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Bevezetés:

Az emlOsok katabolikus folyamatainak koézponti szerepldje a mitokondridlis Krebs ciklus, amelybe
kiilonbozd energiaforrasokbol (fehérjek, szénhidratok, lipidek) szarmazod intermederek I€pnek be. Az
intermedierek oxidacidjuk sordnelektronokat adnak az elektrontranszport lancba (ETL) ¢s ezzel
parhuzamosan a mitokondrialis komplexek protonokat pumpalnak a matrixbol az intermembran térbe. A
Krebs ciklus sebességmeghatarozd Iépése az a-ketoglutarat-dehidrogenaz komplex (a-KGDHc), ami egy
dekarboxilacids Iépés soran a-ketoglutaratbol (aKG) szukcinil-koenzim A-t allit eld, mikozben NAD*
redukalodik NADH-va egy CO, molekula keletkezése mellett. Az enzim harom alegységbdl all: 2-
oxoglutarat-dehidrogenaz (OGDH, El); dihidrolipoil-transzszukcinilaz (DLST, E2); dihidrolipoil-
dehidrogenaz (DLD, E3). Jelen kutatisunkban az aKGDHc E2 ¢s E3 alegyse€g heterozigota formaban
tortént kititésének hatasat vizsgaltuk a mitokondridlis oxigénfogyasztasra ¢s a reaktiv oxigengyok (ROS)
termelésre  kiilonbozd légzeési szubsztratok jelenléteben. Az oKGDHc alulmiikodéset szamos
neurodegenerativ korképben azonositottdk, igy a mutacid kovetkeztében kialakuld bioenergetikai
valtozasok tanulméanyozasa nagy jelentoséggel bir a betegségek patomechanizmusanak megismerésében.

Eszkozok és Modszerek:

Kisérleteinkhez eger agyabol izolaltunk mitokondriumot differencial centrifugalassal. Negyfele eger
modellt hasznaltunk: vad tipusat (WT) kontrollnak; E2 heterozigota KO-t (DLST*"); E3 heterozigota KO-t
(DLD""); E2 és E3 kettds heterozigota KO-t (DLST"-, DLD*"). Homozigota KO genotipus mindkét gén
(DLST ¢és DLD) esetében letalis. Az egereket, nemiiktol fliggetleniil, hdrom ¢s hat honap kozotti
¢letkorban voltak a terminalds iddpontjaban. Méréseinkben 0,1 mg/ml mitokondrialis fehérjét hasznaltunk.

A mitokondrialis oxigénfogyasztast Clark-tipusti polarografias oxigénelektroddal 37 °C-on 2 ml
térfogatt kamrakban mértink. H,O, termelést torma peroxidaz (5 U/ 2 ml) és Amplex UltraRed
segitségével fluoreszcensen detektaltuk (550/585 nm) 37 °C-on. Minden mérésben a fluoreszcens jelet
ismert mennyiségu H,O,-valkalibraltuk.

Emellett human mutans homozigéta (DLD”-) és gyermek kontroll (DLD™*) dermadlis fibroblast
monolayer sejttenyészetet készitettiink. A foszfat-pufferben (PBS) szuszpendalt sejtek ATP mennyiséget
luciferin-luciferaz kemilumineszcens reakcio segitségével vizsgaltuk, valamint a-KGDH enzimaktivitast
NAD(P)H abszorbancia valtozasanak detektalasaval mértiik 340 nm-en a-KG szubsztrat jelenlétében lizalt
sejteken.
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1. abra: Oxigénfogyasztas a-KG szubsztrattal energizalt mitokondriumokban (A) szubsztrat, (B)
ADP, (C) karboxi-atraktilat (CAT) adasa utan. o-KG (5 mM), ADP (2 mM), CAT (2 uM); n=4-16.
Szubsztrat jelenlétében a DLST"-, DLD"- csoport szignifikansan csokkent értéket mutatott. ADP adasara
megnovekedett az oxigénfogyasztas, de a transzgenikus csoportokban szignifikansan kisebb mértékben.
ANT gatlo CAT adasara a mitokondridlis 1égzés csOkkent minden csoportban csokkent, de a DLST-,
DLD*"- Kkettés heterozigdta csoportban szignifikansan alacsonyabb értékre, mint a tObbi allat
mitokondriumaban.
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2. abra: Oxigénfogyasztas szukcinattal energizalt mitokondriumokban (A) Egy mérés folyamatabraja,
succ (5 mM), ADP (2 mM), CAT (2 uM); O, fogyasztas mértéke kiillonboz6 genotipusu allatokban (B)
szubsztrat, (C, D) ADP, ¢és (E) CAT adasa utan; n=4-16. Komplex I (CI) fiiggetlen szubsztratot hasznalva
vizsgaljuk az O, fogyasztast transzgenikus allatokban. Szukcinat adasara nincs kiillonbség a respiracio
mértekében. ADP hatasara eloszor nagymertékben felgyorsul a 1€gzés, amit a gorbén cstcskeént (peak)
lathatunk, majd csokken az oxigénfogyasztas (plateau). CAT hatasara visszaesik a 1égzes.
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3. abra: o-KG szubsztrattal energizalt 4. abra:  Szukcinattal energizalt
mitokondriumok ROS termelése. (A) mitokondriumok ROS termelése. (A)
H,0, termelés kiilonbozd — egerekben. H,O, termelés kiilonboz6 egerekben.
. . +/- . +/- . +/-
a: W+T/, b: DLST*", ¢: DLD™, d: DLST™, a: WT, b: DLST*-, ¢: DLD"-, d: DLST*",
DLD™, 0-KG (5 mM), ADP (2 mM), CAT DLD*, a-KG 5 mM, ADP 2 mM, CAT 2
(2 uM), rot (250 nM), anti (1 pM). A uM, rot 250 nM, anti 1 pM. A grafikonok a

grafikonok a H,O, termelést mutatjak (B)
a-KG, (C) ADP, (D) karboxi-atraktilat
(CAT), (E) rotenon (rot), és (F) antimycin A
(ant1) hozzaadasat kovetoen; n=4-14. ADP

H,O, termelést mutatjak (B) a-KG, (C)
ADP, (D) karboxi-atraktilat (CAT), (E)
rotenon (rot), ¢s (F) antimycin A (anti)

adasara mindegyik csoportban csokken a hozzaadasat koveten; n=4-14.
ROS termelés. ANT gatlo CAT hatésara Szukcinatrol az elektronok képesek a reverz
szignifikans csékken a DLD*- és a DLST*- elektrontranszportban (RET) részt venni,
, DLD*- csoportokban a H,O, termelés. aminek kovetkeztében fokozodik a ROS
Rotenone hatasara jelentdsen emelkedik a termelés. Kezdetben a WT csoportnak a
H,O, termelés. de a KO egerekben legnagyobb a H,O, termelése, majd ADP
szignifikansan kisebb mertékben, mint a adasara lecsokken a RET mindegyik
kontrol allatokban. csoportban. CAT adasara felgyorsul a RET,

de szignifikansan kisebb meértékben a KO
allatok mitokondriumaiban a kontrolhoz
képest. Rotenon gatolja a RET mukodéset,
igy csokkent lesz a H,0O, termelés.
Antimycin A hatasara megemelkedik a

Kovetkeztetés: H,O, termelés.

Kezdetben az a-KG segitségével energizalt mitokondriumok O, fogyasztasa ADP nélkiil nem
kiilonbo6zott jelentésen a DLST*- és DLD*- csoportokban a kontrolhoz képest, aminek oka lehet,
hogy maradt még endogén szubsztrat az izolalt mitokondriumokban. ADP hatasara felgyorsult a
szubsztratok oxidacidja, fokozodott az oxigénfogyasztas. Ebben az allapotban mar mindharom KO
tipusban szignifikansan csokkent az oxigénfogyasztas. Ahogy az ADP hatasat CAT hozzaadasaval
megsziintettiik, a 1€gzés mérteke visszaesett, de szignifikans kiilonbség a kontrolhoz képest csak a
dupla KO allatcsoportban volt tapasztalhato. Szukcinattal torténd energizalas esetén a mitokondrium
elsosorban FADH, oxidaciojaval termel energiat, ennek kovetkeztében az aKGDHc alegységeinek
hidnya nem fog szignifikans hatést kivaltani.

A mitokondrialis ROS termelés jelentds mertékben hozzajarul a sejt szabadgyok termeléséhez.
Szamos kutatocsoport megfigyelte, hogy a mitokondrialis matrix dehidrogenazok képesek ROS
képzésre emelkedett NADH/NAD™ arany mellett. Jelen kutatasunkban az aKGDHc E2 ¢és E3
alegység heterozigdta formaban tortént kiiitésének hatasat vizsgaltuk. DLD KO egerekben csokkent
a H,0, termelést tapasztaltunk. a-KG-tal energizalt mitokondriumban ADP adasara csokkent a ROS
képzés, aminek oka a membran depolarizacidja ¢s a NADH/NAD™ arany csokkenése. CAT gatolta az
ADP hatasat, igy a H,O, termelés fokozodott. Rotenon hatasara szignifikansan kisebb jelet kapunk a
kiilonboz0 alegységek kitlitése kovetkeztében, ami egyeértelmiien utal az E2 ¢s E3 alegység ROS
képzésben jatszott szerepére. Antimycin A csak kevéssé emelte meg a ROS képzést, ami arra utal,
hogy rotenonnal I¢étrehozott gatlast kovetden az elektronoknak csak kis része jut el a CIII-ig, igy
kevesebb elektron fog kilépni az ETL-bol a CIII-nal. Szukcinattal vald energizalas esetén ADP
nelkiil kifejezetten nagy volt a H,O, termelés mértéke, aminek oka a RET. ADP adasara csokken a
RET, igy a ROS termelés 1s, de sokkal nagyobb mértékben, mint az a-KG esetén, aminek az oka,
hogy a RET érzékeny a AW -ra. CAT adasa itt 1s visszaallitja a H,O, termelést az ADP adas elotti
mértékre. Rotenon hatasara megsziinik a RET, ami szukcinat jelenlétében a 6 ROS forras.

Tamogatas:

AZ INNOVACIOS ES TECHNOLOGIAI MINISZTERIUM UNKP-21-2-1-SE 30 KODSZAMU UJ
NEMZETI KIVALOSAG PROGRAMJANAK A NEMZETI KUTATASI, FEJLESZTESI ES

b

KIEGESZITO KUTATASI KIVALOSAGI OSZTONDI] TAMOGATASAVAL KESZULT (EFOP-
3.6.3-VEKOP-16-2017-00009).
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