A mitokondrialis citokrom c vizsgalata €s
metodikai fejlesztés.

Doktori tézisek

Csomo Krisztian Benedek

Semmelweis Egyetem Doktori Iskola

Molekularis Orvostudomanyi Tagozat

“ I[] i I
00000

Témavezetdék: Dr. Kukor Zoltan, Ph.D., egyetemi docens
Dr. Varga Gabor, DSc., egyetemi tanar
Hivatalos biralok: Dr. Miklya I1dikd, Ph.D., tudomanyos tanacsado
Dr. Szab6é Noéra Zsuzsanna, Ph.D., szakorvos
Komplex vizsga szakmai bizottsag:
Elndk: Dr. Fazekas Arpad, DSc., egyetemi tanar
Tagok: Dr. Rakonczay Zoltan, DSc. egyetemi tanar
Dr. Zelles Tibor, Ph.D. egyetemi docens

Budapest
2026



Bevezetés

Vizsgélataink sordn szerettiik volna jobban megérteni
azoknak a mitokondrialis folyamatoknak egy részét,
melyek a citokrom ¢ miikddését, ezen beliil is oxidacios
képességét befolyasoljak.

A téménak aktualitdst ad a statinoknak nevezett
gyogyszercsalad igen széles korben torténé alkalmazasa.
Ezek a gyogyszerek szamos igen jelentds tulajdonsaggal
birnak, ¢és bar alapvetéen a koleszterinszintézis
csokkentésének érdekében alkalmazzak oOket, ezen feliil
pozitivan hatnak a vérnyomasra, gyulladasgatld hatassal,
neuroprotektiv hatassal, és antitumor hatassal is birnak.
Viszont szamos mellékhatdsuk is van, amelyekkel a
betegek ¢letmindségét szamottevoen ronthatjak, ilyenek a
rabdomiolizis, a myopathia, és az akut pancreatitis.
Mindezek miatt tartjuk fontosnak a  statinok
hatasmechanizmusainak mélyebb megismerését.
Kutatocsoportunk szamara kiilondsen érdekes volt ez a
gyogyszercsoport és mellékhatasaik, tekintettel arra, hogy
praceclampsia esetén a magnézium és a statinok egyiittes

alkalmazasa az allapot romlasahoz vezethet. A két terapia



egylittes alkalmazédsa mas teriileten (szubarachnoidealis
haemorrhagia) is allapotromlast okozhat.

Tervezziik neurdlis sériilés esetében a mitokondriélis
citokrom c¢ miikodésének valtozasat és a statinok
apoptozist indukalé hatasat vizsgdlni. Ehhez idedlis
modell a gerincveld sértéses beavatkozéds, melynek a
vizsgalathoz torténd adaptdcidja megkivanja annak

finomitasat.



Célkitiizések

1. célkitlizés: Megvizsgalni, hogy a membrankotott és
szabad citokrom c redukcioja glutationnal hogyan valtozik

a pH fliggvényében.

2. célkitlizés: Megvizsgalni, hogy a Mg?", illetve a Ca®"
ionok befolyasoljak-e a citokrom c¢ redukcidjanak
sebességét, tovabba érdekelt benniinket, hogy a szabad ¢és
a membrankotott formak kozott van-e kiilonbség a Mg?*,

illetve a Ca2?" ionok hatasa kozott.

3. célkitizés: Megvizsgélni, hogy simvastatin ¢€s
pravastatin hatdsara megvaltozik-e a citokrém c redukcid

sebessége glutation jelenlétében.

4. celkitlizés: Annak vizsgalata, hogy a glutation lehet-e a

mitokondrium légzési szubsztratja.

5. célkitlizés: A pravastatin €s simvastatin befolyasolhatja-
e a mitokondrium oxigénfogyasztasat  glutation

jelenlétében?



6. célkitlizés: A pravastatin és a simvastatin célpontja

lehet-¢e a citokrom c?

7. célkitlizés: A korabbi, altalanosan elterjedt gerincveld
sértési protokoll atdolgozasa gyorsabb, kisebb csontsebet

eredményez-e?

8. célkitlizés: A gerincveld sértéses modell atdolgozasa a
3R szabalynak megfelt-e? Ezaltal alkalmasabb lehet-e a
statinok  apoptozisban  betoltott  vizsgalatdhoz a

tradicionalis médszerhez képest?

Eredmények

1. célkitizés értékelése (a citokrom c redukcio vizsgalata):
Sikeriilt megvizsgdlnunk a membrankotott és a szabad
citokrom c¢ redukcidja kozotti kiilonbséget, glutation
jelenlétében, amennyiben a pH valtozik.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a citokrom c
membrankotott formaban a pH valtozés ellenére nem

emeli a glutation oxidaciot statisztikailag értékelhetd



mértékben. A szabad citokrom c esetében a pH

novekedése a glutation oxidacidjanak sebességét is emeli.

2. célkitizés értékelése (a citokrom ¢ redukcid
sebességének vizsgalata Mg?', illetve a Ca’* ionok
jelenlétében): A Mg?*, illetve a Ca®" ionok befolyasoljak a
citokrom c redukcio sebességét, annak emelését okozva.
Ezt a hatasukat mind a szabad citokrom c¢, mind a
membrankotott forma esetében kifejtik.

Ezt a célkitlizést azzal is arnyaltuk, hogy a Mg?"
citokrom c-t befolyasol6 hatésat.

Vizsgélataink alapjan kimutathaté kiilonbség nincsen a
Mg?*, illetve a Ca®" ionok hatasa kozott, az alkalmazott

koncentracioknak megfelelden.



3. célkitizés értékelése (a citokrom ¢ redukcid
sebességének vizsgalata simvastatin, illetve pravastatin
jelenlétében): Sikeriilt megvizsgalnunk a simvastatin és a
pravastatin hatasat a citokroém c redukciojara glutation
jelenlétében.  Eredményeink alapjan a  statinok
befolyasoljak a szabad citokrom c glutationt oxidalo
képességét. A simvastatin gyorsitja az oxidaciot, mig a

pravastatin lassitja azt. A hatds koncentraciofiiggo.

4. célkitlizés értékelése (glutation, mint 1égzési szubsztrat
vizsgélata): Sikeriilt igazolnunk, hogy a mitokondrium
légzési szubsztratjaként funkciondlhat a glutation.
Modelliink szerint a citokrom ¢ membrankotott mdodon
nem képes, am szabad fehérjeként, az intermembran
térben képes a glutation oxidalasara. Méréseink alapjan 1
mM Mg?, illetve a Ca?>" mellett glutation jelenlétében a
mitokondrialis oxigénfogyasztas szignifikansan
megemelkedik, igy kijelenthetjiik, hogy a mitokondrium

képes a glutationt 1¢égzési szubsztratként hasznalni.



5. célkitlizés értékelése (pravastatin és simvastatin
mitokondridlis oxigénfogyasztadsra gyakorolt hatasdnak
vizsgalata): Sikeriilt megvizsgalnunk, hogy a pravastatin
¢s a simvastatin befolyasolhatja-e a mitokondrium

oxigénfogyasztasat glutation jelenlétében.

Eredményeink alapjédn a mitokondrialis oxigénfogyasztas
né 1 mM glutation és simvastatin jelenlétében, viszont 1
mM glutation és pravastatin jelenlétében csokken. A

valtozasok szignifikansak.

6. célkitlizés értékelése (annak vizsgalata, hogy a
pravastatin €s a simvastatin kozvetleniil befolyésolja-e a
citokrom-c mitkddését): Sikeriilt azonositani a citokrom c-
t, mint a pravastatin és simvastatin 01j célpontjat. Ennek a
megfigyelésnek a gydgyszerek hatdsmechanizmuséanak

értelmezésében lehet szerepe.



7. célkitlizés értékelése (gerincveld sértési protokoll
minimalinvazivitasanak vizsgalata):
Az 0j gerincveld sértési eljaras gyorsabban kivitelezhetd,

valamint Iényegesen kisebb csontsebet okoz.

8. célkitlizés értékelése (annak vizsgalata, hogy az
atdolgozott gerincveld sértési protokoll mennyiben felel
meg a 3R szabalynak): A 3R elvnek megfeleléen sikertilt
finomitanunk a mddszeren, melynek kovetkeztében a seb
kisebb mértékli, kevésbé invaziv a beavatkozas, és
gyorsabban is végrehajthato. Igy a statinok gerincveld
sériilés esetén 1étrejovo neurondlis apoptdzisban betoltott
hatdsanak vizsgélatdra alkalmasabb, a hagyomanyos

moddszerhez képest

Osszefoglalas, Summary

Vizsgélataink soran szerettiik volna jobban megérteni
azoknak a mitokondrialis folyamatoknak egy részét,
melyek a citokrom ¢ miikodését, ezen beliil is oxidacios
képességét befolyasoljak.

Vizsgalatainkat egyszertien kivitelezhetonek és konnyen



ismételhetOnek terveztiik.

Vizsgalataink soran 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?" vizsgélata alapjan elmondhatjuk, hogy
ezek a kationok egyértelmiien novelik a citokrom c
oxidalo képességét. Vizsgalataink arra is ramutattak, hogy
ezt két modon teszik. Egyrészt a citokrom c oxidald
sebességét is novelik kozvetleniil. Masrészt a Ca®" és a
Mg?" ionok a membrankotés megsziinését is kivaltjak,
ezaltal citokrom c felszabaduldst okoznak, melynek igy
mar van glutationt oxidal6 képessége.

Ezen vizsgalataink kell6 alapot biztositottak a statinokkal
torténd vizsgalatok kivitelezéséhez.

Vizsgalataink kivitelezéséhez mind lipofil (simvastatin),
mind hidrofil (pravastatin) statint szerettiink volna
hasznalni, tekintettel azok eltér6 mellékhatasaira. Az
eltér6 oldhatosagli statinok hatasaban  kiilonbség
mutatkozott, hatdsuk ellentétes. A glutation oxidacidja a

lipofil simvastatin hatdsdra megnétt, mig a hidrofil



pravastatin ezt csokkentette.

Mivel vizsgélataink azt is bizonyitottak, hogy a citokrom
c-t csak szabad formaban befolydsoljak a statinok, igy a
Ca®" és a Mg?" ionok citokrom c-t felszabadité hatasa is
fontossa valt. Tovabbi vizsgalataink ramutattak, hogy a
Mg?" és simvastatin egyiittes alkalmazasa a glutation
oxidaciot szignifikdnsan gyorsitja.

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

erésen megnohet az oxidok mennyisége.
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