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Roviditésjegyzek

ADP — adenozin-difoszfat

AHR - aril-hidrokarbon receptor

AmA — antimicin A

ATP — adenozin-trifoszfat

CCCP - karbonil-cianid m-klorfenil-hidrazon
CI — Komplex I

CII — Komplex II

ETL — elektrontranszportlanc

GPR35 - G-protein kapcsolt receptor 35
H20:2 — hidrogén-peroxid

HRP — torma-peroxidaz

IDOs — idolamin-2,3-deoxigénazok

JCI - 5,5",6,6'-tetrachlor-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazolil-karbocidnin-jodid
KAT — kinurenin-aminotranszferaz

KFA - kinurenin-formamidaz

KIR — kozponti idegrendszer

KMO - kinurenin-3-antranilat-oxidaz
KYNA — kinurénsav

L-KYN - L-kinurenin

m-MPI - mitokondridlis membranpotencial indikator
mtPTP - mitokondriélis permeabilitasi porus
NaNs - natrium-azid

N-f-KYN - N-formil-kinurenin



NMDA-R - N-metil-D-aszparaginsav receptor
OXPHOS — oxidativ foszforilacio

QRT - kinolin-foszforibozil-transzferaz
ROS — reaktiv oxigéngyok

Rot — rotenon

S - szukcinat

Saf — safranin

TDO - triptofan-2,3-deoxigenaz

TMRM - tetrametil-rodamin-metil-észter.
Trp — triptofan

wt — vad tipust

A¥mt — mitokondrialis membranpotencial



Bevezetés

A mitokondriumok kulcsfontossagu szerepet jatszanak a sejtlégzésben és a szervezet f6 energia
termeld organellumai (1. &bra). Az elektrontranszportlanc (ETL) a belsd mitokondrialis
membranba agyazott fehérjekomplexek sorozatat foglalja magaban. Ezek koz¢ a komplexek
kozé tartozik a NADH-koenzim Q-reduktaz (I. komplex), koenzim Q, szukcinat-dehidrogenaz
(IT. komplex), citokrém bcl-komplex (III. komplex), citokrom c-oxiddz (IV. komplex) €s az
ATP szintdz (V. komplex). Az ETL-on a korabbi anyagcsere-reakciokbol szdrmazod, nagy
energidju elektronok (2¢°) haladnak végig, energiat szabaditva fel, amely eldsegiti az adenozin-
trifoszfat (ATP) szintézisét. Ez a folyamat elengedhetetlen a sejtek hatékony

energiatermeléséhez ATP forméjaban.
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1. abra Elektrontranszportlanc felépitése (forrds: BioRender)



Komlex Gatloszer Szubsztrat

NADH-koenzim Q-reduktaz Rotenon, amytal Glutamat, malat, piruvat
(Komplex 1)

Szukcinat-dehidrogenaz Malonat Szukcinat

(Komplex I1)
Citokrom bcl-komplex Antimicin A, mixotiazol Duroquinol
(Komplex I11)
Citokrom c-oxidaz Natrium-azid Kalium-cianid Aszkorbat/TMPD

(Komplex IV)

ATP szintaz (Komplex V) Oligomicin ADP

1. tablazat ETL specifikus szubsztratjai és gatloszerei.

A redukalt koenzimek oxidécidja elektronokat biztosit az I. komplexnek és a II. komplexnek.
Szekvencialis redoxreakciok soran az elektronok ezeken a komplexeken végsdsoron
molekularis oxigénre keriilnek, energiat biztositva a protonok pumpélasahoz az 1., III. és IV.
komplexeknek, a matrix feloli oldalrol a bels6 membran térbe. Ez egy protongradiens
kialakulasadt eredményezi, amely szerepet jatszik a mitokondridlis membranpotencial
kialakuldasdban. Ennélfogva az energia egy elektrokémiai gradiensben tarolodik, amelyet a
molekularis oxigén vizz¢é redukalésa hajt. A folyamat végén, az V. komplexben, a protonok
visszaaramlasa megy végbe, amely az adenozin-difoszfat (ADP) enzimatikus foszforilaciojaval

jar egyiitt, és ATP termeléséhez vezet. Ezt a folyamatot oxidativ foszforildcionak nevezziik.

Az oxidativ foszforilacié és mitokondridlis membranpotencial valtozdsa egymassal szorosan
Osszefiiggd folyamatok. A mitokondridlis membranpotencial (A¥Y'm) mérésére tobb mddszer is
rendelkezésiinkre all. Ezek k6z¢ a modszerek koz¢ tartozik a mitokondrialis membranpotencial
indikator (m-MPI). Egészséges sejtekben az m-MPI a mitokondriumokban vords fluoreszcens
aggregatumok forméjaban halmozdédik fel (emisszi6 590 nm-en). Amikor a A¥m
depolarizalodik, az m-MPI aggregatumok z6ld fluoreszcens monomerekké alakulnak (emisszid
535 nm-en), és a citoplazmaban maradnak. Ezért a vords/zold fluoreszcencia arany
felhasznalhatd a sejtek mitokondridlis miikodésének meghatarozasara (Sakamuru és mtsai.,
2016). A masik elterjedt modszer a AYm meghatarozasara a nagyfelbontast fluorespirometria,

ami Safranin O fluorescencia detektalasaval torténik. Ezeken kiviil van még két gyakran
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alkalmazott festék a JC1 (5,5,6,6'-tetrachlor-1,1',3,3'-tetractilbenzimidazolil-karbocianin-
jodid) és a TMRM (tetrametil-rodamin-metil-észter). A cianin JC1 festék hasonloan miikodik,
mint a m-MPI, Ilehetévé teszi az energetizalt ¢és deenergetizalt mitokondriumok
megkiilonboztetését, mivel a zold fluoreszcens festék energetizalt mitokondriumokban vords
fluoreszcens aggregatumokat képez a magasabb membranpotencial hatdsara (Perelman és
mtsai., 2012). A TMRM egy lipofil kation, ami a A¥mt-vel ardnyosan halmozodik fel a
matrixban ¢és eltolédas figyelhetd meg az abszorpcidos ¢és fluoreszcencia-emisszios
sprektumaban vOrds iranyba. A mitokondrialis membranban vald felhalmoz6das hatésara a

fluoreszcencia intenzitasa csokken (Ehrenberg és mtsai., 1988).

Erdekes modon a mitokondrialis aktivitas kettés élii kardként is felfoghato: egyrészt a
mitokondriumok altal felhasznalt oxigén (O:) nagy része teljesen redukalodik vizzé a IV.
komplexben, masrészt egy kisebb rész (1-2%) részlegesen redukalodik szuperoxid-anionné
(O27), amelynek tultermelése potencialis veszElyt jelent. Ha egy vagy tobb komplex mitkodése
karosodik, a szabadgyokok fokozott termelddése tovabb rontja a mitokondrialis funkcidkat. Ez
oxidativ karosodashoz vezet, ¢és a mitokondridlis permeabilitdsi porusok (mtPTP-k)
megnyitasaval ez a folyamat apoptozist indukal. Napjainkig dsszesen 11 reaktiv oxigén gyok
(ROS) képzd helyet kiilonboztetiink meg a mitokondriumban, ezek kozé tartozik példaul a
piruvat dehidrogenaz, akonitdz, citokrom b5 reduktdz és a monoamin oxidaz. Szakirodalmi
adatok az ETL I. és III. komplexét feltételezik a legjelentdsebb mitokondridlis szabadgyok
termeld helyeknek (Holzerova és mtsai., 2015).

A reverz elektron transzport (RET; 2. abra) soran a szukcinat vagy mas elektron donor altal
atadott elektronok visszafelé d&ramlanak a lancon a komplex I-be és szuperoxidot hoznak létre.
Az RET Ilétfontossagi szerepet jatszik a sejtekben, mivel segithet a reakcidképesség
megOrzésében stresszes koriilmények kozott, de kozben magas ROS termeléséhez is vezethet,
ami karos lehet a sejtekre, ha a termelés talzott mértéki (Sciald és mtsai., 2017; Vitaly €s mtsai.,

2011).
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2. dbra A reverz elektron transzport folyamata (forras: https://fireinabottle.net/the-
mitochondrial-bottleneck-as-the-carburetor-screw-how-seed-oils-cause-reductive-stress-part-
ii/)

A mitokondrialis diszfunkcié kulcsfontossagu szerepet tolt be kiilonb6zé neuroldgiai €s
pszichiatriai rendellenességek kialakuldsdban. A mitokondriumok alapvetd fontossaguak az
energiatermelés, a sejtek anyagcseréje ¢€s az apoptotikus folyamatok szabalyozasa
szempontjabol (Martin 2010, Bustamante-Barrientos és mtsai.,, 2023). A mitokondrium
funkcionalis zavarai a sejtszintli energia homeosztazis egyensulyanak felborulasahoz
vezethetnek, amely olyan betegségek patogeneziséhez jarulhat hozza, mint az Alzheimer-kor,
a Parkinson-kor ¢€s a skizofrénia (Golpich és mtsai., 2017; Norat és mtsai., 2020). Tovabba, a
mitokondrialis aktivitas és az oxidativ stressz kozotti dsszetett kapcsolat ravildgit arra, hogy a
mitokondrialis miikodésnek fenntartdsa alapvetd az idegrendszer egészséges miikddéséhez
(Carri és mtsai., 2015; Song és mtsai., 2021). A mitokondrialis miikodést befolyasolo alapvetd
mechanizmusok megismerése elengedhetetlen ahhoz, hogy hatékony terapids modszereket

lehessen kifejleszteni ezen stilyos betegségek ellen.

A triptofan (Trp)-kinurenin (KYN) anyagcsere utvonal jelenleg intenziv kutatdsok targyat
képezi, mivel szamos neuroldgiai betegségben betoltott szerepe miatt potencialis ) kezelési
lehetdségeket nyithat meg neuroldgiai és pszichiatriai kérképek kezelésében (Fujigaki és
mtsai., 2017; Mithaiwala és mtsai,, 2021). Ez az anyagcsereutvonal kulcsfontossagl szerepet
jatszik mind az alapkutatdsokban, mind a terapidkban, mivel jelentds hatdssal van

neurodegenerativ és pszichiatriai betegségek kialakulasara. A Trp-K'YN tutvonalat a triptofan



anyagcseréjének elsédleges utvonalaként tartjuk szamon, a triptofan koriilbeliil 95%-a ezen az

uton alakul at (Tanaka és mtsai., 2021; Savitz és mtsai., 2020).

A reakciosorozat kezdetén (3. abra) a Trp oxidaldédik N-formil-kinurénné (N-f-K'YN), amelyet
triptofan-2,3-deoxigenaz (TDO) vagy a kevésbé specifikus indolamin-2,3-deoxigénazok
(IDOs) katalizalnak. Az N-f-KYN ezutan kinurenin-formamidaz (KFA) segitségével
hidrolizal6dik L-kinureninné (L-KYN). Az L-KYN tartos atalakuldsat kinurénsavva (KYNA)
a piridoxal-5’-foszfat-fliggd enzimek kozé tartozd kinurenin-aminotranszferdz izoenzimek

(KAT-ok vagy KAT I-1V) katalizaljak.
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3. dbra A triptofan-kinurenin anyagcsereutvonal.

A Trp anyagcsereutvonal két mellékterméke az L-KYN és a KYNA eltéré hatassal bir a
kozponti idegrendszerre (KIR) és a nem neurondlis szovetekre. Az L-KYN egy N-metil-D-

aszparaginsav receptor (NMDA-R) agonista, ¢és neurotoxicitdsban, mitokondrialis



diszfunkcidban, neurodegenerativ betegségekben és pszichiatriai zavarokban jatszik szerepet.
A KYNA egy endogén NMDA-R antagonista, amely fontos szerepet tolt be az
immunoszupresszioban, a sejtvédelemben, az értagitasban, valamint a mitokondridlis és
bélhomeosztazis fenntartdsdban (Wirthgen és mtsai., 2018; Seo és mtsai., 2023). Ezért az L-
KYN/KYNA arany és az endogén KYNA koncentracid fenntartdsa terdpids potenciallal

rendelkezhet bizonyos betegségek esetén (Johansson és mtsai., 2013; Liu és mtsai., 2018).

A KYNA nemcsak az NMDA-R antagonistajaként miikddik, hanem az aril-hidrokarbon
receptor (AHR) és a G-protein kapcsolt receptor 35 (GPR35) endogén ligandja is lehet (Moroni
¢s mtsai.,, 2012; Alkondon és mtsai.,, 2015). Az AHR szerepe kiemelkedé a toxikus
valaszreakciok kialakitasaban, példaul a hepatoxicitasban és a termékenység csokkenésében
(Pascussi és mtsai., 2008), valamint immunmodulécids hatasai is lehetnek (Tanaka és mtsai.,
2020). A GPR35 receptor aktivacioja révén a KYNA képes csokkenteni a serkentd
posztszinaptikus potencidlok amplitiddjat az agy bizonyos teriileteiben (Berlinguer-Palmini és
mtsai., 2013) és antiinflammatorikus hatast fejt ki mas szovetekben (Tanaka M. és mtsai.,
2020). Ezenkiviil a GPR35 szabalyozza az energiafelhasznélast (Agudelo és mtsai,. 2018), mig
az AHR szerepet jatszik a mitokondrialis homeosztazis fenntartasdban a mitofagiat szabalyozé

BNIP3 fehérje révén (Heo €s mtsai., 2023).

A KAT enzimek a glutamat, lizin és aszpartat anyagcserében is szerepet jatszanak (Tanaka és
mtsai., 2022). A KAT II enzim az a-ketoglutaratot 2-oxoadipatta alakitja, amely az acetil-CoA
eléanyaga. Feltételezhetjiik, hogy a KAT II enzim hianya az oka, hogy az a-ketoglutarat—2-
oxoadipat—acetil-CoA atalakulas gatolt a KAT Il KO egerekben. Az acetil-CoA elengedhetetlen
a Szent-Gyorgyi—Krebs-ciklus elsé 1épéséhez, ahol az oxalacetat citrattd alakul. Ennek
hianyaban csokken a NADH ¢és FADH: szintje, ami az oxidativ foszforilacio (OXPHOS)

kapacitasanak csokkenéséhez vezet.

Eddig négy KAT enzim keriilt azonositasra az emlds6k agyaban. Ezek kozé tartozik a glutamin
transzamindz K (KAT I), az aminoadipat-aminotranszferaz (KAT II), a glutamin-transzaminat
L (KAT III), valamint az aszparaginsav-aminotranszferdz (KAT IV) (Han és mtsai., 2010;
Tanaka ¢és mtsai., 2021). Ezek koziil az enzimek koziil a KAT II tekinthetd a kulcsenzimnek,
amely a KYNA termeléséért felelds az emlésok agyaban (Tanaka és mtsai., 2021), ezért ezen

tanulmanyunkban ezzel foglalkoztunk részletesebben.

A KAT-ok az L-KYN-KYNA atalakitas mellett széles szubsztratspecificitassal ¢s funkcidval

rendelkeznek, mind a négy izoenzim részt vesz a mitokondriumban zajlé Szent-Gyorgyi-Krebs
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ciklushoz kapcsolodo reakcidokban (Tanaka és mtsai., 2022). Példaul a citoszolikus KAT I
katalizdlja az L-cisztein piruvattd valo atalakuldsat, valamint eldsegiti az L-glutamin a-
ketoglutarat atalakulast. A KAT II és KAT III katalizaljdk az o-ketoglutarat L-glutamatta
torténd atalakulasat. Emellett a KAT II katalizdlja az a-ketoglutarat 2-oxoadipatta torténd
atalakulasat, amely végiil acetil-CoA-ra bomlik le. A KAT III szintén katalizlja az L-cisztein

piruvatta torténd atalakulast.

Bar az exogén KYNA ¢és szintetikus analogjai (SZR-72 és SZ-104) altal kozvetitett
mitoprotektiv hatds jol ismert neuronalis és nem neuronalis szovetekben gyulladasos, valamint
ischaemias-hipoxias koriilmények kozott (Juhasz és mtsai., 2020; Poles €s mtsai., 2021; Balla
¢s mtsai., 2021), kevés informacionk van az endogén KYNA mitokondridlis hatasairol és a
KAT enzimek szerepérdl a mitokondridlis anyagcserében. Mivel a KYNA szintézisének
jelentds részét a KIR-ben a mitokondridlis KAT II katalizalja (amelyet az aadat gén kodol),
feltételezhetd, hogy az endogén KYNA szabalyozo6 funkcidja in vivo kimutathatd az izoenzim
¢s az ATP szintézis szabalyozdjaként miikodik és a KAT enzimek modulacidja preklinikai

kutatasok soran terapias célpontként szolgalhat.
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Celkitlizés

Jelen munkank célja az endogén kinurénsav szintézisért felelds kinurenin-aminotranszferaz I1
enzim mitokondridlis hatdsainak vizsgalata cerebellumban. Kisérleteinkben megvizsgaltuk az
oxigénfogyasztast, a membranpotenciadlt ¢s a CI, illetve CIII fiiggd reaktiv oxigéngyokok
képzését. A kérdéseink megvalaszoldsdra kinurenin aminotranszferdz II génkilitott

egértorzseket alkalmaztunk.
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Anyagok ¢s modszerek

Allatok tartasa

Az allatokat mlianyag ketrecben (21-23 °C), 12/12 6rés so6tét/vilagos ciklus mellett tartottuk,
tovabba standard ragcesald eledelhez és vizhez ad libitum hozzéaférhettek. A kisérleteket az
Egyesiilt Allamok Nemzeti Egészségiigyi Intézeteinek (NIH) allatkisérletekre vonatkozo
iranyelvei és az EU 2010/63/EK iranyelve, a tudomanyos célra felhasznalt allatok védelmérol
sz0l6 szabalyozas alapjan végeztiik (engedélyszam: V/175/2018). A kisérleteink soran a 3R-
elv (reduction, refinement, replacement) alapjan jartunk el. A kisérleti allatok tartasat és
felhasznalasat szigori szabalyozas alatt végeztiik és kisérletekre kizardlag olyan allatokat

alkalmaztunk, amelyeket kifejezetten erre a célra tenyésztettek.

Agyszoveti mintak preparalasa

A kisérletek 8-10 hetes 2542 g sulyt, him C57BL/6N vad tipust (wt) és KAT I1 KO egerekben
végeztik (n=20/csoport; CRISPR/Cas9 modszer). Az allatok altatdsa ketamin-xilazin
keverékkel tortént (80 mg/kg ketamin és 24 mg/kg xilazin 0,9% NaCl oldat), az allatokat
sebészeti olloval dekapitaltuk. A dekapitalas utan a fejet jégen hiitott Petri-csészén helyeztiik
el. A preparacio elso 1épése a koponya felszabaditasa volt, ezt igy végeztiik el, hogy sebészeti
olloval a fejen 1év0 bort az anteroposzterior tengely mentén kettévagtuk. Az ollo széleit a
szemiiregbe helyezve elvagtuk a kozottiik elhelyezkedd koponyacsontot, ezutan eltavolitottuk
a nyaki izmokat. Ezutdn a csipesz Osszezart végét a koponya kozépso része ala helyeztiik, és
attortiik a nyakszirt csontot, majd a koponyat lebontottuk anélkiil, hogy megsértettiik volna az
agyat. A ventralis idegek megszakitasaval, kranio-kaudalis iranyban kiforditottuk az agyat a
koponya megmaradt részEébdl, majd egy jégen hiitott Petri-csészére helyeztiik. A cerebellum
preparalasat ugy végeztiik, hogy a landzsatlit a kisagy €s gerincoszlop/agytorzs koz¢ helyeztiik,
ezutdn hatdrozott mozdulattal mediolateralis irdnyban mindkét oldalon elvagjuk a
penduculusokat. Végiil eltavolitottuk a cerebellumot az agy tobbi részérdl. Az egérkoloniak
fenntartasat egyiittmiikodd partneriink végezte (Idegtudoméanyi Kutatécsoport, Magyar
Tudomanyos Akadémia (MTA)-Szegedi Tudomanyegyetem (SZTE)) (Szab6 és mtsai., 2024;
Allatkisérletes engedélyszam: X1./95/2020).

A mitokondrialis respiraci6 vizsgalata
A mitokondrialis oxigén fogyasztast cerebellumban vizsgaltuk két kamrabol alloé (2-2 mL
térfogat), nagy felbontast Oroboros FluoRespirometria (5. abra) segitségével. A miiszer valos

idejli O2-fogyasztds mérésére alkalmas, a kamrékat stopperrel torténd lezarasat kovetden.
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(Oroboros Instruments, Innsbruck, Ausztria; Juhasz és mtsai., 2020; Poles €s mtsai. 2021). A
kamrak lezarasat kovetéen a kamrak Oz koncentracidjanak csokkenése egyenesen aranyos az

O2-fogyasztassal.
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4. abra Respirométer kalibracioja

5. dbra Nagyfelbontasu fluorespirométer felépitése (Oroboros Instruments)
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A fluorespirométer részei:

a) Hamilton fecskenddk b) fluoreszcens szenzor c) kamraablak d) kamrdhoz tartozo
stopper e) kamrahoz tartoz6 fecskendd f) mikroinjektor g) Peltier modul (+0,001 °C) h)

géphaz 1) folyadékelszivd j) A és B kamréhoz tartozd Oz szenzorok

A cerebellum mintdkat nedves tomeghez mérten 5x-es mennyiségii Mir05S médiumban (2.

tablazat) (pH 7,1) homogenizéltuk (2 cm? Potter-Elvehjem-mel).

MiR05 Végso 1L Forras, tarolasi

alkotdéelemei koncentracio végtérfogathoz homérséklet

adott mennyiség

EGTA 0,5 mM 380,4 0,190 g Sigma E 4378 (25
g); RT
MgCL6 H:O 3mM 203,3 0,610 g Scharlau MA
0036 (250 g); RT
Laktobionsav 60 mM 358,3 savmentes 120 ml1 0,5 M K- | Aldrich 153516
laktobionat (100 g); RT
torzsoldat
Taurin 20 mM 125,1 2,502 g Sigma T 0625 (25
g); RT
KH>PO4 10 mM 136,1 1,361 g Merck 104873 (1
kg); RT
HEPES 20 mM 2383 477 ¢g Sigma H 7523
(250 mg); RT
D-szacharoéz 110 mM 3423 37,65 g Roth 4821.1 vagy
Sigma H 84097**
(1kg); RT
BSA, 1 g1 lg Sigma A 6003
zsirsavmentes fraction V (25 g);
4°C

2. tablazat Mitokondrialis respirdcios médium MiR0S5 dsszetevoi.

Az I-es komplexhez kotott oxidativ foszforilaciot (CI OXPHOS) az I-es komplexet aktivald
szubsztratok (10 mM glutamat és 2 mM malat) és ADP (2,5 mM) jelenlétében mértiik. Ezutan
rotenonnal (0,5 uM) gatoltuk az I-komplexet ¢és a Il-es komplexhez kotddd oxidativ
foszforilaciot (CII OXPHOS) szukcindt (10 mM) és adenilat jelenlétében értékeltiik. Miutan
gatoltuk a komplex IlI-at antimicin A-val (2,5 uM), megmértiik a Komplex IV respiracios
aktivitasat TMPD-vel, ami egy mesterséges szubsztrat. Az aszkorbatot (2 mM) a TMPD elott

adtuk a mintahoz, hogy elkertiljiik az elektron donor autooxidaciojat. Végiil natrium-aziddal

15



(NaNs3; 100mM) blokkoltuk a Komplex IV mitokondridlis Oz fogyasztasat (6. abra). Az 6sszes
mérést Mir05 respiracios médiumban végeztilk 37°C-on folyamatos magneses keverés (750
rpm) mellett. DatLab szoftvert (Oroboros Instruments, Innsbruck, Ausztria) hasznaltunk a

respirometria adatok gyiijtéséhez és elemzéséhez.

) Alaplégzés Cl OXPHOS Cll OXPHOS Komplex IV

m‘\ 0O, koncentracio

|

— Antimicin A
«— Aszkorbat+ TMPD

«— Rotenon

0, koncentracio [uM]
O, fogyasztas [pmol sec’' ml"]

«— ADP

0,
fogyasztas

«— Glutamat + malat
«— Szukcinat

06 [131) [135) 16 20

1dé [perc]

6. dbra A mitokondrialis légzés mérésének protokollja. A diagram vonalai a mitokondrialis

O: fogyasztast (Ox-flux; piros) és a kamrai O:2 koncentraciot (kek) szemléltetik.

Mitokondridlis membranpotencial vizsgalata

A mitokondrialis membranpotencial (A¥Ymt) mérésére KAT II KO egér torzset alkalmaztunk,
mivel az endogén KYNA-t elsdsorban a KAT II termeli az agyszdvetben és a KAT II kizarolag
a mitokondriumban taldlhaté meg. A AWmt valtozésait kisagyi homogenatumban (5% w/v)
értékeltiik kationos fluoreszcens festék, safranin (Saf; Sigma Aldrich), St. Louis, Mo., USA)
segitségével. A festék az energetizalt mitokondriumban halmozoédik fel a belsd negativ
potencidlnak megfeleléen, mikdzben egyidejilleg megvaltozik az abszorpcid és a
fluoreszcencia (Krumschnabel és mtsai., 2014). Korabbi vizsgalataink alapjan a Komplex II
respiracidjat a 2 uM Saf koncentracid nem befolyasolja és a fluoreszcencia spektralis valtozas
egyenesen aranyosak a AWmt-val a 0,5-2 uM koncentracids tartomanyban (Juhasz és mtsai.,
2020). A kék fluoreszcens szenzort (Oroboros Instruments, Ausztria), amelyet safranin
mérésére szolgald szlrdvel lattak el (gerjesztési hullamhossz: 465 nm; erdsités: 1000;
polarizacios fesziiltség: 500 mV), a fluoreszcencia vezérldegységéhez csatlakoztattuk a

mérOkamrak iivegablakain keresztiil (Saf fluoreszcencia mérés). A respiraciés médium, a
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keverés sebessége és a kamrdk homérséklete megegyezett a mitokondrialis respiracid
vizsgalatanal leirtakkal. Fekete fedokel takartuk le a stoppereket, hogy megakadalyozzuk a fény
bejutasat és elkeriiljiik a fluoreszcens jelvesztést. A Komplex I-et rotenonnal (0,5 uM) gatoltuk,
majd a cerebellum mintdt szukcinattal (10 mM) energetizaltuk. Miutdn a respirdcid és a
fluoreszcencia stabilizalodott, egy szétkapcsoldszert, a karbonil-cianid m-klérfenil-hidrazont
(CCCP) titraltunk be a kamrakba 4-5 1épésben (0,05 uM 1épésenként), ezzel idéztiik el6 a A¥mt
fokozatos depolarizaciojat. Amikor az optimalis CCCP koncentracio utan a A¥Ymt megszint, a
szétkapcsolt respirdciot antimicin A-val (2,5 uM) gatoltuk (7. abra). A Saf fluoreszcencidban
bekovetkezd valtozasokat, amelyek indikatorai a A¥mt-nak, a standard kalibracios gorbe

alapjan uM-ban fejeztiik ki.

Szukcinat CCCP, Ci:CPA CCCP; Antimicin A

1 Rotenon * * * *

v

1124

0, koncentracio

Szafranin koncentracio [uM]

0O, fogyasztas

0,56+

1:10 1:14 117 1 125 128

1dé [perc]

O, fogyasztas [pmol sec’'ml'] és koncentracio [;tM]

7. abra Membranpotencial mérésének protokollja. A diagram vonalai a A'Vmt-t (z6ld), a

mitokondridlis O: fogyasztast (O: flux; piros) és az O2 koncentraciot (kék) szemléltetik.

Extramitokondrialis H,O> termel6dés vizsgalata

A reverz elektrontranszport indukalt (RET; komplex I fiiggd) és komplex III-fiiggd reaktiv
oxigén gyokok képzddését cerebellum homogenizatumbol hataroztuk meg. A szukcinattal
indukalt (10 mM) extramitokondrialis H202 termelést (RET-hez kothetd), zold fluoreszcencia
szenzorral mértik. A szenzor az livegkamrdk ablakaihoz és a respirométerhez van
csatlakoztatva. Amikor a mitokondriumokat szukcinattal indukaljuk (CI gatl6 rotenon nélkiil)

a magas mitokondrialis membranpotencial mellett a Komplex II-bdl (CII) a Komplex I-be (CI)
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iranyulo reverz elektrontranszport (RET) reaktiv oxigén gyokok (ROS) képzddését idézi eld. A
modszer MirQ5 respiraciés médiumban torténd hidrogén-peroxid (H202) mérésen alapul
(Komlddi és mtsai., 2018). Az AmplexUltraRed (AmR) (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Mass., USA) H20:2-vel torma-peroxiddaz (HRP; 1:1 sztdchiometria) jelenlétében reagal, ennek
areakcionak az eredményeként fluoreszcens termék, rezorufin keletkezik. A CI-hez kapcsolddod
ROS termelés a szukcinat beadasat kovetden rotenonnal (0,5 pM) gatolhatd. A kisérlet végén a
RET-tdl fiiggetlen, komplex IlI-hoz kothetd mitokondrialis ROS képzddést antimicin A-val
stimulaltuk (2,5 uM) (8. abra).

A RET ¢és komplex II-fiiggé ROS felszabadulést az extramitokondrialis H202 termelés tiikrozi.
A DatLab szoftvert hasznaltuk a respirometria adatok rogzitéséhez és a mitokondriumokban

végbemend H2O:z felszabadulas méréséhez.

1,12 24¢

<+ Antimicin A

«+ Rotenon

18

és H, O, koncentracié

0O, koncentracio

056 120

+ Szukcinat

8
P g ¢
T ' Kamra H,0, koncentracié
028 + + ’_,_,-r—-'—’_"_J 6

0, fogyasztas

0, fogyasztas [pmol sec! ml'] és koncentracié [pM]

u;zen\;n-int]‘:ﬂ 0:22 0:26
8. dbra Extramitokondrialis H20: termelés protokoll. A diagram vonalai a H2O: fluxt (z6ld),
a mitokondridlis O: fogyasztast (Oxflux, piros), kamra H20: koncentrdciot (fekete) és a

kamra O: koncentraciot (kék) szemléltetik.

Statisztikai analizis

Az adatelemzést és az abrak elkészitését a SigmaPlot statisztikai szoftvercsomaggal végeztiik
el (SigmaStat for Windows; Jandel Scientific, Erkrath, Németorszag). Az adatok normal
eloszlasdt Shapiro-Wilk teszttel vizsgaltuk. Az O:x-fogyasztas kozotti  kiilonbségek
kiértékelését, AWmt értékek eltéréseit és a H202 flux valtozasokat Student-féle t-probaval
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hasonlitottuk 6ssze a wt és KAT II KO csoportok kozott. Az abrakon szerepelnek a medidn

értekek €s a 75., valamint 25. percentilisek. A P<0,05 értéket statisztikailag szignifikansnak

tekintettik.

Eredmények

Mitokondrialis O, fogyasztas a cerebellumban

A kamrdk lezardsa utan az exogén szubsztrat nélkiili alaplégzés nem mutatott jelentds eltérést
a wt és KAT II KO cerebellum mintak kézott. A komplex specifikus szubsztratok hozzaadasa
az oxigraf kamrakhoz ndvelte a mitokondridlis oxigénfogyasztast, amelyeket hatékonyan
blokkoltak az ETL inhibitorok, a Komplex I-nél és III-nal, egy kozel 0 pmol x sec! x ml’!
értékre. A wt csoporthoz képest a KAT II KO allatok minden kulcsfontossagu mitokondrialis
1égzési paraméterben alacsonyabb Oz fogyasztas értéket mutattak. fgy mind a CI OXPHOS,
mind a CII OXPHOS, valamint a CIV aktivitasi értékek jelentdsen csokkentek a KO toérzsben

(9.4bra).
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9. abra Alaprespirdcio, a Komplex I-hez és 11-hoz kapcsolodo maximalis oxidativ

foszforilacios kapacitas, valamint a Komplex IV aktivitasok a vad tipusu (iires doboz) és KAT
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11 KO (sziirke doboz) egér cerebellumban. A grafikon a mediant (vizszintes vonal a
dobozban), valamint a 25. (also bajusz) és a 75. (felsé bajusz) percentilist mutatjak. P<0,05 a

wt csoporttal szemben.

Valtozasok a cerebellum mitokondridlis membranpotencialban

A Komplex I gatlasa és a fluoreszcencia stabilizaldsa utan a Saf alapkoncentracioi hasonloak
voltak a wt és a KAT II KO egerekben, amint azt a 10. abra illusztralja. A szukcinat hozzdadasa
azonnali fluoreszcencia jel csokkenést eredményezett, amely 120 masodpercen beliil
stabilizalodott. Ez a szubsztrat altal kivaltott csokkenés (a szukcinat indukalt hiperpolarizacio)
szinte azonos volt a wt és KAT II KO csoportok kozott. A mitokondrium fokozott stimulacidja
CCCP-vel depolarizaciot eredményezett (safranin fluoreszcencia ndvekedés) és a A¥Wmt
megszinését (a fluoreszcencia jel stabilizalédasat) egy kritikus CCCP koncentracional. Nem

talaltunk jelentds kiilonbségeket a CCCP altal eldidézett A¥Ymt megszlinésében a csoportok

kozott.
2,5
2,0
=
3
0 1 ot o
‘o
‘g 1,5
g 1 —T— —T—
Q
<
o
X
£ 101
<
£
1]
3 — BB
0,5
[ ] wt
B KAT 1 KO
0,0
Alaplégzés Szukcinat CCCP Antimicin A

10. abra Valtozasok a A¥mt-ben. A Saf alapkoncentracidja, a szukcindt altal kivaltott
hiperpolarizaciot és a CCCP altal indukalt depolarizaciot (A¥Pmt elvesztést) a wt (lires doboz)

és a KAT Il KO (sziirke doboz) egerek cerebellumaban értékeltiik. A grafikonon a mediant
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(vizszintes vonal a dobozban), valamint a 25. (also bajusz) és 75. (felso bajusz) percentilist

mutatjak.

Extramitokondrialis H>O; termelddés

Meéréseink alapjan a legjelentésebb H202 termelés a CI és CllI-hoz kothetd. A KAT 11 KO
egerekben a S altal indukalt Oz fogyasztas szignifikdnsan lecsokkent a wt egerekhez képest,
mig a H202 mennyisége mindkét csoportban emelkedett, bar ez statisztikailag nem volt
szignifikans. AmA jelenlétében az Oz fogyasztas kozel 0 nullara esett a 1égzési lanc blokkolasa
miatt. Az AmA-val kivaltott H2O:2 termelés fokozodasa jelentdsen magasabb értéket mutatott a

KAT II KO egerekben a vad tipushoz viszonyitva (11. abra).
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11. abra Az O: és H2O: flux valtozasok S és AmA hatasara KAT Il KO (sziirke doboz) és wt
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(tires doboz) egerekben. Az a) abran a S jelenlétében meért oxigén fogyasztas, a b) abran az
AmA jelenlétében mért oxigen fogyasztas, a c) abran a S jelenlétében mért H20: termelés és a
d) dbran az AmA jelenlétében mért H20: kibocsatds ldathato. A grafikonon a medidnt
(vizszintes vonal a dobozban), valamint a 25. (also bajusz) és 75. (felso bajusz) percentilist

mutatjak.
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Osszefoglalas

Jelen munkank célja a kinurenin-aminotranszferaz II enzim cerebellumban betdltott
mitokondrialis szerepének vizsgalata, amely az endogén kinurénsav szintéziséért felelOs.
Kisérleteink soran meghataroztuk a mitokondridlis 1€gzést, a membranpotencialt, valamint a

reaktiv oxigéngyokok termelddését KAT II KO génkiiitott egértorzseken.

Szab6d és munkatarsai (2024) egy nemrégiben késziilt tanulmanyban komplex valtozasokat
mutattak ki a triptofan anyagcserében Gjonnan létrehozott KAT II KO transzgenikus allatokban.
A nyolchetes knock out egerek alacsony plazma KYN, 5-hidroxiindolecetsav és indol-3-ecetsav
koncentraciokat mutattak. A KAT enzimek, a kinureninaz és a monoamin-oxidaz/aldehid-
dehidrogendz enzimaktivitdsa csokkent, mig a kinurenin-3-monooxigendz aktivitasa
emelkedett. Ezenkiviil az oxidativ stressz és az excitotoxicitds markerei jelentds ndvekedést
mutattak és depresszidszerli viselkedés jelent meg a KAT II KO torzsben. Ezzel szemben,
Potter csoportja harom hetes, fiatal KAT KO egereken kimutatta az extracellularis
glutamatszint novekedését, valamint a kognitiv képességek ¢és a szinaptikus plaszticitas
fokozodéasat az alacsonyabb KYNA szint kdvetkeztében (Potter et al., 2010). Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a KAT enzimek alapvetd szerepet jatszanak a KIR élettani

funkcidinak szabalyozasaban az endogén KYNA bioszintézis révén.

A vad tipust egerekhez képest a KAT II KO egerek cerebellumaban szignifikansan alacsonyabb
oxigénfogyasztasi értékeket regisztraltunk a komplex-specifikus méréseknél. Igy a KAT II
kititésével csokkent a Komplex I- és 1I-fliggd oxidativ foszforilacio és Komlex IV aktivitas,
amely arra utalhat, hogy az enzim alapvetd szerepet jatszik a mitokondrium
energiatermelésében; ennek hianya hozzajarulhat a csokkent ATP-szintézishez és

sejtfunkcidhoz.

Két f6 mechanizmust feltételeziink a KAT II KO altal kivaltott a mitokondridlis 1€gzés
csokkenés és az alacsonyabb OXPHOS kapacitas hatterében. Az egyik a KYNA kozvetlen
hatdsainak tulajdonithatd, mig a masik a KYNA mitoprotektiv hatdsaitdl fliggetlen és mas
enzimatikus folyamatokkal all 6sszefliggésben. A KAT izoenzimnek alapvet6 feladataa KYNA
szintézise az L-KYN irreverzibilis transzaminacidja soran. Valoszinii, hogy az enzimaktivitas
csokkenésének kovetkeztében minden KAT II KO egérben csokken az endogén KYNA

termelés.
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A KYNA az NMDA-R endogén antagonistaja ¢és ezéltal hozzajarul az NMDA-R miikddésének
finomhangolasahoz. Nem zarhaté ki, hogy a KYNA mads, receptorok altal kozvetitett
mechanizmusokat is befolyasol, mivel agonistaként hat az AHR ¢és GPR35 receptorokra is
(Wirthgen és mtsai., 2018). A GPR35 szabdlyozza az energiafelhasznélast (megndvekedett
lipidmetabolizmus és mitokondridlis 1égzés) (Agudelo és mtsai,. 2018), mig a mitokondrialis
homeosztazis fenntartasaban (a mitofagia receptor BLC2 interakciés fehérje 3, azaz BNIP3

szabalyozéasa) az AHR jatszik szerepet (Heo és mtsai., 2023).

A KAT enzimek részt vesznek a glutamat, lizin és aszpartat anyagcserében is (Tanaka és mtsai.,
2022). A KAT II enzim katalizalja az a-ketoglutarat 2-oxoadipatta torténd atalakulast, amely
az acetil-CoA képzddésének prekurzora. Feltételezhetd, hogy a KAT II enzim hidnya miatt az
a-ketoglutarat-2-oxoadipat-acetil-CoA atalakulas gatolt a KO egerekben. Az acetil-CoA
sziikséges a Szent-Gyorgyi-Krebs ciklus elsé 1épéséhez, amely az oxdlacetat citratta alakitasat
végzi. Ennek hidnyaban csokkenhet a NADH ¢és FADH: mennyisége, ami az OXPHOS

kapacitas csokkenését eredményezi.

A mitokondridlis membranpotencial fenntartasa elengedhetetlen a proton gradiens és az ATP
szintézis fenntartdsdhoz. A AWmt kulcsfontossagi indikatora a sejtek életképességének,
csokkenése cellularis stresszel és apoptozissal all 6sszefliggésben, €s megsziinése eldsegitheti
az mPTP-medialt sejthalalt. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy az ETL és az OXPHOS
szabalyozasa i) AWmt és/vagy ii) ATP fiiggd. Az ATP kozvetlentil gatolja a citokrom c oxidaz
(IV-es komplex) miikddését a AWmt-tdl fiiggetleniil eukariota szervezetekben (Kadenbach és
mtsai., 2021; Ramzan ¢és mtsai., 2010, 2022). Safranin fluoreszcenciamérések soran nem
talaltunk kiilonbséget a szukcinat-indukalt hiperpolarizaci6 vagy a CCCP éaltal stimulalt
depolarizacio kozott a wt és a KAT II KO csoportok kozott, ami arra utalhat, hogy a

mitokondrialis ATP-szintézis szabalyozasa fliggetleniil torténik a A¥Ymt-tol.

A mitokondrialis komplexek karosodasa a szabadgyokok tultermeléséhez vezethet, amelyek
tovabb ronthatja a mitokondrialis funkciot, oxidativ karosodast és az mtPTP-k megnyitasaval
apoptézist eldidézve. 11 kiillonbozé ROS képzd helyet azonositottak a mitokondriumban,
melyek koziil kiemelked6en fontos szereppel bir a CI és CIII, igy kutatasunk sordn foként
ezekre fokuszaltunk. Kimutattuk, hogy a CIII fiiggd H20:2 termelés jelentdsen novekedett KAT
II KO egerekben, illetve nem szignifikdns emelkedést detektaltunk a CI fiiggé H202
kibocsatasban. Feltételezziik, hogy a megemelkedett ROS képzddés kiemelkedd szerepet
jatszik a cs6kkent mitokondrialis 1€gzés ¢s OXPHOS-s kapacitasban.
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A tanulmény egyik kiemelkedd erdssége a szOveti homogenizdtum alkalmazasa a
mitokondrialis mérések soran. A szoveti homogenizatum tobb elénnyel rendelkezik az izolalt
mitokondriumokkal szemben: 1) gyorsabb az elokészitési folyamat, i1) jobban megdrzi a szovet
heterogenitdsat, iii) kis mennyiségli szovet sziikséges a funkciondlis mitokondrialis
vizsgélatokhoz (Ndaszai és mtsai., 2019). Jelenlegi ismereteink szerint mitokondriumokat
izolalni csak teljes agybol lehetséges, a tlsagosan kis mintamennyiség miatt mas

agyteriiletekrdél ez nem kivitelezhetd.

A vizsgélat felépitésének vannak bizonyos korlatai, mivel kizarolag a nagy felbontasu
fluorespirometriara timaszkodik, és hidnyzik az 6sszehasonlitas a KAT II KO 4altal kdzvetitett

mitokondrialis valtozasok és a KAT II enzim inhibitor kezelés kozott.

Vizsgélataink alapjan a kinurenin anyagcsereut fontos szerepet jatszik a mitokondrialis
miikodés szabalyozasaban. Tovabbi kutatasok sziikségesek a KAT II és kinurénsav specifikus
hatdsainak feltarasdban a mitokondrium kiilonb6z6 funkcidinak részletesebb megismerése
érdekében, amely hozzdjarulhat a neurodegenerativ betegségek megeldzéséhet ¢és kezeléséhez.
Jelen munkankhoz kapcsoldddan tovabbi vizsgélatokat terveziink, amelyek soran kinurénsav

analog kezelés hatasait vizsgaljuk a mitokondridlis 1égzésre KAT KO egerekben.

Eredményeink szerint KAT II enzim delécidja jelentds mértékben rontja a mitokondrialis
1égzést és az ATP szintézist, a A¥mt nagymértékii megvaltozasa nélkiil. Hipotézisiink szerint
ez a diszfunkcio lehet az endogén KYNA termelésének gatlasa, vagy a KAT II gén kitlitése miatt

kialakulé metabolikus zavar (zsirsav oxidacid, Szent-Gyorgyi-Krebs-ciklus) kovetkezménye is.
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12. abra A KYNA és receptorok kozotti kolcsonhatasok, és ezek hatasa a mitokondridlis

miikodésre és energiatermelésre, a Szent-Gyorgyi-Krebs ciklusra és az oxidativ
foszforilaciora. (AHR - aril-hidrokarbon receptor, GPR35 - G-protein kapcsolt receptor 35,
NMDA-R - N-metil-D-aszparginsav receptor, KYN — kinurenin, KYNA — kinurénsav, KAT Il —
kinurenin-aminotranszferaz II, mtPTP - mitokondridlis permeabilitasi porus, CI-1V —

Komplex I-1V, KO — knockout, ROS — reaktiv oxigengyok)
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Tételes szerzo1 hozzajarulas

A 37. OTDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
2. SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Banati Tibor nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyijtott Kinurenin ttvonal és
mitokondrialis diszfunkcié vizsgalata kinurenin aminotranszferaz II génkiiitétt egerek
kozponti idegrendszerében cimii pdlyamunkdmban leirtak esetében az aldbbi munkafolyamatok

elvégzésében vettem részt:

Reészfeladat A részvétel mértéke
(otfokozaui skalan jellemezve)

A kisérleti dllatok altatdsa, szbvetmintavétel és prepardlds
Széveti homogenizdlds
Mitokondridlis oxigénfogyasztds mérése

Mitokondridlis membrdanpotencial mérése
Mitokondridlis ROS képzddés mérése
Az adatok értékelése €s statisztikai feldolgozdsa

SSIRGIEC IR IR RN

Kelt: Szeged 2024. 11. 11.

Banliti Fitross

Palyamunkat benyujté hallgaté (Bdndti Tibor)

aléirasa

A nyilatkozatban foglaltak helyességét meger&sitem:

bk A PR S

Témavezetd (Dr. Juhdsz Ldszld, SZTE SZAOK Témavezetd (Spisdk Krisztina, SZTE SZAOK
Sebészeti Miitéttani Intézet) Sebészeti Miitéttani Intézet)
alairasa alairdsa
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