A kutatomunka lényegében a szerzédésben vallaltaknak megfelelé (temben és
eredményesseggel folyt, annak ellenére, hogy a résztvevék személye az évek soran
valtozott. Kollar Anna a Ph.D tanulményait feladva a csaladjaval kulfoldre ment, az
utolsd két évben Sipos Ildikd és DOmotor Eszter mar nem vett részt a munkaban, mert
klinikusok lettek, Torécsik Bea édesanya lett, viszont visszajott az Egyesiilt Allamokbol
Christos Chinopoulos és csatlakozott a munkacsoporthoz Ddczi Judit, igy a vallalt munka
zavartalanul folyhatott. Ennek célja, ahogy a szerzédésben is fogalmaztunk ,,annak a
molekularis mechanizmusnak a megértése volt, amely az oxidativ stressz sejtkarositd

hataséaért felelés”. Az elért eredmények az alabbiak:

1. A sejt pusztuldsban fontos szerepet jatsz6 glutamét felszabadulasat vizsgaltuk izolalt
idegvégzddésekben az ischemias allapotot jol modellezé egyidejii Na® terhelés és
oxidativ stressz hatdsara. Az alkalmazott, enyhe oxidativ stressz (100 uM H,05)
dnmagaban nem indukalt glutamét felszabadulast, de szignifikansan ndvelte a kisddzisu
(10 pM) veratridin &ltal kivaltott Ca**-fuggetlen neurotranszmitter felszabadulast. A
nagyobb dézisu (40 pM) veratridin indukalta glutaméat felszabadulast azonban az
oxidativ stressz nem potencirozta. Ez azt jelenti, hogy a kismértékii Na* terhelés hatasat
az oxidativ stressz fokozza és Ca’*-fiiggetlen glutamat felszabadulashoz vezet, foként a
neurotranszmittert felvevs, Na'-gradienstdl fliggé transzporterek forditott mikodése
révén. Masrészt, az oxidativ stresszel kombinalt Na'-terhelés jelentés ATP szint
csokkenést okoz, mely az exocitotikus vezikuldkbol torténé glutamat felszabadulast
gatolja. Eredményeink arra mutatnak ra, hogy az ischemia soran kialakulo Na'-terhelés
mértéke dont6 tényezé lehet a reperf(zio soran, az oxidativ stressz kdvetkezteben
kialakulo glutamat excitotoxicitds mértékenek meghatarozasdban (Tretter and Adam-
Vizi, J. Neurochem. 83, 855-862, 2002).

2. Megallapitottuk, hogy hidrogén peroxid (25-50 pM) altal kivaltott oxidativ stresszre
csokken az idegvégzédésekben a gluthation mennyisége, ami a hidrogén peroxid
eliminalas kovetkezménye. A vélasz gyors, 5 percen belil megtorténik az oxidans 70 %-
nak az eliminalasa, a total és redukalt gluthation mennyisége 10 perc utan kezdett

visszatérni. Az endogén glutamat fontos szerepet jatszik a gluthation szint fenntartasaban,



glutaméat adassal a gluthation szint csokkenés meérsékelhetd, mikdzben a glutamét
metabolikus felhasznalasa csokkent. Fontos kovetkeztetés ezekbdl az eredményekbdl,
hogy oxidativ stressz sordn a glutamat metabolizmusa hozzajarul a gluthation szint
fenntartdsahoz és ezaltal az idegvégzédésekben az antioxidans kapacitas fenntartdsahoz
(Tretter at al. Neurochem.Int. 42, 393-400, 2003).

3. Leirtuk azt az osszefiiggést, ami a mitokondrialis 1égzési komplexek géatlasa és a
reaktiv oxigen szarmazékok (ROS) keletkezése kozott fennéll izolalt idegvégzédesek
in situ mitokondriumaiban. A komplex | gatlas, méar kismértékii gatlas esetén ROS
képzodeéssel jar, mig a komplex 111 és Komplex IV nagymértéki (> 70%-0s) gatlasa
szlikséges ahhoz, hogy in situ mitokondriumban mérheté6 mennyiségi ROS keletkezzen.
A merésekben a ROS keletkezést kdvettik a hidrogén peroxid direkt detektalasaval és a
hidrogén peroxid hatasara létrejovo akonitaz gatlassal egyarant. Ennek a megfigyelésnek
a fontossagat az adja, hogy Parkinson korban elhunyt beteget agyabol szdrmazé post-
mortem mintadkban a komplex | 25-30 %-os gatlasat figyelték meg, amely mellett a mi in
vitro kisérleteinkben mér szignifikins ROS keletkezés volt észlelhetd, vagyis a
patomechenizmusban ez fontos tényezé lehet, mert ahogy kimutattuk, a mennyisege
elégséges ahhoz, hogy gatolja az endogén akonitazt. Ezzel szemben Alzheimer kdrban,
ahol a komplex Il csokkent aktivitasat észlelték, a mi adataink szerint a légzesi lanc
karosodas masodlagos esemény (Sipos et al. J.Neurochem. 84, 112-118, 2003; Tretter et
al, Neurochem. Res. 29, 569-577, 2004).

Megallapitottuk azt is, hogy in situ mitokondriumokban a komplex géatlasok
kdvetkeztében létrejové ROS termelés a mitokondrium membréanpotencialtol fiiggetlen
(Sipos et al., Neurochem. Res. 28, 1575-1581, 2003). Ez egy tovabb vizsgalando6
eredmény, mert kétségessé tesz egy ujkeletii neuroprotektiv stratégiat, amelynek az a
Iényege, hogy in vivo a mitokondrium membranpotencialjanak csokkentésétél a ROS

termelés csokkenése és ily modon neuroprotekcio varhato.

4. A mitokondriumok nemcsak az oxidativ stressz érzékeny célpontjai, hanem maguk is a
szabadgyokok egyik legfontosabb sejten beltli termel6i. Vizsgalatainkban a

mitokondriélis 1égzési szubsztratok hatésat vizsgaltuk in situ korilmények kozott a



ROS termelésre és az akonitdz enzim aktivitasara. Kisérleteinkben izolalt agyi
idegvégkészilékeket hasznaltunk, melyekben a mitokondriumok in situ, a fiziol6giashoz
kozelallo korulmények kozott vizsgalhatok. Az akonitdz enzim extrém mértékben
érzékeny a szuperoxidra és a hidrogén peroxidra, igy a mitokondriélis szabadgyokképzés
helyi szenzorénak is tekinthet6. Vizsgalataink azt mutattdk, hogy a citrat kivételével
minden vizsgalt respiracios szubsztrat (izocitrat, alfa-ketoglutarat, szukcinat, piruvat)
novelte a ROS termelést glukéz mentes médiumban tartott szinaptoszoméakban. Az alfa-
ketoglutarat kivételével minden szubsztrat egyszersmind vedelmet is nyujtott az
akonitaznak az inaktivalodassal szemben. Ebbé6l a szempontb6l a piruvat hatdsa kilon
kiemelend6é, mert hatdsa azt mutatta, hogy az akonitaz aktivitasat a szabadgyokokon
talmenden az enzimen atmené szubsztrat fluxus is jelentésen befolyasolja (Tretter et al,
Neurochem. Res. 30, 1331-1338, 2005).

5. Megéllapitottuk, hogy az alfa-ketoglutarat metabolizmusa specidlis jelentéséggel bir a
citrat-kor és az egész sejt metabolizmusa szempontjabol, nemcsak azért, mert ez a citrat-
kor sebességmeghatarozé enzime, de azert is, mert az a-ketoglutarat dehidrogenaz
normdl katalitikus funkcidja soran hidrogénperoxidot termel. Az izolalt enzim
vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a hidrogen peroxid keletkezés mértéke a NADH/NAD
aranytol és a Ca®* koncentraciotél fiigg. Minél nagyobb a NADH/NAD arany, annal
nagyobb mértékii az enzim H,0, termelése. A Ca?* abban a koncentréaci6 tartomanyban,
amelyben aktivalja az enzim katalitikus funkcidjat, fokozza a H,O, termel6dést. 1zolalt
idegvégzodésben, ha nem a glukéz a szubsztrat, hanem o-ketoglutarat, a hidrogén
peroxid keletkezés 2.5-szeresre fokozodik és csokken az akonitaz aktivitds, ami jelzi,
hogy olyan mértékii hidrogén peroxid keletkezésrél van sz6, amely az endogén,
oxidansokra érzékeny enzimeket gatolni képes (Tretter and Adam-Vizi J.Neurosci. 24,
7771-7778, 2004). Velink egy iddben, izolalt mitokondriumon dolgozva, hasonld
kdvetkeztetésre jutott Starkov és mtsai. Ezeket a munkakat a Nature Neuroscience egy
figyelem felhivd cikkben referalta. A fenti adatok azt mutatjdk, hogy fizioldgias
korulmények kozott a citrat kor egy enzimje reaktiv oxigén szarmazékot képez, amely
minden olyan patologiés esetben, amelyben megné a NADH/NAD arany oxidativ stressz

kialakulasahoz vezethet. Ez torténik ischemiaban, amikor az oxigén hiany miatt csokken



a NADH redukcioja a legzesi lancban, illetve ez torténhet Parkinson korban a
nigrostriatalis neuronokban, ahol a komplex | részlegesen gatolt (Tretter and Adam-Vizi
Phil.Trans.R.Soc.B 360, 2335-2345, 2005).

6. Jellemeztik az agyi kapillaris endothel sejtek (blood-brain barrier) pH regulacioban
szerepet jatsz6 mechanizmusait primer agyi kapillaris endothel sejttenyészeten.
Megallapitottuk, hogy a normal nyugalmi pH fenntartasaban, valamint az intracellularis
acidifikalas utani pH visszaregulaldsban a Na-H cseretranszport és a bikarbonat-klorid
cseretranszport egyarant részt vesz. RT-PCR technikaval a Na-H exchanger gén csalad
NHE-1, -2, -3 and -4 izoformainak jelenlétét detektaltuk. Oxidativ stressz a sejtek
nyugalmi pH-jat nem befolyéasolta, azonban hidrogén peroxid jelenlétében az
intracelluléris acidifikalast koveté pH visszaregulélds lelassult. Ez azt mutatja, hogy
oxidativ stressz a normal intracellularis pH mellett a Na-H cserélé mikodését nem
befolyésolja, azonban intracelluléris savanyodas esetén, pl. ischemiaban a transzporter
muikddeset gatolja (Sipos et al, Cell. Mol. Neurobiol., 25, 141-151, 2005).

7. Agyi kapillaris endothel sejtek tenyészetén leirtuk az intracellularis kalcium
koncentracio emelkedést koveté mitokondridlis kalcium szignalok jellemzéit. A
sejtekben intracellularis kalcium koncentracio emelkedest plazmamembran receptorok
(ATP) stimulaldsaval vagy kalcium ionofor alkalmazéssal valtottunk ki. Wide-field
fluoreszcens image és digital image technikaval egyetlen mitokondrium szintjén elséként
mutattuk ki az intracellularis kalcium felvétel és leadas diszkrét helyeit, az u.n.hot-spot-
okat, valamint azt, hogy a kalcium lateralisan diffundal a mitokondriumon belll és ez a
diffazio a mitokondridlis haldzat rovid szakaszaira korlatozodik. Fluoreszcens festékkel
lathatova tettilk, hogy besugarzés a mitokondrialis membranpotencidl szinkron
fluktuécidjat okozta a mitokondrialis hal6zat nagy terlletein, ami arra utal, hogy a hal6zat
bizonyos részei elektromos szinciciumot alkotnak, ezzel szemben a kalcium mozgas az
individualis mitokondriumokra korlatozodik (Gerencsér and Adam-Vizi, Biophys. J. 88,
698-714, 2005).



8. Glutamat meghataroz6 szerepet jatszik a neuronok ischemiat koveto Kiterjedt
karosodasaban, de ennek molekuléaris mechanizmusa nem ismert. Agyi kortikalis sejtek
tenyészetén modelleztik a glutamat excitotoxikus hatasat, koévetve a glutamat
expoziciot koveté kezdeti és az idében utdna kovetkezé u.n. delayed kalcium
deregulaciot (DCD). Ez utobbi van dsszefuiggésben a sejtkdrosodassal. Megéllapitottuk,
hogy a masodlagos kalcium koncentracié emelkedes gatolhato olyan szerekkel, amelyek
a TRP (transient receptor potential) csatorna gatloi. Ezek a csatornak jelen vannak a
neuronokban, funkciojuk egyenlére ismeretlen. Valdszinisithet, hogy a TRP csatornak
néhany tagja azonos az u.n. store-operated kalcium belépésért felelés csatornaval.
Eredményeink arra utalnak, hogy a TRP csatorndkon keresztil torténé kalcium bearamlas
a sejtekbe felelés lehet azért az intracellularis kalcium terhelésért, amelynek
kovetkezteben a sejtek glutamét terhelést kovetéen elpusztulnak (Chinopoulos et al,
J.Neurochem. 91, 471-483, 2004).

9. Patkany agyi kapillaris endothel sejtek Ca®-aktivalta nem-szelektiv kation
csatornait (CA-NSC) vizsgaltuk. Bar a CA-NSC csatornak nagy szamban vannak jelen az
agyi kapillaris endothel sejtek felszinén, e csatornak élettani jelentésege egyelére nem
ismert. Munkank elején minddssze annyi volt ismert, hogy a CA-NSC csatorna Na*-ra és
K*-ra permeabilis, és hogy intracellularis Ca®* aktivalja, citoplazmatikus nukleotidok
pedig gatoljak. Els6 megkozelitésként a csatorndk pontos biofizikai jellemzését tiiztik Ki
célul.

Részletesen jellemeztik a CA-NSC csatornak kapuzasat intracellularis nukleotidok
hianyaban. Megéllapitottuk, hogy kozvetlenil a sejtbél torténé kiszakitas utan a csatornat
mikromoélos intracellularis Ca** aktivélja, fél-maximalis aktivaciot kb. 20 uM Ca®* okoz.
A Ca®" a csatorna nyitasi sebességét stimulalja, a csukodasi sebességnek nincs jelentds
[Ca*]-filggése. A sejthd] torténé kiszakitas utan a CA-NSC csatornak gyorsan elveszitik
aktivitasukat, e folyamat idéallandéja kb. 30 méasodperc. Az aktivitasvesztés a Ca®" iranti
érzékenység csokkenését tukrozi, a deaktivalddott csatornak nagy (millimolos)
intracellularis [Ca®*] alkalmazésaval tovabbra is megnyithatok. A CA-NSC csatornak
kapuzésa, konstans intracellularis [Ca®*] mellett, fesziiltségfiiggést is mutat. Kozepes

intracellularis [Ca?*] mellett -80 és + 80 mV kozétt a nyitvatartasi valdsziniiség kb. 0.2-



rél 0.8-ra né. A depolarizaci6 megnéveli a csatornék latszélagos [Ca?*]-affinitasat,
magasabb [Ca’*]-k pedig balra toljék a fesziiltség-aram karakterisztikat. Mind a csukva-,
mind a nyitvatartasi idék eloszladsa tobb exponencidlis komponenst tartalmaz (a
nyitvatartasi idoké legalabb 4-et, a csukvatartasi idoke legalabb 5-6t). Ez arra utal, hogy a
kapuzéasi séma bonyolult, a csatornak szamos stabil csukott és nyitott konforméacidval
rendelkeznek. A Ca’* és a fesziiltség e konforméciok kozotti atmenetek sebességi
allandoit modulaljak. A kiszakitast koveté aktivitdsvesztés részben visszafordithatd
redukaloszerek, pl. DTT vagy P-merkaptoetanol, alkalmazédsaval. Ebbo6l arra
kovetkeztetiink, hogy e jelenséghez a csatornak citoszolikus felszinén talalhatd cisztein
oldallancok oxidacidja (diszulfid hid keépzédes) is hozzajarul. E jellemzok alapjan a
csatorndk  élettani  mikodésére  vonatkozéan a  kovetkez6 — megéllapitasok
valészintisithetsk. Az aktivaciohoz sziikséges magas, mikromélos, intracellularis [Ca®']
arra utal, hogy a Ca®" forrésa a csatorna kozvetlen kozelében kell elhelyezkedjen. Ilyen
lehetséges forrasok e sejtek plazmamembrénjaban talalhato raktarvezérelt Ca®*-csatornak
és mechanoszenzitiv kation csatornak, valamint az intracellularis Ca?*-raktarak 1P,
receptorai. Miutan a CA-NSC csatornak megnyilasa a sejtmembran depolarizaciojahoz
vezet, e csatorndk miikodése szerepet jatszhat a Ca?* tranziensek idébeli lefutasanak
alakitasaban (Csanady and Adam-Vizi. Biophys. J. 85, 313-327, 2003).

10. Inside-out patch-clamp mérések részletes Kinetikai elemzésével tanulmanyoztuk a
nukleotid okozta gatlas molekularis mechanizmusat a fenti csatorna jellemzésében. Az
ATP, ADP, és AMP a nyitasi sebesség lassitasaval és a csukodasi sebesség gyorsitasaval
érik el gatlo hatasukat. A leghatékonyabb gatloszer az AMP, amelynek latszélagos
affinitdsa kb. 2 uM (az ADP ~ 9 uM, az ATP ~17 uM koncentracidban okoz fél-
maximalis gatlast). Kinetikai vizsgalatokkal megéallapitottuk, hogy az ATP, az ADP és az
AMP kozos kotohellyel rendelkeznek a CA-NSC csatornan. Gatlé hatasuk egyszeri
reverzibilis kotodés eredménye: erésebben kotédnek a csatornahoz a csukott
konformécidban, ezért stabilizdljak azt. Meghatdroztuk a csatorndk nukleotid-
érzékenységi profiljat. A nukleotid bazis kémiai jellege nem meghataroz6 (UTP és CTP
is gatlo hatasu), azonban valamely bazis jelenléte mindenképpen sziikséges (riboz-5-
foszfat és 1-foszforibozil-5-pirofoszfat). Ciklikus nukleotidok (ciklikus AMP, ciklikus



GMP) nem gétoltak, és dinukleotidok (NAD, NADH, NADP, NADPH, NAADP, ADP-
riboz, ciklikus ADP-ribdz) is csak nagy koncentraciéban okoztak részleges gatlast. Azok
a nukleotidok amelyek nem, vagy csak kis mértékben, gatoltak, nem voltak képesek
kivédeni az egyidejiileg adott ATP gatlé hatasat. Valdszini, hogy e nukleotidok nem
kotédnek hatékonyan a csatornahoz. Végul felfedeztiik, hogy a nukleotid okozta gatlas
dekavanadattal kompetitive felfuggeszthets. A dekavanadat erélyesen aktivalja a CA-
NSC csatorndkat — még millimoélos koncentracioja nukleotid jelenlétében is — mivel
rendkivul nagy (nanomdlos) affinitassal kotédik a csatorna nyitott konformaécidjahoz.
Elképzelhetd, hogy létezik egy negativ toltésii endogén ligand amely a dekavanadat
koétohelyhez kapcsolodva lehet6vé teszi a csatorndk aktivalodasat intakt sejtekben.
Jelenleg a dekavanadat a CA-NSC csatornak egyetlen ismert nagy affinitasu aktivatora
(Csanady and Adam-Vizi. J. Gen. Physiol. 123:743-757, 2004).

11. Neurodegenerativ korképekben (pl. agyi ischemia) meghatarozé a kozponti
idegrendszer sejtjeinek metabolikus allapota és a mitokondriélis funkciok. Az agyi
metabolizmus szabalyozédsaban fontos szerepet tolt be a ver-agy gat. Vizsgalataink soran
in situ kepalkotd mikrofluorimetrias méréseket végeztink primer agyi kapillaris
endotel sejtkultiran a mitokondrialis kalcium haztartas jellemzésére oxidativ stressz
eléidézese soran. Eredményeink azt mutatjak, hogy fiziologias korulmények kozott az
agyi endotel sejtek mitokondriumai ATP stimulus (100 pM, 100 sec) hatasara a
plazmamembranon a citoplazmaba bedramlé Ca®* ionokat felveszik, majd a
mitokondrialis Ca** tranziens atlagosan 60 sec-on beliil teljesen lecseng (felezési ideje:
28+5 sec), a mitokondriumok Ca’" szintje visszatér az alapallapotba. Hidrogén-peroxid
(250 pM) kivaltotta oxidativ stressz hataséra a mitokondrialis Ca®* tranziens lecsengése
szignifikansan hosszabb lett, a felezési idé a duplajara nétt. A mitokondrialis Ca**
tranziens lecsengési idejének meghosszabbodasa egyértelmiien jelzi a mitokondrium Ca?*
efflux mechanizmusainak karosodasat oxidativ stresszben. Az eredményekbél jelenleg

késziil publikalasra alkalmas anyag.

12. Excitotoxikus glutaméat kezelés hatasara primer kortikalis neuronokban egy

kezdeti, atmeneti cstcsot kovetéen az intracellularis Ca?* szint hirtelen, irreverzibilisen



megemelkedik (késéi kalcium deregulacié, DCD), mely a sejt Ca?* homeosztazisanak
0sszeomlasdhoz és sejtpusztulashoz vezet (l. szintén a 9. pont). Kisérleteink soran
fluoreszcens  mikroszkopos  technikédval vizsgéltuk a neuronok NAD(P)H
autofluoreszcenciajanak (Fnappyn) Valtozasat excitotoxikus glutamat kezelés hatasara,
hogy nyomon kovessik a sejtek metabolikus és redox allapotanak valtozasat.
Glutamat kezelés hatasara az Fnapeyn Szignal két lépcsoben (inicialis és masodlagos),
irreverzibilisen esik. A masodlagos Fnappe)n €sés Korrelal a DCD soran bekdvetkezd
irreverzibilis [Ca?*]i emelkedéssel. Mérési eredményeink szerint az inicialis Fnapp)H €Ses
a mitokondrialis NAD(P)H teljes és a citoplazmatikus NAD(P)H részleges oxidacidjakor
kovetkezik be, mig a masodlagos Fnapeyn €ses a maradek citoplazmatikus NAD(P)H
oxidacioja. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy NMDA és AMPA receptorok
kozremtikodese sziikséges az Fnapeyn inicialis és masodlagos esésenek kialakulasahoz.
Ca**-mentes médiumban masodlagos Fnapepyn €sés nem alakul ki, mig az iniciélis esés
kialakuldsanak megakadalyozésahoz mind a Ca?*, mind a Na" ionokat el kell tavolitani az
extracellularis médiumbol. Meggatolhatd az inicialis Fnapen €sés tovabba a
mitokondrialis Ca®* influx és efflux blokkolasaval is. Eredményeink alapjan azt
mondhatjuk, hogy a glutamat kezelés soran bekévetkezd inicialis Fnappn €ses a
mitokondridlis  ‘Ca®*-cycling’ kovetkezménye, mely nagymértékben fiigg a
plazmamembrénon &t torténd Ca®* és Na* ion bearamlastol. A mésodlagos Fuap)n €sés
az MPTP nyilasa miatt kovetkezik be, amely pérus nyilds azonban nem a DCD oka,
hanem kovetkezménye.

Az eredményekbdl jelenleg folyik egy kézirat 6sszeéallitasa.



