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BEVEZETES

Az itakonat egy telitetlen dikarbonsav. Ipari méretekben a
cisz-akonitatbol allitjak el6 az extramitokondrialis cisz-akonitat
dehidrogenaz segitségével, mely enzimet a cadl gén kodolja az
Aspergillus terreus-ban, és mint monomer hasznaljak kiilonbozo
termékek eloallitasara, beleértve a miianyagokat, festékeket és
szintetikus szalakat. Az itakonatot az emlds szdvetek metabolikus
folyamatainak a vizsgalata soran is azonositottak, mint az aktivalt
makrofagokban, ~ Mycobacterium  tuberculosis-fertézte  tiidé
sejtekben, vizelet és szérum mintakban, valamint glioblasztomaban.
Nemrég kimutattdk, hogy a human ¢és egér makrofag sejtek
lipopoliszacharid (LPS) indukalta aktivalas kdvetkeztében itakonatot
termelnek cisz-akonitatbol az Aspergillus terreus-ban azonositott
enzimhez hasonlé aktivitasu enzim altal, melyet a cisz-akonitat
dekarboxilaz 1  gén  (Acodl) kodol  (korabbi  nevén:
immunoresponsive gén 1, Irgl). Az utobbi évek felfedezései
alatamasztottak a korabbi adatokat mi szerint az itakonat jelen van a
makrofag jellegli tumor sejtekben és a primer ragcsalo
makrofagokban millimolos nagysagrendben. Az Acodl-medialta
itakonat szintézis a makrofagok antimikrobialis hatasahoz jarul
hozza azaltal, hogy gatoljak az izocitrat liazt, a glioxilat ciklus kulcs
enzimét. A glioxilat ciklus az allati eredetli sejtekben nincs jelen,
ugyanakkor nélkiilézhetetlen a baktériumok taléléséhez, amikor
zsirsav vagy acetat szubsztraton ndvekednek, mint limitalo szénatom

forras.



Annak ellenére, hogy az itakonat és szarmazékainak a
felhasznalasa kiterjed a fogaszati, szemészeti €s gyogyszerészeti
teriiletekre, valamint a benzilammoéniummal komplexalva vizben
oldodo feliileti anyagok gyartasara hasznaljak az élelmiszeriparban a
baktérium fert6zés csokkentésére, a taplaléklancba nem 1ép be
detektalhatd mennyiségben. Ugyanakkor kimutattak, hogy jelentds
mértékben metabolizalja a szervezet, amikor per 0S adtik be
macskaknak, kutyaknak és ragcsaloknak.

Henry A. Lardy és munkatarsai tobb, mint 50 évvel ezel6tt
kimutattak, hogy az izolalt mitokondriumohoz kiviilr6l hozzaadott
itakonat oxidalodik, hasonléan, mint a citratciklus legtobb
alkotéeleme. Az emlitett munkacsoport felfedezéseket tett az
itakonat metabolizmusara vonatkozoan, mely a piruvat és az acetil-
CoA felé iranyul. Ugyanakkor abban az idében a szukcinil-CoA-
szintetaz (Ggy hivatkoznak rd, mint ,,szukcinat-aktivalé enzim” vagy
P enzim”) és szerepe a szubsztratszintli foszforilacioban ismeretlen

volt.



CELKITUZESEK
Azt feltételeztiik, hogy az itakonat bioenergetikai hatast fejt
ki az adenin (vagy guanozin) nukleotidok képzddésére a

mitokondrium matrixaban talalhaté szukcinat-CoA-ligaz altal.

A kovetkez6t tliztiik ki célul:
* vizsgaljuk az  LPS-indukalta  itakondt  képzddés
bioenergetiaki hatasait a cisz-akonitat dekarboxilaz (Acodl)

enzimre makrofagokban;

» vizsgaljuk a kiils6leg hozzdadott itakonat koncentraciofiiggd
hatasat izoladlt m4j mitokondriumban, meghatarozott
metabolikus feltételek kozott, hogy ezaltal kideritsiik az

itakonat szubsztratszintli foszforilaciora gyakorolt hatasat.



MODSZEREK
Kisélreti allatok: Kisérleteink soran C57Bl/6 egereket hasznaltunk —

mindkét nemii és 2-3 honapos allatokat.

Mitokondrium izolalasa: A cervikalis diszlokaciot kovetOen, a
majat gyorsan eltavolitottuk, felapritottuk, majd mosast kovetden
jéghideg pufferben homogenizaltuk. A mitokondriumokat az egerek
majabol  differencial  centrifugalassal izolaltuk. A  protein
koncentraciot  fehérjekoncentracio  meghatarozasi  eljarassal

allapitottuk meg.

A majbol izolalt mitokondridlis membranpotencial (A¥m)
meghatarozasa: Az izoldlt mitokondriumok membranpotencialjat
(A¥Ym) a safranin O segitségével hatdroztuk meg fulorometrids
eljarassal. A fluoreszcenciat a Hitachi F-7000 spektrofotométerrel
detektaltuk 5 Hz-es felvételi frekvencian vagy 1 Hz frekvenciaval az

Oxygraph-2k miiszeren. A méréseket 37°C-on végeztiik.

Mitokondrialis 1égzés: Az oxigénfogyasztast polarografidsan, az
OROBOROS Oxygraph-2k segitségével hataroztuk meg. A
kisérleteket 37°C-on végeztik. Az oxigénkoncentracié és fluxus
rogzitésére, ill. kalkulaciojara a DatlLab szoftvert (Oroboros

Instruments) hasznaltuk.

Sejtkultiarak:
BMDM sejtek (csontveldi sejtekbol differencialtatott makrofagok)
egérbol szarmaztak. A sejteket el6szor minimalis esszencidlis
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medium o-4n tenyésztettik, mely kiegészitséként tartalmazott
bovinszérum-albumint, L-glutamint, penicillin/sztreptomicint ¢€s
makrofag kolonia stimulalo faktort (M-CSF). Két nap utan a nem-
letapadt sejteket petricsészébe helyeztikk az elébb emlitett médiumot
hasznalva, ugyanakkor az M-CSF, mint kondicionalt medium a
CMG14-12  sejtekbdl szarmazott. A medium/citokinek cseréje

kétnaponta tortént.

TIPM sejteket (tioglikolat-indukalta peritonealis makrofagok) a
peritonealis lireg mosasaval nyertiik ki C57BL/6 egerekbdl, melyeket
3 nappal kordbban natrium-tioglikolattal kezeltink. A sejteket
hasonlé mddon raktuk ki és tenyésztettiik, mint a BMDM sejteket.

RAW-264.7 sejteket a RPMI 1640 mediumban tenyésztettiik, mely
kiegészitséként tartalmazott L-glutamint, penicillint/sztreptomicint.
A médiumot kétnaponta lecseréltiik. A sejteket petricsészébe
helyeztik a Western blot analizis céljabol, vagy iliveglemezre
képalkotoi vizsgalatok céljabol. A kirakast kdvetden nyolc oOra
elteltével friss médiumot helyeztiink a sejtekre, mely médium
tartalmazott vagy nem tartalmazott ultratisztasdgua LPS-t, és a
sejteket tovabbi tizenkét Oran at tenyésztettiik, miel6tt sor keriilt

volna a kisérletekre.

COS-7 sejteket DMEM médiumban tenyésztettilk glutamin, FCS, és
sztreptomicint-penicillin jelenlétében. A megfelelé konfluenciat
elérve a sejteket tripszinizacios eljaras segitségével Osszegyiijtottik

és transzfektaltuk a gyartoi eldirasnak megfelelden.
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Mitokondridlis membranpotencial mérések BMDM és RAW-
264.7 sejtekben: A membranpotencial méréséhez a sejteket TMRM-
vel jeloltiik és 34°C-on inkubaltuk. Miutan a transzfektalt sejteket
beazonositottuk, epifluoreszcencias mikroszkopos vizsgalatokat
végeztink — TMRM valamint a fluoreszcensen jeldlt siRNS és

scrambled siRNS (a nem specifikus targetalt kontroll) esetében.

Képalkotoéi eljarasok: A képalkotdi eljarasokat az Image Analyst
MKII (Novato, CA) segitségével végeztik. A mérések soran a
sejetek jelentés migracioja kovetkeztében, az elsé képsorozatok
képezték a maximum intenzitast adott keretbe leképezve
(pixelenként) és ezt kdvetden a relevans tartomanyt a szoftver
automatizalt algoritmusa hatarozta meg. A relevans tartomanyokat a
késobbiek soran az egyes sejtekhez rendeltiik, és az egyes sejtekhez

tartoz6 TMRM-intenzitast az id6 fliggvényében abrazoltuk.

Az in situ mitokondrialis oxidacios és glikolitikus aktivitas
mérése: A valos idejii oxigén fogyasztasi ratat (OCR — a
mitokondrialis oxidaciot tikrozi) és az extracellularis savasodasi
aranyt (ECAR — a glikolitikus aktivitast jelzi) az XF96 Analyzer
mikrofluorométeren végeztiik (Seahorse Bioscience, Nort Billerica,
MA, USA). A sejteket 1-2 nappal a mérés el6tt kiraktuk a Seahorse
XF96 médiumba és ultratisztasagn LPS-vel lettek kezelve. A mérés
el6tt a médiumot lecseréltiik az XF médiumra. Az oxigén nyomas és
a pH értékeket detektaltuk és az OCR, ECAR értékeket az XF96
analizalo szoftver segitségével hataroztuk meg. Az adatokat az 0ssz

7



protein mennyiségre normalizaltuk, melyet a BCA protein

meghatarozasi kit segitségével allapitottunk meg.

Western blot: A sejteket tripszinezési eljarassal Osszegytjtottik,
mostuk, majd protedz gatldkat tartalmazé6 RIPA pufferben
szolubilizaltuk ~ és  —80°C-ra  fagyasztottuk. =~ A  mintdk
valamint a fragmentek szeparalasat SDS-PAGE eljarassal végeztiik.
Az immunoblottolashoz a kovetkezd elsddleges antitesteket
hasznaltuk: nyal poliklonalis anti-Acodl, egér monoklonalis anti-
FLAG ¢és egér monoklonalis anti-B aktin. Az immunoreaktivitast a

megfeleld peroxidaz-kapcsolt masodlagos antitesstel detektaltuk.

Fluorescein-jelolt siRNS és transzfekcio: A RAW-264.7 sejteket
transzfektaltuk siRNS-vel, mely ragcsalé Acodl-re specifikus vagy
scrambled siRNS-re (a nem specifikus targetalt kontroll), amit
megel6zott az LPS kezelés. A transzfekciot megelézéen a sejteket

kiraktuk a szokasos médiumba, mely antitestket nem tartalmazott.

Acodl-FLAG plazmid transzfecio: A pCMV6-FLAG-Acodl
tulexpresszald plazmidot RAW-264.7 vagy COS-7 sejtekbe
transzfektaltuk Lipofectamine 2000 segitségével, majd 24-48 oran

keresztiil inkubaltuk.

Immunocitokémia: RAW-264.7 sejteket a pCMV6-FLAG-Acodl
tulexpresszalo plasmiddal transzfektaltuk OPTIMEM médiumban
(antitestek nélkiili redukalt szérum médium). A fixalast megel6z6en
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a sejteket kezeltiik Mitotracker Orange felhasznaldsval. A megfeleld
immunocitokémias eljaras érdekében a sejteket paraformaldehidben
fixaltuk majd TX-100-ban permeabilizaltuk. A sejtkultardkat 10%-0s
szaméar szérummal kezeltiik egy éjszakan at 4°C-on majd 1%-0s
szamar szérumban tartottuk ezt kdvetéen pedig anti-FLAG antitesstel
jeloltik szobahdmérsékleten egy oran kersztik. A sejteket a
tovabbiakban Alexa 492 masodlagos antitesttel kezeltik majd

imaging segitségével vizualizaltuk.

A SDH aktivitisanak meghatarozasa: Az SDH (szukcinat
dehidrogenaz) aktivitisat az izolalt mdj mitokondriumban

spektrofotometrias eljarassal hataroztuk meg.



EREDMENYEK

Kisérleteink soran a lipopoliszacharid (LPS)-indukalta és
megnodvekedett itakonat koncentracid bioenergetikai hatésait
vizsgaltuk csontveldi sejtekbol differencialtatott makrofagokban
(BMDM) és RAW-264.7 sejtekben.

A rotenonnal kezelt és LPS-indukalta makrofag sejtekben a
szubsztratszintli ~ foszforilaci6 ~ meghitsult az  in  situ
mitokondriumokban, melyre az  adeninnukleotid-transzporter
forditott miikodésébdl lehetett kdvetkeztetni.

A RAW-264.7 sejtekben a szubsztratszinti foszforilacio
szintén meghiusult az LPS-indukci6 hatasara, ugyanakkor az Acodl
ellen készitett rovid interferald6 RNS (siRNS) kivédte ezt a hatast,
ellenben a scrambled siRNS (a nem specifikus targetalt kontroll)
nem.

Kiilonb6zé metabolikus koriilmények kozott vizsgalva, a
LPS koncentraciofiiggden gatolta az oxigén felhasznalast (61-91%)
¢s megemelte a glikolizis aranyat (>21%) a BMDM sejtekben, de a
RAW-264.7 sejtekben nem.

A rotenonnal kezelt izolalt egér mitokondriumban, az
itakonat koncentraciofiiggéen (0,5-2 mM) megforditotta az
adeninnukleotid-transzporter mitkodését, utalva a szubsztratszinti
foszforilacio hibas miik6désére; a hatast részben utanozta a malonat.
Ugyanakkor a malonat jelentésebb mértékii ADP-indukalta

depolarizaciot idézett el6 (3-19%), mint az itakonat.
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KOVETKEZTETESEK
Az  itakonat  okozta  szubsztratszinti  foszforilacio

csokkenését a kdvetkezd tényezoknek tulajdonitjuk:

1. ,,CoA” csapda itakonil-CoA formajaban, mely negativan
befolyasolja a szukcinil-CoA termelést az a-ketoglutarat

dehidrogenaz komplex altal;

2. ATP (vagy GDP) deplécionak, melyek nélkiilézhetetlenek a

Iy

3. a komplex-II gatlasa, mely a szukcinat felhalmozodasahoz
vezet és a szukcinat-CoA-ligaz egyensulyat az ATP (vagy
GTP) felhasznalasa felé tolja el.

Az eredményeink alatamasztjdk azt a megfigyelést, hogy az
Acodlgént expresszald makrofag sejtek elveszitik a mitokondrialis
szubsztratszintli foszforilacidos képességiiket az immun folyamatok

k6zben termel6do itakonat hatasara.
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