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1. Bevezetés

Az elmult szaz évben az ipari termelés ndvekedésével ardnyosan, robbandsszeriien
megnétt a nehézfémek alkalmazasa, kitermelése, és ezzel parhuzamosan -mivel a
kornyezetvédelem ekdzben faziskésésben van az ipari fejlodéssel- a kdrnyezetszennyezés. A
FAO adatai alapjan a kovetkez6 nehézfémek (amelyek siirisége 5 g (cm’)'-rel azonos vagy
nagyobb) koziil a vilagtermelés a 2000-es évekre az alabbi mennyiségeket érte el: krom (11
milli6 tonna), kadmium (20 000 tonna), réz (13,5 millié tonna), nikkel (380 650 tonna). A
nehézfémek egy része az életfolyamatok szamara fontos, esszencialis (Cu, Ni, Zn, Co, Cr)
mig mas résziiknek biologiailag elényos hatasat nem ismerjiik (Cd, Pb, Ag, Hg), ugyanakkor
jol ismert, hogy az esszencidlis elemek a természetes kornyezetben eléforduld
koncentracionadl magasabb mennyisége az €16 sejtek, szervezetek szamara stresszhatdst
kivalté hatassal rendelkeznek, toxikusak. Kiilondsen veszélyes a fejlédd és fejletlen
orszagokban a szennyviztisztitds hianyos volta, vagy teljes hidnya, amely miatt jelentés az
ivovizkészletek elszennyezddése. A fentieckben vazolt Osszetett okoldgiai, tarsadalmi,
kozgazdasagi problémak hatékony gazdasagos kezeléséhez elengedhetetlen az egyes
nehézfémek €106 sejtre, szervezetre gyakorolt hatdismechanizmuséanak pontos ismerete.

Ezért kisérleti programunk alapvetd célja ezen kornyezetszennyezd nehézfémek,
kiemelten a kromvegyiiletek hatdsmechanizmusanak vizsgélata. A krém Cr(VI) és Cr(III)
oxidacids allapot fordul eld vizes oldatokban, ezért figyelmiinket e két oxidacios allapotban
1évé krom vegyiileteknek szenteljiik. Alapkutatdsi programunkhoz modellszervezetként a
Schizosaccharomyces pombe hasado élesztét valasztottuk, mert ez az egysejtii eukaridta,
haploid szervezet kivaléan alkalmas, mind a klasszikus genetikai, mind a molekularis
genetikai vizsgalatokra.

A kutatasi programot megel6zden szamos jelentds eredmény sziiletett ezen a teriileten
a kisérleti mikrobiologidban, amely segitette a program végrehajtasat. Ezek kozil a
legfontosabbak:

1. Nyilvanvalova valt, hogy a fémionok felvétele egy bioadszorpcids passziv és egy
bioakkumulécios, a sejt altal befolyasolt szakaszra bonthato.

2. Bizonyitottdk, hogy a citoplazmaba keriilt ionokat a sejtek érzékelik, egy jelatviteli
rendszeren keresztiil szabalyozzak a sejt védekezesi folyamatait, valtozast idézve el6 az
enzimek aktivitdsaban és a génexpresszidban.

3. Kidolgozésra keriiltek azok az érzékeny metodikak, amelyek lehetdvé tettek a reaktiv

oxigén gyokok, valamint az antioxidans molekulak és enzimek mérését.



Ezen alapvetd ismeretek mellett hangstlyoznom kell, hogy az €l61ények sokfélesége,
az eltérd nehézfémek ma még jelentds mértékben ismeretlen hatdsmechanizmusa arra
késztetett benniinket, hogy ne 4ltalaban, hanem konkrétan egy vegyiiletcsoport, a
kromvegyiiletek hatasmechanizmusat vizsgaljuk egy adott ¢él6lénycsoporton, az

¢élesztokon belil.



1.1. Roviditések

5-SASL — 5-(4’ ,4-dimetiloxazolidin-N-oxil)

6¢chr” — 8. pombe sziil6i torzs

C. albicans — Candida albicans

chr-51S — S. pombe kromat szenzitiv mutans
chrl-66T— S. pombe kromat tolerdns mutans
Cu/ZnSOD — réz/cink szuperoxid dizmutaz

DHR 123 — dihidrorodamin 123

d.v. — desztillalt viz

EPR — elektron spin paramagneses rezonancia spektroszkopia
erg’ — ergoszterin termeld C. albicans

erg-2— C. albicans szterin mutans

ET — etidium-bromid

G6PD — gliik6z-6-foszfat dehidrogenéaz

GPx — glutation peroxidaz

GR — glutation reduktaz

GSH — redukalt glutation

GSSG — oxidalt glutation

GST — glutation S-transzferaz

MD — menadion

MIC (MGK) — minimalis gatlé koncentracio
MnSOD — mangan szuperoxid dizmutaz

NADPH — nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
0," — szuperoxid gyok

*OH — hidroxil gyok

ROS — reaktiv oxigén fajtak (gyokok)

PBN — N-tert-butil-a-phenil nitron (elektronfogé spin jel6ld)
S. cerevisiae — Saccharomyces cerevisiae

SOD — szuperoxid dizmutdz

S. pombe — Schizosaccharomyces pombe

t-BOOH — tercier-butil hidroperoxid



2. Irodalmi el6zmények

2.1. A Candida albicans modellszervezet

2.1.1. A Candida albicans jellemzése

A C. albicans opportunista patogén mikroorganizmus, amely kommenzalistaként
megtalalhatd az egészséges ember szijliregében, emésztOtraktusaban és 20,7%-ban az
egészséges nok hiivelyében is (Odds, 1988). Az egészséges emberben a gazdaszervezet €s a
gomba kozott fennalld egyensuly felborulhat és ez akar haladlos kimenetelii szepszishez is
vezethet. Az altala okozott korképek sokfélesége miatt az egyik legveszélyesebb human
patogén gombanak tekintik (Scherer és Magee, 1990).

Diploid, kromoszémaszama 6-8, a természetben eléforduld izolatumokat nagyfoku
heterozigdtasag jellemzi, sem szexudlis, sem paraszexualis sejtciklusa nem ismert. Ezért, a
Fungi imperfecti csoportba, Ascomycotina, Deuteromycetes csaladba tartozik (Odds, 1988S;
Scherer és Magee, 1990; Soll, 1992). A fentiek miatt a Schizosaccharomyces pombe és a

Saccharomyces cerevisiae mellett a legintenzivebben vizsgalt élesztofaj.

2.1.2. A Kkisérletek soran hasznalt C. albicans vad 33erg” és a szterin mutans erg-2
torzsek jellemzeése.

Modellorganizmusként a C. albicans-t azért valasztottuk, mert rendelkezésiinkre allt
egy jol jellemzett, ergoszterint nem termeld (az American Type Culture Collection
génbankban elhelyezett) mutdnsa ¢és annak sziildi torzse, és ezért megfelelt azon
célkitlizésiinknek, hogy megvizsgaljuk a Cr(III) és a plazmamembran kdlcsonhatésat, illetve a
Cr(IlI)-nak a plazmamembran Osszetételétdl filiggd hatasat (Pesti és mtsi., 1981; Pesti és
mtsi., 1985). A C. albicans betegbdl izolalt térzsébdl indukalt mutagenezissel auxotrof €s
ergoszterint nem termeld mutansokat allitottak eld, jellemezték ezen mutansokat ¢és
meghataroztdk a mutansok lipidosszetételét. (Pesti és mtsi., 1985).

A polién antibiotikumokra érzékeny 33erg’ C. albicans vad torzsbdl allitottak eld
nisztatin rezisztens erg-2 mutanst nitrozoguanidin kezeléssel (Pesti és mtsi., 1981). A polién
antibiotikumok hatdsmechanizmusanak tanulmanyozasa soran deriilt ki, hogy mivel minden
gomba tartalmaz ergoszterint a sejtmemembranjaban, érzékenyek a polién antibiotikumokra, a
poliének kotddése és a gomba sejtek ergoszterin tartalma kozott szoros dsszefiiggés van. Ezek
a mutansok azért nagyon hasznosak, mert a megvaltozott membran szterin tartalmanak

segitségével jol tanulmanyozhat6 a szterinek fontossdga a membranok felépitésében és



mikodésében. A sejtmembran Osszetételének modosuldsat okozhatja a plazmamembranban
lezajlo folyamatok megvaltozasa a C. albicans-ban, amelyekért részben a membranhoz
kotddé enzimek aktivitdsa is felelds. A kitin szintetdz, amely egy ilyen enzim, a plazma
membranhoz kapcsoltan helyezkedik el (Pesti és mtsi., 1981).

A vizsgalt négy polién antibiotikum (nisztatin, amfotericin B, kandicidin, piramicin)
minimalis gatlo koncentracioja minden esetben a szterin mutansban sokkal magasabb volt,
mint a vad torzsben. Nisztatin esetében tizenharomszoros, amfotericin B-nél nyolcszoros,
kandicidinnél és piramicinnél tizenhatszoros volt a kiilonbség a mutans javara. Az ergoszterin
abszorpcids spektrumat vizsgalva, mig a vad torzsnél az ergoszterin jellegzetes négycsucsu
spektrumat mérték, addig a mutans torzsnél ergoszterin nem volt kimutathatd 262 és a 269 nm
kozott. A szterin mutans erg-2 plazmamembranjanak a merevsége nagyobb foku volt, mint a

szll6i torzsé (Pesti és mitsi., 1985).

A foszfatidiletanolaminbol, a foszfatidilinozitolbol ¢és a foszfatidsavbol az erg-2 muténs
tartalmaz tobbet, mig a foszfatidilszerinbdl a vad torzsben taldlhatdé nagyobb mennyiség. A
kitin szintdz specifikus aktivitdsa, mind az enzim aktiv és zimogén formajanak az esetében a
szterin mutansban magasabb volt, mint a vad térzsben (Pesti és mtsi., 1985).

Szamos kisérleti adat bizonyitja, hogy az €16 szervezetek jelentds tobbségénél a vizben

oldott Cr(III) szdmara a plazmamembran atjarhatatlan (Standeven és Wetterhahn, 1989).



2.2. A Schizosaccharomyces pombe modellszervezet

2.2.1. A S. pombe altalanos jellemzése

1893-ban Paul Lindner kelet-afrikai, tigynevezett pombe, kdles sorbdl izolalt egy
¢lesztdgomba torzset, melyet Schizosaccharomyces pombe néven irt le. Winge megallapitotta,
hogy ez kivalé organizmus genetikai céli munkakhoz. Urs Leupold 1950-ben publikalta
cikkében a S. pombe sejtciklusat és elsé genetikai analizisét. El64llitotta a ma is hasznalatos
laboratoriumi torzseket, az eredeti Lindner féle homotallikus h? torzsbol L972h és L975h"
heterotallikus torzseket izolalt. Sorélesztoként ma mar ritkan, de afrikai sorok készitéséhez,
valamint a bordszatban, mint az almasav lebontdjat — mely a bor savassagat okozza —
hasznositjak.

A biologiai kutatdsok szdmos teriiletén kivalo modellszervezetnek bizonyult. Ezt
annak koszonheti, hogy haploid és diploid allapotban egyarant fenntarthato, generacios ideje
rovid, tenyésztése nem igényel specialis koriilményeket, valamint a molekularis genetika
csaknem valamennyi médszere alkalmazhat6 a kutatasaban.

A S. pombe eukariota aszkomicéta élesztd (1. abra), aszkosporak képzésére képes.
Vegetativ szaporodasi formdja az un. hasadas. Sejtjeik altalaban hosszabb-rovidebb, végein
lekerekitett, henger alaktak. A sejtek hossza 7-15 um, atmérdjiik koriilbelill 4 um. A sejtet
kiviilrdl vastag sejtfal burkolja, ezen beliil helyezkedik el a membrannal hatarolt citoplazma
¢s a kiilonféle sejtszervek, a membrannal hatérolt sejtmag, mitokondriumok, endoplazmatikus

retikulum, vakuolumok és a Golgi-késziilék (1. dbra).

1. dbra A S. pombe hasadassal torténd sejtosztédasainak fazisai

(www.sanger.ac.uk/Projects/S _pombe/)

A S. pombe harom kromoszdémaval (5,7; 4,6 és 3,5 Mb) rendelkezd haploid ¢€161ény,
genomjanak mérete 14 Mb. Genomja mar szekvenalasra keriilt nemzetkdzi program keretén

beliil (http://genomic.sanger.ac.uk). A haploid sejtek komplett téptalajon mitotikusan




osztddnak, €heztetés mellett az ellentétes parosodasi tipusu sejtek konjugalnak és zigotikus
aszkuszt hoznak létre, vagy stacioner fazisba Iépnek. A S. pombe természetes plazmiddal nem

rendelkezik. A S. cerevisiae utan a legismertebb élesztofaj.

2.2.2. A S. pombe rendszertana

A S. pombe az Ascomycota, tomlésgombak torzsébe tartozik (2. abra), mely a
legnagyobb gombacsoport, az ismert gombak 30%-a ebbe a torzsbe tartozik. A torzs
legjellegzetesebb tulajdonsaga az aszkuszképzés, erre neviik is utal.

El6fordulasuk igen valtozatos, szinte barmilyen éldhelyen talalhatunk tomlds
gombakat kiilonbozé életformakban. Nagyon gyakori a természetben a szaprofita életmdd,
szamos aszkomicéta fajra jellemzd a zuzmokkal valo egyiittélés, de gyakori a novényekkel és
az allatokkal a szimbidzis és a parazitizmus is. Kiilonb6zé masodlagos anyagcsere
termékeket, antibiotikumokat, toxikus alkaloidokat valaszthatnak ki. Az Ascomycota torzs

rendszertani besoroldsa szexualis struktaraik alapjan torténik (2. abra).

gim——— archaeascomycetes—========-=- Schizosaccharomyces pombe
|
[ y—————— Saccharomyces cerevisiae
ascomycetes | g
fungi-===- I | P Candida albicans

| ,-(budding) yeasts-|
| | (hemiascomycetes) ----——----- Pichia pastoris

i ,-—-Neurospora crassa
*-~filamentous ascomycetes-|

(euascomycetes) | ,-Aspergillus nidulans
il

*-Penicillium chrysogenum

2. abra Az Ascomycota torzs rendszere

Az aszkusz kialakuldsénak altaldnos folyamata:
Az ivarszervek morfologiai elkiiloniilése gyakran el6fordul, aszkogoniumokat ¢s
antheridiumokat fejlesztenek. Az aszkogoniumbol kiindulo trichogén Osszekapcsolja a két
szervet, majd rajta keresztiil a ,,him” sejtmagvak az aszkogdéniumba keriilnek. Errdl ezutan

dikarionos aszkogén hifdk fejlédnek, amelyekben két, ellentétes genetikai tartalmu mag egy



ponton elkiiloniil és aszkusz anyasejtté alakul. A magok egyesiilnek kariogdmiaval, amelyet
meiotikus magosztodas kovet, végiil a magok koriil aszkosporak alakulnak ki az aszkuszon
beliil.
Vegetativ fazisban éaltaldban fonalas szervezddéstiek, amely néha csak egy sejtre redukalodik
(éleszté gombak), olykor dimorfak. Aszexualis szaporodasra konidiumokkal, ill. sarjadzassal,
vagy hasadassal képesek. Az aszkomicéta fonalas gombak f0 sejtfal alkotdja a kitin, az
¢lesztOkben B-1,3-glukan és a mannan a f6 komponens (May és mtsi., 1986).

A S. pombe az Ascomycota torzson beliil a Schizosaccharomycetales rendbe tartozik,
ezen belil a Schizosaccharomycetaceae csaladba. A Schizosaccharomyceseket a
Saccharomycesekkel és mas valodi élesztOkkel egyiitt az Endomycetales rendbe soroltak
annak ellenére, hogy kezdettdl ismert volt, hogy egyes tulajdonsagaik (szaporodas, sporazas
modja, sejtfal Osszetétel) eltérdek. A csaldd legismertebb faja a S. pombe, mind elméleti
vizsgélatok (sejtciklus, genetikai kutatds), mind gyakorlat szempontjabol igen fontos

mikroszervezet.

2.2.3 A S. pombe életciklusa

diploid vegetativ ciklus, a diploid szexudlis ciklus, és a nyugalmi allapot (3. &bra). A
sejteknek a sejtciklus G; fazisdban kell valasztani a vegetativ €s a szexualis ciklus koziil. A
vegetativan szaporodo sejtek a tdpanyagok elfogyasat kdvetden az €hezésre kétféle modon
valaszolhatnak. Az egyik madd, hogy elinditjak a szexudlis ciklust, a masik nyugalmi, azaz Gy
fazisba 1épnek (Beach és mtsi., 1985; Kelly és mtsi., 1988). A S. pombe sejtek G; vagy G,
fazisbol is beléphetnek a Gy nyugalmi allapotba (Munz és mtsi., 1989).

10



RSN ipioid cells

3. abra A S. pombe életciklusa

(http://www.bio.uva.nl)

2. 3. A krom vegyiiletek hatasmechanizmusa

Napjainkban az iparban a kromvegyiiletek hasznalata nagyon elterjedt, nagy
mennyiségben hasznaljak az acéltermelésben, a favédd anyagok eldallitasaban, a fémek
korroziogatlasanal, borcserzésnél, festékek ¢és szinezékek eldallitasakor, fémbevonatok
készitésénél. Ezért az ipari izemeknek rendelkezniiik kell szennyviztisztitoval, csak ezutan
ereszthetik szennyviziiket a kommunalis szennyvizhez. Az ipari lizemek szennyvizei altalaban
csak kis mennyiségben vagy egyaltalan nem tartalmaznak szerves anyagot, ezért a
szennyviztisztitds hatékonysaga nem mindig tokéletes, ezért a talaj és a felszini vizek krom
altali szennyez6dése a mai kornyezetvédelem egy nagyon aktualis probléméja. Eppen ezért a

szennyvizek megfeleld tisztitdsa nagyon fontos a flordk és az Okoszisztémak épségének a

11



megoOrzése érdekében, hogy a kornyezet a krom kiilonb6zé mérgezd vegyiiletei altali
szennyezettsége minél kisebb mértékli legyen. Annak ellenére, hogy milyen kéros az
¢lélényekre, fontos, hogy az ivoviz tartalmazzon krémot, nagyon kis mennyiségben: 0,05
mg/l-t. Ez a szervezetben lezajl6 katalitikus folyamatok miatt sziikséges.

Természetes vizes kornyezetben a krom vegytiletek oxidacios allapotai koziil a
Cr(IIT) és a Cr(VI) a meghatarozé. A Cr(IIl) s6 formaja a CrCl; * 6H,O. Vizes oldatban, mint
Cr(OH); (pH 6,2-11,5) forméaban van jelen. Komplexet képez tobbek kozt a glutationnal,
NADP-vel, aszkorbinsavval, ciszteinnel, aminosavakkal, savakkal, nukleotidokkal illetve
ezek makromolekulaival. A Cr(Ill) szamara a sejtmembran gyakorlatilag atjarhatatlan
mindkét irdnyba. A Cr(VI) a sejtbe keriilve Cr(Ill)-4 redukalodik és in vitro kisérletek
tanulsdga szerint fehérje-fehérje, fehérje-DNS, DNS-DNS keresztkotéseket hoz 1étre.
Millimolos koncentracidban gatolja a DNS replikdciot, ennél alacsonyabb koncentracidoban
csokkenti a DNS atiras megbizhatdsagat, ezaltal mutagén ¢és karcinogén hatast idézhet eld
(Langard, 1993; Costa, 1997).

Szemben a Cr(IIl) ionokkal a kromat [Cr(VI] ion (CrO4>) folvétele a sejtek altal egy
nemspecifikus anion transzporttal, az ugynevezett permedz rendszeren keresztiil torténik,
mely tobbek kozott a sejt szamara nélkiilozhetetlen SO4> és PO, felvételét végzi. Néhany
Neurospora crassa kromat rezisztens mutansa erdsen lecsokkent szulfat transzport
tulajdonsaggal rendelkezett. A felvétel tipusa serkentett diffizid, azaz egy olyan specifikus
fehérjérdl van szo, amely miikodéséhez nem igényel bioldgiai energidt, makroerg kotéseket.
A felvétel addig torténik az ilyen tipust transzporterek esetében, ameddig a bioldgiai
membran két oldaldn az adott oxidaciés allapotban azonos koncentraciot el nem ér a kérdéses
ion. A bedramlast gatlo vegylilet a 4-acetamid-4’-izotiocianosztilben-2,2’-diszulfoniksav, a
dietil-malat és a foron. A dietilmalét reagdl az anion carrierek SH csoportjaval, ezaltal gatolja
a krom transzportot. A dietilmalat és a foron erésen gatolja még a glutation redox ciklust is. A
kozegészségiligyi vizsgalatok ¢és a legkiilonbozobb €16 szervezeteken végzett kutatasok
bizonyitottdk, hogy a Cr(VI) az egyik legerételjesebben citotoxikus, genotoxikus és
karcinogén vegyiilet (Borst-Pauwels, 1981; Wiegand és mtsi., 1985; Arslan és mtsi., 1987;
Miller és mtsi., 1991; Snow, 1991; Cohen és mtsi., 1993, Katz és Salem, 1993; Shi és mtsi.,
1999; Cervantes €s mtsi., 2001).

Aaseth ¢és mtsi. (1982) vizsgaltak a human eritrocitak Cr(VI) és Cr(III) felvételét négy
ords iddintervallumban, melynek sordn a Cr(VI) majdnem teljes mennyisége bejutott a
sejtekbe, mig a Cr(IlI)-nak ugyanezen id0 alatt csak az 5%-a jutott be. A dietil malat az

intracellularis GSH-t elhasznalja, ezaltal csokken a sejtek Cr(VI) felvétele.
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Wiegand és mtsi. (1985) is végeztek méréseket eritrocitakkal, 6k *'Cr(VI) izotopot
hasznéltak. A nulla idépontban az izotdép 100 %-a a plazmaban volt megtaldlhato, két ora
elteltével az eritrocitak az >'Cr(VI) 85%-4t felvették.

Ormos és Manyai (1977) szintén eritrocitdk Cr(VI) felvételét vizsgalta Sephadex
gélen, és ugy talaltak, hogy a Cr(VI) 95%-at a hemoglobin kototte meg. Ha csak a tiszta
hemoglobint inkubaltak Cr(VI)-tal, akkor a teljes Cr(VI) 55%-at kototte csak meg, ha viszont
adtak hozza glutationt, akkor ez dramaian megnovelte a 1étrjovo kotések szamat. Ormos és
Manyai szerint a GSH jelenléte megndveli a krom és a hemoglobin kozotti kotések szamat az
¢p eritrocitakban.

Norseth ¢és mtsi. (1982) patkanyokon végeztek kisérleteket, amelyek soran
intravénasan Cr(VI)-ot és Cr(Ill)-at injekcidztak az allatokba, a kisérlet sordn a patkdnyok a
kromot kivalasztottak az epében, mint Cr(IlI). Amikor dietil-malattal és ciklohexan oxiddal
kezelték a sejteket a Cr(VI) adas eldtt, elhasznalva a sejtek GSH tartalmat, a krom epés
kivalasztasa csokkent és az epében kizarolagosan mint Cr(VI) jelent meg. Igy szerintiik a
GSH szerepe a Cr(VI) felvételben €s redukalasban egyértelmi.

Rapoport és Muter (1995) Candida utilis-szel folytattak kisérleteket, melynek soran a
sejteket kiilonbozd mértékben szaritottak ki, majd inkubaltdk Oket 18 oran keresztiil Cr(VI)
tartalmu pufferban. A kisérletek soran azt tapasztaltak, hogy a legkisebb nedvességtartalmu
sejteknek volt a legnagyobb a Cr(VI) felvétele. Vizsgaltak a felvétel homérsékletfiiggését is
15, 30 és 45 °C-on, a Cr(VI) felvétel a 45°C-os hdmérsékleten volt a legmagasabb.
Tanulmanyoztak a kiilonb6zé mértékben kiszaritott sejtek életképességét is, melynek soran a
18 oras kezelés alatt a 75%-o0s nedvességtartalm sejtek életképessége lecsokkent 100%-r6l
85%-ra. A legjobban kiszaritott sejtek sejtszdma a kezelés alatt ugyanannyi maradt. Az
eredmények azt mutatjak, hogy a dehidralt sejtek elnyelési kapacitdsa joval nagyobb, mint a
sértetlen sejteké. Kimutattdk, hogy ezen sejtek sejtfalanak megnétt az elektronnegativitasa,
aminek a segitségével a pozitiv toltésii fémionokat meg tudjak kotni a sejtfelszinen, ezzel is
csokkentve a bejutasukat és karokozasukat. Az alacsonyabb rendii eukariotak sokféle modon
védekeznek a Cr vegyliletekkel szemben. A Cr(VI) rezisztens mikrobak két mechanizmusnak
koszonhetik a rezisztencidjukat: 1, membran sorompdk a Cr(VI) ellen 2, a Cr(VI) redukcidja
Cr(Il)-4. Egyrészt redukaljak mar a sejt felszinén a kromot, igy oldhatatlan krom-hidroxid
keletkezik, ami megvédi a sejteket a Cr(VI) toxicitasaval szemben. A sejtfal struktarja és
toltése is fontos a fémek abszorpcidjdban. A gombdk sejtfaldban fontos szerepet kapnak az
elagazd mannoproteinek, lipidek, pigmentek és potencialis fém-komplex helyek, mint példaul

a karboxilat, foszfat, szulthidril és amino csoportok. A baktériumok H,S-t termelve
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védekeznek a nehézfémekkel szemben, amely mint fémcsapda fejti ki a hatasat. A S. pombe
ciszteinben gazdag y-glutamil peptideket termel (Standeven és mtsi., 1989)

A Cr(VI) redukélasdban részt vevd legfontosabb molekuldk: hisztidin, glutation,
cisztein, aszkorbinsav, gliikan, riboflavinok; enzimek koziil a citokrom-P450, DT-diaforaz és
a mitokondridlis elektron transzport lanc enzimei. A Cr(VI) redukéldsa soran reaktiv
intermedierek keletkeznek, pl.: Cr(V), Cr(IV), Cr(Ill) és *OH gyok. A baktériumok H,S-t
termelnek, és ennek segitségével tudjak redukalni a Cr(VI)-ot Cr(Ill)-&. A H,S az
elektrondonor szerepét tolti be, és igy a Cr(VI) redukaldédik Cr(OH)s-4. Az élesztd és emlds
sejtekben a millimolos mennyiségben jelenlevé GSH-nak elsédleges szerepet tulajdonitottak a
Cr(VI) redukcioban. EPR méréseket is végeztek a CR(VI) és Cr(V) kimutatasara. Igy
figyelték meg, hogy a Cr(V) jel intenzitdsa és a Cr(VI) indukalta DNS szdl torések
mennyisége csoOkkent, amikor a V-79 sejtekhez a Cr(VI) kezelést megelézden E-vitamint
adtak. Viszont, ha el6kezelték a sejteket natrium szelenittel, amely megnovelte a GSH
mennyiségét a V-79 sejteknél, nagyobb mrtékli Cr(VI) indukalta DNS szaltorést figyeltek
meg (Liu és mtsi., 1997; Sugiyama és mtsi., 1989).

Cupo ¢és Wetterhahn (1985) kozvetlen kapcsolatot fedezett fel a cellularis GSH szint
(mely modositva volt N-acetil-L-ciszteinnel) és a DNS szaltorések mennyisége kozott a
kromattal kezelt csirke embridoban. Ezek a tanulmanyok bizonyitjak a GSH szerepét a Cr(VI)
anyagcserében és a Cr(VI) indukalta DNS sériilést a bioldgiai rendszerekben.

Az aszkorbinsav is képes redukalni a Cr(VI)-ot in-vitro korilmények kozott pH 7,4-
en. Suzuki és Fukuda (1990) felndtt patkany tiidében vizsgélta az aszkorbinsav szerepét a
Cr(VI) redukcioban. Ugy tapasztaltdk, hogy a Cr(VI) redukcioja a tiidében nagyon gyors volt,
valamint, hogy az aszkorbinsav jelentdsen hozzajarult a redukcidhoz.

Gruber és Jennette (1978) az elsé bizonyitékat szerezte meg a Cr(VI) enzimatikus
redukalasanak. Amikor a Cr(VI)-ot egyiitt inkubaltak mikroszémakkal és NADPH-val, akkor
Cr(IIl) keletkezett, ha viszont a Cr(VI)-ot csak az egyikkel inkubaltdk egyiitt, akkor csak
viszonylag kis mennyiségben tortént Cr(VI) redukcié. Garcia és Jennette (1981) kimutatta,
hogy a citokrom P-450 enzimnek a mikroszoémakban végbemend Cr(VI) redukcidban szerepe
van, mégpedig ugy, hogy a Cr(VI) redukcid csokkent szén-monoxid €s metirapon adasa utan,
ami ismert P-450 gatlo.

Izolalt mitokondriumok is képesek Cr(VI) redukciéra. Az elektron transzport lanchoz
sziikséges szubsztratok novelik, mig az elektron transzport lanc gatloi csokkentik a Cr(V)
format, ez azt mutatja, hogy az elektron transzport lanc komplexeinek szerepiik van a Cr(VI)

redukcidban. Patkany timocitak Cr(VI)-al valo kezelése soran csokkent az ATP szint és az
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oxigén fogyasztds aranya. Ezért valoszinlisithetd a mitokondriumok szerepe a Cr(VI)
redukcioban (Rossi és mtsi., 1988).

A Cr(VI) redukcidja sordn az egyik intermedier a Cr(IV). Cr(VI) és GSH reakcioja
soran keletkezik a Cr(IV)-GSH komplex (Liu és mtsi., 1996). A komplexképzés akkor a
leghatékonyabb, ha a Cr(VI) és a GSH aranya 1:2. Ez a Cr(IV)-GSH komplex hidroxil
gyokot (‘OH) képes termelni molekularis oxigén jelenlétében vizes kozegben. A katalaz
gatolja a ‘OH gyok termelését, mig a H,O, ndveli azt, jelezve, hogy a ‘OH gydk Fenton-szerii
reakcio utjan termelddik, a H,O, pedig a molekularis oxigén redukcidja soran, mint koztes
termék keletkezik. Fém-ion kelatorok, mint a deferoxamin és a 1,10-fenantrolin, csokkentik a
Cr(IV) altal kozvetitett *OH gyok termelését. Ujabb tanulmanyok igazoltdk a Cr(VI) in vivo
redukciojat egérben Cr(V)-6t termelve. Ez megalapozta, hogy a Cr(V) képes termelni "OH
gyokot H,O,-bol Fenton-szerti reakeid utjan. A Cr(IV) is képes termelni *OH gyokst Fenton-
szerli reakcion keresztiil (Cr(IV) + HyO, — Cr(V) + ‘OH + OH"). Ez a Fenton-szeri reakcio a
Cr(IV) kozvetitésével magasabb aranyban torténik, mint Cr(V) esetében. Liu-¢k a hidroxil
gyokok kimutatisara az EPR modszert alkalmaztak. Jelolonek 5,5-dimetil-1-pirrolin N-
oxidazt (DMPO) hasznaltak. A legnagyobb jelet akkor kaptak, amikor a pufferban Cr(IV)-
GSH, H,0; és DMPO volt. Ha etanolt adtak az oldathoz, akkor a jel joval lecsokkent, mivel
az etanol masodlagos csapddja a hidroxil gyoknek. Ha etanol helyett deferoxamint vagy 1,10-
fenantrolint adtak a Cr(IV)-GSH ¢és a H,O, mell¢, a jel akkor is lecsokkent. A Cr(IV)-GSH
egyediil, csak a DMPO-val elég kicsi jelet ad, viszont ha megnoveltek a Cr(IV)-GSH
mennyiségét 2,5 mg/ml-re, akkor a DMPO/*OH-ra jellemz6 1:2:2:1 negyedleges aranyt
figyelték meg, vagyis a Cr(IV) egyediil is képes volt termelni hidroxil gyokot. Kataldz adasara
ez a jel teljesen eltlint. Igy Liu-€k kijelentették, hogy a Cr(IV) hidroxil gyokdt képes termelni
molekularis oxigén jelenlétében vizes kdzegben egy Fenton-szerii reakci6 altal.

A sejten beliili folyamatokat az alabbi 5. dbra szemlélteti vazlatosan. Ezen l4thato
folyamatok elsdsorban in vitro kisérletek eredményeként valtak ismertté, amely témat Shi és
mtsi. 1999-ben részletesen Osszefoglaltak. A Cr(VI) elektronfelvétellel jard redukcidja
atmeneti reaktiv oxigén gyokoket valamint a Cr(V)-6t és a Cr(IV)-et hozza létre, melyek
rovid felezési idejliek és GSH komplex formdjaban léteznek. Kozben olyan glutation gydk
keletkezhet, amely mar sejtkdrosodéast okozhat és mas tiol molekuldkkal szuperoxid-gyokot

(0y7) termel.

Cr(V)+GSH — >  Cr(V)+GS
GS' +RSH —> RSSR'+H"

15



RSSR' + O, — RSSR + 0,"

Redukcid folyaman a keletkezd Cr(V) a sejtben természetes ton 1étrejott hidrogén-peroxiddal

Fenton tipusu reakcidba 1ép ‘OH gyok képzése kozben.

Cr(V) + H,0, —Cr(VI) + 'OH + OH"

Kozismert, hogy a hidroxil-gyok a legreaktivabb a szabad gyokok koziil és enzimatikus
védelemmel a sejt nem rendelkezik vele szemben. Kolcsonhatdsba 1ép a sejt valamennyi
fontos makromolekuldjaval, igy a DNS moddositasa mellett DNS lanctorést okoz, amellyel
jelenleg magyardzzuk mutagén és karcinogén hatasat valamennyi €l6lény esetében (Gille és

Sigler, 1995).
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4. abra: A kromvegyiiletek hatasmechanizmusa
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2.4. Reaktiv oxigén gyokok

A legtobb kémiai anyag elektronorbitaljai paros elektronokkal telitettek, melyeknek
ellenkezd iranyu spinjiik van. A szabad gyokok olyan molekuldk, amelyek kiils6 orbitalja egy
egyediil 4llo, parositatlan elektront tartalmaz. Mivel az elektronok parképzdédésre hajlamosak,
egy ilyen péarositatlan elektron jelenléte bizonyos fesziiltséget hoz létre a szabad gyodkben és
partner keresésére készteti. Kémiailag reaktivak, élettartalmuk rovid. Néhany kozonséges
molekula, mint a nitrogén-oxid (NO) ¢és a nitrogén-dioxid (NO;), a kiils6 orbitdljan egy
parositatlan elektront tartalmaz normal allapotban is, igy definici6é szerint szabad gyoknek
szamit. Biradikalis (kettdés szabad gyok) egy olyan kémiai anyag, amely két parositatlan
elektront tartalmaz kiilsé orbitaljain, mint pld. a molekularis oxigén. A gydkion egy pozitiv
vagy negativ toltésii szabad gyok. Mig egy kémiai anyag ion voltat elektronjainak
protonjaihoz viszonyitott szama hatarozza meg, szabad gyok a protonok szamatdl fliggetleniil
minden olyan kémiai anyag, amelynek kiilsé elektronorbitaljan egy parositatlan elektron van.
Sok reakci6 kezdete (iniciacioja) a két elektronos kémiai kotés bomlasabol all. A kémiai kotés
elhasadhat szimmetrikusan, amikor is a termékek szabad gyokok lesznek, vagy

asszimetrikusan, amikor ionok keletkeznek (Halliwell és Gutteridge, 1999).

AB—> A +B

AB—» A +B'

Egy kémiai anyagot tobbféle modon, fizikai eszkdzokkel (UV) vagy mas iniciatornak
nevezett kémiai anyaggal hozhatunk a szabad gyok &llapotaba. A szabad gydk reakciok

altalaban lancreakciok.

2.4.1. A molekularis oxigén.

Alapallapotaban biradikalis, két paralell spinli parositatlan e’-t tartalmaz kiils6 orbitaljan. A
molekuldhoz, meggatolva kémiai kotés képzodését. A kotésképzodéshez eldbb egy
elektronspin megfordulasnak kell 1étrejonnie. Mivel a spin megfordulasi folyamata lassi az
aktivalasi komplexek élettartalmdhoz viszonyitva, ez azt eredményezi, hogy a molekularis

oxigén alapallapotéban relative gyenge oxidans.
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Az oxigén molekula magas redukcidés potenciallal rendelkezik, ezaltal igen jo
oxidaloszer. Bar a molekularis oxigén fiziologias hdmérsékleten igen inert, de katalizatorok
segitségével képes reagalni. Az alacsony reakciokészség oka a kiilonleges elektronszerkezete.
A két legkiilsé parositatlan elektron ugynevezett degradalt m-palyan helyezkedik el, két
egyelektronos m-kotést alkotva. Igy az oxigénmolekulaban egy szigma- és két fél pi-kotés van.
Kettds kotésrol csak akkor beszélhetiink, ha elnagyolt egyszeriisitésként a két fél n-kotést egy
n-kotéssel egyenértékiinek tekintjiilk. A két parallel spin paramagneses tulajdonsagot ad az
alapallapoti O,—nek.

A molekularis O,-bdl keletkezd gyokok az élovilagra, de az élettelen természetre is komoly
veszedelmet jelentenek. A 5. 4brabdl kitlinik, hogy a gerjesztés, illetve redukcid soran
keletkezd reaktiv intermedierek nem mind szabad gyokok (pl. a deltaszinglett oxigén vagy a
H,0O; definici6 szerint nem szabad gydk), gydkreakciok sordn keletkezhetnek, reaktivitasuk és

jelentdségiik a szabad gyokokéhez hasonld, ezeket reaktiv oxigén fajtdknak (ROS) nevezziik.

1ot
;
o]
i

O tripiett alapallapot 0- reaktiv szingulett Allapot

+ H*

027+ szuperoxid anion gydk IC:J--Q' —_— HOo+ hidroperoxil gyok

l re"

- . +
0,2~  peroxid ion o-o 2, H,0,  hidrogén peroxid
l e
O~ és 02- 19  —H, oM hidroxilgyk
és
-— +
101 —22H, Hz0
l +e
202- 2101 LM 2H,0

5. abra Az oxigénmolekula kiilonb6z6 oxidacios allapotai (Sigler és Gille, 1995)

Az oxigén komplett tetravalens (4 elektronnal torténd) redukcidja soran viz keletkezik. Ha
szekvencialis, univalens (1 elektronos) redukciokon megy keresztiil, akkor reaktiv
intermedierek keletkeznek, amelyek karosithatjdk a bioldgiai rendszereket. Ilyen intermedier

pl. a szuperoxid aniongyok (0,"7), a H,O,, és a hidroxilgyok.
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Az ¢élélényekben ezért olyan oxidativ enzimek fejlédtek ki, amelyek képesek a
spinrestrikcid elvének megkeriilésével az oxigén divalens és tetravalens redukciojara tgy,
hogy kozben csak minimalis mennyiségben szabadul fel ROS. Ilyen enzim a citokrém oxidaz,
amely az oxigén tetravalens redukciojat hajtja végre, és amelynek miikodése felelds a
sejtlégzés soran elfogyasztott oxigén dontd részéért. Mégis, a sejtlégzés soran kis
mennyiségben allanddan keletkezik ROS, amelyeket azonban normalis koriilmények kozott a

védekezd rendszerek semlegesiteni tudnak.

2.4.2. A ROS-ok eredete:

1. Légzés. Az oxigén nem teljes (4 elektronos) redukcidja ROS képzddéshez vezethet. Ez a
legfontosabb forrdsa a ROS-nak. A 1égzés soran az oxigén 1%-a szuperoxidda alakul, amely
diszpoporcionalédva (SOD-ok altal) hidrogén-peroxidot termel.

2. Zsirsavanyagcsere. A peroxiszomalis zsirsavlebontds az acil-CoA dehidrogenaz révén
hidrogén-peroxidot hoz létre. E mellett a telitetlen zsirsavak kialakulasa szintén molekularis
oxigén redukcidjaval jar, ezért itt is képzddhet ROS.

3. Oxigenazok (pl. purin, pirimidin anyagcsere, xenobiotikumok lebontésa stb.) is termelnek
ROS-t. A xantin dehidrogendz oxidaléodva, vagy proteolitikus atalakulds utdn xantin
oxidazként funkcional. Ilyenkor NAD helyett O,-t hasznal elektron akceptorként ¢&s
szuperoxidot termel hugysav képzddése kozben.

4. A NADPH-oxid4z szintén szuperoxidot generalé enzim.

5. A fotoszintézis sordn elsdsorban szinglet oxigén keletkezik nagy mennyiségben a nem
megfeleld fotokémiai reakciok miatt.

6. A hidroxil szabadgyok legnagyobb mennyiségben hidrogén peroxidbdl és szuperoxid
gyokbdl keletkezik egy az atmeneti fémek (pl. Fe, Cu, Zn) 4ltal katalizalt reakcioban.
Oxidativ stressz kialakitasa laboratoriumi koriilmények kozott:

- Hidrogén-peroxid, szerves peroxidok (pl. tert-butil hidroperoxid, kumén-hidroperoxid, lipid
peroxidok).

- Menadion, paraquat, xantin-oxiddz, melyek szuperoxid generdlo dgensek.

- Diamid (csak oxidal, ROS-t nem generdl, a glutationnal reakcidba lépve kotddik hozza és

ezt a komplexet a sejt eltavolitja) (Halliwell és Gutteridge, 1999).

2.4.3. A szuperoxid gyok (O;").
A legtobb szuperoxidgyok a mitokondridlis elektron ranszport lanc miikddése soran

keletkezik, de tovabbi jelentds forrasai az endoplazmatikus retikulum és a kloroplasztisz.
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Fagocitak mikddése soran a NADPH-oxidaz miikodése kovetkeztében is keletkezik, valamint
vegyiiletek autooxidaciojakor. A O, maga korlatozott mértékben reaktiv, mivel azonban
oxidalni tud 4tmeneti fémkomplexeket, organikus szubsztratokat, kapcsolddni képes
fémekhez, ezért mas reaktivabb oxigénintermedierré is alakulhat. A fehérjék Fe-S klasztereit
(4Fe-4S tipust) teszi tonkre a Fe(IIl) redukalasaval. A felszabadul6 vas tovabbi karosodéasokat
okozhat (Id. Fenton, Haber-Wies reakciok). Réaadasul ezt a vasat a sejtek nem képesek
Ujrahasznositani, igy a Fe-S klaszter(i fehérjék 0j szintézise vashianyt okoz.

Savas kozegben, mint amilyen a fagocita vakudlum vagy a sejtmembranok mikrokdrnyezete,

protonalodik perhidroxilgyokké (HO,').

H'+0,~ — HO,

A HO, erésebb oxidans, mint a O, és citotoxikusabb.
A szuperoxid vizes kdzegben gyorsan diszproporcionalddik molekuléris oxigénné és

hiperoxid anionna.

H+20,"— HO, +0,

Tiolok szuperoxiddal, miutan az S-H kotések savasabb jelleglick a OH kotésnél, konnyebben

oxidaldodnak.

R-SH——» R-S —»R-§ —»R-S-S-R

Az NH vegyiiletek kotésenergidja lényegesen kisebb az O-H és C—H kotéseknél, ezért a
proton lehasitdsa is konnyebb. A szuperoxid mennyiségét meg tudjuk mérni EPR

spektroszkopiaval, optikai és tomeg spektroszkopiaval is.

2.4.4. Hidrogén peroxid (H,O,).
Keletkezhet:
- a molekularis oxigén divalens redukciojaval (gliikoz oxidaz),
- 0, -b8l SOD-ok Altal:

20,"+2H—> H,0,+0;,
- hidroperoxil gyokbol:
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HO +HO, —» H,0,+ 0,
HO»+O0,+H" > H0,+0;,
- xantin oxidaz segitségével,

Legkevésbé reakcidképes primer terméke szdmos oxidaz reakcionak. Parositatlan
elektronjai nincsenek, ezért nem szabadgyok, és nem is paramagneses, de két negativ toltésu.
Viszonylag stabil, igy akkumulalodhat a sejtekben és képzddésének helyétdl tavolabbra is
diffundalhat.

Elettani szerepe jelentds lehet, pl.:

- granulocitak termelik fagocit6zis soran,
- Streptococcus sanguis hidrogénperoxidot termel, igy akadalyozza meg mas organizmusok
novekedését.

Képzddése a mitokondriumokban is gyakran lejatszodo folyamat. A H,O, konnyen
oxidal biologiailag fontos vegytileteket, pl.: telitetlen zsirsavakat, tiolokat, a fehérjék Cys és
Met oldallancait karositja.

A fémkatalizalt reakcidja Fe’™ ionnal a rendkivill reakcioképes "OH gyok

képzddéséhez vezet.

2.4.5. 'OH (hidroxilgyok)

A potens oxidans "OH keletkezésében az un. Fenton tipusi Haber-Weiss reakcionak
tulajdonitottak szerepet, amelyben O, —b6l és HyO, b6l keletkezik az igen reaktiv "OH
gyok.

Ez a reakcié azonban az él0 szervezetekben nagyon lassan megy végbe, igy ezaltal
jelentdés mennyiségben nem keletkezhet ‘OH. A hidroxilgyok a sejt minden molekulajaval
képes reagalni: cukrokkal, aminosavakkal, foszfolipidekkel, més szerves savakkal. A
sejtekben nem akkumuldlodik. 1934-ben Haber és Weiss figyelték meg, hogy O, és
Ez a Haber-Weiss reakcio volt az elsd, kémiai rendszerben hidroxilgydk termelést leird
egyenlet. Késdbb észrevették, hogy vizes kozegben ennek a reakcionak a sebessége allando,
hacsak nincs jelen megfelelé mennyiségli fém (pl. vas), ami semleges pH-n a reakcio

Jo 4 r " .
sebességét 10"-szeresére noveli .

Fe’" + H,0, » ‘OH + OH + Fe(Ill) (Fenton, 1894)
Fe(Ill) + 0,7 ——— Fe* '+ 0,

HO, + Fe**+ H — > Fe(Ill) + H,0,

"OH + H,0, » H,O+H +0,"
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0, + H,0, » "OH + OH + O, (Haber és Weiss, 1934)

fgy mar jelentés mennyiségii ‘OH keletkezhet. Az ‘OH az ismert legaktivabb
oxidalészer. A gyok a viz radiolizisével is képzddik. Ez a bioldgiai rendszerek besugarzasa
soran is fellép. A hidroxilgyok nagy reakciokészsége miatt a keletkezési helyétdl nem juthat

messzire, szinte ugyanott elreagal (Halliwell és Gutteridge, 1999).

2.4.6. A lipid-peroxidacio.

A ROS-ok a lipidek lancreakcio-szerii peroxidaldédasat okozzak. Elsdsorban a telitetlen
zsirsavlancokat tdmadjak karbon szabadgyokot létrehozva (=C°), ami oxigén jelenlétében
peroxil szabadgyokké (=COQO°) és ezen keresztiil alkoxil szabadgyokké (=CO°) alakul. Ezek
szintén képesek H atomot elvonni a kornyezetiikben 1évé atomoktol, igy lancreakciot
inditanak be; vagy lanctorést indukalnak aldehideket létrehozva. A képzddd aldehidek és
dialdehidek (pl. malondialdehid) szintén toxikusak. DNS, RNS és fehérje karosodasokat

okozhatnak, pl. primer amino-csoportokhoz kapcsolodva.

o1 Cooil

., /\
! o
A A AAAARAAAA

12 °8 COOH
Cyclic peroxide

Cyclic endoperoxide
0,
hydrolysis or hest

ﬁ + other products

MDA

COOH

6. abra A lipid-peroxidacioé folyamata (Halliwell és Gutteridge, 1999).

--------

megszakadésa) is okozhatja. Els6sorban az o C atomot oxidalja (de az oldallanc C atomyjait is

megtamadhatja) karbon szabadgyokot (=C°) 1étrehozva. Ezekutan hasonld folyamat zajlik le,
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mint a lipidperoxidacional, amelynek soran alkoxil szabadgyok (=CO®) alakul ki. Itt is
lancreakcidt inditanak be, vagy lanctorést indukalnak. Ezen tal, hidroxilezi a Phe-t, Tyr-t és
Arg-t és keresztkotéseket alakit ki Tyr-ok, Hys-ek és Lys-ek kozott.

Nukleinsavakban a cukor részen karbon szabadgyokoket hoz létre, ami lanctoréshez,
keresztkotések kialakitasahoz vezet. A bazisokat is modosithatja, leggyakrabban 8-, 6- és 5-

hidroxi-guanin képzddését eldidézve.

diszulfid

kereszikites
transzmiembrin lipid- i
glikoprotein Peeicinazal- ‘ll J;:;:;:Eitlcm
membranfelsaing hasadés '. =
pmlclr:i r] ]:rrmx-,in-pwl:un
T keresmhigs v

Hf:;

BB L %ﬂﬁﬂgiiﬁ

CHy- % ..

ABOF S 5
Mt gﬁﬁﬁmgﬂ%&ﬁ For 158 b waﬁ“

CHy.8 II
} ]rmd -lipid
/ o kereszikoms 4
aminosav- =, Zsirsay-
axiddicio az owiddlt zsirsav- oxidicié
bl felszabaduld

mialondialde hid

7. dbra Szabadgyokok okozta membrankarosodas (Rubbo és mtsi., 1994).

2.4.7. A ROS ellen védo enzimek

A O, semlegesitését a szuperoxid-diszmutazok (SOD-ok) végzik, amelyek
metalloproteinek, Mn-t, Fe-t vagy Cu+Zn-t tartalmaznak (MnSOD, FeSOD, CuZnSOD).
FeSOD a prokaridtakban, MnSOD a pro- ¢s eukaridtakban, CuZnSOD csak az eukaridtakban
talalhato meg. Az eukaridtdk mitokondriumaban csak MnSOD van, mig a citoszélban csak
CuZnSOD, kivéve a féemldsoket, amelyek citoszoljaban MnSOD is megtalalhato (Fridovich,
1989). A SOD-ok a kdvetkezd reakciot katalizaljak:

Enzim-Cu®’ + 0, —— Enzim-Cu' + O,

Enzim-Cu’ + O, + 2H —Enzim-Cu*" + H,0,

02.74‘ 02.74- 2H+ — H,0,+0»
A mitokondrialis 1égzési lanc miikodése soran keletkezett O™, —t az MnSOD H,0,-da
alakitja és ez allanddan kis mennyiségli H,O, termelését jelenti a sejtben (Galiazzo és mtsi.,

1994).
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A H,0, semlegesitésére egy hem enzim, a katalaz (CAT) és kiilonb6z6 peroxidazok
(GPx) szolgéalnak. A katalaz a peroxiszomakban helyezkedik el és a kovetkezd reakciot

katalizalja:

katalaz-Fe(IIl) + H,O,— vegyiilet I + H,O
vegyiilet I + H,O, — katalaz-Fe(IIl) + H,O + O,

A Saccharomyces cerevisiae két katalazzal rendelkezik, katalaz A-val és kataldz T-vel.
A kataldz A a peroxiszémakban talalhato és a zsirsavak B-oxidacioja soran keletkezé H,O;
eltavolitasa a feladata, a kataldz T a sejtplazmaban talalhato (Jamieson, 1998). A katalaz kis
intracellularis H»O, koncentracio esetén relative nem aktiv, tovabba lokalizacioja a
peroxiszomakban is azt valdsziniisiti, hogy ilyenkor mas védekezd rendszer felelés a H,O»

semlegesitéséért. Ilyen enzimek a peroxidazok, melyek a kovetkezd reakciot katalizaljak:

H,O, +RH, —» 2 H,O+R

Ez H,O,—t bont le redukdloszerek felhasznalaséval. Ilyen enzim a szeléndependens
glutation-peroxidaz, amely a citoszolban és a mitokondriumban helyezkedik el, az egyik
fontos tiolrendszer, mely redukalt glutation felhasznalasdval miikddik. Az élesztOk az
emlésok glutation peroxiddzaival szemben szelenociszteint nem tartalmaznak, képesek a
hidrogénperoxid és a szerves peroxidok mellett a nem vizoldékony, foszfolipid peroxidokat is
elbontani, igy igen nagy szerepiik van a membrankarosodasok megakadalyozasaban oxidativ
stressz alatt. A redukalt glutation direkt "OH ,,scavenger” aktivitasat is feltételezik. A GPx kis
H,0, koncentracié esetén a f6 védekezd rendszer, de a H,O, toxikus nagy koncentracioi
esetén a katalaz is miikodésbe 1ép. A SOD és a peroxidaz, illetve a SOD ¢és a katalaz
egylittesen képesek a termindlis-oxidaz szerepet is betolteni, azaz O, -bdl vizet képezni
(Gille és Sigler, 1995; Jeong és mtsi., 2001).

A HO, és alkil-hidroperoxidok redukaldsdban a tioredoxin-peroxidiz is részt vesz,
tioredoxint felhasznalva, az oxidalodott tioredoxinok visszaredukalasat a tioredoxin reduktaz

végzi NADPH felhasznalasaval (Watson és mtsi., 2004).

2.4.8. Antioxidans molekulak
Az eukaridta sejtek nagy szamban tartalmaznak antioxidans molekuldkat, amelyeknek

kisebb-nagyobb szerepe van ROS elleni védelemben. Ezek az aldbbiak:
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A-vitamin: antikarcinogén hatasu, telitetlen zsirsav tartalmaval van Osszefiiggésben
antioxidans hatdsa. Alternativ utat nyit a lipidperoxidacionak. Ezen kiviil fémkelator
tulajdonsaga hozz4jarul antioxidéns, antikarcinogén hatdsdhoz. Kapcsolatot mutattak ki az A-
vitamin hianya és a tlidérak kozott, felvetette azt a lehetdséget, hogy A-vitamin felvételének a
novekedése védohatast gyakorol a dohanyfiist karcinogénjeivel szemben.

E-vitamin: antioxiddns hatasat a sejtmembranban elhelyezkedve fejti ki az altal, hogy
a hidroperoxidoknak hidrogént ad le, igy ezek képzddését megakadalyozza. Ennek
kovetkeztében a lancreakcidot megszakitva meggatolja a patologias szabadgyodk-reakcid
kiterjedését.

Glutation: a mar létrejott hidroperoxidok elbontasaval fejti ki antioxidans hatasat oly
modon, hogy kézben nem keletkeznek gyoktermékek.

Tioredoxin: peroxidok redukciojat végzi, bar a sejtek ezredannyit vagy még kisebb
mennyiségben tartalmazzak, mint a glutation.

Glutaredoxin: miikodése hasonl6 a tioredoxinhoz, valamint ez a molekula is 2 cisztein
aminosavval rendelkezik. Fontos elektron forrasa a ribonukleotid reduktaz enzimnek az
¢lesztOkben.

Fitokelatinok: a GSH-bol szintetizdlodnak a fitokelatin szintetdz enzim segitségével
((y-Glu-Cys),Gly).

Metallotioneinek: ciszteinben gazdag kis molekulatomegii fehérjék.

C-vitamin (aszkorbinsav): erds redukaloszer, konnyen elveszti hidrogénatomjait.
Részben lancmegszakitd antioxidans: a peroxigyokokkel reagédlva stabil monodehidro-
aszkorbat keletkezik belble, egyik H-jének leadasa utan. Ezen kiviil direkt O™, illetve ‘OH
gyokfogo ,,scavenger” hatasa is van, ROS-al torténd reakciéo utan monodehidro-aszkorbat
illetve dehidro-aszkorbinsav (2H atom leadédsa utan) keveréke keletkezik beldle.

D-penicillamin: fémkelator hatast (a hidroperoxidok bomlését eldsegitd fémkatalizist
meggatolja).

K-vitamin: redoxireakciokra képes kinonstrukturdja szintén antioxidans hatassal
ruhazza fel.

Ubikinon: szerkezete az E-vitaminéhoz és a K-vitaminéhoz hasonlo, a mitokondrialis
1égz6lanc tagja.

Szelénium: a szeléndependens glutation-peroxidaz enzim alkotorésze.

Tiolok: altaldban gatoljak a gyoOkreakciokat azaltal, hogy az —SH csoport H-jének
elvonasat lehetdvé teszik. A keletkezd tiol gyok (-S°) azutdn egy masik hasonld gyokkel

reagalva diszulfidot (-S-S-) képezhet.
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Gliikoéz: gyenge 'OH gyokfogd hatast, mivel az extracellularis térben fiziologidsan is
nagy koncentracioban van jelen a szervezetben, igy hatasa szamottevd lehet (Pdcsi €és mtsi.,

2004; Halliwell és Gutteridge, 1999.).

2.4.9. A glutation, mint f6 antioxidans az é16 szervezetekben

Minden ¢l6lény nagy mennyiségben tartalmaz legaldbb egyfajta, kis molekulatomegii
tiolt, amelynek fontos szerepe van az életfolyamatokhoz sziikséges redoxmilid kialakitdsadban.
A legéltalanosabban elterjedt ilyen molekula a glutation (GSH) (L-y-glutamil-L-ciszteinil-
glicin), szdmos ¢161ény, a GSH mellett, vagy helyette, gyakran a GSH-hoz szerkezetileg igen
hasonld, kéntartalmt vegyliletet tartalmaz, ilyen a tioredoxin. Az élesztd sejtekben a GSH
koncentracioja magasabb, mint 10 mM (Penninckx, 2002).

Szintézise két Iépcsdben torténik. Ciszteinbdl és glutamatbol a y-glutamilcisztein
szintetdz segitségével képzddik a y-glutamilcisztein, amelybdl glicin hozzdadasaval a
glutation szintetdz termeli a glutationt. A GSH lebontdsa ugyanigy két 1épésbdl all.
Mikodésében nagyon fontos szerepe van a tiol csoportnak, mivel ide kapcsolddnak a toxikus
anyagok, valamint a szabad gyokok redukélasaban ez a csoport vesz részt.

Szerepe nagyon sokrétli, a f0 antioxidans funkcidja mellett szamos mas funkcidja is
van:

- aminosavak és oligopeptidek transzportja,

- bioreduktiv reakcidban vesz részt,

- kén anyagcsere, tarolasa, szallitasa,

- méregtelenités,

- reaktiv oxigén gyokdok elleni védekezés, H,O, lebontas,

- xenobiotikumok és mas toxikus molekulak detoxifikalasa,

- GSH-t felhasznalva szintetizalddnak a nehézfémekkel kelatokat képezd

fitokelatinok (y-L-glutamil-L-ciszteinil),-glicin,

- redoxaktiv, oxidacios stresszt okozo nehézfémek ellen véd.

A glutation oxidalt forméja a glutation diszulfid (GSSG). A glutation peroxiddz enzim
végzi a GSH oxidalasat, mikdzben a ROS-bol egy nem reaktiv molekula keletkezik. A
keletkezett GS* gyokok egymashoz kapcsolodva hozzak 1étre a GSSG-t.

GSH + 0, + H" — GS® + H,0,
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8. dbra. A glutation redukalt és oxidalt formaja.

A GSSG-t a glutation reduktaz alakitja vissza GSH formava NADPH segitségével (8.
abra). A pentoz foszfat ciklusban (PPP) a G6PD enzim mellett a transzketoldz és a ribul6z 5-
foszfat epimerdz enzimeknek van jelentds szerepe a NADPH termelésben. A glutation
anyagcserében még nagyon fontos enzim a glutation S-transzferaz, amely a glutationt
nehézfémekhez, xenobiotikumokhoz, egyéb mérgekhez (ndvényvéddszerek) kapcsolja, igy
egy glutation S-konjugatum keletkezik, igy a toxikus anyag nem tudja kifejteni mérgezo
hatasat. Elesztokben az ycfl fehérje segitségévél jutnak be az igy keletkezett konjugatumok
egy vakuolumba, pl két GSH molekula kapcsolodik egy kadmiumhoz és igy transzportalodik
(Gomes és mtsai., 2002). Az emlésokben ez a konjugatum az epében tdvozhat a szervezetbdl.
A Saccharomyces cerevisiaeben ennek tobbféle utja lehet. Ezek mind ATP-igényes
transzportok (multispecifikus szerves anion transzporterek, széles specificitdsu anion
transzporterek, ATP-fiiggé GSX transzporterek). A konjugatum a szintézis utdn rogton
kikeriilhet a sejtbdl, masrészt membrannal kortilvéve szallitodhat, ami kitiritheti tartalmat az
extracellularis térbe, vagy pedig egy vakudlumba. A vakudlumban tovabbi enzimatikus
folyamatok mennek végbe, amelyek soran enzimek segitségével merkapturik sav keletkezik
valamint glicin és glutamat (Shi és Dalal, 1990a; Penninckx és Elskens, 1993; Zadzinski és

mtsi., 1996; Gullner és Kémives, 1998; Emri és mtsi., 1999; Pocsi és mtsi., 2004;).
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GO6PD - gliikoz-6-foszfat dehidrogenaz glutamat + cisztein

GR-glutation reduktiz Yl-glutamilcisztein szintetézl
GSH - redukalt glutatio

GSSG - oxidalt glutation v-glutamilcisztein glicin
GST - glutation-S-transzferaz GSH szintetézl,/,_
GPx - glutation peroxidaz GSH GS 7 GSSG
Trx - tioredoxin OH ———— GS'+ H,0
Grx - glutaredoxin Fe2t
Trr - tioredoxin reduktaz RX
c SOD CAT
O, — 0, o> H0, —> H,0_GST GSR + HX
LOOH _ GSH <« NADP"
GPx arl  GepPD|| PPP
H,O
LOH + H,0 3 GSSG=~— NADPH
L.OOH .., Trx-(SH), GR Ribonukleotid
Ribonukleotid reduktéz
reduktaz, Trr T< ~ GSH <«

L _—a
Trx peroxidaz Trx-S, GrX-Sz/—\ Grx-(SH),  Grx-S;

9. abra A ROS enzimatikus lebontésa, a glutation oxido-redukcids rendszer.
2.5. Kutatasi el6zmények

Tanszékiinkon a kutatasi program 1994-ben kezdédott. A S. pombe auxotrof ellentétes
parosodasi tipusba tartozo (h', h') torzseibél indukalt mutagenezissel (UV, nitrozoguanidin)
tobb szdz mutanst allitottak eld, melybdl bioldgiai tesztek alapjan 11 keriilt kivalasztasra. A
11 mutansbol kettdt, egy szenzitivet, a chr-515-t és egy toleranst, a chrl-66T-t, valamint ezek
sziiléi torzsét 6¢hr’ valasztottuk ki a tovabbi munkakra, melyeket kordbban CS-6.51, CT-
6.66, illetve CW-6 koddal publikaltunk (Czako és mtsi., 1999). Ezek a torzsek haploidok,
bizonyitottuk, hogy stabilak mind az auxotréfidra, mind a megvaltozott kromérzékenységre
nézve ¢és megtartottdk eredeti parosodasi tipusukat. A krémmal szembeni érzékenységiiket az
Anyagok és modszerek részben a 4.1.-es alfejezetben tiintettiik fel.

A hatasmechanizmus vizsgalatanal koradbban Belagyi ¢és munkatarsai (1999)
kimutattdk a Cr(VI) fluidizal6 hatdsat a plazmamembranra. Bizonyitottak, hogy az elsddleges

tdmadaspontja a plazmamembran, de feltételeztiik, hogy nem ez az oka a sejtpusztulasnak és
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nem ez az oka a megfigyelt fenotipus megnyilvanulasnak, a szenzitivitasnak és a
tolerancidnak.

Kivanatos kiilon targyalnunk a kivalasztott szenzitiv és tolerans torzsek biofizikai és
biokémiai jellemzését, annak ellenére, hogy a mddszerek egy jelentds része atfedd. Tenntink
kell ezt azért, mert a klasszikus genetikai vizsgalatok alapjan valoszindsithetd, de nem
szenzitiv fenotipusnal. Ezzel szemben a tolerdns mutdnsnal bizonyitottak, hogy a mutacié egy
gént érintett, igy a fenotipus értelmezése egyszerlibbé valik (Czako és mtsai., 2004).

Szakmai munkammal parhuzamosan bizonyitottdk (Czakd és mtsi., 2004), hogy a
tolerans torzsnél, a chrl-66T-nél a mutacié egy génben tortént, amelyet a chr utani egyes
szam jelol, ezt kovetden a kotdjel utdni 66 a mutans allélra utal, illetve ezutdn 1évé T a
tolerans fenotipust jeloli. A szenzitiv mutdns esetében a teljes tetradok hidnya miatt, a

mutagénkezelés kovetkeztében bekdvetkezett mutaciok szamat nem tudtdk meghatarozni.
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3. Célkitiizések

A krémvegyiiletek hatdsmechanizmusanak vizsgalatakor az aldbbi célkitlizéseink
voltak:

1. Megvizsgaljuk az élesztdsejtek plazmamembranja és a CrCls kolcsonhatasat, a
kolcsonhatas tipusat. A sziildi C. albicans torzs, erg’ és egyik mutansa, az erg-2
kivalo lehetdséget biztositott, hogy a Cr(III) ion plazmamembranra gyakorolt
hatasanal vizsgéljuk az ismert és eltéré membrandsszetétel hatasat.

2. Bizonyitsuk a Cr(Ill)-plazmamembran kolcsonhatasanal a szaporodas ¢és
¢letképesség gatld hatds plazmamembran Osszetételének fliggését, a sejtpusztulds
veégso okat.

3. Megvizsgaljuk a Cr(VI) szenzitiv fenotipus biofizikai, biokémiai hatterét egy olyan
mutansnal, a chr-515-nél, amelynél a mutagénkezelés tobb mint egy génben okozott
valtozast.

4. Kimutassuk a Cr(VI) tolerancia molekuléris hatterét, folyamatait egy olyan
mutansnal, a chri-66T-nél, amelynél bizonyitott, hogy a mutagénkezelés hatdsara a

mutacid 1 génben tortént.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Mikroorganizmusok

A Kkisérletekben a kovetkezo torzseket hasznaltuk:

Torzs neve Kod
1.  Candida albicans 33 erg+
2. erg-2

Candida albicans

3. Schizosaccharomyces 6¢chr”
pombe lyslh" lysl-131

4.  Schizosaccharomyces chr-518
pombe lyslh" lysl-131

5. Schizosaccharomyces chrl-66T

pombe lys1h” lysl-131

4.2. Anyagok

Eredet leiras
Pesti és mtsi. (1982) ATCC 44829
1.-bOl NTG kezeléssel ATCC 44831

Dr. Sipiczky Matyas DE, TTK, Genetika ¢és
Molekularis Biologia Tanszék

3.-bol NTG kezeléssel

3.-bol NTG kezeléssel

Fluka: Dihidroetidium 37291
Reanal: D-gliik6z, L-lizin, NaCl, KCl, Tris/HCL, hidrogén peroxid
Oxoid: ¢lesztokivonat, bakteriologiai agar

Sigma:
K,Cr 07 P-2588
DHR 123 D-1054
rodamin R-8004
MD M-5750
Fenil-metil szulfonil fluorid P-7626
NADPH N-1630
GSSG G-4376
GSH G-4251
Klor-dinitro-benzén C-6396
Gliikoz-6-foszfat G-7879
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Nikotinamid-dinukleotid foszfat N-0505

Kiimén-hidro-peroxid C-0524
GR G-3664
DETAPAC (Diethylenetriaminepenta-acetic-acid) D-1133
Nitro-blue-tetrazolium (NBT) N-6876
Xantin X-2502
Xantin oxidaz X-4875
5-szulfoszlicilsav S-2130
4-vinilpiridin V-3877
DTNB (5,5-ditio-bisz(2-nitrobenzoik sav) D-6749
2-propanol (izopropanol) 405-7

Szentesi preparatum: csigaenzim
Spektrum-3D: KH,PO,, K;HPO4, Na,EDTA, MgCl,, EDTA(Selecton B2),
trietanolamin, HEPES

4.3. Taptalajok

A taptalajok a tapoldattal szemben 2% agart is tartalmaznak.

C. albicans komplett tapoldat (YPD):
1 % gliikkoz
0.5 % élesztékivonat
25 pg ml™" adenin
pH: 4,5

Minimal tapoldat (MM):
1 % gliikkoz

0.5 % (NH4)2SO4

0.1 % KH,;PO4

0.05 % Mg,SO4 x 7H,0
25 pg ml™" adenin

2 pug ml™' biotin

400 ug ml ™' tiamin

pH: 4,5
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S. pombe komplett tapoldat (YEL):
3 % gliikoz
0,5 % ¢lesztokivonat
100 pg ml " lysin
pH: 4,5
taptalaj (YEA) pH: 5,6
4.4. Oldatok

Na - Hepes puffer

1000 ml
5,5 mM gliikoz 1,062 g
10 mM Hepes 1,191 g
150 mM NacCl 438 ¢
1 mM KCl 0,037 g
100 pg/ml 0,1g

pH: 7,4

A DHR 123 festéket dimetilformamidban oldottuk fel és -20°C-on s6tétben taroltuk.
4.5. Modszerek
4.5.1. Mikroorganizmusok fenntartasa

A S. pombe torzseket YEA, a C. albicans torzseket YPD taptalaj feliiletén ferde
tenyészet formajaban tartottuk fenn, hetente friss tenyészetet készitettiink. A torzseket —80
°C-on két évi, olaj alatt fél évi taroléas utan Gjitottuk fel. A tenyésztést és a kisérleteket 30 °C-
on végeztiik, ahol ettdl az értéktdl eltértiink, ott a modszer leirdsanal tiintettiik fel az

alkalmazott hdmérsékletet. A tenyészetek razatasa 30 °C-on €s 200 fordulat/perc

fordulatszamon tortént.
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4.5.2. S. pombe torzsek kozép logaritmikus fazisban 1évo tenyészeteinek eloallitasa

Ot napos ferde tenyészetrdl két inokulumnyi sejttel beoltottunk 10 ml YEL tapoldatot.
24 6ra mulva sejtszamolast végeztiink, majd beoltottunk 100 ml YEL tapoldatot a 24 oras
tenyészettel Gigy, hogy a tenyészet indulé sejtszama 10° sejt ml™' legyen. A vad torzs és a
tolerans mutans 16 ora, mig a szenzitiv mutans 20 o6ra mulva érte el a kézép log fazist.
Minden kisérletnél, ha mésként nincs jelezve, kozép log fazisu tenyészeteket hasznaltunk,

hogy a vizsgalt torzsek azonos fiziologiai allapotban legyenek.

4.5.3. Sejtek gyiijtése, mosasa

A 100 ml térfogatt egyéjszakas tenyészetet 3000 fordulat/perc (970g) fordulatszdmon
5 percig centrifugaltuk, majd kétszer mostuk fiziologias sdoldatban ugyanazon centrifugdlasi

paraméterek mellett.

4.5.4. CrCl; novekedésgatléo hatasanak vizsgalata (Pesti és mtsi., 2000)

A C. albicans kozEp log fazist tenyészeteit hasonldan allitottuk eld, mint az S. pombe
tenyészeteket, kivéve, hogy itt 3 napos ferde tenyészeteket hasznaltunk. A 33 erg’ és erg-2
torzsek kozép log fazisu tenyészeteit centrifugaltuk, mostuk, majd MM folyékony tapoldatban
vettiik fel a sejteket. A CrCl; kiilonbozé koncentracioit (0,2 — 100 mM) adtuk a
tenyészetekhez, majd 120 oran keresztiil razattuk a mintakat. A kultara indulé sejtszama 10°
sejt mI™' volt, a sejtkoncentracidt meghatarozott idépontokban hemocitométerrel hataroztuk

meg.

4.5.5. Minta preparalasa EPR spinjel6l6 kisérlethez (Pesti és mtsi., 2000)

A kozép log fazisu sejteket centrifugaltuk és mostuk kétszer 0,6 M-os KCI oldatban. A
protoplasztképzést 2 %-os liofilizalt csigaenzimmel (Helix pomatia) végeztik 0,6 M KCl
stabilizal6 oldatban. A spinjeldlést a vegetativ sejtek protoplasztmembranjan végezziik, ezért
van sziikség csigaenzimes kezelésre. 2 oras 37 °C-on torténd kezeléses inkubacid utan a
protoplasztokat haromszor mostuk stabilizald oldatban és 6tszordsére higitottuk 0,6 M KCl
oldatban. A protoplasztok életképességét minden kezelés esetében meghataroztuk (Pesti és

Ferenczy 1982). A kontroll minta készitése soran 13 pl 5-(4’,4-dimethyloxazolidine-N-oxyl)
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sztearin savat, masnéven 5-doxilsztearin savat (5-SASL) (5 mg ml ' etanolban oldva) adtunk
300 pul sejtszuszpenzidhoz, majd ezt a keveréket 10 percig enyhén razattuk
szobahdmérsékleten, eldsegitve a spin jelold beépiilését a membranba. A protoplaszt
szuszpenziot centrifugéltuk (3000 g-n 3 percig) majd a pelletet felszuszpendaltuk 100 pl 0,6
M-os KCL oldatban. A szuszpenziot 100 pl térfogati kapillarisba toltottiik at, ujbol
centrifugaltuk 4 °C-on, majd a feliiluszot eltavolitottuk. Minden kapillaris 5 x 10°
protoplasztot tartalmazott, mindegyik kisérletben. Az oldat pH-jat 4,3-ra allitottuk be 1 M
NaOH segitségével. Magasabb pH értéket azért nem alkalmazhattunk, mert a CrCls
kicsapodik pH 4,6 folott. Miutan a spinjeldlt zsirsav beépiilt a membranba, hozzaadtuk a
protoplaszt szuszpenziohoz a CrCl; oldatot. A CrCl; kezelés utan a szuszpenziot kétszer
mostuk 0,6 M KCI oldatban 20 percig. Mosas utan EPR szignal novekedést nem mértiink. A
mérést 0-40°C-os hdmérsékleten végeztiik. A Cr(Ill)-nak a sejtek életképességére gyakorolt

crer

esetben kicsi és széles Cr(II) jelet figyeltiink meg, ezeket a méréseket kiszelektaltuk.

4.5.6. A spin jelolt EPR mérés paraméterei

Az EPR spektrumot ESP 300E spektrométerrel (Bruker, Germany) rogzitettiik, amely
fel van szerelve ER412VT homérséklet szabalyozoval. Az 5-SASL altal jelolt zsirsav EPR
spektrumat 0-40 °C hdmérséklet tartomanyban vettiik fel mind a kontroll, mind a krémmal
kezelt mintdk esetében. A mérés sordn a szokasos EPR beallitdsokat alkalmaztuk:
mikrohulldmu er6sités, 5 vagy 10 mW; tér modulaci6, 100 kHz; amplitudd, 0.1-0.2 mT;
spektrum szélesség, 10 mT. Négy kisérleti sorozatot készitettiink mindkét torzzsel Cr(III) ion
jelenlétében és hidnyaban, a spektrumokat meghataroztuk és atlagoltuk. Az S rendszer

paraméter hibaja nem volt nagyobb mint + 0,09 0-40°C-os hdmérsékleti skalan.

4.5.7. 260 nm-en abszorbeal6d6 anyagok mérése

A kisérlet soran 10 ml 10%ml sejtszami szuszpenziot készitettiink, amelyhez hozzaadtuk a
100 mM-os CrCls oldatot, a pH-t 4,4 értékre allitottuk be. A kezelést 160 o6ran keresztiil
végeztiik, 24 oranként mintat vettiink. A mintat lecentrifugaltuk, majd a feliiluszé
abszorbancidjat mértiikk 260 nm-en. Majd az iiledéket 30 percen keresztiil d.v.-ben forraltuk,

centrifugéltuk majd a feliiliiszobdl Gjbol abszorbanciat mértiink 260 nm-en.
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4.5.8. Peroxid koncentracio mérése aramlasi citométerrel (Henderson és mtsai., 1993)

A kozép log fazist tenyészeteket centrifugaltuk, kétszer mostuk, majd felvettiik dket
Na-Hepes pufferben, a sejtkoncentraciot beallitottuk 10° sejt ml™" -re.

A mérést glikoz és aminosav mentes Na-Hepes pufferben végeztik. A sejtes
torzsoldatunkat 10-szeresére higitottuk 2 ml Na-Hepes pufferban, majd hozzaadtunk 4 ul 5
mM-os DHR 123 oldatot, melynek a végkoncentracidja igy 10 uM lett. Ezutan 6t percenként
mértliik a mintakat egy oran keresztiil Becton Dickinson aramlasi citométerrel, kozvetleniil a
mérés eldtt a mintat Na-Hepes pufferban htsszorosdra higitottuk (950 pl puffer + 50 pl
minta). Az extincidés hullamhossz Aex = 488 nm, az emisszids Aem = 525 nm volt. A miiszer

10 000 sejtet mért le és abbdl szamolt egy atlagot és szorast (FACS Calibur).

4.5.9. Peroxid koncentraciéo mérése Perkin-Elmer LS50B fluoriméterrel (Henderson és

mtsai., 1993)

A mintakat pontosan az el6z6 modszernek (lasd 4.5.8. fejezet) megfelelden készitjiik
el. Kivéve a sejtkoncentraciét, amelyet a mérés soran a kiivettaban 5 x 10° sejt ml™" -re
allitunk be. A gerjesztési hulldmhossz Aex = 500 nm, az emisszios Aem = 525 nm volt. A DHR
koncentracioja itt is 10 uM. A résszélességet mindkét hulldimhossznal 4-es értékiire allitottuk
be. A mérést két oran keresztiil végeztiik. A mérések végeztével felvettiik a DHR 123 spontan

oxidacidjat is sejtmentes oldatban, melyet kivontunk a térzsek altal adott eredményekbdl.

4.5.10. Sejtpusztitas vizsgalata (Lee és mtsi., 1995)

A pusztitasi gorbe felvétele soran centrifugaltuk, mostuk, majd Na-Hepes pufferban
vettiik fel a sejteket. Sejtszamolast végeztiink, majd egy 100 ml-es Erlenmayer lombikban 20
ml Na-Hepes puffert 10° sejt ml™" sejtsiirtiségre allitottuk be. Ezutan hozzadtuk a stresszort
megfeleld koncentracioban. A kezelést egy ordn keresztiil végeztiik, vizfiirdés razogépen
razattuk a mintdkat, 20 percenként mintdt vettiink. A mintat 100-szorosara higitottuk Na-
Hepes pufferban, majd 3-3 Petri csészébe szélesztettiink 50-50ul-t. Az értékelést 6t nap mulva
végeztiik, a 0 perces sejtszamot vettiik 100 %-nak, a 20, 40 és 60 perces mintak €16 sejtszamat
ehhez viszonyitottuk. A pusztitdsi gorbe alapjan valasztottuk ki azt a szubletalis
koncentraciot, amelynél a tenyészet €16 sejtszama egy 6ras kezelés utan 80-90% kozott volt.

Az adaptacios kisérleteknél ezzel a koncentracioval dolgoztunk tovabb.
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4.5.11. Adaptacios kisérletek (Lee és mtsi., 1995)

Az adaptacios késérlet soran a mar kivélasztott szubletalis koncentracioval,
tapoldatban kezeltilk eldszor a kozép log fazisban 1évé tenyészeteket. A mintat
kettévalasztottuk, centrifugaltuk, mostuk, majd ugyanannyi tdpoldatban vettiik fel a sejteket.
Hozzaadtuk a hatéanyagot, egy 6ran keresztiil kezeltiik a tenyészetet. Ezutan centrifugaltuk a
mintakat, mostuk, majd Na-Hepes pufferban vettiik fel a sejteket. Beallitottuk a sejtszamot
10° sejt mI™' -re, hozzaadtuk a reagenst kiilsnbozé koncentraciokban és vizfiirdés razogépen
razattuk a mintakat. Ebben az esetben is 20 percenként vettiink mintat, amelyet 100-szorosara
higitottuk Na-HEPES pufferban, majd 3-3 Petri csészébe szélesztettiink 50-50 ul-t. Ot nap
mulva végeztiik a kiértékelést, a 0 perces sejtszamot vettiik 100 %-nak, a 20, 40 és 60 perces

mintak €16 sejtszamat ehhez viszonyitottuk.

4.5.12. Minta elokészitése enzimaktivitas méréshez

A kozép log fazisu tenyészetet lecentrifugaltuk, kétszer mostuk foszfat pufferben
(1000 ml d.v.-ben 5 g KH,PO4 + 10 g K;HPO4 oldunk fel), majd a mintakat felvettiik 8 ml
foszfat pufferben és 25 ml-es iivegbe raktuk, melynek a belsé atmérdje kb. 15 mm, majd
rogton  beraktuk -20°C-ra. Leghamarabb 4-5 o6ran belill kezdtik el a sejtfeltarast.
Sejtfeltarashoz X-press-t hasznaltunk (X-PRESS 25 ml, AB BIOX, Dybecksgatan 10, S-412
70 Goteborg SWEDEN), melyet hasznalat elott 24 oraval betettiink —20°C-ra. Két feltaras
kozott legalabb két orat hitottiik a késziiléket —20°C-on. Miutan behelyeztiik a mintat az X-
press-be, még husz percig a fagyasztoban hagytuk. Feltdrds utdn a mintat még napokig,
legfeljebb egy hétig taroltuk —20°C-on.

A mérés napjan felengedtiik szobahOmérsékleten a mintdkat, nem siettettik az
olvadast, viszont gyakran megkevertiik. Centrifugacsovekbe 100 pl Fenil-metil szulfonil
fluorid (PMFS) oldatot mériink (5 mg PMSF-t feloldottunk 500 pl izopropanolban). Ha
felolvadt a minta, rogton 2,9 ml-t belemértiink a PMSF-t tartalmazo centrifugacsévekbe, majd
vortexeltiik. Ezutdn mar végig jégen tartottuk a mintdkat. Hiitott centrifugaban 10 000
fordulat/perc sebességgel 10 percig centrifugaltuk, majd a feliiluszét leontottik és a

tovabbiakban hasznaltuk az enzimaktivitasok mérésére.
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4.5.13. Glutation-reduktaz mérése (Pinto és mtsi., 1984)

A méréshez 0,1 M-os foszfat puffert pH 7,6 hasznaltunk (100 ml d.v.-ben 1,6 g K;HPO4 +
0,08 g KH,POy4 oldottunk fel), szobahdmérsékleten taroltuk maximum 1 honapig.

A meérés elott frissen készitettiik az alabbi oldatokat:

- 1 mM NADPH (5 ml pufferben 4 mg NADPH-t oldottunk) mérés sordn jeges vizben
taroltuk,

- 10 mM GSSG (5 ml pufferben 31 mg GSSG-t oldottunk) szobahémérsékleten oldottuk fel
(késobb ezt is jeges vizben tartottuk).

A mérés soran a kovetkezd 0sszetevoket mértiik 6ssze a kovetkezd sorrendben:

100 ul NADPH, 650 pul puffer, 150 ul GSSG, 100 pl minta.

340 nm-en fotometraltunk 1 percig, vakot nem hasznaltunk, 2-4 parhuzamos mérést

végeztiink egy mintabol. A méréseket atlagoltuk és ebbdl szamoltuk ki az enzimaktivitast.

AA=AC*d*¢g,
Ahol: AA: a mérés sordn az abszorbancivaltozas
AC: ezt az értéket keressiik, a szubsztrat fogyasanak mennyiségét kapjuk meg
d: a kiivetta atmérdje (1 cm)
g, allando
(pl.: enADPH. 340 nm: 6,3 * 10° cm’® (mol cm)™)

A keplet alapjan pl.:  Ac=aAA =0.095 1 min” = 15 nmol (min cm’)
d*g 1ecm¥6,3 ¥ 10" cm” (mol cm) ™

Ezutdn a mérés soran a kiivettdban 1évd fehérje mennyiségébdl kaptuk meg a specifikus
enzimaktivitast (megmértiik a minta fehérjetartalmat és elosztottuk 10-el, mivel a kiivettdban

10-szeresére higitottuk a mintat):

AC =15 nmol (min em’) = 24,9 nmol (min mg protein)”
T fehérje 0,602 mg ml™

4.5.14. Katalaz mérése (Roggenkamp és mtsi., 1974)

A méréshez 20 mM-os Hepes puffert pH 7,6 hasznaltunk (szobahdmérsékleten taroltuk
maximum 1 honapig). Frissen készitettilk az alabbi oldatot: 10 molos eredeti H,O, oldatot

100-szorosara higitottuk d.v.-ben (mérés soran hiitottiik).
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A mérés soran a kovetkezd Osszetevoket mértiik 6ssze az alabbi sorrendben:
100 ul H,O,, 880 ul puffer, 20 ul enzimkivonat.
240 nm-en fotometraltunk 1 percig, 1 mintabol 3-4 parhuzamos mérést végeztiink
kvarckiivettaban. Ezeket atlagoltuk és az atlagbol szamoltuk ki a kataldz aktivitast.
Vakot mértiink a kovetkezé modszer alapjan: par masodpercre felforraltunk egy kis mintat
egy kémcsében, majd ebbdl mértiink aktivitast. igy nem kaptunk peroxid fogyast, ha mégis
mértiink volna, akkor azt valdsziniileg valamilyen dtmeneti fémnek kellett volna okoznia.

A méréseket atlagoltuk és ebbdl szamoltuk ki az enzimaktivitast a kdvetkezd modon.
Az enzimaktivitas szamolas megegyezik a glutation-reduktdz szamolasaval, kivéve, hogy itt a

H,0, éllandogjat kell venniink (€m202, 240 nm: 4,36 * 10* cm® (mol cm)'l).

4.5.15. Glutation-S-transzferaz mérése (Warholm és mtsi., 1985)

A méréshez 0,1 M-os foszfat puffert hasznaltunk pH 6,5 amely 1 mM EDTA-t tartalmazott
(250 ml d.v.-ben 2,72 g KHyPO4-t és 93 mg NA,EDTA*2H,O-t oldottunk fel).
Szobahémérsékleten taroltuk maximum 1 honapon keresztiil.
A mérés elott frissen készitjiik az alabbi oldatokat:
- GSH oldat (1,5 ml d.v.-ben 9 mg GSH-t oldottunk fel), jeges vizben taroljuk,
- CDNB oldat (1,5 ml etanolban 10 mg CDNB-t oldottunk fel).
A mérés soran a kovetkezd 0sszetevoket mérjiik 6ssze a kovetkezd sorrendben:
50 ul CDNB, 850 ul puffer, 50 ul minta, 50 ul GSH.
340 nm-en mériink 1 percig, egyszerre 2 mintat mértiink, vak (minta minusz) kellett.
3-4 péarhuzamos mérést készitettiink egy mintdbol, ezek &tlagabol szadmitottuk ki az
enzimaktivitast.
Az enzimaktivitds szamolas megegyezik a GR szdmolésaval, itt viszont a GS-DNB

komplex elnyelést mértiik (€Gs-pNB, 340 nm: 9,6 * 10° cm® (mol cm)'l).

4.5.16. Gliko6z-6-fosztat dehidrogendz mérése (Emri és mtsi., 1994)

A méréshez 20 mM-os HEPES puffert pH 7,6 (250 ml d.v.-ben 1,1915 g Hepest oldottunk
fel), valamint 200 mM MgCl, oldatot készitettiink (25 ml d.v.-ben 1.555 g MgClL,*6 H,0).
Ezt a két oldatot tobb hétig is taroltuk szobahdémérsékleten.

A mérés napjan frissen készitettiik az alabbi oldatot:
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A oldat: Hepes pufferban feloldottunk 3,15 mg G6P-ot, 7,5 mg NADP-t, hozzaadtunk 2,25 ml
MgCl, oldatot ¢és feltoltottiik 15 ml-re. Ezt az oldatot nem kell jeges vizben tarolni, mivel a
reakcio ebben torténik €és a nulla fokos kdzeg miatt alacsonyabb enzimaktivitdst mérnénk. A
jeges vizben torténd tarolds masik kovetkezménye, hogy a kiivetta beparasodik és ezért nem
lesz j6 a mérés.

A mérés soran a kovetkezO OsszetevOket mértiik Ossze a kovetkezd sorrendben, majd

intenziven Osszeraztuk az oldatot:

900 ul A oldat, 75 pl puffer, 25 ul minta (feltart sejtek).

A mérést 340 nm-en végeztikk, 1 percig. Egyszerre 4 mintat lehet mérni, 2-4 parhuzamos
mérést végeztiink egy mintdn, ezt atlagoltuk és kiszamoltuk az enzimaktivitast. Vakot nem
szlikséges késziteni.

Az enzimaktivitas szdmolas megegyezik a glutation-reduktaz szamolaséaval.

4.5.17. Glutation peroxidaz mérése (Chiu és mtsi., 1976)

A méréshez készitettiink 50 mM-os Tris/HCL pH 7,6 0,091 mM EDTA-4t tartalmaz6 puffert
(250 ml d.v.-ben 1,51 g Trist és 85 mg EDTA-t oldottunk fel), szobahdmérsékleten taroltuk.
A mérés eldtt kozvetleniil a kovetkezd oldatokat frissen készitettiik:

- 1 mM NADPH oldat (5 ml pufferben 4 mg NADPH-t oldottunk fel)

- 1 mM GSH oldat (10 ml d.v.-ben 3 mg GSH-t oldottunk fel)

- kiimén-hidroperoxid oldat (CHP) oldat (3,3 ml pufferbe 6 ul eredeti CHP oldatot mériink)

- GR oldat (20 pl enzim szuszpenzid + 180 pl d.v.).

A meérés soran a kovetkezd dsszetevoket mértiik Ossze a kovetkezd sorrendben:

120 ul NADPH, 400 pl puffer, 20 ul GR, 250 ul GSH, 200 pl minta, 20 pl CHP.

A mérést 340 nm-en végeztiik, 1 percig, egyszerre 2 mintat mértiink, vakot (enzim minusz) is,
3-4 parhuzamos mérést végeztiink egy mintabol.

CHP oldatot parafilmmel fedtiik le mivel, er0s méreg, ¢és mieldtt kimértiink beldle
vortexeltiik.

GR-t mindig szuszpendaltuk a kiivettdba valdo beméréskor.

Jeges vizben tartottuk a NADPH, GR, GSH és a CHP oldatokat.

Az enzimaktivitas szamolds megegyezik a glutation-reduktaz enzimaktivitds szamolasaval.
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4.5.18. Szuperoxid-dizmutaz mérése (Oberlay és Spitz., 1984)

A méréshez az alabbi puffert készitettiikk: 100 ml steril d.v.-ben 53,3 DETAPAC-t, 0,82 g
K,HPO;-ot és 44 mg KH,POy-ot mértiink dssze (pH 7,8), 4°C-on taroltuk.

Frissen készitettiik az alabbi oldatokat:

- a. oldat: 5 ml pufferben 9,2 mg NBT-t oldottunk fel (jeges vizben taroltuk, alufolidval
kobetekertiik az tiveget, hogy sotétben legyen)

- b. oldat: 10 ml pufferben 3,3 mg Xantint oldottunk fel (szobahémérsékleten oldottuk fel,
mivel nehezen oldédik, majd utana hiitottiik).

Majd ezutan osszeallitottuk a kovetkezo két oldatot:

A oldat: 18,9 ml puffer + 0,8 ml a. oldat (NBT) + 5,4 ml b. oldat (Xantin) + kataldz 1-2 mg
(alufdliaval takartuk be az egész oldatot),

B oldat: 2,5 ml pufferben legkevesebb 125 pul (250 pl) Xantin oxidazt oldottunk (jeges vizben
tartottuk).

A meérés soran a kovetkezd 0sszetevoket mértiik 6ssze a kovetkezd sorrendben:

800 ul A oldat, 100 pl minta, 50 pl B oldat.

A mérést 560 nm-en végeztiik 1 percig, 30 méasodperces késleltetéssel inditva. Egyszerre 3-4
mintat mértiink, 3 parhuzamos mérést végeztiink mintanként.

El6szor lemértiink négy vakot (minta helyett puffert raktunk a kiivettdba), majd minden minta
mérésénél parhuzamosan mértiink egy Xantin oxidaz nélkiili mintat, amit kivontunk a teljes
mérésbol.

Szamolasnal a minta nélkiili vakot is kivontuk a teljes mérésbol.

Ellendriztiik a mérés végén, hogy 290 nm-en van-e valtozas.

A szamolast a kdvetkezOk szerint végeztiik:

alap esetben: 1 egység = (vak atlaga/mintdk atlaga)-1.

Pontosabban: 1 egység = 50%-0s maximalis inhibici6 (kiilonbdz6 mennyiségli mintat
adunk a reakcidelegyhez ¢és meghatarozzuk a maximalis inhibici6 feléhez tartozo
mintamennyiséget. Ennek aktivitasa lesz egy egység). A vak értéke altalaban 0,015-25 kozott
volt.

Mn-SOD mérésénél az A oldathoz 5 mg NaCN-ot adtunk és a minta hozzdadasa utan 30

percet inkubaltuk az elegyet, majd csak ezutan adtuk hozza a B oldatot.

4.5.19. Glutation (GSH) koncentracié mérése (Anderson, 1995)
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100 ml mintat centrifugaltuk, mostuk és 4 ml 4°C-os, 5%-0s szulfoszalicilsav oldatban vettiik
fel egy centrifugacsében, erdsen vortexeltiik. Inkubaltuk 20 percig 4°C-on. 10 percig
centrifugaltuk 10000 fordulatszamon 4°C-on 10 percen keresztiil, majd a feliiluszoval
dolgoztunk tovabb. A mérés teljesen megegyezik az aldbbiakban leirt GSSG mérésével
(4.5.19.1. fejezet), de nem kell a 4-vinilpiridines kezelés, csak a trietanolaminos

k6zombosités. Az igy kapott jel az 6ssz GSH, amibdl le kell vonni a GSSG-t.

4.5.19.1. Oxidalt glutation (GSSG) mérése (Anderson, 1995)

A minta készitése megegyezik az elébbiekben leirt GSH méréssel, viszont a GSH-t el kellett
reagaltatnunk, amit a kovetkezoképpen végeztiink:

600 pl mintat (illetve a vaknal a szulfoszalicilsavat) eppendorfba raktunk, adtunk hozza 12 pl
4-vinilpiridint, 25 pl trietanolamint (viszkozus!). A pH-nak 6 és 7 kozott kellett lennie (ha tal
lugos volt, akkor adtunk hozzd a mintabol, ha pedig savas, akkor trietanolamint adtunk
hozza). 1 6ran keresztiil inkubaltuk 4°C-on.

A méréshez a kovetkez6 puffert hasznaltuk:

100 ml d.v.-ben 1,973 g NaH,POy4-tot és 2,232 g Na,EDTA-t feloldottunk, pH 7,5,
szobahOmérsékleten taroltuk.

Frissen készitettuk az alabbi oldatokat:

a. oldat: 0,248 mg NADPH-t oldottunk 1 ml A oldatban (pl.: 22 ml A oldat +5,5 mg
NADPH kb. 3 mintanal),

b. oldat: 10 mg DTNB-t 5 ml A oldatban oldottunk,

c. oldat: 60 ul GR-t 540 ul d.v-ben oldottunk.

A mérés soran a kovetkezd 0sszetevoket mértiik 6ssze a kovetkezd sorrendben:

10 pl minta + 90 pl puffer (GSH-nal), 100 pl minta (GSSG-nél)

800 pl a oldat

100 ul b oldat

20 pl ¢ oldat (a kiivetta belsd, felsd faldra cseppentve, hogy csak az Osszerazas hatisara
induljon el a reakcid)

Osszerazas utan 1 percig mértiink 412 nm-en, egyszerre két mintat mértiink, 3 parhuzamost

készitettlink egy mintabol.
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4.5.19.2. Kalibralas
Elészor kalibralo oldatot (kal. oldat) készitiink: 36 ml 5%-os szulfoszalicilsavhoz adtunk 2,2
ml trietanolamint.
GSH kalibracié: 4,6 mg GSH-hoz adtunk 7,5 ml kal. oldatot (GSH koncentracio: 2000 uM)

10 x-es higitas

100 pl 2000 uM-os GSH oldat + 900 pl kal. oldat (200 uM)

\2
Ezutan a 200 uM —os GSH oldatbol készitjiik el az alabbi koncentraciokat:
0 uM-os oldat (500 pl kal. oldat)
50 uM-os oldat (125 ul GSH oldat + 375 pl kal. oldat)
100 uM-os oldat (250 ul GSH oldat + 250 pl kal. oldat).
Meérésnél 100 pl-t mértiink be beldliik a kiivettaba, az 50 uM-osbol készitettiink egy 50 pl-es
mérést is (25 uM volt a GSH koncentracidja a kiivettaban), a 100 pM-osbol mértiink egy 75
ul-eset is (75 uM volt a GSH koncentracidja a kiivettaban).
GSSG Kkalibracio: 4,6 mg GSSG-hez adtunk 7,5 ml kal. oldatot (a GSSG koncentracioja:
1000 uM)

410 x-es higitas

100 pl + 900 pl kal. oldat (100 uM)

\2
Ezutan a 100 uM —os GSSG oldatbol készitjiik el az alabbi koncentracidju GSSG oldatokat:
0 uM-os oldat (500 pl kal. oldat),
12,5 uM-os oldat (62,5 ul GSSG + 437,5 pl kal. oldat),
25 uM-os oldat (125 ul GSSG + 375 ul kal. oldat).
Meérésnél 100 pl-t mériink be beldliik, az 12,5 uM-osbol készitettiink egy 50 pl-es mérést is
(6,25 uM volt a GSSG koncentracioja a kiivettaban), a 25 uM-osbdl mértiink egy 75 pl-eset is
(igy volt 18,75 pM a GSSG koncentraciodja a kiivettaban).

4.5.20. Fehérjetartalom mérése (Peterson, 1983)

A méréshez el6zdleg hélégben sterilezett tiszta kémcsoveket hasznaltunk!

Torzsoldatok:
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- CTC oldat (0,1 % CuSO4*5H,0, 0,2 % Na/K tartarat, 10 % Na,COs), 4°C-on taroltuk 2-3
honapig (1 liter d.v.-ben 1 g CuSO4*5H,0-t, 2 g Na/K tartaratot és 100 g Na,COs-t oldottunk
fel),

- Natrium-dodecil szulfat (SDS) oldat (50 ml d.v.-ben 2,5 g SDS-t oldottunk fel)
szobahdmérsékleten taroltuk 2 honapon keresztiil,

- NaOH oldat (100 ml d.v.-ben 3,2 g NaOH-t oldottunk fel) szobahdmérsékleten taroltuk 2
hoénapon keresztiil,

- Folin-Ciocalteu's reagens (Sigma, 4 fokon taroljuk).

Frissen készitettiik az alabbi oldatokat:

- A reagens (CTC, SDS ¢és NaOH 1:2:1 aranyban mértiik 6ssze)

- B reagens (Folin-Ciocalteu's reagens és viz 1:5 ardnyban dsszemérve).

Meérés:

A mérést ugy célszerli elvégezni, hogy 1 ml d.v.-ben kb. 2-100 pg fehérje legyen, ezért
altalaban 950-990 ul d.v.-hez adtunk 50-10 pl-t a feltart mintabol.

Ehhez az oldathoz 1 ml A reagenst adtunk, vortexeltiik és 10 percig szobahdémérsékleten
inkubaltuk.

Majd 0,5 ml B reagenst adtunk az elegyhez, vortexeltiik és inkubéltuk szobahdmérsékleten 20
percig (tobb mintanal az A és a B reagens hozzaadasat stopperrel kontrollaljuk, hogy minden
mintanal valoban 10 perc legyen az els6 inkubacid!).

Miutén letelt a 20 perc, 750 nm-en fotometraltunk.

3 parhuzamos mérést készitettiink minden mintabdl, valamint két vakot is (fehérje minusz).
Kalibracios oldatot marha szérum albuminbdl (BSA) készitettink: 10 ml 0,5 mg ml’
100, 125 pg fehérje legyen.

Ha valamelyik torzsoldat helyett Gjat készitettiink,uj kalibralo sort is készitettiink.

4.5.21. Szuperoxid gyok koncentracié mérése (Carter és mtsi., 1994)

Gyokfogd festéknek hidroetidint (HE) hasznéaltunk. 1 M-os HE torzsoldatot készitettiink
etanollal és ezt taroltuk —20°C-on. Ebbdl etanollal 2 pl-t 2 ml-re higitottunk a mérés napjan (1
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keresztiil inkubaltuk a tenyésztéskor hasznalt koriilmények kozott.

A tenyészeteket centrifugéltuk, mostuk, majd 1 ml 4°C-os 5%-os szulfoszalicilsav oldatban
vettiik fel 6ket. 20 percig inkubaltuk a mintakat jégen, majd 10 percig centrifugéaltuk 10 000
fordulatszamon. 500 pl feliilaszéhoz 500 pl 0,5 M-os NaOH-t adtunk.

Meérés: Perkin-Elmer LS50B tipusu fluoriméteren mértiink, a gerjesztési hullamhossz Aex =
488 nm, az emisszidos hullaimhossz Aen = 610 nm volt. Kalibralosort etidium bromidbol
készitettiink, tigyeltiink arra, hogy a kalibralosor pH-ja és a minta pH-ja megegyezzen. A

kapott értéket fehérjetartalomra vonatkoztattuk.

4.5.22.1. Hidroxil gyok koncentraci6 mérése tisztitott Saccharomyces cerevisiae GR
enzimmel (Shi és Dalal, 1989)

A méréshez a Sigma altal forgalmazott S. cerevisiae-bdl izolalt GR enzimet hasznaltuk.

A mérés soran 10 mM-os Hepes puffert hasznaltunk pH 7,6, szobahémérsékleten

taroltuk.

A tovabbi oldatokat frissen készitettiik:
- Gyokfogonak PBN-t hasznaltunk, amibdl készitettiink egy 2 M torzsoldatot (88,6 mg PBN +
125 pl etanol + 125 pl d.v.), amelyet 20 x—ra higitva hasznaltunk a mérés soran.
- Cr(VI) torzsoldat 20 mM-os (58 mg K,Cr,O7 + 10 ml d.v.).
- NADPH oldat 20 mM-os (6 mg NADPH + 360 pul d.v.).
- H,0O; oldat 30 mM-os (az eredeti torzsoldatot 324 x-re higitottuk d.v.-ben).
- A GR enzimbdl 120 egység ml' torzsoldatot készitettink d.v.-zel, a kiilsnb6zd
csomagolasoknak eltér az aktivitdsa, ezért minden egyes frissen megkezdett doboznal ujra
kellett szdmolni a koncentraciot a fehérjetartalom figyelembevételével.
A mérés soran a Cr(VI), NADPH, H,0,, GR oldatokat tizszeresre higitva hasznaltuk.
Méréskor 100 pl-es kapillarist hasznaltunk, ezért a reakcio elegy végtérfogata mindig 100 pl
volt, a pufferbdl raktunk kevesebbet vagy tobbet, attdl foggden, hany komponens vett részt a

reakcioban. A reagensek hozzaadasa utan 6sszeraztuk az elegyet €s 6t perc milva mértiink.

4.5.22.2. "OH mérése részlegesen tisztitott S. pombe kromat szenzitiv mutans GR enzimel

(Shi és Dalal, 1989)
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A S. pombe kromat szenzitiv mutansanak chri-51S GR enzimének részleges tisztitasat
kromatofokuszalassal készitette Dr. Pocsi Istvan, Dr. Emri Tamés és Dr. Pusztahelyi Tiinde
DE, TTK, Mikrobiologia Tanszék). A feltart mintat dializaltak 0.025M Tris-ecetsav pufferben
(pH 8.3) és PBE 94 oszlopon kromatofokuszaltak (Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédorszag).
A pH gradienst Polybuffer 96/Polybuffer 74 keverékével alakitottak ki (Liu és mtsi. 1997).

A mérés soran minden komponens megegyezik az e€l6z6 kisérletben leirtakkal, kivéve, hogy
ebben az esetben, mivel az enzim koncentracidja kisebb volt, mint a Sigma eredetii enzim, a

részlegesen tisztitott GR enzimbdl 50 pl-t raktunk a kapillarisba.

4.5.22.3. "OH mérése feltart mintakbaél (Shi és Dalal, 1989)

Mérés soran ugyanazokat a Cr(VI), NADPH, H,0,, PBN ¢és Hepes oldatokat hasznaltuk,
ugyanolyan koncentracioban, melyekkel a Sigma GR enzim mérésekor dolgoztunk
(4.5.22.1.). Kozép log fazisu tenyészeteket centrifugéaltuk, mostuk, majd elvégeztik a
feltarast. A kész mintaknak megmértiik az OD értékét 280 nm-en, majd beallitottuk Oket
egyenld értékiire (az OD 280 nm-s mérés egy gyors fehérjetartalom mérést szolgalt). Ezutan a

mérés sordn a kapillarisba 50 pl mintat raktunk, a plusz térfogatot Hepes pufferral toltottiik ki.
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5. Eredmények

5.1. A Cr(III) hatasa C. albicans éleszto sejtek plazmamembranjara.

A kisérletekhez a bevezetésben részletesen ismertetett (2.1.2. fejezet) plazmamembran
mutansokat hasznaltuk. Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az erg-2 muténsban ergoszterin
helyett zymoszterin és fekoszterin intermedierek felhalmozodasat bizonyitottak, amely A%-A’
molekula, az ergoszterin kiesését tilkompenzaltdk, oly moédon valtoztattdk meg a
foszfolipidek és zsirsavak aranyat, hogy a végeredmény a mutdns membranjanak merevebbé
valasa lett, amelyek a szerzok in vitro kisérletekben lipid extraktumon bizonyitottak (Pesti és
mtsi. 1985).

A sajat kisérleteinkbdl is tudjuk, hogy az élesztdsejtek CrCl; oldatban elpusztulnak.
Arra szerettiink volna valaszt kapni, hogy mi az oka a sejtek pusztuldsanak. Ez a kisérleti
rendszer lehetévé tette, hogy ne csak a pusztulas okara, hanem arra is valasz kapjunk, hogy a
plazmamembran Osszetétele milyen hatdssal van a Cr-plazmamembran kolcsonhatés
rendszerében.

Leellendriztik az in vitro kisérletek sordn nyert megallapitast, in vivo kisérletben
protoplasztokat hasznalva megmértiik a 33erg” és az erg-2 mutansnal a rend paraméter (S)
értékeit. Az eredményt az 10. dbra mutatja. Kisérleteink azt mutattak, hogy az ergoszterin
termeld 33erg’ torzshoz képest a fazistranzicids érték 13°C-r6l 17°C-ra nétt az erg-2

mutansban. /n vivo is bizonyithaté a membran merevségének a valtozasa.
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Rend paraméter, S
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10. 4bra A rend paraméter valtozasa a hdmérséklet fiiggvényében. A 33 erg’ tozs és az erg-2 mutans

protoplasztjait 5-SASL spinjeldldvel jeloltik. Szimbolumok: o, 33 erg” torzs; X, erg-2 mutans.

5.1. 1. A krom(II)-plazmamembran kolcsonhatas vizsgalata.
Els6 kisérleteinkben meghataroztuk a 33erg’ C. albicans torzsnél és az ergoszterin

hidnyos erg-2 mutansnal a CrCls kiilonb6z6 koncentracidinak szaporodasra gyakorolt hatasat

az 1d0 fiiggvényében (11. és 12. &bra).
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11. dbra A CrCl3 szaporodésra gyakorolt hatdsa az ergoszterol termel6 33 erg™ torzsnél
minimal tapoldatban, 30 °C-on. Szimbolumok: Akontroll ¢ 0.2 mM CrClz, ¥ 0.8 mM
CrCl3, A3.2mM CrCl3, e 12 mM CrCl3, x 50 mM CrCl3, m 100 mM CrCl3.

12. abra A CrCI3 szaporodasra gyakorolt hatdsa az ergoszterolt nem termeld erg-2 mutanson
minimal tapoldatban, 30 °C-on. Szimbdélumok: A kontroll ¢ 0.2 mM CrCl3, ¥ 0.8 mM
CrCI3, A 3.2 mM CrCl3, e 12 mM CrClI3, x 50 mM CrCI3, m 100 mM CrCI3.

Az abrékon jol lathato, hogy az ergoszterin hianyos mutans jelentdsen érzékenyebb minden
alkalmazott kromkoncentracional a CrCls szaporodasgétld hatdsira. Mindkét torzsnél 100
mM CrCl; megallitotta a sejtszaporodast, de ezek a sejtek annak ellenére, hogy szaporodasra

mar nem voltak képesek, ¢€ltek, ha a sejtszuszpenziot kiszélesztettilk a megfelelé komplett
taptalajra, az €16 sejtszdm nem csokkent két 6ra kezelést kovetden. Megvizsgaltuk mindkét
torzsnél a populacio életképességét €s kimutattuk, hogy az életképességiik 160 6ras CrCls

kezelés hatasara csOkkent nullara.
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Szerettilk volna megtudni, hogy a Cr(Ill)-plazmamembran kolcsonhatasnak van-e
elektronmikroszkoposan kimutathato jele, de a fagyasztvamaratasos technikat alkalmazva a
plazmamembran finomstruktirdja megfigyelhetd valtozdst nem mutatott. Ezeket a
kisérleteket, Prof. Agustin Svoboda laboratériuméban (Masaryk University, Department of
Biology, Brno, Cseh Koztarsasag) végeztik, az eredményeket nem kozoltik.

Megvizsgaltuk az erg-2 mutanson, hogy reverzibilis-e a hdmérséklet indukalt valtozas
a sejtmembranjan. A protoplasztokat spin-jelolt 5-SASL-al jeloltiik és megmértiik a rend
paraméter értékeket 0°C és 40°C kozott, valamint ezt kovetden visszafelé 40°C és 0°C kozotti
tartomanyban (13. &bra). Mint a kisérleti eredményekbdl is ez lathatd, a szélsdséges
homérsékletvaltozas nem befolyasolta a kapott rend paraméter értékeket. Ez lehetdvé tette a
késdbbi kisérletekben, hogy egy adott preparatumon tobbszor egymast kdvetden megmérjiik a

rend paraméter értékeit.
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13. abra A protoplaszt membran homérséklet indukélta valtozasainak reverzibilitasa. Az erg-
2 torzsbol készitett protoplaszt mintakat 5S-SASL spinjelolével jeloltiik. A spektrumot eldszor
egyre novekvo (0°C-tol 40°C-ig (x)), majd egyre csokkend (40°C-tol 0°C-ig (V)

hémérsékleten lett felvéve.

Kozismert tény, hogy a pH valtozas 6nmagaban a membran fluiditas valtozasat eredményezi.
Tekintettel arra, hogy CrCl; az alkalmazott 100 mM-os koncentracioban jelentdsen modositja
az oldat pH-jat, ezért megmértiik a rend paraméter értékeket 0°C-40°C fokos tartomanyban az
erg-2 mutanson pH 8,02-nél (0,6 M KCIl oldatban), valamint pH 4,3-nal és 2,15-nél (100 mM
CrCl; oldatban) (14. abra).

52



Rend paraméter, S
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14. dbra A pH hatésa a spinjeloltek kornyezetére. Az erg-2 torzsbol készitett protoplaszt
mintakat 5-SASL spinjel6ldvel jeldltiik. Szimbolumok: A, kontroll minta 0.6 M KCI-
ban, pH 8.02; m, 100 mM CrCl3, pH 4.30; o, 100 mM CrCl3, pH 2.15.

Az eredményekbdl lathatjuk, hogy a pH jelentésen modosithatja a mérés soran kapott
eredményeket.

Ezt kovetéen megmértik a Cr(Ill) plazmamembranra gyakorolt hatdsat 0-40°C-os

tartomanyban a sziildi 33 ergttorzson és az erg-2 mutansnal. A Cr(III) kezelés mindkét torzs
esetében fluidizalta a membrant, viszont az erg-2 mutansnal ez a hatas sokkal erésebb volt. Ez

lathatd a 15. abran.
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15. dbra A Cr(IIl) kezelés hatdsa a spin jelolé mobilitdsara. Az erg-2 torzsbodl készitett
protoplaszt mintakat 5-SASL spinjeldlovel jeldltiik. Szimbolumok: x kontroll minta, A 120
perces 100 mM Cr(III) kezelés utan.

A fenti eredmények egyértelmiien alatamasztottak azt a sejtésiinket, hogy a haromértékii krém
kation kdlcsonhatasba 1ép a plazmamembrannal és fluidizalja azt.

M¢ég mindig nem kaptunk valaszt arra, hogy miért pusztulnak el a sejtek.
Feltételeztiik, hogy a fluidizalo hatdssal egyidében a plazmamembran koncentracid és ido
figgvényében fokozatosan elveszti szemipermeabilitasat. Ennek megfeleléen, meghataroztuk
a 260 nm-nél adszorbeal6 anyagok kiaramlésat a sejtbél 100 mM CrCl; koncentracional 10 ora
kezelés utan. Kisérleteink azt mutattik, hogy a 33 erg’ torzs 40%-4t, az erg-2 mutins pedig

60%-4at vesziti el ezen létfontossagli citoplazméaban tarolt metabolitoknak. Ez egyrészt
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alatdmasztotta és megmagyarazta a 12. és 13. abran kimutatott kiilonbséget, nevezetesen azt,
hogy az erg-2 mutans fokozottabban érzékeny a kdlcsonhatasra, nagyobb mértékben veszti el
a membrén a barrier funkciojat, mint a sziil6i torzsnél.

Kisérleteink egyértelmiien bizonyitjak, hogy a hdromértékii krom kation elsddleges
tamadaspontja a plazmamembran és hatdsat alapvetden befolyasolja a plazmamembran
Osszetétele. A sejtpusztulas oka a Cr(IIl) altal kivaltott szemipermeabilitast biztositd barrier

funkciok modosulasa, illetve elvesztése.

5.2. A Cr(VI) hatasa a S. pombe hasado élesztében.

5.2.1. A S. pombe chr-51S Cr(V]) szenzitiv mutans jellemzése

A chr-51S Cr(VI) szenzitiv torzsnek a K,Cr,O; minimalis gatlé koncentracigja 125
uM, mig a 6 chr' sziiléi torzzsé 225 uM volt. A chr-51S mutans sokkal magasabb Cr(VI)
bioakkumulacios képességgel rendelkezik, mint a 6 chr’ sziiléi torzs (Czako-Vér és mitsi.,
1999). A bevezetdben részletezett modon (lasd 2.4.5. fejezet) az in-vitro kisérletek azt
valdszintsitették, hogy in-vivo koriilmények kozott a felvett Cr(VI) redukcidja, illetve Fenton
tipusa reakcidja miatt a sejtet oxidativ stresszhatas éri, amelyet a keletkezett ‘OH gyok okoz.
A S. pombenal Lee és mtsi. (1995) bizonyitottak, hogy H,O, és MD, mint oxidativ stresszorok,
alacsony szubletélis koncentracidban olyan celluldris folyamatokat indukalnak, amelyek egy
sejtpopulacionak. Megnéztiik, igaz e ez a K,Cr,O7 esetében. A 16. abra szemlélteti a kisérleti

eredményeket.
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16. abra A S. pombe vad 6¢chr” torzsének pusztitasi gorbéje kiilonbozd Cr(VI)
koncentraciok mellett (A) és adaptacidja 50 uM-os Cr(VI) elokezelés hatasara (B) (1 ora,
YEL tapoldatban 30°C-on).

Az eredmények egyértelmiien bizonyitjak, hogy kéalium-bikromattal szemben a sejtek
nem rendelkeznek adaptiv sejtvalasszal. Ez a kisérleti tapasztalat a tovabbi kutatdsi program
igen lényeges megallapitdsa. Nem szdmolhatunk a Cr(VI)-ra specifikus jelatviteli rendszerek
(szignal-transzdukcid) aktivalasaval, stb.

A kovetkezOkben megvizsgaltuk a redukcids folyamatokat, illetve ezek elemeit.
Megvizsgaltuk EPR technikat alkalmazva a Cr(V) redukci6 idéfliggését (17. abra). Tehettiik
ezt azért, mert a Cr(V) oxidacios allapotnak az EPR spektrumon jol azonosithaté spektruma

van, melynek segitségével a kvantitativ viszonyok az id6 fiiggvényében kovethetdek.

56



Cr(V) koncentracio

Cr(V) jel

0 50 100 150 200
1d6 (perc)

17. abra A Cr(V) koncentraciojanak idofiiggése a S. pombe 6chr” torzsének (*) és Cr(VI)-

szenzitiv chr-51S mutadnsanak (I) 25 °C-on.

A kisérlet egyértelmilien mutatja, hogy 2,5-sz6r nagyobb mennyiségli Cr(V)-6t halmozott fel a
chr-51S szenzitiv mutans a mérés kezdetéig ugyanolyan koriilmények kozott, valamint, hogy
ezt a Cr(V)-6t jelentésen gyorsabban redukalja, mint ahogy az a sziiléi 6¢hr’ torzs esetében
torténik. A kiindulo értékeket egy magassagba vittilk a grafikonon, amiatt, hogy a redukcio
mértéke a két torzs kozott szembetlindbb legyen (17. dbra).

Shi és mtsi. (1999) szamos in vitro kisérlete azt valdsziniisitette, hogy az élévilagban,

¢s igy az élesztoknél is, a sejt oxidoredukcids allapotaban talan legfontosabb szerepet jatszo
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glutation a felel6s a Cr(VI) redukcidért. Megvizsgaltuk a két torzs glutation tartalmat és azt a
meglepd eredményt kaptuk, hogy a sziil6i torzsben 1évo glutation mennyiségének csak kozel a

felét tartalmazza a Cr(VI) szenzitiv mutans (1. tdblazat).

Sziil6i torzs Cr(VI)-szenzitiv mutans

6chr” chr-518
GSH® 58+ 11.0 32+2.8"
GSSG® 0.34 +0.09 0.22 +0.10
GSH/GSSG 170 + 55 145 + 67
G6PD® 119+ 16 218 + 28"
GR® 29+24 71+9.3"
GST® 18 +5.0 32+43"
SoD 3.4+0.82 3.8+0.78
SODy,* 1.6 +0.22 1.7 +0.07
SODcyzx" 1.8+0.85 2.1+0.80
Katalaz® 20.6+1.7 19.8 +3.3
GP,* 3.0£0.95 3.0+0.56
Indukalt katalaz®" | 34.1 +2.5™ 278+3.1"
ET’ 0.047 + 0.007 0.077 +0.010™

Specifikus értékeket atlag + S. D. formaban fejeztiik ki, 4 fiiggetlen kisérlet értékeibdl
kiszdmolva.
b Specifikus koncentracié nmol (mg protein) ™ adtuk meg
¢ Specifikus aktivitast nmol (min. mg protein)' adtuk meg
d Specifikus aktivitast egység (min mg protein)”’ adtuk meg

¢ Specifikus aktivitast pmol (min. mg protein)” adtuk meg
¢ Indukalva 0.2 mM H,0,-al 1 6ran keresztiil
p<5%; p<1%; p<0.1%. p értékeket a t-proba segitségével szamoltuk ki.

1. tablazat A S. pombe szill6i torzsének 6chr’ és Cr(VI) szenzitiv mutdnsanak chr-518
vonatkoztatunk etidium-bromiddal) koncentracidja és specifikus G6PD, GR, GPx, GST,
SODs és katalaz aktivitasa.

Ugyanakkor a GSH/GSSG arany szignifikans kiilonbséget nem mutatott, ami azt jelenti, hogy
a sejt intracellularis redox allapota egyenstlyban van. Tekintettel arra, hogy a S. pombe nem
szintetizal a novényeknél oly fontos, jelentds mennyiségben jelen levé aszkorbinsavat, illetve
az allatvilagban jelentdsnek mondhaté E-vitamint, ezért figyelmiink egy masik szdmitasba
jOhetd, szintén Shi és Dalal (1990c) altal kozolt, in vitro Cr(VI) redukcidra képes GR/NADPH
oxido-redukciods rendszerre vetddott. Megmértiik a specifikus enzimaktivitasat a GR és G6PD
enzimeknek. Mind a két enzim esetében kb. kétszeres specifikus enzimaktivitds mértiink a

szenzitiv mutansban a sziildi torzshoz képest (1. tablazat). A redukcidval kapcsolatos eddigi
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eredmények alapjan azt valoszintsitjik, hogy a GSH mellett a GR/NADPH redukcios
rendszer az, ami a meghatarozé szerepet jatssza a Cr(VI) = Cr(III) redukcids folyamatban.
A CuZnSOD, MnSOD, kataldz ¢és a GPx specifikus enzimaktivitas nem valtozott a
szenzitiv mutdnsban, viszont a kataldz indukéalhatdsdga peroxidokkal sokkal alacsonyabb a
szenzitiv mutdnsban, mint a sziil6i torzsben (1. tablazat). Erdekes tény, hogy a GPx specifikus
enzimaktivitasa nem valtozott alacsony koncentracioju H,O, ¢és tBOOH oxidativ

crer

Hogy valaszt kapjunk erre a kérdésre, megvizsgaltuk a legfontosabb folyamatokat,
enzimaktivitasokat, amelyek a Cr(VI)-Cr(III) intermedierek reoxidacidjat eredményezheti.

Adaptacios el6kisérletekben H,O, és MD kezelés hatasara megfigyeltiik, hogy az
elokezelés csokkentette az ezt kdvetd kalium-bikromat kezelés sejtpusztitd hatasat (18. abra).
Ezen kisérletek eredményeit kielemezve meghataroztuk a szuperoxid gyok és a hidrogén-
gyokok koncentracidja szignifikansan magasabb a szenzitiv mutdnsban, mint a sziil6i
torzsben, annak ellenére, hogy az 6ssz SOD-ot alkotd6 MnSOD és ZnCuSOD specifikus
aktivitasa a két torzsben azonos. A hidrogén-peroxid intracellularis koncentracidja is
szignifikdnsan magasabb 1,6-szor a szenzitiv mutansban (19. abra), amit okozhat a
szuperoxid-gyokok magasabb intracelluldris koncentracidja, valamint a katalaz enzim
alulszabalyozottsaga (1. tdblazat). Ugyanilyen kinetikai kiilonbséget kaptunk a DHR 123
oxidacidjaban a két torzs kozott, ha a peroxidkoncentracidt aramlasi citométerrel hataroztuk
meg. Tekintettel arra, hogy mind a szuperoxid-gyok, mind a H,O; részt vesz a bevezetoben
ismertetett (2.4.5. fejezet) Fenton-tipusit Haber-Weiss reakcioban, azaz a Cr(VI) intermedierek
reoxidaciojaban ‘OH gyokképzés kozepette, a kisérleti eredmények magyarazzak a chr-518
mutans Cr(VI) szenzitivitasat, azaz a jelentésen megndvekedett Cr(VI) érzékenységét és a

jelentésen megnovekedett sejtpusztulas a Cr(VI) adas hatdsara a sziil6i torzshoz képest.
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Talélési (%)

18. dbra S. pombe 6¢chr torzs kozép-log fazisu sejtek YEL tapoldatban 60 percen keresztiil
nem eldkezelt (a) és 0.2 mM H,0;-al elékezelt mintdi (b). Az el6kezelés utan kezeltiik a

mintakat a kovetkezé K,Cr,O7 koncentraciokkal: 0 (m), 250 (A) vagy 500 (V) uM.

Kezeltik a torzseket szubletdlis dozist CdCl-al (200 pM), amelynek hatasdra az
intracellularis GSH tartalom 25%-al csokkent mindkét térzsnél. A CdCl, el6kezelés utan
kezeltiik a sziildi torzset 250 uM Cr(VI)-al egy 6ran keresztiil, amelynek soran az €16 sejtek
szama az eldkezelt kultiraban alacsonyabb volt, mint a kontroll tenyészetben. Masrészt, hogy
a sejtek adaptalddni tudjanak az oxidativ stresszhez, eldkezeltik Oket 0,2 mM H,O-al,
amelynek hatasara szignifikdnsan megndtt a tenyészetek €16 sejtszama 250 és 500 uM-os

Cr(VI) kezelés utan (18. abra).
Lee ¢és mtsi. mutattdk ki, hogy a sejtek 0,2 mM-os H,O,-al torténd kezelése soran
adaptalodnak H,0,-al szemben, e kezelés soran indukalodott katalaz 2,8-szorosara, a GPx

pedig 2,0-szeresére nétt (Lee és mitsi., 1995). Ezen antioxidans enzimek megndvekedett
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aktivitasa miatt lecsokkent az intracellularis H,O, koncentracié a kezelés ideje alatt, és ezaltal

a Cr(VI) kezelés soran keletkez6 ‘OH gyokok mennyisége is csokkent.

200 ~
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crer

mutansanal (m) és sziil8i torzsénél 6¢hr” (o). A DHR 123 atalakulasat fluoreszkald rodaminna

5-10° sejt ml™" Na* pufferban 21°C-on mértiik Perkin Elmer fluoriméter segitségével (hex =

488 and Aey = 525 nm).

Az 1. tadblazatban lathatd, hogy az antioxidans enzimek koziil sem a katalaz, sem a GPx
specifikus aktivitdsa nem kiilonbozik a vizsgalt két torzsnél. Ezzel szemben az indukalt katalaz
aktivitas alacsonyabb a szenzitiv mutansban, amely arra utal, hogy a szenzitiv mutans védelmi
rendszere mind a megndvekedett intracellularis, mind a kiilséleg adott oxidativ stresszel

szemben csokkent mértékii, azaz katalaza alulregulalt.
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Ezen kisérleteinket alatamasztottak a vizsgalt torzsekbdl szarmazo in vitro kisérleteink.
EPR mérésekkel bizonyitottuk, hogy a GR 6nmagaban nem, a NADPH csak kismértékben
eredményezi a Cr(VI) redukciojat Cr(V)-é. Ezzel szemben, a GR + NADPH egyiitt jelentds
Cr(V) redukciot indukal, ha ehhez az utébbi rendszerhez H,O,-ot adunk, akkor Cr(V)
csokkenésével egyidében igen jelentds "OH gyok termelés kovetkezik be (20. 4bra).

(a) ! g op I Ay Nyl GR

(b) WW\/\MMMWWWW NADPH

PBN-OH _Cr(V)
|
© GR + NADPH
( GR + NADPH + H,0,
H

20. abra A GR in vitro Cr(VI) redukalo6 képességének vizsgalata. Az EPR spektrumot 5
perccel az dsszekeverés utan rogzitettiik 2 mM K,Cr,07-t, 0.1 M PBN-t tartalmazé
pufferoldatban (pH = 7.2) (a) 12 U/ml ¢éleszté GR, (b) 2 mM NADPH; (c) 12 U/ml élesztd
GR és 2 mM NADPH, (d) 12 U/ml éleszté6 GR, 2 mM NADPH ¢és 3 mM H,0,. A
spektrométer beallitasai: modulaciés amplitudé, 1.6 G; a mérés idotartama, 400 masodperc;

mért tertilet, 3482 + 50 G. A Cr(V) jel g — faktora 1,9554 volt.
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Ezen in vitro PBN spin-csapdaval készitett EPR kisérleteket elvégeztiik S. cervisiae és S.
pombe tisztitott GR enzimmel is, amelynek soran bizonyitottuk, hogy mindketté képes
redukalni a Cr(VI)-ot Cr(V)-¢.

Mindegyik minta tartalmazott 2mM K,Cr,O7-t és 0.1 M PBN-t (20.a-d ébra). A puffer oldat
12 U/ml izolalt élesztd GR tartalmazott, amely igy nem adott detektalhato EPR jelet (20.a
abra). Azonban, ha az oldathoz 2 mM NADPH-t adtunk GR nélkiil, akkor mar kaptunk egy
kis mértékii PBN-OH jelet (Cpgn= 0.31 pM £ 0.07) és egy kis mértékii Cr(V) szignalt (Ceyv)
= 0.29 uM £ 0.06) g = 1.9554-nél a korabbi eredmények szerint (20.b abra) (Shi és Dalal,
1989). Az egyidében adott GR ¢és NADPH hatasara szignifikdnsan megnovekedett az
oldatban a PBN-OH termékek koncentracidja (Cpgn= 0.83 uM £ 0.14) és vele parhuzamosan
megnott a keletkezett Cr(V) koncentracio is (Ceyyy = 2.58 uM * 0.04) (20.c dbra). Amikor 3
mM H,0,-t adtunk a mintahoz, akkor az oldatban a PBN-OH termék koncentracidja tovabb
ndtt, majdnem tizszeresére (Cppn= 7.62 uM + 0.03) viszont a Cr(V) mennyisége lecsokkent
(Cervy = 092 uM £ 0.02) (20.d abra). Ezen kisérleti eredmények bizonyitjak a Cr(VI)
egyelektronos redukciojat Cr(V)-¢ a S. cerevisiae-bol €és S. pombe-bdl izolalt GR enzim
segitségével, valamint a reoxidacidjat a Cr(V)-nek Cr(VI)-a H,O; jelenlétében a Haber-Weiss
reakcio soran.

Ha kisérleteinket foltart sejteken végeztik, az eredmények aldtdmasztottadk a korabban
ismertetett, biofizikai és biokémiai eredményeket (21. abra).

A két torzs relativ ‘OH gyoOktermeld képességét PBN spinfogoval hatdroztuk meg. A "OH
gyok, valamint a Cr(V) mennyiségét 6t perccel a K,Cr,O7 adasa utan hataroztuk meg. Amikor
a pufferoldatban feltart minta, K,Cr,O7; és PBN volt, akkor a PBN-OH mennyisége 36% =+
12%-al magasabb volt a chr-51S szenzitiv mutansban, mint a 6 chr’ sziiléi torzsben (21.b
abra). Ezen eredmények alatdmasztottdk a mutans magasabb krom(VI) redukalo képességét és
PBN-OH addukt novekedést a sziil6i torzsben, ugyanakkor a mutans térzsben a novekedés

mértéke szignifikans, 46 £ 12% volt (21.c és d abra).
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s 16¢hr’

b chr-518

21. abra A relativ *OH gydktermeld képesség vizsgalata. A sziildi torzs 6chr’ (—) és Cr(VI)
szenzitiv mutansanak chr-51S (----) feltart sejtekkel mért EPR spetrumat 5 perccel az
Osszekeverés utan mértiik, 0.1 M PBN K,Cr,O7 nélkiil (a) és 2 mM K,Cr,O7-al (b). A 6chr”
torzs (c) és a chr-51S mutansa (d) (—) 2 mM NADPH-val vagy (----) 2 mM NADPH-val és
3 mM H,0;-al PBN-t és Cr(VI)-ot tartalmazo oldatban. A spektrométer beéllitasai:

modulaciés amplitudd, 1.6 G; a mérés id6tartama, 400 méasodperc; mért teriilet, 3482 + 50 G.

A kisérleti eredményt a mutdnsban a megndvekedett GR specifikus enzimaktivitas

magyarazza, amely kiilsdleg adott NADPH jelenlétében hatékonyan redukalta az oldatban levd
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Cr(VI)-ot Cr(V)-¢ és ezen keresztiil fokozta a PBN-OH képzést. Ha egyidében 2 mM NADPH
¢s 3 mM H,0; —t adtunk a feltart sejtekhez, a sziiloi torzsben a PBN-OH novekedés 100%-o0s
volt, mig a mutansban csak 15%-al nétt a PBN-OH mennyisége (21.c és d abra). Ez a kisérlet
egy indirekt bizonyitéka az alacsonyabb intracellularis H,O, koncentraciénak a sziil6i
torzsben.

A fenti kisérletek tehat egyértelmiien azt mutatjak, hogy a mutéans térzs redukcids kapacitasa a
oxidacids képessége pedig megndvekedett *OH gyok képzést eredményezett, amely, szemben

a szlloi torzzsel Cr(VI) szenzitiv fenotipus forméjaban nyilvanul meg.
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5.2.2. A chrl1-66T krém(VI) tolerans mutans jellemzése.

Ebben a kisérletsorozatban a Cr(VI) tolerdns chri-66T mutdnson végzett mérési
eredményeket viszonyitottuk a sziil6i torzs 6chr’ eredményeihez. Korabbi mérésekbél
tudjuk, hogy a K,Cr,O; minimalis gatld koncentraci6 a sziildi torzs esetében 225 pM, mig a
tolerons mutansnal 275 pM volt. Azt is tudtuk, hogy a CrOs> bioakkumulacidja
szignifikansan alacsonyabb volt a tolerans mutdnsnal, mint a sziiléi torzsben (Czako és mitsi.
1999). Mindkét torzs haploid, megegyezik a generacids ideje €s a sejttérfogata. A chrl-66T
mutans tetradanalizise bizonyitotta a stabil Cr(VI) toleranciajat, valamint, hogy egy génes
mutacio tortént a mutagénkezelés soran (Czakd és mtsi. 2004). Kordbban elvégzett
kisérleteinkbél tudjuk, hogy Cr(VI) adasa utin a CrO,> anionok serkentett diffuzidja a
sejtekbe azonnal megkezdddik, 120 perces 250 uM-os K,Cr,O7 elékezelés utan a chrl-66T
mutans feleannyi Cr(VI)-ot halmozott fel, mint a sziil6i torzs (Belagyi és mtsi. 1999).

Ezen ismeretek birtokdban megmértiik a chrl-66T mutans ¢€s a sziildi torzs Cr(V)
redukalo képességének idofiiggését EPR spektroszkopiaval (Cr(V) redukcios kapacitasat) (22.

abra).

InC

1,44

1,3+

1,2 .
Cr(V) jel

1,14 3805 352
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22. 4abra A Cr(V) koncentracidjanak idéfiiggése a S. pombe vad térzsének 6chr’ (o) és
Cr(VI)-tolerans chrl-66T mutansanak (o) 25°C-on. Hogy jobban demonstraljuk a kinetikai
folyamat kiilonbségét a két torzs kozott, a Cr(V) koncentracio kiinduld értékét a startnal

ugyanarra az értékre allitottuk be.
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A 22. abra adatai alapjan megallapithatjuk, hogy mindkét torzs redukalja a Cr(VI)-ot Cr(III)-4
Cr(V)-6n keresztiil, viszont a mutans torzs Cr(V) redukcios aktivitdsa joval alacsonyabb a
szliléi torzsnél, de a csokkenés mértéke nem olyan mértékli, mint amennyire a korabban
bemutatott szenzitiv mutans redukcios képessége megnott.

A 2. tablazatban lathatjuk, hogy a jelenség tarsult egy csokkent GSH ¢és szignifikansan
csokkent specifikus GR aktivitassal (amely enzim a NADPH mennyiségének a rovasara
redukalja a GSSG-t, ezaltal a glutation reduktaz kulcsfontossagu antioxiddns enzim), valamint
ezzel parhuzamosan megnovekedett a G6PD enzim (amely kulcsenzime a pentdz-foszfat

ciklusban keletkez6 NADPH-nak) specifikus aktivitasa (2. tablazat).

2. tablazat
A S. pombe sziiléi torzsének 6chr™ és Cr(VI) tolerans mutansanak chrl-66T specifikus GSH,
GSSG, ¢s ET (szuperoxid gyok) koncentraciodja és specifikus G6PD, GR, GPx, GST, SODs ¢és

katalaz aktivitasa.

Sziil6i torzs Cr(VI)-tolerans mutans

6chrt chrl-66T
GSH® 58+ 11.0 27+43™7
GSSG® 0.34 +0.09 0.2+0.12
GSSG/GSH 170 + 55 135+ 84
ET® 0.047 + 0,007 0.09+0.01°"
G6PD° 119+ 16 150+ 117
GR® 29+2.4 15416
GPx° 3.0+ 0.95 2.8 +0.41
GST® 18+ 5.0 21+1.9
SOD! 3.4+0.82 2.6+0.18
SODy, 1.6 +0.22 1.0+0.15"
SODcyzn’ 1.8+0.85 1.6 +0.23
Katalaz® 20.6 + 1.7 16.4 + 1.3%

Specifikus értékeket atlag £ S. D. forméban fejeztiik ki, 4 fiiggetlen kisérlet értékeibol

kiszamolva.

b Specifikus koncentracié nmol (mg protein) ™ adtuk meg

¢ Specifikus aktivitast nmol (min. mg protein)” adtuk meg
d Specifikus aktivitast egység (min mg protein)”’ adtuk meg
¢ Specifikus aktivitast umol (min. mg protein)” adtuk meg

"p<5%; " p<1%;  p<0.1%. p értékeket a t-proba segitségével szamoltuk ki.
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Ami még meglepd eredmény, hogy a MnSOD specifikus aktivitdsa szignifikansan
alacsonyabb, ami magyarazhatja az intracelluldris szuperoxid gyok kétszer akkora
mennyiségét (a moddszer miatt a szuperoxid gyok mennyisége etidium-bromidra van
kalibralva és ET-vel van roviditve). Ha ezen eredményeket Gsszevetjiikk a szenzitiv mutans
eredményeivel, ahol a GSH hasonlé mértékli csokkenését tapasztaltuk, megallapithatjuk, hogy
a GR specifikus aktivitdsanak van meghatarozo szerepe in-vitro koriilmények kozott a Cr(VI)
redukalasaban és ezt nem befolydsolja a G6PD specifikus aktivitds novekedése, ami
valdsziniileg NADPH tultermeléssel jart. Ezt onnan is tudjuk, mivel az izolalt GR-al végzett
kisérletek soran a NADPH maga csak kis mértékben tudta redukalni a Cr(VI)-ot, mig az
enzim ¢s a NADPH egyiittes hatasara nagysagrendekkel nétt a keletkezett Cr(V) mennyisége.
Ezért is mondhatjuk azt, hogy a redukcidban joval nagyobb szerepe van a GR aktivitasnak,
mint a NADPH termelésnek.

Megvizsgaltuk a torzsek ellenalld képességét oxidativ stresszorokkal és Cd*"-al szemben. A
chrl-66T mutans hiperszenzitivnek bizonyult az 0sszes kiilsdleg adott oxidativ stresszorokkal
szemben, a H,O,-al, MD-al, tBOOH-al és Cd**-al. A felsorolt oxidativ stresszorok hatasat a
23. 4bra szemlélteti. Amikor 60 percen keresztiil kezeltiik a torzseket CdCl,-al, a vad toérzsnél
a sejtek talélése 36 % volt, a tolerans mutansnal 8 % volt. Itt kell megjegyezniink, hogy a
tolerdns mutans oxidativ stresszel szembeni érzékenysége tette lehetové, hogy a késobbi
transzforméacids kisérleteknél a tolerans €s a normal fenotipust torzsek indirekt szelekciojat
végrehajtsuk egy sejt szinten, amely egyben alkalmas lehet stresszérzékeny mutdnsok

hatékony izoldlasara, dusitasara.
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23. abra S. pombe sziiléi torzs 6chr’ (a) és Cr(VI)-tolerans mutans chrl-66T (b) talélési
gorbéje. Kozép-log fazisu sejtek kezeletlen (o), kezelt 40 mM H,0;-al (o), 6 mM MD-al (V),

¢s 0.5 mM tert-BOOH-al (m).

A 24. abran lathatjuk, hogy peroxid gyokok koncentracioja alacsonyabb a Cr(VI)-tolerans
mutansban, ami tarsul az antioxidans enzimek koziil a GR ¢€s a katal4dz alacsonyabb specifikus
enzimaktivitasaval. Ezzel szemben a szuperoxid gydk koncentrdcié magasabb a tolerans

mutansban, amely valdszinlisithetden a mitokondrialisan lokalizalt alacsonyabb specifikus

aktivitasi MnSOD kovetkezménye (2. tablazat).
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24. 4bra A peroxid koncentracid meghatarozasa a S. pombe Cr(VI)-tolerans chri-66T

mutansanal () és sziildi torzsénél 6¢hr” (m). A DHR 123 atalakulasat fluoreszkald rodaminna

Perkin Elmer fluoriméter segitségével (Aex = 500 és Aem = 525 nm) hataroztuk meg.

A tolerans mutans csokkent Cr(VI) redukcids kapacitasat (amelyet a 22. dbran a Cr(V)
redukald képességének a mérésével mar alatdmasztottunk) feltart sejteken végzett in vitro
EPR vizsgéalatok megerdsitették, valamint az eddigiekben ismertetett in vivo kisérleti
eredményeket feltart mintakkal tamasztottuk alé (25. ébra).

Feltart sejteket 5 percig kezeltik 2 mM kalium-bikromattal. A chrl-66T mutansnal
szignifikdnsan alacsonyabb Cr(VI) koncentraciét (10,3 uM) mértiink, mint a sziil6i 6chr
torzsnél (59 uM) (25.a abra). Ezek a kisérleti eredmények amellett, hogy jo egyezést mutattak
a korabbi EPR kisérleti eredményekkel (22. &bra), bizonyitottdk a tolerans mutans
alacsonyabb Cr(VI) redukcios képességét, amellyel alatdmasztotta azt az elméletiinket,
miszerint ok-okozati kapcsolat van a chrl-66T mutans csokent Cr(VI) redukcios kapacitasa €s
alacsonyabb Cr(VI) bioakkumulécioja kozott. Ezek az eredmények jo egyezést mutatnak a
korabbi megfigyeléseinkkel, miszerint a Cr(VI) szenzitiv fenotipust chr-51S mutans
megndvekedett Cr(VI) bioakkumuléciot és gyors Cr(V) redukcids képességet mutatott. Ezt
tamasztotta ald az a mérési eredményiink is (25.b abra), amikor 2 mM Cr(VI)-hoz 2 mM
NADPH-t adtunk egyidében a feltart sejtekhez. A tolerans mutansnal 2,8-szeres volt a
novekedés (10,35-r61 27,7 uM-ra), mig a 6chr’ torzsnél a NADPH nem névelte érdemben a
Cr(V) mennyiségét (59,0-r6l 59,3 uM-ra nétt), tehat a tolerdns mutansnak még NADPH
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adasara sem nétt meg annyira a Cr(VI) redukald képessége, mint amennyi Cr(V)-0t a sziiloi
torzs alapallapotban képes eldallitani. Ezért, a G6PD enzim altal termelt nagyobb mennyiségi
NADPH nem tudja ellenstlyozni a glutation reduktiz enzimaktivitds miatti csokkent
redukciés kapacitast. Ezek az adatok szintén alatdmasztottdk jelentéségét a GR/NADPH
rendszernek a sejtek Cr(VI) redukalasaban, hogy az nem csak in vitro, de in vivo is felelds az
intracellularis krém redukcios folyamatokért. Ha a feltart torzseket 5 percig kezeltik 3 mM
H,0»-al is a Cr(VI) és a H,O, mellett (25.c abra), akkor a krém(V) koncentracié a Fenton-
reakcid miatt lecsokkent mindkét térzsnél, a sziilé 6¢hr -nal 59,0 uM-r61 28,6 uM-ra, mig a
chr1-66T mutansnal 10,4 pM-r6l 8,8 uM-ra. A "OH gy6k mennyisége is, hasonléan a Cr(V)
mennyiségéhez, alacsonyabb a chrl-66T tolerdns mutdnsban minden Osszeallitott kisérleti
koriilménynél. Ezek a kisérletek azt is mutattdk, hogy a PBN-OH addukt képzés fiigg a

reduktansok és oxidansok relativ koncentraciojatol.
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25. &bra A sziildi torzs 6chr’ (—) és Cr(VI) tolerans mutansanak chrl-66T (----) feltart
sejtekkel mért EPR spektrumat 5 perccel az 6sszekeverés utan mértiik 0.1 M PBN-t
tartalmazd pufferban (pH: 7.2), (a) 2 mM K,Cr,07, (b) 2 mM K,Cr,07 és 2 mM NADPH, (c)
2 mM K,Cr,07, 2 mM NADPH és 3 mM H,0,.
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6. Eredmények értékelése

6. 1. A krom(III) hatasa C. albicans éleszté sejtek plazmamembranjara

A krom(II) vegyiileteknél in vivo mutagén hatds nem bizonyitott. Valdszinii ennek
elsddlegesen az az oka, hogy a vizben oldott Cr(IIl) vegyiiletek nem jutnak keresztiil a
plazmamembranon (Leonard és Lauwerys, 1980). Ugyanakkor, laboratoriumi kisérletekben
bizonyitott tény, hogy a Cr(IIl) aminosavakkal alkotott komplexe a plazmamembran szamara
atjarhat6 és igy a sejtbe jutott krom kation megzavarhatja a sejt életfolyamatait, csokkentve a
transzkripcid pontossagat, ionos formaban DNS-hez kdtddve, a DNS atirdsdnak zavardsaval
mar mutagén hatasu lehet (Standeven és Wetterhahn, 1989). Ezen kisérleti adatok ismeretében
mar érthetd, miért tartottuk fontosnak a krém plazmamembranra gyakorolt hatdsdnak
vizsgalatat, hiszen a magas krom(IIl) tartalmi szennyvizek vagy szennyviziszapok
kezelésénél, tarolasanal, ez 1ényeges informacio lehet, hogy a kdrnyezetterhelést ne fokozzuk
tovabb rossz technologia alkalmazasaval. Példaul a bérgyari szennyvizekben a Cr(III)
koncentracioja elérheti a 72,4 mg/1-t (Walsh és O’Halloran,1996).

Kisérleteink kezdetekor tudtuk, hogy a S. cerevisiae torzseknél a sejtek szamara
felveheté de magas koncentracidban stresszt okozd réz(Il) ion modositja a sejtek
plazmamembranjanak karrier funkcigjat (Ohsumi és mtsi 1988). Ugyanezeknél az egysejtii
cukaridta éleszténél hasonld eredményrdl szamoltak be Ca®" és Cu®’ kezelés hatasara
(Howlett és Avery 1997). Ugyanakkor nyilvanvald volt, hogy a fennt emlitett harom ion a
sejtbe jutva mas és mas hatdsmechanizmuson keresztiil karositja a sejteket. Hangstlyozando,
hogy ez a sejtkarositas elsddlegesen a sejten beliili folyamatokon keresztiil nyilvanul meg.
Ezen vegyiiletekkel szemben a Cr(I1)-plazmamembran vizsgalata ezért tiint fontosnak, mert
itt valosziniisithetd volt, hogy a sejtszaporodas gatlasa és a sejtek pusztuldsa kizardlag a
plazmamembran kdrosodésara vezethetd vissza.

Az Eredmények fejezetben bemutatott valtozasok azt valdszinisitik, hogy a Cr(III)
kation a plazmamembran negativ toltésli régidiban lokalizalodik, keresztkotésii hidakat képez
a foszfolipid molekuldk és a negativ toltésli aminosav molekulak kozott a fehérjelancoknal.
Ezek a kolcsonhatdsok csokkentik a plazmamembranba lokalizalt hidroxil csoportok
stabilitdsat és megvaltoztatjdk a membran proteinek koriili foszfolipid réteg elrendezddését.
Ezek a molekularis elrendez0dések azok, amelyek a sejt élet¢hez nélkiilozhetetlen, barrier
funkcio vesztését eredményezi és ezen keresztiil a sejtszaporodas ledllasat és a sejt pusztulasat

okozzak.
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6. 2. A Cr(VI) hatasmechanizmusanak vizsgalata.

Az ¢éldvilag genetikai sokfélesége és az ebbdl szarmazd anyagcsereutak valtozatossaga
arra utal, hogy a toxikus fémvegyiiletek, ezen beliil a krémvegyiiletek hatdsmechanizmusa
jelentésen eltérhet a kiilonb6z6 ¢€l6lénycsoportoknal, fiigghet a sejt, szovet tipusatol, ezért
kivanatos lesziikiteni a teriiletet az élesztd kutatasok eredményeire. Elesztéknél jelentds
ismeretek halmozodtak fel a kromvegyiiletek folvételével, ezen beliil a bioadszorpcioval és
bioakkumuléacidval kapcsolatban (Aaseth és mitsi., 1982; Cervantes €s mtsi., 2001). A krom
bioldgiai hatdsa egy eléggé Osszetett folyamat, amely jelent6sen fiigg a vizsgalandd sejt
fajtajatol és aktudlis redox allapotatol. Az eukaridta éldlények kozil a gomba
modellszervezetek elsddleges fontossagliak a krémium toxicitas molekularis biologiai
hatterének a felderitésében. A molekularis mechanizmusra vonatkozo6 kutatdsok koziil Ono €s
Weng (1982) kozol figyelemreméltd eredményeket, nevezetesen, klasszikus genetikai
vizsgalataik alapjan azt valdszinsitették, hogy egy Osszetett, tobblépcsds, tobb gén altal
meghatarozott folyamatrdl van sz6. A krémium tolerancia vizsgalatdban mindennapos eljaras
volt a Cr(VI) rezisztens mutansok szelekcidja a Saccharomyces sp. (Ono és Weng, 1982),
Candida sp. és Rhodosporidium sp. fajoknal (Baldi és mtsi.,, 1990; Pepi és Baldi, 1992).
Fiiggetlenil attdl, hogy krom szenzitiv vagy tolerans mutansokat krom szennyezett
kornyezetbdl vagy indukalt mutagenezissel nyertek, vizsgélataik alapjan bizonyitottnak
tekinthetd, hogy a Cr(VI)-al szembeni tolerancia ezen mutdnsoknal a csdkkent Cr(VI)
bioakkumuléacionak tulajdonithatd, mig a szenzitivitdis a megndvekedett Cr(VI)
felhalmozasanak (Ono és mitsi., 1982; Baldi és mtsi., 1990; Pepi ¢és Baldi, 1992; Cohen és
mtsi., 1993; Czakd és mtsi., 1999). A kisérletes munkdkban ismertetett megkozelitést eddig

nem végeztek mas laborokban.

6. 2. 1. A Cr(VI) szenzitivitas molekuliris mechanizmusa.

A Cr(VI) szenzitiv chr-518 mutansban a Cr(VI) bioakkumulacio és a Cr(VI) redukcié egy
kéttazist, hasonlo sémaja folyamat (Rauser 1995; Beldgyi és mtsi., 1999;), azt sugallva, hogy
a Cr(VI) anionok bioakkumulécidja és redukcidja egy szorosan Osszekapcsolt folyamat a
sejtekben. Ez azt jelenti, hogy a Cr(VI) molekuldk serkentett diffizioval torténd felvételét a
plazmamembran nem-specifikus szulfat transzporterjén keresztiil a gyors enzimatikus és nem-
enzimatikus redukcid tartja fenn.

Shi és mtsi. (1999) tobb mint egy évtizedes kutatdsi programukban in vitro EPR kisérletekkel
bizonyitottdk, hogy a Cr(VI) redukcié egy elektron atadassal végbemegy alacsony

74



molekulasulya vegyiiletek, ugy mint glutation, az ¢élesztdsejtekben nem talalhatd
aszkorbinsav, E-vitamin jelenlétében, valamint GR/NADPH redukciés folyamatban. A
kisérleti rendszeriik nem tette lehetdvé, hogy az ¢l6 szervezetben a folyamat Osszetettségét,
egymashoz valo viszonyat elemezzék. Az utdbbi néhany év az oxidativ stressz kutatasban
ramutatott az alternativ stresszmechanizmusok 1étére, nevezetesen a tioredoxin és a
tioredoxin-reduktaz rendszer miikodésére a S. cerevisiae-ben. Még nem ismerjiik ezen
molekulak jelentdségét a krom hatdsmechanizmusdban (Jamieson 1998), mint ahogy jovObeni
terveink kozott szerepel, hogy vizsgaljuk S. cerevisiae-nél az egyetlen ismert fémkotd peptid,
a glutationbol szintetizalodo fitokelatinok szerepét. Ugy véljiikk, hogy kisérleteink

megnyugtatd valaszt adtak a redukcids folyamat meghatarozo elemeire a S. pombe-nal.

6.2.1.1. A Cr(VI) nem enzimatikus redukcidja

A nem-enzimatikus reduktansok koziil a glutationnak van elsddleges szerepe a Cr(VI)
intracellularis redukciojaban. A Cr(VI) és a GSH reakcidja soran megnd az instabil, reaktiv,
Cr(V) ¢és Cr(IV) oxidéciods allapoti krom intermedierek mennyisége (Shi €s Dalal, 1989; Liu
¢s mtsi., 1996; Liu és mtsi., 1997; Shi és mtsi., 1999). Patkdny oszteoblasztokkal végzett
kisérleteknél, az N-acetil cisztein hatdsara megemelkedett a GSH koncentraci6, amelynek
megnovekedett DNS kérosodas lett a kovetkezménye (Ning és Grant, 2000). Viszont ha S.
pombe sejteket elokezelnek CdCly-al, amely csokkenti a GSH mennyiségét a sejtekben, akkor
Cr(VI) kezelés hatasara csokkent a taléld sejtek szdma (Grill és mitsi., 1986). Ezzel a
megallapitassal latszolag ellentmond csirkeembridval végzett kisérlet, mely szerint a Cr(VI)
indukélt DNS karosodas csokkent, ha GSH-ra éheztett sejtekben (Cupo és Wetterhahan,
1985), mig a megndvelt GSH szint fokozta a DNS karosodast.

6.2.1.2. Enzimek szerepe a Cr(VI) redukciéban

In vitro kisérletek bizonyitottak, hogy a Cr(VI) redukcié folyaman Cr(IV)-GSH komplex
képzddik, amely komplex felbomlésa soran létrejott glutationil gyokok dsszekapcesolddasaval
is csokkentheti a glutation reduktdz enzim altal katalizalt redukci6 mellett a sejt, hogy a
glutation S-transzferaz enzim segitségével eltavolitja a sejtbdl az oxidalt glutationt. Az elobb
emlitett krom-GSH komplexet ki 1is iritheti a sejt az extracellularis térbe, vagy
intracelluldrisan felhalmozhatja. A glutation S-transzferdz enzim specifikus aktivitdsaban
bekovetkezett majdnem kétszeres ndvekedés a szenzitiv mutdnsban aldtdmasztotta ezen

ismereteket, és megmagyarazta, hogy miért nincs szignifikdns kiilonbség a sziiléi és a
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szenzitiv. mutans oxidalt glutation koncentracidja kozott. A ezen eredmények
megmagyaraztak a korabbi megfigyeléseinket is, nevezetesen, hogy a szenzitiv mutdns
jelentdsebb mennyiségli kromot halmoz fel a sejtben, mint a sziil6i torzs (Czakd és mitsi.,
1999), de nem adtak valaszt arra, hogy a szenzitiv fenotipus, azaz a nagyobb mértéki
sejtpusztulas miért kovetkezik be a chr-515 Cr(VI) szenzitiv mutdnsnal.

Egy maésik lehetséges utja a Cr(VI) egy-elektronos redukcionak a S. pombe GR
enzimje altal katalizalt reakcio, egy NADPH/flavoenzim altali Cr(VI) redukcio, amit in vivo
¢s in vitro koriilmények kozott is vizsgaltak (Wiegand és mtsi., 1985, Shi és Dalal, 1990c és
1992). A sarjadzé élesztd S. cerevisiae-nél, a NADPH/NADP' és a GSH/GSSG redox
egyensuly szabdlyozasa szoros kapcsolatban van a glutation reduktdz enzim mukodésével
(Liobell és mtsi., 1988). Az S. pombe sejtekben a pgrl” gén altal kodolt GR nélkiildzhetetlen
aerob koriilmények kozotti ndvekedésnél, viszont S. cerevisiae és E. coli sejtekben nem
elengedhetetlen az enzim miikddése. A Papl transzkripcios faktor szabalyozza a pgrl’ gén
kifejezodését S. pombe-ban kiillonbozo stressz koriilmények kozott. A papl gén kodol egy
AP-1 homolég szabalyozé fehérjét. A pgrl’ diszruptans génjét tartalmazd sporak
életképtelenek, mig a pgrl/” gén tilzott kifejezddése a sejteket menadionnal szemben

ellenalléva teszi, HyO,-al szemben viszont ez a hatds nem érvényesiil (Lee és mtsi., 1997).

Sziil6i torzs Cr(VI)-szenzitiv mutans | Cr(VI)-tolerans mutans

6chr chr-518 chrl-66T
GSH® 58+ 11.0 32+2.8" 27+43™
GSSG® 0.34 + 0.09 0.22+0.10 02+0.12
GSH/GSSG 170 + 55 145+ 67 135 + 84
G6PD¢ 119+ 16 218 + 28" 150+ 117
GR® 29+2.4 71+9.3™ 154167
GST® 18+5.0 324437 21+1.9
soD¢ 3.4+0.82 3.8+0.78 2.8+0.41
SODw, 1.6 +0.22 1.7+ 0.07 1.0+0.15"
SODcyzn’ 1.8 +0.85 2.1+0.80 1.6 £0.23
Katalaz® 20.6+ 1.7 19.8 +3.3 16.4 + 1.3%
GPy* 3.0+ 0.95 3.0+0.56 2.6+0.18
Indukalt katalaz®™ | 34.1 +2.5™ 27.8+3.1 39.4+42"
ET® 0.047 + 0.007 0.077 £ 0.010™ 0.09+0.01""

3. dsszefoglald tablazat. A S. pombe sziiléi torzsének 6chr’, Cr(VI) szenzitiv chr-51S és

tolerans mutansanak chrl-66T specifikus GSH, GSSG, ¢és etidium-bromid koncentracidja és

specifikus G6PD, GR, GPx, GST, SODs ¢s katalaz aktivitasa.
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A chr-518 Cr(VI) szenzitiv mutans megnovekedett Cr(VI)—>Cr(V) redukald képességét (17.
abra) jol magyarazza a szignifikdnsan megnétt GR és G6PD specifikus enzimaktivitas (3.
tablazat), bar az intracellularis GSH mennyisége jelentdsen csokkent a mutans térzsben (3.
tablazat). A S. cerevisiae-bdl és a sajat S. pombe torzsiinkbdl izolalt GR képes hatékonyan
redukalni a Cr(VI)-ot Cr(V)-¢ NADPH jelenlétében in vitro koriilmények kozott (20. abra).
Azonban, az in vivo kisérlet sordn bebizonyosodott, hogy az alacsonyabb GSH tartalom
ellenére a chr-51S mutansban a megndvekedett GR és G6PD specifikus enzimaktivits
szignifikansan magasabb (36 + 12%) *OH gyok termeld képességet mutatott, mint a sziil6i
torzsben. Ennek oka a megndvekedett kromat €s intracellularis peroxid koncentracio. Ezen
megfigyelések alatamasztjak, hogy nem a GSH, hanem a GR/NADPH a 6 redukcios rendszer
a S. pombe-ndl. Oszteoblaszt sejteken végzett kisérlet soran karmusztinnal gatoltdk a GR
enzim aktivitdsat, amely igy mérsékelte a Cr(VI) citotoxicitasat, igy bizonyitva, hogy a Cr(VI)
citotoxicitas fliggetlen az intracellularis GSH szinttdl, amely kisérlet igy jo egyezést mutat az
altalunk bemutatott erdményekkel (Ning és Grant, 2000). Ugyanakkor ezek a szerzék mas
lehetséges redukcios folyamatokat ill. Haber-Weiss reakciot befolyasold vizsgalatokat nem
végeztek. Ezért ugy véljik, hogy vizsgéalatainkban kimutatott, megnovekedett redukcios
képessége a szenzitiv sejteknek, amely egyidében tarsult a krém intermedierek
reoxidacidjahoz sziikséges intracellularis peroxid koncentracid6 emelkedéssel, egyiittesen

eredményezte a Cr(VI) szenzitiv fenotipust.

6.2.1.3. A szabad gyokok szerepe

Széles korben elfogadott nézet, hogy a Cr(VI) vegytiletek cito- és genotoxikus hatasat
a Cr(V) és a HyO, kozott 1étrejovd Fenton tipusu reakci6 altal termelédodtt *OH gyok okozza
(Shi és Dalal, 1990a és 1990b). A *OH gydk és a GSH kozotti reakcid eredményeként
keletkezik a kevésbé reakcioképes GS® gyok (Halliwell és Gutteridge, 1999). A magas
intracellularis GSH koncentracio a sziiléi torzsben 6 chr™ (1. tablazat) valosziniileg fontos
szerepet jatszik a Cr(V) altal termelddott *OH gydkokkel szembeni védekezésben. A szenzitiv
mutansban chr-51S megfigyelt szignifikansan alacsonyabb GSH tartalom hozzajarul a Cr(VI)
szenzitiv fenotipushoz. Réadasul a szenzitiv mutansban a katalaz enzim kevésbé indukalhato,
mint a sziiléi torzsben, amely igy tovabb gyengiti az oxidativ stressz elleni védekezését a
mutans torzsnek (1. tdblazat). A kataldz alapvetden fontos antioxiddns enzim, funkcioja, hogy
a H,O, molekuldkat szétbontsa és ezaltal megakadalyozza, hogy a Fenton-tipusu folyamat
soran *OH gyokok keletkezzenek. A chr-51S szenzitiv mutans igyekszik ellendrzése alatt

tartani az intracellularis szabad gyokok mennyiségét, valamint a GST enzim indukcidja altal
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minimdlis szinten tartani a toxikus intermedierek altal okozott sejtsériiléseket, de ez az
egyediili erdfeszités nem elégséges. Klasszikus ¢s molekularis genetikai kutatdsok folynak,
hogy megmagyarazzuk a chr-51S mutansnadl megfigyelt Cr(VI) szenzitivitds genetikai
hatterét.

Utalnunk kell arra is, hogy a GSH fontos reduktans a sejtekben, scavanger funkcioval
rendelkezik (Gille és Sigler, 1994), ezért valdsziniisithetd, hogy a szenzitiv mutdnsban a
csokkent GSH szint, amely érdemben nem befolyasolta a sejt redukcios kapacitasat, viszont
hozzajarulhatott az "OH gyok semlegesitésének csokkent képességéhez, a Cr(VI) érzékeny
fenotipus kialakuldsédhoz.

Osszegezve: Kimutattuk, hogy a Cr(VI) szenzitiv fenotipusti a S. pombe chr-51S
sejteknek a mutans megvaltozott anyagcsere-aktivitasanak a kovetkezménye, amely magaban
foglalja
(1) a jelentésen megndtt GR/NADPH aktivitast, amely fokozza a Cr(VI) — Cr(III)
redukcioét és serkenti az intracellularis kromfelhalmozast,

(ii) a szignifikansan csokkent GSH koncentracid, amely gatolja a hatékony "OH gyok
eliminaciot,
(iii) az alulszabalyozott katalaz aktivitds, amely nem teszi lehetévé a Fenton-tipusi ‘OH

képzés gatlasat.

6. 2. 2. A Cr(VI) tolerancia molekularis mechanizmusa.

A kisérletsorozatban szerepld két mutansok eredményeinek egytittes értékelése adhatja
meg a célkitlizésekben szerepld folvetésekre a valaszt. Mindkét torzsnél kozel felére csokkent
a legfontosabbnak tartott intracellularis GSH koncentracid, mégis két ellentétes iranyultsagu,
Cr(VI) szenzitiv illetve tolerans fenotipust figyelhetiink meg. Ezt az mutatja, hogy nem a
GSH a meghataroz6 a Cr(VI) redukcioban.

Az oxidativ stresszre vald érzékenységet mar korabban leirtdk GSH hidnyos és
megvaltozott GSH metabolizmust mutatd S. pombe és S. cerevisiae mutansoknal (Izawa és
mtsai. 1995, Stephen és Jamieson 1996, Carmel-Harel és Storz 2000, Weghe és Ow 2001). Ez
a csokkent redukcios kapacitds azonban nem jar a Cr(VI) felvétel csokkenésével, ahogy ezt
Cr(VI)*' izotdp felvételi kisérleteink bizonyitottak (Czaké és mtsi., 2004). A Cr(VI) szenzitiv
torzsnél a GR specifikus aktivitas jelentds novekedése, mig a toleransnal jelentds csokkenése
figyelhetdé meg, amely azt mutatja, hogy a GR/NADPH enzimrendszer jatszik kulcsszerepet a
Cr(VI) redukcioban. A krom(VI) tolerans mutansnal a csokkent glutation reduktaz specifikus

enzimaktivtas tarsult egy megndvekedett oxidativ stressz érzékenységgel, amelynek ésszerii
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magyarazata a csokkent, mitokondriumban lokalizalod6 MnSOD aktivitas, melynek a
kovetkezménye a megemelkedett szuperoxid-gyok koncentracio. A S. pombe két szuperoxid-
dizmutaz enzimmel rendelkezik, a citoplazmdban mikdd6 CuZn-SOD-al, ¢és a
mitokondriumban taldlhat6 Mn-SOD-al. A Mn-SOD-nak - amelyet a sod2" gén kodol a S.
pombe-ban - fontos szerepe van az antioxidans védelmi rendszer miikodésében, védve a sejtet
a mitokondriumban nagy szamban keletkez6 keletkezd szuperoxid gyoktdl (Galiazzo és mitsi,
1994., Emri és mtsi., 1999., Jeong és mtsi., 2001). Az alacsonyabb specifikus enzimaktivitasu
Mn-SOD igy kisebb mennyiségli hidrogén-peroxidot (mellette O,-t) termel a keletkezett
szuperoxid-gyokbol, amely igy szintén hozzajarul a chrl-66T mutans Cr(VI) tolerancidjahoz.
magas, a tolerancia alacsony H»O, jelenlétét mutatja. Ugyanakkor a tolerdns mutansban a
szuperoxid-gyok koncentracié megemelt szintje arra utal, hogy a Fenton-tipust reakcidban a
szuperoxid gyok szerepe nem jelentds, csak a H,O, az, ami a Fenton reakcion keresztiil
jelentésen hozzajarul a krom-érzékenységhez. Ezen eredményeket alatamasztottak feltart
sejteken végzett EPR kisérleteink, ugyanis méréseink szerint a "OH gyokok keletkezésének
vivo is (Shi és Dalal, 1990a., Shi és mtsi. 1999.).

A Cr(VI) vegyiiletek cito- és genotoxikus hatdsanak egyik f6 okozoja a Fenton-tipusu
Haber-Weiss reakcioban H,O, hatasara keletkezd "OH gyok. (25. dbra). A HyO, mellett a
szuperoxid-gyok is részt vesz a Haber-Weiss reakcioban, ugyanis Cr(VI)-ot képes redukalni
Cr(V)-¢é, ezaltal ‘OH gyokot termelni (Shi és Dalal, 1990a., 1990b). A Cr(VI) Cr(V)-é
redukalasa sordn a GR enzim kozvetett segitségével, Cr(V) és H,O, kolcsonhatasabdl hidroxil
gyok keletkezik kiséroként, ez a gyoktaltermelés okozza a szenzitiv fenotipust (Pesti és mtsai.
2002), mikozben a csokkent GR specifikus enzimaktivitas vezetett egyben a Cr(VI) tolerancia
megnyilvanulasdhoz, masrészt az oxidativ stressz érzékeny fenotipushoz, ami a chrl-66T
torzsnél figyelhettiink meg.

Ugyanakkor tudjuk Lee és mtsi. munkaja alapjan (1997), hogy a S. pombe—nél egy a
harmas kromoszoman lokalizalodott gén, a pgrl’ gén felelds a glutation reduktaz
szintéziséért. Ez alapjan valoszintsithetjiik, hogy a chr/-66T mutansnal ez a gén vagy ennek
regulaciojaért felelés transzkripcios faktor (pgrl™) a felelds.

Osszefoglalva megallapithato:

A S. pombe chri-66T Cr(VI) tolerans mutans fenotipusa valoszinlileg a glutation

reduktaz pgrl” génjében bekdvetkezett egygénes mutacid vagy a papl-atf] transzkripcios

utvonalban bekdvetkezett mutacio eredménye, amely mutacié csokkentette
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(1) mind a GR specifikus enzimaktivitast és a GSH tartalmat, ezaltal csokkentette a
Cr(VI) redukal6 képességet €s a Cr(VI) bioakkumulaciot is,

(i) a csokkent GSH tartalom és a csokkent GR, GPx ¢és katalaz specifikus
enzimaktivitas az oxidativ stresszorokkal szembeni érzékenységet fokozta,

(iii)) a csokkent MnSOD aktivitds alacsony intracellularis H,O, koncentraciot
eredményezett, amely ismereteink szerint a Fenton tipusu ‘'OH gyok képzés egyik nagyon

fontos eleme.
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7. Osszefoglalas

1.

A Cr(IIl) hatasanak vizsgéalata soran kimutattuk a CrCl; C. albicans élesztOsejtekre
gyakorolt hatdsanak id6 és koncentracio fiiggését, melyet alapvetden befolydsolhat a
plazmamembran Osszetétele. Bizonyitottuk a CrCl; plazmamembranra gyakorolt
fluidizalé hatdsat és azt, hogy a barrier funkcio fokozatos elvesztésével a sejtekbol
kiaramlo, a sejtek szdmara létfontossagu, 260 nm-nél adszorbeald metabolitok elvesztése
eredményezi a sejtek szaporodasanak ledllasat, majd hosszl tadvon a sejtek pusztulasat. A
Cr(II) kation valdszinlileg a plazmamembran negativ toltésti régioiban lokalizalodik,
keresztkotésti hidakat képez a foszfolipid molekuldk és a negativ toltésii aminosav
molekuldk kozott a fehérjelancoknal. Ezek a kolcsonhatasok csokkentik a
plazmamembranban lokalizalt hidroxil csoportok stabilitdsat és megvaltoztatjdk a
membranproteinek koriili  foszfolipid réteg elrendez6dését. Ezek a molekularis
elrendezddések azok, amelyek a sejt életéhez nélkiilozhetetlen, barrier funkcid vesztését
eredményezik, és ezen keresztiil okozza a sejtszaporodas leallasat és a sejt pusztulasat.

A Kkisérleteink bizonyitottak, hogy a S. pombe chr-51S szenzitiv mutidns nagyobb
mennyiségli Cr(V)-6t halmoz fel, ugyanolyan koriilmények kozott, mint a vad tipus,
valamint, hogy ezt a Cr(V)-0t jelentdsen gyorsabban redukalja, mint ahogy az a sziil6i
6chr” torzs esetében torténik.

Kimutattuk tovabba, hogy adaptacios folyamat nem indukalhaté Cr(VI) kezeléssel, a
kalium-bikromattal szemben a sejtek nem rendelkeznek adaptiv sejtvélasszal. Ez a
kisérleti tapasztalat a tovabbi kutatasi program igen lényeges megallapitasa.
Bizonyitottuk, hogy a Cr(VI) szenzitiv S. pombe chr-51S fenotipusnal a megndvekedett
GR/NADPH redukcié okozza a jelentds Cr(VI) felhalmozodast, bioakkumuléaciot, mig a
megnovekedett sejtpusztulasért, a Cr(VI) szenzitivitdsért a magas intracellularis H,O,
koncentracio a felel0s.

A Cr(VI) tolerans chri-66T mutansnal kimutattuk, hogy a csdkkent GR specifikus
aktivitas csokkent Cr(VI) redukciot és bioakkumulaciot eredményez, amely alacsony
intracellularis H,O, koncentracidval és Cr(VI) adas hatasara csokkent *OH gyok képzési
képességgel tarsul, amely a sejtpopulécio tolerans fenotipusat eredményezi.
Bizonyitottuk, hogy a Cr(VI) tolerans fenotipus oxidativ stressz érzékenységgel parosul,
mely lehetdvé tette a tolerans és a sziildi torzsek egysejtszinten torténd elvalasztasat,
valamint a kovetkezd transzformacios kisérleteknél a direkt szelekciés modszer

kidolgozasat.
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10.

crer

véve a Cr(VI) szenzitivitds magas, a tolerancia alacsony H,O; jelenlétét eredményezi.
Ugyanakkor a tolerans mutansban a szuperoxid-gyok koncentracido megemelt szintje arra
utal, hogy a Fenton-tipusu reakcidoban a szuperoxid gydk szerepe nem jelentds, foleg a
H,0, az, ami a Fenton reakcion keresztiil jelentdsen hozzéjarul a krom-érzékenységhez.
A Cr(V) redukaloképesség vizsgalata soran megallapithatjuk, hogy mindkét torzs
redukalja a Cr(VI)-ot Cr(Ill)-4 Cr(V)-6n keresztiil, viszont a Cr(VI) tolerans mutdns
Cr(V) redukcids aktivitasa joval alacsonyabb a sziildi torzsnél, de a csdokkenés nem olyan
mértékill, mint amennyire a kordbban bemutatott szenzitiv mutans redukcids képessége
megndtt. A Cr(VI) redukciéval kapcsolatos eddigi eredmények alapjan azt
valosziniisitjiikk, hogy a GSH mellett a GR/NADPH redukciés rendszer az, ami a
meghataroz6 szerepet jatssza a Cr(VI)— Cr(III) redukcids folyamatban.
Osszegzésképpen elmondhatjuk, hogy a Cr(VI) szenzitiv torzsnél a GR specifikus
aktivitas jelentds novekedése, mig a toleransnal jelentds csokkenése tdmasztja ala azt a
tényt, hogy a GR/NADPH enzimrendszer jatszik kulcsszerepet a Cr(VI) redukcioban.

A szenzitiv chr-51S mutansban a glutation S-transzferaz enzim specifikus aktivitdsaban
bekovetkezett majdnem kétszeres ndvekedés (mely enzim hatasara 1étrejové Cr(IV)-GSH
komplexet kiiiritheti a sejt az extracellularis térbe) megmagyarazta, hogy miért nincs
szignifikans kiilonbség a sziil6i és a szenzitiv mutans oxidalt glutation koncentracidja
kozott. Ezzel szemben az indukalt kataldz aktivitas alacsonyabb a szenzitiv mutansban,
amely arra utal, hogy a szenzitiv mutans védelmi rendszere mind a megnovekedett
intracellularis, mind a kiils6leg adott oxidativ stresszel szemben csokkent mértékii, azaz
kataldz enzime alulregulalt.

A Cr(VI) tolerancia egy szignifikansan csokkent GSH és specifikus GR aktivitassal
(amely enzim a NADPH mennyiségének a rovasara redukélja a GSSG-t, ezaltal
kulcsfontossagl antioxidans enzim) tarsult, valamint ezzel parhuzamosan megnovekedett
a GO6PD (amely kulcsenzime a pentdz-foszfat ciklusban keletkez6 NADPH-nak)
specifikus aktivitdisa. Ha ezen eredményeket Osszevetjik a szenzitiv mutdnsnal
kapottakkal, ahol a GSH hasonlé mértékii csokkenését tapasztaltuk, megallapithatjuk,
hogy a GR specifikus aktivitdsanak meghatarozé szerepe van in vitro korilmények kozott
a Cr(VI) redukalasaban ¢és ezt nem befolyasolja a G6PD specifikus aktivitds ndvekedése,

ami valosziniileg NADPH tultermeléssel jart.
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Angol nyelvii 6sszefoglalas (Summary)

INTRODUCTION

Among the effects of increasing industrialization that grossly contaminates the
environment is the discharge of heavy metals in effluents. Chromium compounds are some of
the best- documented mutagens and carcinogens. Chromium exists in many oxidation states,
of which only Cr(VI) and Cr(Ill) ions are stable under environmental conditions. Water
containing more than 0.05 mg/l of Cr(VI) is considered to be toxic. The water-soluble
chromate(VI) ion is biologically active; it can readily penetrate through biomembranes via the
anion-exchange channels, but it is rapidly reduced intracellularly to the kinetically much more
stable Cr(III). About 90% of cellular chromium has been demonstrated to be present as Cr(III)
species. In vitro experiments have revealed that Cr(IIl) ions form many complexes with
biologically relevant ligand molecules; this situation is involved in DNA crosslinking, DNA-
protein cross-linking, DNA condensation and decreasing DNA replication fidelity. The
reduction process itself may contribute to the mutagenicity and carcinogenicity of Cr(VI) by
producing the hydroxyl radical (OH).

When Cr(VI) enters a cell, it undergoes several processes: (i) reduction of Cr(VI), (ii)
reaction with reactive oxygen species (ROS) that results in formation of the harmful hydroxyl
radical ("OH), and (iii) neutralization by cellular constituents, including detoxifying enzymes
and antioxidants. It is generally accepted that the cyto- and genotoxic effects of Cr(VI)
compounds can be attributed to the harmful "OH generated in a Fenton reaction between H,O,
and Cr(V). The Haber-Weiss reaction between O, + Cr(VI) is unlikely to play a significant
role in the formation of Cr(V) and hence in the generation of ‘OH.

The Cr(VI) tolerance of yeasts seems to be proportional to their ability to take up
sulfate from the environment. The Cr(VI) gradient between the two sides of the cell
membrane is maintained by the metabolically active cells themselves, which continuously
reduce the accumulated Cr(VI) to lower oxidation states in both enzymatic processes
(involving flavoenzymes) and nonenzymatic processes (glutathione (GSH), NADPH and
ascorbate). Among the low molecular mass reductants, GSH is widespread in yeasts and
seems to be the most important agent participating in the reduction of Cr(VI). The in vitro
reduction of Cr(VI) by GSH generates the glutathione derived thiyl radical (GS¢) and Cr(V).
Importantly, among the GSH-dependent enzymes, GR has been shown in vitro experiments to

reduce Cr(VI) directly to Cr(V), using NADPH as co-substrate, and with the concomitant
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generation of superoxide. EPR studies have demonstrated that chromium in various oxidation
states, but especially Cr(V) and Cr(IV), is able to react with HO, and produce the radical ‘OH
in Fenton-type reactions. This deleterious, cyto and genotoxic radical may also be generated
in a Cr(VI)-mediated Haber-Weiss-type reaction, but the direct participation of O, in the
generation of ‘OH has been questioned. It is well known that ‘OH causes very severe cell
damage because there is no enzymatic protection against it. The non-enzymatic ‘OH
scavengers include ascorbate, a-tocopherol and carotenoids, none of which are produced by S.
pombe cells. This yeast probably uses GSH and phytochelatins. The GSH and free radical
metabolisms of fungi are rather complex and are influenced by numerous endogenous and
exogenous factors. Accordingly, characterization of both the GSH-dependent and the GSH-
independent pathways of the antioxidative defence system was inevitable in this case. The
first line of defence against O," = and H,0,-mediated injuries includes well-characterized
antioxidant enzymes, including superoxide dismutases (SODs), peroxidases and catalase,
which are also key elements in the adaptation to and cross-protection against various
oxidative stressors. The activity of GSH-dependent detoxification processes relying on
glutathione S-transferase (GST) was recorded because this enzyme is crucial when
superfluous glutathione disulfide (GSSG) is transported out of the cells to maintain a

physiologically relevant GSH/GSSG redox balance.

AIMS
The aims of examining the action mechanism of chromium compounds are presented here:

e To investigate the effects and the type of effects of Cr(III) on the plasma membrane of
eukaryotic yeast cells.

e To prove to what extent cell proliferation and vitality is dependent on the plasma
membrane composition in the interaction between Cr(III) and the plasma membrane.

e To investigate the biophysical and biochemical background of the Cr(VI) sensitive
phenotype in the chr-51S mutant in which more than one gene was influenced by
mutagenic treatment.

e To demonstrate the molecular background and the processes of Cr(VI) tolerance in the
chrl-66T mutant in which, it was proved, mutation occurred in one gene after

mutagenic treatment.
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METHODS

e The origin of the strains: The ergosterol-deficient Candida albicans mutant erg-2
(ATCC 44831) originated from the adenine-requiring ergosterol-producing wild-type
strain 33 erg’ (ATCC 44829). The Cr(VI)-sensitive mutant chr-51S and Cr(VI)-
tolerant mutant chr/-66T were obtained from the auxotrophic strain 6 chr+ (strain No.
6, lysi-131 h+).

e Cell numbers were determined with a hemocytometer and OD values.

e The inhibitory effect of CrCl; on growth at different concentrations was measured in
liquid MM cultures, cell numbers were determined with a hemocytometer.

e EPR spectra were recorded with an ESP 300E spectrometer (Bruker, Germany)
equipped with an ER 412VT temperature regulator. The EPR spectra from the fatty
acid spin label 5-SASL incorporated into the membranes were taken in the
temperature range 0-40°C on both control and chromium-treated samples.

e Survival rates of cells exposed to the oxidative stressors H,O,, menadione (MD), tert-
butyl hydroperoxide (tert-BOOH), and Cd,” were estimated by a colony-counting
assay.

e The specific intracellular activities of glutathione reductase (GR), glutathione-S-
transferase (GST), glutathione peroxidase (GPx), glucose-6-phosphate dehydrogenase
G6PD, catalase, superoxide dismutases (Cu/Zn-SOD and Mn-SOD), and the specific
intracellular concentrations of glutathione (GSH) and glutathione disulphide (GSSG),
were determined by using well-established colorimetric assays.

e To estimate the intracellular peroxide and superoxide levels, the indicators
dihydrorhodamine 123 (DHR 123) and dihydroethidium were used, the formation of
rhodamine and ethidium (ET) was quantified spectrofluorimetrically and by flow
cytometry, respectively. The in vivo generation and reduction of Cr(V) in S. pombe
was followed by electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy. The in vivo
and in vitro formation of ‘OH was measured by using the spin trap 0.1 M N-zerz-butyl-
a-phenyl nitrone (PBN).

e Data represent the mean of four independent experiments. p values were calculated

using the Student’s t-test.
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RESULTS

Interaction of Cr(III) with plasma membrane

To investigate the interaction of yeast plasma membrane with Cr(III) ions, an
ergosterol-producing 33 erg’ strain and its ergosterol-deficient erg-2 mutant of C.
albicans were used. The absence of ergosterol in the erg-2 mutant resulted in an
increased accumulation of A8 sterols, a decreased fatty acid chain length, a lower
proportion of unsaturated fatty acids, and an increased activity of membrane-bound
chitin synthase activity in comparison with the 33 erg’ strain. These differences in
plasma membrane lipid composition of 33 erg” and erg-2 were reflected both in the
phase transition of the membrane lipid extracts and in the phase transition measured
on living cells. Ergosterol-producing 33 erg’ exhibited higher membrane fluidity in
comparison with mutant erg-2.

The inhibition of growth caused by different CrCl; concentrations in shaken liquid
media. A given CrCl; concentration had a significantly larger inhibition on the
ergosterol-defficient mutant erg-2 than on its parental 33 erg’ strain. Multiplication of
both strains was blocked by 100 mM CrCls, but the cells remained viable at this
concentration for 2 h. The viability of the cell population slowly decreased to zero by
160 h after treatment.

Cr(IlT) treatment appeared to cause a loss of the barrier function of the plasma
membrane, resulting in the leakage of low-molecular-mass substances from the cells.
Treatment for 10 h caused a loss of metabolites absorbing at 260 nm; this loss was
40% for 33 erg" and 60% for erg-2.

Cr(III) treatment caused an increased membrane fluidity in both strains, but this was
more pronounced for the erg-2 mutant. The effect of the pH on the Cr(Ill)-treated
membrane was studied by using the erg-2 mutant. Increase of the pH of the CrCls
solution from 2.15 to 4.30 decreased the fluidifying effect of Cr(III) on the membrane,

but the tendency of the temperature changes was not modified.

Characterization of chri-51S Cr(VI)-sensitive mutant

The time-course of the reduction of Cr(V), followed by EPR spectroscopy, indicated
that the chr-51S cells contained 2.5 times more Cr(V) than did those of its parental
strain at the beginning of the EPR measurement, and underwent a much faster

reduction of Cr(VI).
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The specific intracellular GSH concentration in the Cr(VI)-sensitive chr-51S mutant
was about half that observed in the 6 chr' parental strain.

Cells pretreated with a sublethal dose of K,Cr,O7 did not show any adaptive response
either. In fact, this pretreatment increased the Cr(VI) sensitivity of the cells. On the
other hand, adaptation to oxidative stress generated by 0.2 mM H,0O; resulted in
significantly increased survival rates in the presence of K,Cr,O7 concentrations.

As regards the ROS metabolisms of the strains, the superoxide levels were about 1.6-
times higher in the Cr(VI)-sensitive chr-51S mutant, which also oxidized the DHR 123
indicator stain much faster.

As far as the GSH-dependent and GSH-independent elements of the antioxidative
defence system are concerned, significantly higher GR and GST activities were
recorded in the Cr(VI)-sensitive mutant than in its parental strain. It is noteworthy that
the specific activity of the major NADPH supplier G6PD was also elevated in chr-51S
cells. In in vitro PBN spin trapping EPR experiments, both S. cerevisiae and S. pombe
purified GRs were shown to reduce Cr(VI) to Cr(V) effectively. In vitro Cr(VI)/Cr(V)
redox cycling giving rise to considerable quantities of ‘'OH was also demonstrated in
the presence of H,O5.

The EPR results indicated the one-electron reduction of Cr(VI) to Cr(V) by GR
isolated either S. cerevisiae or S. pombe and reoxidation of Cr(V) to Cr(VI) in the
present of HO, via HABER-WEISS reaction.

The same specific Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, catalase and GPx activities were found in
both parental and Cr(VI)-sensitive strains. Among the antioxidative enzymes, catalase
was inducible by peroxides in both 6 chr" and chr-51S cells, although the inducibility
was much lower in the Cr(VI)-sensitive strain. Interestingly, the specific GPx
activities did not respond to exposure to either H,O, or tert~-BOOH. Furthermore, the
specific GR activities were not influenced by the addition of 0.5 mM diamide, which

resulted in a 2.3-fold increase in the intracellular GSSG levels.

Characterization of chri-66T Cr(VI)-tolerant mutant

The time-course of Cr(V) formation and reduction monitored by EPR spectroscopy
indicated that both strains reduced Cr(VI) to Cr(III) through Cr(V), but the elimination
of Cr(V) in the Cr(VI)-tolerant chr/-66T mutant was much slower than in 6¢chr” cells.

The decreased reduction capacity of the Cr(VI)-tolerant mutant was also demonstrated
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in vitro. In this case, disrupted cells of both strains were exposed to 2.0 mM K,Cr,0
for 5 min; again, a significantly lower Cr(V) concentration was detected in the chri-
66T mutant than in the 6¢chr+ strain. These experimental data supported the idea that
there was a causal connection between the decreased reduction capacity of chrl-66T
cells and their lower bioaccumulation of Cr(VI). These findings are in good accord
with previous observations when the Cr(VI)-sensitive phenotype S. pombe chr-51S
mutant was found to display an increased bioaccumulation of Cr(VI) and an
accelerated reduction of Cr(V).

The mutant chr1-66T was hypersensitive to the oxidative stress generated by several
stressors, including H,O,, menadione, terr~-BOOH and Cd,".

In fact, the intracellular GSH concentration found in the chrl-66T mutant was about
half of that in the parental strain.

Although the mutant strain possessed higher specific G6PD activity (G6PD is one of
the key enzymes of the major NADPH-generating pentose phosphate pathway), the
specific GR activity (which reduces GSSG at the expense of NADPH, a crucially
important antioxidative enzyme) was highly reduced in chrl-66T cells. Since GR also
reduces Cr(VI) directly to Cr(V), with the concomitant formation of superoxide, and
its overproduction results in a Cr(VI)-sensitive phenotype, decreased GR activities are
expected to lead to the manifestation of a Cr(VI)-tolerant and oxidative stress-sensitive
phenotype, as observed with the chrl-66T strain.

Besides the decreased specific GR activity, the increased oxidative stress-sensitivity of
the Cr(VI)-tolerant mutant could be a consequence of the decreased mitochondrial
Mn-SOD activity giving rise to high intracellular superoxide levels. S. pombe contains
two superoxide dismutases, one in the cytosol (Cu/Zn-SOD) and the other in
mitochondria (Mn-SOD). Mn-SOD encoded by sod2" gene is a particularly important
element of the antioxidative defence system, preventing the generation of superoxide
in metabolically active mitochondria. The decreased disproportionation of O,  to
H,0, and O, by Mn-SOD most probably contributed to the increased Cr(VI) tolerance
of chrl-66T too.
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SUMMARY; PRESENTATION OF NOVEL FINDINGS

e The effects of Cr(Ill) ions on the cell membranes were found to depend on
concentration and time, and the results were influenced by the membrane composition.
The consequences of Cr(III)-induced membrane fluidity might be due to the damage
to the barrier function disturbing the homeostasis of the cells and leading to cell death.
It seems that the Cr(III) cation has a preferred localization in the negatively charged
regions of the membrane, and tends to create bridges between the phospholipid
molecules and the side-chains of the negatively charged amino acid residues. These
interactions reduce the stability of the head group regions of the membrane, decrease
the rotational energy barriers for spin probes, and possibly affect the bound layer of
phospholipids around the membrane proteins. No marked dipolar broadening was
observed in the presence of Cr(Ill), indicating that the magnetic interaction between
the spin probes and Cr(III) ions can be neglected.

e The time-course of the reduction of Cr(V), followed by EPR spectroscopy, indicated
that the chr-51S cells contained 2.5 times more Cr(V) than did those of its parental
strain at the beginning of the EPR measurement, and underwent a much faster
reduction of Cr(VI).

e C(Cells pretreated with a sublethal dose of K,Cr,O5 did not show any adaptive response.

e The Cr(VI)-sensitive phenotype of S. pombe chr-51S cells was a consequence of
changes in the metabolic network of the yeast, including (i) a significantly increased
GR/G6PD activity that accelerated the reduction Cr(VI) — Cr(V) and hence facilitated
the intracellular accumulation of Cr, (ii) a reduced intracellular GSH concentration
that hindered the effective elimination of *OH from the cells, and (iii) an
underregulated catalase activity that would have been crucial to block the Fenton-type
formation of *OH.

e As far as the GSH-dependent and GSH-independent elements of the antioxidative
defence system are concerned, significantly higher GR and GST activities were
recorded in the Cr(VI)-sensitive mutant than in its parental strain. The catalase of the
mutant was less inducible relative to that of the parental strain, which further
weakened the oxidative resistance of the mutant. Catalase is basically important to
decompose intracellular H,O, and therefore to hinder Fenton-type processes resulting

in "OH. However, in vivo experiments with disrupted cells proved that in spite of
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lower GSH content of the chr-51S mutant its increased GR and G6PD activities
resulted significantly higher capacity to generate ‘OH than its parental strain in the
presence of chromate and elevated intracellular peroxide concentration.

The Cr(VI) tolerant mutant strain possessed higher specific G6PD activity, the specific
GR activity was highly reduced in chri-66T cells. Since GR also reduces Cr(VI)
directly to Cr(V), with the concomitant formation of superoxide, and its
overproduction results in a Cr(VI)-sensitive phenotype, decreased GR activities are
expected to lead to the manifestation of a Cr(VI)-tolerant and oxidative stress-sensitive
phenotype, as observed with the chrl-66T strain. Although the addition of NADPH to
Cr(VI)-treated disrupted cells of chri-66T resulted in a major increase in the
generation of Cr(V).

In conclusion, the majority of the data presented here can be explained in terms of a
mutation affecting the one-copy GR gene itself or its transcriptional regulation,
including the observed Cr(VI) tolerance and oxidative stress sensitivity. The decreased
Mn-SOD activity enhanced both effects. Experiments aimed at the construction and
characterization of GR overproducing transformants of chr/-667, and the sequence

analysis of the chri-66T pgr+1 gene, are the next steps in this project.
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