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Bevezetés

A mitokondrium a celluléris Ca** koncentracié szabélyozésanak fontos szereplje. A
mitokondrialis Ca?* felvételért elsGsorban a belsé mitokondrialis membranban talalhatd kalcium
uniporter felelds, mely a felvételt a magas elektromos potenciél rovasara végzi. A felvett Ca’* a
mitokondrialis matrixban csapadék formajaban kertl raktarozasra. A kalcium sok kicsapodasa
lehetdvé teszi, hogy a total matrix [Ca®] akar az 1M-t is elérje. A felszabadulas ugyancsak egy
membranpotencial altal meghajtott esemény, amelyért a mitokondrialis Na*/Ca?*, és a Ca**/H*

cserélok feleldsek.

A Ca?* felvevbképesség maximalis kapacitasanak hatart szabhat a belsd mitokondrialis
membran szabalyozott permeabilizacioja, mely jelenség a mitokondrialis permeabilitas tranzicids
porus (PTP) nevet kapta. A permermedbilitds tranzicid soran, mivel a mitokondrialis matrix
hiperozmotikus citoszolhoz képest, annak viztartalma megnovekszik, ami a matrix
megduzzadasaval jar. A belsé mitokondrialis membrdn nagy feliiletii, és ennek kdszonhetéen
ellendll a térfogat novekedésnek, am a kiils6 membran a tranzicié hatdsara felreped. Ez lehetove
teszi az intermembran térben tartozkodo6 fehérjek kijutasat a citoszolba, melyek kozil tébb pro-
apoptotikus faktor, mint a citokrom C , Smac / Diablo , endonukleaz G vagz ay AlIF. Amikor a
sejtben talalhatd mitokondriumok nagy toredeke stresszre adott valaszként egyidejiileg tranzicion
megy Kkeresztil, a létrejové ATP- deplécid lehetetlenné teszi, hogy az energiaigényes

apoptotikus folyamatok koordinaltan mehessenek végbe, ami végil nekrdzishoz vezet.

Szamos bizonyiték vilagit ra a PTP fontos szerepére kiilonbzé kezelhetetlen betegségek
, Huntington-kér vagy az amyotropias lateralis szklerdzis széles korben elfogadott. A PTP egy
fontos esemény ischaemia/reperflizids sériilés soran. Transzgenikus egérmodelleken végzett
kisérletek bizonyitjdk, hogy a tranzicios porus gatlasa hatékony stratégia lehet az emlitett

betegségek kezelésében.

PTP nyitdsi valoszinliségét szd&mos vegyi anyag valamint kiilonb6z6 mitokondrialis

paraméterek valtozasa befolyasolja, amely hatadsok tdbbségét mar a jelenség elsé leirasakor



dokumentaltak. Azonban a hatalmas eréfeszitések, melyek a PTP szerkezeti elemeit céloztak

azonositani mindezidaig eredménytelenek voltak.

Szamos kiilonboz6 fajbol szarmazd izolalt mitokondriumrdl leirtak, hogy pOrusképzo
tulajdonsagokat mutatnak. Mikor kutatasunk megkezdtik a témaban, az egyetlen allatfaj,

melyben ismert hogy hianyzik a Ca?*- indukélhat6 PTP a sérak , Artemia franciscana volt.

Az Artemia fajok mostoha korilmények kozott €16 ugynevezett extremophilok, melyek
figyelemre meélto ellenallo képességgel rendelkeznek kiilonboz6 fizikai és kémiai stresszel
szemben. A PTP jelenlétét eredetileg azert vizsgaltak ezen &llatokon, hogy magyarézatot
talaljanak ellenalld képességik biokémiai hatterére. Mivel A PTP-t kiilonb6z6 egymastol tavoli
evolucios kapcsolatban allo eukariotakban, mint gombakban a ndvényekben és masi allatokban
bizonyitott, az eredeti szerz6k feltételezték , hogy hidnya egyeduldllé vonédsa Artemia
embrioknak.

célkitiizesek

A jelen dolgozathan bemutatott, folyamatban 1évé tanulmany elsddleges célja a PTP
szerkezeti fehérjéinek azonositasa. Ez a cél ambicidzus, és joval tulmutat egy PhD projekten. A
munka melyben részt vettem, modern modszerek hasznélatahoz szilkséges alapokat fektet le,

melyekkel talan lehetséges ezen cél elérése.

Kezdetben a sorak, Artemia franciscana, alapos biokémiai jellemzése koncentraltunk, annak
érdekében, hogy mitokondriumaik egyedi tulajdonsagaira magyarazatot talaljunk. Eredményeink
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az Artemiaban Kkifejezett adenin nukleotid

transzlokaz izoformanak kdze lehet a tranzicids pdrus hianyahoz ebben a fajban.

Feltevésunk igazolasa érdekében Uj modellallatokat kerestiink, melyekben a PTP jelen van &m
filogenetikailag kozel allnak az Artemidhoz. Meglep6 modon eredmények (amit publikaltunk : [
1, 2] ) arra utaltak, hogy a rakokban éltalanos Ca”* - indukalt permeabilitas tranzicids pérus



hianya. Kivancsiak voltunk, ha a PTP jelenségének elvesztése egyedilallé vonas volt a rakok

torzsfejlédése soran, az milyen ponton tortént meg?

Mivel a rakfélék elemzése dsszehasonlitashoz hasznalhaté modellek helyett tovabbi PTP nélkuli
példakat eredményezett, kiilonb6z6 torzsekhez tartoznak fajokat kezdtik tanulmanyozni,
amelyekben a PTP jelenléte ismeretlen volt. Ezen a ponton célunk az 6sszehasonlitashoz
megfeleld modellek megtalalasan tul mas torzsek lehetséges felfedezése is volt, amelyekben

ugyancsak hianyzik a PTP.

Az Artemian végzett kisérleteink egyik eredményeként azt talaltuk, hogy az Artemia embriobdl
izolalt mitokondriumok adenin nukleotid transzlokaza érzéketlen az egyik ismert inhibitorara:
bongkrekiksavra. A PTP vizsgalata mellett parhuzamos célunk volt a bongkrekat kotéhely

azonositasa, amely a PTP géatlasnak potencialis molekularis célpontja.

Ugy gondoljuk korszerli technikakkal, mint proteomikai és teljes genom szekvenalasi
modszerekkel nyert adatbazisok bioinformatikai vizsgalataval esélyink van a PTP
kulcsfontossagu fehérjéinek azonositasara. A projekt célja valtozatlanul a permeabilitas
tranziciés porus szerkezeti elemeinek azonositsa, olyan organizmusok filogenetikai elemzése

altal, amelyek nem mutatjak a Ca**- indukalt permeabilités tranziciot.

Modszerek

Mitokondrialis izolacio

Artemia franciscana

A dehidralt, betokozodott A. franciscana gastrulakat felhasznalasukig 4 °C-on taroltuk. Az
embtyokat (15 g) 0.25 M NaCl-ben hidraltuk legaldbb 24 Oran kereszriil szobahdmérsékleten.
Ezutan 30 percen keresztiil egy modositott antiformin oldatban dechorionaltuk dket, amit egy 5

perces aztatas kdvetett 1% natrium thioszulfat oldatban, majd tébbszori tmosas jéghideg 0.25



M NaCl oldatban. ~ 10 g dechorionalt embriét homogenizaltunk tUveg-teflon homogenizatorral
jéghideg izolacios pufferben (0.5 M szukrdz, 150 mM KCI, 1 mM EGTA, 0.5 témegszazalék
zsirsav mentes BSA, és 20 mM K*-Hepes(pH 7.5)). A homogenizalt mintat 4 °C-on 10 percen
keresztil 300 G-vel centrifugéltuk, a fels6 zsirban gazdag feliiluszot eltavolitottuk, majd a
maradék feluliszd réteget 11 300 G-n, 10 percen keresztul centrifugéltuk. Ezt kovetéen A
reszuszpendalt pelletet jra 11 300 G-n, 10 percen keresztil centrifugaltuk. A végsé pelletet 0.4
ml jég hideg izolacids pufferben szuszpendaltuk Gjra (0.5 M szukréz, 150 mM KCI, 0.025 mM
EGTA, 0.5 tdmegszazalék zsirsav mentes BSA, és 20 mM K*-Hepes(pH 7.5)), amely ~ 80 mg

.mI™* proteint tartalmazott. A kisérleteket 27 °C-on végeztilk.

Gerincesek (Xenopus laevis, egér és patkany)

Az izolalt mitokondrium preparalésa Xenopus patkany vagy C57BI/6N egér majbél a korabbi
publikacidinkban leirtakhoz hasonléan tortént. Az allatokon végzett eljardsok a helyi
eldirasoknak (Egyetemi Allatkisérleti Bizottsag) megfeleléen zajlottak. A kisérletekhez hasznalt
inkubacios médium 6sszetevéi 8 mM KCI, 110 mM K-glukonat, 10 mMNaCl, 10mM HEPES,
10 mM KH,POQO4(ahol jeldlve), 0.005 mM EGTA, 10 mM mannitol, 0.5 mM MgCl,(vagy 1, ahol
jelélve), 1 mM glutamat, 5 mM szukcinat (szubsztratok, ahol jelélve), 0.5 mg/ml BSA (zsirsav
mentes) voltak, pH 7.25. A kisérleteket a Xenopus esetén 30 °C-on, a ragcsalok esetén pedig 37

°C-on végeztuk.

Drosophila melanogaster és Caenorhabditis elegans

A vad tipusi D. melanogaster-eket Billes Viktor Andras (Genetikai Tanszék, ELTE)
bocsatotta rendelkezéstinkre. A preparalasokhoz 500-600 allatot hasznaltunk fel. A mddszer és a

pufferek kevéssé térnek el a gerincesek alatt leirtaktol.

A C. elegans kolonidk Sé6ti Csabatdl (Orvosi Vegytani, Molekularis Biologiai és

Patobiokémiai Intézet, Semmelweis Egyetem) szarmaztak.

A kisérleti médium amit ezeknél a fajoknal hasznaltunk megegyezik a gerincesek alatt

leirttal, a hémérséklet pedig 28 °C volt.



Edesvizi rakfélék (Cyclops vicinusvicinus és Daphnia pulex)

Daphnia es Cyclops helyi tavakban gytijthet6. A begytjtott plankton mindkét faj esetén 90-
95%-o0san volt tiszta. A mitokondrialis izolacié hasonléan tortént a gerincesek alatt leirtakkal, de
a hasynalt pufferek kulonboztek. A puffer dsszetétele 225 mM mannitol, 125 mM szukréz, 5
mM HEPES, 1 mM EGTA és 1 mg/ml zsirsavmentes BSA volt, a pH 7.4-re allitaséhoz Trizméat
hasznaltunk. A homogenizatumokat egy réteg muslinon keresztiil megszirtiik, majd 1,250 G-n
centrifugaltuk 10 percen keresztll. Ezt kdvetéen a feliilaszot 10 percen keresztiil 10 000 G-n
centrifugaltuk, majd a pelletet reszuszpendaltuk és ezt a 1épést megismételtik. A végsod
centrifugalast kovetden a pelletet 0.15 ml 0.1 mM EGTA tartalmd izolacioés pufferben
reszuszpendaltuk. A kisérleti médium 225 mM mannitolt, 125 mM szukrézt, 5 mM HEPESt, 0.1
mM EGTAt, 10 mM KHyPO4-t, 1 mM MgCl,-t, 5 mM glutamatot, 5 mM malatot, 5 mM
szukcinatot, 0.5 mg/ml zsirsavmentes BSA-t tartalmazott, a pH = 7.25 volt. A kisérleteket 27 °C-

on végeztik.

Tengeri fajok

A tanulmanyban hasznalt tengeri él6lényekhez (Crangon crangon, Palaemon serratus,
Carcinus maenas, Pagurus bernhardus, Asterias rubens, Paracentrotus lividus, Nephtys
hombergii, Mytilus edule, Cerastoderma edule, Patella vulgata, Branchiostoma lanceolatum) a
Service d’Expédition de Mod¢eles Biologiques - CNRS/FR2424 —es palyazaton keresztil
jutottunk hozza (Roscoff, Franciaorszag). Az allatokat felhasznalasukig tengervizzel toltott
akvariumokban taroltuk, 6-8°C-on, 12 06ras megvilagitasi ciklusokkal. Gerinctelen allatok
kisérleti célra valo felhasznalasa nem esik etikai szabalyozas ala. Az izolaciéhoz felhasznalt
allatok szama és szOvete fajonkent valtozo volt: C. crangon és P. serratus esetén 10-15 allatot
hasznaltunk fel preparacionként. Az allatok cephalothoraxat eltavolitottuk, majd az utétesteket
megszabaditottuk pancéljuktol. A C. maenas preparalasakor 4-5 allat hepatopankreaszabol
preparaltunk. A P. bernhardus felhasznalasakor 8-10 allat utétestét hasznaltuk. Az A. rubens és a
P. lividus preparalasakor 3-4 allat gasztrointesztinalis traktusa kerilt felhasznalasra. Az N.
hombergii és a B. lanceolatum esetén 10-15 teljes allatot homogenizaltunk. M. edule-bél, C.
edule-bdl and P. vulgata-bol 9-12 teljes allatot hasznaltunk miutan vazukat eltavolitottuk. A

kinyert szdveteket jég hideg pufferben felapritottuk, homogenizaltuk és a C. vicinusvicinus és D.



pulex alatt leirtakkal azonos modon izolaltunk bel6lik funkcionalis mitokondriumot. A

kisérleteket 27 °C-on vegeztik a médium pedig megegyezett az édesvizi rakfélék alatt leirtakkal.

A¥Ym meghatdrozads

A A¥m becslése a Safranin O fluoreszcencidjanak mérésén alapszik mely kation ha
felhalmozddik az energizélt mitokondriumokban, csokkent emisszidét mutat. 2 ml inkubéacios
médiumhoz izolalt mitokondriumot (a jelélt mennyiségben) és 5 uM Safranin O-t adtunk. A
fluoreszcenciat egy Hitachi F-4500 spektrofluorimeéterrel (Hitachi High Technologies,
Maidenhead, Egyesult Kiralysag) rogzitettiik, 2-Hz mintavételi sebességgel, 495-nm excitacids
és 585-nm emisszids hullamhosszokon. Kiilonb6z6 szubsztratokkal végzett pilot kisérletek
alapjan ugy talaltuk, hogy a glutaméat malat és szukcinat egyittesen (mind 5 mM) eredményezte

a leg negativabb és legjobban reprodukalhaté A¥m értékeket.

Extramitokondridlis [Ca?*] meghatdrozas Ca-Gr 5N fluoreszcencia alapjan

2 ml inkubacios médiumhoz izolalt mitokondriumot (a jelolt mennyiségben) és 1 uM CaGr-
5N-t adtunk. A fluoreszcenciat egy Hitachi F-4500 spektrofluoriméterrel (Hitachi High
Technologies, Maidenhead, Egyesiilt Kiralysag) rogzitettiik, 2-Hz mintavételi sebességgel, 506-

nm excitaciés és 530-nm emissziés hullamhosszokon.

Mitokondridlis duzzadds

Az izolalt mitokondriumok duzzadasanak vizsgalata a minta fényszorasanak mérésén
keresztul tortént, amit egy egy Hitachi F-4500 spektrofluoriméterrel (Hitachi High Technologies,
Maidenhead, Egyesult Kiralysag) segitségevel rogzitettik 660 nm-en. 2 ml inkub&cios
médiumhoz izolalt mitokondriumot (a jel6lt mennyiségben) adtunk. Kisérleteink végén
kontrollként alamethicint adtunk a maximalis duzzadas kivaltasara, mely peptid porusokat

forméal a membranon.

Az ADP-ATP kicserélddés sebességének mérése

Az ADP-ATP kicserélodés sebességét a laboratoriumunk altal nemrégiben kidolgozott
mddszerrel hataroztuk meg, mely az ADP és az ATP Mg?* iranti affinitasa kozotti kiilonbséget

hasznélja ki. ADP adasat kovetden energizalt mitokondriumokhoz, az inkubaciés médiumban



megjelend ATP mennyisége a [Mg?']s -bél standard reakcidegyenletek segitségével szamolhato.
2 ml inkubaciés médiumhoz izolalt mitokondriumot (a jel6lt mennyiségben), 2 uM Magnesium
Green pentapotassium sot és 50 uM Ap5A-t adtunk. A fluoreszcenciat egy Hitachi F-4500
spektrofluoriméterrel (Hitachi High Technologies, Maidenhead, Egyesult Kiralysag) rogzitettik,
2-Hz mintavételi sebességgel, 506-nm excitacios és 530-nm emisszios hullamhosszokon. Az

“ sz

mérésekkel azonos kortilmények kdzott tortént.

Transzmisszios elektron microszcopia (TEM)

Az izolalt mitokondriumot 10 000 G-n 10 percen at centrifugaltuk, majd a pelletet egy
éjszakan keresztil fixaltuk 4%-os glutaraldehid és 175 mM néatrium-kakodilat oldatban (pH 7.5).
Ezt kOvetéen a mintakat 1% ozmium tetroxidban 100 percen keresztil posztfixaltuk, majd
alkohollal és propilén oxiddal dehidrataltuk végul Durcupanba agyaztuk. Az ultramicrotommal
készitett metszeteket (76 nm) rézracsokra illesztettiik, 6%-os uranil-acetattal (20 perc) és 6lom-
citrattal (5 perc) kontrasztoltuk végil egy JEOL 1200 EMX (Peabody, MA, USA) elektron
mikroszképpal ~ vizsgaltuk. Az intramitokondridlis Ca*-P; csapadék térfogatfrakcio
meghatarozasa kiszobérték adaptacios algoritmussal tortént az image analyst MKII szoftverrel
(Image Analyst Software, Novato, CA, USA).

Mitokondridlis légzés

Az oxigén fogyasztds meghatarozésa polarografidsan tortént egy Oxygraph-2k oxigréaffal
(Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria). 2 ml inkubaciés médiumban 0.5 mg mitokondriumot
szuszpendaltunk. Az oxigén koncentracié és a flux (pmol/(s*mg); az oxigén koncentracié
negativ idéderivaltja / mitokondrialis tomeg / térfogat) Az oxigén koncentracio és a flux

rogzitése a DatlLab software segitségével tortént (Oroboros Instruments).

Egér mdj és Artemia embrio mitokondriumok matrix pH (pHj)
meghatdrozasa

20 mg egér maj mitokondriumot 2 ml mediumban (mM-okban: 225 mannitol, 75 szukroz, 5
HEPES, 0.1 EGTA, pH 7.4 Trizméaval beallitva) szuszpendaltunk és 50 uM BCECF-AM-al 20
percen keresztul inkubaltuk (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 30°C-on. Ezt kovetéen a mintat



kétszer egymast kovetéen 3 percen keresztiil centrifugaltuk 10 600 G-n, 4°C-on. Végil a
pelletet 0.2 ml médiumban reszuszpendaltuk és felhasznalasig jégen tartottuk. Az Artemia
mitokondriummal hasonl6an jartunk el: a médium ekkor 500 mM szukrozt, 150 mM KCI-t, 1
mM EGTA-t, 0.5% zsirsavmentes BSA-t és 20 mM K*-HEPES-t (pH 7.5) tartalmazott, valamint
a hémérséklet 27°C volt. A matrixban maradt, hidrolizalt festék fluorescenciajat egy Hitachi F-
4500 spektrofluoriméterrel (Hitachi High Technologies, Maidenhead, Egyesult Kiralysag)
rogzitettik, 2-Hz mintavételi sebesseggel, 450/490-nm excitaciés és 531-nm emisszios

hulldamhosszokon.

Eredmények és megbeszélés

Az Artemia embriékon végzett kisérletekbél kideriilt, hogy mitokondriumuk potens Ca?*
felvev6 gépezettel rendelkeznek, mely mechanisztikusan hasonlit az emlésokben ismerthez, am
bizonyos tulajdonsagait tekintve kiilénbozik attél . A Ca®* felvétel érzékeny volt Ru 360-ra, ami
azt jelzi a folyamat végrehajtasaért valosziniileg ugyancsak a Ca?* uniporter a felelds. A Ca?*-
felvételhez sziikséges ellenion a foszfat volt, amely tényt elektron energia-veszteség

spektroszkopia segitségével is alatdmasztottuk.

Az emlésokkel ellentétben, az ADP és az ATP egyarant csokkenti a Ca®*-felvételi kapacitést
az Artemiabol szarmazo6 mitokondriumokon. Emlésoknél ezen nukleotidok PTP gatl6 hatésa jol
ismert, ami egyben a megnovelt felvevOképességet is megmagyarazza. Az ADP Artemian
megfigyelhetd gatlo hatésa felfiiggesztheté az ADP/ATP kicserélédés blokkolasaval akar
kdzvetlenil az ANT gatlésa altal (CATR) vagy kozvetve, az FoF; ATP -4z gatlasa altal
(oligomycin), tehat az ADP-nek be kell kertlnie a matrixba annak érdekében, hogy kifejtse gatlo
hatasat. A matrix ADP két kiilonb6z6 mechanizmuson keresztiil okozhatja ezt: 1)
membranpotencial csékkentésevel vagy ii) egy specifikus kotohelyen keresztul. A ket gatldszer,

a CATR és az oligomycin kiilonb6z6 hatast gyakorolnak a matrix ADP tartalmara. Elegend6en



negativ membréanpotencial mellett (az ANT ATP-t pumpal ki a méatrixbdl és az FoF1 ATP -4z
ATP-t termel) , amikor CATR gétolja az ANT-t az ADP koncentracioja kis mértékben csokken
(eleve alacsony az FOF1 ATP -az magasabb flux kontrol koefficiense miatt), mivel a matrix ATP
nem lehet ADP-re cserélni, azonban oligomyicinnel val6 kezeléskor, a méatrix ADP- szint
megndvekszik, mivel az ADP nem alakul ATP-ve oxidativ foszforilacion keresztul (sem
szubsztrat szintl foszforilacion keresztil, mivel a kisérleteinkben hasznélt szubsztratok nem
kedveznek a folyamatnak). Ennek fényében valosziniibb, hogy az ADP a membranpotencial

befolyasolasan keresztiil hat a Ca?* felvevSképességre Artemia mitokondriumokon.

Az ATP ugyancsak csokkenti a Ca?* felvevéképességet, am felvétele a métrixba nem
szlkséges, valosziniileg az Artemia mitokondrumok kilsé feliiletén kot és fejti ki hatasat. Ez a
megfigyelés magyarézat lehet az ADP- gatlo hatasa is: az ADP géatlas kozvetett, és valojaban az
mitokondrium altal termelt ATP okozza, amely megszintethet6 az ATP termelés gatlésa altal,
cATR-al vagy oligomicinnel. Annak ellenére, hogz ezek az eredmények szd&mos Uj érdekes
kérdést vetnek fel az Artemia mitokondrialis Ca®* kezelésével kapcsolatban, 4m fé célunk nem

ezeknek a kérdéseknek a megvalaszolasa volt.

7=z

Az Artemia mitokondriumok méretében és christa szerkezet tekintetében az eml6s6khoz nagyon
hasonlé megjelenéstiek, azonban amikor nagy mennyiségii Ca** -ot vesznek fel, a csapadék az
eml6sokben ismert gylirii vagy pontozott alaka szerkezetek helyett tii alaku elektrondenz
képzddmények jelennek meg az Artemia mitokondriumok matrixaban. Elektron energia-
veszteség spektroszkdpias mérésekkel megallapitottuk, hogy az elektrondenz strukturak
gazdagok Ca és P elemekben. Hasonlé morfologia figyelheté meg emlésokben, ha az ADP és a

Mg?* koncentracié nagyon alacsony. ADP jelenlétében Artemia mitokondriumok matrixaban is



megfigyelhetdek a pontszerii elektrondenz képletek. Nem vizsgaltuk, hogy a morfoldgiai
véltozés oka az ADP okozta csokkent Ca®* felvétel, vagy az ADP kozvetleniil hatassal van a
morfoldgiéra, azonban annak a lehetésége, hogy a tii -szer(i csapadékszerkezet fontos az Artemia

mitokondriumok magas Ca”* felvevéképességéhez.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a primitiv izeltlabd Artemia franciscana-ban a
Ca’* felvétel alapjaiban hasonld, mint az eml8s konszenzus. Ugyanakkor megerésitettiik, hogy a
felvétel kapacitasa nagyobb, hogy valdban nem lehet ebben a fajban tranzicios pérust kivaltani,
tovabba leirtuk az Artemia mitokondriumban torténd Ca?* felvétel és a csapadék morfolégia
egyedi vonasait. Mivel ugy gondoltuk ezek a megfigyelések kevésbé fontosak a PTP hiany

szempontjabol, figyelmiinket mas eredményeinkre forditottuk.

Vizsgélataink soran azt talaltuk, hogy a tobb klasszikus PTP inhibitor, amelyek hatékonyan
novelik a Ca®* felvevSképességet emlés mitokondriumok hatastalanok voltak az Artemia
felvevbképességére. Egy jol ismert ANT gatlo, a bongkrekiksav (BKA) egyben a PTP gétolja is.
Megfigyeltiik, hogy Artemia érzéketlen a BKA ANT gétl6 hatdsaval szemben: cATR-al
ellentétben BKA-val nem siker(lt megforditani az ADP depolarizal6 hatdsat a A¥m kisérletek
soran valamint a BKA nem befolyasolja az ATP termelést. Artemia mitokondriumokon a BKA
gatlas kizardlag jelentés pH csokkenéssel és a BKA koncentracié megnovelésével érheté el. Ez a
felfedezés azért relevans, mert az ANT a PTP egy ismert szabalyoz6ja, de a folyamat szamara
nélkiilozhetd. Feltételeztik, hogy a két jelenség; a PTP hianya és a BKA érzéketlenség
valamilyen modon 6sszefiiggenek, és a tovabbiakban meg kivantuk vizsgalni, hogy a hipotézis

helyes -e?



Ugy gondoltuk, hogy ehhez az Artemia-hoz kozeli rokonsagban 1évé élélényeken végzett
kisérletek adhatnak vélaszt. VVarakozasainkkal ellentétben, egyéb nem extremofil , s - és
édesvizi rakok vizsgalata sorén azt talaltuk, hogy azokban kivétel nélkil hidnyzott a PTP.
Tovébba a korabbi hipotézis a két jelenseggel kapcsolatban hamisnak bizonyult, mivel nem
tapasztaltunk ellenallé képességet BKA-val szemben egyetlen Gjonnan vizsgalt fajban sem.
Eredményeink azt sugalljak, hogy a PTP jelensége a rakfelék evolucidja soran valamiért
elveszett. Ugy gondoltuk, hogy a rakfélék dsszehasonlitasa mas torzsekkel fényt derithet a PTP
szerkezeti elemeire, valamint bizakodtunk abban is, hogy esetleg Uj PTP-t nem mutat6 fajokat is

talalunk.

Dolgozatomban hat 0] fajrol bizonyitjuk, hogy nem létezik benniik permeabilitasi tranzicids
porus, tovabba hat mas tdrzsekhez tartoz6 fajban mutatjuk ki a PTP jelenlétét, melyekben a
porust még nem vizsgaltak korabban. A PTP jelenlétét kiilonboz6 elveken alapulé médszerekkel
teszteltik, hogy eredményeink megbizhatdak legyenek. A dolgozatban leirtak alapjan
kijelentjik, hogy a PTP az allatvilagban egy univerzalis mechanizmus, ami a rakfélék

altdrzsében hianyzik.

Annak ellenére, hogy a BKA elleni érzéketlenség nincs kapcsolatban a PTP hianyaval, gy
gondoltuk, hogy tovabbi kisérletek segithetnek megtalalni a BKA kotohelyét. A BKA kotéhely
egy ma még ismeretlen, PTP gatlas szempontjabdl potencialisan értékes farmakoldgiai célpont,
amit megprébaltunk primer ANT szekvencidk dsszehasonlitasaval felderiteni. Az eddig sikeresen
megszekvenalt teljes Artemia valamint részleges Crangon crangon és Palaemon serratus

szekvenciék alapjan valdsziniisithet6 a kotohely.



Egy kollaboracio keretein beliil megprobaltuk élesztdben expresszaltatni az Artemia ANT —t,
am sikertelenek voltunk a BKA érzéketlenség bizonyitdsdban ezen a modellen. Bér ezek az
eredmények nem biztatdak, bizonyos kovetkeztetések levonhatdak belbliik: az Artemia BKA
érzéketlenségének lehet példaul az oka, hogy egy masik protein entitas hianyzik a
mitokondriumukbol, amely egyébként szlikséges az érzékenységhez, vagy olyan fehérje lehet
jelen, amely elfedi a k6téhelyet. Az érzéketlenséget az Artemia mitokondrium egyedulallé fizikai

tulajdonségai is okozhatjak, példaul kulénbségek a membran jellemzoéidben.
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