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BEVEZETÉS 

 Az itakonát egy telítetlen dikarbonsav. Ipari méretekben a 

cisz-akonitátból állítják elő az extramitokondriális cisz-akonitát 

dehidrogenáz segítségével, mely enzimet a cad1 gén kódolja az 

Aspergillus terreus-ban, és mint monomer használják különböző 

termékek előállítására, beleértve a műanyagokat, festékeket és 

szintetikus szálakat. Az itakonátot az emlős szövetek metabolikus 

folyamatainak a vizsgálata során is azonosították, mint az aktivált 

makrofágokban, Mycobacterium tuberculosis-fertőzte tüdő 

sejtekben, vizelet és szérum mintákban, valamint glioblasztomában. 

Nemrég kimutatták, hogy a humán és egér makrofág sejtek 

lipopoliszacharid (LPS) indukálta aktiválás következtében itakonátot 

termelnek cisz-akonitátból az Aspergillus terreus-ban azonosított 

enzimhez hasonló aktivitású enzim által, melyet a cisz-akonitát 

dekarboxiláz 1 gén (Acod1) kódol (korábbi nevén: 

immunoresponsive gén 1, Irg1). Az utóbbi évek felfedezései 

alátámasztották a korábbi adatokat mi szerint az itakonát jelen van a 

makrofág jellegű tumor sejtekben és a primer rágcsáló 

makrofágokban millimólos nagyságrendben. Az Acod1-mediálta 

itakonát szintézis a makrofágok antimikrobiális hatásához járul 

hozzá azáltal, hogy gátolják az izocitrát liázt, a glioxilát ciklus kulcs 

enzimét. A glioxilát ciklus az állati eredetű sejtekben nincs jelen, 

ugyanakkor nélkülőzhetetlen a baktériumok túléléséhez, amikor 

zsírsav vagy acetát szubsztráton növekednek, mint limitáló szénatom 

forrás. 
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 Annak ellenére, hogy az itakonát és származékainak a 

felhasználása kiterjed a fogászati, szemészeti és gyógyszerészeti 

területekre, valamint a benzilammóniummal komplexálva vízben 

oldódó felületi anyagok gyártására használják az élelmiszeriparban a 

baktérium fertőzés csökkentésére, a táplálékláncba nem lép be 

detektálható mennyiségben. Ugyanakkor kimutatták, hogy jelentős 

mértékben metabolizálja a szervezet, amikor per os adták be 

macskáknak, kutyáknak és rágcsálóknak.  

Henry A. Lardy és munkatársai több, mint 50 évvel ezelőtt 

kimutatták, hogy az izolált mitokondriumohoz kívülről hozzáadott 

itakonát oxidálódik, hasonlóan, mint a citrátciklus legtöbb 

alkotóeleme. Az említett munkacsoport felfedezéseket tett az 

itakonát metabolizmusára vonatkozóan, mely a piruvát és az acetil-

CoA felé irányul. Ugyanakkor abban az időben a szukcinil-CoA-

szintetáz (úgy hivatkoznak rá, mint „szukcinát-aktiváló enzim” vagy 

„P enzim”) és szerepe a szubsztrátszintű foszforilációban ismeretlen 

volt. 
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CÉLKITŰZÉSEK 

 Azt feltételeztük, hogy az itakonát bioenergetikai hatást fejt 

ki az adenin (vagy guanozin) nukleotidok képződésére a 

mitokondrium mátrixában található szukcinát-CoA-ligáz által. 

 

A következőt tűztük ki célul: 

• vizsgáljuk az LPS-indukálta itakonát képződés 

bioenergetiaki hatásait a cisz-akonitát dekarboxiláz (Acod1) 

enzimre makrofágokban; 

• vizsgáljuk a külsőleg hozzáadott itakonát koncentrációfüggő 

hatását izolált máj mitokondriumban, meghatározott 

metabolikus feltételek között, hogy ezáltal kiderítsük az 

itakonát szubsztrátszintű foszforilációra gyakorolt hatását. 
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MÓDSZEREK 

Kísélreti állatok: Kísérleteink során C57Bl/6 egereket használtunk – 

mindkét nemű és 2-3 hónapos állatokat. 

Mitokondrium izolálása: A cervikális diszlokációt követően, a 

májat gyorsan eltávolítottuk, felaprítottuk, majd mosást követően 

jéghideg pufferben homogenizáltuk. A mitokondriumokat az egerek 

májából differenciál centrifugálással izoláltuk. A protein 

koncentrációt fehérjekoncentráció meghatározási eljárással 

állapítottuk meg.  

A májból izolált mitokondriális membránpotenciál (ΔΨm) 

meghatározása: Az izolált mitokondriumok membránpotenciálját 

(ΔΨm) a safranin O segítségével határoztuk meg fulorometriás 

eljárással. A fluoreszcenciát a Hitachi F-7000 spektrofotométerrel 

detektáltuk 5 Hz-es felvételi frekvencián vagy 1 Hz frekvenciával az 

Oxygraph-2k műszeren. A méréseket 37
o
C-on végeztük.  

Mitokondriális légzés: Az oxigénfogyasztást polarográfiásan, az 

OROBOROS Oxygraph-2k segítségével határoztuk meg. A 

kísérleteket 37
o
C-on végeztük. Az oxigénkoncentráció és fluxus 

rögzítésére, ill. kalkulációjára a DatLab szoftvert (Oroboros 

Instruments) használtuk. 

Sejtkultúrák:  

BMDM sejtek (csontvelői sejtekből differenciáltatott makrofágok) 

egérből származtak. A sejteket először minimális esszenciális 
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medium α-án tenyésztettük, mely kiegészítséként tartalmazott 

bovinszérum-albumint, L-glutamint, penicillin/sztreptomicint és 

makrofág kolónia stimuláló faktort (M-CSF). Két nap után a nem-

letapadt sejteket petricsészébe helyeztük az előbb említett médiumot 

használva, ugyanakkor az M-CSF, mint kondicionált medium a 

CMG14-12 sejtekből származott. A medium/citokinek cseréje 

kétnaponta történt. 

TIPM sejteket (tioglikolát-indukálta peritoneális makrofágok) a 

peritoneális üreg mosásával nyertük ki C57BL/6 egerekből, melyeket 

3 nappal korábban nátrium-tioglikoláttal kezeltünk. A sejteket 

hasonló módon raktuk ki és tenyésztettük, mint a BMDM sejteket. 

RAW-264.7 sejteket a RPMI 1640 mediumban tenyésztettük, mely 

kiegészítséként tartalmazott L-glutamint, penicillint/sztreptomicint. 

A médiumot kétnaponta lecseréltük. A sejteket petricsészébe 

helyeztük a Western blot analízis céljából, vagy üveglemezre 

képalkotói vizsgálatok céljából. A kirakást követően nyolc óra 

elteltével friss médiumot helyeztünk a sejtekre, mely médium 

tartalmazott vagy nem tartalmazott ultratisztaságú LPS-t, és a 

sejteket további tizenkét órán át tenyésztettük, mielőtt sor került 

volna a kísérletekre. 

COS-7 sejteket DMEM médiumban tenyésztettük glutamin, FCS, és 

sztreptomicint-penicillin jelenlétében. A megfelelő konfluenciát 

elérve a sejteket tripszinizációs eljárás segítségével összegyűjtöttük 

és transzfektáltuk a gyártói előírásnak megfelelően.  
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Mitokondriális membránpotenciál mérések BMDM és RAW-

264.7 sejtekben: A membránpotenciál méréséhez a sejteket TMRM-

vel jelöltük és 34
o
C-on inkubáltuk. Miután a transzfektált sejteket 

beazonosítottuk, epifluoreszcenciás mikroszkópos vizsgálatokat 

végeztünk − TMRM valamint a fluoreszcensen jelölt siRNS és 

scrambled siRNS (a nem specifikus targetált kontroll) esetében. 

Képalkotói eljárások: A képalkotói eljárásokat az Image Analyst 

MKII (Novato, CA) segítségével végeztük. A mérések során a 

sejetek jelentős migrációja következtében, az első képsorozatok 

képezték a maximum intenzitást adott keretbe leképezve 

(pixelenként) és ezt követően a releváns tartományt a szoftver 

automatizált algoritmusa határozta meg. A releváns tartományokat a 

későbbiek során az egyes sejtekhez rendeltük, és az egyes sejtekhez 

tartozó TMRM-intenzitást az idő függvényében ábrázoltuk. 

Az in situ mitokondriális oxidációs és glikolitikus aktivitás 

mérése: A valós idejű oxigén fogyasztási rátát (OCR − a 

mitokondriális oxidációt tükrözi) és az extracelluláris savasodási 

arányt (ECAR − a glikolitikus aktivitást jelzi) az XF96 Analyzer 

mikrofluorométeren végeztük (Seahorse Bioscience, Nort Billerica, 

MA, USA). A sejteket 1-2 nappal a mérés előtt kiraktuk a Seahorse 

XF96 médiumba és ultratisztaságú LPS-vel lettek kezelve. A mérés 

előtt a médiumot lecseréltük az XF médiumra. Az oxigén nyomás és 

a pH értékeket detektáltuk és az OCR, ECAR értékeket az XF96 

analizáló szoftver segítségével határoztuk meg. Az adatokat az össz 
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protein mennyiségre normalizáltuk, melyet a BCA protein 

meghatározási kit segítségével állapítottunk meg. 

Western blot: A sejteket tripszinezési eljárással összegyűjtöttük, 

mostuk, majd proteáz gátlókat tartalmazó RIPA pufferben 

szolubilizáltuk és −80
o
C-ra fagyasztottuk. A minták 

fehérjekoncentációját bicinchoninic sav módszerrel határoztuk meg, 

valamint a fragmentek szeparálását SDS-PAGE eljárással végeztük. 

Az immunoblottoláshoz a következő elsődleges antitesteket 

használtuk: nyúl poliklonális anti-Acod1, egér monoklonális anti-

FLAG és egér monoklonális anti-β aktin. Az immunoreaktivitást a 

megfelelő peroxidáz-kapcsolt másodlagos antitesstel detektáltuk. 

Fluorescein-jelölt siRNS és transzfekció: A RAW-264.7 sejteket 

transzfektáltuk siRNS-vel, mely rágcsáló Acod1-re specifikus vagy 

scrambled siRNS-re (a nem specifikus targetált kontroll), amit 

megelőzőtt az LPS kezelés. A transzfekciót megelőzően a sejteket 

kiraktuk a szokásos médiumba, mely antitestket nem tartalmazott. 

Acod1-FLAG plazmid transzfeció: A pCMV6-FLAG-Acod1 

túlexpresszáló plazmidot RAW-264.7 vagy COS-7 sejtekbe 

transzfektáltuk  Lipofectamine 2000 segítségével, majd 24-48 órán 

keresztül inkubáltuk. 

Immunocitokémia: RAW-264.7 sejteket a pCMV6-FLAG-Acod1 

túlexpresszáló plasmiddal transzfektáltuk OPTIMEM médiumban 

(antitestek nélküli redukált szérum médium). A fixálást megelőzően 
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a sejteket kezeltük Mitotracker Orange felhasználásval. A megfelelő 

immunocitokémiás eljárás érdekében a sejteket paraformaldehidben 

fixáltuk majd TX-100-ban permeabilizáltuk. A sejtkultúrákat 10%-os 

szamár szérummal kezeltük egy éjszakán át 4
o
C-on majd 1%-os 

szamár szérumban tartottuk ezt követően pedig anti-FLAG antitesstel 

jelöltük szobahőmérsékleten egy órán kersztük. A sejteket a 

továbbiakban Alexa 492 másodlagos antitesttel kezeltük majd 

imaging segítségével vizualizáltuk. 

A SDH aktivitásának meghatározása: Az SDH (szukcinát 

dehidrogenáz) aktivitását az izolált máj mitokondriumban 

spektrofotometriás eljárással határoztuk meg. 
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EREDMÉNYEK 

 Kísérleteink során a lipopoliszacharid (LPS)-indukálta és 

megnövekedett itakonát koncentráció bioenergetikai hatásait 

vizsgáltuk csontvelői sejtekből differenciáltatott makrofágokban 

(BMDM) és RAW-264.7 sejtekben. 

 A rotenonnal kezelt és LPS-indukálta makrofág sejtekben a 

szubsztrátszintű foszforiláció meghiúsult az in situ 

mitokondriumokban, melyre az adeninnukleotid-transzporter 

fordított működéséből lehetett következtetni. 

 A RAW-264.7 sejtekben a szubsztrátszintű foszforiláció 

szintén meghiúsult az LPS-indukció hatására, ugyanakkor az Acod1 

ellen készített rövid interferáló RNS (siRNS) kivédte ezt a hatást, 

ellenben a scrambled siRNS (a nem specifikus targetált kontroll) 

nem. 

 Különböző metabolikus körülmények között vizsgálva, a 

LPS koncentrációfüggően gátolta az oxigén felhasználást (61-91%) 

és megemelte a glikolízis arányát (>21%) a BMDM sejtekben, de a 

RAW-264.7 sejtekben nem.  

 A rotenonnal kezelt izolált egér mitokondriumban, az 

itakonát koncentrációfüggően (0,5-2 mM) megfordította az 

adeninnukleotid-transzporter működését, utalva a szubsztrátszintű 

foszforiláció hibás működésére; a hatást részben utánozta a malonát. 

Ugyanakkor a malonát jelentősebb mértékű ADP-indukálta 

depolarizációt idézett elő (3-19%), mint az itakonát. 
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KÖVETKEZTETÉSEK 

 Az itakonát okozta szubsztrátszintű foszforiláció 

csökkenését a következő tényezőknek tulajdonítjuk: 

 

1. „CoA” csapda itakonil-CoA formájában, mely negatívan 

befolyásolja a szukcinil-CoA termelést az α-ketoglutarát 

dehidrogenáz komplex által; 

2. ATP (vagy GDP) depléciónak, melyek nélkülőzhetetlenek a 

szukcinil-CoA-szintetáz tioészterifikációjához; 

3. a komplex-II gátlása, mely a szukcinát felhalmozódásához 

vezet és a szukcinát-CoA-ligáz egyensúlyát az ATP (vagy 

GTP) felhasználása felé tolja el. 

 

 Az eredményeink alátámasztják azt a megfigyelést, hogy az 

Acod1gént expresszáló makrofág sejtek elveszítik a mitokondriális 

szubsztrátszintű foszforilációs képességüket az immun folyamatok 

közben termelődő itakonát hatására. 
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