rotenonnal, tehat az
alapjan feltételezhetd, hogy a rotenon kotéhelye az Ig-régio kozelében helyezkedik el
[134]. Mig NADH-fiigg6 szubsztratok esetén a keletkez6 ROS nagymértékben fokozhatd
rotenonnal [160, 161] és a ROS termelést a NADH/NAD" arany befolyéasolja, ami nem
mondhato el RET esetén [162]. Tobb munkacsoport is igazolta, hogy a legnagyobb ROS
termelést ragcsalobol izoldlt mitokondriumban szukcinat jelentlétében, ADP nélkiil

lehetett detektalni, ami ilyen koriilmények kozott a RET-hez kothetd [157, 161, 163-165].
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]. komplex 111 (koenzim Q-citokrém c¢ reduktaz; CIII): A CIII a mitokondrialis
légzési lanc harmadik komplexe, amely proton pumpa aktivitassal rendelkezik. Az
elektronszallito ubikinolt (redukalt koenzim Q) oxidalja és az elektronokat a masik
elektronszallitd molekulanak a citokrom c-nek adja at. Az ubikinolt a CIII Q.-oldala
megkdti, majd az egyik elektron az ISP-n (iron-sulfur protein, vas-kén fehérje), a Rieske-

proteinen keresztiil a citokrom c-re keriil (8. abra) [166, 167].

4 H*

_— 2Cytc,,
> 2 Cyt Cred

M Complex III/

2 H*

8. abra: A komplex III felépitése
Forras: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e2/Complex_lI1l.png
Roviditések: Q: ubikinon, oxidalt koenzim Q, QHz2: ubikinol, redukalt koenzim Q, Qo: a

QH: oxidacios helye, Qi: ubikinont redukal6 alegység

Az ottmaradd szemikinon (SQ-) nem stabil, a masik elektront az alacsony
redoxpotenciallal rendelkezé citokrom b-nek adja at a Qj-oldal felé, ahol az elektronok
egy Ujabb ubikinont (oxidalt koenzim Q) redukalnak. Az ubikinon teljes redukalasdhoz
két elektronra van sziikség, ezért a ciklus teljes megtételéhez a Qo-oldalnak két oxidalasra
varé ubikinolt kell megkotnie. Ezt a folyamatot Q-ciklusnak is szoktak nevezni [166,
167]. A Qivagy Qo-oldalon keletkezd SQ-"-t teszik felelossé a CIII ROS termeléséért,
amire specifikus inhibitorok alkalmazasaval lehet kovetkeztetni [104, 168, 169].

Bovebben err6l az 1. tablazatban lehet olvasni.
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2.8 A mitokondrialis ROS eltavolitasa és semlegesitése

Szamos 1) elmélet szerint az oxidativ stressz kialakuldsahoz nem a fokozott ROS
képzddés, hanem sokkal inkdbb a ROS termelés és eltavolitds kozotti egyensuly
megbomlasa jarul hozza [114]. Igy kisérleteinkben nemcsak a sejt vagy mitokondrium
altal szintetizalt ROS mennyiségét és a szintézis helyét kellene detektalni, hanem a ROS
eliminalasaban részt vevd enzimeket, kompartmenteket megkiilonboztetni. A teljesség
igénye nélkiill a mitokondriumban 8-9 ROS eltavolitd enzimet vagy molekulat Iehet
elkiiloniteni, ezek koziil a legfontosabbakat emlitem itt.

0,"

H,O
soD 0,
kataldz
H,0,
NADPH
NADP* X0 PX(a) GSSG
tioredog(in— perox@ g/utat.fofrf g!uran?n—
reduktdz / peroxiddz reduktdz
NADPH TrX(req) PrX(red) GSH NADP*

H,0

9. dbra: Az antioxidans enzimrendszer vazlatos miikodése. Roviditések: GSH:
glutation, GSSG: oxidalt glutation, Prx(ox): peroxiredoxin oxidalt formaja, Prx(red):
peroxiredoxin redukalt forméja, SOD: szuperoxid diszmutdz. Trx(ox): tioredoxin oxidalt

forméaja, Trx(red): tioredoxin redukélt formaja

a. Mangan-szuperoxid diszmutaz (MnSOD) (EC 1.15.1.1): A mitokondrium
matrixaban elhelyezked6 MnSOD a O™ -t alakitja 4t H2O2-vé (2 O2" + 2 H" = H,0; +
0>) [170], ezaltal védi a mitokondrium vas-kén centrumait a O>" hatasatol [171]. A H20-
O,"-dal ellentétben képes apolaris tulajdonsaganak kdszonhetden atjutni a mitokondrialis
membranon. Az enzim mitkddéséhez a fémionon kiviil nem igényel semmilyen kofaktort,
igy aktivitasat csak a szubsztratok jelenléte befolyasolja [172]. A citoszolban talalhato a
cink-szuperoxid-diszmutaz, amely a citoplazmaban keletkez6 O2"-t hatastalanitja [173].
A SOD1 enzim mutacioja figyelhetdé meg a familiaris amiotrofias lateralszklerozis soran,

amely a motorneuronok karosodasaval jaro betegség [174].
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b) Katalaz (EC 1.11.1.6): A katalaz jorészt a majban, a vesében, a tiidében, a szivben
¢és az agyban talalhaté meg [175]. A szivben csak a mitokondriumokban fordul el6 és a
mitokondrialis fehérjetartalom 0,025%-at teszi ki [176]. A katalaz altal katalizalt
reakcioban a H»O» atalakul H,O-vé és Oz-vé. Egyes irodalmi adatok szerint azonban a
tobbi  mitokondrialis detoxifikdlo rendszerhez képest a kataldz jelentdsége

elhanyagolhato, ugyanis sok szervben nem mutathat6 ki [177].

¢) Glutation (GSH, L-gamma-glutamyl-L-cyteinylglycine): A GSH egy ciszteinbdl,
glicinbdl és glutamatbol felépiild tripeptid, amely a citoplazmaban szintetizalodik [178]
¢és megfelel6 GSH [179], dikarboxilat- és a-KG-transzportereken [180] keresztiil jut be a
mitokondriumba. A mitokondrialis GSH teszi ki a sejt teljes GSH készletének 10-12 %-
at [181]. A redukalt és oxidalt forma aranya a mitokondrium metabolikus allapotatodl, a
szovettdl és az életkortol fiigg [182]. A GSH vagy nem-enzimatikus uton semlegesiti a
O2-t ¢és hidroxil gyokoket vagy elektron donor szubsztratot szolgaltat [183].
Végeredményképpen a GSH oxidalodik GSSG-vé, ami nem tud a citoszélba
transzportalodni [184].

d) Glutation peroxidaz (GPx; EC 1.11.1.9): A 2 GSH + H202 - GSSG + 2 H>O
reakciot katalizaldo enzim szamos sejtalkotoban, igy a mitokondrium matrixdban és az
intermembran térben is megtalalhato [185]. A kiilonféle izoformak szovet specifikus
eléfordulasa jellemzd; majban, vesében és szivben nagyobb mértékben expresszalodik
[186]. Erdekes médon a GPx1 génkiiitott egerek egészségesek, fertilisek és jol fejlettek
voltak, nem volt jele fokozottabb ROS képzédésnek [187], azonban sokkal

érzékenyebbnek bizonyultak kiilonféle oxidativ stresszt okozé toxinokra [188].

e) Glutation reduktaz (EC 1.8.1.7): Az enzim nagy szerepet jatszik a megfeleld
GSH-szint biztositasaban; specifikusan a GSSG GSH-va visszaalakulasat katalizalja a
mitokondridlis matrixban (GSSG + NADPH - 2 GSH + NADP™), amihez NADPH
szolgéltatja a redukaldé ekvivalenst. A NADPH forrdst a mitokondriumban a
mitokondrialis izocitrat dehidrogenaz, az almasav enzim [189] és a nikotinamid nukleotid

transzhidrogenazok biztositjak [190]. gy a kiilonféle szubsztratok oxidacidja soran
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keletkez6 energia egyben hozzdjarul a mitokondriumok természetes védekezd

mechanizmusaihoz a ROS ellen [19].

f) Peroxiredoxinok (Prx; EC 1.11.1.15) vagy tioredoxin-fiiggé peroxid
reduktazok: A Prx a H20; eliminalasaban vesznek részt a kdvetkezo reakcio szerint: Prx
(redukalt) + H202 = Prx (oxidalt) + 2 H20 [191, 192]. Az Prx (oxidalt) formajanak
visszaalakitdsahoz, igy aktivalasahoz NADPH-fiiggd tioredoxin reduktdz (TrxR)
sziikséges [193] (9.dbra). Igy a mitokondrialis Prx3 és Prx5 aktivitisat a GSH-

rendszerhez hasonldan a mitokondrium metabolikus allapota hatarozza meg [194].

2.9 A mitokondrialis ROS képzés befolyasolasanak lehetéségei

2.9.1. Mitokondrialis gatlészerek

A ROS termelés monitorozasa soran kisérleteinkben gyakran alkalmazunk
kiilonféle mitokondrilis gétloszereket, amelyek elsdsorban a 1€gzési lanc kiilonbdzd
pontjait gatolva informacidt adnak a ROS termelés milyenségérdl, mennyiségérdl és a
ROS termelés helyérél. Az alabbi tablazatban a gyakorlatban hasznalt gatlészereket és
azok ROS-ra kifejtette hatasat foglalom Ossze.

1. tablazat: A gatloészerek hatdsa a mitokondridlis ROS termelésre NADH-termeld
szubsztratok jelenlétében (3. oszlop) vagy reverz elektron transzportot (RET) tamogato
szukcinat/a-glicerofoszfat esetén ADP nélkiil. Roviditések: CI: komplex I, CII: komplex
I, CHI: komplex Ill, lg alegység: CI ubikinol-koté alegysége, llr -alegység: a CII
flavink6to alegysége, Illqo: a CIII redukalt koenzim Q/ubikinont kotd alegysége- oxidéacio
oldal, Ilgi: a CllI-n beliil az ubikinolt redukalé oldala, Q: ubikinol, oxidalt koenzim Q10,
QHa: ubikinon, redukalt koenzim Q.

Gatloszer Gatlas helye Hatasa a NADH- Hatasa a
fiiggo RET-re
szubsztratokra
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Rotenon Cl fokozés gatlas
lg-alegység NADH és Q [18, 157, 158, 161] [18, 111,
illetve NAD" és QH> kozott 157, 161,
[195, 196] 195, 197,
198]
Piericidin Cl fokozas gatlas
lo-alegység [199] [150, 200, 201] [159]
Atpenin5 Cll nincs hatassal gatlas
llo-alegység [202] [203] [144]
Malonat Cl nincs hatassal gatlas
Il-alegység [204, 205] [144]
Mucidin Clll gatlas gatlas
Qo-alegység [200] [150, 206]
Myxothiazol Clll gatlas [161] gatlas
Qo-alegység (QH2 oxidacios fokozés [161, 206,
oldal) [201, 207] 208, 209]
fokozés
[207]
Stigmatellin CHlI gatlas gatlas
Qo-alegység, (QH2 oxidacios [200, 201] [203, 207]
oldal) *202:
myxothiazol
utan
Antimycin Clll fokozas fokozas
Ilgi- alegység [160, 164, 210] [197, 208,
209]

2.9.2 Metilénkék

A MB ROS képzdodésre kifejtett hatisat tekintve az irodalmi adatok nem
egységesek. Tobb munkacsoport szdmolt be a MB H202-indukalta sejthaléllal szemben
mutatott védo hatasarol kiilonféle primer sejttenyészeteken és sejtkulturakon [81]. Ezzel
szemben munkacsoportunk kordbbi, izolalt mitokondriumokon végzett vizsgalatai nem
bizonyitottak a MB antioxidans hatasat [98]. A MB ép és karosodott mitokondriumon is
egyarant nagymértékben fokozta a H2O; termelését és csokkentette annak eliminéciojat.
A diszkrepancia okai a kovetkezdk lehetnek. i) A MB redox tulajdonsidgainak
kovetkeztében elektronokat nem csak a NADH-rol, hanem a 1égzési lanc komplexeirdl is
képes atvenni, mik6zben MBH2-vé redukaldodik. A MBH2 nemcsak a citokrom c-t, hanem
a molekularis O2-t is tudja redukalni O2*t eredményezve, ami atalakulhat HoO2-vé. ii)
Vorosvérsejtekben leirtak, hogy a MB képes oxidalni a glutationt, ami a H20: eliminacios

rendszer részét képez6 molekula [211]. iii) MB-kel kezelt P301S tipusi mutans tau
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fehérjét kodold Alzheimer—kor egér modellekbdl szarmazd cortex és a hippocampus
teriiletén csokkent oxidalt DNS (8-hydroxy-2’-deoxyguanosine) szintet mértek, ami az
oxidativ stressz hianyara utal [212]. Emellett MB jelenlétében fokozddott az antioxidans
enzimrendszerek, igy a tioredoxin reduktdz és a glutation reduktdz enzimrendszerek
expresszidja. Feltételezik, hogy a folyamat hatterében az antioxidans védelmet beindito
Keap/Nrf2 utvonal MB altali aktivalasa all [82, 212]. Stresszmentes allapotban a Keap az

Nrf2 transzkripcios faktorhoz kapcsolodik, eldsegitve ezzel az Nrf2 ubikvitinacidjat és

crcr

crer

kotédve antioxidans gének atirasat fokozza [213]. Igy valdsziniisithetd, hogy a MB habar
direkt modon oxidativ stresszt indukal, indirekt modon csokkenti a ROS-szintet az

antioxidans enzimek expresszidjanak ndvelése révén a Keap/Nrf2 titvonalon keresztiil.

2.9.3 A mitokondrialis membranpotencial

Mar régota elfogadott tény, hogy a mitokondrialis ROS termelés nagy mértékben
fiigg a pmf komponenseitdl, a Aym-t6l és a ApH-t61 [159, 161, 214, 215]. A legnagyobb
mértékli ROS termelést szukcinat altal tamogatott RET soran lehet mérni, ami a
legérzékenyebb a Aym-valtozasra [161]. Ha a Aym csokken, azaz a mitokondrialis belso
membran depolarizalodik, akkor a szukcinattal vagy a-GP-vel eldidézett RET altal
tamogatott ROS termelés csokken emlésokben [160] és Drosophila mitokondriumban
[136]. Ez kovetkezik be példaul ADP hozzaadasa esetén vagy szétkapcsoloszer (lasd
késobb) hatasara. A RET nagy mértékii érzékenységét bizonyitja, hogy a Aym 10%-0s
csokkenése (szétkapcsoloszer hatasara) 90%-kal csokkentette a RET altal eldidézett ROS
termelés mértékét szukcinat jelenlétében patkanybol izolalt sziv mitokondriumban [157],
illetve hasonloan agy mitokondriumban is [161]. A fennmaradé (~10%) ROS termelés
pedig fliggetlen a Aym-valtozastol [216]. Fontos megjegyezni, hogy a rotenon hatasara
bekovetkezd csokkenés a RET-ben ADP nélkiil nem a Aym-valtozasra vezethetd vissza.
Hiszen rotenon hatasara szukcinat jelenlétében a Aym magas marad, csak az elektronok
aramlasanak Utja akadalyozott [161]. Fiziologias koriilmények kozott az ADP hatasara
bekovetkezé ATP szintézis miatt fellépd depolarizacié gatolja a ROS termelést [161]. A
NADH-fliggd szubsztratok, igy a glutamat és malat jelentlétében detektalt ROS termelés
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sokkal alacsonyabb a szukcinattal mért ROS termeléshez képest. Azonban a CI gatlasaval
(példaul rotenonnal) a ROS termelés szignifikdnsan novekszik €s mértéke csaknem
megegyezik a szukcinattal mért RET altal tamogatott ROS termelés mértékével [157,
163]. Mig a RET altal tamogatott ROS termelés Aym fiiggése tObb munkacsoport altal
egyértelmiien bizonyitott [134, 157, 161, 216], addig a NADH-fiiggé szubsztratok
esetében az irodalmi adatok nem egyértelmiek. Votyakova és Reynolds [161] arra a
kovetkeztetésre jutottak patkany agybdl izolalt mitokondriumokon végzett kisérleteik
alapjan, hogy a NADH-fiiggd szubsztratokkal rotenon vagy antimycin jelenlétében
detektalt ROS termelés nem fiigg a Aym-tol. Hasonlo kévetkeztetésre jutott Addm-Vizi
munkacsoportja, akik szinaptoszomak H20: termelését vizsgaltdk, ahol jorészt a
mitokondriumok feleldsek a ROS termelésért [217]. Starkov és Fiskum ezzel szemben azt
tapasztaltdk, hogy gatlészerek hianydban a NADH-fiiggd szubsztratokkal tamogatott
ROS termelése Aym-fiiggd, és a szétkapcsoloszerrel gatolt H2Oz termelés 30%-a
fliggetlen a Aym-t6l [158]. Hasonl6 konkluzidra jutott Gyulkhandanyan és Pennefather is
patkdny agy mitokondriumokon végzett vizsgalataik sordn, amikor a glutamattal és
malattal 1élegeztetett mitokondriumok ROS termelésének szignifikans csokkenését lattak
a mitokondrialis belsé membran teljes depolarizacioja soran. [218] Tretter és Addm-Vizi
glutamat-malattal 1¢legeztetett tengerimalac agybodl izolalt mitokondriumokon a H20>
termelés mérsékelt Aym-fiiggését figyelték meg: a Aym teljes depolarizacidja soran a
H20: termelés 40%-kara csokkent, mig a maradék 60% fliggetlen maradt a Aym-t6l [160].
Fontos megjegyezni, hogy az izolalt mitokondrium ROS termelését nagy mértékben
befolyasolja a mérdoldat, az alkalmazott mérdrendszer €s az izolalasi modszer. Példaul
az 1zolalas soran gyakran hasznalt BSA (bovine serum albumin) jelenlétében a
mitokondriumok kapcsoltsaga nd, ami megmutatkozik a légzésben is [160, 216]. Ez azzal
magyarazhat6, hogy BSA jelenlétében a mitokondrialis membran hiperpolarizaltabb, ami
jobb kapcsoltsagot eredményez. Ugyanis a BSA megakadalyozza a zsirsavak [219] és
egyéb szétkapcsolast el61déz6 komponensek (amelyek az 1zolalas soran szabadulnak fel)
depolarizaciot eléidézd hatasat [216]. Tretter és Adam-Vizi megallapitottak, hogy a
NADH-fliggd szubsztratok altal tdmogatott ROS termelés Aym-fliggése csak akkor

figyelhet6 meg, ha a membran erésen polarizalt, amit BSA jelenlétében lehet elérni [160].
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2.9.4 A transzmembran pH gradiens

A pmf masik komponense, a ApH befolyasolo szerepe a RET-re és a RET altal
tamogatott ROS termelésre tobb munkacsoport altal bizonyitott [154, 159, 215, 220]. Azt,
hogy a pmf melyik komponense van nagyobb hatassal a RET-re mar vita targyat képezi.
Brand és Zoccorato munkacsoportjai [159, 220] tgy vélik, hogy a RET sokkal nagyobb
mértékben fiigg a ApH-tol, mint a Aym -t6l. Mig Selivanov és csoportja szerint nem a
ApH, hanem a mitokondrialis matrix abszolut pH értéke van nagyobb hatassal a RET-re
[215]. Méréseik soran a mérdoldat lugositasaval a szukcinattal tamogatott ROS képzddés
novekedett foszfat jelenlétében és anélkiil patkany agy mitokondriumon, mig a Ayma pH
emelésével valtozatlan maradt. Azonban nemcsak a RET altal timogatott ROS képzddés,
hanem a NADH-szubsztratokkal eléidézett ROS termelés is pH-fiiggd [221, 222]. Bahn
és Treberg glutamattal és malattal vagy csak malattal 1élegeztetett agyi
mitokondriumokban a méréoldat pH-értékének emelésével novekedett a ROS termelés
[221], ami megegyezik Selivanov és kollégai altal mért eredményekkel szukcinattal
energetizalt mitokondriumokon [215]. Ugyanezt figyelte meg Lambert ¢és
munkacsoportja patkdny vazizombodl izoldlt mitokondriumon is glutamat és malat

jelenlétében [222].

2.9.5 Anorganikus foszfat

A mitokondriélis anorganikus foszfat (P1) koncentracido meghatarozo szerepet tolt
be a mitokondrialis ROS termelésben és pmf befolyasolasaban is. Ugyanis in vivo elég
magas Pi koncentracio [223] mellett a ApH igen alacsony [51]. In vitro Pi nélkiil a
mitokondrialis matrix a leglugosabb. A Pi a Pi/OH" cseretranszporteren keresztiil [224]
bejutva a mitokondrialis matrixba savanyodast idéz el6. A matrix pH-értékének
csokkenése pedig a RET gétlasahoz vezet [215]. igy a Pi koncentracidé emelésével a
matrix tovabb savanyodik, ami a ROS termelés tovabbi csokkenését idézi eld. Azonban
Kowaltowski és tarsai [225] glutamat és malattal 1élegeztetett mitokondriumban a
foszfatkoncentracié emelkedésével parhuzamosan a ROS termelés novekedését figyelték

meg patkdny agybol, szivbdl és majbol izolalt mitokondriumokon.
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3. Célkitiizés

Munkam célja a mitokondrialis 1égzési lanc karosodas soran fellépd elégtelen ATP
termelés és a mitokondrialis ROS termelés befolyasolasanak vizsgalata. Igy
tanulmanyoztuk a mitokondrialis célponttal rendelkezd vegyiilet, a metilénkék (MB)
hatasat a mitokondrium egyik alternativ ATP termeld folyamatara, a szubsztrat-szintii
foszforilaciora (szukcinil-KoA+ ADP + Pi = szukcinat + ATP + acetil-KoA)
tengerimalac agybol izoldlt mitokondriumokon; elsdsorban a kovetkezd kérdésekre
kerestiik a valaszt:

e Milyen hatast fejt ki a MB a mitokondridlis szubsztrat-szintli foszforilaciora,

amelyet a citratkori enzim, a szukcinat-tiokindz katalizal?

e Milyen hatassal van a MB az oxigénfogyasztasra, NAD(P)H autofluoreszcencidra

és a Aym-ra az ATP-szintaz gatlasa esetén?

e Hogyan valtozik az oxigénfogyasztas, a NADH autofluoreszcencia és a Aym MB
hatasara az ATP-szintdz és a komplex I egylittes gatlasa esetén? Képes-€ a MB a

mitokondrialis karosodast kdvetden a Aym-t helyre allitani?

Masrészt vizsgaltuk egy specialis ROS termeld folyamat, a reverz elektron transzport
(RET) altal tamogatott ROS befolyasolasanak lehetéségét. Munkank célja a pmf
komponenseinek hatdsanak vizsgdlata a RET altal tdmogatott ROS termelésre
tengerimalac agybol és szivbdl izolalt mitokondriumokon. A kovetkezd kérdéseket

szerettiilk volna megvalaszolni:

A pmf melyik komponense (ApH és Aym) gyakorol nagyobb hatast a szukcinat
vagy az a-GP jelenlétében mért RET altal tamogatott ROS-ra?

e Hogyan fligg a szukcinattal és az a-GP-vel tamogatott H2O: termelés az

extramitokondridlis pH értékétol?
e Hogyan valtozik a ApH a pHextra fliggvényében?

e Megfigyelheté-e szervspecifikus hatds a RET-tel tamogatott H20, termelés

befolyasolasanak tekintetében?
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4, Modszerek

4.1 Mitokondriumok izolalasa

Meéréseink soran tengerimalac agykéregbdl €s szivbdl izolalt mitokondriumokat
hasznaltunk az allat lefejezését kovetden. Az allatok tartdsa és kezelése a Semmelweis
Egyetem Allatkisérleti Bizottsaganak szabalyzataban foglaltaknak megfeleléen tortént. A

fehérjekoncentraciot modositott biuret-modszerrel hataroztuk meg [226].

4.2  Agy mitokondrium

A tengerimalac lefejezését kovetden az agyat kivettiik, majd a fehérdllomanyt
eltavolitva az agykérget hasznaltuk fel. A mintat a preparalas soran végig jégen tartottuk.
Az agyat jéghideg A pufferben (225 mM mannitol, 75 mM szukréz, 5 mM HEPES, 1 mM
EGTA, pH= 7.0) apr6é darabokra vagtuk ¢les olloval, majd Potter-Elvehjem
homogenizatorral homogenizaltuk és centrifugaltuk (3 perc; 1,300 g). A feliiltszot ezt
kovetden tovabb centrifugaltuk 10 percen at 20,000 g-n, majd a csapadékot 15% Percoll
oldatban szuszpendaltuk. Egy masik centrifugacsében Percoll-gradienst készitettiink
Percoll oldatban szuszpendalt minta. Ezutan kovetkezett a gradiens 8 percig 30,700 g-n
torténd centrifugalasa (fékezés nélkiil). Az alsé mitokondridlis frakciot szuszpendaltuk A
pufferben ¢€s tovabbi 10 percen at 16,600 g-n centrifugaltuk eltdvolitva ezzel a maradék
Percoll oldatot. A feliiluszot kiontottiik, a csapadékot szuszpendaltuk A pufferben és
centrifugaltuk (10 perc; 6,300 g). Végiil a feliiluszo eltavolitasa utan a csapadékot EGTA-
t tartalmazo B pufferben szuszpendaltuk (225 mM mannitol, 75 mM szukroz, 5 mM
HEPES; pH=7.4) [227].

4.3  Sziv mitokondrium
A sziv mitokondriumok izolalasa Korshunov modszere alapjan tortént [157]. Az
allat lefejezését kovetden a szivet a homogenizald pufferben mostuk (200 mM mannitol,

50 mM szukréz, 5 mM NaCl, 5 mM MOPS, 1 mM EGTA ¢és 0.1% BSA; pH=7.15), majd

olloval apré darabokra vagtuk 2.5 ml homogenizald pufferben, amibe elézdleg 10 U
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proteazt (Protease from Bacillus licheniformis; Type VIII) tettiink. Az oldatot 20 ml-re
kiegészitve Potter-Elvehjen homogenizatorral homogenizaltuk és az igy keletkezett
homogenatumot centrifugaltuk 10 percen at 10,500 g-n. A feliilisz6 eltavolitasa utan a
csapadékot szuszpendaltuk 25 ml homogenizalo pufferben és Gjracentrifugaltuk 10 percig
3,000 g-n. Végezetiil a feliiluszot centrifugaltuk 10,500 g-n 10 percig és a csapadékot
felszuszpendaltuk a homogenizald pufferben. Az igy keletkezett mitokondridlis

szuszpenziot hasznaltuk a kisérleteinkhez.

4.4 A mitokondrialis oxigénfogyasztas meghatarozasa

A mitokondridlis oxigénfogyasztast Clark-tipust elektrod alapi miszerrel
hataroztuk meg (Oroboros O2k, Oroboros Instruments, Innsbruck, Ausztria). Az
elektrédot az un. ,,kétpontos” modszerrel kalibraltuk. A kamrakban 1évé mérdoldatot a
levegd oxigénjével telitettiik elérve ezzel a 100%-0s O2 koncentraciot; mig a kamraban a
0%-0s Oz mennyiséget vagy diotionit (megkdti az oldott Oo-t), vagy nagyobb
méréseket a méréoldat A-ban végeztiik el (mM-ben kifejezve): 0.1 EGTA, 125 KClI, 20
HEPES, 2 KoHPOg4, 1 MgCl2 és 0.025% BSA; pH = 7.0.

A mérések soran 0.1, esetenként 0.05 mg/ml mitokondriumot hasznéltunk. A mérések
digitalizalashoz és kiértekeléséhez DatLab 4 (Oroboros Instruments, Innsbruck, Ausztria)

szoftvert hasznaltunk.

4.5 A mitokondrialis ATP szintézis sebességének meghatarozasa

A mitokondrialis ATP termelést online modon, egy kapcsolt enzimrendszer
segitségével hataroztuk meg, amit el6szor Williamson és munkatarsai irtak le [228]. A
mérések soran hasznalt mérdoldat A-ba (lasd Oldatok fejezet) elézbleg a kovetkezd
anyagokat tettiik: 3 mM NADP™, 5 mM gluko6z, 1.5 U hexokinaz, 0.5 U gluk6z-6 foszfat-
dehidrogenaz, 200 pM P! P°-Di(adenosine-5") pentaphosphate (APS; adenilat-kinaz
gatlo). A kisérletek folyaméan 0.05 mg/ml vagy 0.1 mg/ml mitokondriumot és 2 mM
ADP-t hasznaltunk. A mitokondrium és a 1€gzési szubsztrat jelenlétében az ADP ATP-

vé alakult at. A mitokondriumbol kilépé ATP a hexokinaz enzim 4&ltal katalizalt

38



reakcidban reagalt a glukozzal és gluk6z-6-foszfat képzodott. A keletkezett glukdz-6-
foszfat a glukoz-6-foszfat-dehidrogenaz altal katalizalt reakcioban 6-foszfoglukonatta
alakult at, mikézben a NADP" NADPH-va redukalodott. A képzédott NADPH
abszorbancidja egyenesen aranyos a mitokondriumban keletkezett ATP mennyiségével.
Az abszorbanciat 340 nm-en, 37 °C-on detektaltuk JASCO-V650 spektrofotométerrel
(ABL&E-JASCO, Tokio, Japan).

4.6 A mitokondrialis membranpotencial meghatarozasa safranin fluoreszcencia

detektalasaval

A mitokondrialis membranpotencialt (Aym) egy pozitiv toltési, piros fluoreszcens
festékkel, safraninnal detektaltuk, amely Aym-fliggden felhalmozddhat a mitokondriélis
matrixban [229, 230]. A Aym novekedése esetén a safranin a matrixban oligomerizalddik
¢s a monomerek altal kibocsajtott fényt az oligomerek elnyelik, ezaltal csokkentve a
detektalt fluoreszcencia intenzitasat. A safranin fluoreszcenciajat 495 nm excitacids és
585 nm emisszios hullamhosszon detektaltuk 37 °C-on Hitachi F4500
spektrofluoriméterrel (Hitachi High Technologies, Maidenhead, UK). A mérdoldat
Osszetétele megegyezik az oxigénfogyasztds mérése soran alkalmazottal. A mérések

soran 0.1 mg/ml mitokondridlis szuszpenzidhoz 2 uM safranint hasznaltunk.

4.7 A mitokondrialis membranpotenciil meghatarozasa meghatirozasa TPP*

elektrod segitségével

A Aymmeghatarozasa az oldat €s a mitokondrium kozotti tetrafenilfoszfénium ion
(TPP™) megoszlasa alapjan tortént egy TPP*-érzékeny elektrod segitségével [231]. A
mitokondrialis membran hiperpolarizacidja soran, a mitokondridlis matrix negativabb
lesz, ami kedvez a pozitiv toltéssel rendelkezé TPP* matrixba torténd bejutasanak, majd
felhalmozodasanak. Ennek eredményeként az oldatban csokken a TPP*-érzékeny
elektrod altal is detektalhato TPP*-ionok mennyisége. A TPP*-elektrod feltoltése 10 mM
TPP* és 2 mM NaCl oldat keverékével tortént. A referencia elektrodként Ag/AgCl
(eziist/eziistklorid) elektrédot hasznaltunk, amely tomény KCl-dal toltott agar ,,hidon”

crer
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négyszer 0.5 uM TPP*-t adagoltuk. A Nernst-egyenlet alapjan agy mitokondriumra
korabban leirt korrekcios faktor alapjan kiszamoltuk a Aym-t mV-ban kifejezve [232,
233]. A szamolast Rottenberg modszerével végeztikk [232]. A mitokondrialis matrix
térfogatat 1 pl/mg proteinnek vettiink [234]. Méréseink soran nem vettiik figyelembe a
TPP* nem membranpotencial-fligg6 kotédését. A TPP*-elektrod érzékenysége alacsony
Ay értéken csdkken (< 120 mV) [158].

4.8 A mitokondrialis reaktiv oxigén szarmazék képzodésének meghatarozasa

A mitokondridlis H2O, meghatdrozaséhoz Amplex UltraRed (3 puM) ¢és
tormaperoxidaz (HRP; 5U/2 ml) esszét hasznaltuk. A mitokondriumban keletkez6
szuperoxid gyokok (O27) gyorsan atalakulnak a mitokondrialis mangan-szuperoxid-
diszmutdz enzim altal katalizalt reakcioban H202-vé, ami a mitokondriumbol kilépve
detektalhaté valik. A H20: reagdl a tormaperoxidaz 4altal katalizalt reakcidban az
Amplex® UltraReddel egy fluoreszcens anyagot, Amplex UltroxRedet eredményezve,
amelyet 550 nm excitacids és 585 nm emisszios hullamhosszon 37 °C-on PTI Deltascan
fluoriméterrel (Photon Technology International; Lawrenceville, New Jersey)
detektaltunk. A kisérletek soran 0.05 mg/ml sziv vagy agy mitokondriumot hasznaltunk.
Minden mérés végén a fluoreszcens jelet 100 pmol H202-vel kalibraltunk két 1épésben.
A mérések soran kétféle mérdoldatot hasznaltunk annak megfelelden, hogy nigericin

vagy valinomycin hatasat vizsgaltuk-e (lasd késébb Oldatok fejezet).

4.9 Az intramitokondrialis pH meghatarozasa

Az intramitokondridlis pH (pHin) meghatarozasa 2,7-biszkarboxietil-5(6)-
karboxifluoreszcein acetoximetilészterrel (BCECF-AM) tortént [216, 235, 236], amely
nem rendelkezik toltéssel, igy képes konnyedén bejutni a mitokondriumba. A
mitokondrialis matrixban az észtercsoportot a mitokondrialis észterazok lehasitjak,
kialakitva a pHin-ra érzékeny BCECF fluoreszcens molekulat. A BCECF elonye, hogy
excitacios spektrumaban pH-érzékeny és nem-pH-érzékeny régiokat lehet elkiiloniteni.
100 pl mitokondriumot (35-40 mg/ml fehérje) inkubaltunk 50 uM BCECF/AM tartalmt
C oldatban (mM-ben kifejezve: 225 mannitol, 75 szukréz, 5 HEPES, 0.1 EGTA, 0.1 ADP,
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pH 7.4) 10 percig 25 °C-on. Ezt kovetéen 325 pl jéghideg C oldathoz 0.1 mM ADP-t
adtunk. A BCECF/AM-mel tolt6tt mitokondriumokat 2 percig 13,000 g centrifugaltuk.
Majd eltavolitottuk a feliilaszot és a csapadékot 450 pl C oldatban szuszpendaltuk és
ujracentrifugaltuk 2 percig 13,000 g fordulatszamon. Az igy keletkezett csapadékot
szuszpendaltuk 450 pl ADP-t nem tartalmazo C oldatban, majd 10 percig allni hagytuk
jégen. Ezt kovetéen centrifugaltuk 2 percig 13,000-es fordulatszamon. Minden
centrifugalasi 1épést 4 °C-on hajtottunk végre. A feliiliszot a végén eltavolitottuk és a
csapadékot 13 pl C oldatban szuszpendaltuk. A BCECF-fel toltott mitokondrium 90
percig hasznalhat6 fel. A fluoreszcens mérések soran 3 ul t6ltott mitokondriumot
higitottunk 2 ml mérdoldatban (‘A’ vagy ‘B’). A fluoreszcenciat PTI Deltascan
fluoriméterrel (440 ¢és 505 nm excitacidos hulldmhosszon, 540 nm emisszios
hulldmhosszon) detektaltuk. A BCECF bizonyos szdzaléka a mérés folyaman ,,kifolyik”
a mitokondriumbdl; ennek mennyiségét a kovetkezoképpen hataroztuk meg: a toltott
mitokondriumbol centrifugalast kovetéen maradt feliiluszo fluoreszcencidjat mértiik és
az igy kapott értéket kivontuk az adott mérési eredményekbdl. Az pHin és pHextra
kiegyenlitéséhez egy un. koktélt alkalmaztuk, amely 8 pM nigericint (K*/H™ antiporter),
2.5 uM gramicidint (Na* és K" ionofor) és 8 uM monensint (Na'/H" antiporter)
tartalmazott [237]. A fluoreszcens jel kalibralashoz KOH-t hasznaltunk.

4.10 A NAD(P)H autofluoreszcencia meghatarozasa

A NAD(P)H autofluoreszcencidjanak meghatdrozasa 344 nm excitacios és 460
nm emissziés hullamhosszon tortént 37 °C-on PTI Deltascan fluoriméterrel (Photon
Thechnology International; Lawrenceville, NJ) a mitokondridlis oxidacional leirt
mérdoldat A-t hasznalva. Az abrdkon a NAD(P)H-szint valtozédsait a kovetkezd

mértékegységgel fejeztiik ki: fotonok szama * 10°.

4.11 A metilénkék abszorbanciajanak meghatarozasa

A MB oxidalt és redukalt formajanak abszorbanciajat 660 nm-en detektaltuk
JASCO V-650 spektrofotométerrel (ABL&E-JASCO, Tokio, Japan) [238]. Az
abszorbancia novekedése a MB oxidacidjara utal, mig csokkenése a MB redukciojat

jeloli. A mérések soran 0.1 mg/ml mitokondriumot hasznéltunk. A kisérletekhez hasznalt

41



mérdoldat dsszetevije a kovetkezo volt: 0.1 mM EGTA, 125 mM KCI, 20mM HEPES, 2
mM K2HPO4, 1 mM MgClI; és 0.025 % BSA (zsirsav-mentes); pH 7.0. MB-t (2 uM) a

mérés kezdetekor adtuk az oldathoz.

4.12 Oldatok

A MB-kel végzett kisérleteknél a kovetkez6 Osszetételi oldatot hasznaltuk, amit
a tovabbiakban mérdoldat A-nak hivok (mM-ben kifejezve): 0.1 EGTA, 125 KCI, 20
HEPES, 2 K2HPOg4, 1 MgCl2 és 0.025% BSA; pH = 7.0.
A pmf komponenseinek ,,szétvalasztasahoz” két ionofort hasznaltunk: valinomycin és
nigericin. A megfelelé hatds elérése érdekében a két ionoforhoz kiilonbozé K*
A nigericinnel végzett kisérletek esetén az alapoldat magas K' tartalm volt és
megegyezett a metilénkékes mérések soran hasznalt oldattal, igy ezt tovdbbiakban is
mérdoldat A-nak hivom.
Meérdoldat B: A valinomycinnel végzett mérések soran alacsonyabb K* koncentracioju
oldatot hasznaltunk, hogy elkeriiljiikk a mitokondrium duzzadasat. Az oldat sszetétele a
kovetkezé volt (mM-ben kifejezve): 240 szahar6z, 10 TRIS, 2 KH2PO4, 4 KCI, 0.1
EGTA, 1 MgCl> és 0.025 % BSA. A kisérletek soran a KCI-t utdlag adtuk az oldathoz.
Az oldatok pH-értékét mitokondrium nélkiil, mérés el6tt allitottuk be HCI-val és NaOH-
dal a kovetkezd értékekre 6.4, 6.8, 7.0, 7.2, 7.4, 7.6 és 8.0. Az pHin mérések alapjan a
mérdoldat pH-elektroddal bedéllitott pH-ja (mitokondrium nélkiil) nem egyezik meg a
mitokondrium ¢és 1égzési szubsztrat jelenlétében mért pH-értékekkel, ugyanis a
mitokondrium és a szubsztratok a médiumhoz adva eltoljak annak pH-értékét. A ApH

helyes kiszdmitasahoz a mitokondrium jelenlétében mért pH értéket vettem alapul.

4.13 Statisztika

A statisztikai szamitasokat egytényezds varianciaanalizis (ANOV A= Analysis Of
Variancia; SigmaPlot™, Version 11, Systat Software, Inc., San Jose, CA, USA)

segitségével hajtottuk végre. Az adatokat minimum négy fiiggetlen mérésbol szamoltuk
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¢s a kovetkezOképpen adtuk meg: az atlag + az atlag hibaja (standard error of mean), ahol

a szignifikanciaszint *p < 0.05 vagy ***p < 0.001.
4.14 Vegyszerek

Az 0sszes laboratériumi vegyszer a Sigma Aldrich (St. Loius, MO, USA) cégtol
szarmazik. Az ADP-t a Merck (Darmstadt, Németorszag) cégtdl szereztik be. Az

Amplex UltraRed és a BCECF-AM festéket a ThermoFisher Scientific (Waltham, MA,
USA) cégtdl rendeltiik.
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5.  Eredmények

5.1 A metilénkék hatasa a mitokondrialis szubsztrat-szinti foszforilaciora

5.1.1 Az adenilat-kinaz hozzajarulasa a mitokondrialis ATP termeléshez

Az adenilat-kindz (AK) enzim mitokondrialis altipusai -mint ahogy mar a
bevezetdben Kkifejtettem- nagy mértékben hozzajarulnak a mitokondrialis ATP
termeléshez az OXPHOS és a SSF mellett. Az AK enzim jelentdségét ugy bizonyitottuk,
hogy izolalt mitokondriumokhoz ADP-t adtunk és 1égzési szubsztrat hozzdadasa nélkiil
is jelentds mértékli ATP termelést detektdlunk. Az AK altal szintetizalt ATP igy
nagymértékben hozzdjarul a kapcsolt enzimrendszerrel detektalt mitokondrialis ATP
termeléshez, ezért az AK aktivitasat specifikus gatloszerével, AP5-tel csokkentettiik. A
mérések soran 200 pM AP5-t alkalmaztunk, ami hatékonyan gatolta az enzimet, de nem
befolyasolta az OXPHOS-t. Ez az AP5 koncentracio 83%-kal gatolta az AK-fiiggd ATP
termelést a mérés elsé 3 percében (/0. dabra). A fennmaradé ATP termelés (22-23
nmol/min/mg protein) még tovabb volt gatolhato APS5-tel, de az AP5 nagyobb
koncentracioban alkalmazva a mitokondriumra nézve toxikus volt. Az ADP/ATP
transzporter (adenin nukleotid transzlokdz; ANT) specifikus inhibitora, a
karboxiatraktilat (CAT) kismértékben csokkentette az ATP szintézis sebességét APS
jelenlétében és anélkiil is, ami arra utal, hogy jorészt a belsd membran kiils6 részén
elhelyezkedd AK altal termelt ATP jarul hozza a detektalt ATP termeléshez (10. dbra, A
és B), nem pedig a mitokondridlis matrixban vagy az intermembran térben jelenlévé AK

izoformak.
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10. dbra: Az ATP termelés sebessége az 1d6 fiiggvényében izolalt agyi
mitokondriumokon az adenilat-kinaz gétlo, AP5 (200 uM) jelenlétében €s hidnyaban,
1€gzési szubsztratok hozzdadasa nélkiil. A mitokondriumokat (0.1 mg/ml) az Anyagok ¢és
modszerek fejezetnél leirt méréoldat A-ban szuszpendaltuk. A mitokondriumokhoz a
megjelolt idépontban ADP-t (2 mM) adtunk. Az abran lathato szamok az ATP termelés
sebességét jelolik nmol/min/mg fehérje egységben. Eredeti mérési gorbét az A) 4bran
tiintettiink fel: az a gérbe az ATP szintézis sebességét mutatja AP5 nélkiil, mig a b gorbe
200 uM APS jelenlétében. A B) dbran az eredmények 4 mérés atlagat + az atlag standard
hibgjat jelolik (n>4) nmol/min/mg fehérje egységben az oszlopokra irva. A *** a

szignifikans kiilonbséget jeldli a kontrollhoz képest (p< 0.001).

Méréseink soran azonban az AP5 tovabbi, nem-specifikus hatasaira is fény deriilt.
A 11. dabran lathatd mérések soran az APS5-t hatdsat vizsgéltuk 1€égzési szubsztratok,
szukcinat €s a-KG jelenlétében. 2 mM ADP jelenlétében magasabb ATP szintézist
lehetett detektalni, mint 2 mM ADP és 200 uM APS5-tel (az AP5 mar elézdleg a
kiivettaban volt) a-KG jelenlétében (/1. dbra, B panel). Ha megvaltoztattuk a reagensek
hozzaadasanak sorrendjét és az APS5-t a szukcinat vagy az o-KG utdn adtuk a
mitokondriumhoz, akkor az ATP termelés jelentdsen emelkedett, habar ADP nem volt a

kiivettaban (/1. abra, A panel, d és b gorbe; és B panel).
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11. abra: Az APS5 hatasa az ATP termelésre a-ketoglutarattal (A; b gorbe) és szukcinattal
(A; d gorbe) energetizalt mitokondriumokban NADPH abszorbancia-valtozasat kovetve
(lasd Anyagok és modszerek). A mitokondriumokat (0.05 mg/ml) az Anyagok és
modszerek fejezetnél leirt mérdoldat A-ban inkubaltuk. Az AP5 (200 uM), az a-
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ketoglutarat (a-KG;5 mM), a szukcindt (5 mM), az oligomycin (2 pM) ¢és a
karboxiatraktilat (CAT; 2 uM) hozzdadasat nyilak jelolik. Eredeti mérésekbol késziilt
reprezentativ gorbéket az A) abra mutatja. A B) abran lathaté eredmények 4 mérés atlagat
+ az atlag standard hibgjat jelolik (n>4) nmol/min/mg fehérje egységben az oszlopokra
irva. A ** és a *** a szignifikdns kiilonbséget jeloli a kontrollhoz képest (**p <0.01;
***p <0.001). A C) abran az ADP, a D) abran az ATP és a C) abran az AP5 képlete
lathato.

Forras: ADP:https://hu.m.wikipedia.org/wiki/F4jl: ADP_chemical structure.png;

ATP: https://biologydictionary.net/atp/;
AP5:http://lwww.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/d6392?lang=hu&region=HU.

Oligomycin hatasara csokkent a NADPH termelddése, azaz az ATP termelés
sebessége, ami az ATP-szintaz kozremiikddésére utal. Az APS NADPH szintet fokozo
hatasa magyarazhat6 azzal, hogy az APS5 szerkezetébdl adodoan (11. abra E) ADP-re (11.
abra C) és ATP-re (11. dbra D) bomlik el. A felszabadul6 ADP pedig atalakul ATP-vé
az ATP-szintaz altal katalizalt reakcidban a mitokondridlis OXPHOS soran 1égzési
szubsztrat jelenlétében. Az ATP-szintaz Km-értéke ADP-re 6-10 pM [239], ami azt
mutatja, hogy akdr a 200 pM AP5-bdl felszabadul6 ADP is nagy mértékii ATP
szintézishez vezethet. A kisérleteink sordn azonban minden esetben nagy mennyiségii
ADP-t alkalmaztunk, ami telitette az ATP-szintazt, igy az AP5-bdl felszabaduld kis

mennyiségli ADP mar nem befolyasolta a méréseket.

5.1.2 A metilénkék hatasa a szubsztrat-szintii foszforilaciora izolalt agyi

mitokondriumokban

Munkacsoportunk korabbi tanulmanyaibdl kideriil, hogy a MB 1égzési lanc
karosodas esetén MB 1 és 2 pM koncentracioban alkalmazva fokozta az ATP termelést a
CI gatlasa esetén glutamat és malattal vagy CIII gatlasa esetén szukcinattal energetizalt
mitokondriumban, viszont hatastalannak tlint egészséges, teljesen miikodoképes, kontroll
mitokondriumokban [98]. igy felmeriilt a MB hatasanak vizsgalata a szukcinat-tiokinaz
enzim altal katalizalt citratkori reakcidban, amely a mitokondrialis SSF-t tdmogatja.

Ugyanis a SSF-nek nagy jelent0sége van 1égzési lanc karosodas soran, mivel az enzim a
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pmf-t6l fiiggetleniil képes ATP termelésre. Munkam soran a korabbi méréseink alapjan
hatasosnak bizonyult 300 nM, 1 uM és 2 uM MB hatasat vizsgaltuk a SSF-ra ATP-szintaz
gatlasa esetén agyi mitokondriumokon.

Mint ahogy a bevezetésben emlitésre keriilt, harom f6 mitokondridlis ATP forrast
lehet elkiiloniteni: 1.) OXPHOS, 2.) SSF és 3.) AK éltal katalizalt reakcidoban keletkezik
ATP. Az el6z0 fejezetben leirtak alapjan az AK ATP termeléshez torténd hozzajarulasat
~80%-kal csokkentettiik 200 uM AP5 hozzaadasaval. Az OXPHOS-t oligomycinnel, az
ATP-szintaz (Fo, F1 ATP-szintaz) specifikus gatloszerével gatoltuk, igy az ATP termelés
kizardlag a SSF-nak és AK enzimaktivitdsabol szarmazo ATP-nek tulajdonithat6 (~20%).
A SSF bruttdé ATP termeléshez vald hozzéjarulasat a 1égzési szubsztratok, ADP és
oligomycin jelenlétében detektalt ATP szintézisének (alapszintii SSF), valamint a 1égzési

szubsztratok és ADP jelenlétében mért ATP termelés kiilonbségeként szamitottuk ki.
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12. abra: A MB hatasa az ATP szintézis sebességére a-ketoglutarattal (A,B), szukcinattal
(C), glutamattal (D) és malattal (D) energetizalt izolalt agyi mitokondriumokban. Minden
mérés APS (200 uM) jelentlétében késziilt. A mitokondriumokat (0.05 mg/ml) az
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Anyagok és modszerek fejezetnél leirt mérdoldat A-ban inkubaltuk. Az ADP (2 mM), az
oligomycin (2 uM), a MB (300 nM, 1 uM, 2 uM) és a karboxiatraktilat (CAT; 2 uM)
hozzaadésat nyilak jelolik. Az eredeti mérési gorbék az A) dbran lathatok. A szamok az
adott mérésekre jellemz0 ATP szintézis sebességét fejezik ki nmol/min/mg fehérje
egységben. A B), C) és D) abran lathatd eredmények 4 mérés atlagat + az atlag standard
hibgjat jelolik (n>4) nmol/min/mg fehérje egységben az oszlopokra irva. A * és a *** a

szignifikans kiilonbséget jeldli a kontrollhoz képest (*p <0.05; ***p <0.001).

Az a-KG-tal energetizalt agyi mitokondriumokban az alapszintli SSF, azaz
oligomycin jelenlétében, de MB nélkiil mért ATP szintézis sebessége (4713)-
(23£1)=2442 nmol/min/mg fehérje (/2. abra A,B) volt. A MB ATP termelésre kifejtett
fokozo hatasa a-KG esetén koncentracio-fiiggd (/2. B dbra). Az oligomycin, ADP ¢s a-
KG jelenlétében mért mitokondridlis ATP termelés 26%-kal (47+3-r6]1 59+4
nmol/min/mg fehérjére), 72%-kal (47£3-r61 81+4 nmol/min/mg fehérjére) és 104%-kal
(47+£3-161 964 nmol/min/mg fehérjére) ndvekedett 300 nM, 1 uM és 2 uM MB hatasara
(12. B abra). Az ANT gatloszerét, CAT-t hozzadadva az ATP szintézis kozel a kontroll
szintre csOkkent (ADP, a-KG és oligomycin jelenlétében). Ez a jelenség azt bizonyitja,
hogy a termelddott ATP jorészt mitokondriélis forrdsbol szarmazott.

A glutamattal energetizalt mitokondriumokban alacsony alapszintii SSF-t
((3144)-(23£1)=842 nmol/min/mg fehérje) lehetett mérni. Azonban a MB (1 uM) az a-
KG-nal tapasztaltakhoz hasonldan jelentés mértékben emelte az ATP szintézist 31+4-r6l
54+6 nmol/min/mg fehérje egységre (12. D dabra).

A szukcinattal 1élegeztetett mitokondriumokban nem volt detektalhaté alapszintii
SSF, és MB hatasara sem novekedett az ATP termelés oligomycin jelenlétében (12.C
dbra). MB hidnyaban az ATP szintézis sebessége 19+6 nmol/min/mg fehérje volt, ami
nem valtozott szignifikdnsan MB hozz4adasara sem: 300 nM MB-kel 21+5 nmol/min/mg
fehérje; 1 pM MB-kel 19+4 nmol/min/mg fehérje és 2 uM MB-kel 24+4 nmol/min/mg
fehérjét mértiink. Ezek alapjan elmondhato, hogy a szukcinat nem tamogatja a citratkori
SSF-t.

Malat jelenlétében a szukcinathoz hasonldan nem volt mérhetd alapszintli SSF

izolalt agyi mitokondriumban. Tovabb4 a MB (1 uM) nem serkentette az ATP termelés
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sebességét az ATP-szintaz gatlasa esetén malattal 1élegeztetett mitokondriumokban (12.
D dbra). Ezek a megfigyelések ugyancsak arra utalnak, hogy a malat nem tdmogatja a
mitokondrialis SSF-t.

Rigoulet [240] és mtarsai 1985-ben megjelent cikkiikben a szétkapcsoldszerek
mitokondrialis SSF-t fokozo hatasarél szamolnak be. Igy kontrollként mi is
megvizsgaltuk a szétkapcsoldszer, FCCP hatdsat az a-KG-tal energetizalt, oligomycinnel
kezelt agyi mitokondriumok ATP termelésére. a-KG és oligomycin jelenlétében, 50 nM
FCCP (MB nélkiil) az ATP szintézis sebességét 47+3 nmol/min/mg fehérjérél 103+13

nmol/min/mg fehérjére novelte (az eredményeket nem dbrazoltuk).

5.1.3 A metilénkék hatasa a mitokondrialis oxigénfogyasztasra izolalt agyi
mitokondriumokban

Kordbbi méréseink alapjan elmondhatjuk, hogy a MB egészséges, intakt agyi
mitokondriumok O> fogyasztasat nem befolyasolja, mig 1égzési lanc karosodas esetén a
MB mentéutvonalat biztositva fokozza a mitokondrialis 1égzést [98]. A MB hormetikus
farmakologiai dozis-hatas gorbéjét figyelembe véve a MB-t alacsony dézisban (300 nM,
1 uM és 2 puM) alkalmaztuk, ugyanis magasabb dozisban gatlé hatast fejt ki. Az O
fogyasztasnal alkalmazott mérési koriilmények kisebb modositasokkal megegyeztek az
ATP termelés mérésénél leirtakkal (14sd: Anyagok és modszerek).

Az izolalt agyi mitokondriumhoz el0szor alaplégzést indukalva 1égzési
szubsztratot adtunk, majd ADP (2 mM) hatésara a 1€gzés ¢s az OXPHOS jelentOsen
megemelkedett. A folyamatot az ATP-szintaz gatloszerének, oligomycinnek a
hozzéadasaval gatoltuk, ami a redukald ekvivalensek, a NADH és a FADH? (szukcinat
esetén) felhalmozodasahoz vezetett. A MB hatasara a NADH-(FADH>) szint csokkent,
ugyanis a MB eltavolitja az elektronokat a NADH-r6l (vagy a FADH2-r6l) és az
elektronszallitd molekulara, a citokrom c-re szallitja. A mérések végén CAT-ot adtunk,
ami gatolja az ADP bejutésat és igy a mitokondrialis 1égzést.

A MB az o-KG-tal energetizalt, oligomycinnel kezelt mitokondriumokban
koncentracio-fiiggéen serkentette a 1égzést (/3. 4,B abra). 300 nM MB 57%-kal, | uM
MB 129%-kal, mig 2 pM MB 167%-kal fokozta az oxigénfogyasztist oligomycin
jelenlétében. CAT hatdsara csokkent az intramitokondridlis ADP mennyisége, ami a

1égzés gatlasdhoz vezetett.
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A szukcinattal I¢legeztetett agyi mitokondriumok oxigénfogyasztasat 300 nM MB
93%-kal, 1 uM MB 108%-kal, mig 2 uM MB 210%-kal fokozta az ATP-szintaz gatlasa
esetén (13.C dbra). Azonban a CAT nem csokkentette a 1égzést, ami a SSF hianyara
utalhat.

A MB a glutamattal energetizalt mitokondriumok oxigénfogyasztasat 100%-kal
fokozta (24+4-r6l 4843 nmol/min/mg fehérjére) oligomycin jelenlétében (13.D dbra). Az
ANT gatlasa CAT-tal, gatolta az oxigénfogyasztast 48+3-r6l 31+£3 nmol/min/mg
fehérjére a MB-kel kezelt mitokondriumban (adatokat nem abrazoltuk). Ahogy a 13. D
abran lathato a malattal 1¢legeztetett mitokondriumok oxigénfogyasztasa 52%-kal nott
40£2-r6l 61£2 nmol/min/mg fehérjére. A CAT, a szukcinat jelenlétében tapasztaltakhoz
hasonldan, nem csokkentette a 1égzést malattal sem, ami ugyancsak a SSF hidnyara

utalhat (az adatokat nem abrazoltuk).
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13. abra: A MB hatasa az oxigénfogyasztasra az a-ketoglutarattal (a-KG; A, B),
szukcinattal (C), glutamattal (D) ¢és malattal (D) energetizalt izolalt agyi
mitokondriumokban. Minden mérés APS5S (200 pM) jelentlétében késziilt. A
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mitokondriumokat (0.1mg/ml) az Anyagok és moddszereknél leirt mérdoldat A-ban
inkubaltuk. Az ADP (2 mM), oligomycin (2 uM), MB (300 nM, 1 uM, 2 uM) és
karboxiatraktilat (CAT; 2 uM) hozzaadasat nyilak jelolik. Az eredeti mérési gorbék az
A) abran lathatok. A MB hatésat (c gorbe) hasonlitottuk 0ssze a kontroll gorbékkel (a
gorbe: oligomycin és MB nélkiil; b gorbe: MB nélkiil). A szamok az adott mérésekre
jellemzd ATP szintézis sebességét fejezik ki nmol/min/mg fehérje egységben. A B), C)
¢s D) abran lathato eredmények 4 mérés atlagat + az atlag standard hibgjat jelolik (n>4)
nmol/min/mg fehérje egységben az oszlopokra irva. A * és a *** a szignifikans

kiilonbséget jeloli a kontrollhoz képest (*p <0.05; ***p <0.001).

5.1.4 A metilénkék hatasa a NAD(P)H-szintre

A NAD(P)H autofluoreszcencia mérésénél ugyanazt a protokollt alkalmaztuk,
mint az el6z6 bekezdésben. Az alaplégzést a-KG-tal indukaltuk, ami a NAD(P)H-szint
emelkedéséhez vezetett (/4. dbra). ADP hozzéadasaval az oxigénfogyasztis és az
OXPHOS novekedett, ami a NAD(P)H-szint csokkenésében nyilvanult meg. Oligomycin
hatdsara azonban emelkedett a NAD(P)H-szint, majd a MB (1 puM) szignifikansan
csokkentette a NAD(P)H autofluoreszcenciat (/4.dbra, ¢ gorbe). MB-kel és
oligomycinnel kezelt mitokondriumban a CAT tovabb csokkentette a NAD(P)H-szintet,
mig MB nélkiil a CAT nem fejtett ki hatast a NAD(P)H-szintre ATP-szintaz gatlasa
esetén a-KG-tal (/4.dbra, b gorbe). Ezek a kisérletek azt bizonyitjak, hogy a MB képes
oxidalni az intramitokondrialis NAD(P)H-t.
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a) a-KG, ADP, CAT
b) a-KG, ADP, oligomycin, CAT
c) a-KG, ADP, oligomycin, MB 1 uM, CAT
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14. abra: A MB hatasa a NAD(P)H autofluoreszcencidra az a-ketoglutarattal energetizalt
izolalt agyi mitokondriumokban. Minden mérés AP5 (200 uM) jelentlétében késziilt. A
mitokondriumokat (0.1 mg/ml) az Anyagok és modszereknél leirt mérdoldat A-ban
inkubaltuk. Az ADP (2 mM), oligomycin (2 uM), MB (1 uM,) és karboxiatraktilat (CAT;
2 uM) hozzéaadasat nyilak jelolik. A MB hatasat (¢ gorbe) hasonlitottuk 6ssze a kontroll
gorbékkel (a gorbe: oligomycin és MB nélkiil; b gorbe: MB nélkiil).

5.1.5 A metilénkék hatasa a mitokondrialis membranpotencialra (Aym)

A Aym-t egy fluoreszcens festék, safranin-O segitségével hataroztuk meg o-KG-
tal, glutamattal és szukcinattal energetizalt izolalt agyi mitokondriumokban (75. dbra). A
mérési koriilmények megegyeztek az eldzd fejezetekben leirtakkal. Légzési szubsztrat
hidnyaban a mitokondrialis membran hiperpolarizalt. ADP hatdsara a Aymcsdkken, mivel
a protonok az ATP-szintaz protoncsatornajan keresztiil visszakeriilnek az intermembran
térbol a mitokondrialis matrixba, csokkentve ezzel a pmf-t. Az oligomycin, gatolva az
ATP-szintazt, hiperpolarizélta a mitokondridlis membrant, ugyanis a protonok
felhalmozddtak az intermembran térben. a-KG-tal energetizalt mitokondriumban a MB

nem okozott szignifikans valtozast, mig a CAT hat4sara a Aym csokkent (15.4 abra, c
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gorbe). Azonban MB hianyaban a CAT nem volt hatassal a Aym-ra (15.4 abra, b gorbe).
Szukcinattal 1¢legeztetett mitokondriumban oligomycin jelenlétében a MB nem
befolyasolta a Aym-t (15.B dbra, ¢ gorbe). Ellentétben az a-KG-tal latottakkal, a CAT
nem valtoztatta a Aym-t szukcinattal energetizalt, oligomycinnel kezelt mitokondriumban
(15. B abra, gorbe b). Hasonldan az eldz6 két szubsztratnal, a MB glutamat esetén sem
befolyasolta a Aym-t oligomycinnel jelenlétében (15.C dbra, gorbe c¢). Azonban CAT
hozzaadasakor a membran depolarizalédott hasonléan az a-KG-tal tdmogatott

mitokondriumban MB jelenlétében (15.C dbra, gérbe c).
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15. abra: A MB hatdsa a mitokondrialis membranpotencialra a-ketoglutarattal (a-KG,
A), szukcinattal (B) és glutamattal (C) energetizalt izolalt agyi mitokondriumokban
safranin fluoreszcens festékkel meghatirozva. Minden mérés AP5 (200 uM) jelentlétében
késziilt. A mitokondriumokat (0.1 mg/ml) az Anyagok és modszereknél leirt mérdoldat
A-ban inkubaltuk. Az ADP (2 mM), oligomycin (2 uM), MB (1 uM), karboxiatraktilat
(CAT; 2 uM) és FCCP (250 nM) hozzaadasat nyilak jelolik. A MB hatésat (c gorbe)
hasonlitottuk 6ssze a kontroll gorbékkel (a gorbe: oligomycin és MB nélkiil; b gérbe: MB
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nélkiil). Mindegyik gorbe 3 egymastol fliggetlen mérés atlagat + az atlag standard hibajat

mutatja.

5.1.6 A metilénkék mitokondrialis hatasanak osszefoglalasa

Az alabbi tablazat a MB oxigénfogyasztasra és ATP termelésre gyakorolt hatasat
foglalja Gssze o-KG-tal, glutamattal, szukcinattal ¢és malattal energetizalt

mitokondriumban (2. tabldzat).

2. tablazat A MB hatasa a mitokondridlis 1égzésre, az ATP termelésre és a szubsztrat-
szintli foszforilaciora (SSF) a-KG-tal, glutamattal, szukcinattal és malattal energetizalt
izolalt agyi mitokondriumokban. Az eredmények és kdvetkeztetések az adenilat-kindz
gatlo, AP5 (200 uM), az ATP-szintaz gatldé oligomycin (2 uM) és ADP jelentlétében

végrehajtott kisérletekbdl szarmaznak.

SSF-t
Légzési
Mitokondrialis 1égzés ATP termelés tamogato
szubsztrat

szubsztrat

a-KG novekszik novekszik igen

glutamat novekszik novekszik igen

szukcinat novekszik nincs hatas nem

malat novekszik nincs hatas nem

A kovetkezd 6sszefoglald tablazatban tiintettem fel a kiilonféle vegyiiletek hatasat
a mitokondrialis 1égzésre, ATP termelésre és Aym-ra o-KG-tal energetizalt

mitokondriumban (3. tabldzat).
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3. tablazat Az ADP (2 mM), az oligomycin (2 pM), a metilénkék (MB) és a
karboxiatraktilat (CAT; 2 pM) hatasa a mitokondrialis 1égzésre, ATP termelésre és Aym-
ra o-ketoglutarattal (a-KG) energetizalt mitokondriumban. Az elsé oszlopban a
vegyliletek a hozzdadas sorrendjében vannak felsorolva (a vastagon szedett betiik
mutatjak azt a vegyliletet, amely végs6 hatasat a tablazat tobbi oszlopaban feltiintettem),
mig a reagens hatdsat az adott mitokondrialis funkciora az ezt kovetd oszlopok jelolik.
Roviditések: o-KG: a-ketoglutarat, CAT: karboxiatraktilat, MB: metilénkék, SSF:

szubsztrat-szintl foszforilacid

Mitokondrium- : -
hoz adott M'toli‘"z'gsr‘ahs ATP termelés Aym
reagensek g
. . minimalis . e,
a-ketoglutarat alaplégzés nivekedés hiperpolarizacio
a-KG+ADP (OiiI%IZ-T(S)S) novekedés depolarizacio
o-KG+ gatlas gatlas hiperpolarizacid
ADP+oligomycin
a-KG+
ADP+oligomycin novekedés csak SSF nincs hatés
+MB fokozddas
a-KG+ADP+
oligomycin+MB+ csokkenés csokkenés depolarizacio
CAT
-KG + +
¢ K((B: A'.AI‘_DP csokkenés csokkenés hiperpolarizacio

5.1.7 A metilénkék hatisa komplex I és ATP-szintaz gatolt mitokondriumok
miikodésére
Ma maér elfogadott tényként tartjdk szamon a neurodegenerativ korképek, mint
példaul Parkinson- vagy Alzheimer-kor mitokondrialis érintettségét [25, 27]. A
mitokondrialis karosodas kovetkeztében kialakuld energiadeficitnek ¢és oxidativ
stressznek szerepet tulajdonitanak a betegség progresszidjanak felgyorsitasaban. A CI-
ben bekovetkez6 mutacié tobb neurodegenerativ korképben fellelheté [34, 36], ami

tobbek kozott a mitokondridlis oxigénfogyasztds deprivacigjaval jar egyiitt.
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Munkacsoportunk korabbi tanulmanya alapjan, a MB CI és CIII gatlas soran javitotta a
mitokondrialis funkciot: fokozta a 1égzést, novelte az ATP termelést, helyreallitotta a
Aym-t és fokozta a kalcium felvételt [98]. Jelen munkankban arra voltunk kivancsiak,
hogy CI gatlas esetén a MB-kel fokozott SSF-val keletkezett ATP javithatja-e a
mitokondrium funkciot. Kisérleteinkben a mitokondriumokat a CI gatldszer, rotenon
mellett az ATP-szintaz gatlasa érdekében oligomycinnel.

A o-KG-tal és malattal energetizalt mitokondriumokhoz eldszér ADP adasaval
fokoztuk az OXPHOS-t. Majd rotenon és oligomycin egyiittes adasakor csokkent az ATP
szintézis ¢és a légzés (16.A abra). Ha ezt kovetden az a-KG-tal 1élegeztetett
mitokondriumokat 1 uM MB-kel kezeltiik, akkor az ATP-szintézis 59%-kal emelkedett
(17£2-r61 27+2 nmol/min/mg fehérjére), mig 2 uM MB-kel 282%-0s novekedés volt
megfigyelhetd (17£2-r6] 65+10 nmol/min/mg fehérjére). Azonban a MB hatastalannak
bizonyult az ATP termelésre malattal energetizalt, rotenonnal és oligomycinnel kezelt
mitokondriumok esetén (16. A abra).

Ahogy mar a kordbbi Aym mérések sordn is megfigyeltiik, a-KG-tal vagy malattal
energetizalt mitokondriumokban a 1égzési szubsztrat hozzaadasara hiperpolarizalodott a
membran, majd ADP hatasara depolarizalodott és az oligomycin névelte a Aym-t (15.
abra). A rotenon gatolva a CI-t, gatolta az elektronok dramlésat a 1égzési lancban, igy
csokkentve a Aym-t. Ha ezutan 2 uM MB-kel kezeltlik a mitokondriumokat, akkor a Aym
helyreallt mind o-KG-tal (16.4 dbra), mind malattal (16.B dbra) 1élegeztetett

mitokondriumban. A mérések végén a Aym-t FCCP adéséval siitottiik ki.
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16. dabra: A mitokondrialis komplex I és az ATP-szintaz egyiittes gatlasdnak hatdsa a
SSF-ra és a mitokondrialis membranpotencialra (Aym) a-KG-tal és malattal energetizalt
agyi mitokondriumokban. A MB hatasat az ATP szintézis sebességére az A) abra, mig a
MB hatésat a Aym -ra a-KG-tal és malattal energetizalt mitokondriumokban a B) és C)
abra mutatja. Minden mérés AP5 (200 uM) jelentlétében késziilt. A mitokondriumokat
(0.1 mg/ml) az Anyagok és modszerek fejezetnél leirt mérdoldat A-ban inkubaltuk. Az
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ADP (2 mM), az oligomycin (2 uM), a rotenon (1 puM), a MB (1 uM, 2 uM), a
karboxiatraktilat (CAT; 2 uM) és a FCCP (250 nM) hozzaadasat nyilak jelolik. A A)
abran lathaté eredmények a mérések atlagat = az atlag standard hibajat jeldlik
nmol/min/mg fehérje egységben az oszlopokra irva. A *** a szignifikans kiilonbséget
jeloli a kontrollhoz képest (***p <0.001). A B) és C) abran feltiintetett abrdk egy-egy
reprezentativ mérési gorbét mutatnak MB nélkiil (A) és MB jelenlétében (B).

Ezt kovetben a MB hatasat vizsgaltuk a NAD(P)H autofluoreszcenciara
oligomycin és rotenon egyiittes alkalmazésa soran. A mérési koriilmények megegyeztek
a korabbi fejezetben leirtakkal (5.1.4 fejezet). A MB-kel kezelt (17.4 abra, a gorbe) és
nem-kezelt (17.4 dbra, b gorbe) mitokondriumok NAD(P)H-szint valtozasait
hasonlitottuk Ossze. Ahogy mar korabban leirtuk, az a-KG emelte a NAD(P)H
fluoreszcencidjat, mig ADP csokkentette azt és oligomycin ismételten fokozta a
NAD(P)H-szintet. Az FCCP adasara a NAD(P)H oxidalodott. Rotenon hatasara a CI
gatlas kovetkeztében a NAD(P)H felhalmozodott. Azonban a MB (2 uM) mddositotta a
mitokondrialis NAD(P)H autofluoreszcenciat. MB jelenlétében oligomycin hatisara a
NAD(P)H-szint csak enyhén emelkedett (17.4 abra, a gorbe), ami azt bizonyitja, hogy a
MB képes oxidalni a NAD(P)H-t.

5.1.8 A metilénkék felhalmozédasa a mitokondriumban

A MB aromas gylirlirendszerének és pozitiv toltésének koszonhetden képes
atjutni a mitokondrialis membranokon €s felhalmozodni a negativ toltésti mitokondrialis
matrixban [92]. Annak érdekében, hogy bizonyitsuk a MB mitokondrialis felvételét,
mértiik az oxidalt MB abszorbancia-valtozasat izolalt agyi mitokondriumokon (17.B
abra). A MB-t (2 pM) mindig a kisérlet elején adtuk az oldathoz. Ezt kdvetden a-KG-t
adtunk hozza, ami csokkentette a MB abszorbancidjat, utalva a MB redukalodéasara €s
mitokondrialis felvételére. Az OXPHOS-t ADP hozzaadasaval indukaltuk, ami kis
mértékben novelte az oxidalt MB szintjét. Oligomycin hatdsdra a mitokondridlis
membran hiperpolarizalodott (/5.4 abra), a NAD(P)H-szint emelkedett (/4. dbra), a
redukalt MB koncentraciéja megnétt (17.B dbra), ugyanis atvette az elektronokat az

oligomycin kovetkeztében felhalmozddott NAD(P)H-rol. Szétkapcsoloszer, FCCP esetén
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az abszorbancia maximalisan megemelkedett, ami a MB teljes mértékli oxidalédasara
utal. Rotenon hatasara FCCP jelenlétében azonban nem tortént tovabbi véltozas a MB

abszorbancidjaban. A MB teljes redukalodasahoz a kisérletek végén ditionitot adtunk.
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17. abra: A MB hatisa a NAD(P)H autofluoreszcenciara és a metilénkék (MB)
abszorbanciaja intakt agyi mitokondriumokon. A MB hatasat a NAD(P)H
autofluoreszcenciara a-ketoglutarattal (a-KG) 1élegztetett agyi mitokondriumokon az A)
abra mutatja. Minden mérés APS (200 uM) jelentlétében késziilt. A mitokondriumokat
(0.1 mg/ml) az Anyagok és modszerek fejezetnél leirt méréoldat A-ban inkubaltuk. Az
a-KG (5§ mM), az ADP (2 mM), az oligomycin (2 pM), a rotenon (1 uM), a MB (2 uM),
a karboxiatraktilat (CAT; 2 uM) és a FCCP (1 uM) hozzdadasat nyilak jelolik. Az A)
abran az a) gorbe (kék) esetén a MB-t mar a méréoldat tartalmazta, mig a b) gorbe (z6ld)
esetén az oldatban nem volt MB. A B) abra a MB oxidacidjat mutatja o-KG-tal
energetizalt agyi mitokondriumban 660 nm-n mérve. Az abszorbancia ndvekedése a MB
oxidacigjara utal, mig csokkenése a MB redukciojat jeloli. A mitokondriumok a 16.A
abra a) gorbéjénél leirt koriilmények kozott voltak inkubalva. A ditionitot 900 s-nél adtuk

hozza.
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5.2 A protonmotoros eré6 komponenseinek, a mitokondriilis membranpotencial és
a transzmembran pH gradiens hatisa a mitokondrialis reverz elektron

transzport altal tamogatott H2O2 termelésre agyi és sziv mitokondriumokon

A pmf komponenseinek a szétvalasztasa sziikséges ahhoz, hogy kiilon-kiilon tudjuk
vizsgalni a két komponens, ApH és Aym hatasat a szukcinat és a-GP jelenlétében mért
RET éltal tAmogatott H202 termelésre. A két tag elkiilonitése ionoforok azaz nigericin
illetve valinomycin segitségével tortént. A két ionofor hatdsa nagymértékben fligg a
méréoldat K* koncentraciéjatol. igy ennek megfeleléen az Anyagok és Modszerek
fejezetnél leirtak szerint a 125 mM KCI-t, azaz a magas K*-t tartalmazé mérdoldat A-t
hasznaltuk a nigericin jelenlétében végzett mérésekhez. A valinomycinnel végrehajtott
mérésekhez 4 mM KCI-t tartalmazé (alacsony K* koncentracioja) mérdoldat B-t
hasznaltunk. Mindkét mérdoldat tartalmazott a megfeleld foszfatkoncentracio biztositasa
érdekében 2 mM KoHPOs-t. Minden mérés végén szétkapcsoloszert, FCCP-t adtunk a
mitokondriumokhoz a Aym csokkentése érdekében, ami egyidejlileg gatolta a szukcinat
¢s az o-GP indukalta RET-t.

A RET magas Aym igénye miatt a méréseket ADP nélkiil végeztiik el a szukcinattal
vagy a-GP-vel 1¢legeztetett mitokondriumokban biztositva ezzel az elektronok dramlésat
a CII felle a CI iranyaba. Fontos megjegyezni, hogy a szukcinattal 1élegeztetett
mitokondriumban NADH nemcsak RET soran, hanem a szukcinat citratkori
oxidacidjakor is keletkezhet. fgy ennek megel6zése érdekében egy masik 1égzési
szubsztratot, a-GP-t is alkalmaztunk, ami nem oxidaloédik a citratkdrben, hanem a
mitokondrialis bels6 membran kiilsé részén elhelyezkeddé o-GPDH oxidélja.
Kisérletinkben a rotenon gétolta mind a szukcinattal, mind az a-GP-tal energetizalt
mitokondrium H2O, termelését, ami egyben utal a RET jelenlétére is [161]. Ha nem
alkalmaztunk sem rotenont, sem ADP-t a szukcinat illetve az a-GP oxidacioja soran az

elektronok képesek a CII-rdl a CIII és a CI felé is aramlani.

5.2.1 A nigericin hatasa a pHin-re, ApH-ra, a Aym-ra és a mitokondrialis

H202 termelésre, ha méréoldat pH = 7.0 agyi mitokondriumokban
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A nigericin egy K*/H" antiporter, amely a két iont az ellentétes irAnyba szallitja a
K™ koncentracié gradiensétdl fliggen. Esetiinkben 125 mM KCI jelenlétében a K*-t az
intermembran térbe, mig a H*-t a mitokondrium matrixaba szallitotta. Méréseink soran
20 nM nigericint hasznaltunk, ami cs6kkentette a pHin-t (18.4 dbra) és ezzel egyiitt a
ApH-t (18. A dbra) is, ami a Aym kompenzatorikus ndvelésével jart egyiitt (18. B dbra.).
A nigericin csokkentette a pHin -t 0.134£0.04 pH egységgel (7.08+£0.06-r61 6.95+0.02-re)
¢s a ApH-t 0.2320.06-161 0.08940.02-re pHextra=6.84+0.01 esetén, ha a pH-elektroddal
mért pH 7.00 volt (20. A. dbra). A nigercin hiperpolarizalta a mitokondrialis membrant
7.78+2.5 mV-tal (-190.4+2 mV-16l -199+£3 mV-ra; lasd 18.C dabra, b gérbe). Ha tovabb
ellentétben [159] azonban nigericin hatdsara szukcinattal Ilélegeztetett agyi
mitokondriumban a H20: termelés sebessége csokkent 56+11%-kal (1894+169-r6l
2871£169 pmol/min/mg fehérjére) (18.E abra, b gorbe és 19. A abra).
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18. dabra: A nigericin (A,C,E) és a valinomycin (B,D,E) hatasa az intramitokondrialis pH

(pHin)-ra és a transzmembran pH gradiensre (ApH) (A,B), a Aym-ra (C,D) és a H20»

termelés

sebességére (E,F)
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mitokondriumokat (0.05 vagy 0.1 mg/ml) az Anyagok és Modszerek fejezetnél leirtak
értelmében két kiilonbdzd mérdoldatban inkubaltuk attol fiiggden, hogy nigericint
(mérdoldat A) vagy valinomycint (mérdoldat B) hasznaltunk. A szukcinat (5 mM), a
FCCP (250 nM), a valinomycin (0.25 nM), a nigericin (20 nM) és a koktél (gramicidin,
monensin, nigericin) hozzaadasat nyilak jelolik. A nigericin (4, C,E abra, b gorbe) hatasat
hasonlitottuk 6ssze a kontroll gorbékkel (4,C,E dbra, a gorbe) és a valinomycin (B,D,F
abra, b gorbe) hatast hasonlitottuk a kontroll gorbéhez (B,D,F dabra, a gorbe). ApH-t
(A,B) a pHin és extramitokondrialis (pHextra) kiilonbségébdl szamoltuk ki. A pHin mérése
soran (A, B) a fluoreszcenciat KOH hozzaadasaval kalibraltuk. Az E és F abran az
értékeket pmol/min/mg fehérjében adtuk meg és mindegyik kisérlet végén a kalibralashoz
100 pmol H202-t hasznaltunk. Mindegyik abran egy eredeti mérési gorbe lathat6 legalabb

négy egymadstol fiiggetlen mérésbdl kivalasztva.

A nigericin RET-re kifejtett hatasat nemcsak szukcinattal, hanem a-GP
jelenlétében is vizsgaltuk. Kisérleteinkben azt lattuk, hogy a nigericin a-GP-val
energetizalt agyi mitokondriumban szukcinathoz hasonloan csékkentette a pHin-t (19.C
abra), novelte a Aym-t (az abra nincs feltiintetve) és fokozta a H2Oz termelés sebességét,
ami ADP hidnyaban a RET-nek tulajdonithat6. A nigericin 42+4%-kal fokozta az a-GP-
vel indukalt H2O2 termelés sebességét (733+26-r61 1043+57 pmol/min/mg fehérjére), mig
a pHin-t 0.18+0.02 pH egységgel csokkentette (7.29+0.03-r61 7.11+0.02-re; 19.C dbra és
20.C abra).
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19. dabra: A nigericin (A,C) és valinomycin (B,D) hatasa a H20> termelés sebességére
szukcinattal ¢és a-glicerofoszfattal energetizalt agyi mitokondriumokban az
extramitokondrialis pH (pHextra) fliggvényében. A mitokondriumokat (0.05 mg/ml) az
Anyagok ¢és Modszerek fejezetnél leirtak értelmében két kiilonb6z6 mérdoldatban
inkubaltuk attol fliggben, hogy nigericint (mérdoldat A) vagy valinomycint (méréoldat B)
hasznaltunk. A szukcinat (5 mM), az a-glicerofoszfat (a-GP; 20 mM), a FCCP (250 nM),
a valinomycin (0.25 nM) és a nigericin (20 nM) hozzaadasat nyilak jeldlik. A nigericin

(A,C abra, fehér kérok) hatasat hasonlitottuk 6ssze a kontroll gorbékkel (4, C dbra, fekete
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korok) és a valinomycin (B,D abra, fehér kordk) hatast hasonlitottuk a kontroll gérbéhez
(B,D dbra, fekete kérok). Az értékeket pmol/min/mg fehérjében + az atlag standard hibaja
(n>4) és pHextra £+ az atlag standard hibgja (n>4) adtuk meg; ***p<0.001; **p<0.01.

5.2.2 A valinomycin hatdsa a pHin-re, ApH-ra, a Aym-ra és a mitokondrialis

H20:2 termelésre, ha a méréoldat pH = 7.0 agyi mitokondriumokban

A valinomycin egy K* ionofor, ami a K'-t elektrokémiai gradiensiiknek
megfelelden szallitja a mitokondrium bels6 membranjan keresztiil. Méréseink soran 0.25
nM valinomycint hasznaltunk 4 mM KCl é 2 mM KH2POs jelenlétében, ami
koncentraciotol fliggden depolarizélta a Aym-t (18.D abra) és emelte a pHin-t 0.38+0.04
pH egységgel (7.27+£0.01-r61 7.64+0.04-re), (18.B dabra) és a ApH-t 0.39+0.001-r6l
0.75+0.04-re (19. B és 20. B abra) szukcinattal 1¢legeztetett agyi mitokondriumokban.
Korédbban mar emlitésre keriilt, hogy a valinomycin mitokondriumra gyakorolt hat4sa
nagy mértékben fiigg a mérdoldat K* koncentraciojatol. Erdekességképpen, a szukcinattal
energetizalt agyi mitokondriumban ADP nélkiil a 0.25 nM valinomycin 5 mM KCI
jelenlétében novelte legjobban a pHin-t, mig 20 mM KCI esetén mar a mitokondrialis
matrix elkezdett savanyodni (az dbra nincs feltiintetve). 0.25 nM valinomycin 4 mM KCl
¢s 2 mM KH2POj jelenlétében csokkentette a szukcinattal indukalt H2O, termelés
sebességét 44.5+4%-kal (1870+£169-r61 831+93 pmol/min/mg fehérjére) (18.F dabra és
19.B dbra). Hasonloképpen a valinomycin az a-GP-indukalt H2O; termelést 45+14%-kal
csOkkentette a kontrollhoz képest (2056+147-r61 1096+196 pmol/min/mg fehérjére)
(19.D dbra). Ezen a pHextra értéken a valinomycin alkalizalta a mitokondrialis matrixot
0.26+0.02 pH egységgel (7.54+0.01-r61 7.80+0.02-re), mig a ApH-t emelte 0.32+0.01-r61
0.59+0.02-re (20.D dbra).
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20. abra: A nigericin (A,C) és valinomycin (B,D) hatasa a transzmembran pH gradiensre
(ApH) szukcinattal és o-glicerofoszfattal energetizalt agyi mitokondriumokban az
extramitokondrialis pH (pHextra) fliggvényében. A mitokondriumokat az Anyagok és
Modszerek fejezetnél leirtak értelmében két kiilonb6z6 meérdoldatban inkubaltuk attol
fiiggden, hogy nigericint (mérdoldat A) vagy valinomycint (mérdoldat B) hasznaltunk. A
szukcinat (5 mM), az a-glicerofoszfat (a-GP; 20 mM), a FCCP (250 nM), a valinomycin
(0.25 nM) és a nigericin (20 nM) hozzaadasat nyilak jel6lik. A nigericin (4,C dbra, fehér
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korok) hatasat hasonlitottuk 6ssze a kontroll gorbékkel(4,C dabra, fekete korok) és a
valinomycin (B,D dbra, fehér kordk) hatast hasonlitottuk a kontroll gorbéhez (B,D dbra,
fekete korok). Az eredményeket a pH értékben + az atlag standard hibaja (n=4) adtuk
meg; ***p<0.001; *p<0.05.

5.2.3 A pHextra hatdsa a pHin-re, ApH-ra, a Aym-ra és a mitokondrialis H202
termelésre agyi mitokondriumokban

Ahogy mar az Anyagok és Modszerek fejezetnél leirtam, a mérdoldat pH-jat pH-
elektroddal a mérés napjan 6.4, 6.8,7.0,7.4,7.6 és 8.0 értékekre allitottuk be. Azonban a
mitokondrium ¢és a 1égzési szubsztratok (szukcinat vagy o-GP) hozzéadasa soran a
mérboldat pH-ja megvaltozott. igy a ApH pontos kiszamitasahoz a mitokondrium és
szubsztratok jelenlétében detektalt pH értéket vettiik pHextra-nak, amit akkor kaptunk,
amikor a ,koktél” hozziadasat kovetden a pHin=pHexra. A nigericinnel végzett
mérésekhez a magasabb K™ tartalmt méroldat A-t hasznaltuk, mig a valinomycin hatasat
Modszerek).

H20:2 termelés sebessége: A 19.A és C abran jol lathatd, hogy a pHextra emelésének
figgvényében a H,0> termelés sebessége meredeken nd mind szukcinattal, mind pedig
a-GP-tal energetizalt agyi mitokondriumokban nigericin jelenlétében (19.4,C dbra, fehér
korok) és anélkiil (19.4,C dbra, fekete kirok). Selivanovhoz [215] hasonldan mi is azt
lattuk, hogy a nigericin szignifikansan fokozta a H20. termelés sebességét
PHextra=6.45+0.004 és pHextra=7.03+0.02 ko6zo6tt (19.4 abra). Azonban ligosabb pHextra
értekeken a nigericin nem emelte szignifikdnsan a H202 termelés sebességét.
Hasonloképpen ahhoz, amit a szukcinattal energetizalt agyi mitokondriumokban
mértiink, o-GP-val 1élegeztetett mitokondriumokban is a nigericin novelte a H202
termelés sebességét 48+3%-kal pHextra=06.81£0.01-n, 42+4%-kal pHextra=7.05+£0.05-n és
21+11%-kal pHextra=7.45+£0.02-n (19.C dbra). A valinomycin csokkentette a H20:
termelés sebességét a szukcinattal és az a-GP-vel 1élegeztetett agyi mitokondriumokban
az Osszes vizsgalt pHexwa értéken (19.B,D dabra). Ha a pHextra=6.45+0.004 volt, a
valinomycin 59+1%-kal csokkentette a szukcinéttal energetizalt mitokondriumban a

H202 termelés sebességét, 55+4%-Kal pHextra=6.88+0.01-n és 59+6%-kal, ha a
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PHextra=7.20+0.02 volt (19.B dbra). A valinomycin hasonldéan befolyasolta az a-GP-vel
energetizalt agyi mitokondriumok H202 termelését is (19.D dbra).

Aym: A TPP*-clektroddal végzett vizsgalataink alapjan elmondhatd, hogy a nigericin
minden mért pHexra értéken hasonlé mértékig emelte a Aym-t (~-195 - -200 mV)
szukcinattal energetizalt agyi mitokondriumon (4. tdbldzat). Nigericin nélkil a
legalacsonyabb Aym értéket pHexira=6.45+0.004-n lehetetett mérni. Osszefoglalasképpen
megallapithato, hogy a legmagasabb Aym értéket €s a legnagyobb mértékit H2O» termelést
nigericin jelenlétében a legligosabb pHextra értéken detektaltuk szukcinattal 1¢legeztetett

agyi mitokondriumon.

4. tablazat: A nigericin hatdsa a szukcinattal [élegeztetett agyi mitokondrium
membranpotencialjara (Aym) TPP*-elektroddal mérve. A mitokondriumokat (0.1 mg/ml)
az Anyagok és Modszerek fejezetnél leirtak szerint a mérdoldat A-ben inkubaltuk. A
mérések soran szukcinatot (5 mM) és nigericint (20 nM) hasznaltunk. Az eredményeket
4 mérés Aym -nak atlagat + az atlag standard hibajaként adtuk meg mV-ban kifejezve

adott pHextra értéken 4 mérés pHexra értékének atlagat + az atlag standard hibajat

feltlintetve.
Aym (MV)
PHextra szukcinat nigericin
6.45+0.004 -184.4+4 -196.9+3
6.84+0.01 -190.442 -199+43
7.30+£0.05 -195.242 -203.7£3

pHin és ApH: A pHin pHextra-tol vald fliggésének vizsgalata soran megallapitottuk, hogy
a pHin mindig magasabb, mint a pHexrra. A pHin mérések soran a mitokondriumokat
BCECF-AM festékkel toltottiikk, mértik a pHin valtozast és meghataroztuk a
mitokondrium és a 1égzési szubsztratok jelenlétében detektalt pHextra értékét a koktél
hozzaadasa utan (pHin=pHextra). Majd a pHin és pHextra kiilonbségébdl kiszamoltuk a ApH
értéket (lasd Anyagok és Modszerek). A pHexra novelésének fiiggvényében a ApH
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csokkent mind szukcinat, mind a-GP jelenlétében (20. A és C. abra). Nigericin hatdsara
a pHin csokkent, ami a ApH érték csokkenésében is megnyilvanult (20. 4 abra). A
legligosabb pHextra értéken (7.45+0.02) a nigericin nem csOkkentette sem a pHin-t, sSem a
ApH-t szukcinattal energetizadlt agyi mitokondriumban. o-GP-vel I¢legeztetett
mitokondriumban a nigericin csokkentette az 0sszes mért pHextra értéken a pHin-t €és a
ApH-tis (20.C dbra). Valinomycin kezelés hatasara mind a szukcinattal, mind az a-GP-
tal energetizalt agyi mitokondriumban a mitokondrialis matrix ligosodott, ami egyiitt jart
a ApH novekedésével is (20. B,D abra). Tehat 6sszefoglalasképpen elmondhato, hogy
agyi mitokondriumban a pHextra emelésének fiiggvényében fokozodott a HoO» termelés

sebessége, a mitokondridlis matrix lugosodott, mikozben a ApH csokkent.

5.2.4 Szervspecificitas. A nigericin hatasa a pHin-re, ApH-ra, a Aym-ra és a

mitokondrialis H2O2 termelésre izolalt sziv mitokondriumban

A pmf komponenseinek hatasa a RET-re nem csak agybol izolalt mitokondriumban
relevans, hanem olyan szervekben is, mint példaul a sziv, ami patoldgias koriilmények
kozott -példaul iszkémia-reperfiizié soran- oxidativ karosodasnak van kitéve [43]. Annak
érdekében, hogy még tobbet tudjunk meg a ApH-nak és a Aym-nek a szukcinattal
tamogatott RET-ra gyakorolt hatasarol, kisérleteinket elvégeztiik tengerimalac szivbol
izolalt mitokondriumokon is. Hasonléan az agyhoz, a nigericin (20 nM) szukcinattal
energetizalt sziv mitokondriumokban is hiperpolarizalta a mitokondrialis membrant
kiilonbdz6 pHextra értékeken (5. tablazat). Nigericin nélkiil a szukcinattal 1¢élegeztetett sziv
mitokondriumban a kiilonb6zd pHextra értékeken a Aym értéke hasonld volt ahhoz, amit
agynal detektaltunk. Azonban szukcinattal energetizalt sziv mitokondriumban a nigericin
csak pHextra=6.46+0.005 és 7.03+0.008 kozott fokozta a H2O2 termelés sebességét (21. A
dbra). A legmagasabb pHextra értéken (7.54+0.002), a nigericin gatolta a H2O» termelés
sebességét (21. A dabra). Nigericin hianydban a pHexrra emelkedésének fliggvényben a
szukcinattal indukalt H2O, termelés meredeken emelkedett (21. A dbra). A ApH
mérésekbdl azt lattuk, hogy ha a pHextra=6.46+0.005 és 7.03+0.008 volt, a nigericin
hidnyadban a ApH kismértékben csokkent, mig pHexira=7.03+£0.008 felett a ApH kissé
emelkedni kezdett szukcinat jelenlétében (21. B dbra, fekete kérok). Azonban nigericin
jelenlétében a ApH csokkend tendenciat mutatott a pHextra novelésének fiiggvényében (21.

B dbra fehér korok). A legligosabb pHexira (7.54+0.002) értéken nem volt kiilonbség a
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ApH-ban a nigericinnel kezelt és nemkezelt szukcinattal energetizalt mitokondriumok
kozott. A mérések alapjan elmondhatjuk, hogy a nigericinnek nincs szervspecifikus
hatdsa ¢s a RET altal tamogatott H2O2 termelés hasonld tendenciat mutat kiilonféle

szervekben.

5. tdblazat: A nigericin hatdsa a szukcinattal lélegeztetett sziv mitokondrium
membranpotencial-valtozasara (Aym) TPP*-elektroddal mérve. A mitokondriumokat (0.1
mg/ml) az Anyagok és Modszerek fejezetnél leirtak szerint a méréoldat A-ban inkubaltuk.
A mérések soran szukcinatot (5 mM) és nigericint (20 nM) hasznaltunk. Az eredményeket
4 mérés Aym -nak atlagat + az atlag standard hibajaként adtuk meg mV-ban kifejezve

adott pHexwra értéken 4 mérés pHexra értékének atlagat + az atlag standard hibajanak

fliggvényében.
Aym(mV)
PHextra szukcinat nigericin
6.45+0.004 -187.3+4 -195.6+3
6.84+0.01 -191+3 -208+4
7.30+0.05 -192.4+£5 -202.6+3
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21. abra: A nigericin hatds a szukcinattal energetizalt tengerimalac szivbdl izolalt

mitokondriumok H20. termelés sebességére (A) és a transzmembran pH gradiensre
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(ApH) kiilonboz6é extramitokondridlis pH (pHextra) értéken. A mitokondriumokat (0.1

mg/ml) az Anyagok és Modszerek fejezetnél leirtak szerint a mérdoldat A-ban inkubaltuk.

A méréseket 5 mM szukcinattal és 20 nM nigericinnel végeztiikk. Az A) 4bran a fehér
korok a H2O2 termelés sebességét, a B) abran a fehér korok a ApH-t mutatjak nigericin
jelenlétében, mig a fekete korok (A,B) nigericin nélkiil. Az A) abran feltiintetett
eredmények a H2O> termelés sebességét jelolik pmol/min/mg fehérje egységben kifejezve
+ az atlag standard hibdja adott pHextra értéken + az atlag standard hibéja (n=4). A B) dbran

az eredmények a 4 mérésbdl szamolt ApH értékének atlagat + az atlag standard hibgjat

mutatjak; ***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05.
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6. Megbeszélés

6.1. A metilénkék hatasa a mitokondrialis szubsztrat-szintii foszforilaciora

Jelen PhD-munkam egyik célja a MB hatasanak vizsgalata a mitokondrialis SSF-ra
kiilonb6z6 1égzési szubsztratok esetén. A mitokondridlis SSF-t a citratkdri enzim, a
szukcinat-tiokinaz katalizalja. A szubsztrat, a szukcinil-KoA az a-KGDH altal katalizalt
reakcioban keletkezik, ami a citratkor sebesség-meghatarozo 1épése. SSF soran ATP és
szukcinat képzodik a pmf-t6l fliggetleniil példaul 1€gzési karosodas soran [67] és hipoxias
valamint anoxiés koriilmények kozott is, azaz amikor nincs elegendé mennyiségli oxigén
vagy teljes mértékben hianyzik [61]. A SSF megfeleld miikodéséhez elengedhetetlentil
fontos az alacsony NADH/NAD® arany a mitokondrialis matrixban. A NADH
felhalmozodasa az o-KGDH gatlasdhoz vezet [241], ami igy nem tud elegend6
mennyiségli szukcinil-KoA-t a SSF szdmara biztositani. Légzési ldnc karosodas soran
vagy anoxiaban az a-KGDH miikodéséhez elegendé mennyiségli NAD'-t példaul a
diaforaz nevii enzimek biztositjak [242]. Altaldnossigban a diaforazok (vagy DT-
diaforazok, NAD(P)H:quinone oxidoreduktaz, NQO) olyan flavintartalmi enzimek,
amelyek a redukalt piridinnukleotidok (NADH; D vagy NADPH;T) oxidaciojat
katalizaljak endogén vagy mesterséges elektronakceptorok segitségével [243, 244].
Elektronakceptorokként szolgalnak a kiilonféle mitokondriélis kinon-szdrmazékok, mint
példaul a menadion, amelyek visszaoxidalasban a CIII vesz részt [242]. a-KGDH
enzimrendszer karosodasa gyakran megfigyelhetd neurodegenerativ korképekben is [24],
ami ugyancsak a szukcinil-KoA mennyiségének csokkenéséhez és a SSF gatlasahoz
vezet. Chinopoulos és munkacsoportja kimutattak, hogy 1égzési lanc karosodas soran a
SSF elegendd mennyiségli ATP-t tud biztositani a sejt talélésehez, és milkodésével
megakadalyozza az ANT megfordulasat és a citoszolikus ATP mitokondrialis
felhasznalasat [67, 245].

A SSF mérése soran figyelembe kell venni az 6sszes mitokondridlis ATP termeld
folyamatot, amelyek a mérést befolyasolhatjak. Mar a bevezetdben emlitésre kertilt, hogy
a mitokondriumban harom ATP termeld folyamat létezik. Ezek koziil az AK enzim
jelentdsen befolyasolta a méréseinket (10. dbra), igy hozzéajarulasat ~80%-kal
csokkentettiik specifikus gatloszerével, AP5-tel [246]. Emellett az OXPHOS gatlasat az

ATP-szintaz inhibitoraval, oligomycinnel biztositottuk.
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6.1.1 A metilénkék mitokondrialis célpontja

A MB mitokondridlis hatdsanak kifejtése érdekében be kell jutnia a
mitokondriumba. A MB a mitokondridlis membrant Aym-fiiggé modon képes atlépni és
képes a mitokondrialis matrixban felhalmozodni [92]. Munkéank soran bizonyitottuk a
MB mitokondrialis felhalmozddasat a MB abszorbanciajanak detektalasaval (17. B dbra).
Oligomycin hatasara a redukalt MB abszorbanciaja novekedett; majd szétkapcsoldszer,
FCCP hatésara a redukalt MB ardnya csokkent, ugyanis az FCCP hatasara bekovetkezd
Aym depolarizacidja miatt csokkent a MB mitokondridlis felvétele. Oligomycin hatasara
ugyanezen koriilmények k6zott a NAD(P)H autofluoreszcencia is novekedett (/4. dbra),
tehat a NAD(P)H-szint és a MB oxido-redukaltsagi allapota kozott egyenes ardnyossag
van. Ez az arany azonban megszlinik FCCP hatésara, ugyanis a Aym csokken, ami lassitja
a MB mitokondrialis felvételét. Rotenon (CI gatloszer) jelenlétében, habar novekedett a
NAD(P)H-szint, a MB nem redukalodott (17. dbra). Ezt azzal a jelenséggel
magyarazhatjuk, hogy a MB alacsony koncentracioban (0.5-2 puM) atveszi az
elektronokat a NAD(P)H-r6l és a FADH2-16l és egy alternativ elektrontranszportutat
biztositva az elektronokat a citokrom c-nek adja at gatolt 1égzési lanc (jelen esetben
rotenon jelenlétében) [81, 82]. Ez az alternativ utvonal a CI és CIII atlépésével csokkenti
a proton kipumpalas hatékonysagat: NADH oxidalasa esetén 10 H' helyett csak 2 H*
kertil kipumpélasra, mig FADH. oxidalasa soran 6 H* helyett 2 H* tavozik a
mitokondrialis matrixbol [98].

Munkénk célja volt a MB hatasdnak vizsgalata a mitokondrialis SSF-ra az ATP
termelés, az oxigénfogyasztds, a Aym és a NAD(P)H autofluoreszcencia mérésével
kiilonb6zd 1égzési szubsztratok (a-KG, szukcindt, glutaméat és malat) jelenlétében

tengerimalac agykéregbdl izolalt mitokondriumon.

6.1.2 A metilénkék hatasa az a-ketoglutarattal energetizalt

mitokondriumokra

Az o-KG-tal energetizalt mitokondriumokban oligomycin jelenlétében kozel

kétszer akkora ATP szintézist lehetett mérni (47 nmol/min/mg protein), mint a-KG
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nélkiil, de 2 mM ADP hozzdadésa utan (23 nmol/min/mg protein). A két érték kiilonbsége
adja meg az a-KG 4altal fokozott SSF értékét (12. A, B abra). Oligomycin utan MB-t
adtunk, ami koncentraciéo fiiggden fokozta a SSF-t a-KG jelenlétében. A tobbi
szubsztrattal 6sszehasonlitva a MB a-KG esetén fokozta legnagyobb mértékben a SSF-t
(12.abra). Oligomycin hatasara fokozott NAD(P)H-szintet detektdltunk, ami MB
hatasara csokkent, majd CAT hozzdadasakor a NAD(P)H autofluoreszcencia tovabb
csokkent (14. abra, c gorbe). Ez a jelenség azzal magyarazhatd, hogy az ANT gétlasakor
a SSF soran keletkezett ATP nem tudott tdvozni a mitokondriumbdl, igy a felhalmozodott
ATP gatolta a NADH-termel6é a-KGDH-t [247], ami a NAD(P)H autofluoreszcencia
csokkenésében mutatkozott meg. Azonban fontos megjegyezni, hogy MB hianyaban a
CAT adasa nem vezetett a NAD(P)H-szint csokkenéséhez (14. dbra, b gorbe). Ez rAmutat
arra a jelenségre, hogy SSF nélkiil nem keletkezik elég ATP, ami gétolna az a-KGDH
enzimkomplexet. Tovabba ezt a feltételezést tamasztja ald az a megfigyelésiink is,
miszerint MB nélkiil a CAT nem gatolta tovabb a légzést. Mig oligomycin és MB
jelenlétében a CAT hozzaadasakor az a-KG-val tamogatott 1égzés csokkent (13. B abra).
Osszefoglalasképpen elmondhaté, hogy a SSF soran keletkezett ATP gatolhatja az a-
KGDH enzimkomplexet [247]. Ezt a hipotézisiinket tamasztjak ald a Aym méréseink is.
MB jelenlétében a CAT depolarizalta a mitokondridlis membrant, ami szintén arra utal,
hogy a SSF soran keletkezett ATP gatolja az a-KGDH-t, ami csdkkent NADH-szintet
eredményez (15. abra A, ¢ goérbe) és az ANT forditott iranyt miikodésére utal. Ilyenkor
a mitokondrium citoszolikus ATP-t vesz fel és ADP-t pumpal ki. MB hidanyaban CAT
hatasara a membran kismértékben hiperpolarizalddott, ugyanis az ANT normal -forward-

mitkodése a proton gradiens csokkenéséhez vezet (15. dbra A, ¢ gérbe) [248-251].

6.1.3 A metilénkék hatasa az szukcinattal energetizalt mitokondriumokra

Az a-KG-tal ellentétben a szukcinattal energetizalt mitokondriumok mashogy
reagaltak a MB-kel torténd kezelésre. MB nem fokozta a SSF-t az oligomycinnel kezelt
szukcinattal 1élegeztetett mitokondriumokban (12.C dbra). Ez a megfigyelésiink
Osszhangban van egy 2013-as publikacidval [67], miszerint a szukcinat nem timogatja a
SSF-t. Habar a MB fokozta oligomycin jelenlétében a 1égzést (13.C dbra), ez a fokozas

nem mutatkozott meg az ATP termelésben (12.C dbra). Ezen kiviil a CAT nem gatolta a
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1égzést ugyanilyen koriilmények kozott, ami arra utal, hogy SSF soran nem keletkezett
ATP. A MB nem csokkentette szignifikansan a NAD(P)H-szintet, CAT hatasara MB
jelenlétében nem csokkent tovabb a NAD(P)H autofluoreszcencia, illetve CAT nem
depolarizalta MB hozzdadasa utan a Aym-t (15. B dbra). Mindezen méréseink azt
bizonyitjdk, hogy a MB nem fokozza a SSF-t szukcinattal energetizalt

mitokondriumokban.

6.1.4 A metilénkék hatasa a glutamattal energetizalt mitokondriumokra

Glutamattal energetizalt mitokondriumokban kis mértékii alapszintii SSF-t
detektaltunk (31+4-23+1=8+2 nmol/min/mg fehérje), amit a MB tovabb fokozott
oligomycinnel kezelt mitokondriumokban (12. D dbra). Az a-KG-val 6sszehasonlitva
alacsonyabb mértékti SSF-t mértiikk, amit azzal magyarazhatunk, hogy a glutamat
kétlépésben oxidalodik szukcinil-KoA-va. Elszor a glutamat dehidrogenaz enzim altal
katalizalt reakcioban a-KG keletkezik, amely tovabb oxidalodik szukcinil-KoA-va a
citratkorben az o-KGDH enzim segitségével. 1 mol NADH oxidacidja soran 1 mol
szukcinil-KoA képzodik a-KG esetén, mig glutamat oxidacidjakor keletkezett 1 mol
NADH oxidacio6ja soran 0.5 mol szukcinil-KoA keletkezik. Tehat, a glutamat oxidacidja
soran kevesebb szukcinil-KoA képzddik, ami magyarazza a csokkent mértékii SSF-t az
a-KG-val 1élegeztetett mitokondriumokhoz képest (12. D dbra). A glutamattal végzett
Aym (15. C) és oxigénfogyasztas (13. D) mérések soran ugyanazt a tendenciat lathatjuk
MB jelenlétében, mint a-KG esetén. Ez alapjan elmondhatjuk, hogy SSF tekintetében
csak kvantitativ kiilonbség van a glutamattal és a-KG-val energetizalt mitokondriumok

kozott.
6.1.5 A metilénkék hatasa a malattal energetizalt mitokondriumokra
A malattal energetizalt mitokondriumokban nem detektalunk SSF-t sem MB
jelenlétében, sem annak hidnydban (12.D dbra). Ez azzal magyardzhatd, hogy a

citratkdrben a malat oxidacidja soran a szukcinil-KoA képzddésének esélye kicsit és igy

a SSF igen alacsony [67]. Hasonldan a tobbi 1égzési szubsztrathoz, a MB fokozta a
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malattal energetizalt, oligomycinnel kezelt mitokondriumok oxigénfogyasztasat (13. D

abra). Azonban ugyanezen koriilmények kozott a MB nem novelte a SSF-t (12. D dbra).

6.1.6 A metilénkék, az oxigénfogyasztas és az ATP termelés kozotti kapcsolat

oligomycinnel gatolt mitokondriumban

Az el6z6 fejezetekben jol lathatd, hogy a mitokondrialis SSF mértéke nagyban fiigg
az alkalmazott 1égzési szubsztrattol. A szubsztratok oxidacidjanak mértéke azonban
kiilonboz6 lehet, ezért dsszehasonlitottuk a SSF altal szabalyozott ATP termelést az
oxigénfogyasztas fiiggvényében. Ehhez a bioenergetikaban gyakran hasznalt fogalmat a
mitokondrialis P/O hanyadost hasznaltuk, ami az ATP termelést adja meg az
oxigénfogyasztas fiiggvényében [252-254]. A szamolasok soran nanogramm oxigén
helyett 1 nanomol oxigént hasznaltunk és a kovetkezd eredményeket kaptuk 2 uM MB
kezelést kovetden a-KG esetén: AP/AO=(96-47)/(2*(56-21)= 0.7, mig szukcinat esetén
(24-19)/(2*124-40)=0.03. A szamolas soran vettik a MB kezelést kovetden detektalt
ATP termelés és az alapszinti SSF kozott kiilonbséget és ezt osztottuk el az
oxigénfogyasztas sebességének valtozasaval, amit a kovetkezOképpen szamoltunk ki: a
MB-kel torténd kezelést kovetden mért oxigénfogyasztas sebessége és az oligomycin
hozzaadasa utan mért oxigénfogyasztds sebességének hanyadosa. A P/O hanyados
oligomycin nélkiil 1 lenne. A teoretikus 1 és a valds 0.7 kozotti kiilonbség azzal
magyarazhato, hogy az ATP termelés detektalasanak hatékonysaga kevesebb, mint 100%.
Ez utobbi két okbol adodhat; egyrészt a mitokondriumok kis mennyiségli ATP-t
fogyasztanak, masrészt az oxigén egy része ROS termelésre forditodik [98].

A 22, abran az ATP termelés sebességét abrazoltuk az oxigénfogyasztas
sebességének fliggvényében MB-kel torténd kezelést kdvetden, amihez az adatokat a 12.
és 13. abrarol vettlink. Ez alapjan is jol lathatd, hogy a MB az a-KG-tal és glutamattal
energetizalt mitokondriumokban fokozta a SSF keresztiil az ATP termelést. Azonban
szukcinat és malat esetén MB hatasara csak az oxigénfogyasztds novekedett, az ATP

termelés nem valtozott MB hozzéadasa utan (22. dabra).
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22. dabra: Az ATP szintézis és az oxigénfogyasztas kapcsolata metilénkék kezelés mellett
¢és anélkiil, oligomycin kezelést kovetden a-ketoglutarattal (fekete korok, folytonos
vonal), szukcinattal (fekete haromszogek, folytonos vonal), glutamattal (fehér korok,
hosszll szaggatott vonal) és malattal (fehér haromszogek, pontozott vonal) energetizalt
agyi mitokondriumokban. A mitokondriumokat az Anyagok és Mddszerek résznél leirt
mérdoldat A-ban inkubaltuk. A mérések soran 2 mM ADP-t, 2 uM oligomycint és 0-2
uM metilénkéket alkalmaztunk. A metilénkék koncentracidkat szogletes zardjelekben
tiintettiilk fel uM-ban kifejezve. Az adatok a 12. és 13. abrdbol szarmaznak. Az
eredményeket nmol/min/mg fehérjében fejeztiik ki 4 mérés atlagaként + az atlag

hibgjaként (n>4).

6.1.7 A metilénkék jotékony hatasa komplex I és az ATP-szintdz egyiittes

gatlasa esetén

A MB szamos neurodegenerativ betegeség modellben jotékony hatassal bir [82,
255], amelyeket gyakran kisér mitokondrialis karosodas is  [27]. Altalaban a
bioenergetikailag fontos ATP szintézis szenved zavart, illetve a mitokondriélis karosodas
befolyasolja a sejt ionhdztartasat is. CI gatlds/mutdcid soran nem épiil fel a Aym és az
OXPHOS karosodott [1]. Ez a két mitokondrialis paraméter egymassal szorosan

kapcsoltak: Aym nélkiil nem jon l1étre OXPHOS, mitokondrialis karosodas soran az ATP-

81



szintdz megfordul és a mitokondriumok ATP-t kezdenek el hidrolizélni a Aym 0jboli
kiépitése miatt [64]. Méréseinkben a MB a CI és ATP-szintaz gatlasa esetén képes volt
részben biztositani az ATP termelddését és visszaallitani a Aym-t a SSF-n keresztiil. Ez a
jelenség hozzajarul a MB neuroprotektiv hatasahoz kiilonféle neurodegenerativ
koérképekben. A MB hatasara emelkedett az ATP-szintézis és az oxigénfogyasztas CI és
ATP-szintaz gatlasa esetén a-KG-tal 1¢legeztetett mitokondriumokban (16. dbra), mig
fokozas nem volt megfigyelhetd malat jelenlétében (76. dbra). A MB szubsztrat
specifikus hatdsa ellenére képes volt az oligomycin és rotenon hatasa kialakulo Aym
karosodast visszaallitani; még a malattal energetizalt mitokondriumokban is részben
repolarizalta a mitokondridlis membrant (16. dbra, C). A MB altal okozott membran
repolarizacié megakadalyozta az ANT megfordulasat és ezaltal a citoszolikus ATP

felhasznalasat.

6.2 A protonmotoros eré komponenseinek hatasa a reverz elektron

transzport altal tamogatott H2O2 termelésre

Munkéam masodik részében a pmf komponenseinek hatasat vizsgaltuk a
szukcinattal vagy a-GP-tal tdmogatott H,O, termelésre. Eredményeink alapjan azt
mondhatjuk, hogy a Aym nagyobb mértékben befolyasolja a RET altal indukalt H.O>
termelést, mint a pmf masik komponense, a ApH. Az irodalomban errdl ellentétes adatok
allnak rendelkezésre [159, 215]; igy célunk volt a koriilmények tisztazasa. A témaval
kapcsolatban megjelent publikdciokkal ellentétben mi nemcsak a Aym-t és a H202
termelést mértiikk, hanem a mitokondridlis matrix pH-értéket (intramitokondridlis pH),
amelybdl az pHextra tudataban ki tudtuk szamolni a ApH-t. Fiziologids koriilmények
kozott altalaban a mitokondrialis membran depolarizaciojat a ApH csokkenése kiséri, ami
egylitt jar a matrix savanyodasaval. Olyan kortilmény 1étrehozéasa, amikor a Aym és a ApH
ellentétes iranyban valtozik csak ionoforok hozzdadaséaval lehetséges.

A Aym emelkedését nigericin hozzaadasaval értiik el, ami csokkentette a ApH-t és
novelte a H202 termelést (18. 4,C, E abra, 19. A,C és 20. A,C abra). Ha a ApH-nak lenne
meghatarozobb szerepe, akkor a H,O» termelés nigericin jelenlétében csokkent volna. A
ApH novelése érdekében egy masik ionofort, valinomycint adtunk a mitokondriumokhoz,

amely emellett csokkentette a Aym-t és a H2O2 termelést (/8. B,D,E dabra, 19. B,D és 20.
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B,D dbra). Ha a ApH-nak lenne meghatirozo szerepe, akkor a H2O» képzddés
parhuzamosan véltozott volna a ApH-val, tehat ndvekedett volna. Mindkét ionoforral
egyértelmiien jol bizonyithaté a Aym meghatarozo szerepe a RET altal tamogatott H2O>
termelésben, amely egyben ellentmond az irodalmi adatoknak is. Emellett megfigyeltiik,
hogy ha nem is a ApH, de a pHextra emelésével parhuzamosan emelkedik a H2O2 termelés,

tehat lagosabb koriilmények kozott novekedett ROS termelést lehet detektalni.

6.2.1 Nigericin

A nigericin egy H*/K" cseretranszporter, amely a H* és K* ionok ellentétes iranyt
elektroneutralis transzportjaért felelds [256, 257]. El6kisérleteink alapjan azt a nigericin
koncentraciot hasznaltuk, amely maximalisan hiperpolarizalta (20 nM) a mitokondrialis
membrant safraninnal mérve (adatokat nem tiintettem fel). Ezzel ellentétben Lambert és
munkacsoportja [159] illetve Selivanov és csoportja [215] 100 nM nigericint hasznalt a
mérések soran, ami azonban a mi esetiikben nem csokkentette nullara a ApH-t, hanem
egy masik egyensulyt hozott 1étre, amelyet tovabb lehetett csokkenteni szétkapcsoloszer
¢és ionofor hozzdadasaval (lasd Anyagok és Mddszerek fejezet). Annak érdekében, hogy
csOkkentsiik egyéb faktorok, igy a szukcinat transzporter vagy a szukcinat tovabbi
oxidacidja miatt fellépd zavard faktorok befolydsat a ROS termelésre, egy masik
szubsztratot, a-GP-t is hasznaltunk. a-GP jelenlétében hasonl6d eredményeket kaptunk,
mint a szukcinattal energetizalt mitokondriumok esetén (19. és 20. dbra). Tovabba
vizsgaltuk az ionoforok szervspecifikus hatasat a RET altal tiamogatott ROS termelésre.
Sziv mitokondriummal végzett méréseink soran hasonl6 eredményeket kaptunk, mint agy
mitokondriumokon (27.dbra). Sziv mitokondriumokban magasabb pHextra értékeken a
H20. termelés csokkent nigericinnel (21. A dbra). Ez azt is mutatja, hogy lugos
kornyezetben a sziv mitokondriumok szukcinattal tiamogatott ROS termelése nem a Aym

fliggvénye.

6.2.2 Valinomycin

Valinomycin jelenlétében a mitokondrialis belsé membran atjarhatova valik K*-ra.

A valinomycin hatidsa nagy mértékben fiigg az oldat K* koncentraciojatol és az
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alkalmazott valinomycin koncentraciojatol. Példanak okaért magas K* koncentracio és 2
mM KH2PO4 jelenlétében mitokondrialis duzzadas figyelhetd meg [257, 258]. Kozismert
tény, hogy a legnagyobb ApH-t alacsony K* koncentracio mellett lehet elérni izolalt
mitokondriumban [259-261]. Erdemes megemliteni, hogy a ApH alacsony K*
koncentracio mellett 0.6-0.8 egységnyi, mig magas K" koncentracio esetén 0.3.
Kisérleteinkben a valinomycin hozzaaddsara a mitokondrialis matrix lagosodott ¢s a ApH
novekedett, ami azzal magyarazhato, hogy a valinomycin altal indukalt K* bearamlast H*
kiaramlas és Pi/OH" csere kisér [262]. A H* kidramlas pedig Aym csokkenését (18. B,D,F
abra), illetve a mitokondrialis 1€gzés fokozasat vonja maga utan szukcinattal és a-GP-vel

1élegeztetett mitokondriumokon.

6.2.3 Az extramitokondrialis pH hatasa a H2O2 termelésre

Szukcinattal vagy a-GP-val energetizalt mitokondriumokban a matrix
savanyodasakor a ApH emelkedik (20. dbra), a ROS termelés pedig csokken (19. abra)
hasonloan ahhoz, amit Selivanov és munkacsoportja is latott [215]. A ApH és a H20»
termelés kozott forditott aranyossag all fent, ami ellentétben all Lambert és kollégai
feltételezésétol, miszerint a ApH szerepe a meghatarozo a RET altal tdmogatott ROS
termelésben [159]. Azonban mi mértiik a pHin-t és ebbdl kiszamoltuk a ApH-t, ami arra
utal, hogy a ApH magasabb alacsonyabb pHextra esetén és pHextra novekedésével csokken

(20. abra).

6.2.4 Hogyan befolyasolja a Aym és ApH a H202 termelést?

Ennek megértéshez a CI mitkddésének és ROS termeld képességének ismerete
szlikséges, amit a bevezetésben (2.7 fejezet h) pont) részletesen ismertettem.

Aym: A Cl-n beliil az elektronok aramlasuk soran egyre nagyobb redoxpotenciallal
rendelkezé komponensekre keriilnek, az igy felszabaduld energiat hasznaljak fel a
protonok kipumpaldséara. Az utolsé vas-kén fehérje (N2) és az kinol kozott a legnagyobb
a redoxpotencial-kiilonbség, igy ez az energia elegendd a protonok kipumpalasra (lasd:
2.7. fejezet h) pont) [99, 148]. Azonban ha a Aym elég magas, az elektrontranszport

lelassul, a protonok kipumpaldsa lassabb lesz a magasabb ,,backpressure”, tehat a CI-re

84



visszahatd nyomas miatt [263]. Ez lehetdvé teszi hosszu élet idejli szemikinonok (SQ")
keletkezését, amelyek Oz-vel reagilva Oz~ -t képeznek. Szétkapcsoldszer hatdsara
csokken a Aym, ami az elébb emlitett folyamat miatt fokozza a CI protonpumpa
aktivitasat és az elektrontranszportot [263].

ApH és pHextra: A méréseink nem tadmogatjak azt a feltételezést, miszerint a RET
altal indukalt ROS termelést a ApH jobban befolydsolnd, mint a Aym. A ROS termelés
pH fiiggésében a CI Ig-alegységén (kinonkotd) termel6dé SQ7-nak van szerepe [150,
155]. A CI lg-alegységén a kinon reagal egy elektronnal SQ~-t képezve, amely ezt
kovetden két iranyban alakulhat tovabb [215]: (1) egy elektronnal és két protonnal kinolla
redukalodik (SQ~ + e + 2 H «» QH»), vagy (2) oxigénnel reagalva Oz -t képez (SQ™ +
02 < Q + 0O27). Alacsony pH-n (magas H" koncentracido) az (1) reakcid a
kinolképzddésének iranyaba van eltolva a Le Chatelier elv alapjan, tehat alacsonyabb pH-

n kevesebb ROS képzddik [215].

6.2.5 Eredményeink jelentésége: ,,mild uncoupling” vagy enyhe szétkapcsolas

Az ,enyhe” szétkapcsolds egy olyan specialis allapot, amikor az OXPHOS még
mikddik és a mitokondrialis bels6 membran protonateresztd képessége megemelkedik.
Emiatt a Aym kismértékben csokken, ami a ROS termelés csokkenését vonja maga utan,
emellett a 1égzés kismértékben n6 és a pmf csokken [113, 136, 157, 264]. Eredményeink
tdmogatjak ezt a hipotézist, ugyanis a Aym kismértékii csokkenése nagymértékben gatolja
a szukcinattal vagy o-GP-vel eldidézett ROS termelést. Szétkapcsolofehérjék
(uncoupling protein; UCP1-3) és az ANT is részt vesznek az enyhe szétkapcsolasban
[265, 266]. Erdekességképpen a Oz aktivilhatja a szétkapcsolofehérjéket zsirsavak
jelenlétében, igy sajat maga is indukalhat enyhe szétkapcsolast [267]. In vivo fiziologias
koriilmények kozott az ATP szintézis miatt fellépd depolarizacié elegendé a ROS
termelés csokkentésére [158, 161]. Mindezek alapjan azt mondhatjuk, hogy enyhe
szétkapcsolds a magas Aym mellett kialakuld oxidativ stresszel jaro allapotok, mint
példaul iszkémia-reperfiizid esetén lehet hatékony [268]. Egyes tanulmanyok szerint [43]
iszkémia soran a SDH megfordul, aminek kovetkeztében a szukcinat felhalmozodik.
Reperfuizié sordn pedig a SDH visszafordul, a felhalmozodott szukcinat oxidalodik és a

RET révén fokozza a ROS termelést.
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Osszefoglalasképpen elmondhatjuk, hogy adatink alapjan a szukcinattal és o-GP-vel
tamogatott HoO> termelést a Aym jobban befolyasolja, mint a pmf masik komponense a
ApH. Tovabba érdemes megfontolni az enyhe szétkapcsolason alapulé modszerek, mint

példaul mitokondrium célzott antioxidansok, terapias alkalmazasat.
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7. Kovetkeztetések

Munkénk sordn bebizonyitottuk, hogy a MB az un. alternativ elektrontranszport
révén képes fokozni a citratkori szubsztrat-szintii foszforilaciot. A folyamat soran annyi
ATP keletkezhet, amely elegend6 a mitokondrialis 1égzési lanc gatlasa soran (CI, CII,
ClI) a Aym visszaallitasara. Tanulmanyunk megerdsitette a MB neuroprotekciéban
betdltott fontos szerepét, igy igéretes vegyiiletként mertil fel a 1égzési lanc karosodassal
Tovabbi eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a RET altal timogatott H,O; termelés
befolyasolasaban a meghatarozo szerepet a pmf dominans komponense, a Aym jatssza.
fgy a RET altal tamogatott H,O, termelés csokkentése érdekében érdemes olyan
modszerek/vegyliletek alkalmazasat megfontolni, amelyek a Aym csokkentése altal
hatnak a fobb mitokondridlis funkciok karositdsa nélkiil. Ilyen példdul az enyhe

szétkapcsolason alapulé mitokondrium célzott antioxidansok alkalmazasa.
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8. Osszefoglalas
Jelen disszertacioban vizsgaltuk egy mitokondridlis célponttal rendelkezd vegyiilet,

a MB hatdsat a szubsztrat-szintli foszforildciora tengerimalac agybol izolalt

mitokondriumokon. Munkacsoportunk kordbbi munkdibdl kideriil, hogy a MB a

mitokondrialis 1égzési lanc gatlasa (CI, CII és CIII) miatt felhalmozodott NADH-r6l

eltavolitja az elektronokat, és a citokrém c-re szallitja.

Uj eredményeink a kovetkezok:

e A MB fokozta a citratkdri SSF-t a-KG-val és glutamattal energetizalt agyi
mitokondriumokban, ha az AK-t (~80%-kal) és az ATP-szintazt oligomycinnel
gatoltuk, de nem volt megfigyelhetd ez a hatds szukcinat és malat esetén.

e A MB fokozta minden egyes vizsgalt szubsztrattal oligomycin jelenlétében a
mitokondrialis oxigénfogyasztast. Ugyanezen koriilmények kozott csokkentette a
NAD(P)H autofluoreszcenciat a-KG esetén.

e A MB a CI és az ATP-szintaz egyiittes gatlasa esetén fokozta az oxigénfogyasztast és

visszaallitotta a Aym-t a-KG-val és malattal energetizalt agyi mitokondriumokban.

A mitokondrialis ROS termelés egyik specialis allapota a RET 4altal timogatott ROS
képzddés. Jelen disszertaciomban azt vizsgaltuk, hogy a pmf komponensei (Aym és ApH)
hogyan befolyasoljdk a RET altal tamogatott ROS termelést szukcinat és o-GP
jelenlétében; illetve a pmf két komponense koziil melyiknek van nagyobb hatasa a RET
altal tamogatott ROS termelésre.

Munkénk soran bebizonyitottuk:

e A RET A4ltal tamogatott H2O2 termelés sokkal nagyobb mértékben fligg a Aym-tol,
mint a ApH-t6l mind szukcinat, mind a-GP jelenlétében.

e A pHextra emelésével parhuzamosan nétt a RET altal tdmogatott H202 termelés
ionoforok jelenlétében és anélkiil szukcinattal vagy a-GP-vel energetizalt
mitokondriumokban.

e A RET altal tamogatott H20 termelés forditott aranyban valtozott a ApH-val. A pHextra

novelésével nétt a H202 termelés, mig csokkent a ApH.

® A RET szabalyozasa nem szervspecifikus: Aymnagyobb hatassal van a RET-re, mint

ApH a sziv mitokondriumok esetén is.
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9. Summary

In my thesis we have elucidated the effect of a neuroprotective compound, methylene
blue (MB) on substrate level phosphorylation (SLP) using brain mitochondria isolated
from guinea-pig. It is well-known that MB provides an alternative way of electron

transport from NADH and FADH: to cytochrome ¢ during impairment of complex 1,

complex Il or complex I11. Our new findings are the following:

e MB initiated mitochondrial SLP catalysed by succinyl-CoA ligase in a-KG and
glutamate respiring mitochondria under conditions, when the other ATP producing
enzymes, adenylate kinase and the ATP synthase were inhibited. This phenomenon
was not observed with succinate and malate.

e MB increased the oxygen consumption with each substrate in oligomycin-inhibited
mitochondria. Under the same conditions, it decreased the NAD(P)H autofluorescence
after the addition of oligomycin with a-KG.

e MB increased the oxygen consumption and restored Aym in Cl and ATP synthase

inhibited, a-KG or malate respiring mitochondria.

The reverse electron transfer (RET) supported ROS is a special condition of
mitochondrial ROS formation, when the electrons are transferred from complex II and a-
glycerophosphate towards complex | in hyperpolarised mitochondria. In this thesis we
have investigated the effect of the components of the protonmotive force (pmf) (Aym and
ApH) on the RET-initiated H20 production, with succinate and a-glycerophosphate (a-
GP). The aim was to determine which component of the pmf displays the more dominant
effect on RET-provoked H20- generation.

Our findings are listed in the following points:

e Aynm has a greater role in the modulation of RET supported H20 production than ApH
in succinate or a-GP respiring mitochondria.

e Upon elevation of pHextra RET-supported H.O> formation was increasing in succinate
or a-GP energised mitochondria.

e There is an inverse relationship between the RET-supported H20. formation and ApH:

upon elevation of pHextra ApH decreased, while the H2O2 generation increased.

e In heart mitochondria the RET-supported H.O> generation was also more dependent

on Aym than ApH.
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12. Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretnék koszonetet mondani elsdsorban témavezetomnek, Tretter Lasz1
Professzor Urnak, aki nélkiil valosziniileg nem kezdtem volna el a PhD-képzést és a
kutatast. Sokat tanultam tdle szakmailag, és emberileg is példat mutatott. A
munkacsoportunkban egy olyan légkort teremtett meg, amiért mindig szeretettem bejarni.
Szeretnék koszonetet mondani Adam Veronika Professzor Asszonynak, aki a hattérbsl
biztositotta PhD munkdm megvalositasat. Tovabba szeretném hdldmat kifejezni a
Neurobiokémiai Munkacsoport tagjainak, Takéacs Katalinnak, Varnagy Andreanak és
Z06lde Katalinnak, akik nagy tapasztalattal segitettek a kisérletek kivitelezésében. Végiil,
de nem utolsé sorban szeretnék kdszonetet mondani sziileimnek, akik tanulmanyaim

soran mindig biztositottak tAmogatasukrol.
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