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1. UVOD

Jatra jsou zivotné dilezitym organem s velkym mnoZstvim nepostradatelnych
funkci. Zaroven jsou vzhledem ke svému postaveni v cirkulaci krve prvnim organem,
ktery se dostava do styku s fadou toxickych latek. Castym cilem toxického piisobeni
téchto latek je respiracni fetézec, lokalizovany v mitochondriich. Mechanismy, které se
podileji na poskozeni hepatocytl mohou byt rtizné, avSak vyznamnym mechanismem
hepatototoxického ucinku rady latek je zvySena tvorba volnych reaktivnich radikald.

Mitochondrie hraji velmi vyznamnou ulohu v fad¢ zékladnich biologickych
funkei. Mimo jiné jsou nejvetSsim producentem energie ve formé ATP, podileji se na
termoregulaci a udrzovani redoxniho potencidlu. Maji vyznamnou roli v bunécéné
signalizaci a v neposledni tadé¢ spoustéji mechanismy vedouci k bunééné smrti.
Mitochondrie jsou nejen Castym cilem oxidacniho poSkozeni, ale jsou povazovany za
hlavni bun&cny zdroj ROS. ZvySend produkce ROS miZe nésledné vyvolat zmény
v propustnosti mitochondridlnich membran a iniciovat tak apoptdzu. Trijodtyronin
stimuluje bunécnou respiraci, tvorbu ROS a indukuje déje, které vedou ke zménam
ve slozeni lipidi mitochondrialnich membran. PoSkozeni membrany vede k jeji
depolarizaci, k bobtnani (swellingu) mitochondrii a ndslednému poskozeni funkce
mitochondrii.

Studiu dopadu oxidacniho stresu na bunécné urovni je vénovana jiz fadu let
znacna pozornost, detailni mechanismy odpovédné za poSkozeni bunck nejsou vSak
dosud zcela objasnény. Poskozeni dychaciho fetézce, tvorba ROS a vyznamna uloha
mitochondrii v regulaci bunécné smrti tak neustale ptispivaji k trvalému zajmu o tyto
bunécné organely.

Tato prace navazuje na predchozi studie nasi laboratofe vénované vlivu
modelové prooxidacni latky — terciarniho butylhydroperoxidu. Cilem mé prace bylo
komplexni posouzeni zmén energetického metabolismu izolovanych bungk,
izolovanych mitochondrii a kultivovanych hepatocyti po pulsobeni terciarniho
butylhydroperoxidu. Druhd ¢ast prace byla zamétena funkci mitochondrial permeability
transition pore a hodnoceni vlivu trijodtyroninu a fady dalSich faktori na zmény

v propustnosti mitochondridlnich membran.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Jatra

Jatra jsou centralnim organem metabolismu obratlovcl a nejvétsi zlazou v jejich
téle. V organismu hraji kli¢ovou roli v energetickém a intermedidrnim metabolismu.
Podileji se vyraznou mérou na metabolismu tukd, cukrii a bilkovin. Jsou nezastupitelna
pii biotransformaci cizorodych latek a detoxikaci organismu. Podileji se té€Z na tvorbé
latek nezbytnych pro traveni a vstfebavani potravy v tenkém stieve. Mezi jejich dalsi
funkce patii syntéza bilkovin krevni plazmy vcetné srdzecich faktord. Slouzi také jako
zasobarna tady latek, jako je glykogen, zelezo nebo vitaminy. Kromé zdsadni ulohy
v intermedidrnim metabolismu vykonavaji celou fadu dalSich funkci, mezi néz patii
vaskuldrni funkce, imunitni funkce a tvorba, skladovéani a pfeména signalnich molekul

(Cervinkova, 2005).

2.1.1. Morfologie jater

Jatra jsou usporddana do lalickl, uvnité kterych protékd v sinusoidech krev
kolem jaternich bun¢k. Morfologickou jednotkou jater je lobus venae centralis = jaterni
lalacek (Obr. 1). Jedna se o cylindrickou strukturu, jejimZ sttedem prochdzi vena
centralis. Jaterni lalicek je tvofen hepatocyty, které jsou usporadané do tramct. Tyto
trdmce bunék jdou odstiedivé od vena centralis k periferii jaterniho lalicku. Kazdy
tramec je tvofen dvémi vrstvami hepatocyt. Tramce bunék jsou obklopeny krevnimi
sinusoidami, ve kterych protéka krev. Sinusoidy spojuji termindlni vétve portalni vény
s centralni vénou kazdého lalicku. Mezi tramci jaternich bunck (hepatocyty) a
endotelovymi bunikami je tzv. Disseho prostor, sem je filtrovana plazma a zde se za¢ina
tvofit lymfa. Jak bylo feceno, kazdy tramec tvoii dvé vrstvy hepatocytli. Mezi témito
hepatocyty jsou ZluCové interceluldrni kanalky, které v protisméru (od vena centralis)
odvadi vznikajici Zlu¢ na periferii jaterniho lalticku, do tzv. Heringovych kanalkd. Tim
ma kazdy hepatocyt sviij bilidrni a krevni pdl, coz zajistuje maximalni kontakt s krvi a
dostate¢nou plochu pro odvod zluci. Endotelové buiiky nelezi na bazalni membrané.
Mezi endotelovymi bunikami jsou Siroké pory fenestrace a plazma je tak v uzkém
kontaktu s jaternimi buitkami. Jatra jsou organem, ktery ma dvoji krevni ob&h. Nutri¢ni,

kde cestou arteria hepatica ptichazi do jater krev bohatd na kyslik a funk¢ni, ktery
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zajistuje pfisun zivin cestou vena portae z gastrointestinalniho traktu. Oba tyto ob&hy
se v jaternich sinusoidech spojuji a pokracuji cestou vena centralis, krev z jater je

drénovana do dolni duté zily (Ganong, 1995).

Sinusoids

Bile canaliculus

Fibroblast

Bile duct

Branch of
portal vein

Branch of
hepatic artery

Endathelial cell

Hepatocyte Bile fiow.

Obr. 1: Morfologické usporadani jaterniho lalicku.

Z funk¢éniho hlediska se jaterni parenchym déli podle vztahu hepatocytii
k ptihodnym cévam. Funk¢ni jednotkou jater je jaterni acinus (Obr. 2). Je tvofen
hepatocyty uspofddanymi kolem portobilidrniho prostoru, odkud pfitéka krev.
Portobilidrni prostor obsahuje vétev jaterni arterioly, vétev portalni venuly, zlu¢ovod,
nerv a lymfatickou cévu. Kazda tato arteriola a venula vydava jesté své termindlni
vétve, které vybihaji mezi portobilidrni prostory a ze kterych teprve odtékd krev do
jaternich sinusoidll. Jaterni acinus je nepravidelny mikroskopicky utvar uspotfadany
kolem osy tvotfené termindlni jaterni arteriolou a termindlni portalni venulou. Takto
definovany acinus je ulozen mezi dvéma portobilidrnimi prostory, odkud pritéka krev a
mezi dvéma centralnimi zilami, které se nachéazeji na periferii acinu a kam odtéka krev

z jaternich sinusoidi (Rappaport et al., 1954). Z toho vyplyva, Ze buiky umisténé
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nejblize cévnimu svazku termindlnich vétvi, jaterni arterioly a portalni venuly, dostavaji
nejvice okysli¢enou krev a buiiky na periferii lalicku jsou hiife zasobeny kyslikem a

proto i citlivéjsi na hypoxické poskozeni.

Obr. 2: Morfologické uspofadani jednotlivych jaternich lalicki. Prevzato z

http://old.1f3.cuni.cz/histologie/materialy/doc/GIT.pdf

2.1.2. Jaterni acinus

Bunky jaterniho acinu se podle vzdalenosti od distribu¢nich cév rozdéluji do tii
zon (Obr. 3). Kazda zéna obsahuje hepatocyty které jsou zaméfeny na urcité funkce.
Bunky v I. zoné, které jsou cévam nejblizsi, dostavaji krev, ktera obsahuje nejvice
kysliku a zivin. Buniky v této zoné jsou, ale také nejvice vystaveny vliviim, které sebou
prinasi ptitékajici krev ze stieva. Tyto hepatocyty (periportalni hepatocyty) jsou mistem
s prevahou oxidacnich déjti. Obsahuji velké mnozstvi mitochondrii, probiha zde
B-oxidace mastnych kyselin, katabolismus aminokyselin, tvorba mocoviny,
glukoneogeneze, uvoliovani glukézy do krve, tvorba zluci, syntéza cholesterolu. Bunky
II. zény tvoti tzv. ptechodnou zonu. I11. zona, kterd je na periferii acinu, v blizkosti vena
centralis, je zasobena krvi s nizs§i koncentraci kysliku. Probihaji zde hlavné redukéni
déje, biotransformace a detoxikace. Perivenozni hepatocyty jsou odpovédné za
vychytavani glukozy, syntézu glykogenu, glykolyzu, lipogenezi a ketogenezi. Dochazi

zde ke konjugaci bilirubinu a syntéze glutaminu z glutamatu (Cervinkova, 2005).



Pfesné hranice mezi jednotlivymi zénami ale neexistuji. Periportalni a
perivenozni hepatocyty se navzdjem liSi predevSim svou enzymovou vybavou,
mnozstvim a uspofddanim bunéénych organel, coz je pficinou jejich rozdilné
metabolické kapacity. Zonalni heterogenita hepatocytli vykazuje Casto dynamiku a

vyznamné se méni v zavislosti na aktualnim metabolickém stavu organismu.
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Obr. 3: Jaterni acinus a jeho rozdéleni na jednotlivé funk¢éni zoény. Prevzato z

http://old.1f3.cuni.cz/histologie/materialy/doc/GIT.pdf

2.1.3. Jaterni buiiky

Cetné jaterni funkce zajistuji vedle vlastnich parenchymovych bunék —
hepatocytii, také neparenchymové bunky. Mezi né tadime Kupfferovy buiiky,
endotelové bunky, epitelové buiiky zlucovych cest, Itovy buiiky a Pit bunky (Krejsek a
Kopecky, 2004).

2.1.3.1. Hepatocyty

Hepatocyty reprezentuji 60% vsech jaternich bun¢k a 80% objemu celych jater.
Jsou to jedno az dvou jaderné polygonalni buniky, které vykazuji vysokou metabolickou
aktivitu. Zralé hepatocyty jsou velice stabilni a ptezivaji po dlouhou dobu (Guillouzo,
2002). Vyznamnou vlastnosti jater je jejich regenerac¢ni schopnost po chirurgickém
odstranéni casti jater. Regenerace jater probihd nejen po odstranéni Casti jater, ale
poranéni nebo toxické poskozeni hepatocytt vede k aktivaci tohoto déje. Regenerace

hepatocytii spociva v obnoveni jejich plné funkcni kapacity, ale téz v tvorbé novych
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bunék. Zdrojem novych bunék muize byt synchronizované, opakované, mitotické déleni
zbylych hepatocyti. V poslednich letech se hromadi dikazy o moznosti doplnéni
hepatocyti délenim kmenovych bunék jaterniho pivodu (Diehl a Rai, 1996) popf.
kmenovych bunék jiného piivodu napt. z kostni dfen& (Lamy et al., 2000). Rizeni jaterni
regenerace je slozity proces a podili se na ném tada faktori zejména humoralni povahy.
Rozdilné vnéjsi signdly navodi fenotypové zmény ve zbyvajicich butikach, tim se
aktivuje fada genili spojenych s regeneraci, proliferaci buné€k, ale t€z s terminaci tohoto

déje (Thorgeirsson, 1996).

2.1.3.2. Kupfferovy bunky

Ve sténé sinusoidi se nachazi Kupfferovy buiiky — fixni makrofagy. Maji
vybézky, pomoci kterych jsou v kontaktu jak s endotelovymi buitkami, tak s hepatocyty.
Patfti mezi bunky mononuklearniho fagocytarniho systému. Vyskytuji se hlavné
v periportalni oblasti jaterniho acinu a fagocytuji toxické latky, bakterie,
imunokomplexy, staré erytrocyty ¢i zbytky rozpadlych bunék, které jsou pfivadéné do
jater portalni krvi a brani tak jejich pfenosu do systémové cirkulace. Dalsi jejich funkci

je tvorba cytokini, které produkuji antigenem aktivované bunky.

2.1.3.3. Itovy buriky
Nazyvaji se také hepatic stellate cells (HSC), hvézdicové bunky, lipocyty, fat

stroing cells (FSC), stelatni buiky ¢&i pericyty. Tyto buiky se nachdzeji
v subendotelovém (Disseho) prostoru. Maji hvézdicovity tvar a svymi vybézky
obklopuji jaterni sinusoidy a ovliviiuji tak portalni tlak. Obsahuji kontraktilni proteiny
aktin a myozin. Reaguji na vazokonstrikéni endoteliny, kontrakce téchto vybézkl vede
k zazeni krevni sinusoidl a tim k nartstu portalniho tlaku. HSC obsahuji velké
mnozstvi lipidd a skladuji v tucich rozpustny vitamin A. Po poSkozeni hepatocytl se
HSC aktivuji, proliferuji, méni svlij fenotyp na myofibroblastim podobné burky.
Produkuji cytokiny, ristové faktory, kolagen a mezibunécnou hmotu. Nepochybné tak

prispivaji k rozvoji jaterni fibrozy.
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2.1.3.4. Pit bunky — Pit cells

Pit cells se nachazi v jaternich sinusoidech. Patii mezi vysoce pohyblivé
lymfocyty ze skupiny pfirozenych =zabijeCh — natural killers. Maji vyraznou
cytotoxickou aktivitu a slouzi k ochrané¢ proti virovym infekcim a metastatickym

nadorovym bunkam.

2.1.4. Funkce jater

Jatra zaujimaji strategicky vyznamnou pozici v cirkulaci, jsou prvnim organem,
ktery se dostdva do styku s krvi pfichdzejici ze stfeva, coZz predstavuje piisun
vstiebanych Zivin, které je potfeba zpracovat, ale také xenobiotik, toxind a
mikroorganismu sttevniho ptivodu. Jaterni funkce mizeme rozdélit do péti zédkladnich
skupin, a to na metabolické, sekrecni, vaskuldrni, biotransformacni (detoxikacni) a dalsi
funkce jater.

K metabolickym funkcim lze struéné fict, Ze jatra zasahuji do metabolismu
vétsiny slozek, sacharidd, lipidd, bilkovin a dalSich latek. Slouzi jako glukozovy pufr =
zabezpeceni konstantni hladiny glukézy v krvi. Podle potieby vychytavaji a uvoliuji
glukozu, syntetizuji a skladuji glykogen. Vytvafi glukézu z necukernych slozek nebo
naopak konvertuje glukézu na mastné kyseliny (MK) a nasledné na triacylglyceroly
(TAG). Jatra jsou mistem s vysokou aktivitou B-oxidace MK. Probiha tu tvorba
znacného mnozstvi cholesterolu a fosfolipidi, tvoti se lipoproteiny. Jatra jsou jedinym
mistem v organismu, kde se degraduje cholesterol a tvofi ketolatky. Hlavné kyselina
acetooctova, ktera v jiné tkani mize byt pfeménéna zpét na acetyl-CoA a nasledné
vyuzita jako zdroj energie. Jatra zachycuji velmi ucinné glukoplastické aminokyseliny
(alanin, serin a treonin). Zajistuji syntézu plazmatickych bilkovin, coz mé zasadni
vyznam pro udrzeni onkotického tlaku, produkuji angiotenzinogen, ¢imz maji podil na
regulaci krevniho tlaku. Jsou mistem transaminace, deaminace aminokyselin. Jsou
jedinym mistem v organismu, kde se vytvaii mocovina. Ze sekrecnich funkci je
vyznamna tvorba zluci a tim spojena resorpce lipidl, syntéza zluCovych kyselin, jako
produkt metabolismu cholesterolu a vylu€ovani zlucovych barviv, které vznikaji
rozpadem hemoglobinu. Nemén¢ dulezitou funkci jater je jejich vaskularni funkce. Jatra
slouzi jako vyznamna zasobarna krve. Probihaji zde ob¢ faze biotransformace latek a to

solubilizace (oxidace, redukce, hydrolyza) a konjugace s kyselinou glukuronovou,
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sirovou nebo s glycinem ¢i taurinem. K dal$im jejich funkcim patii napt. skladovéani
zeleza, vitamintl (A, D, B12), termoregulace.

Jatra jsou zivotné dilezitym organem s velkym mnoZstvim nepostradatelnych
funkci, zaroven jsou vzhledem ke svému umisténi vystavena jako prvni piisobeni
toxickych latek, které sem piichazi cestou vena portae z gastrointestinalniho traktu. Pti
selhani jaternich funkci dochdzi k poruSe homeostazy, objevuji se hormondlni poruchy,
poruchy metabolismu a srdzeni krve, ascites, selhani ledvin a poruchy funkce mozku,

které mohou vést k jaternimu komatu a smrti.

2.1.5. Mitochondrie

Zajisténi vyse zminénych funkci jater je energeticky mimofadné narocné, je
proto tieba vénovat zvlastni pozornost mitochondriim, které zajist'uji transformaci
chemické energie zivin do molekuly adenosintrifosfaitu (ATP). Mitochondrie jsou
subcelularni organely endosymbiotického plivodu, ve kterych probiha energeticky
metabolismus buiiky. Jsou to semiautonomni organely, obalené dvojitou membranou.
Maji svou vlastni cirkuldrni deoxyribonukleovou kyselinu (DNA), jsou schopny
proteosyntézy pomoci vlastnich ribosomt a rostou a déli se nezavisle na buiice. Jejich
pocet je rizny, zavisi na typu bunky a méni se v zavislosti na aktudlnim stavu bunky.
Pocet a také struktura mitochondrii je jind za fyziologickych a za patologickych stavi
(Shapira, 1999; Skulachev, 1999). V bunce vytvareji mitochondridlni sité, mnozi
procesem podobnym bindrnimu déleni bakterii. MiZze vSak dochdzet i opatnému
procesu, tedy fuzi dvou mitochondrii dohromady (Scheffler, 2001). V mitochondriich je
lokalizovany dychaci fetézec, Krebstiv cyklus. Probihd v nich B-oxidace MK, syntéza

nekterych latek a dalsi metabolické funkce.

2.1.5. 1. Struktura mitochondrii

Mitochondrie jsou cytoplazmatické organely, pfevazné ovalného tvaru. Vnéjsi
membrana odd¢€luje organelu od cytoplazmy, zatimco vnitini membrana se vchlipuje
do nitra mitochondrii a odd€luje vnitini mitochondridlni prostor (matrix) od
mezimembranového prostoru. Membrany se li$i svou strukturou, chemickym slozenim a
vlastnostmi. Vné&jsi membrana je propustnd pro ionty a mensi molekuly a neni
propustnd pro bilkoviny. Vnitini membranou pronika jen O,, CO, a lipofilni latky

(Scheffler, 2001). Mezimembranovy prostor ma tedy sloZeni podobné sloZeni okolniho
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cytosolu. Obsahuje mnohem méné proteinli, nez vnitini mitochondridlni prostor.
Z bilkovin je v mezimembranovém prostoru zastoupen hlavné cytochrom c a rtzné
kindzy. V obou membranach se nachéazi fada transportnich komplexii. Mezi vné&jsi a
vnitini membranou se vytvareji kontaktni mista. Tato mista se pravdépodobn¢ skladaji
ze slozek zodpovédnych za transport proteinil z cytosolu. Vytvareji se diky prechodnym
interakcim mezi proteiny vnéj$i a vnitini membrany. Membrany spolu ale neflzuji.
Bylo prokéazéno, ze pocet kontaktnich mist je z&visly na energetickém stavu bunky
(Perkins a Frey, 2000). Podobné jako bakteridlni membrany obsahuje vnitini membrana
pomérné vysokou koncentraci kardiolipinu a nizsi obsah cholesterolu (Scheffler, 1999;
Skulachev, 1999). Kardiolipin je jediny lipid syntetizovany v mitochondriich a je pro
funkci mitochondrii nezbytny (Gohil et al., 2004). Vchlipeniny vnitini membrany tvofi
tzv. kristy. Mitochondridlni DNA vykazuje nékolikandsobné vyssi stupent mutaci nez
jadernd DNA. To je dano blizkosti mist vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS),

nepfitomnosti histoni a omezenym reparacnim aparatem (Wallace, 1999).

2.1.5.2. Funkce mitochondrii

Mitochondrie plni v bunce celou fadu funkci. Jsou nejvétsim producentem
energie ve form& ATP. Udrzuji redoxni potencial a podileji se na modulaci Ca*" signalu.
Produkuji teplo a jsou zdrojem ROS (Kftivakova et al., 2005). Kromé téchto zékladnich
funkci se mitochondrie podileji na dalSich procesech, jako je bunétnéd signalizace a
diferenciace bunék. Kontroluji bunéény cyklu a rist bunék (McBride et al,, 2006).
V neposledni fadé¢ se mitochondrie podileji na indukci apoptotickych a nekrotickych

procest (Kaplowitz, 2002).

2.1.5.3. Dychaci retézec a oxidativni fosforylace

Mitochondrie produkuji 90 - 95% ATP procesem zvanym oxidativni fosforylace.
Enzymové komplexy dychaciho fetézce a oxidativni fosforylace jsou lokalizovany ve

vnitini mitochondrialni membrané (Obr. 4).
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Obr. 4: Enzymové komplexy respiracniho fetézce. Mracek T., Fyziologicky ustav AV CR,
Praha

Respiracni fetézec se sklada ze Ctyt enzymovych lipoproteinovych komplex,
které obsahuji 4 - 46 peptidovych podjednotek. Podjednotky jsou kédovany casteéné
mitochondrialni DNA a c¢aste¢né jadernou DNA. Vyjimku tvofi komplex II, jehoz
4 podjednotky jsou kédovany vyhradné jadernou DNA. Komplexy respiraniho fetézce
tvoii soustavu oxidoredukénich €lankl s postupné se zvySujicim redoxnim potencialem.
NADH koenzym Q oxidoreduktaza (komplex I) pfijima vodik od NADH-dependentnich
dehydrogenaz a predava je na koenzym Q. Redukovany koenzym Q ptenasi vodik na
komplex III. Komplex III pfedava elektrony cytochromu c a ten je pfendsi na komplex
IV (cytochrom c¢ oxiddza (COX)). COX reaguje s molekularnim kyslikem a vznika
kyslikovy anion, ktery se slucuje s protony na vodu. Koenzym Q ptebira vodik i od
mitochodnrialnich dehydrogendz flavoproteinového typu, mezi néz patii komplex II
(sukcinat koenzym Q oxidoreduktaza) a glycerofosfatdehydrogendza. Energii
uvolnénou pfi prichodu elektronli vyuziva komplex I, III a IV k pumpovani protont
(H") z matrix do mezimembranového prostoru. Tim vznika na vnitini mitochondrialni
membrané elektrochemicky potencial (ApH'). Tento potencidl pak vyuziva ATP-
syntaza (komplex V) pro tvorbu ATP (Rustin a Rétig, 2002; Senior et al., 2002; Weber
a Senior, 2003). VétSina ATP je z mitochondrii exportovana pomoci ATP/ADP

antiportu (ANT - adeninnukleotidovy translokator). AuH' netvoii jen hnaci silu pro
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syntézu ATP, ale také fidi transport iontl, substrati a protein. NAD(P)"
transhydrogenazy ve vnitfni mitochondridlni membrané vyuzivaji AuH™ k pienosu
vodiku z NADH na NADP' a podileji se na udrzovani redoxniho stavu buiiky
(Lemasters a Nieminen, 2001). Stupeii respirace zavisi na ApH'. Pii vysokém ApH"
respiraéni komplexy nemohou pumpovat H' a respirace je inhibovana. ADP aktivuje
ATP-syntazu, coz vede k poklesu ApH" a ke stimulaci respirace. ApuH™ muize byt také
snizen diky rozpfazeni oxidativni fosforylace. H" tak obchazi ATP-syntazu, a respirace
se stava castecné nezavislou na syntéze ATP. Aktivita COX je alostericky ovliviiovana
mnozstvim ATP a ADP (Frank et al., 1996). Castym cilem chemického (toxického)
ucinku latek je praveé respiracni fetézec. PoSkozeni dychaciho fetézce, tvorba ROS a
vyznamnd Uloha mitochondrii v regulaci bunécné smrti ptispivaji k trvalému zajmu o

tyto bunééné organely (Kaplowitz, 2002).

2.1.5.4. Metody hodnoceni funkce mitochondrii a aktivity mitochondridlnich enzymu

K charakterizaci mitochondridlnich respira¢nich funkci se dnes vyuziva
spektrofotometrické meéfeni aktivit respiracnich enzymovych komplexti a vysoko-
ucinné oxygrafie (Barrientos, 2002; Barrientos et al., 2002). Spektrofotometrické
mefeni aktivit jednotlivych enzymi respirace a oxidativni fosforylace je pomérné
jednoducha a citlivd metoda. Aktivita enzymil je méfena za maximalni saturace enzymi
substraty a kofaktory. Neméfime tedy aktivitu skutecnou, ale maximalni. (Barrientos,
2002; Cervinkova et al., 2002). Oxygrafie je elektroanalyticka metoda, kterou lze méfit
konzumpci kysliku v biologickém materidlu. Pfidavani a kombinace specifickych
substratii a inhibitorti jednotlivych komplexti respiracniho fetézce umozni detailni
posouzeni zmén energetického metabolismu a identifikovat mista ptipadnych defekta.
Velkou vyhodou oxygrafického méfenti je, Ze 1ze hodnotit vSechny respira¢ni komplexy
najednou a odhalit i poruchy v jejich interakci (Barrientos, 2002; Cervinkova et al.,
2002; Gnaiger a Kuznetsov, 2002; Gnaiger, 2001).

Jednou z dalSich moZnosti studia zmén mitochondrii je turbidimetrické stanoveni
bobtnani (swelling) mitochondrii. Je to jednoduchd metoda, pomoci které lze sledovat
jev Mitochondrial permeability transition (MPT) (Nicholls a Ferguson, 2001). Aktivace
MPT vede k volné propustnosti vnitini mitochondridlni membrany pro protony
s ndslednym rozpiazenim oxidativni fosforylace. Dochdzi k iniku iontd a substratti do
velikosti 1,5 kDa do cytosolu, coz vede k osmotickym zméndm uvnitf mitochondrii

(Byrne et al., 1999; Lemaster, 1999).
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2.2. Toxické posSkozeni jater

Jatra jsou mistem biotrasformace a eliminace fady latek exogenniho i
endogenniho ptvodu. Jsou tak vyznamné exponovana ptipadnému toxickému ucinku
téchto latek. Mezi modelové hepatotoxické latky patii napt. tetrachlormethan,
galaktosamin, thioacetamid, acetaminofen a dal$i. Biotransformacnimi procesy vznikaji
nékdy toxiét&jsi intermediaty ve srovnani s pivodni molekulou. Casto jedinym nebo
vyznamné¢ participujicim mechanismem hepatototoxického ucinku je zvysSena tvorba

reaktivnich radikald.

2.2.1. Volné radikaly

V¢étSina volnych radikélu jsou derivaty kysliku — reactive oxygen species (ROS)
a derivaty dusiku — reactive nitrogen species (RNS). Jsou to velmi reaktivni latky, které
obsahuji jeden, nebo vice neparovych elektronti a jsou schopné nezavislé existence
(Southorn a Powis, 1988). Tyto latky jsou velmi heterogenni a vznikaji ve velké mife
pfi patologickych procesech. Volné radikaly vznikaji vSude tam, kde dochazi
k bunéénému poskozeni, ale velké mnozstvi vznikd v organismu i za fyziologickych
podminek (Droge, 2002). Jsou to latky, které velmi ochotné reaguji s rliznymi
organickymi molekulami (mastnymi kyselinami a lipidy, aminokyselinami a proteiny,
nukleovymi kyselinami, ale i stadou nizkomolekuldrnich metaboliti, koenzyml a
dalsich latek). Diky jejich reaktivit¢ se volné radikaly staly velmi vyznamnymi
prostfedniky pfenosu energie, faktory imunitniho systému a signalnimi molekulami
bunécné regulace. Za urcitych okolnosti vSak pisobi jako toxické latky, které oxiduji
bunééné komponenty a vedou k poskozeni nebo az ke smrti bunck (Thannickal a

Fanburg, 2000).

2.2.2. ROS

Volné radikaly a pfedevsim ROS vznikaji v organismu riiznymi mechanismy.
Ve velkém mnozstvi vznikaji béhem infekce a nemoci. Vyznamné mnozstvi volnych
radikalti vznika ¢innosti mitochondrii. Vzhledem k faktu, Ze mitochondrie se nachazeji
ve vétsing bunek, je jasné, ze dychaci fetézec je jednim z nejvétsSich producentti ROS.
Redukce kysliku v riznych ¢astech dychaciho fetézce generuje superoxidovy radikal

(O7). Diky své chemické povaze ma O,  tendenci pfijimat volné elektrony a vytvaret
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reaktivni radikdl O,". O;” je samovoln¢ nebo pomoci superoxiddismutazy (SOD)
metabolizovam na H,O,. H,O; je pak pomoci katalazy a peroxidazy rozlozen na vodu a
kyslik a nebo z n¢ho vznika dalsi reaktivni radikal HO' (hydroxylovy radikal) (Obr. 5).
Z toho vyplyva, ze tvorba energie, kterd je nezbytnad pro zivot organismu, je vzdy
spojena s tvorbou ROS (McCord, 1993; Siegel et al., 1999). Vedle redoxniho systému
dychaciho fetézce a cytochrom P450 monooxygenazy existuje jesté fada dalSich zdroji
ROS. Mezi né patii napf. xantinoxidaza, cyklooxygenaza, lipoxygenaza,
mitochondrialni oxygenaza, NO-syntdza a NADH/NADPH oxidaza (Siegel et al.,
1999). Volné radikaly vznikaji také plisobenim ionizujiciho zafeni s biologickymi
molekulami (Reily, 1994). Pii vétsi produkci volnych radikali dochazi k jejich

akumulaci v organismu, coz ma za nasledek navozeni oxida¢niho stresu.

SOD Catalase

l Cu () ] Fe (I)

02 —_— 02-- _— H202 _— H20 + 02

T

NADHMNADPH oxidase

Kanthine oxidase NO Fenton reaction
ipoxygenass

Cycloxygenase

450 monooxygenase

Mitoohondrial oxidatives

ONOO- ‘OH

Obr. 5: Zdroje ROS tvorené endogenné buiikami a klicové metabolické cesty. Prevzato z

(Yoshizumi et al., 2001).

ROS nejsou jen vedlejsi produkty metabolismu, ale maji i fyziologickou funkci.
ROS funguji jako dulezité signalni molekuly (Alberts et al., 1994; Elliott WH a Elliott
DC, 1997). ROS a Ca®" zajistuji komunikaci mezi mitochondriemi, jadrem a zbytkem
bunky (Brookes et al., 2002). Reverzibiln¢ modifikuji nékteré proteiny a méni tak jejich
enzymovou aktivitu (Orrenius, 2004). Jejich dal$i vyznamnou funkci je zapojeni
v procesu fagocytdzy. Vznikaji pfi enzymatickych interakcich fagocyti a makrofagl
béhem aktivace imunitniho systému. Neutrofilni leukocyty a makrofagy pouzivaji volné
radikaly k odstraiiovani zbytkdi mrtvych bun€k a hlavné k usmrcovani bakterii. Jejich
plazmatickd membrana je vybavena enzymovym komplexem — NADPH-oxid4azou.

Tento komplex se po pohlceni cizi Castice aktivuje a redukuje kyslik na superoxid.
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Dochazi k respiracnimu vzplanuti. Vznikajici superoxid se méni na peroxid vodiku a
dale na hydroxylovy radikal. Dal§i enzym, ktery obsahuji fagocytujici builky, je
myeloperoxidaza, ktera katalyzuje tvorbu kyseliny chlorné zperoxidu vodiku a
chloridovych ionti. Kyselina chlornd reakci se superoxidem déava vzniku dalSimu
hydroxylovému radikalu (Babior, 1978).

Hladina volnych radikdlti musi byt udrZzovana na nizké urovni a je regulovana
pomoci antioxidacnich systémill. VycCerpani téchto ochrannych systémi vede poruseni
redoxni rovnovany a k naslednému poskozeni a ptipadné az ke smrti buiiky (Lee a Wei,

2005).

2.2.3. Oxidacni stres

Poruseni rovnovahy mezi tvorbou a odstranovanim reaktivnich forem kysliku a
dusiku se nazyva oxidacni stres. MiiZze byt vyvolan bud’ nadmérmou produkci ROS,
RNS nebo nedostatecnou funkei antioxidaéniho systému, piipadné¢ kombinaci obou
faktord. Mezi hlavni pfi¢iny oxidac¢niho stresu patii infekce, zanéty, toxemie, hypoxie-
ischémie, xenobiotika (produkty metabolizmu 1ékti, chemikalii, toxini), dale
hyperglykémie, hyperlipidemie, onkotické procesy a zvySena metabolickd aktivita.
Kromé toho starnouci organismus (buiika) podléhd v urcité fazi svého Zivota

oxida¢nimu stresu (Djordjevi¢, 2004).

2.2.4. Hlavni disledky oxidacniho stresu

Buiikky obvykle sndsi mirny oxidacni stres, ktery casto vyusti v zesilenou
regulaci syntézy antioxidantd, které maji zajistit novou rovnovahu oxidac¢niho-
antioxida¢niho systému. Mirny oxidacni stres mlze zesilit obranné mechanismy tak,
aby chranily organismus pfed mnohem siln€jSim oxida¢nim stresem. Tyto adaptacni
mechanizmy Casto vyusti ve zmény v genové expresi, které maji za nasledek zvySeni
antioxida¢ni obrany. Adaptace n¢kdy ale nestaci zajistit dostate¢nou ochranu a
pretrvavajici oxidacni stres vede poruseni homeostazy bunék. Bunky vstupuji do stavu
prodlouzenych bunéénych zmén, které vedou k poskozeni az ke smrti buniky (Halliwell
a Gutteridge, 2003). V disledku oxida¢niho stresu dochdzi k oxidaci DNA,
lipoperoxidaci a oxidaci SH skupin proteinii (Kaplowitz et al., 2002).
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2.2.4.1. Poskozeni DNA

ROS, hlavn€ hydroxylovy radikal (HO"), reaguji s deoxyribézou a modifikuji
baze nukleovych kyselin. Primarni reakci HO s DNA je vyjmuti vodikového atomu
z deoxyribozy, coz vede k destrukci sacharidu a pteruseni fetézce. HO se také snadno
vaze na purinové a pyrimidinové baze, za vzniku jejich hydroxyderivatid. Vysledkem
téchto reakci mlze dojit k chybnému péarovani bazi pii replikaci DNA a zavedeni
chyby do genetick¢é informace. PoSkozeni DNA vede k mutacim, pferuSeni
polynukleotidového fetézce, ke vzniku kovalentnich vazeb mezi DNA a proteiny.
V konecném dusledku to mize vest k inhibici proteosyntézy nebo k indukci apoptozy,
starnuti bun¢k a az k nekontrolovatelné proliferaci bun¢k (Geerts et al., 1994,

Rice-Evans a Bruckdorfer, 1992; Wang a Hu, 2000; Wang et al., 1998).

2.2.4.2. Lipoperoxidace

Polynenasycené mastné kyseliny (PUFA — mastné kyseliny s vice dvojnymi
vazbami) v bunécnych membranach reaguji s ROS za vzniku peroxidovych radikald.
Nejprve vznikaji tzv. prvotni intermediaty lipidové peroxidace. Tyto intermediaty jsou
velmi reaktivni a rychle se pfeménuji na stabiln¢jsi formy. V prvnim kroku reaguje HO
s dvojnou vazbou mastné kyseliny lipidové molekuly (LH) (LH + HO => L' + H;0).
Dojde k vytrzeni vodiku z molekul lipidi v bunééné membrang. Tim z mastné kyseliny
nebo lipidové molekuly vznika uhlikovy radikal (L), ktery spusti fetézovou reakci,
vniz nové vzniklé¢ volné radikdly lipidovych membran reaguji s dalSim volnym
radikalem. Vznikly L' velmi ochotné reaguje s molekularnim kyslikem. Vysledkem
reakce je peroxylovy radikal (LOO’) (L' + O, => LOO"). LOO' je schopen vytrhnout
elektron z mastné kyseliny sousedniho lipidu, ktera se tak stavd novym radikélem,
zatimco peroxylovy radikal se pfeméni na lipidovy hydroperoxid (LOOH) (LOO" + LH
=>LOOH + L"). L opét reaguje s O, a cely cyklus se opakuje. Radikalova reakce se tak
v lipidech propaguje, dokud se radikal PUFA nesetka sjinym radikdlem (pfipadné
s vitaminem E), kdy se fetézova reakce ukonci vznikem stabilni slouceniny (terminace).
Tim vSak zmény v lipidech nekonci. Vysledkem ptedchozich reakci jsou hydroperoxidy
a cyklické peroxidy mastnych kyselin. Peroxidové radikaly mohou zpusobit znacné
poskozeni DNA a mohou byt jednou z mutagennich slozek oxida¢niho stresu.
Peroxidové radikaly se pfeméiiuji v kone¢né produkty lipoleroxidace. Vznikaji reaktivni
aldehydy, napf. malondialdehyd (MDA), které reaguji s proteiny, za vzniku
kovalentnich sloucenin (Esterbauer et al., 1988; Madan et al., 2006; Tuma, 2002). Tyto
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latky (MDA) maji delsi biologicky poloCas a lze je pouzit jako markery stupné
lipoperoxidace. Hydroperoxidy (LOOH) se chemicky chovaji stejné jako peroxid
vodiku, tj. jsou pomérné stabilni, dokud se nesetkaji s tranzitnimi kovy, které katalyzuji
Fentonovu reakci. Jde o dvojmocné Zelezo a jednomocnou méd’, které reaguji s LOOH
za vzniku alkoxylového radikalu (LO’) LOOH + Fe*™ (Cu") => LO" + Fe*" (Cu*") + OH
(Siegel et al., 1999). Tyto zmény ve struktuie membranovych lipidi vyvolavaji zmény
v propustnosti membrdn a vyznamné narusuji jejich funkce, jako je transport iontd,

rozpoznavani a signalizace receptorti a poruSeni osmotickych gradientii (Tuma, 2002).

2.2.4.3. Poskozeni proteini

Dal8im cilem plsobeni volnych radikaldi jsou proteiny. Nékteré ROS a RNS
mohou bezprostiedné oxidovat aminokyselinové zbytky. Pfi oxidaci prolinu dojde
k pferuseni peptidového fetézce (Davies a Dean, 1997). Dochdzi k oxidaci
membranovych proteint (transportnich kanalt), lipoproteinti (LDL, VLDL) a enzymu.
Nésledky téchto reakei jsou pro funkci bunék velmi zavazné. Enzymy méni svou
aktivitu, transportni kanaly nejsou schopny udrZet iontovou homeostazu buiiky.
V cytosolu se hromadi Ca®" jonty, ¢imz se aktivuji protedzy a fosfolipazy. Méni se
pocet SH skupin proteini a modifikované aminokyseliny vedou ke vzniku novych

antigennich determinant a k rozvoji autoimunitnich reakeci.

2.2.5. Antioxidacni ochranny systém
Sav¢éi mitochondrie maji nékolik mechanismt, kterymi eliminuji vznikajici
volné radikaly (Obr. 6). Pfestoze pfi bunééném dychani dochazi neustdle k produkci

ROS, jsou tyto molekuly dostatecné odstranovany a udrZzovany na nizké hladiné

(Andreyev et al., 2005; Qu et al., 2001).

Antioxida¢ni systém bunék je slozen zenzymatickych a neenzymatickych
antioxidantli. Mezi antioxidacni enzymy patfi:
- superoxiddizmutaza, ktera katalyzuje reakci 20,” + 2H" => H,0, + O,
- katalaza, ktera rozklada peroxid vodiku H,O, => H,0 + O,
- glutathionperoxidaza, ktera katalyzuje reakci 2GSH + 2H,0, => 2H,0 + GSSG
- glutathionreduktaza, redukujici glutathion GSSG + NADPH + H" => 2GSH + NADP"
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Obr. 6: Mitochondrialni ROS a antioxidacni sit’. Pievzato z (Turrens, 2003).

Neenzymatické antioxidanty Ize rozdé€lit na vysokomolekuldrni a
nizkomolekuldrni endogenni antioxidanty. Mezi vysokomolekularni antioxidanty lze
zaradit latky, které jsou schopné vazat prechodné prvky (zelezo a méd’) a ménit jejich
oxidoreduk¢ni vlastnosti. Jedna se o transferin, laktoferin, feritin, haptoglobin,
hemopexin a ceruloplazmin. Reaktivitu volnych radikal téz ovliviuji thiolové skupiny
nékterych proteind, napf. albumin, ktery je schopen vazat Cu®" ionty (Attich et al.,
1994; Aust, 1995; Reilly a Aust, 1998).

Mezi nejdulezitéj§i neenzymaticky (nizkomolekuldrni) antioxidant patfi
glutathion. Glutathion je tripeptid (y-L-glutamyl-Lcysteinyl-L-glycin), ktery se
v bunikach vyskytuje ve velmi vysokych koncentracich; cca 1 - 10 mM (Pastore et al.,
2003). Nejvyssi nitrobunééné koncentrace v lidském téle jsou nalézany v hepatocytech,
leukocytech, erytrocytech ¢i bunkach ledvin. Struktura této molekuly je zajimava diky
pritomnosti y-glutamylové vazby, ktera brani proti naStépeni nejriiznéjSimi peptidazami.
Glutathion také disponuje SH skupinou cysteinového zbytku, kterd zodpovidad za
vétsSinu z jeho dulezitych funkci a umoznuje snadné zapojeni do mnoha oxidacné-
redukénich pochodl. V organismu prevazuje jeho redukovand forma (GSH). GSH se
velmi snadno oxiduje a s dalSi molekulou GSH tvoii glutathiondisulfid (oxidovany
glutathion — GSSG) (Rousar et al., 2005). Hlavni funkci glutathionu je spolutcast na

nejruznéjSich antioxidacnich pochodech v buiikach. Diky svym vlastnostem dokdze
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GSH pifimo eliminovat hydroxylovy radikal, ktery zpisobuje tézka poSkozeni vétSiny
biomolekul zasluhou své vysoké reaktivity. Glutathion téZ udrzuje v redukované formé
sulthydrylové skupiny proteind, cysteinu a koenzymu A. Dalsi dilezitou antioxidacni
ulohou tohoto tripeptidu je schopnost reparace DNA poskozené volnymi radikaly,
stejné jako regenerace dalSich antioxidanti — vitaminu C ¢i a-tokoferolu (DeLeve a

Kaplowitz, 1991).

2.2.6. Mitochondrie a ROS

Bylo prokézdno, ze vétSina hepatotoxickdch latek zplisobuje peroxidacni
poskozeni bunék (Jaeschke et al., 2002). Buiiky produkuji ROS rGznymi enzymovymi i
neenzymovymi reakcemi. Mitochondrie jsou povazovany za jednoho z nejvétSich
zdrojit ROS v buiice (Boveris a Chance, 1973; Turrens, 2003). Uvadi se, ze 1 - 2% O
konzumovaného mitochondriemi podléhd jednoelektronové redukci za vzniku
superoxidového radikélu, coz je prekurzor ostatnich ROS (Boveris a Chance, 1973).
Produkce ROS je komplexné¢ regulovana -elektrochemickym membranovym
potencidlem a zavisi na aktivité respirace (Brookes et al., 2005; Nohl et al., 2005;
Starkovet a Fiskum, 2003). Za nejvyznamnéjs$i producenty ROS jsou povaZovany
komplex I, ktery tvoii O," na matrixové stran¢, a komplex III, ktery produkuje O,"
autooxidaci ubisemichinonu na obou strandch membrany (Brookes et al., 2005; Han et
al., 2003; St-Pierre et al., 2002). O,” vznikajici na matrixové stran¢ nepronika
membranou a zlstava v matrix. O, produkovany na vné&jsi strané se mize do cytosolu
dostat pres VDAC (voltage dependent anion channel) (Han et al., 2003). Za vysokého
membranového potencidlu je respirace inhibovana, prodluzuje se zivotnost
redukovanych elektronovych pienasecti a roste produkce ROS. Mirné rozptazeni
oxidativni fosforylace stimuluje respiraci a snizuje produkci ROS. Toto rozptrazeni je
ziejm¢e zprosttedkovano mastnymi kyselinami ve spolupraci s riznymi transportnimi
komplexy (ANT, glutamat/malat antiportem, UCP) (Brookes et al., 2004; Skulachev,
1999). Mirné rozpiazeni je pravdépodobné prvni obrannou linii pted vznikem ROS. O,”
muze byt v mezimembranovém prostoru oxidovéan solubilnim cytochromem c, ktery je
nasledné reoxidovan COX. Elektron se tak vraci zpét do dychaciho fetézce (Skulachev,
1999).

V literatuie existuje mnoho udaji, které popisuji peroxidani poskozeni

jednotlivych enzymatickych reakci probihajicich v jaternich mitochondriich (Kennedy
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et al., 1992; Kmonickova et al., 2001; Kowaltowski a Vercesi, 1999; Kiivakova et al.,
2007; Nieminen et al., 1997; Nulton-Presson a Szweda, 2001). Byly téz prezentovany
vysledky (Drahota et al., 2005), které ukazuji, Ze existuje rizna citlivost NADH- a
FAD-dependentnich substratii k peroxidacnimu poskozeni. Nicméné doposud chybi
dostate¢né mnozstvi dikazii, které by porovnaly a dostatecné vysvétlily citlivost
riznych enzymovych reakci, které jsou zodpovédné za peroxida¢ni poSkozeni

mitochondrii.

2.2.7. Terciarni butylhydroperoxid

Jako modelovou latku pro hodnoceni oxida¢niho stresu lze pouzit terciarni
butylhydroperoxid (t-BHP). Je to latka, ktera navozuje oxidacni poskozeni bunék. Jedna
se o organicky hydroperoxid, ktery ale neni odbourdvan mitochondrialni katalazou,
takZe se hodi pro objektivni hodnoceni stupné poSkozeni bun€k (Chance et al., 1979).
V zavislosti na dob& plsobeni a pouzit¢ davce vede az ke smrti bunc¢k (Imberti et al.,
1993). t-BHP je v hepatocytech metabolizovan glutathion-peroxiddzovym systémem,
coz vede k oxidaci glutathionu a nasledné pyridin nukleotidi (NAD(P)H) a ke zméné
redoxniho stavu bunék (Ahmed-Choudhury et al., 1998; Cervinkova et al., 2002). Druha
cesta odbourdvani je pomoci cytochromu P450, kterou je t-BHP pireménén na
peroxylové a akoxylové radikaly. Tyto radikéaly opét vedou k poskozeni bunky (Davies,
1989). t-BHP snadno prochéazi biologickymi membrdanami a tak v bunkéch ptisobi na
rizné¢ kompartmenty. Mechanismus poSkozeni hepatocyti t-BHP spociva v poruse
homeostazy Ca**, indukei lipoperoxidaénich reakei a poskozeni mitochondrii provazené
inhibici tvorby ATP (Masaki et al., 1989; Nieminen et al., 1995). ZvySena intracelularni
koncentrace Ca®" vede k poruse permeability membran, narueni osmotické rovnovahy
a k bobtndni mitochondrii (Lemasters et al., 1999). Tyto ucinky t-BHP vedou
k letalnimu poskozeni bundk (Cervinkova et al., 2002).

2.2.8. Trijodtyronin

Ucinky hormoni §titné zlazy na bunécny metabolismus jsou znamy fadu let.

vvvvvv

kodovanych jak v jadfe, tak 1 v mitochondriich. Trijodtyronin indukuje déje, které

vedou ke zménam ve slozeni lipidd mitochondridlnich membran, zvySuje aktivitu
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adenin nukleotidovych translokédz a stimuluje buné¢nou respiraci (Kalderon et al., 1995;
Venditti et al., 2006). Je obecné uznavano, Ze aerobni metabolismus zvySuje tvorbu
ROS a také skutecnost, Ze hormony §titné zlazy zvySuji aktivitu respiracniho fetézce.
Hypertyreoza vede ke zvyseni bazalniho metabolismu, ktery je asociovan se zvySenim
bunéného dychéani v cilovych tkénich, jako jsou jatra, ledviny, srdce a kosterni
svalovina (Schwarz a Oppenheimer, 1978; Venditti et al., 2003). V nedavné dob¢ se
podafilo prokazat, Ze hypermetabolicky stav indukovany hypertyredzou ma za néasledek
oxidacni poskozeni tkani. Schopnost hormont §titné zlazy navodit oxidacni stres lze
demonstrovat zvySenou lipoperoxidaci v jatrech, srdci a ve svalech u hyperthyre6znich
potkanii (Tapia et al., 1999). Naopak jsou prace, které¢ uvadi, ze trijodtyronin (T3)
pusobi spiSe jako antioxidant (Grant, 2007).

2.2.9. Metody hodnoceni oxidacniho stresu

Moznosti stanoveni miry oxidacniho stresu v bunkach (tkdnich, orgénech) je
mozné rozdélit celkem do tfi skupin. Prvni skupinu metod tvofi pfima stanoveni hladiny
volnych radikalti (superoxid, hydroxylovy radikal), coz umoziiuje napf. metoda
elektronspinové rezonance nebo spektrofotometrické stanoveni ROS s vyuzitim
fluorescencnich sond. Dal§i moznosti je detekce latek, které specificky vznikaji
nasledkem reakce volnych radikdlti s nejriznéjsimi biomolekulami. Takto je mozné
detekovat produkty poSkozeni DNA pomoci metod vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) ¢i hmotnostni spektrometrie (MS), latky vznikajici
lipoperoxidaci mastnych kyselin, jako jsou MDA, konjugované dieny,
4-hydroxynonenal ¢i specifické izoprostany (vyuziti HPLC a spektralnich metod) a
karbonylové slouceniny, které vznikaji nasledkem oxidace proteini (HPLC, Western
blotting, MS). Tteti skupinou stanoveni, kterd poskytuji informace o oxidacnim stavu
bunck, je analyza tzv. antioxidantl. Napf. stanoveni poméru oxidovaného a
redukovaného glutathionu (Rousar et al., 2005). Glutathion se vyskytuje celkem ve
dvou forméch — redukované (GSH) a oxidované (GSSG). Pomér mezi t€émito dvéma
formami informuje o oxida¢nim stavu uvniti bun¢k, pfitom za fyziologického stavu je
intracelularné vice nez 99% glutathionu ve formé¢ GSH (Deneke a Fanburg, 1989).
Béhem nejriiznéjsich patologickych déji se ale tento pomér velmi intenzivné méni
ve prospech oxidované formy, a proto muze slouzit pro posouzeni oxidacné-redukéniho

stavu uvniti bun¢k (Rousar et al., 2005).
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Mezi dal$i metody, pomoci ktery lze hodnotit oxidacni stres patii méieni
spotieby kysliku pomoci High Resolution Oxygraph OROBOROS 2k. Pomoci tohoto
piistroje lze hodnotit vliv prooxidacnich latek na aktivitu jednotlivych komplexii
dychaciho fetézce. Déle méfeni zmén membranového potencidlu  pomoci
fluorescenc¢nich sond (Safranin O, Rhodamin 123) a sledovani bobtnani mitochondrii,

jako indikatoru zmén v propustnosti mitochondrialnich membran.

2.3. MPTP

Primarni roli mitochondrii je tvorba ATP, ktery je nezbytny pro zajiSténi
fyziologickych funkci bun€k. V poslednich letech se sttedem z4jmu stala centralni role
mitochondrii v procesu fizeni bunééné smrti. Role mitochondrii v procesu bunécéné
smrti je velmi komplexni. Nicméné klicovou roli jak v procesu apoptozy, tak i nekrdzy
hraje jev zvany Mitochondrial permeability transition (MPT). Koncem 90. let minulého
stoleti byl MPT charakterizovan jako Ca®’-indukovana propustnost vnitini membrany
mitochondrii. Indukce MPT vede k volné propustnosti vnitini mitochondrialni
membrany pro protony s naslednym rozptazenim oxidativni fosforylace a uniku iontti a
substratii do velikosti 1,5 kDa do cytosolu. Pfi¢inou MPT je otevieni Mitochondrial
permeability transition pore (MPTP). Tento pdr ovliviluje cela fada faktorli, mezi néz
patii napf. porucha homeostazy Ca*" nebo anorganického fosfatu &i zvysena tvorba ROS
(Byrne et al., 1999; Lemaster, 1999).

MPT je spojeny s masivnim bobtndnim mitochondrii, které je doprovazené
vysokou koncentraci Ca** v matrix mitochondrii. MPT byl zpo&atku povazovan za
disledek nespecifického poskozeni vnitini mitochondridlni membrany vlivem
fosfolipaz. Nicmén¢, pocatecni studie prokazaly, ze jde o por, ktery je zodpovédny za
tento proces (Crompton et al., 1987; Haworth a Hunter, 1979; Hunter a Haworth 1979).
MPT vznika v dasledku zvysené koncentrace Ca®” v matrix mitochondrii, nebo
v disledku puasobeni oxidacniho stresu, coz vede k otevieni nespecifického poru
ve vnitini mitochondridlni membrané¢ (MPTP). MPTP umoziuje priachod molekul
mensich nez 1,5 kDa pfes vnitini memrénu. Pfi otevieni tohoto poéru dochazi
k vyrovnani koncentraci vSech soluti rozpusténych v roztoku, které prochazi pies
vnitini membranu. Vysoka koncentrace proteinti v matrix mitochondrii, které nemohou
prochézet touto membranou pak zptlisobuje zvySeni koloidné osmotického tlaku, ktery

vede k rozsahlému bobtnani mitochondrii (Crompton, 1999; Halestrap, 1999).
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2.3.1. SloZeni MPTP

MPTP je Ca>" dependentni, cyklosporin A senzitivni kanal, ktery se nachézi
v mistech kontaktu vnitini a vnéj$i mitochondridlni membrany. MPTP byl definovan na
zakladé farmakologickych a biochemickych vlastnosti. Jde o multiproteinovy komplex,
jehoZz sloZeni neni zatim jednoznacné definovano. Soucasti tohoto kandlu je napétové
tizeny kanal voltage dependent anion selective channel (VDAC) vnéjsi membrany,
adenin nukleotidovy translokator (ANT) vnitini membrany, cyklofilin D (Cyp D) a fada
dalSich proteinti jako je hexokinaza, Bax, Bid a kreatinkindza jsou soucasti tohoto

komplexu (Obr. 7) (Connern et al.,1994; Crompton et al., 1998; Halestrap, 2002).
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Obr. 7: Jednotlivé ¢asti MPTP. Prevzato z (Desagher a Martinou, 2000).

2.3.2. Funkce MPTP

V podminkach in vitro, otevieni MPTP vede primarné k depolarizaci membran a
sekundarné k bobtnani mitochondrii. V podminkach in vivo se MPTP podili na regulaci
koncentrace Ca®" v matrix, pH, transmembranového potencialu, a objemu. V tomto
pfipadé otevieni tohoto poéru hraje dilezitou roli pifi toxickém, hypoxickém, Cci
oxidacnim poskozenim bunky (Bernardi, 1996). MPT je zapojen jak do procesu
apoptdzy, tak nekrozy bunck (Crompton, 1999, Kroemeret a Reed, 2000).

Zvysena koncentrace Ca’’, anorganického fosfatu (Pi) v matrix mitochondrii,

oxidacni stres a deplece adenin nukleotidi vede k otevieni MPTP. Otevieni poru je za
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jistych podminek reverzibilni a pravdépodobné piedstavuje fyziologicky mechanismus
odstranéni nebezpecnych latek z mitochondrii (Montero et al., 2001; Zorov et al., 2000).
Muze téz jit o signal, ktery vysilaji poSkozené mitochondrie a vede k odstranéni téchto
mitochondrii procesem zvanym mitoptéoza (Lyamzaev et al., 2004; Skulachev et al.,
2004; Skulachev, 1999). Nasledkem delsiho otevieni poru je ale kolaps membranového
potencialu a poruseni osmotické rovnovéahy. V diisledku vyrovnani iontovych gradientii
dojde k ptestupu vody. Osmoticka rovnovéha se stava zavislou na vysokomolekularnich
latkach, které nemohou prochazet porem. Jelikoz je koncentrace téchto latek vyssi
v matrix, dochdzi k masivnimu nabobtnani mitochondrii a prasknuti vnéjsi
mitochondrialni membrany (Lemasters, 1999, Skulachev, 1999). To vede k uvolnéni
intermembranovych komponent do cytoplazmy a indukci apoptoézy. Déle zde dochazi
k depolarizaci mitochondridlnich membran, kterd méa za nasledek inhibici oxidativni

fosforylace a stimulaci ATP hydrolaz (Halestrap et al., 2002).

2.3.3. Faktory, které reguluji MPTP

MPTP se oznaluje jako Ca’" dependentni, cyklosporin A senzitivni kanal. Na
regulaci MPTP se podili fada faktori. Mezi nejznamé;jsi induktory MPTP patii porucha
homeostazy Ca*" nebo anorganického fosfatu & zvysena tvorba ROS (Byrne et al.,
1999; Lemaster, 1999). Nejznaméjs$im inhibitorem tohoto péru je cyklosporin A (CsA),

ktery se vaze na cyklofilin D a tim ovliviiuje jeho schopnost navazat se na MPTP.

2.3.3.1 Swelling mitochondrii a MPTP — dependentni a independentni mechanismy

Studia hormonalni regulace jaterniho metabolismu demonstrovaly, ze stimulace
bunécné respirace a oxidativni fosforylace jsou kritické body pii aktivaci tohoto poru
(Halestrap, 1994). Podafilo se prokazat, Ze zvySeni mitochondrialni koncentrace
Ca®* vede k aktivaci tii kalcium senzitivnich mitochondrialnich dehydrogenaz
(pyruvatdehydrogenaza, isocitratdehydrogenaza a  2-oxoglutaratdehydrogenaza).
Zvyseni NADH/NAD" pak stimuluje dychani s naslednou produkci ATP (McCormack
et al., 1990). Nicméné vzestup NADH je jen piechodny a je nasledovan poklesem na
puvodni Uroven, avSak rychlost respirace a produkce ATP zlistavaji zvySeny. ZvySeni
matrixového objemu stimuluje oxidaci NADH tim, Ze zvysuje rychlost toku elektronti
z komplexu I na ubichinon (Halestrap, 1994; Halestrap, 1989). Kalcium dependentni

/v ’ . y . . o y + . o v . ,
zvySeni matrixového objemu je zpusobené vstupem K iontli. Tato zména v iontové
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rovnovaze vede k osmotickému nasavani vody (swelling mitochondrii). Rozsahlé studie
tohoto péru vedou k zavéru, ze protein odpovédny za tento transport je ANT. Jde
o protein, ktery je soucésti vnitini membrany a jehoz roli je za normalnich podminek
translokace ATP a ADP pies vnitini membranu. Pokud nejsou vazebna mista pro ATP a
ADP obsazena nukleotidy, coz se za danych podminek stdva jen ziidka, se ANT
konvertuje na kanal. Nicméng, pii zvysené koncentraci Ca®” v matrix mitochondrii
dochazi také k akumulaci pyrofosfdtu v matrix a mize pfechodné dojit k odstranéni

adeninovych nukleotidi z nékteré z ANT molekul (Halestrap, 1989).

2.3.3.2. Role Ca*”

Vzestup Ca”" v matrix je povazovan za primarni spousté¢, ktery vede k otevieni
MPTP. Koncentrace kalcia nutné pro otevieni tohoto poru je, ale siln¢ zavisla na dalSich
faktorech (Bernardi et al., 1999; Gunter a Pfeiffer, 1990; Halestrap, 1999). Je znama
cela fada faktord, které znatné zvysuji citlivost péru k Ca®" jontim. Mezi tyto faktory
patfi: oxidacni stres, deplece adenin nukleotidl, zvySena koncentrace anorganického
fosfatu a depolarizace mitochondrii. Za nizkoenergetického stavu je tento por také
citlivy ke konforma¢nim zménam v usporadani ANT a mize byt aktivovan také pomoci
karboxyatraktylosidu, piipadné inhibovan kyselinou bongkrekovou. Nizké pH (< 7.0) je
silnym inhibitorem MPTP, coz je diisledkem kompetice protoni s Ca>” o vazebna mista
(Bernardi et al., 1992; Halestrap, 1991; Haworth a Hunter, 1979). Vazebné misto pro
vapnik je daleZitym mistem v regulaci MPTP, nebot’ dalii bivalentni kationty (Sr*',
Mn®", Ba®" a Mg”") puisobi jako inhibitory tohoto poru (Bernardi, 1999; Haworth a
Hunter, 1979).

2.3.3.3. Role ROS

Nejznam&j§imi induktory MPTP jsou Ca®” ionty a ROS (Lemasters a Nieminen,
2001). Zvy3eni hladiny Ca*" stimuluje produkci ROS. ROS oxiduji volné thiolové
skupiny membranovych komplexi véetné ANT a méni jejich konformaci. Mohou také
oxidovat kardiolipin, coz ma za nasledek uvolnéni cytochromu c¢ z vazby na tento
fosfolipid (Petrosillo et al., 2004). Ca*" a ROS jsou navic signalni molekuly, které
ovlivituji transkripci gent. Ca®" a ROS spolu pii otevirani pora také spolupracuji a
vzajemné zvysuji svij ucinek (Brookes, 2004; Gordeeva et al., 2003; Iverson a

Orrenius, 2004; Kanno et al., 2004; Starkov et al., 2004)
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Fosfat a prooxidac¢ni Cinidla jako je napt. t-BHP navozuji MPT. Tento jev je
v piitomnosti Ca®* vyvolan zvysenim produkce ROS (Kowaltowski et al., 1995). ROS
atakuji SH skupiny proteind, které jsou soucasti mitochondrialnich membran, coz vede
k jejich oxidaci a vzajemnému propojeni (crosslinkage) (Bindoli et al., 1997; Castilho et
al., 1996; Castilho et al., 1995; Fagian et al., 1990). MPT navozeny oxidaci SH skupin,
je reverzibilni a to pokud v kratkém ¢asovém obdobi (10 - 20) minut dojde k od¢erpéani
Ca’" iontd (Castilho et al, 1996). Po tomto Gasovém obdobi se indukovana
permeabilizace membran stava ireverzibilni. Naproti tomu je v piitomnosti vysoké

koncentrace Pi (> 4 mM) permeabilizace membran nevratna prakticky okamzité, coz je

wrwe

2.3.4. MPTP a bunécna smrt

Mitochondrie mohou ovlivnit smrt bunky celou fadou mechanismil. Tyto
mechanismy se navzdjem piekryvaji. Dychaci fetézec je jednim z nejvétSich
endogennich zdroji ROS. Poskozeni dychaciho fetézce vede ke zvySené tvorbé ROS a
vycerpani kapacity antioxida¢niho ochranného systému (Wallace, 1999). SniZzena tvorba
ATP, poruSeni permeability mitochondridlni membrany a oxidaéni poskozeni Ca*"
translokdz vede ke zvyseni cytoplazmatické koncentrace Ca®” a nasledné aktivaci
nespecifickych hydrolaz. Zvysena produkce ROS aktivuje otevieni MPTP a miize vést
k apoptoze (Jakus a Lopuchova, 1999; Kadenbach, 2003; Kaplowitz, 2002; Tsujimoto
et al., 2006; Wallace, 1999; Wallace et al.,1997; Zhang et al., 2001). Propojeni
respiraéniho fetézce s MPTP a dalSich faktoru regulujicich tento por je uvedeno
v Obr. 8.

Apoptéza a nekroza jsou dva rozdilné typy bunécné smrti s odliSnymi
morfologickymi a biochemickymi znaky. Zatimco nekréza je casto vyvoldna vnéjSimi
vlivy, apoptdéza predstavuje striktné¢ regulovany proces zodpovédny predevsim
za odstranéni starych, poskozenych nebo nepotfebnych bunék (Kim et al., 2003;
Lemasters, et al., 2002; Lemasters, 1999;). Role mitochondrii v procesu bunécné smrti
je velmi komplexni. Vysoka intramitochondrialni koncentrace Ca>", Pi, ROS a dalgich
latek mé& za nasledek nespecifické zvySeni permeability vnitini mitochondridlni
membrany pro ionty a substraity do 1,5 kDa (Lemasters, 1999; Orrenius, 2004;
Scheffler, 2001). Otevieni poért vSak souvisi i s apoptozou. Pii prasknuti vnéjsi

mitochondridlni membrany jsou z mitochondrii uvolnény riizné proteiny vcetné
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cytochromu c. Cytochrom c¢ se vcytoplazmé vaze s APAF1 a dATP za vniku
apoptozomu, ten nasledn¢ aktivuje kaspazu 9. Nékteré proteiny jako AIF prochdzeji do
jadra, kde aktivuji endonukledzy (Bernardi et al., 1999; Honda et al., 2004; Lemasters,
1999; Orrenius et al., 2004). Apoptdzu spousti také navazani nekterych ligandi na
specifické receptory v plazmatické membran¢ (FAS, Apo-1, CD95, TNF-R atd.). Po
navazani ligandu je aktivovana kaspdza 8 a do mitochondridlni membrany jsou
integrovany proapoptické ¢leny Bcl-2 rodiny (Bid, Bax). TNF zvySuje produkci ROS.
V nékterych typech bunck apoptéza nevyzaduje UCast mitochondrii. (Andreyev a
Fiskum, 1999; Brustovetsky et al., 2002; Petrosillo et al., 2004; Scheffler, 1999).
Mechanismus uvolnéni cytochromu c bez prasknuti vnéj$i membrany neni jasny.
Predpoklada se ucast proapoptickych ¢lenti Bcl-2 rodiny a VDAC. Vzhledem k
tubularnimu uspofadani krist je mozné, Ze nabobtndni matrix a narovnani krist je
podminkou masivnéj§iho uvolnéni cytochromu ¢ do cytosolu (Petrosillo et al., 2004).

MPTP se tedy uplatiiuje jak pfi nekroze, tak apoptoze.

r ™
e
' . OXPHOS ADP

ATP

0 - Release of
apoptogenic
MnSOD peptides

mONA  Inner membrane J | Activntion of
caspases
QOuter membrane ) | nuclear DNA
fragmentation
Cytosol
Fatty acids APOPTOTIC
CELL DEATH

Obr. 8: Propojeni enzymovych komplexu respira¢niho fetézce s MPTP. Pievzato z Marin-

Garcia, 2005).
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2.3.5. Metody hodnoceni MPT

Pribéh MPT Ize u izolovanych mitochondrii sledovat pomoci né€kolika metod.
Jednou z hlavnich metod je hodnoceni bobtnani mitochondrii, které je asociovano
s poklesem rozptylu svétla. Pfi bobtnani mitochondrii dochédzi ke zméné€ indexu lomu a
tim nasledné¢ klesd mnozstvi rozptyleného svétla. Tento pokles Ize hodnotit
turbidimetricky jako pokles absorbance pomoci spektrofotometru pifi vinové délce
(520 nm).

Jako dalsi metodu lze pouzit hodnoceni zmén mitochondridlniho
membranového potencialniho (MMP) za pouziti fluorescen¢nich barviv nebo TPMP"
(Trifenylmethylfosfonium) elektrody. Mezi méné pouzivané metody patii méfeni
uvolnéného naakumulovaného kalcia pomoci kalcium senzitivnich barev nebo elektrod
a méfeni koncentrace ['*C] v sachardze, kterd prosla do mitochondrii. Jde o velmi
spolehlivou techniku, kterd ale vyzaduje specidlni pfistrojové vybaveni. Nevyhodou
téchto technik je to, Ze rozpojeni oxidativni fosforylace nemusi vzdy znamenat, Ze doslo
k otevieni MPTP. Proto je u této metody nezbytné doplnit méfeni o zaznam, kdy je
pouzit CsA jako specificky inhibitor MPTP (Crompton, 1999; Halestrap et al., 2002;
Halestrap, 1999).

Turbidimetrickd metoda, kterd se nejvice pouziva pro hodnoceni MPTP, ma
jednu nevyhodu a to, Ze neposkytuje presné hodnoty. Metoda poskytuje vysledky ve
form¢ kiivek, které charakterizuji jen pokles absorbance v Case. Z téchto vysledki 1ze
sice odvodit rozdily v rychlosti a rozsahu bobtnani, avSak z téchto kiivek Ize jen velmi
obtizn¢ ziskat ptesné udaje o kinetice sledované reakce nezbytné pro hodnoceni fady
ruznych faktort, které funkci kanalu ovlivituji. Proto jsme znacnou ¢ést prace vénovali
dopracovani nové metody pro hodnoceni funkce MPTP, kterou na nasem pracovisti

zacal pouzivat v ramci své diplomové (magisterské) prace Tichy (2006).
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3. CILE PRACE

Oxidacni stres je jednim z nejvyznamnéjSich mechanizmt, kterym toxické latky
pusobi na hepatocyty. Mitochondrie jsou nejen ¢astym cilem oxida¢niho poskozeni, ale
jsou povazovany za hlavni bunécny zdroj ROS. Studiu dopadu oxida¢niho stresu na
bunééné Urovni je vénovana jiz fadu let znacnd pozornost, detailni mechanismy
odpovédné za poskozeni bun¢k nejsou vSak dosud zcela objasnény.

Tato prace navazuje na piedchozi studie nasi laboratofe vénované vlivu
modelové prooxidacni latky (t-BHP). Cilem prace bylo detailni posouzeni zmén
energetického metabolismu izolovanych bunék, izolovanych mitochondrii a
kultivovanych hepatocyti po plsobeni t-BHP. Vyznamnou roli v poskozeni
mitochondrii zaujima jev zvany mitochondrial permeability transition (MPT). Dalsi
¢ast prace byla zamétena na studium tohoto jevu a péru (MPTP), ktery je zodpovédny

za tyto zmény v propustnosti mitochondrialnich membran.

Specifické cile:

1. Posouzeni peroxidacniho poskozeni hepatocytl v primarni kultute.

2. Studium vlivu t-BHP na zmény aktivit enzymi respiraéniho fetézce na

izolovanych mitochondriich jater potkana in vitro.

3. Optimalizace turbidimetrické metody pro méfeni bobtnani izolovanych

mitochondrii jako ukazatele MPT.

4. Studium ptimého uéinku t-BHP a T; na Ca**-dependentni MPTP in vitro.

5. Posoudit, zda zvysend tvorba ROS indukovana podanim T; potkaniim in vivo

ovliviiuje propustnost mitochondrialnich membran (MPT).

6. Studium citlivosti Ca*"-dependentniho MPTP na trovni tkani.

-33 -



4. METODIKY

4.1. Pouzité chemikalie

BéZzn¢ pouzivané chemikélie: NaCl, KCl, KOH, CaCl,, MgSO4.xH;0,
Na,HPO4.12H,0, KH,PO,4 a NaHCO; byly zakoupeny od firmy Lachema. Kolagenaza
(Collagenasa cruda) byla od firmy SEVAC. Ostatni chemikalie, pokud neni
specifikovano jinak, byly od firmy Sigma-Aldrich.

4.2. Laboratorni zvirata

Pokusy byly provedeny na dospélych potkanech, samcich kmene Wistar
o hmotnosti 200 az 240 g. Potkani byli chovani za standardnich podminek pfi
konstantni teploté 23 + 1°C, relativni vlhkosti vzduchu 55 + 10%, vyméné vzduchu 12 x
za hodinu a pfi 12ti hodinovém svételném rezimu. Potkani byli ustajeni v klecich po
Sesti. Potkani méli volny pfistup k vodé a potravé. Dieta pro potkany byla pouzita
komer¢né vyrabénd ST-1 dieta od firmy Velaz, Praha. Protokoly pokusi jak in vitro, tak
in vivo byly schvaleny Odbornou komisi pro ochranu zvitfat proti tyrani podle zdkona
¢.246/92 Sb. vplatném znéni, §17, 3c. pii Lékarské fakult¢ v Hradci Kralové,

Univerzity Karlovy v Praze.

4.3. Izolace hepatocyti

Pro izolaci hepatocytli jsme pouzili dvoustupniovou kolagenazovou perfuzi jater,
kterd byla zavedena vroce 1969 (Berry a Friend, 1969). Tento postup pozdéji
modifikoval Seglen (Seglen, 1976). Jde o metodu, pii které se jatra nejprve promyvaji
pufrem bez obsahu Ca”" iontii a nasledné jsou perfundovana roztokem s obsahem
kolagenazy a Ca®’ ionti. Absence vapenatych iontii v izolaénim médiu p¥i prvnim
kroku perfuze je nezbytna pro rozruSeni desmozomalnich spojii mezi buitkami, v dalSim
kroku je piitomnost Ca®" nutna pro funkci kolagendzy, ktera rozrusi extracelulérni
matrix. Vyhodou této metody je vysoky vytézek bunck (z 1 g jaterni tkdn¢ lze ziskat asi
40-60 x 10° hepatocytl) a malé poskozeni bun&k zpisobené izolaci (viabilita
85 -95%) (Berry et al., 1991), coz prokazuji 1 vysledky nasi laboratofe. Nejcastéji se

pouziva surova kolagendza izolovand z bakterii Clostridium histolyticum. Pouzitim
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¢isténé kolagenazy se dosahuje nizSich vytézki a viabilita ziskanych buné€k je také nizsi

(Berry et al., 1991; Cervinkova et al., 2007).

Princip metody

1. Perfuze (bez recirkulace) jater médiem bez obsahu Ca*" iontd.

2. Recirkulaéni perfuze jater médiem, které obsahuje kolagenazu a Ca®” ionty.

3. Jemné mechanické rozvolnéni tkang, které narusi adhezni sily mezi jednotlivymi
bunikami a nasledné se hepatocyty odde€li od ostatnich jaternich bun¢k pomoci

centrifugace.

Postup izolace:

Odbéry jater na izolaci hepatocytli byly provadény v eterové narkoze potkant.
Sténu biisni jsme zvifatim dezinfikovali jodovou tinkturou. Néastiihem klize a svaloviny
do tvaru pismene ,,V* jsme otevieli dutinu bfisni. Organy dutiny bfiSni jsme odsunuli
k levé strané téla zvifete, ¢imz jsme ziskali ptistup kv. cava inferior. Do v. cava
inferior jsme aplikovali heparin v davce 0,3 ml o koncentraci 833 m.j./ml (Heparin
Léciva, 10 ml o koncentraci 5 000 m.j./ml, fedény fyziologickym roztokem). Uvolnili
jsme si v. portae a vlozili pod ni podvaz. Do takto ptipravené v. portae jsme zavedli
kovovou kanylu, upevnili a napojili ji na perfuzni aparaturu (Obr. 9). Perfuzni roztoky
byly temperovany na 37°C. V prvnim kroku jsme jatra proplachli in situ roztokem bez
kalcia (roztok A), (slozeni roztoku A, viz nize). Disledkem perfuze doslo k rychlému
odbarveni jater, coz je zpisobeno vymytim krve izolatnim roztokem. Vlivem
promyvani dochazi ke zvétSeni jater. Aby nedoslo k mechanickému poskozeni bunék
zvySenym tlakem je nutné prostiihnout aortu a dolni dutou zilu. Nésledn€ jsme zastavili
praplach a co nejrychleji vyjmuli jatra z dutiny bfi$ni. Dalsi kroky izolace hepatocyti se
provadi uz v podminkach in vitro. Jatra jsme oplachli v kadince s fyziologickym
roztokem a upevnili do stojanku a poté dokon¢ili jejich proplach roztokem A. Celkovy
objem roztoku A pouzitého pro jednu izolaci je 200 ml. V dalsi ¢asti izolace jsme jatra
upevnéna ve stojanku ponofili do kadinky sroztokem B a zahdjili 14 min trvajici
recirkulac¢ni perfuzi jater roztokem B za konstantniho perfuzniho tlaku. Roztok B
obsahoval kolagenazu (Collagenasa cruda, SEVAC, Ceska Republika) a vapenaté ionty
(slozeni roztoku B, viz nize). Po 14ti minutich jsme jatra ponofili do Krebs-
Henseleitova média s hovézim sérovym albuminem (roztok C, viz nize). Jaterni tkan

jsme jemné¢ mechanicky rozvolnili. Suspenzi bun€k jsme piefiltrovali pres 4 vrstvy
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sterilni gazy pfimo do centrifuga¢ni zkumavky a centrifugovali (5 min, 28 g, 4°C;

Rotina 35R, Hettich). Supernatant jsme odsali a opakované resuspendovali roztokem C

a centrifugovali. Centrifugaci jsme opakovali tfikrat. Thned po izolaci jsme stanovili

viabilitu a denzitu izolovanych hepatocytd.

SlozZeni izolacnich médii:

Roztok A:

Roztok B:

Roztok C:

8 g NaCl; 0,4 g KClI; 0,0977 g MgS0O4.xH,0; 0,1206 g Na,HPO4.12H,0;
0,06 g KH,POy; 2,188 g NaHCOs; 0,19 g EGTA, do 1000 ml doplnéno
destilovanou vodou, 7 min syceno smési: 95% O, + 5% CO,, aby
vysledné pH bylo 7,3 - 7.,4.

4,8 g NaCl; 0,24 g KCI; 0,05862 g MgS04.xH,O; 0,07236 g
Na,HPO,4.12H,0; 0,036 g KH,PO4; 0,3528 g CaClL.2H,0O, 1,314 g
NaHCOj3; doplnéno do 600 ml destilovanou vodou, 7 min syceno smeési:
95% 0O, + 5% CO,, aby vysledné bylo pH 7.3 - 7,40; 0,045 g surové
kolagenazy do 200 ml recirkula¢niho roztoku.

6,9 g NaCl; 0,36 g KCI; 0,1441 g MgS04.xH;0; 0,13 g KH,POy;
0,374 g CaCl,.2H,0; 2 g NaHCOs3; 0,9 g glukozy, doplnény do 1000 ml
destilovanou vodou pro infuze; ptidat 1,333 g albuminu do 100 ml

C roztoku.

Obr. 9: Aparatura pouZivana K izolaci hepatocyti: Vodni lazen zahiiva perfuzni roztoky

v kadinkéch na 37°C, odtud jsou roztoky vedeny do zésobniku s izola¢nimi roztoky. Zasobnik je umistén

ptiblizné 40 cm nad kadinkami s izolaénimi roztoky, jednotlivé Casti perfuzni aparatury jsou spojeny

silikonovymi hadicemi o praméru 5 mm.
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4.4. Stanoveni viability izolovanych hepatocytii pomoci exkluze trypanové modri

Trypanovda modi je sodna sul toluidin-diazo-diamino-naftol-disulfonové
kyseliny, kterda ma schopnost prochazet plazmatickou membréanou do bunky. Buiiky,
které maji neporusenou plazmatickou membréanou, ji vylucuji zpét. Naopak v buiikach,

které ztratily vlivem poskozeni membranovy potencidl, se akumuluje.

Postup:

Pro stanoveni jsme pouzili 10 ul resuspendovanych izolovanych bun¢k, které
jsme napipetovali do 990 ul Krebs-Henseleitova média. 10 ul takto nafedéné suspenze
bun¢k (100 x) jsme na podloznim skli¢ku smichali s 10 ul 0,4% trypanové modii
(Tryptan blue, Sigma-Aldrich) pfikryli krycim sklickem. Pomoci svételného
mikroskopu (LABOVAL 4, CARL ZEISS, JENA) pii 200 nadsobném zvétSeni jsme
v 10 polich pocitali Zivé (neobarvené) a mrtvé (modie zabarvené) buiky. Vysledek se
udava jako pomér poctu zivych bunck k celkovému poctu hodnocenych bunék

v procentech.

4.5. Stanoveni po¢tu bunék

Izolované hepatocyty jsme opét naredili (100 x) v Krebs-Henseleitové médiu a
naplnili Biirkerovu komirku. Pocet bun¢k stanovujeme pocitdnim pomoci svételného
mikroskopu (LABOVAL 4, CARL ZEISS, JENA) stejné¢ jako se stanovuje pocet

krevnich elementu.

4.6. PouZziti suspenze hepatocyti

Hepatocyty pro kratkodobou inkubaci s testovanymi chemikaliemi nevyzaduji
kultivaci bun¢k adherovanych na vhodném povrchu. Pro pokusy lze pouzit suspenzi
izolovanych hepatocytii (Obr. 10A). Dostate¢na viabilita a funkéni aktivita hepatocytl
v suspenzi vSak pretrvava pouze po dobu nckolika hodin (4 -6 hod). Suspenze
hepatocyti (I milion bunék v 1 ml kultivaéniho média) se kultivuje v kultivacnich
lahvickach (Tissue Culture Flasks 50 ml, Becton-Dickinson) o objemu 50 ml v CO;,
inkubatoru (Sanyo, MCO-17AIC) v atmosféte s 5% CO, pii 37°C. Jako kultivaéni

médium se pouziva Krebs-Henseleitlv roztok.
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4.7. Primarni kultury izolovanych hepatocyti

Pro pokusy, které jsou casové narocné je potieba zajistit prezivani hepatocytii po
dobu delsi nez nckolik hodin. Pokud chceme udrzet specifické funkce a viabilitu
hepatocytil, je nutné zajistit pro izolované hepatocyty kontakty se sousednimi butikami
a dodat specifické substraty (Berry et al., 1991). Hepatocyty pro nase pokusy jsme
kultivovali na kolagenovanych Petriho miskach (sterilni polystyrenové misky o priiméru
60 mm), (Tissue Culture Dish 60 mm, Iwaki) potazenych kolagenem typu I. Kolagen
typu I (Collagen Type I from Rat Tail, Sigma-Aldrich) je Spatné rozpustny ve vodé a
proto ho je nutné rozpoustét v 20 mM kyseliné octové (2 mg kolagenu do 6,66 ml
20 mM kyseliny octové). 1 ml roztoku kolagenu se necha v kontaktu s povrchem
Petriho misky po dobu 10 minut. Po 10ti minutich kolagen odsajeme. Pfichyceny
kolagen obsahuje zbytky kyselin octové, které je nutné zneutralizovat. K tomuto ucelu
se pouzivaji 2 ml Krebs-Hensleitova roztoku nebo Williamsova E média. Diive nezZ se
hepatocyty nasadi na Petriho misky, fedi se na denzitu 1 milion bunck v 1 ml ve
Williamsové E médiu. Jde o médium, které je obohacené o nc¢které dalsi substraty (tzv.
kompletni Williamsovo E médium). SloZzeni média je uvedeno dale. Na kolagenované
Petriho misky jsme nasadili 2 miliébny hepatocyt na jednu misku (2 ml). Hepatocyty
jsme ponechali 2 hodiny v CO, inkubatoru (5% CO,, pii 37°C). Po této dob¢ se
hepatocyty ptichytily ke kolagenu a vytvorfily jednu vrstvu bunék tzv. monolayer. Po
odsati média a neptichycenych bunck bylo uz mozné vyuzit primarni kultury hepatocyta
pro naSe experimenty (Obr. 10B).

Do Petriho misek jsme aplikovali kompletni Williamsovo E médium, které
obsahovalo t-BHP (Fluka) v pfislusné koncentraci. Jako kontrolni skupiny jsme pouzili
hepatocyty, ke kterym bylo pfiddno pouze samotné kompletni Williamsovo médium.
Misky s médiem jsme nechali inkubovat v atmosféie s 5% CO,, pii 37°C a po
stanovenou dobu. Po jejim uplynuti jsme odebrali médium na biochemickd stanoveni.
Stanovovali jsme aktivitu laktatdehydrogenazy (LDH) a koncentraci MDA
v kultivaénim médiu. Bunky jsme pak nechali déle kultivovat nebo je vyuzili pro rizna
dal$i méfeni. Na naSem pracovisti se vyuzivaji ke stanoveni obsahu intraceluldrniho
GSH a méfeni MMP. Vzhledem k riziku kontaminace a znehodnoceni kultur, je nutné
veskerou manipulaci s bunikami, ale i s roztoky provadét v laminarnim boxu za

sterilnich podminek.
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Slozeni kompletniho Williamsova E média:

Do Williamsova E média bez L-glutaminu a fenolCervené (Biotech) je ptidano
fetadlni bovinni sérum (10%, Biotech), L-glutamin (2 mM, Biotech), penicilin
(200 IU/ml, Biotech), streptomycin (0,2 mg/ml, Biotech), inzulin (0,08 IU/ml, Actrapid

HM inj., Novo Nordisk), prednizolon (0,5 pg/ml, Solu-Decotin, Merck) a glukagon
(0,008 pg/ml), Glukagen (1 mg inj HYPOKIT, Novo Nordisk).

Obr. 10. A: I1zolované hepatocyty v suspenzi, B: 1zolované hepatocyty v primarni kultuie

4.8. I1zolace mitochondrii

K izolaci mitochondrii jsme pouzili metodu opakované centrifugace

v sachar6zovém médiu podle Bustamante et al. (1977).

Princip izolace:

Izolace mitochondrii je zalozena na nékolika po sobé jdoucich centrifugacich se
zvySujicim se poctem otacek. Pii kazdé z nich dochazi k sedimentaci jednotlivych frakci
puvodniho jaterniho homogenatu a v koneéném sedimentu zUstavaji izolované
mitochondrie. Ostatni bunécné slozky a rozpusténé bilkoviny jsou odstranény po

jednotlivych centrifugacich.
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Postup izolace:

Potkani jatra jsme odebirali v éterové narkdze. Oblast bficha jsme potieli
dezinfekénim roztokem. Nastiithem klize a svaloviny do tvaru pismene ,,V* jsme
otevieli dutinu bfisni. Organy dutiny bfi$ni jsme odsunuli k levé strané téla zvifete. Tim
jsme ziskali piistup kv. cava inferior. Zvitata byla usmrceno odebranim krve do
injeként stiikacky z bifurkace aorty a nésledné prostiiZzenim v. cava inferior. Jatra jsme
co nejrychleji vyjmuli z dutiny bfisni, zbavili je zbytkd nejaternich tkéni a opléachli
v ledovém fyziologickém roztoku. VSechny nasledujici kroky izolace jsme provadéli na
miskach s ledovou tfisti. Z jater jsme odebrali ¢ast tkané o hmotnosti 2 g. Jatra jsme
vcca 5 ml Cisttho H-média nastfihali na malé kousky. Poté jsme odlili H-medium,
ptidali 5 ml nového H-média a smés pielili do homogenizacni zkumavky. Smés jsme
homogenizovali ve sklenéném homogenizatoru s teflonovym pistem pii otackach
800 ot/min. Homogenat jsme nasledn¢ pielili do centrifuga¢ni zkumavky a doplnili
ledovym H-médiem na celkovy objem 20 ml (10% roztok). Cast homogenatu (0,5 ml)
jsme odebrali pro méfeni respirace a stanoveni koncentrace proteind. Zbytek jsme
centrifugovali (Rottina 35R, Hettich) po dobu 4 min pii 890 g a 4°C. Supernatant jsme
pres Ctyfi vrstvy gazy prefiltrovali do nové centrifugaéni zkumavky, doplnili ledovym
H-médiem na celkovy objem 20 ml a opét centrifugovali 15 min pi1 5 580 g a 4°C.
Po centrifugaci jsme opatrné odlili supernatant a sediment resuspendovali v 20 ml
ledového H-média. Suspenzi jsme centrifugovali 10 min pii 12 090 g a 4°C. Tento krok
jsme jesté jednou opakovali, stim ze sediment jsme resuspendovali jen v 10 ml
ledového H-média a centrifugovali 10 min pii 15 560 g a 4°C. Posledni sediment jsme
resuspendovali ve 2 ml ledového H-média a suspenzi izolovanych mitochondrii jsme
rozpipetovali do pfipravenych zkumavek (Eppendorf). VSechny kroky byly provadény
v ledové lazni. Pfed pouzitim suspenze izolovanych mitochondrii jsme folinovou

metodou urcili koncentraci proteinti (Lowry, 1951).

Slozeni izolacniho média:
- Izola¢ni médium (H-médium): obsahuje 40,08 g D-manitolu (220 mM); 23,96 g
sacharozy (70 mM); 0,477 g HEPES (2 mM) a 0,5 g BSA a dopliuje se do

1000 ml destilovanou vodou. Nakonec upravime pH na 7,2 pomoci KOH.
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4.9. Stanoveni aktivity laktatdehydrogenazy

Laktatdehydrogenaza (LDH) je enzym, ktery se nachazi v cytoplazmé, kde
katalyzuje pfeménu kyseliny pyrohroznové na kyselinu mlécnou a zpét podle prevahy
substratu. V podminkach in vitro ho lze vyuZzit jako citlivy ukazatel poSkozeni
plazmatické membrany bunék. V primarnich kulturach hepatocyti se LDH uvoliiuje
z poskozenych hepatocyti a kumuluje se vmediu, kde ho mizeme stanovit

(Berry et al., 1991).

Princip stanoveni:

LDH katalyzuje pfeménu laktatu a NAD" na pyruvat a NADH a H'. Rychlost
piemény NAD" na NADH lze stanovit fotometricky pii 340 nm jako nartist absorbance

NADH.

Postup:

Pro stanoveni aktivity LDH v médiu jsme pouzivali diagnostickou soupravu
LDH (Ecoline 15, Merk). Ctyfi dily reakéniho ¢inidla R1 jsme smichali s jednim dilem
reakéniho ¢inidla R2. Takto pfipravené médium jsem umisili na 20 min do termobloku
(Dry-block DB-3D, Techne), temperovaného na 37°C. Pro méfeni jsme pouzili
kfemennou kyvetu, do které jsme napipetovali 1 ml pfipraveného €inidla a 20 pl média
z bunécné kultury ¢i suspenze. Kyvetu jsme uzavieli parafilmem a otoCenim kyvety
jsme smés promichali. Méfeni jsme provadéli pomoci UV/VIS spektrofotometru
Shimadzu UV — 1601 pfi vinové délce A = 340 nm proti deionizované vode (blank).
Absorbanci jsme méfili 60 a 120 s po promichani (Cas ty a ¢as t;). Hodnota LDH se
udava jako enzymova aktivita LDH v jednotkach [U/1].

Hodnotu aktivity laktatdehydrogenazy jsme stanovili podle vztahu:

LD(U/N)=AAXxF
kde: AA = Ay - Ay; A = absorbance; F = koeficient (pro vinovou délku 340 nm je F = 8095)

SlozZeni reakcénich médii:

- Reak¢ni ¢inidlo R1: - fosfatovy pufr (50 mmol/l, pH 7,5)

- pyruvat (0,60 mmol/I)
- Reak¢ni ¢inidlo R2: - NADH (0,18 mmol/l)
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4.10. Stanoveni koncentrace malondialdehydu

Primérni produkty lipoperoxidace (hydroperoxidy) jsou velmi reaktivni a
nestabilni, proto je jejich detekce velmi obtizna. Pro stanoveni miry lipoperoxidace se
velmi dobfe hodi detekce sekundarnich oxida¢nich produkti (Fenaille et al., 2001).
Velmi ¢astou metodou pro hodnoceni stupné lipoperoxidace je stanoveni koncentrace
malondialdehydu (MDA) pomoci kyseliny 2-thiobarbiturové (TBA). MDA je
sloucenina, kterd vzniké peroxidaci polynenasycenych mastnych kyselin, napt. kyseliny

arachidonové.

Princip stanoveni:

Princip stanoveni MDA je zalozen na spektrofotometrickém méteni absorbance
kondenza¢niho produktu, ktery vznika reakci MDA se dvéma molekulami TBA
(Fenaille et al., 2001). Jde o velmi citlivou a nenarocnou metodu, ale je dilezité brat
v uvahu, ze TBA téz reaguje sriznymi dal$imi slouceninami, napf. s kyselinou
sialovou, s prostaglandiny, s deoxyribosou a s aldehydy (Lefevre et al., 1998). Vznikaji
tak produkty, které mohou s meéfenim interferovat. Béhem stanoveni navic muze
dochazet k autooxidaci lipidii. MDA téZ vznika i1 oxidaci jinych latek (Hong et al.,
2000). Pfes sva omezeni je tato metoda nejpouzivanéj§i pro hodnoceni stupné

lipoperoxidace.

Postup:

Me¢éteni jsme provadéli ve zkumavkach. Do zkumavek jsme napipetovali 1 ml
média odebraného z bunééné kultury nebo suspenze bunck a ptidali 1 ml reakéniho
¢inidla (vodny roztok 15% kyseliny trichloroctové, 0,37% TBA a 0,25% HCI).
Promichali pomoci tfepacky a poté jsme zkumavky umistili na 15 min do termobloku
(100°C). Nasledn¢ jsme reakéni smés nechali vychladnout na laboratorni teplotu a
centrifugovali (20 min, 1 590 g). Pomoci UV/VIS spektrofotometru Shimadzu UV —
1601 jsme zméfili absorbance pii 535 nm. Jako blank jsme pouzili 1 ml destilované

vody + 1 ml reakéniho ¢inidla, inkubovany za stejnych podminek.
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4.11. Méfeni respirace hepatocytii a mitochondrii

Pro stanoveni spotieby kysliku izolovanych mitochondrii nebo suspenzi
hepatocytii jsme pouzili High Resolution Oxygraph OROBOROS 2k (Obr. 11). Jde
o méfeni spotfeby kysliku pomoci modifikované Clarkovy kyslikové elektrody.
Stanoveni se provadi v uzaviené, temperované (30°C) komtirce o objemu 2 ml. Mé&ii se
mnozstvi kysliku, které biologicky material spotfebuje béhem své metabolické aktivity.
Uzavieny systém brani volné difuzi kysliku z okolniho vzduchu (Gnaiger et al., 2002;
Gnaiger, 2001; Hiitter et al., 2006). Vzorky se davkuji pomoci Hamiltonovy pipety nebo
1ze pouzit automatické davkovace. Ptistroj je téz vybaven michacim systémem, ktery
zajiSt'uje konstantni pfisun kysliku k elektrodé. Elektroda je slozena z mérné platinové
katody a referencni argentchloridové anody. Obé elektrody jsou od biologického
materidlu oddéleny semipermeabilni membranou, kterd propousti kyslik a brani
adsorbci nezadoucich latek. Elektrody jsou ponotfeny v 1 M KCI a mezi né je vlozen
konstantni potencial (0,6 V). Na katod¢ dochazi k redukci kysliku a vznikd voda. Na
anod¢ dochdazi k oxidaci stfibra na chlorid stfibrny. Pfi této reakci vzniké proud, ktery je

pfimo umérny koncentraci kysliku v komtirce (Gnaiger et al., 2002; Gnaiger, 2001).

Postup méreni:

Pro meéfeni jsme pouzivali bud suspenzi digitoninem permeabilizovanych
hepatocytli nebo izolované mitochondrie. Do komirky jsme napipetovali 2,1 ml
K-média. Komurku jsme uzavieli a po ustaleni signdlu jsme pomoci Hamiltonovy
pipety ptidali biologicky materidl. Hepatocyty jsme piimo v komtirce permeabilizovali
digitoninem o koncentraci 20 pg/ml média. Vysledné mnozstvi buné€k, které jsme pro
méteni pouzivali bylo 250 000 bunék v 1 ml. Nasledovalo pfidani specifickych
substrat ¢i inhibitord komplext dychaciho fetézce a meéieni aktivit jednotlivych
respiracnich komplext (viz vysledky). Zpracovani dat bylo provedeno pomoci softwaru
DatLab 4. Kiivky spotfeby kysliku jsou vyjadiuji prvni negativni derivaci zmén
parcidlniho tlaku kysliku rozpusténého v inkubacnim médiu a spotieba je udavana jako

pmol O,/s/milion bunék nebo jako pmol O,/s/mg proteinu.

SloZzeni K-média:

- 100 mM KCl, 10 mM Tris HCI, 4 mM fosfore¢nan draselny, 3 mM chlorid

hote¢naty, | mM EDTA, vysledné pH bylo upraveno na 7,4
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Obr. 11: High Resolution Oxygraph OROBOROS 2k

4.12. Méreni mitochondrialniho membranového potenciilu

MMP je elektrochemicky potencidl, ktery vznika na vnitini mitochondridlni
membrané. Pohybuje se v rozmezi -120 az -180 mV. Tento potencial vznika v disledku
distribuce H" iontli. Porucha funkce mitochondrii ¢asto vede ke sniZeni a7 ke ztraté
MMP a depolarizaci mitochondridlni membrany. MMP Ize hodnotit pomoci nékolika
metod. Mezi nejzndmé;jsi patii fluorescencni sondy (Rhodamin 123, Safranin O, JC-1).
Tyto sondy pronikaji pies bunééné membrany a akumuluji se v izolovanych

mitochondriich s neporusenou membréanou.

4.12.1. Méieni MMP kultivovanych hepatocytit pomoci akumulace Rhodaminu 123

Rhodamin 123 (Rho 123) je fluorescencni sonda, ktera se v disledku
negativniho naboje akumuluje v mitochondriich. Tato akumulace se méni v zavislosti
na MMP (Emaus et al., 1986; Nuydens et al., 1999; Palmeira et al., 1996; Salvioli et al.,
1997). Nevyhodou Rho 123 je to, ze se nespecificky vaze na nékteré¢ komponenty
vnitini mitochondridlni membrany. Tato vazba nijak nesouvisi se zménou MMP, coz

snizuje citlivost stanoveni a proto je potfeba provadét korekce na nespecifickou vazbu.
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Postup meéreni:

Do Petriho misky s hepatocyty jsme ptidali 3 ml 60 nM Rho 123 rozpusténého
v Krebs-Henseleitové médiu bez albuminu, ptidali t-BHP a nechali inkubovat pti 37°C.
Doba inkubace a koncentrace t-BHP je uvedena ve vysledkové ¢asti. Po inkubaci jsme
do zkumavek odsali médium a zcentrifugovali (5 min, 28 g). Kalibra¢ni kiivku jsme
vytvoftili z koncentraci Rho 123: 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 a 60 nM. Pro méteni MMP
jsme pouzili supernatant a fluorescenci méfili na spektrofluorimetru Perkin-Elmer
LS50B. Pouzta excitacni vlnova délka byla 498 nm a emisni vlnové délka byla
nastavena na 525 nm. Jednotlivé koncentrace Rho 123 ve vzorcich jsme odecetli
z kalibra¢ni kiivky. Vysledky jsou uvedeny v procentech akumulace Rho 123
hepatocytech. Akumulace Rho 123 kontrolnimi hepatocyty byla povazovéana za 100%.

4.12.2. Méieni MMP izolovanych mitochondrii pomoci Safraninu O

Respiracni fetézec transportuje protony z matrix mitochondrii a generuje tak
elektrochemicky membranovy potencial, ktery pak vyuzivd mitochondralni ATP
syntaza pro tvorbu ATP. Tento potencial je hnaci silou pro akumulaci pozitivné
nabitych fluorofort v mitochondriich. Pokud pfidame mitochondrie k médiu, které
obsahuje fluorescencni sondu safranin O, dochézi k akumulaci safraninu O
v mitochondriich a k poklesu fluorescence v médiu. Pfi poklesu membranového
potencialu nedostatkem substratu, inhibici jeho oxidace nebo plisobenim rozptahujicich
protonofort se akumulovany safranin O z mitochondrii vyplavi a fluorescence v mediu

stoupa (Akerman et al., 1976).

Postup mereni:

Do mérné kyvety jsme napipetovali 1 ml média a piidali substrat. K médiu se
substraitem jsme dale pfidali mitochondrie (0,1 mg/ml), t-BHP (1,5 mM) a
karbonylkyanid-m-chlorofenylhydrazon (FCCP) (1 puM). Jako substrat jsme postupné
pouzili: sukcinat (10 mM), glutamat (10 mM) + malat (1,5 mM), pyruvat (10 mM) +
malat (1,5 mM). Kméfeni jsme pouZzili fluorescenéni spektrofotometr AMINCO-
Bowman Series 2 (Obr. 12). Excita¢ni vlnova délka byla 495 nm a emisni 586 nm.

Pokles fluorescence je spojen s nardstem MMP.
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Slozeni média:

- 120 mM KCI, 10 mM Tris-HCIL, 0,5 mM EGTA, 1 mM K3POy, 10 uM safranin O

Obr. 12: Aminco Bowman Series 2

4.13. Méreni bobtnani mitochondrii

Funkci MPTP Ize hodnotit turbidimetrickou metodou, pti které métime pokles
absorbance suspenze mitochondrii (Nicholls a Ferguson, 2001). Mitochondrie jsme
vystavili postupnému nebo soutasnému u&inku fady faktord (Ca*", PO,>, t-BHP, Ts),
které mohou zplsobit zmény v propustnosti membran. Tyto zmény v propustnosti se
projevuji depolarizaci mitochondrialnich membran, rozpojenim oxidativni fosforylace a

bobtnanim mitochondrii (Byrne et al., 1999).

Postup:

Meg¢feni jsme provadéli v kyveté o celkovém objemu 1 ml. Do kyvety jsme
pipetovali patiicné mnozstvi média (1 ml minus objem vSech ptidavkil). Tuto hodnotu
jsme nastavili jako hodnotu s nulovou absorbanci. Do métici kyvety jsme dale ptidali
15 ul suspenze izolovanych mitochondrii. Toto mnozstvi mitochondrii odpovida
absorbanci 1. K mitochondridlni suspenzi v inkuba¢nim médiu jsme déle pridavali vzdy
roztok 5 pl 1M sukcinatu. Ostatni slozky, které jsme ptidavali, se liSily v zavislosti na
tom, ktery aspekt jsme potiebovali sledovat. Roztok Ca®” pro indukci bobtnani byl

pfiddvan standardné mezi 50. a 60. s. Pro méfeni jsme pouzili spektrofotometr
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(Shimadzu UV — 1601). Absorbanci jsme méfili pii vinové délce 520 nm a zmény

absorbance byly registrovany v 10ti sekundovych intervalech.

SlozZeni roztoki:

- inkubaéni médium: 42,79 g sacharoza (125 mM); 4,85 g KCl (65 mM); 2,38 g

HEPES (10 mM); v8e rozpustit a doplnit destilovanou vodou do objemu 1 000 ml
a upravit pH na 7,2 pomoci KOH; pfechovavat v lednici

- 1 M roztok sukcinatu: 162 mg sukcinétu rozpustit v 1 ml destilované vody

- 20 mM roztok Ca*": 22 mg CaCl, p.a. doplnit do 10 ml destilovanou vodou

- 10 mM roztok PO (pH = 7,4): 15 mg NaH,PO, . 2 H,O rozpustit v 10 ml
destilované vody

- 1 mM roztok cyklosporinu A: 1,2 mg cyklosporinu A (Fluka) rozpustit v 1 ml
ethanolu

- 300 mM roztok t-BHP: 27 mg t-BHP (Fluka) rozpustit v 1 ml destilované vody

- 1 mM roztok T3 pro aplikaci in vitro: 3,4 mg T3 rozpustit v4 ml 5 mM KOH,

upravit pH na 7,4 pomoci 1 M HCI a doplnit na objem 5 ml destilovanou vodou

4.14. Pokusy s trijodtyroninem v podminkach in vivo

Pokusy byly opét provedeny na dospélych potkanech, samcich kmene Wistar
o hmotnosti 180 az 240 g. Potkantim byl aplikovan jednorazové ¢i opakované Ts. Po
indukci enzymil respiraéniho fetézce trijodtyroninem v podminkach in vivo byla
provedena izolace mitochondrii. Zvifata byla rozdélena do 3 skupin po tfech zvifatech:
Prvni skupina byli kontrolni potkani, u kterych nebyl aplikovan Ts. Druhé skupiné byl
jednorazové aplikovan intraperitonealné¢ T; v davce 200 pg/kg télesné hmotnosti.
Zvitata byla usmrcena po 24 hodinach po aplikaci T;. U tfeti skupiny byl Ts aplikovan
opakované (3x ve 24 hod. intervalech v davce 200 ug/kg télesné hmotnosti) opét
intraperitonealné. Zvirata byla usmrcena po 24 hodindch po posledni aplikaci Ts. Pro
nasi praci jsme pouzili krev a jaterni mitochondrie. Z odebranych vzorkl krve bylo
ziskano sérum, ve kterém byla stanovena koncentrace volného a celkového
trijodtyroninu. U takto ovlivnénych jaternich mitochondrii jsme sledovali, zda dochazi
ke zménam MPT po aktivaci bunécné respirace jednorazovym ¢i opakovanym podanim

T3 v podminkéch in vivo.
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Priprava roztoku T pro aplikaci in vivo:

- 60 uM Ts: 2 mg T; rozpustit ve 2 ml 1 M NaOH, ptidat cca 30 ml destilované
vody, upravit pH na 7,4 pomoci 1 M HCI a doplnit na objem 50 ml destilovanou
vodou. Z takto ptipraveného roztoku se aplikuje 0,5 ml/100 g vahy téla i.p.

4.15. Statistické zpracovani vysledki

K hodnoceni statistické vyznamnosti jsme pouzili jednofaktorovy ANOVA test.
Pro porovnavani rozdili mezi jednotlivymi skupinami jsme pouzili Tukey-Krammertv
test. Testovani jsme provedli pomoci statistického programu Prism 4.03 a k vytvofeni
grafi pouzili MS Excel (Microsoft). Vysledky jsou vyjadieny jako aritmeticky pramér
se smérodatnymi odchylkami. Hladina statistické vyznamnosti byla stanovena na

o =0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1. Peroxida¢ni poskozeni kultivovanych hepatocyti t-BHP

Prvni ¢ast prace navazuje na diivéjsi studie zamétené na sledovani mechanismii
hepatotoxického plisobeni oxida¢niho stresu (Cervinkové et al., 2007; Cervinkova et al.,
na energeticky metabolismus hepatocyti. Nejprve jsme se snazili zjistit, zda
peroxidaéni poskozeni prokdzané v diivéjSich pokusech na izolovanych hepatocytech
v suspensi (Kmonickova et al., 2001) probiha stejné¢, jsou-li peroxida¢nimu plsobeni
vystaveny intaktni na kolagen fixované hepatocyty v primarni kultufe. Dale jsme se
snazili prokazat, jak probiha pisobeni peroxida¢niho agens na plazmatickou membranu
a na strukturu a funkeci mitochondrii. Funkci mitochondrii jsme testovali na intaktnich
hepatocytech v kultufe i v podminkéch in situ, tj. v permeabilizovanych hepatocytech a
také pii pfimém ptsobeni t-BHP na izolované mitochondrie. U vSech téchto parametrti
jsme sledovali koncentratni a casovou zavislost puasobeni peroxida¢niho agens.
Hodnotili jsme naruseni celistvosti plazmatické membrany pomoci uvoliiovani LDH do
média, vzestup koncentrace MDA, ktery indikuje intenzitu tvorby lipoperoxidl a zmény
mitochondridlniho membranového potencialu, jako indikatoru naruseni mitochondridlni
tvorby ATP. Hodnotili jsme také koncentracni a ¢asovou zavislost ptsobeni t-BHP na

funkei respiracniho fetézce mitochondrii.

5.1.1. Peroxidacni poSkozeni plazmatické membrdany

LDH je cytoplazmaticky enzym, ktery je pfi poskozeni plazmatické membrany
uvolnovan z bunék. Hodnotili jsme jak casovou, tak koncentra¢ni zavislost uc¢inku
t-BHP na vyplavovani LDH zbunck do kultivaéniho média. Jak ukazuje graf 1,
pusobenim t-BHP dochdzi k vzestupu aktivity LDH v inkuba¢nim mediu. Z grafu 1A je
patrné, ze signifikantni vzestup aktivity LDH v inkubaénim médiu lze pozorovat po 30ti
minutové inkubaci (37°C, 95% O,, 5% CO,) s | mM t-BHP. Vyssi koncentrace t-BHP
(1 -3 mM) zvysuji uvolnovani LDH jiz mnohem méné (Graf 1A). K dramatickému
vzestupu aktivity LDH v médiu vSak dochézi pti delsi dob¢ inkubace s 1,5 mM t-BHP.
Po 60ti minutové inkubaci dochazi k trojndsobnému vzestupu aktivity LDH ve srovnani

s hodnotami zjisténymi po 30ti minutové inkubaci s t-BHP (Graf 1B).
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Graf 1: Vliv t-BHP na aktivitu LDH v médiu hepatocyti. A: Koncentra¢ni zavislost (0,1; 0,5; 1,0; 1,5;
3,0 mM t-BHP, inkubace 30 min). B: Casova zavislost (1,5 mM t-BHP, v ¢asovém intervalu 5, 10, 15,
20, 30 a 60 min). (n =6, ***P < (0,001 vs kontroly)

5.1.2. Indukce lipoperoxidace t-BHP v kultivovanych hepatocytech

Za stejnych experimentalnich podminek jsme hodnotili vzestup koncentrace
MDA jako indikatoru lipoperoxidac¢nich déjti. Opét jsme hodnotili jak Casovou, tak
koncentraéni zavislost U¢inku t-BHP na mnoZstvi vzniklého MDA. Je ziejmé, zZe
k maximalnimu vzestupu koncentrace MDA po 30ti minutové inkubaci dochazi

0,5-1,0 mM t-BHP (Graf 2A), koncentrace

vySsSi

peroxida¢niho agens vedly k dalSimu, avSak jiz pozvolnéjSimu nartistu mnozstvi MDA.

v koncentra¢nim rozmezi

Pii testovani Casové zavislosti tvorby MDA pii inkubaci s 1,5 mM t-BHP jsme
zaznamenali signifikantni vzestup jiZ po 5 minutach inkubace (Graf 2B). Koncentrace
MDA se téméf linearné zvySovala po dalSich 20 minut inkubace; dalSi nardst byl
pozvolngjsi. Hodnoty zjisténé po 60ti minutové inkubaci s 1,5 mM t-BHP byly témét
shodné s hodnotami, které jsme zméftili po 30ti minutdch inkubace s 3 mM t-BHP
(Graf 2A, 2B). Vysledky téchto pokust (5.1) ukazuji, Ze jak poruSeni integrity
cytoplazmatické membrany, tak tvorba MDA vykazuji shodn€ nejvy$$i narGst

v koncentra¢nim rozmezi t-BHP 0,5 - 1 mM.
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Graf. 2: Vliv t-BHP na koncentraci MDA v médiu hepatocyti. A: Koncentra¢ni zavislost (0,1; 0,5;
1,0; 1,5; 3,0 mM t-BHP, inkubace 30 min). B: Casova zavislost (1,5 mM t-BHP, v ¢asovém intervalu
5,10, 15, 20, 30 a 60 min). (n = 6, ***P < 0,001 vs kontroly)

5.2. Vliv oxida¢niho stresu na energeticky metabolismus hepatocyti

V dalsich pokusech jsme hodnotili plsobeni peroxidacniho agens na
mitochondrie. Méfili jsme na fixovanych hepatocytech vliv t-BHP na membranovy
potencidl mitochondrii, v dalsi ¢asti studie jsme méfili respiraci mitochondrii in situ
laboratoie (Cervinkové et al., 2007; Drahota et al., 2005; Kmonickova et al., 2001),
které prokazaly, ze peroxidacni poskozeni hepatocyti se projevuje piedevsim v oblasti
energetického metabolismu. Podrobnéji jsme hodnotili Casové a koncentracni zavislosti
inhibi¢niho efektu t-BHP a rozdily v jeho piisobeni na udrzovani membranového
potencialu pfi oxidaci rGznych substratli. Tyto pokusy rovnéz prokdzaly, Ze existuji
vyrazné rozdily v citlivosti jednotlivych komplexii dychaciho fetézce vici
peroxida¢nimu poSkozeni. Pusobeni t-BHP na aktivitu mitochondrialnich komplext
jsme hodnotili na izolovanych hepatocytech permeabilizovanych digitoninem
(hepatocyty v suspenzi), kdy mitochondrie zlstdvaji v kontaktu s bilkovinnymi
komponentami buiiky, i na mitochondriich izolovanych z jaterni tkan¢, kdy jsou

odstranény cytosolové antioxida¢ni komponenty.
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5.2.1. Viiv t-BHP na mitochondridlni membrdanovy potencial kultivovanych

hepatocyti

vvvvvv

123 prokdzan inhibic¢ni vliv t-BHP na membranovy potencial izolovanych hepatocytl
inkubovanych v suspenzi (Kmonickova et al., 2001). Zopakovali jsme tato méfeni na
hepatocytech v primarni kultufe fixovanych na kolagenni podlozku, abychom ovéfili,
zda na né t-BHP puasobi obdobné¢ jako na hepatocyty v suspenzi. Na grafu 3A vidime, Ze
k signifikantnimu poklesu akumulace Rhodaminu 123 hepatocyty, ktera je umérna
hodnotdm mitochondridlniho membranového potencidlu, dochazi po 30ti minutové
mitochondridlntho membranového potencidlu doSlo v koncentraénim rozmezi
0,5-1,0 mM. Po 30ti minutich inkubace hepatocytii s nejvys$si koncentraci t-BHP
(3 mM) cinila hodnota mitochondridlniho membranového potencidlu pouze 20%
vychozi hodnoty (Graf 3A). Casovéa zavislost inhibi¢niho ptisobeni 1,5 mM t-BHP
ukazuje téméf linedrni pokles membranového potencidlu béhem 30ti minutové inkubace
(Graf 3B). Vysledky méteni ukézaly, ze k poklesu membranového potencialu dochazi
v piiblizn€ stejném koncentracnim rozmezi (0,5 -1,0 mM t-BHP) v izolovanych i
kultivovanych hepatocytech. Dale jsme zjistili, ze v pribéhu prvnich 30ti minut
inkubace s 1,5 mM t-BHP je pokles membranového potencidlu probihd prakticky
linearné. Za tuto dobu dochézi k poklesu MMP o 85% ve srovnani s vychozi hodnotou.
Dalsi pokles MMP jsme zaznamenali po 60ti minutach inkubace s t-BHP, kdy hodnota
akumulace Rhodaminu 123 byla redukovdna na méné nez 5% vychozi hodnoty

(Graf 3B).

-52 -



% kontrol
% Kkontrol

t-BHP [mmol/l] t [min]

Graf 3: Vliv t-BHP na akumulaci Rho 123 hepatocyty v primarni kultuie. A: Koncentracni zavislost
t-BHP na akumulaci Rho 123. Hepatocyty byly inkubovany s t-BHP o vysledné koncentraci (0,1; 0,5;
1,0; 1,5; 3,0 mM/l, 30 min). B: Casova zavislost t-BHP na akumulaci Rho 123. Hepatocyty byly
inkubovany s t-BHP (1,5 mM), v ¢asovém intarvalu (5, 10, 15, 20, 30 a 60 min). Za 100% je povazovana
akumulace Rho 123 hepatocyty bez ptidavku t-BHP. (n =6, ***P < 0.001)

5.2.2. Vliv t-BHP na aktivitu mitochondridlnich enzymit v permeabilizovanych
hepatocytech (v suspenzi)

V dalsich pokusech jsme sledovali vliv t-BHP na respiraci pti oxidaci glutamatu
+ malatu ve srovnani s oxidaci sukcinatu u permeabilizovanych hepatocytli v suspenzi.
Permeabilizace digitoninem je nezbytnd, aby byl zajiStén dostate¢ny piisun substratl a
ATP k mitochondriim a aby tak mohla byt hodnocena maximalni oxidac¢ni kapacita pii
saturaci substraty a ADP (Cervinkova et al., 2002). Zjistili jsme, Ze oxidace glutamatu +
malatu je citlivéjsi vici plisobeni peroxidu, nez oxidace sukcinatu (Graf 4). Po 30ti
minutové inkubaci hepatocytt s t-BHP doSlo k maximalni inhibici oxidace glutamatu +
malatu pfi koncentraci 0,5 mM, kdy aktivita komplexu I byla sniZzena o 80%. Pii
aplikaci vyssich koncentraci t-BHP (0,5 -3,0 mM) se jiz inhibi¢ni efekt vyraznéji
nezvysSoval. Také oxidace sukcinatu byla po 30ti minutové inkubaci inhibovéana 0,5 mM
t-BHP, avSak inhibi¢ni efekt byl vyrazné nizsi. Aktivita komplexu II byla redukovana
pfiblizné o 40% (Graf 4A). Casové zavislost inhibiéniho piisobeni 1,5 mM t-BHP, pii
némz dochéazi v obou piipadech k maximalni inhibici, ukazala, ze oxidace sukcinatu
neni béhem 15ti minutové inkubace hepatocyti s t-BHP signifikantné inhibovana,

zatimco ve stejném Casovém intervalu dosahuje inhibice glutamatu + malatu jiz
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maximalnich hodnot (Graf 4B). Stejn¢ vysledky jsme ziskali pfi postupném piidavani

t-BHP k suspenzi hepatocytli béhem méfeni spotieby kysliku (Graf 5A,B).
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Graf 4: Koncentraéni a casova zavislost vlivu t-BHP na respiraci izolovanych hepatocyti
permeabilizovanych digitoninem. A: Koncentra¢ni zavislost u¢inku t-BHP na aktivitu komplexu I a
komplexu II. Hepatocyty (0,25 x 10%ml) byly inkubovany v K-médiu. Buitky byly permeabilizovany
digitoninem (20 pg/ml), dale byl ptfidan glutamat (10 mM) + malat (2,5 mM). Respirace byla aktivovana
ADP (1 mM). Poté jsme ptidali t-BHP o vysledné koncentraci (0; 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 3,0 mM/l) a
inkubovali po dobu 30 min. V dal$im kroku byl komplex I inhibovan 10 uM rotenonem a piidan sukcinat
(10 mM). B: Casové zavislost efektu t-BHP na aktivitu respira¢niho komplexu I a II. Hepatocyty byly
inkubovany s 1,5 mM t-BHP v ¢asovém intervalu (5, 10, 15, 20 a 30 min). Ostatni pfidavky byly stejné.
Za 100% pro komplex I je povazovana respirace kontrolnich hepatocyti po pfidavku glut + mal + ADP
bez ptidavku t-BHP a pro komplex II respirace po ptidavku rotenonu a sukcinatu bez piidavku t-BHP.

(n=06,*P<0,05, **P<0,01, ***P < 0,001 vs kontroly)
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Graf 5: A: Efekt t-BHP na oxidaci glutamatu + malatu. Hepatocyty (0,25 x 10%ml) byly inkubovany
v K-médiu. Buniky byly permeabilizovany digitoninem (20 pg/ml), dale byl pridan glutamat (10 mM) +
malat (2,5 mM). Respirace byla aktivovana ADP (1 mM). Poté jsme ptidali t-BHP o vysledné koncentraci
(0,5; 1,0; 1,5; 3,0 mM/l). B: Efekt t-BHP na oxidaci sukcinatu. Hepatocyty (0,25 x 10%ml) byly
inkubovany v K-médiu. Buiikky byly permeabilizovany digitoninem (20 pg/ml), dale byl pfidan rotenon
(1 uM) a sukcinat (10 mM). Respirace byla aktivovana ADP (1 mM). Poté jsme pridali t-BHP o vysledné
koncentraci (0,5; 1,0; 1,5; 3,0 mM/1).

Némi ziskané poznatky uvedené v kapitolach 5.1. a 5.2. zaméfenych na
hodnoceni peroxida¢niho poskozeni hepatocytti ukazuji, ze pti aplikaci t-BHP reaguje
na nejnizsi koncentraci (0,5 mM) oxidace NADH-dependentniho substratu glutamatu a
membranovy potencial mitochondrii. K vzestupu tvorby lipoperoxidi a naruSeni
integrity plazmatické membrany dochézi az pii vySs$i koncentraci t-BHP (1 mM).
Oxidace flavoprotein-dependentniho substratu sukcindtu je mnohem méné citlivd na
pusobeni prooxidacniho agens a pfi 3 mM t-BHP dosahuje inhibice pouze 50%, zatimco

oxidace glutamatu a malatu je inhibovana na 80% kontrolni tirovné.
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5.3. Pusobeni oxidac¢niho stresu na funkeci respiracniho fetézce izolovanych

mitochondrii

Pro piesné hodnoceni citlivosti riznych mitochondrialnich komponent vici
peroxida¢nimu poskozeni je tfeba doplnit nalezy ziskané na intaktnich hepatocytech
studiem izolovanych mitochondrii, abychom eliminovali plsobeni faktori spojenych
s penetraci noxy do builkky k mitochondriim a s plsobenim cytoplazmatickych

antioxidacénich systémul.

5.3.1. Vliv t-BHP na aktivitu mitochondridlnich enzymii: koncentracéni a casovd

zavislost

Hodnotili jsme citlivost oxidace péti riznych mitochondridlnich substratt vici
peroxida¢nimu stresu. U vSech substratii jsme méfili spotiebu kysliku za pfitomnosti
ADP, kterd uddvda maximalni hodnoty respirace pro dany substrat (pikomoly
kysliku/s/mg proteinu). Jak ukazuje Tab. 1, vSechny pouzité substraty vykazuji vysoké
hodnoty indexu respiracni kontroly (RCI), ktery je indikdtorem neporusené struktury
izolovanych mitochondrii. Rychlost respirace sukcinatu, pyruvatu + malatu a glutamatu
+ maldtu je piiblizn¢ dvakrat vyssi nez oxidace palmitylkarnitinu + malatu a
oxoglutaratu + malatu. Na grafu 6A,B vidime uspofadani pokusu pro hodnoceni
inhibice oxidace palmitylkarnitinu. Palmitylkarnitin je tieba pfidavat k mitochondriim
v nizkych koncentracich (mikromolarnich), protoze pfi vysSich koncentracich vykazuje
detergen¢ni uc¢inek na mitochondridlni membrany. Po piiddni nizké koncentrace
palmitylkarnitinu dosahne rychlost respirace maximalni hodnoty. Po tUplné oxidaci
pfidaného substratu se rychlost respirace postupné snizuje. Nizké koncentrace lze
pridavat opakované a ptitom i po nékolikandsobném ptidani palmitylkarnitinu zGstavaji
maximalni hodnoty rychlosti respirace na stejné vysi (Graf 6A). Jestlize po prvnim
piidani palmitylkarnitinu aplikujeme t-BHP (Graf 6B), je po dalSim piidani
palmitylkarnitinu dosazena niz8§i maximalni rychlost oxidace a prodlouzi se doba, za
kterou se piidany palmitylkarnitin zcela oxiduje (Cervinkové et al., 2008). Celkové
mnozstvi kysliku spotfebované na oxidaci pfidaného palmitylkarnitinu vSak zdstane
stejné.

Ostatni testované substraty lze piidavat vnadbytku v milimolarnich

koncentracich (2,5 -10,0 mM), takze lze rychlost oxidace substratu udrzovat na
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maximalnich hodnotach po delsi dobu (v tomto piipad¢ je limitujici dostatek ADP) a
postupné ptidavat k suspenzi mitochondrii t-BHP a hodnotit pokles rychlosti respirace
(Graf 6C). V takovémto uspofddani jsme ziskali hodnoty inhibice respirace pro
sukcinat, pyruvat + malat, oxoglutrat + malat a glutamat + malat.

Inhibice respirace mitochondrii vlivem t-BHP pro jednotlivé substraty je
vyhodnocena v grafech 6C a 7. Zatimco v daném Casovém intervalu neni oxidace
sukcinatu inhibovana ani 3,3 mM t-BHP (Graf 6C), oxidace NADH-dependentnich
substratii je vyrazné inhibovana jiz 0,025 - 0,300 mM koncentraci t-BHP. Graf 7
dokumentuje, ze i mezi jednotlivymi NADH-dependentnimi substraty existuji vyrazné
rozdily v citlivosti vii¢i peroxida¢nimu poskozeni, avSak vSechny NADH-dependentni
substraty maji minimalné 10x vyssi citlivost vic¢i peroxidacnimu poskozeni piisobenim

t-BHP nez flavoprotein-dependentni substrat sukcinat (Graf 6C).

Tab. 1: Referen¢ni hodnoty respirac¢nich kontrol izolovanych mitochondrii pro rizné substraty

pmol O,/s/mg protein

Palmitylkarnitin (10 uM) + malat (3 mM) 118,9 + 20,5
+ ADP (1,5 mM) 773,7 £ 64,9
RCI 6,5+1,3
Sukcinat (10 mM) 246,1 + 72,7
+ ADP (1,5 mM) 1543,2 +387,1
RCI 6,3+1,6
Pyruvat (10 mM) + malat (1,5 mM) 89,2+ 16,8
+ ADP (1,5 mM) 1371,3 £ 98,1
RCI 154+2,8
Glutamat (10 mM) + malat (1,5 mM) 108,4 +42,8
+ ADP (1,5 mM) 1300,2 +324,6
RCI 12,0+ 3,6
Oxoglutarat (10 mM) + malat (1,5 mM) 80,2 + 19,3
+ ADP (1,5 mM) 770,3 +£139,8
RCI 9,6 +1,6

Data udavaji primér = SD z 8 vzorkt nezavisle izolovanych jaternich mitochondrii (0,2 mg protein/ml)
(palmitylkarnitin, sukcinat) a ze 4 vzorkli nezavisle izolovanych jaternich mitochondrii (pyruvat + malat,

glutamat + malat, oxoglutarat + malat). RCI - index respira¢ni kontroly.
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Graf 6: Inhibi¢ni efekt t-BHP na respiraci izolovanych mitochondrii. A: Oxidace palmitylkarnitinu.
B: Inhibi¢ni efekt t-BHP na oxidaci palmitylkarnitinu. C: Inhibi¢ni efekt t-BHP na oxidaci sukcinatu.
Izolované mitochondrie (0,2 mg protein/ml) byly inkubovany ve 2 ml KCl media. Dale byl pridan
palmitylkarnitin (12,5 uM) + malat (2,5 mM), ADP (1,5 mM), sukcinat (10 mM), 2 uM rotenon a t-BHP
v ruznych koncentracich viz graf. Experiment byl 3x zopakovan s rliznymi mitochondriemi, se stejnym

vysledkem.
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Graf 7: Koncentrac¢ni zavislost inhibi¢niho u¢nku t-BHP na oxidaci substrati. A: palmitylkarnitin +
malat, B: oxoglutarat + malat, C: pyruvat + malat, D: glutamat + malat. Za 100% je povaZovana
respirace bez ptidavku t-BHP. Inhibi¢ni u¢inek t-BHP na oxidaci palmitylkarnitinu (12,5 mM) + malatu
(1,5 mM), oxoglutaratu (10 mM) + malatu (1,5 mM), pyruvatu (10 mM) + malatu (1,5 mM) a glutamatu
(10 mM) + malatu (1,5 mM) byl stanoven za stejnych podminek jaké jsou uvedeny v grafu 6. Jednotlivé

hodnoty udavaji primér ze tii méteni.
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5.3.2. Vliv t-BHP na mitochondridlni membranovy potencidal

Riznou citlivost mitochondridlnich enzymt viuci peroxida¢nimu stresu jsme
testovali 1 pomoci dalSiho indikatoru charakterizujiciho neporusenost mitochondrialniho
systému oxidativni fosforylace, a to pomoci hodnot mitochondridlniho membranového
potencialu. Respiracni fetézec transportuje protony z mitochondrii a generuje tak
elektrochemicky membranovy potencial, ktery pak vyuzivd mitochondralni ATP
syntaza pro tvorbu ATP. Tento potencidl je hnaci silou pro akumulaci pozitivné
nabitych fluorofort v mitochondriich. Pokud pfiddme mitochondrie k mediu, které
obsahuje fluorescencni sondu safranin O, dochazi k akumulaci safraninu O
v mitochondriich a k poklesu fluorescence v mediu. Pfi poklesu membranového
potencidlu bud’ nedostatkem substratu, inhibici jeho oxidace nebo plsobenim
rozptahujicich protonofori, se akumulovany safranin O z mitochondrii vyplavi a
fluorescence v mediu stoupd. Graf 8 ukazuje vysledky zmén fluorescence po piidani
t-BHP pfi oxidaci riznych substratti, které jsou zcela v souladu s nasimi predchozimi
experimenty. Pfiddni mitochondrii do media se safraninem O vede k jeho akumulaci
v mitochondriich a k poklesu jeho fluorescence v mediu coz ukazuje na vysoky
membranovy potencial mitochondrii. Po pfidani 1,5 mM t-BHP dochdzi k poklesu
membranového potencidlu za pfitomnosti endogennich substratll, pyruvatu ¢i glutamatu.
V pfitomnosti  sukcindtu zlstdva membranovy potencial nezménén. Pfidani
rozptahovate FCCP vede k depolarizaci mitochondridlni membrany a k poklesu
membranového potencidlu indukovaného oxidaci sukcindtu, pyruvatu + malatu nebo

glutamatu + malatu (Graf 8).
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Graf 8: Vliv t-BHP na mitochondridlni membranovy potencial. MMP byl detegovan pomoci
fluorescencni sondy — safranin O. Pokles fluorescence je spojen s naristem MMP. Médium obsahovalo
120 mM KCI, 10 mM Tris-HCl, 0,5 mM EGTA, 1 mM K;PO,, 10 pM safranin O a rtzné
mitochondrialni substraty: sukcinat (10 mM), glutamat (10 mM) + malat (1,5 mM), pyruvat (10 mM) +
malat (1,5 mM). Kmédiu se substratem byli postupné pfidany mitochondrie (0,1 mg/ml), t-BHP

(1,5 mM) a FCCP (1 p). Experiment byl 3x zopakovan s riznymi mitochondriemi, se stejnym vysledkem.

Vysledky putsobeni t-BHP na izolované mitochondrie v podminkach in vitro
dependentnich dehydrogendz na puasobeni peroxidu ve srovnani s flavoprotein-
dependentni sukcinat dehydrogenazou. Pii hodnoceni oxidace péti riiznych NADH-
dependentnich substratu se ukazalo, ze i1 v této skupiné existuji znacné rozdily
v citlivosti na peroxid. Nejvyssi citlivost vykazovala oxidace palmitylkarnitinu a
oxoglutaratu + malatu (10 - 30 uM t-BHP), zatimco inhibi¢ni efekt t-BHP na oxidaci
pyruvatu a glutamatu se projevoval az pti 10x vysSich koncentracich. Stejné zavéry
poskytuje 1 méfeni membranového potencialu, takze pokles membranového potencialu
pusobenim t-BHP je zifejm¢ dusledkem inhibi¢niho plisobeni na piislusné

dehydrogenazy.
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5.4. Mitochondridlni por prechodné permeability (Mitochondrial Permeability

Transition Pore) jako soucast mechanismi, indukujicich poskozeni hepatocyti

Zvlastni pozornost jsme v této cast prace veénovali hodnoceni funkce
mitochondridlniho péru piechodné permeability (MPTP) a studiu faktorii, které
ovlivituji jeho funkeci, protoze existuje fada studii, které prokazuji jeho podil
v patogenezi Sirokého spektra nemoci. Predev§im u nekrotickych procesi, kde indukéni
roli hraji kyslikové radikaly. Otevieni poru vede k uvoliiovani cytochromu ¢ vdzaného
na povrch vnitini mitochondrialni membrény, k nasledné aktivaci kaspazové kaskady a
k indukei apoptotickych a nekrotickych procesii (viz teoreticka ¢ast prace). Ukazuje se,
ze zv1aste rizikova je kombinace oxida¢niho stresu a zvySovani cytosolové koncentrace
kalcia. Funkci MPTP vs$ak ovliviiuje cela fada endogennich i exogennich faktord, napft.
fosfatové a magnesiové ionty, nukleotidy, mastné kyseliny, Ts a fada dalSich (Hagen et
al., 2003; Petronilli et al., 1993). Snazili jsme se pfispét k objasnéni interakci riznych
endogennich i exogennich faktorti na aktivaci (otevirani) péru. Zna¢nou pozornost
jsme vénovali dopracovani nového metodického pfistupu k vyhodnocovani kiivek
popisujicich bobtnani mitochondrii, ktery byl zahéjen v diplomové praci feSené diive na
naSem pracovisti (Tichy, 2006), protoze bobtnadni mitochondrii je ve svétové literatuie
pouzivano jako hlavni metodicky postup pro hodnoceni funkce MPTP. Podkladem
tvrzeni, ze bobtnani mitochondrii je disledkem otevirani MPTP, je jeho citlivost
k imunomodulatoru cyklosporinu A nebo sanglifehrinu (Clarke et al., 2002), které
otevieni poru inhibuji. Roli vépniku potvrzuje i fakt, ze bobtnani mitochondrii 1ze zcela

zamezit vyvazanim kalciovych iontl pomoci EDTA (Labajova et al., 2006).

5.4.1. Zavedeni a rozpracovini nové metody pro vyhodnocovani bobtnani
mitochondprii jako indikdtoru aktivace MPTP

Cilem této casti prace bylo dopracovat zpisob piesnéjSiho vyhodnocovani
pribéhu  kiivek Ca®'-indukovaného bobtnani mitochondrii. Klasicky zpiisob
zaznamenava zménu absorbance pii 520 nm v Case. Z téchto grafickych zdznami se jen
obtizn¢ hodnoti kinetické parametry procesu bobtnani, coz je zvlasté dulezité pro dalsi

hodnoceni vlivu rtiznych faktor na funkci MPTP.

-62 -



5.4.1.1. Klasicke kirivky hodnoceni bobtnani mitochondrii

Doposud je ve svétové literatufe pouzivan pouze jeden zpisob vyhodnocovani
ktivek popisujicich bobtnani, ktery spo¢iva v pouhém vyneseni naméfenych hodnot
zmén absorbance mitochondralni suspenze v ¢ase (Graf 9). Z téchto kiivek lze dobie
hodnotit tendence procesu bobtnani, jeho rozsah i rozdily v Case nastupu bobtnéani. Tyto
udaje umoznuji ziskat obecné predstavy o procesu bobtnani, neumoziuji vsak ziskat pro
jednotlivé hodnocené parametry piesné Ciselné udaje. Primarni data po vyneseni do
grafu davaji soustavu pozvolna klesajicich kiivek (Graf 9), které udavaji obecnou
informaci, napf. Ze vyS$$i koncentrace kalciovych iontli miru bobtndni mitochodrii
zvysuji. Za ptitomnosti 1 uM cyklosporinu A a 100 uM CaCl, je kiivka zcela identicka

s kiivkou bez kalcia.
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Graf 9: Bobtnani suspenze mitochondrii indukované Ca®" ionty. Zaznam udava zmény absorbance
suspenze mitochondrii (A 520 nm) v 1 ml inkuba¢niho media za pfitomnosti 5 mM sukcinatu a 0,1 mM
K-fosfatu pH 7,2). Bobtnani je indukovano ptidanim 12,5 (kfivka 2) a 100,0 (kfivka 3) uM CaCl, v Case
60 s inkubace. Kfivka 1 je bez ptidani CaCl,.

5.4.1.2. Derivované krivky bobtnani mitochondrii

Jak je patrné z kiivek (viz Graf 9) méni se strmost klesani v riznych ¢asovych
intervalech. Pro zpfesnéni odecitani konkrétnich vysledka, jsme ale potiebovali
mnohem piesnéjsi zpiisob hodnoceni naméfenych dat, tak aby bylo mozné jim pfifadit
konkrétni ¢iselné¢ hodnoty. Toho Ize dosdhnout derivaci primdrnich dat zmén bobtnani.

Tento zpisob hodnoceni prvné pouzil ve své magisterské praci Tichy (2006).
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Deriva¢ni interval jsme zvolili 10 sekund. Ten s dostateCnou presnosti
zvyraziiuje zménu strmosti poklesu kiivek 1 dobu, kdy rychlost bobtnani dosahuje
maxima. Z grafu, ktery znazoriuje negativni hodnoty primarni derivace, vyjadiené jako
zména absorbance v 10ti s. intervalech, 1ze ziskat hodnoty rychlosti bobtnani vyjadiené
jako dA520/10 s. Nasledujici graf (Graf 10A,B) demonstruje, jakym zplisobem se
zméni findlni vystup a jaké to pfindSi vyrazné zlepSeni moznosti interpretace dat.

Graf 11 ukazuje zpracovani grafu 9 v derivované formé.
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Graf 10: A: Registrace dat bobtnani (kfivka 3 graf 9) v 10ti s intervalech. B: Derivace dat
uvedenych v grafu 10A.

- 64 -



Tento postup hodnoceni namétenych dat neni zatim v literatufe popsan. Jeho
vyhody jsou patrné na prvni pohled. Z derivovanych dat 1ze jednoduse odecist nékolik
dilezitych informaci, které z ptivodnich grafi bylo mozné odecitat jen obtizné ¢i znacné
nepiesné. Jedna se zejména o pocatek nastupu bobtnani po pfidani vapenatych iontd a
o presny udaj maximalni rychlosti bobtnani. Z derivované kiivky lze odecist i dobu, kdy
rychlost bobtnani dosahuje maximdlnich hodnot. Lze tedy shrnout, Ze zplsob
zpracovani dat zaloZzeny na derivovani primarnich dat sebou piindsi hned nékolik

Pro posouzeni funkce MPTP je vhodné kombinovat oba zptisoby vyhodnoceni
ziskanych dat. Z primarnich dat lze ziskat orienta¢ni udaje o pribéhu bobtnani,

z derivovanych dat pak ¢iselné hodnoty pro jednotlivé sledované parametry.
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Graf 11: Derivace kfivek bobtnani mitochodrii uvedenych v grafu 9. Zaznam udava zmény
absorbance suspenze mitochondrii (A 520 nm) v 1 ml inkubaéniho média za pfitomnosti 5 mM sukcinatu
a 0,1 mM K-fosfatu pH 7,2). Zmény bobtnani byly registrovany v 10ti s intervalech a nasledné byla
provedena derivace dat (viz graf 10 A,B). Ktivka 1 je bez pridani CaCl,. Bobtnani je indukovano

pridanim 12,5 (kfivka 2) a 100 uM CacCl, v ¢ase 60 s inkubace.
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5.4.2. Vliv riznych faktorii na funkci MPTP

Nasim ukolem bylo sledovat vliv fady faktord na funkci MPTP izolovanych
jaternich mitochondrii v podminkach in vitro. 1zolované mitochondrie byly vystaveny
postupnému & soudasnému uéinku Ca®’, PO,>, T; a t-BHP a byl sledovan vliv téchto

latek na prib¢h bobtnani.

5.4.2.1. Vliv Ca’" na funkci MPTP

vvvvvv

dokazujici, ze Ca*" je induktorem otevirani membranového péru a Pi ionty piisobeni
Ca®" aktivuji. V naSich pokusech jsme testovali vliv samotného Ca’" na bobtnani
mitochondrii. Jak vyplyva z grafu 12, samotné Ca®" ve fyziologickych koncentracich
(5-12 uM) mé& na bobtndni mitochondri jen minimalni vliv. Teprve az vyssi
koncentrace Ca>" (100 - 400 pM) indukuji bobtnani mitochondrii (Graf 12). Nastup
bobtnani je velmi pomaly. Maximalni hodnota rychlosti bobtnani je dosazena az
unejvy$si pouzité koncentrace 400 uM Ca’’. Reakéni smés obsahovala médium,
suspenzi mitochondrii, sukcinat a Ca®". Roztok Ca*" byl davkovan mezi 50. a 60. s od

po&atku méfeni a bylo pouzito Ca®" (CaCl,) o vysledné koncentraci 5 - 400 uM.
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Graf 12: Swelling mitochondrii indukovany Ca®* bez piidavku Pi. A: klasické vyhodnoceni dat, B:
derivace ptvodni kfivky. Mitochondrie byly inkubovany ve standardnim médiu, s ptidavkem Ca®"
v50-60s (1) 5,0 uM Ca*', (2) 12,5 uM Ca**, (3) 25,0 uM Ca*', (4) 50,0 uM Ca**, (5) 100,0 uM Ca®",
(6) 150,0 uM Ca*', (7) 200,0 uM Ca*', (8) 400,0 uM Ca*".

Tato méfeni jsme doplnili srovnanim aktivace bobtnani ptidavkem Pi o vysledné
koncentraci 0,1 mM pfi aplikaci 15 a 150 uM CaCl, (viz Graf 13). Roztok Ca®" byl
davkovan opét mezi 50. a 60. s od poCatku meétfeni. Vidime, Ze za pfitomnosti
0,1 mM Pi se zvySuje jak rychlost bobtnani, tak se i zkracuje doba, kdy po pfidani

kalciovych iontli dosahuje rychlost bobtndni maximalnich hodnot. I z klasického
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zdaznamu kiivek je ziejmé, ze 0,1 mM Pi znacné potencuje bobtnani indukované 15 1
150 uM CaCl,. Derivace namétenych hodnot bobtnani vSak umozni aktivacni efekt Pi
Iépe kvantifikovat. Vidime zde vyrazné rozdily u obou koncentraci CaCl, a to jak
v maximalni rychlosti bobtnani, tak i v dob& nastupu po aplikaci Ca*". Na zaklad&
téchto orientacnich experimentli jsme mohli pfistoupit k podrobnéjSimu hodnoceni

koncentraéni zavislosti Ca®" a Pi na pribéh aktivace MPTP.
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Graf 13: Swelling mitochondrii indukovany Ca** za p¥itomnosti 0,1 mM Pi. A: klasické vyhodnoceni

dat, B: derivace ptivodni kifivky. Mitochondrie byly inkubovany ve standardnim médiu. (1) bez Pi,
15,0 uM Ca*", (2) bez Pi, 150,0 uM Ca*", (3) 0,1 mM Pi, 15,0 uM Ca*", (4) 0,1 mM Pi, 150,0 uM Ca*".
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5.4.2.2. Vliv PO, na funkci MPT

Neptitomnost Pi vreakéni smési je v literatufe popisovana jako faktor
vedoucimi k inhibici funkce MPTP (Byrne et al., 1999; Hagen et al., 2003). Vzhledem
k témto poznatklim jsem se rozhodli doplnit nase méteni i o sledovani vlivu samotného
Pi na bobtnani mitochondrii. Jak je patrné z grafu 14, je MPT zévisly na koncentraci Pi
v inkuba¢nim médiu. Rostouci koncentrace Pi v reakéni smési zvySuje miru bobtnani a
tim 1 vétsi pokles absorbance suspenze mitochondrii. Reakéni smés obsahovala
médium, suspenzi mitochondrii, sukcinat a Pi. V na$i studii jsme pouzili 0,05; 0,10;
0,50; 1,00 mM Pi. Vzhledem k pfitomnosti stopového mnozstvi Ca®" v inkubaénim
médiu, které je pfitomno ve vodé a v chemikaliich, bylo toto métfeni doplnéno o métenti,
kdy do inkubaéniho média s 1,00 mM Pi bylo pfidano chelataéni ¢inidlo EGTA
(o vysledné koncentraci 250 pM), které vyvaze v médiu veskeré Ca®'. Prokazali jsme,
ze za téchto podminek je samotny vliv 1 mM Pi na bobtnani mitochondrii prakticky
nulovy. Z tohoto mé&feni je patrné, Ze samotny Pi bez Ca®" neni schopen navodit MPT.
Protoze jednim z nagich cild bylo sledovat vliv Ca*" na MPT, nebylo mozné v dalsich
krocich pouzivat chelata¢ni ¢inidlo a pocitali jsme s tim, Ze v roztoku bude vzdy urcité
mnozstvi Ca®". Vzhledem k tomu, Ze jsme potiebovali sledovat indukéni vliv nékolika
latek na MPT, rozhodli jsme se pro dal§i pokusy pouzivat Pi o koncentraci 0,10 mM.
Tato koncentrace Pi se ndm zdala jako nejvhodnéjsi. 0,10 mM Pi byl uz schopen
navodit bobtnani mitochondrii, které jsme chtéli dale modulovat piidavkem dalSich

latek ovliviiujicich bobtnani.
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Graf 14: Swelling mitochondrii indukovany fosfatovymi ionty. A: klasické vyhodnoceni dat, B:
derivace naméfenych hodnot. Mitochondrie byly inkubovany ve standardnim mediu bez pfidani
vapenatych iontl. Koncentrace fosfatu v inkuba¢nim mediu byly: kiivka (1) bez Pi, (3) 0,05 mM Pi,
(4)0,10 mM Pi, (5) 0,50 mM Pi, (6) 1 mM Pi, (2) 1,00 mM Pi + EDTA ptidané v 50. s inkubace
o vysledné koncentraci 250 uM.

Jak vyplyvéa z grafu 14, Pi v koncentraci pod 0,05 mM mé& minimalni efekt
na bobtnani mitochondrii. U vysSich koncentraci Pi (0,10; 0,50 a 1,00 mM) lze prokazat

minimalni vzestup bobtnani v zavislosti na koncentraci ptidaného Pi (kifivky 4, 5, 6).
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Toto bobtnani, ale souvisi s pfitomnosti Ca’" iontd v mediu. Jak ukazuje srovnani

ktivky 6 a 2, EGTA zcela inhibuje bobtnani indukované 1,00 mM Pi.

5.4.2.3. Interakce Ca’" a Pi pri aktivaci MPTP

Cilem této &asti bylo sledovat prib&h Ca*"-indukovaného bobtnani a hodnotit
piisobeni riiznych aktivagnich faktorti (Pi, ROS, Ts) pii riiznych koncentracich Ca®" a
pti riznych koncentracich jednotlivych aktivatori. Hodnotili jsme nejprve koncentraéni
zévislost vlivu Ca®" v pfitomnosti 0,1 mM Pi, které samo o sob&, jak jsme zjistili
v predeslych pokusech (Graf 12), indukuje bobtnani minimaln¢, ale vykazuje jiz znacny
aktivatni efekt za pfitomnosti Ca’". Tyto vysledky jsou shrnuty v grafech 15A,B.
Vysledky ukazuji, Ze zvySovani koncentrace Ca*” v inkuba&nim mediu vede jak k ristu
rychlosti bobtnéni, tak i ke zkracovani doby néastupu maximalni rychlosti. Z grafu je téz
patrné, ze maximalni rychlosti bobtndni za danych experimentdlnich podminek je
dosazeno pii vysledné koncentraci 100,0 uM Ca*".

V druhé sérii méfeni byl pouzZit Pi o vysledné koncentraci 1,0 mM
(Grafy 16A,B). Reakéni smés obsahovala médium, suspenzi mitochondrii, sukcinat.
Roztok Ca®" byl davkovan mezi 50. a 60. s od pocatku experimentu. Bylo piidavano
Ca”" o vysledné koncentraci 5,0 az 150,0 uM. Jak je patrné z grafi 15 a 16, pii vyssi
koncentraci fosfatu (1 mM) byl charakter zmén pfi rostouci koncentraci Ca** v reakéni

smési ptiblizné stejny, hodnoty rychlosti bobtnani v§ak byly ptiblizn€ dvojnasobné.
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Graf 15: Swelling mitochondrii indukovany Ca®, za p¥itomnosti 0,1 mM Pi. A: klasické
vyhodnoceni dat, B: derivace pivodni kiivky. Mitochondrie byly inkubovany ve standardnim médiu s Pi
o vysledné koncentraci 0,1 mM. (1) 0,0 uM Ca®*, (2) 5,0 uM Ca**, (3) 12,5 uM Ca*', (4) 25,0 uM Ca*",
(5) 50,0 uM Ca*", (6) 100,0 uM Ca*", (7) 150,0 uM Ca*", (8) 200,0 uM Ca*".
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Graf 16: Swelling mitochondrii indukovany Ca*’, za p¥itomnosti 1,0 mM. A: klasické vyhodnoceni
dat, B: derivace ptuvodni kiivky. Mitochondrie byly inkubovany ve standardnim médiu s Pi o vysledné
koncentraci 1,0 mM. (1) 0,0 upM Ca*", (2) 5,0 uM Ca*’, (3) 12,5 uM Ca®’, (4) 25,0 uM Ca*’,
(5) 50,0 uM Ca®", (6) 100,0 uM Ca®", (7) 150,0 uM Ca**, (8) 200,0 pM Ca*".
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Udaje v grafech 15A,B a 16A,B jsou vyhodnoceny v grafech 17A,B a 18.
Z grafu 17A vyplyvéa, ze v ptitomnosti 0,1 mM Pi v inkuba¢nim mediu dosahuje
kalcium maximalniho aktivaéniho efektu pii 100 uM CaCl,. Dalsi zvySovani
koncentrace Ca®" jiz dale rychlost bobtnani neovlivni. Pii pouziti 1,0 mM Pi, ma Ca*"
podstatné vyssi aktivacni efekt. Také v tomto ptipad¢ zvySovani rychlosti bobtnani pfi
zvySujici se koncentraci CaCl, dosahuje maxima pfi 100 uM CaCl,. MlZeme tedy
uzaviit, Zze fosfatové ionty ovliviuji pfedev§sim rychlost bobtnani mitochondrii. Jak
vyplyvé z charakteru kiivek v grafech 15A a 16A v obou pfipadech 0,1 a 1,0 mM Pi
dosahuje maximalni rozsah bobtnani piiblizn¢ stejnych hodnot a koncentrace Pi
ovlivituje predevsim rychlost sjakou je toto maximum dosazeno. Jak je patrné
z grafu 17B, je pribch aktiva¢niho efektu riznych koncentraci Pi stejny. Hodnoty
z grafu 17A jsou zde vyjadieny v % maximalni rychlosti, pfi dané koncentraci Pi.
Z hodnot v grafech 15B a 16B miizeme také vyhodnotit &as, kdy indukce bobtnani Ca*"
ionty dosahne maximalni rychlosti. I zde je vliv koncentrace Pi patrny. Je vSak daleko

niZsi, neZ pti ovlivitovani rychlosti bobtnani (Graf 18).
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Graf 17: A: Aktivace rychlosti bobtnani jaternich mitochondrii zvysujici se koncentraci CaCl,

za pritomnosti 0,1 a 1,0 mM Pi. B: Hodnoty kiivek A vyjadiené v % maximalni rychlosti. Inkubacni
podminky byly stejné jako v grafech 15A a 16A.
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Graf 18: Doba ndstupu maximalni rychlosti bobtnani indukovaného rGznou koncentraci CaCl,

za pritomnosti 0,1 a 1,0 mM Pi. Jednotlivé hodnoty jsou vypocitany z kiivek v grafech 15B a 16B.

5.4.2.4. Aktivace kalciem indukovaného bobtnani jaternich mitochondrii pusobenim

t-BHP. Peroxidacni stres aktivuje Ca’” -indukované bobtndni

Rada publikovanych praci ukazuje, Ze oxidaéni stres vyznamné aktivuje
Ca*"-indukované bobtnani mitochondrii (Kowaltowski et al., 2001; Venditti et al.,
2003). Nekteti autofi predpokladaji, ze oxidacni stres muze byt i hlavnim induktorem
tohoto procesu (Lemasters et al., 1998). SnaZzili jsme se proto tyto ndlezy zopakovat
v naSich experimentalnich podminkéch. Jak ukazuje Graf 19, ptidavek 1,5 mM t-BHP
vyrazné zvysSuje rychlost bobtnani jaternich mitochondrii indukovanou 25 pM CaCl,.
Protoze jsme chtéli prokazat, ze aktivacni efekt t-BHP ovlivituje nespecificky MPTP,
pouzili jsme CsA jako specificky inhibitor funkce MPTP (Byrne et al., 1999; Hagen et
al., 2003). CsA se vaze na Cyp D, ¢imZz méni jeho schopnost navazat na se vnitini
mitochondridlni membranu, na komplex proteinti které tvoii MPTP. Tim, ze CsA
zamezi vazb¢ Cyp D na MPTP, inhibuje jeho funkcni aktivitu. Bobtnani indukované
25 uM CaCl; a 0,1 mM Pi, stejn€ jako bobtnani indukované 25 pM CaCl, a 1,5 mM
t-BHP, lze zcela inhibovat 5 uM CsA, coz ukazuje, Ze toto bobtnani je disledkem
otevieni MPTP.
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Graf 19: Swelling mitochondrii indukovany pomoci t-BHP. Mitochondrie byly inkubovany
ve standardnim médiu s Pi o vysledné koncentraci 0,1 mM a s piidavkem Ca’" o vysledné koncentraci

25,0 uM. (1) 5,0 uM CsA, 1,5 mM t-BHP, (2) bez CsA, bez t-BHP, (3) bez CsA, 1,5 mM t-BHP.

5.4.3. Vliv trijodtyroninu na funkci MPTP: in vitro a in vivo

Hormony S§titné Zzlazy svymi ucinky zasahuji jak do biogeneze, tak i do
zvySuji syntézu komponent dychaciho fetézce kddovanych jak v jadre, tak i
v mitochondriich. Indukuji dé&je, které vedou ke zménam ve slozeni lipidi
mitochondridlnich membréan, zvySuji aktivitu adenin nukleotidovych translokaz a
stimuluji bun&&nou respiraci a eflux Ca®" iontii (Drahota et al., 1999; Goglia et al.,
1999; Lombardi et al., 2007; Mracek et al., 2005; Weitzel et al., 2003). V nedavné dobé
se podafilo prokazat, ze T3 aplikovany potkantim v podminkach in vivo aktivuje MPTP
izolovanych mitochondrii. T; v piitomnosti Ca*" indukuje oxidaci SH skupin
membranovych proteini, coz vede ke zméné¢ v produkci ROS a nésledné
k aktivaci MPTP (Halestrap et al., 1997; Kowaltowski et al., 1997).

Jiz velmi staré prace ukazuji, Ze thyroidalni hormony indukuji bobtnani
mitochondrii (Tapley, 1956). V té dobé vSak nebyla jesté prokazana existence MPTP
v mitochondrialni membrané a efekt thyroidalnich hormonti byl pfisuzovan poskozeni
mitochondridlni membrany. Teprve v poslednich letech byl efekt Ts; studovan

v souvislosti s funkci MPTP jako Ca**-indukované, cyklosporin-sensitivni bobtnani.
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ProtoZe v literatufe neexistuji jednoznaéné zavéry o pasobeni Ts na Ca’'-indukované
bobtnani a na vzdjemné interakce Ca’’, Pi a Ti, rozhodli jsme se v dalsich
experimentech tento ucinek provétit a vyhodnotit pomoci nasi nové metody. Vliv Tz na
rychlost bobtnani izolovanych mitochondrii jsme hodnotili jak pti aplikaci in vitro, tak

po aplikaci T potkantim in vivo.

5.4.3.1. Ucinek in vitro aplikace trijodtyroninu na Ca’ " -indukované bobtndni jaternich

mitochondrii

V prvni fazi pokusi jsme sledovali G¢inek riznych koncentraci T3 na bobtnani
mitochondrii. K inkuba¢nimu médiu, které neobsahovalo Pi, jsme piidavali Ts
o vysledné koncentraci: 1,25; 2,50; 5,00; 15,00 a 25,00 uM. Jako induktor bobtnéni
jsme pouzili 50,0 pM Ca®", ktery byl piidavan mezi 50. a 60. s od pocatku inkubace
(Graf 20). Zjistili jsme, ze zvySujici se koncentrace Tz aktivuje bobtnani indukované
50 uM Ca®". V dalsim pokusu jsme indukovali bobtnani vy$§i koncentraci Ca®"
(200,0 uM). Koncentrace T; byla v tomto pokusu: 1,25; 2,50; 5,00; 7,50 a 10,00 uM
(Graf 21). Jak je patrné z grafti 20A a 21A, rostouci koncentrace T3 v reakénim mediu
zpusobuje rostouci intenzitu bobtnani. Koncentrace T3 v rozmezi 2,5 - 25 uM se lisi jak
dobou nastupu bobtnani, tak 1 maximalni rychlosti. V pribéhu bobtnéni vsak celkovy
rozsah tohoto jevu dosahne pfiblizné stejnych hodnot (Grafy 20A a 21A). Podrobnéji a
daleko pfesnéji lze tyto parametry vyhodnotit po derivaci klasickych kiivek bobtnani
mitochondrii (Grafy 20B a 21B).
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Graf 20: Swelling mitochondrii indukovany trijodtyroninem. A: klasické vyhodnoceni dat, B:
derivace pavodni kiivky. Mitochondrie byly inkubovany ve standardnim médiu, bez Pi a s pridavkem
Ca* o vysledné koncentraci 50,00 uM. (1) bez T;, (2) 1,25 uM T3, (3) 2,50 uM T;, (4) 5,00 uM Tj;,
(5) 15,00 uM Ts, (6) 25,00 uM Ts.
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Graf 21: Swelling mitochondrii indukovany trijodtyroninem. A: klasické vyhodnoceni dat,
B: derivace ptivodni kiivky. Mitochondrie byly inkubovany ve standardnim médiu, bez Pi a s ptidavkem
Ca’' o vysledné koncentraci 200,00 pM. (1) 1,25 uM T3, (2) 2,50 uM T3, (3) 5,00 uM T3, (4) 7,50 uM T;,
(5) 10,00 uM Ts.

Z derivovanych ktivek lze zcela presné odecist jak maximalni hodnotu rychlosti
bobtnani, tak i dobu, kdy je této rychlosti dosaZeno po aplikaci Ca**. Souhrnng jsou tyto
hodnoty uvedeny v grafech 22 a 23. T; zvySuje rychlost bobtnani i bez p¥itomnosti Ca*"
na 157% hodnoty bez Ts. Pfi pouZitych koncentracich Ca®" se nartist rychlosti bobtnani

pohybuje v rozmezi 180 - 220% (Graf 23).
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Graf 22: Aktivace bobtnini mitochondrii T; p¥i riznych koncentracich Ca®**. Mitochondrie byly
inkubovany ve standardnim médiu, bez Pi a s ptidavkem Ca** o vysledné koncentraci: 0,00; 12,5; 25,0;

50,0; 200,0 uM. (1) bez Ts, (2) s ptidavkem 25,0 uM Ts.
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Graf 23: Procento aktivace bobtnani mitochondrii T; p¥i riiznych koncentracich Ca*".
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5.4.3.2. Vliv PO, na_aktivacni_efekt trijodtyroninu na Ca’ -indukované_bobtndni

jaternich mitochondrii

V dalsi fazi pokust s T3 jsme sledovali vliv 0,1 mM Pi v inkuba¢nim médiu na
aktivacni efekt trijodtyroninu. V této &asti jsme opét pouzili riizné koncentrace Ca" pro
indukci bobtnani. Nejprve jsem zjiStovali, jak dalece aktivuje Ts; bobtnani za
piitomnosti 0,1 mM Pi v nepfitomnosti Ca®". Jak ukazuje graf 24, samotny Pi neni
schopen navodit bobtnani v neptitomnosti Ca®" a Ts vykazuje maly aktivacni efekt.
Ptitomnost Pi jej zdvojnasobi a urychli nastup bobtnani. Po piidani 50 uM Ca®", jak
Ts bobtnani jen mirng aktivuje. Ca>" v piitomnosti Pi indukuje bobtnani a kombinace
viech tii komponent: Ca®", Pi a T; poskytuje nejvyssi hodnoty bobtnani a také vyrazné
zkracuje dobu jeho nastupu (Graf 25). Pfi indukci bobtnani vy3si koncentraci Ca*"
(200 uM) je vidét, ze aktivacni efekt T; se priliS nelis§i od predeslého experimentu
s 50 M Ca®’, avSak efekt samotného Ca®’ je podstatnd vy3si pfi pouziti tak vysoké
davky kalcia. Pfidani Ts vede pak jen k minimalni dalsi aktivaci (Graf 26). Z téchto
pokusit miiZeme uzavfit, ze pro sledovani aktivacniho efektu Ts je tfeba pouzivat pro
indukci bobtnani nizsi koncentrace Ca>", kdy rychlost a rozsah bobtnani nedosahuje

maximalnich hodnot, takze je poskytnut prostor pro sledovani aktiva¢niho uc¢inku T;.
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Graf 24: Swelling mitochondrii indukovany trijodtyroninem bez p¥idavku Ca*". Mitochondrie byly
inkubovany ve standardnim médiu, bez Ca?" s piidavkem Pi. (1) 0, mM Pi, bez Ts, (2) bez Pi,
25,0 uM T3, (3) 0,1 mM Pi, 25,0 uM T;.
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Graf 25: Swelling mitochondrii indukovany trijodtyroninem s pfidavkem Ca*" a Pi. Mitochondrie
byly inkubovany ve standardnim médiu, s piidavkem Ca®" o vysledné koncentraci 50,0 uM. (1) bez Pi,

bez Ts, (2) bez Pi, 25,0 uM T3, (3) 0,1 mM Pi, bez Ts, (4) 0,1 mM Pi, 25,0 uM Ts.
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Graf 26: Swelling mitochondrii indukovany trijodtyroninem s pfidavkem Ca®* a Pi. Mitochondrie
byly inkubovény ve standardnim médiu, s piidavkem Ca®" o vysledné koncentraci 200,0 uM. (1) bez Pi,

bez Ts, (2) bez Pi, 25,0 uM T, (3) 0,1 mM Pi, bez T, (4) 0,1 mM Pi, 25,0 uM T;.
Protoze jsme chtéli prokazat, zda T3 ovliviiuje nespecificky MPTP, pouzili jsme

CsA jako jeho specificky inhibitor (Byrne et al., 1999; Hagen et al., 2003). Reak¢ni

smés obsahovala: médium, suspenzi mitochondrii, sukcinat a T3 o vysledné koncentraci
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25,0 pM. Po piidani Ca®" o vysledné koncentraci 50,0 uM byl zaznamenan pribeh
bobtnani mitochondrii, ktery byl nasledné porovnan s méfenim bobtnani mitochondrii
za stejnych podminek s ptidavkem CsA o vysledné koncentraci 5,0 pM. Z grafu 27 je
patrné, ze CsA zcela inhiboval pribéh MPT. Miizeme proto uzaviit, ze i aktivace

bobtnani pisobenim T3 je disledkem otevieni MPTP.
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Graf 27: Swelling mitochondrii inhibovany cyklosporinem A. Mitochondrie byly inkubovany ve
standardnim médiu, bez Pi, spiidavkem T; o vysledné koncentraci 25,0 uM a Ca*" o vysledné

koncentraci 50,00 uM. (1) 5,0 uM CsA, (2) bez CsA.

5.4.3.3. Vliv Pi a Ca** na pritbéh MPT po aplikaci T in vivo

Predmétem této Cast prace bylo porovnat aktivaéni vliv Pi a Ca®" na MPTP po
aplikaci Tz v podminkéch in vivo. Potkany jsme utratili za 24 hodin po jednorazové
aplikaci T3 v davce 200 pg/kg télesné hmotnosti i. p., izolované mitochondrie jsme
inkubovali ve standardnim mediu se sukcinatem a s pfidavkem Pi o vysledné
koncentraci 0,1 mM a sledovali pribéh bobtnani. Toto bobtnani jsme nasledné
porovnali s bobtnanim mitochondrii izolovanych z jater potkanti neovlivnénych Ts.
Obdobn¢ jsme porovnali kontrolni mitochondrie s mitochondriemi, které byly izolovany
z jater potkantli, kterym byl aplikovan 3x ve 24 hodinovych intervalech Ts v déavce
200 pg/kg télesné hmotnosti i. p., posledni davka byla poddna 24 hodin pted izolaci
mitochondrii (Grafy 28 a 29). Pfi inkubaci izolovanych mitochondrii za pfitomnosti
samotného fosfatu (0,1 mM) jsme ani u kontrol ani u mitochondrii po aplikaci 1x T

(Graf 28) nebo 3x T3 (Graf 29) zadné bobtnani neprokazali. Jestlize jsme vSak bobtnéni
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indukovali ve standardnim médiu s obsahem sukcinatu a Pi o vysledné koncentraci
0,1 mM) piidanim 50 pM Ca?*, pak byla indukce bobtnani vy$si jak u mitochondrii
izolovanych z jater potkant s jednou davkou Tjs, tak se tiemi davkami T; (Graf 30) a
v obou pifipadech byl po aplikaci T3 ndstup bobtnani rychlejsi ve srovnani s kontrolnimi
mitochondriemi. Rychlost ndstupu bobtnani byla vyznamné vyssi po opakovaném

podavani Ts.
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Graf 28: Swelling mitochondrii indukovany Pi, po aplikaci 1x T;. Mitochondrie byly inkubovany ve

standardnim médiu, s pfidavkem Pi o vysledné koncentraci 0,1 mM. (1) kontrola, (2) aplikace 1x Tj.
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Graf 29: Swelling mitochondrii indukovany Pi, po aplikaci 3x T;. Mitochondrie byly inkubovany ve

standardnim médiu, s pfidavkem Pi o vysledné koncentraci 0,1 mM. (1) kontrola, (2) aplikace 3x Ts.
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Graf 30: Swelling mitochondrii indukovany Ca®, po aplikaci 1x T; a 3x Ts Mitochondrie byly
inkubovany ve standardnim médiu, s p¥idavkem Pi o vysledné koncentraci 0,1 mM a Ca** o vysledné

koncentraci 50,0 uM. (1) kontrola, (2) aplikace 1x Tj, (3) aplikace 3x T;.
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5.4.4. Tkariovd specifita citlivosti MPTP viiéi Ca’* iontiim

Panov et al. (2007) prokazali, ze mitochondrie izolované z mozku vykazuji
mensi citlivost MPTP vi&i Ca®" iontim neZ mitochondrie srde&ni. Autofi pak spekuluji
o tom, Ze existuje druhova i tkéfova specifita tohoto jevu a Ze rizné organy tak voli
riznou strategii zfejmeé z hlediska, jak dalece je kalciovy inzult nebezpe¢ny pro funkéni
aktivitu daného organu a jak intenzivné probiha v daném organu bunécna regenerace.
Snazili jsme se tyto nalezy rozsifit a doplnit srovnanim citlivosti MPTP mitochondrii
jater a srde¢niho svalu vaci Ca®" jontim. Zjistili jsme, jak je uvedeno v grafu 31, Ze
jaterni mitochondrie reaguji na stejnou koncentraci CaCl, mnohem intenzivnéjSim
bobtndnim nez mitochondrie srdec¢ni. Jestlize u obou preparati mitochondrii
vyhodnotime rozsah poklesu optické denzity, ktery indikuje bobtnani mitochondrii, za
4 minuty po aplikaci CaCl,, kdy bobtnani dosahuje maximalnich hodnot, je tento rozdil
u nizké koncentrace (25 uM CaCl,) sedmindsobny, pifi aplikaci vy$§i koncentrace

(100 uM CaCl,) je trojnasobny (viz Tab. 2).
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Graf 31: Kalciem indukovany swelling mitochondrii: koncentraéni Ca®" zavislost. A: izolované
jaterni mitochodrie, B: izolované srdecni mitochondrie. Mitochondrie (0,4 mg proteinu/ml) byly

inkubovany ve standardnim médiu s Pi o vysledné koncentraci 1,0 mM.
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Tab. 2: Mira kalciem indukovaného bobtnani jaternich a srde¢nich mitochondrii

25 uM Ca** 100 pM Ca*"
RLM
Izolované jaterni mitochondrie 0,564 + 0,08 0,508 £ 0,05
RHM
Izolované srde¢ni mitochondrie 0,0768 £ 0,01 *** 0,173 £ 0,02 ***
RLM / RHM 7,32 2,93

Data udavaji prdmémou hodnotu mitochochondrialniho swellingu v ¢ase 4 min po piidani Ca®".

Experimentalni podminky jsou stejné jak je popsano u grafu 31. (n =5, ***P < 0.001)

Jak je vidét z hodnoceni koncentracni zavislosti rozsahu bobtnani na koncentraci
CaCl, (Graf 32), signifikantni vzestup bobtnani 1ze u jaternich mitochondrii pozorovat
jiz pii 2,5 pM koncentraci CaCl,, maximalni hodnoty rozsahu bobtnéni v rozmezi
koncentrace CaCl, 10 - 30 uM. U srde¢nich mitochondrii stoupa rozsah bobtnani az
do 100 uM koncentrace CaCl,. NaSe vysledky doplituji nalezy Panova et al. (2007) a
ukazuji, ze nejen mozkové, ale i srde€ni mitochondrie maji ve srovnani s jaternimi
mitochondriemi mensi citlivost a tim i lep$i protekci vii¢i Ca* -indukovanému otevieni

MPTP, a tak i iniciaci apoptotickych procest.
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Graf 32: Koncentra¢ni zavislost kalcia na miru (rozsah) bobtnani mitochondrii béhem 4 min.
Experimentalni podminky byly stejné jak je popsano u grafu 31. Data udavaji rozdil absorbance pted

tidavkem Ca?" (v 50 s) a v &ase 4 min po pridani Ca®".
p pop
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6. DISKUZE

6.1. Piisobeni peroxidacniho stresu na hepatocyty a mitochondrie jater potkana

Jatra jsou multifunkénim orgénem, ktery méa vyznamnou roli v intermediarnim a
energetickém metabolismu, v syntetickych i1 biotransformacnich procesech, v sekreci a
exkreci fady latek endogenniho i exogenniho ptivodu. VSechny tyto procesy jsou
energeticky velmi naro¢né, takze fyziologicka funkéni aktivita jater vyzaduje intenzivni
aktivitu energetického metabolismu. Na jaterni buiiky pisobi Siroké spektrum
hepatotoxickych latek vnéjsiho prostfedi (xenobiotik), protoze jatra jsou mistem jejich
degradace a exkrece. Permanentni expozice jater toxickym latkam je pravdépodobné
pri¢inou mimotfadné regeneracni schopnosti jaterni tkdné. Jednd se o evolucné
konzervativni dé&j; regenerace jater byla popsdna u vSech savcl vcéetné cloveka
(Cervinkova et al., 2007).

Vseobecné je dnes piijimano, ze hlavni roli v mechanismu poskozeni jater
nejruznéjSimi  hepatotoxickymi latkami predstavuje indukce peroxidacnich procest
(Jaeschke et al., 2002), a ze peroxidacni poSkozeni primarn¢ zasahuje funkci
mitochondridlni pfemény energie. Mitochondrie tak pfedstavuji nejen misto, kde
kyslikové radikaly mohou vznikat, ale i cilovou strukturu jejich ptisobeni (Boveris a
Chance, 1973; Hyslop et al., 1988; Mehendale, 1994; Turrens, 2003). Ve svétové
literatufe je tomuto problému vénovand mimoiddnd pozornost (Kennedy et al., 1992;
Kmonic¢kova et al., 2001; Kowaltowski a Vercesi, 1999; Kitivakova et al., 2007;
Nieminen et al., 1997; Nulton-Presson a Szweda, 2001). Stale vSak neni dostatek udaji
o kinetice pusobeni prooxidacnich agens na jednotlivé bunécné struktury a razné
enzymové funkce, coz je nezbytné ptedevsim pro spravnou volbu strategie antioxida¢ni
prevence a pro stanoveni optimalnich podminek pro reparaci poskozené tkan¢.

Mechanismus ptsobeni ROS je velmi komplexni. Mohou jimi byt inhibovany
rizné enzymy a to bud’ piimo modifikaci redox-sensitivnich molekul nebo v disledku
peroxida¢niho poskozeni bunéénych membran, které vyvolava zmény jejich fluidity a
s tim spojené konformacni zmény bilkovinnych molekul (Kim et al., 2003). Peroxidacni
poskozeni mize zahrnovat lipoperoxidaci cytoplazmatickych membran (Klauning et al.,
1998; Masaki et al., 1989), poskozeni jaderné ¢i mitochondrialni DNA (Sandstrom a
Marklund, 1990), oxidaci pyrimidinovych nukleotidi a glutathionu (Nulton-Persson et

al., 2003). Peroxidacni stres naruSuje funkci mitochondrii (pfedevsim tvorbu ATP
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nezbytnou pro zabezpecCeni nejriznéjSich funkci hepatocytll) na mnoha urovnich:
(a) inhibici mitochondridlnich dehydrogendz, (b) inhibici transportu elektronli
respiraénim fetézcem, (c) rozpfazenim oxidativni fosforylace v mitochondriich.
V disledku rozptazeni oxidativni fosforylace dochazi ke kolapsu membranového
potencialu bud’ ireverzibiln¢ poruSenim nepropustnosti vnitini mitochondrialni
membrany pro protony, nebo reversibilné¢ aktivaci vapnikem indukovaného
membranového péru, jehoz funkce je regulovatelnd, takze pokles membranového
potencidlu miize byt reversibilni. VSechny tyto reakce maji vyznamnou tulohu pfti
indukci apoptotickych a nekrotickych procest v jaterni tkéani.

Proto jsme se snazili n¢které dosud ne zcela vyjasnéné otazky tykajici se
mechanismu pisobeni ROS zodpovédét naSimi experimenty. V pokusech jsme
pouzivali jako prooxidant t-BHP, protoze neni degradovan kataldzou (Chance et al.,
1979), a tak je vhodny pro kinetick¢ studie koncentracni a casové zavislosti
peroxidacniho ptsobeni. Kombinovali jsme plsobeni t-BHP na intaktni hepatocyty
v primarni kultufe, na hepatocyty v suspenzi permeabilizované digitoninen, kdy se
mitochondrie nachdzeji v kontaktu s ostatnimi cytosolovymi komponentami, a na
izolované mitochondrie, zbavené protekéniho ptisobeni cytosolovych antioxidac¢nich
komponent.

Zvlastni pozornost jsme vénovali mechanismu, ktery indukuje apoptotické a
nekrotické procesy po peroxida¢nim ataku a to funkci nespecifického mitochondridlniho
poru piechodné permeability, jehoZ otevieni indukované Ca*” ionty vede k bobtnani
mitochondrii, poruSe vné¢j$i mitochondrialni membrany a k naslednému vyplavovani
cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru a vnitini mitochondridlni membrany.
To vede nasledné k inhibici transportu elektrond respiracnim fetézcem, ke zvySenému
redukénimu stavu mitochondridlnich oxidoredukénich komponent a tim k aktivaci
tvorby ROS mitochondriemi. Tento por byl popsan pied 40 lety (Hunter a Haworth,
1979), ptes to vSak dosud jeho slozeni a mechanismy regulace nejriznéjSimi
cytosolovymi latkami nebyly pln¢ objasnény (Leung a Halestrap, 2008).

V prvni cCasti prace jsme se soustiedili na doplnéni diivéjSich nalezl
provadénych na hepatocytech v suspenzi hodnocenim peroxidacniho plisobeni na
hepatocyty v primarni kultute pfisedlé na kolagenni podlozce. Hodnotili jsme ¢asovou i
koncentracni zavislost ptisobeni t-BHP na cytoplazmatickou membranu z hlediska jeji
propustnosti, intenzitu lipoperoxidace bunéénych membran a poskozeni funkce

mitochondrii. Na hepatocytech v kultufe jsme hodnotili schopnost mitochondrii
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generovat a udrzovat membranovy potencial. Na hepatocytech v suspenzi,
permeabilizovanych digitoninem, jsme hodnotili peroxidaéni poSkozeni respirace
mitochondrii pii pouziti NADH- a flavoprotein-dependentniho substratu. Na
izolovanych mitochondriich jsme hodnotili pasobeni t-BHP na aktivitu rtznych
mitochondridlnich enzyma a na schopnost izolovanych mitochondrii generovat a
udrzovat membranovy potencial pti piisobeni peroxidacniho stresu.

Nase vysledky na intaktnich hepatocytech ukazaly (Graf 1 a 2), Ze tvorba
lipoperoxidii se prudce zvySuje v rozmezi 0,5 - 1 mM t-BHP. V tomto koncentracnim
rozmezi také dochdzi ke ztraté integrity bunééné membrany hodnocené uvolnovanim
LDH do kultivaéniho média. Casova zavislost ptisobeni t-BHP ukazuje, Ze zatimco
vzestup koncentrace MDA pokracuje témét linedrné v priabéhu 60ti min inkubace,
vzestup propustnosti pro LDH se dramaticky zvySuje mezi 30. a 60. min inkubace.
Vzestup mnozstvi lipoperoxidii v koncentratnim rozmezi do 1 mM t-BHP ziejmé
zahrnuje 1 lipoperoxidacni poskozeni mitochondrii, protoze ve stejném koncentracnim
rozmezi paralelné klesa 1 mitochondridlni membranovy potencidl (Graf 3). Pii
hodnoceni respiracni aktivity permeabilizovanych hepatocytt se ukazalo, Ze pfi stejné
koncentraci t-BHP je daleko vice inhibovana oxidace NADH-dependentnich substratii
glutamatu + malatu nez oxidace flavoprotein-dependentniho sukcinatu (Graf 4 a 5).
Inhibi¢ni efekt t-BHP byl patrny bezprostiedné po pfidani 0,5 mM t-BHP, zatimco
oxidace sukcinatu nebyla ovlivnéna ani 3 mM t-BHP (Graf 5).

Tyto vysledky naznacuji vyssi citlivost komplexu I na peroxida¢ni poskozeni

ve srovnani s citlivosti komplexu II. Pokles respirace obou komplext lze pozorovat
v koncentra¢nim rozmezi t-BHP do 0,5 mM. Pii této koncentraci ale nedochézi jesté
k maximalnimu poklesu mitochondridlniho potencidlu ziejmé proto, Ze flavoprotein-
dependentni substraty jsou jen minimalné inhibovany a jsou schopné generovat
membranovy potencial (Graf 3).
v suspenzi (Kmonickova et al., 2001) a prokazali jsme, Ze t-BHP vykazuje obdobny
inhibi¢ni ucinek i u hepatocytl v primarni kultufe adherovanych ke kolagenu. Déle jsme
podrobné&ji hodnotili ¢asovy pribéh a koncentra¢ni zavislost peroxida¢niho poskozeni
jednotlivych bunéénych struktur a metabolickych drah.

Pokusy na hepatocytech ukazaly, Ze existuje rozdilnd citlivost jednotlivych
mitochondridlnich komponent vii¢i peroxidacnimu poskozeni. Proto jsme tyto nalezy

doplnili studiem inhibi¢niho ptisobeni t-BHP na oxidaci péti NADH-dependentnich
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substrati oxidovanych izolovanymi mitochondriemi. Srovnavali jsme peroxidacni
poskozeni oxidace palmityl karnitinu + malatu, pyruvatu + malétu, glutamatu + malatu,
oxoglutaratu + maléatu a sukcinatu (Tab. 1). Ziskané vysledky prokéazaly, Ze vSechny
NADH-dependentni  substrdty jsou t-BHP inhibovany pfi mnohem nizSich
koncentracich nez oxidace sukcinatu (Graf 6B a 6C). AvSak mezi jednotlivymi NADH-
dependentnimi substraty jsme pozorovali podstatné rozdily. Oxidace palmityl karnitinu
a oxoglutaratu byla inhibovéna podstatné nizSimi koncentracemi t-BHP nez oxidace
pyruvatu a glutamatu (Graf 7A, B, C, D).

V souladu s témito nalezy i snalezy na hepatocytech bylo i méfeni zmén
membranového potencidlu mitochondrii pisobenim t-BHP za pfitomnosti raznych
substratii (Graf 8). Pouzitd koncentrace t-BHP (1,5 mM) vyrazné snizila béhem
inkubace hodnoty membranového potencidlu za piitomnosti pyruvatu + malatu a
glutamatu + malatu, avSak nijak neovlivnila schopnost mitochondrii udrzovat vysoky
membranovy potencidl za ptitomnosti sukcinatu.

Tyto ndlezy ziskané na hepatocytech i na mitochondriich by mohly pfispét
k ucinnéjsi strategii pii 1éCeni jaterni tkdné¢ poskozené plsobenim riznych
hepatotoxickych latek, indukujicich peroxidacni stres. NaSe vysledky ukazuji, ze pro
jaterni tkan poSkozenou peroxida¢nim agens je sukcindt daleko u¢innéjSim substratem
pfi zajiStovani energetické homeostizy bun€k nez glukéza ¢i mastné kyseliny.
V literatufe se jiz objevily prace, které prokazuji pozitivni ucinek sukcindtu
aplikovaného in vivo pti nekterych patologickych stavech (Chen et al., 2003). Obdobn¢
na pozitivni efekt sukcinatu upozornuji Fedotcheva et al. (2006) a Brooks et al. (2006),
kteti zjistili, Ze inhibice aktivity Krebsova cyklu plisobenim ROS (inhibice oxidace
oxoglutaratu) mize byt kompenzovana neenzymovou konverzi oxoglutaratu na
sukcinat. Timto mechanismem miize byt ¢aste¢né udrzovana funkce Krebsova cyklu i

pii inhibici oxoglutarat dehydrogenazy.

6.2. Endogenni a exogenni faktory regulujici funkci nespecifického
mitochondrialniho poéru prechodné permeability

Jak bylo vySe zminovano, pii indukci apoptotickych a nekrotickych procesi
pusobenim peroxida¢niho stresu hraje vyznamnou roli otevieni nespecifického
Ca”**-dependentniho membranového péru piechodné permeability, které vede

k bobtnani mitochondrii a uvoliiovani cytochromu ¢ do cytosolu. Tento nespecificky
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por se otevira pifi zvySeni koncentrace kalciovych iontd v cytosolu bud jejich
uvolnovanim z intraceluldrnich zasob, nebo zvySenim transportu kalcia pies
cytoplazmatickou membranu. Kanal se mize opét zavfit, jestlize dojde k poklesu
koncentrace kalcia v cytosolu. Studiu tohoto mechanismu byla v poslednich letech
vénovana mimotadna pozornost. Byla identifikovana fada komponent, které jej tvoii, a
popséna tuloha cyklofilinu, bilkovinné molekuly ptfitomné v intramitochondridlnim
prostoru. Ten se musi navazat na komplex proteind, které tvoti MPTP, aby mohl byt por
otevien. Byla také objevena funkce imunomodulatoru cyklosporinu A, ktery vazbé
cyklofilinu zamezi a membranovy por tak nelze aktivovat. Hlavnim problémem studia
MPTP je skutecnost, ze puvodni schéma, které por definovalo jako kalciem aktivovany
a cyklosporinem inhibovany systém, se v prubéhu let znacné zkomplikovalo, protoze se
stale hromadily dalsi latky, endogenni i exogenni, které citlivost poru ke kalciovym
iontim vyrazn€ (positivné i negativné) ovlivilovaly. Takze detailni popis mechanismu
Hlavni metodou pouzivanou pro hodnoceni funkce MPTP jiz vice nez 40 let (viz napft.
Lehninger, 1960) je spektrofotometrické ¢i spektrofluorometrické sledovani indukce
Ca’"-dependentniho a CsA-senzitivniho bobtnani izolovanych mitochondrii. K bobtnani
dochazi po otevieni poru disledkem toku vody zcytosolu do mitochondrialniho
prostoru, ktery ma vyssi osmolaritu. Tato metoda turbidimetrického hodnoceni objemu
mitochondrii je velmi jednoduché. Poskytuje vSak vysledky ve formé kiivek, ze kterych
lze sice odvodit rozdily v rychlosti a rozsahu bobtnani, avSak z téchto kiivek lze jen
velmi obtizné¢ ziskat presné Ciselné udaje o kinetice sledované reakce nezbytné pro
hodnoceni fady rtiznych faktort, které funkci kanélu ovliviuji. Proto jsme znacnou ¢ast
prace vénovali dopracovani nové metody pro hodnoceni funkce MPTP, kterou na naSem
pracovisti zacal pouzivat v ramci své diplomové (magisterské) prace Tichy (2006).
Pomoci této metody, ktera dosud nebyla v literatufe popsana, jsme mohli ziskat
celou fadu udajl, které ndm umoznily charakterizovat proces bobtnani. Metoda
nam umoznila: (a) pfesn¢ vyhodnotit maximalni rychlost bobtnani v danych
experimentalnich podminkach jako zménu absorbance za ¢asovou jednotku, (b) stanovit
Cas, kdy je dosazeno maximalni rychlosti bobtnani, (c) urcit celkovy rozsah bobtnani
jako celkovou zménu absorbance daného mnozstvi mitochondrii.

Pomoci tohoto pfistupu jsme pak hodnotili zavislost bobtnani na koncentraci

kalciovych iontl, interakci kalcia a fosfatu, T; a t-BHP.
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6.2.1. Efekt Ca’* na bobtndni mitochondrii

V literatufe nejvice studovanym faktorem, ktery ovliviluje MPTP jsou
Ca”" ionty (Baumgartner et al., 2009; Ruiz-Meana et al., 2007; Wilson et al., 1991).
Ca®" jako induktor MPTP se v mitochondriich vaZe na proteinové komplexy a na
kardiolipin (Lemasters a Nieminen, 2001; Petrosillo et al., 2004). ZvySeni hladiny
Ca®"v cytosolu stimuluje produkci ROS. ROS oxiduji volné thiolové skupiny
membranovych komplexii véetné ANT a méni jejich konformaci. Mohou také oxidovat
kardiolipin, coz ma mimo jiné za nasledek uvolnéni cytochromu c z vazby na tento
fosfolipid (Petrosillo et al., 2004). Ca®" a ROS jsou navic signalni molekuly, které
ovlivituji transkripci gend. Ca** a ROS spolu pfi otevirani périi spolupracuji a vzajemnd
zvySuji sviyj ucinek (Brookes et al., 2004; Gordeeva et al., 2003; Iverson a Orrenius,
2004; Kanno et al., 2004; Lemasters, 1999; Starkov et al., 2004). Protoze jsme chtéli
porovnat Uc¢inek riiznych faktorti na funkci MPTP, bylo nutné nejdiiv nékteré pokusy
zopakovat a nastavit tak vychozi podminky pro naSe méfeni. V prvni Céasti jsme
sledovali vliv cytosolové koncentrace Ca®" na MPT. Podle o&ekavani se potvrdilo, Ze
zvysujici se koncentrace Ca”" vede k otevieni Ca®"-dependentniho membranového poru
a k nastupu jevu MPT (Graf 12). Rychlost ndstupu a intenzita MPT vykazovala
pozitivni korelaci se zvy3ujici se hladinou Ca*" v inkubatnim médiu. V kazdé sérii
naSich méfeni byla zafazena i1 kontrola, kterd spocivala v tom, ze jsme sledovali chovani
mitochondrialni suspenze bez p¥idavku iontt Ca**. Tato suspenze nevykazovala znamky
bobtnani mitochondrii, coZ mimo jiné svédc¢i o tom, ze mitochondrie jsou neposkozené

a mohli jsme k nim tak ptidavat dalsi latky, které modulovaly MPT a funkci MPTP.

6.2.2. Efekt Pi na bobtndni mitochondrii a jeho interakce s Ca’*

Jako nezbytny faktor, nutny k tomu, aby bylo mozno vyvolat jev MPT, se
potvrdila i pritomnost PO4> v reakéni smési. Jak je z patrné z grafu 14, je MPT zavisly
na koncentraci anorganického fosfatu v inkuba¢nim médiu. Rostouci koncentrace PO43'
v reakéni smési zpisobuje rostouci intenzitu jevu MPT. Vzhledem k pfitomnosti
stopového mnozstvi Ca®* v inkuba&nim médiu bylo toto mé&feni téZ doplnéno o méfeni,
kdy do inkubac¢niho média s 1,0 mM Pi byla ptidana EGTA o vysledné koncentraci
250 uM. Po vysyceni zbytkii Ca®" p¥itomnych ve vodé a v chemikaliich pomoci EGTA,
je vidét, ze vlastni vliv PO,> na bobtnani mitochondrii je prakticky nulovy (Graf 14).

vy roe row , - 2+ - r v ’ ’
Z tohoto méfeni je patrné, e samotny PO, bez Ca®" (i stopového mnozstvi) neni
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v danych koncentracich schopen indukovat bobtndni. CsA a nepfitomnost PO,
v reakéni smési jsou v literatufe Casto popisovanymi faktory vedoucimi k inhibici jevu
MPT. Je ziejmé, ze chybi-li v reakéni smési fosfat, dochazi k nastupu bobtnani az pii
vyssich koncentracich Ca®". Nutnost pritomnosti fosfatu v reakéni smési mize souviset
s &innosti Ca’’-dependentnich dehydrogendz, které jsou odpovédné za syntézu ATP
z ADP a fosfatu. Nedostatek fosfatu se mize projevit vyfazenim c¢innosti téchto
dehydrogenaz, jez mohou hrat urcitou roli v néstupu bobtndni. Nam se podafilo
prokazat (Graf 14), 7e samotny Ca’" bez POs” ma na bobtnani mitochondrii jen
minimalni vliv. Teprve az znaén& vysoké (100 a vice pM) koncentrace Ca®" navozuji
bobtndni mitochodnrii. Tato méfeni jsme doplnili srovnanim aktivace MPT pomoci
PO, o vysledné koncentraci 0,1 mM pii aplikaci 15 a 150 uM CaCl, (Graf 13).
Vidime, Ze za piitomnosti 0,1 mM PO,> se zvySuje jak rychlost bobtnani, tak se i
zkracuje doba, kdy po pridani kalciovych iontd dosahuje rychlost bobtnani maximalnich
hodnot. Je zfejmé, Ze 0,1 M PO,> znatné potencuje bobtnani indukované jak 15 tak
150 uM CaCl,. Dale jsme sledovali koncentraéni zavislost Ca** v piitomnosti 0,1 a
1,0 mM PO, Jak je patrné z grafii 15 a 16, pii vy$si koncentraci fosfatu (1 mM) byl
charakter zmén pii rostouci koncentraci Ca®” v reakéni smési pfiblizng stejny, hodnoty

rychlosti bobtnani vSak byly pfiblizné dvojnasobné.

6.2.3. Efekt t-BHP na bobtndani mitochondrii

K zajimavym vysledkiim jsme dospéli poté, co jsme do reakéni smési pridali
t-BHP, latku kterd navozuje oxidatni stres a svymi uginky ovliviiuje funkci Ca®*
dependentniho membranového poru. Pridavek t-BHP mél zasadni ucinek na nastup a
zejména velikost rozsahu bobtnani. Bylo prokézano, ze t-BHP indukuje otevieni MPTP
1 v intaktnich bunkach (Collins et al., 2002; Kmonic¢kova et al., 2001; Lemasters, 1998;
Nieminen et al., 1997). Indukci bobtnani piedchazi zvyseni Ca®" v mitochondrialni
matrix a zvy$ena produkce ROS (Lemasters, 1999). t-BHP zvysuje koncentraci Ca*"
zejména vyplavenim z intracelularnich zasob (Martinez-Burgos et al., 2006) a oxiduje
SH skupiny (Halestrap et al., 1997; Huang et al., 2005; Kowaltowski et al., 1997). Je
tieba téz zdlraznit, ze ne vSechny mitochondrie v buiice jsou stejné¢ nachylné k otevieni
MPTP a jeho otevieni nemusi byt vzdy synchronni proces (Batandier et al., 2004;
Collins et al., 2002). Tato rtizna citlivost mitochondrii (MPTP) k oxidacnimu poskozeni

(t-BHP) byla prokazana i na tirovni organt (Endlicher et al., 2009; Panov et al., 2007).
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6.2.4. Efekt T; na bobtnani mitochondrii

Hormony S§titné Zzlazy svymi uCinky vyznamné zasahuji do energetického
které vedou ke zménam ve slozeni lipidi mitochondridlnich membrén, zvysuji aktivitu
adenin nukleotidovych translokdz a stimuluji bunécnou respiraci, zvysuji koncentraci
Ca”" v cytosolu a mohou vést az k rozptazeni oxidativni fosforylace (Kadenbach, 2003).
V nedavné dobé& se podatilo prokézat, ze Ts v piitomnosti Ca®" indukuje oxidaci SH
skupin membranovych proteini (Halestrap et al., 1997; Kowaltowski et al., 1997;
Venditti et al., 2003), coz vede ke zméné v produkci ROS a vycerpani kapacity
antioxidacnich systému. Jak je patrné znaSich vysledkd, rostouci koncentrace T;
v reakéni smési zvy$uje miru bobtnani mitochondrii (Graf 20). Vyssi koncentrace Ca>"
v inkuba¢nim médiu téz znacné zvysSuje rychlost nastupu bobtnani i jeho rozsah a to
hlavné pfi pouziti niz§ich koncentraci Ts (Graf 21). Jak je z patrné z graft 25 a 26, je
bobtnani mitochondri zavislé nejen na koncentraci Ca®’, Ts, ale téz na piitomnosti
PO,* v reakéni smési. PO,> vyraznd potencuje G¢inek Tz a Ca®". Pro porovnani jsme
pridali méfeni, kde jsme sledovali samotny vliv Pi a T; na intenzitu bobtnani bez
piidavku kalcia. P¥ porovnani téchto zaznamil je velmi dobie patrny vliv PO, na
bobtnani mitochondrii. Podafilo se nam tedy jednoznaén& prokazat, ze PO, vyrazné

potencuje i efekt T3 na bobtnani mitochondrii.

6.2.5. Efekt cyklosporinu A na bobtnani mitochondrii

Jak bylo uz vysSe zminéno, je CsA povazovan za inhibitor funkce MPTP.
Soucasti MPTP je cyklofilin D. Cyklofilin D se nachazi v matrix mitochondrii a béhem
indukce bobtndni se vdZze na vnitini mitochondridlni membranu. Cyklofilin D je
mitochondrialni peptidyl prolyl-cis-trans-isomeraza, ktera ma rozhodujici roli pii
prostorovém uspotadani bilkovin. CsA (specificky inhibitor cyklofilini) se specificky
vaze na cyklofilin D, ¢imz méni jeho schopnost navazat se na vnitini mitochondridlni
membranu a tim inhibuje funkci MPTP (Li, et al., 2004). Inhibi¢ni u¢inek CsA jsme
v naSich pokusech vyuzivali k potvrzeni toho, ze sledované bobtnani mitochondrii
indukované Ca®", PO4>, Ts a t-BHP je spojené pravé s funkci MPTP. Z grafii 19 a 27
je dobfe patrny inhibiéni G&inek CsA na Ca®-indukované bobtnani. Pokud byly
mitochondrie inkubovany s CsA, pokles absorbance nebyl zaznamenan. CsA se choval

jako totdlni inhibitor. Na jeho inhibi¢ni uc¢inek neméla vliv prakticky zadna z némi
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testovanych latek. Reakéni smési s piidavkem CsA nevykazovaly zaddné zndmky
bobtnani ani po stimulaci vysokymi koncentracemi iontti Ca>", t-BHP & Ts, popt.
kombinaci téchto faktorti. Tim jsme jednoznacné potvrdili, Zze bobtnani mitochondrii
navozené vlivem Ca®’, t-BHP, a T bylo vyvolané pravé otevienim CsA-senzitivniho
MPTP. Plsobeni trijodthyroninu na funkci MPTP se nam podatilo prokazat i pii in vivo
aplikaci jedné i tif davek trijodthyroninu (Graf 30).

V zavérecné Casti nasi prace jsme doplnili ndlezy Panova a spol, (2007), ktery
srovnaval bobtnani mitochondrii mozku a jater indukované kalciovymi ionty. Prokazal,
e mitochondrie mozku maji vy3si resistenci viigi indukei bobtnani ionty Ca®". V nagich
pokusech jsme srovnavali bobtnani jaternich mitochondrii a mitochondrii srde¢niho
svalu. Jak ukazuji naSe vysledky (Graf 31 a 32, Tab. 2) i mitochondrie srde¢niho svalu
obdobng jako mitochondrie mozku vykazuji vy$si resistenci vii¢i Ca**-indukovanému
bobtnani. Tyto nalezy tak podporuji a rozsifuji predstavu, Ze riizné bunécné populace
maji specifické strategie, jak celit nasledkiim peroxidacniho poskozeni. Hepatocyty,
ziejmé v souladu s vysokou regeneracni schopnosti, maji méné vyvinutou antioxida¢ni
ochranu nez buniky mozku ¢i srdeéného svalu. Tuto predstavu vSak bude tieba jeste
doplnit dal$imi udaji o aktivit¢ antioxidacnich enzymii pifipadné¢ i o resistenci

lipoproteinovych struktur buiiky viici pisobeni kyslikovych radikalt.

-907 -



7. ZAVERY

1. Vliv peroxidaéniho poSkozeni na kultivované hepatocyty

vvvvvv

o hodnoceni peroxidacniho poSkozeni hepatocytli v primarni kultute. Zjistili jsme, ze
v obou piipadech ptsobi t-BHP ve stejném koncentraénim rozmezi, a to 0,5 - 1 mM.
Srovnani zmén propustnosti plazmatické membrany, tvorby MDA, zmén
membranového potencidlu a enzymovych aktivit mitochondrii ukéazalo, ze nejcitlivéji na

oxidacni stres reaguje oxidace NADH-dependentnich substratti a tvorba MDA.

2. Vliv t-BHP na oxidaci riznvch substratu enzymy respira¢niho fetézce

Pisobeni oxidacniho stresu jsme déale hodnotili na izolovanych jaternich
mitochondriich. Potvrdili jsme nalezy ziskané na hepatocytech, které prokazaly vyssi
citlivost NADH-dependentnich substrati vi¢i t-BHP ve srovnani s flavoprotein-
dependentnim substratem sukcindtem. Srovndni miry oxidace c¢tyf NADH-
dependentnich substrati ukazalo, ze i mezi t€émito substraty (palmityl karnitin, pyruvat,

glutamat, oxoglutarat) existuji rozdily v citlivosti vii¢i peroxida¢nimu ptisobeni t-BHP.

3. Zavedeni nové metody pro hodnoceni rozsahu a kinetiky bobtnani mitochondrii

Rozpracovali jsme novy postup pro hodnoceni funkce MPTP. Klasické kiivky
bobtnani — zmény absorbance suspenze mitochondrii — jsme derivovali. Z derivovanych
kiivek lze pfesné odecitat maximalni hodnoty rychlosti bobtndni i dobu, kdy je této
rychlosti dosazeno. Pomoci této metody tak Ize pfesnéji hodnotiti kinetiku otevirani

MTPT.

4. Vzajemné interakce Ca**, PO,”, Ts a t-BHP na MPTP

Touto novou metodou jsme hodnotili interakci riznych faktort, které ovliviiuji
MPTP. Ziskali jsme piesnéjsi tidaje o vzdjemném pusobeni vapniku, fosfatu a T; na
rychlost bobtnani a o aktivadnim G&inku t-BHP na tento d&j. Bobtnani indukované Ca*’,
t-BHP a T3, popt. kombinaci téchto faktora Ize zcela inhibovat 2 uM Cyklosporinem A
— specifickym inhibitorem MPTP, coz prokazuje, Zze toto bobtnani vznika v disledku

otevieni MPTP.
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5. Vliv T podany potkaniim in vivo na funkci MPTP

Aktivaéni vliv trijodtyroninu na MPTP byl prokazatelny i po aplikaci Tj in vivo.
Mitochondrie izolované z potkantli, kterym byl aplikovan Ts in vivo jsou citlivéjsi
k ptisobeni Ca®" iontim ve srovnani s mitochondriemi izolovanymi z kontrolnich

potkani.

6. Tkanova specifita citlivosti MPTP vuéi Ca*" iontlim.

Zjistili jsme, ze jaterni mitochondrie reaguji na stejnou koncentraci CaCl,
mnohem intenzivnéj§im bobtnanim nez mitochondrie srde¢ni. Signifikantni vzestup
bobtnani lze u jaternich mitochondrii pozorovat jiz pii 2,5 uM koncentraci CaCl, a
maximalni rychlosti je dosazeno pfi koncentraci 20 - 30 uM. U srde¢nich mitochondrii
je rychlost i rozsah bobtnani mnohem mensi, pfi 25 uM CaCl, je u jaternich rychlost

bobtnani 7x vys$$i nez u mitochondrii srde¢nich.
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