v

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byj: CORE

provided by Repository of the Academy's Library

Az arzén toxicitas metabolikus hattere
Zardjelentés a kutatasi eredményekrsl
OTKA T 042974 szamu kutatasi palyazat (2003-2006), temavezets: Dr. Gregus Zoltan

HATTER. Az arzén — egy 6sidék 6ta ismert méreg — elsd helyen szerepel Agency for Toxic
Substances and Disease Registry listajan (http://www.atsdr.cdc.gov). Mai népegészségugyi
jelent6segét idult toxikus hatdsa és karcinogenitdsa adja. F6 expozicios forrds az arzén-
szennyezett ivoviz, amely millidkat veszélyeztet viladgszerte. Nalunk egyes dél-alfoldi kutak
vize tartalmaz a megengedettnél tobb arzént. EQy Kbzép-Kelet Europara Kiterjedé tanulmany
az ivoviz és az emberi vizelet arzénkoncentracidjat Magyarorszagon (Csongrad és Békés
megyékben) talélta a legmagasabbnak (Lindberg et al., 2006).

Az ivdvizben jellemzéen dominéns arzenat (AsV) a szervezetbe jutva arzenitté (Aslll)
redukalédik. Az Aslll aztan tovabb biotranszformalddhat; valtakozd metilaciok és redukciok
eredményeként ~ monometilarzenattda  (MMASV), monometilarzenitté (MMAsSIII,
dimetilarzenattda (DMAsV) alakul. A metabolikus séma tehat: AsV — Aslll - MMAsV —
MMAsIIT — DMASsV (Thomas et al., 2001).

Kiemelendd, hogy az AsV-ot a szervezet biokémiailag a szervetlen foszfathoz
hasonloan kezeli és hogy az AsV énmaga (biotranszformécié nelkl) valosziniileg igen kevésse
lenne toxikus. Ezzel szemben a haromvegyértékii arzén vegyiletei — mint az Aslll, és
MMASsII - tiol-reaktivitasuk miatt sokkal mérgezébbek, mint az otvegyértékiek (AsV,
MMAsV és DMAsV). A haromvegyertékii arzenvegyuiletek jelentés szerepet jatszhatnak a
szervetlen arzén mérgezé és tumorkelté (boér, holyag, vese, tido) hatasaiban. Ezért fontos
ismerni  képz6désik mechanizmusait és befolyasold tényezéit, valamint sorsukat a
szervezetben.

ELOTANULMANYOK. El3z8 kutatasaink eredményei képezték OTKA T 042974 szamu
palyazat alapjait. Ezek a kdvetkezékben foglalhatok dssze.

Mar korabban megéllapitottuk, hogy az AsV-tal vagy Aslll-tel injektalt patkanyok
gyorsan Uritik az arzént az epébe (Gyurasics et al., 1991a) mégpedig a hepatikus glutation
(GSH) kinalat fuggvényében (Gyurasics et al., 1991b; 1992). Magyarazatul feltételeztiik, hogy
az arzen — az AsV is — trivalens forméaban, instabil GSH-konjugatumkeént dril, mely kénnyen
hidrolizal. HPLC-HG-AFS analizissel igazoltuk is, hogy patkanyok — az AsV-tal injektaltak is
— valbdban csak trivalens formaban — Aslll és MMAsIII-ként — Uritenek arzént az epébe
(Gregus et al.,, 2000). MMAsII in vivo képzédését elséként mutattuk ki, és azt is
demonstraltuk, hogy ez a szupertoxikus metabolit megjelenik mas fajok epéjében is (Csanaky
and Gregus, 2002).

Mivel az AsV toxicitasaban sejtekbe valo felvétele majd intracellularis redukcioja
Aslll-té  kulcsfontossagt, tanulmanyoztuk e folyamatok befolyasolo tényezoit és
mechanizmusat. Megallapitottuk, hogy a Na-foszfat kotranszportert hasznalé antiviralis
gyégyszer, a foscarnet patkanyban csokkenti az AsV toxikus metabolitjainak kepzédeését, mert
gatolja az AsV hepatikus felvételét és rendlis reabszorbciojat (amelyet részben a Na-foszfat
kotranszporter medidl), ezaltal gyorsitja Grilését a vizelettel (Csanaky and Gregus, 2001).
Kimutattuk, hogy AsV-ot képesek AsllI-té redukalni a méj mitokondriumjai (Németi and
Gregus, 2002a) és citoszolja is (Németi and Gregus, 2002b). Bebizonyitottuk, hogy egy
citosz6l-enzim, a purin-nukleozid-foszforilaz (PNP) AsV-reduktazként is mikodik. A PNP
purin nukleozidok (pl. inozin) hasitasat katalizalja foszfat felhasznalasaval (foszforolizis), de az
enzim foszfat helyett AsV-ot is elfogad (arzenolizis). A PNP csak akkor redukélta az AsV-ot,
ha nukleozid szubsztratja (pl. inozin) és ditiotreitol (DTT) jelen volt, de a fizioldgias tiol, a
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GSH - sokkal kevésbheé tamogatta a PNP-katalizalt AsV redukcidt (Gregus and Németi, 2002).
Nem tudtuk azonban, hogy a PNP in vivo is szerepet jatszhat-e az AsV redukcidjaban a sokkal
mérgezébb Aslli-te.

EREDMENYEK. Kutatasaink két f6 témaban folytak: 1. A szervetlen arzénvegyiiletek (AsV
2. Az AsV redukciojaért felelés enzimek azonositdsa, in vivo szerepiuk elemzése.
Kiserleteinkben az AsV-ot, Aslll-et és metabolitjaikat HPLC elvalasztast kovetéen on-line
hidridekké alakitva atomfluoreszcencias spektrométerrel mértiik (HPLC-HG-AFS).

Ad 1.

A szervetlen Aslll reszben exkrécid (epe és vizelet), részben metilacio révén eliminalodik. A
metilacio sordn keletkez6 MMAsIII a legtoxikusabbnak tartott arzén metabolit, mig az ezt
koveto 1épésben képz6dé DMASV viszonylag artalmatlan. Az arzén metilaciojat S-adenozil-
metionin (SAME) fliggé metiltranszferdzok Kkatalizaljak, amelyeket az Aslll in vitro
dozisfuggé maddon gatol. Mivel a metilacio szerepe a szervetlen arzén toxicitasaban és
elimincidjdban nem tisztazott, megvizsgéltuk, hogy hogyan véltozik az Aslll dozisanak
emelésével az Aslll és a beldle képzéd6é metilalt metabolitok kivalasztasa és szoOveti
retencidja patkanyokban. Megallapitottuk, hogy az Aslll Uriilése az epével, vizelettel és
szOveti koncentracidja a dozissal aranyosan, vagy annal nagyobb mértekben né. Az Asllil
hepatikus koncentracidja példaul 5-szorosére illetve 36-szorosara nétt a dozis 20 umol/kg-rél
50, illetvel25 pmol/kg-ra tortént emelésével. Ezzel szemben a metilalt metabolitok
(MMAsII, MMAsV, DMAsV) exkrécidja eés szOveti koncentricidja a ddzis emelésénél
kisebb mertékben nott, vagy még csokkent is a legnagyobb Aslll dozis addsa utan. A
metilacio dozis-fuggd csokkenésének okét keresve megmértik Aslll-injektélt patkanyok
méajaban az SAME, S-adenozil-homocisztein (SAH), 6ssz-glutation (GSH), ATP, ADP, és
AMP koncentrécidjat. Azt észleltiik, hogy Aslll dézisanak ndvelésével csokken a GSH és az
ATP hepatikus koncentracidja, valamint az ,,energy charge”, né viszont az SAME és az SAH
mennyisége a majban. Arra kovetkeztethetlink tehat, hogy a nagy Aslll dozis adasa utan
megfigyelt metilacié csokkenés nem a metildonor SAME kinalatdnak Kkimerilésével
magyarazhato, hanem valdsziniileg azzal, hogy az Aslll koncentrécié-fliggé modon gatolja a
résztvevé metiltranszferaz(oka)t. Ugy tiinik, hogy az Aslll akut toxicitasahoz nem jarul hozza
jelentésen a beldle képz6dé MMASIII, hozz4jarul viszont az Aslll eliminécids kapacitdsanak
kimeriullése. A GSH deplécidt kdvetéen a retinealt Aslll fokozottan gatolhat SH-enzimeket,
ezaltal ATP deplécidt és energetikai zavart okozhat (Csanaky et al., 2003).

A kornyezetb6l az arzén elsésorban AsV forméjaban jut a szervezetbe. Az AsV
metabolizmusa soran elébb Aslll-té redukalddik, majd az utobbi metilalt metabolitokka
(MMAsV, MMAsIIl, DMAsV) alakul. A GSH fontos szerepet jatszik az arzén
metabolizmusaban. Ismert, hogy az arzén epével valo kivalasztasa GSH-fliggé folyamat,
amelynek soran trivalens arzén-GSH konjugatumok hepatobiliaris transzportja torténik. Ezzel
szemben nem tisztazott a GSH in vivo szerepe az AsV-nak a joval toxikusabb Aslll-et
eredményez6 redukcidjaban. Ezért megvizsgaltuk, hogy a szoveti GSH-t depletald butionin-
szulfoximin (BSO) hogyan befolyasolja az AsV sorsat patkanyokban. Megfigyeléseink
amellett szolnak, hogy az AsV in vivo redukcioja GSH-t igénylé folyamat. A BSO elékezelés
ugyanis lassitotta az AsV eliminaciojat a verbdl (1. abra), fokozta az AsV retenciojat a
szOvetekben, valamint csokkentette az Aslll megjelenését a vérben (1. abra), az epében (2.
abra) a vizeletben. A BSO elékezelés a MMAsIII epével vald kivalasztasat is szinte teljesen
megszuntette (2. abra), a MMAsIII és MMASV vérben vald megjelenését késleltette (1. abra),



CONCENTRATION IN BLOOD (nmol/ml)

a monometilalt arzénmetabolitok koncentracidjat a vesében pedig csokkentette a kontroll
csoporthoz keépest. Meglepé moddon azonban a DMASV vérben és vizeletben vald
megjelenése valtozatlan maradt, s6t a vesében és az izomban kisseé emelkedett is a
koncentracidja BSO elékezelés hatasara. Osszefoglalva: a szdveti GSH csokkenése nem csak
az arzén hepatobiliéris transzportjat csokkenti, hanem gatolja az AsV redukciojat, a
monometilat arzénmetabolitok képzédeset is, de nem gatolja a DMAsV képzodését. A GSH
tehat valdszintileg harmas szerepet tolt be: (1) sziikséges az AsV redukcidjadhoz Aslll-té, (2)
tdmogatja az Aslll metilaciojat, és (3) eldseqiti a trivalens arzénvegyiletek (Aslil, MMASsIII)
hepatobiliaris transzportjat, azokkal GSH-konjugatumot képezve (Csanaky and Gregus, 2005)
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FIG. 1. Effect of BSO on the blood concentration of AsV and its metabolites in rats injected with AsV.
FIG. 2. Effect of BSO on the biliary excretion of arsenic metabolites in rats injected with AsV.

A vesetubulusok kefeszegély membranjaban és az epekanalikulusok membranjaban talalhatd
y-glutamyl transzferaz (GGT) hidrolizdlja a GSH-t és a GSH konjugatumokat. Mivel a
képzodott hidrolizis-termékek jellemzéen reabszorbealddnak a vesetubulusokbdl, a GGT-
gatlasa tehat fokozhatja nem csak a GSH hanem a kivalasztott arzén-GSH konjugatumok
mennyisegét is. A GGT arzen metabolizmusban bet6ltott esetleges szerepét az enzimet gatld
acivicin segitségével vizsgaltuk Aslll-injektalt patkanyokban. Az acivicin csokkentette a
GGT aktivitast a majban (-81%) és a vesében (-98%), mérsekelten ndvelte az epével és
dramaian emelte a vizelettel Kivélasztott GSH mennyiségét. A fokozott GSH exkrécid
ellenére nem valtozott az Aslll és metabolitjainak epével és vizelettel térténd kivalasztasa,
sem pedig ver és szoveti koncentracidja. Tehat amig a GSH fontos szerepet jatszik az arzén
diszpoziciojaban és toxicitasaban (lasd feljebb), addig a GGT — amely a GSH-t és a GSH-
konjugatumokat hidrolizalja — nem befolyasolja a GSH-reaktiv trivalens arzénmetabolitok
sorsat patkadnyokban (Csanaky and Gregus, 2005).
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Fenobarbital (FB)-elékezelt patkanyokban az Aslll hepatotoxicitdsa fokozédik, ennek
mechanizmusa azonban nem tisztazott. Pleiotrop induktor lévén, a FB befolyasolhatja az
arzénmetabolizmust, esetleg az Aslil-nél toxikusabb MMAsIII képzodését. Ezt a hipotézist
tesztelve megvizsgaltuk, hogy FB el6kezelés hatasara hogyan véltozik az AsV eés az Aslll
metabolizmusa és kivalasztasa Aslll-el vagy AsV-al injektélt patkanyokban. Megfigyeléseink
alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a FB két 6 hatast gyakorol az arzén sorséra. (1). A FB
fokozza az Aslll hepatobiliaris transzportjdt. Ezért az Aslll-injektalt allatokban né az Asllil
kivalasztas az epével, csokken a maj MMAsIII és DMAsV koncentracidja, valamint az
utobbiak Kivalasztasa az epével illetve a vizelettel. (2). A FB fokozza az AsV redukcidjat
AsllI-té. Ezért az AsV-tal injektalt patkdnyokban sokszorosara n6é az Aslll, mérsékelten
fokozodik a MMAsIII biliaris exkréciodja, valamint emelkedik ezek koncentracidja a majban.
A fokozott redukcio okozhatja a DMASV képzodésének és vizelettel valo kivalasztasanak a
csokkenését is, hiszen az Aslll erésen gatolja a MMAsII metildldsit DMAsV-ta.
Megallapitottuk tovabba, hogy a FB-nak a metilalt arzénmetabolitok képzodését befolyasolo
hatdisa nem a metildonor S-adenozil-metionin (SAME) kinédlatdnak véltozasaval
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bar a FB emeli a maj GSH koncentracidjat, a FB-elokezelt allatokban az Aslll kifejezettebben
csokkenti a hepatikus GSH szintet, mint a kontrollokban. Osszefoglalva: a FB nem ndveli a
MMAsII képzoédését Aslil-bol, ezért ez a mechanizmus a FB-nak az Aslll hepatotoxicitasat
fokoz6 hatdsdhoz nem jarul hozza. A FB noveli az AsV redukciodjat a toxikusabb AsllI-te,
valamint eléseqiti az Aslll hepatobiliéris transzportjat. E hatdsokban szerepet jatszhat a GSH
kinalat novekedése a majban, AslllI-triglutationt szallité Kkarrier fokozott expresszioja a
majsejtek epekanalikularis membranjaban, valamint még nem azonositott AsV reduktaz(ok)
indukcioja (Gregus et al., 2004). E vizsgalatainkat még csak kivonat formajaban kozoltik,
mert tovabbi kisérleteket terveziink a FB-indukalt valtozasok mechanizmusanak
alatamasztasara (pl. az arzéen metabolizmusban szerepet jatszo transzporterek és enzimek
expresszidjanak mérése). Csanaky Ivan jelenleg e mddszerek alkalmazasat sajatitja el USA-
beli tanulmanyutjan, részben abbdl a célbdl is, hogy hazatérése utan a fentebb ismertetett
munkéankat kiegészitsik.

Ad 2.

El6z6 OTKA tamogatasunk (T029549) zarojelentésében beszamoltunk arrol, hogy a purin—
nukleozid—foszforilaz (PNP) gyorsan redukalja az AsV-ot Aslll-té in vitro inozin és
megfelelé ditiol jelenlétében. A redukcid az inozinnak a PNP altal katalizalt ,,arzenolitikus”
hasitasa soran megy végbe, és azt a specifikus PNP gatlé BCX-1777 (1 uM) teljesen gatolja.
Felmerlt a kérdés, hogy van-e szerepe a PNP-nak az AsV in vivo redukciojaban. E kéerdes
megvalaszoldsdra a kovetkezé két megkozelitést hasznaltuk. (1) Mivel az emberi
vorosvértestek (vvt) magas PNP aktivitassal birnak, meghataroztuk, hogy olyan vegyiletek,
amelyek a tiszta PNP altal katalizalt AsV redukciot jelentésen befolyasoltdk (nukleozidok,
tiolok, amelyek fokoztak, valamint PNP gatlok, amelyek gatoltak), milyen hatassal vannak az
AsV redukcidjdra mosott emberi vorosvertestekben (vvt). Megéllapitottuk, hogy a vvt-k
redukaljak az AsV-ot, és ezt a folyamatot inozin vagy inozin + ditiotreitol (DTT) jelentésen
fokozza. Az inozin + DTT Altal a fokozott Aslll képzédés PNP-fliggé volt, ugyanis PNP
gatlok erésen gatoltdk a stimulécidt. Ezzel szemben a PNP gatlok gyakorlatilag nem
befolyasoltdk a redukcié sebességét, ha az inkubald6 médium nem tartalmazott Kkivilrél
hozzéaadott inozint. Ez arra utal, hogy a vvt alap AsV redukalé aktivitasa fliggetlen a PNP-tol.
(2) Megvizsgéltuk tovabba, hogyan befolyasolja a specifikus PNP gatlé BCX-1777 az AsV
szervezetben vald sorsat kontroll és DTT-vel kezelt patkdnyokban. A kérdés az volt, hogy a



patkanyoknak iv adott BCX-1777 gatolja-e a PNP-t in vivo, és csokkenti-e az iv. injektalt
AsV-bol képzods Aslll és a metilalt Aslll metabolitok mennyiségét az epében és a
szOvetekben. Igazoltuk, hogy a BCX-1777 valéban megszintette a PNP enzimatikus
aktivitasat a patkanyok majaban. Ezzel szemben ez a kezelés nem befolyasolta sem az Aslll,
sem a monometilarzenit epével torténé kivalasztasat, sem pedig az AsV es metaboiltjainak
szOveti koncentracioit egyik csoportban sem a BCX-1777-tel nem kezelt allatokhoz képest.
Ebbol arra kovetkeztetiink, hogy annak ellenére, hogy a PNP képes az AsV redukciét
katalizalni in vitro, a PNP nem jatszik Iényeges szerepet az AsV redukciojaban, sem emberi
vvt-ben, sem patkanyban in vivo. (Németi et al., 2003).

Emberi vorosvertesteken vegzett kisérleteink szerint (lasd feljebb), a vvt-kben legalabb két
AsV redukalé mechanizmus van. Az egyik a PNP enzim, amely - Ggy tinik - csak arteficialis
korilmények kozott (exogén inozin és ditiol jelenlétében) miikddik AsV reduktazként. A
masik egy eddig ismeretlen mechanizmus, amely azonban az ,alap” (exogén stimulansok
nélkali) aktivitas dont6 részéért felelés. Noha a vvt-k AsV redukald szerepe vélhetéen
mennyiségileg elhanyagolhato in vivo, e sejtek viszonylag egyszeri anyagcserével birnak, ami
megkonnyitheti a bennlk zajlo AsV redukcié biokémiai jellemzését és az in vivo relevans
AsV reduktaz(ok) azonositasat. Ezért tovabbi kutatasokat folytattunk azzal a céllal, hogy
azonositsuk azt a mechanizmust, amely a vvt-k ,,alap” AsV redukal6 aktivitasaért felelés.
Eredményeink a kdvetkez6 megallapitasokhoz vezettek: (1). A vvt-k alap (PNP-tol fliggetlen)
AsV reduktaz aktivitasa glutation (GSH) fiiggé, mert ezt az aktivitast a sejtek GSH tartalmat
kimerité dietil-maledt (DEM) erésen gétolta. (2). Az AsV reduktaz aktivitdss a NAD(P)
ellatottsagtdl is fligg, mivel a cellularis NAD(P)H-t NAD(P)-ve oxidaldé agensek (piruvat,
ferricianid, metilénkék, nitrit, t-butilhidroperoxid, dehidroaszkorbinsav, 4-dimetilaminofenol)
erésen fokoztdk az Aslll képzoédést. Ez a fokozodas fuggetlen a PNP-tél, mert az enzim
gatlasa nem befolyasolta, de GSH-fliggé, mert DEM gaétolta. (3). Piruvat eléinikubacio, amely
a cellularis glukozt depletalja, és emeli a NAD koncentracidjat a NADH koncentracio
rovéasara, fokozta a redukciot. Ez arra utal, hogy a redukcié nemcsak a NAD jelenlétét igenyli,
hanem az also glikolitikus apparatus miikédéseét is a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaztdl
(GAPDH) kezdédoéen. Glikdéz deplécio utan ugyanis a GAPDH-t megel6z6 enzimek
szubsztrathianyosak, mig a GAPDH és az utana koOvetkez6 enzimek szamara a 2,3-
biszfoszfoglicerat lebontasa tovabbra is biztositja a szubsztrat ellatast. (4). A fluorid, amely
gatolja a glikolizis enolaz enzimjét, gatolta az AsV redukciot olyan vvt-kben, amelyek gliikoz
ellatasa zavartalan volt, mig fokozta az Aslll képz6dést piruvattal glikozhianyossa (és NAD-
ban gazdaggd) tett szuszpenzidban. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a redukcioért
felel6s enzim a glikolizis enolaz el6tti szakaszan lehet. A vvt-kben zajlé AsV redukcié tehat
GSH és NAD (vagy NADP) jelenlétét igényli. Kovetkeztetésiinket igazolja, hogy a
hemolizatum AsV redukalé aktivitasst GSH és NAD hozzéadasa jelentésen fokozta.
Osszefoglalva, az arteficialis PNP-fliggé AsV redukcié mellett az emberi vvt-kben van egy
maésik, PNP-fliggetlen mechanizmus is, amely GSH-t, valamint NAD-ot és/vagy NADP-t
igényel. A redukcioért felelés enzim a glikolizis GAPDH és enoldz ko6zotti szakaszan
keresend6 (Németi and Gregus, 2004).

Annak érdekében, hogy részletesebben jellemezziik az intakt vvt-kben talalt PNP-fliggetlen
AsV redukdld aktivitast (lasd feljebb), megvizsgéltuk, hogy BCX-1777 (PNP gatlo)
jelenlétében kimutathato-e AsV redukald aktivitds a wvvt lizatumaban és patkdnymadj
citoszolban, és ha igen, akkor hogyan befolydsolhaté ez a PNP-fliggetlen AsV redukcio a
GSH, a glikolitikus szubsztratok, valamint adenin és piridin nukleotidok hozzaadasara.



Célunk az volt, hogy az AsV redukcid jellemzoibol kdvetkeztethessiink arra, hogy vajon
melyik enzim katalizalhatja a folyamatot. Megallapitottuk, hogy mind a hemolizatum, mind
pedig a patkanym@j citoszdl PNP-fliggetlen AsV redukald aktivitassal bir, amelyet GSH
koncentraciotol fliggé modon novel. Glikolitikus szubsztratok, féleg a fruktdz-1,6-biszfoszfat
és a foszfogliceratok, jelentésen fokoztak az AsV atalakulasat Aslll-té. A NAD, kilénosen az
elébbi szubsztratok jelenlétében, igen erésen emelte a redukcids aktivitast, mig az adenin
nukleotidok (AMP, ADP és ATP) gyenge gatlé6 hatast mutattak. A hemolizdtum AsV-
reduktaz aktivitasat a NADH erésen gatolta, mig a citoszdlét alig befolyasolta. A NADP és a
NADPH gyenge géatlonak bizonyultak a hemolizdtumban, a citoszolban azonban jelentésen
(noha a NAD hatasanal gyengebben) fokoztak az AsV redukciojat. Ismert, hogy a 2-
foszfoglikolat stimuldlja a vvt-ben igen nagy mennyiségben levé (a majban pedig csak
nyomokban el6forduld) 2,3-biszfoszfoglicerat lebontasat 3-foszfogliceratta, amely a
glikolizist téplalja. A 2-foszfoglikoldt a hemolizdtum AsV redukald aktivitisat
megkétszerezte, mig a citoszolét gyengén gatolta. Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a
PNP-t6l flggetlen AsV-reduktaz aktivitdas nemcsak intakt emberi vvt-ben van jelen, hanem
hemolizdtumban és patkanyma4j citoszolban is. Ez az enzimatikus aktivitas GSH-t, NAD-ot és
glikolitikus szubsztrdtot igényel. Az eredmények alapjan valoszindsitettik, hogy a
funkciondlisan kapcsolt glikolitikus enzimpar, a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz és a
foszfoglicerat-kindz eqgyik vagy mindkét tagja részt vesz az AsV redukcidjaban. (Németi and
Gregus, 2005).

A fenti megfigyeléseink alapjan felalitott hipotézisinket, miszerint a glicerinaldehid-3-
foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) es/vagy a foszfoglicerat-kindz (PGK) katalizalja az AsV
redukcidjat intakt emberi vordsvértestekben, hemolizatumban, és patkdny maj-citoszolban,
tiszta GAPDH és PGK enzimek vizsgalataval teszteltlik. Megallapitottuk, hogy a tisztitott
GAPDH és PGK keveréke valoban katalizdlja az AsV redukciojat, feltéve, hogy GSH, NAD
és glikolitikus szubsztrat van jelen. Tovabbi analizis feltarta, hogy ténylegesen a GAPDH bir
AsV-reduktaz aktivitassal, a PGK pusztan egy segédenzim, amely csak akkor tamogatja az
AsV redukciojat, amikor 3-foszfoglicerat a glikolitikus szubsztrat. A GAPDH-katalizalt AsV
redukci6 GSH, NAD és glicerinaldehid-3-foszfat jelenlétét igényelte. Az ADP és ATP
mérsékelten, a NADH pedig erésen gatolta az enzim AsV-reduktaz aktivitasat NAD
jelenlétében. A koninginsav (KS) — a GAPDH specifikus irreverzibilis inhibitora —
koncentracid-fliggé mddon egyarant gatolta a GAPDH klasszikus enzimaktivitasat és AsV-
redukalé aktivitasat. Hogy meghatarozzuk a GAPDH részesedését a hemolizatumban, a
patkany maj-citoszolban, valamint az intakt vvt-kben végbemené AsV redukcioban,
megvizsgaltuk a KS koncentracid-fliggé hatasat e sejtek, ill. sejtkivonatok AsV-redukalo
aktivitasara. A GAPDH inaktivalasa KS-val gyakorlatilag megsziintette az AsV-redukald
aktivitast az intakt vvt-kben, valamint az olyan hemolizdtumban és a maj-citosz6lban is,
amelyben a GAPDH részere béségesen biztositottunk NAD és glikolitikus szubsztratkinalatot.
Exogén NAD és glikolitikus szubsztrat hidnyaban azonban a ma4j-citoszolban jelentékeny
AsV-redukald aktivitds maradt akkor is, amikor a GAPDH-t teljesen inaktivaltuk KS-val. Ez
arra utal, hogy a GAPDH mellett mas citoszélbeli enzim(ek) is hozzajarulhat(nak) az AsV
redukciojahoz a majban (Gregus and Németi, 2005). Osszefoglalva: a glikolizisben
kulcsfontossdgu enzim, a GAPDH, képes katalizalni az AsV redukcidjat Aslll-té, ha GSH,
NAD és glikolitikus szubsztrat van jelen. Az AsV redukcidja valdszintileg annak a tioészter
kotesnek az arzenolitikus hasitasa soran (vagy kdvetkeztében) megy végbe, amely az enzim
149-es ciszteinje és a szubsztrat 3-foszfogliceroil maradvanya kozott alakul ki (lasd lejjebb az
e munkankat bemutatoé poszter abrajat). Bar a GAPDH egyedil felelés az AsV redukcidjaert
emberi eritrocitkban, in vivo szerepe az AsV redukcidjaban még nem volt igazolt.




THE HYPOTHETICAL MECHANISM
OF AsV REDUCTION BY GAPDH

The observations presented here are compatible with the
following suggestions: (1) GAPDH is ready to catalyze the
reduction of AsV when it carries bound NAD and the
3-phosphoglyceroyl group bound via a thioester bond to Cys149,
and (2) the GAPDH-mediated AsV reduction takes place during,
or as a consequence of, the arsenolytic cleavage of the
thioester bond formed between the enzyme’s Cys149
and the 3-phosphoglyceroyl group of the substrate.
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Three thiols contribute to the GAPDH-catalyzed reduction of AsV,
namely the SH-group of (1) a GSH molecule that is very strongly
bound to GAPDH close to the catalytic site [9, 10], (2) Cys153,
which is located at the active site of the GAPDH, and (3) Cys149,
which becomes free upon the arsenolytic cleavage of the thioester bond.
The three thiols might contribute to the reduction of AsV when it is
in 1-arseno-3-phosphoglycerate, or after it is released from
the latter unstable compound.

Bar a GAPDH egyedill felelés az AsV redukcidjaért emberi eritrocitdkban, in vivo szerepe az
AsV redukcidjaban tovabbra is kérdéses volt. Ennek vizsgalatara kisérletet terveztiink olyan
patk&nyokon, amelyeket S-a-klorohidrinnel (ACH) elékezeltiink. Az ACH-r6l ismert, hogy a
majban oxidalodik 3-klorolaktaldehiddé, amely inaktivalja a GAPDH-t. Kimutattuk, hogy 3
orés ACH elékezelés utan a patkanymadj citoszolban mind a GAPDH, mind az AsV-reduktaz
aktivitas jelentésen csokken, kisebb mértékben csokkennek ezek az aktivitdsok a vesében, az
izomban azonban valtozatlanok maradnak. Kilén kisérletben vizsgaltuk, hogy €l patkanyok
elékezelése ACH-nel hogyan befolyasolja az iv adott AsV biotranszformaciojat. Azt talaltuk,
hogy az éallatok verében sem az AsV, sem pedig az Aslll koncentracidéja nem valtozott
Iényegesen az el6kezelés hatasara, mig a metilezett arzén metabolitoké jelentésen csokkent.
Az AsV és metabolitjainak szoveti koncentracidit vizsgalva szignifikans eltérést csak a
majban talaltunk, vagyis abban a szervben, ahol az ACH-bél a GAPDH-t inaktival6 metabolit
keletkezik. Az ACH-val elékezelt patkdnyok majaban az AsV koncentracidja megemelkedett,
mig a metilezett metabolitok (monometilarzendt, monometilarzenit, dimetilarzenat)
koncentracidja csokkent. A legszembetiinébb valtozast a majban az AsV_metabolitjainak
AsV-hoz viszonyitott ardnyaban tapasztaltuk. Ez az arany a GAPDH gatlaséat eredményezé
ACH elékezelés hatasara igen jelentésen csokkent. Eredményeink alapjan valoszini, hogy a
GAPDH in vivo is részt vesz az AsV redukcidjaban. Osszefoglalva: a GAPDH nemcsak in
vitro képes redukalni az AsV-ot a sokkal mérgezébb Aslll-té, hanem valdszinileg in vivo is
(Németi et al., 2006).




SZEMELYI VALTOZASOK Két valtozas tortént a négytagu palyazé kutatd-csoport
Osszetetelében a tdmogatasi periddus alatt. A tamogatési periodus elsé éveben kodzlekedési
baleset aldozata lett Dr. Kispal Gyula egyetemi tanar (PTE AOK Biokémiai és Orvosi Kémiai
Intézete), akiben egy igen nagy tudasu, mindig segitokész kollégat vesztettink el. 2005
marciusatol Dr. Csanaky Ivan (2006 Ota egyetemi adjunktus) tanulmanyuton tartézkodik
Curtis D. Klaassen professzor laboratoriumaban (Department of Pharmacology and
Toxicology, University of Kansas Medical Center, Kansas City, KS), azzal a céllal, hogy az
ott végzett kutatomunka kapcsan tudast és jartassagot szerezzen, amelyet hazatérése utan
tovabbi kutatdsainkban hasznositani fog. Természetesen mindkét valtozas negativan érintette
a palyazati periddusban nyujtott teljesitményunket.
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