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BEVEZETES

Mint ismeretes, a sejtek “energiabankja” a mitokondrium. Az
utobbi években bebizonyosodott, hogy szamos patoldgis
folyamat pérosithaté valamely mitokondrialis funkcio
karosodasaval. Ezek kozott emliteném az excitotoxicitas
jelenségét, iszkémia/reperflzids-, neurodegenerativ
betegségek kialakulasat, vagy magat az oxidativ stresszt. A
mitokondriumok  energiaszegény  allapotdban  vagy
oxigénhianyban csokken a bels6 membran impermeabilitasa,
és csokken vagy megsziinik a mitokondridlis membran
potencial (A¥m). A mitokondrialis funkciok teljes kiesése
esetén a membranpotencidl megsziinése a citoszol ATP-
készletének sériilését eredményezheti. Eppen ezért nem
meglepd, hogy lennie kell egy olyan ment6reakcionak,
amely képes megakadalyozni a citoszolikus ATP-készlet
csokkenését abban az esetben, ha az oxidativ foszforilacio
mikddése valamilyen okndl fogva nem elégséges. A
kutatocsoportunk az elmult évek soran sikeresen feltart egy
lehetséges ment6utat, a szubsztrat-szintii foszforilaciot,
amelyet a szukcinil-KoA ligaz- és az ezt az enzimet tamogatd

egyéb kornyez6 enzimek katalizalnak.



A kiilonbozé enkefalopatidk hatterében mitokondrialis
diszfunkciok é&llhatnak. Ezekben az esetekben a
mitokondrialis  diszfunkciok ~ mitokondrialis ~ DNS
deplécidval tarsulnak. Szamos allatmodellt hoztak mér Iétre
annak tanulméanyozésara, hogy a mitokondridlis DNS-
szintézisért felel6s enzimek hatasat vizsgaljak. A szukcinil-
KoA lig4z és a mitokondrialis DNS-szintézis kapcsolatanak

vizsgalatara ezidaig egy tanulmany sziletett.

CELKITUZESEK
1. Az elsédleges célunk egy olyan allatmodell

Iétrehozésa volt, amely jol modellezi a szukcinil-KoA ligaz
deficiencidkat, és ravilagit a szubsztrat-szintti foszforilacid
szerepére  kiillonbozd  bioenergetikai  paraméterek

vizsgalataval.

2. Céljaink kozt szerepelt a kovetkezd kérdések
megvélaszolasa:

a. A szukcinil-KoA ligdz enzim kiilonb6z6
mutécidi milyen meértékben befolyasoljak a
szubsztrat-szintii foszforilacié folyamatat?

b. Mi torténik akkor, ha a szubsztrat-szintii
foszforilacidban résztvevé enzimek altal

alkotott reakciéutban (SKDCC-tengely),
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maga a kozponti enzim, a szukcinil-KoA
ligaz miikodése sériil?

C. Milyen kilonbségek mutatkoznak az ATP- és
GTP-termel6 alegységeket érinté mutaciokat
hordoz6 mitokondriumok mitkddésében a

kiilonb6z06 szovetekben?

3. Célunk volt, hogy megmagyardzzuk az altalunk
kidolgozott allatmodell segitségével, hogy a szukcinil-KoA
ligazt érintd6 mutacidval sziiletett betegekben a fenotipusos
tlneteknek mi a molekularis-szintii magyarazata? Mi all a
mitokondrialis DNS-, illetve egyéb metabolit-szintekben

torténd eltérés hatterében?

4. Célunk volt feltarni egy esetleges kompenzacios
mechanizmust, amivel magyarazhatd az a jelenség, hogy a
heterozigéta mutdcioban szenvedd betegek nem mutatnak

fenotipusos eltérést.



MODSZEREK

Kisérleti Allatok

Az egerek 129/SvVEv (Sucla2 heterozigéta vonal) és
C57BI/6N  (Suclg2  heterozigéta vonal) héatérrel
rendelkeztek.

A Sucla2+/— heterozigota egereket a Texas A&M
Institute for Genomic Medicine (TIGM) allitotta el6 ,,gén-
csapda” modszerrel.

A Suclg2 heterozigéta egereket [B6-Suclg2Gt(pU-
21KBW)131Card] a CARD, Kumamotoi Egyetem, Japan
allitotta  eld, szintén ,gén-csapda” moddszerrel.
Természetes Uton sem a Sucla2 —/— sem pedig a Suclg2
—/— nem sziilettek meg, azt mutatva, hogy feltehetdleg az
enzim alegyseg teljes hianya  az élettel
Osszeegyeztethetetlen egerekben. Sucla2 és Suclg2
heterozigota egereket 0sszepéarositva, duplan heterozigota
(Sucla2+/—/Suclg2+/-) életképes egerek sziilettek.
Vizsgéalataink soran 3-, 6-, és 12 hdnapos egyedekkel

dolgoztunk.



Izolalt mitokondriumok preparéalasa

A mitokondriumok izolalasat egér majbol, -szivbol és -
agybdl végeztik, differencidlé cetrifugalds modszerével.
A nem-szinaptikus agyi mitokondriumokat Percoll

gradiensen torténd szeparacids technikaval kiilonitettiik el.

Fehérjekoncentracié mérése

A fehérjekoncentracié mérése bicinchoninic assay
segitségével (ThermoFisher SCIENTIFIC - Pierce™ BCA
Protein Assay Kit), a mérés kalibracidja marhaszérum
albumin standard-del, a mérés Kivitelezése Tecan
Infinite® 200 PRO series plate olvasdval (Tecan

Deutschland GmbH, Crailsheim, Germany) tortént.

A mitokondriadlis membranpotenciadl meghatarozasa
izolalt mitokondriumokon

A mitokondrialis membranpotencial (A¥m) meghatarozasa
izolalt mitokondriumokon, safranin O fluoreszcencia
detektalasaval tortént. A Kkationos festék a miikodod
mitokondrium negativan toltott bels6 membranjanak matrix
feloli oldaldn felhalmozodik. A fluoreszcencia mérését
kétféle eszkdzzel, egy Hitachi F-4500 fluoreszcens
spektrofotométerrel és egy O2k-Fluorescence LED2-

Module, OROBOROS Oxygraph-2k-vel vegeztik. A
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fluoreszcens szignalt egy kalibracids gorbe segitségével

tudtuk atszamolni mV értékekre.

Mitokondriélis 1égzés

Az oxigénfogyasztas merése polarografidas maddszerrel
torént, Oxygraph-2k miiszer segitségével. A szOvet
tipusatol fiiggéen 0.5-1 mg fehérjetartalomnak megfeleld
mennyiségli mitokondriumot szuszpendaltunk 2 ml
inkubacios kozegben. A Kkisérleteket 37 °C fokon
veégeztiuk. Az oxigénkoncentracio és az oxigénfogyasztas
DatLab szoftver segitségével tortént  (Oroboros

Instruments).

Sejtkultarak

Fibroblaszt  kultarakat  készitettink  bérbiopsziak
felhasznéldsaval. A biopsziamintdkat  SUCLA2
aktivitdssal nem rendelkezd betegekbdl vételeztiik. 5-7
napig tenyeésztettilk a sejteket poly-L-ornithine bevonatu
flaskakban, 10% borjaszérummal, 2mM glutaminnal,
penicillinnel,  streptomycinnel és  amphotericinnel
Kiegészitett RPMI1640 tipusi médiumban 37 °C-on, 5%
CO2 kozegben.



A mitokondrialis membranpotencial meghatarozasa in
situ permeabilizalt fibroblaszt sejtekben

A membrénpotencidl mérése (A¥m) Safranin O
fluoreszcens festékkel, az el6bbiekben mar leirt jelenségen
alapulé modszerrel tortént. A fibroblaszt sejteket
tripszinizacidval valasztottuk le a flaskak felszinér6l. A
mérés a sejtek szuszpenzaldsa és permeabilizalasa utan az
izolalt mitokondriumokhoz hasznalatos oldatban tortent.
A szubsztratok: 5 mM glutamat és 5 mM malat voltak. A
fluoreszcens szignalt Tecan Infinite® 200 PRO series
plate olvasdval regisztraltuk, 37 °C-on.

Western blot

A Western blot mérésekhez az izolalt mitokondriumok
fagyasztott, RIPA pufferben és proteaz koktél jelenlétében
torténd szuszpenzalt mintajat hasznaltuk. A mintakbdl
3,75 pg fehérjetartalomnak megfeleldé mennyiséget
vittink fel soronként a poliakrilamid — natrium
dodecilszulfat (SDS-PAGE) gélelektroforézishez. Az
elvalasztott  fehérjéket egy metanollal  aktivalt
polivinilidén difluorid membranra vittik at. Az
immunblottolds az antitestek alkalmazasi elGirataiban

foglaltak szerint tortént. Nyul poliklonalis anti-SUCLGL,
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anti-SUCLG2, anti-VDACL és anti-SUCLA2 elsbdleges
antitesteket hasznaltunk. Az immunreaktivitds egy
peroxidaz-kapcsolt maéasodlagos antitest segitsegével
(szamar — antinyul) tortént, amelyet kemilumineszcens
detektald reagenssel erdsitettink. A denzitometrias

kvantifikaciohoz Fiji szoftvert hasznaltunk.

mtDNA tartalom meghatarozasa

Teljes DNS-tartalmat izolaltunk a 3 vizsgalt szovetbdl
(agy, sziv, maj), mindegyik egércsoportbol (3 hénapos, 6
honapos 1 éves). A teljes DNS-tartalom izolalasahoz
QlAamp DNS Mini Kitet (QIAGEN) hasznaltunk, a
gyartoi eldiratnak megfelelden. A relativ mitokondrialis
DNS-tartalom ,,real-time PCR” segitségével tortént, cox1
primért hasznalva, nukleéris kddolasu aktinB génre
normalizalva. DNS-amplifik&ciohoz ABI 7900 rendszert

hasznaltunk.

Légzési lanc komplexek és citrat szintdz aktivitas
meérése

Izolalt mitokondrium mintadkon mértik a rotenone-
érzékeny NADH CoQ reduktaz (komplex 1)-, szukcinat-

citokrom C reduktdz (komplex [1I/111)-, szukcinat



dehidrogendz (komplex Il, SDH)-, citokrom C oxidaz
(COX, komplex 1V)-, és citrat szintaz (CS) aktivitast.

Szukcinil-KoA aktivitas mérése

Az ATP- és GTP-formald szukcinil-KoA ligaz aktivitast
30°C-on mértik, DTNB hasznalataval. A 2-nitro-5-
tiobenzoat keletkezést spektrofotometriasan kovettiik,

folyamatos kevertetés mellett.
Vér acilkarnitin szintjének meghatarozasa

A vér acilkarnitin szarmazékainak elemzéséhez vérfoltbdl
tortént “electrospray ionization-tandem’
tomegspektroszkopiat  alkalmaztunk  (MS-MS). A
kisérletek elvégzéséhez Waters Alliance 2795 szeparacios
egyseggel kapcsolt Waters Micromass quarto micro API
tdmegspektrométert hasznaltunk (Milford MA USA).

Sucla2 mRNS mérése qRT-PCR-rel

A Sucla2 mRNS meghatarozasa qPCR-ral tortént, két
kiilonbozé  kollaborator segitségével, két kiillonbozd
normalizalashoz hasznalt ,,housekeeping” mMRNS ([3-aktin
és Proteoszéma 26S alegység, ATPaz 4 (Psmc4))

felhasznalasaval. Mindkét esetben a totdl RNS-tartalom
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keriilt izolalasra a vizsgalt szervekbdl (ma4j, agy, sziv). Az
izoldldshoz RNeasy Micro Kitet (Qiagen, Hilden,
Germany) hasznaltunk.
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EREDMENYEK

Sucla2 mRNS meghatarozéasa, Szukcinil-KoA alegység
expresszio és enzimaktivitas vad tipusu és Sucla2+/—

egerekben

A Sucla2 mRNS tartalom szignifikansan csokkent (26-
71%) a Sucla2+/— egerekbdl nyert szovetekben a vad
tipust egerekkel dsszehasonlitva. Ezek az eredmények
0sszhangban vannak a Western blot eredményekkel,
miszerint a Sucla2+/— egerek 76%-kal csdkkent Sucla2
expressziot mutatnak szovettipustol és az egerek koratdl
figgéen. Mindemellett a Sucla2+/— egerek 66%-kal
csokkent Suclgl expressziét, ugyanakkor 177%-kal
megndvekedett Suclg2 expresszidt mutatnak.

A fenti Suclgl/g2/a2 expresszid vizsgalat eredményeivel
Osszefiiggésben, az ATP-termel6 Sucla2+/— aktivitas
csokkent, mig a GTP-termelé aktivitds novekedett a

szivbdl izolalt mintakon.

Szukcinil-KoA alegység expresszid és enzimaktivitas
vad tipusu és Suclg2+/— egerekben
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A Suclg2+/— egerek 56% csokkenést mutattak a Suclg2
expresszioban, a Suclgl expresszié gyakorlatilag nem
valtozott, és a Suclg2 szint csokkenését nem kovette a
Sucla2 expresszi6 ,,rebound” megnovekedése. A Suclg2
(és Sucla2) expresszié valtozékonysaga arra utalhat
ezekben a transzgenikus allatvonalakban, hogy a mutans
allél bizonyos esetekben képes vad tipusi mRNS-t

produkalni a gén-csapda koruli alternativ kivagodassal

(splicing).

Szukcinil-KoA alegység expresszio és enzimaktivitas

vad tipusu és Sucla2+/—/Suclg2+/— egerekben

Sucla2+/— és Suclg2+/— egerek keresztezésével életképes
Sucla2+/—/Suclg2+/— egerek szilettek. A 12 hoénapos
korcsoportban végeztink Kisérleteket, harom
szOvettipuson (sziv, agy, maj), SUCLG1, SUCLGZ2,
SUCLA2 és VDAC1 fehérjék elemzésével, ahol a
VDAC1 volt a Kkontrollcsoport. A Western blot
eredmeények a kovetkezék voltak: Az egyik Sucla2 allél
delécidja még az egyik Suclg2 allél delécidja mellett is a
Suclg2 fehérje expresszidjanak emelkedeset
eredményezte majban. Ezen felil a Suclg2 alegység
12



varhato csokkenése (az egyik Suclg? allél delécidja miatt)
elmaradt, minden bizonnyal azért, mert az egyik Sucla2
allél delécigjanak hatésa ezt ellensulyozta. Ezeket az
eredményeket az ATP/GTP-termelbaktivitds merések
alatamasztottak (vad tipus vs. Sucla2+/—/Suclg2+/—
egerek): ATP-termeldaktivitdas csokkent a duplan
heterozigéta  egerekben,  ugyanakkor a  GTP-
termelGaktivitas valtozatlan maradt a vad tipusu egerekhez

képest.

Az egyik Sucla2 allél torlésének hatasai a
mitokondrialis 1égzésre

Nem mutatkozott kilénbség a vad tipusd egerek és a
Sucla2+/— egerek mitokondriumain mért légzéshen. Ez
aldl kivétel a State 2 1égzés (egy eset) és a State 3 1égzés
(3 eset). A maradék 84 kiilonb6z6 szubsztrat- €s

szOvetkombinacié nem mutatott szignifikans eltérést.

Az egyik Sucla2 allél torlésének hatasai a
membranpotencialra és a  szubsztrat-szinti
foszforilacidra rotenone-nal tortént complex | gatlasa

mellett, illetve valodi anoxiaban
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A  matrix szubsztrat-szintli foszforilacid6 miikodését
rotenonnal torténé Complex I gatlasa, illetve valodi anoxia
eldidézése mellett is vizsgaltuk. Nem talaltunk eltérést a
vad tipusu és a Sucla2+/— egerekbdl nyert mintak kozott
egyik kiserleti felallas esetén sem. Hasonl6 mddon, a
Suclag2+/— és vad tipus 6sszehasonlitasakor sem talaltunk
eltérést. A Sucla2+/—/Suclg2+/— kettds heterozigotak
esetén szintén nem mutatkozott eltérés, Kivétel a
majszovet esetén, amikor glutamat + malat + p-
hidroxibutirat hdrmas szubsztratkombinaciot hasznaltunk
(ez a kombindcié nem tdmogatja a szubsztrat-szinti
foszforilaciét). Ugyanakkor fontos eredmény, hogy a
permeabilizalt fibroblaszt sejteken végzett kisérleteink
alkalmaval, a SUCLA —/— betegekbdl szarmazo in situ
mitokondriumok nem voltak képesek a szubsztrat-szintii
foszforilacidra, rotenonnal tortént légzési lanc gatlasa

mellett.

Az egyik Sucla? allél torlésének hatésai a légzési lanc

komponensek aktivitasara

Kisérleteinkben vizsgaltuk az egyik Sucla2 allél

torlésének hatésat egereken a komplex I, I, 1I/111 és IV

aktivitas meérésevel. Az aktivitas értékeket citrat szintazra
14



normalizaltuk. Méréseink alapjan elmondhatjuk, hogy a
vad tipusy egerek a Sucla2+/— egerekhez képest a hdrom
szovettipusban és a harom korcsoportban nem mutattak
szignifikans kilénbséget. A Sucla2+/—/Suclg2+/— duplan
heterozigota egerek szivébdl nyert mitokondriumok
esetén a szukcinat dehidrogenaz aktivitas szignifikans

ndvekedését tapasztaltuk a vad tipusu egerekhez képest.

Az egyik Sucla2 allél torlésének hatasai a
mitokondrialis DNS tartalomra
Ismert, hogy a szukcinil-KoA ligaz enzim résztvesz a
mitokondrialis DNS szintézisben. Ebbdl kifolyolag
fontosnak tartottuk megvizsgalni a mitokondrialis DNS
tartalmat, Osszehasonlitva a vad tipusu és a Sucla2+/—
egereket. A relativ DNS tartalmat m4j-, agy-, sziv
mintakon meértik, harom korcsoportban (3-, 6-, 12
honapos) ,real time PCR” modszerrel. Meérsékelt, de
statisztikailag szignifikans csokkenés mutatkozott a
Sucla2+/— mitokondridlis DNS tartalomban az 0§sszes
szOvetben 3 hdnapos -, illetve agy-mintakban 12 hénapos
korban. A kettés heterozigota Sucla2+/—/Suclg2+/—
egerekben sokkal markansabb csokkenés mutatkozott,
mint a vad tipusu egerekben.
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Az egyik Sucla2 allél torlésének hatésai a vér acil-
karnitin szinjeire

20 Kkarnitin észter vérszintjét vizsgaltuk vad tipust és
Sucla2+/— egerekben, 3 korcsoportban. Eredményeink 63
0sszehasonlitdsbol 36 esetben mutattak szignifikans
emelkedést a heterozigbta egerekben, 6 esetben

szignifikans csokkenés mutatkozott.
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KOVETKEZTETESEK

A tezis legfontosabb eredményének azt tartom, hogy a
Sucla2+/— egerekben a Suclg2 alegység szintjének
megemelkedése (upregulation) képes kompenzalni az ATP-
termelé alegységet kddold Sucla2 allél Kiesesének
fenotipusos kovetkezmeényeit. Ugyanakkor fontos észreveétel
az is, hogy az egyik Suclg2 allél kiesése forditott esetben
nem okozta a Sucla2 fehérje alegyseg termelésének
megemelkedését. A Sucla2+/— egereken végzett kisérleteink
alapjan elmondhatd, hogy az egyik Sucla2 allél torlése az
invarians Suclgl alegység csokkenését-, és a GTP-termeld
alegyseg kompenzatorikus emelkedését eredményezte. Ez a
fehérjeszint-valtozas dsszhangban volt az ATP- és GTP-
termeld aktivitds mérés eredményeivel. Az egyik Suclg2
allel torlése nem okozta a Sucla2 egyseg szintjének
emelkedését. Egy kézenfekvo magyarazat lehet erre, hogy
maga a Suclg2 alegység felelés a kompenzacidért. A
kompenzacié olyan jelentds mértékli, hogy Suclg2+/—
egereken a megmaradd egyetlen Suclg2 allél képes volt
annyi  GTP-termeld alegységet expresszalni, hogy
fenotipusosan nem mutatkozott kilonbség még a kettds

heterozigota egerekben sem. Tovéabba ezekben a kettds
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heterozig6takban az egyik Suclg2 allél torlése miatti Suclg2
fehérje alegység csokkenés elmaradt, feltehetdleg azért, mert
az egyik Sucla2 allél torlés hatdsa miatt a megmarado Suclg2
alegység expresszidja felllszabalyozodott. A  Suclg2
Lupregulacidja” olyan mértéki, hogy képes kompenzalni az
egyik kies6 Suclg? allélt.

Figyelembe véve, hogy a szukcinil-KoA ligaz szdmos
metabolikus Utvonal talalkozasaban foglal helyet, meglepd,
hogy a SUCLA2 heterozigota betegek tlinetmentesek. A
karnitin észterek vizsgalataval, sikeresen kimutattunk egy
fenotipusos eltérést a heterozigdta és a vad tipust egerek
kozott. Elképzelhetdnek tartjuk ezen eredményeink alapjan,
hogy a SUCLA2 heterozig6ta betegekben az acil karnitin

szintek eltérését szintén ki lehetne mutatni.
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