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SANTRAUKA

Bakalauro baigiamojo darbo autorius: Biskyté E.

Tema: Smegeny mitochondrijy elektrony pernaSos slopinimo itakono riigSties dariniais

Kinetikos tyrimas
Mokslinis vadovas: dr. D. Umbrasas

Atlikimo vieta: Lietuvos sveikatos moksly universitetas, Neuromoksly institutas, Biochemijos

laboratorija

Darbo tikslas: Istirti itakono riigsties poveikj smegeny mitochondrijy I-0jo ir 11-0jo kompleksy

aktyvumui

Darbo uZdaviniai: [vertinti itakono riigSties poveiki I-ojo elektrony pernaSos grandinés
komplekso aktyvumo kinetikai; jvertinti itakono rtigsties poveikj II-ojo elektrony pernasos grandinés
komplekso aktyvumo kinetikai; jvertinti nukleofiliniy bei cisteinus redukuojanciy medziagy jtaka

itakono riigSties poveikiui

Tyrimo objektas: Tiriama i§ Wistar veislés ziurkiy smegeny iSskirtos mitochondrijos.

Tiriamos medziagos- itakono riigstis, glutationas, ditiotreitolis.

Metodika: Mitochondrijos buvo iSskiriamos diferencinio centrifugavimo metodu. I-0jo
komplekso fermentinis aktyvumas buvo matuojamas naudojant uzSaldytas/ atSildytas mitochondrijas ir
skirtingas NADH koncentracijas (10-250 uM) taikant spektrofotometrijos metodg. Tiriant GSH ir DTT
jtaka, naudota NADH koncentracija 125 uM. 11-o0jo komplekso fermentinis aktyvumas buvo matuojamas
naudojant Svieziai iSskirtas mitochondrijas ir skirtingas sukcinato koncentracijas (1-50 mM).
Naudojamas Oroboros O2k oksigrafas ir stebimas deguonies sunaudojimo pokytis. Tiriant GSH ir DTT

jtaka itakono rugsties (IR) poveikiui I1-ajam kompleksui pasirinkta sukcinato koncentracija 10 mM.

Rezultatai: Nustatyta, jog IR nedaro jtakos I-0jo komplekso K reik§mei, taciau sumazina Vmax
reikSme. Tiriant IR poveikj II-ajam kompleksui nustatéme, jog IR reikSmingai didina Km reikSme ir
sumazina Vmax reikSme. Taip pat iStyréme, jog GSH ir DTT nedaro jtakos I-0jo bei Il-ojo kompleksy

katalizuojamy reakcijy greiciui, kai terp¢je yra IR.

I§vados: Sio tyrimo metu, remiantis kinetinémis konstantomis, i$siaiskinome, jog IR yra
nekonkurencinis 1-ojo komplekso slopiklis. Taip pat nustatéme, jog IR slopina maksimaly mitochondrijy

kvépavimo greitj, kai naudojamas I1-0jo komplekso substratas. l1-ojo komplekso slopinimo tipas misrus.
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Taciau GSH ir DTT nedaro jtakos nei I-am, nei Il-am kvépavimo grandinés kompleksams, kai jie yra

veikiami IR.



SUMMARY

Author of Bachelor‘s Thesis: Biskyté E.

Topic: Kinetic study of the inhibition of brain mitochondrial electron transfer by itaconic acid

derivatives.
Scientific supervisor: Dr. D. Umbrasas

Place of the experiments: Lithuanian University of Health Sciences, Institute of Neuroscience,
Biochemistry Laboratory

The aim of the study: To investigate the effect of itaconic acid on the activity of complexes |

and Il of brain mitochondria

The tasks of the study: To evaluate the effect of itaconic acid on the kinetics of the activity of
complex | of the electron transport chain; to evaluate the effect of itaconic acid on the Kinetics of the
activity of complex Il of the electron transport chain; to evaluate the effect of nucleophilic and cysteine-
reducing substances on the effect of itaconic acid.

The object of the study: Mitochondria isolated from the brain of Wistar rats. Substances

studied: itaconic acid, glutathione, dithiothreitol.

Methods: Mitochondria were isolated by differential centrifugation. The enzymatic activity of
complex | was measured using frozen/thawed mitochondria and different concentrations of NADH by
spectrophotometry method. When investigating the effect of GSH and DTT on the activity of the I-st
complex in the presence of itaconic acid, the concentration of the substrate NADH was 125 uM. The
enzymatic activity of complex Il was measured using freshly isolated mitochondria and different
concentrations of succinate (1-50 mM). The Oroboros O2k oxygraph was used and the change in oxygen
consumption was monitored. When investigating the effect of GSH and DTT on the activity of the 1I-nd
complex in the presence of itaconic acid, the concentration of the substrate succinate was chosen to be
10 mM.

Results: Itaconic acid had no effect on complex | Kn, but reduced Vmax. When the effect of
itaconic acid on complex Il was investigated, we found that itaconic acid significantly increased the Km
value and decreased the Vmax value. We also found that GSH and DTT had no effect on the activities of

complex I 'and Il in the presence of itaconic acid.

Conclusions: In the present study, we found that itaconic acid is a non-competitive inhibitor of

complex | based on Kkinetic constants. We also found that itaconic acid inhibits the maximal
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mitochondrial respiration rate in the presence of complex Il substrate. The type of inhibition is mixed.
However, GSH and DTT do not affect either complex I or 11 of the respiratory chain when exposed to

itaconic acid.
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SANTRUMPOS

IR - itakono rugstis (itakonatas)

ACODL1 - cis-akonitato dekarboksilaze

Irgl — imuninis gernas 1 (angl. immune-responsive gene 1)
DI — dimetilitakonatas

4-0l - 4-oktilitakonatas

ICL — izocitrato liazé

IRP — iSemijos- reperfuzijos pazeidimas

ALT - alanino transaminazé

PL — Parkinsono liga

TLRA4- Toll tipo 4 receptorius

NO — azoto monoksidas

SDH — sukcinato dehidrogenaze

ROS — reaktyviis deguonies junginiai

GAPDH - gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenazé
ATP - adenozino trifosfatas

CoQ — ubichinonas

QH2— ubichinolis

GSH — glutationas

DTT — ditiotreitolis
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IVADAS

Itakono ragstis (IR) visai nesenai buvo atrasta kaip zinduoliy antimikrobinis ir
imunomoduliacinis metabolitas [1]. IR gaminima LPS aktyvuotuose makrofaguose ir siejama su
makrofagy metaboliniu perprogravimu uzdegiminiy reakcijy metu [2]. Zinoma, jog IR turi daug
molekuliniy taikiniy makrofaguose, tarp kuriy ir mitochondrijy kvépavimo grandinés kompleksai.
Tyrimy rezultatai rodo, jog IR, naudojant I-0jo ir l1-ojo kompleksy substratus, slopina mitochondrijy
kvépavima [3], todél ji prisideda prie energijos gamybos reguliacijos. Taip pat, IR reguliuoja makrofagy
imunine funkcija aktyvuojant Keap1/Nrf2 signalinj kelia [4-6]. Sios funkcijos rodo IR metabolizma
reguliuojancias ir imunomoduliacines savybes. IR taip pat daro teigiama poveikj jvairioms ligoms,
pavyzdziui iSemijai ir reperfuzijai [7], Parkinsono ligai [8] ir net virusinéms infekcijoms, pavyzdziui,
Covid-19 [7]. Si IR savybé atveria galimybe, jog IR galéty biti perspektyvus kandidatas jvairioms

ligoms gydyti, taciau tam yra reikalingi detalesni tyrimai.

IR gamyba neapsiriboja tik makrofagais. Pavyzdziui, mikroglijos lastelés yra pirminis imuninis
barjeras smegenyse, kuris uztikrina CNS homeostaze bei apsauga nuo patogeny [9]. Siose lastelése, kaip
ir kraujo ar kity audiniy makrofaguose, uzdegimo salygomis kaupiasi IR [10]. Taip pat, Kito tyrimo metu
i$siaiskinta, jog IR gali biiti gaminama ir neuronuose [11]. Tod¢l galima daryti prielaidg, kad IR vis dar

néra pilnai iStirta ir galbiit ateityje bus zinoma daugiau IR savybiy ir funkcijy.

Siuo metu manoma, kad biologinis IR poveikis pasireiskia dél kovalentinés baltymy
modifikacijos, kurios metu IR jungiasi prie tam tikry baltymy cisteiny liekany sulfhidrilo grupiy —
baltymy itakonilinimo. Nors ir atrastos jvairos IR funkcijos ir Zinoma, kad IR gali modifikuoti daugiau
nei 1000 vidulasteliniy baltymy makrofaguose [12], taciau vis dar néra aiSku kaip tiksliai itakonilinimas
veikia baltymy funkcijas ir kaip IR pasisalina nuo baltymy. Sio darbo metu kéléme hipoteze, kad IR
prisijungimg ar pasiSalinimg nuo baltymy galéty veikti nukleofilas glutationas (GSH) arba cisteiny
reduktorius ditiotreitolis (DTT). Tyréme kaip IR veikia mitochondrijy kvépavimo grandinés I-0jo ir 1l-
ojo kompleksy aktyvumus ir taip pat tyréme GSH ir DTT jtakg IR poveikiui I-ajam ir Il-ajam

kompleksams.
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DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas:

Istirti itakono ragsties poveikj smegeny mitochondrijy I-0jo ir 11-ojo kompleksy aktyvumui

Darbo uzdaviniai:
1. [vertinti itakono rugsties poveikj I-ojo elektrony pernasos grandinés komplekso aktyvumo
Kinetikai
2. Jvertinti itakono riigSties poveikj II-ojo elektrony pernasos grandinés komplekso aktyvumo
Kinetikai
3. Ivertinti nukleofiliniy bei cisteinus redukuojanciy medziagy jtaka itakono riigsties

poveikiui
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Itakono ragstis (itakonatas) (IR) ir Irgl

Itakono rugstis- zinduoliy metabolitas, kurio dideli kiekiai yra gaminami aktyvuotuose
makrofaguose dekarboksilinant cis-akonitata [13-15]. Sia reakcija katalizuoja fermentas cis-akonitato
dekarboksilazé (ACOD1), kurj koduoja Irgl (angl. immune-responsive gene 1) genas [13-16]. Svarbu
paminéti, jog pagal atlikty tyrimy duomenis, vidulgsteliné IR koncentracija po uzdegiminio aktyvinimo
gali iSaugti iki 2 mM peliy makrofagy Igsteliy linijoje ir iki 8 mM peliy kauly ¢iulpy makrofaguose [17].

Struktariskai IR yra penkiy angliy a,B-nesocioji dikarboksirtigstis [13]. Ji strukttriskai yra
panasi |} kitus metabolitus, tokius kaip sukcinatas, malonatas ir kitus (1 pav.) [4,13]. Strukttriniai
panasumai lemia, jog IR gali biiti perneSama ] citozolj dalyvaujant kity karbosiriigsciy neSikliams,

pavyzdziui, malonato [5].

0O O

O~ OH
IO oAy

Sukcinatas Itakono rugstis Malonatas

O

1 pav. Itakono rigsties struktiriniai panaSumai j sukcinatg ir malonatgq

Aktyvintuose makrofaguose IR susidaro i§ Krebso ciklo tarpiniy metabolity ir atlieka svarby
vaidmenj makrofagy funkciniams poky¢iams uzdegimo metu [4]. Nustatyta, kad IR slopina LPS sukeltg
IL-6, IL-12, IL-18, IL-1B ir I tipo IFN gamyba ir tai i§ dalies lemia makrofagy imunin;j atsaka [18]. IR
makrofaguose gali sukelti metabolity ir mitochondrijy kvépavimo pokycius, slopinant tam tikrus
mitochondrijy kvépavimo grandinés kompleksus, o metabolinés buklés pokycius seka ir lasteliy

funkcijos poky¢iai, pavyzdziui, makrofagy poliarizacija ir padidéjes citokiny i$siskyrimas [4].

Irgl dalyvauja makrofagy imunometabolizmo reguliacijoje uzdegimo bei infekcijos metu.
Imunometabolizmas apibtidina imuniniy ir metaboliniy keliy sgveika streso metu [18]. Irgl raiska
padidé¢ja aktyvuotose imuninése lastelése, pavyzdziui, makrofaguose, reaguojant i patogeny infekcija,
patogeny darinius, pavyzdziui, LPS ir kitais atvejais. Irgl raiSka kontroliuoja imuniniai receptoriai,
pavyzdziui TLR4 ir interferono-o/p receptoriai, adaptoriniai baltymai, pavyzdziui MYDS88 baltymas,

ubikvitino ligazés ir transkripcijos veiksniai sudarydami sudétingus signaly perdavimo kelius [18].
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Svarbu paminéti, jog neaktyvuotuose makrofaguose Irgl raiska yra labai maza [7,18]. Irgl atlieka
dvejopa vaidmenj imunitete. Viena vertus, apriboja patogeny infekcijas bei mazina uzdegimin;j atsaka.
Kita vertus, nenormali raiSka gali lemti naviky progresavimg, neurodegeneracines ligas ir imuninj

paralyziy [5].

IR ribotai pereina lgsteliy iSoring membrang dél savo struktiiroje turimy neigiamy karboksi
grupiy [4]. Kaip iSeitj, mokslininkai susintetino dimetilitakonatg (DI) ir 4-oktilitakonatg (4-Ol)-
membranoms pralaidzius IR darinius, kurie prasiskverbia j Iastele be neSikliy. Eksperimentai buvo
atlieckami su prielaida, kad Sie esteriai lastelés viduje virsta IR, taciau véliau buvo parodyta, kad DI
nevirsta IR Igstelése, bet pasizymi panaSiomis savybémis j IR [4]. Taciau 4-OI yra veréiamas j IR lasteliy
viduje [8]. Nepaisant to, tiek DI, tiek 4-OI pasizymi elektrofilinémis savybémis, todél, kaip ir laisva IR,
dalyvauja Michaelio adicijos reakcijose, dél to turi palyginamg biologinj poveikj [7]. Taigi §iuo metu
zinomi itakonato biologniai poveikiai yra parodyti su vienu i$ trijy IR dariniy: neesterifikuota IR, DI bei

4-0Ol.

IR slopina izocitrato liazg (ICL)- pagrindinj glioksilato Sunto fermenta, reikalinga daugeliui
bakterijy, kad i§gyventy infekcijos metu [7,15,16,18,19]. Sis slopinimas riboja nuo ICL aktyvumo
priklausanciy patogeny augimg. Taciau, iJdomu tai, kad kai kurie patogenai geba iSvengti IR poveikio
infekcijos metu jj skaidant ir metabolizuojant iki piruvato ir acetil-CoA. Kiti patogenai, tokie kaip S.
aureus ir P. aeruginosa gali panaudoti i§ Seimininko gaunamg IR bioplévelés formavimuisi ir taip

padidinti savo patogeniskuma ir i§gyvenamuma [13].

IR ir dariniai pasizymi prieSuzdegiminiu poveikiu [13]. Todé¢l jy teigiamas poveikis yra
parodytas jvairiy uzdegiminiy ligy modeliuose. Pavyzdziui, COVID-19 metu, 4-Ol riboja pernelyg
didelj IFN aktyvuma reguliuvodamas Nrf2 aktyvuma ir taip slopindamas viruso sukeltg uzdegimin;j atsaka
ir palengvindamas COVID-19 pacienty klinikinius simptomus [7]. Kitas sutrikimas, kuriam IR ir jos
dariniai gali daryti jtaka yra iSemijos-reperfuzijos pazeidimas (IRP). Buvo issiaiSkinta, kad peléms, be
Irgl, po kepeny IRP audinio pazaida patiméjo, pagal padidéjusig alanino transaminazés (ALT)
koncentracijg serume. Taciau, gydant 4-OI, buvo sumazinta apoptoziné Igsteliy zutis tiek in vitro, tiek
in vivo. Matoma, kad IR bei 4-OI reguliuoja IRP ir sumazina IRP pasekmes mazindamas uzdegima,
oksidacinj stresg bei lasteliy pazeidimus [7]. Taip pat, buvo atliktas tyrimas su smegeny IRP, kurio metu
buvo vertinamas neurologinis deficito balas peléms 3-Cig dieng po insulto. Rezultatai rodo, kad DI
gydyty peliy neurologinio deficito balas buvo zenkliai maZesnis nei ty, kurios buvo gydomos
fiziologiniu tirpalu. Tai rodo, kad DI gali turéti apsauginj poveikj iSeminiam insultui. Taip pat, pastebéta,
kad DI slopino toksing M1 mikroglijos poliarizacija ir mazino II-1B ekspresija. Sie rezultatai
preliminariai rodo, jog DI gali biiti tinkamas smegeny iSemijos ir (arba) reperfuzijos sukelto smegeny

pazeidimo gydymo budas, taciau tam dar reikia iSsamesniy tyrimy [20].
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IR reikSmé taip pat yra svarbi ir neurodegeneracinéms ligoms. IR poveikis yra parodytas
Parkinsono ligai (PL). Jis buvo tiriamas PL atsiradimui ir progresavimui taikant in vitro ir in vivo
modelius. Tam buvo naudojamos lgstelés ir pelés su sukelta PL. Rezultatai rodo, kad IR susilpnina
dopamino neurony pazaidg ir apoptozg, uzdegiminj atsaka ir oksidacinj stresa, veiksmingai slopina
neurouzdegimg ir uztikrina dopamino produkcija tiek peliy, tiek lasteliy su sukelta PL modeliuose. Tai

jrodo, kad IR gali buti perspektyvus vaistas PL gydymui [8].

Iki Siol vyrauja nuomoné, kad makrofagai ir mieloidinés lgstelés yra vienintelés gaminancios
IR [13]. Taciau, yra duomeny, kuriy déka zinome, kad IR gamyba neapsiriboja Siomis Igstelémis. Yra
jrodyta, jog Zikos viruso infekuotuose neuronuose Irgl raiska padidéja, o gaminama IR slopina SDH
aktyvuma tiek in vivo, tiek in vitro [7,18]. Tai ne tik patvirtina, kad IR veikia prieSuzdegimiskai nuo

SDH priklausomu biidu [21], bet ir jrodo, jog IR gali btiti gaminama ir neuronuose.

1.2. Mikroglija

Mikroglijos- smegeny makrofagai, kurie embriogenezés pradzioje jsiskverbia j nervinj audinj.
Jos skiriasi nuo kity audiniy makrofagy savo unikalia savybe jsitvirtinti smegeny parenchimoje [10].
Mikroglijos lastelés yra pirminis imuninis barjeras smegenyse, dél to jos palaiko smegeny homeostaze
bei normalig neurony funkcijg [9]. Mikroglija, kaip ir makrofagai, atpazjsta patogenus per receptorius,
pavyzdziui Toll tipo 4 receptoriy (TLR4). Sie ir kiti mikroglijos receptoriai atpaZjsta jvairius Su
patogenais susijusius ligandus, pavyzdziui, bakterijy endotoksing LPS, kuris gali sukelti uzdegiming
kaskadg [4,10,13].

Mikroglijos lastelés, taip pat kaip ir makrofagai, greitai reaguoja j patekusius patogenus ir
poliarizuojasi j maZiausiai du potipius M1 (prouzdegimin;j) ir M2 (priesuzdegiminj) [10,15,20]. Siuos
poky¢ius sukelia skirtingy citokiny padidéjes iSsiskyrimas ar bakterijy komponentai [10]. Atliekant
eksperimentus su peliy makrofagais ir mikroglijomis nustatyta, kad Irgl rai$ka labiausiai padidéja esant
prouzdegiminéms salygoms, pavyzdziui, bakterinés infekcijos metu [15]. Uzdegimo metu, mikroglijose
kaupiasi jvairiis metabolitai kaip sukcinatas, laktatas, azoto monoksidas (NO), IR. Pastebétina, jog
mikroglijose IR kaupimasis koreliuoja su sukcinato kaupimusi [10]. Taip pat, yra duomeny, kad
besikaupiantys metabolitai turi imunomoduliacinj poveiki, o jy kiekio poky¢iai gali turéti jtakos
makrofagy uzdegiminei buklei [4]. Taip pat, jau yra zinoma, kad IR slopina M1 fenotipg ir riboja
uzdegiminj atsaka [22].
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Pakartotinai ar ilgai veikiant tam tikram dirgikliui, atsiranda daugiau M2 fenotipy, sumaz¢ja
tam tikry prouzdegiminiy citokiny gamyba ir padidéja prieSuzdegiminiy citokiny gamyba, taip yra
isvengiama lasteliy pazaidos ir skatinamas audiniy atstatymas [4]. Siuo metu, IR susikaupimas yra
siejamas su M1 fenotipu, o IR M2 aktyvacijoje néra gerai istirtas ir publikuoti duomenys mokslinéje

literatiiroje néra vieningi [22].

Literatiiroje geriausiai apraSyti du mechanizmai, kuriais IR reguliuoja mikroglijos bei
makrofagy imuninj atsakg: SDH slopinimas bei Nrf2 aktyvinimas [5,10,23]. Taip pat yra zinoma, kad
IR slopina mitochondrijy kvépavimo grandine, veikdama tam tikrus jos kompleksus, o tai taip pat gali

prisidéti prie mikroglijos uzdegiminio atsako reguliacijos [14,19].

1.2.1 Sukcinato dehidrogenazés (SDH) slopinimas

SDH yra fermentas, kuris dalyvauja Krebso cikle ir elektrony pernasos grandinéje [18,21]. Jis
prisideda prie reaktyviy deguonies junginiy (ROS) susidarymo ir uzdegimo. SDH inaktyvacija lemia
sukcinato kaupimasi, dél kurio yra stabilizuojamas hipoksijg indukuojantis veiksnys la, kuris skatina
IL-1B gamybg [18,24]. D¢l to sumazéja deguonies suvartojimo greitis ir yra slopinama mitochondriniy
ROS gamyba [21]. D¢l sukcinato ir IR struktiirinio panasumo, IR tiesiogiai slopina SDH fermentinj
aktyvumg tiek in vivo, tiek in vitro, konkurencingai blokuodamas SDH aktyvyjj centrg [18,21].
Kompiuteriniai baltymy struktiiros modeliai rodo, jog SDH saveikoje su sukcinatu bei su IR nedalyvauja
cisteino liekanos [25], taciau yra duomeny, jog IR gali modifikuoti tam tikrus SDH cisteinus, esanéius
ne aktyviajame centre [12]. Yra parodyta, kad Irgl aktyvinimas bei IR gamyba didina sukcinato
kaupimasi po makrofagy paveikimo LPS. PrieSingai, makrofaguose be Irgl, po aktyvinimo LPS ir IFN-
v, nesigamina IR, o sukcinato kaupimasis nevyksta. Taip pat, buvo pastebéta, jog mazéja uzdegiminiy
citokiny gamyba, pavyzdziui IL-1f3, kai makrofaguose Irgl yra inaktyvuotas. Todél buvo i8kelta teorija,
Jog uzdegiminis atsakas lastelése priklauso ne tik nuo sukcinato kaupimosi, bet ir nuo sukcinato
oksidacijos [18]. SDH slopinimas IR yra priskiriamas prieSuzdegiminiams IR mechanizmams ir
zinduoliy organizme lemia sukcinato kaupimasi lgsteléje. Nors sukcinato kaupimasis turéty didinti
citokiny i$skyrima, taciau IR, slopindama SDH tuo paciu slopina ir uzdegima, ir citokiny i$siskyrima.

Kol kas, $ie veikimo mechanizmai néra iki galo istirti [19].

1.2.2. IR aktyvina Keap1/Nrf2 ir reguliuoja makrofagy imunine funkcija
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Keap1/Nrf2 signalinis kelias yra redukcijos reakcijy sistema, kuri reguliuoja 1-10% organizmo
geny. Sie genai daugiausia koduoja detoksikacijos ir antioksidaciniy sistemy baltymus. Fiziologinémis
salygomis, Nrf2 lokalizuotas citoplazmoje ir jungiasi prie Keap1 baltymo, kuris kontroliuoja Nrf2 kiekj
bei lokalizacijg j branduolj skatindamas Nrf2 proteoliz¢. Oksidacinio streso ar uzdegimo atvejais, Keap1
cisteiny liekanos yra modifikuojamos ir taip Nrf2 atsiskiria nuo Keapl. Tuomet Nrf2 nukeliauja |
branduolj, kur aktyvuoja nuo Nrf2 priklausomy geny transkripcija, skatina antioksidanty ir

prieSuzdegiminiy baltymy raiska [4].

Moksliniy tyrimy rezultatai rodo, jog IR aktyvuoja Keapl/Nrf2 [5]. 4-OI padidina Nrf2 kiekj
ir sustiprina LPS sukelta Nrf2 stabilizacijg, padidina nuo Nrf2 priklausomy geny, pavyzdziui,
prieSuzdegiminio baltymo hemo oksigenazés 1 raiskg, stimuliuoja pagrindinio antioksidanto glutationo
(GSH) sinteze. Sis 4-Ol poveikis buvo palygintas su dimetilmalonatu, stipriu SDH slopikliu, kuris
neaktyvino Nrf2. Todél galima daryti iSvada, kad 4-Ol aktyvuoja Nrf2 ir tai atlieka nepriklausomai nuo
SDH slopinimo. Taip pat, kito tyrimo metu, kuris buvo atliktas su Zmogaus HEK293T lgstelémis, buvo
jrodyta, jog 4-Ol alkilina tam tikras Keapl cisteino liekamas [5]. Aptarty tyrimy metu, kaip Nrf2
aktyvatorius, buvo naudojamas 4-Ol, taciau 2021 metais atliktas tyrimas rodo, kad endogeniné IR po
LPS stimuliacijos taip pat alkilina Keapl baltymo cisteinus, taip patvirtinant IR, kaip Nrf2 aktyvatoriaus,

biologinj vaidmen;j [6].

1.3. Baltymy itakonilinimas

Jau yra nustatyta, kad dél IR esancios elektrofilinés a,B-nesociosios karboksirtigsties grupés, ji
gali modifikuoti baltymy cisteino lickanas vykstant Michaelio adicijos reakcijoms [5,26]. Siy reakcijy
metu, nukleofilas (pavyzdziui, sulthidrilo grupé, esanti cisteiny strukttiroje) reaguoja su o,-neso¢iuoju
karbonilo junginiu (pavyzdZiui, IR) (2 pav.). Baltymai, kuriy cisteino liekanos yra modifikuotos IR yra
vadinami itakonilintais baltymais. 2020 mety tyrime, norint nustatyti makrofaguose esancius IR
taikinius, buvo tiriami itakonilinti baltymai LPS stimuliuotuose makrofaguose. Atlikto tyrimo metu,
buvo nustatyta beveik 2000 skirtingy baltymy, kuriy cisteino liekanos modifikuotos IR [12]. Taip pat,
ankscCiau parodyta, jog IR gali inaktyvuoti gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenaz¢ (GAPDH), tiesiogiai
alkilindamas cisteino liekang cys-22. Sios modifikacijos pasekoje yra slopinama glikoliz¢ ir tuo padiu
sumazinama IL-1f3, INOS ir TNFo gamyba [18]. Nrf2 aktyvacija, priklausoma nuo IR, taip pat vyksta
dél baltymo Keapl itakonilinimo [5]. SDH slopinimas yra unikalus IR poveikis, nes pagal dabartinius
duomenis jis nepriklauso nuo SDH kovalentinés modifikacijos IR [25], tac¢iau Qin ir kt tyrime buvo

parodyta, jog IR taip pat alkilina tam tikras SDH cisteino liekanas [12]. Apibendrinant galima sakyti,
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kad baltymy itakonilinimas yra mazai iStirta kovalentiné baltymy modifikacija, taciau dalis IR biologiniy

poveikiy gali biiti priskirti biitent jai.
Baltymas ; ﬁ Baltymas
C

iR [ T

w

2 pav. Baltymy cisteino liekany itakonilinimas

1.4. IR poveikis mitochondrijoms

Buvo atliktas tyrimas su smegeny mitochondrijomis, kurio metu buvo tiriamas IR poveikis
mitochondrijy kvépavimui. Rezultatai rodo, jog IR slopina kvépavima su I-0jo ir Il-ojo kompleksy
substratais. Tyrimo autoriai, norédami geriau suprasti mechanizmg, matavo tiesioginj IR poveikj
kompleksy aktyvumui. Taip buvo matomas I-0jo, IV-ojo ir ATP sintazés kompleksy slopinimas IR [14].
Kitas publikuotas tyrimas su ziurkiy kepeny mitochondrijomis, parodé, jog IR daugiausiai slopina
bendrg I ir III kompleksy aktyvuma, 0 tai rodo, jog IR gali apsunkinti kofermento Q patekimg j
kvépavimo grandinés kompleksus [19]. Svarbu paminéti, jog IR skatina citochromo c i$siskyrimg i3
mitochondrijy. Atlikto tyrimo metu, kai buvo naudojamos Ziurkés kepeny mitochondrijos, buvo
pastebéta, jog §is poveikis pasireiSkia mitochondrijas inkubuojant su I ir IT kompleksy substratais, taciau
I1 komplekso slopiklis malonatas neskatina citochormo ¢ i$siskyrimo. Galima teigti, jog citochromo ¢
i§siskyrimas yra specifiskas IR, o ne bendra reakcija j I1-ojo komplekso slopinimg. Mokslininkai daré
prielaidg, jog IR sukelia citochromo c rezervo atsiskyrimg nuo IV-0jo komplekso ir taip skatina
issiskyrimag i§ mitochondrijy. Sis i§siskyrimas gali atlikti svarby vaidmenj ligy patofiziologijoje, nes

citochromo c atpalaidavimas i§ mitochondrijy j citozolj inicijuoja lasteliy apoptoze [19].

IR taip pat daro poveiki ROS. ROS, kaip signalinés molekulés, atlieka svarby vaidmenj lasteliy
dauginimosi, prisitaikymo prie hipoksijos procesuose, taciau per dideli ROS kiekiai gali sukelti
negrjztamg lasteliy pazaida ar jy zatj [27]. ROS gali tiesiogiai naikinti patogenus, sukeliant oksidacing
zala, ir gali skatinti geny, dalyvaujan¢iy imuniniame reguliavime, raiskg [18]. Mitochondrijy kvépavimo

grandinés | bei Il kompleksai yra laikomi pagrindinémis ROS susidarymo vietomis mitochondrijose
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[27]. Fiziologinémis salygomis, 0,2-2% elektrony i§ elektrony pernasos grandinés nepraeina pro ATP
sintaze ir per viding mitochondrijy membrang tiesiogiai patenka j mitochondrijy uZzpilda, kur
saveikaudami su deguonimi gamina superoksida ir (arba) vandenilio peroksida. Siuo metu yra Zinoma
11 viety, kur susidaro superoksidas arba (ir) vandenilio peroksidas, susijusiy su substrato oksidacija ir
elektrony pernasos grandine [28]. Duomenys apie IR poveikj ROS gamybai néra vieningi. Vieni $altiniai
teigia, jog IR didina ROS gamybg. PavyzdZiui, veikiant LPS, padidéjes Irgl kiekis didina ROS gamybg
mitochondrijose, skatindamas riebaly rigs$¢iy panaudojimg oksidacinio fosforilinimo metu [29]. Taciau
vyrauja kita nuomone, jog IR mazina peroksido ir ROS gamyba. Peroksido susidarymo slopinimas IR
grindziamas tuo, kad IR geba blokuoti atvirkstinj elektrony perdavima i§ ubichinolio j I kompleksa [19].
Taip pat parodyta, kad IR sumazina ROS gamybg su I ir II kompleksy substratais izoliuotose
mitochondrijose. Nors, anot autoriy, tai gali bati ir dél IT komplekso slopinimo, uzkertan¢io kelig
atvirkstiniam elektrony perdavimui I komplekse, kuris dalyvauja ROS susidaryme [14], taciau yra
daugiau Saltiniy, kurie pateikia tg pacig iSvadag [21,22,30]. Tikétina, jog ROS mazéjimas dél IR ar jos

dariniy, pasireiskia dél Nrf2 signalinio kelio, kuris lemia antioksidaciniy sistemy suaktyvéjima lasteléje.

1.5. Mitochondrijy elektronuy pernasos grandiné

Mitochondrijy elektrony pernasos grandine sudaro keturi baltymy kompleksai (I-IV) ir judriis
elektrony neSikliai ubichinonas ir citochromas c. Grandinéje skiriami du elektrony pernasos keliai:
I/111/1V kompleksali, kai substratas yra NADH, ir 11/111/IVV kompleksali, kai substratas yra sukcinatas [27].
Sie substratai susidaro Krebso cikle ir jie atiduoda elektronus kompleksams- atitinkamai |
(NADH:Ubichinono oksidoreduktaz¢) ir II (sukcinato dehidrogenazé). Toliau elektronai yra perneSami
ubichinonui (CoQ), tuomet keliauja i Il kompleksa (ubichinono:citochromo c reduktazé), citochroma ¢
ir IV kompleksa (citochromo ¢ oksidazé), kur vyksta mitochondrijy kvépavimas [28]. Elektrony
pernaSos metu, sukuriamas elektrony srautas, kuris siejasi su protony gradiento abipus vidinés
mitochondrijy membranos susidarymu, o protony gradiento pavidalu sukaupta energija naudojama ATP
gamyboje V komplekse (ATP sintaz¢) [27].

1.5.1 I kompleksas (NADH:Ubichinono oksidoreduktazé)

I kompleksas yra didziausias elektrony pernasos grandinés kompleksas. Pagrindinis vaidmuo-
pernesti elektronus i§ NADH, esancio mitochondrijy uZzpilde, j ubichinong [27]. Pirmasis elektrony

akceptorius I-ajame komplekse yra FMN, kuris virsta | FMNH2, kai priima elektrony porg i§ NADH.
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Toliau elektronai yra perduodami CoQ per gelezies ir sieros klasteriy grandine. Elektronams prisijungus,
jis yra redukuojamas j ubichinolj (QHz2) [27,28]. Energija, kuri iSsiskiria perkeliant elektronus, skatina
keturiy elektrony transportg i§ uzpildo j tarpmembraning erdve [27]. Svarbu paminéti, jog I-asis
kompleksas yra reikSmingas jvairioms ligoms. Pavyzdziui, I-0jo komplekso slopinimas gali sukelti
Parkinsono ligos fenotipa, pasireiSkiantj dopaminerginiu neurony nykimu [31]. Taip pat, skirtingi
tyrimai jrodé, kad smegeny iSemija slopina mitochondrijy kvépavimo grandine dél I-ojo komplekso
inaktyvacijos [32]. Fiziologiné I-0jo komplekso slopinimo IR bei jos dariniais svarba bei mechanizmai

néra gerai iStyrinéti.

1.5.2. II kompleksas (sukcinato dehidrogenazé)

Sis kompleksas yra ir Krebso ciklo, ir elektrony pernasos grandinés sudedamoji dalis, jungianti
medziagy apykaita ir oksidacinj fosforilinimg. Krebso cikle dalyvauja katalizuojant sukcinato oksidacija
iki fumarato. Taip pat, per §j kompleksa, elektronai patenka j elektrony pernasos granding i§ Krebso
ciklo [28]. Jie yra perduodami i§ sukcinato ] FAD. Tuomet elektronai yra perduodami FeS klasteriams.
Toliau elektronai keliauja iki ubichinono, kuris taip pat redukuojamas iki ubichinolio. Taciau skirtingai
nei I-jame komplekse vykstanciy procesy metu, elektrony pernasa néra siejama su protony pernasa [27].
Taip yra todél, nes $is kompleksas yra vienintelis neintegralusis baltymas [28]. Svarbu paminéti, jog $is
kompleksas yra svarbus uzdegiminiy reakcijy metu, nes dalyvauja reguliacijoje imuninése lastelése ir
gali lemti ROS gamyba vykstant atvirkstinei elektrony pernasai [14]. Dabartiniais duomenimis IR yra
konkurencinis SDH slopiklis, o prieSuzdegiminis bei ROS mazinantis IR poveikis yra i§ dalies siejamas

su ll1-ojo komplekso slopinimu [23].

1.6. Glutationas (GSH) ir ditiotreitolis (DTT)

GSH- tripeptidas, kuris yra svarbiausias lastelés sintetinamas mazos molekulinés masés
antioksidantas. Jis sintetinamas prie glutamato pridé¢jus cisteing ir glicing (3 pav.). Cisteino grupe -SH
dalyvauja redukcijos ir konjugacijos reakcijose, kurios yra laikomos svarbiausiomis GSH funkcijomis.
Taip jis atlieka svarby vaidmenj apsaugant Igsteles nuo oksidacinés pazaidos, nes Siy reakcijy metu GSH
uztikrina peroksidy ir daugelio ksenobiotiky pasalinimg [33]. Be to, GSH slopina laisvyjy radikaly
sukeltg Zala, paSalina ROS ir apsaugo baltymy tiolines grupes nuo oksidacijos, veikdamas kaip
biologinis redokso agentas. Sias funkcijas GSH atlieka saveikaujant su baltymy cisteino liekanomis,

sudarant disulfidines jungtis [34]. Jau yra zinoma, kad IR didina GSH kiekj smegenyse [7], taip pat



20

zinoma, kad IR jungiasi prie cisteiny, todel yra jdomu, kokig jtaka daro GSH IR slopinamiems
kompleksams. Kita medziaga, DTT- stiprus tiolio grupés reduktorius [35]. Jis uzkerta kelig vidiniy ir
tarpmolekuliniy disulfidiniy jung¢iy susidarymui tarp cisteino lickany [36]. DTT yra placiai naudojamas
disulfidiniams rySiams redukuoti analizuojant baltymy struktiirg ir funkcija [37]. Taciau keli tyrimai

rodo, jog DTT nedaro jtakos lasteliy morfologijai ir diferenciniam lgsteliy skaiciui [38].

SH
0O 0O O
H
N\)j\
HO H OH
NH. 0

\ J \ 7N J

Glutamatas Cisteinas Glicinas

3 pav. Glutationo struktiiriné sudétis
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2. TYRIMO METODIKA IR METODAI

Eksperimentai su gyviinais buvo vykdyti remiantis Europos konvencija dél eksperimentiniais
ir kitais mokslo tikslais naudojamy stuburiniy gyviiny apsaugos (Nr. 49-1883, Nr. 49-1884) ir
valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos direktoriaus jsakymu ,,Dél mokslo ir mokymo tikslais
naudojamy gyviiny laikymo, priezitros ir naudojimo reikalavimy patvirtinimo® (Nr. B1-866).
Procediiroms, atlickamoms su eksperimentiniais gyviinais, buvo i§duotas bioetikos komisijos leidimas

nr. 2023-BEC2-192 (isduota 2023 09 21).

2.1. Tyrimo objektas

Tyrimas buvo atlickamas Lietuvos sveikatos moksly universiteto Neuromoksly institute,
Biochemijos laboratorijoje. Tyrimui buvo naudojamos smegeny mitochondrijos isskirtos i§ Wistar
veislés ziurkiy (n=12). Tiriamosios medziagos- itakono riigstis (IR), gluatationas (GSH) ir ditiotreitolis

(DTT).

2.2. Aparatiira ir indai

Tyrimams atlikti naudota CO» kamera, stiklo-teflono homogenizatorius, centrifliga, analitinés
svarstyklés, ledy vonelé, Petri 1ékstelé, spektrofotometras NanoPhotometer (Implen, Vokietija),
kiuvetés, oksigrafas Oroboros Oxygraph-2k (Oroboros Instruments, Austrija), automatinés pipetés su

vienkartinio naudojimo antgaliais, mikroSvirkstai, mégintuvéliai.

2.3. Tirpalai ir reagentai

Mitochondrijy izoliavimo terpé (75 mM sacharozés, 225 mM manitolio, 5 mM HEPES, 1mM
EGTA, pH 7,5 esant 0-4 °C temperatiirai), fosfatinis buferis (PBS) (pH = 7,2), Biureto reagentas (0,15%
CuSOQg4, 0,6% natrio kalio tartrato, 0,75 M NaOH), 0,3% dezoksicholatas (DOX), hipotoninis buferis (25
mM KH2PO4 pH 7,2), | komplekso fermentinio aktyvumo matavimo buferis (50 mM TRIS buferis (pH
7,2), 500 mM natrio azidas, 25 uM antimicinas A, 5 mg/ml jaucio serumo albuminas (BSA)), 10 mM
NADH, 10 mM kofermentas Q1o, 1 mM rotenonas, 1 M itakono ragstis, 0,5 M ditiotreitolis (DTT), 0,1
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M glutationas (GSH), mitochondrijy kvépavimo terpé ((pH 7,5; temperatara 37 °C) 0,5 mM EGTA, 3
mM MgCl, 60 mM laktobioniné riigstis, 20 mM taurinas, 10 mM KH2POs4, 20 mM HEPES, 20 mM
sacharozé, pH 7,1 esant 37 °C temperaturai), 1 M sukcinatas, 0,4 M ADP.

2.4. Mitochondrijy iSskyrimas

Mitochondrijy iSskyrimui buvo naudojamas diferencinis centrifugavimo metodas.
Eksperimentinés ziurkés buvo numarinamos CO2 kameroje. Smegenys buvo perfuzuojamos Saltu PBS
tirpalu per $irdj, po to iSimamos. Visos procediiros su organu buvo atlickamos ledy voneléje (0-4 °C).
Petri 1éksteléje nuo smegeny pasalinami smegeny dangalai bei smegenélés. Tuomet smegenys
perkeliamos j $varig Petri 1¢kstele ir zirklémis sukarpomos j smulkias dalis. Po susmulkinimo, smegenys
perkeliamos j 25 ml mitochondrijy izoliavimo terpe¢ ir homogenizuojamos naudojant stiklo-teflono
homogenizatoriy. Gautas homogenatas centrifuguojamas du kartus. Pirmg karta centrifuguota 4 °C
temperatiiroje 1000xg 5 minutes — nusodinami lasteliy branduoliai bei nesuirusios lastelés. Gautas
supernatantas perpilamas j $vary mégintuvélj ir atliekamas antrasis centrifugavimas: 4 °C, 10000xg 10
minu¢iy. Po antrojo centrifugavimo, supernatantas nupilamas, o nusodintos mitochondrijos

resuspenduojamos mitochondrijy izoliavimo terpé¢je.

2.5. Bendro mitochondrijuy baltymy kiekio nustatymas

Mitochondrijy suspensijos bendras baltymy kiekis buvo nustatomas Biureto metodu [39]. 25 pl
mitochondrijy suspensija sumaiSoma su 0,3 proc. 975 pl DOX tirpalo ir 4 ml Biureto reagento. Misinys
inkubuojamas 30 minuciy 37 °C temperatiiroje. Po inkubacijos, spektrofotometru iSmatuojamas tirpalo
optinis tankis 536 nm bangos ilgyje. Bendras baltymy kiekis buvo nustatytas naudojant kalibracing

kreive, paruosta matuojant standartiniy koncentracijy BSA tirpalus.
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2.6. 1-0jo mitochondrijy kvépavimo grandinés komplekso fermentinio

aktyvumo nustatymas

Izoliuotos mitochondrijos buvo iSkart uzSaldomos ir laikomos -80 °C temperatiroje iKi
eksperimenty (ne ilgiau kaip 1 meén.). PrieS pradedant matavimus, mitochondrijos atSildomos ir
centrifuguojamos 10000xg 10 minuciy 4 °C temperatiroje. Po centrifugavimo, mitochondrijos
resuspenduojamos hipotoniniame buferyje. Tuomet buvo atlikti trys Saldymo (-20 °C temperatiira) ir
atsildymo ciklai. Taip buvo siekiama suardyti viding mitochondrijy membrang [40]. Po 3 Saldymo-
atSildymo cikly, buvo matuojamas mitochondrijy bendro baltymo kiekis naudojant Biureto metoda, kaip
aprasyta anksCiau. I-0j0 komplekso fermentiniam aktyvumo matavimui buvo paimama 50
Hg mitochondrijy baltymo. Mitochondrijos jSvirks¢iamos j 800 ul distiliuoto vandens pridéjus arba
nepridéjus 3mM IR ir inkubuojamos 1 minute 37 °C temperataroje. Po to, miSinys perkeliamas j kiuvete,
kurioje jau buvo §vieziai pagamintas matavimo buferis i§ 50 mM TRIS buferio (pH 7,2), 500 mM natrio
azido, 25 uM antimicino A, 5 mg/ml jaucio serumo albumino (BSA) bei 10-250 uM NADH. NADH
oksidacija buvo vertinama pagal Sviesos sugerties mazéjimg esant 340 nm bangos ilgiui.
Spektrofotometrinis matavimas i§ viso truko 6 minutes. Reakcijos iniciacijai jdedama 100 pM
kofermento Q1o ir Sviesos sugerties pokytis stebimas 3 minutes. Po jy, kiuveté papildoma 5 uM 1-0jo
komplekso slopikliu rotenonu ir $viesos sugertis stebima dar 3 minutes. Spektrofotometriniame grafike
matomi sugerties pokyciai per laikg (3 pav.). 1-0jo komplekso aktyvumas buvo matuojamas kaip
rotenonui jautri NADH oksidacija. Specifinis I-ojo komplekso aktyvumas skai¢iuojamas pagal formule:

AA X 1000
eXV X Cbaltymo

Aktyvumas =

Kur AA= AA/minPrieé rotenono jdéjima — AA/minPO rotenono jdéjimo; ENADH= 6,2 mM/cm .

5uM Rotencono

Sugertis 340 nm

Laikas (minutés)

3 pav. Pavyzdinis I-ojo komplekso spektrofotometrinis grafikas
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2.7. GSH ir DTT jtaka I-jo komplekso slopinimui itakono riigstimi

Siems eksperimentams buvo pakoreguota spektrofotometrijos proceso eiga. Atsizvelgiant j
praeity eksperimenty rezultatus, maksimalus I-0jo komplekso aktyvumas yra pasiekiamas kai NADH
koncentracija yra 125 pM, todél ji ir buvo naudota GSH ir DTT jtakai tirti. Pirmas tris minutes
matuojamas sugerties pokytis kontrolinéje arba IR grupése. Tuomet kiuveté papildoma 2 mM GSH arba
0,5 mM DTT arba S mM DTT ir sugertis matuojama dar 3 minutes. Galiausiai j kiuvet¢ dedama 5 uM
rotenono ir sugertis matuojama dar 2 minutes (pav. 4). I§ gauty spektrofotometriniy grafiky taip pat
skaiCiuotas I-ojo komplekso aktyvumas, kai jis veikiamas GSH arba DTT, pagal anks¢iau paraSyta
aktyvumo formule. Taciau Sio tyrimo metu AA= AAxi - AArot arba AA= AAptT - AAroT, kai AAkI=
AA kontrolinéje arba IR grupése.

01

5mMDTT 5uM Rotenono

0,05
£
S 0
(=)
= 0,0 1,0 20 30 40 50 6, 7.0 B0
o0
W)
£ A
;‘Jb s /\'Wvﬁ'-r—‘\-——w
(7] DAy | |

| | Agor
AAprr
01

015
Laikas (minutés)

Pav. 4 Pavyzdinis 1-0jo komplekso spektrofotometrinis grafikas veikiant DTT

2.8. Nuo Il komplekso substrato priklausomo mitochondrijy kvépavimo

greifio vertinimas

Matuojant mitochondrijy kvépavimo greitj buvo naudojamos $vieziai i$skirtos mitochondrijos.
Tyrimas buvo atliktas pritaikant didelés raiSkos respirometrijos metodg naudojant Oroboros O2k
oksigrafa. Pirmiausia, matavimo kamera uzpildoma 2 ml mitochondrijy kvépavimo terpés (pH 7,5; 37
°C temperatiiroje) pagamintos i§ 0,5 mM EGTA, 3 mM MgCl, 60 mM laktobioninés riigsties, 20 mM
taurino, 10 mM KH2PO4, 20 mM HEPES, 20 mM sacharozés. Terpé papildoma 2,5 mM ADP, kuris
aktyvina mitochondrijy kvépavima, priklausoma nuo oksidacinio fosforilinimo [41]. Norint sumazinti

nespecifinio signalo atsiradima, terpé papildoma 0,5 pM I-0jo komplekso slopikliu rotenonu [42].
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Tuomet j kamera j§virk§¢iama 0,25 mg mitochondrijy baltymo. Siy eksperimenty metu, buvo pridedama
arba nepridedama IR. Kvépavimo greitis buvo matuojamas naudojant II-ojo mitochondrijy kvépavimo
grandinés komplekso substrata sukcinata skirtingomis koncentracijomis (0,5 mM- 50 mM) (5 pav). Sio
metodo metu matuojamas nuo I1-ojo komplekso priklausomas deguonies sunaudojimas mitochondrijose

ir taip, pagal mitochondrijy kvépavimo greitj, buvo netiesiogiai iSmatuotas 11-0jo komplekso aktyvumas.
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S pav. ll-ojo komplekso kvépavimo greicio kreivé, veikiant skirtingomis sukcinato koncentracijomis

2.9. GSH ir DTT jtaka Il-jo komplekso slopinimui itakono ragstimi

Siy eksperimenty metodika atitinka anks&iau aprasyta kvépavimo grei¢io vertinimo metodika.
Taciau naudojome tik 10 mM sukcinato koncentracija. Taip pat kamerg papildéme arba 1 mM GSH ir
didinome koncentracijg iki 2 mM, arba 0,5 mM DTT ir didinome koncentracijg iki 1 mM, po to iki 5
mM. GSH ir DTT jtaka taip pat buvo tiriama kontrolingje ir IR grupése.

2.10. Fermenty kinetiniy konstanty skaic¢iavimas

Norint apskai¢iuoti 1-0jo komplekso Kinetines konstantas Km ir Vmax, I8 pradziy
apskaiCiuojamas vienos minutés sugerties pokytis prie$ pridedant rotenong ir po jo pridéjimo tiek
kontrolingje, tiek IR grupése. Tuomet, i§ sugerties pokycio skai¢iuojamas I-0jo komplekso aktyvumas
visose NADH koncentracijose abiejose grupése pagal anksciau pateikta formulg. I1-0jo komplekso
kinetiniy konstanty radimui apskaiCiuojamas vidutinis deguonies sunaudojimas visose naudotose

sukcinato koncentracijose. Pagal tiek I-0jo, tiek Il-ojo kompleksy gautus duomenis yra
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bréziamos atvirkstiniy reikSmiy (Lineweaver-Burk) kreivés. Km bei Vmax buvo apskaiciuotos remiantis
atvirkstiniy reikSmiy grafiko désniu: kai x=0, tai y=1/Vmax; kai y=0, tai x=-1/Kn. I $iy tasky tieséje yra
i§skai¢iuojamos Km ir Vmax reikSmés. Turint kinetines konstantas, jau galima brézti Michaelis Menten
kreive, kuri vaizduoja ry$j tarp fermenty katalizuojamos reakcijos greicio ir substrato koncentracijos.

Kreivé yra bréziama pritaikant Sig formulg:

_ Vmax X [S]
K+ [s]

Kai [s]= substrato koncentracija

2.11. Statistiniy duomeny analizé

Siame darbe pateikiami rezultatai yra gauti i§ maZiausiai trijy pakartojimy. Gauty duomeny
vidurkiai yra pateikiami su vidutinémis standartinémis paklaidomis. Statistiné analizé yra atlikta
naudojant Microsoft Excel ir IBM SPSS 22 programas. Gauty duomeny vidurkiai tarpusavyje buvo
lyginami naudojant naudojant Stjudento t-testa (kai lyginamos dvi grupés), o esant daugiau nei
dviejoms- vienfaktoring dispersing analiz¢ (One — Way ANOVA) su Fisher LSD kriterijumi. Vidurkiy

skirtumai laikomi statistiSkai reikSmingais, jei p < 0,05.
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3. REZULTATAI

3.1. Itakono riigsties poveikis I-0jo elektrony pernasos grandinés komplekso

aktyvumo kinetikai bei GSH ir DTT jtaka poveikiui

3.1.2. Itakono rugsties poveikis mitochondrijy kvépavimo grandinés I-agjam

kompleksui

ISmatavus I-ojo komplekso aktyvumg naudojant skirtingas NADH koncentracijas buvo
nustatyta, kad esant 10 uM NADH I-0jo komplekso aktyvumas yra 33,702 = 4,614 nmol/min/mg
baltymo; 25 uM NADH- 45,217 £ 9,9 nmol/min/mg baltymo ; 50 uM NADH- 74,965 + 15,022
nmol/min/mg baltymo; 125 uM NADH 76,631 + 13,361 nmol/min/mg baltymo; 250 uM NADH 59,714
+ 12,744 nmol/min/mg baltymo. Grupéje su IR taip pat buvo naudojamos skirtingos NADH
koncentracijos ir apskaic¢iuojamas I-0jo komplekso aktyvumas. Nustatyta, kai 10 uM NADH I-0jo
komplekso aktyvumas yra 4,592 + 2,104 nmol/min/mg baltymo; 25 uM NADH- 13,433 + 6,55
nmol/min/mg baltymo; 50 uM NADH- 8,84 £ 2,21 nmol/min/mg baltymo; 125 uM NADH- 6,146 +
3,566 nmol/min/mg baltymo; 250 uM NADH- 9,646 + 1,857 nmol/min/mg baltymo. I§ gauty vidurkiy
buvo bréziamos atvirkstiniy reik8miy kreivés, pagal kurias skai¢iuotos I-ojo komplekso kinetinés
konstantos Km ir Vimax (6 pav.). Kontrolinés grupés Km=12,289 + 2,376 uM NADH, Vmax=74,654 +
16,581 nmol/min/mg baltymo, o IR grupés Km=11,394 * 2,969 uM NADH, Vmax(vidurkis)=8,35 + 3,573
nmol/min/mg baltymo. Apskai¢iuotos I-0jo komplekso kinetinés konstantos buvo lyginamos
kontrolin¢je bei IR grupése (7 pav.). Rezultatai parodé, jog IR neturi jtakos Km reikSmei, taciau
reik§mingai sumazina Vmax reik§me. Todél galima teigti, jog IR yra nekonkurencinis 1-0jo komplekso
slopiklis. Pagal apskaiCiuotas kinetines konstantas taip pat buvo bréZiama Michaelis-Menten kreive (8

pav.).
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*- statistiSkai reikSmingas skirtumas, p < 0,05
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3.1.3. GSH ir DTT jtaka I-jo komplekso slopinimui itakono ragstimi

Pries tiriant GSH ir DTT poveikj I-0jo komplekso aktyvumui buvo patikrinta, ar tirtos
medZiagos turi tiesioginj poveiki NADH oksidacijai. Siam tikslui pasiekti, atlikti spektrofotometriniai
matavimai su 2 mM GSH arba 5 mM DTT, 125 uM NADH, be mitochondrijy. Pagal gautus rezultatus
skaiciuotos AA reik§mes. Tiriant GSH poveikj NADH oksidacijai AA=-0,00004. Remiantis tiek grafiku,
tiek AA reikSme, galima teigti, jog GSH nedaro tiesioginio poveikio NADH oksidacijai (9 pav.). Tiriant
DTT poveiki NADH oksidacijai AA=0,002. Remiantis ir grafiku, ir AA reikSme, galima teigti, jog DTT
taip pat nedaro tiesioginio poveikio NADH oksidacijai (10 pav.).
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11 pav. DTT poveikio NADH oksidacijai spektrofotometriné kreivé

Tuomet tirta GSH ir DTT jtaka I-ojo komplekso slopinimui IR. Siuose eksperimentuose vienos
minutés sugerties pokyciai skaiCiuoti kontrolingje arba IR grupése ir papildomai jdéjus 0,5 mM arba 5
mM DTT arba 2 mM GSH | abi grupes. Nustatytas I1-ojo komplekso aktyvumas, kai NADH
koncentracija 125 uM, kadangi kinetiniai tyrimai parodé, jog misy tirtomis saglygomis 125 uM yra
jsotinanti NADH koncentracija. Gauta, kad kontrolinés grupés aktyvumas yra 56,325 + 6,468
nmol/min/mg baltymo. Sig grupe papildzius 0,5 mM DTT aktyvumas- 6,515 + 2,576 nmol/min/mg
baltymo; 5 mM DTT- 30,016 £ 20,136 nmol/min/mg baltymo; 2 mM GSH- 39,021 + 1,503
nmol/min/mg baltymo. IR grupés aktyvumas gautas 18,588 + 3,305 nmol/min/mg baltymo. Papildzius
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0,5 mM DTT aktyvumas- 12,965 = 6,08 nmol/min/mg baltymo; 5 mM DTT- 34,124 + 6,885
nmol/min/mg baltymo; 2 mM GSH- 12,978 £ 4,412 nmol/min/mg baltymo. Pagal gautus rezultatus
matome, jog nei DTT, nei GSH neslopina IR poveikio I-ajam kompleksui. Nors ir 5 mM DTT IR grupéje
padidina I-ojo komplekso aktyvuma, taciau nereikSmingai (11 pav.). Taip pat pastebima, kad abi tirtos

medziagos slopina pirmojo komplekso aktyvuma kontrolinéje grupéje. Taciau statistiSkai reikSmingas

70

[=)]
=

wu
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slopinimas matomas tik su abiejy koncentracijy DTT (11 pav.).
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11 pav. DTT ir GSH jtaka I-0jo komplekso slopinimui

*- statistiSkai reiksmingas skirtumas, lyginant su pradine kontroline grupe, p < 0,05

3.2.Itakono rigsties poveikis I1-ojo elektrony pernaSos grandinés komplekso
aktyvumo kinetikai bei GSH ir DTT jtaka poveikiui

3.2.1 Itakono rugsties poveikis mitochondrijy kvépavimo grandinés II-agjam

kompleksui

Siy eksperimenty metu, matuotas mitochondrijy kvépavimas naudojant skirtingas sukcinato
koncentracijas. Nustatyta, jog kontrolinéje grupéje esant 0,5 mM sukcinato mitochondrijy kvépavimo
greitis yra 103,636 = 15,351 pmol(O2)/(s*ml)/mg baltymo; 1 mM sukcinato- 128,727 + 21,503
pmol(Oz)/(s*ml)/mg baltymo; 2 mM sukcinato- 148,516 + 21,503 pmol(O2)/(s*ml)/mg baltymo; 5 mM
sukcinato- 164,233 + 23,693 pmol(O2)/(s*ml)/mg baltymo; 7,5 mM sukcinato- 165,896 + 23,703
pmol(Oz)/(s*ml)/mg baltymo; 10 mM sukcinato- 165,308 + 23,357 pmol(O.)/(s*ml)/mg baltymo; 20
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mM sukcinato- 163,28 £ 24,138 pmol(O2)/(s*ml)/mg baltymo; 50 mM sukcinato- 178,702 + 28,179
pmol(O2)/(s*ml)/mg baltymo. Grupéje su IR mitochondrijy kvépavimo greitis esant 0,5 mM sukcinato
yra 20,901 £ 2,71 pmol(O2)/(s*ml)/mg baltymo; 1 mM sukcinato- 25,854 + 2,488 pmol(O2)/(s*ml)/mg
baltymo; 2 mM sukcinato- 34,443 £ 2,631 pmol(O2)/(s*ml)/mg baltymo; 5 mM sukcinato- 58,173 +
7,089 pmol(O2)/(s*ml)/mg baltymo; 7,5 mM sukcinato- 71,279 + 9,594 pmol(O2)/(s*ml)/mg baltymo;
10 mM sukcinato- 81,093 £ 11,8 pmol(O2)/(s*ml)/mg baltymo; 20 mM sukcinato- 104,96 + 15,973
pmol(O2)/(s*ml)/mg baltymo; 50 mM sukcinato- 141,183 + 20,945 pmol(O2)/(s*ml)/mg baltymo. Pagal
gauto deguonies sunaudojimo greitj buvo bréziamos atvirkstiniy reikSmiy kreivés, pagal kurias
skai¢iuotos II-ojo komplekso kinetinés konstantos Km ir Vimax (12 pav.). Kontrolinés grupés Km=0,41 £+
0,091 uM sukcinato, Vimax=208,474 + 44,711 pmol(Oz)/(s*ml)/mg baltymo, o IR grupés Km=3,03 £ 0,86
uM sukcinato, Vmax=110,27 + 18,442 pmol(O.)/(s*ml)/mg baltymo. Apskaiciuotos I11-0jo komplekso
kinetinés konstantos buvo palygintos kontrolingje bei IR grupése (13 pav). Rezultatai parodé, jog IR turi
jtaka tiek Km tiek Vmax reik§méms: Ky IR grupéje buvo reikSmingai didesné nei kontroléje, 0 Vmax IR
grupéje buvo reik§mingai mazesné lyginant su kontrole. Pagal gautus rezultatus galima teigti, kad
vykstant mitochondrijy kvépavimui IR konkuruoja su sukcinatu, tac¢iau taip pat mazina maksimaly nuo
I1-ojo komplekso substrato priklausoma kvépavimo greitj. Pagal apskai¢iuotas kinetines konstantas taip

pat buvo bréziama Michaelis-Menten kreivé (14 pav.).
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14 pav. 11-0jo komplekso Michaelis-Menten kreivé pagal apskaiéiuotas Km it Vmax

3.2.2 GSH ir DTT jtaka Il-jo komplekso slopinimui itakono ragstimi

Toliau tyréme potencialy DTT ir GSH poveikj II-ojo komplekso aktyvumui kontrolinéje ir IR
grupése. Kvépavimo greicio pokyciai buvo stebimi esant 10 mM sukcinatui kontrolinéje arba IR grupése
ir papildomai jdéjus 0,5-5 mM DTT arba 1 - 2 mM GSH j abi grupes. Gauta, jog kontrolinés grupés
kvépavimo greitis yra 163,291 + 26,329 pmol(O2)/(s*ml)/mg baltymo. Sig grupe papildzius 0,5 mM
DTT aktyvumas- 196,068 + 28,328 pmol(O.)/(s*ml)/mg baltymo; 1 mM DTT- 194,066 + 25,011
pmol(Oz)/(s*ml)/mg baltymo ;5 mM DTT- 205,041 + 23,134 pmol(O2)/(s*ml)/mg baltymo; 1 mM GSH-
144,75 = 26,38 pmol(O)/(s*ml)/mg baltymo; 2 mM GSH- 137,89 + 24,877 pmol(O2)/(s*ml)/mg
baltymo. IR grupés aktyvumas gautas 83,46 £+ 11,642 pmol(O.)/(s*ml)/mg baltymo. Papildzius 0,5 mM
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DTT aktyvumas- 116,694 + 13,337 pmol(O2)/(s*ml)/mg baltymo; 1 mM DTT- 93,114 + 26,965
pmol(Oz)/(s*ml)/mg baltymo;5 mM DTT- 130,658 + 12,844 pmol(O.)/(s*ml)/mg baltymo; 1 mM GSH-
90,87 + 16,525 pmol(O.)/(s*ml)/mg baltymo; 2 mM GSH- 89,412 + 16,885 pmol(Oz)/(s*ml)/mg
baltymo. I$ gauty rezultaty matoma, kad didinant DTT koncentracijg kontrolinéje grupéje arba didinat
GSH koncentracija IR grupéje kvépavimo greitis praktiSkai nekinta. Taip pat, didinant GSH
koncentracija kontrolinéje grupéje, yra matoma kvépavimo grei¢io mazéjimo tendencija. Taciau,

rezultatai rodo, jog nei GSH, nei DTT nedaro jtakos IR poveikiui II-ame komplekse.
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35

4, REZULTATU APTARIMAS

Atlikty tyrimy metu buvo siekiama nustatyti IR, kaip I-0jo ir Il-ojo elektrony pernasos
grandingés slopiklio, tipg jvertinant fermenty kinetikos konstantas Vmax i Km terpéje esant ir nesant IR.
Taip pat buvo norima i$siaiskinti, ar IR poveikis I-0jo ir 11-ojo kompleksy aktyvumui priklauso nuo GSH
ir DTT. Tyrimo, kai IR, kaip I-ojo komplekso slopiklis, rezultatai rodo, jog IR nedaro jtakos KmreikSmei,
taciau reikSmingai sumazina Vmax reikSme. Todél galima daryti i§vada, jog IR yra nekonkurentinis I-0jo
komplekso slopiklis. Nors ir I-ojo komplekso kinetika su IR néra tirta kituose tyrimuose, taciau W. Qin
ir kt. apra$é itakonilinimo vieta I-ajame komplekse [12]. Sios I-ojo komplekso modifikacijos funkciné
svarba iki Siol nebuvo tirta, taciau i§ musy daryto tyrimo rezultaty galima daryti prielaida, kad $i
modifikacija gali sumazinti [-ojo komplekso katalizuojamos NADH oksidacijos greitj. Taciau SDH
slopinimas IR jau yra tirtas ne kartg [16,18,19,21], bet T. Cordes ir kt. atlikto tyrimo metu pastebéta, kad
IR yra konkurencis ir grjztamasis SDH inhibitorius [43]. Sio eksperimento metu, buvo kiekybiskai
vertinamas IR poveikis deguonies suvartojimui realiu laiku Huh7 ir A549 lastelése. [ lasteles id¢jus IR
iSkart sumazéjo sukcinato lemiamas deguonies suvartojimas. Pastebéta, jog kvépavimo greitis mazéjo
priklausomai nuo IR kiekio. Todél daroma i§vada, jog aktyvumo poky¢iai priklauso nuo IR kiekio.
Stebéta, jog padidinus SDH koncentracijg IR sukeltas slopinimas buvo griztamas, o dél panasios SDH
ir IR struktiros, T. Cordes ir kt. daro prielaida, kad IR slopina SDH konkurenciniu badu [43]. Véliau
publikuotas tyrimas parod¢, kad iSgrynintas SDH kompleksas yra slopinamas IR konkurenciniu bidu
[23]. Iki Siol nebuvo atliktas tyrimas su suaugusio organizmo smegeny mitochondrijomis, kuomet biity
tiriama sukcinato lemiamo kvépavimo grei¢io priklausomybé nuo IR. Pagal atliktus 11-0jo komplekso
slopinimo IR eksperimentus bakalauriniame darbe yra matoma, kad IR reik§mingai didina Km reikSme
ir reikSmingai sumazina Vmax reikSme. Todeél galima teigti, jog vykstant mitochondrijy kvépavimui IR
konkuruoja su sukcinatu ir taip pat mazina maksimaly kvépavimo greitj, kuris priklauso nuo II-0jo
komplekso substrato. Kadangi anks¢iau yra parodyta, jog IR gali slopinti 1V-gji mitochondrijy
kvépavimo kompleksg [3,19], galima daryti prielaida, jog sumaZzéjes Vmax pasireiskia dél to, jog IR miisy
tirtoje sistemoje veikia ne tik SDH, ta¢iau ir IV-ajj kompleksa. Sio bakalaurinio darbo metu taip pat
buvo tiriamas potencialus nukleofily (GSH) bei cisteinus redukuojanciy medziagy (DTT) poveikis I-0jo
ir 1l-ojo kompleksy aktyvumams terpé¢je esant IR. Kadangi literatiiroje publikuoti duomenys leidzia
daryti prielaida, jog didzioji dalis IR biologinio poveikio pasireiskia dél baltymy cisteiny itakonilinimo,
daréme hipotezg, kad tiek GSH, tiek DTT galéty daryti jtakg IR prisijungimui prie cisteiny. Taip pat yra
parodyta, kad GSH dalyvauja Michaelio adicijos reakcijose su IR dariniais [26], taciau néra zinoma, ar
GSH gali pasalinti IR ar jos darinius, kurie jau yra prisijunge prie baltymy. Prie§ pradedant tirti GSH ir
DTT jtaka IR slopinamiems I-ajam ir ll-ajam kompleksams, buvo jsitikinta, jog Sios medziagos nedaro

tiesioginio poveikio NADH oksidacijai taikant spektrofotometrijos metoda. Gauti rezultatai rodo, kad
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GSH ir DTT slopina I-ojo komplekso aktyvuma kontrolingje grupéje, taciau nedaro jokios jtakos IR
poveikiui I-ajam ir I1-ajam kompleksams. Galima daryti i§vadg, kad masy eksperimentinémis sglygomis
GSH ir DTT neanuliuoja IR sukelto I-0jo ir I1-ojo kompleksy slopinimo, tadiau ateityje galima atlikti
Siek tiek modifikuotus eksperimentus, kur yra istiriama daugiau GSH ir DTT koncentracijy, iStiriama ar
pasireiksty poveikis esant ilgesniam inkubacijos laikui su DTT ir GSH, taip pat biity naudinga atlikti
chemine reakcijos misinio analizg ir patikrinti, ar ten susidaro GSH-IR konjugatai. Sie rezultatai taip pat
suteikia perspektyvg ateityje iStirti konkre¢ius mechanizmus, kuriais GSH ir DTT slopina I-0jo
komplekso aktyvuma kontrolinéje grupéje. Sio darbo isvadas galima apibendrinant pateikti taip: IR
sukelia nekonkurencinj I-ojo komplekso slopinima, taciau GSH ir DTT neturi poveikio Siam slopinimui;
IR sukelia miSry mitochondrijy kvépavimo, priklausomo nuo sukcinato, grei¢io slopinima, taciau GSH

ir DTT taip pat neturi jtakos Siam slopinimui.
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5. ISVADOS

1. I8tyrus IR poveikj mitochondrijy kvépavimo grandinés I-ajam kompleksui nustatyta, kad IR
nedaro jtakos KmreikSmei, taciau sumazina Vmax reikSme. Todé¢l galime teigti, jog IR slopina I-
3j] kompleksg nekonkurenciniu biidu.

2. Jvertinus IR poveikj mitochondrijy kvépavimo grandinés I1-ojo komplekso kinetikg nustatyta,
kad IR veikia misriu biidu didinant Km reik§m¢ ir sumazinant Vmax reikSme. Todél darome
iSvada, jog IR mazina nuo II-ojo komplekso substrato priklausoma kvépavimo greitj.

3. Istyrus GSH ir DTT jtakg I-0jo ir ll-ojo kompleksy aktyvumams, kai jie yra veikiami IR,

nustatéme, jog Sios medziagos neslopina IR poveikio.
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