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Roviditések jegyzéke:

cit — citokrom

cit ¢ — mitokondrialis citokrom c

CL - cardiolipin

TRIS/HCI — tris(hidroximetil)aminometan/HCI
GSH - redukalt glutation

GSSG - oxidalt glutation

Cys — cisztein

DTT — ditiotreitol

EDTA - etilén-diamin-tetraacetat

CL — kardiolipin

PA — foszfatidsav

PS — foszfatidil-szerin

NO — nitrogén monoxid

eNOS — endothelidlis NO-szintaz
PTP — permeability transition pore
HMG-CoA - hidroxi-metil-glutaril-CoA
ROS — reaktiv oxigén gyokok

VLDL — very low density lipoprotein
LDL — low density lipoprotein

pra — pravastatin

sim — simvastatin

tskg — testsuly kilogramm

tsg — teststily gramm

WHO — World Health Organisation

HELLP — hemolysis, elevated liver enzyme, and low platelet



1. Bevezetés (irodalmi hattér)

A legtobb emberi sejtben talalhatok mitokondriumok, melyek a sejt energiaellatasaért
felelnek (kivételt képeznek az érett vorOsvértestek). Egészséges sejtekben a
mitokondrium f6 funkcidja a 1égzési lanc miikodtetésén keresztiil az ATP termelése,
vagyis a mitokondriumok képletesen a sejt erdmiiveinek tekinthetdek. Az ATP teszi
lehetdvé a sejten beliili energiaatvitelt, azzal, hogy a terminalis foszfatcsoportjanak
hidroliziséhez kapcsolodhatnak endergonikus folyamatok (Johnson, Mercado-Ayon et

al. 2021).

A mitokondriumok dupla membranstrukturaval rendelkeznek, a kiils6 és belsd
membranok eltérnek Osszetételilkben és ateresztOképességiikben, mely lehetdvé teszi
aerob korlilmények kozott az oxidativ foszforilaciot és a terminalis oxidaciot. A kiilsé
membran egyszeriibb Osszetételli, kb. 50-50% lipid és fehérje. Porin csatornak
helyezkednek el a membranban, melyek lehetdvé teszik az intermedier anyagcsere tobb
koztiterméke szdmara az atjutast (Ruprecht and Kunji 2021). A két membran kozott
taldlhat6 az intermembran tér, a bels6 membran altal hatdrolva pedig a matrix. A
matrixban talalhatdo szamos enzim, tobbek kozott a citratkor-, a zsirsavoxidacio- és az
aminosavszintézis enzimjei. A bels6 membran komplexebb Osszetétell, kb. 75%
fehérje. Egyik nagyon fontos lipidkomponense a kardiolipin, ami a bels6 membran
lipidtartalmanak kb. 20%-at teszi ki. A belsé membranban helyezkedik el az ATP
szintdz és a 1égzési lanc elektronatvivé rendszere. A mitokondrialis 1€gzési lanc négy
komplexbdl all (L., 1., II. és IV. komplex). Ennek komponensei olyan prosztetikus
csoportot tartalmazd fehérjék, melyek redoxfolyamatokra képesek. A metabolikus
folyamatok ide konvergdlnak, hogy végiil a l1égzési lanc elemein athaladva
oxidoredukcids 1épéseken a NADH-rol, illetve a FADH>-r6l az elektronok O»-re
jussanak és H>O keletkezzen. Kozben protonmotoros erd alakul ki ahogy a komplexek
protont pumpélnak ki az intermembran térbe; ezek a protonok a protoncsatornat
tartalmazé ATP szintdzon keresztiil juthatnak vissza a matrixba mikdzben ehhez
kapcsoltan ADP foszforilalodik ATP-vé. A rendszer mukodésének alapfeltétele a

mitokondrium szerkezeti épsége (Henze and Martin 2003).



A citokrom c a 1égzési lancot alkotd fehérjék tagja, a III. és a IV. komplexek kozott
foglal helyet, a mitokondrium belsé membranjanak intermembran tér felé esé oldalan.
In vivo, az elektronok a IIl. komplexhez a NADH-r6l, a szukcinatrél, vagy a
zsirsavakrol érkezhetnek.

A citokrom c elsddleges szerepe az elektron szallitas az oxidativ foszforilacié soran.
Fiziologias koriilmények kozott a citokrom ¢ a mitokondrium bels§ membranjdhoz
kotott. Fiziologias pH-n a citokrom c pozitiv toltést fehérje, amely foként az anionos
lipidekhez kot, példaul a foszfatidil-szerinhez, vagy a mitokondriumra specifikus
kardiolipinhez, elektrosztatikus, és hidrofob interakciok segitségével (Ott, Robertson et
al. 2002). A citokrom c fontos szerepet jatszik a terminalis oxidéaci6 folyamataban, az
elektron transzport révén. A citokrom c nem membran kotott formdja, intakt
mitokondrium ¢és fiziologids ionerdsség esetén, elsddlegesen az intermembran térbe
diffundal (Cortese, Voglino et al. 1995). Ebben az esetben a citokrém c szolubilis
fehérje, a mitokondrium intermembran terében elektront szallit a membran kotott 111
komplextdl a citokrom c oxidazhoz (Gupte and Hackenbrock 1988, Cortese, Voglino et
al. 1995).

Pro-apoptotikus koriilmények kozott, példaul oxidativ stressz esetén, a citokrom c a
citoszolba képes jutni (ami az intrinsic apoptotikus Utban torténd részvételt is jelenti),
¢s képes a sejtmagba torténd belépésre, ahol gatolja a nukleoszéma kialakulasat
(Alvarez-Paggi, Hannibal et al. 2017).

A citokrém c mitokondridlis intermembran térbdl torténd kiszabaduldsa a citoszolba
kulcslépés a mitokondrium eredetli apoptdzis esetén. A citokrom c kiszabadulas elsd
1épése a citokrdm c és a kardiolipin kozotti kotés megsziinése. A kardiolipin oxidacidja
szlikséges a citokrom c és a kardiolipin kdzotti kotés megszakadasahoz. A citokrom c
az intermembran teret a PTP-n (permeability transition pore) keresztiil hagyhatja el a
citoszol iranyaba, de ennek a mechanizmusnak a részletei nem teljesen tisztazottak
(Morin, Pires et al. 2004).

In vitro a citokrom c redukalhatd tobbféle redukald agens segitségével, tigy mint
ditiotreitollal, glutationnal, vagy aszkorbinsavval (Williams and Yandell 1985).

A glutation egy fontos antioxidans; az emlds sejtekben a koncentracidja millimol-os
nagysagrendbe esik (1-10 mM). A glutation szintézise aminosavakbol torténik a

citoszolban. A glutation a mitokondrium kiils6 membranjan keresztiil jut az



intermembran térbe. A mitokondriumban talalhat6 glutation koncentracié megegyezik
a citoszolban talalhatoval (egyes szovettipusoknal eltérést mutathat). A transzportja
viszont nem magyarazhat6 egyszerti diffuziéval. A glutation mitokondriumba torténd
juttatdsdhoz specifikus szallitofehérjék sziikségesek (Ribas, Garcia-Ruiz et al. 2014). A
glutation koncentréacioja a citoszolban és a mitokondriumban egyes eredmények szerint
egyforma, de a mitokondriumban kiss¢é magasabbat is mértek, mint a citoszolban
(Wahlldander, Soboll et al. 1979, Pastore, Federici et al. 2003). Az intracellularis
kornyezetben a glutation foként redukalt formaban fordul eld, a GSH:GSSH arany 300-
30:1, kivéve az endoplazmas retikulum esetében, ahol ez az arany 3-1:1 (Aon, Cortassa

et al. 2007).

1.1. A citokrom fehérjék

A citokromok (cit) olyan katalitikus fehérjék, melyek prosztetikus csoportként hemet
tartalmaznak (Biochemistry 1992). A hem alatt tetrapyrrolicus vas kelatot értiink
(Biochemistry 1992). A hemben taldlhaté vasatom oxidacios allapotanak valtozasan
alapul az elektrontranszferben betdltott szerepiik, mely alapjan beszélhetiink ferrohem-
16l és ferrihem-r6l (Biochemistry 1992). Fényabszorpcios spektrumuk, a miikddésiik és
a hem csoport kotése alapjan harom csaladba oszthatjuk dket: a, b, c, illetve egy késdbb
bevezetett d csaladra (Biochemistry 1992). A tovéabbiakban a vizsgalataink

szempontjabol fontos citokrém c csaladot ismertetem.

1.2. A citokrom c fehérjék csaladja

A citokrom a és b csalddok esetében a hem nem kovalens modon kapcsolddik a
fehérjéhez (Adam 2006). A citokrom ¢ fehérje csalad esetében kovalens modon (tioéter
kotést képeznek Cys-en keresztiil) kotott hem csoport talalhatdo a fehérjék aktiv
centruméban (Biochemistry 1992, Adam 2006). A csalad sokfajta, kiilonboz6
funkcidval rendelkezé tagbol all, egyes tagjai redox folyamatokkal jar6 kémiai
reakcidkat katalizdlnak, mig mas tagok elektron transzferben vesznek részt (Kalpage,

Bazylianska et al. 2019).



A csalad harom osztélyra bonthatd, a méret, a fehérjestruktara, a hem csoportok szdma
¢s a redoxpotencial mértéke alapjan (Ambler 1991).

I. osztaly: 8-12 kDa kozotti, egy hem-csoportot tartalmazo fehérjék. Tipusosan 5 alfa-
hélixet tartalmaznak (Alvarez-Paggi, Hannibal et al. 2017).

II. osztaly: 4 alfa-hélixet tartalmaznak, egy hem-csoporttal (Kalpage, Bazylianska et al.
2019).

III. osztdly: négy hem-csoportot, 4-5 alfa-hélixet és 2 béta-lemezt tartalmaznak.

Alacsony redox potenciallal rendelkeznek (Kalpage, Bazylianska et al. 2019).

1.3. Mitokrondialis Citokrém ¢

A mitokondriélis citokrom c (tovabbiakban cit ¢) a 1égzési lancban résztvevd fehérje,
amely a III. és IV. komplexek kozott foglal helyet a mitokondrium intermembran
terében.

A szabad cit ¢ képes oxidalni a glutationt, és az oxidalt glutation eldsegiti a cit ¢
felszabadulasat a mitokondriumbdl, mely az apoptotikus ut aktivaldsdban jatszhat
szerepet. A megfigyelések szerint a Mg?* pétlas altalaban elényos hatast, azonban a
human placenta sejtkultirdk esetében a mM-os koncentracioban jelenlévé Mg?*
valdjaban fokozza a sejtek apoptozisat (Black, Yu et al. 2001).

Fiziologias koriilmények kozott a cit ¢ 8 pozitiv toltéssel rendelkezik az egyenlétleniil
eloszlo6 ionizalhato csoportjai révén. Ez kedvez a negativan toltott molekulakkal torténd
interakcioknak, Ggy mint a foszfolipidek polaros fejeivel, példaul a kardiolipinnel
(Diaz-Quintana, Pérez-Mejias et al. 2020). A kapcsolddas ionos és apolaros kotéseken
keresztiil valosul meg. A membrankotott citokrom c csak a III. komplextdl képes
elektront fogadni, amelyet a IV. komplexhez juttat, a molekularis oxigén redukcidjdhoz

(Brzezinski, Moe et al. 2021).

1.4. Kardiolipin

A kardiolipin egy dimér strukturaval rendelkezd difoszfatidilglicerin lipid. Négy

alkilcsoporttal rendelkezik, és két foszfattal. Egyedi szerkezete alkalmassa teszi, hogy



protoncsapdaként miikodjon (Schlame, Brody et al. 1993). A mitokondrium belsd
membranjanak egyik dominéans alkotdeleme, ugyanis itt a lipidek 20%-a kardiolipin. A
mitokondrialis 1égzési lanc komplexeinek miikodését is eldsegiti. Kardiolipin sziikséges
a III. komplex negyedleges strukturdjanak megorzéséhez, illetve a komplex
funkcidjanak fenntartasahoz. A IV. komplex (mésnéven citokrom c¢ oxidaz) enzimatikus
mitkddéséhez is sziikséges kardiolipin: vizsgalatok kimutattak, hogy két CL molekula
szlikséges a cit ¢ oxidaz enzimatikus miitkodéséhez. A komplex négy elektront fogad
négy citokrom ¢ molekulatol és egy molekuléris oxigénnek adja at, igy két molekula
vizzé alakitva a molekularis oxigént (Gomez and Robinson 1999). A kardiolipin,
szerkezete révén, protoncsapdaként mikodik, eldsegitve a mitokondrium belsd
membranja korlil a protongradiens meg0Orzését és ezaltal az oxidativ foszforilaciot
(Haines and Dencher 2002). A kardiolipin tovabba szerepet jatszik az apoptozis
folyamataban is, bizonyos koriilmények kozott eldsegitve a citokrom c kiszabadulasat a

citoszo6lba a mitokondriumbdl (Belikova, Vladimirov et al. 2006).

A kardiolipinhez kotott cit ¢ peroxidéaz aktivitassal bir. A cit ¢ altali kardiolipin oxidécio
az apoptdzis meghatarozo kezdeti 1épése. A cit ¢ a kardiolipin szignalizacié kulcs
katalitikus molekulaja, és nem egy egyszerli, passziv résztvevdje. A cit ¢ peroxidaz
aktivitdsa a mitokondrium esetében protektiv szerepet jatszhat bizonyos koriilmények
kozott (Diaz-Quintana, Pérez-Mejias et al. 2020). A lipoid hidroperoxid vegyiiletek
redukcidja hidroxilla eldsegiti a mitokondridlis membranban az oxidativ stressz
hatdsanak mérséklését, mig egyazon iddben szignal molekulakat allit elé (Belikova,

Tyurina et al. 2009).

1.5. Praeeclampsia

A praeeclampsia egy, a terhesség alatt fellépd betegség, melyet a magas vérnyomas,
illetve megemelkedett vizelet fehérjeszint jellemez. A 20. gesztaciés héttdl
manifesztalodik (Eiland, Nzerue et al. 2012, 2013, Al-Jameil, Aziz Khan et al. 2013). A
praeeclampsia kiemelkedik a tobbi magas vérnyomassal jard, terhesség alatti allapotok
koziil, mivel nagy hatdssal van az anya és a magzat egészségére, ez az egyik vezetd oka

az anyai €s a perinatalis mortalitasnak, illetve morbiditasnak vilagszerte (Steegers, von



Dadelszen et al. 2010). A praececlampsia kivaltd okai a mai napig nem tisztazottak,
viszont visszavezethetd a terhesség elején, a placentacid zavardra és progressziv
endothelidlis karosodasra (Steegers, von Dadelszen et al. 2010). Ezek a patofiziologiai
valtozasok a terhesség nagyon korai fazisaban is jelen vannak, habar a magas vérnyomas
(perzisztalod diasztolés vérnyomas, amely meghaladja a 90 Hgmm-t) és a proteinuria
(>0,3 g/24 ¢6ra) altalaban a terhesség masodik felében mutatkoznak (Steegers, von
Dadelszen et al. 2010). A terhességek 2-8 %-at érinti (Steegers, von Dadelszen et al.
2010). A rizikofaktorok kozé tartozik az obezitds, a kronikus magas vérnyomas ¢és a
diabétesz (Steegers, von Dadelszen et al. 2010).

Az egyetlen biztos kezelési modszere a terhesség megszakitdsa, ezért korai
manifesztalodas esetén természetesen a korasziilés mértékének csokkentése érdekében
probaljak a terhességet minél hosszabb ideig fenntartani. (Steegers, von Dadelszen et al.
2010). Ez annak a kockazataval jar, hogy eclampsia, vagy HELLP (hemolysis, elevated
liver enzyme, and low platelet) szindroma alakul ki, melyek szignifikdnsan megemelik
az anyai és perinatalis halalozast (Steegers, von Dadelszen et al. 2010). Anyai részrdl
tobbszervi elégtelenség, illetve tonusos-klonusos rohamok Iéphetnek fel (Steegers, von
Dadelszen et al. 2010).

A kutatasunk szempontjabol fontos, hogy a WHO a megel6zés szempontjabol a Ca®*
poétlasat, illetve a mar kialakult magas vérnyomas mérséklésére a kalcium csatorna
blokkolok alkalmazasat ajanlja (Abalos, Duley et al. 2018, Hofmeyr, Lawrie et al.
2018). A magnézium szulfatot, mint antikonvulziv szert, mind megelézésre, mind a
kialakult eclampsias gorcsok kezelésére ajanljak (Altman, Carroli et al. 2002, Duley,
Giilmezoglu et al. 2010). A magnézium-szulfat kezelés mellékhatdsai nem voltak
szignifikdnsan kiilonbdzdek a placebotol, viszont a diazepam, phenitoin, nimodipin,
litikus koktél (klorpromazin, promethazin, pethidin keveréke) szignifikdnsan
jelentdsebb és sulyos mellékhatasokkal jartak (1995, Duley, Giilmezoglu et al. 2010,
Duley, Henderson-Smart et al. 2010, Duley, Henderson-Smart et al. 2010). Mindezek
alapjan a WHO a magnézium-szulfatot ajanlja els6szamt kezelési alternativaként

(Altman, Carroli et al. 2002, Duley, Giilmezoglu et al. 2010).

1.6. Statinok
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A statinok alapvetden a hiperkoleszterinémia kezelésére hasznalt gyogyszerek, melyek
a koleszterin szintézist csokkentik, a HMG-CoA reduktaz enzim blokkolasan keresztiil.
A specifikus gatlo hatason til szamos egyéb tdmadaspontjuk, illetve célmolekuldjuk
van, ezért pleiotrop hatdsuaknak tekintjiik dket. Ezek koziil szdmos hasznos hatassal
birnak, tigy, mint a VLDL és LDL szintek csokkentése, a vérnyomas enyhe csokkentése,
gyulladasgatlo hatds, neuroprotektiv hatas, €s antitumor hatds (Schmeer, Kretz et al.
2006, Jeon, Pandol et al. 2015).

Viszont a statinok szdmos negativ mellékhatassal is jellemezhetdek, ilyen a viszonylag
gyakorinak tekintheté rhabdomyolisis, myopathia, és az akut pancreatitis. Néhany
statin, példaul a simvastatin, apoptézist indukalhat, de ennek pontos mechanizmusa
teljesen még nem felderitett. Viszont megfigyelték, hogy a simvastatin indukalta
apoptdzis esetén a cit ¢ felszabadulas megemelkedik (Diaz-Quintana, Pérez-Mejias et
al. 2020).

A statinokat az oldhat6saguk alapjan feloszthatjuk lipofil (pl. simvastatin) ¢és hidrofil
(pl. pravastatin) csoportokra (1. 4bra). A lipofil és a hidrofil statinok kiilonb6zd
mellékhatas profillal birnak (Luisetto and Camozzi 2009, Agouridis, Kostapanos et al.
2015, Bonsu, Reidpath et al. 2015, Irwin, Khalesi et al. 2018).
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Atorvastatin

Lipofil statinok

Cerivastatin

Fit

Hidrofil
statinok

1. abra: Lipofil és hidrofil statinok. A statinok feloszthatdéak hidrofil és lipofil
statinokra, oldhatésaguk alapjan. Az abra Espano és munkatarsai 2019-ben megjelent

cikkében talalhato abra alapjan késziilt. (Espafio, Nam et al. 2019)

1.7. Statinok hatasa idegi sériilések esetén.

A specifikus neuronalis miikodést szamos tényezd gatolhatja, melyek kialakulhatnak
lassu, progressziv médon (példaul Alzheimer-kor, Parkinson-kor), gyorsan, sériilések,
vérzések esetén, de tartds gyogyszerszedés is okozhat zavarokat a neuronalis
miikodésben (példaul antiepileptikumok). Irodalmi adatok alapjan a statinok a
neurondlis mikodést befolydsolhatjdk, mind az apoptdzis iranyaban, mind
neuroprotektiv iranyban (haematoma felszivodasanak gyorsitdsa, angiogenezis — €s
neurogenezis eldsegitése, a cerebralis oedema csokkentése) (Chen, Ding et al. 2019).
Az irodalmi adatok ellentmondasosak, ugyanis mas vizsgélatok a perihaematomalis
oedema novekedését mutattdk ki amennyiben a statinok szedését az agyvérzést
kovetden kezdték meg, mig azon esetben, ha a statinok szedése az agyvérzést
megeldzden indult, vagy az agyvérzést kovetden azt leallitottak, nem volt kimutathatd
szignifikans kiilonbség a haematoma tekintetében (Spriigel, Kuramatsu et al. 2021).
Parkinson-kor esetében a statint szedd paciensek esetében szignifikdnsan csokkent a

dopamin-transzporter mennyisége, valamint az allapotuk romlasa is szignifikdnsan
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gyorsabbnak bizonyult a statint nem szeddkéhez képest (Jeong, Lee et al. 2021).
Alzheimer-kor és demencia vonatkozasaban végzett metaanalizis alapjan a statint
szedOk esetében a korképek kialakuladsanak esélye csokkent. A vizsgalat soran a hidrofil
¢és a lipofil statinok hatdsat kiilon elemezték és mindkét esetben szignifikans volt a

kiilonbség (Olmastroni, Molari et al. 2022).

Az agyi ischemidt olyan molekularis valtozasok jellemzik, amelyek apoptdzis
novekedése (Radak, Katsiki et al. 2017). A kozponti idegrendszeri neuronok és glialis
sejtek esetében a statinok hatdsat in vitro vizsgéalva az apoptozisra, dozisfiiggé modon
megvalosuld spinalis motoneuron pusztuldst mutattak ki, amely a neuromuszkularis

korképek romléasat okozhatja (Murinson, Haughey et al. 2012).

1.8. Gerincveld sértéses modellek

A mitokondrialis miikddés és a statinok apoptozisra kifejtett hatasanak vizsgalatat
szeretnénk kiterjeszteni a neurdlis sériilések esetére is, melynek vizsgélati modszerei
koziil a vizsgalataink szempontjabol a nyilt gerincveld sértéses modszert szeretnénk a
késdbbiekben alkalmazni. Mivel ennek alkalmazéasa sordn szdmos probléma meriilhet
fel, ezért ennek finomitasat ¢s a lehetdségekhez képest minimal invazivva torténd
alakitasat tztiik ki célul.

A gerincveld sériilések, sajnos, relativ gyakori sériilések (Lo, Chan et al. 2021). A
gerincveld sériilés esetén tobb mddon is komplikacio 1éphet fel, példaul fert6zés révén,
ezért is kiilondsen fontos, ezen sériilések széleskorii kutatasa (Failli, Kopp et al. 2012).
Mivel a gerincveld sériiléseknek nincsen egységes, definitiv terapidja, allatmodellek
szlikségesek a lehetséges terapiak és folyamatok vizsgélatahoz (Kjell and Olson 2016,
Guan, Chen et al. 2020). A jelenlegi technikai lehetdségek mar bizonyos esetekben
részleges megoldast nytjthatnak gerincveldi sériilések esetén, ezekhez sziikséges a
megfeleld laboratoriumi hattér, megbizhatd in vivo vizsgalati moddszerrel (Lorach,
Galvez et al. 2023). Annak ellenére, hogy a zart sériilések a leggyakrabban
modellezettek (kompresszid és kontuzid), klinikailag fontos, hogy a laceraciot is

vizsgalni tudjuk, amelyet viszont csak nyitott modszerrel tudunk modellezni (Minakov,
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Chernov et al. 2018). A nyitott modellek soran a gerincveld teljes-, vagy részleges
atvagasa torténhet meg, amelyek segitségével precizen szimulalhat6 a seb lokalizécioja,
ellentétben a zart modellel, ez a sériilések természetébol adodik (kontuzio, illetve
sebészi vagas). A nyitott sértéses vizsgalatok fényt derithetnek a specifikus neuralis
Csomo et al. 2017). A teljes-, vagy a részleges gerincveld atvagas egy széles korben

hasznalt nyitott sértéses technika, és részletesen ismertetett (Brown and Martinez 2019).

A patkanyokon végrehajtott nyitott gerincveld sértések esetében szamos allat esetében
jelentkeztek a sebészeti beavatkozasbol szdrmazd problémaék: csontszilank keriil a
gerincveld allomanyéaba, amely duzzanatot okoz; a nagy csontsebnek hosszu idére van
sziiksége a gyodgyulashoz; a beavatkozas til hosszu ideig tart. Ezeknek a problémaknak

a megoldasara fejlesztettiink ki egy 0j technikat.

Minden nyitott sértéses technikanak része a dura megnyitasa (Taoka and Okajima
1998). Szamos friss tanulmany vizsgalt kiilonbozd, Gjonnan fejlesztett technikat, a
korabbi modszerek javitasa céljabol (Hou, Saltos et al. 2018, Mattucci, Speidel et al.
2019). Annak ellenére, hogy a dura megnyitasat nem tudjuk kikeriilni az {1j technika
alkalmazésa sordn, kisebb sebet ejtiink a duran, ami egy megbizhato, kontrollalt
gerincveld sértés alapja. A gerincveld sértési technikdk irodalmi attekintése alapjan
elmondhat6, hogy szadmos szerz6 probalta minimalizélni a beavatkozas idejét, az
eredeti technika kisebb valtoztatdsaival (Ahmed, Alam et al. 2019). A laminektomia
minden esetben része a sebészi beavatkozasnak, annak ellenére, hogy a kivitelezése
iddigényes és nagy csontsebet eredményez (Brown and Martinez 2019). Ez a sebészi
technika azon kutatasok esetében lehet hasznos, ahol nyitott gerincveld sértéses
modellt hasznalnak, teljes, vagy részleges gerincveld atmetszéssel az intervertebralis

tér szintjében (2. 4bra).
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2. Célkitiizések

2.1. 1. célkitiizés (a citokrom c redukcid vizsgalata)

Megvizsgalni, hogy a membrankotott és szabad citokrom ¢ redukcidja glutationnal

hogyan valtozik a pH fiiggvényében.

2.2. 2. célkitiizés (a citokrom c redukcid sebességének vizsgalata Mg?*, illetve a Ca*"

1onok jelenlétében)

Megvizsgalni, hogy a Mg?', illetve a Ca?" ionok befolyasoljak-e a citokrom c
redukcidjanak sebességét, tovabba érdekelt benniinket, hogy a szabad ¢és a
membranko6tott formak kozott van-e kiilonbség a Mg?*, illetve a Ca?" ionok hatésa

kozott.

2.3. 3. célkitiizés (a citokrom c redukcid sebességének vizsgalata simvastatin, illetve

pravastatin jelenlétében)

Megvizsgalni, hogy simvastatin és pravastatin hatdsara megvaltozik-e a citokrom c

redukcid sebessége glutation jelenlétében.

2.4. 4. célkitiizés (glutation, mint 1égzési szubsztrat vizsgalata)

Annak vizsgalata, hogy a glutation lehet-e a mitokondrium 1égzési szubsztratja.

2.5. 5. célkitiizés (pravastatin és simvastatin mitokondrialis oxigénfogyasztisra

gvakorolt hatdsanak vizsgalata)

A pravastatin és simvastatin befolyasolhatja-e a mitokondrium oxigénfogyasztasat

glutation jelenlétében?
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2.6. 6. célkitiizés (annak vizsgalata, hogy a pravastatin és a simvastatin kozvetlenul

befolyasolja-e a citokrom-c mikodését)

A pravastatin és a simvastatin célpontja lehet-e a citokrém c?

2.7. 7. célkitiizés (gerincveld sértési protokoll miniméalinvazivitasanak vizsgalata)

A korabbi, altalanosan elterjedt gerincveld sértési protokoll atdolgozasa gyorsabb,

kisebb csontsebet eredményez-e?

2.8. 8. célkitlizés (annak vizsgalata, hogy az dtdolgozott gerincveld sértési protokoll

mennyiben felel meg a 3R szabalynak)

A gerincveld sértéses modell 4atdolgozasa a 3R szabalynak megfelt-e? Ezaltal
alkalmasabb lehet-e a statinok apoptozisban betdltott vizsgalatdhoz a tradicionalis

modszerhez képest
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3. Modszerek

3.1. Felhasznalt anyagok, eszk6zok

Foszfatidil-szerin (Sigma Aldrich Kft. Budapest, Magyarorszag), foszfatidilsav (Sigma
Aldrich Kft. Budapest, Magyarorszag) , glutation (Sigma Aldrich Kft. Budapest,
Magyarorszag), kardiolipin (Sigma Aldrich Kft. Budapest, Magyarorszag),
szarvasmarha citokrém c (Sigma Aldrich Kft. Budapest, Magyarorszag), simvastatin
(Sigma Aldrich Kft. Budapest, Magyarorszag), pravastatin ( — La Jolla, California,
USA), Augmentin (1000 mg/200 mg por) (GlaxoSmithKline, UK), Betadine (EGIS,
Magyarorszag), Calypsol (Richter Gedeon, Magyarorszag), CP XYLAZIN 2%
(Produlab Pharma B.V., Hollandia), fiziologias s6oldat (0.9% NaCl) (Fresenius Kabi,
Németorszag).

Az egyéb felhasznalt anyagok a Reanal Laborvegyszer Kft-t6l (Budapest,
Magyarorszag) keriiltek beszerzésre.

180-200 g Wistar him patkanyok (Kisérleti Orvostudomanyi Kutaté Intézet).

Sebészeti mikromotor (MF-TECTORQUE, W&H, Ausztria), fogdszati csontcsipd (BS
0127, Dentech, Magyarorszag), sebészi mikroszkop (OPMI19-FC, Zeiss,
Németorszag), raspatoérium (FK 1164, Dentech, Magyarorszag), retraktor (RT 1253,
Dentech, Magyarorszag), szikenyél (RT 1253, Dentech, Magyarorszag), szikeny¢l (BB
173, Dentech, Magyarorszag), Szikepenge “12” (B. Braun, Németorszag), Szikepenge
“20” (B. Braun, Németorszag), steril vagott géz 10x10 cm (Sterilux, Hartmann,
Németorszag), varrofonalak “4-0” (monofilament, szintetikus; felszivodd és nem
felszivodd) (B. Braun, Németorszag), csipesz “13 cm” (BD 1555, Dentech,
Magyarorszag).

3.2. Allatkisérletek
Minden allatokon végzett beavatkozast az Eurdpai Unid eldirdsainak (2010/63/EU)

megfelelden végeztiink, valamint vizsgalataink a magyar Nemzeti Elelmiszerlanc-

biztonsagi Hivatal engedélyének (PEI/001/2894-11/2014) megfeleléen torténtek.
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Minden, a vizsgalatainkra vonatkozo szervezeti, kormanyzati szabalyzatot, illetve etikai

elvarast figyelembe vettiink, é¢s megfeleltiink ezeknek.

3.3. Citokrém c redukcid mérése

A citokrom c redukciét Hitachi U2001 tipust spektrofotométerrel mértiik. A mérés 550
nm hulldmhosszon tortént (Sanders, Harrison et al. 1994). Az oldatokat a méréshez
hasznalt kiivettaban készitettiik eld, 25 °C-on. A reakcio kezdetét a citokrom ¢ oldathoz
torténd adasa inditotta meg, a mért oldat végsd térfogata 100ul volt. A mintakat sziikitett
kiivettdban mértiik Ossze, tObbszori, Ovatos pipettdba torténd visszaszivassal
homogenizaltuk, a buborékokat eltavolitottuk, majd a mérés a 20. masodpercnél (a
citokrom c¢ oldathoz torténd adasat kovetd 20. masodperc) kezdddott. A technikai
kivitelezhetdség miatt a spektrofotométer milkoddé allapotban volt a mérések
elokészitésétdl (oldat dsszeallitdsa, homogenizacid, a reakciod lezajlasa) fogva, hogy a
mérést a citokrom c hozzédadasakor megindithassuk. A mérés 3 percen keresztiil zajlott.
A reakcid kezdeti sebességét a 60 masodperces abszorbancia meredekségébol
szamitottuk linearis regresszio segitségével (= 21.000 1/mol*dm?).

A Kkiivettak attisztitisa az alabbiak szerint tortént: kétszeri atmosas desztillalt vizzel,
majd haromszori atmosas etanollal, amelyet Gjabb kétszeri desztillalt vizes atoblités
kovetett.

Az inkubdcios oldat osszetétele: 100 pl végtérfogatot hasznaltunk minden fotometrids
mérésnél. 100 uM cit ¢, 40mM Tris/HCI (pH 8,0; 7,4, vagy 7,0), vagy 40 mM NaHCO3
(pH 6,0 ¢s 6,5); 1 mM GSH volt; a CaCl,, vagy a MgClz koncentraciok a vizsgalatoknak
megfeleléen voltak bedllitva. A mikromoléris kalcium koncentracié beallitasa a Ca-

EDTA komplex segitségével tortént (Bartfai 1979).

3.4. Mitokondrium preparalas

A mérésekhez 180-200 g kozotti Wistar him patkanyokat hasznaltunk. Az allatokat CO»
atmoszféraban 3 percig valo tartdssal oltik meg. A mitokondriumokat az eltavolitott
majbol preparaltuk, a Clayton és Shadel altal leirt protokollnak megfeleléen (Clayton
and Shadel 2014). A majat 4°C-os Ca-Mg mentes Hank’s 4 pufferben mostuk,

18



borotvapengével 1-2 mm széles szeletekre vagtuk. A darabokat kétszer oblitettiik
homogenizal6 pufferben. A méajdarabokat a homogenizald puffer oldathoz adtuk (1:10
= suly/térfogat aranyban), majd a homogenizacié Potter-Elvehjem homogenizatorban
tortént meg. A feliiliszot 1200 g-n 10 percen keresztiil centrifugaltuk, majd a
centrifugdlast 5-szords térfogati homogenizald pufferben torténd reszuszpendalast
kovetéen megismételtiik. Az igy nyert feliilliszot 11000 g-n 15 percen keresztiil
centrifugédltuk a mitokondrium kinyeréséhez. A kinyert mitokondriumokat kétszer
reszuszpendaltuk homogenizacids puffer oldatban, majd jbdl centrifugaltuk 11000 g-
n 15 percen keresztiil. A végs6 mitokondrium pelletet reszuszpendaltuk homogenizald
oldatban. A mitokondrium a preparalast kovetden azonnal felhasznélasra keriilt.
Modositott biuret reakcid segitségével hataroztuk meg a mitokondridlis fehérje
koncentréciot (Kruger 1994).

A homogenizal6 puffer osszetétele: 210 mM mannitol, 70 mM szachar6z, 5 mM Tris-

HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA (pH 7,5).

3.5. Mitokondrialis oxigén fogyasztas mérése

A légzési ratat a mitokondridlis oxigénfogyasztas alapjan hataroztuk meg. A mérés
soran Clark-tipusu elektrodot hasznaltunk, 3 ml-es zart kamraban, 37 °C hodmérsékleten,
keverés mellett.

A mitokondriumok (1 mg fehérje /ml) inkubacidja 250 mM szacharéz, 5 mM glutation
¢s 40 mM Tris/HCI (pH 8,0; 7,4, vagy 7,0), vagy NaHCOs3 (pH 6,0 és 6,5) oldataban
tortént. A vizsgalatok felallasanak megfelelden az oldatot MgCl,, CaCl,, EDTA, vagy

crer

3.6. Az allatmitétek elokészitése

A beavatkozas alatt hasznalt 0sszes eszkoz sterilen kertiilt felhasznalasra.
Profilaxisként szubkutan antibiotikumot adtunk.

Az allatokat 1 6ra hosszan keresztiil akklimatizaltuk a miit6 helységben, a stressz szint
csOkkentése érdekében.

Az anesztéziat intramuszkularis injekcioval (80 mg/tskg ketamine, és 8 mg/tskg

xylazine) végeztik.
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A patkanyokat melegen tartottuk végig a beavatkozas alatt, amelyhez melegitett padot,
vagy infravords melegitét hasznaltunk, az allatok szemét folyamatosan nedvesitettiik
fiziologias sdoldat cseppekkel (sziikség szerint ismételve).

Az allatot rogzitettiik a miitéti padhoz, sebészi ragtapasz segitségével, a végtagjain, a
farkan, és amennyiben a sértés helye engedte, a nyakanal is.

Steril sebészi varréfonal segitségével a felso front fogakat rogzitettiik a miitéti padhoz.
A nyelvet kihuztuk, a 1égutak atjarhatdsaga érdekében.

A beavatkozas helyének megfeleléen, attél minden irdnyban 2-2 cm szélességben
eltavolitottuk a szdrt.

A sebészi beavatkozas teriiletének megfelelden a bdrt haromszor fertdtlenitettiik
povidon-jod oldat és steril géz segitségével. Kiilonds gonddal ellendriztiik, hogy minden
szOrszalat eltavolitsunk a teriiletrol.

Az anesztézia ellendrzését a talpak és a farok megcsipésével ellendriztiik, az elsd
bemetszés megejtése elott. Az anesztézia mértékét folyamatosan monitoroztuk a

beavatkozas soran.

3.7. A beavatkozas teriiletének megnyitasa

A bOr bemetszéséhez 20-as jelzésli szikepengét hasznaltunk. A teriilet megnyitasahoz
2-2,5 cm hosszan a gerinc kozépvonalanak megfeleléen atvagtuk a bort teljes
vastagsdgban. A bemetszés helyének meghatarozasahoz a megfeleld csigolyakat
kitapintottuk és az intervertebralis teriiletet tekintettiik a metszés kozéppontjanak.

A seb széleit mobilizaltuk az izmokrol, a kotdszoveti réteg preparalasaval.

A gerincen tapado6 izmokat a processus spinosusok mellett, két parhuzamos metszéssel
kiilonitettiik el. A periosteumrdl az izmokat tompan tavolitottuk el, raspatorium
segitségével. Az izmok eltavolitasa két csigolydnak megfelelden torténik. A jo ralatas
biztositasa érdekében a sebszéleket retraktor segitségével tartottuk el.

A beavatkozasok sordn a vérzés kontrollalasara steril gézlapot hasznaltunk.

Eddig a pontig a két miitéti technika 1épései megegyeznek.

3.8. Klasszikus gerincveld sértéses modell protokollja
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4x-16x nagyitas mellett, fogaszati sebészeti mikromotort és egyenes kézidarabot
haszndlva, az L1-es csigolydn laminektomiat hajtottunk végre. A lamina eltavolitasat
kovetden a durat megnyitottuk. A gerincvel6t féloldalt atmetszettiik a jobb oldalon, a 4.
lumbalis szegmensnél, mikrosebészeti szikét hasznalva. A gerincveld kdzépvonalat a
vena mediana posterior jeldlte ki, amely a sulcus mediana dorsae-ben fekszik.

A sebzaras folyamdn a durdt nem zartuk kozvetleniil, de szorosan egymas mellé
helyeztiik, melyet a szorosan zart felsd rétegek (izmok, kotdszovet és a bor) tartottak a

helyén. A rétegeket egyenként rogzitettiik varratokkal (Borbély, Csom¢ et al. 2017).

2. abra: A klasszikus gerincveld sértési technika bemutatdsa. (A) A sebészi teriilet
megnyitasa. (B) Laminektomia (L1 csigolya). (C) Hemiszekcié (4. lumbalis

szegmentum). Az abrat Angyan Gergely készitette.
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3.9. Altalunk fejlesztett, minimélinvaziv gerincveld sértéses modell protokollja

Ebben az esetben nincs sziikség laminektomidra. A Thl13 és L1 csigolydk processus
spinosus-at fogaszati csontcsipd segitségével tavolitottuk el, igy javitva a teriilet
atlathatosagat. Ennek kovetkeztében a tovabbi beavatkozast nagyitas (4x-16x) mellett,
sebészeti mikroszkop segitségével tudtuk elvégezni.

A caudalis csigolya processus spinosusanak megmaradt részénél fogva a csigolyat
6vatosan megemeltiik. Atvagtuk a ligamentum flavum-ot, hogy a gerincvel6t
elérhessiik. A caudalis processus spinosus-t tovabb emeltiik, és elérhetdvé valt a gerinc
dura mater-e, melyet szintén atvagtunk. A caudalis processus spinosust tovabb emeltiik,
a cranialis iranyba, hogy kozvetleniil ralathassunk a pia mater-re.

A pia mater esetében megkerestiik a vena mediana posteriort, amely a gerincveld
kozépvonalat jelzi.

A véna mediana posterior lefutdsa szerint végeztiink bemetszést mikrosebészeti
szikével, a véna sértését elkeriilve. A bemetszést a véna alatt megejtve a gerincveld
allomanyaban féloldali atvagast hoztunk létre az anteroposterior irdnyban, majd a
pengét a kozépvonal feldl lateralisan mozgatva az féloldali atmetszést megvalositottuk.
A bemetszés megejtése soran a megfeleld erd alkalmazasa mellett az arteria spinalis
anterior nem séril.

A dura matert nem zartuk kozvetleniil. Az izmokat szorosan zartuk varratokkal (4-0
méret), végig a processus spinosusoknak megfelelden, ezzel indirekt zarodast biztositva
a dura maternek.

A dorsalis kotdszovetet varratokkal zartuk. Végiil a bort is varratok segitségével zartuk.
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3. abra: A rajz mutatja a nyitott gerincvel0s sértéses modszer 1épéseit patkany esetében.
(A) A feltart csigolya. (B) A processus spinosusok eltavolitva (Th13 és L1). (C) Az L1-
es csigolya felemelt és megdontott csigolyaive. (D) A jobb oldali hemiszekcio, nagyitva

a féloldalt atmetszett gerincveld. Az abrat Angyan Gergely készitette.

3.10. Miitét utani apolas és nyomon kovetés

Az allatok a ketreceikben ¢bredtek fel a beavatkozast kdvetden. Az allatokat melegen
tartottuk infravords lampa segitségével, a hdmérséklet szabalyozott helyiségben. Nem
hagytuk magara a patkanyokat az ébredést kovetden és nem eresztettilk 0ssze dket a

tobbi patkannyal.
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Az ébredést kovetden 10 percen keresztiil monitoroztuk a 1égzésiiket, amig teljesen
magukhoz nem tértek. Amennyiben sziikséges volt, enyhén stimulaltuk (példaul a fej
dorzsolésével) az allatot, segitve a felébredésiiket.

Amikor az allatok éber allapotba kertiiltek és kelléen aktivak voltak, visszaszallitottuk
Oket az allathazba.

Az allatokat szoros megfigyelés alatt tartottuk a mitétet kovetd elsé 24 oran keresztiil,
majd az allatokat naponta kétszer ellendriztiik a vizsgalat végeztéig, figyelve a
diszstressz jeleit.

Amennyiben diszstresszt fedeztiink fel valamely allatndl, az Anatomiai, Szévet- és
Fejlodéstani Intézet allat jolléti protokolljanak megfelelden jartunk el. Az allatot a
sebnek, a fertdzésnek, valamint a gyulladasnak megfeleld ellatasban részesitettiik (a
stressz és az infekcio az allat jollétét érintik, ami a vizsgélatbdl torténd kizarasukhoz
vezet).

A vizsgalat lezarultaig intramuszkuldris antibiotikum bevitel tortént minden nap. Az
allatokat steril ketrecekben tartottuk, egy ketrecben csak egy allat foglalt helyet. Az
allatok vizzel és taplalékkal torténd ellatasa ad libitum tortént. A vizsgalatok végeztével
(vagy amennyiben kedvezdtlen reakciot tapasztaltunk a vizsgélat idétartama alatt) az
megfelelden.

A gerincveld sértéses modell része egy altatdsban végzett egyszeri sebészeti
beavatkozéas. Ennek kovetkeztében kialakulhat fajdalom és fertézés is. A patkanyok
esetében lehetséges fajdalom és stressz az USDA fajdalom ¢és stressz kategoridk koziil
az E kategoriaba tartozik.

Az éallatok fajdalmanak, stressz szintjének és diszkomfortérzetének felméréshez az
alabbi paramétereket vizsgaltuk: az étvagy elvesztése, a testtdmeg vesztése (maximum
20%), valtozas a természetes viselkedésben (az érdeklédés hianya, koros
aluszékonysag, abnormalis testtartdsok); inaktivitds; nyalogatds, ragcsalds, vagy
vakar6dzas egy adott teriileten, vagy reszketés; abnormalis valasz kiils6 stimulusokra ;
fizikai kinézet — az Ontisztitds hidnya és ennek kovetkezményei az allat kinézetében
(rendezetlen szdrzet); fajdalmas testrész védelme; a mobilitas elvesztése; voros foltok
az allat szemei koril; és végiil a mérhetd klinikai jelek — valtozas a testhOben,

megnovekedett 1€gzési rata).
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Az éllatok eutandzidja (mély altatas mellett, melyet ketamine-xylazine kombinacidval

crer

paraformaldehid perfuzioja kovetett (1 ml/tsg).

3.11. Metszetkészités

A mintakat fixaltuk, dehidratiltuk és bedgyaztuk parafinba, miel6tt mikrotom
segitségével metszeteket készitettiink. A metszeteket elokészitettiik festéshez (raszaritas
targylemezre, paraffin kioldds -xilolos, majd alkoholos, végiil vizes kezeléssel).
Hematoxilin-eozin festést végeztiink a metszeteken, elséként hematoxilin festéssel,
majd ellenfestés eozinnal. A metszett megfestését kdvetden tartds preparatumot
készitettiink, alkoholos viztelenitést és xilolos kezelést kovetden kanadabalzsamos

kezelést végeztiink. Végiil a metszeteket vékony feddlemezzel fedtiik (Rohlich 2006).

3.12. Statisztikai analizis

A statisztikai vizsgalat soran IBM SPSS 27.0.1.0 programcsomagot hasznaltunk. A

vizsgalatok sordn variancia analizist (ANOVA) végeztiink.
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4. Eredmények:

4.1. A glutation citokréom c altali oxidacidjanak jellemzése

Vizsgalataink soran modelleztiik a szabad, intermembran térben elhelyezkedd citokrom
c-t, ennek soran nem alkalmaztunk foszfolipideket a vizsgalat soran. A mitokondrium
bels6 membranjdhoz kotott citokrom c modellezését hozzdadott foszfolipidekkel
végeztilk. A vizsgalatok soran megfigyeltilk, melyik esetben ndvekszik meg a
mitokondrium oxigén fogyasztasa glutation mellett. Az oxigénfogyasztas valtozasabol

kovetkeztethetiink arra, hogy a glutation 1égzési szubsztratként miikddik-e.

4.2. Szabad citokrom c (az intermembran tér modellezése)

Korabbi vizsgalatok mar bebizonyitottak, hogy a glutation képes a szabad citokrom c
redukcidjara (Hancock, Desikan et al. 2001). Ennek befolyasolhatdsagat vizsgaltuk, a

pH, a Ca?"-, és a Mg?" koncentracid véltoztatasanak megfelelden.

4.2.1. A pH hatasa a citokrom ¢ redukciora

Méréseink alapjan a citokrom c redukcios rataja fiigg a pH-tol.

1 mM EDTA jelenlétében, 25 °C -on, a méréseket pH= 6,2; 6,5; és 7,0 (1. abra B),
valamint pH= 7,0; 7,4; és 8,0 (4. abra B) mellett végeztik el. A mérések 300
masodpercig tartottak. A pH emelésével a citokrom c redukcié megemelkedett glutation
jelenlétében. A redukcido mértékének novekedése folyamatos a pH emelkedésével és

pH= 8,0 esetében érte el az altalunk mért maximumot (4. dbra B) (Csomd, B et al. 2022).
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4. abra: A citokrom c redukci6 glutation jelenlétében kiilonb6z6 pH-n. (1 mM glutation,
I mM EDTA jelenlétében, 25 °C-on. 1/A abran pH=7,0; 7.,4; és 8,0 (40 mM Tris/HCl
mellett) lathat6. 1/B abran pH=6,0; 6,5 (40 mM NaHCOs; mellett); és 7,0 (40 mM
Tris/HCI mellett); és 7,0 (40 mM Tris/HCI mellett) lathatd. A reakcidk a citokrom c

oldatokhoz torténd hozzdadasaval indultak.) (n = 6 + SD)

4.2.2. A Ca*" koncentracid hatasa citokrém c redukcidra

A Ca®* ugy ismert, mint a 1égzési lanc enzimeinek (piruvat dehidrogenaz, ATP szintetaz,

adenin nukleotid transzlokdz stb.) regulatora, melyeken keresztiil a sejthalal feletti
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kontrollban is szerepet jatszik (Brookes, Yoon et al. 2004, Giacomello, Drago et al.
2007).

A mitokondrialis Ca?" szint emelkedése a citokrom c felszabadulasahoz vezet, amely az
apoptozis elinditdsanak kulcslépése lehet.

A méréseink szerint a glutation jelenlétében a szabad citokrom c redukcid sebessége
fiigg a Ca’" koncentraciotol. A maximalis redukcios rata 1 mM és 4 mM Ca?*
koncentraciok kozott volt mérhetd, viszont 10 mM Ca®" koncentracié mellett mar

csokkent a redukcio mértéke (5. abra) (Csomo, B et al. 2022).
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5. abra: A citokrom c redukcio glutation jelenlétében, kiilonbozé Ca** koncentraciok
mellett. 100 uM szarvasmarha citokrom ¢, 1 mM glutation jelenlétében, 25 °C-on
pH=8,0 (40 mM Tris/HCI) mellett. A méréseket 0-10 mM Ca®** koncentracio

tartomanyban végeztiik. A reakciok a citokrém c oldatokhoz torténd hozzaadasaval

indultak. (n =6 = SD)

4.2.3. A Mg?* koncentraci6 hatasa a citokrom c redukciora

A Mg**, mint bivalens kation szintén képes befolyasolni a citokrom ¢ redukcidjat. A
citokrom ¢ redukcio sebessége a Mg?* koncentracio fliggvényében valtozik. A
maximalis redukcios rata 10 mM Mg?* mellett volt mérhetd (pH=8,0) (6. abra) (Csomo,

B et al. 2022).
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6. abra: A citokrom c redukcié glutation jelenlétében, kiillonb6z6 Mg?* koncentraciok
mellett. 100 uM szarvasmarha citokrom ¢, 1 mM glutation jelenlétében, 25 °C-on,
pH=8,0 (40 mM Tris/HCI) mellett. A méréseket 0-10 mM Mg>" koncentracio
tartomanyban végeztiik. A reakciok a citokrém c oldatokhoz torténd hozzaadasaval

indultak. (n =6 = SD)

4.2.4. A NaCl hatasa a citokréom c redukciora

A bivalens kationok szerepének vizsgéalata sordn a kisérleteket megismételtiik azonos
mM CaCl, illetve MgCl, oldattal). A NaCl nem okozott kimutathatd valtozast a
citokrom c redukcioban (Csomd, B et al. 2022).

4.2.5. Tiolok hatasa a citokrom c redukciora.

A tiolok koziil a glutation van jelen a legnagyobb koncentracioban a sejtekben (Forman,
Zhang et al. 2009). Megvizsgaltuk, hogy a cisztein ¢€s a ditiotreitol képes-e redukalni a
citokrom c-t. Eredményeink alapjan ugyanazon koncentracioban (1 mM) alkalmazva a
harom anyagot a cisztein esetében a citokrom c redukci6é koriilbeliil a kétszerese volt

mind a ditiotreitolnak, mind a glutationnak. A méréseket pH=7,0, valamint pH=8,0
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esetében is elvégeztiik, 25 °C -on. A méréseink alapjan végzett szamitds szerint a
cisztein : glutation arany, melyet a citokrém c redukcids ratdk alapjan szamitottunk
fliggetlen volt a Ca?" koncentraciotol, vagyis mindkét folyamatot hasonloan
befolyasolta a koncentraci6 valtozasa (Csomo, B et al. 2022). A statisztikai vizsgéalatok
soran Kruskal - Wallis probat alkalmaztunk, mely szignifikans kiilonbséget mutatott,
cisztein alkalmazasa esetén szignifikdnsan megnétt a citokrom c redukcidja, mind a
ditiotreitolhoz, mind a glutationhoz képest, a ditiotreitol és a glutation kozott

szignifikans kiilonbséget nem sikeriilt kimutatnunk (7. dbra).
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7. abra: Tiolok hatasa a citokrom c redukciora. 100 uM szarvasmarha citokréom c, 1
mM glutation (GSH), 0,5 mM (1 mM tiol) ditiotreitol (DTT), valamint 1 mM cisztein
(Cys) jelenlétében, 25 °C-on, pH=8,0 (40 mM Tris/HCI) mellett. A reakcidk a citokrém

c oldatokhoz torténd hozzdadéasaval indultak. (n = 6 + SD)

4.3. Kotott citokrom c (az intermembran kotott citokrom ¢ modellezése)

Fiziologias koriilmények kdzott a citokrom ¢ nem redukalddik a glutation hatdséra. Ezen
koriilmények vizsgalatahoz a citokrém c-hez kardiolipint adtunk, a kardiolipinhez kotott

citokrém c alkalmas a membranhoz kotott citokrom ¢ in vitro modellezésére.
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4.3.1. Negativ toltésti foszfolipidek hatdsa a citokrém c redukciéra

Glutation jelenlétében a szabad citokrom c redukcio6 leggyorsabban pH=8,0 esetén ment
végbe. Ezért vizsgalatainkat pH=8,0 mellett végeztiik el.

Az anionos foszfolipidek (foszfatidsav (PA), foszfatidil-szerin (PS), kardiolipin (CL))
csokkentették a citokrom c redukcios ratdjat. Az inhibitor hatds koncentraciofiiggd
modon valtozott, egyenes aranyt Osszefiiggést mutatva.

A foszfatidil-szerin mutatta a legkisebb gatlo hatast, mig a kardiolipin a legerésebbet,

250 pg/ml foszfolipid koncentracid mellett (8. abra). (Csomo, B et al. 2022)
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8. abra: Foszfolipidek hatdsa a citokrom c redukciora, glutation jelenlétében. 100 uM
szarvasmarha citokrom c, I mM glutation, 0,1 mM EDTA, 5 v/v% etanol (foszfolipid
oldoszer), 25 °C-on, pH=8,0 (40 mM Tris/HCI) mellett. 250 pg/ml foszfatid sav (PA),
250 pg/ml foszfatidil szerin (PS), 250 pg/ml kardiolipin (CL) jelenlétében. A reakciok

a citokrom c oldatokhoz torténd hozzaadasaval indultak. (n = 6 = SD)

4.3.2. Ca?", Mg*" és NaCl hatasa a citokrom c redukciora, foszfolipid jelenlétében
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250 pg/ml koncentracidoban alkalmaztunk kardiolipint a membrankotott citokrom c
modellezéséhez. A kisérletek soran 1 mM Ca?", illetve 1 mM Mg?" novelte a citokrom
c redukcios ratajat. Ezek alapjan elmondhat6, hogy az anionos foszfolipid inhibitor
hatasa mérséklddik bivalens kationok (Ca?*, Mg?") jelenlétében.

Azonos ionerdsségben (1,5 mM) alkalmazott NaCl nem befolyésolta a citokrom c
glutation altali redukcidjat 250 pg/ml kardiolipin koncentracié mellett (9. abra).
(Csomo, B et al. 2022)
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9. abra: Mg?* és Ca?" és foszfolipidek hatdsa a citokrom ¢ redukciora, glutation
jelenlétében. 100 uM szarvasmarha citokrom c, 1 mM glutation, 5 v/v% etanol
(foszfolipid oldoszer), 25 °C-on, pH=8,0 (40 mM Tris/HCl) mellett. 250 pg/ml
kardiolipin (CL), 250 pg/ml kardiolipin és 1 mM Ca?" (Ca, CL), 250 pug/ml kardiolipin
és 1 mM Mg?* (Mg, CL), kontroll (kardiolipin, illetve Mg?** és Ca?" nélkiil) (cont)
jelenlétében. A reakciok a citokrom c oldatokhoz torténd hozzdadasaval indultak. (n =

6+ SD)

4.4. Glutation, mint mitokondrialis 1égzési szubsztrat

A patkdny mdj mitokondrium képes a glutation 1égzési szubsztratként torténd

hasznalatara (Mari, de Gregorio et al. 2020). A glutation nem véltoztat a patkany maj
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mitokondrium alap O; fogyasztasain pH= 7,0 és 1 mM EDTA koncentracio mellett,
amennyiben nincsen jelen hozzaadott Mg?*, vagy Ca®*,

A patkdny m4] mitokondrium O fogyasztasa pH=8,0 és 5 mM glutation
koncentracional emelkedik.

A Mg?" emeli az oxigén fogyasztast, koncentraciofliggd modon, a hatdsmaximumot 1
mM Mg?" koncentracié mellett mértiik (10. abra).

Az O, fogyasztast csak ADP jelenlétében (333 M) mértiink (Jeneson, Schmitz et al.
2009). ADP hianyaban a mitokondrialis O, fogyasztas Mg?" jelenlétében nem valtozik.
A Ca?" hasonl6 hatast valt ki, mint a Mg?*. 333 uM ADP jelenlétében 1 mM Ca?
szignifikansan (p<0,001) noveli az O, fogyasztast, viszont 10 mM koncentracié mellett
a Ca?" csokkenti az O fogyasztast. (11. abra)

A méréseket megismételve mitokondrium nélkiil, a glutation nem eredményezett O

fogyasztast (Csomo, B et al. 2022).
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10. Abra: A Mg?* hatasa a mitokondrialis oxigénfogyasztasra. 100 uM szarvasmarha
citokrém c, 80 mM KCI; 20 mM TRIS/HCI; 0,1 mM EGTA; 10 mM KH>POs; pH 8.0
mellett; 37 °C-on; 5 mM GSH jelenlétében; 1 mg mitokondrialis fehérje/ml.
Alkalmazott Mg?* koncentraciok: 0,2 mM, 1 mM, 10 mM. A ** kdzepes szignifikans
kiilonbséget (p<«0,01), a *** er0sen szignifikans kiilonbséget (p<0,001) jelez.
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11. 4bra: A Ca®' hatasa a mitokondrialis oxigénfogyasztasra. 100 uM szarvasmarha
citokrém c, 80 mM KCI; 20 mM TRIS/HCI; 0,1 mM EGTA; 10 mM KH>POs; pH 8.0
mellett; 37 °C-on; 5 mM GSH jelenlétében; 1 mg mitokondrialis fehérje/ml.
Alkalmazott Ca?* koncentraciok: 0,2 mM, 1 mM, 10 mM. A *** erdsen szignifikans

kiilonbséget (p<0,001) jelez.

4.5. A pravastatin és a simvastatin hatdsa a citokrém c redukciéra

Ugyanazon koriilmények kozott (pH = 8,0; 1 mM EDTA; hozzdadott Mg?*, vagy Ca**
nélkiil) a simvastatin novelte a citokrom c redukcios sebességét, mig a pravastatin
csokkentette a redukcio sebességét, | mM glutation mellett.

A lipofil (simvastatin) és a hidrofil (pravastatin) mitokondrialis 1égzésre kifejtett hatasa
ellenkezd.

A hatés mindkét esetben koncentraciofiiggést mutat. Vizsgalataink azt mutattak, hogy
100 pM pravastatin 27 %-os csokkenést, mig 100 uM simvastatin 36 %-os emelkedést
okozott a citokrom c redukcid sebességében (12. abra).

A statisztikai analizis alapjan, melynek sordn Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk, a
fliggetlen valtozok vizsgalatdra elmondhatjuk, hogy ugyanazon koncentracidkban

alkalmazott simvastatin és pravastatin esetében szignifikdns kiilonbséget tudtunk
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kimutatni. A vizsgalat post hoc elemzése soran, melyre Games-Howell tesztet
alkalmaztunk, a szignifikans kiilonbségek 50 uM, 100 uM, 500 uM koncentracioknal
jelentkeztek (Csomo, Belik et al. 2022).
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12. abra: A pravastatin és a simvastatin hatasa a citokrom c¢ redukciéra. 100 uM
szarvasmarha citokrom ¢, 1 mM EDTA, 1 mM glutation, 100 mM Tris/HCI1 (pH=8,0),
25 °C-on. A mérések szignifikans kiilonbséget (p<0,05) mutatnak. A * szignifikans

kiilonbséget (p<0,05) jelez.

4.5.1. Mg?" hatdsa a pravastatin és a simvastatin altal modositott citokrom ¢ redukciora

Mg?* jelenlétében mind a 100 uM pravastatin, mind a 100 uM simvastatin hatdsa mellett
a citokrom ¢ redukcio sebessége ndvekedést mutatott a Mg?* nélkiili vizsgéalathoz
képest, pH = 8,0 mellett. Pravastatin és az 1 mM koncentracioban alkalmazott Mg>" a
citokrom c redukciojat 17 %-kal csokkentette (a Mg?" nélkiili vizsgalat esetén mért 27
% volt a csokkenés mértéke). A simvastatin okozta citokrom ¢ redukcié emelkedés 1
mM Mg?* jelenlétében tovabbi, kismértékii novekedést mutatott.

A két hatas esetében mért kiilonbség szignifikdnsnak adddott, Kruskal-Wallis tesztet

alkalmazva (p=0,007), Games-Howell post hoc teszt alapjan a szignifikans kiilonbség a
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pravastatin és a simvastatin mellett mért eredmények kézott mutatkozott (Csomd, Belik

et al. 2022) (13. 4bra).

12 =

%
r 1
10 +
5
E s
=
=
ot 1
s 1
= 67 "
;- I
©
Q
[
4
2 -
0 = |
cont Pra Sim

13. dabra: A pravastatin és a simvastatin hatdsa a citokrom c redukciora, Mg2+
jelenlétében. 100 uM szarvasmarha citokrém ¢, 1 mM glutation, 1 mM Mg2+, 100 mM
Tris/HCI (pH=8,0), 25 °C-on. Cont: kontroll pravastatin és simvastatin nélkiil; Pra: 100

UM pravastatin; Sim: 100 uM simvastatin. A * szignifikans kiilonbséget (p<0,05) jelez.

4.5.2. Kardiolipin hatasa a pravastatin €s a simvastatin altal mddositott citokrém c

redukciora

ey

kapacitasa redukélodott. A hozzaadott 100 M pravastatin, vagy a 100 uM simvastatin
nem okozott szignifikdns kiilonbséget a citokrom c redukcidjanak sebességében.

(Csomo, Belik et al. 2022) (14. abra)

4.5.3. Mg?', valamint kardiolipin egyiittes alkalmazasanak hatdsa a pravastatin és a

simvastatin altal modositott citokrom c redukciora
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Amennyiben a kisérlet soran egyszerre alkalmaztunk 1,0 mM Mg?*-t, és 200 ug/ml
kardiolipint, a redukcido novekedését tapasztaltunk a citokrom c esetében, glutation
jelenlétében, mely szignifikans volt (p<0,05). Ennek magyarazataul szolgalhat, hogy a
Mg** mind a kardiolipinhez, mind a citokrom c-hez képes kotédni (Elmer-Dixon, Xie
et al. 2020).

Amennyiben 100 pM pravastatint is alkalmazunk (a Mg és kardiolipin mellett), Ggy a
glutation oxidacidja 15%-os csokkenést mutat. 100 uM simvastatin jelenlétében viszont

24%-0s novekedést mutat. (Csomo, Belik et al. 2022) (14. abra)
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14. abra: A pravastatin és a simvastatin hatdsa a citokrom c redukciora, kardiolipin
jelenlétében, Mg?* nélkiil és ImM Mg?* jelenlétében. 100 uM szarvasmarha citokrom
¢, 100 mM Tris/HCI1 (pH=8,0), ImM Mg?** (Mg), ImM EDTA (EDTA). Cont: kontroll
pravastatin ¢és simvastatin nélkiil; CL: 200 pg/ml kardiolipin; CL, Pra: 200 pg/ml
kardiolipin, 100 uM pravastatin; CL, Sim: 200 pg/ml kardiolipin, 100 uM simvastatin.
A = szignifikéns kiillonbséget (p<0,05) jelez.

4.6. A pravastatin és a simvastatin hatdsa a patkany mdj mitokondrium oxigén

fogyasztasara.
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1 mM Mg*" jelenlétében a mitokondrialis oxigénfogyasztas csokkent 12 %-kal,
amennyiben 100 uM pravastatint hasznaltunk, viszont 100 M simvastatin alkalmazasa
mellett az O fogyasztas 22 %-kal emelkedett. (Csomo, Belik et al. 2022) (15. dbra)

A simvastatin és a pravastatin ellentétes hatdsanak eredményeit Kruskal-Wallis teszttel
vizsgaltuk, mely szignifikdns kiilonbséget mutatott ki (p=0,024), a post hoc vizsgalat
soran Games-Howell tesztet alkalmazva a pravastatin €s a simvastatin hatasa kozotti

kiilonbség mutatkozott szignifikansnak. (Csomd, Belik et al. 2022).
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15. abra: A pravastatin és simvastatin hatdsa a mitokondrilis oxigénfogyasztasra. 1
mM Mg?*; pH 8.0 mellett; 37 °C-on; 1 mM GSH jelenlétében; 1 mg mitokondrialis
fehérje/ml. Pra: 100 uM pravastatin; Sim: 100 uM simvastatin. A csillag szignifikans
kiilonbséget (p<0,05) jelez.

4.7. Az eltavolitott gerincvel0 értékelése

A féloldali atmetszést kovetden a patkdnyok az azonos oldali hatso végtagjuk esetében
bénuldst mutattak (in vivo ez a sikeres hemiszekci6 jele). A vizsgalati minta alapos
vizsgalata csak a gerincveld eltavolitasat kovetden valdésulhat meg (a 16. dbran lathatd

az eltavolitott gerincvel6 mind dorsalis, mind ventralis oldalrdl)
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Az eltavolitott gerincveldt mikroszkop alatt vizsgaltuk meg (4x-16x nagyitas mellett),
hogy megallapithassuk a sértés szogét és pontossagat. Ezt kovetden a mintakat
szovettani vizsgalat ala vetettiik, ahol a sértés kivitelezését alaposan megvizsgalhattuk.

Hematoxilin és eozin (H&E) festést alkalmaztunk.

A 16-o0s és 17-es abrak mutatjak, hogy a bemetszés tokéletesen megfelel mind hosszban,
mind helyzetében. A mintdk mindsége legaldbb olyan jo volt, mint azokndl az
allatoknal, ahol a hagyoményos technikat alkalmaztuk laminektomia mellett. A
felvételeken lathat6, hogy az eredmények nem kiilonboznek mindségileg mas sebészi
modszerrel végzett beavatkozasoktdl, viszont ez a modszer gyorsabban kivitelezhetd,
¢s nem sziikséges laminektomia.

Az eredmények azt mutatjak, hogy ez a technika sokkal gyorsabban kivitelezhetd, mint
a hagyomanyos, amely laminektomiat alkalmaz (11 perc, szemben 35 perccel). A
gerincveld minddssze 10-15 masodpercet van nyitva, a laminektdmia melletti minimum
3,5 perccel szemben (a dura zarasdig szamitva). Igy 6sszességében a minimél invaziv
gerincveld sértéses modszer laminektdmia nélkiil sokkal gyorsabb és nem igényel a

klasszikus modszerhez képest 11j eszkozt vagy anyagot.
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16. abra: Az eltavolitott, hemiszekcion atesett gerincveld ventralis és dorsalis nézete.

Az egészben eltavolitott gerincveld ventralis (A) és dorsalis nézete (B).
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17. abra: Hemiszekcid szovettani minta. A hisztoldgiai minta hematoxilin eozinnal

festve, a féloldali &tmetszést mutatja, 16x nagyitasu felvétel. 1 mm-es 1épték jelezve.
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5. Megbeszélés

Vizsgalataink soran elséként jellemeztiik a citokrom c glutation altali redukcidjat, in
vitro koriilmények kozott. A mitokondriummal végzett kisérletek soran az O»
a redukcié nem volt kdzvetleniil vizsgalhato. A 18. dbran lathaté hipotéziseink az in
vitro vizsgalatainkon alapulnak, melynél a citokrom c¢ mind szabad, mind

membrankotott forméaban el6fordulhat.

5.5. Metodikai szempont a reaktiv oxigén gyokok képzddésének értékelése

szempontjabol

A vizsgalatainknak metodikai szempontjai is vannak. A citokrém c szabad formaban
szuperoxid dizmutdzként is miikodhet, ennek soran reaktiv oxigén gyokok O»-¢ torténd
alakitasat hajtja végre, vagyis a mérés specificitdsat Gjra definialni kell. Ugyanis,
amennyiben a citokrém c redukciot mérjiik, az a citokrom c szuperoxid dizmutdz
aktivitasat is méri (ennek az aranynak a meghatarozdsdhoz az enzim altal termelt
szuperoxid mennyiségi meghatarozéasara lenne sziikség). Mindez fontos lehet, ugyanis
a praeeclampsidban szenveddk placentdja kiillonbozd reaktiv oxigént tartalmazo
molekuldkat képezhet (Kukor and Valent 2010). Ennek alapja, hogy a
tetrahidrobiopterin koncentracidjatol fiiggd modon (Sahin-Toth, Kukor et al. 1997,
Toth, Kukor et al. 1997), az eNOS dimerizaci6 kovetkezik be és igy NO-t, vagy
szuperoxidot termel. fgy a ROS mérés esetén alkalmazott modszer, mely a citokrom c
redukcidjanak mérésén alapul (Lampé 2012), megkérddjelezhetd.

Mivel a ditiotreitol jelenlétében 1 mM Ca?", 1 mM Mg?" sziikséges az eNOS
aktivitashoz (Kukor and Toth 1994), és eredményeink alapjan ilyen koriilmények kozott
a citokrom ¢ redukcio mitkodott és fliggetlen volt a Ca?* koncentraciotol. Ebbél arra a
kovetkeztetésre juthatunk, hogy a placenta szuperoxid termelése nem mérhetd a
citokrom c¢ redukcié alapjan, ugyanis a citokrom c ditiotreitol altali redukcidjanak

mértéke nem sziirhetd ki, amely viszont a mérést értékelhetetlenné teszi.
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crer

5.6. Ca’" és Mg?" hatésa a citokrém ¢ felszabadulésra és aktivacidjara

Vizsgalataink alapjan elmondhato, hogy foszfolipidek jelenlétében, de Ca?" és Mg?*
hidnyéban a glutation nem redukélja a citokrom c-t., valamint a glutation altali citokrom
c redukcidt a legerdsebben a kardiolipin gatolta. A gétldo hatdsnak tobb oka is van.
foszfolipidekrdl (Gerencsér, Laczko et al. 1999). Masrészrél, méréseink szerint a
bivalens kationok (amennyiben foszfolipid nincsen jelen) képesek a szabad citokrém c
redukciojat gyorsitani. Mindezek azt sugalljak, hogy a Ca*" és a Mg?" képesek

kozvetleniil befolyasolni a citokrom ¢ miikodését.

5.7. A glutation, mint a mitokondrialis 1égzési lanc szubsztratja

Eredményeink megmutatjadk, hogy a mitokondrium glutationt hasznalhat 1égzési
szubsztratként magas pH mellett, Ca** és Mg?" ionok jelenlétében. Viszont pH = 7,0
mellett, EDTA jelenlétében a glutation nem okozza a mitokondrium oxigén-
fogyasztasanak emelkedését. Az in vitro vizsgéalataink bebizonyitottdk, hogy
kardiolipinhez kototten a citokrom ¢ nem képes a glutation oxidaciojara, viszont Ca®*
és Mg?" jelenlétében a glutation oxidacidja megindul.

Ezek alapjan az in vitro és in vivo vizsgalatok azt mutatjak, hogy a glutation a
mitokondridlis 1égzési lanc szubsztratja lehet, amennyiben a citokrém c disszocialt a

mitokondrium belsd membranjatol.

5.8. A citokrom c redukcids képessége glutation jelenlétében, a Mg?* koncentracio

valtozasanak fliggvényében.

ADP jelenléte nélkiill a Mg?>* nem okozta a mitokondrialis oxigén fogyasztas
emelkedését. Ez azt a feltételezést erdsiti meg, hogy az altalunk vizsgalt oxigén
fogyasztas a mitokondrialis 1égzési lanchoz (melynek része a citokrom c fehérje is)

crer

fogyasztas novekedéséhez vezetett. Ennek hatterében az all, hogy a korabban leirtaknak
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megfeleléen, a Mg?" a citokrom ¢, foszfolipidektdl torténd levalasat, valamint az
emelkedett Mg?* koncentracio a citokrom c redukciojanak sebességét is emeli.

Mivel a citokrém c magas koncentracioban van jelen az intakt mitokondrium
intermembran terében (0,7 mM -os koncentracioig), fiziologids ionerdsség mellett
(Hackenbrock, Chazotte et al. 1986), ez a folyamat jelentds valtozast okozhat a
mitokondrilis oxigénfogyasztasban.

A vizsgalataink magyarazatot adnak arra, hogy a citokrém ¢ miért nem oxidalja a
glutationt alacsony Mg?" koncentracio mellett. Ennek hatterében a citokrom ¢
membranhoz valo kotottsége all, melyet kardiolipinnel modelleztiink. Membrankotott
formaban a citokrom c a 1égzési lanc részeként miikodik, nem tud a glutationnal
kapcsolatba 1épni, igy nem emelkedik az oxigén fogyasztas.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy magasabb Mg?" koncentracié (I mM-tol)
mellett a citokrém c levalik a membranrdl, ami lehetdvé teszi a glutation oxidacidjat. A
citokrom ¢ az intermembran térben marad és a bels6é membranhoz kotddhet és az
elektron az O-hez szallitodhat. Szamos kdzlemény irja le, hogy a citokrom ¢ beléphet
az intermembran térbe a belsé membranrdl, redukéalodhat, majd Gjra a belsd
membranhoz kotédhet, ahol a citokrom ¢ oxidaz altal oxidalodik. Ennek a ciklusnak
megvannak a fiziologiai feltételei, melyeknek része a diszulfid kotések létrejotte a
fehérjékben (Cortese, Voglino et al. 1998, Endo, Yamano et al. 2010).

A magasabb Mg?" koncentracié mellett (10 mM), a citokrom ¢ kiszabadulhat a
mitokondriumbol (Eskes, Antonsson et al. 1998), és tobbet nem képes visszatérni az
intermembran térbe. Ez mérsékeli a mitokondrium O, fogyasztasat az 1 mM-os Mg?*
koncentraciohoz képest, de az intermembran térben jelen 1évd citokrom c tovabbra is
biztositja a glutation oxidaciojat, ezaltal kisebb mértékben, de a mitokondridlis

oxigénfogyasztas tovabbra is emelkedett marad.

5.9. A citokrém ¢ redukcios képessége glutation jelenlétében, a Ca>* koncentracio

valtozasanak fliggvényében.

A Mg*-nak megfeleléen magyarazhatd a Ca®' hatdsa is. Eredményeink szerint
felvethetjiik, hogy a bivalens kationok a citokrém c¢ miikddésére hasonld hatassal

vannak.
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5.10. A citokrom c redox tulajdonsagai fiziologias koriilmények kozott.

A citokrom c kardiolipinhez torténd kotése valtozasokat idéz eld a citokrom c redox
tulajdonsagaiban (Kagan, Borisenko et al. 2004). Példaul a kardiolipinhez kotott
citokrom ¢ nem képes a Oy -t Oz -¢ alakitani. Az anionikus lipidhez torténd kotddés
akadalyozza a szulfhidril csoportrol torténd elektron transzfert a citokrém c-re. Ez a
magyarazata annak, hogy a citokrém ¢ membranko6tott allapotban nem képes oxidalni a
glutationt. Ez energia megtakaritast okoz, ugyanis a NADH-t6] érkezd elektron az
elektron transzfer lanchoz az I. komplexen keresztiil érkezik, mig a szulthidril csoporttol

érkezd elektron a IV-es komplexen keresztiil 1¢ép be. Ezt a vizsgalataink is megerdsitik.

5.11. A citokrom c, valamint a glutation szerepe az apopto6zis folyamataban

A sejt intracellularis kornyezetében torténd valtozasok, mint példaul valtozas a redox
kornyezetben, fontos szabalyozoi az apoptdzis meginditdsanak (Pervaiz and Clément
meginduldsanak egyik korai jele, szdmos sejttipusban (Circu and Aw 2008, Circu and
Aw 2012, Circu and Aw 2012).

A belsé mitokondridlis apoptotikus Ut oxidativ stressz altal is aktivalodhat. Kiilonféle
apoptotikus stimulusok (példaul a reaktiv oxigén gyokok) indithatjdk meg a
mitokondrium kiils6 membran ateresztoképességének novekedését, amely a
proapoptotikus proteinek (citokrom c, Apaf-1, endonukledz G, stb.) felszabaduldsdhoz
vezet (Circu and Aw 2012).

Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a citokrom c intermembran térbe jutdsa
gyorsan csokkenti a glutation szintjét a mitokondrium intermembran terében, annak
oxidacidja révén. Fiziologias koriilmények kozott az intermembran térben a citokrom c
(0,5-1,0 mM) (Bayir, Fadeel et al. 2006). Vizsgalataink sordn igazoltuk, hogy a
mitokondrialis oxigén fogyasztas megemelkedik 1 mM glutation, valamint | mM Mg?*
jelenlétében, pH = 8,0 mellett, igy a lezajlodo redox folyamatoknak megfelelden a

redukalt citokrém c 1jbdl oxidalodik az oxigén segitségével. A glutation koncentracidja
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jelentdsen csokken, amely az apoptozis szempontjabdl is jelentdséggel birhat. Tovabba
emelkedése (10 mM) a mitokondrium oxigénfogyasztasanak relativ (1 mM-hoz képest)
csOkkenését okozza, amelyet a mitokondriumb6l torténd citokrom c kidramlas
magyarazhat. Ez a mitokondrialis citokrom c kidramlds szintén jelentds tényez0 lehet
az apoptozis meginditadsaban, tovadbba magyarazhatja egy oldalrol a glutation
koncentracio-csokkenés szerepét is az apoptdzisban, mint a citokrom ¢
A glutation apoptotikus szerepét tovabb arnyalhatjuk.

Tobb vizsgalat allitja, hogy a mitokondridlis glutation szint csdkkenése nem csak az
apoptozis megindulasanak jele, de fontos tényezd is a sejthaldl kaszkadjaban (Brookes,
Yoon et al. 2004, Lash 2006, Circu and Aw 2012). Ugy tiinik, hogy a glutation
oxidacioja fontos szerepet jatszik a PTP nyitdséban, ezzel is hozzajarulva a citokrom c
mitokondriumbdl térténd kiszabadulasahoz (Beatrice, Stiers et al. 1984, Costantini,
Chernyak et al. 1996), valamint a Mg?" fiiggd citokrom c felszabadulashoz (Eskes,
Antonsson et al. 1998).

Vizsgalataink tovabb erdsitik ezt a feltételezést, ugyanis eredményeink alapjan
elmondhat6, hogy a szabad citokrom c oxidalja a glutationt, amely altal novekszik az
oxidativ stressz a mitokondriumban, reaktiv oxigén gyokok képzdédése nélkiil. Ezen
modon a glutation szint csdkkenése az oxidativ stressz kialakuldsa révén hat kozvetleniil
az apoptézis meginditdsanak irdnyaba. Ekkor az oxidalt glutation aranyanak
novekedésével nem csak az oxidalt molekuldk aranya ndvekszik, hanem egytttal az
antioxidans koncentracio is csokken.

Fontos megjegyezniink, hogy a kordbban leirtaknak megfelelden a citokrom c a reaktiv
oxigén gyokok elimindldsan keresztiil csokkentheti az oxidativ stresszt, és ezaltal az
apoptozis kialakuldsanak esélyét, amennyiben szuperoxid dizmutdzként funkcional
(Sahin-Toth, Kukor et al. 1997, Toth, Kukor et al. 1997).

A Mg*" fiziologids koncentracioban (0,8-1,2 mM) képes apoptozist kivaltani a
praeeclampsias placenta szdvet kultiraban. Az apoptdzist mérsékelten antioxidans
agensek (példaul aszkorbinsav és az N-acetil-cisztein) képesek mérsékelni (Black, Yu
et al. 2001). A szérum Mg?* szintje csokken a normal varanddssig soran, viszont

emelkedik praceclampsia esetén (Sanders, Konijnenberg et al. 1999). Vizsgélataink
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alapjan a megemelkedett Mg?*-szint a korabbiakban leirtaknak megfelelden a szabad
citokrom c aranyanak ¢és ezaltal a glutation oxidaciojanak noveléséhez vezetnek, amely
az apoptozis folyamatanak inicializalasat eldsegitheti. Ez pedig felhivja a figyelmet a
Mg?* potlas eldényeinek és sziikségességének értékelésére.

A glutation melletti mitokondrialis oxigénfogyasztds a kisérleteinkbdl arra enged
kovetkeztetni, hogy a szabad citokréom c a glutationrol felvett elektronokat a 1égzési
lancnak atadhatja. Ezéltal a szabad citokrom c hatékonyan tudja a redukalt glutation
szintet csokkenteni, az oxidaltat novelni. Ez hozzéjarulhat az apoptdzishoz (Elakkad,
Mohamed et al. 2021). A citokrém c redukalhatja, hatastalanithatja a H2O»-t, emiatt

antioxidans hatassal rendelkezik (Hancock, Desikan et al. 2001).
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18. abra: pH 6,0 mellett, illetve Ca?* és Mg?" hidnyaban a citokrom ¢ nem képes
a glutation oxidaciojara. pH= 8,0, illetve 1 mM Ca?*, vagy Mg?" mellett a citokrom
c disszocial a bels6 membranrdl, és képessé valik a glutation oxidalasara, ahonnan
a felvett elektron a IV. komplexhez juttatja, az atadott elektron ATP eldallitasara
hasznalodik fel. Viszont 10 mM Ca?*, vagy Mg?" mellett a citokrom ¢ képessé valik

a mitokondrium elhagyésara.
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5.12. Statinok apoptot6zist befolydsold hatasa

A statinok tobb modon is képesek az apoptozis befolydsolasara. Az eredmények nem
egyértelmiiek, ugyanis a lipofil statinok kimondottan eldsegitik, mig a hidrofil statinok
nem befolyasoljak, vagy éppen gatoljadk az apoptotikus folyamatokat (Dymkowska,
Wrzosek et al. 2021). A lipofil és a hidrofil statinok kiilonb6zd tulajdonsagokkal
jellemezhetdek. Csak a lipofil statinok (simvastatin, atorvastatin, lovastatin, fluvastatin,
cerivastatin, pitavastatin) képesek novelni a vaszkularis simaizomsejtek apoptodzisat,
akar a tulélési faktorok jelenlétében is. Ezzel ellentétben a hidrofil statinok (pravastatin,
rosuvastatin) képesek az apoptotikus folyamatok gatlasara is (Erl 2005).

A statinok tobbféle modon képesek az apoptozist eldsegiteni. A statinok a HMG-CoA
reduktaz specifikus inhibitorai, amin keresztiil csokkentik a koleszterin szintézis koztes
termékeinek mennyiségét (izoprenoid farnezil pirofoszfat, geranilpirofoszfat). Tobb
fehérje (Ras, Ros, Rac) poszt-transzlacios prenilacidja csokken a hatasukra. Mindez a
fehérjék funkcidjanak megfeleléen szamos sejtélettani folyamatot befolyésol, példaul a
szignalizaciot, differenciaciot és az apoptozist (Egom and Hafeez 2016). A statin
kezelések esetében kimutattak, hogy inaktivalja a p-21 Rho fehérjét, annak prenilacidjan
keresztiil és ebbdl kifolyolag alulszabalyozodik az anti-apoptotikus Bel-2 fehérje, vagy
stimuldlja a TNFaR expressziot, €s igy potencirozza a TNFa-medidlt apoptozist. A
statinok csokkentik a talélési faktorok expresszidjat, példaul a survivin-ét (Katsiki,
Tziomalos et al. 2010). Mindezek alapjan lathato, hogy a statinok igen szertedgazoan
képesek befolyasolni a sejtek miikodését.

A koréabban leirtaknak megfelelden, a programozott sejthalal 1épései sordn a citokrom c
tobb kulcsszereppel is bir. Laboratoriumi megfigyelések alapjan elmondhatd, hogy a
simvastatin ROS képzddést indit meg a KKU-100 sejtekben, de a KKU-M214 sejtekben
nem (mindketté cholangiocarcinoma sejtvonal). A simvastatin megnoveli a citokrom ¢
¢s a kaszpaz 3 felszabadulast és ndveli a p21 szintet a cholangiocarcinoma
sejtvonalakban, kiilondsen a KKU-100 sejtekben (Buranrat, Senggunprai et al. 2016).
Ez felhivja a figyelmet arra, hogy nem csak sejttipusonként képesek eltérd hatassal birni
a statinok.

A lipofil és hidrofil statinok hatdsa kozotti kiillonbségeket ndgyogyaszati eredetii

(ovarium, endometrium és cervikalis) sejtvonalokon is vizsgaltak. A lipofil statinok
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(lovastatin és simvastatin) aktivaltak az extrinsic és intrinsic apoptotikus kaszkéadot és
elosegitették a citokrom c kijutdst a mitokondriumbol. Masoldalrél a pravastatin
(hidrofil) nem indukalt apoptodzist. Fontos megjegyezni, hogy kizarolag a tumoros sejtek
voltak érzékenyek a statinok apoptotikus hatasara, a normal sejtekre ez nem volt
jellemzd (Kato, Smalley et al. 2010).

Amikor a programozott sejthalal megindul és a 1égzési lancot a citokrom c elhagyja,
mint elektron atvivé fehérje, megsziinik a kapcsolat a I11. és a IV. komplexek kozott. Ez
a mitokondridlis membran potencial csokkenéséhez vezet, és ennek megfeleléen az ATP
szintézis is csokken. Ez a mitokondriumban a reaktiv oxigén gyokok képzddésének
megemelkedésével jar, amely megindithatja, vagy fenntarthatja a programozott
sejthalalt. A citokrom c szintén eldsegitheti az apoptdzist, ugyanis aktivalhatja a kaszpaz
kaszkadot. A citokrém c ezek alapjan fontos szerepet jatszik a sejtekben, ugyanis segit
megtartani a redox egyensulyt, valamint antioxidansként képes viselkedni (Hancock,
Desikan et al. 2001).

Jol ismert, hogy a szabad citokrém c képes atalakitani a szuperoxidot oxigénné, ennek
antioxidans ¢és antiapoptotikus hatasa is van. Az abszorbedlt elektron képes a IV.
komplexre jutni, ha a citokrom c kot a bels6 membranhoz. Ha a citokrom c inkabb a
glutation altal redukalodik, mint a szuperoxid révén, akkor a citokrém c elveszti
antioxidans tulajdonsdgat. A simvastatin képes eldsegiteni az apoptotikus utat, a
citokrom c glutation altali redukcidjanak eldsegitése altal. Hancock és munkatdrsai
feltételezik, hogy a citokrom c apoptotikus hatasa filigghet a redox allapottél (Hancock,
Desikan et al. 2001). Ennek megfeleléen az oxidalt szabad citokrom c erdsebb
apoptotikus hatassal bir, mint a redukalt forma (Pan, Voehringer et al. 1999). Ez a
hipotézis ellentmond mérési eredményeinknek. A citokrém c glutationnal torténd
redukciojanak antiapoptotikus hatdsa lehet. Osszhangban a mérési eredményeinkkel, a
mitokondrium oxigénfogyasztdsa megnovekszik simvastatin hatdsara, ami azt sugallja,
hogy a citokrom c reoxidalodhat és a glutationbol szarmaz6 elektron végiil molekuléris
oxigén kialakitasahoz jarul hozza. Hancock és munkatarsainak hipotézisét megcafolja
az a megfigyelés is, hogy a citokrém c apoptotikus hatédsa fliggetlen a redox allapottol

(Hampton, Zhivotovsky et al. 1998).
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5.13. A statinok antitumor hatasa

A statinok antitumor hatdsanak vizsgalata soran a kutatok szignifikans kiillonbséget
talaltak a hidrofil és a hidroféb statint haszndlok kozott. A témaban végzett
metaanalizisek azt mutatjdk, hogy a lipofil statinok segithetnek megelézni a
hepatocellularis karcinoma kialakulésat. A hidrofil statinok esetében ilyet nem tudtak
kimutatni. Ez az Osszefliggés foként az Osszességében nagyobb mennyiségli statint
szedett betegek esetében volt kimutathatd (Li, Sheng et al. 2020, Wang, Wang et al.
2022). A statinok antitumor hatdsat sokan vizsgaltak, és emld daganatok esetében is
hasonld eredményre jutottak. A klinikai vizsgéalatok soran a lipofil statinok nagymértéki
védelmet mutattak az emlédaganattal diagnosztizalt betegek esetében, addig a hidrofil
statinok nem valtoztattak a teljes mortalitdson (Liu, Yi et al. 2017).

Simvastatin kezelés ferroptozist és apoptozist képes okozni emld daganat sejteken. A
vizsgalatok csokkent glutation és emelkedett reaktiv oxigén gyok szinteket mutattak. A
megemelkedett reaktiv oxigén gyok ¢és a csokkent glutation koncentracidnak
megfelelden a glutation oxiddz magas szintje varhatd, viszont a vizsgalatok csokkent
glutation oxidaz szintet mutattak (Elakkad, Mohamed et al. 2021). Ezt az ellentétet a
vizsgalataink feloldhatjak, ugyanis kimutattuk, hogy a szabad citokrém c csokkenti a
A fluvastatin (lipofil statin), hepatocellularis karcinoma sejtvonalakban, megindithatja
az apoptdzis mitokondrialis Utjat (Wang, Wang et al. 2022). Ennek a folyamatnak a
sordn az anti-apoptotikus Bcl2 expresszidja csokken, mig a pro-apoptotikus Bax
expresszidja fokozodik. A citokrom c kilépése a citoszolba megfeleltethetd a kaszpaz
aktivacionak (Jiang and Wang 2004). Vizsgaltdk a lipofil statinok és a hidrofil
pravastatin hatasat patkany vazizom sejtvonalon és mitokondriumon. 100 pM statin
koncentraci6 mellett, a lipofil statinok apoptdzist indukaltak és felerdsitették a citokrom
c kidramlasat a mitokondriumbodl, valamint gatoltdk a zsirsavak [-oxidaciojat,
ugyanakkor a pravastatin nem okozott hasonldé folyamatokat, és a zsirsavak f-
oxidaciojat is sokkal kevésbé gatolta. Amint azt mar bemutattuk, a statinok a

mitokondrialis membranpotencidl csokkenését okozzak (Kaufmann, Térok et al. 2006).
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Munkank segit pontositani a kiilonbségeket a lipofil és a hidrofil statinok miikodési
mechanizmusaban. Fiziologiai alapon magyarazhatd, hogy a pravastatin és a simvastatin
kot a kardiolipinhez és ennélfogva nem képes megemelni a citokrém c glutationt oxidalo
kapacitasat. A membranrdl torténd disszociacid mellett, a pravastatin csokkenti a
citokrom c redukcidjat, mig a simvastatin ndveli azt. Ezen eredmények alapjan azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a pravastatin és a simvastatin megvaltoztatja a
mitokondrium oxigén fogyasztisat a citokrom ¢ oxidacidés kapacitasanak
megvaltoztatasa révén.

Az eredményeinken alapulva egy modellt alkottunk (19. dbra). Intakt mitokondrium
esetén a statinok nem befolyasoljak a citokrém c kotédését a belsé membranhoz.
Amennyiben a citokrom ¢ az intermembran térbe keriil, képessé valik a glutation
oxidaciodjara és a felvett elektront a IV. komplexhez juttatja, ezaltal a glutation képes
megnovelni a mitokondrium oxigénfogyasztasat. A glutation oxidacidja fiiggetlen a
protongradienstdl, ellentétben a fizioldgias 1€gzési szubsztratokkal. A simvastatin képes
elésegiteni, mig a pravastatin képes gétolni a citokrom c oxidacios hatasat. A glutation
oxidacidja eldsegiti a citokrom c¢ mitokondriumbol torténd felszabadulasat. Ebbdl
kovetkezik, hogy a mitokondrium sériilése esetén a simvastatin képes eldmozditani az
apoptozist, mig a pravastatin gatolni azt.

A lehetséges terapias felhasznalasok kiterjesztése, a statinok pleiotrop hatdsai miatt,
intenziv vizsgalatok alatt allnak (Sahebkar, Kiaie et al. 2021, Riesen 2022). A statinok
hatdsanak diverzitasa 0 terapias lehetdségeket nyithat meg. A vizsgalataink alapjan
érdemes Ujra gondolni a statinok alkalmazasat olyan esetekben, amelyeknél a terapia
része nagy mennyiségli Mg?" alkalmazasa (példaul praceclampsia esetén), kiilonosen,
ha emellett a korkép esetében megnovekedett apoptdzis megfigyelheto.
Szubarachnoidealis haemorrhagia esetén az elhaldlozottak szama 14 nap alatt a
duplajara nétt, amennyiben a terapia soran statint és Mg?'-t egyszerre hasznalnak,
szemben a kizarélagos statin terapiaval (Hosseini Siyanaki, Lucke-Wold et al. 2022). A
simvastatin apoptozist indukald és sejt-ciklust gatld hatdsa szintén hasznosnak
bizonyulhat.

Ismert, hogy a simvastatin megemeli az apoptdzist a daganatos sejtek korében (Black,
Yu et al. 2001, Brzezinski, Moe et al. 2021). Az eredményeink alapjan érdemes

atgondolni a simvastatin terdpia kiegészitését Mg?*-mal tumoros sejtek esetében, az
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apoptdzis mértékének novelése érdekében. Az apoptotikus folyamat eldsegiti a glutation
oxidacigjat citokrom c altal, ezaltal csokkentve az ATP szintet, mivel az oxigén
felhasznalas és az ATP szintézis szétvalik.

A praeeclampsia az egyik legveszélyesebb betegség varandosok esetében, és jelenleg
nincsen definitiv terapiaja. A statin terapia az egyike a szdmos igéretes terapianak, de a
HMG-CoA gatlas miatt a magzati hatésai kérdésesek, ezért jelenleg nem ajanlott szer
varandossag alatt. A sejtosztodas gatlasa és az apoptozis eldsegitése a varandossag alatt
karos, igy ilyen esetekben hidrofil statin (pravastatin) terapia preferdland6 a lipofil
statinok alkalmazésaval szemben. A pravastatin alkalmazasa azzal is jarhat, hogy
elésegiti a placenta arginin felvételét, amely eldnyds lehet az arginin-deficiens
praeeclampsidban (Pancz¢l, Kukor et al. 2019, Panczél, Supék et al. 2020).

A statinok széleskorii hasznalata és a hatasmechanizmusuk diverzitasa, kiillonosen az
apoptozisra kifejtett hatasuk, megkivanjdk tovabbi klinikai vizsgalatok elvégzését,

melyeknek reményeink szerint, munkénk alapjaul szolgalhat.

citoplazma

intermembran tér

matrix

19. abra: A statinok hatdsdnak szemléltetése vizsgdlataink alapjan. Alacsony
magnézium szint mellett sem a simvastatin (sim), sem a pravastatin (pra) nem képes a
citokrém c (cit c) mitkddésének befolyasolasara, igy a citokrom c a I11. és a IV. komplex

kozotti elektrontranszportot végzi. A Mg?* szint emelkedése esetén a simvastatin
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felgyorsitja a glutation (GSH) atalakulasat oxidalt glutationnd (GSSG), mely a

mitokondrium oxigénfogyasztasat megemeli.

5.14. A statinok szerepe a kdzponti idegrendszer sériiléseinek esetében

A szervezetben az Osszes koleszterin 25%-a a kozponti idegrendszerben talalhato,
foként a myelinben. A kdzponti idegrendszer esetében a koleszterin szintézise helyben
torténik, ugyanis a vér-agy gat megakadalyozza a lipoproteinekbdl a koleszterin cseréjét
(Bjorkhem, 2004). A koleszterin szintézise sziikséges tobbek kozott az axonok és a

szinapszisok mitkddésének fenntartdsdhoz és szintéziséhez (Pfrieger, 2003).

Patkanyokon végzett kisérletek alapjan kimutattak, hogy mind a simvastatin, mind az
atorvastatin csokkenti a kdzponti idegrendszerben a koleszterin szintézist (Cibickova,

2008).

Altalanosan elmondhato, hogy a gerincveld sériiltek esetében jelentds szamban
talalhatok olyanok, akik statin terapia alatt allnak (Triplet, 2021). Szdmottevd vizsgélat
nem tortént a statinok szedése mellett tortént gerincveld sériilés utani motoros aktivitas
csokkenés mértékérdl. A statin terapia €s a gerincveld sériilés egylittes jelenléte esetén
feltételezhetd egymast erdsitd hatdsuk a motoros aktivitas csokkenésében (Triplet,

2021).

5.15. Minimal invaziv gerincveld sértéses modell

Tekintettel a vilagszerte széles korben alkalmazott statinokra, a gerincveld sériilések
esetén fontosnak tartjuk annak vizsgalatat, hogy a statinok miként befolyasoljak a
sériilést kornyezé neuronok apoptotikus folyamatait, valamint van-e kiilonbség a
statinok hatasa kozott, oldhatosaguk alapjan a kordbbi eredményeinkre alapozva.
Mivel tobb eredmény tamasztja ala, hogy a statinok neuromuszkularis betegségek esetén
ronthatjak a paciens allapotat (Murinson, Haughey et al. 2012), a gerincveld sértéses
moddszerrel  nyerheté adataink  segithetnek ennek tovabbi  feltarasaban.

Az altalunk a korabbiakban is alkalmazott gerincveld sértési modszer egy jo alapot kinal
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ezen folyamatok vizsgalatdhoz (Borbély, Csom¢ et al. 2017). Az allatok talélését és
jollétét és a vizsgalat pontossagat, viszont javitani szerettiik volna.

Az 1j, minimal invaziv gerincveld sértéses technikat azért fejlesztettiik ki, mivel azzal
szembesiiltiink, hogy problémak 1épnek fel a beavatkozast kovetden. Ezek a problémak
tobbek kozott azon alapulnak, hogy a laminektomia sordn keletkezd csontszilankok
kompressziot okozhatnak, valamint gerincveld sériilést; a miitét til hosszu ideig tart,
tovabba a nagyobb feliiletli csontseb lassan gyogyul. A laminektomia kiiktatdsaval a
beavatkozas sokkal gyorsabba valt (11 percre csokkent 35 percrél), a gerinccsatorna ép
marad, a csontseb kisebb, tovabba nem keletkeznek csontszilankok, melyek a gerincveld

sériilését okoznak.

A processus spinosus eltavolitsa nem hagyhaté el, ugyanis a cranialis processus
spinosus eltavolitasa sziikséges, hogy caudalis processus spinosust hatra tudjuk donteni.
Az eltavolitas segitségével jo ralatas nyilik a gerincveldre, a hemiszekceio elvégzéséhez.
A hemiszekcid a beavatkozas legkritikusabb része. Mi a hemiszekciot szabad kézzel
végeztiik el, de ez nem kovetelmény. Akar sztereotaxids késziilék is hasznalhatd az
gerincveld atmetszés kivitelezéséhez. A patkany elhelyezhetd a sztereotaxias
késziilékben, az allat stabilitasanak biztositasa érdekében, a beavatkozas soran (Brown
and Martinez 2019). Ez a 1épés Iényegében nem valtoztat a leirt technikdnkon, viszont
rendkiviil hasznos lehet a pontos kivitelezés szempontjabol.

Az j technika nagyon sokoldalu. A vizsgélataink soran az L4 lumbalis szegmentumban
(L1-es csigolya) végeztiik a beavatkozast; viszont a modszer barmely gerincveld
szegmentum esetében alkalmazhatd a vizsgalati céloknak megfeleléen (a modszert
alkalmaztuk thoracalis és cervicalis régioban is). A modszer alkalmazésa soran teljes €s
részleges atmetszés is alkalmazhato. A csigolya megemelése kozvetlen ralatast biztosit
a gerincveldre. A teljes atmetszés modositasaval, akar egy kis korong is eltavolitasra
kertilhet a gerincvel6bdl.

Az 1j technika alkalmazédsa nem csak patkidny esetében lehetséges, hanem mas fajok
esetén is adaptalhato (példaul egér, sertés, kutya). A technika legjelentdsebb limitacidja,
hogy a sértés csak az intervertebralis térben valdsithaté meg, vagyis nem alkalmazhato,
ha a céltertilet a csigolyanak megfelelen talalhato. Ezt a nehézséget az allat életkoranak

megfeleld megvalasztdsaval lehet athidalni, ugyanis a novekedés alatt a gerincveldi
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szegmensek pozicidja folyamatosan caudalis iranyba tolodik a csigolydkhoz képest,
vagyis van olyan iddszak, amikor intervertebralisan foglal helyet. Tovabba, 1évén nyitott
gerincveld sértéses technika, nem alkalmas a kontizios, vagy a kompresszios sériilések
modellezésére.

Ez a technika idedlis valasztas lehet a nyitott gerincveld sértéses vizsgalatokhoz, a
féloldali, vagy teljes atmetszés preciz végrehajthatdosdga ¢és konnyli ismételhetdsége
miatt. A gerincveldi folyamatok kevesebb miitermék mellett vizsgalhatok, mivel a
gerinccsatorna €pnek tekinthetd. Ez kiilondsen abban az esetben fontos, amikor minimal
invaziv terapias modszereket vizsgalnak. A technika haszndlata mellett a fokusz a
tényleges vizsgalat értékelésén lehet és nem a sebészi technika altal okozott esetleges
miitermékeken (Ashammakhi, Kim et al. 2019).

Ez az 1j, minimal invaziv technika nem igényel uj felszerelést vagy jelentds beruhazast.
Olyan laborban, ahol mar végeznek nyitott gerincveld sértéses beavatkozasokat, nem
szlikséges semmilyen beruhdzast végrehajtani. Kénnyen adaptalhato a vizsgalatoknak
megfeleléen (a sériilés teriilete; részleges, vagy teljes atmetszés; az allat tipusa).
Koénnyen elsajatithatd a technika. Ezért ez a technika felkeltheti azon kutatok
érdeklddését, akik nyitott gerincveld sértéses technikat alkalmaznak.

A 3R elvek iranyado elvek az allatok etikai felhasznalasahoz allat kisérletekben.
Angolul a 3R Replace, Reduce and Refine, azaz magyarul helyettesiteni, csokkenteni és
finomitani, vagyis ahol lehet ne allatot haszndljanak, ahol lehet csokkentsék a
felhasznalt dallatok szamat, illetve finomitani az alkalmazott modszert, hogy
kiméletesebb legyen az allatokkal szemben. Ezen alapelveknek megfelelden a technika
finomitasa az allatok jollétének fontos befolyasold tényezdje. Az altalunk fejlesztett

minimalinvaziv gerincveld sértéses modell ennek megfelel.

6. Kovetkeztetések

6.5. 1. célkitiizés értékelése (a citokrom c redukcid vizsgalata)

Sikeriilt megvizsgalnunk a membrankotott és a szabad citokrom c¢ redukcidja kézotti
kiilonbséget, glutation jelenlétében, amennyiben a pH valtozik.
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a citokrom ¢ membrankotott forméaban a pH

valtozas ellenére nem emeli a glutation oxidaciot statisztikailag értékelhetd mértékben.
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crer

emeli.

6.6. 2. célkitlizés értékelése (a citokrém c redukcid sebességének vizsgalata Mg,

illetve a Ca' ionok jelenlétében)

A Mg?, illetve a Ca?" ionok befolyasoljak a citokrom c redukcid sebességét, annak
emelését okozva. Ezt a hatasukat mind a szabad citokrom ¢, mind a membrankotott
forma esetében kifejtik.

elésegiteni a statinok citokrom c-t befolyasold hatasat.

Vizsgalataink alapjan kimutathat6 kiilonbség nincsen a Mg?”, illetve a Ca?" ionok hatasa

kozott, az alkalmazott koncentracidknak megfelelden.

6.7. 3. célkitiizés értékelése (a citokrom c redukcid sebességének vizsgalata

simvastatin, illetve pravastatin jelenlétében)

Sikeriilt megvizsgalnunk a simvastatin és a pravastatin hatasat a citokrom c redukcidjara
glutation jelenlétében. Eredményeink alapjan a statinok befolyasoljak a szabad citokrom
c glutationt oxidaloé képességét. A simvastatin gyorsitja az oxidaciot, mig a pravastatin

lassitja azt. A hatés koncentraciofiiggo.

6.4. 4. célkitlizés értékelése (glutation, mint 1égzési szubsztrat vizsgalata)

Sikeriilt igazolnunk, hogy a mitokondrium 1égzési szubsztratjaként funkcionélhat a
glutation. Modelliink szerint a citokrom ¢ membrankotdtt modon nem képes, 4m szabad
fehérjeként, az intermembran térben képes a glutation oxidalasara. Méréseink alapjan 1
mM  Mg?, illetve a Ca?" mellett glutation jelenlétében a mitokondrialis
oxigénfogyasztds szignifikdnsan megemelkedik, igy kijelenthetjiik, hogy a

mitokondrium képes a glutationt 1égzési szubsztratként hasznalni.

56



6.5. 5. célkitlizés értékelése (pravastatin és simvastatin mitokondridlis

oxigénfogyasztisra gyakorolt hatasanak vizsgalata)

Sikeriilt megvizsgalnunk, hogy a pravastatin és a simvastatin befolyasolhatja-e a
mitokondrium oxigénfogyasztasat glutation jelenlétében.

Eredményeink alapjan a mitokondridlis oxigénfogyasztds né 1 mM glutation ¢és
simvastatin jelenlétében, viszont | mM glutation €s pravastatin jelenlétében csokken. A

valtozasok szignifikansak.

6.6. 6. célkitlizés értékelése (annak vizsgalata, hogy a pravastatin és a simvastatin

kozvetleniil befolyasolja-e a citokrom-c¢ mikodését)

Sikeriilt azonositani a citokrém c-t, mint a pravastatin és simvastatin 1j célpontjat.
Ennek a megfigyelésnek a gyogyszerek hatdsmechanizmuséanak értelmezésében lehet

szerepe.

6.7. 7. célkitlizés értékelése (gerincveld sértési protokoll minimalinvazivitasanak

vizsgalata)

Az 10j gerincveld sértési eljaras gyorsabban kivitelezhetd, valamint Iényegesen kisebb
csontsebet okoz.

6.8. 8. célkitlizés értékelése (annak vizsgdlata, hogy az atdolgozott gerincveld sértési

protokoll mennyiben felel meg a 3R szabalynak)

A 3R elvnek megfelelden sikertilt finomitanunk a modszeren, melynek kovetkeztében a
seb kisebb mértékii, kevésbé invaziv a beavatkozas, és gyorsabban is végrehajthato. igy
a statinok gerincveld sériilés esetén 1étrejové neurondlis apoptdzisban betdltott

hatasanak vizsgalatara alkalmasabb, a hagyomanyos modszerhez képest

6.9. Tovabbi kovetkeztetések
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Tovabba szeretném kiemelni, hogy vizsgalatunk az eldzetes kérdésfelvetéseinken tul

milyen eredményeket hoztak.

Sikeriilt a citokrom c, és a glutation fliggvényében arnyalnunk a belsé mitokondrialis

apoptotikus ut miikodését.

A simvastatin okozta apoptozis esetében megfigyelt ellentmondasokat eredményeink
magyarazhatjak. A csokkent glutation oxidaz koncentraciéo mellett mért magas oxidalt
glutation koncentraciora kielégitd magyarazatot ad a szabad citokrom c altali glutation

oxidacio.

Kimutattuk, hogy a citokrom c antioxidans hatdsa mellett prooxidans hatassal

rendelkezik. Eredményeink azt sugalljak, hogy a mitokondrium membrankozti terében

crer

oxigén segitségével.

Sikeriilt Hancock és munkatarsai (Hancock, Desikan et al. 2001) hipotézisének cafolatat

megerdsiteniink.
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6.10. Osszegzés

Vizsgalataink soran szerettiik volna jobban megérteni azoknak a mitokondrialis
folyamatoknak egy részét, melyek a citokrém ¢ muiikddését, ezen beliil is oxidacios
képességét befolyasoljak.

A témanak aktualitast ad a statinoknak nevezett gydgyszercsalad igen széles korben
torténd alkalmazasa. Ezek a gyogyszerek szamos igen jelentds tulajdonsaggal birnak, és
bar alapvetden a koleszterinszintézis csokkentésének érdekében alkalmazzak dket, ezen
feliil pozitivan hatnak a vérnyomasra, gyulladasgatld hatassal, neuroprotektiv hatassal,
¢és antitumor hatdssal is birnak. Viszont szdmos mellékhatdsuk is van, amelyekkel a
betegek életmindségét szamottevden ronthatjak, ilyenek a rabdomiolizis, a myopathia,
¢s az akut pancreatitis.

Kutatécsoportunk szadmara kiilondsen érdekes volt ez a gyogyszercsoport ¢&s
mellékhatasaik, tekintettel arra, hogy praeeclampsia esetén a magnézium ¢€s a statinok
egyiittes alkalmazasa az allapot romlasahoz vezethet. A két terapia egylittes alkalmazasa
mas teriileten (szubarachnoidealis haemorrhagia) is allapotromlast okozhat.
Vizsgalatainkat egyszertien kivitelezhetének és konnyen ismételhetének terveztiik.
Tekintettel arra, hogy statinok sejttipusonként eltéré6 moédon befolyasolhatjak azok
mitkddését, igy a konnyl ismételhetdséggel a konnyli validalhatésag megvalositasat is
reméljiik.

Vizsgalataink soran sikeriilt igazolnunk, hogy a citokrém ¢ membran kotott és szabad
formai eltérnek a glutationt oxidalo képességében, az oxidacid a szabad forma esetén
megy végbe. Sikeriilt arra is fényt deriteniink, hogy az eltérés a foszfolipidekkel torténd
kotés miatt all fent.

A Ca?" és a Mg?" vizsgalata alapjan elmondhatjuk, hogy ezek a kationok egyértelmtien
novelik a citokrém c oxidald képességét. Vizsgalataink arra is rdmutattak, hogy ezt két
modon teszik. Egyrészt a citokrém c oxidalo sebességét is ndvelik kozvetleniil. Masrészt
a Ca?" és a Mg?" ionok a membrankotés megsziinését is kivaltjak, ezaltal citokrom ¢
felszabadulast okoznak, melynek igy mar van glutationt oxidalo képessége.

Ezen vizsgalataink kelld alapot biztositottak a statinokkal torténd vizsgalatok

kivitelezéséhez.
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Vizsgalataink kivitelezéséhez mind lipofil, mind hidrofil statint szerettiink volna
hasznalni, tekintettel azok eltérd mellékhatasaira. Lipofil statinként simvastatint, mig
hidrofil statinként pravastatint alkalmaztunk.

Az eltérd oldhatosagli statinok hatdsdban kiillonbség mutatkozott. Mindkét statin
befolyasolja a citokrom c¢ miikodését annak szabad allapotaban, viszont hatdsuk
ellentétes. A glutation oxidacidja a lipofil simvastatin hatdsara megnétt, mig a hidrofil
pravastatin ezt csokkentette.

A glutation oxidaciojanak jelentds szerep jut az apoptdzis meginditasaban, igy,
amennyiben ezt a gyogyszerek befolydsoljak, azt figyelembe kell venni az egyes
korképek kezelésének soran.

Mivel vizsgélataink azt is bizonyitottdk, hogy a citokrom c-t csak szabad formaban
befolyasoljak a statinok, igy a Ca®* és a Mg?* ionok citokrém c-t felszabadito hatasa is
fontossa valt.

Tovabbi vizsgalataink ramutattak, hogy a Mg?* és simvastatin egyiittes alkalmazésa a
glutation oxidaciot szignifikdnsan gyorsitja.

Ez pedig magyardzhatja azt a megfigyelést, hogy a szubarachnoidealis haemorrhagia
esetében egylittesen alkalmazott statin és Mg?* terapia miért emelte meg a halalozast.
Illetve ennek alapjan figyelmet érdemelnek a praeeclampsiaban szenvedd varandos ndk,
illetve az 6 gyogyszerelésiik, tekintettel a lehetséges interakciora.

Az apoptdzis megindulasanak még egy lehetséges utjat sikeriilt feltérképezniink, melyet
a lipofil statinok potencirozhatnak.

A glutation oxidacidja kovetkeztében a mitokondriumban az reaktiv oxigén gyokok
nélkil is er6sen megndhet az oxidok mennyisége, ami az oxidativ stresszt novelheti.
Ennek lehetdségét sikeriilt bizonyitanunk azaltal, hogy a mitokondridlis
oxigénfogyasztast vizsgalva, annak novekedését tapasztaltuk az in vitro vizsgalatoknak
megfeleld koriilményeket teremtve. Ugyanis a Mg?* dnmagéban, és a simvastatinnal
egyiitt adva is megemeli az oxigén fogyasztast, ami a szabad citokrom c jelenlétét és
ezaltal a glutation oxidaciojat igazolja in vivo koriilmények kozott.

Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy az in vitro eredményeinket in vivo is sikerilt
igazolnunk. Ennek annak tekintetében van kiilondsen jelentdsége, hogy az in vitro
vizsgalataink sordn szarvasmarha eredetli citokrém c-t haszndltunk, az in vivo

vizsgalataink esetén pedig patkany maj mitokondriumot. Reményeink szerint ez alapot
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nyUjthat arra, hogy ezek a folyamatok altalanosan léteznek az emlds sejtekben, igy
human sejtekben is.

Reméljiik, hogy vizsgalataink ezek alapjan kiterjedhetnek human mintakra is, igazolva
ezen folyamatok altalanos érvényliségét. Tovabba reméljiikk, hogy ez a mostanaban
kevéssé kutatott teriilete a biokémianak jbol érdekessé valhat.

Szeretnénk, ha munkink a késObbiekben alapja lehetne a humdan statin terapidk
megtervezésének.

Tervezziik neurdlis sériilés esetében a mitokondridlis citokrom c¢ milkodésének
valtozasat és a statinok apoptdzist indukald hatasat vizsgalni. Ezen modszerekkel
vizsgalnank a klinikai ellatds egy fontos kérdését. A klinikai ellatds sordn
megfogalmazddik, hogy a statin terdpia alatt allo, akut kozponti idegrendszeri sériilést
elszenveddk esetében a motoros aktivitds regeneracidja a terapia alatt nem allokhoz
képest csokkent mértékiinek varhatd-e. Ennek sejtélettani vizsgalatdhoz idealis modellt
nyUjt a gerincveld sértéses beavatkozas.

Minden gerincveld sériilés modell kiiszkodik hidnyossagokkal. gy elmondhat6 a zart
modellek esetében, hogy a sériilés pontos helyzete és mértéke nem megjosolhato,
ugyanis ekkor az ép struktirdju gerinc, gerincveld esetében egy kiilsé behatas (példaul
meghatdrozott tomegi suly ejtése meghatarozott magassagbol) a zart rendszer esetében
a sériilést csak széles hibahatar mellett tudja ismételni. A nyitott modellek esetében a
mitét soran bekdvetkezd, az Osszes szovetre kiterjedd jarulékos sériilések, kifejezett
gyulladésos reakciok jelenléte, a teriilet fertézOdésének nagy esélye okoz jelentds
hatranyokat, viszont jelentds elény, hogy a sériilés nagy pontossaggal modellezhetd.
Célunk volt, hogy a jelenleg alkalmazott, széles korben elterjedt nyitott
gerincveldsértéses modszert modositsuk, minimalinvaziv beavatkozassa tegyiik, ezaltal
javitva mind az allatok életkoriilményeit, mind a mérések pontossagat.

Eredményeink alapjan a modszert sikeresen egyszerlsitettikk ¢és tettiik minimal
invazivva. Ezzel a 3R szabdlynak megfeleléen csokkentettik a vizsgalatokhoz
szlikséges allatok szamat, a varhato alacsonyabb haldlozas miatt, illetve a mddszer
finomitasaval a harmadik pillér kivanalmainak eleget tettiink. A moddszer konnyen
adaptalhatd, nem igényel specidlis felszerelést vagy anyagot. A klasszikus modszerrel

konnyen felcserélhetd, az azt alkalmaz6 laboratoriumokban.
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7. Osszefoglalas, Summary

Vizsgalataink soran szerettiik volna jobban megérteni azoknak a mitokondridlis
folyamatoknak egy részét, melyek a citokrém ¢ miikddését, ezen beliil is oxidacios
képességét befolyasoljak.

Vizsgalatainkat egyszeriien kivitelezhetének és konnyen ismételhetdnek terveztiik.
Vizsgalataink sordn sikeriilt igazolnunk, hogy a citokrom ¢ membran kotott és szabad
formai eltérnek a glutationt oxidalo képességében, az oxidacid a szabad forma esetén
megy végbe. Sikeriilt arra is fényt deriteniink, hogy az eltérés a foszfolipidekkel torténd
kotés miatt all fent.

A Ca?" és a Mg?* vizsgalata alapjan elmondhatjuk, hogy ezek a kationok egyértelmiien
novelik a citokrom c oxidald képességét. Vizsgalataink arra is ramutattak, hogy ezt két
modon teszik. Egyrészt a citokrém c oxidalo sebességét is ndvelik kozvetleniil. Masrészt
a Ca?" és a Mg?" ionok a membrankotés megsziinését is kivaltjak, ezaltal citokrom ¢
felszabadulast okoznak, melynek igy mar van glutationt oxidalo képessége.

Ezen vizsgalataink kelld alapot biztositottak a statinokkal torténd vizsgalatok
kivitelezésé¢hez.

Vizsgalataink kivitelezéséhez mind lipofil (simvastatin), mind hidrofil (pravastatin)
statint szerettiink volna hasznalni, tekintettel azok eltéré mellékhatasaira. Az eltéro
oldhatosagu statinok hatasaban kiilonbség mutatkozott, hatasuk ellentétes. A glutation
oxidacidja a lipofil simvastatin hatdsara megndtt, mig a hidrofil pravastatin ezt
csokkentette.

Mivel vizsgélataink azt is bizonyitottdk, hogy a citokrom c-t csak szabad formaban
befolyasoljak a statinok, igy a Ca®" és a Mg?" ionok citokrom c-t felszabadit hatasa is
fontossa valt. Tovabbi vizsgalataink ramutattak, hogy a Mg?" és simvastatin egylittes
alkalmazasa a glutation oxidéciot szignifikdnsan gyorsitja.

Az apoptdzis megindulasanak még egy lehetséges utjat sikeriilt feltérképezniink, melyet
a lipofil statinok potencirozhatnak. A glutation oxidacidja kovetkeztében a
mitokondriumban a reaktiv oxigén gyokok nélkiil is erésen megndhet az oxidok

mennyisége.
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The aim of our research was to further our understanding of those mitochondrial
processes that determine the oxidation capacity of cytochrome c.

We designed our examinations to be easy to implement as well as easy to replicate.
During our examinations we successfully proved that the membrane bound and free type
of cytochrome c differ in their oxidation capacity. Oxidation happens in the case of free
cytochrome c. We also determined that this difference is due to bonds formed with
phospholipids.

Based on our research of Ca?* and Mg?*, we determined that these cations significantly
increase the oxidation capacity of cyt c. Our research also showed that this increase is
due to two mechanisms. Firstly, these cations directly increase the oxidation capacity of
cyt ¢. Secondly, Ca and Mg ions cause the release of the membrane-bound cyt ¢, which
from thereon have the capacity to oxidate glutathione.

Following these experiments, we conducted further experiments to determine the effect
of statins on the oxidation of glutathione. For our research we studied both lipophilic
(simvastatin) and hydrophilic (pravastatin) to account for their differing side-effects.
Our studies showed that lipophilic statin simvastatin had an opposite effect to
hydrophilic pravastatin on the oxidation of glutathione: simvastatin increased the
oxidation while pravastatin decreased the oxidation of glutathione. Our research showed
that statins only affect cytochrome c in its free form. Our earlier results regarding the
effect of Ca?* and Mg?* on freeing the membrane bound form of cytochrome ¢ (thereby
increasing free cytochrome c¢) become relevant here as well.

Our further studies showed that Mg?" and simvastatin applied together significantly
increased the speed of oxidation of glutathione.

We also found another potential pathway for apoptosis, facilitated by lipophilic statins.
As a consequence of the oxidation of glutathione, the concentration of oxides can
significantly increase even without the presence of reactive oxygen species, thereby
increasing oxidative stress. We showed this by examining mitochondrial oxygen
consumption, both in vitro using bovine cytochrome c¢ and in vivo using rat liver
mitochondria.

We plan to conduct further experiments on mitochondrial cytochrome c in cases of
neural injury to investigate the apoptosis inducing effect of statins. For this we modified

the widely used classical spinal chord injury technique and made it minimally invasive.
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Abrajegyzék

1. abra: Lipofil és hidrofil statinok. A statinok feloszthatoak hidrofil és lipofil
statinokra, oldhatdsaguk alapjan. Az abra Espano és munkatarsai 2019-ben megjelent
cikkében talalhat6 dbra alapjan késziilt. (Espafio, Nam et al. 2019).........cccceveenennne 12
2. abra: A klasszikus gerincveld sértési technika bemutatésa. (A) A sebészi teriilet
megnyitasa. (B) Laminektomia (L1 csigolya). (C) Hemiszekcid (4. lumbalis
szegmentum). Az abrat Angyan Gergely KESZItette. ............ovovvrvrrrreeeereereresrrrenenns 21
3. abra: A rajz mutatja a nyitott gerincvelds sértéses modszer 1épéseit patkany
esetében. (A) A feltart csigolya. (B) A processus spinosusok eltavolitva (Th13 és L1).
(C) Az L1-es csigolya felemelt és megdontott csigolyaive. (D) A jobb oldali
hemiszekcié, nagyitva a féloldalt atmetszett gerincveld. Az dbrat Angyan Gergely
KESZILELLE. ...ttt 23
4. abra: A citokrom c redukci6 glutation jelenlétében kiilonb6zé pH-n. (1 mM
glutation, | mM EDTA jelenlétében, 25 °C-on. 1/A ébran pH=7,0; 7,4; és 8,0 (40 mM
Tris/HCI mellett) 1athat6. 1/B dbran pH=6,0; 6,5 (40 mM NaHCO3; mellett); és 7,0 (40
mM Tris/HCI mellett); és 7,0 (40 mM Tris/HCI mellett) 1athato. A reakciok a citokrém
¢ oldatokhoz tortén6 hozzaadasaval indultak.) (N =6 £ SD) .....cc.ccceviiviiieiiieieeeenee 27
5. 4bra: A citokrém c redukcié glutation jelenlétében, kiilonbz6 Ca** koncentraciok
mellett. 100 uM szarvasmarha citokrom ¢, 1 mM glutation jelenlétében, 25 °C-on
pH=8,0 (40 mM Tris/HCI) mellett. A méréseket 0-10 mM Ca*" koncentracio
tartomanyban végeztiik. A reakciok a citokrom c oldatokhoz torténd hozzaadasaval
Indultak. (N =62 SD) ..oooiiiieeee et 28
6. abra: A citokrom c redukcid glutation jelenlétében, kiilonboz6 Mg?* koncentraciok
mellett. 100 uM szarvasmarha citokrom c, 1 mM glutation jelenlétében, 25 °C-on,
pH=8,0 (40 mM Tris/HCI) mellett. A méréseket 0-10 mM Mg>" koncentracio
tartomanyban végeztiik. A reakciok a citokrom c oldatokhoz torténd hozzaadasaval
Indultak. (N =62 SD) ..oooiiiieeee et 29
7. abra: Tiolok hatasa a citokrom c redukciora. 100 uM szarvasmarha citokrém c, 1
mM glutation (GSH), 0,5 mM (1 mM tiol) ditiotreitol (DTT), valamint 1 mM cisztein
(Cys) jelenlétében, 25 °C-on, pH=8,0 (40 mM Tris/HCI) mellett. A reakciok a

citokrom c¢ oldatokhoz torténé hozzaadasaval indultak. (n =6 £ SD).........c..cccune...e. 30
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8. abra: Foszfolipidek hatédsa a citokrém c redukciora, glutation jelenlétében. 100 uM
szarvasmarha citokrom c, 1 mM glutation, 0,1 mM EDTA, 5 v/v% etanol (foszfolipid
oldoszer), 25 °C-on, pH=8,0 (40 mM Tris/HCI) mellett. 250 pg/ml foszfatid sav (PA),
250 pg/ml foszfatidil szerin (PS), 250 pg/ml kardiolipin (CL) jelenlétében. A reakcidk
a citokrom c¢ oldatokhoz torténé hozzaadasaval indultak. (n =6 + SD) ...................... 31
9. 4bra: Mg?* és Ca?" és foszfolipidek hatasa a citokrom ¢ redukciora, glutation
jelenlétében. 100 uM szarvasmarha citokrém ¢, 1 mM glutation, 5 v/v% etanol
(foszfolipid olddszer), 25 °C-on, pH=8,0 (40 mM Tris/HCl) mellett. 250 pg/ml
kardiolipin (CL), 250 pg/ml kardiolipin és 1 mM Ca?* (Ca, CL), 250 pg/ml kardiolipin
és 1 mM Mg?* (Mg, CL), kontroll (kardiolipin, illetve Mg?" és Ca?" nélkiil) (cont)

jelenlétében. A reakcidk a citokréom c oldatokhoz torténd hozzaadéasaval indultak. (n =

10. abra: A Mg?" hatdsa a mitokondrialis oxigénfogyasztasra. 100 uM szarvasmarha
citokrém c, 80 mM KCI; 20 mM TRIS/HCI; 0,1 mM EGTA; 10 mM KH>POs; pH 8.0
mellett; 37 °C-on; 5 mM GSH jelenlétében; 1 mg mitokondrialis fehérje/ml.
Alkalmazott Mg?* koncentraciok: 0,2 mM, 1 mM, 10 mM. A ** kdzepes szignifikans
kiilonbséget (p<«0,01), a *** erdsen szignifikans kiilonbséget (p<0,001) jelez. ............ 33
11. abra: A Ca®" hatdsa a mitokondrialis oxigénfogyasztasra. 100 uM szarvasmarha
citokrém c, 80 mM KCI; 20 mM TRIS/HCI; 0,1 mM EGTA; 10 mM KH>POg; pH 8.0
mellett; 37 °C-on; 5 mM GSH jelenlétében; 1 mg mitokondrialis fehérje/ml.
Alkalmazott Ca?* koncentraciok: 0,2 mM, 1 mM, 10 mM. A *** erdsen szignifikans
kilonbséget (P<0,001) JEIEZ. ....oovuiiiuiieiieeie ettt 34
12. abra: A pravastatin és a simvastatin hatasa a citokrom c redukciora. 100 uM
szarvasmarha citokrom ¢, 1 mM EDTA, 1 mM glutation, 100 mM Tris/HCI (pH=8,0),
25 °C-on. A mérések szignifikans kiilonbséget (p<0,05) mutatnak. A * szignifikans
KGIONDSEZEt (PC0,05) JEIEZ. .eonvvieiieeiieeiieeie ettt ettt 35
13. abra: A pravastatin és a simvastatin hatdsa a citokrom c redukciora, Mg2+
jelenlétében. 100 uM szarvasmarha citokrom c, 1 mM glutation, | mM Mg2+, 100
mM Tris/HCl (pH=8,0), 25 °C-on. Cont: kontroll pravastatin és simvastatin nélkiil;
Pra: 100 uM pravastatin; Sim: 100 pM simvastatin. A * szignifikdns kiilonbséget
(D€0,05) JEIEZ. ettt ettt ettt ettt et e et e et e nbeenbeeenee 36
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14. abra: A pravastatin és a simvastatin hatdsa a citokrém c redukciora, kardiolipin
jelenlétében, Mg?* nélkiil és ImM Mg?* jelenlétében. 100 uM szarvasmarha citokrom
¢, 100 mM Tris/HCI (pH=8,0), ImM Mg>" (Mg), ImM EDTA (EDTA). Cont: kontroll
pravastatin és simvastatin nélkiil; CL: 200 pg/ml kardiolipin; CL, Pra: 200 pg/ml
kardiolipin, 100 uM pravastatin; CL, Sim: 200 ng/ml kardiolipin, 100 pM simvastatin.
A * szignifikéans kiilonbséget (p<0,05) JelezZ.......oooiiriiiiiiniiiiieiiieieee e 37
15. abra: A pravastatin és simvastatin hatasa a mitokondrialis oxigénfogyasztasra. 1
mM Mg?"; pH 8.0 mellett; 37 °C-on; 1 mM GSH jelenlétében; 1 mg mitokondrialis
fehérje/ml. Pra: 100 uM pravastatin; Sim: 100 pM simvastatin. A csillag szignifikans
KGIONDSEZEt (PC0,05) JEIEZ. .enviieiieeiiieiieeie ettt ettt 38
16. abra: Az eltavolitott, hemiszekcion atesett gerincveld ventralis és dorsalis nézete.
Az egészben eltavolitott gerincveld ventralis (A) és dorsalis nézete (B)..................... 40
17. abra: Hemiszekcid szovettani minta. A hisztoldgiai minta hematoxilin eozinnal

festve, a féloldali atmetszést mutatja, 16x nagyitasu felvétel. 1 mm-es 1épték jelezve.

18. abra: pH 6,0 mellett, illetve Ca** és Mg?* hianyaban a citokrom ¢ nem képes a
glutation oxidaciojara. pH= 8,0, illetve 1 mM Ca?*, vagy Mg?" mellett a citokrém ¢
disszocial a belsé membranrodl, és képessé valik a glutation oxidalasara, ahonnan a
felvett elektron a IV. komplexhez juttatja, az atadott elektron ATP eléallitasara
hasznalodik fel. Viszont 10 mM Ca?’, vagy Mg?" mellett a citokrom ¢ képessé valik a
mitokondrium elhagyasara. ..........ccoovvieiiiiiiiiiiicie e 47
19. abra: A statinok hatdsédnak szemléltetése vizsgalataink alapjan. Alacsony
magnézium szint mellett sem a simvastatin (sim), sem a pravastatin (pra) nem képes a
citokrém c (cit ¢) miikodésének befolyasolasara, igy a citokrom c a I1I. és a IV.
komplex kozotti elektrontranszportot végzi. A Mg?" szint emelkedése esetén a
simvastatin felgyorsitja a glutation (GSH) 4talakulasat oxidalt glutationna (GSSQ),

mely a mitokondrium oxigénfogyasztasat megemeli...........ccceeveeeiienieniienienieeienne, 52
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10. Koszonetnyilvanitas:

Ezuton szeretnék koszonetet mondani témavezetoimnek, Dr. Kukor Zoltannak, a
rengeteg segitségéért, iranymutatasaért és baratsagaért az elmult 18 év soran; prof. Dr.
Varga Géabornak, kiilondsen azért, hogy nem veszitette el a bizalmat és mindig segitett.
Szeretném megkdszonni konzulensemnek, Dr. Gerber Gdbornak rengeteg segitségét, és
munkajat, melynek kdszonhetden ki tudtunk fejleszteni egy 0j kisérleti modszert.
Koszonom a kitartast szilileimnek, akik végtelen tiirelmiikkel, segitségiikkel a
kutatomunkamat lehetévé tették.

Feleségemnek rengeteg halaval tartozom, a folyamatos szakértd segitségéért,
munkdjaért, tiirelméért, Nélkiile mindez nem sziilethetett volna meg.

Minden kollegdmnak, bardtomnak szeretnék koszonetet mondani, segitségéért,
tiirelméért.

Es végiil, de a legkevésbé sem utolso sorban koszonom gyermekeimnek, hogy néha

hagytak dolgozni.
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