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Tartalmi kivonat

A mitokondriumok a sejtekben talalhaté prokariota eredetii sejtalkoték, me-
lyek a torzsfejlodés soran az eukariota sejtekkel endoszimbiézist hoztak létre.
A mitokondriumokban talalhaté citrat-kor komplex enzimrendszer, ami fon-
tos szerepet tolt be a szervezet anyagcseréjében. Itt végzodhet a taplalék
makromolekuldinak (cukrok, zsirok, fehérjék és nukleinsavak) kozos interme-
dierekké torténd lebontasa. Ezeknek a molekuldaknak a tovabbi oxidacidjaval
a mitokondrium képes energiat termelni, vagy prekurzorokként fel tudja
hasznalni ¢ket a felépito folyamataihoz is.

A citrat-korben résztvevé molekuldk képesek egymasba dtalakulni, an-
nak fiiggvényében, hogy a mitokondriumnak milyen az aktualis anyagcsere
allapota. A ciklus szabalyozasanak kulcselemei az egyes benne szereplé anya-
gok koncentracidja és a reakcidk soran bekovetkezé redoxpotencial véaltozas.
A korfolyamat atalakuldsai kozott szerepelnek reverzibilis és irreverzibilis re-
akcidk is. A reverzibilis reakcidk kis, mig az irreverzibilis reakciok nagy sza-
badenergia valtozassal jarnak. A citrat-kori oxidoredukeids reakciok eredmé-
nyeképpen tgynevezett redukalé ekvivalensek (NADH, FADH,) képz&dnek.
Ezek a molekulék az elektron transzportlancban adjak at az elektronok ener-
gidjat az ATP-nek, ami a késébbiekben képes energiat szolgaltatni a sejt
miikodéséhez.

A Semmelweis Egyetem Orvosi Biokémiai Intézet Neurobiokémia munka-
csoportjaban végzett enzimkinetikai mérések soran tobb mitokondrialis en-
zim paramétereit hataroztuk meg, és vizsgaltuk a szubsztratok és enzimek
kozti interakcickat. Kiilonbozé szubsztratok oxidacidja mellett mértiik a mi-
tokondrium O, fogyasztasat, és reaktiv oxigén gyok termelését. Ezen folya-
matok tovabbi analizise érdekében természetes modon vetodik fel az igény
a ciklusban szerepet jatszo intermedierek idobeli koncentracio-valtozasanak
leiraséra egy megfelel$ kvantitativ (matematikai) modell segitségével. A mo-
dellezés legfontosabb célja az egyes reakcidkat katalizal enzimek csékkent /fo-
kozott miikddése, vagy az egyes molekuldk hidnya/tobblete sordn kialakult
modosult anyagcsere allapotok leirdsa. Ezt kovetoen annak elorejelzése, hogy
a mitokondrium képes-e alkalmazkodni ezen 1j allapothoz maés anyagcse-
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re utak aktivicidjaval/gatlasaval, vagy patologids kovetkezmények alakul-
nak ki. Az irodalomban mér késziiltek ehhez hasonlé modellek (pl. [1-4]),
ezek tovabbfejlesztése, és mas aspektusokkal torténd kiegészitése is a jelenlegi
munka céljai kozé 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 Oy 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.
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1. fejezet

Bevezetés

1.1. A mitokondrium

A mitokondriumok a sejtekben talalhaté prokariota eredetii sejtalkotdk, me-
lyek a torzsfejlodés soran az eukariéta sejtekkel endoszimbidzist hoztak 1étre
[5]. Ezek a prokariétak fontos szerepet toltenek be a sejt bioenergetikdjaban,
anyagcsere folyamatainak szabalyozasaban, a hétermelésben, a reaktiv oxigén
szarmazékok egyenstilydnak fenntartdsaban, a Ca*" anyagcserében, és az a-
poptozis (programozott sejthaldl) szabalyozasédban is [6].

1.1.1. Felépités

A mitokondriumok kettés membran rendszerrel rendelkezo sejtorganellumok,
egy kiilsé és egy belsé membrannal rendelkeznek. Az extramitokondrialis
teret (sejtplazma), és az intermembran teret a kiils6 membréan, mig az inter-
membran teret a matrixtol a bels6 membrén valasztja el. A kiils6 membran
szabadon atjarhat6 a kisebb molekuldk (kb. 6 kDa) szdméra. Ez a transz-
port a porinokon valésul meg, melyek a kiilsé membranban taldlhaté csa-
tornak. A nagy permeabilitds kovetkezménye, hogy az intermembran térben,
a kisebb molekulak, és az ionok koncentracidéja megegyezik a sejtplazmaban
mérhetd koncentraciokkal. A bels6 membran permeabilitasa kisebb a kiilso
membranéndl, ezért a matrixba belép6, és onnan kilép6 anyagok szabalyozott
transzportja itt valésulhat meg. Emellett a feliilete jelentosen meghaladja
a kiilsé membranét, ezért beftizodéseket alkot. A martixban taldlhatoak a
citrat-kor enzimei, amelyek a mitokondrium elsédleges funkcidjat, az ener-
giatermelést valositjak meg [7].
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1.1. abra. Mitokondrium felépitése [8]

1.1.2. Bioenergetika

A mitokondriumok azaltal, hogy képesek aerob 1égzést megvaldsitani nagy-
mértékben hozzdjarulnak a sejt energiatermeléséhez. Ennek a folyamatnak
a soran a sejt egy gliikdéz molekulabdl szén-dioxidot és vizet allit el6, emel-
lett energiat termel, mely ATP formajaban raktarozdédik [9]. Ez a folyamat
tobb részbol all, kezdve a glikolizissel, ami még a sejt citoplazmajaban zaj-
lik. Itt a gliikdéz piroszélosavva alakul [10], ami tovédbbi oxiddcidja utan egy
széllitémolekuldra (koenzim A) keriil, aminek segitségével képes belépni a
citrat-korbe. A lebontas masodik szakasza mar a mitokondrium métrixaban
zajlik. Itt taldlhaté egy komplex enzimrendszer, a citrat-kor, amely nem
csak a gliikéz (és egyéb szénhidrétok), hanem zsirok, fehérjék, és nukleinsa-
vak katabolizmusanak kozos dllomasa, és képes befogadni a lebontd folya-
matok soran keletkezé molekuldkat. Tehat a citrat-korben torténik a kozos
anyagcseretermékek lebontasa, és a reakciok soran keletkezo redukalt ener-
giahordozdk eléallitdsa [11]. Az energiatermelés harmadik szakasza a ter-
mindlis oxidécid, melynek soran a redukélt molekulak oxidacidja torténik. Az
oxidacié soran felszabadult energia segitségével a mitokondrium matrixabol
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megtorténik a protonok kipumpaldsa. Ezt kovetden a protonok visszadram-
lasa kovetkezik be a matrixba, és ez a folyamat szolgédltatja az energiat az
ATP molekulak termeléséhez.

Citrat-kor

A mitokondrium maéatrixaban talalhaté komplex enzimrendszer, amely a mak-
romolekuldk (cukrok, zsirok, fehérjék és nukleinsavak) lebontdsédnak inter-
medierjeit képes egymdsba dtalakitani ciklusos miikodése sordn [12]. Emel-
lett az oxidéaciés 1épések kovetkezményeként energiahordozé molekuldk re-
dukédlédnak (NADT, FAD), melyek a 16gzési lancra széllitjak az elektronokat,
ahol az oxidacidjuk soran keletkezo energia ATP forméjaban konzervalodik.
A citrat-kor intermedierjei ezen kiviil a ciklusbdl kilépve a felépité folyama-
tok prekurzorai is lehetnek. A korfolyamat atalakuldsai kozott szerepelnek
irreverzibilis és reverzibilis reakcidk is. A reverzibilis reakciok kis, mig az
irreverzibilis reakcidok nagy szabadenergia valtozassal jarnak. Ezeknek a re-
akcidknak a kovetkezményeként keletkeznek a redukélé ekvivalensek (NADH,
FADH,). Ezek a molekuldk a termindlis oxiddcidéba lépve képesek oxidalédni,
és energiajukat ATP formajaban raktarozni, ezzel a késObbiekben energiat
biztositani a sejt egyéb miikodéseihez.

- Carbohydrates -Leu, Lys, Phe, Thr,
- Ala, Cys, Gly, lle, Trp, Tyr = —
Ser, Thr, Trp - Fatty acids (even- and COOH R
- Glycerol odd-chain) ACO{1,2) COOH [
COOH ‘,F IDH3{A.B.G)
COOH HO co
COO“,,f 2 Arg, GIn, Glu, His,
HO Isocitrate COOH / Pro
COOH
m 0 COOH
S TCAC ca®... 2 -
CoA ODHC ~#
- -
B4 ,CO,
0A COOH
Asn, A "
sn, Asp A ; - =—— _|le, Met, Thr, Val
e | - Fatty acids (odd-
MDH2 R . chain)

~o. " CoAST O

i /
COOH s
‘_,,.,?_OOH kl /ég SUCLG1

- \;@on ﬁ_\_cow

EH

HO  COOH

Phe, Tyr ——m —m Fumarate

1.2. abra. Citrat-kor [13]
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Hotermelés

Els6sorban a barna zsirszovet sejtjeiben taldlhaté mitokondriumoknak fontos
szereplik van a szervezet hohaztartasanak szabalyozasdban. Szétkapcsold
fehérjék segitségével képesek a matrixba visszaaramld protonok energidjat
ATP szintézis helyett hétermelésre forditani [14].

1.1.3. Egyéb funkciék

ROS homeosztazis

A reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) elsédleges forrasa a sejtekben a NADPH
oxidaz, amely a gyulladasos folyamatok soran aktivalédik fagocita sejtekben.
A mitokondriumok altal termelt ROS a sejt szabalyozdsédban vesz részt [15].
Modulélja a immunolégiai folyamatokat [16,17], részt vesz az apoptdzis [18],
a sejtdifferencialédds [19], az autofagia [20], a celluldris [21,22], és a szdvet-
szint(i [23] gyulladdsok szabdalyozdsédban is, ezdltal hozzdigazitja a kiillonb6zé
szabalyozasi folyamatokat a sejt aktualis anyagcsere allapotahoz.

Ca’?" anyagcsere

A sejtekben szdmos fehérje mitkodését az intracelluldris Ca?* szint szabd-
lyozza. A mitokondriumok azaltal, hogy képesek Ca?*-ot felvenni és leadni,
pufferelni tudjdk a sejtekben a Ca?' szintet. Az intramitokondridlis Ca?*
képes tobbek kozott aktivalni a citrat-kor sebességmeghatarozé enzimeit (pi-
ruvat-, izocitrat-, a-ketoglutarat-dehidrogendz) is, és ezzel képes fokozni a
sejt anyageseréjét [24].

Apoptézis

A programorzott sejthaldl (apoptdzis) a szervezet fontos szabalyoz6 mechaniz-
musa annak érdekében, hogy a karosodott, sériilt, vagy eloregedett sejteket
eltavolitsa. A folyamat inicializacidja tobb tton is megvaldsulhat. Az ap-
optdzis kiilsé (extrinsic) ttja soran a sejtfelszinen taldlhat6 halél-receptorokra
halal ligandok kotnek be, ezzel aktivéilva a kaszpaz (cisztein-aszpartét-prote-
az) rendszert, melynek hatdsira létrejon az apoptézis. A mitokondriumok-
nak az apoptdzis belsé (intrinsic) ttjdban van szerepe. A Bcl2 fehérjecsaldd
egy mitokondriumokban talalhaté anti-apoptotikus faktor, mely géatolja az
apoptézis létrejottét. Ennek hidnyaban a mitokondriumokbdl citokrom c
szabadul fel, mely kaszpaz aktivacié révén az apoptozis irdnyaba viszi a sej-
tet [25,26].
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1.2. A munkahoz szorosan kapcsolédé korabbi
eredmények

Az [1] tanulményban a szerz6k izoldlt sziv mitokondriumok és hardntcsikolt
izom mitokondriumok adatait hasznéljdk a metabolikus és elektrofiziolégias
paraméterek meghatdrozasahoz, és validalasahoz. A modell a gyorsan kiala-
kul6 egyensilyi allapotot veszi alapul, amit a kinetikai és termodinamikai
egyensuly hataroz meg. A modell sok paramétert igényel, és ezek megfe-
lel6 megvélasztasa fontos, mivel a paraméterek értékei széles tartomanyban
képesek mozogni a mitokondrium szubsztratjaitol, és a mérések koriilményei-
t0l fiiggden. A modellel megjosolhatd, hogy a citromsav ciklus szabalyozasa-
ban az egyes tényezOk milyen mértékben jatszanak szerepet (NADT, ADP,
fluxosok), tovabba elérevetiti a pH és membranpotencial véltozas ATP hid-
rolizisre gyakorolt hatasat.

A [2] tanulmény a citrat-kor, az elektron transzportlanc és az ATP szinté-
zis egyszertsitett modelljét, és ezek egymassal vald kapcsolatat mutatja be. A
rendszer lefrasakor jelentés mértékben redukalt a reakcidegyenletek szama,
és tobb helyen irreverzibilis reakcioként tekint a valéjaban reverzibilis fo-
lyamatokra is, ezaltal megkonnyitve a matematikai analizist. A folyama-
tok lefrasahoz differencidlegyenleteket hasznal, és ezek segitségével irja fel az
idoben valtozo vizsgélt koncentracidkat. Emellett figyelembe veszi a memb-
ranpotencidl és az ATP reakcidékra gyakorolt hatdsat is.

A [3]-as cikkben a citrat-kor, az elektron transzportlinc, és az ATP
szintézis folyamatanak vizsgédlata torténik. A citrat-kor reakcidit 8 differen-
cialegyenlettel irja fol. A sebességeket a Michaelis-Menten reakciokinetikai

egyenlettel hatarozza meg. Emellett a pontos paraméterek helyett a —*— és
% aranyokkal dolgozik, ezaltal egyszerisitve a reakciok leirasat. Az elektron
transzportlanc és az ATP szintézis modellezését a pH kiilonbség altal meg-
hatarozott dinamika alapjan valésitja meg. Ezt kovetden az Oy koncentracié
és az intramitokondrialis pH fiiggvényében vizsgalja az ATP szintézist.

A [4]-es hivatkozds a [3] cikkben leirt rendszert egésziti ki azaltal, hogy
bevezeti a malat-aszpartat és a citrat-piruvat ingat. Ezek a transzporter-
rendszerek a mitokondrium és az intermembran tér kozotti cseremechaniz-
musok kovetkeztében valdsitjak meg a NADH transzportjat, és ezaltal a cito-
plazmatikus NAD™ pool regenerdcidjét, tovabbd a kiillonboz6 szénatomszamu
karbonsavak kicserélése kovetkeztében a citrat-kor intermedierjeinek egyenst-
lyat tartjak fonn. A modell szemlélteti az egyes metabolitok egyensulyi
allapotra torténd beallasat, tovabba fazisdiagramon jeleniti meg ezek idobeli
alakulasat. Ezt kovetéen osszehasonlitja a korabbi modellel, majd az E. co-

liban mért adatokkal.

Umazx
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1.3. Célkitiizés

A modellezés legfontosabb célja a mitokondrium normal és bizonyos kéros
allapotaihoz tartoz6 dinamikus miikodést leird kvantitativ modell kifejlesztése
és mért adatokkal torténd validdlasa a sajat és az irodalombdl ismert ered-
mények felhasznélasaval és ezt kovetden a modell sziikség szerinti tovabbfej-
lesztésével. Tehat a kiilonbozé kérallapotokra jellemzo koncentraciokkal is
szeretnénk tesztelni a modellt, és 6sszehasonlitani az élettani eredményekkel.
A megfelelo leiroképesség esetén a modell alkalmas lehet az enzimdefektusok-
ban létrejovo anyagcesere allapot szimulaldsara az enzimek paramétereinek
megvaltoztatasaval. Ezzel megjosolhatéva valna az adott betegségben ki-
alakulé metabolikus allapot, és elére lehetne jelezni, hogy az adott enzim
modosult miikddése mellett a mitokondrium képes-e alkalmazkodni az 1j
anyagcsere allapothoz vagy patoldgias kovetkezmények alakulnak ki.



2. fejezet

Kinetikai modellezés

2.1. Az enzimek tulajdonsagai és miikodése

Az enzimek az élévilagban lejatszodé biokémiai folyamatokat katalizald mak-
romolekulak, melyek képesek csokkenteni a reakcié bekovetkezéséhez sziiksé-
ges aktivalasi energiat, ezzel novelve a reakcié végbemenetelének valészini-
ségét, de a reakcié soran bekovetkezo energiavaltozast nem befolyasoljék.
A reakci6é végén pedig valtozatlan formaban fogjuk visszakapni az enzime-
ket. Az egyes enzimek miikddését a kornyezeti hatdsok (homérséklet, pH,
ionkoncentracié) nagymértékben képesek befolyasolni.

Szerkezetiik szerint az enzimek altaldban fehérjék, de léteznek RNS szer-
kezetiiek (ribozim) is. A fehérje enzimek lehetnek egyszeriiek, melyek csak
fehérje részekbdl (alegység) allnak, vagy Osszetettek, ha tartalmaznak nem-
fehérje alkotorészeket is. Ezek az alkotoérészek kotddhetnek kovalens kotéssel
az enzimhez, ez esetben prosztetikus csoportrdl beszéliink, mig ha csak lazan
kotodo molekulardl van szé, akkor koenzimnek nevezziik.

A miésik csoportositasi lehet6ség az enzim altal katalizalt reakcid tipusa
alapjan torténik. Az enzimek osztalyozasakor a nyilvantartdsban szereplo
négy szam kozil az els6 jeloli a reakcidtipust (osztalyt), ezt kovetéen a
szamok az alosztalyt, csoportot, és a konkrét enzimet. Ez alapjan meg tu-
dunk kiilénboztetni oxidoreduktazokat (1, pl: maldt-dehidrogenaz (1.1.1.37)),
transzferazokat (2), hidroldzokat (3), lidzokat (4, pl: citrét-szintdz (4.1.3.7)),
izomerazokat (5), ligdzokat (6, pl: szukcinil-KoA-ligdz (6.2.1.4)) [27].

Egy enzim (E) miikddése sordn egy (vagy tobb) kiinduldsi molekuldbol
(szubsztrat, S) allit elé termék(ek)et (produktum, P). Egy n-ed rendii reakci6
altalanos felirasa:

Si+S+.+S, +E—-P+Ph+.+P,+F
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A kémiai felirdssal ellentétben az orvosi/biolégia leirdsban dltaldban nem
tuntetik fol az enzimet, ezért a késébbiekben mi is eltekintiink ettol.

2.2. Michaelis-Menten kinetika

A legegyszerlibb eset, amikor egy szubsztratbol egy termék keletkezik, és a
folyamat végén az enzimet valtozatlan formaban kapjuk vissza. A reakciot te-
kinthetjiik két 1épésbol allonak. Az elsé lépés soran, amely egy reverzibilis fo-
lyamat, az enzim megkéti a szubsztratot, ezzel kialakitva az enzim-szubsztrat
komplexet (ES). Ezt kovetéen ES disszocidlhat, ezzel ismét S és E keletkezik.
A masik eset, amikor megtorténik a katalizis, és a szubsztrat produktummaé
alakul. A modellben feltételezziik, hogy az els6 1épés soran pillanatszeriien
létrejon az ES komplex, és ennek koncentraciéja hosszu ideig allandé marad
(steady-state &dllapot). ES koncentréciéja nehezen mérhetd, ezért az egyéb
paraméterekbdl hatdrozzuk meg. Tovabba feltételezziik, hogy a szubsztrat
koncentraciéja nagysagrendekkel nagyobb az enzim koncentraciéjanal, és fo-
gyasa elhanyagolhatdo mértékii a reakcié sordan. Emellett azt is feltessziik,
hogy a keletkezett termék nem alakul vissza szubsztratta [28,29].

S+E=2FES—P+FE

Ezt kovetden vizsgaljuk a harom elemi reakciét, és a hozzajuk tartozo
sebességi allanddkat:

ES - P+ E ke
ES — S+ E ks

Mivel az [ES] mennyiséget allandénak tekintjiik (steady-state &allapot),
ezért a valtozas 0. Ezt azért tehetjik meg, mert ES komplex mennyiségének
valtozasa elhanyagolhaté mértéki a szubsztrat fogyasahoz, és termék kelet-
kezéséhez viszonyitva. Ezt az alland6 értéket a sebességi allanddk (kj, ko,
k3), és az [E| és [S] értékei hatdrozzédk meg, amit az aldbbi médon tudunk
kiszamolni:

d
C1BS] = h[S)[E] - k{BS] ~ ks[ES] = 0 (2.1)

Atrendezziik az egyenletet (2.2), és tudjuk, hogy az enzim szabad forméban
van jelen vagy szubsztratot kot, tehat a teljes enzim mennyiség ([E;]), ezek
Osszegével egyenld (2.3):



2. FEJEZET. KINETIKAI MODELLEZES 17

k[SI[E] = ka[BS] + ks ES) (2.2)

[E] = [E] - [ES] (2.3)
[E] helyére (2.2) egyenletbe beirva a (2.3) egyenletet, az dtrendezések utan
a kovetkez6képp tudjuk kifejezni [ES]-t:

RISIE]  ISIE

k[S]+ ke + ks [S]+ Rafths
Ezt kovetéen bevezethetjiik a Michaelis-Menten konstanst (K, [30]). Ez

az érték azt a szubsztrat koncentraciot jelenti, amelynél az enzim a maximalis

reakcidsebesség felével miikodik. (Ennek ellendrzésére a késébbiekben keriil
sor.) Ezt kéveten behelyettesitjiikk Ky-et a (2.4) egyenletbe:

(ES] = (2.4)

kot ks

K == (2.5)
__[S][E]
B8] = 5y i (2.6)

Ezzel meghatéroztuk [ES| értékét (2.6). A termék keletkezésének se-
bessége (Vg) csak [ES] értékétol és ko sebességi allandétdl fiigg (2.7), és
tudjuk, hogy akkor maximalis, ha minden enzim a szubsztratot kot, tehat a
teljes enzimmennyiség (E;) szubsztratot kotve (ES formdban) van jelen (2.8):

ko[ S]]
Vs = ky[ES] = ——+ 2.7
s = klBS = e R (27)
(BS] = [E] = Vias = ko[B}] (2.8)
Ezt kovetden a (2.7) és (2.8) egyenletet dsszevonva:
Vmam [S]
Vs=rg 2.9
" [+ Ky (2.9)

Ezzel megkaptuk az adott szubsztrat koncentraciohoz tartozoé reakciésebes-
séget (2.9).

A (2.9) egyenletbe behelyettesitve a Michaelis-Menten konstanst (Kjy),
lathato hogy ennél a koncentracional valoban a maximélis reakcidsebesség
(Vimaz) felével miikodik az enzim:

Vmax[s] o VmamKM o Vmax

S|+ Ky  Ky+Ky 2 (2.10)

[S]:KM:>VS:
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2.3. Reakciok modellezése

2.3.1. Egykomponensu reakcidok

Egykomponensii reakcidok esetén az atalakulas sebessége fiigg a szubsztrat
koncentraciéjatél, az enzim szubsztrat iranti affinitasatol, és az enzim ma-
ximalis reakciosebességétol. Ezt az Osszefliggést irja le az elozd fejezetben
targyalt Michaelis-Menten enzimkinetikai modell. Ebben az esetben a reak-
cidban a szubsztrat valtozasat az atalakulas és visszaalakulds kiillonbségébol
kaphatjuk meg. V,...(E) egy enzimfiiggé paraméter, [S] és [P] a szubsztrat
és a produktum koncentricidja, Ky (S,E) és Ky (P,E) pedig az enzimtol és
a szubsztrattol /produktumtdl fiiggdé Michaelis-Menten dllandé. Jelolje Vg és
Vp a két elemi reakcié sebességét.

S= P
S—P VS
P—S VP

d _ Vinaa (E)[S] Vinaz (E)[P]
#8 = —mikaes T Phikygem = Vst Ve

d _ 1 Vimaa(E)[S] Vinaz(E)[P]
—[P ] =+ [SI+E(SE)  [Pl+Ku(PE) — +Vs = Vp

2.3.2. Tobbkomponensi reakciok
Sztochiometriai matrix

A reakcidrendszer altalanos leirasahoz érdemes bevezetni az in. sztochiomet-
riai métrixot (S,«x), aminek oszlopai az egyes reakcidkhoz tartozd sztéchio-
metriai viszonyokat irjak le (n darab reakcid), soraiban pedig az egyes anya-
gok szerepelnek (k szamu anyag). Ha ezt a matrixot megszorozzuk egy re-
akcidsebesség vektorral (Vg), ami a Michaellis-Menten kinetikdval (1d. 2.2
alfejezet) szamolt reakciGsebességeket tartalmazza, akkor megkapjuk a kon-
centraciok idébeli valtozasat.

%X = Snxk : VS
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Reakciosebesség vektor

A modellinkben a reakciékra elsérendii reakcidokként tekintink, tehat azt
feltételezziik, hogy az atalakulds sebességét csak egy anyag koncentracidja
hatarozza meg, ami jelen esetben a kiindulési szubsztrat. Ilyenkor tudjuk
haszndlni a Michaellis-Menten kinetikat a reakcidsebesség vektor (Vg) meg-
hatdrozéséra. Vg, az i-edik szubsztrathoz tartozé reakcidsebességet, [X;] az
i-edik szubsztrat koncentraciéjat, K, az enzim i-edik szubsztratra vonatkozé
Ky értékét, V.. pedig az enzim maximalis sebességét jeloli.

_ ‘/TVLH,:L'[XI]
Vs, = [X1]4+Kar
Vimaz [X

Ve, = [X2]

2 7 [Xeo|+ K

_ Vmaz[Xn}

Amennyiben modell bovitése soran a Michaellis-Menten kinetika helyett
mas enzimkinetikai modellt szeretnénk hasznélni, akkor az 11j modell szerint
adjuk meg a reakciésebesség vektor (Vg) értékeit.

Reverzibilis reakcidk felirasa

Abban az esetben, ha egy reverzibilis reakciot két elemi reakciéként model-
leziink, akkor ezt a sztochiometriai matrixban két oszlopként reprezentaljuk,
ellentétes elgjellel, mivel a két elemi reakciéhoz kiilonbozo reakcidsebesség
tartozik. Tehat egy reverzibilis reakciéban (ahol k és k41 a két elemi atalaku-
14s indexe) a kiinduldsi anyagok véltozdsa az aldbbi médon irhaté fol.

LX; = Ski- (Vs)e — Sk - (Vs)ira



3. fejezet

A modell elemei

3.1. A reakcidkat katalizaldo enzimek

3.1.1. Altaldnos tudnivalék

A citrat-kor a kilonbozo él6lényekben, de még szervekben is eltéro akti-
vitassal miikodhet. Egyes enzimek mennyisége és aktivitdsa nagymértékben
fiigghet a szubsztratok magas koncentracidjatél, ami altaldaban fokozza az
aktivitast, mig a termék koncentraciéjanak emelkedése képes gatolni az en-
zimeket (negativ visszacsatolds). Ezért a modell megalkotédsa soran igyekez-
tem mitokondriumok enzimeinek paramétereit hasonlé koriilmények kozott
vizsgalni (V4. adatok forrasa [31]; Ky, értékek forrasa [32]). A konkrét enzi-
met a megnevezését kovetd szam azonositja (1d. 2.1 alfejezet). Amennyiben
a késobbiek soran pontosabb mérési adatok allnak majd rendelkezésre, ugy
lehet pontosabban kalibralni a modellt.

3.1.2. A modellben szerepl6 enzimek
Citrat-szintaz (4.1.3.7)

Katalizalt reakcié:

Acetil-KoA + oxalacetat — citrat
Modellben hasznélt paraméterek:
Vmax: 1.88 pmol KM,oxdlacedt: 4 /J/Mu

perc’
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Akonitaz (4.2.1.3)

Katalizalt reakcio:

Citrat = izocitrat

Modellben hasznélt paraméterek:

Az enzim nagy aktivitdsa miatt a modellben a citrét/izocitrat = 10 ardny
bedllitdsaval dolgoztunk [33].

Izocitrat-dehidrogendz (1.1.1.41)

Katalizalt reakcio:

Izocitrdt + NAD' — a-ketoglutarat + CO, + NADH + H*
Modellben hasznélt paraméterek:

Vmax: 0.1 pmot KM,izocitr(’zt: 140 ,U/M7

perc’

a-ketoglutarat-dehidrogenaz (1.2.4.2)

Katalizalt reakcié:

a-ketoglutardt + KoA-SH + NAD' — szukcinil-KoA + CO, + NADH +
o+

Modellben hasznélt paraméterek:

Vmax: 0.0037 pmot KM,a—ketoglutardt: 110 /LM,

perc’

Szukcinil-KoA-ligdz (6.2.1.4)

Katalizalt reakcié:

Szukeinil-KoA + GDP + P — szukcinat + KoA-SH + GTP
Modellben hasznélt paraméterek:

Vimae= 0.39 pmol KM,szukcinilfKoA: 40 ,LLMv

perc’

Szukcinat-dehidrogenaz (1.3.5.1)

Katalizalt reakcio:

Szukecinat + FAD — fumarat + FADH,
Modellben hasznélt paraméterek:

Vimae= 0.258 umol KM,szukcindt: 270 H’M7

perc’
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Fumaréaz (4.2.1.2)

Katalizalt reakcio:

Fumarat + H,O = malat

Modellben hasznélt paraméterek:

Az enzim nagy aktivitdsa miatt a modellben a malat/fumarat = 4.4 ardny
bedllitdsaval dolgoztunk [32].

Malat-dehidrogendz (1.1.1.37)

Katalizalt reakcio:

Maldt + NAD' = oxdlacetdt + NADH + H*

Modellben hasznélt paraméterek:

Vinaz= 0.816 “2%: K s arae= 370 uM; Kis opatacerar= 52 p1M;

perc’

3.2. Citrat-korben résztvevo koenzimek és ezek
szerepe

3.2.1. AcKoA

Az acetil-koenzim A egy szallitémolekula, mely a piroszélosav vagy a zsirsa-
vak oxidacidja soran keletkezik. Ez a molekula juttatja be a citrat-korbe
az acetil csoportokat, melyek az oxalacetattal egyesiilve citratta alakulnak,
ezzel biztositva a citrat-kor ciklusos miikodését.

3.2.2. NAD*

A nikotinamid-adenin-dinukleotid az elektrontranszferben résztvevé moleku-
la, mely 2 elektront képes szallitani a légzési lanc I-es komplexéhez. Ezt
kovetoen az I-es komplexen keresztiil az elektronok az elektron transzport-
lancba keriilnek, és igy biztositanak energiat az ATP-szintaz miikédéséhez,
mely az ADP — ATP atalakulasért felel6s.

3.2.3. FAD

A flavin-adenin-dinukleotid a citrat-korben résztvevo szukcinat-dehidrogenaz
enzim prosztetikus csoportja, mely az enzimreakcié soran elektronokat szallit
a légzési lanchba, amely elektronok szintén az ATP-szintdz miikodéséhez biz-
tositanak energiat.
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3.3. Energiatermelés és a P/O hanyados

3.3.1. Energiatermelés

A mitokondriumokban a citrat-kor miikodése azaltal biztositott hogy a kiilon-
boz6 anyagok lebontasa soran olyan intermedier molekuldk keletkeznek, me-
lyek képesek belépni a citrat-korbe. Ezt kovetéen a reakcidik soréan re-
dukalt koenzimek keletkeznek. Ezek a redukalt molekulak fogjak biztositani
az elektronokat az elektron transzportlancnak. A folyamat soran az ATP-
szintaz inorganikus foszfatot épit be az ADP molekulaba. Ezzel parhuzamosan
az ATP-szintdz 4ltal visszaengedett H' elektronokkal O, molekuldkat re-
dukalva vizet képeznek a IV-es komplexen. A beépitett inorganikus foszfat
és oxigén atomok aranya ad felvilagositast az elektron transzportlancba be-
keriil6 redukalt koenzimek aranyarol.

3.3.2. NADH és FADH,; oxidacidja

A citrat-kor miikodése kozben bizonyos reakcidk sordn NAD* és FAD mo-
lekulak redukaldodnak. Ezt kovetden az elektron transzportlanc I-es komp-
lexén a NADH, mig II-es komplexén a FADH; molekuldk fognak oxidalédni.
Az T-es komplexen lezajlé reakcié soran 4 H dramlik ki a mitokondrium
két membran kozti terébe, ezzel kialakitva egy elektrokémiai gradienst a
membran két oldala kozott. A Il-es komplex reakcidja soran nem pumpalddik
ki H" a mitokondrium membrénjai kozé. Az oxidacié sordn a HT-ok elekt-
ronjai az I-es és Il-es komplexrol a III-as komplexre keriilnek, mely tovabbi
4 H*-t pumpdl ki az intermembran térbe. Ezt kovetden az elektronok a
IV-es komplexen haladnak 4t, mely tovdbbi 2 H'-t juttat ki a mitokond-
rium matrixabdl. A kijuttatott H'-ok az elektrokémiai gradiens irdnydban
tudnak visszajutni a métrixba az ATP-szintazon keresztiil, ahol megtorténik
az energia konzervaldsa ADP — ATP 4talakulds sordn. A visszajuté H a
transzportlancon végighaladé elektronokkal és Oo-nel egyesiil, és vizet alkot.

3.3.3. P/O hanyados

A redukalt NADH és FADH, oxidaciéja soran az el6z6 részben leirt médon
ADP-bSl ATP keletkezik. Ehhez az ATP-szintaz enzim egy PO3 -ot hasznal
fol. A NADH oxidacidja, mivel ennek els6 1épése az I-es komplexen zaj-
lik, 10 H* juttat a mitokondrium két membrénja kozé. Ezzel szemben a
FADH, oxid4cidja sordn, ami a II-es komplexen kezdddik, 6 HT kipumpéldsa
torténik. A visszaaramld protonok ezt kovetéen az elektronokkal és az Og-nel
vizzé fognak alakulni. Ezen reakcidk sordn a NADH oxidacidja esetén a P/O
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hényados 2,7-2,9, mig a FADH, oxidaciéjakor 1,6-1,8 [34,35]. Az oxidécid
mérése soran a mért értékbol kiszamolhatd, hogy a mitokondriumban milyen
aranyban torténik a két redukalt molekula oxidacidja.

3.4. A mitokondrium transzporterei

A mitokondrium belsé membrénja a legtobb molekula szaméara impermea-
bilis. Ennek kovetkeztében a kiilonboz6 anyagok, csak transzportereken ke-
resztiil képesek bejutni a mitokondrium matrixaba, vagy kijutni onnan. Ezek
a transzporterek lehetnek uniporterek (egy anyag transzportjat végzik), szim-
porterek (egy irdnyba tobb anyag transzportjat végzik), vagy antiporterek
(ellentétes irdnyba tobb anyag transzportjat végzik). Az SLC transzporter
csaladban tobb citrat-kér szubsztratot tovabbité molekula talalhaté [36].

A modellben a transzporterek miikodését az enzimekhez hasonldéan a
Michaelis-Menten kinetikaval irjuk le. Ebben az esetben azonban figyelem-
be kell venni, hogy egy adott anyag kidramlasaval parhuzamosan egy masik
anyag bedramldsa torténik. (A modell jelenleg csak antiportereket tartal-
maz, és ezek koziil is olyanokat, amelyek 1:1 aranyban cserélnek molekulakat
a bels6 membrén két oldala kozott.) A transzportok soran a kicserélédd ionok
toltése megegyezik, ezért a hajtoerdt a belsé membran két oldala kozotti kon-
centraciok kiilonbsége biztositja. A koncentraciét a membran kiils6 oldalan
allandénak tekintjiik, mivel ez a sejten beliili koncentréaciét reprezentalja (mi-
vel a mitomondriumok kiils6 membrénja ezekre az ionokra permeabilis). Ez-
zel ellentétben a méatrixban 1év6 koncentracié folyamatosan valtozik a belso
atalakulasok és a transzportfolyamatok kovetkeztében. fgy egy anyag transz-
portjat a be-, és kiaramlé anyag mennyiségének kiilonbsége fogja megadni.
Ezzel parhuzamosan a kicserélédés miatt ugyanennyi ion fog belépni a kiils6
térbol a mitokondriumba az antiporter altal szallitott masik anyaghdl. A
modellben hasznélt paraméterek forrdsa [37].
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3.4.1. A modellben hasznalt transzporterek
Citrat transzporter (CTP)

Szinonimak: CIC (citrate carrier), tricarboxylate carrier

Génje (locus): SLC25A1 (22q11.21), SLC20A3

Szubsztratjai: citrat, izocitrat, malat, foszfoenol-piruvat (PEP)
Transzport: citrat + HT &= malét

Lokalizacié: agy, tido, sziv

Modellben hasznélt paraméterek:
mmol . mmol ,

vt,maz(Cit): 10. perc vt,maz(Mal): 11.5 perc
Kt,Cit(ki): 27 ,MM; Kt,c,‘t(be)z 32 ,uM;
Ky maieny= 60 puM; Ki praipe)y= 250 puM;

Dikarboxilat carrier (DIC)

Génje (locus): SLC25A10 (17¢25.3)

Szubsztratjai: malat, foszfat (HPO3Z ™), szukcinét, szulfat (SO7 ™), tioszulfat
(S2037)

Transzport: HPO3™ = malét

Lokalizacié: maj, vese, sziv, agy, tiid6, hasnyalmirigy

Modellben hasznalt paraméterek:

_ mmol . _ mmol .
Vt,max(Mal)_ 6 perc Vt,max(HPOZ_)_ 6 perc

Ky vaieiy= 920 uM; Ky ararpey= 490 pM;
Ky 1poz- k= 930 uM; K, po2-(pey= 1410 pM;

Oxoglutarat carrier (OGC)

Szinonimék: Oxoglutarate/malate carrier

Génje (locus): SLC25A11 (17p13.3), SLC20A4
Szubsztratjai: a-ketoglutarat, malat

Transzport: a-ketoglutarat = malat

Lokalizacié: sziv, vazizom, méj, vese, agy, hasnyalmirigy

Modellben hasznalt paraméterek:

_ mmol . _ mmol .
Vt7max(oéKG’)— 9.5 perc ) Vt,max(Mal)_ 10 perc

Kiarxawy= 170 uM; Ki oxapey= 310 uM;
Kt,Mal(ki): 710 /LM; Kt,Mal(be): 1360 /LM;
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3.4.2. Tovabbi transzporterek
Aszpartat-glutamat carrier 1-2 (AGC1-2)

Szinonimék: Aralarl (1), Citrin (2), CTLN2 (2), Aralar2 (2)

Génje (locus): SLC25A12 (2q24), SLC25A13 (7q21.3)

Szubsztratjai: aszpartat, a-ketoglutarat

Transzport: aszpartdt = a-ketoglutarat + H*

Lokalizacio: agy, sziv, vazizom, hasnyalmirigy, vese, tidé (1), maj (2)
Betegség asszociacié: 2-es tipusdnak defficiencidja okozza a 2-es tipusu cit-
rullinaemidt (CTLN2) [38], és az ujsziilottkori intrahepatikus kolesztézist
(NICCD) [39]

Glutamat carrier 1-2 (GC1-2)

Génje (locus): SLC25A22 (11p15.5), SLC25A18 (22q11.2)

Szubsztratjai: a-ketoglutarat

Transzport: a-ketoglutarat + HT a métrixba

Lokalizaci6: hasnydlmirigy, agy, here, vese, sziv, tid6, méj (1), 1ép (1),
bélrendszer (1)

Betegség asszociacié: 1-es tipusanak defficiencidja okozza az jsziilottkori
epilepsziaval jaré agyvelgyulladast [40-42]

Uncoupling protein 1-5 (UCP1-5)

Szinonimék: Thermogenin (1), UCPH (2), Proton carrier (1-3), Brain mito-
chondrial carrier protein (BMCP1) (5)

Génjeik (locus): SLC25A7 (4928-q31) (1), SLO25AS (11q13) (2), SLC25A9
(11q13) (3), SLC25A27 (6p11.2-q12) (4), SLO25A14 (Xq24) (5)
Szubsztratjai: HY (1-3)
Transzport: HT a métrixba (1-3)
Lokalizaci6: barna zsirszovet (1
véazizom (3), agy (4, 5), here (5)

Betegség asszociacid: obezitds (1, 2), 2-es tipusu cukorbetegség (2, 3), ve-
lesziiletett hiperinzulinaemia (2)

), tidé (2, 3), vese (2), 1ép (2), sziv (2),



4. fejezet

A citrat-kort leiré kvantitativ
modell

4.1. Modellezési célok

A modell a citrat-kor reakcidit szimulalja. A modellezés céljai a kovetkezok:

1. A reakcidkban részvevo anyagok koncentricidjanak meghatarozasa fi-
ziolégias koriilmények kozott.

2. A kezdeti feltételek megvéltozasa soran 1étrejovo 1j egyensulyi allapot
predikcioja.

3. A modellben a fiziol6gids paramétereket és/vagy kezdeti értékeket ké-
rosra cserélve, a konkrét kérallapotokban 1étrejové megvaltozott dina-
mika modellezése.

Az irodalomban korabban mér késziiltek ehhez hasonlé modellek [1-4]
(1d. 1.2 alfejezet), ezek tovabbfejlesztése, és més aspektusokkal torténé ki-
egészitése is a modellezésiink célja.

A ciklus soran torténd atalakuldsokat a Michaelis-Menten kinetikaval
irjuk le. A reverzibilis reakciokat két ellentétes irany1 elemi reakciéként irjuk
fol, és a reakcidk soran a két szubsztratra vonatkozo K, értékeket hasznaljuk.
Az egyes intermedierek véltozasat differencidlegyenletek segitségével irjuk le.
A reakcidk sordn keletkezett redukalt koenzimek (NADH, FADH,), és GTP
mennyiségébdl kiszamoljuk az ezzel ekvivalens ATP mennyiséget, és az ehhez
sziikséges O fogyasztast. Emellett kiszamoljuk a P/O hanyadost, mely a mi-
tokondrium altal felhasznalt redukélt koenzimek aranyarol ad felvilagositast.
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4.2. Paraméterek

Az enzimek paramétereit egy matrixban taroljuk, melynek elsé oszlopaban
az enzim V,,.. értéke, masodik oszlopban a kiindulasi szubsztrathoz kap-
csol6dd Ky (S) értéke, harmadik oszlopdban pedig a produktumhoz kap-
csol6dd Ky (P) értéke taldlhaté. A paraméterek forrdsa: V.. [31]; Kar [32].
A transzporterek folyamataihoz tartozé paramétereket szintén egy matrix
tarolja, az enzimekhez hasonlé moédon. Az els6 két oszlopban talalhatd a
szubsztrathoz tartozé Vi ;.. érték, a masodikban a kifelé draml6 szubsztrathoz
tartozo K (Sg;) érték, mig a harmadik oszlopban a befelé dramlé szubsztrathoz

tartoz6 K;(Spe) érték. A paraméterek forrdsa [37].

Enzim Rovidités Vinax Ky (S) | Ky(P)
(umol/perc) | (pmol) | (pmol)
Citrat-szintaz CS 1.88 ‘ 4 ‘ irrev
Akonitaz AKON (*1d. 3.1.2 alfejezetet, ardny = 10
[zocitrat-dehidrogenaz IDH 0.1 140 irrev
a-ketoglutarat-dehidrogenaz | aKGDH 0.0037 110 irrev
Szukcinil-KoA-ligaz SUCLA 0.39 40 irrev
Szukcinat-dehidrogenaz SDH 0.095 270 irrev
Fumaraz FUM ¥ 1d. 3.1.2 alfejezetet, ardany = 4.4
Malét-dehidrogendz MDH 0816 | 370 | 52
4.1. tablazat. Enzimek paraméterei és értékei
Transzporter Rov. | Szubsz. Vimaz Ki(Ski) | Ki(Spe)
(mmol/perc) | (umol) | (pmol)
Citrat-transzporter CTP | Citrat 10.5 27 32
Citrat-transzporter CTP | Malat 11.5 60 250
Dikarboxilat-carrier DIC | Malat 6 920 490
Dikarboxilat-carrier | DIC | HPO7~ 6 930 1410
a-Ketoglutarat-carrier | OGC | a-KG 9.5 170 310
a-Ketoglutarat-carrier | OGC | Malét 10 710 1360

4.2. tablazat. Transzporterek paraméterei és értékei
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A kezdeti értékek szintén egy matrixban tarolédnak, melynek els6 osz-
lopa a mitokondrialis koncentraciokat tarolja, ezek az értékek valtozhatnak
a folyamat soran, mig a masodik oszlopa a citoplazmatikus koncentraciokat
tartalmazza, amelyek a folyamat soran konstansnak tekinthetok. FEzek az
értékek modosithatoak a modellezni kivant szituacié szerint. Kezdetben a fi-
ziol6gias koncentracidkat igyeksziink megadni [43-48]. Amelyik koncentracio-
val nem szamolunk, vagy a kezdeti értékét O-nak tekinthetjiik azt a tablazat-
ban feltiintettiik. A citrat és az izocitrat mennyiségének osszegét egy valtozé-
nak tekintettiik, mivel a két anyag kozott egyensulyt feltételeziink, és ezért
a citrat keletkezése aranyosan noveli az izocitrat mennyiségét, és az izocitrat
fogyasa pedig aranyosan csokkenti a citrat mennyiségét. Ugyanezt az Ossze-
vonast hasznaltuk a fumardt-malédt reakciondl is (1d. 3.1.2 alfejezet).

Anyag Rovidités Crmito Csejt Jelolése a

(pmol /1) (umol/1) modellben
Oxaélacetat OA 5.7 30 X
Citrat Cit 1250 230 Xo
[zocitrat Izo 125 nem sziikséges Xy
a-ketoglutarat aKG 130 69 X3
Szukcinil-KoA | SzKoA 38 nem sziikséges Xy
Szukcinat Szuke 500 nem sziikséges X5
Fumarat Fum 490 nem sziikséges Xs
Malat Mal 2156 1840 X6
NADH NADH 0 0 X7
FADH, FADH, 0 0 Xs
GTP GTP 0 0 Xg
PO3~ PO3~ 8030 11530 X10

4.3. tablazat. A kezdeti értékek
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4.3. A modellhez tartozo differencidlegyenletek

A modellezés soran a differencidlegyenleteket az enzimek (Id. 3.1.2. al-
fejezet) és a transzporterek (ld. 3.4.1. alfejezet) adatai, és a Michaelis-
Menten kinetika (Id. 2.2. alfejezet) alapjan irjuk fol, az egyes anyagok
idobeli valtozasara vonatkozoan. Ezt kdvetden az alabbi differencialegyenlet-
rendszer megoldédsaval kaphatjuk meg az egyes koncentraciok idébeli értékeit:

d . VCS [OA] VMDH [Mal]
204 = — + -
dt [OA] + KM(OA,CS) [MCLZ] + KM(Mal,MDH)

B VyviDH [OA]

[OA] + Knoampr)

d . VCS [OA] V[DH[IZO]
—|Cit] = (+ - -
dt[ ) ( (OAl + Knoacs)y  [1z0] + Kni(rz010m)

Viorp[City) n Viorp[Cit
[City] + Kycir,orry  [Cite] + Kycu.orp)

Vierp[Maly,) _ Vierp[Mal,]
[Maly) + Kyyma,crpy  [Male] + Kyva,orp)
1 [ci]
T [T
i[IZO] _ <+ VCS [OA] o ‘/}DH[]ZO] _

dt [OA] + Knoacs)  [120] + Kni(rz0.00m)

Vierp|Clity) n ViorplCit.)
[City) + Kycirerpy  [Cite] + Kyciorp)

Vicrp[Mal,,) Viere[Mal] ) 1

(Maly,] + Kyma,crpy  [Male] + Kyva,orp) ' 5:3 1
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i[ozKG] — VIDH[IZO] . VaKGDH[aKG] .
dt [1z0] + Kp(rz0,ip0y [0 K Gl + Kn(akcakepm)
B Vioce[aKGy) Vioco|aKG,]
[aK G + Kyoxcoae) [aKG| + Kyakxaoao)
Vioce[Mal,] — Vioge[Mal]
[Maly) + Kymaocey  [Male) + Kyma,oae)
B VsveralSzKoA] Varxcpu|aKG|
[SzKo0A] = —
[S2Ko0A| + Kns:konsucray  [0KG| + Kyakaakapn)
SzKoA \% Szuk
d Szukd = + VsucralSzKoA] B sp[Szukd]
dt [S2KoA] + Kns:koa,sucray  [Szukc] + Kni(szuke,spH)
i[Fum] _ (_ VMDH[MCLZ] VSDH[SZ’U,]CC]
dt [Mal] + Kyrva,vipry — [Szuke] + Kyszuke,spm)
N Vipr|OA] _ Vicerp[Mal,y,)

[OA] + Kyoampry  [Maly] + Kyra,crp)
Vicrp[Mal] n Viorp|Clity,] B
[Mal.) + Kynma,crpy  [Citm] + Kycitorp)
_ VierelCit] — Vipic[Maly,]
[Cite] + Kyciterpy  [Maly] + Ky, pic)

Vipre[Mal,] n Vi.p1c[POY,]
[Malc] + Kyara,prcy (PO + Kypos— proy

B Ve.p1c|PO5] _ Viocc[Mal,,] N
[POT.] + Kypor-prey  [Malm] + Kiva,oco)
V;f OGC [Mal ] W,OGC [aKGm] B
(Mal.| + Kymaoce)y  [0KGr| + Kyake,occ)
‘/t ,OGC [O&KG ] ) 1

 [aKG] + Kyakc.oco) [%ﬁ] +1
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d [M l] ( VMDH[MGZ] VSDH[SZUICC]
SiMall = (—
dt [Mal] + Kyiva,mpry — [Szuke] + Kyissuke, s
4 Vvibr [OA] _ Vt,CTP [M alm]
[OA] + Kyjoampry  [Maly] + Kyara,orp)
Vicrp[Mal.] n Vicrp[Clty) _
(Mal.) + Kyma,crpy  [Citw] + Kycitorp)
_ VieorelCit] B Vipre[Maly,)
[Cite] + Kycir,erpy  [Maly] + Kyva,pic)
Vipic[Mal,] Vipre[POL,)
[Mal] + Kyma,prey — [POY,] + Kypos-prc
_ VuprelPOI] Vioec[Maly
[PO1.]+ Kypos- proy  [Malm] + Kiaroco)
Vioce[Mal.] ViocelaK G| _
(Mal.| + Kymaoce)y (0K G| + Kyaka,0c0)
. V%,OGC [OéKGC] 1 [Mal]
[aKG.| + Kiakaoao) [%‘:g] +1 [Fum]
d ‘/[DH[]ZO] VQKGDH[O[KG]
—|NADH| = +
dt[ ] Izo] + Knp(1z0pm)  [0KG] + Kyp(akGarxapm)
VMDH[M(IZ] _ VMDH[OA]
(Mal| + Kyiva,mpry — [OA] + Kaoa,mpm)
d Vspu|[Szukc]
—|FADH,| =
dt[ 2 [Szuke] + Kni(szuke,sDH)
i[GTP] _ VSUCLA[SZKOA]
dt [SzKoA] + Kni(s:koa,sUCLA)
d 3 VSUCLA [SZKOA]
—[PO;] = — -
dt [SzK0A] + Kn(s:K0a,5UCLA)
_ Vipie[POZ Vi.p1c[POY]
[PO3,] + Kycipiey  [POiL] + Kycupicy
Vipre[Mal,,) Vipre[Mal,]

[Maly,] + Kyna,prey  [Male] + Kyva,pic)
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4.4. Tovabbi szamitott értékek

A differencidlegyenletek megoldasat kovetéen a P/O hanyados kiszamitasa
kovetkezik. A folyamat soran keletkezett NADH és FADH; mennyiségébdl
kiszamithato a reakcidk soran fogyasztott O,. Ennek mennyisége fele akkora,
mint a redukalé ekvivalensek 0sszege, mivel mindkét redukald ekvivalens 2
H*-t szallit, az O, molekula 2 O atomot tartalmaz, és a folyamat sordn viz
keletkezik, amihez 2:1 ardnyban haszndlédik fol a Ht és az oxigén atom. A
felhasznalt foszfat mennyisége egyenld keletkezett ATP mennyiségével. Az
irodalmi adatok alapjan egy mol NADH molekula oxidacidja sordn atlagosan
2,8 mol ATP, mig egy mol FADH, molekula oxidaciéja soran atlagosan 1,7
mol ATP keletkezik [34,35]. Ezekbdl az értékekbél tudjuk meghatdrozni
a P/O héanyadost a végsé allapotban. Ami a citrat-korben keletkezett két
redukal6 ekvivalens aranyéarél ad informaciot.

[0,] = ([NADH] + [FADH,))/2
[P] = [NADH]-2.8+ [FADH,]- 1.7
(P/O) = [P]/([02]-2)

4.5. A differencidlegyenletek vektoros felirasa

4.5.1. Altalanos feliras

A tobbkomponensii modelleknél ismertetett sztochiometria matrix, és a se-
besség vektor segitségével felirhaté az altalanos egyenlet az egyes anyagok
véaltozasara (1d. 2.3.2. alfejezet). X vektor tartalmazza az anyagok kon-
centraciéit, tehat ennek derivaltja mutatja az egyes anyagok koncentracioja-
nak megvéltozdsat, amit a sztochiometriai matrix (S, xx), és a reakcidsebesség
vektor (Vg) szorzata eredményez.

%X = Snxk: : VS

4.5.2. A reakcidegyenletek felirasa transzporterek nélkiil

A citrat-korben lezajlé véltozasokat a transzporterek nélkiil felirva az aldbbi
egyenlet irja le. Az utolsé két oszlop egy reverzibilis reakciét ir le, tehat a
sztochiometriai aranyok egymas ellentettjei lesznek.
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X, -1 0 0 0 0 1 -1
X, 1 =10 0 0 0 0 v
X, o 1 -1 0 0 0 0 VSI
X, o 0 1 -1 0 0 0 v52

Al X[ _|0 0 0 1 -1 0 0[]

dl X! o o o o 1 -1 1 V54
X o 1 1 0 0 1 -1 V55
X o 0 0 0 1 0 0 VSG
X, o 0 0 1 0 0 0 1
X10 O 0 0 -1 0 0 0

4.5.3. A reakcidegyenletek felirasa transzporterekkel

A modellben a transzportokat reverzibilis reakcidknak tekintjik, és ezért
transzporterekkel bévitve a maétrix kiegészil hat oszloppal, mivel harom
transzporter szerepel 1-1 reverzibilis reakcioban.

Vs,
X Vs,
' V.
X 93
2 %
X S
3 -1 0 0 0 0 1 -1 0 0 0 0 0 0 V.
X 1 -1 0 0 0 0 0o -1 1 0 0 0 0 Ss
4 0 1 -1 0 0 0 0 0 0 0 0o -1 1 Ve
d X 0 0 1 -1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Se
5 _ 0 0 0 1 -1 0 0 0 0 0 0 0 0 V.
N X, — 0 0 0 0 1 —1 1 1 -1 -1 1 0 0 S7
dt 6 0 1 1 0 0 1 -1 0 0 0 0 0 0 V
X 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 tri1
7 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
X, 0 0 0 -1 0 0 0 0 0 1 -1 1 -1 ‘/;fbﬁ’l
° v,
X tri,2
’ %
X tbe,?
10 v,
tri,3
‘/tbe,S

A felallitott modell leirja az egyes anyagok idobeli valtozasat. Amennyi-
ben sikeriil megfelel6é paraméterekkel kalibrdlni a modellt, a szimulacié végén
egy egyensilyi allapotot kapunk, amely kozel egyezik a fizioldgias allapottal.
Ennek megitéléséhez azonban kiillonbozé paraméterekkel torténo szimulaciok-
ra, tovabba a modell bioldgiai analizisére van sziikség.



5. fejezet

A modell implementacidja és
szimulaciés eredmények

5.1. A MATLAB kornyezet

Az el6z6 fejezetben leirt matematikai modell szimulaciéjahoz MATLAB prog-
ramot hasznalunk. Ennek oka, hogy sokféle lehetOséget tartalmaz a dif-
ferencidlegyenletek megoldasahoz, atlathaté, konnyen kezelheto, egyszertien
lehet benne felhasznaléi feliiletet 1étrehozni, tovabba az eredmények megje-
lenitésére is alkalmas.

5.2. Differencialegyenletek megoldasa

A differencidlegyenletek megoldasdhoz az ode4b fiiggvényt hasznéltuk. A
fiiggvény altal létrehozott matrix a szimulalt mitokondrialis koncentracidkat
tartalmazza az egyes idopontokban. A differencidlegyenletekben szerepl6 pa-
ramétereket (enzimek és a transzporterek paramétereit), egy-egy matrixbdl
kéri be, amelyek elére meghatarozottak. Az allapotvéltozok (intra-, és ext-
ramitokondridlis koncentracidk) a felhasznélé altal allithaték a szimuldlni
kivant helyzetnek megfeleloen.
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5.3. Keletkezett ATP és P/O szamitasa

A differencidlegyenletek megoldasat kovetoen a modellben leirt mdédon a
program kiszdmolja a folyamat soran keletkezett NADH és FADH, mennyisé-
gébodl, az ehhez sziikséges fogyasztott Os és a keletkezett ATP mennyiségét.
Ezekb6l az értékekbél pedig meghatarozza a P/O hényadost.

5.4. Felhasznaloi felulet

A felhasznél6 a szimulacié soran meg tudja adni a kezdeti intra-, és extrami-
tokondrialis koncentraciokat, és az idointervallumot, amin a folyamatban sze-
replo anyagok koncentracié valtozasat szeretné vizsgalni. A program ezt az
idéintervallumot fogja megjeleniteni az dbran. Emellett kiirja a kiszamitott
koncentracidkat a zard idopontban, és az ehhez tartozé6 ATP termelést, O,
fogyasztast, és az ebbdl szamitott P/O hanyadost.

5.5. Megjelenités

A szamolast kovetéen a program az id6 (perc) fliggvényében abrazolja az
egyes koncentracidk (uM) alakuldsat, a kezdeti és zdré idépont kozott, és ezt
jeleniti meg az abran. Az egyes anyagok kiilonboz6 szinnel vannak jelolve:
Oxélacetat - piros

Citrat - sarga

[zocitrat - kék

a-ketoglutarat - zold

Szukcinil-KoA - fekete

Szukcinat - cian

Fumarét - magenta

Malat - sziirke
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5.6. Szimulaciés eredmények

5.6.1. Transzporterek bevezetése

Az els6 szimulacié soran az enzimek mikodését vizsgaljuk, ezért csak az
enzimek (1d. 3.1.2. alfejezet) altal generalt tagokat vettiik figyelembe a
differencidlegyenletek felirdasakor. Kezdeti értékeknek a korabban feltiintetett
irodalombdl szarmazo6 adatokat hasznaljuk (5.1 dbra).

Szubsztratok: Mitokondrium (ul}: Citoplazma (uM}): Veégso allapot (uM): Szin
Ackoh 4z ~ 130 "
LY LTl
OA 57 c 30 c 21487 piros
Citrat 1250 c 230 c 1452 9787 sarga
lzocitrat 125 c 0 : 145.2979 kék
akG 130 o 69 " 145.9441 zZiid
Szukeini-KoA i) o 0 a 3.0134 fekete
Szukcinét 500 o ] A 4757229 cian
Fumarat 480 : 0 : 457.1471 magenta
Malit 21%6 A 1840 A 2011.4472 sziirke
Aszpatrat 1550 c 1540 c
Foszfat 2030 L) 11530~
W Y]
A folyamat soran keletkezik (uM):

02-fogyaszas: 157.9222

ATP termelés: 765.334

P/O hanyados: 231

Kezdeti idopont: 0 s

Zard iddpont: 360 " i Szamol |

5.1. dbra. Enzimek miikodése, transzporterek nélkdl

A szamitas alapjan a kezdeti értékekhez képest jelentos valtozas figyelheto
meg néhany szubsztrat koncentracidjaban (oxalacetat, citrat, szukeinil-KoA,
maldt). Ennek lehetséges magyarazata, hogy a szimuldcié soran egy izolalt
rendszerben vizsgaltuk a citrat-kor miikodését, és nem vettiik figyelembe
a mitokondrium és a kiils6 kornyezet kozott 1étrejovo interakciokat. Ezért
tapasztalhattuk, hogy a koncentraciok nem maradnak a fiziolégias értéken,
hanem valtozik a koncentracidjuk.

Ezt kovetden az el6z6 probléma megoldasara kiegészitettiik a differen-
cidlegyenleteket harom transzporter (Id. 3.4.1 alfejezet: CTP, DIC, OGC)
altal generdlt tagokkal, és ismételten lefuttattuk a szimuldciét (5.2 dbra).
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5.2. abra. Enzimek és transzporterek kozos mitkodése

A végso értékeket tartalmazd tablazatokat és a két abrat osszehasonlitva
az lathatd, hogy a transzporterek bevezetésével megsziint a mitokondriu-
mon beliili anyagcsere izolaciéja a kornyezettdl (5.3 abra). A kezdeti értékek
valtozasanak titeme lassabbda valt, és megfigyelhet6, hogy adott id6 alatt
kevésbé tér el az eredeti (irodalomi fiziol6gids) allapottdl. Tovébbi transz-
porterek bevezetésével tovabb ndvelheté a modell pontossaga, mivel egy-
re jobban képesek integralni a mitokondrium sajat anyagcsere-rendszerét a
kornyezetébe, ezért tovabbi transzporterek bevezetése is a szerepel a terveink

kozott.

Végso allapot (uM):

21388
1300.7103
130.071
100.4266
2972
475.6574
496.7915
21858824

. A MODELL ES A SZIMULACIOK EREDMENYEI
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szlrke
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5.3. dbra. Mikodés transzporterek nélkiil, és transzporterekkel

5.6.2. A modell alkalmazasa iszkémias allapot vizsgalatara

A miésodik szimulacié soran egy akut iszkémias esetet vizsgaltunk, ami ak-
kor jon létre, ha a szivben egy koszortuér elzarddik, és az elzarodast koveto
szakaszon megszlinik a vérellatas. Ilyen allapotban az egyes metabolitok kon-
centracidja jelentés mértékben megvaltozik [49]. Az irodalmi adatok szerint
iszkémias allapotban a metabolitok aranya vese mitokondriumokban a nor-
moxias allapothoz képest: a citrat otodére, az a-ketoglutarat felére, fumarat
és malat pedig harmadara csokken, emellett a szukcinat haromszorosara
emelkedik. A kezdeti értékeket a fent leirt modon megvaltoztatva vizsgaltuk
a mitokondriumban lezajlé valtozasokat (5.4 dbra).

Az eredményeket vizsgalva megfigyelheto, hogy az iszkémia lezajldsat
kovetoen, az intermedierek koncentracidja elkezd kozeliteni a fiziologidshoz,
vagyis a rendszer ismét az eredeti fiziolégias szintet igyekszik elérni. Emel-
lett megfigyelheté a P/O hanyados csokkenése is, ami azt fejezi ki, hogy a
NADH és a FADH, oxidacidjanak aranya a FADH, iranyaba tolddik el, ami
arra utal, hogy a szukcinat fokozottan oxidalédik, mivel az oxidacidjakor
keletkez6 FADH, aranya emelkedik meg. Ebbdl lathaté, hogy a moédosult
kezdeti allapotot a rendszer képes kompenzalni azaltal, hogy a kiilonb6zo
atalakuldsok aranyat véltoztatja (5.5 dbra). Emellett megfigyelhets, hogy
a jelenlegi paraméterek mellett is megkozelitoleg egy hetes intervallumra te-
het6 a mitokondriumban 1évé koncentraciok aranyanak helyredllitdsa, ami
élettani kortilmények kozott is a legveszélyeztetettebb idGszak egy infarktus
lezajlasat kovetden.
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5.4. abra. Koncentracidk valtozdsa akut iszkémia utdn
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5.5. abra. Koncentracidk valtozasa akut iszkémia utan



6. fejezet

(")sszefoglalés

6.1. A létrehozott modell

Jelen munka folyamén sikeriilt egy kvantitativ modellt 1étrehozni, amellyel a
citrat-kor reakcidéinak dinamikus miikodése vizsgalhatd. A matematikai mo-
dell szimuldcidja MATLAB kornyezetben valosult meg. A modell a reakcidkat
differencialegyenletek segitségével modellezi, a reverzibilis reakcidékat két ele-
mi reakcioként, vagy egy pillanatszertien kialakulé egyensulyi allapotként
értelmezi. A reakcidk kinetikdjanak leirasdhoz Michaelis-Menten enzimki-
netikai modellt hasznal. Az irodalomban szereplé korabbi modellekkel el-
lentétben, ahol komoly egyszeriisitésekkel vagy a paraméterek aranyokkal
torténd helyettesitésével (;—, %) dolgoztak, a jelenlegi modell a reakciok
soran valos fiziologias paraméterekkel szamol, melyek vagy az irodalombdl,
vagy az Orvosi Biokémiai Intézetben végzett sajat mérésekbol szarmaznak. A
modell validacidja az irodalomban megtalalhaté fiziologids értékek hasznala-
taval tortént, és viselkedése kvalitativ értelemben megfelelé eredményt adott
a citrat-kori szubsztratok egyensulyi koncentracidéjara vonatkozéan. Egy
masik, az eddigi irodalomban nem hasznalt moédon is teszteltiik a modellt
az iszkémias kezdeti feltételek megadasaval, és a modell ebben az esetben is
a szubsztratok egyensilyi koncentracioihoz tartozé aranyara allitotta vissza
a koncentraciokat, tehat kvalitativ értelemben itt is j6 eredményt kaptunk.

6.2. Szimulaciés eredményeink értékelése

A szimulaciékbdl lathato, hogy a modell eredményei nagysdgrendileg megfe-
lelnek az elvarasoknak, azonban egyes anyagok esetén jelentos pontatlansagok
figyelheték meg. Ilyen a szukcinil-KoA, aminek koncentrécidja a modell-
ben jelentésen alacsonyabb az irodalmi értékhez képest. Ennek lehetséges
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oka hogy nem vettiik figyelembe a mitokondriumon beliili koenzim A készlet
acetil-KoA, szukcinil-KoA és a szabad koenzim megoszlasat, és ennek kon-
centraciokra gyakorolt hatasat. Masik jelentos eltérés az oxdlacetat kon-
centracioban figyelheté meg, aminek lehetséges oka, hogy a citrat-kor négy
szénatomos szakaszanak szabdlyozasa, és igy az oxalacetdt metabolizmu-
sa is jelent6s eltérést mutat a kiilonboz6 szervek mitokondriumaiban. A
harmadik koncentracio, amelyben jelentés kiilonbség figyelheté meg, az a-
ketoglutarat. Ennek lehetséges magyarazata, hogy az a-ketoglutarat fontos
szerepet tOlt be a sejtek aminosav anyagcseréjében (a-ketoglutarat <> glu-
tamat atalakulds). Az eltéré anyagceseréjii sejtekben 16v6 szubsztrat kon-
centraciok ezért kiilonbozoek lehetnek, ami jelentés mértékben képes be-
folyasolni szubsztratok kozti egyensilyt. Ezeknek az anyagoknak a metabo-
likus sajatossagait figyelembe véve és a késObbiekben a modellbe beépitve,
pontosabb értékeket kaphatunk. Emellett a tobbi szubsztrat enzimeket és
transzportereket befolyasold hatasat is érdemes beépiteni a modellbe. Tovab-
bi paraméterek bevezetésével, ill. a paraméterek becslési eljarasokkal torténo
pontositasaval a modell leiroképessége a jovoben varhatéan jelentésen javit-
hato.

6.3. Tovabbi tervek a modell bovitéséhez

Modelliinket a késébbiekben szeretnénk kiegésziteni tovabbi transzporterek-
kel, melyek segitségével valésaghtibb lenne a rendszer kornyezethez valé il-
leszkedése, és ezzel kozelebb kertilne a valos fiziologids kortilményekhez. Sze-
retnénk beépiteni a modelliinkbe a kiilonboz6 szubsztratok enzimekre gya-
korolt serkent6/gatlé hatasat (K, és K; bevezetése), és tovabbi anyagcsere-
utak figyelembe vételével a citrat-koron beliili reakciok dinamikajat is sze-
retnénk pontositani. A mitokondridlis enzimek Ky, és V,,.q. értékeinek azo-
nos szervbhdl és kortilmények kozott torténd mérésével lehetségessé valna az
egyenletek paramétereinek a jelenleginél koherensebb bedllitasa is. Emellett
szeretnénk szimuldlni az egyes citrat-kori enzimek és mitokondridlis transz-
porterek mutéciéja alatt kialakult megvaltozott egyensulyi allapotokat is.
Ezt az enzimek és transzporterek paramétereinek megvaltoztatasaval sze-
retnénk megvalésitani. Ezeket a paramétereket az enzimmutacioval rendel-
kezo allatok mitokondriumainak vizsgalataval kaphatjuk meg.
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