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BEVEZETES

Normoxiaban a mitokondriumok képesek a sejt
szdmara ATP-t szintetizalni az oxidativ foszforilacio
révén. Azonban anoxiaban vagy a mitokondridlis 1égzési
lanc defektusa esetén az oxidativ foszforilaci6 altali
energiatermelés meghitsul. Ez esetben a
mitokondriumok ATP-termeld organellumokbol ATP-
fogyasztova valhatnak és a citoszol ATP-készletének
csokkentése révén sulyosbithatjak az adott patologias
allapot kimenetelét. A szukcinil-CoA-szintetdz enzim
altal katalizalt mitokondrialis szubsztratszintli
foszforilacid szerepe kritikus ennek kivédésében, ugyanis
a reakci6o a légzési lanctol fiiggetleniil képes magas
energiaju foszfatok elballitasara. Igy amennyiben a
szubsztratszintii foszforilacio miukodoképes, a
mitokondrium tovabbra is képes ATP-t exportalni a
matrixbol, a gatolt légzési lanc ellenére. A szukcinil-
CoA-szintetaz altal katalizalt reverzibilis reakcidoban
szukcinil-CoA, ADP (vagy GDP) és P; alakul at
szukcinatta, ATP-vé (GTP-v¢) és CoASH-va. A reakcio
miikddését befolydsold metabolikus utak meghatdrozoak
lehetnek abbol a szempontbol, hogy az oxidativ

foszforilaciot érinté patoldgias allapot esetén ez a mentd
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mechanizmus  mennyire  képes  fenntartani a
mitokondrium ATP-exportald funkcidjat.

Az egyik ilyen metabolikus t, mely hatassal lehet
a mitokondriélis szubsztratszintii foszforilacio
milkodésére, a GABA atalakulasa a GABA-shunt utjan
keresztil. A GABA egy neurotranszmitter, mely a
mitokondrium matrixaba belépve szukcinat-
szemialdehiden (SSA) keresztiil szukcinatta
katabolizalodik, ez pedig a citromsav ciklusban
oxidalédhat  tovabb.  Szinttn a  GABA-shunt
folyamataban degradalodik egy neurotranszmitter és
pszichoaktiv szer, a gamma-hidroxi-butirat (GHB),
ugyancsak  szukcinat  keletkezését eredményezve.
Anoxidban a keletkezd szukcinat tovabbi atalakulasa a
komplex-1l altal akadalyozott, igy a matrix szukcinat
koncentracié emelkedik és ez a szukcinil-CoA-szintetaz
altal katalizalt reakciot ATP-fogyasztd iranyba tolja el.
Feltételezésiink szerint a GABA-shunt miikodése ily
modon anoxidban  gatolja a  mitokondrialis
szubsztratszintii foszforilaciot, és ez ahhoz vezet, hogy a
mitokondrium ATP-fogyasztova valik.

A szubsztratszintti foszforilaciohoz —sziikséges

szukcinil-CoA ellatast az alfa-ketoglutarat-dehidrogenaz



enzimkomplex biztositja, mely a mikodéséhez azonban
oxidalt NAD'-ot igényel. Amennyiben a komplex-I
diaforazok képesek katalizadlni, megfelelé kinon
szubsztrat redukcidja mellett. A kinon vegyiiletrél az
elektronok a 1égzési lancra adddhatnak tovabb.
Munkacsoportunk korabbi kisérletei bizonyitottak, hogy
az intramitokondrialisan rendelkezésre 4all6 endogén
kinonok lehetévé teszik a reakcid végbemenetelét. A
diafordz enzimek azonban nem telitettek ezekkel a
kinonokkal, és ha az intramitokondrialis NADH/NAD"
aranyt mesterségesen emeljiik, exogén kinonok
hozzaadasa jelentdsen fokozza a szubsztratszintli
foszforilaci6 miikodését. Kutatdsunk masodik 6
szakasza egy diaforaz enzim, illetve kiilonb6z6 kinonok
mint  potencialis  diaforaz  szubsztratok NADH
oxidaciohoz ¢és szubsztratszintli foszforildcidhoz valod

hozzajarulasanak vizsgalatara iranyult.



CELKITUZESEK

Munkank els6é felvetett kérdése, hogy mivel a
GABA-shunt miitkodése anoxiaban szukcinat
felhalmozodasahoz vezet, ez vajon a szukcinil-CoA-
szintetaz altal katalizalt reakciot ATP-fogyasztd iranyba
tolja-e el. Hipotézisiink vizsgalatahoz a GABA, SSA és
GHB izolalt mitokondriumok bioenergetikai
paramétereire és a mitokondrialis szubsztratszintii
foszforilaciora kifejtett hatasat tanulméanyoztuk.

A szubsztratszintii foszforilacid6 miikodéséhez
sziikséges NAD" ellatast a komplex-I gatoltsdga esetén
biztositd diaforaz enzim egyelére nem azonositott.
Munkankban célként tliztiik ki, hogy meghatarozzuk egy
diaforaz enzim, a NAD(P)H:kinon oxidoreduktaz 1
(Ngol) hozzajarulasait a NADH oxidaciojahoz gatolt
1égzési lanc mellett.

Tovabbi célunk volt &t kinon vegyiletnek
(menadion, mitokinon, durokinon, idebenon, 2-metoxi-
1,4-naftokinon) mint lehetséges diaforaz szubsztratnak a
vizsgalata. Arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy ezek
vajon tadmogatjdk-e a szubsztratszintli foszforilaciot
NAD" termelésén keresztiil, illetve hogy az esetleges

hatasukat az Nqo1 enzimen keresztiil fejtik-e Ki.
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MODSZEREK

Kisérleti allatok
Kisérleteinkhez 2 és 6 honapos kor kozotti, 129Sv
illetve C57BI/6 hatterli vad tipust és Nqol ™’ egereket

hasznaltunk.

Mitokondrium izolalas

Az egér agy és maj mitokondriumokat differencial
centrifugalassal izolaltuk. Agy esetében a nem
szinaptikus  mitokondriumokat Percoll gradiensben
BCA (bicinkoninsavas) modszerrel hataroztuk meg

Tecan Infinite® 200 PRO series microplate olvasdban.

A Mmembranpotencial  meghatarozasa  izolalt
mitokondriumokban

Az izolalt mitokondriumok membranpotencialjat
safranin O fluoreszcens festék segitségével detektaltuk,
Hitachi F-7000 fluoreszcens spektrofotométerrel vagy
Oroboros Oxygraph-2k miszerrel. A fluoreszcencia jelet
egy  fesziiltség-fényintenzitds  kalibracios  gorbe
segitségével millivoltta alakitottuk. A méréseket 37 °C-

on végeztiik.



Mitokondrialis oxigénfogyasztas meghatarozasa

A mitokondriumok oxigénfogyasztasat
polarografias ton, a membranpotencial mérésével
parhuzamosan detektaltuk, Oroboros Oxygraph-2k Clark-
elektrodhoz kapcsolt fluoriméterben. Az
oxigénkoncentracido ¢és fluxus rogzitésére a “DatLab”

szoftvert hasznaltuk. A méréseket 37 °C-on végeztiik.

NADH autofluoreszcencia mérése

A mitokondridlis NADH autofluoreszcenciat
Hitachi F-7000 fluoreszcens spektrofotométerben
detektaltuk 37 °C-on. A fluoreszcencia intenzitas
értékeket NADH titralasaval felvett kalibracios gorbe

segitségével valtottuk at koncentracid egységbe.

Diaforaz aktivitas meghatarozasa

A diafordz aktivitast kétféle modszerrel detektaltuk
a vad tipusu illetve az Nqol*/* egerek majabol szarmazo
citoszol ¢és mitokondridlis frakciokban. A citoszol
frakciot a mdj homogenizatum ultracentrifugéldsaval
nyertiik. Az els6 mérési médszer NADH vagy NADPH
elektrondonor mellett egy redox festék, a 2,6-diklorfenol-

indofenol (DCPIP) redukciojanak spektrofotometrias



mérésén alapul. A masodik moddszer esetén a diaforaz
enzimek NADH elektrondonor mellett kinonokat
redukalnak, majd az elektronok a masodlagos elektron
akceptorra, a citokrom c-re keriilnek, melynek redukcioja
spektrofotometriasan nyomon  kovethetd. Mindkét
modszer esetén megismételtiik a kisérleteket egy diaforaz
inhibitor, a dikumarol jelenlétében is. A méréseket 30 °C-

on végeztiik.

Sejttenyésztés

A HepG2 sejteket 10% magzati borjii szérummal és
antibiotikummal  kiegészitett Dulbecco’s modified
Eagle’s médiumban (DMEM) tenyésztettiik, 37 °C-on,
5% CO, mellett.

A membranpotencial meghatarozasa permeabilizalt
HepG2 sejtek in situ mitokondriumaiban

A sejteket digitoninnal permeabilizaltuk, majd a
mitokondrialis membranpotencialt safranin O
fluoreszcens festék segitségével Tecan Infinite® 200
PRO series microplate olvaséban detektaltuk. A

méréseket 37 °C-on végeztiik.



A HepG?2 sejtek transzfekcioja

A HepG2 sejteket a human NQO1-re specifikus
SIRNS-sel és nem targetalt kontroll siRNS-sel
transzfektaltuk, lipofectamine 2000 segitségével. A
szubsztratszintii foszforilacid vizsgalatit 56 oraval a
transzfekcid utan végeztilkk, majd a sejteket azonnal

lefagyasztottuk western blothoz.

Western blot

A HepG2 sejteket RIPA pufferben, proteaz
inhibitor koktél jelenlétében, —80°C-on taroltuk. Jégen
BCA (bicinkoninsavas) modszerrel hataroztuk meg. A
fehérjéket SDS-PAGE gélelektroforézissel valasztottuk
el, ezt kovetéen metanol-aktivalt polivinilidén-difluorid
membranra transzferdltuk 6ket. Az immunoblottoldshoz
poliklonalis nytl anti-NQO1 és monoklondlis egér anti-
B-aktin elsddleges antitestet, illetve peroxidazhoz kotott
masodlagos  szamar antitestet  hasznaltunk. Az
immunoreaktivitasokat kemilumineszcencias el6hivassal

tettiik lathatova.



EREDMENYEK

A GABA, a szukcinat-szemialdehid és a -
hidroxibutirat metabolizmusa a GABA-shunt utjan
keresztiil gatolja a mitokondrialis szubsztratszinti
foszforilaciot

Annak felderitésére, hogy a GABA, a SSA ¢és a
GHB szukcinattda valdé atalakulasa gatolja-e a
szubsztratszinti foszforilaciot, el6szér azt kivantuk
igazolni, hogy a hdrom vegyiilet valdban metabolizalodik
izolalt egér agy és maj mitokondriumokban. GABA, SSA
¢s GHB hozzaaddsdra mind agy, mind mjj
mitokondriumokban ~ membranpotencial  ndvekedés
kovetkezett be, kivéve az agy mitokondriumokban GHB
esetén. A harom vizsgalt vegyiilet koziil a SSA bizonyult
a leghatékonyabb mitokondridlis szubsztratnak, a
hozzéadasa utan kialakult a maximalis
membranpotencial, melyet csak az I-es és II-es komplex
egyiittes gatlasa akadalyozott meg, a két komplex kiilon-
kiilon valé gatlasa nem. EbbOl azt a kovetkeztetést
vontuk le, hogy a SSA NADH ¢és FADH2 termelésen
keresztiil is képes proton motoros erd generalasara. Az
SSA hozzaadasa utan bekdvetkezé6 NADH fluoreszcencia

emelkedést mérve azt tapasztaltuk, hogy egér ma4j
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mitokondriumban az SSA koriilbeliil 6tszor gyorsabb
NADH-termelést eredményez, mint agy mitokondriumok
esetén.

A szubsztratszintli foszforilacid lejatszodasara az
adenin nukleotid transzlokaz (ANT) mik6dési iranyabol
kovetkeztettiink. Amennyiben a 1€gzési lanc gatolt, és a
szubsztratszinti foszforilacié miikodik, az ANT tovabbra
is ATP-t exportal a mitokondriumb6l. Ha azonban a
szubsztratszintli foszforilacié gatolt, az ANT megfordul
¢s extramitokondridlis ATP-t importdl a matrixba. Az
ANT miikodési iranyat gatolt 1égzési lanc esetén a
transzporter egy gatloszere, karboxiatraktilozid hatdsara
bekovetkezd  membranpotenciadl-valtozasbol  tudjuk
megallapitani. Anoxidban vizsgilva a szubsztratszintli
foszforilaciot olyan szubsztratkombinaciok mellett,
amelyek tdmogatjdk azt (glutamat és malat vagy alfa-
ketoglutarat és malat), az ANT nem fordult meg, ATP-t
exportalt a matrixbol. Ha azonban a kisérleti médium
GABA-t, SSA-t vagy GHB-t is tartalmazott, ez
anoxiaban az ANT megfordulasat eredményezte, mely a
szubsztratszintli foszforilacio gatoltsagara utal. Kivételek

ez alol a GHB jelenlétében agy mitokondriumokon
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végzett kisérleteink, ahol a GHB nem befolyésolta a

szubsztratszintll foszforilaciot.

Az Nqol szerepe a szubsztratszinti foszforilacio
tamogatasaban endogén illetve exogén Kkinonok
jelenlétében

Az Ngol NAD'-ellatasban betdltdtt szerepének
vizsgalatahoz vad tipusu ¢és Nqolf/f egér majbol
szarmazé mintakat hasonlitottunk 6ssze. Amennyiben
DCPIP elektron akceptor mellett vizsgaltuk a NADH-
oxidalé aktivitdst, ez a knockout mintdk citoszol
frakciojaban jelentdsen kisebb volt, mint a vad tipus
esetén. A mitokondrium frakcidt vizsgalva azonban nem
volt szignifikans kiilonbség a két minta kozott.
Menadiont, durokinont illetve 2-metoxi-1,4-naftokinont
mint els6dleges elektron akceptort alkalmazva, a
knockout egérbdl szarmazo mitokondridlis frakcid kisebb
diaforaz aktivitast mutatott, mely kiilonbség MNQ esetén
szignifikansnak adodott. A mitokondridlis 1égzést, illetve
a szubsztratszinti  foszforilaciot anoxidban vagy
komplex-I gatlas mellett 6sszehasonlitva a vad tipusa és
a knockout mintaban, nem tapasztaltunk kiilonbséget.

Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az Ngol
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nélkiil6zhetd a szubsztratszintli foszforilacio
mikodéséhez gatolt 1égzési lanc mellett. Diaforaz
inhibitorok jelenléte azonban gatolta a szubsztratszintl
foszforilaciét a Nqol™~ mintaban.

Vizsgaltuk, hogy az 6t kinon vegyiilet képes-e a
NADH-r6l szarmazd elektronokat atadni a 1€gzési
lancnak. A kinonok rotenonnal gatolt komplex-1 mellett
fokoztak a mitokondrialis 1égzést, és a vad tipust
mintaban membranpotencidl ndvekedést eredményeztek.
Annak eldontéséhez, hogy a kinonok tamogatjak-e a
szubsztratszintli foszforilaciot NADH oxidacié révén, a
mitokondriumokat egy olyan szubsztratkombinacidval
energetizaltuk, ami az intramitokondridlis NADH/NAD"
aranyt megemeli. Az 6t kinon koziil harom: a durokinon,
az idebenon és a 2-metoxi-1,4-naftokinon tdmogatta a
szubsztratszintll foszforilaciot a vad tipusii mintaban
rotenonnal gatolt 1égzési lanc mellett. Ezek koziil a 2-
metoxi-1,4-naftokinon csak a vad tipust mintaban fejtette
ki hatasat, az Ngol’  mitokondriumokban nem
befolyasolta a szubsztratszintli foszforilaciot. A 2-
metoxi-1,4-naftokinon hatasa diaforaz inhibitorokkal
felfiiggeszthetd volt. Anoxiaban csak a durokinon tette

lehetové a szubsztratszintli foszforilacido mitkodését, és ez
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a hatas mind a vad tipusban, mind a knockout mintaban
érvényesiilt. Permeabilizalt HepG2 sejteken - melyekben
az NQO1 expresszioja ismerten magas -, vizsgalva a
durokinon, idebenon és 2-metoxi-1,4-naftokinon hatasat,
mindharom kinon dikumarol-szenzitiv médon tamogatta
a szubsztratszint(i foszforilaciot. Annak igazolasara, hogy
a  2-metoxi-1,4-naftokinon az  NQO1 enzim
szubsztratjaként jarul hozza az intramitokondrialis ATP-
termelés fenntartasdhoz, megkiséreltik a HepG2
sejtekben az NQOI1 expressziot specifikus siRNS-sel
csendesiteni. A western blot analizis azonban a fehérje
mennyiségének csak igen kismértékli csokkenését
mutatta, ennek megfeleléen a csendesitett sejtek in situ
mitokondriumaiban a 2-metoxi-1,4-naftokinon altal
kifejtett hatidsban nem mutatkozott kiilonbség a

kontrollhoz képest.
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KOVETKEZTETESEK

Kisérleteinkbdl megallapitottuk, hogy a GABA, a
SSA ¢és a GHB metabolizalodott izolalt egér agy és m4j
mitokondriumokban, kivéve a GHB-t agy minta esetén.
A harom szubsztrat koziil a SSA energetizalta a
leghatékonyabban a mitokondriumokat, NADH ¢és
FADH2 termelésén keresztil. Mindharom vegyiilet
atalakulasa a GABA-shunt utjan keresztiil gatolta a
szubsztratszintli foszforilaciot anoxidban.

Az Nqolﬁlf mintdkon végzett kisérletekbdl arra
kovetkeztettink, hogy az Nqol hozzajaruldsa a
mitokondrialis NADH oxidacidhoz igen kismérteki, és
az enzim jelenléte nem sziikséges a szubsztratszintil
foszforilacié mitkodéséhez gatolt 1égzési lanc mellett. A
kisérleteink azonban maés, egyelére azonositatlan
dikumarol-szenzitiv diaforazok szerepét igazoljak. A
vizsgalt kinonok koziil anoxidban csak a durokinon,
rotenonnal gatolt 1égzési lanc mellett viszont a
durokinonon kivil az idebenon és a 2-metoxi-1,4-
naftokinon is hatékonyan tamogatta a szubsztratszintii
foszforilacidt. A 2-metoxi-1,4-naftokinon ezen hatasat az

Ngol enzimen keresztiil fejtette ki.
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