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Tudomanyos hattér

A C-vitamin, vagy mas néven aszkorbinsav kiemelkedd szereppel bir a sejtek antioxidans
kapacitasanak biztositdsdban, e mellett szdmos enzim kofaktora. Az emberi szervezet mégsem
képes eldallitasara, megszerzésére kiilsddleges, elsdsorban novényi forrasokra szorulunk.
Ezeket a tényeket figyelembe véve kiilonosen érdekes, hogy az aszkorbat szintézisére képes
allatokban foly6 reakcidk mintegy négy évtizede ismeretesek, addig a ndvényekben folyo
aszkorbat bioszintézis utvonala a kdzelmultig ismeretlen volt.

A Wheeler és Smirnoff altal elsoként javasolt és azdta szamos fliggetlen laboratorium altal
megerdsitett ndvényi aszkorbat bioszintetikus ttvonal kiindulé vegylilete a glukéz, mely
tobbek kozott L-galaktono-1,4-lakton koztiterméken Kkeresztiil aszkorbatta alakul. A
bioszintetikus utvonal az utolso 1épés kivételével a citoszolban jatszodik le. A bioszintézis
utolso 1épését katalizalo enzim (L-galaktono-1,4-lakton dehidrogenaz) a mitokondrium belsé

membranjaban talalhatd, szoros kapcsolatban a mitokondrialis elektrontranszferrel.

Az aszkorbinsav, j6 hatdsfokkal eliminélja a legtobb szén-, oxigén-, nitrogén- €s kéncentrumu
gyokot, ez a tulajdonsaga kiilonosen fontos taplalékkiegészitove teszi az egészséges szervezet
szdmara is, azonban megndvekedett oxidativ stresszel jard korképekben (pl.: gyulladédsos
folyamatok, cukorbetegség, rheumatoid arthritis) a megfeleld mennyiségii napi bevitelére még
inkabb {tigyelni kell. Az E vitaminnal egyiitt fontos tényezd a sziv ¢€s érrendszeri
megbetegedések megeldzésében. A szervezetben zajld lipidperoxidacidohoz hasonlatosan
fontos szerepet jatszik az élelmiszerekben zajlo lipidperoxidacios folyamatok, az avasodas

elleni védelemben.
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topologiak, kiilonbozd transzporterek lehetdségét vetették fel a ndvényi mitokondrium belsd
membranjadban. Hiszen ha az enzim aktiv centruma a matrix felé néz a szubsztratnak a

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



kell jutnia onnan (az aszkorbinsav jelenlétét majdnem minden sejtorganellumban leirtak). Ha
a két membran kozti tér felé néz akkor pedig az aszkorbinsavnak kell a matrixba jutnia, ahol
jelenlétét leirtdk, amit a mitokondrium mikddése soran képzddott reaktiv oxigéntartalmu
anyagok elleni védelem is messzemenden indokolttd tesz. Tehat mindenképpen 1éteznie kell
egy, a hidrofil sajatsdgi aszkorbinsav membranon keresztiili szallitasaért felelos

transzporternek.

Kutatasaink induldsakor a kovetkez6é célokat tiiztiik ki: (i) a mitokondrialis aszkorbat és
dehidroaszkorbat transzport jellemzése (ii) a mitokondrialis aszkorbinsav transzporttal
Osszefiiggd metabolikus folyamatok vizsgalata (iii) az intracellularis aszkorbattranszport

hatasanak vizsgalata a steady-state intracelluldris aszkorbinsav koncentraciora.

Eredmények

1. A mitokondrialis aszkorbat és dehidroaszkorbat transzport leirasa és jellemzése

A kisérletes munka kezdeteként a kisérlet alapjaul szolgald sejtvonal (BY2 dohany)
tenyeésztési korlilményeit megteremtettiik, a sejtekbdl torténd transzportméréseknek megfeleld
mitokondrium izolaldsi moddszer kidolgoztuk. A mitokondridlis frakcid mindségét
markerenzim aktivitdsok révén ellendriztiik (citokrém c oxiddz). Ezt kovetden kisérleteink
soran BY2 dohény sejtekbdl izolalt mitokondriumok esetében leirtuk a dehidroaszkorbinsav
és a gluk6éz mitokondridlis felvételét. Radioaktivan jelolt ligandok rapid filtracidja soran
specifikus glukéz és dehidroaszkorbat transzportot figyeltiink meg, amelyek hdmérséklet,
idofiiggést és szubsztrattelitést mutattak. Ugyanakkor a redukalt aszkorbinsav mitokondrium
membranon keresztiili transzportjat egész kis mértékiinek talaltuk. Ez alapjan
valoszintisithetd, hogy a két membran kozotti térben szintetizalédd aszkorbinsav oxidalt
formajaban képes a mitokondridlis membran atlépésére. A gliikoztranszport vizsgalataink
soran kétiranyunak bizonyult.

A mitokondrialis 1égzés KCN-dal tortnd gatlasa és a szétkapcsoloszer 2,4-dinitrofenol nem
befolyasolta a vizsgalt transzportfolyamatokat. A dehidroaszkorbat transzport glukozzal és
genisteinnel gatolhatd volt, a gluk6z transzportra a 3-O-metil glukéz, a D-manndz, a
cytochalasin B és a genistein hatott gatlolag. Az eredmények igazoljdk a mitokondrialis

dehidroaszkorbat és glukéz transzport meglétét, valamint azt valdszintsitik, hogy azonos,



mindenesetre kozeli rokonsagban allo transzporterek (vagy transzportrendszerek) medialjak a

két transzportfolyamatot.

2. A mitokondrialis aszkorbinsav transzporttal osszefiiggé metabolikus folyamatok
vizsgalata, valamint az intracellularis aszkorbattranszport hatiasanak vizsgalata a

steady-state intracellularis aszkorbinsav koncentraciora.

Kisérleteink soran a korabbi pontban leirt mitokondridlis dehidroaszkorbat transzport
kovetkezményeit vizsgaltuk. Allati sejteken nyert informacié alapjan feltételeztiik, hogy a
mitokondriumba jutott dehidroaszkorbat redukalodik a matrixban. Feltételezésiink igazolasara
megvizsgaltuk a  dehidroaszkorbat redukcidjat ndvényi mitokondriumokban. A
mitokondriumokat BY2 dohany sejtekbdl preparaltuk differencial és azt kovetd gradiens
centrifugaldssal. A frissen izolalt mitokondriumokat 1 mM dehidroaszkorbat jelenlétében
inkubaltuk, majd a redukalddas soran keletkezett aszkorbat mennyiségét HPLC-vel kdvettiik
nyomon. A mitokondrium dehidroaszkorbat redukcios képessége egyértelmiinek bizonyult,
tovabba jelentds aszkorbat szintet tudott fenntartani. Az inkubécids kozeghez adott 1€gzési
szubsztrat szukcinat egyértelmlien fokozta az aszkorbinsav keletkezését. A komplex I
szubsztrat malat, valamint a komplex I inhibitor rotenon nem befolyasolta a
dehidroaszkorbatbol torténd aszkorbat képzddést. Az el6z6 esethez hasonléan a komplex 11
inhibitor antimycin A, az alternativ oxiddz inhibitor szalicilhidroxamin sav és a
szétkapcsoloszer 2,4-dinitrofenol sem gyakorolt hatdst a mitokondridlis aszkorbat
keletkezésre. A gatloszerek hatasat a 1égzési szubsztrat szukcinat nem befolyasolta. Az el6z6
gatloszerekkel ellentétben a szukcinat dehidrogendz kompetitiv gatloszere a malonat
gyakorlatilag teljesen felfiiggesztette a szukcinat fiiggd aszkorbinsav keletkezést a
mitokondriumban. A komplex IV inhibitor KCN jelentds mértékben fokozta az aszkorbinsav
felhalmozodasat a mitokondriumban. Dehidroaszkorbat hozzdadasa nélkiill a kiilonbozo
inhibitorok  nem  befolydsoltdk az  alap  mitokondridlis  aszkorbat  szintet.
Megallapitottuk, hogy a dehidroaszkorbat, alameticinnel permeabilizalt mitokondriumokban
nem befolyasolta a kiilsddlegesen hozzaadott NADH szintjét. Amely tovabbi bizonyitékkal
szolgalt, hogy sem a komplex I, sem az NDin(NADH), sem az NDex(NADH) nem vesz részt
a redukcids folyamatban.

ESR méréseink sordn 1 mM dehidroaszkorbatot tartalmazoé mitokondridlis szuszpenzidban
aszkorbil gyok jelet tudtunk detektdlni. A gyokszintet a szukcinat nem befolyésolta, valamint

60 perces inkubacios idon keresztiil végig megtartottnak bizonyult. Az aszkorbil gyok teljesen



eltint 1 mM KCN hatasara. Az aszkorbat oxidaciojat, mint az aszkorbat koncentracio
csOkkenését megvizsgalva megallapitottuk, hogy KCN tavollétében a mitokondrium
rendkiviil gyorsan eloxidalta a hozzaadott aszkorbatot, ugyanakkor KCN jelenlétében az
aszkorbat szint megtartottnak bizonyult. Ezek arra utalnak, hogy a dehidroaszkorbat
hozzaadésat kovetden mérhetd aszkorbil gydk szint nem a dehidroaszkorbat redukcioja sordn
jon létre, hanem a redukcid eredményeképp termelddott aszkorbat mitokondridlis
oxidaciojanak kovetkezménye.

Eredményeink Osszeségében arra utalnak, hogy a ndvényi mitokondrium 1légzési elektron
transzfer lanca - kozelebbrél a II-es légzési komplex - fontos szerepet jatszik a

dehidroaszkorbat mitokondrialis redukciojaban.

3. A mitokondrialis glukéz transzporttal 6sszefiiggé metabolikus folyamatok vizsgalata

Kisérleteink sordn az 1. pontban leirt mitokondrialis gluk6z transzport kdvetkezményeit
vizsgaltuk. Genetikai bizonyitékok alapjan feltételeztiik, hogy az alkalikus/neutralis
invertazok egy csoportja megtalalhaté a ndvényi sejtorganellumokban. Kisérleteink soran
inverdz aktivitast talaltunk frissen izolalt csicsoka mitokondrium matrix alfrakcidjaban. Az
enzimaktivitas pH optimuma, kinetikai paraméterei, valamint inhibitor profilja alapjan az
ujonnan leirasra keriilt enzim a neutrdlis invertazok csaladjdba sorolhatdo. Az enzim
topologiaja miatt vizsgalatainkat kiterjesztettilk szubsztratjanak, valamint termékeinek
mitokondridlis belsé membranon keresztiili transzportjara. Bidirekcionalis, telithetd, valamint
mitokondrialis membranpotencialtol fiiggetlen szachardz, glukéz és fruktdz transzportot
talaltunk a mitokondrialis belsé membranban. A szachardéz transzportot nem tudtuk
befolydsolni az ismert proton-szachar6z transzportergatlokkal. A kiilonbozé kinetikai
paraméterek, valamint a kereszt-gatlas hidnya arra utalnak, hogy a transzportfolyamatokat
harom egymastol fliiggetlen transzporter medialja. A mitokondrialis invertazrendszer — amely
a matrixban talalhat6 invertaz aktivitdsbol, valamint a hozzatartozo cukortranszporterekbdl all

— szerepet jatszhat ozmoregulacios folyamatokban, valamint az intermedier anyagcserében.



A Kkisérleti eredményekre épiil6 modellek
Kisérleti eredményeink alapjan a kovetkez6 modelleket allitottuk fel:

1. mitokondrialis aszkorbat/dehidroaszkorbat transzport és redukcio

A dehidroaszkorbat transzporterén keresztiill bejut a mitokondriumba, ahol a IL
komplexrdl szarmazoé elektronok redukéljadk a komplex matrix felé esd oldaldn. Az
akkumulalédott redukalt aszkorbinsav egy része jelenleg nem definidlt médon kijut a

mitokondriumbdl, ahol oxidalodik elektronokat juttatva a IV. Komplexnek (1. abra).
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2. mitokondrialis invertaz aktivitas és szacharéz, glukoz, fruktoz transzport

A szachardz transzporterén keresztiil bejut a mitokondriumba. A mitokondrialis matrixban
talalhato invertdz hasitja glukozra és fruktozra, amely cukrok transzportereiken keresztiil

kijutnak a mitokondriumbdl (2. abra).
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