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anyagcseréjének modellezése
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3.3.1. Energiatermelés . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
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Tartalmi kivonat

A mitokondriumok a sejtekben található prokarióta eredetű sejtalkotók, me-
lyek a törzsfejlődés során az eukarióta sejtekkel endoszimbiózist hoztak létre.
A mitokondriumokban található citrát-kör komplex enzimrendszer, ami fon-
tos szerepet tölt be a szervezet anyagcseréjében. Itt végződhet a táplálék
makromolekuláinak (cukrok, zśırok, fehérjék és nukleinsavak) közös interme-
dierekké történő lebontása. Ezeknek a molekuláknak a további oxidációjával
a mitokondrium képes energiát termelni, vagy prekurzorokként fel tudja
használni őket a feléṕıtő folyamataihoz is.

A citrát-körben résztvevő molekulák képesek egymásba átalakulni, an-
nak függvényében, hogy a mitokondriumnak milyen az aktuális anyagcsere
állapota. A ciklus szabályozásának kulcselemei az egyes benne szereplő anya-
gok koncentrációja és a reakciók során bekövetkező redoxpotenciál változás.
A körfolyamat átalakulásai között szerepelnek reverzibilis és irreverzibilis re-
akciók is. A reverzibilis reakciók kis, mı́g az irreverzibilis reakciók nagy sza-
badenergia változással járnak. A citrát-köri oxidoredukciós reakciók eredmé-
nyeképpen úgynevezett redukáló ekvivalensek (NADH, FADH2) képződnek.
Ezek a molekulák az elektron transzportláncban adják át az elektronok ener-
giáját az ATP-nek, ami a későbbiekben képes energiát szolgáltatni a sejt
működéséhez.

A Semmelweis Egyetem Orvosi Biokémiai Intézet Neurobiokémia munka-
csoportjában végzett enzimkinetikai mérések során több mitokondriális en-
zim paramétereit határoztuk meg, és vizsgáltuk a szubsztrátok és enzimek
közti interakciókat. Különböző szubsztrátok oxidációja mellett mértük a mi-
tokondrium O2 fogyasztását, és reakt́ıv oxigén gyök termelését. Ezen folya-
matok további anaĺızise érdekében természetes módon vetődik fel az igény
a ciklusban szerepet játszó intermedierek időbeli koncentráció-változásának
léırására egy megfelelő kvantitat́ıv (matematikai) modell seǵıtségével. A mo-
dellezés legfontosabb célja az egyes reakciókat katalizáló enzimek csökkent/fo-
kozott működése, vagy az egyes molekulák hiánya/többlete során kialakult
módosult anyagcsere állapotok léırása. Ezt követően annak előrejelzése, hogy
a mitokondrium képes-e alkalmazkodni ezen új állapothoz más anyagcse-
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re utak aktivációjával/gátlásával, vagy patológiás következmények alakul-
nak ki. Az irodalomban már készültek ehhez hasonló modellek (pl. [1–4]),
ezek továbbfejlesztése, és más aspektusokkal történő kiegésźıtése is a jelenlegi
munka céljai közé tartozik.



Abstract

Mitochondria are cell organelles with prokaryotic origin that established en-
dosymbiosis with eukaryotic cells during evolution. Citric acid cycle is a
complex enzyme system in mitochondria, and a key step of metabolism. Mi-
tochondria produce energy during the catabolic degradation of carbohydra-
tes, fats, proteins and nucleic acids. Additionally, molecules of the citric acid
cycle take part as precursors in the construction of the anabolic procedures.

Molecules involved in the citric acid cycle are able to transform into each
other depending on the current metabolic status of mitochondria. Regulation
of citric cycle depends on the concentration of intermedier molecules and the
changes in redox potential. The cycle consists of reversible reactions where
the change in the Gibbs free energy is small, and irreversible reactions where
the change is large. As a result of these reactions so-called reducing equiva-
lents are produced, which can transport electrons to the electron transport
chain, where the electrons’ energy plays an important role in the synthesis
of ATP which can later be used as an energy source in other cell functions.

In the Neurobiochemistry working group (Institute of Medical Bioche-
mistry, Semmelweis University), we have taken enzyme kinetic measurements
of several mitochondrial enzymes, and we have determined and analyzed
interactions between enzymes and substrates. We have measured reactive
oxygen species productions and the mitochondrial O2 consumptions with
different respiratory substrates. The need naturally arises for further analy-
sis of the process. Therefore a suitable quantitative (mathematical) model is
constructed which describes the temporal changes in the quantities of cycle’s
molecules. The modeling goal in this research phase is to describe qualitati-
vely the increased/decreased operation of the catalyzing enzymes as well as
the modified operation of the intermediate molecules. After that we would
like to be able to predict whether mitochondria have the ability to adapt
to this new metabolic state by activating/inhibiting other metabolic path-
ways or the metabolism will become pathological. In previous studies similar
models [1–4] were made, it belongs to our goals is to promote further develop-
ment compared to the known models and to expand them in other aspects.



Rövid́ıtések, jelölések

AcKoA Acetil-koenzim A
AKON Akonitáz
ADP Adenozin-difoszfát
AGC Aszpartát-glutamát carrier
ASP Aszpartát
ATP Adenozin-trifoszfát
αKG α-ketoglutarát
αKGDH α-ketoglutarát-dehidrogenáz
Cit Citrát
CS Citrát-szintáz
CTP Citrát transzporter
DIC Dikarboxilát transzporter
E Enzim
ES Enzim-szubsztrát-komplex
FAD Flavin-adenin-dinukleotid (oxidált)
FADH2 Flavin-adenin-dinukleotid (redukált)
Fum Fumarát
FUM Fumaráz
GC Glutamát carrier
GTP Guanozin-trifoszfát
IDH Izocitrát-dehidrogenáz
Izo Izocitrát
KM Michaelis-Menten állandó
Kt Transzport konstans
Mal Malát
MDH Malát-dehidrogenáz
OA Oxálacetát
OGC α-ketoglutarát carrier
P Produktum
PEP Foszfoenol-piruvát
PO3−

4 Inorganikus foszfát



NAD+ Nikotinamid-adenin-dinukleotid (oxidált)
NADH Nikotinamid-adenin-dinukleotid (redukált)
ROS Reakt́ıv oxigén származékok
S Szubsztrát
SDH Szukcinát-dehidrogenáz
SzKoA Szukcinil-koenzim A
SUCLA Szukcinil-koenzim A-ligáz
Szukc Szukcinát
UCP Uncoupling protein
Vmax Maximális sebesség
VS Szubsztrát koncentrációhoz tartozó sebesség
Vt Transzporter sebessége



1. fejezet

Bevezetés

1.1. A mitokondrium

A mitokondriumok a sejtekben található prokarióta eredetű sejtalkotók, me-
lyek a törzsfejlődés során az eukarióta sejtekkel endoszimbiózist hoztak létre
[5]. Ezek a prokarióták fontos szerepet töltenek be a sejt bioenergetikájában,
anyagcsere folyamatainak szabályozásában, a hőtermelésben, a reakt́ıv oxigén
származékok egyensúlyának fenntartásában, a Ca2+ anyagcserében, és az a-
poptózis (programozott sejthalál) szabályozásában is [6].

1.1.1. Feléṕıtés

A mitokondriumok kettős membrán rendszerrel rendelkező sejtorganellumok,
egy külső és egy belső membránnal rendelkeznek. Az extramitokondriális
teret (sejtplazma), és az intermembrán teret a külső membrán, mı́g az inter-
membrán teret a mátrixtól a belső membrán választja el. A külső membrán
szabadon átjárható a kisebb molekulák (kb. 6 kDa) számára. Ez a transz-
port a porinokon valósul meg, melyek a külső membránban található csa-
tornák. A nagy permeabilitás következménye, hogy az intermembrán térben,
a kisebb molekulák, és az ionok koncentrációja megegyezik a sejtplazmában
mérhető koncentrációkkal. A belső membrán permeabilitása kisebb a külső
membránénál, ezért a mátrixba belépő, és onnan kilépő anyagok szabályozott
transzportja itt valósulhat meg. Emellett a felülete jelentősen meghaladja
a külső membránét, ezért befűződéseket alkot. A mártixban találhatóak a
citrát-kör enzimei, amelyek a mitokondrium elsődleges funkcióját, az ener-
giatermelést valóśıtják meg [7].
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1.1. ábra. Mitokondrium feléṕıtése [8]

1.1.2. Bioenergetika

A mitokondriumok azáltal, hogy képesek aerob légzést megvalóśıtani nagy-
mértékben hozzájárulnak a sejt energiatermeléséhez. Ennek a folyamatnak
a során a sejt egy glükóz molekulából szén-dioxidot és vizet álĺıt elő, emel-
lett energiát termel, mely ATP formájában raktározódik [9]. Ez a folyamat
több részből áll, kezdve a glikoĺızissel, ami még a sejt citoplazmájában zaj-
lik. Itt a glükóz piroszőlősavvá alakul [10], ami további oxidációja után egy
szálĺıtómolekulára (koenzim A) kerül, aminek seǵıtségével képes belépni a
citrát-körbe. A lebontás második szakasza már a mitokondrium mátrixában
zajlik. Itt található egy komplex enzimrendszer, a citrát-kör, amely nem
csak a glükóz (és egyéb szénhidrátok), hanem zśırok, fehérjék, és nukleinsa-
vak katabolizmusának közös állomása, és képes befogadni a lebontó folya-
matok során keletkező molekulákat. Tehát a citrát-körben történik a közös
anyagcseretermékek lebontása, és a reakciók során keletkező redukált ener-
giahordozók előálĺıtása [11]. Az energiatermelés harmadik szakasza a ter-
minális oxidáció, melynek során a redukált molekulák oxidációja történik. Az
oxidáció során felszabadult energia seǵıtségével a mitokondrium mátrixából
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megtörténik a protonok kipumpálása. Ezt követően a protonok visszaáram-
lása következik be a mátrixba, és ez a folyamat szolgáltatja az energiát az
ATP molekulák termeléséhez.

Citrát-kör

A mitokondrium mátrixában található komplex enzimrendszer, amely a mak-
romolekulák (cukrok, zśırok, fehérjék és nukleinsavak) lebontásának inter-
medierjeit képes egymásba átalaḱıtani ciklusos működése során [12]. Emel-
lett az oxidációs lépések következményeként energiahordozó molekulák re-
dukálódnak (NAD+, FAD), melyek a légzési láncra szálĺıtják az elektronokat,
ahol az oxidációjuk során keletkező energia ATP formájában konzerválódik.
A citrát-kör intermedierjei ezen ḱıvül a ciklusból kilépve a feléṕıtő folyama-
tok prekurzorai is lehetnek. A körfolyamat átalakulásai között szerepelnek
irreverzibilis és reverzibilis reakciók is. A reverzibilis reakciók kis, mı́g az
irreverzibilis reakciók nagy szabadenergia változással járnak. Ezeknek a re-
akcióknak a következményeként keletkeznek a redukáló ekvivalensek (NADH,
FADH2). Ezek a molekulák a terminális oxidációba lépve képesek oxidálódni,
és energiájukat ATP formájában raktározni, ezzel a későbbiekben energiát
biztośıtani a sejt egyéb működéseihez.

1.2. ábra. Citrát-kör [13]
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Hőtermelés

Elsősorban a barna zśırszövet sejtjeiben található mitokondriumoknak fontos
szerepük van a szervezet hőháztartásának szabályozásában. Szétkapcsoló
fehérjék seǵıtségével képesek a mátrixba visszaáramló protonok energiáját
ATP szintézis helyett hőtermelésre ford́ıtani [14].

1.1.3. Egyéb funkciók

ROS homeosztázis

A reakt́ıv oxigén származékok (ROS) elsődleges forrása a sejtekben a NADPH
oxidáz, amely a gyulladásos folyamatok során aktiválódik fagocita sejtekben.
A mitokondriumok által termelt ROS a sejt szabályozásában vesz részt [15].
Modulálja a immunológiai folyamatokat [16,17], részt vesz az apoptózis [18],
a sejtdifferenciálódás [19], az autofágia [20], a celluláris [21, 22], és a szövet-
szintű [23] gyulladások szabályozásában is, ezáltal hozzáigaźıtja a különböző
szabályozási folyamatokat a sejt aktuális anyagcsere állapotához.

Ca2+ anyagcsere

A sejtekben számos fehérje működését az intracelluláris Ca2+ szint szabá-
lyozza. A mitokondriumok azáltal, hogy képesek Ca2+-ot felvenni és leadni,
pufferelni tudják a sejtekben a Ca2+ szintet. Az intramitokondriális Ca2+

képes többek között aktiválni a citrát-kör sebességmeghatározó enzimeit (pi-
ruvát-, izocitrát-, α-ketoglutarát-dehidrogenáz) is, és ezzel képes fokozni a
sejt anyagcseréjét [24].

Apoptózis

A programozott sejthalál (apoptózis) a szervezet fontos szabályozó mechaniz-
musa annak érdekében, hogy a károsodott, sérült, vagy elöregedett sejteket
eltávoĺıtsa. A folyamat inicializációja több úton is megvalósulhat. Az ap-
optózis külső (extrinsic) útja során a sejtfelsźınen található halál-receptorokra
halál ligandok kötnek be, ezzel aktiválva a kaszpáz (cisztein-aszpartát-prote-
áz) rendszert, melynek hatására létrejön az apoptózis. A mitokondriumok-
nak az apoptózis belső (intrinsic) útjában van szerepe. A Bcl2 fehérjecsalád
egy mitokondriumokban található anti-apoptotikus faktor, mely gátolja az
apoptózis létrejöttét. Ennek hiányában a mitokondriumokból citokróm c
szabadul fel, mely kaszpáz aktiváció révén az apoptózis irányába viszi a sej-
tet [25, 26].
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1.2. A munkához szorosan kapcsolódó korábbi

eredmények

Az [1] tanulmányban a szerzők izolált sźıv mitokondriumok és harántcśıkolt
izom mitokondriumok adatait használják a metabolikus és elektrofiziológiás
paraméterek meghatározásához, és validálásához. A modell a gyorsan kiala-
kuló egyensúlyi állapotot veszi alapul, amit a kinetikai és termodinamikai
egyensúly határoz meg. A modell sok paramétert igényel, és ezek megfe-
lelő megválasztása fontos, mivel a paraméterek értékei széles tartományban
képesek mozogni a mitokondrium szubsztrátjaitól, és a mérések körülményei-
től függően. A modellel megjósolható, hogy a citromsav ciklus szabályozásá-
ban az egyes tényezők milyen mértékben játszanak szerepet (NAD+, ADP,
fluxosok), továbbá előrevet́ıti a pH és membránpotenciál változás ATP hid-
roĺızisre gyakorolt hatását.

A [2] tanulmány a citrát-kör, az elektron transzportlánc és az ATP szinté-
zis egyszerűśıtett modelljét, és ezek egymással való kapcsolatát mutatja be. A
rendszer léırásakor jelentős mértékben redukált a reakcióegyenletek száma,
és több helyen irreverzibilis reakcióként tekint a valójában reverzibilis fo-
lyamatokra is, ezáltal megkönnýıtve a matematikai anaĺızist. A folyama-
tok léırásához differenciálegyenleteket használ, és ezek seǵıtségével ı́rja fel az
időben változó vizsgált koncentrációkat. Emellett figyelembe veszi a memb-
ránpotenciál és az ATP reakciókra gyakorolt hatását is.

A [3]-as cikkben a citrát-kör, az elektron transzportlánc, és az ATP
szintézis folyamatának vizsgálata történik. A citrát-kör reakcióit 8 differen-
ciálegyenlettel ı́rja föl. A sebességeket a Michaelis-Menten reakciókinetikai
egyenlettel határozza meg. Emellett a pontos paraméterek helyett a v

vmax
és

[S]
KM

arányokkal dolgozik, ezáltal egyszerűśıtve a reakciók léırását. Az elektron
transzportlánc és az ATP szintézis modellezését a pH különbség által meg-
határozott dinamika alapján valóśıtja meg. Ezt követően az O2 koncentráció
és az intramitokondriális pH függvényében vizsgálja az ATP szintézist.

A [4]-es hivatkozás a [3] cikkben léırt rendszert egésźıti ki azáltal, hogy
bevezeti a malát-aszpartát és a citrát-piruvát ingát. Ezek a transzporter-
rendszerek a mitokondrium és az intermembrán tér közötti cseremechaniz-
musok következtében valóśıtják meg a NADH transzportját, és ezáltal a cito-
plazmatikus NAD+ pool regenerációját, továbbá a különböző szénatomszámú
karbonsavak kicserélése következtében a citrát-kör intermedierjeinek egyensú-
lyát tartják fönn. A modell szemlélteti az egyes metabolitok egyensúlyi
állapotra történő beállását, továbbá fázisdiagramon jeleńıti meg ezek időbeli
alakulását. Ezt követően összehasonĺıtja a korábbi modellel, majd az E. co-
liban mért adatokkal.
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1.3. Célkitűzés

A modellezés legfontosabb célja a mitokondrium normál és bizonyos kóros
állapotaihoz tartozó dinamikus működést léıró kvantitat́ıv modell kifejlesztése
és mért adatokkal történő validálása a saját és az irodalomból ismert ered-
mények felhasználásával és ezt követően a modell szükség szerinti továbbfej-
lesztésével. Tehát a különböző kórállapotokra jellemző koncentrációkkal is
szeretnénk tesztelni a modellt, és összehasonĺıtani az élettani eredményekkel.
A megfelelő léıróképesség esetén a modell alkalmas lehet az enzimdefektusok-
ban létrejövő anyagcsere állapot szimulálására az enzimek paramétereinek
megváltoztatásával. Ezzel megjósolhatóvá válna az adott betegségben ki-
alakuló metabolikus állapot, és előre lehetne jelezni, hogy az adott enzim
módosult működése mellett a mitokondrium képes-e alkalmazkodni az új
anyagcsere állapothoz vagy patológiás következmények alakulnak ki.



2. fejezet

Kinetikai modellezés

2.1. Az enzimek tulajdonságai és működése

Az enzimek az élővilágban lejátszódó biokémiai folyamatokat katalizáló mak-
romolekulák, melyek képesek csökkenteni a reakció bekövetkezéséhez szüksé-
ges aktiválási energiát, ezzel növelve a reakció végbemenetelének valósźınű-
ségét, de a reakció során bekövetkező energiaváltozást nem befolyásolják.
A reakció végén pedig változatlan formában fogjuk visszakapni az enzime-
ket. Az egyes enzimek működését a környezeti hatások (hőmérséklet, pH,
ionkoncentráció) nagymértékben képesek befolyásolni.

Szerkezetük szerint az enzimek általában fehérjék, de léteznek RNS szer-
kezetűek (ribozim) is. A fehérje enzimek lehetnek egyszerűek, melyek csak
fehérje részekből (alegység) állnak, vagy összetettek, ha tartalmaznak nem-
fehérje alkotórészeket is. Ezek az alkotórészek kötődhetnek kovalens kötéssel
az enzimhez, ez esetben prosztetikus csoportról beszélünk, mı́g ha csak lazán
kötődő molekuláról van szó, akkor koenzimnek nevezzük.

A másik csoportośıtási lehetőség az enzim által katalizált reakció t́ıpusa
alapján történik. Az enzimek osztályozásakor a nyilvántartásban szereplő
négy szám közül az első jelöli a reakciót́ıpust (osztályt), ezt követően a
számok az alosztályt, csoportot, és a konkrét enzimet. Ez alapján meg tu-
dunk különböztetni oxidoreduktázokat (1, pl: malát-dehidrogenáz (1.1.1.37)),
transzferázokat (2), hidrolázokat (3), liázokat (4, pl: citrát-szintáz (4.1.3.7)),
izomerázokat (5), ligázokat (6, pl: szukcinil-KoA-ligáz (6.2.1.4)) [27].

Egy enzim (E) működése során egy (vagy több) kiindulási molekulából
(szubsztrát, S) álĺıt elő termék(ek)et (produktum, P). Egy n-ed rendű reakció
általános feĺırása:

S1 + S2 + ...+ Sn + E → P1 + P2 + ...+ Pm + E
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A kémiai feĺırással ellentétben az orvosi/biológia léırásban általában nem
tüntetik föl az enzimet, ezért a későbbiekben mi is eltekintünk ettől.

2.2. Michaelis-Menten kinetika

A legegyszerűbb eset, amikor egy szubsztrátból egy termék keletkezik, és a
folyamat végén az enzimet változatlan formában kapjuk vissza. A reakciót te-
kinthetjük két lépésből állónak. Az első lépés során, amely egy reverzibilis fo-
lyamat, az enzim megköti a szubsztrátot, ezzel kialaḱıtva az enzim-szubsztrát
komplexet (ES). Ezt követően ES disszociálhat, ezzel ismét S és E keletkezik.
A másik eset, amikor megtörténik a kataĺızis, és a szubsztrát produktummá
alakul. A modellben feltételezzük, hogy az első lépés során pillanatszerűen
létrejön az ES komplex, és ennek koncentrációja hosszú ideig állandó marad
(steady-state állapot). ES koncentrációja nehezen mérhető, ezért az egyéb
paraméterekből határozzuk meg. Továbbá feltételezzük, hogy a szubsztrát
koncentrációja nagyságrendekkel nagyobb az enzim koncentrációjánál, és fo-
gyása elhanyagolható mértékű a reakció során. Emellett azt is feltesszük,
hogy a keletkezett termék nem alakul vissza szubsztráttá [28, 29].

S + E � ES → P + E

Ezt követően vizsgáljuk a három elemi reakciót, és a hozzájuk tartozó
sebességi állandókat:

S + E → ES k1

ES → P + E k2

ES → S + E k3

Mivel az [ES] mennyiséget állandónak tekintjük (steady-state állapot),
ezért a változás 0. Ezt azért tehetjük meg, mert ES komplex mennyiségének
változása elhanyagolható mértékű a szubsztrát fogyásához, és termék kelet-
kezéséhez viszonýıtva. Ezt az állandó értéket a sebességi állandók (k1, k2,
k3), és az [E] és [S] értékei határozzák meg, amit az alábbi módon tudunk
kiszámolni:

d

dt
[ES] = k1[S][E]− k2[ES]− k3[ES] = 0 (2.1)

Átrendezzük az egyenletet (2.2), és tudjuk, hogy az enzim szabad formában
van jelen vagy szubsztrátot köt, tehát a teljes enzim mennyiség ([Et]), ezek
összegével egyenlő (2.3):
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k1[S][E] = k2[ES] + k3[ES] (2.2)

[E] = [Et]− [ES] (2.3)

[E] helyére (2.2) egyenletbe béırva a (2.3) egyenletet, az átrendezések után
a következőképp tudjuk kifejezni [ES]-t:

[ES] =
k1[S][Et]

k1[S] + k2 + k3

=
[S][Et]

[S] + k2+k3
k1

(2.4)

Ezt követően bevezethetjük a Michaelis-Menten konstanst (KM , [30]). Ez
az érték azt a szubsztrát koncentrációt jelenti, amelynél az enzim a maximális
reakciósebesség felével működik. (Ennek ellenőrzésére a későbbiekben kerül
sor.) Ezt követően behelyetteśıtjük KM -et a (2.4) egyenletbe:

KM =
k2 + k3

k1

(2.5)

[ES] =
[S][Et]

[S] +KM

(2.6)

Ezzel meghatároztuk [ES] értékét (2.6). A termék keletkezésének se-
bessége (VS) csak [ES] értékétől és k2 sebességi állandótól függ (2.7), és
tudjuk, hogy akkor maximális, ha minden enzim a szubsztrátot köt, tehát a
teljes enzimmennyiség (Et) szubsztrátot kötve (ES formában) van jelen (2.8):

VS = k2[ES] =
k2[S][Et]

[S] +KM

(2.7)

[ES] = [Et]⇒ Vmax = k2[Et] (2.8)

Ezt követően a (2.7) és (2.8) egyenletet összevonva:

VS =
Vmax[S]

[S] +KM

(2.9)

Ezzel megkaptuk az adott szubsztrát koncentrációhoz tartozó reakciósebes-
séget (2.9).

A (2.9) egyenletbe behelyetteśıtve a Michaelis-Menten konstanst (KM),
látható hogy ennél a koncentrációnál valóban a maximális reakciósebesség
(Vmax) felével működik az enzim:

[S] = KM ⇒ VS =
Vmax[S]

[S] +KM

=
VmaxKM

KM +KM

=
Vmax

2
(2.10)
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2.3. Reakciók modellezése

2.3.1. Egykomponensű reakciók

Egykomponensű reakciók esetén az átalakulás sebessége függ a szubsztrát
koncentrációjától, az enzim szubsztrát iránti affinitásától, és az enzim ma-
ximális reakciósebességétől. Ezt az összefüggést ı́rja le az előző fejezetben
tárgyalt Michaelis-Menten enzimkinetikai modell. Ebben az esetben a reak-
cióban a szubsztrát változását az átalakulás és visszaalakulás különbségéből
kaphatjuk meg. Vmax(E) egy enzimfüggő paraméter, [S] és [P] a szubsztrát
és a produktum koncentrációja, KM(S,E) és KM(P,E) pedig az enzimtől és
a szubsztráttól/produktumtól függő Michaelis-Menten állandó. Jelölje VS és
VP a két elemi reakció sebességét.

S � P
S → P VS
P → S VP

d
dt

[S] = − Vmax(E)[S]
[S]+KM (S,E)

+ Vmax(E)[P ]
[P ]+KM (P,E)

= −VS + VP

d
dt

[P ] = + Vmax(E)[S]
[S]+KM (S,E)

− Vmax(E)[P ]
[P ]+KM (P,E)

= +VS − VP

2.3.2. Többkomponensű reakciók

Sztöchiometriai mátrix

A reakciórendszer általános léırásához érdemes bevezetni az ún. sztöchiomet-
riai mátrixot (Sn×k), aminek oszlopai az egyes reakciókhoz tartozó sztöchio-
metriai viszonyokat ı́rják le (n darab reakció), soraiban pedig az egyes anya-
gok szerepelnek (k számú anyag). Ha ezt a mátrixot megszorozzuk egy re-
akciósebesség vektorral (VS), ami a Michaellis-Menten kinetikával (ld. 2.2
alfejezet) számolt reakciósebességeket tartalmazza, akkor megkapjuk a kon-
centrációk időbeli változását.

d
dt
X = Sn×k · VS
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Reakciósebesség vektor

A modellünkben a reakciókra elsőrendű reakciókként tekintünk, tehát azt
feltételezzük, hogy az átalakulás sebességét csak egy anyag koncentrációja
határozza meg, ami jelen esetben a kiindulási szubsztrát. Ilyenkor tudjuk
használni a Michaellis-Menten kinetikát a reakciósebesség vektor (VS) meg-
határozására. VSi

az i-edik szubsztráthoz tartozó reakciósebességet, [Xi] az
i-edik szubsztrát koncentrációját, KMi

az enzim i-edik szubsztrátra vonatkozó
KM értékét, Vmax pedig az enzim maximális sebességét jelöli.

VS1 = Vmax[X1]
[X1]+KM1

VS2 = Vmax[X2]
[X2]+KM2

...

VSn = Vmax[Xn]
[Xn]+KMn

Amennyiben modell bőv́ıtése során a Michaellis-Menten kinetika helyett
más enzimkinetikai modellt szeretnénk használni, akkor az új modell szerint
adjuk meg a reakciósebesség vektor (VS) értékeit.

Reverzibilis reakciók feĺırása

Abban az esetben, ha egy reverzibilis reakciót két elemi reakcióként model-
lezünk, akkor ezt a sztöchiometriai mátrixban két oszlopként reprezentáljuk,
ellentétes előjellel, mivel a két elemi reakcióhoz különböző reakciósebesség
tartozik. Tehát egy reverzibilis reakcióban (ahol k és k+1 a két elemi átalaku-
lás indexe) a kiindulási anyagok változása az alábbi módon ı́rható föl.

d
dt
Xi = Sk,i · (VS)k − Sk+1,i · (VS)k+1



3. fejezet

A modell elemei

3.1. A reakciókat katalizáló enzimek

3.1.1. Általános tudnivalók

A citrát-kör a különböző élőlényekben, de még szervekben is eltérő akti-
vitással működhet. Egyes enzimek mennyisége és aktivitása nagymértékben
függhet a szubsztrátok magas koncentrációjától, ami általában fokozza az
aktivitást, mı́g a termék koncentrációjának emelkedése képes gátolni az en-
zimeket (negat́ıv visszacsatolás). Ezért a modell megalkotása során igyekez-
tem mitokondriumok enzimeinek paramétereit hasonló körülmények között
vizsgálni (Vmax adatok forrása [31]; KM értékek forrása [32]). A konkrét enzi-
met a megnevezését követő szám azonośıtja (ld. 2.1 alfejezet). Amennyiben
a későbbiek során pontosabb mérési adatok állnak majd rendelkezésre, úgy
lehet pontosabban kalibrálni a modellt.

3.1.2. A modellben szereplő enzimek

Citrát-szintáz (4.1.3.7)

Katalizált reakció:
Acetil-KoA + oxálacetát → citrát
Modellben használt paraméterek:
Vmax= 1.88 µmol

perc
; KM,oxálaceát= 4 µM;
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Akonitáz (4.2.1.3)

Katalizált reakció:
Citrát 
 izocitrát
Modellben használt paraméterek:
Az enzim nagy aktivitása miatt a modellben a citrát/izocitrát = 10 arány
beálĺıtásával dolgoztunk [33].

Izocitrát-dehidrogenáz (1.1.1.41)

Katalizált reakció:
Izocitrát + NAD+ → α-ketoglutarát + CO2 + NADH + H+

Modellben használt paraméterek:
Vmax= 0.1 µmol

perc
; KM,izocitrát= 140 µM;

α-ketoglutarát-dehidrogenáz (1.2.4.2)

Katalizált reakció:
α-ketoglutarát + KoA-SH + NAD+ → szukcinil-KoA + CO2 + NADH +
H+

Modellben használt paraméterek:
Vmax= 0.0037 µmol

perc
; KM,α−ketoglutarát= 110 µM;

Szukcinil-KoA-ligáz (6.2.1.4)

Katalizált reakció:
Szukcinil-KoA + GDP + P → szukcinát + KoA-SH + GTP
Modellben használt paraméterek:
Vmax= 0.39 µmol

perc
; KM,szukcinil−KoA= 40 µM;

Szukcinát-dehidrogenáz (1.3.5.1)

Katalizált reakció:
Szukcinát + FAD → fumarát + FADH2

Modellben használt paraméterek:
Vmax= 0.258 µmol

perc
; KM,szukcinát= 270 µM;
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Fumaráz (4.2.1.2)

Katalizált reakció:
Fumarát + H2O 
 malát
Modellben használt paraméterek:
Az enzim nagy aktivitása miatt a modellben a malát/fumarát = 4.4 arány
beálĺıtásával dolgoztunk [32].

Malát-dehidrogenáz (1.1.1.37)

Katalizált reakció:
Malát + NAD+ 
 oxálacetát + NADH + H+

Modellben használt paraméterek:
Vmax= 0.816 µmol

perc
; KM,malát= 370 µM; KM,oxálacetát= 52 µM;

3.2. Citrát-körben résztvevő koenzimek és ezek

szerepe

3.2.1. AcKoA

Az acetil-koenzim A egy szálĺıtómolekula, mely a piroszőlősav vagy a zśırsa-
vak oxidációja során keletkezik. Ez a molekula juttatja be a citrát-körbe
az acetil csoportokat, melyek az oxálacetáttal egyesülve citráttá alakulnak,
ezzel biztośıtva a citrát-kör ciklusos működését.

3.2.2. NAD+

A nikotinamid-adenin-dinukleotid az elektrontranszferben résztvevő moleku-
la, mely 2 elektront képes szálĺıtani a légzési lánc I-es komplexéhez. Ezt
követően az I-es komplexen keresztül az elektronok az elektron transzport-
láncba kerülnek, és ı́gy biztośıtanak energiát az ATP-szintáz működéséhez,
mely az ADP → ATP átalakulásért felelős.

3.2.3. FAD

A flavin-adenin-dinukleotid a citrát-körben résztvevő szukcinát-dehidrogenáz
enzim prosztetikus csoportja, mely az enzimreakció során elektronokat szálĺıt
a légzési láncba, amely elektronok szintén az ATP-szintáz működéséhez biz-
tośıtanak energiát.
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3.3. Energiatermelés és a P/O hányados

3.3.1. Energiatermelés

A mitokondriumokban a citrát-kör működése azáltal biztośıtott hogy a külön-
böző anyagok lebontása során olyan intermedier molekulák keletkeznek, me-
lyek képesek belépni a citrát-körbe. Ezt követően a reakcióik során re-
dukált koenzimek keletkeznek. Ezek a redukált molekulák fogják biztośıtani
az elektronokat az elektron transzportláncnak. A folyamat során az ATP-
szintáz inorganikus foszfátot éṕıt be az ADP molekulába. Ezzel párhuzamosan
az ATP-szintáz által visszaengedett H+ elektronokkal O2 molekulákat re-
dukálva vizet képeznek a IV-es komplexen. A beéṕıtett inorganikus foszfát
és oxigén atomok aránya ad felvilágośıtást az elektron transzportláncba be-
kerülő redukált koenzimek arányáról.

3.3.2. NADH és FADH2 oxidációja

A citrát-kör működése közben bizonyos reakciók során NAD+ és FAD mo-
lekulák redukálódnak. Ezt követően az elektron transzportlánc I-es komp-
lexén a NADH, mı́g II-es komplexén a FADH2 molekulák fognak oxidálódni.
Az I-es komplexen lezajló reakció során 4 H+ áramlik ki a mitokondrium
két membrán közti terébe, ezzel kialaḱıtva egy elektrokémiai gradienst a
membrán két oldala között. A II-es komplex reakciója során nem pumpálódik
ki H+ a mitokondrium membránjai közé. Az oxidáció során a H+-ok elekt-
ronjai az I-es és II-es komplexről a III-as komplexre kerülnek, mely további
4 H+-t pumpál ki az intermembrán térbe. Ezt követően az elektronok a
IV-es komplexen haladnak át, mely további 2 H+-t juttat ki a mitokond-
rium mátrixából. A kijuttatott H+-ok az elektrokémiai gradiens irányában
tudnak visszajutni a mátrixba az ATP-szintázon keresztül, ahol megtörténik
az energia konzerválása ADP → ATP átalakulás során. A visszajutó H+ a
transzportláncon végighaladó elektronokkal és O2-nel egyesül, és vizet alkot.

3.3.3. P/O hányados

A redukált NADH és FADH2 oxidációja során az előző részben léırt módon
ADP-ből ATP keletkezik. Ehhez az ATP-szintáz enzim egy PO3−

4 -ot használ
föl. A NADH oxidációja, mivel ennek első lépése az I-es komplexen zaj-
lik, 10 H+ juttat a mitokondrium két membránja közé. Ezzel szemben a
FADH2 oxidációja során, ami a II-es komplexen kezdődik, 6 H+ kipumpálása
történik. A visszaáramló protonok ezt követően az elektronokkal és az O2-nel
v́ızzé fognak alakulni. Ezen reakciók során a NADH oxidációja esetén a P/O
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hányados 2,7-2,9, mı́g a FADH2 oxidációjakor 1,6-1,8 [34, 35]. Az oxidáció
mérése során a mért értékből kiszámolható, hogy a mitokondriumban milyen
arányban történik a két redukált molekula oxidációja.

3.4. A mitokondrium transzporterei

A mitokondrium belső membránja a legtöbb molekula számára impermea-
bilis. Ennek következtében a különböző anyagok, csak transzportereken ke-
resztül képesek bejutni a mitokondrium mátrixába, vagy kijutni onnan. Ezek
a transzporterek lehetnek uniporterek (egy anyag transzportját végzik), szim-
porterek (egy irányba több anyag transzportját végzik), vagy antiporterek
(ellentétes irányba több anyag transzportját végzik). Az SLC transzporter
családban több citrát-kör szubsztrátot tovább́ıtó molekula található [36].

A modellben a transzporterek működését az enzimekhez hasonlóan a
Michaelis-Menten kinetikával ı́rjuk le. Ebben az esetben azonban figyelem-
be kell venni, hogy egy adott anyag kiáramlásával párhuzamosan egy másik
anyag beáramlása történik. (A modell jelenleg csak antiportereket tartal-
maz, és ezek közül is olyanokat, amelyek 1:1 arányban cserélnek molekulákat
a belső membrán két oldala között.) A transzportok során a kicserélődő ionok
töltése megegyezik, ezért a hajtóerőt a belső membrán két oldala közötti kon-
centrációk különbsége biztośıtja. A koncentrációt a membrán külső oldalán
állandónak tekintjük, mivel ez a sejten belüli koncentrációt reprezentálja (mi-
vel a mitomondriumok külső membránja ezekre az ionokra permeabilis). Ez-
zel ellentétben a mátrixban lévő koncentráció folyamatosan változik a belső
átalakulások és a transzportfolyamatok következtében. Így egy anyag transz-
portját a be-, és kiáramló anyag mennyiségének különbsége fogja megadni.
Ezzel párhuzamosan a kicserélődés miatt ugyanennyi ion fog belépni a külső
térből a mitokondriumba az antiporter által szálĺıtott másik anyagból. A
modellben használt paraméterek forrása [37].
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3.4.1. A modellben használt transzporterek

Citrát transzporter (CTP)

Szinonimák: CIC (citrate carrier), tricarboxylate carrier
Génje (locus): SLC25A1 (22q11.21), SLC20A3
Szubsztrátjai: citrát, izocitrát, malát, foszfoenol-piruvát (PEP)
Transzport: citrát + H+ � malát
Lokalizáció: agy, tüdő, sźıv
Modellben használt paraméterek:
Vt,max(Cit)= 10.5 mmol

perc
; Vt,max(Mal)= 11.5 mmol

perc
;

Kt,Cit(ki)= 27 µM; Kt,Cit(be)= 32 µM;
Kt,Mal(ki)= 60 µM; Kt,Mal(be)= 250 µM;

Dikarboxilát carrier (DIC)

Génje (locus): SLC25A10 (17q25.3)
Szubsztrátjai: malát, foszfát (HPO2−

4 ), szukcinát, szulfát (SO2−
4 ), tioszulfát

(S2O2−
3 )

Transzport: HPO2−
4 � malát

Lokalizáció: máj, vese, sźıv, agy, tüdő, hasnyálmirigy
Modellben használt paraméterek:
Vt,max(Mal)= 6 mmol

perc
; Vt,max(HPO2−

4 )= 6 mmol
perc

;
Kt,Mal(ki)= 920 µM; Kt,Mal(be)= 490 µM;
Kt,HPO2−

4 (ki)= 930 µM; Kt,HPO2−
4 (be)= 1410 µM;

Oxoglutarát carrier (OGC)

Szinonimák: Oxoglutarate/malate carrier
Génje (locus): SLC25A11 (17p13.3), SLC20A4
Szubsztrátjai: α-ketoglutarát, malát
Transzport: α-ketoglutarát � malát
Lokalizáció: sźıv, vázizom, máj, vese, agy, hasnyálmirigy
Modellben használt paraméterek:
Vt,max(αKG)= 9.5 mmol

perc
; Vt,max(Mal)= 10 mmol

perc
;

Kt,αKG(ki)= 170 µM; Kt,αKG(be)= 310 µM;
Kt,Mal(ki)= 710 µM; Kt,Mal(be)= 1360 µM;
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3.4.2. További transzporterek

Aszpartát-glutamát carrier 1-2 (AGC1-2)

Szinonimák: Aralar1 (1), Citrin (2), CTLN2 (2), Aralar2 (2)
Génje (locus): SLC25A12 (2q24), SLC25A13 (7q21.3)
Szubsztrátjai: aszpartát, α-ketoglutarát
Transzport: aszpartát � α-ketoglutarát + H+

Lokalizáció: agy, sźıv, vázizom, hasnyálmirigy, vese, tüdő (1), máj (2)
Betegség asszociáció: 2-es t́ıpusának defficienciája okozza a 2-es t́ıpusú cit-
rullinaemiát (CTLN2) [38], és az újszülöttkori intrahepatikus kolesztázist
(NICCD) [39]

Glutamát carrier 1-2 (GC1-2)

Génje (locus): SLC25A22 (11p15.5), SLC25A18 (22q11.2)
Szubsztrátjai: α-ketoglutarát
Transzport: α-ketoglutarát + H+ a mátrixba
Lokalizáció: hasnyálmirigy, agy, here, vese, sźıv, tüdő, máj (1), lép (1),
bélrendszer (1)
Betegség asszociáció: 1-es t́ıpusának defficienciája okozza az újszülöttkori
epilepsziával járó agyvelőgyulladást [40–42]

Uncoupling protein 1-5 (UCP1-5)

Szinonimák: Thermogenin (1), UCPH (2), Proton carrier (1-3), Brain mito-
chondrial carrier protein (BMCP1) (5)
Génjeik (locus): SLC25A7 (4q28-q31) (1), SLC25A8 (11q13) (2), SLC25A9
(11q13) (3), SLC25A27 (6p11.2-q12) (4), SLC25A14 (Xq24) (5)
Szubsztrátjai: H+ (1-3)
Transzport: H+ a mátrixba (1-3)
Lokalizáció: barna zśırszövet (1), tüdő (2, 3), vese (2), lép (2), sźıv (2),
vázizom (3), agy (4, 5), here (5)
Betegség asszociáció: obezitás (1, 2), 2-es t́ıpusú cukorbetegség (2, 3), ve-
leszületett hiperinzulinaemia (2)



4. fejezet

A citrát-kört léıró kvantitat́ıv
modell

4.1. Modellezési célok

A modell a citrát-kör reakcióit szimulálja. A modellezés céljai a következők:

1. A reakciókban részvevő anyagok koncentrációjának meghatározása fi-
ziológiás körülmények között.

2. A kezdeti feltételek megváltozása során létrejövő új egyensúlyi állapot
predikciója.

3. A modellben a fiziológiás paramétereket és/vagy kezdeti értékeket kó-
rosra cserélve, a konkrét kórállapotokban létrejövő megváltozott dina-
mika modellezése.

Az irodalomban korábban már készültek ehhez hasonló modellek [1–4]
(ld. 1.2 alfejezet), ezek továbbfejlesztése, és más aspektusokkal történő ki-
egésźıtése is a modellezésünk célja.

A ciklus során történő átalakulásokat a Michaelis-Menten kinetikával
ı́rjuk le. A reverzibilis reakciókat két ellentétes irányú elemi reakcióként ı́rjuk
föl, és a reakciók során a két szubsztrátra vonatkozó KM értékeket használjuk.
Az egyes intermedierek változását differenciálegyenletek seǵıtségével ı́rjuk le.
A reakciók során keletkezett redukált koenzimek (NADH, FADH2), és GTP
mennyiségéből kiszámoljuk az ezzel ekvivalens ATP mennyiséget, és az ehhez
szükséges O2 fogyasztást. Emellett kiszámoljuk a P/O hányadost, mely a mi-
tokondrium által felhasznált redukált koenzimek arányáról ad felvilágośıtást.
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4.2. Paraméterek

Az enzimek paramétereit egy mátrixban tároljuk, melynek első oszlopában
az enzim Vmax értéke, második oszlopban a kiindulási szubsztráthoz kap-
csolódó KM(S) értéke, harmadik oszlopában pedig a produktumhoz kap-
csolódó KM(P) értéke található. A paraméterek forrása: Vmax [31]; KM [32].
A transzporterek folyamataihoz tartozó paramétereket szintén egy mátrix
tárolja, az enzimekhez hasonló módon. Az első két oszlopban található a
szubsztráthoz tartozó Vt,max érték, a másodikban a kifelé áramló szubsztráthoz
tartozó Kt(Ski) érték, mı́g a harmadik oszlopban a befelé áramló szubsztráthoz
tartozó Kt(Sbe) érték. A paraméterek forrása [37].

Enzim Rövid́ıtés Vmax KM(S) KM(P)
(µmol/perc) (µmol) (µmol)

Citrát-szintáz CS 1.88 4 irrev
Akonitáz AKON * ld. 3.1.2 alfejezetet, arány = 10

Izocitrát-dehidrogenáz IDH 0.1 140 irrev
α-ketoglutarát-dehidrogenáz αKGDH 0.0037 110 irrev

Szukcinil-KoA-ligáz SUCLA 0.39 40 irrev
Szukcinát-dehidrogenáz SDH 0.095 270 irrev

Fumaráz FUM * ld. 3.1.2 alfejezetet, arány = 4.4
Malát-dehidrogenáz MDH 0.816 370 52

4.1. táblázat. Enzimek paraméterei és értékei

Transzporter Röv. Szubsz. Vt,max Kt(Ski) Kt(Sbe)
(mmol/perc) (µmol) (µmol)

Citrát-transzporter CTP Citrát 10.5 27 32
Citrát-transzporter CTP Malát 11.5 60 250
Dikarboxilát-carrier DIC Malát 6 920 490
Dikarboxilát-carrier DIC HPO2−

4 6 930 1410
α-Ketoglutarát-carrier OGC α-KG 9.5 170 310
α-Ketoglutarát-carrier OGC Malát 10 710 1360

4.2. táblázat. Transzporterek paraméterei és értékei
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A kezdeti értékek szintén egy mátrixban tárolódnak, melynek első osz-
lopa a mitokondriális koncentrációkat tárolja, ezek az értékek változhatnak
a folyamat során, mı́g a második oszlopa a citoplazmatikus koncentrációkat
tartalmazza, amelyek a folyamat során konstansnak tekinthetők. Ezek az
értékek módośıthatóak a modellezni ḱıvánt szituáció szerint. Kezdetben a fi-
ziológiás koncentrációkat igyekszünk megadni [43–48]. Amelyik koncentráció-
val nem számolunk, vagy a kezdeti értékét 0-nak tekinthetjük azt a táblázat-
ban feltüntettük. A citrát és az izocitrát mennyiségének összegét egy változó-
nak tekintettük, mivel a két anyag között egyensúlyt feltételezünk, és ezért
a citrát keletkezése arányosan növeli az izocitrát mennyiségét, és az izocitrát
fogyása pedig arányosan csökkenti a citrát mennyiségét. Ugyanezt az össze-
vonást használtuk a fumarát-malát reakciónál is (ld. 3.1.2 alfejezet).

Anyag Rövid́ıtés cmito csejt Jelölése a
(µmol/l) (µmol/l) modellben

Oxálacetát OA 5.7 30 X1

Citrát Cit 1250 230 X2

Izocitrát Izo 125 nem szükséges X2

α-ketoglutarát αKG 130 69 X3

Szukcinil-KoA SzKoA 38 nem szükséges X4

Szukcinát Szukc 500 nem szükséges X5

Fumarát Fum 490 nem szükséges X6

Malát Mal 2156 1840 X6

NADH NADH 0 0 X7

FADH2 FADH2 0 0 X8

GTP GTP 0 0 X9

PO3−
4 PO3−

4 8030 11530 X10

4.3. táblázat. A kezdeti értékek
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4.3. A modellhez tartozó differenciálegyenletek

A modellezés során a differenciálegyenleteket az enzimek (ld. 3.1.2. al-
fejezet) és a transzporterek (ld. 3.4.1. alfejezet) adatai, és a Michaelis-
Menten kinetika (ld. 2.2. alfejezet) alapján ı́rjuk föl, az egyes anyagok
időbeli változására vonatkozóan. Ezt követően az alábbi differenciálegyenlet-
rendszer megoldásával kaphatjuk meg az egyes koncentrációk időbeli értékeit:

d

dt
[OA] = − VCS[OA]

[OA] +KM(OA,CS)

+
VMDH [Mal]

[Mal] +KM(Mal,MDH)

−

− VMDH [OA]

[OA] +KM(OA,MDH)

d

dt
[Cit] = (+

VCS[OA]

[OA] +KM(OA,CS)

− VIDH [Izo]

[Izo] +KM(Izo,IDH)

−

− Vt,CTP [Citm]

[Citm] +Kt(Cit,CTP )

+
Vt,CTP [Citc]

[Citc] +Kt(Cit,CTP )

+

+
Vt,CTP [Malm]

[Malm] +Kt(Mal,CTP )

− Vt,CTP [Malc]

[Malc] +Kt(Mal,CTP )

) ·

· 1
[Cit]
[Izo]

+ 1
· [Cit]

[Izo]

d

dt
[Izo] = (+

VCS[OA]

[OA] +KM(OA,CS)

− VIDH [Izo]

[Izo] +KM(Izo,IDH)

−

− Vt,CTP [Citm]

[Citm] +Kt(Cit,CTP )

+
Vt,CTP [Citc]

[Citc] +Kt(Cit,CTP )

+

+
Vt,CTP [Malm]

[Malm] +Kt(Mal,CTP )

− Vt,CTP [Malc]

[Malc] +Kt(Mal,CTP )

) · 1
[Cit]
[Izo]

+ 1
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d

dt
[αKG] = +

VIDH [Izo]

[Izo] +KM(Izo,IDH)

− VαKGDH [αKG]

[αKG] +KM(αKG,αKGDH)

−

− Vt,OGC [αKGm]

[αKGm] +Kt(αKG,OGC)

+
Vt,OGC [αKGc]

[αKGc] +Kt(αKG,OGC)

+

+
Vt,OGC [Malm]

[Malm] +Kt(Mal,OGC)

− Vt,OGC [Malc]

[Malc] +Kt(Mal,OGC)

d

dt
[SzKoA] = − VSUCLA[SzKoA]

[SzKoA] +KM(SzKoA,SUCLA)

+
VαKGDH [αKG]

[αKG] +KM(αKG,αKGDH)

d

dt
[Szukc] = +

VSUCLA[SzKoA]

[SzKoA] +KM(SzKoA,SUCLA)

− VSDH [Szukc]

[Szukc] +KM(Szukc,SDH)

d

dt
[Fum] = (− VMDH [Mal]

[Mal] +KM(Mal,MDH)

+
VSDH [Szukc]

[Szukc] +KM(Szukc,SDH)

+

+
VMDH [OA]

[OA] +KM(OA,MDH)

− Vt,CTP [Malm]

[Malm] +Kt(Mal,CTP )

+

+
Vt,CTP [Malc]

[Malc] +Kt(Mal,CTP )

+
Vt,CTP [Citm]

[Citm] +Kt(Cit,CTP )

−

− Vt,CTP [Citc]

[Citc] +Kt(Cit,CTP )

− Vt,DIC [Malm]

[Malm] +Kt(Mal,DIC)

+

+
Vt,DIC [Malc]

[Malc] +Kt(Mal,DIC)

+
Vt,DIC [PO3−

4,m]

[PO3−
4,m] +Kt(PO3−

4 ,DIC)

−

−
Vt,DIC [PO3−

4,c ]

[PO3−
4,c ] +Kt(PO3−

4 ,DIC)

− Vt,OGC [Malm]

[Malm] +Kt(Mal,OGC)

+

+
Vt,OGC [Malc]

[Malc] +Kt(Mal,OGC)

+
Vt,OGC [αKGm]

[αKGm] +Kt(αKG,OGC)

−

− Vt,OGC [αKGc]

[αKGc] +Kt(αKG,OGC)

) · 1
[Mal]
[Fum]

+ 1
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d

dt
[Mal] = (− VMDH [Mal]

[Mal] +KM(Mal,MDH)

+
VSDH [Szukc]

[Szukc] +KM(Szukc,SDH)

+

+
VMDH [OA]

[OA] +KM(OA,MDH)

− Vt,CTP [Malm]

[Malm] +Kt(Mal,CTP )

+

+
Vt,CTP [Malc]

[Malc] +Kt(Mal,CTP )

+
Vt,CTP [Citm]

[Citm] +Kt(Cit,CTP )

−

− Vt,CTP [Citc]

[Citc] +Kt(Cit,CTP )

− Vt,DIC [Malm]

[Malm] +Kt(Mal,DIC)

+

+
Vt,DIC [Malc]

[Malc] +Kt(Mal,DIC)

+
Vt,DIC [PO3−

4,m]

[PO3−
4,m] +Kt(PO3−

4 ,DIC)

−

−
Vt,DIC [PO3−

4,c ]

[PO3−
4,c ] +Kt(PO3−

4 ,DIC)

− Vt,OGC [Malm]

[Malm] +Kt(Mal,OGC)

+

+
Vt,OGC [Malc]

[Malc] +Kt(Mal,OGC)

+
Vt,OGC [αKGm]

[αKGm] +Kt(αKG,OGC)

−

− Vt,OGC [αKGc]

[αKGc] +Kt(αKG,OGC)

) · 1
[Mal]
[Fum]

+ 1
· [Mal]

[Fum]

d

dt
[NADH] = +

VIDH [Izo]

[Izo] +KM(Izo,IDH)

+
VαKGDH [αKG]

[αKG] +KM(αKG,αKGDH)

+

+
VMDH [Mal]

[Mal] +KM(Mal,MDH)

− VMDH [OA]

[OA] +KM(OA,MDH)

d

dt
[FADH2] = +

VSDH [Szukc]

[Szukc] +KM(Szukc,SDH)

d

dt
[GTP ] = +

VSUCLA[SzKoA]

[SzKoA] +KM(SzKoA,SUCLA)

d

dt
[PO3−

4 ] = − VSUCLA[SzKoA]

[SzKoA] +KM(SzKoA,SUCLA)

−

−
Vt,DIC [PO3−

4,m]

[PO3−
4,m] +Kt(Cit,DIC)

+
Vt,DIC [PO3−

4,c ]

[PO3−
4,c ] +Kt(Cit,DIC)

+

+
Vt,DIC [Malm]

[Malm] +Kt(Mal,DIC)

− Vt,DIC [Malc]

[Malc] +Kt(Mal,DIC)
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4.4. További számı́tott értékek

A differenciálegyenletek megoldását követően a P/O hányados kiszámı́tása
következik. A folyamat során keletkezett NADH és FADH2 mennyiségéből
kiszámı́tható a reakciók során fogyasztott O2. Ennek mennyisége fele akkora,
mint a redukáló ekvivalensek összege, mivel mindkét redukáló ekvivalens 2
H+-t szálĺıt, az O2 molekula 2 O atomot tartalmaz, és a folyamat során v́ız
keletkezik, amihez 2:1 arányban használódik föl a H+ és az oxigén atom. A
felhasznált foszfát mennyisége egyenlő keletkezett ATP mennyiségével. Az
irodalmi adatok alapján egy mól NADH molekula oxidációja során átlagosan
2,8 mól ATP, mı́g egy mól FADH2 molekula oxidációja során átlagosan 1,7
mól ATP keletkezik [34, 35]. Ezekből az értékekből tudjuk meghatározni
a P/O hányadost a végső állapotban. Ami a citrát-körben keletkezett két
redukáló ekvivalens arányáról ad információt.

[O2] = ([NADH] + [FADH2])/2

[P] = [NADH] · 2.8 + [FADH2] · 1.7
(P/O) = [P]/([O2] · 2)

4.5. A differenciálegyenletek vektoros feĺırása

4.5.1. Általános feĺırás

A többkomponensű modelleknél ismertetett sztöchiometria mátrix, és a se-
besség vektor seǵıtségével feĺırható az általános egyenlet az egyes anyagok
változására (ld. 2.3.2. alfejezet). X vektor tartalmazza az anyagok kon-
centrációit, tehát ennek deriváltja mutatja az egyes anyagok koncentrációjá-
nak megváltozását, amit a sztöchiometriai mátrix (Sn×k), és a reakciósebesség
vektor (VS) szorzata eredményez.

d
dt
X = Sn×k · VS

4.5.2. A reakcióegyenletek feĺırása transzporterek nélkül

A citrát-körben lezajló változásokat a transzporterek nélkül feĺırva az alábbi
egyenlet ı́rja le. Az utolsó két oszlop egy reverzibilis reakciót ı́r le, tehát a
sztöchiometriai arányok egymás ellentettjei lesznek.
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d

dt



X1

X2

X3

X4

X5

X6

X7

X8

X9

X10


=



−1 0 0 0 0 1 −1
1 −1 0 0 0 0 0
0 1 −1 0 0 0 0
0 0 1 −1 0 0 0
0 0 0 1 −1 0 0
0 0 0 0 1 −1 1
0 1 1 0 0 1 −1
0 0 0 0 1 0 0
0 0 0 1 0 0 0
0 0 0 −1 0 0 0





VS1

VS2

VS3

VS4

VS5

VS6

VS7



4.5.3. A reakcióegyenletek feĺırása transzporterekkel

A modellben a transzportokat reverzibilis reakcióknak tekintjük, és ezért
transzporterekkel bőv́ıtve a mátrix kiegészül hat oszloppal, mivel három
transzporter szerepel 1-1 reverzibilis reakcióban.

d

dt



X1

X2

X3

X4

X5

X6

X7

X8

X9

X10


=


−1 0 0 0 0 1 −1 0 0 0 0 0 0
1 −1 0 0 0 0 0 −1 1 0 0 0 0
0 1 −1 0 0 0 0 0 0 0 0 −1 1
0 0 1 −1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 1 −1 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 1 −1 1 1 −1 −1 1 0 0
0 1 1 0 0 1 −1 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 −1 0 0 0 0 0 1 −1 1 −1





VS1

VS2

VS3

VS4

VS5

VS6

VS7

Vtki,1
Vtbe,1
Vtki,2
Vtbe,2
Vtki,3
Vtbe,3


A felálĺıtott modell léırja az egyes anyagok időbeli változását. Amennyi-

ben sikerül megfelelő paraméterekkel kalibrálni a modellt, a szimuláció végén
egy egyensúlyi állapotot kapunk, amely közel egyezik a fiziológiás állapottal.
Ennek meǵıtéléséhez azonban különböző paraméterekkel történő szimulációk-
ra, továbbá a modell biológiai anaĺızisére van szükség.



5. fejezet

A modell implementációja és
szimulációs eredmények

5.1. A MATLAB környezet

Az előző fejezetben léırt matematikai modell szimulációjához MATLAB prog-
ramot használunk. Ennek oka, hogy sokféle lehetőséget tartalmaz a dif-
ferenciálegyenletek megoldásához, átlátható, könnyen kezelhető, egyszerűen
lehet benne felhasználói felületet létrehozni, továbbá az eredmények megje-
leńıtésére is alkalmas.

5.2. Differenciálegyenletek megoldása

A differenciálegyenletek megoldásához az ode45 függvényt használtuk. A
függvény által létrehozott mátrix a szimulált mitokondriális koncentrációkat
tartalmazza az egyes időpontokban. A differenciálegyenletekben szereplő pa-
ramétereket (enzimek és a transzporterek paramétereit), egy-egy mátrixból
kéri be, amelyek előre meghatározottak. Az állapotváltozók (intra-, és ext-
ramitokondriális koncentrációk) a felhasználó által álĺıthatók a szimulálni
ḱıvánt helyzetnek megfelelően.
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5.3. Keletkezett ATP és P/O számı́tása

A differenciálegyenletek megoldását követően a modellben léırt módon a
program kiszámolja a folyamat során keletkezett NADH és FADH2 mennyisé-
géből, az ehhez szükséges fogyasztott O2 és a keletkezett ATP mennyiségét.
Ezekből az értékekből pedig meghatározza a P/O hányadost.

5.4. Felhasználói felület

A felhasználó a szimuláció során meg tudja adni a kezdeti intra-, és extrami-
tokondriális koncentrációkat, és az időintervallumot, amin a folyamatban sze-
replő anyagok koncentráció változását szeretné vizsgálni. A program ezt az
időintervallumot fogja megjeleńıteni az ábrán. Emellett kíırja a kiszámı́tott
koncentrációkat a záró időpontban, és az ehhez tartozó ATP termelést, O2

fogyasztást, és az ebből számı́tott P/O hányadost.

5.5. Megjeleńıtés

A számolást követően a program az idő (perc) függvényében ábrázolja az
egyes koncentrációk (µM) alakulását, a kezdeti és záró időpont között, és ezt
jeleńıti meg az ábrán. Az egyes anyagok különböző sźınnel vannak jelölve:
Oxálacetát - piros
Citrát - sárga
Izocitrát - kék
α-ketoglutarát - zöld
Szukcinil-KoA - fekete
Szukcinát - cián
Fumarát - magenta
Malát - szürke
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5.6. Szimulációs eredmények

5.6.1. Transzporterek bevezetése

Az első szimuláció során az enzimek működését vizsgáljuk, ezért csak az
enzimek (ld. 3.1.2. alfejezet) által generált tagokat vettük figyelembe a
differenciálegyenletek feĺırásakor. Kezdeti értékeknek a korábban feltüntetett
irodalomból származó adatokat használjuk (5.1 ábra).

5.1. ábra. Enzimek működése, transzporterek nélkül

A számı́tás alapján a kezdeti értékekhez képest jelentős változás figyelhető
meg néhány szubsztrát koncentrációjában (oxálacetát, citrát, szukcinil-KoA,
malát). Ennek lehetséges magyarázata, hogy a szimuláció során egy izolált
rendszerben vizsgáltuk a citrát-kör működését, és nem vettük figyelembe
a mitokondrium és a külső környezet között létrejövő interakciókat. Ezért
tapasztalhattuk, hogy a koncentrációk nem maradnak a fiziológiás értéken,
hanem változik a koncentrációjuk.

Ezt követően az előző probléma megoldására kiegésźıtettük a differen-
ciálegyenleteket három transzporter (ld. 3.4.1 alfejezet: CTP, DIC, OGC)
által generált tagokkal, és ismételten lefuttattuk a szimulációt (5.2 ábra).
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5.2. ábra. Enzimek és transzporterek közös működése

A végső értékeket tartalmazó táblázatokat és a két ábrát összehasonĺıtva
az látható, hogy a transzporterek bevezetésével megszűnt a mitokondriu-
mon belüli anyagcsere izolációja a környezettől (5.3 ábra). A kezdeti értékek
változásának üteme lassabbá vált, és megfigyelhető, hogy adott idő alatt
kevésbé tér el az eredeti (irodalomi fiziológiás) állapottól. További transz-
porterek bevezetésével tovább növelhető a modell pontossága, mivel egy-
re jobban képesek integrálni a mitokondrium saját anyagcsere-rendszerét a
környezetébe, ezért további transzporterek bevezetése is a szerepel a terveink
között.
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5.3. ábra. Működés transzporterek nélkül, és transzporterekkel

5.6.2. A modell alkalmazása iszkémiás állapot vizsgálatára

A második szimuláció során egy akut iszkémiás esetet vizsgáltunk, ami ak-
kor jön létre, ha a sźıvben egy koszorúér elzáródik, és az elzáródást követő
szakaszon megszűnik a vérellátás. Ilyen állapotban az egyes metabolitok kon-
centrációja jelentős mértékben megváltozik [49]. Az irodalmi adatok szerint
iszkémiás állapotban a metabolitok aránya vese mitokondriumokban a nor-
moxiás állapothoz képest: a citrát ötödére, az α-ketoglutarát felére, fumarát
és malát pedig harmadára csökken, emellett a szukcinát háromszorosára
emelkedik. A kezdeti értékeket a fent léırt módon megváltoztatva vizsgáltuk
a mitokondriumban lezajló változásokat (5.4 ábra).

Az eredményeket vizsgálva megfigyelhető, hogy az iszkémia lezajlását
követően, az intermedierek koncentrációja elkezd közeĺıteni a fiziológiáshoz,
vagyis a rendszer ismét az eredeti fiziológiás szintet igyekszik elérni. Emel-
lett megfigyelhető a P/O hányados csökkenése is, ami azt fejezi ki, hogy a
NADH és a FADH2 oxidációjának aránya a FADH2 irányába tolódik el, ami
arra utal, hogy a szukcinát fokozottan oxidálódik, mivel az oxidációjakor
keletkező FADH2 aránya emelkedik meg. Ebből látható, hogy a módosult
kezdeti állapotot a rendszer képes kompenzálni azáltal, hogy a különböző
átalakulások arányát változtatja (5.5 ábra). Emellett megfigyelhető, hogy
a jelenlegi paraméterek mellett is megközeĺıtőleg egy hetes intervallumra te-
hető a mitokondriumban lévő koncentrációk arányának helyreálĺıtása, ami
élettani körülmények között is a legveszélyeztetettebb időszak egy infarktus
lezajlását követően.
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5.4. ábra. Koncentrációk változása akut iszkémia után

5.5. ábra. Koncentrációk változása akut iszkémia után



6. fejezet

Összefoglalás

6.1. A létrehozott modell

Jelen munka folyamán sikerült egy kvantitat́ıv modellt létrehozni, amellyel a
citrát-kör reakcióinak dinamikus működése vizsgálható. A matematikai mo-
dell szimulációja MATLAB környezetben valósult meg. A modell a reakciókat
differenciálegyenletek seǵıtségével modellezi, a reverzibilis reakciókat két ele-
mi reakcióként, vagy egy pillanatszerűen kialakuló egyensúlyi állapotként
értelmezi. A reakciók kinetikájának léırásához Michaelis-Menten enzimki-
netikai modellt használ. Az irodalomban szereplő korábbi modellekkel el-
lentétben, ahol komoly egyszerűśıtésekkel vagy a paraméterek arányokkal
történő helyetteśıtésével ( v

vmax
, [S]
KM

) dolgoztak, a jelenlegi modell a reakciók
során valós fiziológiás paraméterekkel számol, melyek vagy az irodalomból,
vagy az Orvosi Biokémiai Intézetben végzett saját mérésekből származnak. A
modell validációja az irodalomban megtalálható fiziológiás értékek használa-
tával történt, és viselkedése kvalitat́ıv értelemben megfelelő eredményt adott
a citrát-köri szubsztrátok egyensúlyi koncentrációjára vonatkozóan. Egy
másik, az eddigi irodalomban nem használt módon is teszteltük a modellt
az iszkémiás kezdeti feltételek megadásával, és a modell ebben az esetben is
a szubsztrátok egyensúlyi koncentrációihoz tartozó arányára álĺıtotta vissza
a koncentrációkat, tehát kvalitat́ıv értelemben itt is jó eredményt kaptunk.

6.2. Szimulációs eredményeink értékelése

A szimulációkból látható, hogy a modell eredményei nagyságrendileg megfe-
lelnek az elvárásoknak, azonban egyes anyagok esetén jelentős pontatlanságok
figyelhetők meg. Ilyen a szukcinil-KoA, aminek koncentrációja a modell-
ben jelentősen alacsonyabb az irodalmi értékhez képest. Ennek lehetséges
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oka hogy nem vettük figyelembe a mitokondriumon belüli koenzim A készlet
acetil-KoA, szukcinil-KoA és a szabad koenzim megoszlását, és ennek kon-
centrációkra gyakorolt hatását. Másik jelentős eltérés az oxálacetát kon-
centrációban figyelhető meg, aminek lehetséges oka, hogy a citrát-kör négy
szénatomos szakaszának szabályozása, és ı́gy az oxálacetát metabolizmu-
sa is jelentős eltérést mutat a különböző szervek mitokondriumaiban. A
harmadik koncentráció, amelyben jelentős különbség figyelhető meg, az α-
ketoglutarát. Ennek lehetséges magyarázata, hogy az α-ketoglutarát fontos
szerepet tölt be a sejtek aminosav anyagcseréjében (α-ketoglutarát ↔ glu-
tamát átalakulás). Az eltérő anyagcseréjű sejtekben lévő szubsztrát kon-
centrációk ezért különbözőek lehetnek, ami jelentős mértékben képes be-
folyásolni szubsztrátok közti egyensúlyt. Ezeknek az anyagoknak a metabo-
likus sajátosságait figyelembe véve és a későbbiekben a modellbe beéṕıtve,
pontosabb értékeket kaphatunk. Emellett a többi szubsztrát enzimeket és
transzportereket befolyásoló hatását is érdemes beéṕıteni a modellbe. Továb-
bi paraméterek bevezetésével, ill. a paraméterek becslési eljárásokkal történő
pontośıtásával a modell léıróképessége a jövőben várhatóan jelentősen jav́ıt-
ható.

6.3. További tervek a modell bőv́ıtéséhez

Modellünket a későbbiekben szeretnénk kiegésźıteni további transzporterek-
kel, melyek seǵıtségével valósághűbb lenne a rendszer környezethez való il-
leszkedése, és ezzel közelebb kerülne a valós fiziológiás körülményekhez. Sze-
retnénk beéṕıteni a modellünkbe a különböző szubsztrátok enzimekre gya-
korolt serkentő/gátló hatását (Ka és Ki bevezetése), és további anyagcsere-
utak figyelembe vételével a citrát-körön belüli reakciók dinamikáját is sze-
retnénk pontośıtani. A mitokondriális enzimek KM és Vmax értékeinek azo-
nos szervből és körülmények között történő mérésével lehetségessé válna az
egyenletek paramétereinek a jelenleginél koherensebb beálĺıtása is. Emellett
szeretnénk szimulálni az egyes citrát-köri enzimek és mitokondriális transz-
porterek mutációja alatt kialakult megváltozott egyensúlyi állapotokat is.
Ezt az enzimek és transzporterek paramétereinek megváltoztatásával sze-
retnénk megvalóśıtani. Ezeket a paramétereket az enzimmutációval rendel-
kező állatok mitokondriumainak vizsgálatával kaphatjuk meg.
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