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BEVEZETES
A mitokondriumok fontos szerepet jatszanak a sejtek energia

homeosztazisban. A mitokondrium szamos jelentés metabolikus
utvonal helyszine (a mitokondrialis belsé membranhoz kotodik az
oxidativ foszforilaci6 (az elektrontranszport és az ATP szintézis),
mig a citromsavciklus dont6 része, béta-oxidacio legtobb 1épése és
a hem szintézis elsd 1épése a mitokondrialis matrixban zajlik). A
citromsav, trikarbonsav (TCA)- avagy a Szent-Gyorgyi- Krebs
ciklus negyedik reakciojat az a-ketoglutarat dehidrogenaz
enzimkomplex (KDGHC) katalizalja. A reakcio a TCA ciklus
sebességmeghatarozd 1épése, amely soran az o-ketoglutarat (o-
KG) szukcinil-CoA-va alakul at egy oxidativ dekarboxilezési
reakcioban, redukidlva a NAD'-ot NADH+H"-va, CO,
felszabadulasaval koenzim-a felhasznalasaval. A KGDHC harom
alegységbol all:  a-ketoglutarat/2-oxoglutarat  dehidrogenaz
(KGDH/OGDH, El; EC 1.2.4.2), dihidrolipoil-
szukciniltranszferaz (DLST; E2 EC 2.3.1.61) és dihidrolipoil-
dehidrogenaz (DLD, E3 EC 1.8.1.4). Az a-KG fontos intermedier
a TCA-ciklusban, mert szdmos reakcioban képzddhet a sejtben.
Amellett, hogy hozzajarul a terminalis oxidacidohoz sziikséges
NADH képzédéséhez (ami a mitokondrialis 1égzési komplex I
szubsztratja), a KGDHC reakcié terméke a szukcinil-CoA is, ami
mitokondrialis szubsztrat szintli foszforilacié (SLP) sordn
hozzajarul az ATP vagy GTP termeléshez. A SLP oxidativ

foszforilacié hianyaban a mitokondridlis ATP {6 forrasa lehet. Az
1



a-ketoglutarat dehidrogenaz egy erésen szabalyozott enzim, amely
a  Szent-Gyorgyi-Krebs  ciklus  metabolikus  fluxusanak
meghatarozasaban jelentdés szerepet jatszik. A KGDHC
szabalyozasa Osszetett, magaban foglalja a magas ATP/ADP ¢s a
magas NADH/NAD" ardnyt gatld, valamint a kalcium aktivalo
hatasat illetve a szubsztrat elérhetéségét a mitokondriumokban.

A reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) és a KGDH kapcsolata
kétarct; egyrészt ROS-ok képesek gatolni az enzimet, masrészt
kimutattak, hogy maga a KGDHC enzim is képes ROS-t termelni,
ezaltal hozzajarulhat a mitokondrialis oxidativ stresszhez. A
megnovekedett mitokondridlis ROS termelést szamos kronikus
neurodegenerativ korképben (Alzheimer-, Parkinson-, Huntington-
kor) illetve az agy vagy a sziv ischaemias/reperfizios
karosodasaban is leirtak. Az iszkémia soran jelentds mennyiségii
szukcinat halmozodik fel az agyban, vagy egyéb szovetekben,
amelyet a reperfuzid soran a mitokondriumok oxidalhatnak,
elinditva ezzel a reverz elektrontranszportot, az elektronok
aramlasat a komplex II-r6l a komplex I-en keresztiil a matrixba,
amely folyamat patologias mértéki mitokondrialis ROS
termeléssel is jar.

A KGDHC ROS termelése jelentdsebb, amennyiben a fiziologias
elektronakceptor, a NAD® nem all rendelkezésre kelld
mennyiségben, vagy ha a NADH/NAD" arany né. Vizsgalataink
soran az agyi KGDHC mitokondrialis bioenergetikaban betdltott



szerepét vizsgaltuk a mitokondrialis oxigénfogyasztas, ROS
termelés illetve az antioxiddns enzimek expresszidjanak
tekintetében. A kisérletek sordn felhasznalt egértdrzsek
heterozigdta mutéciot hordoztak a dihidrolipoil-
szukciniltranszferdz (DLST*") vagy a dihidrolipoil-dehidrogenaz
(DLD') génben. Barmelyik gén homozigéta knock-out éllatai
¢életképtelenek. A heterozigotak bar nem mutattak fenotipusbeli
eltéréseket de érzékenyebbek voltak a mitokondrialis toxinokkal
szemben. Vizsgalatainkban a kiilonb6zé6 KGDHC alegységhianyos
(DLST+/' vagy DLD”') allatok szukcinat vagy a-glicerofoszfat
altal indukalt mitokondrialis ROS-termelésének 0sszehasonlitasara
Osszpontositottunk a reverz elektrontranszport (RET) soran. A
metilénkéket (MB) eldszor a 19. szazad végén allitottak el. A
MB-et elsoként Ehrlich és Guttmann hasznalta fel a malaria
kezelésére. Az 1920-as évektdl a cianidmérgezés ellenszereként
hasznaltak. Emellett a MB-t sikeresen alkalmazzak szén-monoxid-
mérgezés, ifoszfamid (Holoxan) altal kivaltott encephalopathia és
methemoglobinémia kezelésére is. Az elmilt évtizedekben egyre
nagyobb szerepet kapott a neuroprotektiv hatasanak vizsgalata az
Alzheimer- és Parkinson-kor modellekben.

Heterociklusos gytirlirendszerének koszonhetéen erésen lipofil
vegyiilet, amely konnyen atjut a biolégiai membranokon, ezaltal
bejut mitokondriumba is. Alacsony redox potencialja (~ 10 mV)

miatt oxidalt és redukalt formdja egyarant megtalalhatdé a



mitokondriumokban. A mitokondriumba val6 bejutasat kovetden a
MB a NADH illetve FADH molekulakbol elektronokat tud a
citokrom c-re alternativ elektron transzferrel atvinni, ami noveli a
IV komplex aktivitdsat és hatékonyan eldsegiti a mitokondrialis
aktivitast, mikozben csokkenti az oxidativ  stresszt. A
mitokondrialis  1égzési lanc  gatlasa, karosodasa szamos
neurodegenerativ korképben jelenik meg, aminek kovetkeztében
felhalmozodnak a redukald ekvivalensek (NADH és FADH),
csokken a mitokondrialis ATP szintézis és oxigénfogyasztas illetve
fokozédik a ROS termelés. A felhalmozddott NADH tovabba
gatolja a citrat ciklus NAD koenzimmel miik6d6 enzimeit.
Azonban ilyen koriilmények kozott is képes a MB oxidalni a
NADH-t és a FADH-t, az elektronok MB-kel szallitodnak a
citokrom c-re. A MB-k elsédleges mechanizmusa igy a komplex
IV aktivalasa, de hozzajarul a hem szintézisének fokozasahoz is.
Fiziologias korlilmények kozott az MB szintén fokozza az
Nrf2/ARE transzkripcios Gtvonal aktivitasat, ami védi a sejtet az
oxidativ stressz okozta karosodastol.

Kutatasunkban a MB hatasat vizsgaltuk a mitokondrialis
bioenergetikara: O, fogyasztasra, ATP termelésre, kalcium-
homeosztazisra illetve mitokondridlis ROS termelésre izolalt

tengerimalac agymitokondriumokon.

CELKITUZES



A PhD id6szakban kutatasaim soran tobb témaval is foglalkoztam.
PhD disszertaciomban ezek koziil kettét emelnék ki, az a-KGDHC
E2 vagy E3 alegységének heterozigota KO-ja kovetkeztében
bekovetkezd valtozasokat a mitokondriumok bioenergetikajaban,
els6dlegesen az ROS homeosztazisukban, illetve a MB hatasait a
mitokondrialis bioenergetikara, illetve a ROS homeosztazisra.

1. Vizsgalatunk célja a KGDHC szerepének vizsgalata volt az agy
mitokondrialis bioenergetikajaban: oxigénfogyasztasaban, ROS
termelésében és antioxidans expresszidjaban. A kisérletek soran
felhasznalt egértérzsek heterozigdota mutaciot hordoztak a
dihidrolipoil-szukciniltranszferaz (DLST™") vagy a dihidrolipoil-
dehidrogenaz (DLD™") génben.

Céljaink kozott szerepelt az alabbi kérdések megvalaszolasa:

* Milyen szerepet toltenck be a KGDHC DLST és DLD alegységei
a mitokondrialis ROS termelésben?

» Hogyan befolyasolja a DLD alegység hidnya a szukcinat vagy a-
glicerofoszfat altal indukalt reverz elektrontranszport ROS
képzodését?

* Hogyan valtozik a mitokondridlis glutation-peroxidaz

expresszioja transzgenikus egerekben?

2. Disszertaiciom masodik részében a metilénkék (MB)
mitokondriumokra gyakorolt hatasat vizsgaltuk, kiilonds tekintettel

a bioenergetikai paraméterekre és a ROS homeosztazisra, azzal a



céllal, hogy leirjuk, mely folyamatok lehetnek felelések jotékony
hatasaiért szdmos korallapot esetén:

* Hogyan befolyasolja a MB a mitokondrialis oxigénfogyasztasat a
glutamat-malat 1éguti szubsztratok jelenlétében?

* Hogyan befolyasolja a MB az ATP-termelést 1égzésiikben gatolt
mitokondriumokban?

e Milyen hataisa van a MB-nek a mitokondrialis
membranpotencialra  normal  és  1égzési  lanc  gatolt
mitokondriumokban?

* Mi okozza a metilénkék megnovekedett ROS-termelését a
kiilonb6z6é szubsztratok jelenlétében mind az energizalt, mind a

1égzés gatloszer alkalmazasat kovetden?

MODSZEREK
Kisérleti allatok
A heterozigota DLD"" (DLD"", C57BL/6) egereket €s a vad tipusu

(WT) alomtarsakat a Jackson Laboratory-t6l (JAX egerek; Jackson
Laboratory Repository, Bar Harbor, ME, USA) szereztiik be. A
DLST alegységben hianyos egereket (DLST™; C57BL/6 és
129SV/EV  hibrid) ¢és vadtipusu alomtarsaikat a Lexicon
Pharmaceuticals-tol (The Woodlands, TX, USA) kaptuk. A WT
egereket mind a DLD"" ¢és mind a DLST™ keresztezésével
reprodukaltuk. A vizsgalatunkban hasznalt allatok 3 és 6 honap
kozottiek voltak.

Mitokondriumok izolalasa



A mitokondriumokat felnétt egér és tengermimalac agyabol
izolaltuk nem folyamatos Percoll gradiens segitségével. Az
agyakat az eltavolitast kovetden jéghideg “A” pufferben
homogenizaltuk (mM-ben: 225 mannitol, 75 szachar6z, 5 HEPES,
1 EGTA; pH 7,4). Majd centrifugalast kdvetden a feliiliszobol a
mitokondriumokat percoll gradiens segitségével izolaltuk. A
keletkez6 mitokondralis pelletet Gjra szuszpendaltuk B pufferben
(mM-ben: 225 mannitol, 75 szacharoz, 5 HEPES, pH 7,4). A
mitokondrialis fehérjekoncentraciot modositott Biuret reakcioval
hataroztuk meg. A kisérletekben altalaban a mitokondriumokat 0,1
mg/ml koncentracidban hasznaltuk.

Mitokondrialis oxigénfogyasztas

A mitokondriumok  oxigénfelvételét  nagy  felbontasu
respirométerrel (Oroboros O2k; Oroboros Instruments, Innsbruck,
Ausztria) 37 °C-on 2 ml-es kamrakban, folyamatos kevertetés
mellett vizsgaltuk. Az oxigénkoncentraciot a polarografias
oxigénérzékeld (POS) detektalta, és az oxigénaramot az
oxigénkoncentracio negativ id6beli derivaltjaként szamitottuk ki.
A kisérletekeinkben felhasznalt vizsgalati médium Gsszetétele: 125
mM KCI, 20 mM HEPES, 2 mM K,HPO,, 1 mM MgCl,, 0.1 mM
EGTA, pH=7.0 (KOH), kiegészitve 0.025% marha szérum
albuminnal (BSA). A mitokondriumokat a-KG-val (5 mM), a-
glicerofoszfattal (a-GP; 20 mM) vagy szukcinattal (5 mM)
energizaltuk.



Mitokondrialis H,O, képzédés

A mérérendszer a keletkez6 H,0, Amplex Red fluoreszcens
festékkel torténd kimutatdsdn alapul. Az inkubacids pufferhez
torma peroxidaz (5 U) és Amplex Ultrared reagens (1 pM)
hozzaadasat kovetéen vizsgaltuk a mitokondriumok ROS
termelését. A fluoreszcenciat 37°C-on a PTI Deltascan
fluoreszcens spektrofotométerrel (Photon Technology
International, PTI, Lawrenceville, NJ, USA) mértiik. Az excitacios
hullamhossz 550 nm volt, a fluoreszcens emissziot 585 nm-en
detektaltuk. A kisérletek végén ismert mennyiségii H,O, (100
pmol) hozzaadasaval kalibraltunk.

A NAD(P)H steady state koncentraciéjanak mérése

Az intramitokondrialis NAD(P)H autofluoreszcenciajat
parhuzamosan mértiik az Amplex-es mérésekkel kettds gerjesztés
és kettds emisszios modban a PTI Deltascan fluoreszcens
spektrofotométeren. Mitokondriumokat ugyanugy inkubaltuk
37°C-on mint a H,0, mérés soran. A NAD(P)H fluoreszcenciat
méréséhez a 344 nm gerjesztési és 460 nm emisszios hullamhosszt
hasznaltunk. A NAD(P)H szint véltozasait az emittalt fotonok
szdma mutatta.

A mitokondrialis ATP szintézis mérése

Az ATP szintézist egy kapcsolt enzimrendszerrel mértiik. A
standard mérési médiumhoz a kovetkezé anyagokat adtuk hozza:

1.5 mM NADP, 2 pl hexokinaz (2 U/ml), 2 pl glukdz-6-foszfat



dehidrogenaz, 2.5 mM glukéz, 20 pM (2R)-amino-5-
foszfonovalériansav (AP5, az adenilat-kindz inhibitora). A
mitokondridlisan ~ szintetizalt ATP-t az adenin nukleotid
transzlokator (ANT), kijuttatja a médiumba, ahol az ATP
reakcidba 1ép a gluk6zzal hexokinaz altal katalizalt folyamat soran.
A reakcio terméke a glukoz-6-foszfat pedig a glukoz-6-foszfat
dehidrogendaz  enzim  hatdsara  tovabb  oxidalédik  6-
foszfoglukonattd, amit a NADP® NADPH-va torténd redukcoja
kisér. A NAD(P)H abszorbanciat 340 nm-en a GBC UV/VIS 920
spektrofotométeren detektaltuk. A rendszer kiils6 ¢és belsd
végeztiik.

A mitokondrialis membranpotencial mérése

A A¥Ym meghatarozasdhoz egy kationos festéket, a safranin O
hasznaltunk, ami akkumulalodik az energetizalt mitokondriumok
belsd membranjaban és csokken az emisszidja. A mérések soran 2
uM festékkoncentraciot hasznaltunk. Az excitacidos €s emisszios
hullamhosszak 495 és 586 nm voltak. A kisérleteket 37 °C-on 0.1
mg/ml mitokondrialis protein koncentracido mellett a Hitachi F-
4500  spektrofluoriméterrel ~ (Hitachi High  Technologies,
Maidenhead, UK) végeztiik.

A mitokondrialis Ca”" felvétel mérése

A mitokondiumokat ADP ¢és 1égzési szubsztratokkal egyetemben

az inkubaciés médiumhoz adtuk. A szabad Ca?' koncentraciot



minden egyes Ca’* hozzdadis utdn kiszamoltuk a Chelator
szoftverrel és mértiik az alabb leirt modszerrel. A mitokondrialis
Ca®* felvételt Calcium green fluoreszcencidval mértiik 505 nm
excitacios és 535 nm emisszios hullamhosszon 37°C-on a Hitachi
F-4500 spektrofluoriméterrel.

Western blot

A mérésekhez az izolalt mitokondriumok fagyasztott-felolvasztott,
szuszpendalt mintait hasznaltuk fel. A mitokondrialis pelleteket
natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-
PAGE) valasztottuk el. Az elvalasztott fehérjéket metanollal
aktivalt polivinilidén-difluorid membranra vittiik at. Az immunblot
vizsgalatot az antitestek gyartoi altal javasoltak szerint végeztiik.
Egér monoklonalis anti-ciklofilin D (cypD; Mitosciences, Eugene,
OR, USA), nyul poliklonalis anti-OGDH, anti-DLST, anti-DLD,
anti-VDACL, anti-CypD, anti-GR, anti-GPX1, anti- A TRX és
anti-PRX3 (Abcam, Cambridge, UK) primer antitesteket 1 pg/ml
koncentracioban, mig a nyul poliklonalis anti-mangan szuperoxid-
diszmutazt (MnSOD; Abcam) 0,2 pg/ml koncentracioban
alkalmaztuk. egy peroxidaz-kapcsolt masodlagos antitest
segitségével( szamar — antinyul/antiegér) tortént és fokozott
kemilumineszcencias detektalo reagenssel. A denzitometrias
értékeléshez Fiji szoftvert hasznaltunk.

Anyagok
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Minden laboratoriumi vegyszert a Sigma Aldrichtol (St. Louis,
MO, USA) szereztink be, kivéve az ADP-t (Merck Group,
Darmstadt, Németorszag), az a-GP-t (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA) és az Amplex UltraRed-et (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok).

Statisztika

Az adatokat altalaban atlag + S.E.M. A normal eloszlast az F-
probaval teszteltik. A statisztikai kiilonbségeket felbecsiilésére
tobb szempontos varianciaanalizis (SIGMASTAT; Systat Software
Inc., San Jose, CA, USA), majd Bonferroni-korrekciot
hasznaltunk. A p < 0.05 értékeket tekintettiik szignifikdnsnak.
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EREDMENYEK
1.Vizsgalatainkban az KGDHC alegységeinek heterozigota

mutacioit hordoz6 egértorzsekben monitoroztuk az
oxigénfogyasztast, a ROS termelést és a fehérje expressziot. a-KG
1égzési szubsztrat jelenlétében ADP nélkiil nem volt szignifikans
eltérés a kiillonb6zo csoportok kozott. Az ADP hozzaadasaval a
légzés mértéke fokozodott, azonban mindkét transzgénikus
csoportban az oxigénfogyasztds ndvekedése kisebb volt, mint a
kontroll csoportban. Szukcinat és a-glicerofoszfat szubsztratok
jelenlétében nem tapasztaltunk eltérést az oxigénfogyasztasban az
KGDHC alegységhianyos illetve kontroll csoportok kozott.

A ROS termelésben o-KG esetében a kovetkezd tendenciat
tapasztaltuk: WT>DLST">DLD"", de szignifikans kiilonbséget a
WT ¢és a transzgenikus csoportok kdzott csak az ADP hatasa utan
az ANT-t gatld karboxyatractylat (CAT) jelenlétében mértiink. Az
ANT CAT altali gatlasat kovetéen a A¥m hiperpolarizacidja miatt
emelkedik a H,0, képzédés mértéke. A DLD*" csoportban a H,0,
képzodés CAT hozzdadasa utan szignifikdnsan csokkent a
kontrollhoz képest. CI gatlo rotenon hatdsara minden csoportban
fokozott H,O, termelést tapasztaltunk, de szignifikans eltéréseket
mértiink a kontroll és a transzgenikus csoportok kozott (a
transzgenikus csoportok ROS képzése kisebb mértékben
emelkedett rotenon hatasara, mint a kontroll¢). A rotenon utan
hozzaadott antimycin A-val a Ill-as komplex gatlasa csak

kismértékben stimulalta a H,0O, képzédést. Tovabbra is
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szignifikansan kisebb ROS termelés volt mérheté a kontrollhoz
képest az Osszes transzgenikus csoportban antimycin A
jelenlétében.

A szukcinat altal kivaltott ROS képzddés soran (ADP hidnyaban) a
szukcinatbol szdrmazd elektronok a komplex II feldl visszafelé
aramolhatnak az 1. komplexen 4at és a NAD"-ot NADH + H'-va
redukaljak. Ezt az utat reverz -elektrontranszportnak (RET)
nevezik, ahol a ROS képzddés sebessége kb. egy nagysagrenddel
nagyobb, mint a fiziologias, a II. komplex fel6l a III. és IV.
komplex felé iranyuld elektronaramlasban. Ilyen koriilmények
kozott a vad tipustt mitokondriumok mutattak a legnagyobb H,0,
termelést szukcinat jelenlétében. A KGDHC alegység hianyos
csoportban a DLD™" ROS képzddés szignifikansan kisebb volt,
mint a kontroll csoporté. Az ADP hozzidadasa megsziintette a
RET-hez sziikséges feltételeket, ezaltal csokkent a H,0, termelés.
Ilyen korilmények kozott nem volt szignifikans eltérés a vizsgalt
csoportok kozott. Az a-GP is képes tamogatni a RET-et az agyi
mitokondriumokban, ez azonban erdsen fiigg a szubsztrat és az
exogén Ca”" koncentraci6jatol. Az a-GP jelenlétében mért H,0,
termelés a-GP hasonl6 eredményeket mutatott mint a szukcinatos
mérések esetében.

Ezt kovetden a kiilonbozo allatcsoportokban vizsgaltuk a KGDHC
alegységek mitokondrialis fehérje expresszigjat. A KGDHC

alegység  expressziés  szintjeit a SOD2  expresszidjara
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normalizaltuk. Az Osszes transzgenikus konstrukcioban az El
alegység (OGDH) expresszioja csokkent volt a vad tipushoz
képest. Ahogy az varhat6 volt, az E2 (DLST) alegység expresszios
szintje alacsonyabb volt a DLST" mitokondriumokban a
kontrollhoz képest. Az E3 (DLD) alegység expresszidja csokkent
volt a DLD™" allatokban.

A disszertaci6 masodik felében a metilénkék (MB)
mitokondriumokra gyakorolt hatasat vizsgaltuk. A vizsgalatokban
MB-et olyan koncentracié-tartomanyban (100 nM — 1 uM)
hasznaltuk, amely koncentraciok esetén a sejtes vizsgalatokban
relevans, neuroprotektiv hatdsokrdl szamoltak be. A glutamat-
malat szubsztratkombinacioval energetizalt agyi mitokondriumok
oxigénfogyasztasa ADP hianyaban 375+20,6-161 618,3+36,2
pmol/s/mg emelkedett 1 uM MB hozzaadasa utan. Azonban az
ADP-stimulalt légzést a MB nem befolyasolta. A rotenonnal
(komplex I) gatolt mitokondriumokban a metilénkék fokozta az
oxigénfogyasztast.

A fiziologias koriilmények soran a mitokondrialis ATP képzodését
a MB nem befolyasolta, viszont szignifikans fokozta az ATP
termelést a rotenonnal gatolt mitokondriumokban.

A glutamat-malattal 1€gz6 mitokondriumokon a rotenon a
mitokondrialis membranpotencial gyors depolarizacidjat idézte

el6, amely 1 pM MB hozzaadasat kovetéen helyredllt. Ezek a
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mitokondriumok, hasonléan a kompetens, ATP-t szintetizald
mitokondriumokhoz, depolarizacioval reagaltak az ADP
hozzdadasara. A MB hatasat a mitokondrialis Ca** felvételre
normal és rotenonnal kezelt mitokondriumokban vizsgaltuk. A
Ca?* felvétel sebessége 1 pM MB jelenlétében csokkent glutamat
plusz malattal energizalt kontroll mitokondriumokban. Ezzel
ellentétben a rotenonnal kezelt mitokondriumokban cskkent Ca®*
felvételt a MB javitotta, Osszhangban a hasonld koriilmények
kozott megfigyelt, részben helyreallitott membranpotenciallal. A
tovabbiakban a H,0, képzddést vizsgaltuk agyi
mitokondriumokban MB jelenlétében. A MB figyelemreméltoan
nagymértékben stimulalta a H,O, termelést glutamat és malat
jelenlétében. A H,0, képzddés MB altali stimulaldsa mind ADP
hidnydban, mind jelenlétében szignifikans volt, bar ADP
jelenlétében az emelkedés kisebb mértékii. A rotenonnal kezelt
mitokondriumokban a H,0, képz6dés tovabb ndvekedett MB
hozzdadasa utan. Hasonld eredményeket kaptunk mas 1égzési
szubsztratok (szukcinat és o-GP) alkalmazasa esetén is, MB
hozzaadasa tovabb ndvelte a H,0, képzdodését kiilonbozo
koriilmények kozott (ADP jelenlétében és hianyaban, valamint a
komplex | rotenonnal torténd gatlasa esetén is).
KOVETKEZTETESEK

Eredményeink ravilagitanak a KGDHC alegységek

kulcsfontossagu szerepére a mitokondrialis ROS képzddés
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tekintetében. Csokkent mitokondridlis ROS termelést észleltiink
DLST* ¢ DLD™ KO allatokban, nemcsak az o-KG mint
szubsztrat jelenlétében, hanem a reverz elektrontranszportot
tdmogatd szubsztratok (szukcinat és a-glicerofoszfat) esetében is.
Ez utobbi eredményeink ravilagitanak a KGDHC alegységek
fontossagara az ischemia-reperfizio altal kozvetitett oxidativ
szovetkarosodasban. A vizsgalt  transzgenikus  allatok
mitokondriumaiban nemcsak a ROS termelése csokkent, hanem a
vizsgalt antioxidans enzimek expresszios szintje is mérséklodott

Vizsgalataink soran a metilénkék szamos, a mitokondriumok
bioenergetikai paramétereire kifejtett hatasat figyeltik meg.
Kisérletekben a MB izolalt agyi mitokondriumokban stimulalta a
légzést. Az oxigénfogyasztasbol nyert eredményeink szerint a MB
csak a nyugalmi oxigénfogyasztast stimulalta; az ADP-stimulalt
légzést nem befolyasolta. A MB szignifikansan ndvelte az
oxigénfogyasztast a rotenonnal gatolt mitokondriumokban, ami
alatdmasztja azt a feltételezést, hogy az MB részben
helyreallithatja a 1égzési lanc miikddését, amennyiben a 1égzési
lanc elektronjainak &ramlasa az [ komplexnél gatolt. Az
oxigénfogyasztas mellett a MB a mitokondriumok szamos egyéb
bioenergetikai paraméterét is pozitivan befolyasolta. igy
kisérleteink soran a 1égzési komplexgatlokkal kezelt, karosodott
mitokondriumokban megnovekedett ATP termelést, magasabb

membranpotenciélt illetve jobb Ca®*-felvevé kapacitast mértiink a
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MB hatasara. Ugyanakkor azonban fokozott H,0, felszabadulast
és csokkent eliminaciot is mértiink a MB hatésara.
A MB jotékony hatasat els6sorban 1égzésgatolt illetve karosodott

mitokondriumokban fejti ki.
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