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Bevezetés:

Altalanos oregedés elméletek
Az 816 szervezetek talan egyik legaltalanosabb jelensége az Gregedés. Altalanossaga

abban rejlik, hogy nincs él61ény, amelyben ne zajlana le. Bar ez a probléma a filozofusokat is
nagymértékben foglalkoztatja, jelen dolgozatomban a jelenség biologiai megkdzelitésével
foglalkozom. A jelenség magyarazatira tobb mint 300 elméletet dolgoztak ki (Medvedev,
1990).Megfigyelhetiink a jelenség programozott mivoltarol, a hibak megjelenésérdl, valamint
a kettejiik kombinaciojarol tanuskodo elméleteket (da Costa és mtsai., 2016). A kiilonbozo
elméletek akar egymassal rendkiviil ellentmondasosak is lehetnek. A folyamat genetikai
hatterének vizsgalatat Caenorhabditis elegans modellben sikeriilt elvégezni, mutacio
létrehozasaval az age-1 génben, ami az atlagos élettartam 65%-os, mig a maximalis élettartam
110% megnovekedését eredményezte (Johnson, 1990.). Az oOregedés kialakitasaban az
endokrin rendszer is rendkiviil fontos szerepet jatszhat. A ndévekedési hormon és azzal
kapcsolatban allo inzulin-szerii novekedési faktor szintjének az 6regedés kozbeni csokkenését
sikeriilt egér modellben kimutatni (Ho és mtsai., 1997; Rudman, 1985). A ndvekedési hormon
alul mikodése (loss-of function mutacié a Pit-1-l6kuszban) az élettartam megndvekedését
valamint, az immunrendszer késleltetett 6regedését eredményezte (Flurkey és mtsai., 2001). A
legtobbek altal tamogatott genomikus instabilitason alapuld 6regedési elmélet, a telomer régio
rovidiilését teszi feleldssé (Kruk €s mtsai., 1995). A telomerek a kromoszomak végén talalhato
1smétlddd szekvencidk, amiket a DNS polimerdz nem képes teljes mértékben replikalni, igy
minden osztédas soran rovidiilnek (da Costa és mtsai., 2016). Egy idéutan a sejt kimeriti

osztodasi kapacitasat, elérve az ugynevezett Hayflick limitet (Hayflick & Moorhead, 1961).

Hogyha azokat az elméleteket vessziikk alapul, amik a szervezetben megjelend
karokozast teszik feleldssé, talan mind koziil az egyik legmeghatarozobb a reaktiv oxigén
gyokok (ROS) altal okozott sériilés (Harman, 1981). Ezek megjelenése a biomolekulak
felgylilemld sériilését eredményezheti, indukalva azok elégtelen miikodését vagy negativan
befolyasolva fiziologias szerepiiket (Piedrafita és mtsai., 2015). A harom legf6bb intracellularis
ROS forrasnak a mitokondrialis elektron transzport lancot, a nikotin-adenin-dinukleotid-foszfat
oxidazt, és a lipoxigenazt tartjak (Novo & Parola, 2008). Konnyt belatni, hogy a reaktiv gyokok
a nukleuszba keriilve, nagy mértékii, a genetikai informaciot befolyasoldo kar okozasara

crer

ezzel jarulva hozza az oregedéshez (Afanas’ev, 2014). Drosphila melanogaster modellben



bizonyitottdk, hogy a ROS-ok eliminalasdban kulcsszerepet jatszo antioxidans enzimek, mint
szuperoxid-diszmutaz (SOD), valamint a katalaz talexpreszaltatasaval az allatok élettartama
novekedett, bizonyitva a megemelkedett ROS szint 6regedésben jatszott szerepét (Orr & Sohal,
1994). Eml6ésok esetében a ROS-ok szamara leginkabb kitett szovetek azok, melyek éretten
posztmitotikus allapotban fordulnak elé (da Costa és mtsai., 2016). Ezek koziil is a
legsebezhetébbnek a szivizom, az idegszovet, és a vazizom bizonyultak. Kitettségiik jelentds
része, hatalmas energia igényiikben rejlik, 1évén, hogy ennek az energia igénynek a kielégitése
érdekében a sejtek magasabb mitokondrium stirtiséget, nagyobb mértékii oxidativ foszforilaciot
mutatnak, ami noveli annak a kockazatat, hogy ennek elégtelen miikkodése kovetkeztében
szabadgyokok keletkezhetnek (da Costa és mtsai., 2016). A ROS-ok a fehérjékben is
irreverzibilis karokat okoznak. A kor eldre haladtaval a fehérjék elbontidsanak hatasfoka
csokkeni, kezd. A hibas térszerkezetii fehérjék agregoszomakba allhatnak Ossze, amik
felhalmozodnak a lizoszémakban, 1évén, hogy itt sem lehet ezeket elbontani. Ez mikroszkdpos
felvételeken kitinéen megfigyelhet6é(Moreno-Garcia és mtsai.,, 2018). Ezen jelenségek
Osszessége nagy mértékben hozzijarulhat szamos neurodegenerativ korkép kialakuldsahoz

(David, 2012).

Viszont a legtdbb természetben eldforduld jelenséghez hasonldan a reaktiv oxigén
gyokok megitélése sem ennyire fekete fehér. Szamos tanulmany szol a ROS-0k szignalként
betdltott funkcidirdl. Emiatt felvetddik a kérdés, hogy az dregedés a ROS-on alapul6 szignal
utvonalak alulregulaltsagabol is kovetkezhet (Miki & Funato, 2012). Az oxidativ karokozashoz
hasonldan, leirtak reaktiv-nitrogén-gyokoket is (RNS), amik szintén hozzad jarulhatnak az
oregedéssel kapcsolatos korképek kialakitasahoz (Abdelmegeed és mtsai., 2016). Ezek

részletes megismerése még varat magara.

D257A egérmodell
Konnyli belatni, hogy az eldbb emlitett karos molekuldk felhalmozodéasaban, a

mitokondrium milyen jelentds szerepet tolthet be, az ebben a sejtorganellumban zajlé oxido
reduktiv folyamatok miatt. Jelen dolgozatomban vizsgalédasunk soran ezért a mitokondrialis
DNS-ben (mtDNS) megjelené pontmutaciokat helyeztiik kozéppontba. Ennél a modellnél, nem
csupan a ROS felhalmozodéas hordozhat veszélyt magaban a szervezetre nézve. Mivel a
mtDNS-en az elektron transzport lanc génjei vannak kodolva, konnyi belatni, hogy ha ezek a
strukturak sériilnek a sejt energia haztartasa konnyedén felborulhat, ami apoptozis

indukalasahoz vezethet (Park & Larsson, 2011).
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Az oregedés ennek a valfajanak a bizonyitasat a D257A egér modellen végezték el. Az
ilyen egér sajatossaga, hogy pontmutaciot idéztek elé a mitokondridlis DNS-polimeraz
proofreading aktivitasaért felelés alegységét kodolod polgA génben, ami a mitokondrialis DNS-
ben mutaciok felhalmozodasat eredményezi, kialakitva az 6regedd fenotipust Az egereket,
melyek, homozigotak a mutans génre nézve D257A egereknek hivjuk. Ez a mutacio, a random
pontmutaciok felhalmozdodasa mellett, a MIDNS-ben torténd deléciok megjelenését is
jelentheti. A deléciok kialakulasaban a szabadgyokok is szerepet jatszanak. Ennek jelentségét
igazoltak a katalaz tulexpresszaltatasaval, oly modon, hogy a nagyobb mértékii H.O> hasitas
kovetkeztében, csokkent delécids frekvenciat lehetett megfigyelni(Vermulst és mtsai., 2008).
A vadtipusu és a heterozigota egerek esetében a deléciok homoldg repetitiv szekvenciakat
érintettek. Ezzel szemben a homozigoéta, dregedéses fenotipussal rendelkezé D257A egereknél
a nem homolog szekvencidk esetében lehetett legnagyobb mértékben delécidkat megfigyelni.
Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a mitokondridlis DNS-polimeraz  PolgA alegysége
rendelkezik egy olyan aktivitdssal, amely soran a nem homoldg szekvencidk kozti
atrendezodéseket képes visszaszoritani, igy ez altal csokkenteni az itt fellépd deléciok esélyét.
Leirtak, hogy a korai 6regedés a D257 A egerekre jellemz6 volt, de a heterozigota egerekre nem,
akércsak a nem homolog szekvencidk koézt megjelend deléciok. Ez alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a mtDNS-ben megjelend nem homolog szekvencidk delécidja

hozzajarul az 6regedd fenotipus kialakitasahoz.

A molekularis biologiai elemzésen feliil hisztokémiai vizsgalatokat is végeztek,
amelyek soran a citokréom oxidaz (COX) aktivitasat mérték. Ez azért volt fontos, mert igy
igazolhattak, a mitokondridlis génatirodas épségét. A COX aktivitas a vadtipushoz képest mind
a heterozigota, mind a D257A egerekben csokkent és ez a csokkenés, a homozigota egerek
esetén nagyobb mértékii volt. Ez a mtDNS-ben megjelend pontmutaciok frekvenciajanak

emelkedésre utalt (Vermulst €s mtsai., 2008).

A mutacio jelenléte ROS-ok felszaporodasat nem okozta, viszont az apoptdzis nagyobb
mértékli megjelenését eredményezte, ami a mitokondridlis diszfunkcié kdvetkeztében johetett
létre. A fent emlitett sejttani valtozdsok eredménye képpen, a homozigdta egerekben az
¢lettartam drasztikus lecsokkenését, valamint az egerek Oregedésére jellemzd fenotipikus
valtozasok korai megjelenését lehetett megfigyelni. Ilyen volt példaul az izom tomeg
csokkenése, a hallaskarosodés, a csonttomeg vesztés, a bélkriptdk szaménak csokkenése, a
her¢k sorvadasa, amellyel egyiitt jart a spermatogenezis mértékének csokkenése, a vér

sejteselemeinek szambeli csokkenése, valamint a testtomeg csokkenése. (Kujoth és mitsai.,



2005; Trifunovic és mtsai., 2004) Ezzel bebizonyitva, hogy ez a sejttani jelenség minden

bizonnyal szerepet jatszik az 6regedés kialakulasaban.

H2S
A hidrogén-szulfid szamos bioldgiai hatassal rendelkezik, melybdl legismertebb nagy

koncentracioban toxikus mivolta. Természetes koriilmények kozt endogén modon keletkezik,
valamint fontos szignalutvonalak alkotéeleme. A molekula endogén eldallitodasa enzimatikus
¢s nem enzimatikus uton is végbe mehet. Az endogén eldallitas sériilése a szervezet szamara
karos allapot kialakulasaért tehet6 felelossé. A nem enzimatikus ut kevésbé ismert, annyit
azonban tudni, hogy szerepet jatszanak benne a kén tartalmi aminosavak, a vas, valamint a Be
vitamin (Yang és mtsai., 2019). Az enzimatikus, in vivo eléallitasi mod ezzel szemben jobban
ismert, harom enzimhez kothetd. Ezek a cisztation-béta-szintaz (CBS), a cisztation-gamma-liaz
(CSE) és a 3-merkaptopiruvat-szulfurtranszferaz (3-MST). Az enzimek kiilonb6z6 szovetekben
¢és sejtorganellumokban mas mértékben reprezentaltak. Normal koriilmények kozt a 3-MST
mind a citoszolban, mind a mitokondriumban el6fordul, ezzel cllentétben a CSE és CBS
elsOsorban citoszolikus fehérjék, bar daganat képzddés és egyéb stressz hatasok kovetkeztében
ezek is kimutathatok a mitokondriumbdl (Donnarumma ¢s mtsai., 2017). Intracellularis
koriilmények kozott a HoS a jelenleg elterjedt modszerekkel detektdlhatatlan és a pM-0s
tartomany kozott fordul el , bar legtobb esetben a nanomoldris tartomany a leginkdbb jellemzd
ra (Furne és mtsai., 2008). A H2S viszonylag rovid idén beliil oxidalodik, amely soran S>O3™ és
SO4* keletkezik. A molekula ezen modon torténd eliminaldsa enzimatikus szabalyozas alatt all,
melyben szerepet jatszik az elektron-transzport-lanc I11-as komplexe is. Az eltavolitasnak ez a
valtozata azért érdekes, mert ezek a fehérjék szerepet jatszanak mas gaztranszmitterek, mint a
CO vagy a NO eliminalasdban is. fgy ha valamelyik teliti ezt a rendszert az a tobbi
koncentracidjat is befolyasolhatja (Kabil & Banerjee, 2014).

A H2S legjellemzébben harom utvonalon képes kifejteni a hatasat. Miikodhet
antioxidansként, vagyis képes szabadgyokok eliminalasara. Poszttranszlacios modositasokat
hajthat végre fehérjéken, ez legtobb esetben perszulfidalast jelent. llletve direkt mddon
kapcsolodhat metalloproteinek hem-részéhez, vagy redukélhatja azt (Murphy és mtsai., 2019).
Bar egyértelmli eredmények bizonyitjak, az exogén bejuttatds ROS/RNS elimindlo, valamint
citoprotektiv szerepét, antioxidans szerpe vitatott, mivel a tobbi antioxidanshoz képest
rendkiviil alacsony koncentraciéban fordul eld. Sok kutato altal tamogatott elmélet, mi szerint

a H2S nem direkt médon funkcional antioxidansként, hanem serkent6 hatassal van mas
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antioxidansok expresszidjara és aktivitasara (pl. glutation), valamint a potencialisan ROS képz6
enzimek gatlasat végzi el (Olas, 2017). Bar a molekula képes a ROS-okkal direkt modon
kapcsolatba 1épni, szamos jelenségrdl, melyet eddig hozza tarsitottak kideriilt, hogy csak
regulator szerepe van €s poliszulfid molekuldkon megy keresztiil. Erre azért van sziikség, mert
termodinamikai okok miatt a H2S nem képes direkt moédon polipeptidlancokkal kapcsolodni,

de egy poliszulfid igen (Kimura, 2015; Nagy & Winterbourn, 2010).

A H2S egy tovabbi fontos tulajdonsaga, hogy redukalhatja metalloproteinek hem-részét,
vagy direkt moédon kapcsolodhat ezekhez. Ennek egy jelentOs példaja az ETC egy strukturalis
eleme a citokrom-C-oxidaz (COX). K6todése ennek a molekula hem-részéhez két féle valtozast
eredményezhet. Alacsony koncentracioban serkentheti, mig magas koncentracioban teljesen
leallithatja annak miikodését (Murphy és mtsai., 2019). Kénnyli beldtni, hogy a H2S most

bemutatott aktivitasa, mekkora mértékben képes befolyasolni egy sejt energia haztartasat.

A harmadik fontos regulator szerepe az elézéekben mar emlitett perszulfidacio.
Viszonylag kevésbé ismert, hogy hogyan és mely fehérjéken megy végbe ez a folyamat. A
kutatok eldszor azt feltételezték, hogy a HoS direkt modon 1€p reakcidba a fehérjékkel, de mint
azt fentebb is emlitettem ez termodinamikai okok miatt nem lehetséges, igy koztes 1épésként
poliszulfidokra van sziikség. Ennek egy lehetséges ttja az S-szulfonalas, ami soran, a ciszteinen
talalhato tiol csoporthoz tovabbi kénvegyiilet adodik. Ez egy fontos poszttranszlacionalis
modositas, mely soran szulfon savak képzédhetnek. Ezek tiol-csoportokkal diszulfid hidak
kialakitasara képesek, igy befolyasolva a fehérje harmadlagos szerkezetét(Yang és mtsai.,
2014). Az S-nitrozilacio, egy masik lehetséges ut a folyamat lezajlasara, mely soran a cisztein
tiol csoportjahoz egy —NO csoport kapcsolodott. Ennek soran a H2S direkt modon reagal S-
nitrozotiolokkal. Ez az —NO csoport felszabadulasat eredményezi, ami a sejtben eldiffundalva,
tovabbi szignal szerepét toltheti be. Ez a jelenség viszonylag kedvezotlen termodinamikailag,
igy ezt eddig csak in silico modellben sikeriilt kimutatni (Talipov & Timerghazin, 2013).
Tovéabba bizonyos mértékben elvégezték a jelenség enzimatikus szabalyzasanak vizsgalatat,
mely soran kitudtdk mutatni, hogy thioredoxin és glutation rendszerek célzott kiiitése a
perszulfidacio mértékének emelkedéséhez vezet. Ezzel szemben a molekulat termelé CBS,

CSE fehérjéknél az ellenkez6 hatast figyelhették meg (Doka és mtsai., 2016).

Az oregedési folyamatok vizsgaloi szamara kifejezetten érdekesnek bizonyulhat a H2S
mitokondriumban jatszott szerepe. Egy bizonyos koncentracié folott toxikus molekulanak
tekinthetd, mig ez alatt antiapoptétikus hatast mutat. A mitokondridlis Katp csatornak
perszulfidalasa csokkenti azok aktivitasat, igy el6zve meg a posztapoptotikus MAPK tutvonal
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aktivalodasat (Hu és mtsai., 2009). A HaS szerepet jatszhat a mitokondriumok biogenezisének
szabalyozéasaban. Ezt a peroxiszoma-proliferator-aktivacios yla receptoron keresztiil teszi meg,
ami koaktivalja mitokondriumok jellemz6 transzkripcios faktorait az Nrf2-t és a Tfam-t, hogy
rajtuk keresztiil serkentse a nukledrisan kddolt mitokondrialis fehérjéket, hogy azok végbe
vihessék annak biogenezisét (Untereiner ¢és mtsai., 2016). A H2S wvégiil képes a
mitokondriumok morfogenezisének befolydsolasara. A folyamat szabalyzasat a GTP-azok egy
csalddjahoz, dynamin-kotott-fehérjékhez (Drp) tarsitjdk. A HoS csokkenti a mitokondriélis
fragmentaciot, a ROS-ok felhalmozddasanak mértékét, valamint az apoptdzis indukalodasat.
Ezt egy Drp fehérje downstream modon torténd reguélasaval, valamint a sirtuin-3 -as tvonal

upstream modon torténd regulalasaval éri el (Meng és mtsai., 2018).

AP39

A fentebb taglaltak, és még sok més bioldgiai problémakdr fényében igény mutatkozott
olyan molekulakra, amelyek képesek a mitokondrium targetalt transzportra. Erre a célra
alkalmasak példaul a lipofil kationok, mint példaul a sokak altal hasznalt trifenil-foszfonium
(TPP*). A mitokondriumban uralkodé6 magas negativ membranpotencial kovetkeztében itt
halmozodik fel a molekula, hiszen lipofil természetébdl adodoan képes biologiai membranokon
atoldodni. Annak érdekében, hogy ez a molekula képes legyen HS felszabaditasara kémiai
reakciokkal egy H2S donor molekulat az 5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol3-etion-t kapcsoltak
hozza. gy hoztak 1étre az AP39-et, mely egy mitokondrium targetalt HoS-donor molekula (Le
Trionnaire €és mtsai., 2014). Késdbbi vizsgalatok endothél sejtekben, a mitokondrialis elektron
transzportra, valamint a sejt energia haztartasara gyakorolt hatasanak vizsgalatai bizonyitottak,
hogy a molekula harang gorbe alaka hatassal rendelkezik. Alacsonyabb koncentracidban (30 és
100 nM) serkentd, mig ennél magasabb koncentracioban csokkentd hatasa van, ami gatld
hatasba alakul at. A molekula 6sszességében citoprotektiv hatassal rendelkezett, tovabba védte
a sejtet a mitokondrialis diszfunkciotol (Szczesny €és mtsai., 2014). Tovabbi eldnye az AP39-
nek, hogy fokozatos H.S felszabaditast tesz lehetdvé, szemben a korabban elterjedten
alkalmazott natrium-hidroszulfiddal vagy 5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol-3-tionnal. gy a
sejteket ér6 HoS koncentracioja nem emelkedik robbanasszerlien és hatasa hosszabb ideig
tarthat. (Ikeda és mtsai., 2015). Szakirodalmilag elfogadott kontrollmolekulajanak bizonyult az
AP219, ami nem tartalmazza a molekula 5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol3-etion részét, vagyis

nem képes a HoS felszabaditasara, igy az eddig leirtak szerint nem rendelkezik biologiai



hatassal nanomolaris, vagy mikromolaris koncentracioban (Karwi és mtsai., 2017; Szczesny

és mtsai., 2014). Az AP39 és az AP219 szerkezeti képletét az 1. Abra mutatja.

AP39

AP219

1.Abra Az AP39 és az AP219 szerkezeti képlete. (Szczesny és mtsai., 2014)



Célkituzeés

Bar az oregedés folyamatanak leallitisa vagy legalabb lassitasa, jogosan sok vitat sziil a
tudomanyos kozvéleményben, abban mindenki megegyezik, hogy azokat a betegségeket,
amelyek ezen a biologiai jelenségen alapszanak sziikséges kezelni. Tobb eljarast kidolgoztak,
hogy ehhez a célhoz kozelebb keriilhessenek. Ilyen volt a bevitt kaldria mennyiség korlatozasa
(Kim és mtsai., 2015), az Ossejt terapia (Nazari és mtsai., 2015), kiilonboz6é hormonokon
alapul6 terapiak (GH, IGF)(Anisimov & Bartke, 2013), antioxidansok bevetése a keletkezd
szabadgyOkok eliminalasara (de Magalhaes, 2014) vagy a telomer meghosszabbitasan alapulod

elméletek(Ramunas és mtsai., 2015).

Kutatasunk soran, egy még ki nem probalt terapiat alkalmaztunk, aminek a segitségével
potencialisan kezelhetnénk, esetleg megelézhetnénk az Oregedéses fenotipuson alapulod

korképek kialakulasat.

Feltételeztiik, hogy a HoS szamos citoprotektiv hatdsa, elsdsorban a sejt energiahaztartasara

gyakorolt hatasai, lassithatjak az 6regedést kialakito biologiai folyamatokat.

Ezért exogén H>S-t szabaditottunk fel a mitokondriumban az AP39 molekula segitségével a
D257A egerekben.

Feltételezziik, hogy ez a folyamat kimutathatd valtozéast indukal az 6regedés jelenségével

Osszefonodo gének atirodasaban.

e (Célunk volt, a homozigota, korai oregedést mutato D257A, és a vadtipusu egerek
kozotti génexpresszios valtozasok detektalasa az Oregedéssel Osszefliggd gének
tekintetében.

e Tovabba az AP39 molekula e gének atirodasara gyakorolt hatasanak vizsgélata
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Anyag és modszer

Felhasznalt allatok
A kisérletekhez a Pécsi Tudomanyegyetem (PTE) Altalanos Orvosi Karanak Biokémiai

¢s Orvosi Kémiai Intézetének allathazaban szaporitott (engedélyszam: TMF/27/2016) him
D257A KO egereket ¢és azok homozigétavadtipusii alomtérsait hasznaltunk. Az allatokat
standard koriilmények kozott tartottuk a National Institute of Health altal meghatarozott
szabalyoknak megfelelden. A viz és tap adagolasa ad libitum tortént. Az allatkisérleteket a PTE
Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaganak engedélyével végeztiik (engedélyszam: BA02/2000-
23/2019). A Kkisérletekben kutatdé csoportunk egy engedéllyel rendelkezé tagja feliigyelete

mellett vettem részt.

Felhasznalt anyagok
H2S donorként a (10- oxo-10- (4- (3-tioxo - 3H-1,2-ditiol-5-il) fenoxi) decil)

trifenilfoszfonium (AP39) molekulat hasznaltuk (Le Trionnaire és mtsai., 2014) , 0.5 V/V%
etanol:fiziologias sdoldatban feloldva. Kontrollként egy, az AP39 H2S donalé molekularészét
nem tartalmazo, (9-karboxinonil)trifenil-foszfonium (AP219) molekulat hasznaltunk, szintén
0.5 VIV% etanol: fizioldgias sooldatban oldva. Emellett vivoanyag kontrollként, illetve az oltas

okozta valtozasok elkiilonitéséhez 0.5 V/V% etanol:fiziologids s6oldatot hasznaltunk.

Kezelés
Az allatokat 2 honapos koruktol kezdve hetente kétszer 0.5 mg/ttkg hatéanyaggal i.p.

oltottuk 7 honapon keresztiil. Hat kezelési csoportot alakitottunk ki: vivéanyag kontrollal kezelt
vadtipusti (WT) és D257A homozigéota (KO) egerek, AP219-el kezelt WT és KO egerek, illetve
AP39-el kezelt WT és KO egerek. Minden csoport egyedszama legalabb n=5 volt.

Mintak elokészitése
A kezelési idotartam letelte utan az allatokat 5 V/V% izoflurannal torténo altatas mellett

felboncoltuk, majd vért vettiink a bal kamrabdl, ezutan kiemeltiik a majat, szivet, veséket, 1épet
¢s a combizom egy darabjat. A vért EDTA tartalmu csovekbe (BD) gytijtottiik, a szervekbdl
egy, megkozelitdleg 0,5x0,5 cm-es darabot 500 pl TRI reagensbe (Zymo Research) tettiink,
majd felhasznalasig -20°C-on taroltuk. A maradék szerveket azonnal folyékony nitrogénbe

tettiik, majd felhasznalasig -80°C-on taroltuk.
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Hematolégiai analizis
A levett vér vizsgalatat a PTE AOK Laboratériumi Medicina Intézetében végezték el

Sysmex XN-1000-V Multispecies Hematology Analyzer miszerrel.

qPCR analizis
A TRI reagensben eltett szoveteket homogenizaltuk, majd 100 ul kloroform hozzaadésa

utén allni hagytuk. Ezutan a mintékat centrifugaltuk (12000xg) 15 percig 4°C-on. A vizes fazist
kiilonvalasztottuk, majd 250 pl izorpoanollal dsszekevertiik. Ezt a keveréket 10 percig hagytuk
allni, ezutan 10 percig centrifugaltuk (12000xg) 4°C-on. A feliiliszé eltavolitdsa utan a
pellethez 500 pl 75%-os etanolt adtunk. Keverés utan a mintakat centrifugaltuk (12000xg) 5
percig, 4°C-on. A feliiliszot eltavolitottuk, a pelletet eldszor beszaritottuk, majd RNaz mentes

vizben feloldottuk.

Az izolalt totdl RNS mennyiségét és tisztasagat Nanodrop késziilékkel hataroztuk meg.
Ezutan RNdaz inhibitor (RiboLock) jelenlétében DNaz kezelést végeztiink, majd az RNS
mindségét Ujra ellendriztiik. Az eredmények alapjan megfeleld6 mennyiségli RNS-t irtunk at
CDNS-sé 65°C-on, 30 percig, 20 ul végtérfogatban. Ehhez a Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kitet hasznaltuk (Thermo Scientific). A qPCR analizishez felhasznalt primereket az
Integrated DNA Technologies-tol rendeltiik. A vizsgalt gének listaja az 1. tablazatban lathato
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1.Tablazat Az altalunk vizsgalt gének neve, és az altalunk hasznalt roviditésiik

Apexl Apurin/Apirimidin endodeoxi-ribonukleaz 1
Bcl-2 BCL2 Apoptozis regulator

Cdknla Ciklin dependens-kinaz inhibitor 1A

Fenl Flap struktara-specifikus endonukleaz 1
Foxo3 Forkhead Box O3

Hmox1 Hem-oxigenaz 1

Hprt Hipoxantin-foszforiboziltranszferaz 1
Parpl Poli(ADP-Rib6z)-polimeraz 1

Pten Foszfataz és tenzin homolog

Sdhb Szukcinat-dehidrogenaz komplex vas-kén B alegység
Shcl SHC Adaptor Protein 1

Sirtl Szirtuin 1

Sirt3 Szirtuin 3

Sirt6 Szirtuin 6

Tfam Mitokondrialis transzkripcios faktor A
Tfblm Mitokondrialis transzkripcios faktor B1
Trp53 Tumor Protein 53

A mintakban jelenlévd mRNS mennyiséggel elméletileg egyenesen aranyos az atirt
cDNS mennyiség. A jeloléshez SYBR Green I nevii fluoreszcens kettdsszali-DNS festéket
(Xceed gPCR SG 2x Mix Lo-Rox kit, Institute of Applied Biotechnologies) hasznaltunk. A
detektalashoz és a PCR reakciohoz a CFX384 TouchTM Real-Time PCR Detection System
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(Bio-Rad) késziiléket hasznaltuk. Az amplifikaciohoz 1 pl cDNS-b6l indultunk ki, emellett a
gyartd utasitisai szerint jartunk el. Az eredmények kiértékelése komparativ ACt-modszerrel
tortént, melyhez eldzetesen meghataroztuk az amplifikaciods hatékonysagot. Referencia génként
a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenazt (GAPDH) hasznaltuk. A PCR specificitasat

olvadaspont analizissel ellendriztik.

Statisztikai analizis
Az adatok statisztikai elemzését GraphPad Prism szoftverrel végeztiik el. A csoportok

Osszehasonlitaisahoz ANOVA, és Tukey’s post hoc moédszert hasznaltunk. Az abrakon az
atlagokat £ SEM jelenitettiik meg. Szignifikansnak tekintettiik a kiilonbséget p < 0,05
értékeknél. * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001
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Eredmények

Hematologiai analizis
Az allatok boncolasa sordn vett vért hematologiai analizisnek vetettiik ald. Az

igy kapott eredmények jelentds kiillonbséget mutattak a vivéanyagggal kezelt vadtipusu ¢€s
D257A egerek kozott a vordsvértestszam, fehérvérsejtszam, hematokrit és hemoglobin
koncentraci6 tekintetében. Minden esetben szignifikdns csokkenést tapasztaltunk a D257A
allatoknal, ami a kezelés hatdsara nem modosult. Emellett az AP39 kezelés szignifikdnsan
csokkentette fehérvérsejtszamot a vadtipusi egereknél, a vivéanyag kontrollal kezelt

csoporthoz képest (2. abra).

Fehérvérsejtszam Vordsvértestszam
8 12+
- = 104
o 6 ~ -
2 = 8- KRR
5 E kg
£4 e £ 97
E FHE dedek ‘E 4
3 2 i s
|J'| |I| n o
0- T T 0- T
WT KO WT KO
Hemoglobin koncentracio Hematokrit
2001 50—
T
150— 40_ ™ bl dkk KKK
*kk -
KKK 30_
S 100 =2
20
07 10+
0- 0- T T
WT KO WT KO

B Fiz. s6 =3 AP219 [ AP39

2.Abra a vér sejtes elemeinek szama WT és KO egerekben, kiilon feltlintetve a kezelési csoportokat.

Az adatokat atlag = SEM jelenitettiik meg. n=5-7 *p<0,05 **p<0,01 ***<0,001 (WT kontrollhoz képest)

15



Kezeletlen allatok génexpresszidjanak osszehasonlitasa

A vadtipusu kontrollhoz képest, a KO kontroll csoport allataiban az altalunk vizsgalt 17
gén atirodasanak valtozasat osszevetve 8 esetben detektaltunk olyan szignifikans valtozést,
amely legalabb az egyik szervet érintette. A vadtipust egérhez képest, a legtobb szerv esetében
a génexpresszid mértékének csdkkenését figyelhetjiik meg ezeknél a géneknél. A csokkenés
mértékét tekintve kiemelkeddnek lehet tekinteni a vesét a Hmox1 génre nézve (kontroll érték
0,44-szerese).

Emlitésre mélto, hogy a Iép esetében a kiemelt 8 génbdl 6 (Hmox1, Hprt, Pten, Sdhb,
Tfam, Tfblm) emelkedett génexpresszidt mutatott. Emellett a maj Hmox1 génje, ahol a
génexpresszid novekedése mutatkozik meg, itt mértikk a legnagyobb mértékii novekedést is
(5,6-szoros emelkedés), emellett szintén jelentds novekedést mutatott a Hprt gén expresszidja
a lépben (5,21-szeres emelkedés). A leginkabb érintett szervek a méj és a 1ép. A kiemelt 8 gén
ko6ziil nem mértiink szignifikans eltérést a majban a Parpl, Pten, Tfblm és Trp53 géneknél,
illetve a 1épben a Parpl és Trp53 géneknél. A vese esetén csak a Hmox1 gén expresszidja
mutatott szignifikans eltérést. Izom estén szignifikans csokkenést mértiink a Hmox1, Parpl ¢és
Pten gének atirddasaban, mig szivben a Tfam, Tfblm és a Trp53 expresszidja csokkent

szignifikansan. (3. 4bra)

Maj Vese Vazizom  Sziv Lép

Hmox1
Hprt
Parp1
Pten
Sdhb
Tfam
Tfb1m

Trp53

05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

3. Abra WT és KO kontroll génexpresszidjanak sszehasonlitasa, az altalunk vizsgalt génekre. Az abran
azokat a géneket tlntettiik fel, amelyeknél legalabb egy szervben szignifikans valtozast lehetett
kimutatni. WT kontroll génexpresszios értéke=1, az abran a KO kontrollban megjelend eltérés van

feltiintetve, aranyositva.
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Az AP39 kezelés hatasa

Az AP39 kezelés minddssze néhany gén esetében eredményezett szignifikdns valtozast
a hatéanyaggal kezelt és kontroll KO allatok sszevetésében. FeltiinG a tendencia, mi szerint
ahol szignifikdns kiilonbség mutatkozott a kezelés hatasara, az a génexpresszid mértékének

csokkenését eredményezte.

Nem vart eredménynek bizonyult, hogy a kontrollmolekulaként szolgalo AP219 is sok
esetben hatassal rendelkezett. Ez a legsarkalatosabban a 1ép esetében mutatkozik, ahol mind a
Hprt, Pten és Tfblm gének esetében ugyanigy csokkenést mutatott a KO kontrollhoz képest,
mint az AP39. S6t a maj Hprt és Sdhb, valamint a vazizom Hmox1 és Parpl génjei esetében,

az AP219-el kezelt csoport értékei még kozelebb is allnak a vadtipust kontroll értékéhez.

Ennek ellenére tobb esetet is ki lehet emelni, ahol csak az AP39-el kezelt csoport
esetében lehet valtozast észlelni. Ilyen volt példaul a vese Hmox1, a szivizom Tfblm és a 1ép

Tfam génjei.

Ki lehet jelenteni tovabba, hogy ugyanazon génekre eltérd szervekben eltéré modon
hathatott a kezelés. A Tfblm gént tekintve szivizomban csak az AP39 eredményezett
szignifikans csokkenést a KO kontrollhoz képest, mig a 1épben ezt az AP219 is megtette. A
Tfam gén esetén a génexpresszios értékek bar mind a majban mind a 1épben a kezelés hatasara
kozelebb kertiltek a WT kontroll altal mutatott értékekhez, ez a 1épben a génexpresszio
mértékének csokkenését, mig a majban ennek novekedését eredményezte. Emellett a 1épben
elvalt egymastol a kontrollmolekula és az AP39 hatdsa, mig ez a méjban nem tortént meg.
Kiilonbséget mutat tovabba a Hmox1 gén eltérd szervekben. Ennél a génnél a kezelés minden
esteben a génexpresszid mértékének csokkenéséhez vezetett. Ez egyediil a vesében mutatott
szignifikans kiilonbséget a KO kontrollhoz viszonyitva, valamint itt lehet felfigyelni az AP219

és az AP39 kozti eltérd hatasra.
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4. Abra A kezelés hatasa a génexpressziora. A kezelt csoportok génexpresszids valtozasa (atlag £ SEM)
van felttintetve a WT kontroll=1 értékéhez viszonyitva. Referencia gén: GAPDH. *p<0,05 **p<0,01
***<0,001 (WT kontrollhoz képest) # p<0,05 ## p<0,01 ### p<0,0001 (KO kontrollhoz képest) n=5-7
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Diszkusszio

Munkank soran az dregedéssel 0sszefliggd gének expressziojanak valtozasat vizsgaltuk
AP39 kezelés hatasara egy korai dregedést mutatd egérmodellt felhasznalva. Elemzésiink 17
célgént érintett. A génexpresszios analizis mellett hematologiai analizist is végeztiink, ami bar
megerdsitette a vadtipustt és KO allatok kozotti, mar korabban is leirt kiilonbségeket, az
eredmények alapjan az altalunk alkalmazott kezelés nem befolyasolta mért paramétereket a KO

egerek esetén.

Az egyes gének tekintetében tobb kiilonbséget detektaltunk a vivoanyaggal kezelt WT
¢s KO allatok mintaiban. Kiemelendé a Hmox1 gén expresszidjanak jelentds indukcidja méjban
¢s 1épben, illetve a 1épben tapasztalt, az altalunk vizsgalt gének koziil hatot érintd gén atirodas
novekedés. A Hmox1 gén, a hem-oxigenazok egyetlen indukalhaté formajat kodolja, korabban
leirtak anti-inflammatorikus, antiapoptotikus, antioxiddns ¢€s kardioprotektiv hatdsat (Shan és
mtsai., 2019). Expresszidjanak novekedését az Oregedéssel Osszefliggésben is vizsgaltak
korabban HepG2 sejtekben, mint az oxidativ stressz okozta kompenzatorikus mechanizmust
(Lavrovsky és mtsai., 2000). Ezen adatok a mi eredményeinket is megerdsitik. Tovabba a hem
elbontasaban jatszott kulcs szerepe is magyardzhatja, alatdmaszthatja a hematoldgiai

analizisiink eredményét.

A Hprt fontos szerepet jatszik, a purin bazisok normal modon zajlé anyagcseréjében
(Duan és mtsai., 2004). A Parpl poli-ADP-rib6z molekulak szintézisét végzi el, ez altal fontos
regulator szerepet tolt be a DNS repair, a tumor képzddés és a sejtosztédas folyamataiban
(Ferraris, 2010). A Pten szabalyzo szerepet tolthet be szamos szignal utra tekintve, mint példaul
a tumor képzbdés, a sejtciklus vagy a sejt energia haztartasa (Stiles, 2009). A Trp53 egy
tumorszupresszor fehérjét kodol transzkripcios faktor aktivitassal. Kiilonb6zd stressz hatasokra
a sejtciklust szabalyozva, a sejt anyagcseréjében torténd valtozasok €s az apoptozis indukalasa
felé tereli a sejtet. Szamos tumor képzddése alapszik a génben ejtett mutacion. (Soussi &
Wiman, 2015) Konnyi belatni, hogy ezen gének, milyen fontos szerepet toltenck be a DNS
integritdsanak megtartasaban, tumor képzddés megakadalyozasaban ¢és az apoptozis
kialakulasaban. Ezen folyamatok az 6regedés folyamata soran zavart szenvednek, ami ugyan
magyarazhatja a megvaltozott génexpresszids mintazatot, de tovabbi vizsgalatok sziikségesek,

az altalunk tapasztalt eltérések pontos felderitésére.

A Sdhb az ETC II. komplexének alegysége. A génben torténd mutaciok mitokondrialis

diszfunkcidhoz és tumor genezishez vezethetnek(Kim és mtsai., 2015). Mind a Tfam mind a
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Tfblm rendkiviil fontos regulator szerepet jatszik a mitokondrialis génexpresszio
folyamataiban. A Tfam transzkripcios faktor szerepén feliil az mtDNS tomoritésében is fontos
szerepet jatszik. Ezzel szemben a Tfblm inkdbb a mitokondridlis transzlacié folyamatait
tekintve mondhaté jelentésnek, mivel rRNS-metiltranszferaz aktivitassal rendelkezik, ami a
riboszoéma kis alegységének Osszeszerelése szempontjabdl elengedhetetlen. A 1épet leszamitva
az Osszes altalunk vizsgalt szervben csokkend tendenciat lehet megfigyelni ezekre a génekre.
egyedill a vese Tfam szintje nem valtozott a D257A egérben. Az, hogy a 1épben megndtt ezen
harom gén expresszioja, arrdl arulkodhat, hogy ez a szerv a tobbivel ellentétben megnovekedett
mitokondrialis aktivitassal rendelkezik. Ez energiaigényes folyamatok zajlasat sejteti. Késobbi

vizsgalataink egyik kovetkezo targyat képezheti a folyamatok feltarasa.

Bar kezelésiink a KO egerekben vizsgalt gének expresszidjara néhany esetben fejtett
csak ki hatést, viszonylag meglepd eredmények tarulkoztak elénk. Rendkiviil meglepd
eredményiil szolgalt, hogy a kontroll molekula AP219, amely nem tartalmazta a H2S
felszabaditasara képes 5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiol3-etion csoportot, szintén rendelkezett
hatassal. Sok esetben az AP39 és az AP219 hat4sa nem kiiloniilt el. Kiemelném a 1ép Hprt, Pten
¢s TfbIm génjeit, amelyek expresszidjat a két molekula kdzel azonos mértékben csdkkentette.
Amint azt a bevezetésben is taglaltam a korabban ezzel foglalkozd kutatdé csoportok
vizsgalddasai soran nano- ¢és mikromolaris tartomdnyban nem eredményezett valtozast az
AP219 (Karwi és mtsai., 2017; Szczesny és mtsai., 2014). Lévén, hogy i.p. oltottunk nem tudjuk
pontosan, hogy az adott szervek, sejtek mekkora koncentracidoban vehették fel a molekulat.
Ennek ellenére tobb esetben is megfigyelhetd, hogy az AP39 hatasa elvalik a kontroll
molekulaétol. Ezekben az esetekben a felmutatott hatast csak H2S-nak tudhatjuk be. Erre

példak a vese Hmox1 génje, a szivizom Tfblm génje valamint a 1ép Tfam génje.

Ahol a KO kontrollhoz viszonyitva szignifikans valtozast produkalt barmelyik kezelés,
az a génexpresszio mértékének csokkenését jelentette. Jelentek meg cikkek, amik egy bizonyos
koncentraci6 felett a H2S-nak DNS kérosité €s a génexpresszid csokkenését eredményezd
hatast tarsitottak (Baskar és mtsai., 2007; Roberts ¢és mtsai., 2008). Ez Osszefligghet a
kovetkeztetéssel, ami szerint az egyes szervek til magas koncentracioban vehették fel a
hatéanyagokat. Bar ennek ellentmond, hogy a majban a Tfam, a Sirt3, Sirt6 és vadtipusu
AP39el kezelt vadtipusu csoport esetén a Hprt gének WT kontrollhoz képesti emelkedését lehet
megfigyelni. Ez vagy azt jelenti, hogy eltéré szovetek eltérd mértékben képesek a molekula

felvételére, vagy pedig azt hogy eltérd szovetekben, eltérd hatasmechanizmussal rendelkezhet.
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Ezt a hipotézist tdimogatja a tény, hogy ugyanazokat géneket nézve a kezelés eltérd hatast fejthet

ki. Erre példédk a Tfb1m, a Tfam vagy Hmox1.

Célkitizésemre reflektalva, a kijelentést, hogy a hatdanyag alkalmas az oregedéses
fenotipus lassitasara, egyértelmiien se nem cafolhatjuk meg, se nem tamaszthatjuk ala, az
altalunk kapott adatok alapjan. Hiszen tudunk példat hozni arra, hogy a kezelés hatdséra, az
oregedés kovetkeztében kialakult génexpresszios kiilonbség tovabb ndtt, valamint arra is, hogy

a kezelés csokkentette ezt a kiilonbséget.

Késobbi kutatasi terv
Folytatnank a kiemelt szervek génexpresszios vizsgalatat fehérje szinten western blott

keretein beliill, hogy még alaposabb képet kaphassunk a génatirdédasban bekodvetkezo
valtozéasokrol. Ezen vizsgalatok mar elkezdddtek jelen dolgozat irdsa kdzben, de kiértékelésiik
sajnos még varat magara. Elvégeznénk ugyanezen génexpresszids vizsgalatokat specialisan
tumor markerekre, 1évén hogy az oOregedéssel nagymértékben Osszefonddd folyamatrol
beszéliink. In vitro koriilményekben vizsgalnank kiilon az AP219 és kiilon az AP39 molekula
hatasmechanizmusat, valamint koncentracio fliggését els6 sorban egér 1ép ¢és maj
sejttenyészeteken, 1évén hogy ezekben a szervekben eredményezett legsarkalatosabban
kiilonbséget a kezelésiink. Tovabbi in vitro kisérletek targyat képezhetné, a kiillonb6z6 gének
Iépben megfigyelt eltérd expresszidja a D257A egérben. Tovabbad megismételnénk

kisérletiinket alacsonyabb koncentracidban bevitt hatdanyaggal, vagy esetleg mas oltdasmoddal.
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Szeretnék koszonetet mondani témavezetdimnek, Veres Balazsnak ¢és Koszegi
Balazsnak a rengeteg tanitasért, segitségért ¢s tamogatasért. Az intézetigazgatd Gallyas Ferenc
professzor trnak, hogy lehetové tette az itt folyd munkamat. A Labormedicinanak a
hematologiai analizisért. Tovabba szeretnék még kdszonetet mondani belsdkonzulemsemnek
Pollak Editnek a segitségért utmutatasért, Kalman Nikolettanak kutatasunkban valo
részvételéért, tanitasaiért. Ezen feliil szeretném megkoszonni a PTE AOK Biokémiai és Orvosi
Kémiai Intézet 6sszes kedves munkatarsanak a munkajat és eréfeszitéseit. Valamint szeretném

tiszteletemet tenni kutatasunk soran elhunyt egerek aldozatanak.
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