Zarobeszamolo az OTKA NK-81983 palvazathoz

A reaktiv oxigén szarmazékok keletkezésének mechanizmusa és regulacioja agyi
mitokondriumokban

A) A human (dihidro)lipoamid dehidrogeniz enzim és patolégias mutansai funkcionalis
és strukturalis jellemzése

A human (dihidro)lipoamid dehidrogenaz patologias mutinsok ROS-képzo és katalitikus
tulajdonsagai (Ref.6):

A  human (dihidro)lipoamid dehidrogendz enzim (LADH; az alfa-ketoglutarat
dehidrogenaz komplex (KGDHc) E3 alegysége) 8 patogén mutansat allitottunk eld.
Vizsgaltunk FAD-tartalmat, konformaciét (CD-spektroszkdpiaval), oligomerizaciot (nano-
spray LC-MS/kalibralt gélsziiréssel), katalitikus és ROS-képz6 aktivitast. Megallapitottuk,
hogy 4 mutaci6é szignifikdnsan noveli az E3 ROS-képzését. A mutansok biofizikai
karakterizdlasa megmutatta, hogy az emelkedett ROS-képzést nem lehet kozvetleniil
Osszefiiggésbe hozni sem a FAD-tartalom valtozésaval, sem egy globalis konformacios
valtozassal, de a LADH homo-dimer monomerizalédasaval sem. Konkliziénk, hogy
minden mutacional valosziniileg egy specifikus, lokalis konforméciovaltozas torténik, és
hogy az emelkedett ROS-képzés hozzajarulhat E3-deficiencidkban tapasztalt sulyos
korképek kialakulasahoz bizonyos mutaciok esetében. Ez utobbi felveti egy kiegészitd
antioxidans terapia sziikségességét.

A hLADH és mutdnsai konformdcios vizsgalata molekularis dinamika szimuldcioval
(Ref-14):

A hLADH el6szor nyolc, majd a tovabbi 6t (betegséget okozd) mutdnsa molekularis
dinamika (MD) analizisét végeztiik el (két kiilon kozlemény targyalja az eredményeket), és
megallapitottuk a patogén mutaciok altal okozott — szerkezet-szimulacidval josolhatd —
konformacios eltéréseket. Meghataroztuk a patologias mitkodés — a csokkent aktivitas
mellett a bizonyos mutdnsok esetében megjelend emelkedett ROS-képzés —
mechanizmusaban valosziniileg szerephez juté aminosavakat is. Szintén javaslatot tettiink

crer

ROS-képzése is tulajdonithato.

Az egyesitett KGDH és a PDH enzimkomplexek ROS-képzésének vizsgdlata: (Ref.19)

Dr. Ambrus Attila harom hénapot to1tott (2012. majus—jalius) a Rutgers Egyetemen (Prof.
Frank Jordan laboratériuméaban) a Fulbright Osztondij és az — ennek az OTKA palyazatnak
nemzetko6zi kiegészitd palyazataként elnyert — OTKA-IN 85082 palydzat tdmogatasaval.
Az ottani munka eredményeinek leirdsa az OTKA-IN 85082 palyazat zard jelentésében
talalhato.



B) A reaktiv oxigénszarmazékok képzése és eliminacioja mitokondriumokban. A
kalcium és Kkiillonb6z6 1égzési szubsztratok szerepe

Vizsgaltuk az izolalt mitokondriumok ROS-képzd aktivitdsat kiilonbozo 1égzési
szubsztratok és kiilonb6zo fizioldgias, illetve patologias stimulusok hatasara. A kalcium
mitokondrialis ROS-képzdédésre gyakorolt hatasa vonatkozasaban az irodalom megosztott.
A vizsgalatok jelentoségét egyebek mellett az adja, hogy mind a ROS-koncentracio
novekedése, mind a mitokondridlis kalcium akkumulacié a mitokondridlis permeabilitas
tranzicios porus (PTP) nyilasdhoz vezethet, és a PTP nyitdsa rendszerint a sejt halalaval jar

egyutt.

A kalcium hatdsa a légzési lanc komplex I szubsztratokkal energetizalt mitokodriumokra

(Ref.5):

A mitokondrialis vizsgalatok sordn leggyakrabban hasznélt szubsztratkombinacidé a
mitokondriumok energetizalasdra a glutamat és malat. Ezen szubsztratok felvételét és
oxidacidjat is befolyasolja a kalcium. Az aldbb ismertetendd vizsgalatsorozatban kétféle
szabad, extramitokondrialis kalciumkoncentraciot ([Ca®']) hasznaltunk:50 és 300 pM-t. A
kisérleteket ADP jelenlétében végeztiik, mely vegyiilet a PTP nyitdsanak igen hatékony
inhibitora ¢€s ¢élettani koriilmények kozott is mindig jelen van a mitokondriumokban, illetve
a citoplazmaban. 50 pM Ca’" hatasara a mitokondrialis H,0, képzés csak mérsékelten
(81+18%) emelkedett, mig 300 pM Ca®" hatasara a ROS képzésben szignifikans véltozas
nem volt lathaté. A H,O, mérésekkel parhuzamosan membranpotencial (A¥Y,,) méréseket
is végeztink. Megfigyeléseink szerint nukleotidok (ADP, ATP) jelenlétében a Ca’"
hatdsdra bekovetkez6 ROS-képzés valtozasok a AW, valtozadssal mutatnak
parhuzamossagot, ADP jelenlétében az ADP altal depolarizalt mitokondriumok 100 uM
[Ca’"] alatt atmeneti depolarizaciot koveten hiperpolarizalodnak és emelkedé ROS
képzést mutatnak, mig magasabb [Ca’] mellett a hiperpolarizacié elmaradisa a ROS
képzés novekedésének elmaradasaval jar egylitt. Kimutattuk azt is, hogy a fenti kalcium
hatdsok nem hozhatok Osszefiiggésbe a PTP nyitasaval, kisérleti koriilményeink kozott a
PTP zarva maradt.

A kalcium hatdsa a mitokondridalis ROS-elimindciora (Ref.10):

Ismert, hogy a mitokondriumok nemcsak a ROS képzésében, hanem azok eliminacidjaban
is részt vesznek. Az exogén H,O, lebontdsa a Iélegz6 mitokondriumokban nagy
sebességgel folyhat. Vizsgaltuk, hogy a mitokondriumok Ca?" felvétele hogyan
befolyasolja a kiilsdleg adott H,O, lebontésat, illetve, hogy a folyamat megforditasa, azaz a
felvett kalciumnak a mitokondriumbol valé eltavolitdsa helyredllitja-e a mitokondridlis
ROS-eliminal6 kapacitast. Eredményeink azt mutattak, hogy a mitokondriumokba torténd
kalciumfelvétel csokkenti a H,O, elimindcios kapacitast, a kalcium eltdvolitasa kelald
szerekkel, a tovabbi felvétel gatlasaval és a mitokondrialis Na™/Ca®" csere stimulalasaval
jelentds mértékben helyreallitja a mitokondriumok H,O»-t eliminalo képességét.



A kalcium hatdsa az alfa-glicerofoszfattal energetizalt mitokondriumok ROS-képzésére
és bioenergetikai paramétereire (Ref.12):

A kozponti idegrendszer mitokondriumaiban a citoplazma €s a mitokondrium kozotti
kolesonhatas fontos aspektusa a glikolizisben keletkez6 NADH mitokondrialis oxidacidja.
Enélkiil a folyamat nélkiil a NADH redukalna a glikolizisbol szarmazo6 piruvatot, ami nem
tudna a citrat korbe belépve az oxidativ foszforilacidval energiat szolgéltatni. A NADH
oxidaciojaban szerepld ,,inga” mechanizmusok egyike a glicerofoszfat inga, melynek része
a mitokondridlis belsé membran kiilsé részén elhelyezkedd glicerofoszfat dehidrogenaz
(GPDH). Ismert, hogy a GPDH aktivitisat a Ca’" jelentés mértékben fokozza. A
glicerofoszfattal energetizalt mitokondriumok miikddésének kalciumfiiggését vizsgaltuk,
kiilonos  tekintettel a  H,O,-képzddésre. A bioenergetikai  tulajdonsagokat
(oxigénfogyasztds, membranpotencial, NAD(P)H-szint) és a ROS-képzddést kiilonbozo
glicerofoszfat és kalcium koncentraciok mellett, PTP-gatlok jelenlétében és hidnyaban
vizsgalva az aldbbi fontosabb megallapitdsokat tettik: a GPDH enzim, mely a
citoplazmatikus [Ca®] véltozasait érzékeli és annak emelkedésére aktivalodik, jelentésen
hozzajarulhat a kalciumszint emelkedéséhez tarsul6 mitokondridlis ROS-képzés
fokozddashoz. A GPDH altal megvalosuld fokozott ROS-képzés részben fliggetlen a
mitokondriumok funkcionalis allapotatdl és fokozott aktivitdst mutathat sériilt,
funkcionalisan inkompetens mitokondriumokban. A GPDH-enzim 6nmagaban is jelentOs
mitokondrialis ROS-képz0 struktira.

Osszefoglalé kozlemény a mitokondrium, kalcium és reaktiv oxigén species homeosztizis
osszefiiggésérodl: (Ref.1)

Az eredeti kézleményeken tilmenden a mitokondrium, kalcium és reaktiv oxigén species
homeosztazis 6sszefliggésérol egy Osszefoglalod kdzlemény is sziiletett Anatoli Starkovval,
a téma egyik nemzetkozileg elismert szakértdjével kozosen. Ebben az Osszefoglald
munkaban kisérletet tettiink az irodalom ellentmondo6 allitdsainak magyarazatara ugy, hogy
szambavettiik azokat a kisérleti koriilményekben leirt eltéréseket, amelyek a kiilonb6z6
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Osszefoglalé  kizlemény a mitokondridlis dehidrogendzok szerepérél a ROS-
homeosztazisban (Ref.13):

Kozleményiinkben két, a ROS-képzésben fontos szerepet jatszo mitokondridlis
dehidrogenaz enzim, a citoplazma-mitokondridlis kapcsolatban a citoplazmatikus NADH
oxidaciojahoz sziikséges alfa-glicerofoszfat dehidrogenaz (lasd fentebb), illetve a citratkor
sebességmeghatdroz6  enzime az  alfa-ketoglutarat  dehidrogendz ~ ROS-képz6
tulajdonsagaival foglalkoztunk, és leirtuk a fenti két dehidrogenaz valosziniisithetd
szerepét az idegrendszer patologias allapotaiban.

Osszefoglalé metodikai kozlemény az izoldlt mitokondriumok ROS homeosztizisinak
méréseérol (Ref.20)



A feltételezetten neuroprotektiv metilénkék (MK) bioenergetikai és ROS-homeosztazira
gyakorolt hatdasai (Ref.21):

A neurodegenerativ betegségek patomechanizmusaban a mitokondrialis funkciok sériilése
¢s a fokozott oxidativ stressz jelentds szerepet jatszik. Az oxidativ stressznek a
mitokondriumok mind forrasai, mind pedig elszenveddi, és az oxidativ stressz is szamos
mitokondrialis funkcid karosodasdhoz vezet. Jelenleg hatékony neuroprotektiv stratégia
még nem ismert. Ujabban neurodegenerativ betegségmodellekben igéretes eredményeket
kaptak a metilénkék (MK) alkalmazasaval. Az irodalom a jotékony hatdsokat dontden a
mitokondrialis funkciokat javitdé hatasok szamlajara irja, bar a kozvetlen mitokondrialis
vizsgalatok szama igen kevés. Vizsgaltuk a MK mitokondriélis energiatermelésre, a H,O»-
képzésre ¢és eliminaciora gyakorolt hatasdt normal ¢és respiracidjukban gatolt
mitokondriumokon kiilonb6zd 1€gzési szubsztratok alkalmazéasaval. Megéllapitottuk, hogy:
a metilénkék stimuldlja az ATP szintézist a 1égzésiikben komplex I vagy komplex III
gatloval akadalyozott mitokondriumokban. Az MK helyredllitta a depolarizalt
mitokondrialis membranpotencialt ¢és fokozza a kalciumfelvételt a respirdciojukban
akadalyozott mitokondriumokban, azonban oxidativ stresszt okoz, mert fokozza a ROS-
keletkezést, és HyO,-szenzitiv elektroddal mérve csokkenti a hidrogén peroxid eliminacids
sebességét. Az MK altal stimulalt H,O,-keletkezés ugyanakkor olyan szignal is lehet,
amely antioxidans mechanizmusok génexpresszids szinten torténd bekapcsolodasat inditja
el (kozlemény elfogadva).

C) A mitokondrialis permeabilitas tranzicios porus (PTP) és az adenin nukleotid
transzlokator szerepével kapcsolatos kutatasok

Ezek a kutatasok részben az OTKA NK-81983 altal finanszirozottak.

Osszefoglalé kozlemény a kalciumtdrolds és a kalciumfoszfit csapadék képzésének
kapcsolatarol (Ref.3):

A kozlemény attekinti a kalciumfelvétel ¢és -felszabadulds termodinamikéjat, a
szétkapcsolo szerek és az adenin nukleotidok szerepét, valamint a matrixban képz6do
kalciumfoszfat csapadék tulajdonsagait.

Az adenin nukleotid transzlokdator (ANT) miikodésének vizsgdalata soran egy eddig
ismeretlen mitkodési modot talaltunk (Ref.4):

Patologias koriilmények kozott ismert, hogy a mitokondridlis FOF1 ATP-az ATP-t
hidrolizdl a membranpotencidl fenntartdsa érdekében. Elméleti megfontolasokbol
feltételeztiik, hogy 1étezhet olyan allapot, mikor az FOF1 ATP-4z mar ATP-t hidrolizal, de
az adenin nukleotid transzporter irdnyultsdga még nem valtozott a fizioldgias allapothoz
képest. Ebben az esetben a matrix szubsztrat szintli foszforilacioja tartja fenn az ATP-az
forditott milikodését, ¢és a mitokondriumok nem fogyasztjdk a citoszol ATP-t.
Feltételezésiinket sejtes rendszeren is igazoltuk. A leirt mechanizmus védi a sejtet az
extrém mértékli ATP-depléciotdl a citoplazméban.



Az alfa-ketoglutarat dehidrogendz komplex (KGDHc) csokkent mitkodésének hatdsa a
mitokondridlis szubsztrat szintii foszforildaciora (Ref.16):

Nemzetkozi kollaboracidban transzgenikus allatokon vizsgaltuk a KGDHc komplex
szerepét a mitokondridlis szubsztrat szintli foszforilaciora. Megallapitottuk, hogy a
KGDHc komplex csokkent mitkddése karositja a szubsztratszintli foszforilaciot és ez
hozzajarul a KGDHc deficiencidban észlelheté neurodegeneraciohoz.

A mitokondridlis diaforazok hozzdjdarulasa a szubsztrat szintii foszforilaciohoz (Ref.18):

Anoxias koriilmények, illetve 1égzés—gatlas koriilményei kozott is észlelhetd a
mitokondrialis NADH-pool oxidacioja. Ez az oxidaci6 dontéen a mitokondrialis diaforaz
enzimeknek koszonhetd. A diafordz miikodés eredményeképpen a citratkor el tud jutni
szubsztrat szintli foszforilacids lépésig, és az igy képzoddé ATP megakadalyozhatja az
adenin nukleotid transzlokdz megfordulasat és a citoplazmatikus ATP mitokondridlis
hidrolizisét.

Osszefoglalé kozlemény azon dllapotokrol és mechanizmusokrol, melyek esetén a
mitokondriumok nettéo ATP termelokbol ATP fogyasztokka valhatnak (Ref.2):

Ko6zleményiinkben 6sszefoglaltuk a mitokondrialis permeabilitas tranzicios porus (mPTP)
alkotasaban szerepet jatsz6 Cyclophilin D fehérje és az ATP-szintaz kozott leirt
funkcionalis kapcsolatot, és megfogalmaztuk azt a hipotézist, mely szerint a Cyclophilin D
kititése, ill. csendesitése kovetkeztében a PTP-nyilas azért is gatlodik, mert a Cyclophilin
gatld hatasa megszlinik az ATP-dzra és igy a depolarizalt mitokondriumokban az ATP
szintdz aktivabban lesz képes ATP-hidrolizis terhére proton-gradienst felépiteni, mely
proton-gradiens csokkenti a PTP-nyilas valoszinliségét.

A Ciklofillin D (cypD) fehérje szerepe az agyi mitokondriumok kalciumindukalt
permeabilitas tranzicios porusanak (PTP) nyilasaban (Ref.8):

Az agyi mitokondriumok PTP-nyildsat részben gatolni lehet a cilkofillin D fehérjéhez
kapcsolodo vegyiiletekkel, illetve a ciklofillin D gén kititésével. Megéllapitottuk, hogy a
mitokondriumok deenergetizalt allapotaban a cypD jelenléte stimulalja a PTP-nyilést.
Vizsgalataink magyardzatot adnak arra, miért hatékony a cypD hidnya a nekrotikus
(deenergetizalt mitokondriumok) sejthalallal szemben, mig nem véd az apototikus
(energetizalt mitokondriumok) stimulusokkal szemben.

Az Artemia franciscana rdkfajta mitokondriumainak kiilonleges viselkedése
(Ref.9,11,17):

A sosvizi rakfajta Artemia franciscana mitokondriumai igen magas kiils
kalciumkoncentraciok mellett sem mutatjak a mitokondrialis permeabilitds tranzicids porus
(mPTP) nyités jelenségét. Ugyanakkor ez a rdkfajta az egyetlen, melynek adenin nukleotid
transzlokatora (ANT) nem érzékeny a bongkrekatra. Tekintve, hogy a mPTP alkotasdban



az ANT-nek fontos szerepet tulajdonitanak, feltételeztiik, hogy a bongkrekat inszenzitiv
ANT ¢és az mPTP-nyilas elmaradasa kozott kapcsolat lehet. A kérdés tisztazasara két masik
rakfajtabol (Crangon Crangonbol €s Palaemon serratusbol) izolaltunk mitokondriumokat,
melyek szintén rezisztensek voltak az mPTP-nyitasra. Ezek a mitokondriumok azonban
bongrekat-érzékeny ANT-aktivitassal rendelkeztek, és igy arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy az ANT bongrekatérzékenysége és az mPTP-nyitds nem kapcsolt jelenségek (ref.2.).
Tovabbi vizsgalatainkban az Artemia ANT fehérjét olyan ¢élesztd mutdnsokban
expresszaltuk, melyek sajat ANT-jét eltavolitottuk, €s azt tapasztaltuk, hogy a fehérje az
¢lesztd mitokondrium kdrnyezetben bongkrekat szenzitivnek mutatkozott.

A szukcinil-CoA ligaz enzim ATP-vel miikodo izoformdja (SUCLA2) az agykéregben
kizardlag neuronadlis (Ref.15):

A SUCLAZ2 hidnya enkefalomiopatiat okoz. Boncolasi anyagbdl szdrmazé agyi mintdkon
az enzimrdl kimutattuk, hogy normal esetben is csak a neuronokban expresszalodik, illetve
GTP-vel miikodd izoforméja sem a neuronokban, sem az asztrocitdkban nem fejezddik ki,
igy asztrocitakban a citrat-kor nem a konvencionalis médon mukodik.



