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SEZNAM ZKRATEK

ADP
AlF
ANT
APAF-1
ATP
COX
CsA
dATP
EGTA
FAD
LDH
MDA
MMP
MPT
MPTP
NAD"
NADH
NADP*
NADPH
Oy

Pi
ROS
RNS
T3
TBA
t-BHP
UCP
VDAC

adenosindifosfat

apoptosis inducing factor

adeninnukleotidovy translokator

apoptosis protease activating factor 1
adenosintrifosfat

cytochrom c oxidaza

cyklosporin A

deoxyadenosintrifosfat

kyselina ethylenglykoldiamintetraoctova
flavinadenindinukleotid

laktatdehydrogenasa
malondialdehyd

mitochondrialni membranovy potencial
mitochondrial permeability transition
mitochondrial permeability transition pore
oxidovany nikotinamidadenindinukleotid
redukovany nikotinamidadenindinukleotid
oxidovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
superoxidovy radikal

anorganicky fosfat

reaktivni slateniny kysliku (eactive oxygen species
reaktivni slogeniny dusiku feactive nitrogen specigs
trijodtyronin

2-thiobarbiturova kyselina

terciarni butylhydroperoxid

uncoupling protein

voltage dependent anion channel



1. SOUHRN

Studium zmén energetického metabolismu hepatocyt

pusobeni oxid&niho stresu a trijodtyroninu

Jatra jsou zivoth dulezitym organem, vzhledem ke svému postaveni wtidi se dostavaji
ve zvySené nié do styku sadou toxickych latek, které mohou tmobit poSkozeni hepatodyt
Mechanismy odposdné za poSkozeni hepatotyjsou fizné, avSak jednim z nejvyznaggich
mechanism hepatotoxickéhodinku je oxid&ni stres zfisobeny zvySenou produkci volnych radikal
Jednim z cil pasobeni toxickych latek je respird fettzec mitochondrii s naslednym naruSenim
energetického metabolismuitky. Pisobeni oxidéniho stresu na liky je velmi komplexni a jeho
mechanismy nejsou dosud zcela objagn

Cilem naSi prace bylo proto sledovat dopad axide stresu na energeticky metabolismus
hepatocyi na modelu izolovanych bk a izolovanych mitochondrii. Hodnotili jsme vlixida¢niho
stresu na aktivitu enzyin dychaciho fetzce a na funkci mitochondrialniho péruephodné
permeability (MPTP -mitochondrial permeability transition poyejehoz oteveni indukuje kaskadu
apoptotickych a nekrotickych prodesZiskané vysledky prokazaly selektivnispbeni oxidéniho
stresu na aktivitu enzyindychacihorettzce. Tert-butylhydroperoxid (t-BHP) signifikagtinhibuje
oxidaci NADH-dependentnich substratzatimco oxidace flavoprotein-dependentniho séhstr
sukcinatu neni naruSena. Podstatné rozdily jsmerpeali i v gripad oxidace jednotlivych NADH-
dependentnich substiiat

Pro posouzeni funkce MPTP jsme zavedli novou metoddnoceni, ktera dosud nebyla
v literatrfe publikovana. Tato metodaigvadi klasické #vky bobtnani, znazdawujici pokles
absorbance suspenze mitochondrii, do derivovaméyfofo umo#uje |épe hodnotit kinetiku procesu
bobtnani. Pomoci této metody Ize zisk&gspé Udaje o maximalni rychlosti bobtnani mitochibrad
o dol®, kdy je této maximalni rychlosti dosazeno. Toutetodou jsme hodnotiliipdevsim interakci
riznych faktofi, o kterych je zndmo, Ze oviiuji MPTP (C&", PQ>, t-BHP a T (trijodtyronin)).
Ziskali jsme pesrgjSi Udaje o vzajemnémupobeni vapniku a fosfatu na rychlost bobtnani
a o aktivégnim &inku t-BHP na tento &. Doplnili jsme i Udaje o vlivu T na aktivaci MPTP.
Bobtnani indukované G5 t-BHP a E, pog. kombinaci &chto faktofi lze zcela inhibovat
cyklosporinem A - specifickym inhibitorem MPTP, cpibkazuje, Ze toto bobtnani vznika éstedku
oteveni MPTP.



2. SUMMARY

Changes of energy metabolism of hepatocytes:

The effect of oxidative stress and trilodothyronine

Liver is a vital organ performing numerous esserfitiactions. Due to its position in the blood
circulation, liver is the first organ incessantlxpesed to a great number of toxic substances.
Respiratory chain located in mitochondria is a fiexaf target of toxic action of these substanceserdh
are various mechanisms that participate in heptgodamage, nevertheless the most important
mechanism of hepatotoxic effect is oxidative strieskiced by increased production of free radicals.
Impact of oxidative stress on hepatocytes is vergex and still not fully elucidated.

The aim of my thesis was to investigate the eftégcoxidative stress on energy metabolism
of rat hepatocytes using isolated hepatocytes anthted mitochondria. We evaluated the effect
of oxidative stress on the activity of mitochondtirienzymes and function of mitochondrial
permeability transition pore (MPTP), respectivédpening of this pore induces activation of apoptoti
and necrotic processes. Our results document seleattion of oxidative stress on the activity
of various mitochondrial enzymes. Tert-butylhydnapéde (t-BHP) causes significant inhibition
of NADH-dependent substrates, while oxidation ai/fiprotein-dependent substrate - succinate is not
impaired. We also found substantial differencesthe inhibition of various NADH-dependent
substrates tested.

To evaluate function of MPTP we introduced a neethud, which was not published yet.
This method converts classical swelling curves cem decrease of absorbance in mitochondrial
suspension to derivation form. Such conversion lesabetter evaluation of kinetics of mitochondrial
swelling; we can obtain data about maximal velo@fythe swelling process and time required
to reach this maximal rate. Using this method wsessed interaction of different factors that affect
MPTP opening. We obtained more accurate data albouwiual interactions of calcium and
phosphate on the swelling rate and about potemgiagifect of t-BHP and triiodothyronine. Using
Cyclosporine A — a specific inhibitor of MPTP wendéomed that all described activating effects
on mitochondrial swelling are connected to the apgof MPTP.



3. UVOD DO PROBLEMATIKY

3.1. Toxické posSkozeni jater

Jatra jsou mistem biotrasformace a elimintady latek exogenniho i endogennihiovqdu.
Jsou tak vyznamin exponovana ifpadnému toxickému dinku téchto latek. Mezi modelové
hepatotoxické latky p#t nag. tetrachlormethan, galaktosamin, thioacetamidiamemofen a dalsi.
Biotransformé&nimi procesy vznikaji ¢kdy toxictéjsi intermediaty ve srovnani §yodni molekulou.
Casto jedinym nebo vyznamrparticipujicim mechanismem hepatototoxickéhiinku je zvySena
tvorba reaktivnich radikal

V¢étSina volnych radikalu jsou derivaty kysliku — ridae oxygen species (ROS) a derivaty
dusiku — reactive nitrogen species (RNS). Jsoelmivreaktivni latky, které obsahuji jeden, nebcevi
neparovych elektrana jsou schopné nezavislé existence (Southorn asP@@88). Tyto latky jsou
velmi heterogenni a vznikaji ve velkéimfxi patologickych procesech. Volné radikaly vznikaude
tam, kde dochazi k b&énemu posSkozeni, ale velké mnozstvi vznika v organis za fyziologickych
podminek (Droge, 2002). Jsou to latky, které veloghotr® reaguji siiznymi organickymi
molekulami (mastnymi kyselinami a lipidy, aminoklsami a proteiny, nukleovymi kyselinami, ale i
stadou nizkomolekularnich metabdlikoenzyni a dalSich latek).
Diky jejich reaktivi€ se volné radikaly staly velmi vyznamnymi piesiniky genosu energie, faktory
imunitniho systému a signalnimi molekulami Btmé regulace. Za titych okolnosti vSak {sobi
jako toxické latky, které oxiduji béané komponenty a vedou k poSkozeni nebo az ke &mnik
(Thannickal a Fanburg, 2000).

3.2. Mitochondrie a ROS

Bylo prokdzano, Ze &Sina hepatotoxickach latek igmbuje peroxidmi poSkozeni buik
(Jaeschke et al., 2002). ®y produkuji ROS tznymi enzymovymi i neenzymovymi reakcemi.
Mitochondrie jsou povazovany za jednoho z #gich zdroj ROS v buce (Boveris a Chance, 1973;
Turrens, 2003). Uvadi se, Ze 1 - 2% Kdnzumovaného mitochondriemi podléh& jednoelekivén
redukci za vzniku superoxidového radikalw {9 coz je prekurzor ostatnich ROS (Boveris a Chance
1973). Produkce ROS je kompleéxmegulovana elektrochemickym membranovym potenciake
zavisi na aktivié respirace (Brookes et al., 2005; Nohl et al., 208tarkovet a Fiskum, 2003).
Za nejvyznamSi producenty ROS jsou povazovany komplex I, kteoyi O, na matrixové stran a
komplex I, ktery produkuje @ autooxidaci ubisemichinonu na obou stranach memtidrookes et
al., 2005; Han et al., 2003; St-Pierre et al., 30@%" vznikajici na matrixové strénnepronika
membranou atstava v matrix. @ produkovany na \jSi strag se miize do cytosolu dostatigs
VDAC (voltage dependent anion channel) (Han et28l03). Za vysokého membranového potencialu
je respirace inhibovana, prodluZzuje se Zivotnostukevanych elektronovychi@nasSéi a roste
produkce ROS. Mirné roaZzeni oxidativni fosforylace stimuluje respiracsr@zuje produkci ROS.
Toto rozgazeni je Pejme zprostedkovano mastnymi kyselinami ve spolupréaci &ngmi
transportnimi komplexy (adeninnukleotidovym trakslimrem (ANT), glutamat/malat antiportem,
uncoupling proteinem (UCP)) (Brookes et al., 20@®kulachev, 1999). Mirné roggweni je
pravdEpodobré prvni obrannou linii fed vznikem ROS. © muze byt v mezimembranovém prostoru
oxidovan solubilnim cytochromem c, ktery je naskedeoxidovan cytochrom c oxiddzou (COX).
Elektron se tak vraci Zpdo dychacihdetzce (Skulachev, 1999).

V literature existuje mnoho Udaj které popisuji peroxidai poskozeni jednotlivych
enzymatickych reakci probihajicich v jaternich wtitondriich (Kennedy et al., 1992; Kmokdva et
al., 2001; Kowaltowski a Vercesi, 1999fitakova et al., 2007; Nieminen et al., 1997; NuRnesson
a Szweda, 2001). Byly téz prezentovany vysledkyalidta et al., 2005), které ukazuji, Ze existuje
razna citlivost NADH a FAD dependentnich substriatperoxidgnimu poskozeni. Nicmémdoposud
chybi dostaéné mnozstvi tkazi, které by porovnaly a dostdte€ vyswitlily citlivost rtiznych
enzymovych reakci, které jsou zodpdué za peroxidani poSkozeni mitochondrii.

Jako modelovou latku pro hodnoceni oxiido stresu Ize pouZzit terciarni butylhydroperoxid
(t-BHP). Je to latka, ktera navozuje oxidaposkozeni bufk. Jedna se o organicky hydroperoxid,



ktery ale neni odbourdvan mitochondrialni katalazakze se hodi pro objektivni hodnoceni stupn
poSkozeni bukk (Chance et al., 1979). V zavislosti na d@isobeni a pouzité davce vede az ke smrti
burék (Imberti et al., 1993). t-BHP je v hepatocytecletabolizovan glutathion-peroxidazovym
systémem, coz vede k oxidaci glutathionu a naslgmmidin nukleotidi (NAD(P)H) a ke zmingé
redoxniho stavu bwk (Ahmed-Choudhury et al., 199&ervinkova et al., 2002). Druh& cesta
odbouravani je pomoci cytochromu P450, kterou RHR pemenén na peroxylové a akoxylové
radikaly. Tyto radikdly oft vedou k poSkozeni kky (Davies, 1989). t-BHP snadno prochazi
biologickymi membranami a tak v bkéch gisobi na izné kompartmenty. Mechanismus poskozeni
hepatocyi t-BHP spdéiva v poruse homeostazy €aindukci lipoperoxidanich reakci a poskozeni
mitochondrii provazené inhibici tvorby ATP (Masadti al., 1989; Nieminen et al., 1995). ZvySena
intracelularni koncentrace €avede k poruse permeability membran, naru$eni dekéotovnovahy a

k bobtnani mitochondrii (Lemasters et al., 1999)toTinky t-BHP vedou k letalnimu poskozeni
burgk (Cervinkova et al., 2002).

ukazaly, Ze tyto hormony zvySuji syntézu kompongythacihoiettzce kodovanych jak v jéd,
tak i v mitochondriich. Trijodtyronin indukujeép, které vedou ke z&nam ve slozeni lipidl
mitochondrialnich membran, zvySuje aktivitu ademirkleotidovych translokéz a stimuluje inou
respiraci (Kalderon et al., 2005; Venditti et &006). Je obe&nhuznavano, ze aerobni metabolismus
zvySuje tvorbu ROS a také skémest, Zze hormony Stitné Zlazy zvySuji aktivitu piesniho retézce.
Hypertyre6za vede ke zvySeni bazalniho metaboliditery je asociovan se zvySenim bBémého
dychani v cilovych tkanich, jako jsou jatra, ledyinsrdce a kosterni svalovina (Schwarz a
Oppenheimer, 1978; Venditti et al., 2003). V nedadnlE se podslo prokazat, Ze hypermetabolicky
stav indukovany hypertyre6zou ma za nésledek oridposkozeni tkani. Schopnost horradgtitné
Zlazy navodit oxidéni stres lze demonstrovat zvySenou lipoperoxidgéitrech, srdci a ve svalech
u hyperthyredznich potkanTapia et al., 1999). Naopak jsou prace, kteréijze trijodtyronin ()
pusobi spiSe jako antioxidant (Grant, 2007).

3.3.Mitochondrial permeability transition pore

Primérni roli mitochondrii je tvorba ATP, kteryezbytny pro zajighi fyziologickych funkci
burgk. V poslednich letech sefstlem zajmu stala centralni role mitochondrii v psaciizeni
bunééné smrti. Role mitochondrii v procesu Bané smrti je velmi komplexni. Nicmérklicovou roli
jak v procesu apoptézy, tak i nekrozy hraje jevrgvilitochondrial permeability transitiofMPT).
Koncem 90. let minulého stoleti byl MPT charaktevian jako C&-indukované propustnost vitii
membrany mitochondrii. Indukce MPT vede k volnépuginosti vnitni mitochondrialni membrany
pro protony s naslednym ragZenim oxidativni fosforylace a Uniku iéra substrdt do velikosti 1,5
kDa do cytosolu. #¢inou MPT je oteteni Mitochondrial permeability transition porgMPTP). Tento
por ovliviwje celaiada faktol, mezi 2 pati naf. porucha homeostazy €aebo anorganického
fosfatuci zvySena tvorba ROS (Byrne et al., 1999; Lemadt@99).

MPT je spojeny s masivnim bobtndnim mitochondrifer& je doprovazené vysokou
koncentraci C& v matrix mitochondrii. MPT byl zptku povaZovan zaidledek nespecifického
poskozeni vnini mitochondrialni membrany vlivem fosfolipaz. Niénd, pasateini studie prokézaly,
Ze jde o por, ktery je zodpé&dny za tento proces (Crompton et al., 1987; Hawarthunter, 1979;
Hunter a Haworth 1979). MPT vznika wisledku zvySené koncentrace?Ca matrix mitochondrif,
nebo v dsledku msobeni oxidéniho stresu, coz vede k otewi nespecifického poru ve vimt
mitochondrialni membr&(MPTP). MPTP umaiuje piichod molekul menSich nez 1,5 kDé&p
vnitini memranu. ® otevfeni tohoto péru dochazi k vyrovnani koncentracch&olufi rozpusénych
v roztoku, které prochézigs vnitni membranu. Vysoka koncentrace proiemmatrix mitochondrii,
které nemohou prochazet touto membranou pékaje zvySeni koloidnosmotického tlaku, ktery
vede k rozsahlému bobtnani mitochondrii (Crompl®99; Halestrap, 1999).

V podminkéachin vitro, oteweni MPTP vede primaénk depolarizaci membran a sekundarn
k bobtnani mitochondrii. V podminkaahvivo se MPTP podili na regulaci koncentracé'Gamatrix,
pH, transmembranového potencialu, a objemu. V topfifgad® otewreni tohoto péru hrajeutezitou



roli pii toxickém, hypoxickémgi oxidatnim poSkozenim hiky (Bernardi, 1996). MPT je zapojen jak
do procesu apoptozy, tak nekrozy kigCrompton, 1999, Kroemeret a Reed, 2000).

Zvysena koncentrace €aanorganického fosfatu (Pi) v matrix mitochondakjdaini stres a
deplece adenin nukleotidrede k ote¥eni MPTP. Otekeni poru je za jistych podminek reverzibilni a
pravdEpodobré predstavuje fyziologicky mechanismus ods#rinnebezpénych latek z mitochondrii
(Montero et al., 2001; Zorov et al., 2000)uké te€Z jit o signal, ktery vysilaji poSkozené ntimadrie
a vede k odstrami téchto mitochondrii procesem zvanym mitoptéza (Lyaenzaet al., 2004,
Skulachev et al., 2004; Skulachev, 1999). NasledkéetSiho otekeni poru je ale kolaps
membranového potencialu a poruSeni osmotické ramovV disledku vyrovnani iontovych
gradientt dojde k gestupu vody. Osmoticka rovnovaha se stava zavisbbwysokomolekularnich
latkach, které nemohou prochazet porem. Jelikdojeentraceéchto latek vyssi v matrix, dochazi
k masivnimu nabobtnani mitochondrii a prasknug&immitochondrialni membrany (Lemasters, 1999,
Skulachev, 1999). To vede k uveim intermembranovych komponent do cytoplazmy a kadu
apoptozy. Dale zde dochazi k depolarizaci mitochiéirdch membran, ktera ma za nasledek inhibici
oxidativni fosforylace a stimulaci ATP hydrolaz (Elstrap et al., 2002).

3.4. MPTP a burgééna smrt

Mitochondrie mohou ovlivnit smrt kitky celou fadou mechanistn Tyto mechanismy se
navzajem pekryvaji. Dychaciiettzec je jednim z nefiSich endogennich zdiojROS. Poskozeni
dychacihotettzce vede ke zvySené tvérlROS a vyerpani kapacity antioxidaiho ochranného
systému (Wallace, 1999). SniZzen& tvorba ATP, poiupermeability mitochondrialni membrany a
oxidasni poskozeni Ca translokdz vede ke zvySeni cytoplazmatické komaeat C&" a nasledné
aktivaci nespecifickych hydroldz. ZvySena produlR®S aktivuje otekeni MPTP a mZe veést
k apoptéze (Jakus a Lopuchova, 1999; Kadenbaclg; 20plowitz, 2002; Wallace, 1999; Wallace et
al.,1997; Zhang et al., 2001).

Apoptéza a nekrdza jsou dva rozdilné typy d@mé smrti s odliSnymi morfologickymi a
biochemickymi znaky. Zatimco nekréza §asto vyvolana wjSimi vlivy, apoptdéza fedstavuje
striktné¢ regulovany proces zodpe&dny pedevSim za odstrani starych, poSkozenych nebo
nepotebnych buik (Kim et al., 2003; Lemasters, et al., 2002; Letmass 1999;). Role mitochondrii
v procesu bugtné smrti je velmi komplexni. Vysokéa intramitochoidtti koncentrace G4 Pi, ROS
a dalSich latek ma za nasledek nespecifické zvydemeability vnitni mitochondrialni membrany
pro ionty a substraty do 1,5 kDa (Lemasters, 1999enius, 2004; Scheffler, 2001). Oteri pof
v8ak souvisi i s apoptézouiiPorasknuti vijSi mitochondrialni membrany jsou z mitochondrii
uvolnény rizné proteiny ¥etrg cytochromu c. Cytochrom c se v cytoplazwdze s APAF1 a dATP za
vniku apoptozomu, ten nasledaktivuje kaspazu 9. &které proteiny jako AIF prochazeji do jadra,
kde aktivuji endonukleazy (Bernardi et al., 1999nHa et al., 2004; Lemasters, 1999; Orrenius gt al.
2004).

4. CILE DISERTA CNi PRACE

Oxidaini stres je jednim z nejvyznagjgich mechaniziin kterym toxické latky pisobi na
hepatocyty. Mitochondrie jsou nejerastym cilem oxidéniho poskozeni, ale jsou povazovany za
hlavni bur¢ny zdroj ROS. Studiu dopadu oxistdho stresu na bétiné arovni je ¥novana jiziadu
let zn&na pozornost, detailni mechanismy odfné za poSkozeni bék nejsou v3ak dosud zcela
objasreny.

Tato prace navazuje nagulichozi studie nasSi labor&ognované vliivu modelové prooxidai
latky (t-BHP). Cilem prace bylo detailni posouzenin energetickeho metabolismu izolovanych
burgk, izolovanych mitochondrii a kultivovanych hepatticpo pisobeni t-BHP. Vyznamnou roli
v poskozeni mitochondrii zaujima jev zvamytochondrial permeability transitioGMPT). DalSi¢ast
prace byla zagtena na studium tohoto jevu a poru (MPTP), kterggepokdny za tyto zrany
v propustnosti mitochondrialnich membran.



Specifické cile:
1. Posouzeni peroxidaiho poSkozeni hepatodéy primarni kultde.

2. Studium vlivu t-BHP na z#ny aktivit enzynii respir&niho fettzce na izolovanych
mitochondriich jater potkania vitro.

3. Optimalizace turbidimetrické metody proétani bobtnani izolovanych mitochondrii jako
ukazatele MPT.

4. Studium pimého &inku t-BHP a  na C&" dependentni MP TR vitro.

5. Posoudit, zda zvySena tvorba ROS indukovana podamninpotkarim in vivo ovliviiuje
propustnost mitochondrialnich membran (MPT).

6. Studium citlivosti C&"-dependentniho MPTP na Grovni tkan.

5. MATERIAL A METODIKA

Pokusy byly provedeny na dagypch potkanech, samcich kmene Wistar o hmotnodii @D
240 g. Potkani byli chovani za standardnich podkipié konstantni tepl@t 23 + 1°C, relativni
vihkosti vzduchu 5% 10%, vynén¢ vzduchu 12x za hodinu &id2ti hodinovém sgtelném rezimu.
Potkani byli ustajeni v klecich po Sesti. Potkaglimolny pfistup k vo@ a potra¢. Dieta pro potkany
byla pouzita komené vyrakéna ST-1 dieta od firmy Velaz, Praha. Protokoly sikjak in vitro, tak
in vivo byly schvaleny Odbornou komisi pro ochranuiaiiproti tyrani podle zakona 246/92 Sb.

v platném zani, 817, 3c. p Lékarskeé fakulé v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy v Praze.

Pro izolaci hepatocyitjsme pouzili dvoustufpvou kolagenazovou perfuzi jater, ktera byla
zavedena v roce 1969 (Berry a Friend, 1969). Temstup pozéi modifikoval Seglen (Seglen,
1976). Jde o metodujifkteré se jatra nejprve promyvaji pufrem bez obsak" ionti a nasledajsou
perfundovana roztokem s obsahem kolagenazy?a iGati. Absence véapenatych idnv izolainim
meédiu @ prvnim kroku perfuze je nezbytna pro rozruSensndezomalnich spbjmezi buikami,

v dal$im kroku je Htomnost C&" nutné pro funkci kolagenazy, ktera rozrusi exitdéeni matrix.

Hepatocyty pro kratkodobou inkubaci s testovanyh@naikaliemi nevyzaduji kultivaci bik
adherovanych na vhodném povrchu. Pro tyto pokusye jpouZili suspenzi izolovanych hepatdcyt
Dostaténa viabilita a funkni aktivita hepatocyit v suspenzi vSakiptrvava pouze po dobwkolika
hodin (4 - 6 hod). Suspenze hepatacigme kultivovali v kultiv&nich lahvekach (Tissue Culture
Flasks 50 ml, Becton-Dickinson) o objemu 50 ml v.@@xubatoru (Sanyo, MCO-17AIC) v atmosdé
s 5% CQ pii 37°C. Jako kultivéni médium jsme pouZzivali Krebs-Henselgitoztok.

Pro pokusy, které jsotaso¥ nara@né je poteba zajistit pezivani hepatocytpo dobu delSi nez
nékolik hodin. Pokud chceme udrzet specifické funkceiabilitu hepatocyt, je nutné zajistit pro
izolované hepatocyty kontakty se sousednimikimi a dodat specifické substraty (Berry et al.,
1991). Hepatocyty pro naSe pokusy jsme Kkultivovak kolagenovanych Petriho miskach
(sterilni polystyrenové misky o foméru 60 mm), (Tissue Culture Dish 60 mm, Iwaki) petaych
kolagenem typu I.

K izolaci mitochondrii jsme pouzili metodu opakagacentrifugace v sacharézovém médiu
podle Bustamante et al. (1977). lzolace mitochdngrizaloZzena na &kolika po soB jdoucich
centrifugacich se zvysujicim sedem ot&ek. Ri kazdé z nich dochazi k sedimentaci jednotlivych
frakci pivodniho jaterniho homogenatu a v komém sedimentutstavaji izolované mitochondrie.
Ostatni buacné slozky a rozpu&té bilkoviny jsou odstramy po jednotlivych centrifugacich.
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Laktatdehydrogenaza (LDH) je enzym, ktery se naich&ytoplaznd, kde katalyzuje fgmenu
kyseliny pyrohroznové na kyselinu mif®u a zpt podle gevahy substratu. V podminkaich vitro
jsme ho pouzivali jako citlivy ukazatel poSkozeriézmatické membrany bgk. V primérnich
kulturach hepatocytse LDH uvohuje z poSkozenych hepatogyd kumuluje se v mediu (Berry et al.,
1991). LDH katalyzuje f#menu laktatu a NAD na pyruvat a NADH a H Rychlost pemsny NAD"
na NADH Ize stanovit fotometrickyip340 nm jako narst absorbance NADH.

Pro stanoveni miry lipoperoxidace jsme pouZivadinetveni koncentrace malondialdehydu
(MDA) pomoci kyseliny 2-thiobarbiturové (TBA). Pdip stanoveni MDA je zalozen na
spektrofotometrickém wiieni absorbance kondewmého produktu, ktery vznika reakci MDA se
dvéma molekulami TBA (Fenaille et al., 2001).

Pro stanoveni spiby kysliku izolovanych mitochondrii nebo suspehepatocyii jsme
pouzili High Resolution Oxygraph OROBOROS. 2kde o niieni spoteby kysliku pomoci
modifikované Clarkovy kyslikové elektrody. Stanovese provadi v uz&ené, temperované (30)
komirce o objemu 2 ml. Mfime mnozstvi kysliku, které biologicky material gebuje khem své
metabolické aktivity (Gnaiger, 2001; Gnaiger et 2002; Hutter et al., 2006).

Pro nefeni jsme pouzivali hll suspenzi digitoninem permeabilizovanych hepatoaybo
izolované mitochondrie. Do kairky jsme napipetovali 2,1 ml K-média. Kanku jsme uzakeli a po
ustaleni signalu jsme pomoci Hamiltonovy pipeiigali biologicky material. Hepatocyty jsmeimo
v komirce permeabilizovali digitoninem o koncentraci 26/ml média. Vysledné mnozZstvi biky
které jsme pro ®feni pouzivali bylo 250 000 bsk v 1 ml. Nasledovalo fdani specifickych
substrai ¢i inhibitord komplexa dychacihoietzce a nifeni aktivit jednotlivych respitgich
komplex.

K métreni mitochondrialniho membranového potencialu (MME]}ivovanych hepatocytjsme
pouzili Rhodaminu 123. Rhodamin 123 je fluorescérsonda, ktera se visledku negativniho naboje
akumuluje v mitochondriich. Tato akumulace sénimv zavislosti na MMP (Emaus et al., 1986;
Nuydens et al., 1999).

M¢éteni MMP izolovanych mitochondrii bylo provditb pomoci Safraninu O. (Akerman et al.,
1976).

Meétreni bobtnani mitochondrii (funkci MPTP) jsme hodlindtirbidimetrickou metodou, i
které jsme sledovali pokles absorbance suspenzecmomdrii (Nicholls a Ferguson, 2001).
Mitochondrie jsme vystavili postupnému nebo &mnému &nku fady faktofi (C&*, PQ?, t-BHP,
Ts), které mohou zjsobit znény v propustnosti membran. Tyto &ny v propustnosti se projevuji
depolarizaci mitochondrialnich membran, rozpojeakidativni fosforylace a bobtnanim mitochondrii
(Byrne et al., 1999).

Pokusy s trijodtyroninem v podminkéahvivo byly opit provadgny na dosplych potkanech,
samcich kmene Wistar o hmotnosti 180 az 240 g.dPatk byl aplikovan jednoraz@wi opakovar
Ts. Po indukci enzyiin respir&niho retézce trijodtyroninem v podminkacim vivo byla provedena
izolace mitochondrii. Zvata byla rozélena do 3 skupin poidch zvfatech: Prvni skupina byl
kontrolni potkani, u kterych nebyl aplikovans. TDruhé skupia byl jednordzow aplikovan
intraperitonealdé T3 v davce 20Qug/kg €lesné hmotnosti. Zvdta byla usmrcena po 24 hodinach po
aplikaci T;. U treti skupiny byl § aplikovan opakovan(3x ve 24 hod. intervalech v davce 2a§/kg
télesné hmotnosti) ap intraperitoneal& Zvirata byla usmrcena po 24 hodinach po posledni aplika
Ts. Pro naSi praci jsme pouzili krev a jaterni mitoctirie. Z odebranych vzaikkrve bylo ziskano
sérum, ve kterém byla stanovena koncentrace volaéwtkového trijodtyroninu. U takto ovlignych
jaternich mitochondrii jsme sledovali, zda dochéziznénam MPT po aktivaci butné respirace
jednorazovynti opakovanym podanimz podminkachn vivo.

K hodnoceni statistické vyznamnosti jsme pouzilidnefaktorovy ANOVA test.
Pro porovnavani rozdilmezi jednotlivymi skupinami jsme pouzili Tukey-Knanefiiv test. Testovani
jsme provedli pomoci statistického programu Prisifi34a k vytvdeni grafi pouzili MS Excel
(Microsoft). Vysledky jsou vyjaieny jako aritmeticky gmmér se smirodatnymi odchylkami. Hladina
statistické vyznamnosti byla stanovenaora 0,05.
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6. VYSLEDKY

6.1. Peroxid&ni poSkozeni kultivovanych hepatocyi t-BHP

6.1.1. Peroxidani poSkozeni plazmatické membrany

LDH je cytoplazmaticky enzym, ktery jefippoSkozeni plazmatické membrany uwmlan
z burek. Hodnotili jsme jakéasovou, tak koncentai zavislost Ginku t-BHP na vyplavovani LDH
z burek do kultivatniho média. Bsobenim t-BHP dochézi k vzestupu aktivity LDH vubknim
mediu. Signifikantni vzestup LDH v inkutisim médiu lze pozorovat po 30ti minutové inkubaci
(37°C, 95% @, 5% CQ) s 1 mM t-BHP. VysSi koncentrace t-BHP (1 - 3 midySuji uvohovani
LDH jiz mnohem méé& K dramatickému vzestupu aktivity LDH v médiu v&dchazi g delSi doks
inkubace s 1,5 mM t-BHP. Po 60ti minutové inkubdochazi k trojndsobnému vzestupu aktivity
LDH ve srovnani s hodnotami zggtymi po 30minutové inkubaci s t-BHP.

6.1.2. Indukce lipoperoxidace t-BHP v kultivovanfepatocytech

Za stejnych experimentalnich podminek jsme hodnetiestup koncentrace MDA jako
indikatoru lipoperoxidénich cja. Opst jsme hodnotili jalkcasovou, tak koncentai zavislost dinku
t-BHP na mnoZstvi vzniklého MDA. K maximalnimu viagsu koncentrace MDA po 30ti minutové
inkubaci dochéazi v koncentfiaim rozmezi 0,5 - 1,0 mM t-BHP, vySSi koncentraegopida&niho
agens vedly k dalSimu, avsak jiz pozwphimu nafistu mnozstvi MDA. R testovaniasové zavislosti
tvorby MDA pii inkubaci s 1,5 mM t-BHP jsme zaznamenali sigrifikni vzestup jiz po 5 minutach
inkubace. Koncentrace MDA se téfhlinearre zvySovala po dalSich 20 minut inkubace; dalStistar
byl pozvolrgjSi. Hodnoty zji&né po 60ti minutové inkubaci s 1,5 mM t-BHP bylynté shodné
s hodnotami, které jsme 2nii po 30ti minutach inkubace s 3 mM t-BHP. Vyslgdikchto pokug
ukazuji, Ze jak poruSeni integrity cytoplazmatiak&mbrany, tak tvorba MDA vykazuji shadn
nejvyssi nakst v koncentrénim rozmezi t-BHP 0,5 - 1 mM.

6.2. Vliv oxidaéniho stresu na energeticky metabolismus hepatoait

V dalSich pokusech jsme sledovali vliv t-BHP napieaci (i oxidaci glutamatu + malatu ve
srovnani s oxidaci sukcinatu u permeabilizovanyepaktocytt v suspenzi. Zjistili jsme, Ze oxidace
glutamatu + malétu je citlgySi vaci pusobeni peroxidu, nez oxidace sukcinatu. Po 30tiutoiré
inkubaci hepatocyit s t-BHP doSlo k maximalni inhibici oxidace glutamé& malatu p koncentraci
0,5 mM, kdy aktivita komplexu | byla snizena o 80%ii aplikaci vysSich koncentraci t-BHP
(0,5- 3,0 mM) se jiz inhidni efekt vyrazaji nezvySoval. Také oxidace sukcinatu byla po 30ti
minutové inkubaci inhibovana 0,5 mM t-BHP, avSakilim¢ni efekt byl vyraza nizSi. Aktivita
komplexu Il byla redukovanatiplizné o 40%.Casova zavislost inhibniho pisobeni 1,5 mM t-BHP,
pii némZ dochazi v obouifpadech k maximalni inhibici, ukazala, Ze oxidaoskctatu neni ghem
15ti minutové inkubace hepatodys t-BHP signifikantt inhibovana, zatimco ve stejnéfasovém
intervalu dosahuje inhibice glutamatu + malatunjidximalnich hodnot.

6.3. Risobeni oxid&niho stresu na funkci respira&niho ietézce izolovanych mitochondrii

6.3.1. Vliv t-BHP na aktivitu mitochondridlnich nzi: koncentrani acasova zavislost

Hodnotili jsme citlivost pti riznych mitochondrialnich substéataci peroxid&nimu stresu.
U vS8ech substratjsme ngtili spotiebu kysliku za fitomnosti ADP, ktera udava maximalni hodnoty
respirace pro dany substrat (pikomoly kysliku/sfngteinu). Vysledky pisobeni t-BHP na izolované
mitochondrie v podminkadi vitro ukazuji vysokou citlivost NADH-dependentnich delogknaz na
pusobeni peroxidu ve srovnani s flavoprotein-depemmiesukcinat dehydrogenézouii Podnoceni
oxidace gti riznych NADH-dependentnich substratu se ukazalo,\z&to skupig existuji zn&né
rozdily v citlivosti na peroxid. Nejvyssi citlivostykazovala oxidace palmitylkarnitinu a oxoglutarat
+ malatu (10 - 30 uM t-BHP), zatimco inhibi efekt t-BHP na oxidaci pyruvatu a glutamatu se
projevoval az i 10x vysSich koncentracich.
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6.3.2. Vliv t-BHP na mitochondrialni membranovyaraial

Riznou citlivost mitochondridlnich enzynvaci peroxid&nimu stresu jsme testovali i pomoci
dalSiho indikatoru charakterizujiciho neporusemogbchondrialniho systému oxidativni fosforylace,
a to pomoci hodnot mitochondridlniho membranovébienialu. Fidani mitochondrii do media se
safraninem O vedlo k jeho akumulaci v mitochondiriec k poklesu v mediu coz ukazuje na vysoky
membranovy potencial mitochondrii. Pdidani 1,5 mM t-BHP doSlo k poklesu membranového
potencialu za fitomnosti endogennich substratpyruvatu ¢i glutamatu. V pitomnosti sukcinatu
zastdval membranovy potencial nesmin. Coz s¥d¢i na niZsi citlivost flavoprotein-dependentni
sukcinat dehydrogenazoudr peroxid&nimu poskozeni.

6.4. Mitochondrialni pér pirechodné permeability Mitochondrial Permeability Transition Pore -
MPTP) jako sowast mechanisni, indukujicich poskozeni hepatocyi

Nasim ukolem bylo optimalizovat metodu pro hodn®ddRT a pomoci této metody sledovat
vliv fady faktofi, které ovliviuji funkci MPTP izolovanych jaternich mitochondripodminkach
in vitro. Izolované mitochondrie byly vystaveny postupnéthsowasnému &inku C&*, PQ*, Ts,
t-BHP) a byl sledovan jejich vliv nafdséh bobtnani.

6.4.1. Vliv C&" na funkci MPTP

V prvnich experimentech jsme pomoci nami upraveretody zopakovali #ivéjSi nalezy
dokazuijici, ze C4 je induktorem otevirani membranového péru a Piyigisobeni C& aktivuji.
Nejprve jsme testovali vliv samotného aa bobtnani mitochondrii. Roztok €abyl v kazdém
experimentu davkovan mezi 50 a 60 s odapku neieni. Jak vyplyva z naSich vysladksamotné
Ca* ve fyziologickych koncentracich (5 - 12M) ma na bobtnani mitochondri jen minimalni vliv.
Teprve aZ vy3si koncentrace’C4100 - 400uM) indukuiji bobtnani mitochondrii. Nastup bobtnini
velmi pomaly. Maximalni hodnota rychlosti bobtng@idosazena az u nejvyssi pouzité koncentrace
400 uM C&*. Tato n#feni jsme doplnili srovnanim aktivace Pi o vysledo@centraci 0,1 mM i
aplikaci 15 a 15@M CaClb. Je Zejmé, Ze zaiftomnosti 0,1 mM Pi se zvySuje jak rychlost bobinan
tak se i zkracuje doba, kdy pdigéani kalciovych iont dosahuje rychlost bobtnani maximalnich
hodnot.

6.4.2. Vliv PQ> na funkci MPT

Nepitomnost Pi v realni snmesi je v literatite popisovana jako faktor vedoucimi k inhibici
funkce MPTP. Vzhledem Kinto poznatkm jsem se rozhodli doplnit naSe¢iani i o sledovani
samotného Pi na bobtnani mitochondrii. MPT je Z&via koncentraci Pi v inkuldaim médiu.
Rostouci koncentrace Pi v réak smési zvySuje bobtnani a tim it8i pokles absorbance suspenze
mitochondrii. V naSi studii jsme pouzili 0,05; 0;10,50; 1,00 mM Pi. Vzhledem ktipomnosti
stopového mnozstvi &av inkubanim médiu, které jeiftomno ve vod a v chemikaliich, bylo toto
meéteni doplgno o netreni, kdy do inkubéniho média s 1,00 mM Pi bylaigano chelaténi cinidlo
EGTA (o vysledné koncentraci 250M), které vyvaZe v médiu veskeré aZe zaznamu iteni je
patrné, Ze zasthto podminek je samotny vliv 1 mM Pi na bobtnéitoohondrii prakticky nulovy.

Z tohoto n#feni je patrné, Ze samotny Pi beZGweni schopen navodit MPT.

6.4.3. Interakce Cd a Pi pi aktivaci MPTP

Cilem tétozasti bylo sledovat fibsh C&*-indukovaného bobtnani a hodnotiispbeni #iznych
aktivatnich faktofi (Pi, ROS, ) pri riznych koncentracich Gaa i riiznych koncentracich
jednotlivych aktivatol. Hodnotili jsme nejprve koncentmai zavislost C& v piftomnosti 0,1 mM Pi,
které samo o s@bjak jsme zjistili v pedeslych pokusech, indukuje bobtnani miniraalie vykazuje
jiz znainy aktivaini efekt za fitomnosti C4". Vysledky ukazuji, Ze zvySovani €av inkubanim
mediu vede jak kiastu rychlosti bobtnani, tak i ke zkracovani dobgtopu maximalni rychlosti.

V druhé sérii mieni byl pouZzit Pi o vysledné koncentraci 1,0 mMo Beieni jsme pouZili
Cd* o vysledné koncentraci 5,0 aZz 15Q)A. Z vysledki je patrné, Ze ip vy3si koncentraci fosfatu
(1 mM) byl charakter z&n pii rostouci koncentraci Gav reakni snesi piiblizng stejny, hodnoty
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rychlosti bobtnani vSak bylyiiblizné dvojnasobné. Ntzeme tedy uzdit, Ze fosfatové ionty ovliwiji
piedevsim rychlost bobtnani mitochondrii.

6.4.4. Aktivace kalciem indukovaného bobtnani rmtdr mitochondrii t-BHP. Peroxidai stres
aktivuje C&*-indukované bobtnani

Rada praci v literate ukazuje, Ze oxidai stres vyznamhaktivuje C&"™-indukované bobtnani
mitochondrii (Venditti el al., 2003). dktefi autdi predpokladaji, Ze oxidai stres nize byt i hlavnim
induktorem tohoto procesu (Lemasters et al., 1998pZili jsme se proto tyto nalezy zopakovat
v naSich experimentalnich podminkach. NaSe zaznakayuji, Ze t-BHP vyraznaktivuje rychlost
bobtnani jaternich mitochondrii indukovanou @ CaCb. Protoze jsme chBii prokazat, Ze aktivani
efekt t-BHP ovliviuje nespecificky MPTP, pouzili jsme CsA jako jehmesificky inhibitor funkce
MPTP. Bobtnani indukované 28/ CaCh a 0,1 mM Pi stejhjako bobtnani indukované 281 CaCb
a 1,5 mM t-BHP Ize zcela inhibovaty®1 CsA, coZ ukazuje, Ze toto bobtnani jeskkdkem otekeni
MPTP.

6.4.5. Winek in vitro aplikace trijodtyroninu na G&indukované bobtnani jaternich mitochondrii

V prvni fazi pokué jsme sledovali &inek riznych koncentraci sTha bobtnani mitochondrii.
K inkubatnimu médiu, které neobsahovalo Pi, jsniielgvali T3 o vysledné koncentraci: 1,25; 2,50;
5,00; 15,00 a 25,0AM. Jako induktor bobtnani jsme pouzili 5@ C&’*. Zjistili jsme, Ze zvysujici
se koncentrace sTaktivuje bobtnani indukované 50M C&**. V dalsim pokuse jsme indukovali
bobtnani vysi koncentraci £4200,0uM). Koncentrace T byla v tomto pokuse: 1,25; 2,50; 5,00;
7,50 a 10,0uM. Rostouci koncentraces ™ reakknim mediu zfisobila rostouci intenzitu bobtnani.
Koncentrace Tv rozmezi 2,5 - 25M se liSi jak dobou néstupu bobtnani, tak i maxirmhé&ychlosti.
V prab¢hu bobtnani vSak celkovy rozsah tohoto jevu dosdthibézné stejnych hodnot. Podrona
daleko pesrgji I1ze tyto parametry vyhodnotit pomoci nasi optim@avané metody. Z derivovanych
kiivek Ize zcela pesré odeist jak maximalni hodnotu rychlosti bobtnani, takabu, kdy je této
rychlosti dosaZeno po aplikaci €aT; aktivuje rychlost bobtnani i beZimnosti C&" na 157%
hodnoty bez T Pt vSech pouZitych koncentracich Case aktivace rychlosti bobtnani pohybuje
v rozmezi 180 - 220%.

6.4.6. Vliv PQ> na aktivani efekt trijodtyroninu C& -indukovaného bobtnéni jaternich mitochondri

V dalSi fazi pokus s Tz jsme sledovali vliv 0,1 mM Pi v inkubaim médiu na aktivani efekt
trijodtyroninu. V tétocasti jsme ot pouzili izné koncentrace €apro indukci bobtnani. Nejprve
jsem zji¥ovali, jak dalece aktivuje sThobtnani za iftomnosti 0,1 mM Pi v néftomnosti C&".
Ze zaznarh je patrné, e samotny Pi neni schopen navoditndoibtv nefitomnosti Ca" a T
vykazuje maly aktivéni efekt. Ritomnost Pi jej zdvojnasobi a urychli nastup bobin®o gidani
50 uM C&, jak vyplyvéa z nasichidv&jsich pozorovani, je v médiu bez Pi bobtnani mimiféridani
Ts bobtnani jen mirh aktivuje. C&" v piftomnosti Pi indukuje bobtnani a kombinace v&eidh t
komponent: C&, Pi a & poskytuje nejvy3si hodnoty bobtnani a také vy¥azkracuje dobu jeho
nastupu. B indukci bobtnani vy3si koncentraci 4200 uM) bylo vidét, Ze aktivani efekt & se
piili$ nelisi od pedeslého experimentu s AWM C&*, avsak efekt samotného Cge podstati vyssi
pii pouziti tak vysoké davky kalcia.ridani T3 vede pak jen k minimalni dalSi aktivaci. &lhto
pokugi miZzeme uzakit, Ze pro sledovani aktigaiho efektu § je tteba pouZzivat pro indukci bobtnani
niz&i koncentrace G§ kdy rychlost a rozsah bobtnani nedosahuje maniictal hodnot, takZe je
poskytnut prostor pro sledovani aktiného &inku Ts.

Protoze jsme chli prokazat, zda Jovliviiuje nespecificky MPTP, pouzili jsme CsA jako jeho
specificky inhibitor. Reakni smés obsahovala: médium, suspenzi mitochondrii, sdikcm T
o vysledné koncentraci 25;M. Po gidani C&" o vysledné koncentraci 50,M bylo zaznamenano
bobtnani mitochondrii, které bylo naslédmorovnano s gienim bobtnani mitochondrii za stejnych
podminek s fidavkem CsA o vysledné koncentraci uM. CsA zcela inhiboval mibéh MPT.
MuZeme proto uzdit, Ze i aktivace bobtnaniipobenim 7§ je disledkem otekenim MPTP.
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6.4.7. Vliv Pi a C&" na pribéh MPT po aplikaci Tin vivo (1x Fa 3x F)

Piedmitem tétocast prace bylo porovnat aktiy@ vliv Pi a C&" na MPTP po aplikaci 4
v podminkachin vivo. Potkany jsme utratili za 24 hodin po jednorazapkkaci T; v davce 200 pg/kg
télesné hmotnosti i. p., izolované mitochondrie jsmeibovali ve standardnim mediu se sukcinatem a
s pidavkem Pi o vysledné koncentraci 0,1 mM a sledopaib¢h bobtnani. Toto bobtnani jsme
nasledg porovnali s bobtnanim mitochondrii izolovanychatihani neovlivrenych T;. Obdobg jsme
porovnali kontrolni mitochondrie s mitochondrienkteré byly izolované z potkan kterym byl
aplikovan 3x ve 24 hodinovych intervalech ¥davce 200 pg/kgelesné hmotnosti i. p., posledni
davka byla podana 24 hodirfed izolaci mitochondrii. # inkubaci izolovanych mitochondrii za
piitomnosti samotného fosfatu (0,1 mM) jsme ani utkarani u mitochondrii po aplikaci 1x3Thebo
3x T3 zadné bobtnani neprokazali. Jestlize jsme vSaknbab indukovali ve standardnim médiu
(sukcinat a Pi o vysledné koncentraci 0,1 mEignim 50uM C&*, pak byla indukce bobtnani vy3si
jak u mitochondrii izolovanych z potkars jednou davkou 3 tak se temi davkami § a v obou
piipadech byl po aplikaci sThastup bobtnani rychlejSi ve srovnani s kontrolniniiochondriemi.
Rychlostnastupu bobtnani byla vyznaiwySsSi po opakovaném podavani T

6.4.8. Tkdova specifita citlivosti MPTPii Ca" iontim

Panov et al. (2007) prokazali, Zze mitochondrieldzané z mozku vykazuji mensi citlivost
MPTP \i¢i C&* iontim neZ mitochondrie srédei. Autai pak spekuluji o tom, Ze existuje druhova i
tkénova specifita tohoto jevu a Zz&zné organy tak volitiznou strategii &2jme¢ z hlediska, jak dalece
je kalciovy inzult nebezgay pro funkni aktivitu daného organu a jak intenzivprobiha v daném
organu bui¢na regenerace. Snazili jsme se tyto nalezy fibzSidoplnit srovnanim citlivosti MPTP
mitochondrii jater a srdaiho svalu uci Ca&* iontim. Zjistili jsme, Ze jaterni mitochondrie reagui n
stejnou koncentraci Ca£mnohem intenziwjSim bobtnanim neZ mitochondrie stdée Jestlize u
obou preparat mitochondrii vyhodnotime rozsah poklesu optickézity, ktery indikuje bobtnani
mitochondrii, za 4 minuty po aplikaci CaCkdy bobtnani dosahuje maximalnich hodnot, jeaent
rozdil u nizké koncentrace (38M CaCh) sedminasobny, ip aplikaci vysSi koncentrace (1QM
CaCb) je trojnasobny. Signifikantni vzestup bobtnaré Lz jaternich mitochondrii pozorovat jiZi p
2,5uM koncentraci CaG] maximalni hodnoty rozsahu bobtnani vrozmezi katrace CaGl
10 - 30uM. U srdenich mitochondrii stoupé rozsah bobtnani az do @ROkoncentrace Cagl
NasSe vysledky doplji nalezy Panova et al. (2007) a ukazuji, Ze mej@zkové, ale i srdai
mitochondrie maji ve srovnani s jaternimi mitochdemi mensi citlivost a tim i lepSi protekciid
Ca*-indukovanému oteeni MPTP, a tak i iniciaci apoptickych proges

7. DISKUZE

Jatra jsou multifunénim organem, ktery ma vyznamnou roli v intermedi@ra energetickém
metabolismu, Vv syntetickych i biotransforénéch procesech, v sekreci a exkre@dy latek
endogenniho i exogennihaiyiodu. VSechny tyto procesy jsou energeticky velraromé, takze
fyziologick& funkéni aktivita jater vyZaduje intenzivni aktivitu egetického metabolismu. Na jaterni
bunky pasobi Siroké spektrum hepatotoxickych latekjsiho prostedi (xenobiotik), protoze jatra jsou
mistem jejich degradace a exkrece. Permanentnizesggater toxickym latkam je prawplodobré
pricinou mimdadné regenetai schopnosti jaterni tkdn Jedna se o evalne konzervativni j;
regenerace jater byla popséana u viechisatatns clovéka (Cervinkova et al., 2007).

VSeobect je dnes fjimano, Ze hlavni roli v mechanismu poskozeni rjiatejiizneéjSimi
hepatotoxickymi latkami igdstavuje indukce peroxitidich proces (Jaeschke et al., 2002), a Ze
peroxid&ni poskozeni primagnzasahuje funkci mitochondrialnigmény energie. Mitochondrie tak
predstavuji nejen misto, kde kyslikové radikaly mokienikat, ale i cilovou strukturu jejichipobeni
(Boveris a Chance, 1973; Hyslop et al., 1988; Melaéx 1994; Turrens, 2003). Ve¢swe literatite
je tomuto problému &novana mim#éadna pozornost (Kennedy et al., 1992; Kowaltowskieacesi,
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1999; Nulton-Presson a Szweda, 2001). Stale vSak destatek ud&j o kinetice fsobeni
prooxida&nich agens na jednotlivé bitmé struktury azné enzymové funkce, coz je nezbytné
piedevSim pro spravnou volbu strategie antioxidigrevence a pro stanoveni optimalnich podminek
pro reparaci posSkozené tkan

Mechanismus {sobeni ROS je velmi komplexni. Mohou jimi byt inbi&ny Gzné enzymy a
to bud’ pfimo modifikaci redox-sensitivnich molekul nebo dskkdku peroxidéniho poskozeni
burg¢nych membran, které vyvolava #ny jejich fluidity a s tim spojené konforgrd zmeny
bilkovinnych molekul. Peroxidai poskozeni riwe zahrnovat lipoperoxidaci cytoplazmatickych
membran (Higuchi et al., 1998; Klauning et al., 89®asaki et al., 1989), poSkozeni jadetné
mitochondrialni DNA (Sandstrétm a Marklund, 1990)xidaci pyrimidinovych nukleotid a
glutathionu (Nulton-Persson et al., 2003). Perasidatres narusuje funkci mitochondriir€pevsim
tvorbu ATP nezbytnou pro zabezpai nejtizr¢jSich funkci hepatocy) na mnoha drovnich:
(a) inhibici mitochondrialnich dehydrogenéz, (bhibici transportu elektranrespir&nim fetzcem,
(c) rozgaZzenim oxidativni fosforylace v mitochondriich. ¥stedku rozpazeni oxidativni fosforylace
dochazi ke kolapsu membranového potencidld breverzibilrge poruSenim nepropustnosti it
mitochondrialni membrany pro protony, nebo revarsib aktivaci vapnikem indukovaného
membranového poru, jehoz funkce je regulovatebie pokles membranového potencidlizembyt
reversibilni. VSechny tyto reakce maji vyznamnoahal @i indukci apoptotickych a nekrotickych
proces v jaterni tkani.

Proto jsme se snazilekteré dosud ne zcela vyjas®e otazky tykajici se mechanismiispbeni
ROS zodpowdét naSimi experimenty. V pokusech jsme pouZzivdtojgprooxidant t-BHP, protoze
neni degradovan katalazou (Chance et al., 197@¥k g vhodny pro kinetické studie koncextraa
casove zavislosti peroxidaiho pisobeni. Kombinovali jsmetgobeni t-BHP na intaktni hepatocyty
v primarni kulti#e, na hepatocyty v suspenzi permeabilizované digiem, kdy se mitochondrie
nachazeji v kontaktu s ostatnimi cytosolovymi komgrdami, a na izolované mitochondrie, zbavené
protekéniho pisobeni cytosolovych antioxidiaich komponent.

Zvlastni pozornost jsmeémovali mechanismu, ktery indukuje apoptotické a rotéké
procesy po peroxidaim ataku a to funkci nespecifického mitochonditddn poru pechodné
permeability, jehoZ otéeni indukované Ca ionty vede k bobtnani mitochondrii, poruegjéh
mitochondrialni membrany a k naslednému vyplavoegtochromu ¢ z mezimembranového prostoru
a vnitni mitochondrialni membrany. To vede naskedninhibici transportu elektranrespir&nim
rettzcem, ke zvySenému reditkmu stavu mitochondrialnich oxidoredulich komponent a tim
k aktivaci tvorby ROS mitochondriemi.
hepatocytech v suspenzi hodnocenim per@xitheo pisobeni na hepatocyty v primarni Kiu
prisedlé na kolagenni podlozce. Hodnotili jsttesovou i koncenteai zavislost psobeni t-BHP na
cytoplazmatickou membranu z hlediska jeji propustinointenzitu lipoperoxidace bgénych
membran a poskozeni funkce mitochondrii. Na hep#tob v kultde jsme hodnotili schopnost
mitochondrii generovat a udrZzovat membranovy po&&ncNa hepatocytech v suspenzi,
permeabilizovanych digitoninem, jsme hodnotili peda¢ni poskozeni respirace mitochondriii p
pouziti NADH- a flavoprotein-dependentniho substréta izolovanych mitochondriich jsme hodnotili
pusobeni t-BHP na aktivitu aznych mitochondrialnich enzyima na schopnost izolovanych
mitochondrii generovat a udrzovat membranovy paépéi ptisobeni peroxidaiho stresu.

NasSe vysledky na intaktnich hepatocytech ukazaytviarba lipoperoxidl se prudce zvySuje
v rozmezi 0,5 - 1 mM t-BHP. V tomto konceriinédm rozmezi také dochazi ke zrattegrity burgcné
membrany hodnocené uwiolvanim LDH do kultivéniho média.Casovéa zavislost gsobeni t-BHP
ukazuje, Ze zatimco vzestup koncentrace MDA pakeaténgi linearre v pribéhu 60ti min inkubace,
vzestup propustnosti pro LDH se dramaticky zvy$ugzi 30. a 60. min inkubace. Vzestup mnozstvi
lipoperoxidi v koncentranim rozmezi do 1 mM t-BHPigjm¢ zahrnuje i lipoperoxidai poskozeni
mitochondrii, protoZze ve stejném koncedirian rozmezi paraletn klesa i mitochondrialni
membranovy potencial.fiPhodnoceni respitai aktivity permeabilizovanych hepatotyte ukazalo,
Ze @i stejné koncentraci t-BHP je daleko vice inhibavaxidace NADH-dependentnich substrat
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glutamatu + malatu nez oxidace flavoprotein-depetmdbo sukcinatu. Inhibhi efekt t-BHP byl
patrny bezprogedre po gidani 0,5 mM t-BHP, zatimco oxidace sukcinatu nabgllivnéna ani
3 mM t-BHP.

Tyto vysledky naznauji vySSi citlivost komplexu | na peroxi¢tai poskozeni ve srovnani
s citlivosti komplexu Il. Pokles respirace obou kiexi Ize pozorovat v koncenttaim rozmezi
t-BHP do 0,5 mM. B této koncentraci ale nedochazi fektmaximalnimu poklesu mitochondrialniho
potencialu rejme proto, Ze flavoprotein-dependentni substraty jeouminimalré inhibovany a jsou
schopné generovat membranovy potencial.

(Kmonickova et al.,, 2001) a prokazali jsme, Ze t-BHP vyk@azobdobny inhikini inek i

u hepatocytt v primérni kultie adherovanych ke kolagenu. Dale jsme podijpbrodnotili casovy
praibéh a koncentréni zavislost peroxidaiho poskozeni jednotlivych b&mnych struktur a
metabolickych drah.

Pokusy na hepatocytech ukéazaly, Ze existuje raadiitiivost jednotlivych mitochondrialnich
komponent uci peroxid&nimu poskozeni. Proto jsme tyto nélezy doplnilidstm inhib&niho
pusobeni t-BHP na oxidaci ¢p NADH-dependentnich substfiat oxidovanych izolovanymi
mitochondriemi. Srovnavali jsme peroxété posSkozeni oxidace palmityl karnitinu + malatu,
pyruvatu + malatu, glutamatu + malatu, oxoglutaratnalatu a sukcinatu. Ziskané vysledky
prokazaly, Zze oxidace vSech NADH-dependentnichtsathge t-BHP inhibovanaifp mnohem nizSich
koncentracich nez oxidace sukcinatu. Avsak i medmgtlivymi NADH-dependentnimi substraty jsme
pozorovali podstatné rozdily. Oxidace palmityl kinu a oxoglutaratu byla inhibovana podstatn
nizSimi koncentracemi t-BHP neZ oxidace pyruvaglusamatu.

V souladu sdmito nélezy i s nalezy na hepatocytech bylo dieni zmén membranového
potencialu mitochondrii ysobenim t-BHP za ffiomnosti fiznych substrét Pouzitd koncentrace
t-BHP (1,5 mM) vyraza snizila Bhem inkubace hodnoty membranového potencilurizanpnosti
pyruvatu + malatu a glutamatu + malatu, avSak nij@ovlivnila schopnost mitochondrii udrZovat
vysoky membranovy potencial z&temnosti sukcinatu.

Tyto nalezy ziskané na hepatocytech i na mitochtmindby mohly gispét k iCinngjSi strategii
pii 1é¢eni jaterni tk&& poSkozené sobenimtznych hepatotoxickych latek, indukujicich peroxiua
stres. NaSe vysledky ukazuji, Ze pro jaterniitRa@Skozenou peroxidaim agens je sukcinat daleko
acinngjSim substratemipzaji’ovani energetické homeostazy bkmez glukoézai mastné kyseliny.
V literature se jiz objevily prace, které prokazuji pozitivdinek sukcinatu aplikovanéha vivo pri
nekterych patologickych stavech (Chen et al., 20@8)dobré na pozitivni efekt sukcinatu upozoii
Fedotcheva et al. (2006) a Brooks et al. (2006gii kjistili, Ze inhibice aktivity Krebsova cyklu
pusobenim ROS (inhibice oxidace oxoglutaratu)zem byt kompenzovana neenzymovou konverzi
oxoglutaratu na sukcinat. Timto mechanismefzenbytcasténé udrzovana funkce Krebsova cyklu i
pii inhibici oxoglutarat dehydrogenazy.

Jak bylo vySe znmiiovano, @i indukci apoptotickych a nekrotickych proéegtsobenim
peroxid&niho stresu hraje vyznamnou roli otemi nespecifického CGhadependentniho
membranového poruiechodné permeability, které vede k bobtnani mitadnd a uvohovani
cytochromu ¢ do cytosolu. Tento nespecificky pootvira pi zvySeni koncentrace kalciovych iént
v cytosolu bd’ jejich uvokovanim z intracelularnich zasob, nebo zvySenimsprariu kalcia fes
cytoplazmatickou membranu. Kanél sézma ogt zawvit, jestlize dojde k poklesu koncentrace kalcia
v cytosolu. Studiu tohoto mechanismu byla v posigutetech ¥novana mimeéadna pozornost. Byla
identifikovanatada komponent, které jej &ip a popséana uloha cyklofilinu, bilkovinné molekuly
piitomné v intramitochondrialnim prostoru. Ten se im@vazat na komplex protéinkteré tvdi
MPTP, aby mohl byt por otéen. Byla také objevena funkce imunomodulatoru Citéry vazis
cyklofilinu zamezi a membranovy pér tak nelze abwmt. Hlavnim problémem studia MPTP je
skut&nost, Zze fivodni schéma, které pér definovalo jako kalciemivaktany a cyklosporinem A
inhibovany systém, se vid¢hu let znan¢ zkomplikovalo, protoZze se stale hromadily dal$kya
endogenni i exogenni, které citlivost poru ke kalgm iontim vyrazrié (positivie i negativig)
ovliviiovaly. Takze detailni popis mechanismegulujicich funkci MPTP byl stale obtiggi. Problém
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byl a je i v metodické oblasti. Hlavni metodou pimahou pro hodnoceni funkce MPTP jiz vice nez 40
let (viz nag. Lehninger, 1960) je spektrofotometricke spektrofluorometrické sledovani indukce
Cd*-dependentniho a CsA-senzitivniho bobtnani izolgehnmitochondrii. K bobtnani dochazi po
oteweni poéru dsledkem toku vody z cytosolu do mitochondrialnihmgporu, ktery ma vyssi
osmolaritu. Tato metoda turbidimetrického hodnocebjemu mitochondrii je velmi jednoducha.
Poskytuje vSak vysledky ve foenkiivek, ze kterych Ize sice odvodit rozdily v rychioa rozsahu
bobtnéni, aviak zthto Kivek Ize jen velmi obtiz& ziskat pesnéciselné Udaje o kinetice sledované
reakce nezbytné pro hodnocefsidy tiznych faktofi, které funkci kanalu ovliwiji. Proto jsme
znanou ¢ast prace &novali dopracovani nové metody pro hodnoceni fuMegd P, kterou na naSem
pracovisti zéal pouzivat v ramci své diplomové (magisterské)cerdichy (2006). Pomoci této
metody, kterd dosud nebyla v litersgupopsana, jsme mohli ziskat celtadu Udaj, které nam
umoznily charakterizovat proces bobtnani. Metoda némoznila: (a) pesré vyhodnotit maximalni
rychlost bobtnani v danych experimentélnich podiéhk jako zminu absorbance z&asovou
jednotku, (b) stanovitas, kdy je dosazeno maximalni rychlosti bobtna)i,ufcit celkovy rozsah
bobtnani jako celkovou zinu absorbance daného mnoZzstvi mitochondrii.

Pomaoci tohoto fistupu jsme pak hodnotili zavislost bobtnani nademtraci kalciovych iori,
interakci kalcia a fosfatu, sTa t-BHP. V literatie nejvice studovanym faktorem, ktery oiliye
MPTP jsou C& ionty (Baumgartner et al., 2009; Ruiz-Meana et2007; Wilson et al., 1991). €a
jako induktor MPTP se v mitochondriich vdZe na @irmivé komplexy a na kardiolipin. ZvySeni
hladiny C&* v cytosolu stimuluje produkci ROS. ROS oxiduji M@lthiolové skupiny membranovych
komplexi véetrg ANT a meni jejich konformaci. Mohou také oxidovat kardiatipcoZz ma mimo jiné
za nasledek uvolmi cytochromu c z vazby na tento fosfolipid.’Ca ROS jsou navic signalni
molekuly, které ovliviuji transkripci gefi. C&* a ROS spolu ip otevirani péi spolupracuji a
vzajemr zvysuji swij ucinek (Brookes et al., 2004; Gordeeva et al., 20@8pasters, 1999).

Jako nezbytny faktor, nutny k tomu, aby bylo moanwolat jev MPT, se potvrdila i
piitomnost P@ v reakni smési. MPT je zavisly na koncentraci anorganickéhdétsv inkub&nim
médiu. Rostouci koncentrace P® reakni snisi zpisobuje rostouci intenzitu jevu MPT. Vzhledem
k piftomnosti stopového mnoZstvi €a inkubanim médiu bylo toto reni téZ doplino o neient,
kdy do inkub&niho média s 1,0 mM Pi bylatighna EGTA o vysledné koncentraci 250 uM. Po
vysyceni zbytk C&* pritomnych ve vod a v chemikaliich pomoci EGTA, bylo it Ze vlastni vliv
PO,* na bobtnani mitochondrii je prakticky nulovy. zhtto meteni bylo patrné, e samotny FOQ
bez C&" (i stopového mnoZstvi) neni v danych koncentrasichopen indukovat bobtnani. CsA a
nepitomnost PQ” v reakéni snEsi jsou v literatie asto popisovanymi faktory vedoucimi k inhibici
jevu MPT. Je #&jmé, Ze chybi-li v reaki snesi fosfat, dochazi k nastupu bobtnani &zwyssSich
koncentracich CA Nutnost pitomnosti fosfatu v reaki smési miZe souviset <innosti C&'-
dependentnich dehydrogenaz, které jsou othho¥ za syntézu ATP z ADP a fosfatu. Nedostatek
fosfatu se nmize projevit vyazenim cinnosti €chto dehydrogenaz, jez mohou hrégitau roli
v nastupu bobtnani. Nam se piilta prokazat, 7e samotny €abez PQ® ma na bobtnani
mitochondrii jen minimalni vliv. Teprve aZ aZmg& vysoké (100 a vice uM) koncentrace’Caavozuji
bobtnani mitochodnrii. Tato &feni jsme doplnili srovnanim aktivace MPT pomoci,P® vysledné
koncentraci 0,1 mM i aplikaci 15 a 15QuM CaCh. Za gitomnosti 0,1 mM PG se zvySuje jak
rychlost bobtnani, tak se i zkracuje doba, kdy pdgmi kalciovych iont dosahuje rychlost bobtnani
maximalnich hodnot. Jergimé, 7e 0,1 M P§) znan& potencuje bobtnani indukované jak 15 tak
150uM CaCb. Déle jsme sledovali koncenird zavislost C& v piftomnosti 0,1 a 1,0 mM PP. Fi
vy38i koncentraci fosfatu (1 mM) byl charaktersmnpri rostouci koncentraci Gav reakni snesi
priblizn¢ stejny, hodnoty rychlosti bobtnani vSak byljbizné dvojnasobné.

K zajimavym vysledi&m jsme dosgi poté, co jsme do re&ki snesi pridali t-BHP, latku kterd
navozuje oxidéni stres a svymi dinky ovliviiuje funkci C&'-dependentniho membrénového péru.
Pridavek t-BHP mil zasadni tinek na nastup a zejména velikost rozsahu bobtiyhd. prokazano,
Ze t-BHP indukuje otgeni MPTP i v intaktnich hikach (Kmonékova et al., 2001; Nieminen et al.,
1997). Indukci bobtnaniipdchazi zvyseni Gav mitochondrialni matrix a zvySena produkce ROS.
t-BHP zvy3uje koncentraci €azejména vyplavenim z intracelularnich zasob (MaiBurgos et al.,
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2006) a oxiduje SH skupiny. J&eba téz ziraznit, Ze ne vSechny mitochondrie \iiba jsou stej&
nachylné k oteteni MPTP a jeho otégni nemusi byt vzdy synchronni proces (Batandief.eP004;
Collins et al., 2002). Tataizna citlivost mitochondrii (MPTP) k oxidaimu poSkozeni (t-BHP) byla
prokazana i na urovni orgafEndlicher et al., 2009; Panov et al., 2007).

Hormony S&titné Zlazy svymi¢inky vyznami zasahuji do energetického metabolismu
mitochondrii. Jiz &v¢jSi studie prokazaly, Ze tyto hormony indukujjed které vedou ke zénam ve
slozeni lipidi mitochondridlnich membrén, zvySuji aktivitu ademuaokleotidovych translokaz a
stimuluji burécnou respiraci, zvysuji koncentraci Cav cytosolu a mohou vést aZ k réapeni
oxidativni fosforylace (Kadenbach, 2003). V nedado& se podélo prokazat, Ze Jv pritomnosti
C&" indukuje oxidaci SH skupin membranovych prote{enditti et al., 2003), coZ vede ke &m
v produkci ROS a Werpani kapacity antioxidaich systénm. Jak je patrné z nasich vyslédkostouci
koncentrace J v reakni smési zvySuje miru bobtnani mitochondrii. Vys$i kortcece CA&'

v inkuba&nim médiu téZ zria¢ zvySuje rychlost nastupu bobtnéni i jeho rozséd ldavre pri pouZziti
nizSich koncentraci I Jak je patrné z naSich vyslédkoobtnani mitochondri je zavislé nejen na
koncentraci CH, T, ale téZ na iftomnosti PQ* v reakni smési. PQ* vyrazre potencuje dinek T;

a C&". Pro porovnani jsmefidali méieni, kde jsme sledovali samotny vliv Pi g fia intenzitu
bobtnani bez fidavku kalcia. B porovnani &chto zaznarh je velmi dolie patrny viiv PG na
bobtnani mitochondrii. Podio se nam tedy jednoztas prokazat, ze P§ vyrazré potencuje i efekt
T3 na bobtnani mitochondrii.

Jak bylo uz vySe zmémo, je CsA povazovan za inhibitor funkce MPTP. &sti MPTP je
cyklofilin D. Cyklofilin D se nachézi v matrix mithondrii a Bhem indukce bobtnani se vaze na
vnitini  mitochondrialni membranu. Cyklofilin D je mitcmmdrialni peptidyl prolyl-cis-trans-
isomeraza, ktera ma rozhodujici rofi prostorovém usp@dani bilkovin. CsA (specificky inhibitor
cyklofilint) se specificky vaze na cyklofilin Dsimz meni jeho schopnost navazat se na it
mitochondrialni membranu a tim inhibuje funkci MPTI®, et al., 2004). Inhikini (Cinek CsA jsme
v nasich pokusech vyuzivali k potvrzeni toho, Z&dstané bobtnani mitochondrii indukované'Ca
PO, T; a t-BHP je spojené préws funkci MPTP. Z riveni, kterd jsme provél je dokie patrny
inhibicni &inek CsA na C&-indukované bobtnani. Pokud byly mitochondrie inbwdny s CsA,
pokles absorbance nebyl zaznamenan. CsA se crak@ltgtalni inhibitor. Na jeho inhiémi &inek
nentla vliv prakticky Zzadna z nami testovanych latekakni sntsi s gidavkem CsA nevykazovaly
74dné znamky bobtnani ani po stimulaci vysokymidemtracemi iorit C&*, t-BHP & Ts, pog.
kombinaci &chto faktoti. Tim jsme jednozriae potvrdili, Ze bobtnani mitochondrii navozené viive
Ccd”, t-BHP, a T bylo vyvolané pré¥ oteenim CsA-senzitivniho MPTP.&iBobeni trijodthyroninu
na funkci MPTP se nam paida prokazat i pi in vivo aplikaci jedné iii davek trijodthyroninu.

V zawrecné ¢asti nasi prace jsme doplnili ndlezy Panova a sfaflQ7), ktery srovnaval
bobtnani mitochondrii mozku a jater indukované ikatgmi ionty. Prokazal, Zze mitochondrie mozku
maji vys$i resistencitki indukci bobtnani ionty CA. V nasich pokusech jsme srovnavali bobtnani
jaternich mitochondrii a mitochondrii stého svalu. Jak ukazuji naSe vysledky i mitochandri
srdeiniho svalu obdohinjako mitochondrie mozkwykazuiji vy$$i resistenciiti Ca*-indukovanému
bobtnani. Tyto nalezy tak podporuji a rédagi predstavu, Zeizné bugcné populace maji specifické
strategie, jakcelit nasledkm peroxid&niho poSkozeni. Hepatocytyfepmé v souladu s vysokou
regeneréni schopnosti, maji ménvyvinutou antioxid&ni ochranu nez kiky mozku ¢i srde&ného
svalu. Tuto pedstavu vSak budéeba jest doplnit dalSimi Udaji o aktivit antioxid&nich enzyn
piipadrE i o resistenci lipoproteinovych strukturiky vici pasobeni kyslikovych radikal
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8. ZAVERY

1. Vliv peroxidaéniho poSkozeni na kultivované hepatocyty

Doplnili jsme naSe idv¢jSi nalezy peroxidaiho poskozeni hepatdct suspenzi o hodnoceni
peroxid&niho poSkozeni hepatodytv primarni kultde. Zjistili jsme, Ze v obou ifpadech fisobi
t-BHP ve stejném koncentfiaim rozmezi, ato 0,5 - 1 mM. Srovnaniémpropustnosti plazmatické
membrany, tvorby MDA, zgn membranového potencidlu a enzymovych aktivit ohmitmdrii
ukazalo, Ze nejcitligi na oxida&ni stres reaguje oxidace NADH-dependentnich sulisaévorba
MDA.

2. Vliv t-BHP na oxidaci riznych substrati enzymy respiraniho retézce

Pisobeni oxidéniho stresu jsme dale hodnotili na izolovanych rjdtdh mitochondriich.
Potvrdili jsme nélezy ziskané na hepatocytech ékpeokazaly vyssi citlivost NADH-dependentnich
substrai viaci t-BHP ve srovnani s flavoprotein-dependentnimsgdibemn sukcinatem. Srovnani miry
oxidaceétyt NADH-dependentnich substiatikazalo, Ze i meziéimito substraty (palmityl karnitin,
pyruvat, glutamat, oxoglutarat) existuji rozdilgitlivosti vici peroxid&nimu pisobeni t-BHP.

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

Rozpracovali jsme novy postup pro hodnoceni funktfeTP. Klasické kivky bobtnani —
zmeny absorbance suspenze mitochondrii — jsme deriiv@derivovanych kivek lze gesré odeitat
maximalni hodnoty rychlosti bobtnani i dobu, kdytg¢éo rychlosti dosazeno. Pomoci této metody tak
Ize presreji hodnotiti kinetiku otevirani MTPT.

4. \/zajemné interakce C4&', PO,>, Tz a t-BHP na MPTP

Touto novou metodou jsme hodnotili interakizmych faktodi, které ovliviuji MPTP. Ziskali
iinku t-BHP na tento . Bobtnani indukované G t-BHP a E, pop. kombinaci &chto faktot Ize
zcela inhibovat 21M Cyklosporinem A — specifickym inhibitorem MPTPoZ prokazuje, Ze toto
bobtnéni vznika vitsledku oteveni MPTP.

5. Vliv T3 podany potkanim in vivo na funkci MPTP

Aktivacni vliv trijodtyroninu na MPTP byl prokazatelny o@plikaci & in vivo. Mitochondrie
izolované z potkah kterym byl aplikovan T in vivo, jsou citliwj$i k pisobeni C& iontim ve
srovnani s mitochondriemi izolovanymi z kontrolnfabtkari.

6. Tkaiiova specifita citlivosti MPTP wi&i Ca** iontiim

Zjistili jsme, Ze jaterni mitochondrie reaguji ndejsou koncentraci Ca&l mnohem
intenzivrejSim bobtnanim nez mitochondrie stde Signifikantni vzestup bobtnani Ize u jaternich
mitochondrii pozorovat jiZz ip 2,5 uM koncentraci CaGl a maximalni rychlosti je dosaZendi p
koncentraci 20 - 3@M. U srd&nich mitochondrii je rychlost i rozsah bobtnani imem mensi, i
25uM CacCl je u jaternich rychlost bobtnani 7x vysSi neZ toofiondrii srdénich.
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