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Hattér

A glutation (GSH) és a glutation diszulfid (GSSG), illetve a fehérje tiol és diszulfid aranya a
citoplazméban joval magasabb, mint az endo/szarkoplazmas retikulum (ER/SR) lumenében.
A maj ER membranban a GSH pedig nagyon lassan, a GSSG gyakorlatilag nem
transzportalddik. Az ER kilsé felszinén egy aszkorbat oxidaz hatasara aszkorbatbdl
dehidroaszkorbat keletkezik, ami bejut a lumenbe, ahol tiol oxidaciot valt ki, mikézben
visszaredukalddik. Az aszkorbat nem képes kijutni a lumenbdl, mert nincs transzportere. Az
aszkorbat oxidaz reaktiv oxigén vegyiiletet is termel, amely hozzajarul az intraluminalis tiol
oxidaciohoz.

Az SR intraluminalis Ca** koncentracidja tizezerszer magasabb, mint a citoplazmai. A
legfontosabb SR kalciumcsatorna a rianodin receptor (RyR), amely mas ionokat és
kismolekulédkat is transzportél. A szivizomra jellemz6 a RyR2 izoforma, a vdzizomban
els6sorban RyR1 talalhatd. A RyR fehérjéket megklonoztak, szekvenciajuk ismert, specifikus
antitestek és RyR izoformakat termel6 transzfektalt sejtek hozzaférhetok. A RyR1 “redox
potencidlkilonbség szenzor”-ként miikddik. A RyR kalciumcsatornaval k6zés komplexben
talalhatd egy feltételezett glutation transzporter, amely fenntartja a RyR szabalyozéaséhoz
sziikséges lokalis glutation gradienseket. Mind az oxidalt, mind a redukalt glutation atjut az
SR membranon, de a transzport részletes jellemzését es 6sszehasonlitasat nem végezték el.
Hipotézisunk szerint az SR-ben, a maj ER-hez hasonl6an, az aszkorbinsav szerepet jatszik az
intraluminalis fehérje és glutation tiolok oxidacidjaban, vagyis befolyasolja a sziv- és
vézizomsejt kalcium-homeosztazisat, a Ca®*-szignal erésségét és lefutasat. Feltételezziik,
hogy az SR-ben az ER-t6l eltéré glutation transzporter talalhato, amely vagy azonos a RyR
kalciumcsatornaval vagy kapcsolatban all vele és egyméas miikodését kdlcsondsen
befolyasolhatjak. Célunk az emlitett hatisok jellemzése és a humén SR glutation-
transzporterének azonositasa.

Az ER lumeneben uralkodo tiol-oxidald kérnyezetben olyan biokémiai reakciok is zajlanak,
amelyekhez redukalo erére van sziikség. Ilyen példaul a kortizon és kortizol egymasba

alakulésat katalizalé 11-béta-hidroxiszteroid dehidrogendz enzim 1-es tipusa (11HSDH1).



Fiziologias korilmények kozott a reakcio mindig a kortizon redukcioja irdnyaban zajlik,
amelyhez redukalt NADPH-t fogyaszt. Ez tehat arra utal, hogy a lumenben a piridin
nukleotidok — a tioloktol eltéréen — redukalt allapotban vannak. Mindez nem lenne lehetséges,
ha a ket redox rendszer egymassal reagalhatna, amit a citoplazmaban elsésorban a glutation
reduktdz enzim biztosit.

Fontos kérdés az is, hogy milyen folyamat biztositja a lumen redukalt piridin nukleotid
készletének fenntartasat. Azt ugyanis nem feltételezhetjiik, hogy a citoplazmai enzimek altal
eléallitott NADPH bejutva az ER lumenébe oxidalodik, majd a keletkezett NADP+
visszakertl a citoplazmaba. Ehhez ugyanis a NADP+ és a NADPH intenziv transzportjara
lenne sziikség, mig kordbbi megfigyelések azt valdszinisitik, hogy a membran nem atjarhato
ezen vegylletek szamara. Valamilyen lumindlis dehidrogenaznak kell tehat részt vennie a
folyamatban. A legval6sziniibb erre a feladatra a gluk6z-6-foszfat 6-foszfoglukonatta

alakulasat katalizalo hexoz-6-foszfat dehidrogenaz (H6PDH).

Eredmenyek

1. Glutation-transzport a SR mebranon keresztil

Két kilonb6z6 modszerrel (gyors-sziirés és ,,light-scattering™) megmeértiik a maj mikroszéma
(endoplazmas retikulum; ER), illetve a harantcsikolt izom mikroszéma (szarkoplazmas
retikulum; SR) membranjan keresztili glutation (GSH) transzport sebessegét. Mindkét
maodszerrel mérve azt tapasztaltuk, hogy az SR membranban Iényegesen gyorsabb a
transzport: mig az ER menbran alig ereszti 4t a GSH-t, addig az SR membrén kifejezetten
GSH-permeabilisnak mutatkozott, holott a két membran altalanos (egyéb vegytletek iranti)
ateresztoképessege nagyon hasonlo.

A tovabbiakban az egyszeriibb és kevéshé koltséges fenyszdrason alapul6 technikéat
alkalmaztuk, és elséként 6sszehasonlitottuk a GSH-nak, valamint oxidalt diszulfidjanak
(GSSG) transzportjat 6t killdnb6zé mikroszomaban. Az agy és a szivizom mikroszéma a maj
mikroszomahoz hasonléan rosszul transzportalja mind a GSH-t, mind a GSSG-t. A
harantcsikolt izom mikroszoma gradiens centrifugalassal megtisztitott terminalis ciszterna
(TC) frakcioja azonban gyakorlatilag akadalytalanul ereszti at mindket vegydletet. A glutation
transzport sebessége tehat jol korrelal a rianodin receptor kalcium csatorna (RyR) egyik
izoformédja, a RyR1 mennyiségével; az ugyanis csak a harantcsikolt izom SR-ban, azon belil
is leginkabb a TC frakcidban van jelen. Ezért ebben a két membranpreparatumban tovabb

tanulmanyoztuk a glutation transzportjat, hogy kimutassuk a RyR1 esetleges szerepét.



El3szor megvizsgaltuk killonbdzs RyR gatlészerek (Mg?*, ruténium vérds, nagy
koncentracidju rianodin) hatdsat a transzportra, és azt talaltuk, hogy azok hatékonyan gatoltak
mind az izom mikroszémaban, mind a TC frakcidban. Mivel a kezeletlen vezikulakban a
transzportot tovabb fokozni mar nem lehetett, megnéztiik, hogy a Mg®* ionnal gétolt
transzportra hogyan hatnak a RyR agonistak (adenin nukleotidok: AMP, ADP, ATP és acil-
KoA). Mind a négy vegylilet aktivalta a glutation transzportot; az acil-KoA gyakorlatilag
megsziintette a gatlast.

Eredményeink alapjan arra kdvetkeztetlink, hogy a RyR1 komplex — kdzvetve vagy akar
kdzvetlenll — részt vesz az SR membranon keresztili glutation transzportban, igy a membran
Ca®" ion és antioxidans transzportja egyiittesen szabalyozédik. A jelenség fizioldgias szerepét
egyelére nem ismerjik.

A kutatas folytatasaként arra torekedtiink, hogy ezt a megfigyelést kozvetlen bizonyitékokkal
tamasszuk ald, és tisztazzuk, hogy a RyR1 szabalyozdokeént vagy transzporterként vesz részt a
folyamatban.

A gyorssziirésen alapul6 glutation transzport mérés bedllitasahoz sziikségiink volt egy olyan
transzport gatlészerre, amely megakadalyozza az intravezikularis glutation kimosddasat a
méres kdzben. Ha ugyanis a mikroszomat gatloszer nélkul sztrtliik és mostuk, —a membran
nagymeértékii permeabilitdsa miatt — a mar felvett glutation teljesen eltiint a vezikulumokbol,
igy felvételt kimutatni nem lehetett. A kordbban mar vizsgélt RyR1 gatloszerek (rianodin,
ruténium voros) mellett a kationcsatornak altalanos gétloszerérsl, a La** ionrdl is kimutattuk,
hogy gatolja az izom mikroszéma glutation felvételét. Amikor a harom gatldszer hatasat a
glutation kiaramlas esetén vizsgaltuk, azt a meglepé erdményt kaptuk, hogy a rianodin és a
ruténium voros hatastalan volt, a LaCls azonban hatékonyan gétolta a transzportot mindkét
irdnyba. A gyorssziireses transzport meréseknél tehat LaCls tartalmu pufferrel mostuk a
mikroszomat, igy sikeriilt a glutation felvételt kozvetlenil detektalni. E mddszer
felhasznalaséaval alatdmasztottuk a korabban fényszorasos modszerrel tett megfigyelésiinket,
hogy a RyR receptor gatldszerei a glutation transzportot is gatoljak.

RyR1 csatornat expresszalo transzfektalt, illetve vad tipusu HEK293 sejtekb6l mikroszomat
allitottunk el6, és 6sszehasonlitottuk a glutation transzport sajatossagait a ketféle mintan. A
RyR1 csatornat tartalmazo vezikulumok esetében éppugy sziikség volt a moso oldatban a
LaCls jelenlétére, mint az izom mikroszoma tanulményozasakor. A RyR1-et nem tartalmazé
mikroszomaknal ezt a jelenséget nem észleltiik. A RyR géatloszerek (rianodin, ruténium voros)
a transzfektalt sejtekb6l szarmazo mikroszoma glutation felvételét gatoltak, mig a vad tipusu

sejtek mikroszdmain hatastalanok voltak. A RyR1-et tartalmazo membranban tehat a



gluatation transzportja olyan volt, mint a harantcsikolt izom szarkoplazmas retikulumabdl
szarmaz6 membranban. Eredményeink tehat azt bizonyitjak, hogy a RyR1 kozvetlendl
transzporterként vesz részt a glutation ateresztéseben.

Azt a fent emlitett jelenséget, hogy — szemben a lantan ionokkal — a rianodin és a ruténium
voros nem gatolta a glutation kifelé iranyuld transzportjat, tovabb tanulmanyoztuk, és
megéllapitottuk, hogy a RyR1 csatorna magas intraluminalis GSH szint esetén rezisztenssé
vélik e két gatlészerre. Ca** ionokkal és glutationnal feltoltétt mikroszomén a rianodin és a

ruténium voros a kalcium kiaramlast sem gatolta, mig LaCls ilyenkor is hatékony volt.

2. Az ER lumen redox rendszerei

A méj ER lumeneben a tiol-diszulfid redox rendszer oxidalt allapotban van, mégis redukalt
NADPH-t felhasznalé enzimek (pl. 11HSDH1) mtikddnek. A két redox rendszer kapcsolatat
patkany maj mikroszoméakon tanulmanyoztuk. Kimutattuk, hogy a nativ mikroszéma
fluoreszcens spektruma a redukalt piridin nukleotidokéhoz hasonlo. A fluoreszcencia valdban
a redukalt piridin nukleotidok jelenlétét jelzi, mivel killénbdz6 NADPH-t oxidalo vegyuletek
(pl. kortizon) adasara mértéke csokkent. Ezt a csokkenést glukoz-6-foszfat (G6P) adasa
ellensulyozta, amit az ER membranjaban elhelyezkedé G6P transzporter gatlasaval ki lehetett
vedeni. Ennek az a magyarazata, hogy a lumenben elhelyezked6 hexdz-6-foszfat
dehidrogendz NADPH-t termel. Fontos megjegyezni, hogy 6nmagaban kortizol vagy G6P
adasa csak mérsékelt fluoreszcencia-novekedést eredményezett, ami arra utal, hogy a piridin
nukleotidok eleve elsésorban redukalt allapotban vannak. Megéllapitottuk tehat, hogy a tiolok
szdméra oxidativ kdrnyezetben valoban egy redukalt piridin nukleotid pool talalhat6. Ez pedig
csak gy lehetséges, ha a két redox rendszer kézott nincs funkcionalis kapcsolat. Western blot
analizissel és aktivitasmérésekkel igazoltuk, hogy a glutation reduktaz enzim, amely a sejt

egyeb részein a két rendszer kdzotti kapcsolatot biztositja, nincs jelen az ER lumenben.

3. Endoplazmas retikulum stressz és apoptozis skorbutban

A munkacsoport korabban kimutatta, hogy az aszkorbat in vitro elésegiti a maj
mikroszomaban a diszulfidhidak kialakuldsat. A mechanizmus in vivo szerepét 4 hetes
aszkorbatmentes diétaval skorbutizalt tengerimalacokon tanulmanyoztuk. A skorbut
kialkulasaval parhuzamosan a Grp78 (BiP), a Grp94, illetve a protein diszulfid izomeraz
indukcidjat figyeltik meg, ami ER stresszre utal, melyet a k&rosodott fehérjetekeredés
okozhat. A skorbutos allatok majaban fokozddott az apoptdzis, ami az elhtizdédé ER stressz

kovetkezmenye lehet. A fehérjeindukciok és az apoptozis visszatért a kontroll szintre az



aszkorbat visszaadasakor. A kimutatott ER-stressz és apoptézis alatdmasztja az aszkorbat

szerepét a fehérje-foldingban.

4. Uj modszer kidolgozasa az ER membranon keresztiili transzport mérésére

A mikroszomalis transzport merésére leggyakrabban a gyorssziiréses modszert alkalmazzak,
amely az intra- és extravezikularis tér gyors elvalasztasan alapul. El6feltétele a ligand
érzékeny és pontos detektalhatosaga, amit rendszerint radioaktiv izotopot tartalmazé analdg
felhasznalasa biztosit. A jelzett analég azonban gyakran nem vasarolhaté meg, eléallitasa
pedig nehéz és koltséges. Ezért kidolgoztunk egy Uj modszert, amely 6tvozi a gyorsszirést a
HPLC/MS-MS detektalassal, igy lehetvé teszi jeldletlen molekulak transzportjanak
tanulmanyozasat. Emellett az (j mddszer tobb vegylilet egyidejii transzportjanak mérésére és
a ligand stabilitdsdnak nyomonkdvetesere is alkalmas, érzékenysége hasonlé a radioaktiv

detektalaséhoz, viszont gazdasagosabb annal.



