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BEVEZETES

Az arzénvegyiletek toxicitasa és sorsuk a szervezetben

Az arzén az okor ota ismert elemek kozé tartozik. Hirhedtté vegyuletének, az arzén
trioxidnak (As;O3) a nagyfoku akut toxicitasa tette. Noha az akut arzénmérgezés ma mar
nagyon ritka, az okortdl egészen a XIX. szdzad kdzepéig a cianid mellett a legjelentésebb
gyilkossagi és ongyilkossagi méreg volt (Jolliffe, 1993). A krénikus arzénmérgezés sajnos
sokkal gyakoribb. A legjelentésebb, nagy népességeket érintd expozicios forras a
szennyezett ivoviz, amelyben fSleg arzenat (As') alakjaban fordul els, de kisebb
mennyiségben arzenit (As") is jelen lehet. Krénikus expozicid kovetkeztében
bérelvaltozasok, kdzponti idegrendszeri rendellenességek, periférias érbetegség alakulhat
ki (Chen és mtsai, 1985; Goyer és Clarkson, 2001), s6t, emberi szervezetben az
arzénvegyuletek daganatkelték (IARC, 2002; Gebel, 2001; Goering és mtsai, 1999). Az
arzénvegyluletek gyogyszerként torténd felhasznalasa szintén az okorig nyulik vissza, bar
napjainkra az arzén daganatkelté hatasa miatt jelentésen visszaszorult. Erdekes modon,
kifejezett karcinogenitasa ellenére, az As;Os-r6l nemrég mutattak ki, hogy acut
promyelocytas leukaemiaban (APL) szenvedd betegekben teljes gyogyulas érheté el vele.
Tovabbi kisérletek soran mas daganatos sejtekben (pl. petefészek, méhnyak, nyel6csé,
gyomor eredetli rakok, neuroblastoma, myeloma) is képes apoptosist kivaltani, ezért
hatasos lehet mas rosszindulatu megbetegedésekben is. Az As;O3; kezelésnek azonban
sok és jelentés mellékhatasa van, amelyek az arzén mérgez6 tulajdonsaganak a
kovetkezményei.

Az arzenat és arzenit kémiai reaktivitasa és mérgez6 hatasanak mechanizmusa. Az

As" szerkezete nagyon hasonl6 a szervetlen ortofoszfatéhoz (P;), ezért é16 szervezetek és
sejtek az As'-ot P; transzport rendszereiken keresztiil veszik fel (Csanaky és Gregus,
2001; Dixon, 1997; Rosen, 2002). A sejtekben az As’ enzimreakcidkban helyettesitheti a
Pi-ot, ami arzenat észterek és anhidridek képz6déséhez vezet (Chan és mtsai, 1969;
Dixon, 1997; Hughes, 2002). Mig azonban a P; észterek és anhidridek megfeleléen
stabilak vizes kdrnyezetben, az As’ észterei és anhidridjei meglehetésen bomlékonyak,
mert a hosszabb As—O kotés vizmolekulak szamara jol hozzaférhet6, igy a kotés hidrolizal
(Dixon, 1997). Ez a mechanizmus azonban csak nagyon magas As' koncentracié (sok
mM) mellett okoz mérgezési tiineteket. Az As’ mérgezd hatasaért féleg a szervezetben

belble képzddb harom vegyeérteki és sokkal mérgezébb metabolitok a felel6sek.



A haromvegyérték(i arzénvegyuletek sokkal mérgezébbek, mint Otvegyérteki
megfelel&ik, ugyanis jelentds kovalens reaktivitast mutatnak tiol csoportok irant. Az As"
monotiolokkal (pl. cisztein, glutation) viszonylag labilis, mig ditiolokkal (pl. dihidroliponsav,
ditiotretiol, dimerkapto-propanol) meglehetésen stabil komplexet képez (Knowles, 1985;
Knowles és Benson, 1983). A metilezett haromvegyértékli arzén metabolitok szintén tiol-
reaktivak, de ezek mar monotiolokkal is stabilabb komplexet alkotnak (Knowles és
Benson, 1983). Erds tiol-reaktivitasuk miatt sok fehérje mikodését gatoljak, ezaltal a
sejtek anyagcseréjét szamos kulonb6zd ponton képesek megzavarni. Raadasul
magasabb koncentracioban (1-10 uM) oxidativ stresszt okoznak, ami mutaciok
kialakulasahoz vezethet, de mar alacsonyabb koncentracioban is el6segithetik mas
agensek (pl. UV sugarzas, alkilez6 szerek) mutagén és karcinogén hatasait (Bernstam és
Nriagu, 2000; Gebel, 2001; Rossman, 2003; Rossman és mtsai, 2002; Shi és mtsai, 2004;
Wang és mtsai, 2001).

Az arzenat és az arzenit sorsa a szervezetben. Az As'"

és az As’ jol felszivodik a

bélcsatornabol mind emberben, mind a legtobb emlds fajban (Vahter, 1983). A sejtek az
As’-ot a szervetlen foszfat (P;) felvételéért felelés transzportereken keresztiil veszik fel

(Csanaky és Gregus, 2001; Dixon, 1997), mig az As""

valészinlileg aquaporin csatornakon
és ekvilibrativ glukéz transzportereken at jut be (Liu és mtsai, 2004a, 2004b).

A sejtekben a szervetlen arzén erbteljesen metabolizalodik, amely redukciés és
oxidativ metilacios Iépések valtakozasat foglalja magaba (Aposhian, 1997; Ishinishi és
mtsai, 1986; Vahter, 1999). Az As" elszor As"-té redukalodik glutation (GSH) és eddig
nem azonositott enzimek kézremikdodésével (Thomas és mtsai, 2001). Az igy képz6dott
As"' monometilarzenatta (MMAs") metilezédik. A MMAs” monometilarzenitté (MMAs")
redukalédik, amely tovabb metilezddik dimetilarzenatta (DMAsY). Végil a DMAsY
dimetilarzenitté (DMAs") redukalédik. Masok szerint azonban mindez a valésagban nem
igy torténik. Szerintlik a metilacios lépések alatt az arzén végig haromvegyérték(i marad, a
metilaci6 nem oxidativ, és az Otvegyértéki metabolitok az arzén metabolizmus
zsakutcainak tekintheték (Hayakawa és mtsai, 2005).

A haromvegyértékii arzénvegylletek kivalasztédhatnak mind az epébe mind a
vizeletbe, mig az otvegyértékiiek kizardlag a vizelettel trtilnek (Csanaky és Gregus, 2002;
Gregus és mtsai, 2000). Szervetlen arzén expozicio utan az elsédleges kivalasztasi ut a
vizelet. A szervetlen alakok mellett (As"' és As’) MMAs' és DMAs' a f6 metabolitok a
vizeletben. A széklet arzéntartalma részben a bélcsatornaba kerilt és fel nem szivédott

részben pedig az epével Uritett mennyiségbdl szarmazik. Az arzén széklettel torténd
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uritése azonban er6sen korlatozott, mert noha az epével jelentés mennyiség valasztodik
ki, a kivalasztott GSH-komplexek labilisak, és bomlasuk utan a haromvegyeértéki arzén
ismét felszivodhat (Klaassen, 1974).

Fontos megjegyezni, hogy az Otvegyértéklii arzénvegylletek redukcioja
haromvegyértékive jelentés toxikalasi 1épés, mert az utdbbiak nagyon toxikusak, mig az
elébbiek viszonylag mentesek ilyen hatastol (Thomas és mtsai, 2001). Ugyanezen az
alapon a haromvegyértékl vegyuletek oxidativ metilacioja detoxikalasnak tekinthetd. A

Mt

leggyakoribb kdrnyezeti szennyezé As’ szervezetbeli sorsaban az elsd lépés As
torténé redukcidja. Ez nemcsak egy jelentés toxikalasi folyamat, hanem egyuttal
mindenképpen megel6zi a metilezett metabolitok képzddését is. Méregtani jelentésége
ellenére az As’ redukcidjanak  biokémiai  mechanizmusait eddig  csak
mikroorganizmusokban tisztaztak, és munkank elétt As'-reduktaz aktivitassal biré emlds

enzimet nem azonositottak.

Az arzenat redukcidja

Az arzenat redukcidja mikroorganizmusokban. Prokariotakban az As' As'-té

redukalodik, amelyet azutan a sejt kijuttat a kulsé kornyezetébe. Baktériumokban tobb
olyan enzimet is azonositottak, amely As" redukciot katalizal. Egy kulonds baktériumfaj, a
Chrysiogenes arsenatis, az As'-ot oxigén helyett képes hasznaini a légzéséhez, mikdzben
As"-et termel (Krafft és Macy, 1998). Oxigénmentes kdrnyezetben de As' jelenlétében a
C. arsenatis sejtek jol nének.

Az Escherichia coli R773 plazmidja egy operont tartalmaz, amely az As’
redukcidjaért és az As'"' exportjaért felelés. Az arzénrezisztenciat okozé génsorozatot “ars
operon”-nak nevezik, amely négy fehérjét kédol. Ezek kozul egy regulatérikus (ArsR), a
masik harom strukturalis (ArsA, ArsB és ArsC). Az ArsC az As'-reduktaz, mig az ArsA és
ArsB kapcsolt ATP-fiiggé As"' exporterként miikodik (Rosen és mtsai, 1991), amely az
As"' mellett antimonitot is exportal. Az ArsC altal katalizalt As" redukcio glutation (GSH) és
glutaredoxin (Grx) jelenlététél fligg, és oxidalt glutationt (GSSG) termel (Gladysheva és
mtsai, 1994).

A Staphylococcus aureus pl258-as plazmid ars operonja az arzén rezisztencia
fehériék egy szerkezetileg eltéré csaladjat kodolja, amely csak harom tagbdl all,
nevezetesen az arsR, arsB és arsC-bél. Az E. coli-hoz hasonldéan az ArsR regulatérikus
fehérje, az ArsC pedig a redukalé enzim. Az ArsB azonban nem ATP-, hanem membran

potencial-fuggé As™ exporter (Guangyong és mtsai, 1994). A pl258 ArsC katalitikus



mechanizmusat “dynamic disulfide cascade”nak nevezik (Messens és mitsai, 2002).
Alapvetéen eltér az E. coli R773 plazmid ArsC mechanizmusatdl, ugyanis a S. aureus
enzim esetében a harom, As" redukcioban kézrem(ikddé tiol csoport az enzim fehérjéhez
tartozik, és a redukcié soran keletkez6 enzimen bellli diszulfidot tioredoxin regeneralja.
Raadasul az enzim tartalmaz egy specifikus anion-kété motivumot (P-loop), amelynek a
szekvenciaja Cys-Xs-Arg. Ez a motivum az alacsony moltdomegl tirozin-foszfatazok
katalitikus centrumara jellemzé.

A Saccharomyces cerevisiae genomjaban az acrl, acr2 és acr3 génsorozat felelés
a szervetlen arzénnal (azaz As' és As'') szembeni rezisztenciaért. Az Acrip a génsor

regulatora, mig az Acr2p és Acr3p strukturalis fehérjék As'-reduktaz illetve As"

exporter
feladattal (Bobrowicz és mtsai, 1997). Erdekes, hogy az Acr2p, az elsé azonositott
eukaridta As'-reduktaz, egyfelél a S. aureus (pl258) ArsC As'-reduktdzzal mutat
szerkezeti hasonlésagot, hiszen e fehérje aktiv centruma is tartalmazza a tirozin-
foszfatazokra jellemzd Cys-Xs-Arg motivumot. Masfelél az Acr2p funkcionalisan az E. coli
(R773) ArsC As'-reduktadz analégja, mert csak akkor mutat redukalé aktivitast, amikor
mind GSH mind Grx jelen vannak mint elektron donorok (Mukhopadhyay és mtsai, 2000).

Fontos kiemelni, hogy ezekben a mikrobidlis eredetli nem-respiratorikus As'-
reduktaz enzimekben harom tiol csoport kozremikodése szikséges a megfeleld
funkcidhoz. Kozulik egy mindig az enzimhez tartozik, mig a masik két tiol tartozhat az
enzimhez (ahogy a S. aureus ArsC esetén), de érkezhet GSH és Grx formajaban is
(ahogy az E. coli ArsC vagy az élesztd Acr2p esetén).

Az arzenat redukcidja emldsdkben. EmIés szervezetekben az As' gyorsan
] I}

redukalodik a sokkal toxikusabb As'-té, hiszen As" adagolast kdvetden az As" hamar (5
percen belul) megjelenik laboratoriumi allatok vérében, epéjében, vizeletében és
szOveteiben (Csanaky és Gregus, 2005; Thomas és mtsai, 2001). Ennek ellenére a mi
munkaink el6tt nem azonositottak olyan enzimet, amely kozremikodik ebben a
folyamatban. Kimutattak, hogy GSH képes kémiailag redukalni az As'-ot (Delnomdedieu
és mtsai, 1994a), bar a két reaktans koncentracidja fizioldgiailag nem relevans (300 mM
illetve 150 mM). Az As' redukcidja GSH-fiiggd egér embrié sejtekben (Bertolero és mtsai,
1987), valamint GSH-fiiggé az As’ metabolizmusa és kivalasztasa is patkanyban in vivo
(Gyurasics mtsai, 1991). Nemrégiben kdzvetleniil bizonyitottak, hogy az As' in vivo
redukcioja valéban a GSH ellatottsagtodl fugg (Csanaky és Gregus, 2005).

igy tehat az As" redukcidja, amely az él6 szervezetben torténd atalakulasanak elsé

lépése, nemcsak az As’ metabolizmusaban, hanem mérgezd és daganatkeltd
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tulajdonsagaiban is meghatarozo jelentéseégu, hiszen e biokémiai reakcio terméke az igen

erésen mérgezé As"

. A folyamat fontossaga és mechanizmusanak tisztazatlansaga
inditotta el kutatasainkat, amelyeknek célja az As" redukcié biokémiai hatterének jobb
megértése volt abban a reményben, hogy sikerll azonositani olyan sejten bellli frakciot
1}

esetleg konkrét enzimet, amely képes katalizalni az As" atalakulasat As'"-té.

KUTATASI CELOK

F6 célunk volt olyan enzimek azonositasa, amelyek képesek katalizalni az AsY
redukcidjat. Meghataroztuk, hogy mely sejtfrakcié redukalia az As'-ot. A medfigyelt
aktivitast biokémiailag jellemeztik, hogy kovetkeztetni tudjunk a kdézremi(kodé enzim
sajatossagaira. Ezt kdvetéen specifikus gatldészerek és tiszta enzimek felhasznalasaval
megprobaltuk kozvetlenul is bizonyitani a kérdéses enzim szerepét. Kérdéseink a
kovetkezbk voltak:

1. Vajon patkanymajbdl izolalt és As'-tal inkubalt mitokondriumok redukaljak-e az As"-ot
As"-té? A mitokondriumok felveszik az As"-ot (Chan és mtsai, 1969; Wohlrab, 1986),
és mivel hasonlitanak a baktériumokhoz, amelyek redukaljak az As'-ot, és exportaljak

a képzett As"-et, ezek az organellumok szintén képesek lehetnek az As' redukcidjara.

Ha valdban, hogyan befolyasolja a mitokondriumok funkcionalis allapota (amelyre

respiratorikus szubsztratok, az As"-hoz szerkezetileg hasonld anionok, GSH tartalom,

valamint az oxidativ foszforilacié gatloi és szétkapcsoldi hatnak) az As'

képzddését

As'-bdl? Exportaljak-e a mitokondriumok a képzett As"-et? Megérzik-e a szolubilizalt
mitokondriumok As” redukalé aktivitasukat ezaltal lehetévé téve a mitokondrialis As'-
reduktaz tisztitasat és azonositasat?

2. Szerepelnek-e mitokondriumon kiviili enzimek az As' redukciéjaban? Vajon a
patkanymaj posztmitokondrialis sejtfrakcidi (vagyis a mikroszéma és a citoszol) és
emberi vorosvértestek (amelyekben nincs mitokondrium) redukaljak az As'-ot As'"-té?
Milyen biokémiai jellemzéi (tiol flggés, valamint szervetlen foszfat, nukleotidok, tiol
reaktiv vegyuletek, enzimek és anyagcsereutak szubsztratjainak és gatldinak a
hatasa) vannak a medfigyelt As" redukalé aktivitasnak? E biokémiai jellemzdk alapjan
melyik lehet a katalizalé enzim?

3. Ha talalunk egy enzimet, amely képes redukalni az As"-ot in vitro, mi a jelentésége az
As' anyagcseréjében in vivo? Ez egy fontos kérdés, mert nem elég kimutatni, hogy
egy enzim in vitro redukalja az As'-ot, az él6 szervezetben jatszott szerepét is meg

kell vizsgalni.



MODSZEREK

Allatok
Altalaban 250-300 g kozétti him Wistar patkanyokat (Rattus norvegicus Wistar)

hasznaltunk. Amikor azonban az As'-reduktdz aktivitasban mutatkozé fajok kozotti
kUldnbségeket hasonlitottuk 6ssze, dolgoztunk még CFLP egerekkel (Mus musculus
CFLP, 33-36 g), angol révidszéri tengerimalacokkal (Cavia porcellus, 400-450 g), sziriai
aranyhorcsogokkel (Mesocricetus auratus, 80-100 g) és New Zealand fehér nyulakkal
(Oryctolagus cuniculus N. Z. white, 1.8-2.5 kg). Az allatokat 12 éras vilagos/sotét ciklusban
szobahémérsékleten tartottuk 55-65% relativ leveg6 paratartalom mellett. Ragcsalé illetve
nyul eledelt és csapvizet a szUkségleteik szerint kaptak. Valamennyi kisérletinket a
Magyar Allatvédelmi Térvény el6irasainak betartasaval és a Pécsi Tudomanyegyetem

Allatkisérleti Etikai Bizottsaga altal hozott szabalyoknak megfeleléen végeztik.

Kezelések

Kezelések glutation depletorokkal. Néhany patkanyt intraperitonealis injekcid

formajaban a kdvetkezé GSH depletor szerekkel kezeltlink: butionin-szulfoximin (BSO, 5

mmol/kg, 6 6raval a mitokondriumok izolalasa elétt), dietiimaleat (DEM, 6 mmol/kg, 3 6ra),

foron (2 mmol/kg, 3 6ra). Az igy el6kezelt patkanyok majabdl mitokondriumot izolaltunk.
Kezelések BCX-1777-tel. A BCX-1777 a purin-nukleozid-foszforilaz gatléja. Hogy

meggy6zddjink az in vivo hatékonysagardl, patkanyokat uretannal (1.2 g/kg, ip)

érzéstelenitettink (5 ml/kg), majd egy median hasi bemetszésen at a vesegyokoket
lekotottuk, hogy megakadalyozzuk a szer gyors vizelettel torténé kivalasztasat. Az allatok
ezutan BCX-1777-et kaptak (50 pmol/kg, iv) fizioldégias sooldatban (2 ml/kg) a bal vena
saphena-n at. 15 perccel a BCX-1777 adasa utan a majat a vena portae-n at jéghideg
fiziologias sooldattal perfundaltuk, gyorsan eltavolitottuk és homogenizaltuk, végul a
citoszdl frakciét izolaltuk.

A BCX-1777 hatasat az As' in vivo biotranszformacidjara az elézéekben leirt
modon el6készitett patkanyokon vizsgaltuk. 15 perccel a BCX-1777 adasa utan az allatok
As'-ot kaptak (50 pmol/kg, iv). Néhany patkany 2 perccel az As’ adasa elétt DTT-t is
kapott (300 umol/kg, iv).

Kezelések (S)-a-klorohidrinnel. Hogy megallapitsuk az (S)-a-klorohidrin (ACH)

hatasat szovetek glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogendz és As'-reduktdz aktivitasara,
patkanyoknak ACH-t (100 vagy 200 mg/kg, ip) vagy fiziolégias séoldatot (3 ml/kg, ip)



injektaltunk. Harom ¢éraval kés6bb ma3j, vese és izom szovetmintakat vettink, és bel6luk
citoszol frakciot izolaltunk.

Az ACH hatasat az As" in vivo redukcidjara két kiilon kisérletben vizsgaltuk. A
patkanyokat, 3 éraval az As’ adasa el6tt, mindkét kisérletben elkezeltiilk ACH-nel (100
mg/kg vagy 200 mg/kg) vagy fizioldgias soéoldattal (3 ml/kg). Az As" adasat kdzvetlendil
megel6zben az elsé kisérlet allatai epevezeték lekotésen estek at (BDL-patkanyok), mig a
masodik kisérlet allatainak mind az epevezetékét, mind a vesegyokeét lekotottuk (BDRPL-

patkanyok).

Sejtfrakciok és vorosvértestek preparalasa As'-reduktaz aktivitas méréséhez

Sejtfrakciok izolalasa. Sejtfrakciokat (pl. mitokondriumok, citoszdl) korabbi leirasok

alapjan differencial centrifugalas modszerével izolaltuk patkanyok majabdol (Hobgeboom,
1955). A preparalas minden lépése 0-4 °C kozotti hémérsékleten zajlott. Az egyes izolalt
frakciok fehérje koncentraciojat biuret (Gornall és mtsai, 1949) vagy bicinkoninsav (Brown
és mtsai, 1989) modszerrel hataroztuk meg.

Emberi  vorosvértest szuszpenzid preparalasa. Kisérleteinket a Pécsi

Tudomanyegyetem Regionalis Kutatasetikai Bizottsaganak jovahagyasaval végeztuk. Vért
(korulbelul 5 ml) egészséges feln6tt onkéntesektdl vettink megfelel§ tajékoztatas és
hozzajarulas utan. Vorosvertestekkel (RBC) végzett Kkisérleteink soran mind a
sejtszuszpenzid mosasa, mind pedig az inkubacidé klorid és foszfat ionoktdl mentes

pufferben tortént, mert ezek az anionok gatoljak az As" bejutasat a RBC-be.

Enzimatikus esszék

Az izolalt sejtfrakcidkat As'-tal inkubaltuk 37°C-on kiildnbdzd teszt vegyiiletek
jelenlétében. Az inkubacidkat As’ hozzaadasaval inditottuk, és fehérjekicsapod szerrel
allitottuk le.

A respiracidos hanyados meghatarozasahoz a mitokondriumok oxigén fogyasztasat
Clark-elektréd segitségével mértik szobahdmérsékleten. A respiraciés hanyados
kiszamitasahoz a State |ll oxigénfogyasztas sebességét elosztottuk a State IV
sebességével.

Szdvetmintak és mitokondriumok GSH koncentraciojat Tietze (1969), mig a nem-
protein tiol (NPSH) tartalmat Sedlak és Lindsay (1968) mddszere szerint mértik meg.

A purin-nukleozid-foszforilaz aktivitast Kalckar spektrofotometrias eljarasa (1947)

alpjan hataroztuk meg. A glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) aktivitasat a



NADH koncentracié (0,25 mM) csOkkenése alapjan mértik meg, amelynek soran a
kUvettaban zajlo glicerinaldehid-3-foszfat képz&dést kovettuk 3-foszfogliceratbdl (5 mM)

feleslegben levé ATP és foszfoglicerat-kinaz jelenlétében.

Az arzenat biotranszformacio vizsgalata patkanyokon

Az As" in vivo redukcidjaban megvizsgaltuk azon enzimek szerepét, amelyekrdl in
vitro kériilmények kozott azt talaltuk, hogy képesek katalizalni az As' atalakulasat As"-té.
Ezen kisérleteinket €16, altatott patkanyokon végeztik. A patkanyok altatdsa és sebészi
el6készitése az adott kisérlet célkitizéseinek megfeleléen valtozott (az egyes kisérletek
részletei a megfelel6 kozlemények Moddszer részében talalhatok). Ezt kovetben a
patkanyoknak intravénasan As'-ot adtunk (50 pmol/ttkg), és 20 perces szakaszokban epe
és/vagy vizeletmintakat gyUjtéttink 60 percig, majd szévetmintakat vettiink azzal a céllal,
hogy benniik az As’ és az As'-bol képzddoétt metabolitok (As", MMAsY, MMAs'", DMAsY)

mennyiségét megmerjuk.

Az arzénvegyiletek mérése

MintaelSkészités. Az As'-reduktaz esszébdl szarmazo inkubatumokban a fehérjéket

kicsaptuk, majd a mintakat lecentrifugaltuk. Az igy kapott felUluszoban mértik az
arzénvegyluletek koncentracidjat. Az él6 patkanyokon végzett kisérletekbél szarmazé epe-,
vizelet- és szovetmintakat azonnal feldolgoztuk. Az epe és vizeletmintakat
fehérjementesitettik, megfeleléen higitottuk, majd ebbdl mértuk az arzénvegyuletek
koncentracidit. Az in vivo kisérletekb6l szarmaz6 vérmintadkat elébb Triton X-100-zal
kevertik 6ssze, majd vizes HgCl, oldatot adtunk hozza, hogy leszoritsuk a tiol-kotott
arzénvegylleteket, végul perklérsavval fehérjementesitettik és lecentrifugaltuk. Az igy
nyert feluluszéban megmértik az egyes arzénvegyuletek koncentraciojat. A lemeért
szovetmintakat perklorsavban homogenizaltuk, HgCl, oldatot adtunk hozza, végul

ey

Arzénvegyiiletek mérése  HPLC-HG-AFS eljarassal. Az As'-tal injektalt

patkanyokbdl szarmazo biolégiai mintakban és az As'-reduktaz esszé inkubatumaiban az
egyes arzénvegyuleteket HPLC-vel szeparaltuk, majd hidridképzést kovetden
atomfluoreszcencias spektrométerrel (HPLC-HG-AFS) mértik. A mddszer alapjait

Gomez-Ariza és mtsai (1998), mig részleteit Gregus és mtsai (2000) dolgoztak ki.



EREDMENYEK

Az arzenat mitokondridlis redukcidja
Hatter

A koérnyezetben gyakori As’ él6 szervezetbe keriilve metabolizalodik, amelynek
els6 lépése redukcidja As"-t¢ (Thomas és mtsai, 2001). E fontos toxikalasi folyamatnak
azonban sem a cellularis lokalizacidja nem ismert, sem a benne kozremUikodé enzimek.
Megfigyelték az As’ redukcidjat sejtkultirakban (Bertolero és mtsai, 1987; Huang és Lee,
1996), nyul vorosvértestekben (Delnomdedieu és mtsai, 1995) és emberi m3j
citoszoljaban (Radabaugh és Aposhian, 2000), de a résztvevé enzimet nem azonositottak.
Baktérium és éleszt6 sejtek felveszik kdrnyezetiikbdl az As'-ot, majd GSH- és Grx-fiiggd

vagy tioredoxin-fiiggé médon As'" .

-té redukaljak. A képzett As"-et azutan aktiv transzport
(ATP vagy membranpotencial energigjaval) kipumpaljak a sejtbél

A mitokondriumok szintén felveszik az As'-ot a P; felvételért felelds transzporterek —
a foszfat-transzporter (Chan és mtsai, 1969; Wohlrab, 1986) és a dikarboxilat-transzporter
(Indiveri és mtsai, 1989) — kozvetitésével. As'-tal injektalt nyulak veséjében megfigyeltek
az arzén mitokondridlis felhalmozédasat (Vahter és Marafante, 1989). Az As’ magas
koncentraciéban, foszfatmentes kézegben szétkapcsolja az oxidativ foszforilaciot (Crane
és Lipmann, 1953), mert az ATP-szintaz ATP helyett ADP-arzenatot termel, amely vizes
kdzegben gyorsan hidrolizal ADP-re és As'-ra. Ez a szétkapcsolé mechanizmus kivédhetd
oligomicinnel (Estabrook, 1961), amely gatolja az ATP-szintazt. A mitokondriumokrél azt
tarjak, hogy aerob baktériumokbdl szarmaznak, és sok tekintetben hasonlitanak a mai

It

baktériumokra. Ezek alapjan feltételeztiik, hogy képesek lehetnek az As'-ot As
redukalni. Ezt tesztelendd megvizsgaltuk, hogy patkanymajbol izolalt mitokondriumok

redukaljak-e az As'-ot, és ha igen, milyen jellemz&i vannak a folyamatnak.

Eredmények és kdvetkeztetések

Patkanymajbol izolalt mitokondriumok gyorsan redukaljgk az As'-ot As'-té. A
citratkort taplald szubsztratok kozil a glutamat tamogatta az As” redukcidjat a legjobban,
mig a malat és a szukcinat gatlénak bizonyult, amelynek oka, legalabbis részben, a
kompeticid az As' mitokondridlis felvételében szerepld dikarboxilat transzporteren. E
transzporter szervetlen szubsztratjai (pl. szulfat, szulfit, tioszulfat) szintén gatoltak a
mitokondridlis As" redukciét. Dikarboxilat vegyiiletek hidnyaban az As’ bejuthat a

mitokondriumba mind a foszfat, mind a dikarboxilat transzporteren keresztil (Chan és



mtsai, 1969; Wohilrab, 1986). E fehérjék gatldészerei (pl. N-etiimaleimid, merzalil és

butilmalonat) teljesen gatoltak a mitokondrialis As'"

képzést, amelynek legvaldszinibb oka
az As' bejutasanak gatlasa. A P; koncentracio-figgé gatlé hatasa az As' redukcidra
azonban nemcsak a felvétel gatlasan keresztul johet létre, hanem a redukalé enzimen is,
hiszen a két oxianion szerkezete nagyon hasonlé. ADP fokozta, mig ATP és AMP

csOkkentette az As™ képzddését. Hatasukat atraktilozid kivédte. Az elektron transzport

gatloi és szétkapcsold szerek teljesen, mig az ATP-szintaz inhibitorai csaknem teljesen

gatoltak az As’ redukciojat. A képzett As" visszanyertiik a mitokondrialis inkubatum

l_et. A tioredoxin-

fellluszdjaban, ami arra utal, hogy a mitokondriumok exportaljak az As
reduktaz gatléi és szubsztratjai As’ redukciora gyakorolt hatasanak vizsgalata azt mutatta,
hogy ez az enzim nem jatszik szerepet az As’ mitokondrialis redukciéjaban. Ugyanakkor a
mitokondridlis GSH deplécidja jelentésen gatolta az As' redukcids aktivitast, noha
csOkkentette a respiracidos hanyadost is. A mitokondriumok szolubilizalasa teljesen
elmosta redukcios aktivitasukat, amely nem volt helyreallithatd GSH és NADH vagy
NADPH hozzaadasaval sem. Osszefoglalva: elséként mutattuk ki, hogy a mitokondriumok

képesek az As’-ot a sokkal mérgezébb As"-t¢ redukalni. Mikroorganizmusokhoz

M_gt

hasonléan a mitokondriumok felveszik az As'-ot, redukaljak, majd a képzett As
exportaljak. E folyamat kézben ezek az organellumok szorosan szervezett egységként,
egyfajta kémiai reaktorként mikodnek, amely megkoveteli mind a strukturalis, mind a
funkcionalis integritasukat. Tovabbi kisérletek sziikségesek a mitokondrialis As" redukcié
molekularis mechanizmusaink, valamint a mitokondriumoknak az As” in vivo

atalakitasaban jatszott szerepének a tisztazasahoz.

A purin-nukleozid-foszforilaz mint citoszélbeli arzenat-reduktaz
Hatter
Miutan kideriilt, hogy patkanymajbol izolalt mitokondriumok redukaljak az As’-ot a

sokkal mérgezébb As'"

-té, kérdés volt, hogy vajon mas sejtfrakcidk is képesek-e erre a
fontos toxikalasi reakciora. Emberi maj citoszéljaban mar talaltak As'-reduktaz aktivitast,
amely egy 3000 daltonnal kisebb molekulatomegl héstabil kofaktor jelenlétét igényelte
(Radabaugh és Aposhian, 2000). Mi tehat arra voltunk kivancsiak, hogy vajon a
patkanymaj posztmitkondridlis sejtfrakcioi redukaljak-e az As'-ot, és ha igen, milyen
jellemzdi vannak az aktivitasnak. Végsé célunk a kdzremiikdodd enzim(ek) azonositasa

volt.
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Eredmények és kovetkeztetések

Patkanymaj posztmitokondrialis felliliszéjanak (PMSN) As'-tal tortént inkubacisibdl

kideriilt, hogy a PMSN az As'-ot csak tiol jelenlétében redukalja As"

-té. GSH viszonylag
gyengén tamogatta a PMSN altali As™ képz6dést, mig ditiotreitol (DTT) jelentésen fokozta.
Miutan szétvalasztottuk a mikroszoma és citoszdl frakcidkat és megvizsgaltuk As”
redukcios aktivitasukat, kideriilt, hogy csak a citoszdl katalizalja az As" redukciojat As"'-té,
a mikroszdéma nem. A redukciéért felelés enzim(ek) tehat a citoszdélban talalhato(k). Az
As'-hoz szerkezetileg hasonld oxianionok (pl. P; vagy o-vanadat), valamint higanytartalmu
tiol reagensek gatoltak az As' redukcidjat. Ezek az eredmények egy olyan SH-enzimre
utaltak, amelynek van egy, az As"-ot is befogadni képes, P; kétShelye.

Mikdzben redukcios partnert kerestliink, meglep6dve vettiuk észre, hogy az oxidalt
piridin nukleotidok (azaz NAD és NADP) jelentésen fokoztak a redukcid sebességét, a
redukaltak azonban nem. E megfigyelések nyoman kiprobaltuk sok mas nukleotid hatasat
is a citoszdlbeli As" redukcidra. Kisérleteink kimutattak, hogy néhany purin nukleotid
szarmazék (pl. AMP, GMP, S-adenozilhomocisztein) szintén fokozza a redukcids
aktivitast, mig pirimidin nukleotidok nem. Mivel az inkubaciok alatt ezek a nukleotidok
konnyedén atalakulhatnak nukleozidokka, megvizsgaltuk, hogy a nukleozidok és
nukleobazisok milyen hatast fejtenek ki a citoszdl As'-reduktaz aktivitasara. A pirimidin
nukleozidoknak nem volt hatasa, ezzel szemben a purin nukleozidok, kiléndsen a 6-
oxopurinok (azaz inozin és guanozin), dramai mértékben novelték azt (80-100-szorosara).
Az adenozin (6-aminopurin nukleozid) ennél joval gyengébbnek bizonyult, ami arra utalt,
hogy el6szor az adenozin-dezaminaz inozinna kell, hogy alakitsa. A nukleozidokkal
ellentétben a 6-oxopurin bazisok igen erés gatlé hatast mutattak (80-90%). Mindezen tul, a
patkanymaj citoszol ultrafiltracidja egy olyan retentatot eredményezett, amelybél az As'-
reduktaz aktivitas csaknem teljesen hianyzott. A retentat aktivitasat teljesen helyre lehetett
allitani, ha hozzaadtuk a szirletet, inozint vagy guanozint. Ezek egyértelmien mutattak,
hogy az endogén purin nukleozidok nélkiildzhetetlenek a citoszdl As redukcidjahoz. Ezt a
6-oxopurin  nukleozidokkal stimuldlhatd As'-reduktaz —aktivitdst egér-, horcsdg-,
tengerimalac- és nyulmaj citoszoéljaban is kimutattuk.

Ezek az eredmények az alabbi kdvetkeztetésekhez vezettek: (1) A citoszdlbeli As'-
reduktaz megfeleld tiol jelenlétét igényli és tiol reagensekkel gatolahtd, tehat az enzim
valészinlileg funkcionalis szempontbdl kritikus tiol csoporttal bir. (2) P; gatolja az enzim
As’ redukald aktivitasat, tehat P; kotbhelye van, és a Pj-ot vélhetéen szubsztratként

hasznositja. (3) 6-oxopurin nukleozidok igen erésen ndvelik az As'-reduktaz aktivitast,
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tehat az enzim a 6-oxopurin nukleozidokat szubsztratként hasznalhatja. (4) 6-oxopurin
nukleobazisok jelentésen csokkentik a redukald aktivitast, tehat a katalizal6 enzim 6-
oxopurin nukleobazisokat képezhet.

Az ezeknek a kovetkeztetéseknek megfelel6 enzim ugy ismert, mint purin-
nukleozid-foszforilaz (PNP). A PNP szabad citoszélbeli enzim, amelynek fontos tiol
csoportjai vannak (Bzowska és mtsai, 2000; Parks és Agarwal, 1972). Az enzim P;
felhasznalasaval katalizalja a 6-oxopurin nukleozidok foszforolitikus hasitasat a megfelel6
nukleobazisra és rib6z-1-foszfatra. Mint sok szervetlen Pi-ot hasznalé enzim, a PNP is
elfogadja az As'-ot P; helyett, és a feltehetden instabil ribdz-1-arzenatot képezi (Kline és
Schramm, 1993). Ezért volt érdemes megvizsgalni, hogy vajon a PNP felel6s-e a
majcitoszal tiol- és purin nukleozid-fuggé As'-reduktaz aktivitasaért. A kdvetkezd kisérleti
eredmények igazoljak, hogy a PNP mikddhet As'-reduktazként: (1) A PNP specifikus és
nagyon hatékony gatloi (azaz a BCX-1777 és a CI-1000) koncentracio-fuggé maddon
csOkkentették a patkanymaj citoszél As'-reduktaz aktivitdasat, és mar 1 pM
koncentraciéban is teljes gatlast idéztek el6. (2) A patkanymaj citoszol anioncseréld
kromatogafidgja soran az As'-reduktdz és a PNP aktivitds egyiitt elualodott, erésen
valészinUsitve, hogy két aktivitds egyazon fehérjéhez tartozik. (3) Tiszta PNP hatékonyan
katalizalta az As’ redukcgjat feltéve, hogy nukleozid szubsztratia és egy megfeleld tiol
egyidejlleg jelen voltak. Ez direkt mdédon is bizonyitja, hogy a PNP valoban mikodhet
As"-reduktazként. (4) Sok reagens hasonléan befolyasolta a citoszolbeli és a tiszta PNP
altal katalizalt As’ redukciét. Mindkettét 6-oxopurin nukleozidok és DTT aktivalta, és
mindkettét gatoltak higanytartalmu tiolreagensek, P; és specifikus PNP gatlok. Ezek a
megdfigyelések egyuttesen meggy6zéen igazoltak, a patkany és mas fajok
majcitoszoljaban kimutatott, DTT altal tamogatott As'-reduktaz aktivitas a PNP-hoz
kéthets. Megfigyeléseink egyben arra is utaltak, hogy az As’ redukciéja a 6-oxopurin
nukleozidok arzenolitikus hasitasa alatt vagy kovetkeztében torténik.

Eddigi eredményeink egyértelmien bizonyitottak, hogy a PNP hatékony in vitro
As"-reduktaz, igy nagyon fontos volt kideriteni, hogy ez a mindeniitt elSforduld enzim
vajon részt vesz-e az As’ in vivo redukcidjaban. Ennek meghatarozasara két kisérleti
megkozelitést hasznaltunk. Egyrészt azt vizsgaltuk, hogy kuldnbozé vegyuletek hasonléan
befolyasoljak-e az As" redukciét intakt emberi vérdsvértestekben (RBC), mint amikor tiszta
PNP katalizalta a reakciét. A RBC szamottevé mértékben redukaltak az As'-ot, amelyet

inozinnal vagy inozin plusz DTT-vel fokozni lehetett. Ezek a stimulalt As™ képzddési

sebességek PNP-figgdek voltak, mert PNP gatlok kivédték. Kivilrél hozzaadott inozin
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nélkil azonban a PNP gatlok gyakorlatilag nem befolyasoltak a redukciéo sebességét.
Mindez azt jelentette, hogy a RBC alap As'-reduktdz aktivitisa fliggetlen a PNP-tdl.
Masrészt megvizsgaltuk a PNP szerepét az As’ in vivo redukciéjaban ugy is, hogy
teszteltik, milyen hatast gyakorol a specifikus €s nagyon hatékony PNP gatlé BCX-1777
az As'’ biotranszformaciojara kontroll és DTT-vel kezelt patkanyokban. Annak ellenére,
hogy a majban a PNP aktivitasa teljesen megszint BCX-1777 hatasara, ez a PNP gatlo
nem befolyasolta sem az As" és MMAs'"' epével torténd kivalasztasat, sem az As’ és
metabolitjainak széveti koncentracioit. igy tehat jelentds in vitro As" redukald aktivitasa
ellenére a PNP sem intakt emberi vordsvértestekben, sem patkanyban in vivo nem jatszik

lényeges szerepet az As' redukcidjaban.

A glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz mint citoszélbeli arzenat-reduktaz
Hatter

Az eredmények, amelyek szerint a PNP redukalja As"-ot a sokkal mérgezébb As'-
té, feltéve, hogy nukleozid szubsztratja és egy megfelel6 ditiol egyuttesen jelen vannak,
igéretesek voltak. Mindazonaltal kidertlt, hogy a PNP sem intakt emberi
vorosvértestekben, sem patkanyban in vivo nem jarul hozza szamottevéen az As’
redukcidjahoz. Intakt emberi RBC megérizték As" redukalé aktivitasuk legnagyobb részét
magas koncentraciéju BCX-1777 jelenlétében is. Raadasul a BCX-1777, amely a PNP
nagyon hatékony tranzicios allapotbeli gatldja, teljesen gatolta az enzimet patkanyban, de
nem befolyasolta sem az As' eliminacidjat, sem az As' metabolitok képzédését. Ezen fellll
az a megfigyelés, hogy GSH csak gyengén tamogatja a PNP As'-reduktaz aktivitasat,
noha az As’ redukcio sejtekben (Bertolero és mtsai, 1987) és patkanyokban (Csanaky és
Gregus, 2005) nyilvanvaléan GSH-fuggd, szintén ellentmond a PNP szerepének, mint in
vivo relevans As'-reduktaz.

Ahogy eddig mar kider{ilt, intakt emberi vordsvértestek redukaljak az As'-ot As'"

-té,
amely folyamat dontéen fiiggetlen a PNP-tdl. igy tehat Gjabb kisérletsorozatba fogtunk,
hogy jellemezzilk ezt a PNP-fliggetlen As'-reduktaz aktivitast azzal a céllal, hogy

azonositsuk az enzimet, amely ezért felel6s.

Eredmeények és kdvetkeztetések

A vordsvértestek az As’-ot (és a P-ot) a klorid-bikarbonat cseretranszporteren

keresztul veszik fel. Mind a fehérje természetes szubsztratja (a klorid), mind pedig egy

irreverzibilis gatléja (a diizotiocianatostilbén-diszulfonat) gatolta az As" redukcisjat As"'-té
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intakt RBC-ben, de nem hemolizatumban, ami jelezte, hogy a folyamat a sejtek belsejében
zajlik. Megallapitottuk, hogy az RBC alap (vagyis PNP-fiiggetlen) As' redukald
aktivitashoz GSH szlkséges, mert a sejtek GSH tartalmat depletalé dietiimaleat erésen

csokkentette az As"' képzédést. Azt is kimutattuk, hogy az RBC-ben zajlé As’ redukcié a

NAD és/vagy NADP ellatastol fugg, mivel a NAD(P)H-t oxidaldé vegylletek (pl. piruvat,

ferricianid, dehidroaszkorbat, 4-dimetilaminofenol) fokoztak az As"

képzbdést. Az
oxidansokkal stimulalt As redukcié fiiggetlennek bizonyult a PNP-t6l (BCX-1777 nem
befolyasolta), ugyanakkor GSH-fugg6, mert a GSH-t depletal6 dietilmaleat gatolta. Piruvat
eldinkubacio, amely a NAD koncentracidjat emeli a NADH rovasara, fokozta az As'
redukciojat. Ez arra utalt, hogy a vordsvértestekben zajlé As" redukcid egyrészt NAD
ellatast igényel, masrészt pedig a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaztol (GAPDH)
kezddédben az alsé glikolitikus apparatus mikodését. Ez a rész, a GAPDH-t megel6z6
szakasztdl eltérben, tovabbra is elldtott marad szubsztrattal, koészonhetéen a
vorosvértestekben nagy mennyiségben levé 2,3-biszfoszfoglicerat lebontasanak. A
szubsztratok azonban nem juthatnak a GAPDH folé, hiszen ehhez NADH lenne
szUkséges, amely azonban a piruvatos el6kezelés kovetkeztében nem all rendelkezésre.
Fluorid az enolaz gatlasaval ledllita a glikolizist. Glukozzal kelléen ellatott RBC-ben
gatolta az As' redukciét, mig gliikdz hianyos (NAD-ban gazdag) sejtekben fokozta azt. Ez
alapjan feltételeztiik, hogy a glikolizis As" redukcidhoz kétdtt szakasza valdsziniileg a
GAPDH és az enolaz kozétt van.

A PNP-fiiggetlen As"-reduktaz aktivitas tovabbi jellemzése érdekében kisérleteinket
RBC lizatumon és patkanymaj citoszolon folytattuk, megvizsgalva a GSH, szervetlen
foszfat, néhany gluk6z metabolizmust gatldo vegyulet, szamos glikolitikus szubsztrat,
valamint piridin és adenin nukleotidok hatasat az As" redukciéra a PNP gatlé BCX-1777
jelenlétében. Hemolizatumban a GSH koncentraciétél fiiggéen segitette az As’
redukciojat, mig foszfat gatolta azt. Glikolitikus szubsztratok, féleg a frukt6z-1,6-biszfoszfat
és a foszfogliceratok, tAmogattak az As'-reduktaz aktivitast. NAD, kiildndsen ezekkel a

szubsztratokkal egyiitt nagyon megnévelte az As"

képzddést, mig NADH erésen gatolta.
NADP és az adenin nukleotidok csdkkentették, mig a 2-foszfoglikolat, amely gyorsitja a
RBC-specifikus 2,3-biszfoszfoglicerat lebomlasat a glikolizisbe belépd 3-foszfogliceratra,
megduplazta az As'-reduktaz aktivitast. A patkanymaj citoszdlban zajlé As’ redukcié
hasonléan valtozott GSH, NAD és (glikolitikus szubsztratok hatasara, mint a
hemolizatumban. A NADH azonban csak alig befolyasolta, a 2-foszfoglikolat gatolta, mig a

NADP nemhogy nem gatolt, hanem még stimulalt is. Az eddigieket 6sszefoglalva:
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hemolizatumban és patkanymaj citoszdlban jelen van egy PNP-fiiggetlen As'-reduktaz
aktivitas, amely GSH-t, NAD-ot és glikolitikus szubsztratot igényel. A GSH igény és a
higanytartalmu tiolreagensek iranti érzékenység kritikus tiol csoportok jelenlétére utal. A
foszfoglicerat-mutazban ilyen csoportok nincsenek, amely kizarja ezt az enzimet, mint
jelolt AsV-reduktaz. Ezzel szemben a funkcionalisan dsszekapcsolt két glikolitikus enzim, a
GAPDH és a foszfoglicerat-kinaz (PGK) tartalmaz ilyen csoportokat. Ezért és mivel
szubsztratjaik fokoztak az As" redukciot a leginkabb, a GAPDH és a PGK érdeklédésiink
kdzéppontjaba keriiltek, mint lehetséges As" redukalé enzimek.

Feltevésunket tesztelve, amely szerint a GAPDH és a PGK koézll egyik vagy masik,

esetleg mindkettd redukalja az As'-ot As"

-té, azt talaltuk, hogy a két tiszta enzim keveréke
valéban katalizalta az As’ redukcidjat, amikor GSH, NAD és glikolitikus szubsztrat is jelen
volt. Tovabbi elemzés kimutatta, hogy az As'-reduktaz aktivitdis a GAPDH-hoz kétédik,
mig a PGK csupan segédenzimként mikodik, amikor 3-foszfoglicerat a glikolitikus
szubsztrat. A GAPDH egyedill katalizalta As’ redukciot feltéve, hogy GSH, NAD és
glicerinaldehid-3-foszfat egyuttesen jelenvoltak. ADP és ATP viszonylag gyengén, mig
NADH még NAD jelenlétében is erésen gatolta az enzim As'-reduktaz aktivitasat.
Koninginsav (KA), a GAPDH egy specifikus irreverzibilis gatléja, nemcsak az enzim
klasszikus aktivitdsat, hanem As'-reduktaz aktivitasat is gatolta koncentracidja
fuggvenyében. Hogy felmérjuk a GAPDH részesedését a hemolizatumban, patkanyma;j
citoszélban és intakt vorosvértestekben zajlé As’ redukcidban, meghataroztuk a KA
koncentracio-fiiggé hatasat e sejtextraktumok As'-reduktaz aktivitasara. A GAPDH
inaktivalasa KA altal az As" redukcios aktivitds megsziinését eredményezte intakt RBC-
ben, valamint a két sejtextraktumban is, amikor a GAPDH ez utébbiakban b&séges
exogén szubsztrat és NAD ellatassal birt. Amikor azonban sem Kkivulrél hozzaadott
glikolitikus szubsztrat, sem NAD nem volt jelen, a majcitoszdlban jelentés As' redukald
aktivitas maradt a GAPDH teljes inaktivalasa ellenére is, ami arra utal, hogy a GAPDH-n
kiviil mas citoszdlbeli enzim(ek) is hozzajarulhatnak az As’ redukciéjahoz a majban.
Osszefoglalva: a glikolizis egyik kulcsenzimje, a GAPDH, ,véletlen médon” képes
katalizalni az As’ redukcidjat, ha GSH, NAD és glikolitkus szubsztratok rendelkezésre
allnak. Az As' redukcidja valdszinlileg annak a tioészter kotésnek az arzenolitikus
hasitasa soran vagy kovetkeztében torténik, amely az enzim Cys149 és a szubsztrat 3-
foszfogliceroil csoportja kozott jon létre.

A kovetkez6 nagyon fontos kérdés az volt, hogy vajon a GAPDH szignifikans

mértékben miikddik-e kdzre az As' redukcidjaban in vivo. A kérdés indokoltsagat
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legjobban a PNP példazza, amely in vitro nagyon hatékony As"-reduktaz, de in vivo nem.
Feltételeztuk, hogy a GAPDH jelentésen hozzajarul az As’ biotranszformaciéjahoz in vivo.
Ezt tesztelendd megvizsgaltuk, hogy milyen hatast fejt ki a patkanyban zajlo As"
redukciora az (S)-a-klorohidrin (ACH), amely in vivo — feltehetéen leginkabb a majban —
atalakul a GAPDH-t inaktivalé metabolittd. Ezek a kisérletek megerésitették a GAPDH in
vitro szerepét, mint As'-reduktaz. Harom oéraval patkanyoknak tortént beadasat kdvetden
az ACH (100 vagy 200 mg/kg, ip) mind a GAPDH mind az As' redukald aktivitast
dramaian csokkentette a majcitoszolban, mig a vese citosz6lban csak mérsékelten, az
izom citoszolban pedig egyaltalan nem befolyasolta. Ezenfelul mind kontroll, mind ACH-
kezelt patkanyokbdl szarmazé citoszdlban az As' redukald aktivitds szoros korrelaciot
mutatott a GAPDH aktivitassal. Két zavaré hatas (egy kismértékli csokkenés a ma3j
glutation szintjében és emelkedés az As’ vizelettel torténd Uritésében) miatt az ACH
hatdsat az injektalt As’ sorsara olyan patkanyokban vizsgaltuk, amelyeknek az
epevezetékét, vagy pedig az epevezetékét és vesegyOkét is lekotottiuk. Kisérleteink
kimutattak, hogy az As' retencidja a majban szignifikans mértékben emelkedett, mig az
As’ metabolitok egyuttes szintje csokkent. Az ACH azonban nem késleltette lekotott
kivalasztasi utakkal bird patkanyok vérben az As' koncentracidjanak csokkenését. A
GAPDH-t inaktivald6 ACH tehat a majban gatolja az As’ redukcidjat, de a teljes testben
nem. Ennek val6szinl oka, hogy a majban megzavart redukciot olyan mas majbeli és
majon kiviili As" redukciés mechanizmusok egyenlitik ki, amelyeket az ACH hatasa nem
erint. Az a legvaldszinlbb, hogy az ACH elsésorban a GAPDH inaktivalasa miatt gatolja a
majban az AsV redukcidjat, noha ehhez az ACH kismértékii GSH depletalé hatasa is
hozzajarulhat. Eredményeink tamogatjak ugyan azt a kovetkeztetést, hogy a GAPDH a
majban részt vesz az As' redukciéjaban, de tovabbi kutatds sziikséges a GAPDH

szerepének megerdsitéséhez az As in vivo redukcidjaban.

UJ EREDMENYEK

1. Elséként mutattuk ki, hogy patkanymajbdl izolalt mitokondriumok felveszik az As'-ot,

redukaljak azt, majd a képzett As"-et exportaljak. Az As’ mitokondrialis redukcidja az

organellumok strukturalis és funkcionalis integritasat egyarant megkivanja. Mivel
szervetlen foszfat élettani koncentracidkban igen erésen csokkenti a mitokondrialis As¥
redukciét, a mitokondriumok hozzajarulasa az As in vivo redukcidjahoz valdsziniileg

jelentéktelen.
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2. Nemcsak maj mitokondriumok, hanem majcitoszdl is képes As'-ot As

_t¢ redukalni,

méghozza tiol-figgd modon. Az egyik citoszolbeli As'-reduktaz aktivitast az élettani
szempontbdl irrelevans tiol vegyulet, a DTT valamint purin nukleozidok (kulonésen 6-
oxopurinok) tamogatjak, mig 6-oxopurin bazisok és higanytartalmu tiol reagensek
gatoljak. Megfigyeltiik, hogy a purin nukleozidok és DTT altal tamogatott As’ redukald
aktivitasért a purin-nukleozid-foszforilaz (PNP) a felel6s. Ezt bizonyitja, hogy (1) az
As'-reduktaz és PNP aktivitdsok a citoszdl fehérjék anioncserélé kromatografiaja
soran egyitt eluadlédnak; (2) az As’ redukalo aktivitds érzékenysége PNP gatlokra
(BCX-1777 és CI-1000); valamint (3) tiszta PNP redukalja az As'-ot, ha megfelelé tiol
(pl. DTT) és PNP szubsztrat (inozin vagy guanozin) egyuttesen jelen vannak. Ez a
DTT-vel stimulalhaté és PNP gatldkkal gatolhatd As'-reduktaz aktivitis nemcsak
patkanyok, hanem egerek, horcsdgok, tengerimalacok és nyulak majcitoszoljaban is
kimutathatd. Az enzim gatléi nemcsak a klasszikus biokémiai aktivitasat, hanem As'-

reduktaz aktivitasat is gatoljak.

. Annak ellenére, hogy a PNP in vitro megfelel6 korulmeények kozott gyorsan redukalja
az As'-ot, in vivo nem vesz részt az As" redukcidjaban. Ezt a kdvetkeztetést az a
megfigyelés tamogatja, hogy BCX-1777 patkanyoknak adagolva teljesen gatolja a
majban a PNP aktivitdsat, de nem befolyasolja az As" in vivo metabolizmusat és
eliminaciéjat még akkor sem, amikor az allat kapott DTT-t, amely aktivalja a PNP altal

katalizalt As" redukciot.

. Intakt emberi vorosvértestek a klorid-bikarbonat cseretranszporteren keresztul

"_té redukaljak. Az eritrocitak As"-reduktaz aktivitasat inozin

felveszik az As'-ot, és As
és/vagy DTT megnoveli. Ez a ndvekmeény PNP-fuggé, mert a PNP gatlé BCX-1777
kivédi. Ugyanakkor a vorosvértestek alap As' redukcios aktivitasa fliggetlen a PNP-tdl,

mivel az enzim gatlasa nem befolyasolja.

. Az emberi vordsvértestek PNP-fliggetlen As'-reduktdz aktivitasa fligg egyrészt a
sejteken bellli GSH mennyiségétél, hiszen a GSH-t depletalo DEM gatol, masrészt a
NAD koncentraciéjatol, mert NADH-t NAD-da oxidaloé vegyuletek stimulaljak azt. Ez a
GSH- és NAD-fiiggé As'-reduktaz aktivitds szintén kimutathaté hemolizatumban és
patkanymaj citoszolban. Ezt az aktivitast glikolitikus szubsztratok, kulondésen NAD-dal

egyutt, er6sen emelik, ami egy glikolitikus enzim szerepét valészinisiti.
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6. A glikolizis enzimjei kdziil a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz redukalja az As'-ot
As"-t¢, amennyiben GSH, NAD és glikolitikus szubsztrat jelen van. Koninginsav mind
a glikolitikus, mind pedig az As"-reduktaz aktivitasat gatolja a GAPDH-nak. A GAPDH-t
gatld koninginsav alkalmazasaval megallapithaté, hogy a GAPDH kizardlagosan
felelés az emberi vordsvértestek PNP-fliggetien As'-reduktaz aktivitasaért, és

jelentésen hozzajarul a patkanymaj citoszéléhoz.

7. A GAPDH valészinlileg részt vesz az As’ in vivo redukcidjaban, legalabb a
patkanymajban. Ezt a kovetkeztetést azok a megfigyelések tamogatjak, hogy
patkanyok ACH (amely a GAPDH-t gatlé metabolitot képez) el6kezelése csokkenti a
GAPDH és As"-reduktaz aktivitasokat majcitoszolban, és csokkenti az As" metabolitok

aranyat As’-hoz képest As'-tal injektalt patkanyok majaban.
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As’

ASIII
MMAs"
MMAs"
DMAs"
ACH
ADP
AMP
ATP
BDL
BDRPL
BSO
DEM
DTT
GAPDH
Grx
GSH
GSSG
HPLC-HG-AFS

KA
NAD(P)
NAD(P)H
NPSH
PGK

P
PMSN
PNP
RBC
Trx
TRR

arzenat
arzenit
monometilarzenit

monometilarzenat
dimetilarzenét (kakodilsav)

(S)-a-klorohidrin

adenozin difoszfat

adenozin monofoszfat

adenozin trifoszfat

epevezeték lekotott (patkany)

epevezeték és vesegyok lekotott (patkany)
D,L-butionin-S,R-szulfoximin

dietilmaleat
ditiotreitol

glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

glutaredoxin
redukalt glutation
oxidalt glutation

magasnyomasu folyadék-kromatografia -

spektrometria
koninginsav

nikotinamid adenin dinukleotid (foszfat)

hidrid generaci6 — atomfluoreszcencias

redukalt nikotinamid adenin dinukleotid (foszfat)

nem-protein tiol

foszfoglicerat-kinaz
szervetlen ortofoszfat
posztmitokondrialis fellliszé
purin-nukleozid-foszforilaz

vorosvértestek
tioredoxin

tioredoxin-reduktaz
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INTRODUCTION

The toxicity of arsenicals and their fate in the body

Arsenic has been known as a chemical element since ancient times. It became
notorious due to the high acute toxicity of its compound, arsenic trioxide (As;O3). Acute
arsenic intoxication is very rare nowadays. However, besides cyanide, arsenic trioxide had
been the most frequently used suicide and homicide agent from ancient times till the
second half of the 19™ century (Jolliffe, 1993). Chronic arsenic poisoning is seen more
often. The primary source of arsenic exposure concerning large human populations is the
contaminated drinking water, in which the predominant form of inorganic arsenic is
arsenate (As'), though arsenite (As") may also be present. Chronic exposure can cause
skin lesions, nervous system disorders, peripheral vascular disease (Chen et al., 1985;
Goyer and Clarkson, 2001). In addition, arsenic has been recognized as carcinogen in
human (IARC, 2002; Gebel, 2001; Goering et al., 1999). In medical therapy, arsenic
compounds have been used since antiquity, too, although their use has greatly rolled
back, owing to the carcinogenicity of arsenic. Interestingly, despite the definite
carcinogenic effect of arsenic, arsenic trioxide has recently been shown to induce
complete remission in acute promyelocytic leukemia (APL) patients (Soignet et al., 1998).
As" has been found to induce apoptosis in human ovarian and cervical carcinoma,
esophageal carcinoma, gastric cancer, neuroblastoma (Wang, 2001), and myeloma

(Rousselot et al., 1999) cells, suggesting that As"

may also be effective in the treatment of
other malignancies (Bachleitner-Hofmann et al., 2002). However, As;O3 treatment of
patients with APL causes many unwanted effects related to arsenic toxicity.

Chemical reactivity and mechanism of toxicity of arsenate and arsenite. The

structure of As” closely resembles to that of inorganic phosphate (P;). Due to this structural
similarity, As" is taken up by living organisms and cells via their P; transport system
(Csanaky and Gregus, 2001; Dixon, 1997; Rosen, 2002). In the cell, As’ may replace P; in
enzymatic reactions leading to the formation of arsenate esters and anhydrides (Chan et
al., 1969; Dixon, 1997; Hughes, 2002). However, while esters and anhydrides of P; are
aptly stable in aqueous environment, those of As" are labile, because the longer As—O
bond is more readily accessible to water molecules in order to hydrolyze this bond (Dixon,
1997). However, such mechanism could underlie the toxicity of As” itself at very high As’
concentrations (several mM). Therefore, it is thought that biotransformation of As" into

much more toxic trivalent derivatives is responsible largely for the toxicity of As".



Trivalent arsenicals are much more toxic than their pentavalent counterparts,

because they exhibit facile covalent reactivity with thiols. As"

complexes formed with
monothiols (e.g., glutathione, cysteine) are relatively labile, whereas those formed with
dithiols (e.g., dihydrolipoic acid, dithiothreitol, dimercaprol) are fairly stable (Knowles,
1985; Knowles and Benson, 1983). The trivalent methylated metabolites of As" (see later)
are also thiol-reactive but they form relatively stable complexes even with monothiols
(Knowles and Benson, 1983). The high affinity of trivalent arsenicals to thiols makes many
proteins targets, thereby impairing the cellular metabolism at many different points.

Moreover, As'"

at higher concentrations (1-10 yM) induces oxidative stress in the cells that
may lead to the formation of DNA mutations. Below this range, it still can enhance the
mutagenic and carcinogenic effects of other agents, such as ultraviolet radiation or
alkylating compounds (Bernstam and Nriagu, 2000; Gebel, 2001; Rossman, 2003;
Rossman et al., 2002; Shi et al., 2004; Wang et al., 2001).

Fate of arsenate and arsenite in the body. In human and most of the mammalian
1l

species, As" and As' are absorbed well from the gastrointestinal tract (Vahter, 1983). As"
enters cells via their inorganic phosphate (P;) transport system (Csanaky and Gregus,
2001; Dixon, 1997), whereas As" likely through aquaporin channels or equilibrative
glucose transporters (Liu et al., 2004a, 2004b).

In the cells, inorganic arsenic undergoes extensive metabolism, which includes
alternation of reduction and in many, but not all, mammalian species oxidative methylation
(Aposhian, 1997; Ishinishi et al., 1986; Vahter, 1999). First, As’ is reduced by hitherto
unidentified enzymes using glutathione (GSH) to As"' (Thomas et al., 2001). As" thus
formed is methylated yielding monomethylarsonic acid (MMAs"). MMAs" is then reduced
to monomethylarsonous acid (MMAs"
(DMAs"). DMAs" may then be reduced to dimethylarsinous acid (DMAs'"). Nevertheless,

some researchers doubt the validity of this metabolic scheme. They claim that arsenic

), which is further methylated to dimethylarsinic acid

remains in its trivalent state during the methylation reactions, which are not oxidative, and
the pentavalent methylated metabolites represent dead ends of arsenic metabolism
(Hayakawa et al., 2005).

The pentavalent arsenicals are exclusively excreted in the urine, whereas the
trivalent ones can be excreted in either the bile or urine (Csanaky and Gregus, 2002;
Gregus et al., 2000). Following inorganic arsenic exposure, the primary elimination route is
the urinary excretion. Besides the inorganic forms (i.e., As" and As"), MMAs" and DMAs"

are the main urinary metabolites of As’. The fecal arsenic content originates partly from

2



the ingested and not absorbed amount, and partly from the biliary excretion of trivalent
arsenicals. Despite its significant biliary excretion, however, the fecal elimination of arsenic
is markedly limited, because trivalent arsenicals can be reabsorbed from the intestines, as
their GSH conjugates are relatively labile and decompose (Klaassen, 1974).

Importantly, reduction of As” and the methylated pentavalent arsenicals to the
corresponding trivalent species is considered toxification of high significance, because
trivalent arsenic species are highly toxic, whereas the pentavalent ones are relatively
atoxic (Thomas et al., 2001). On the same token, oxidative methylation of trivalent
arsenicals into pentavalent ones is considered detoxication. The primary step in the

" This is not

disposition of the environmentally often-prevalent As” is its reduction to As
only a major toxification process, but also must precede the formation of methylated
metabolites. Despite the toxicological importance of As' reduction, its biochemical
background was explored only in microorganisms, and there was no mammalian enzyme

identified possessing As" reductase activity prior to our work.

Reduction of arsenate

Reduction of arsenate by microorganisms. In prokaryotes, As" is reduced to As'",

which is then extruded from the cell. Several different enzymes have been identified in
bacteria that carry out reduction of As". The peculiar bacterium Chrysiogenes arsenatis is
unique in that this species can use As' during respiration instead of oxygen while
producing As'"' (Krafft and Macy, 1998). In the presence of As”, C. arsenatis cells can grow
under anoxic conditions.

The Escherichia coli plasmid R773 encodes a complete operon responsible for

reduction of As" and extrusion of the formed As'"

. The arsenic resistance operon called
“ars operon” encodes four proteins, one regulatory (ArsR) and three structural (ArsA, ArsB,
and ArsC). Of these proteins, ArsC is the As" reductase enzyme, whereas ArsA and ArsB

"" exporter (Rosen et al., 1991) that, besides As",

work coupled as an ATP-dependent As
can also export antimonite. The ArsC-catalyzed As' reduction depends on the presence of
glutathione (GSH) and glutaredoxin (Grx), and produces oxidized glutathione (GSSG)
(Gladysheva et al., 1994).

The ars operon of the Staphylococcus aureus plasmid pl258 encodes a structurally
different family of arsenic resistance proteins that consists of only three genes, namely
arsR, arsB, and arsC. Similarly to E. coli, the ArsR is the regulatory protein, and ArsC is

the reducing enzyme. However, ArsB is not an ATP-dependent but rather a membrane



potential-driven As'"

exporter (Guangyong et al., 1994). The catalytic mechanism of pl258
ArsC is termed “dynamic disulfide cascade” (Messens et al., 2002) and is essentially
different from that observed in ArsC of E. coli plasmid R773. With the S. aureus enzyme,
the three thiol groups contributing to the reduction of As" belong to the enzyme protein,
and the disulfide formed in the protein during reduction of As" is reduced by thioredoxin. In
addition, the enzyme contains a specific anion-binding signature motif (P-loop) consisting
of Cys-Xs-Arg, which is also the catalytic motif of low molecular weight tyrosine
phosphatases.

In the genome of Saccharomyces cerevisiae, a gene cluster consisting of acrl,
acr2, and acr3, has been shown to confer resistance to inorganic arsenic (i.e., As" and
As"). Acr1p appears to be the regulator of this gene cluster, whereas Acr2p and Acr3p are

structural proteins with As" reductase and As"

exporter roles, respectively (Bobrowicz et
al., 1997). Interestingly, the Acr2p protein, the first identified eukaryotic As" reductase,
exhibits structural similarity to the S. aureus (pl258) ArsC arsenate reductase, as it
contains the tyrosine phosphatase Cys-Xs-Arg motif at its active site. On the other hand,
Acr2p is functionally analogous to the E. coli (R773) ArsC As’ reductase, because it
exhibits reductase activity only when both GSH and Grx are present as electron donors
(Mukhopadhyay et al., 2000).

It is important to note that all these microbial non-respiratory As’ reductase
enzymes require the contribution of three thiol groups for proper function. One such group
always belongs to the enzyme, whereas the other two thiols may also belong to the
enzyme (as seen with the S. aureus ArsC) or may be brought by GSH and Grx (as with the
E. coli ArsC or the yeast Acr2p).

Reduction of arsenate in_mammals. In mammalian organisms, As" is rapidly
1

reduced to the much more toxic As", as after administration of As" to laboratory animals,
As"' rapidly (within 5 min) appears in the blood, bile, urine, and tissues (Csanaky and
Gregus, 2005; Thomas et al., 2001). However, there had been no enzyme identified
contributing to this process before our work. It has been shown that GSH is able to reduce
As’ chemically (Delnomdedieu et al., 1994a), although the concentrations of the two
reactants were physiologically irrelevant (300 mM and 150 mM, respectively). Reduction of
As" is apparently GSH-dependent in mouse embryo cells (Bertolero et al., 1987), and
disposition of As’ is GSH-dependent in rats in vivo (Gyurasics et al., 1991). Direct
evidence has recently been presented that As' reduction in rats indeed depends on GSH

availability (Csanaky and Gregus, 2005).



Reduction of AsY, the first step in its biotransformation, is of great toxicological
importance not only in As’ metabolism but also in determining its toxicity and

carcinogenicity, as the product of this biochemical reaction is As"

with high toxic potential.
The importance of this process and its uncleared mechanisms prompted us to initiate
research on the biochemical background of As’ reduction with the final goal to identify
subcellular fractions or even specific enzymes that can catalyze the conversion of As" to

AS”I.

RESEARCH OBJECTIVES

The primary goal of our research has been to find and identify mammalian enzymes
that can catalyze the reduction of As'. For this purpose, we have determined what cell
fractions can catalyze reduction of As’, and have characterized the observed As’
reductase activities biochemically in order to draw conclusions on the properties of the
contributing enzyme. Then we have attempted to directly prove the role of the implicated
enzyme by using specific inhibitors and purified enzymes. Our questions have been as
follows:

1. Do mitochondria isolated from rat liver and incubated with As" reduce As" to As"'"?
Mitochondria take up As’ (Chan et al., 1969; Wohlrab, 1986), and because they are
similar to bacterial cells, which reduce As' and export the formed As", these
organelles may also carry out As’ reduction. If they do, how does the functional state
of mitochondria (as influenced by respiratory substrates as well as anions structurally
similar to As", GSH content, inhibitors and uncouplers of oxidative phosphorylation)
affect formation of As" from As'? Do mitochondria export the formed As"? Can
solubilized mitochondria preserve As'-reducing activity, thereby permitting purification
and identification of the mitochondrial As" reductase?

2. Are extramitochondrial enzymes involved in reduction of As'? Do the
postmitochondrial cell fractions (i.e., microsomes and cytosol) of the rat liver as well as
human red blood cells (devoid of mitochondria) reduce As" to As"? What are the
biochemical characteristics (thiol dependence, effects of inorganic phosphate,
nucleotides, thiol reactive compounds, substrates and inhibitors of enzymes and
metabolic pathways) of the observed As'-reducing activites? Based on these
biochemical properties, what can the catalyzing enzyme be?

3. What is the significance of the enzymes, had they been found to carry out reduction of

As' in vitro, in the disposition of As' in vivo? This question is important to answer



because it is not sufficient to demonstrate that an enzyme can reduce As" to As'" in

vitro but its role in the in vivo As" reduction should also be assessed.

METHODS

Animals

Usually, male Wistar rats (Rattus norvegicus Wistar) weighing 250-300 g were
used. However, when testing interspecies differences in As' reductase activities, we used
CFLP mice (Mus musculus CFLP, 33-36 g), English shorthair guinea pigs (Cavia
porcellus, 400-450 g), Syrian golden hamsters (Mesocricetus auratus, 80-100 g), and New
Zealand white rabbits (Oryctolagus cuniculus N. Z. white, 1.8-2.5 kg). The animals were
kept at room temperature, at 55-65% relative air humidity, and on a 12-hour light/dark
cycle and provided with tap water and rodent or rabbit lab chow ad libitum. All procedures
were carried out according to the Hungarian Animals Act, and the studies were in
agreement with the rules of the Ethics Committee on Animal Research of the University of

Pécs, Center for Medical and Health Sciences.

Treatments

Treatments with glutathione depletors. Some rats were injected intraperitoneally

with GSH depletors, i.e., buthionine-sulfoximine (BSO, 5 mmol/kg), diethylmaleate (DEM,
6 mmol/kg), or phorone (2 mmol/kg) at 6, 3, and 3 hours before sacrifice, respectively.
Mitochondria were isolated from the livers of the thus-pretreated rats.

Treatments with BCX-1777. In order to test the in vivo effectiveness of BCX-1777

as an inhibitor of purine nucleoside phosphorylase in liver, rats were anesthetized with
urethane (1.2 g/kg) injected ip (5 ml/kg). Through a median abdominal incision, the renal
pedicles were ligated to prevent the rapid urinary elimination of BCX-1777, and the
animals were injected with BCX-1777 (50 pymol/kg, iv) in saline (2 ml/kg) through their left
saphenous vein. 15 min after injection of BCX-1777, the liver was perfused through the
portal vein with ice-cold isotonic saline then quickly removed and homogenized, and its
cytosolic fraction was isolated.

To determine the in vivo effect of BCX-1777 on disposition of AsV, rats were
anesthetized with urethane and injected with BCX-1777, after ligation of their renal
pedicles, as described above. 15 min after administration of BCX-1777, As" was injected

(50 pmol/kg, iv). DTT (300 pmol/kg, iv) was given to some rats 2 min before As".



Treatments with (S)-a-chlorohydrin. In order to test the effect of (S)-a-chlorohydrin

(ACH) on glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase and As" reductase activities in
tissues, rats were injected with ACH (100 or 200 mg/kg, ip) or saline (3 ml/kg, ip). Three
hours later liver, kidney, and muscle samples were removed, and their cytosolic fractions
were prepared.

In order to test the effect of ACH on reduction of As” in vivo, two different
experiments were carried out. In both, the rats were pretreated ip with ACH (100 mg/kg or
200 mg/kg) or saline (3 mi/kg), 3 hours before As’ administration. Immediately before
injection of As”, the rats in the first experiment were subjected to bile duct ligation (BDL-
rats), whereas the rats in the second experiment underwent both bile duct and renal
pedicle ligation (BDRPL-rats).

Preparation of cell fractions and red blood cells for assaying As" reductase activity

Isolation _of subcellular__fractions. Isolation of subcellular fractions (e.g.,

mitochondria, cytosol) was carried out using differential centrifugation, as described
previously (Hobgeboom, 1955). All steps were carried out at 0-4 °C. The protein
concentration of the thus prepared fractions was determined using the biuret method
(Gornall et al., 1949) or the bicinchoninic acid method (Brown et al., 1989).

Preparation of human red blood cell suspension. These studies were approved by

the Regional Scientific Research Ethics Committee of the University of Pécs, Center for
Medical and Health Sciences. Blood (approximately 5 ml) was collected from healthy adult
volunteers after informed consent. For experiments with red blood cells (RBC), the
preparation and the incubations were carried out in a chloride- and phosphate-free buffer

because chloride and phosphate inhibit the uptake of As" by the erythrocytes.

Enzymatic assays

The prepared cell fractions or RBC were incubated at 37°C with As" in the presence
of test compounds. The incubation was started with addition of As’ and was stopped by
protein precipitation.

In order to determine the respiratory control ratio, we measured mitochondrial
oxygen consumption polarographically at 25 °C using a Clark-type oxygen electrode.
Respiratory control ratio was calculated by dividing State Il rate by State IV rate.

GSH levels in tissue samples and mitochondria were determined by the method of
Tietze (1969), while non-protein thiol (NPSH) levels by Sedlak and Lindsay (1968).



Purine nucleoside phosphorylase was assayed by the spectrophotometric method
of Kalckar (1947). The activity of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
was assayed spectrophotometrically based on the decrease of NADH concentration (0.25
mM) during the GAPDH-limited conversion of 3-phosphoglycerate (5 mM) to

glyceraldehyde-3-phosphate in the presence of excess phosphoglycerate kinase and ATP.

Studying the disposition of As¥ on rats

In order to assess the contribution of enzymes to the in vivo reduction of As" that
catalyzed this process effectively in vitro, we performed experiments on anesthetized rats.
The anesthesia and surgical preparation of rats was adapted to the experimental
objectives (specific details of these experiments are given in the Methods sections in the
respective publications). Thereafter, the rats were injected with As" (50 umol/kg body
weight) intravenously (3 ml/kg b.w.), and bile and/or urine were collected in 20-min periods
for 60 minutes then tissue samples were removed and immediately processed for arsenic

analysis.

Arsenic analysis

Sample preparation. The incubates originating from the As" reductase assays and

subjected to protein precipitation were centrifuged. The resultant supernatant was used for
speciation and quantification of arsenic. Bile, urine, and tissue samples from experiments
on As'-injected rats were prepared for arsenic analysis immediately after collection. The
bile and urine samples were deproteinized and diluted appropriately, and applied to the
arsenic speciation. The blood samples from the in vivo experiments were mixed with Triton
X-100 then aqueous HgCI, solution was added to displace thiol-bound arsenic. Finally,
perchloric acid was added, mixed thoroughly, and centrifuged. The resultant supernatant
was applied to arsenic speciation. The weighed tissue samples were homogenized in
perchloric acid. Thereafter, 0.5 ml homogenate was mixed with HgCl,, and then
centrifuged. The resultant supernatant was applied to arsenic speciation.

Speciation of arsenic by HPLC—HG—AFS. Arsenicals from the As" reductase assays

and biological samples obtained from As" injected rats were separated and quantified by
HPLC-hydride generation—atomic fluorescence spectrometry (HPLC-HG—-AFS) based on
the procedure of Gomez-Ariza et al. (1998), as described in detail by Gregus et al. (2000).



RESULTS

Mitochondrial reduction of arsenate

Background

""in living organisms

The environmentally prevalent As" undergoes reduction to As
as the first step of its metabolism (Thomas et al., 2001). However, neither the contributing
enzymes nor the cellular localization of this important toxification process has been known.
Reduction of As" in cultured cells (Bertolero et al., 1987; Huang and Lee, 1996),
erythrocytes (Delnomdedieu et al., 1995), and human liver cytosol (Radabaugh and
Aposhian, 2000) has been observed, but the participating enzyme remained unknown.
Bacterial or yeast cells can take up As’ from the environment, and then reduce it to As"' in

is then

a GSH- and Grx-dependent or thioredoxin-dependent manner. The formed As
extruded from these cells via ATP-driven or membrane potential-dependent transporters.
Mitochondria also take up As" through their Pi-moving transport proteins, i.e., the
phosphate transporter (Chan et al., 1969; Wohlrab, 1986) and the dicarboxylate carrier
(Indiveri et al., 1989). Mitochondrial accumulation of arsenic has been found in the kidneys
of As'-injected rabbits (Vahter and Marafante, 1989). At high concentrations, As"
uncouples the oxidative phosphorylation in a Pi-free medium (Crane and Lipmann, 1953),
most likely because ATP synthase forms ADP-arsenate, which rapidly hydrolyses to ADP
and As”. This uncoupling mechanism could be prevented by oligomycin (Estabrook, 1961),
which inhibits the ATP synthase. Mitochondria are believed to have arisen from aerobic
bacteria and resemble bacterial cells in many aspects; therefore, they may be able to carry

" 'We tested this hypothesis to determine if mitochondria

out reduction of As to As
isolated from rat liver reduced As" to As", and if they did so, what the characteristics of

this process were.

Results and Conclusions

Isolated rat liver mitochondria rapidly reduced As’ to As"

. Among the respiratory
substrates supporting the citric acid cycle, glutamate enhanced reduction of As" the most,
whereas succinate and malate exerted inhibitory effect of on As' reduction that may
originate, at least partly, from countering the mitochondrial As" uptake through the
dicarboxylate carrier. Inorganic substrates of this transporter (e.g., sulfate, sulfite,
thiosulfate) also decreased mitochondrial As" reduction. In the absence of dicarboxylates,

both the dicarboxylate carrier and the mitochondrial P; transporter can mediate As' uptake



(Chan et al., 1969; Wohlrab, 1986). Inhibitors of these proteins (e.g., N-ethylmaleimide,

mersalyl, and butylmalonate) abolished mitochondrial formation of As"

most likely by
preventing the entry of As’. P; inhibited As' reduction in a concentration-dependent
manner most likely not only by competing with As" uptake but also by directly interfering
with the reducing enzyme, owing to their structural similarity. ADP increased, whereas
ATP and AMP decreased, As'"' formation, and their effects could be prevented by
atractyloside. Electron transport inhibitors and uncouplers abolished As’ reduction,

whereas ATP-synthase inhibitors almost completely inhibited it. As™ was recovered

completely from the supernatant of the mitochondrial incubate, suggesting that

I Testing the effects on As' reduction of chemicals

mitochondria exported the formed As
that interfere with thioredoxin reductase failed to support the role of this enzyme in
reduction of As". Depletion of mitochondrial GSH impaired mitochondrial As"-reducing
activity but also diminished the respiratory control ratio. Upon solubilization of
mitochondria, their reducing activity was lost and was not recovered by addition of GSH
and NADH or NADPH. In summary, we have demonstrated for the first time that

I 'Like some microbial cells,

mitochondria are capable of reducing As" to the more toxic As
mitochondria take up As”, reduce it, and export the formed As'". In this process, these
organelles work as integrated units, like chemical reactors, requiring both structural and
functional integrity. Further research is deemed necessary to clarify the molecular
mechanisms of mitochondrial As" reduction as well as the role of mitochondria in the

conversion of As" to As'"" in vivo.

Purine nucleoside phosphorylase as a cytosolic arsenate reductase

Background

After finding that mitochondria isolated from rat liver reduce As’ to the much more

toxic As"'

, it was of interest to know if other cell fractions could also carry out this important
toxification reaction. It was found that the cytosolic fraction of the human liver exhibits As"
reductase activity, which requires a heat-stable cofactor of less than 3000-dalton
molecular mass (Radabaugh and Aposhian, 2000). Therefore, we intended to determine
whether the postmitochondrial cell fractions of rat liver also posses As" reductase activity,
and if they do, to characterize this activity with the ultimate goal of identifying the

enzyme(s) involved.
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Results and Conclusions

Incubations of rat liver postmitochondrial supernatant (PMSN) with As’ revealed
that PMSN reduced As"’ to As" only in the presence of a thiol. GSH supported the PMSN-

catalyzed As"

formation poorly, whereas dithiothreitol (DTT) enhanced it markedly. After
separating the microsomal and cytosolic fractions and testing their As'-reducing activities,
we demonstrated that the microsomes did not contain any As" reductase activity, but the

" from As effectively, indicating that the catalyzing

cytosol catalyzed the formation of As
enzyme resides in the cytosol. Oxyanions related to As' structurally (such as P; or o-
vanadate) as well as mercurial thiol-reagents inhibited As' reduction, indicating the
involvement of an SH-enzyme, which possesses a Pi-binding site that can accommodate
As” too.

On searching for a reduction partner, we surprisingly found that oxidized pyridine
nucleotides (i.e., NAD and NADP) but not their reduced counterparts, markedly enhanced
the cytosolic reduction of As'. This observation prompted us to test a number of other
nucleotides as well. These experiments revealed that some other purine nucleotide
derivatives (e.g., AMP, GMP, S-adenosylhomocysteine), but not pyrimidine nucleotides,

enhanced the conversion of As’ to As'"

. Because these nucleotides can readily be
transformed into purine nucleosides during the incubations, we tested the effect of
nucleosides and nucleobases on cytosolic As" reduction. Pyrimidine nucleosides did not
affect As'" formation. In contrast, purine nucleosides, especially the 6-oxopurine ones (i.e.,
inosine and guanosine), increased it dramatically (80-100 fold). Adenosine (6-aminopurine
nucleoside) was much less potent, suggesting that it may be converted into inosine by

I formation

adenosine deaminase. In contrast, the 6-oxopurine bases strongly inhibited As
from As’ by rat liver cytosol (by 80-90%). Moreover, ultrafiltration of rat liver cytosol
yielded a retentate lacking As’ reductase activity almost completely. The As'-reducing
activity of the retentate was restored by adding the filtrate, inosine, or guanosine to it,
indicating that endogenous purine nucleosides are essential for the cytosolic As'
reduction. In addition, this 6-oxopurine nucleoside-stimulated As" reductase activity was
demonstrated to be present in the hepatic cytosol of other common laboratory animals,
such as mice, hamsters, guinea pigs, and rabbits.

These findings allowed us to make the following tentative conclusions: (1) The
cytosolic As’ reductase requires the presence of an appropriate thiol and is inhibited by
thiol-reagents; therefore, the enzyme most likely possesses functionally critical SH-groups.

(2) P; inhibits the As"-reducing activity of this enzyme; therefore, it possesses a Pi-binding

11



site and probably utilizes P; as a substrate. (3) 6-oxopurine nucleosides strongly increase
the As" reductase activity; therefore, the enzyme may accept 6-oxopurine nucleosides as
substrates. (4) 6-oxopurine nucleobases markedly decrease the reducing activity;
therefore, the catalyzing enzyme may form 6-oxopurine nucleobases.

The enzyme that fits these deduced characteristics is known as purine nucleoside
phosphorylase (PNP). PNP is soluble cytosolic enzyme with important thiol groups
(Bzowska et al., 2000; Parks and Agarwal, 1972). The enzyme, while utilizing P;, catalyzes
the phosphorolytic cleavage of 6-oxopurine nucleosides to the corresponding nucleobase
and ribose-1-phosphate. Like many Pi-utilizing enzymes, PNP also accepts As' instead of
P; and produces the purportedly unstable ribose-1-arsenate (Kline and Schramm, 1993).
Therefore, we tested the hypothesis that PNP is responsible for the thiol- and purine
nucleoside-dependent reduction of As' by hepatic cytosol. The following pieces of
evidence supporting this hypothesis that PNP can function as As' reductase were
obtained: (1) Specific and highly potent inhibitors of PNP (i.e., BCX-1777 and CI-1000)
decreased the As' reductase activity of rat liver cytosol in a concentration-dependent
manner, causing complete inhibition at a concentration as low as 1 yM in the hepatic
cytosol. (2) The As' reductase activity consistently and perfectly co-eluted with the PNP
activity during the anion exchange chromatography of rat liver cytosol, representing
circumstantial evidence that both activities belong to the same protein. (3) Purified PNP
effectively catalyzed the reduction of As', provided its nucleoside substrate and
appropriate thiol were present simultaneously, proving directly that PNP can indeed
function as an As" reductase. (4) Various chemicals similarly influenced the reduction of
As" by rat liver cytosol and by purified PNP, as both were activated by 6-oxopurine
nucleosides and DTT, and both were inhibited by P;, mercurial thiol reagents, and specific
PNP inhibitors. These observations constitute compelling evidence that the DTT-supported
As' reductase activity in the hepatic cytosol of rats and other species can be ascribed to
PNP. Our observations indicated that the PNP-catalyzed As" reduction takes place during,
or as a consequence of, the arsenolytic cleavage of 6-oxopurine nucleosides.

Our results presented so far clearly indicated that PNP is an efficient As’ reductase
in vitro. It was therefore of high interest whether this ubiquitous enzyme contributes to the
reduction of As" in vivo. To assess such a role of PNP, we used two experimental
approaches. First, we tested if compounds influenced As" reduction by intact human red
blood cells (RBC) similarly to that by purified PNP. The erythrocytes reduced As’ at a

considerable rate, which could be enhanced by inosine or inosine plus DTT. These
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stimulated As™ formation rates were PNP-dependent, as PNP inhibitors strongly inhibited

' formation in the

them. In contrast, PNP inhibitors had little if any inhibitory effect on As
absence of exogenous inosine, indicating that this basal rate of As’ reduction is PNP-
independent. Second, we assessed the role of PNP in reduction of As” in vivo by
investigating the effect of the specific and potent PNP inhibitor BCX-1777 on the
biotransformation of As" in control and DTT-treated rats. Although it abolished hepatic
PNP activity, BCX-1777 influenced neither the biliary excretion of As"' and MMAs"' nor the
tissue concentrations of As" and its metabolites in either group of As"-injected rats. Thus,
despite its in vitro activity, PNP does not appear to play a significant role in AsV reduction

in human erythrocytes and in rats in vivo.

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase as a cytosolic arsenate reductase

Background

Despite the promising findings that PNP reduces As" to the much more toxic As",

provided its nucleoside substrate and an appropriate dithiol are present simultaneously,
we found that PNP does not contribute significantly to the reduction of As either in intact
human erythrocytes or in rats in vivo. Intact human RBC retained most of their As'-
reducing activity even in the presence of high concentrations of BCX-1777. Moreover,
complete inhibition of PNP in rats by administration of BCX-1777, a highly potent transition
state analogue inhibitor of the enzyme, did not delay the elimination of As' and the
formation of As' metabolites. In addition, the observation that the As" reductase activity of
PNP is poorly supported by GSH, whereas As" reduction is apparently GSH-dependent in
cells (Bertolero et al., 1987) and in rats (Csanaky and Gregus, 2005), also contradicts to
the role of PNP as an in vivo relevant As" reductase.

As demonstrated, intact human erythrocytes reduce As” to As'"

in @ manner mostly
independent of PNP. To characterize this PNP-independent As" reductase activity, we
started another series of experiments with the final aim of identifying the enzyme

responsible for the PNP-independent reduction of As".

Results and Conclusions

Intact human red blood cells reduce As' to As"

intracellularly, because both the
natural substrate chloride and an irreversible inhibitor (diisothiocyanatostylbene-disulfonic
acid) of the chloride-bicarbonate exchanger (which mediates erythrocytic P; and As'

uptake) inhibited As’ reduction by intact, but not lysed, RBC. The basal (i.e., PNP-
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independent) As'-reducing activity of RBC requires GSH, because the GSH depletor
diethylmaleate strongly diminished As" formation. The erythrocytic As' reduction
apparently depends on NAD and/or NADP supply, because oxidants of NAD(P)H (e.g.,
pyruvate, ferricyanide, dehydroascobate, 4-dimethylaminophenol) enhanced As'"
formation. The oxidant-stimulated As" reduction is PNP-independent, because BCX-1777
failed to influence it, but is GSH-dependent because the GSH-depleting diethylmaleate
impaired it. Pyruvate-induced glucose-depletion, which causes NAD enrichment at the
expense of NADH, enhanced As’ reduction. This suggests that the erythrocytic As'
reduction requires both NAD supply and operation of the lower part of the glycolytic
pathway starting from glyceraldehyde-3-phoshate dehydrogenase (GAPDH) that, unlike
the upper part, remains fed with substrates originating from the degradation of the RBC-
specific compound 2,3-bisphosphoglycerate. These substrates cannot go above GAPDH
because this would require NADH, which is depleted in RBC pretreated with pyruvate.
Fluoride, which arrests glycolysis at enolase, inhibited As’ reduction in glucose-sufficient
RBC, but increased it in glucose-deficient (NAD-enriched) cells, suggesting that the
section of glycolysis coupled to As’ reduction lies between GAPDH and enolase (i.e., one
or more of GAPDH, phosphoglycerate kinase, and phosphoglycerate mutase).

In order to characterize this PNP-independent As' reductase activity further, we
examined the effects of GSH, inorganic phosphate, some inhibitors of glucose metabolism,
glycolytic substrates, and pyridine as well as adenine nucleotides on As" reduction in lysed
RBC and rat liver cytosol in the presence of BCX-1777, a PNP inhibitor. In hemolysate,
GSH enhanced As" reduction in a concentration dependent manner, whereas phosphate
inhibited it.  Glycolytic substrates, especially fructose-1,6-bisphosphate and
phosphoglyceric acids, improved As' reductase activity. NAD, especially together with

these substrates, strongly increased As'"

formation, whereas NADH strongly inhibited it.
NADP and adenine nucleotides diminished, while 2-phosphoglycollate, which increases
the breakdown of the RBC-specific compound 2,3-bisphosphoglycerate to 3-
phosphoglycerate, doubled the As" reductase activity. Although As" reduction by the liver
cytosol responded similarly to GSH, NAD, and glycolytic substrates as in the hemolysate,
it was barely influenced by NADH, was diminished by 2-phosphoglycollate and stimulated
by NADP. Collectively, hemolysate and rat liver cytosol possess a PNP-independent As"
reductase activity, which requires GSH, NAD, and glycolytic substrates. The need for GSH
and the sensitivity to mercurial thiol reagents indicate the presence of critical thiol groups.

The lack of such groups in phosphoglycerate mutase excludes this enzyme as a candidate
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As' reductase. In contrast, the two functionally linked glycolytic enzymes, GAPDH and
phosphoglycerate kinase (PGK) came into view, as possible As" reductases, because they
contain functionally important thiol groups, and their substrates enhanced reduction of As"
the most.

In testing the hypothesis that one or both of GAPDH and PGK can reduce As’ to
As" we found that, if supplied with glutathione (GSH), NAD, and glycolytic substrate, the
mixture of purified GAPDH and PGK indeed catalyzed the reduction of As”. Further
analysis revealed that GAPDH is endowed with As' reductase activity, whereas PGK
serves as an auxiliary enzyme, when 3-phosphoglycerate is the glycolytic substrate. The
GAPDH-catalyzed As" reduction required GSH, NAD, and glyceraldehyde-3-phosphate.
ADP and ATP moderately, whereas NADH strongly inhibited the As” reductase activity of
the enzyme even in the presence of NAD. Koningic acid (KA), a specific and irreversible
inhibitor of GAPDH, inhibited both the classical enzymatic and the As'-reducing activities
of the enzyme in a concentration-dependent fashion. To assess the contribution of
GAPDH to the reduction of As" carried out by hemolysate, rat liver cytosol, or intact
erythrocytes, we determined the concentration-dependent effect of KA on As” reduction by
these cells and extracts. Inactivation of GAPDH by KA abolished As" reduction in intact
RBC as well as in the hemolysate and the liver cytosol, when GAPDH in the latter extracts
was abundantly supplied with exogenous NAD and glycolytic substrate. However, despite
complete inactivation of GAPDH by KA, the hepatic cytosol exhibited significant residual
As'-reducing activity in the absence of exogenous NAD and glycolytic substrate,
supporting our finding that besides GAPDH, other cytosolic enzyme(s) may contribute to
As" reduction in the liver. In conclusion, the key glycolytic enzyme GAPDH can fortuitously

catalyze the reduction of As" to As"

, i GSH, NAD, and glycolytic substrate are available.
As" reduction may take place during, or as a consequence of, the arsenolytic cleavage of
the thioester bond formed between the enzyme’s Cys149 and the 3-phosphoglyceroyl
moiety of the substrate.

An important further question is whether or not GAPDH significantly contributes to
reduction of As" in vivo. The relevance of this question can be appreciated by the example
of PNP, which works very efficiently as an As’ reductase in vitro but not in vivo. To test
this hypothesis that GAPDH significantly contributes to the disposition of As" in vivo, we
examined the effect of (S)-a-chlorohydrin (ACH) — which in vivo likely forms a GAPDH-
inhibitory metabolite mainly in the liver — on the reduction of As” in rats. These studies

confirmed the in vitro role of GAPDH as an As” reductase, inasmuch as 3 hours after
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administration of ACH (100 or 200 mg/kg, ip) to rats both the cytosolic GAPDH activity and
the As"-reducing activity dramatically fell in the liver, moderately decreased in the kidneys,
and remained unchanged in the muscle. Moreover, the As’-reducing activity closely
correlated with the GAPDH activity in the hepatic cytosols of control and ACH-treated rats.
Two confounding effects of ACH (i.e., a slight fall in hepatic glutathione levels and a rise in
urinary As" excretion) prompted us to examine its influence on the disposition of injected
As" in rats with ligated bile duct as well as in rats with ligated bile duct and renal pedicles.
These experiments demonstrated that the hepatic retention of As" significantly increased

and the combined levels of As’ metabolites (i.e., As"

plus methylated arsenicals) in the
liver decreased in response to ACH; however, ACH failed to delay the disappearance of
As" from the blood of rats with blocked excretory routes. Thus, the GAPDH inactivator
ACH inhibits As" reduction by the liver, but not by the whole body, probably because the
impaired hepatic reduction is compensated for by hepatic and extrahepatic AsV-reducing
mechanisms spared by ACH. It is most likely that ACH inhibits hepatic As" reduction
predominantly by inactivating GAPDH in the liver; however, a slight ACH-induced
glutathione depletion may also contribute. While these results seem to support the
conclusion that GAPDH in the liver is involved in As' reduction in rats, confirmation of the

in vivo role of GAPDH as an AsV reductase calls for further research.

NEW RESULTS

1. We have demonstrated for the first time that mitochondria isolated from rat liver can

" and export the formed As"'.

take up AsV, reduce it to the much more toxic As
Mitochondrial reduction of As" requires both the structural and the functional integrity
of these organelles. Inorganic phosphate at physiologically relevant concentrations
markedly diminished mitochondrial As" reduction, suggesting that the contribution of

these organelles to the reduction of As" in vivo might not be significant.

"in a thiol-

2. Not only hepatic mitochondria but also rat liver cytosol can reduce As' to As
dependent fashion. One cytosolic As’ reductase activity is supported by the
physiologically irrelevant thiol compound DTT as well as by purine nucleosides,
especially the 6-oxopurine ones, and is inhibited 6-oxopurine bases and mercurial thiol
reagents. We found that the purine nucleoside- and DTT-supported cytosolic As'-

reducing activity is ascribable to purine nucleoside phosphorylase (PNP). It is indicated
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by (1) coelution of As' reductase and PNP activites during anion exchange
chromatography of cytosolic proteins, (2) sensitivity of the As'-reducing activity to PNP
inhibitors (i.e., BCX-1777 and CI-1000), and (3) the reduction of As" by purified PNP,
provided an appropriate thiol (e.g., DTT, dimercaprol) and its substrate (inosine or
guanosine) are present simultaneously. This DTT-stimulated As’ reductase activity
inhibitable by PNP inhibitors could be detected in the hepatic cytosol of rats, mice,
hamsters, guinea pigs, and rabbits. Inhibitors of the enzyme inhibited not only its

classical biochemical activity but also its As" reductase activity.

. In spite of the fact that under appropriate conditions PNP rapidly reduces As” to As"' in
vitro, PNP is apparently not involved in the reduction of As" in vivo. This conclusion is
supported by the observation that BCX-1777 administered to rats completely inhibited
the hepatic PNP activity, but failed to alter the in vivo disposition of As' either the
animals were or were not injected with DTT, the activator of the PNP-catalyzed As"

reduction.

. Intact human red blood cells can take up As" via the chloride-bicarbonate exchanger,

"I The erythrocytic As" reductase activity is increased by inosine

and reduce As' to As
and/or DTT. This increment is PNP-dependent, as it is abolished by the PNP inhibitor
BCX-1777. The basal erythrocytic As” reduction, however, is PNP-independent, as it is

not affected by PNP inhibition.

. The PNP-independent As" reductase activity of human RBC apparently depends on
intraerythrocytic availabilities of GSH and NAD, as the GSH depletor DEM inhibits it,
whereas chemicals that promote oxidation of NADH to NAD enhance the reduction of
As" by intact RBC. This GSH- and NAD-dependent As’ reductase activity is also
present in RBC lysate and in rat liver cytosol. This activity is augmented by glycolytic
substrates, especially together with NAD, suggesting involvement of a glycolytic

enzyme.

. The glycolytic enzyme glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase reduces As’ to
As" provided GSH, NAD, and glycolytic substrate are present. Koningic acid inhibits
both the glycolytic activity and the As' reductase activity of GAPDH. Using the
GAPDHe-inhibiting koningic acid, it can be observed that GAPDH is exclusively
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responsible for the PNP-independent As' reductase activity of human RBC and

significantly contributes to that in rat liver cytosol.

7. Apparently, GAPDH contributes to the reduction of As" in vivo, at least in the rat liver.
This conclusion is supported by the observation that pretreatment of rats with ACH
(which forms a GAPDH inhibitory metabolite) decreases both GAPDH and As'
reductase activities in hepatic cytosol and also decreases the As’ metabolite-to-As"
ratio in the liver of As'-injected rats.
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ABBREVIATIONS

As” arsenate

As" arsenite

MMAs" monomethylarsonous acid

MMAs" monomethylarsonic acid

DMAs" dimethylarsinic acid (cacodylic acid)

ACH (S)-a-chlorohydrin

ADP adenosine diphosphate

AMP adenosine monophosphate

ATP adenosine triphosphate

BDL bile duct-ligated (rat)

BDRPL bile duct- and renal pedicle ligated (rat)

BSO D,L-buthionine-S,R-sulfoximine

DEM diethyl maleate

DTT dithiothreitol

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Grx glutaredoxin

GSH reduced glutathione

GSSG oxidized glutathione

HPLC-HG-AFS  high performance liquid chromatography — hydride generation — atomic fluorescence
spectrometry

KA koningic acid

NAD(P) nicotinamide adenine dinucleotide (phosphate)

NAD(P)H reduced nicotinamide adenine dinucleotide (phosphate)

NPSH non-protein thiol

PGK phosphoglycerate kinase

P; inorganic orthophosphate

PMSN postmitochondrial supernatant

PNP purine nucleoside phosphorylase

RBC red blood cell

Trx thioredoxin

TRR thioredoxin reuctase
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