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SEZNAM ZKRATEK

SEZNAM ZKRATEK

K™ - koeficient selektivity

Ay . - potencidlovy rozdil na vnitini mitochondridlni membrané

ADP - adenosindifosfat

ATP - adenosintrifosfat

ANT- transportér adeninovych nukleotidt

CS - cyklosporin A

CyP-D - cyklofilin D

Cyt ¢ - cytochrom ¢

DDA" - dibenzyldimethyl amonny kation

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EDTA - sodna siil kyseliny ethylendiamintetraoctové

EGTA - kyselina ethylengkykol-bis-(-aminoethylether)tetraoctova

EMF - elektromotoricka sila

FAD - flavinadenindinukleotid

FADH; - redukovana forma flavinadenindinukleotidu

FCCP - karbonylkyanid p-trifluoromethoxyfenylhydrazon
FIM - fixed interference method

FMN - flavinadeninmononukleotid

FMNHo; - redukovana forma flavinadenindinmononukleotidu
GSH - redukovany glutathion

GSSG - oxidovany glutathion

HFPB' - tetrakis[3,5-bis(1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-methoxy-2-propyl)fenyl]boritanovy

anion

IL-4 - interleukin 4

IUPAC - Unie pro ¢istou a uZitou chemii (International Union of Pure and Applied

Chemistry)

JC-1-5,5, 6, 6’-tetrachloro-1, 1°, 3, 3’- tetracthylbenzimidazolkarbocyanin jodid

MPT - mitochondrial permeability transition
MPTP - mitochondrial permeability transition pore

NAD" - nikotinamidadenindinukleotid
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NADH - redukované forma nikotinamidadenindinukleotidu
NADP™ - nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NADPH - redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
P; - fosfat

PVC - poly(vinylchlorid)

Rh123 - thodamin 123

ROS - reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

t-BHP - terc-butylhydroperoxid

TMPD - N,N,N',N'-tetramethyl-p-fenylendiamin

TMRE - tetramethylrhodamin ethylester

TMRM - tetramethylrhodamin methylester

TNF - faktor nddorové nekrdzy (tumor necrosis factor o)

TPB' - tetrafenylboritanovy anion

TPMP” - trifenylmethylfosfoniovy kation

TPP" - tetrafenylfosfoniovy kation

VDAC - potencidlové-zavisly aniontovy kanal (porin) (voltage dependent anion

channel)
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1. UVOD

Za poslednich 30 let se iontove-selektivni elektrody staly jednou
rutinné pouzivéa sklenéna pH elektroda, ktera patii mezi iontové-selektivni elektrody.
Mimo pH elektrody byly vyvinuty rizné typy iontové-selektivnich elektrod citlivych
napiiklad na ionty Na®, K', Ca*", I [90] az po elektrody citlivé na protamin [92].
Vyhodou téchto senzori je jejich citlivost v Sirokém rozsahu aktivit sledovaného iontu,
Gasto vrozsahu od 1 do 10° M. V soudasné dob& je vyzkum v oblasti jontové-
selektivnich elektrod zaméfen na vylepSovani jejich parametrt - selektivity, detekéniho
limitu, pracovniho rozsahu a stability. lontové-selektivni elektrody nalezly svoje
uplatnéni nejen jako analyticka technika pro stanoveni jednotlivych iontii ve vzorku, ale
také jako jeden z nastrojii v oblastech zékladniho vyzkumu.

V 70. letech minulého stoleti se iontové-selektivni elektrody zacaly pouzivat na
monitorovani koncentrace lipofilnich fosfoniovych kationti (jako je naptiklad
tetrafenylfosfoniovy kation) [57], které jsou jednim znastroji pro méfeni
membranového potenciadlu. Lipofilni kationy (dibenzyldimetyl amoniovy kation,
tetrabutyl amoniovy kation, trifenylmetylfosfoniovy kation) sehraly dtlezitou ulohu pii
potvrzeni Mitchellovy chemiosmotické teorie, kdy na zdklad¢ jejich akumulace
v mitochondriich byla potvrzena pfitomnost potencidlu na wvnitini mitochondridlni
membrané (Ay ) [3, 71]. Kromé lipofilnich fosfoniovych kationli se pro méfeni Ay
v dne$ni dobé Casto pouzivaji fluorescenéné znacené sondy (napiiklad rizné derivaty
rhodaminu). Jejich akumulaci v mitochondriich a po pifekroceni limitni koncentrace
dochazi ke zhaSeni fluorescence a na zakladé toho je mozné monitorovat zmény Ay .
Vypocitat absolutni hodnotu Ay touto metodou je mozné jen v piipadé, Ze je
provedena kalibrace na K™ difuzni potencial (s pfidanym valinomycinem) [82]. Pro
pfimy vypocet Ay . je proto vhodnéjsi pouZzit iontové-selektivni elektrody citlivé na
tetrafenylfosfoniovy kation nebo metyltrifenylfosfoniovy kation, pro které tato kalibrace
neni nutna. Proto jsem se v piedkladané dizertaéni praci zaméfila na konstrukei,
optimalizaci a vyuziti aparatury na méfeni membranovych potenciali pomoci elektrod

citlivych na tetrafenylfosfoniovy kation. Toto zafizeni je pfipojeno k PC a umoziuje
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snadné ukladani a zpracovani naméfenych dat na rozdil od bézného ptipojeni k pH-
metru nebo k zapisovaci.

Funk¢nost aparatury byla otestovana méfenim Ay izolovanych mitochondrii a

hodnocenim funkce dychaciho fetézce. Protoze se v soucasné dobé ukazuje, Ze
mitochondrie jsou vuzkém kontaktu s jinymi bunéénymi strukturami, napiiklad
endoplasmatickym retikulem, zajimalo nas také hodnoceni funkce dychaciho fetézce in
situ — tj. mitochondrii v bunkach, které maji permeabilizovanou plasmatickou
membranou nizkou koncentraci digitoninu, kdy =zGstavaji zachované interakce
mitochondrii s cytosolarnim cytoskeletem [37].

Proces otevirani ,mitochondrial permeability transition pore®, ktery hraje

dilezitou roli v indukci apoptdzy, je doprovazen disipaci Ay, a vede k bobtnani

mitochondrii v disledku osmotického tlaku. Proto byla pouzita konstruovana aparatura

také na monitorovani zmén Ay, v disledku otevirani tohoto poru, které 1ze indukovat

vapnikem a prooxidantem, napiiklad terc-butylhydroperoxidem, a inhibovat
cyklosporinem A.

Tyto biologické testy plné¢ ovéfily funkEnost ndmi konstruované aparatury a
prokazaly jeji vyznam pro studium mechanismu procesu, které zplsobuji poruchy

energetického metabolismu bunék.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 TEORIE IONTOVE-SELEKTIVNICH ELEKTROD

2.1.1 Klasifikace iontové-selektivnich elektrod

Klasifikace iontové-selektivnich elektrod vychdzi z povahy iontové-selektivni
membrany, kterd je soucasti iontové-selektivni elektrody. Elektrody mutzeme
klasifikovat podle riznych kritérii jako napft. fyzikalni vlastnosti membrany, pfitomnost
inertni matrice nebo chemickych vlastnosti aktivnich substanci membrany. Nésledujici
klasifikace je podle Burnetta a spol. (2000) [20] podle doporuc¢eni IUPAC z roku 1994:
A. Primarni iontové-selektivni elektrody
1. lontové-selektivni elektrody s krystalickou membrdanou :

e homogenni - elektrody, jejichZz membrana je z krystalického materidlu a je
pfipravend bud’ z jedné komponenty nebo homogenni smési komponent (napf.

Ag>S nebo Agl + Ag,S)

e heterogenni — elektrody, ve kterych aktivni substance nebo smés aktivnich
substanci je zabudovana v inertni matrici (napf. silikonova guma nebo PVC)
2. lontové-selektivni elektrody s nekrystalickou membranou:
membrana téchto elektrod obsahuje inertni matrici a iontoméni¢. Obvykle je vloZena
mezi dvé vodni faze. Matrice miZe byt pdrovitd nebo neporovita (napi. sklo nebo
PVC).
¢ Rigidni, matricové elektrody — membranou je tenky kousek polymeru (napft.
polystyren sulfonat, amino-poly(vinylchlorid)) s nepohyblivymi misty nebo kousek
skla. Jejich chemické slozeni podminuje selektivitu membrany. Sem fadime
elektrody citlivé na vodikové ionty a elektrody citlivé na monovalentni kationy.
e elektrody s nabitymi pohyblivymi misty maji:
a. membrany se zabudovanymi pohyblivymi hydrofobnimi kationy napft.
kvartérni amonné soli. Inertni matrici mize byt napt. PVC. Jsou citlivé na

zménu aktivity anionll v roztoku.

10
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b. membrany se zabudovanymi pohyblivymi hydrofobnimi aniony napf.
tetrafenyl boritan. Jsou citlivé na zménu aktivity kationii v roztoku.

c. membrany se zabudovanymi nenabitymi ionofory napi. antibiotiky
(valinomycin) nebo makrocyklickymi slou¢eninami.

d. membrany se zabudovanym hydrofobnim iontovym parem napf.

sledovany kation + tetrafenyl boritan.

B. SloZené nebo vicemembranové iontové-selektivni elektrody

1. Elektrody pro detekci plynii. Tyto elektrody jsou slozeny zindikaéni a
referencni elektrody, které jsou v kontaktu s tenkou vrstvou roztoku. Tento
roztok je oddélen od méteného vzorku permeabilni membranou pro plyny.
Vlozeny roztok interaguje s plynem prochdzejicim membranou a zpisobuje
zménu koncentrace molekuly (napt. H') , ktera je nasledné méfena iontové-
selektivni elektrodou. Patfi sem také Clarkova elektroda pro méfeni
koncentrace kysliku v roztoku.

2. Enzymové elektrody jsou senzory, jejichz iontové-selektivni elektroda ma na
svém povrchu vrstvu obsahujici enzym, ktery reaguje se substratem za vzniku

molekul, na které je elektroda citliva.
C. Iontové-selektivni elektrody na pevném podkladu (s kovovym

vnitinim kontaktem)

U téchto elektrod je vnitini elektrodovy roztok nahrazen vodi¢em napi. senzor s AgBr

filmem je v kontaktu s Ag vodicem.

Primarni iontové-selektivni elektrody testujeme v galvanické cele za nulovych
proudovych podminek. Cela je tvofend referencni elektrodou (kalomelovd nebo
Ag/AgCl elektroda), métici elektrodou (Ag/AgCl nebo kalomelova elektroda ponotena
do téla meéfici elektrody) na jejimz konci je citlivdA membrdna. Na ni probihd vyména
iontll v zavislosti na jejim slozeni (obr.l1 A). Obé elektrody jsou ponofeny do
testovan¢ho elektrolytu. Priklad této galvanické cely je na obr.1 B.

Elektromotoricka sila (emf) této cely je sumou vSech individualnich ptispévkl napéti:

emf = Econst + Ep + EM, (1)

11



TEORETICKA CAST

kde Ey je potencidl na membrané, Ep je potencial na rozhrani vzorek/plnici elektrodovy
elektrolyt, ktery muize zlstat dostatecné maly a konstantni za dobife definovanych
podminek (pouzitim solného mustku) nebo mize byt odhadnut pomoci Hendersonova

formalizmu [15].

3. Al—rIL [ R

Obr.1 A Schématickeé znazorneni rovnovihy mezi vzorkem a iontove-selektivni elektrodou. V membrané je
pritomen 1. kationovy iontoméni¢ R, 2. neutralni ionofor L a anionové mista R, nabity ionofor L a
kationové mista R” (podle Bakker a spol. 1997).

B Schématicky nakres galvanické cely. 1 Referencni elektroda (Ag/AgCl nebo kalomelova), 2 iontove-

selektivni elektroda (s vlozenou referencni elektrodou) uzaviena citlivou membranou.

Membranovy potencidl Ey tvofi tfi piispévky: potencidlové rozdily na obou
rozhranich elektrolyt/membrana a difuzni potencial ve wvnitiku iontové-selektivni
membrany. Ten se mlze stit vyznamnym, jakmile vzniknou koncentracni gradienty
iontd s riznou pohyblivosti. Ukazuje se, Ze v mnohych praktickych aplikacich je mozné
difuzni potencial zanedbat [4]. Potencidl E na rozhrani elektrolyt/membrdna mizeme
vypocitat na zdklad¢ nasledujicich uvah svyuzitim zékladnich termodynamickych
vztaht.

Elektrochemicky potencial ve vodni fazi elektrolytu (2, ) a elektrochemicky

potencial v organické fazi membrany ( Z, ) je vyjadfen vztahy:

d, =y, +zF® =y’ + RTIn(a,), + zF®, (2)

A, = p, +2F®,, = 1y +RTn(a,), +2F®,, 3)

12
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kde uje chemicky potencial (.’ za standardnich podminek), z je valence, a, je aktivita
iontu i ve vodni/organické fazi, @ je elektricky potencial; R je plynova konstanta, T je
absolutni teplota a F Faradayova konstanta. Indexy s a m oznacuji vodni fazi a
organickou f4zi membrany.

V rovnovaze plati, ze g, =y, . Potom:

0 0
E:A(D:_ll’lm_ﬂv +RT1n (ai)s . (4)
zF zF (al. )m

Pokud (al. )m zGstava konstantni a jako E’ ozna&ime ¢leny, které nezévisi na slozeni

vzorku, potom se tento vztah redukuje na Nernstovu rovnici:

RT
E=E"+——In(q,).. (5)

zF
Pokud se (a,. )m meéni a nebo jsou v elektrolytu pfitomny interferujici ionty, ptipadné i
elektroneutralni latky, které ovliviiuji (al. )m, muzeme ocekavat ,ne-Nernstovskou
zavislost na zmén& (g, )S. Sub-Nernstovskou odezvu Casto pozorujeme v piitomnosti

interferujicich iontd. Super-Nernstovska odezva miiZze byt interpretovana jako nevhodné
zpracovani namérenych dat [90].
Popis vlivu interferujicich latek je zalozen na semiempirické Nikolského-

Eisenmanovy rovnici [97], kde aktivitni ¢len v Nernstové rovnici je nahrazen:

a,(i) = a,ij) + KJ"a, ()" . (©6)

Po dosazeni do (5) dostavame:

RT .. 0. .. zl-/zj
E=E"+ a6+ Kpa ), ™
kdea, (i) je aktivita iontu i v roztoku bez interference jinych iontd, a,(if) a a;(ij) jsou
aktivity iontii 7 a j v jejich spole¢ném roztoku, K/* je Nikolského koeficient. Pouziti
Nikolského-Eisenmanovy rovnice pro vypocet koeficientd selektivity nardzi na

problémy, kdyz z; # z;. V tomto piipad¢ je rovnice nekonzistentni a zdména indexti 7 a j

13
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nedava stejné analytické vyjadfeni a zéalezi na tom, ktery zuvazovanych ionta
povazujeme za primdrni. Byl vypracovan novy formalizmus, ktery bere ohled na

rozdilny naboj. Nikolského-Eisenmanova rovnice je potom nahrazena rovnici [4]:

E=E'+ R—?ln(a,- )+ (k) a @) 7)o ). ®)

i

Pro ionty stejného naboje se tato rovnice redukuje na Nikolského-Eisenmanovu rovnici.
Kdyz je interference relativné mald (cca 10%), rovnice (8) miiZze byt aproximovana

rovnici:

E= 8+ e )+ (<)% )72 1), ©

Z.

1

2.1.2 Experimentalni méreni koeficientii selektivity

Komise IUPAC z roku 1976 doporucuje pouziti dvou rliznych pfistupt pro méfeni

koeficienta selektivity [102]. Jsou to:

1. Metoda pro méreni K;”f ve smiSenych roztocich (Mixed solution method)

o Aktivita interferujiciho iontu je konstantni (Fixed interference method (FIM))
Metoda je zaloZena na méteni elektromotorické sily galvanického ¢lanku (obr.1
B) pro roztok, kde je konstantni aktivita interferujiciho iontu a; a ménici se aktivita
primarniho iontu a; Namétené hodnoty emf jsou zobrazovany v zavislosti na logaritmu
aktivity primarniho iontu. Priisec¢ik extrapolovanych linearnich c¢asti kiivky (obr. 2)

udédva hodnotu a; kterd je nasledné pouzita do vztahu pro vypocet koeficientu

selektivity K, z rovnice:

Krm=—t (10)

14
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o Aktivita primadrniho iontu je konstantni (Fixed primary ion method)
V této metodé se méti emf pro konstantni aktivitu primarniho iontu a; a ménici
se aktivitu interferujiciho iontu ;. Naméfené¢ hodnoty emf se zobrazuji v zavislosti na

logaritmu aktivity interferujiciho iontu. Prisecik extrapolovanych linearnich ¢ésti

kfivky udava hodnotu a;, ktera se pouzije do vztahu pro vypocet K/

a.

pot _ i
Zi/z
(aj) J

ij =

EMF

log a
Obr. 2 Mérent koeficientii selektivity podle FIM. Sipka ukazuje hodnotu a;.

o Metoda méreni emf ve dvou roztocich (Two solution method)

Touto metodou méfime emf v roztoku primarniho iontu - E; a v roztoku smési

obsahujici jak primérni tak interferujici ionty - E;1;. K ;’"t 1ze potom vypocitat z rovnice:

AEz,F/RT _ )

Kpot — ai(e

ij z;lz
(a;)"~

kde AE=E,  ~E,.

; (11)

15
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2. Metoda pro méreni K ;’”’ v roztocich s jednim iontem (Separate solution

method) (obr. 3)

e Proa;=aq

V této metodé se meii emf pro dva rozdilné roztoky, kde jeden obsahuje ionty i
s aktivitou g; a druhy ionty j s aktivitou a;, pficemz a; = a;. Klf”‘ potom spocitdme ze
vztahu:

pot _ _(=z;/z;) (E;=E;)zF/RT
K" =aq, e (12)

kde E; a E; jsou naméfené emf pro aktivitu jednotlivych iontd.

e ProE;=E;

24 J4 v e . o . . r r ¥4 L4 pot

MEfi se separatné aktivity iontd i a j, které odpovidaji stejnému emf. K potom

vypocitame podle vztahu:

a.
pot _ i
kij =

zilz; *
(a)"”

EMF
m

log a

Obr. 3 Urceni koeficientu selektivity podle SSM.

Pouziti vztahli pro vypocet K" podle zminénych metod je omezen jen pro

elektrody s Nernstovskou odezvou pro primarni a zaroven i pro interferujici ion. Pokud
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tato podminka neni splnéna, lisi se hodnoty Kf"’ v zavislosti na konkrétni pouzité

membrané, experimentalnich podminkéch, pouziti ptedchozich roztoka — tzv. ,,memory

“ . ’ ;y , w pot o v ’ . v e
effect”, rychlosti michani vzorku atd. [4]. Vypocet K podle SSM miize byt ovlivnén i
vyplavovanim primdrniho iontu z membrény pii métenich se slabé interferujicimi ionty
[6]. Proto pro vypocet K* autofi Bakker a spol. (2000) doporucuji pouzit co nejvyssi

mozné koncentrace interferujicitho iontu, pfipadné pouzit elektrodu bez ptredchoziho

kontaktu s primarnim iontem.

3. Metoda dosazeni stejného potenciialového rozdilu (Matched potential Method)
V této metodé se do referencniho roztoku o aktivité¢ iontu a; ptidavd znama

aktivita primarniho iontu @, a zaznamena se potencialovy rozdil. V dal§im experimentu
se do referencniho roztoku postupné pfidava interferujici ion a,, az se dosahne stejny

potencialovy rozdil (AE). Potom:

mpm _ 4; — 4,
k;j = (13)

kde k™ je selektivitni faktor. Vypoget hodnoty k;™" nezavisi na Nikolského-

Eisenmanovy rovnici, ¢im by se mély eliminovat vSechny nevyhody, které¢ s sebou
pfindsi pouziti semiempirické Nikolského-Eisenmanovy rovnice. Tuto metodu je mozné
pouzit i v ptipadé, ze elektroda nema Nernstovskou odezvu. Je vSak nutno zdiraznit, ze

hodnota k" na rozdil od K vieobecné zavisi na experimentalnich podminkach [6].

Kdyz ma elektroda Nernstovskou odpovéd’ pro primarni i interferujici ion, potom jsou

hodnoty

k™ a K porovnatelné pod podminkou, Ze primarni i interferujici ion ma

stejny naboj. Pokud nejsou splnény tyto podminky, hodnota ;™" miize byt riizna
v zavislosti na pouzité membrané a na experimentalnich podminkéch. Proto se musi tyto
podminky uvadét spolu shodnotami k. V opaéném piipadé by hodnoty k"

ztracely smysl.
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2.1.3 Detekéni limit iontové-selektivnich elektrod

Detekeéni limit iontové-selektivnich elektrod je oblast aktivit primarniho iontu,
kde elektroda zacina ztracet citlivost k primdrnimu iontu a tim ztraci Nernstovskou
odpovéd’ (obr. 4). Je definovan jako prusecik dvou linearnich usekd kalibracni kiivky.
Dolni detek¢ni limit mize byt zptisoben:

1. zménou aktivity vzorku v blizkosti rozhrani membréna/vzorek. Tato zména je

nejcastéji zplisobena vyplavovanim primarniho iontu do vzorku a tim se vytvari

nenulova aktivita primarniho iontu na rozhrani membrana/vzorek;

2. ptitomnosti interferujicich iont. V tomto pifipadé interferujici ionty kompetuji

s primarnim iontem a detekcni limit je dan selektivitou senzoru.
Horni detekeni limit, napf. u kationové-selektivnich elektrod s ionoforem a piidavkem
lipofilniho anionu, je uren koncentraci primarniho iontu, kde dochdzi ke ztraté
permselektivity. U téchto elektrod je zptsobena prinikem primarnich kationd a
interferujicich aniont do iontové-selektivni membrany. Membréna v tomto piipadé
odpovida na aniony, protoze membrana obsahuje komplexy ionoféru a priméarniho iontu
(vSechny molekuly ionoféru jsou v komplexu), lipofilni anion a aniony, které prosly do
membrany spolu s primarnim iontem. Toto nenastava u elektrod, které obsahuji jenom
lipofilni kationovy iontoméni¢, protoze neni pfitomen ionofor, kterého komplex by hral
ulohu anionového iontoménice [4].

Mg¢fici rozsah elektrody je definovan jako pomér aktivit horniho a dolniho
detek¢éniho limitu (obr. 4). Priblizné odpovidéa oblasti, kde ma elektroda Nernstovskou
odpoveéd..

Doba odezvy elektrody je podle doporuc¢eni IUPAC definovédna jako ¢asovy
interval mezi dvéma okamziky, kdy iontové-selektivni elektroda a referencni elektroda
pfijdou do kontaktu se sledovanym vzorkem a prvnim okamzikem, kdy potencial
dosahuje ustalené hodnoty v rozmezi 1 mV (nebo dosdhne 90% konec¢né hodnoty). Pro

systémy s driftem je druhy okamzik urcen kdyz AE/At je rovna limitni hodnoté [19].
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EMF

log a

Obr. 4 Urceni horniho a dolniho detekcniho limitu iontové-selektivni elektrody. Sipky ukazuji horni a
dolni detekcni limit.

V soucasnosti se mnoho autori zaméfuje na zlepSovani parametri citlivych
membran - selektivitu, pracovni rozsah, detekéni limit, optimalizaci slozeni a ptipravu
membran, napi. zménou zastoupeni obsahu PVC, pouzitim rtiznych typti zmékcovaca,
ptidavkll lipofilnich anionli k membrandm se zabudovanym ionoforem, piipravou
novych typt syntetickych ionoforti [41, 67, 68]. V piipad¢ iontové-selektivnich elektrod
se zabudovanym ionoforem ma na selektivitu elektrody vliv hlavné chemické vlastnosti
ionoforu — t.j. jeho schopnost tvofit komplexy s primarnim iontem. Pfitomnost
lipofilniho anionu a jeho lipofilicita mize vyrazné zvysit selektivitu elektrody
s nenabitymi ionofory a také snizit elektricky odpor membrany. Tetrafenylboritany se
staly nejcasteji pouzivanymi lipofilnimi aditivami. Jejich chemicka stabilita je omezena
hlavné v pfitomnosti kyselin, oxidantt a svétla. Tetrakis[3,5-bis(1,1,1,3,3,3-hexafluoro-
2-methoxy-2-propyl)-fenyl] boritan sodny (NaHFPB) (obr. 5) a tetrakis|[3,5-
bis(trifluoromethyl)fenyl] boritan draselny jsou pro svoji chemickou stabilitu a
lipofilicitu nejvhodné&jSimi anionovymi aditivami [7]. Také vlastnosti zmekCovace,
ktery v citlivé membrané hraje roli rozpoustédla a zabezpecuje pohyblivost slozek PVC

membrany, vyrazné ovliviiuji selektivitu, méfici rozsah a odpor elektrod. Naptiklad
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zvySenim polarnosti zmékcovaCe se mize zvysit selektivita viaci dvoumocnym

kationum.

HC(RC) C(CR)CH,
H:C(RC)C C(CR)CH,
Q ) Na®
B
HC(RCO)C /@ C(CRICH
HC(RC) C(CRCH,

Obr. 5 Molekulova struktura tetrakis[ 3,5-bis(1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-methoxy-2-propyl)-fenyl] boritanu
sodného
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2.2 METODY MERENI MEMBRANOVEHO POTENCIALU

Membranovy potencidl hraje dulezitou roli pro normalni funkci bufiky, napft. pfi
pienosu nervového vzruchu nebo pfi tvorbé energie v procesu oxidativni fosforylace a
aktivniho transportu latek v mitochondriich.

Membranovy potencial plazmatické membrany je mozné méfit piimo
prostiednictvim mikroelektrod jen u velkych bunék (napf. axon sépie). U organel a
malych bunék je nutné tento potencidl méfit nepfimymi metodami. Tyto metody
vyuzivaji lipofilni flourescenéné¢ znacené sondy (rhodamin 123 (Rh123),
tetrametylrhodamin metyl ester (TMRM), 5, 5°, 6, 6’-tetrachloro-1, 1°, 3, 3’-
tetraetylbenzimidazolkarbocyanin jodid (JC-1)) nebo jiné lipofilni ionty schopné
pronikat bunéénou membranou (dibenzyldimethyl amoniovy kation (DDA"), lipofilni
fosféniové kationy — metyltrifenylfosfoniovy kation (TPMP"), tetraphenylphosphoniovy
kation (TPP"); tetrafenyl boritanovy anion (TPB)) (obr. 6, obr. 7), které mohou byt
radioaktivné znaceny [25, 107] nebo jejich koncentrace mize byt detekovana pomoci
iontové-selektivnich elektrod.

Schopnost malych nabitych lipofilnich molekul pasivné pronikat bunécnou
membranou a rozdélit se mezi médiem a intraceluldrnim prostfedim (popiipadé

prostfedim uvniti organely) v disledku pfitomnosti membranového potencidlu (Ay )

popsali uz na zacatku 70-tych let Skulachev a spol. [44, 71]. Kdyz byla membrana
hyperpolarizovéana (zaporny naboj uvniti organely), kladné nabité lipofilni ionty (TPP”,
DDA") byly elektroforeticky transportovany do bunék/organel, a tak koncentrace
lipofilnich kationt v médiu klesala. V ptipadé organely s kladnym nabojem uvnitf, do
organely byly transportovany lipofilni aniony.

Z ubytku lipofilniho kationu zmédia lze pfimo vypocitat hodnotu
membranového potencidlu na zdkladé rozdéleni iontd mezi médiem a intraceluldrnim
prostiedim (pfipadné uvniti organely), kdyZ zjistime mnozstvi lipofilniho kationu, které
se akumulovalo v buiikdch/mitochondriich. Rozdéleni iontl v zavislosti na Ay
popisuje Nernstova rovnice:

Ay = BL 1y Qo (14)
zF  a

in
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kde a,, je aktivita lipofilniho iontu v médiu a a;, v intraceluldrnim prostiedi (uvnitt
organely). Skulachev a spol. pro méfeni membranového potencidlu mitochondridlni

membrany vyuzivali DDA, ktery pro svilj prostup bunéénou membranou vyzaduje

Obr. 6 Molekulova struktura lipofilnich iontii: TPP", TPB'.

cl

cl

Obr. 7 Molekulova struktura nékterych fluorescencnich indikatorii membranového potencialu: TMRM,

JC-1.

pfitomnost lipofilniho anionu tetrafenyl boritanu. Pozdéji se soustfedili na pouZiti
metyltrifenylfosfoniového kationu. V tomto piipad¢ uz nebylo nutné, aby byl v médiu
piitomny TPB". Také lipofilni fosfoniovy kation - TPP" byl tisp&$né pouzit pro méfeni
mitochondrialniho membranového potencidlu autory Kamo a spol. (1979) [57] . Pouziti
TPP" ma 2 vyhody: prostup TPP" biologickymi membranami je asi 15-krat rychlejsi nez

DDA" a nevyzaduje pfitomnost TPB™ v médiu.
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Lipofilni fosfoniové kationy jsou schopny pronikat pies fosfolipidové
dvouvrstvy v dusledku niz$i aktivacni energie pro prichod z vodného do lipofilniho
prostiedi membrany nez je to u hydrofilnich kationd. Aktivacni energie ma ptispévky
z elektrostatickych interakci a hydrofobnich sil. Hlavni komponentou elektrostatické
energie je Bornova energie, tj. energie nutna na odstranéni solvata¢nich molekul vody
z kationu pfi transportu z vodného prostfedi do lipidového jadra membrany [93]. Je

dana vztahem:

m—qu—i} (15)

reyr\ g, &,

kde g je elektricky naboj/mol kationu, gy je permitivita vakua, r je iontovy polomér, g,
je dielektrickd konstanta uvnitif membrany (~ 2) a ¢ je dielektrickd konstanta vody
(~80) [52].

Z tohoto vztahu vyplyva, Ze Bornova energie je nepiimo imérna iontovému
poloméru. Je to v disledku oslabené solvatace kationu, jehoZ naboj je rozloZen na vétsi
plochu a tim mé i mensi elektrické pole, aby doslo k polarizaci molekul vody. Proto je
priichod vétsiho kationu TPP™ (4.2 A) pravdépodobnéjsi nez prichod malého kationu
Na' ( ~1 A). Dalsi komponenty elektrostatické energie, kterych ptispévek je mnohem
mens$i nez prispévek Bornovy energie, jsou dipdlova energie a energie souvisejici s
elektrostatickymi silami na rozhrani prostfedi sriznou dielektrickou konstantou.
Dipolova energie vysvétluje proc lipofilni aniony prochazi fosfolipodovou dvouvrstvou
rychleji nez lipofilni kationy pfi stejné hydrofobicité a iontovému priméru [93].

Lipofilni fosfoniové kationy 1 fluorescencni indikatory membranového
potencialu maji také schopnost se vazat na hydrofobni stran¢ rozhrani vodniho prostiedi
a membrany v podobé monovrstvy. Nespecificka vazba lipofilnich kationii do membran
zpusobuje nadhodnoceni membranového potencidlu vypocitaného ptimo z Nernstovy
rovnice (14). Proto je nutné tuto rovnici korigovat. Mnozstvi navazaného kationu zavisi
na koncentraci a proto i na pfitomném membranovém potencidlu, ktery u mitochondrii
muze nabyvat hodnotu 140 - 180 mV (podle Nernstovy rovnice mize byt v matrix
mitochondrie az sto-nasobné vyssi koncentrace kationu v diisledku malého objemu
matrix mitochondrie). Z tohoto divodu se zavedly rozd€lovaci koeficienty pro obé
strany vnitfni mitochondrialni membrany. Pro nékteré lipofilni kationy (etidium’, TPP",

TPMP", tetrafenyl arzeniovy kation (TPA"), TMRM, TMRE, Rh123) byly zméfeny
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rozdélovaci koeficienty, které popisuji vazbu do vnitini mitochondridlni membrany

(Tab. 1). Hodnota K, udava rozdélovaci koeficient mezi vn&j§im médiem a

cytosolickou stranou vnitfni mitochondridlni membrany a K, rozdélovaci koeficient

mezi matrix a matrixovou stranou vnitini mitochondridlni membrany.

K, (ul/mg proteinu) K, (W/mg proteinu)
TPMP" (25 °C) 2,4 5,0
TPP" (25 °C) 7,9 14,3
TPA™ (25 °C) 14,3 -

Etidium" (25 °C) 23,3 39,1
TMRM (28 °C) 33 88
TMRE (28 °C) 60 129
Rh123 (28 °C) 37 109

Tab. 1 Rozdélovaci koeficienty K l a K (; pro jednotlivé lipofilni kationy [94, 98].

Mitochondrialni membranovy potencidl s ohledem na vazbu lipofilnich kationi do

vnitini mitochondridlni membrany mtizeme vypocitat:
RT \ .
Al//:_Fln[(RCVO _Ko)/(Vi"'Ki)] (16)
z

kde V) je objem média, V; je objem matrix a R¢ je pomér obsahu kationi v matrix a
v médiu [94].

Z fluorescencné znacenych sond se pro monitorovani membranového potencialu
nejcastéji pouzivaji derivaty rodaminu - rodamin 123 (Rh123), tetrametylrodamin metyl
ester (TMRM) a tetrametylrodamin etyl ester (TMRE) (obr. 7). Akumulace téchto
molekul v mitochondriich v disledku membranového potencidlu zplsobi posun
absorpcniho a emisniho spektra k Cervené oblasti (pro energizované a rozpiazené
mitochondrie byly hodnoty excita¢nich vinovych délek 546 a 573 nm, kdyz bylo

pouzito TMRM). Po piekroceni kritické hodnoty koncentrace derivatii rodaminu uvnit
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mitochondrie dochazi k tvorbé nefluorescencnich agregatti a zhaseni fluorescence (tzv.
quench mode) [98]. Prahovéa koncentrace pro agregaci je pro vétSinu fluorescenénich
sond v rozmezi 1-100 uM. Méfeni membranového potencidlu mize byt uskutectiovano
v suspenzi mitochondrii nebo bun€k standardni fluorimetrii. Depolarizaci
mitochondridlni membrany dochéazi ke zvySeni fluorescence v médiu. Nevyhodou
pouziti derivati rodaminu jako indikatord hodnoty mitochondrialniho membranového
potencialu je skuteCnost, ze pii vyssi koncentraci inhibuji mitochondrialni respiraci.
Nejveétsi vliv na respiraci md TMRE, mensi Rh123 a TMRM do koncentrace 0,25 uM
nemélo zadny vliv na funkci dychaciho fetézce [98].

Pritokovou cytometrii a fluorescenéni mikroskopii je mozné méfit membranovy
potencial 1 pii nizké koncentraci fluorescen¢ni sondy v médu, kde nedochdzi ke
zhasinani (tzv. non-quench mode) fluorescence a mitochondridlni depolarizace se
projevi jako pokles intenzity fluorescence. Méfeni membranového potencialu
pritokovou cytometrii s vyuzitim fluorescencnich sond se uplatni hlavné v ptipadé, kdy
nas zajima membranovy potencidl heterogenni populace bunck a chceme hodnotit
membranovy potencial na urovni jednotlivé bunky [30].

Pro hodnoceni membranového potencidlu a studovani vlivu latek ovliviiujicich
membranovy potencial v homogenni populaci bunék (izolovanych mitochondrii) je
vhodnd metoda, kterd pro detekci lipofilnich kationi vyuziva iontové-selektivni
elektrody. Poskytuje také hodnoceni dynamiky zmén membranového potencidlu
v realném cCase. Tato metoda byla pouzita na méfeni mitochondridlniho membranového
potencidlu jiz v 70-tych letech. Maratusgu a spol. (1977) [75] vyvinuli iontové-
selektivni elektrodu citlivou na pfitomnost DDA" v médiu. Tato elektroda pro detekci
DDA" obsahovala tekutou citlivou membranu uzavienou dialyzaéni membranou.
V tekuté membrang byly pfitomny ionty TPB™ a DDA". Smisenim roztokd 10° M
DDA" a TPB vznikla bila srazenina. Pfiddnim dichloretanu a naslednym michanim
srazenina ptesla do organické faze, a byla nasledné odd¢lena. Dichloretanovy extrakt
byl poté pouzit jako tekuty iontoméni¢. Elektroda méla Nernstovskou odezvu od 3.10°°
M DDA". Kvili snadngj$i piipravé a aby nedochazelo k prostupu DDA" do média se
misto kapalného iontoménice zacaly pouzivat membrany s PVC matrici a se
zabudovanym DDA a TPB’ [99]. Vyrobené elektrody mély piiblizné stejny méfici
rozsah a koeficienty selektivity pro interferujici ionty, ale s pouzitim PVC-inertni
matrice se snizila doba odezvy z 10 - 15 sna 2 - 3 s. S vyuzivanim TPP" pro méfeni

mitochondridlntho membranového potencidlu byla zavedena iontové-selektivni
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elektroda citliva na TPP' [57]. Citlivd membrana byla vyrobena smichanim iontoménice
TPB™ rozpusténého v tetrahydrofuranu se smési PVC a zmeékcovace dioktylftalatu
rozpusténého také v tetrahydrofuranu. Tato smés se nechala odpafit pfi laboratorni
teploté na Petriho miskéch a vznikla membrana se nalepila na elektrodu. Kamo a spol.

[57] uvadi smérnici kalibracni kiivky 59 mV na zménu koncentrace o tad az do

koncentrace ptiblizné 5.107 M TPP" a hodnoty K!.f‘” mensi nez 10°. Tyto hodnoty jsou

v§ak teoretickymi hodnotami, které byly vypoéteny zhodnot pro DDA -selektivni
elektrodu [99].

Dnes jsou TPP'-selektivni elektrody také komeréné vyrdbény napt. firmou
World Precision Instruments (www.wpiinc.com). Elektrody maji sklon kalibra¢ni
ktivky nejméné 54 mV na fddovou zménu koncentrace v koncentracnim rozsahu 0.1 M
-10™*° M TPP". Vyrobce uvadi koeficient selektivity jen pro K (10°) [114].

Nékteré iontové-selektivni elektrody vykazuji nizkou selektivitu viiéi TPP" napf.
komer¢n& dostupna Ca”"-selektivni mikroelektroda s neutralnim ionoforem ETH 1001.
Tyto elektrody byly také uspésné pouzity pro méfeni mitochondrialniho membranového
potencidlu [78].

Iontové-selektivni elektrody citlivé na TPP™ se nejcastdji vyuzivaji pro
hodnoceni membranového potencialu na vnitini mitochondridlni membrané a téz je Ize
vyuzit i k méfeni membranového potencialu bunééné membrany u baktérii [58, 77, 85].
Tato metoda ma vyhodu kromé jednoduchosti vypoctu membranového potencidlu (u
izolovanych mitochondrif) a sledovani dynamiky zmén membranového potencidlu také
malou interferenci ptidavanych latek s citlivou membranou.

Lipofilni kationy se ¢asto pouzivaji ke kvalitativnimu hodnoceni membranového
potencidlu — sledovand veli¢ina vypovida jen o tom, jestli je membrana depolarizovana.
Kvantitativni hodnoceni naradzi hlavné na problém urceni objemu mitochondrii. Pro
izolované mitochondrie byl stanoven objem mitochondrii k mnozstvi mitochondridlniho
proteinu jako 1 pl/mg [49]. Tento Udaj se piimo pouzije do vztahu pro vypocet
mitochondridlniho membranového potencialu pomoci TPP -selektivnich elektrod, ktery
je korigovan na nespecifickou vazbu TPP" do mitochondrialni membrany a na zménu

objemu po pfidani mitochondrii a substratu:

_RT | V,[TPP"}, [TPP"], -V, ~ K, P
F V. P+K.P

Ay ) (17)
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kde ¥, je objem média pred pfiddnim mitochondrii, ¥, je objem média v Case ¢, V je
objem matrix mitochondrii (ul/mg proteinu), [TPP*], a [TPP"], jsou koncentrace TPP"

pred priddnim mitochondrii a v ¢ase ¢. P je obsah mitochondridlniho proteinu v médiu

(mg), K, (14,3 ul/mg) a K,(7,9 pl/mg) jsou rozdélovaci koeficienty pro vazbu do

vnéj$i a vnitini strany mitochondridlni membrany [111]. Pro kvantitativni stanoveni
hodnoty membranového potencidlu pomoci fluorescencnich sond v quench moédu je
nutné provést kalibraci zavislosti intenzity fluorescence a membranového potencialu.
Pro piesngjsi hodnoceni je potieba také provést propocet na rychlost zhasinani
fluorescence [8]. Membranovy potencidl ur¢ime z Nernstovy rovnice pomoci zmény
koncentrace K’ v médiu v pfitomnosti mitochondrii s pfidavkem valinomycinu.
Koncentrace K uvniti mitochondrie je udavana pfiblizné 15 mM [110] .

V soucasnosti se zamétuje pozornost na studie mitochondridlnich funkci in situ.
Nizkou koncentraci digitoninu (0,005%) je mozné selektivné permeabilizovat
plazmatickou membranu bez zmén permeability vnitini mitochondrialni membrany,
membrany endoplazmatického retikula a bez poruseni cytoskeletdlni sité [37]. Digitonin
je steroidni glykosid, ktery zvySuje permeabilitu bun¢k pro rizné anorganické ionty a
metabolity v dasledku jeho vazby na cholesterol a jiné PB-hydroxysteroly ptitomné
v plazmatické membran¢. U eukaryotickych bunék je pomér cholesterolu a fosfolipidi
plazmatické membrany mnohem vétsi nez u intracelularnich membran a proto je mozné
pomoci digitoninu selektivné permeabilizovat plazmatickou membranu. Pokud nés
zajima hodnota mitochondridlniho potencialu, permeabilizaci plazmatické membrany
zabezpeCime disipaci tohoto potencialu. Timto je také umoZnén vstup nékterych
substrati a inhibitortt oxidativni fosforylace, které nejsou schopny prochazet
plazmatickou membranou. Aby bylo mozné kvantitativné stanovit hodnotu
mitochondridlntho membrdnového potencidlu u permeabilizovanych bunck, je nutné
v téchto buitkach zméfit objem mitochonrii. Fluorescenénimi sondami (TMRM) v non-
quench modu Ize pratokovou cytometrii zjistit objem mitochondrii pomoci
fluorescenéni znagky selektivni pro mitochondrie - MitoTracker” Green. Tato znacka
vykazuje fluorescenci, pokud se akumuluje v mitochondriich a to nezavisle na
membranovém potencidlu [50]. Potom je mozné vyjadfit hodnotu membranového

potencidlu mezi dvéma stavy (Ay,, = Ay, —Ay,) jako:
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Ay, = 587710g(1‘P2IM1 /]lew)a (18)

kde I,;; a Iy intenzity jsou fluorescence sondy MitoTracker” Green bungk, které maji

mitochondridlni membranovy potencial Ay, a Ay, a [, a I,, jsou intenzity
fluorescence TMRM pro butiky s mitochondridlnim membranovym potencidlem Ay, a

Av, [88].

Kromé¢ lipofilnich fosfoniovych kationi a fluorescenéné znacenych sond na
méfeni membranového potencidlu se pouzivaji lipofilni kationy také pro vizualizaci

mitochondrii v bunikach (Janus Green, JC-1, MitoTracker® Green).
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2.3 MEMBRANOYY P,OTENCIA,L VNITRNI
MITOCHONDRIALNI MEMBRANY

Mitochondrie jsou hlavnimi producenty energie v eukaryotickych bunkéach.
Jejich tvar v buiice je proménlivy, lisi se podle typu tkan¢ a jestli se jedna o izolované
mitochondrie nebo mitochondrie in situ. U hepatocytli a fibroblastii jsou to podlouhlé
utvary dlouh¢é 3-4 pum a Siroké ptiblizné 1 pm. Maji vnéj$i a vnitini membranu a mezi
nimi je tzv. mezimembranovy prostor. Vnitini membrana tvofi vchlipeniny do matrix
mitochondrie — tzv. kristy; vnitini ¢ast mitochondrie ozna¢ujeme jako matrix. Mnozstvi
a tvar krist je také tkanové-specificky (napf. mitochondrie srde¢niho svalu maji vétsi
plochu krist nez jaterni mitochondrie). 3D modely ziskdny zdat -elektronové
mikroskopie ukazuji, ze kristy izolovanych mitochondrii a mitochondrii in situ maji
tabularni strukturu, s mnozstvim uzkych spojeni k perifernimu povrchu vnitini
mitochondrialni membrany [101] (obr.8). V nékterych bunkach mitochondrie fizuji a
vytvafeji retikulum, v jinych, napf. nervovych buiikach tvofi pohybliva filamenta.
Ukazuje se, Zze mitochondrie jsou také v kontaktu s jinymi bunéénymi strukturami.
Naptiklad kontakt s endoplazmatickym retikulem mutze napomdhat k rychlé vyméné

vapniku mezi mitochondriemi a endoplazmatickym retikulem.

Obr. 8 Struktura mitochondrii zobrazena ,, elektronmikroskopickou tomografii* [101].
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Vnéjsi mitochondridlni membréna je permeabilni pro vétSinu malych molekul a
iontd. Nachdzi se vni membranové proteiny — poriny (také oznaCovany jako
potencialové-zavisly aniontovy kanal — VDAC), které tvofi pory propustné pro
molekuly s molekulovou hmotnosti mensi nez 10 kDa. Vnitini mitochondrialni
membrana je nepropustnd témét pro vSechny ionty a polarni molekuly. Vnitini
mitochondridlni membrdana obsahuje enzymy dychaciho fetézce, ATP-syntasu a
transportni proteiny pro transport mnohych metabolitli. V matrix mitochondrie se
nachdzi enzymy citratového cyklu kromé sukcinatdehydrogenasy, kterd je vazana ve
vnitini mitochondridlni membrané (komplex II). Kromé dulezitych funkci v procesu
tvorby energie hraji mitochondrie také vyznamnou ulohu v regulaci intracelularniho
vapniku [56, 81] a vneposledni fad¢ v programované smrti bunky — apoptdze.
V mezimembranovém prostoru se nachazeji proapoptotické medidtory a po jejich
uvolnéni do cytosolu se spousti kaskada reakci, které vedou k aktivaci exekucnich
kaspas a apoptoze.

Na vnitini mitochondridlni membrané jsou jako integradlni membranové
komponenty lokalizované enzymy dychaciho retézce (komplex I, II, III, IV) a
mitochondrialni ATP-syntasa (komplex V) (obr. 9). Béhem pienosu elektronli pies
komplexy I, II, I, IV dochéazi k transportu protond pfes vnitini mitochondridlni
membranu z intramitochondrialniho prostoru a tim k tvorbé protonového gradientu.
ATP-syntaza vyuziva energii tohoto gradientu pro syntézu ATP. Komplex I (NADH-
dehydrogenasa) piijima redukované ekvivalenty od NADH-dependentnich
dehydrogenas a pfendsi je na koenzym Q. Prvnim krokem je navazdni NADH a pfenos
dvou elektroni na FMN a néslednou tvorbou FMNH,. Elektrony jsou potom pfeneseny
pies Fe-S proteiny na koenzym Q. Redukovany koenzym Q (QH,) pieda ¢ a H'
komplexu III, ktery katalyzuje pienos elektroni zredukovaného koenzymu Q na
cytochrom ¢, pfigemZ v cytochromu dochazi k redukei kationtu Zeleza Fe’ na Fe®.
Komplex IV katalyzuje pienos elektronti z cytochromu ¢ na kyslik za vzniku aniontu
kysliku O”. Redukované ekvivalenty dodavaji koenzymu Q krom& komplexu I i jiné
mitochondrialni dehydrogenasy, napt. sukcinatdehydrogenasa (komplex II) nebo
glycerolfosfatdehydrogenasa [82]. Pienos elektronil v dychacim fetézci se uskuteciiuje
potencialem. Rozdil potenciali mezi redoxnimi pary NAD/NADH a 0,/2H,0 je 1.16
V.
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Obr.9 Schématicky ndkres dychaciho retézce

Transport elektronti je spojen se soucasnym transportem protond z matrix do
mezimembranového prostoru a tim vznikd elektrochemicky gradient Az, dany

vztahem

Afi, ==23RTApH + FAy, , (19)

kde Ay, je potencidlovy rozdil na membrané¢ a ApH je rozdil pH v matrix a
mezimembranovém prostoru [57]. Jeho energie je vyuzivana ATP-syntasou na tvorbu
ATP (komplex V). 99% hodnoty Az, je ve formé membranového potencidlu
v disledku pufrovaci kapacity mitochondridlni matrix. V pfitomnosti nabitych iontil
jako napf. Ca” nebo K a valinomycinu dochazi k disipaci membranového potencialu a
snizeni Az, . Respiraéni fetézec odpovida na znizeni Az, zvySenim transportu protont
pro obnoveni hodnoty Ay, . Tim se zvySuje podil ApH. Nedisociované
elektroneutralni slabé kyseliny a baze, které jsou schopny prochazet membranou, také
mohou ovlivnit relativni ptispévky Ay, a ApH .

AL, mize byt ureno nezavislym méfenim Ay, a ApH . Hodnotu Ay, je
mozno méfit distribuci kationtl prochazejicich bunéénymi membranami (napt. TPP") a

hodnotu ApH urCuje akumulace slabych kyselin, které¢ se akumuluji v matrix 10-
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nasobni zménou koncentrace na jednotkovou zménu pH. Aby se zabranilo poruseni

iontovych gradientll, koncentrace latek na méteni Ay, a ApH musi byt co nejmensi.

Proces ptenosu elektroni v dychacim fetézci mize byt inhibovan riznymi
latkami, které specificky piisobi na urcitém misté dychaciho fetézce (viz. obr. 10).
Rotenon a piericidin jsou inhibitory komplexu I. Antimycin, myxothiazol, stigmatelin
inhibuji komplex III; CN, N3, CO a NO inhibuji ptenos elektronti pfes komplex IV.

ATP-syntasa je inhibovatelnd oligomycinem.

CN™

Amytal Azid sodny
Rotenon Antimycin A Cco
e 4 e % e e ije' e e’
Redukovany substrat NAD FMN CoQ > Cyth Cytc > Cyta+a 3> O2

Obr.10 Mista piisobeni nékterych inhibitorii v dychacim fetézci

Nekteré latky, napft. lipofilni slabé kyseliny, jsou schopny pfendset proton pies
vnitini membrdnu mitochondrie z mezimembranového prostoru do matrix a tim
zpisobuji pokles protonového gradientu bez vzniku ATP. Takovymi latkami jsou
napftiklad dinitrofenol, karbonylkyanid m-chlorofenylhydrazon (CCCP),
karbonylkyanid p-trifluoromethoxyfenylhydrazon (FCCP). Tyto latky oznacujeme jako
rozpifahovade. Pouzitim substrati dychaciho fetézce, specifickych inhibitori,
rozptahovacl a ionoford je mozné testovat a hodnotit funkci dychaciho fetézce jako
celku nebo také jednotlivych enzymii dychaciho fetézce (méfenim spotieby kysliku

nebo membranového potencialu).
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2.4 APOPTOZA A ULOHA ,MITOCHONDRIAL
PERMEABILITY TRANSITION PORE*

Programovand bunécnd smrt — apoptoza je dilezitym fyziologickym d¢jem
nezbytnym pro normalni vyvoj a také pro udrzeni tkanové homeostizy [1999]. Na
rozdil od nekrozy, apoptdza ve vétSin€ piipadid nevede k indukci zanétlivé reakce.
Bunka se smrsti, jadro kondenzuje a vznikaji apoptotickd téliska. Bunka je poté
rozpoznana makrofagy a fagocytovana. V soucasnosti se ale ukazuje, ze biochemické a
morfologické charakteristiky obou téchto modiu (apoptdézy a nekrdzy) mizeme vidét
v jedné bunce a ze ,klasickd™ apoptéza a nekroza jsou extrémy ze Sirokého spektra
programovanych smrti bunky [89].

Apoptdza miize byt spusténa dvéma zpiisoby: vnéjsi nebo vnitini cestou [61].
Vnitini cesta (mitochondrialni) je aktivovana v disledku ptsobeni fyzikalnich nebo
chemickych podnétt (UV zateni, hypoxie, tepelny Sok), poskozeni DNA, deficit ATP a
jinych stresovych faktord. Pusobeni téchto faktor iniciuje procesy, které vyusti v
permeabilizaci vnéj$i mitochondrialni membrany a uvolnéni apoptotickych mediatora -
cytochromu ¢, Smac/DIABLO, AIF (apoptosis-inducing factor), endonukleasy G.
V cytoplazmé cytochrom ¢ indukuje oligomerizaci proteinu Apaf-1 (v pfitomnosti
ATP/dATP) a formuje se tzv. apoptosom s naslednou dimerizaci a agregaci prokaspasy-
9, ktera je timto aktivovana [40]. Aktivovana kaspasa-9 proteolyticky $tépi prokaspasy
(napt. prokaspasa-3 a prokaspasa-7) na kaspasy a spousti se reakce, které vedou
k apoptoze [43]. Existuji 2 hypotézy, podle kterych dochazi k uvolnéni
proapoptotickym mediatori z mezimembranového prostoru:

l. oligomerizaci Bax/Bak - proapoptotickych ¢lend Bcl-2  rodiny

s naslednou tvorbou pért ve vnéjsi mitochondridlni membrang;

2. zvySenim permeability vnitini mitochondridlni membrany otevienim
nespecifického poru tvoreného proteiny vnitini a vnéj$i mitochondridlni membrany —
tzv. ,,mitochondrial permeability transition pore* (MPTP).

Neni také vylouceno propojeni obou téchto procesii [39], protoze proteiny Bcl-2 rodiny
plsobi kromé vné¢j$i mitochondridlni membrany také v endoplazmatickém retikulu, kde
proapoptotické ¢leny napoméhaji mobilizaci Ca®" z endoplazmatického retikula
v pribéhu apoptdzy prostrednictvim regulace inositol trifosfatového receptoru [84].

Mobilizovany Ca”>" miiZe poté vést k iniciaci MPT.

33



TEORETICKA CAST

Vnéjsi cesta iniciace apoptozy zacind navazanim ,,smrticiho® ligandu (death
ligand) na ,,smrtici” receptor (death receptor). Smrtici ligandy patfi do rodiny TNF
(tumor necrosis factor), které zahrnuji TNF-a, Fas ligand, TRAIL atd. Vazbou TNF
ligandu na TNF receptor dochdzi kjeho konformac¢ni zméné a poté formovani
multiproteinového signalniho komplexu — DISC (death-inducing signalling complex)
zahrnujici prokaspasu-8 a 10 [60]. Substratem pro DISC jsou prokaspasa-3, -6 a 7, které
aktivuji dalsi prokaspasy, a Bid (proapoptoticky ¢len Bcl-2 rodiny) [27], ktery se po
Stépeni transportuje (t-Bid) do mitochondrie a indukuje vyplaveni cytochromu ¢, ¢im se
propojuje vnitini a vnéj$i cesta iniciace apoptdzy (obr. 11).

Uvolnéni proapoptotickych faktori z mezimembranového prostoru je také hlavni
amplifikacni krok v apoptotické signalni draze a je stale otdzkou diskuzi. Do poptedi
v tomto procesu se dostala tloha a slozeni MPTP, které je doposud nejasné. Otevieni
tohoto poru je spojeno se zvySenou permeabilitou mitochondridlni membrany
(mitochondrial permeability transition (MPT)) pro molekuly s hmotnosti do ~ 1500 Da
[11], které nastava v podminkach zvysené koncentrace vapniku a oxida¢niho stresu.
Zvyseni propustnosti mitochondridlni membrany ma za nasledek depolarizaci vnitini
mitochondridlni membrany a masivni bobtnani mitochondrii v disledku osmotického
tlaku, ktery vznika kvuli zna¢né koncentraci proteinii v mitochondridlni matrix.
Nasledn¢ dochéazi k prasknuti vnéj$i mitochondridlni membrany. Otevieni péru je
stres, zvySena koncentrace vapniku, nedostatek adeninovych nukleotidi, narist
koncentrace anorganického fosfatu a také depolarizace wvnitini mitochondrialni
membrany a zvysSeni hodnoty pH. N¢&kteti autofi povazuji MPT za artefakt, protoze ve
vhodnych podminkach je tento proces neindukovatelny a zavisi ve velké mife na
zvolenych experimentalnich podminkéach (napf. slozeni inkuba¢niho média a jeho pH),
pouzitych substratech dychaciho fetézce, pifipadné pouzitych inhibitorech a také

izola¢nich protokolech pro izolaci mitochondrii [10].
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Obr. 11 Schématické zndzornéni vnéjsi cesty iniciace apoptozy.

V soucasnosti existuje nékolik modell jak pro samotnou strukturu MPTP, tak 1
pro proces otevirani tohoto pdéru a podminek, za jakych knému dochazi. Mezi
kandidaty proteinti, které by tvofily jadro tohoto péru, patii transportér adeninovych
nukleotidi (ANT) vnitini mitochondrialni membrany, napétoveé- zavisly anionovy kanal
(VDAC, porin) ve vné&jsi mitochondridlni membrané a matrixovy protein cyklofilin D
(CyP-D). Mnoho proteinii mtize hrat regulacni roli. Jsou to napft. kreatinkinasa, VDAC-
asociovana hexokinasa, periferni benzodiazepinovy receptor [12], pro-apoptotické a
anti-apoptotické proteiny Bcl-2 rodiny. Otevieni MPTP zavisi také na pH matrix a
potencidlu na vnitini mitochondrialni membrané. V deenergizovanych mitochodnriich
je optimalni pH pro MPT 7,4 v disledku protonizace dilezitych histidinovych zbytkl
[115]. Navrhovana struktura MPTP je zobrazena na obr. 12. Pfesnd struktura tohoto

poru je ale stale otazkou diskuzi.
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Obr.12 Schéma navrhovanych komponent MPTP: translokdtor adeninovych nukleotidii (ANT), periferni
benzodiazepinovy receptor (BPR), kreatin kindza (CK), hexokindza (HK), napétové-zavisly aniontovy
kandl (VDAC), cyklofilin D (Cph. D). MPTP aktivatory: atraktylosid, Ca’*, Bax, reaktivni formy kysliku
(ROS). Inhibitory: Cyklosporin A, bongkrekova kyselina, ATP [32].

Otevirani MPTP miize byt aktivovano nebo inhibovano riznymi faktory.
Inhibitory otevirani tohoto péru jsou ADP, ATP (substraty ANT) a bongkrekova
kyselina, kterd stabilizuje ANT v ,,m*“ konformaci (obracené¢ do matrix). Mnoho iontil
hraje roli inhibitori MPTP — napt. Mg”", Sr**, Ba*", Mn”" a protony, jako diisledek své
vazby do vazebniho mista pro vapnik v ANT [112]. Mnoh¢ faktory hlavné oxidacni
stres a snim souvisejici zvySena tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) zvysuji
citlivost MPTP pro véapnik. Také atraktylosid a karboxyatraktylosid zvySuji
pravdépodobnost otevieni MPTP stabilizaci ,,c* konformace ANT (obracené do strany
cytosolu) a tim zvysuji citlivost poru pro vapnik. Ireverzibilni otevieni MPTP muze byt
indukovdno zvysSenou koncentraci anorganického fosfatu prostiednictvim zvysSené
tvorby ROS a lipoperoxidace [64, 65]. Modulatory funkce MPTP jsou také pro- a anti-
apoptotické ¢leny BCL-2 rodiny. Ukazuje se, Ze rotenon je také inhibitorem MPTP [26],
a pfesto se rotenon v mnoha pracich rutinné pouziva jako inhibitor komplexu I a
sukcinat jako substrat dychaciho fetézce. Nejvyznamnéj$Sim inhibitorem MPTP a také

dilezitym nastrojem pro charakterizaci MPTP je cyklosporin A [17].
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Jeden z kli¢ovych regulatort MPTP je cyklofilin D, ktery je schopen se vazat na
ANT. Cyklofilin D ma peptidylprolyl cis-trans izomerasovou aktivitu a jeho role
v MPT je indukovat konformacni zménu ANT. Tim umoziiuje navazani vapniku [28,
48]. Cyklosporin A — inhibitor MPTP — je schopen se vazat na CyP-D a tim zabranit
jeho interakci s ANT [108]. Model pro MPTP a jeho otevirani, ve kterém CyP-D hraje
vyznamnou roli CyP-D, navrhli Halestrap a spol. [48] (obr. 13). V tomto modelu hraji
VDAC a jiné proteiny jen regulaéni roli. V navrZzeném modelu se vapnik vaze na urcité
misto na ANT (toto misto zahrnuje mnoho glutamétovych a aspartatovych zbytkl
smycky polypeptidového fetézce ANT otocené do matrix mitochondrie, ale piesna
pozice tohoto mista zatim neni zndma). Navazani adeninovych nukleotidi na misto
vazby substrat znacné redukuje citlivost tvorby MPTP na vépnik, pravdépodobné
maskovanim vazebniho mista pro vapnik. V piipadé, ze dojde k navazani vapniku na
ANT, je spusténa konformac¢ni zména nevyhnutelnd pro indukovéani tvorby MPTP.
CyP-D se vaze na Pro® ANT a jeho vazba se vyrazné zesiluje v piipadg, kdy thiolové
skupiny Cys>® a Cys'” vytvoii vazbu. Vytvofeni této vazby je indukované oxida¢nim
stresem (napt. diamidem) [47]. Tim dojde k oslabeni vazby adeninovych nukleotidii na
ANT jak na vysokoafinitnim tak i na nizkoafinitnim misté¢ a zvysi se sila vazby pro
CyP-D. Tento model vysvétluje plusobeni mnohych regulatori jako ADP, ATP,
oxidacniho stresu, zvySené koncentrace fosfatu a zmény konformace ANT, ktera je
ovlivnéna vazbou atraktylosidu a bongkrekové kyseliny. Model ale nevysvétluje
pusobeni jinych inhibitorti jako napft. trifluoroperazin, ktery inhibuje MPTP jenom za
energizovanych podminek [47].

Crompton a spol. (1998) navrhli modelovy systém pro studium MPTP, ktery
dokazuje, ze procesu MPT se zucastiiuje i VDAC. Vytvoftili proteoliposomy s
inkorporovanym komplexem VDAC/ANT a glutathion S-transferasa/cyklofilin D
fiznim proteinem. Vlastnosti tohoto modelového systému byly identické s vlastnostmi
pozorovanymi u mitochondrii v pribéhu MPT. Na tomto modelu ukézali, Ze hlavnimi
komponentami MPTP by mély byt ANT, VDAC a cyklofilin D na rozdil od
predchoziho popisovaného modelu, ktery nebral v ivahu VDAC. Také studie s novym
inhibitorem MPTP — Ro 68-3400 naznacuji, ze VDAC (konkrétné VDACT) je soucasti
tohoto poru [24]. Na druhé strané MPT u mitochondrii z izolovanych z VDACI™ mysi
byl indukovan stejné jako u kontrolni skupiny [66].
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Obr.13 Navrhovany mechanizmus MPT [47].

Pro objasnéni sloZzeni MPTP a tlohu jeho jednotlivych komponent byly pouzity i
molekularn¢ genetické techniky, které zpochybnily zapojeni ANT, CyP-D a VDAC
jako zakladni soucasti MPTP. U mitochondrii izolovanych zmySich jater, které
postradaly gen pro ANT, bylo stale mozné indukovat MPT wvysokou koncentraci
vapniku. Tato koncentrace byla ale tfikrat vyssi nez v ptipad¢ kontrolnich mitochondrii
[63]. Proto autofi usoudili, ze ANT neni nevyhnutelny pro MPT.

Bienes a spol. (2005) [2] a Nakagawa a spol. (2005) [80] chtéli testovat, jakou
ulohu hraje CyP-D v regulaci MPT. Proto vytvofili mys bez genu pro CyP-D (Ppif
genovy produkt). U téchto mySi byl MPT kompletné inhibovan pii pouZiti nizké
koncentrace vapniku. Tyto mysi vykazovaly mensi citlivost na ischémii/reperfizni
zranéni, které bylo skoro identické jako u kontrolnich mysi s podavanym cyklosporinem
A [2]. Vysoka koncentrace vapniku pfiblizné 1 mM méla za nésledek i v ptipad¢ Ppif o
mysi unik vépniku z mitochondrii, kolaps membranového potencidlu a nasledné
bobtnani mitochondrii [80] — tj. otevieni MPTP 1 bez ptitomnosti CyP-D. Na druhé
strané, odpovéd MPTP na ubichinon 0, depolarizaci, pH, adeninové nukleotidy a
oxidaéni stres byla nerozeznatelna od kontrolnich mysi a Ppif” mysi. To naznaluje, Ze

zadny z téchto naposledy jmenovanych regulatort MPTP neni modulovan CyP-D. Byl
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také testovan vliv proapoptotickych proteini na indukci apoptézy u CyP-D
deficientnich bunck. Tyto buniky podléhaly apoptdze stejné jako kontrolni buniky. Proto
Nakagawa a spol. pfisli s hypotézou, ze CyP-D je regulaitorem MPTP v priubéhu
nekrotické bunécné smrti, ve které jsou klicovymi faktory zvysena koncentrace vapniku
a produkce reaktivnich forem kysliku a nemé zadnou funkci v procesu apoptozy. Tento
zavér byl zpochybnén, protoze pfidani t-BID a BAX k izolovanym mitochondriim vede
k pfimé permeabilizaci vnéj$i mitochondridlni membrany a nemusi byt tak zddny rozdil
ve vlivu na uvolnéni cytochromu ¢ u Ppif’ " mys$i a kontrolni skupinou [39].

V procesu apoptéozy muze byt rozhodujici také doba, po kterou zistava MPTP
otevien. Predpoklada se, Ze ptfechodné otevieni MPTP (takové, aby nezptsobilo
nedostatek ATP a bobtndni mitochondrii) zpasobi Unik cytochromu ¢
z mezimembranového prostoru a nasledné aktivaci kaspas, coz vede k apoptdze [46].
Ukazuje se také, ze prechodné otevieni MPTP, které neni provazeno bobtnanim
mitochondrii, zprosttedkuje rychlé uvolnéni Ca>" z mitochonrii [54]. Otevieni MPTP
trvajici del$i dobu, snizeni koncentrace ATP a nasledné depolarizace maji za nasledek
jesté veétsi spotfebu ATP (kvili udrzeni membranového potencialu) a buitka néasledné
umird nekrotickou formou bunééné smrti [38, 46] (obr.14).

Studie indukce apoptdézy u hepatocytii puisobenim TNFa metodou méteni
membranového potencidlu pomoci TMRM a koncentrace vapniku kalceinem ukazuji, ze
MPTP se mlize podilet na procesu apoptozy i tim, Ze v individudlnich mitochondriich je
iniciovan MPT. Tyto depolarizované mitochondrie koexistuji s polarizovanymi
mitochondiemi, u kterych jesté nedoslo k MPT [70].

Dalsi otazky v procesu MPT se oteviraji v disledku faktu, ze inhibitor MPTP-
cyklosporin A sice inhibuje MPTP, ale ne vzdy. Naptiklad za vysoké koncentrace
vapniku a oxidac¢nich ¢inidel uz MPTP neni citlivy na pfitomnost cyklosporinu A.
Autofi He a Lemasters (2002) [51] navrhuji hypotézu dvou vodivostnich méda pro
MPTP, jeden aktivovany a inhibovany cyklosporinem A, druhy neregulovany. MPTP
by se tak mohl formovat z membranovych proteinti, které maji zménénou konformaci
nebo jsou poskozeny v disledku oxidacniho stresu. Zoratti a spol. (2005) [112]
navrhuji, Ze vhodnym kandidatem by mohly byt proteinové importni komplexy, napf.

Tim22 nebo Tim23. Tato otazka vSak zustava nadale oteviena.
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Obr. 14 Faktory, které vedou k apoptéoze nebo nekroze po otevieni MPTP [46]. OMM — vnéjsi
mitochondrialni membrana, IMM - vnitini mitochondrialni membrana, ANT — transportér adeninovych

nukleotidii, VDAC — napétove-zavisly aniontovy kandl, CyP-D — cyklofilin D.

Uloha MPTP v patofyziologii n&kterych onemocnéni byla testovana také
na modelech in vivo. Ukazuje se, ze MPT hraje dilezitou roli v myokardidlni
ischémii/reperfuznim zranéni a mize byt proto vhodnym cilem pro kardioprotekci.
Ischémie sama nezplsobuje otevieni MPTP v disledku protektivnich u¢inkt acidozy
[13], zatimco znovuobnoveni respirace pii reperfuzi, v podminkidch zvysSené
koncentrace intracelularniho vapniku, nadprodukci ROS a obnoveni neutralniho pH,
poskytuje podminky pro otevieni MPTP. Ulohu MPTP dokazuje pisobeni cyklosporinu
A, ktery oddalil vznik morfologickych zmén indukovanych anoxii [116] u izolovanych
kardiomyocyt. Definitivni diikkaz Ulohy MPTP v patogenezi ischémie/reperfuze
pfinesla studie ukazujici rezistenci CyP-D-deficientnich mysi k ischémii/reperfuznimu
zranéni [33, 80]. MPTP se muze uplatnit také v nékterych jaternich onemocnénich,
neurologickych onemocnénich (napf. Alzheimerova nemoc [22]) a také v
onemocnénich svalt [10], patogenezi Reyeova syndromu [70] a procesech spojenych se

starnutim [33].
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Pro studium funkce MPTP se vyuzivaji 4 metody:

1. méfeni bobtnani mitochondrii monitorovanim poklesu svételného rozptylu na
mitochondriich;

2. sledovani membranového potencialu pomoci fluorescen¢nich sond nebo iontové
selektivnich elektrod (TPP', TPMP"). Protoze k disipaci membranového
potencidlu mlize nastat i v pfipad¢ pfitomnosti rozpfahovaci (volné mastné
kyseliny, FCCP), je nutné pomoci inhibitoru MPTP — cyklosporinu A ovéfit,
Ze zména potencialu nastala v disledku otevieni tohoto poru;

3. méfeni uniku akumulovaného vapniku indikatorem citlivym na vapnik,
naptiklad kalceinem nebo iontové-selektivni elektrodou citlivou na vapnik;

4. méteni priniku [14C] sacharosy do mitochondrii.
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2.4.1 Vliv t-BHP na mitochondrialni funkce

Terc-butylhydroperoxid (-BHP) je organicky hydroperoxid, ktery je analogem
lipidovych  hydroperoxidli  vznikajicich v pribéhu  oxida¢niho stresu a
ischémie/reperfuze. Proti U¢inkim oxida¢nimu poskozeni buiikka disponuje
antioxidaénim systémem, ktery zahrnuje naptiklad glutathion, kyselinu askorbovou a
enzymy superoxiddizmutasu, glutathionperoxidasu a katalasu. K oxidacnimu stresu
dochazi v ptipadé€, Ze je antioxidacni systém piekondn reaktivnimi formami kysliku
(ROS). Nésledné oxidacni poSkozeni vede k bunécné smrti.

t-BHP se pouziva jako modelova latka pro objasnéni senzitivity bunécnych
struktur a enzymu na oxida¢ni poskozeni [59, 83, 109]. Pii nizkych davkach navozuje
apoptdzu provazenou fragmentaci DNA a kondenzaci jadra. Vysoké davky zplsobuji
uvolnéni laktatdehydrogenasy a poSkozeni plazmatické membrany (,,blebs*) vznikajici
v dusledku poruchy organizace cytoskeletu.

t-BHP je detoxikovano prostfednicvim glutathion peroxidasového-glutathion
reduktasového systému v souhfe s mitochondrialni NADP/NAD transhydrogenasou
(obr. 15). To vede k oxidaci glutathionu a pyridinovych nukleotidt [73]. Tyto enzymy
jsou lokalizovany jak v cytosolu, tak i v mitochondriich. Dalsi cesta metabolismu -BHP
zahrnuje cytochrom P-450 a vede k tvorbé fert-butoxylovych radikala a k inicializaci
peroxidace lipida [72, 96], kterd zahrnuje 1 membranové lipidy. Tyto procesy vedou ke
zméng integrity mitochondridlni membrany [62]. Vedle snizovani intracelularni
koncentrace GSH dochazi i k oxidaci dulezitych SH skupin mitochondridlnich enzymu
[76].

V disledku ptisobeni prooxidanti dochazi také k naruseni Ca’" homeostazy
souvisejicim s poruchou transportu Ca?*. Toto naruSeni vyusti do zvySeni koncentrace
Ca®" v cytoplazmé. Tento nartist miize vést k aktivaci Ca’’-zavislych enzymi (napf.
fosfolipas, proteas a endonukleas), které pak také ptispivaji k procesim vedoucim

k bunécné smrti [86].
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Obr. 15 Detoxikace organickych hydroperoxidii (ROOH), napriklad t-BHP a H,0, systémem enzymii
glutathionperoxidasa, glutathionreduktasa a transhydrogenasa.[73, 82].

t-BHP je také potenicialni aktivator MPT jak u izolovanych mitochondrii tak u
hepatocytt [45, 83]. ZvysSena tvorba ROS, kterd nastavd po pocatecni rychlé oxidaci
mitochondridlniho NAD(P)H [70], mlize vést k oxidaci thiolovych skupin proteind a
nasledné aktivaci MPT [29, 64, 65]. V souhfe se zvySenou tvorbou ROS mitize otevieni
MPTP iniciovat také narusend mitochondrialni homeostiza Ca>" a zvysena koncentrace
Ca®". Depolarizace vnitini membrany zpisobena inicializaci MPT ma za nasledek
rozpojeni oxidacni fosforylace, inhibice tvorby ATP v mitochondriich, zvySenou ATP
hydrolyzu mitochondrialni ATPasou v dasledku snahy mitochondrie o obnovu
membranového potencidlu. Vycerpani bunééného ATP poté vede k nekrotické formé

bunééné smrti.
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3. CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem disertacni prace bylo zkonstruovat aparaturu pfipojenou na pocitac pro
métfeni membranového potencialu, ktera vyuziva iontové-selektivni elektrody citlivé na
tetrafenylfosfoniovy kation. Protoze bylo optimalizovano slozeni selektivni membrany,
bylo nutné se zaméfit na vlastnosti nové ptfipravené membrany, tzn. spocitat koeficienty
selektivity pro vybrané ionty. DalSim cilem bylo ovéfit funkénost aparatury méfenim
mitochondridlniho membranového potencidlu a dale vyuzit tuto aparaturu pro meéteni

Ay, insitu — v bunikach s permeabilizovanou plazmatickou membranou.

1. Konstrukce aparatury na méreni membranového potenciilu

pomoci iontové selektivnich elektrod citlivych na TPP*

o Konstrukce aparatury pro méfeni membranového potencialu vyuzivajici TPP'-
selektivni elektrody.

o Ptipojeni aparatury k pocitaci, sbér a zpracovani dat v MATLAB/Simulink

. Optimalizace slozeni membrany citlivé na TPP".

. Vypodet koeficientl selektivity TPP'-selektivni elektrody pro vybrané ionty.

2. Vyuziti aparatury na méreni potencialu vnitini mitochondrialni

membrany

e  Vyuziti aparatury na méfeni potencidlu vnitini mitochondridlni membrany
izolovanych mitochondrii — hodnoceni funkce dychaciho fetézce.

. M¢ifeni membranového potencidlu mitochondrii izolovanych hepatocytii a
bunék z bunéénych kultur in situ. Hodnoceni funkce dychaciho fetézce.

e  Vliv vapniku a terc-butylhydroperoxidu na membranovy potencial
izolovanych hepatocytd a izolovanych mitochondrii. Uloha ,mitochondrial

permeability transition pore®.
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4. MATERIAL A METODY

Chemikalie:

Tetrafenylfosfonium (TPP'CI,, TPP'Br), tetraphenylboritan sodny (Na"TPB") a
substraty respiracniho fetézce (pyruvat, malat a sukcinat) byly analytické Cistoty od
firmy Sigma-Aldrich (USA), stejné tak inhibitory dychaciho fetézce (rotenon,
oligomycin, FCCP). Tetrakis[3,5-bis(1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-methoxy-2-propyl)fenyl]
boritan sodny, digitonin a terc-butylhydroperoxid byl od firmy Fluka (USA).
Poly(vinylchlorid) Neralit 581, 682 a 702 byl poskytnut jako dar od firmy Spolana a.s.

(Neratovice).

Aparatura na mereni membranového potencialu:

Teflonova komitirka a téla elektrod byly vyrobeny firmou Mikrotechna Praha,
a.s. Méfici karta PCI-6036E se svorkovnici BNC-2110 byla od firmy National
Instruments. Data byla zpracovana programem MATLAB (The MathWorks, Inc.). Real
Time Toolbox pro MATLAB/Simulink byl od firmy HUMUSOFT®.

Meéreni koeficientit selektivity:
Koeficienty selektivity pro ionty Na®, K, Ca*", Mg®" byly mé&feny metodou
»fixed interference method”. Vysledky jsou uvadény jako primér + smérodatna

odchylka, ktera byla vypoctena ze 3 nezavislych kalibraci.

Meéreni membranového potencialu:
Koncentrace TPP" v &ase ¢ [TPP'](f) v médiu byla piepocitana z méfeného
napéti na elektrodach v ¢ase ¢ (U(?)) z kalibraéni ptimky podle vztahu:

U(t)-b

[rPP*fey=10 *

kde k je smérnice kalibracni pfimky a b je koeficient zrovnice kalibra¢ni piimky
Ui=k.xi+b, kde x=log[TPP"](i) ([TPP'](i) byla koncentrace TPP" i-t¢ho bodu
kalibrace). Koeficienty k a b byly urCeny linearni regresi metodou nejmensich ¢tverct
v programu MATLAB.

Membranovy potencial byl méfen v K-médiu (80 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, 3
mM MgCl,, 5 mM KH,PO4 and 1 mM EDTA, pH 7,2) a v sachar6zovém médiu (125
mM sacharéza, 65 mM KCI, 10 mM HEPES, 1 mM KH,PO4, pH 7,2) pfi laboratorni
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teploté. Kazdy ze zobrazenych pribéhti byl opakovan pro tii nezavisle pfipravené

vzorky hepatocytli/mitochondrii/bunéénych kultur.

Statistické zpracovani dat:
Sklon kalibra¢ni kiivky byl urcen linearni regresi, koeficienty selektivity byly
uréeny nelinedrni regresi v programu MATLAB. Koeficienty selektivity vypoctené z

nelinearni regrese jsou uvadéné spolu s intervalem spolehlivosti pro p=95%.

Priprava izolovanych mitochondrii a hepatocytii:

Pro izolaci byly pouzity dvoumésicni potkani (samci) Wistar (Velaz Lysolaje,
Ceska republika) o pocate¢ni hmotnosti 180-220 g. Zvifata méla volny pfistup ke
standardni laboratorni stravé a vod&. Zvifata byla usmrcena v Narkotanové narkdze.
Jaterni mitochondrie byly izolovany z jater potkant hladovéjicich pfes noc metodou
diferencidlni centrifugace v sachar6zovém médiu (0.25 mM sachar6za, 10 mM Tris-
HCIL, 1 mM EDTA, pH 7.4) a poté resuspendovany ve stejném médiu [100]. Mnozstvi
mitochondrialniho proteinu bylo urceno podle Bradforda [14]. Potkani hepatocyty byly
izolovany metodou dvoustupiiové perfuze v Krebs-Henseleitovém médiu podle Farghali

a spol. (1994) [36].

Bunécné kultury:

Kontrolni transmitochondridlni cybridy, HeLa G a BSC-40 buiky byly
kultivovany v Dulbescem modifikovaném Eaglové médiu (SEVAC, Ceska republika) s
10% fetalnim telecim sérem (Sigma, USA) pii 37 °C a 5% CO; ve vzduchu. Bunky byly
sklizeny pouzitim 0,05% trypsinu a 0,02% EDTA. Odd¢lené buniky byly suspendovany
v ledovém kultivaénim médiu, sedimentovany centrifugaci a dvakrat promyty PBS

(0,15 M NacCl, 1,8 mM Na,HPO4, 1 mM NaH,PO,, pH 7,2).

Meéreni spotreby kysliku:

Spotieba kysliku byla méfena na piistroji Oxygraph-2k (Oroboros, Rakousko) v
K-médiu (80 mM KCl, 10 mM Tris-HCI, 3 mM MgCl,, 5 mM KH,PO4 and 1 mM
EDTA, pH 7.4) pti 30 °C. Data byla zpracovana programem DatLab 2 (Oroboros,
Rakousko). Rychlost spotfeby kysliku v experimentu s permeabilizovanymi hepatocyty

byla vyjadiena jako pmol O,/s/ milion bungk.
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Index respiracni kontroly byl méfen jako pomér spotieby kysliku v pfitomnosti ADP a

bez ADP (+ADP/-ADP).
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 APARATURA NA MERENI MEMBRANOVEHO
POTENCIALU

5.1.1 Konstrukce aparatury na méreni membranového potenciilu
s pouZitim TPP -selektivnich elektrod

V nasi laboratofi byla sestrojena aparatura pro méfeni membranovych
potenciall, ktera je pfipojena na pocita¢. Toto zatfizeni umoznuje snimani a zpracovani
signalil v realném case.

Vysledny prototyp méftici aparatury je slozen z méfici komirky (maximalni
objem 5 ml), referen¢éni Ag/AgCl elektrody, iontové-selektivni elektrody citlivé na TPP"
a meéfici karty s vysokou vstupni impedanci PCI-6036E (National Instruments). Diky
vysoké vstupni impedanci méftici karty nedochazi k polarizaci elektrod. Aparatura je
schématicky zndzornéna na obr. 16 A. Iontové-selektivni elektroda a referencni
elektroda jsou pfipojeny ke svorkovnici a celd méfici aparatura se svorkovnici je
vloZzena do Faradayovy klece, aby byl potlaCen vliv elektromagnetického zafeni
z vnéjsiho prostiedi. Svorkovnice je pfipojena na méfici kartu v pocitaci.

Pro konstrukci aparatury je velmi dualezity vybér materidlu, ze kterého jsou
vyrobeny téla elektrod a métici komurka. Jako nejvhodnéjsi materiadl pro vyrobu méfici
komiirky se nam osvédcCil teflon pro svoje fyzikalni vlastnosti. Zabezpecoval
dostatecnou tésnost po vlozeni elektrod a tim zabranil vytékdni média z méfici
komurky. Téla elektrod byla zhotovena z plexiskla (detailni nékres obr. 16 B). To
umoziovalo kontrolu sprdvného naplnéni elektrod plnicim roztokem tak, aby
nevznikaly bubliny. Bloc¢ek se zatavenym dratem byl vlozen do téla elektrody a utésnén
O-krouzkem (obr. 16 B).

Citliva membrana byla pfilepena na télo elektrody namocenim téla elektrody do
tetrahydrofuranu, naslednym pfilozenim membrany a zatlaenim plexisklového
pritlacného krouzku na télo elektrody. Poté doslo k odpafeni tetrahydrofuranu a

membrana ziistala tésn¢ prilepena na téle elektrody. Fouknutim do téla elektrody se lze
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presvédCit, zda nejsou v membran¢ malé trhliny. Pfitlaeni citlivé membrany na télo
elektrody zabezpecuje pfitlacny krouzek z plexiskla s vnitinim zkosenym prifezem. To
umoznilo lep$i pfitlaceni membrany na télo elektrody nez nami diive pouzivané

silikonové O-krouzky, které nezabezpecovaly konstantni napéti membrany.

TPP'-selektivni elektroda byla plnéna roztokem 107 M TPP'. Referenéni
elektroda stejné konstrukce jako iontové-selektivni elektroda byla pokryta teflonovou
membranou s malou dirkou, aby se zabezpecila elektrickd vodivost. Nad teflonovou
membranou byla pfiblizné 0,5 cm vrstva agarového gelu s rozpusténym 2 M KCl, ktery

tvofi solny mustek. Referen¢ni elektroda byla naplnéna 2 M KCIl.

Obr. 16 A - Schématicky ndkres aparatury pro méreni membranovych potenciali.l. Mérici komirka.
2.Referencni Ag/AgCl elektroda. 3. Iontové-selektivni elektroda citliva na zménu koncentrace TPP". 4.
Magneticke michadlo. 5. Pocitac s kartou PCI-6036E

B - Ndkres konstrukce iontove-selektivni elektrody. 1. Télo elektrody. 2. Pritlacny plexisklovy krouzek. 3.
Stribrny drat s vrstvou AgCl . 4. Otvor pro plnéni elektrody elektrolytem 5. Plexisklovy blocek, do kterého
Jje zataven stiibrny drat. 6. Pritlacny krouzek. 7. Membradna citliva na TPP*

C — Fotografie aparatury se svorkovnici a magnetickou michackou.

Na rozdil od ndmi vyrobené elektrody je komeréné vyrabéna elektroda od firmy World
Precision Instruments sloZena z trubi¢ky s primérem 2 mm, na jejimz konci je citliva

membrana. Do této trubicky je vlozen drat vrstvou AgCl. Nami vyrobené elektrody maji
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proti komercéné vyrabénym elektrodam sice vEétsi primér, ale to umozni lepsi kontrolu

tvofeni bublin pti plnéni elektrody.

Sbér, zpracovani a zobrazovani métenych signalii bylo uskute¢néno v prostiedi
MATLAB/Simulink. Prostiedi MATLAB/Simulink umoznuje sbér dat pod opera¢nim
systtmem Windows a vlastni sestaveni komponent vykondvajicich sbér, filtraci a
zobrazovani métenych  signdlli. Zapojeni jednotlivych  blokd v programu
MATLAB/Simulink je zobrazen na obr. 17. Komponenta Adaptér umoziuje
komunikaci s méfici kartou. Nastaveni kanalu, velikost zasobniku a vzorkovaci
frekvenci je mozné meénit prostfednictvim komponenty ,,RT Bufln“ . Vzorkovani
signalu je vykonavéano s frekvenci 30 Hz. Zasobnik byl nastaven na 1000 vzorku.
Nezadouci Sum byl odstranén pomoci plovouciho priméru. Filtrovana data jsou
ukladana do souboru pro dalsi zpracovani. Ukladani dat je aktivovano kliknutim mysi
na prislusny ptepinac. Udalosti jsou zaznamenany do dal§iho souboru jako ¢asovy udaj,
ve kterém k udalosti doslo. Méfenéd data jsou zobrazovana v realném case do grafu a

také jako ¢iselny udaj.
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Obr. 17 Zapojeni komponent v programu MATLAB/Simulink pro méieni membrdanového potencidlu. 1.
Adaptér zabezpecuje komunikaci s mérici kartou. 2. Nastaveni parametri vstupi se zdsobnikem —
frekvence sbéru dat a kandl, ze kterého se maji sbirat data. Zdsobnik je nastaven na 1000 vzorkii. 3.
Filtrace dat. 4. Zobrazeni dat v realném case ve formé osciloskopu. 5 Zapis dat do souboru aktivovan

kliknutim. 6 Zapis udalosti aktivovan kliknutim. 7. Zobrazovani dat ve formé displeje.
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5.1.2 P¥iprava a vlastnosti membrany citlivé na TPP"

wev

Komponenty na ptipravu podle Kama a spol (1979) [57] (piepocitané na primér Petriho
misek) jsou shrnuty v tabulce 2. Smés A vznikne rozpusténim poly(vinylchloridu)
(PVC) v tetrahydrofuranu a zm¢kcovaci dioktylftalatu. Smés B obsahuje rozpustény
tetrafenylboritan sodny (Na TPB’) v tetrahydrofuranu. Smés A a smés B se slije,
promichd a poté nalije na Petriho misky pfislusného primeéru. Rozpoustédlo se necha
pomalu odpafit pti laboratorni teplot¢.

Citlivou membranu jsme pfipravili v souladu s praci podle Kama a spol.(1979).
Na Petriho misky jsme pted nalitim smési pro pfipravu membran piidali pfiblizn€¢ 1 ml
tetrahydrofuranu a nechali odpafit. Tento postup zabezpeci lepsi odloupnuti membrany
po odpafeni rozpoustédla. Z pfipravené membrany se vystiihne piiblizné 1 cm?
membrany a nalepi se na télo elektrody. Autofi Kamo a spol. neuvadéji jaky typ PVC
pro piipravu membrany pouzili, proto jsme otestovali 3 typy poly(vinylchloridu) (PVC)
vyrabéného v Ceské republice (Spolana, Neratovice): Neralit 581 (nizkomolekularni
typ), Neralit 682 (stfedn¢ molekularni typ) a Neralit 702 (vysokomolekularni typ). Typ
PVC urcuje elastické vlastnosti a pevnost pfipravované membrany. NejvhodnéjSim
typem byl PVC Neralit 702 kvili svym elastickym vlastnostem a dobré pevnosti. Pokud
byl pouzit Neralit 581, doSlo k protrhnuti membrany béhem nalepovani na télo
elektrody. Také pouziti Neralitu 682 je nevhodné, nebot’ dochazi v misté kontaktu téla
elektrody a pfitlacného krouzku k trhani membrany.

Pfipravena elektroda s nalepenou membranou byla naplnéna 10> M TPP". Autofi
Kamo a spol. neuvadgji jakou sil TPP" pouzivali, proto jsme si zvolili TPP'CI.
Membrana pfipravena podle Kama a spol. a plnici roztok obsahujici 10> M TPP'CI se
nam neosvédcila, protoZe elektroda neméla Nernstovskou odezvu v sledovaném rozsahu
koncentraci a také jednotlivé kalibrace byly nereprodukovatelné. (obr.18)

Zménou plniciho roztoku elektrody za TPP'Br se vylepsili jeji parametry — méla
Nernstovskou odezvu pfiblizné od 107 M TPP'. Elektroda pro jednu konkrétni
membranu méla reprodukovatelnou odpovéd’ (obr.19), avSak po vyméné membrany byl
méfeny signal nestabilni pro jednotlivé koncentrace TPP'. Kalibrace byla z tohoto

divodu neproveditelnd. Nestability byly pravdépodobné zplisobeny zménami
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koncentrace TPB™ v membranég, pravdépodobné jejim postupnym prostupem do roztoku

[4].

Vnitini pramér
Petriho misky d 40 50 89 137

(mm)

Smés A

Poly(vinylchlorid)
(PVC Neralit 581)
(PVC Neralit 682) 125 mg 195,4 mg 619,1 mg
(PVC Neralit 702)

1467,05

mg

Tetrahydrofuran

2,5 ml 3,9 ml 12,38 ml 29,34 ml
(THF)

Dioctyl ftalat

0,3 ml 0,46 ml 1,44 ml 3,52 ml
(DPH)

Smés B

Tetrafenylboritan

5 m; 7,8 m, 24,7 m, 58,6 m;
sodny (TPB) ¢ ¢ ¢ ¢

Tetrahydrofuran

1,0 ml 1,56 ml 4,95 ml 11,73 ml
(THF)

Tab. 2 Komponenty na pripravu membrany citlivé na TPP".

Nasledné¢ jsme modifikovali postup piipravy membran podle Shinbo a spol.
(1978) [99]. Do smési B jsme misto Na"TPB" piidali srazeninu TPP TPB™ rozpusténou
v organickém rozpoustédle dichlorethan. Srazenina vznikla smiSenim 7 ml roztokl
Na'TPB™ a TPP'CI" (10% M). Vznikla bild sraZenina byla odd&lena od vodni faze
ttepanim s pridavkem 24 ml organického rozpoustédla - dichlorethanu. Ttepani bylo
ukonceno kdyz srazenina piesla do organické faze. Z oddélené organické faze se nechal
odpafit dichlorethan a sraZenina byla rozpusténa ve smési rozpoustédel (5 ml
tetrahydrofuranu + 5 ml dichlorethanu). Smési A a B se smichaly a nalily na pfipravené
Petriho misky a rozpoustédla se nechala pomalu odpafit pfi laboratorni teploté. Takto
pfipravené membrany vydrzi v suchém prostiedi a bez ptistupu svétla ptiblizné 1 rok.
Pfipravena membrana byla nalepena na télo elektrody podle ptedeslého postupu.
Piipravené elektrody byly nakonec namoceny na noc do 102 M TPP'. Poté byly
elektrody vyjmuty a skladovany za sucha. Pfed méfenim bylo nutné elektrody namocit

na hodinu do102 M TPP" [69].
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Obr.18 Priklad kalibrace TPP-selektivni elektrody v koncentracnim rozsahu 10°-10° M TPP" v 0,1 M
NaCl TPP"-selektivni membréna byla pripravena podle Kamo a spol. (1979), plnici roztok byl 107 M
TPP'CI.
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Obr.19 Priklad kalibrace TPP'-selektivni elektrody od koncentrace 2.107- 10°M TPP* v 0,1 M NaCl.
TPP" -selektivni membrdna byla pripravena podle Kamo a spol. (1979), plnici roztok byl 1 0° M TPP"Br.
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Takto piipravené elektrody maji Nernstovskou odezvu od koncentrace 3.10° M TPP" a
potencial je reprodukovatelny i po vymén¢ membran (obr.20). Doba odezvy elektrody
byla 4-6 s. Membrana po nalepeni na elektrodu vydrzi minimaln¢ 2 mésice
opakovaného pouzivani. Po méfeni je nutné membranu oplachnout destilovanou vodou.
V ptipadé pouziti latek rozpusténych v etanolu napi. FCCP nebo rotenon je nutné

membranu jesté oplachnout etanolem.

0.1
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Obr.20 Piiklad kalibrace TPP-selektivni elektrody v koncentracnim rozsahu 10°-10° M TPP"v roztoku
0,1 M NaCl. TPP"-selektivni membrana obsahovala srazeninu TPP TPB'.

ProtoZe citliva membrana obsahovala i ionty TPP", dochazelo pravdépodobné
pfi nizkych koncentracich TPP* (do 10° M) kvyplavovani TPP" zmembrany.
Vyplavovani TPP" se projevovalo jako stale se zvysujici potencilovy rozdil elektrod
pfi koncentraci do 10° M TPP". Po vyrovnani koncentraci na povrchu membrany a
roztokem v tésné blizkosti membrany uz ke zvySovani napéti nedochdzelo. Proto jsme
se vratili k pivodnimu sloZzeni membrany podle Kamo a spol., ale jako komponentu ve
smési B jsme misto TPB™ pouzili tetrakis[3,5-bis(1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-methoxy-2-
propyl)fenyl]boritan sodny (HFPB’) [7]. Plnicim roztokem elektrody byl 107 M
TPP'CI. Elektroda s takto pfipravenou membranou méla Nernstovskou odezvu od

koncentrace 1.10° M TPP" (Obr.21). V tomto piipadé nedochazelo k vyplavovani TPP”
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do méfené¢ho elektrolytu (tj. rozdil napéti na elektroddch po wustaleni zlstaval
konstantni) a také bylo mozno vypocitat koeficienty selektivity pro jednotlivé ionty. I
po vyméné membrany byla odpovéd’ elektrody reprodukovatelna a signal pti konstantni
koncentraci TPP" byl stabilni. Doba odezvy elektrody byla 8-12 s. Tato hodnota je
vy$§i nez v ptipadé elektrody, ktera obsahuje v membrané TPP", protoze musi dojit na

povrchu membrany k vyméné interferujiciho iontu za TPP",

0.1 e

0.05 i

U (V)

-0.05 ° 1

-0.1 : : : :
-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2
loga

TPR*

Obr.21 Priklad kalibrace TPP"-selektivni elektrody v koncentracnim rozsahu 1 0°-10° M TPP v 0,1 M
NaCl. TPP"-selektivni membrdna obsahovala HFPB'.

Na rozdil od komercné¢ vyrabéné -elektrody, u které garantuje vyrobce
Nernstovskou odezvu od 10™*° M TPP', elektrody smembranou obsahujici jak
TPP'TPB™ tak i HFPB™ maji Nernstovskou odezvu uZ piiblizné od 3.10° a 1.10° M
TPP" . To ma za nasledek zvy3eni citlivosti m&feni pii rozsahu koncentraci 10° — 107
M. Vtomto rozmezi koncentraci je nevhodnéj§i méfeni mitochondrialniho

membranového potencialu, aby nedochazelo k ovlivnéni hodnoty Ay, .
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5.1.3 Vypodet koeficientii selektivity TPP"-selektivni elektrody

Koeficienty selektivity TPP -selektivni elektrody s membranou vyrobenou podle
Kamo a spol. (1979) nebylo mozné vypocitat v disledku neproveditelnosti kalibrace jak
pro elektrodu plnénou TPP'CI’, tak pro TPP'Br.

V ptipad¢ membrany vyrobené modifikovanym postupem podle Shinbo a spol. s
TPP" piitomnym v membrané dochazelo k vyplavovani TPP" zmembrany do
elektrolytu v t€sné blizkosti membrany. Detekcni limit této elektrody byl proto urcen

timto procesem [4]. Vyplavovani TPP" také zkreslovalo hodnoty koeficienti selektivity
K[ pro jednotlivé interferujici ionty urcené podle FIM, protoze tyto koeficienty se
pocitaji z praseciku linearnich casti kalibracnich kiivek. Tento efekt se projevi hlavné
pro slabé interferujici ionty, které jsme vétiinou pouzivali (Na”, K, Mg*", Ca™). K7 o
v tomto piipadé pravdépodobné predstavuje detekéni limit elektrody . Na obr. 22 je

zobrazen prub¢h kalibrace v 0,1 M NaCl a 0,1 M KCI (i s podminkami, za kterych bylo
méteni vykonano podle doporuceni Bakker a spol. (2000) [6]) a modelovy prabéh podle

Nikolského-Eisenmanovy rovnice. Vypoctené hodnoty K;"’ podle FIM pro K" a Na"
jsou (4,23+0,97).10° a (4,38+2,29).10°. Hodnoty K" vypoéteny z Nikolského-

Eisenmanovy rovnice nelinearni metodou nejmensich &tverct byly (5,126+0,70).10°
pro K a (3,40+1,06).10° pro Na™ . Detekéni limit po p¥ipravé nové elektrody zavisel od
mnozstvi TPP”, které se uvolnilo z membrany. Pfi dalsi provedené kalibraci se hodnota
detekéniho limitu snizovala v zavislosti na tom, jak bylo TPP" po promyti odstranéno
(obr 23). Zmény potencidlu elektrody pii vysSich koncentracich jsou zpisobeny tzv.

ndriftem* — zménou potencidlového rozdilu elektrod v zavislosti na Case.
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Obr. 22 Kalibrace elektrody se zabudovanym TPP TPB v pozadi interferujiciho iontu A Na' (0,1 M), B
K" (0,1 M). K¥ivka predstavuje pribéh podle Nikolského-Eisenmanovy rovnice.
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Obr. 23 Opakovand kalibrace v 0,1 M NaCl (membrdna se zabudovanym TPP'TPB’). Vliv vyplavovani

TPP" do méreného elektrolytu. Cisla ukazuji poradi experimentu.
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V piipadé, ze v testovaném elektrolytu nejsou pfitomny interferujici ionty,
linearni usek kalibra¢ni kiivky by mél pfi nizkych koncentracich TPP" reprezentovat
dolni detekéni limit elektrody. V nasem piipadé dochazelo k znacnému vyplavovani
TPP" a tim se zvySoval dolni detekéni limit. (obr. 24) Nernstovska odezva byla v tomto

ptipadé pozorovana az od 10* M TPP". Tento fakt se uplatni v piipadg, e chceme
vypocitat K" podle (10)

a.
pot _ i
K io=

Zijz;
(aj) !

ale nemtizeme pouzit vysokou koncentraci interferujici latky (z divodu toxicity latky,

napt. FCCP). Pribeh kalibrace by byl pro nizké koncentrace FCCP dan detekénim

limitem elektrody jako na obr. 24 a hodnota K;”t by se meénila podle pouzité

koncentrace FCCP.

0.05- - - . - -

-0.05

u(v)

-0.1

-0.15,

Obr. 24 Kalibrace bez piitomnosti interferujicich iontit (membrana se zabudovanym TPP'TPB).
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Pti méfeni mitochondrialniho membranového potencidlu se méfi jenom zména
koncentrace TPP" v priibéhu experimentu. ProtoZe se neméni sloZeni média, ve kterém
je méfeni provadéno a pridavané latky jsou zndmé (na rozdil od klasické detekce iontil
v roztocich), neni nutné piimo znat hodnoty koeficienti selektivity pro vsechny
pouzivané ionty. Je nutné ale dodrZet nasledujici zasady:

1. Pfed kazdym meéfenim provést kalibraci v médiu, ve kterém bude provadén
experiment. Kalibrace se provadi v pfedpokladaném rozsahu zmén koncentraci
v priibéhu experimentu. Kalibraci provedenou pied kazdym experimentem také
omezime vliv driftu elektrody na métené hodnoty.

2. Zjistit interferenci komponent, které se nenachazeji v kalibra¢nim médiu a jsou
ptidavany v pritbéhu experimentu. V tomto piipad¢ staci ptidat dané mnoZzstvi
komponenty a zaznamenat zménu potencialu elektrody. Ve vétSing ptipadi byla

tato interference minimalni a neméla vliv na samotné méfeni.

Vyplavovanim TPP" z PVC membrany mélo za nasledek také zménu selektivity v
case pro nékteré ionty. Tento jev jsme pozorovali pro FCCP. Interferenci je mozné
korigovat na zménu potencialu po ptidani FCCP nebo vyménit na elektrodé TPP'-

selektivni membranu a znovu pfipravit elektrodu.

Protoze pro elektrody s membranou obsahujici HFPB™ nedochdzi k vyplavovani
TPP", hodnota koeficient selektivity by timto neméla byt ovlivnéna. V tabulce 3 jsou

shrnuty koeficienty selektivity méfené metodou FIM podle IUPAC pro ionty: Na*, K,
Ca’"aMg™ a K[ uréené z jednotlivych rovnic (Nikolského-Eisenmanovy rovnice (7),
rovnice podle Bakker a spol.(1997) (8) [4]) nelinearni metodou nejmensich ¢tverca.
Pouzité modely:

. . . RT 2z,
Nikolského-Eisenmanova rovnice: E = E° + —Fln(ai i)+ K[ a,(if) 1% ),
z

i

1) (7). Proi -1 a

Podle Bakker a spol.: E =E° +R—£ln(ai (ij)+(K;‘” )z% a.
z,

l

z=2 je tato rovnice ve tvaru E = E° +%ln(%+%\/éli(ﬁ)2 +da; ()K" J :
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Obr. 25 ukazuje detekéni limit elektrody, kdy kalibracni kiivka byla métfena bez
interferujicich iontd (2.107 M TPP™).

j K+ Na+ C a2+ Mg2+

Kpot'
TPP.J (2,31£0,34).10° | (1,94+0,56).10° | (4,76+0,68).107 | (5,29+1,60).10”

(podle IUPAC)

KpotA
TPP.] (2,48+0,58) .10 | (1,73+0,13) .10° | (5,01£0,55).107 | (5,78+0,22) .10

(NE)

Kp()l )
iy ] ; (5,46+0,56) .107 | (7,1£2,5).10”

(Bakker a spol.)

Tab.3 Hodnoty koeficientii selektivity pro ionty Na*, K*, Ca’" a Mg, které byly urceny podle doporuceni
IUPAC, z Nikolského-Eisenmanovy rovnice (NE) a podle Bakker a spol.(1997) [4] .

K[ byly méfeny pro vyssi koncentrace interferujicich ionti (0,1 a 1 M), pii kterych uz

k interferenci dochazi a na obr. 26-29 jsou zobrazeny prubchy kalibraci (podle
doporuéeni Bakker a spol. (2000) [6]). Na obr. 26 B je vidét, Ze v ptitomnosti K" ionti
nastavé interference az od koncentrace 10° M KCL. Obr. 26 A ukazuje namé&fena data
kalibra¢ni kiivky vpozadi 0,1 M KCI a modelovy pribéh podle Nikolského-

Eisenmanovy rovnice.

pot
TPP* ,Na*

Obr. 27 B ukazuje, Ze interference Na' ionti je zanedbatelna a hodnota K
je urcena detekénim limitem elektrody.

Modelova data z Nikolského-Eisenmanovy rovnice ukazuji, ze tento model
dobie popisuje chovani TPP -selektivni elektrody pro kationy Na™ a K™ (obr. 26 a 27).

Prubéh kalibrace v pozadi dvoumocnych kationt (Mg®™ a Ca®") a modelové
prubéhy podle Nikolského-Eisenmanovy rovnice, rovnici berouci v tvahu rozdilny

naboj primarniho a interferujiciho iontu podle Bakker a spol. (1997) (8) a také rovnici

pro slab¢ interferujici ionty:

£ =8+ P e, )+ (<)% )7, )
Z. ’

1
1
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jsou na obr. 28 A a 29 A. K interferenci v pfipadé iontd Mg”" dochazi od koncentrace
10 M, v piipadé Ca®" od 10° M (obr. 28 B, 29 B). Z modelovych dat na obr. 28A a
29A vidime, Ze Nikolského-Eisenmanova rovnice i rovnice podle Bakker a spol. (1997)
dobfe popisuji namérend data pro uvedené interferujici ionty a je mozné z nich spocitat
K 5"” , pticemz Nikolského-Eisenmanova rovnice je vypocetné méné¢ narocna. Rovnice
pro slab& interferujici ionty je nevhodna jako model pro chovani TPP'-selektivni
elektrody.

Firma World Precision Instruments (www.wpiinc.com) uvadi hodnotu
koeficientu selektivity pro jen pro K™ (10°) [114], ktera je porovnatelnd snami

vypoctenou hodnotou (tab. 3).

0.1 °

0.06

u(v)
[ ]

0.02 ®

-0.02 .

-0.06

Tept

Obr. 25 Kalibracni kiivka bez pozadi interferujicich iontii urcujici detekcni limit elektrody- 2.107 M
TPP" (membréana s HFPB’).
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Obr. 26 A Kalibracni kiivka v 0,1 M KCI (elektroda s membranou s HFPB) a modelova data podle

Nikolského-Eisenmanovy rovnice K 1{’;; = 2.833.10°(p=95%, (2,619.10° - 3.048.10°)). B Zména

potencidlu elektrody v zavislosti na aktivité K.
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Obr. 27 A Kalibracni kifivka v pozadi 0,1 M NaCl (elektroda s membrdanou s HFPB) a modelovad data

podle Nikolského-Eisenmanovy rovnice K P =1,669.10° (p=95%, (1,479.10° - 1,859.10°)). B

TPP* ,Na*

Zavislost potencidlu elektrody na aktivité Na'.
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Obr. 28 A Kalibrace pro primdrni iont TPP" (elektroda s membranou s HEPB') v pozadi interferujiciho

iontu Mg™* (0,1 M) a teoreticky priibéh podle Nikolského-Eisenmanovy rovnice (-) K ;];; Mg =3,895

(p=95%, (3,353.107 - 4,438.107")), podle Bakker a spol. (1997) (-) K** = 4,239.107 (p=95%,

TPP* Mg?*

(3,883.107 - 4,595.10%)) a pro slabé interferujici ionty (Bakker a spol., 1997) (-) Kﬁ;; Mg =7,104.10®

(p=95%, (5,67.10 - 8,537.10)).
B Zavislost potencidlu elektrody na aktivité Mg”".
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Obr. 29 A Kalibrace pro primdrni iont TPP" (elektroda s membranou s HFPB') v pozadi interferujiciho

iontu Ca** (0,1 M) a teoreticky priibéh podle Nikolského-Eisenmanovy rovnice (-) K ;’;Itﬁ ca =5,478.107

(p=95%, (5,161.107 - 5,795.107)), podle Bakker a spol. (1997) (-) K** = 5,959.107 (p=95%,

TPP* ,Ca**

(5,359.107 - 6,559.107)) a pro slabé interferujici ionty (Bakker a spol., 1997) (-) K *° =1,02.107

TPP* ,Ca**
(p=95%, (7,356.10° - 1,305.10°7)).

B Zavislost potencidlu elektrody na aktivité Ca’".

V experimentu na méfeni membranového potencialu pomoci TPP-selektivni
elektrody nemusime znat hodnoty koeficientli selektivity, pokud kalibrace prob&hne
v médiu, ve kterém také probéhne méteni. Latky, které se ptidavaji béhem méfeni je
nutno otestovat jestli jejich interference neni zanedbatelnd a miZzeme postupovat jako

v pfedchozim piipad€ popsaném na str. 60.
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5.2 VYUZ;Ti APARATURY NA IMERENi ,
MEMBRANOVEHO POTENCIALU VNITRNI
MITOCHONDRIALNI MEMBRANY

5.2.1 Membranovy potencial a hodnoceni funkce dychaciho retézce
izolovanych mitochondrii

Aparatura popsand v predchozi kapitole byla vyuzita na méfeni
mitochondrialniho membranového potencialu a na hodnoceni funkce dychaciho fetézce
izolovanych mitochondrii i permeabilizovanych bunék. Na obrazku 30 B je uveden
piiklad experimentu méfeni membranového potencidlu izolovanych potkanich
mitochondrii jako zavislost koncentrace TPP' na &ase. Pied kazdym méfenim bylo
nutné provést kalibraci postupnym pfidavanim TPP" do média (obr. 30 A), aby bylo
mozné ztakto ziskanych hodnot vypoditat mnozstvi akumulovaného TPP"
v mitochondriich. Tim byl také omezen vliv ,driftu TPP'-selektivni elektrody a
nasledné zkresleni méfenych dat. Kalibrace byla provadéna v rozsahu 2 — 8 uM TPP"
(obr. 30 A). Po piidani suspenze mitochondrii dochazelo ke snizovani koncentrace TPP"
v médiu (obr. 30 B) v disledku akumulace TPP" v matrix mitochondrii v zavislosti na
hodnoté membrdnového potencidlu na vnitini mitochondridlni membrané. MnoZstvi
pfidanych mitochondrii je voleno tak, aby v prib¢hu experimentu nebyla piekrocena
oblast kalibracni kiivky, vétSinou vrozmezi 0,2 — 0,4 mg proteinu/ml. Po pfidani
mitochondrii do média doslo k akumulaci TPP" v mitochondriich a ke sniZzovani
koncentrace TPP" v médiu (obr. 30 B). Po dosazeni maxima v akumulaci TPP" bylo
vidét pozvolny narist koncentrace TPP™ (snizovani membranového potencilu)
v disledku nizké koncentrace endogennich substratd. Ptridani substratd, které jsou
oxidované NADH-dependentnimi dehydrogenasami (pyruvat, malat), zabranilo dal§imu
poklesu membranového potencidlu. Pfiddnim rotenonu je inhibovan komplex I
dychaciho fetézce, ¢imz dochazi ke zvySeni koncentrace TPP™ v médiu (pokles
membranového potencialu). Naslednym ptidanim sukcinatu - substratu komplexu II
doslo k obnové membranového potencidlu (akumulace TPP" v mitochondriich). Aby
byla otestovana funk¢énost ATP-syntazy, bylo do média ptidano ADP. ATP-syntdza
vyuziva pro syntézu ATP protonovy gradient, proto po pfidani ADP dochazelo k

poklesu membranového potencidlu. ATP-syntdza byla inhibovéana oligomycinem. To se
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projevilo obnovenim membranového potencialu na piiblizné stejnou hodnotu jako po
pfidani sukcinatu. Déle byl otestovan vliv rozptahovace FCCP, ktery je schopen vybijet

protonovy gradient. Na obr. 30 B je to patrné jako unik TPP" z matrix mitochondrie do

média.
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Obr. 30 Mereni membrdanového potencidlu izolovanych mitochondrii. A - Kalibrace v rozsahu
koncentraci 2.10° — 8.10° M TPP". Sipky ukazuji pidani TPP"* do vysledné koncentrace 2uM, 4 uM, 6
UM, 8uM. Viozeny graf ukazuje zdavislost zmény napéti na elektrodé (U) na logaritmu koncentrace TPP*
B Zmény koncentrace TPP" v zavislosti na pridani substratii a inhibitorii dychactho Fetézce. Sipky
oznacuji pridani izolovanych mitochondrii (mit, 0,3 mg proteinu/ml), pyruvatu (pyr, 10 mM) a malatu
(mal, 2,5 mM), rotenonu (rot, 1 uM), sukcinatu (succ, 10 mM), ADP (0,5mM), oligomycinu (oligomy, 1
uM), FCCP (1uM). Prislusné hodnoty Ay, po pridani substratii dychaciho Fetézce byly vypocitany

podle Zotkiewska a spol. 1989.

Komplex III mzeme inhibovat antimycinem nebo myxothiazolem. Po pfidani

téchto inhibitord do inkuba¢niho média také doSlo k poklesu Ay, (obr. 31) a uniku

TPP" z mitochondrii. Casové priibéhy akumulace TPP" po piidani substratii a inhibitorti

dychaciho fetézce byly v souladu s publikovanymi daty [8, 57, 82].
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Obr. 31 Inhibice dychaciho Fetézce antimycinem A a myxothiazolem. Sipky ukazuji pridani mitochondrit
(mit, 0,4 mg/ml), sukcinatu (succ, 10 mM), FCCP (1uM), A antimycinu A (AA, 0,1 uM), B myxothiazolu
(MXT, 0,1 uM).

Hodnotu mitochondrialniho membranového potencialu membrany je mozné
vypoéitat ze vztahu, ktery bere v ivahu nespecifickou vazbu TPP" do vnitini a vnéjsi

strany vnitini mitochondridlni membrany:

_RT | V,[TPP"}, [TPP'], ~V, ~ K, P

A
Yn = F V.P+KP

5

kde ¥V, je objem média pied pfidanim mitochondrii, V, je objem média v Case ¢, V, je
objem matrix mitochondrii (ul/mg proteinu), [TPP*], a [TPP"], jsou koncentrace TPP"

pfed pfiddnim mitochondrii a v Case ¢. P je obsah mitochondridlniho proteinu v médiu

(mg), K, (14,3 ul/mg) a K, (7,9 pl/mg) jsou rozdélovaci koeficienty pro vnitini a vnéjsi

stranu vnitini mitochondridlni membrany [111]. Hodnoty membranového potencidlu

vypocitané pomoci tohoto vztahu jsou zobrazeny na obr. 30. Objem mitochondrii Vi,
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byl pocitan jako 1 pl/mg proteinu [49]. Hodnoty membranového potencialu po ptidani

jednotlivych substratli jsou shrnuty v tabulce 4.

pyruvat + malat sukcinat ADP FCCP

Ay, (mV)| -1382+3.6 -170,3 + 3,1 -149,0+42 | -85,8+23,89

Tab. 4 Hodnoty Ay ,, po pridani substratii dychaciho retézce a FCCP.

Logaritmickd zévislost membranového potencidlu na akumulaci sondy
zpusobuje, Ze pfi nizkych hodnotdich membranového potencidlu mize byt urceni Ay,
nepiesné. Akumulace TPP", ktera zptisobi zménu EMF o 1 mV pfedstavuje zménu

Ay, az 78 mV (obr. 32). V disledku toho se po pfidani FCCP standardni odchylka
méten¢ho Ay, zvysila pfiblizn€ 8-nasobné oproti energizovanému stavu. Pii vysokych
hodnotach Ay, (v energizovaném stavu) je tato zavislost pfiblizn¢ linedrni a
pozorovand standardni odchylka se snizuje. Na vliv chyby kalibrace na hodnotu Ay,
poukazuje také PlaSek a spol. (2005) [88], ktefi pouzivali pro méfeni Ay,

fluorescencéni sondu TMRM.
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Obr. 32 Simulovand zavislost Ay, na zméné emf elektrod (AU), kterd byla zpiisobena zménou
koncentrace TPP"™ v médiu. Pouzité proménné pro vypocet Ay n podle Zotkiewska a spol. (1989) : V. =

1 pl/mg proteinu, Vo =2 ml, Vt = 2 ml, P=0,4 mg, predpoklada se Nernstovska odezva elektrody.
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5.2.2 Mitochondrialni membranovy potencial izolovanych hepatocytii a
bunék z bunéénych kultur. Hodnoceni funkce dychaciho retézce

Me¢éieni mitochondridlniho membranového potencialu izolovanych mitochondrii
umoziuje ur€it Ay, kvantitativné, ale pii izolaci dochazi ke ztrat€ kontaktd s jinymi
bunénymi organelami a cytoskeletem. Proto se v soucasntosti upfednostiuje hodnoceni
mitochondridlnich funkci v podminkéch in situ v buikdch permeabilizovanych malym
mnozstvim digitoninu [37, 104]. Steroidni glykosid digitonin zpUsobuje nartst
permeability plasmatické membrany bun€k pro anorganické ionty a metabolity. Za
téchto podminek ziistavaji mitochondridlni membrany intaktni [104] a jejich interakce
s cytoskeletalni siti jsou zachovany [37, 42]. Selektivni permeabilizace plasmatické
membrany umozni také eliminovat pfispévek membranového potencidlu na plasmatické
membrané. Mnozstvi akumulovaného TPP™ by bez permeabilizace plasmatické
membrany zéalezelo jak na potencialu plasmatické membrany, tak na potencialu vnitini
mitochondridlni membrény. Pfechod nékterych substratii dychaciho fetézce muze byt
také omezen pfitomnosti plasmatické membrany, proto jeji permeabilizace umozni
pfimy pfistup substrati  k mitochondriim. Mnozstvi digitoninu  potfebného
k permeabilizaci je rGzné u riznych typt bunék. Proto je nutné pied experimentem
zjistit jeho vhodnou koncentraci tak, aby nedoSlo k permeabilizaci vné&jsi
mitochondrialni membrany.

Pro hodnoceni funkce dychaciho fetézce jsme zvolili hepatocyty izolované
z potkanich jater. Pro ovéfeni, ze mitochondrie permeabilizovanych hepatocytii jsou
dobfe spfazeny a Ze vn¢j$i mitochondridlni membrana zlstala intaktni jsme pouzili
metodu méfeni spotieby kysliku v médiu. Na obr. 33 je prib&h méfeni respirace
u permeabilizovanych hepatocyti. Mitochondrie permeabilizovanych hepatocytd jsou
dobie sptazeny (obr. 33 A) a index respiracni kontroly (+ADP/-ADP) byl 4,3. Ptidani
cytochromu ¢ nemélo aktivacni vliv na rychlost respirace, ¢im se potvrdilo, ze vnéjsi

mitochondridlni membrana ziistala intaktni pfi pouziti nizké koncentrace digitoninu (20

ug/ml).
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Obr. 33 Respirace hepatocytii permeabilizovanych digitoninem. Sipky oznacuji pridani A hepatocytii
(hep, 0,25 million bunék/ml), digitoninu (dig, 20 ug/ml), glutamatu + malatu (glu+mal, 10 mmol/l + 3
mmol/l), ADP (1,5 mmol/l), cytochromu c (cyt ¢, 20 pumol/l. B: glutamatu + malatu (glu+mal, 10 mmol/l
+ 3 mmol/l), ADP (1,5 mmol/l), oligomycinu (oligo, 2 umol/l), FCCP (1 pmol/l), antimycinu A (A4, 1
umol/l), askorbatu (asc, 2 mmol/l), TMPD (0,5 mmol/l), KCN (0,5 mmol/l). Krivky reprezentuji negativni

derivaci zmén tenze kysliku v inkubacnim médiu. Spotreba kysliku je vyjadrena jako pmol O, / sekundu/

milion bunék.

Obr. 33 B ukazuje prubéh zmény spotieby O, v médiu po pfidani substratii a
inhibitort dychaciho fetézce. Po pfidani ADP doSlo k aktivaci respirace, ktera je

inhibovatelnd oligomycinem. FCCP rozpfazenim dychaciho fetézce indukovalo
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zvysenou respiraci, kterd se snizila pfiddnim antimycinu A (inhibitoru komplexu III).
Ptidani askorbatu (donoru elektronti pro cytochrom c¢) a TMPD (N,N,N',N'-tetrametyl-p-
fenylendiamin) (zptisobuje redukci askorbatu) znovu iniciuje respiraci, kterd je nasledné
inhibovatelnda KCN - inhibitorem ptfenosu elektronii pies komplex IV. Pusobeni
substratli a inhibitori dychaciho fetézce u mitochondrii in situ bylo stejné jako v ptipadé
izolovanych mitochondrii [82].

. 4 y qe ’ . cr 7 v
Zmény koncentrace TPP" vmédiu a stim souvisejici zmény Ay,

permeabilizovanych hepatocyti jsou zobrazeny na obr. 34. Vidime, ze po piidani
hepatocytii do média, koncentrace TPP" klesala v dtisledku priichodu TPP" do bunék na
zakladé pritomného potencidlového rozdilu jak na plasmatické membrané, tak na vnitini
mitochondrialni membrané. Pfidani digitoninu tento proces jesté urychlilo a zaroven po

permeabilizaci plasmatické membrany jsme sledovali uz jenom zmény Ay, . Mnozstvi

digitoninu bylo titrovano az do koncentrace, kdy dal$i ptidavek uz nezpuisobil
akumulaci TPP', ale soudasné nezpisobil unik TPP" do média v disledku poruseni
vnéj$i nebo vnitini mitochondridlni membrany. Vhodna koncentrace digitoninu pro
permeabilizaci hepatocytli byla 35 pg/ml. Po pfidani pyruvatu a malitu se do
mitochondrii akumulovalo jest¢ malé mnozstvi TPP', protoze v médiu po
permeabilizaci byly pritomny jenom endogenni substraty. Rotenon inhibici komplexu I
zpusobil vyplaveni TPP™ do média a nasledné piidani sukcinatu mélo za nasledek

obnoveni Ay, a akumulaci TPP" do mitochondrii tak jako v piipadé izolovanych

mitochondrii. Funkci ATP-synthasy jsme také otestovali pfiddnim ADP a inhibovali ji
oligomycinem. Mnozstvi akumulovaného TPP" po pfidani oligomycinu bylo piiblizné
stejné jako pred pfidanim oligomycinu. Hodnota Ay, = 0 je prezentovana hodnotou
koncentrace TPP" po piidani FCCP. Tato hodnota neni totozna s poateéni koncentraci
TPP" pred pridanim hepatocytd v diisledu zmény objemu média a také nespecifické
vazby TPP" do bunidénych membran (obr. 34 B). Pribhy akumulace TPP' do
mitochondrii permeabilizovanych hepatocytli v pfitomnosti substratii a inhibitora
dychaciho fetézce maji stejny pritb¢h jako v pfipad¢ izolovanych mitochondrii (obr. 30

B).
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V dalSich experimentech jsme metodu méfeni membranového potencialu
pomoci TPP"-selektivnich elektrod pouzili i pro hodnoceni Ay, u permeabilizovanych
bunék z bunécnych kultur - HeLa G, BSC-40. Buitkky Hela G ziskdvaji ATP prevazné
z glykolyzy, zatim co BSC-40 z oxidativni fosforylace a maji rliznou aktivitu enzymu
dychaciho fetézce [106]. Tyto odlisSnosti v energetickém metabolismu jednotlivych typt
bundk se také odrazily v mnozstvi akumulovaného TPP" po pfidani substrati a

inhibitort dychaciho fetézce.
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Obr. 34 Hodnoceni membrdanového potencidlu izolovanych hepatocytii. Sipky ukazuji pridani do finalni
koncentrace A hepatocytii (hep, 1,65.10° bunék/ml), digitoninu (dig, 0,035 mg/ml), pyruvatu (pyr,10 mM)
a malatu,( mal, 2,5 mM), rotenonu (rot, 1 uM), sukcinatu (succ, 10 mM), ADP (0,5 mM), oligomycinu
(oligomy, 1 uM), B hepatocytii (1,65.10° bunék/ml), digitoninu (0,035 mg/ml), pyruvitu a maldtu (10 mM,
2,5 mM) , sukcinatu (10 mM), FCCP (1 uM).

Na obr. 35 jsou zobrazeny zmény koncentrace TPP' po pfidani substrati a
inhibitorti dychaciho fetézce u BSC-40 (A) a HeLa G (B) bun¢k. Aby byla pozorovana
odezva po pfidadni bunck dostatecna, mnozstvi pfidanych bunék bylo v tomto piipade
10-krat vétsi nez v pfipadé hepatocytli (minimalni mnoZzstvi 3 - 5-nasobné oproti

hepatocytiim). Nutnost pouzit vétsi mnozstvi bunék pravdépodobné souvisi
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s mnozstvim mitochondrii piipadajicich na jednu buiiku. Tak jako u hepatocytl, po
pfidani digitoninu k buiikdm dojde k permeabilizaci plasmatické membrany prostupu
TPP" do mitochondrii. P¥idni pyruvatu a malatu mélo za nasledek jesté dalsi akumulaci
TPP". V diisledku vyuziti protonmotivni sily k syntéze ATP po pfidani ADP se hodnota
membranového potencialu snizila (vyplaveni TPP™ do média). Tak jako v piipadé
hepatocytii, pfidani rotenonu zpisobilo zvyseni koncentrace TPP" v médiu. Piidani
sukcinatu zptsobilo znovu akumulaci TPP" do mitochondrii. FCCP mélo za nasledek
vyplaveni TPP" do média. V ptipadé BSC-40 bunék bylo mnoZstvi akumulovaného
TPP" po ptidani sukcinatu vyssi (60 % akumulovaného TPP") nez pred pfidanim
rotenonu (50 % akumulovaného TPP") (obr. 35 A). Zatimco u HeLa G bunék bylo
akumulované mnozstvi TPP" po piidani sukcindtu mensi (35 %) neZ pied pfidanim
rotenonu (53 %) (obr. 35 B). Mnozstvi akumulovaného TPP" bylo po¢itano jako
procento z mnozstvi TPP', které se vyplavilo do média po ptidani FCCP. Rozdil
v mnozstvi akumulovaného TPP" po pfidani sukcinatu byl pravdépodobné zpiisoben
vy$si aktivitou sukcinatdehydrogenasy, kterd je pfiblizné dvakrat vétsi u BSC-40 nez u

HeLa G [106].
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Obr. 35 Hodnoceni funkce dychaciho Fetézce u permeabilizovanych bunék A BSC-40 (BSC, 1,6.107
bunék/ml) a B HeLa G (HeLa, 1,6.10" bunék/ml). Sipky ukazuji pridani digitoninu (dig, 0,075 mg/ml),
pyruvatu (pyr, 10 mM) a malatu (mal, 2,5 mM), ADP (0,5 mM), rotenonu (rot, 1 uM), sukcinatu (succ, 10
mM), oligomycinu (oligomy, 1 uM), FCCP (1 uM).
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Zkonstruovana aparatura byla také vyuZita na méfeni Ay, cytoplasmatickych

hybridnich bun€k odvozenych od fibroblastii — tzv. cybrida [1], které umoziiuji studovat
vliv mutace v mtDNA na funkci dychaciho fetézce. Tyto buiky se pouzivaji jako
modelovy systém pro studium mitochondrialnich nemoci (napt. MERRF).

Na obr. 36 je zobrazena akumulace TPP" do mitochondrii kontrolnich cybridt
permeabilizovanych digitoninem. Pfidani bun¢k a nédslednd permeabilizace plasmatické
membrany digitoninem zpisobila akumulaci TPP' v mitochondriich. Po pfidani
sukcinatu do média se zvysilo mnozstvi akumulovaného TPP" v mitochondriich. Pfidani
FCCP zptisobilo disipaci membranového potencialu a vyplaveni TPP" zpét do média
Tento pribéh je shodny s akumulaci TPP" tak jako v piipadé izolovanych mitochondrii,

hepatocytii, BSC-40 a HeLa G bun¢k.
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Obr. 36 Pribéh akumulace TPP*do mitochondrii cybridii. Sipky ukazuji pridani cybridii (cybr, 9,6.10°
bunek/ml), digitoninu (dig, 0,1 mg/ml), sukcinatu (succ, 10 mM), FCCP(I1 uM).

Experimenty s izolovanymi hepatocyty 1 bunéénymi kulturami ukézaly, ze
metoda permeabilizace plasmatické membrany s pouZzitim nizké koncentrace digitoninu

umoziiuje hodnoceni mitochondridlniho membranového potencidlu v builkéch
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s permeabilizovanou plazmatickou membréanou - tj. in situ. Na druhé strané je velmi
obtizné spocitat hodnotu membranového potencidlu, protoze objem mitochondrii
permeabilizovanych bun¢k nutny pro tento vypocet je neznamy. Vztdhnout mnozstvi
akumulovaného TPP" do mitochondrii na mnoZstvi pfidanych bun&k by pii porovnavani
riznych typt bun¢k mohlo byt zavadéjici v disledku riizného mnozstvi pifitomnych
mitochondrii. Na druhé strané¢ je mozné vhodnym protokolem piidavani substrati a
inhibitorii dychaciho fetézce ziskat diilezité¢ informace o funkénosti dychaciho fetézce a

pfitom nemusime znat pfesnou hodnotu Ay, .

Tato metoda je také vhodnd pro studium latek ovliviiujicich mitochondridlni
membranovy potencial a mlze byt pouzita pro studium riznych aspekt
mitochondrialni bioenergetiky. Také by mohla byt vhodnym diagnostickym nastrojem
mitochondrialnich poruch, u kterych dochdzi ke zménam membranového potencialu,

napt. defekty komplexu I a IV [87] a defekty ATP-synthasy [79, 105].
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5.2.3 TPP"-selektivni elektrody jako nastroj pro sledovani funkce
,mitochondrial permeability transition pore*

Protoze se TPP-selektivni elektrody osvéd&ily pii studiu funkce dychaciho
fetézce a sledovani membranového potencialu, pouzili jsme tuto metodu také pro
sledovani funkce ,,mitochondrial permeability transition pore* (MPTP). Funkci MPTP
jsme sledovali jak u izolovanych mitochondrii, tak u digitoninem permeabilizovanych
hepatocyti.

Ove¢rili jsme, ze otevieni MPTP je indukovano vysokou koncentraci vapniku. Na
obr. 37 A vidime zmény koncentrace TPP™ po jednotlivych piidani vapniku u

izolovanych mitochondrii. Vyraznéjsi zmény Ay, zplsobila koncentrace vapniku az
nad 75 puM. Obr. 37 B ukazuje casovy pribé¢h zmény Ay, . Protoze je Ca*"
transportované do mitochondrii prostfednictvim uniporteru v zavislosti na Ay,
dochazi také ke zménam Ay, , které ale mitochondrie dokazi kompenzovat

ro.r + , r M ¥ v v 7 NS QLT r
pumpovanim H™ dychacim fetézcem. Az otevieni MPTP po pfidani vysoké koncentrace
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Obr. 37 A Zmeny koncentrace TPP" po piidani Ca’". Sipky ukazuji pridani mitochondrii (0,4 mg/ml),
rotenonu (rot, 1 uM), sukcindtu (succ, 10 mM) a Ca’* do findini koncentrace 25, 50, 75 a 100 uM. B

Casovy pribéh zmény koncentrace TPP" po pridani 100 uM Ca’.
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vapniku zpusobi disipaci Ay, (obr. 37) jak bylo pozorovano diive [55, 80]. Na obr. 37
B vidime, 7e po ptidani Ca** (100 pM) doslo k poklesu membranového potencialu,
ktery je jenom piechodny a posléze se membranovy potencial vratil na ptiblizné€ stejnou
hodnotu. Tato koncentrace véapniku vSak uz zpusobi otevieni MPTP a disipaci
membranového potencialu.

Utinek vapniku miize byt zesilen pro-oxida¢nimi latkami, napf. ferc-butyl
hydroperoxidem (-BHP). Kombinovany Uc¢inek véapniku a ~BHP mél uz pii nizké
koncentraci vapniku (12,5 uM) a 1,5 mM ¢-BHP za nésledek otevirani MPTP a
naslednou disipaci Ay, (obr. 38 A). Tento proces byl inhibovatelny cyklosporinem A

(obr. 38 B)). Protoze k disipaci membranového potencidlu miize dojit v disledku
pritomnosti rozptahovact (napt. volné mastné kyseliny), bylo nutné ovéfit, ze pridanim
cyklosporinu A je mozné disipaci Ay, zabranit. Nizka koncentrace vapniku (12,5 uM

CaCl,) bez ptitomnosti --BHP a taktéz samotné +-BHP (1,5 mM) nezptisobilo otevieni
MPTP ve sledovaném case (obr. 38 C a D).

Funkci MPTP jsme sledovali také u hepatocytdl permeabilizovanych
digitoninem. Po permeabilizaci hepatocytll digitoninem a nasledné akumulaci TPP" do
mitochondrii doslo pfiblizné po 4 minutach k poklesu membranového potencialu i bez
piidani Ca*". (Obr. 39 A). Tento pokles bylo mozné zvratit ptidanim chelatoru vapniku

EGTA a také cyklosporinu A (Obr. 39 B).
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Obr.38 Viiv vapniku a t-BHP na zmény koncentrace TPP*. Sipky ukazuji pridani mitochondrii (mit, 0,4
mg/ml), rotenonu (rot, 1 uM), sukcindtu (succ, 10 mM), Ca’" (Ca, 12,5 uM) a t-BHP (1,5 mM),

cyklosporinu A (CS, 2 uM).
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Obr. 39 Zmény koncentrace TPP" v médiu indukované Ca’" a EGTA. Sipky ukazuji pridani A sukcindtu
(succ, 10 mM), hepatocytii (hep, 1,64.10° bunék/ml), digitoninu (dig, 0,035 mg/ml), EGTA (350 uM),
Cd** (Ca, 50, 100, 150, 200 M), EGTA (3 mM), FCCP (1 uM); B sukcindtu (10 mM), hepatocytii
(1,64.10° bunék/ml), cyklosporinu A (CS, 2 uM), digitoninu (0,035 mg/ml), EGTA (350 1 uM),Ca’" (125,
250, 375 uM), EGTA (3 mM), FCCP (1 uM).
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Tyto priibdhy naznauji, e dochézi k otevirani MPTP i bez ptidaného Ca>". MPTP
mohl byt otevien v diisledku Ca”" piitomného v izolaénim médiu, ktery nebyl odstranén
ani po nékolikandsobném promyti hepatocytli, nebo samotné hepatocyty obsahovaly
dostatecné mnozstvi vapniku pro otevieni MPTP. Proto jsme v dalSich experimentech

pro studium vlivu -BHP na Ay, pouzivali médium s pfitomnym EDTA (1 mM), ktery

zabranil otevirani MPTP. Dalsim pfidavanim Ca”" (obr. 39 A, B) je mozné znovu

zpusobit disipaci Ay, a znovu jej vratit na ptivodni hodnotu pomoci EGTA. V souladu

s literaturou [47] je otevieni MPTP mozné indukovat i v pfitomnosti cyklosporinu A a
to vysokou koncentraci vapniku. V nasem piipad¢ to byla koncentrace vétsi nez 375 uM
Ca”". P¥idanim EGTA je mozné i v tomto piipadé membranovy potencial znovu vratit
na pivodni hodnotu.

Ukazuje se, ze rotenon — inhibitor komplexu I je G€¢inngj$im inhibitorem MPTP
nez cyklosporin A u bunék KB, bunék U937 [26] a u izolovanych jaternich
mitochondrii [9]. Proto jsme chtéli ovéfit schopnost rotenonu inhibovat MPTP i u
hepatocytii permeabilizovanych digitoninem. Hepatocyty byly piidany do K-média bez
EDTA jako v ptipadé na obr. 39 A. I v tomto pfipad¢ dochézi ke snizeni membranového
potencialu (obr. 40) a nedoslo k Gplné inhibici MPTP tak jako v ptfipadé€ cyklosporinu A
(obr. 39 B). Ptidavek EGTA zpiisobil znovu akumulaci TPP" v mitochondriich, tak jako
na obr. 39 A. Z téchto dat by mohlo vyplyvat, Ze existuje tkanové-specifickd regulace
otevirani MPTP [26, 74]. Ale také to mohlo byt zpisobeno rozdilnymi podminkami, pii
kterych jsme MPTP indukovali. Belyaeva a spol. (2004) [9] inkubovali mitochondrie
v 125 mM NH4NO; médiu bez exogenniho P; a Mg”". Indukce MPT je také zavisla na

koncentraci P; v médiu [64, 65] a mohla byt timto ovlivnéna.
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Obr. 40 Zmény koncentrace TPP" v médiu indukované Ca’* a EGTA. Sipky ukazuji pFidani rotenonu (rot,
1 uM) sukcindtu (suce, 10 mM), hepatocytii (hep, 1,64.10° bunék/ml), digitoninu (dig, 0,035 mg/ml),
EGTA (350 uM).

V dalSich experimentech, kdy jsme sledovali vliv-BHP na Ay, jsme
hepatocyty inkubovali v K-médiu spifitomnym 1 mM EDTA. Za téchto
experimentalnich podminek Ay, nebyl ovlivnén piidanym Ca®" aZ do koncentrace 200
uM (Obr. 41 A). Také ~-BHP do koncentrace 1,5 mM nezptisobil disipaci Ay, (obr. 41
B). Pfidani vapniku o koncentraci 50 pM v pfitomnosti 1,5 mM ¢BHP mélo za
nasledek disipaci Ay, (obr. 41 C) i pfi této nizké koncentraci vapniku. Disipaci Ay,
bylo zabranéno ptfidanym cyklosporinem A (obr. 41 D). Tim jsme potvrdili, Ze disipace
Ay, je zplusobena oteviranim MPTP. I naSe experimenty in situ potvrzuji, Ze oxidac¢ni

stres zvySuje citlivost MPTP k vapniku [47].
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Obr.41 Zmény koncentrace TPP' indukované viapnikem a t-BHP. Sipky ukazuji pridani A Sukcindtu
(succ, 10 mmol/l), hepatocytii (1,8.106 bunék/ml), digitoninu (dig, 0,035 mg/ml), Ca’* (Ca2+, 100, 200,
300 pmol/l); B sukcindtu (10 mmol/l), hepatocytii (1,8.10° bunék/ml), digitoninu (0,035 mg/ml), t-BHP
(0,3; 0,6; 1,5, 3 mmol/l), FCCP (1 umol/l); C. sukcinatu (10 mmol/l), hepatocytit (1,64.1 0° bunék/ml),
digitoninu (0.035 mg/ml), Ca’* (50 pmol/l), t-BHP (1.5 mmol/l), FCCP (1 umol/l); D hepatocytii
(1,64.10° bunék/ml), cyklosporinu A (CS, 2 umol/l), sukcindtu (10 mmol/l), digitoninu (0,035 mg/ml),

CaCl, (50 umol/l), t-BHP (1,5 mmol/l), FCCP (1 umol/l).
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5.2.4 Vliv t-BHP na funkci dychaciho Fetézce izolovanych hepatocytu

V podminkach in situ v permeabilizovacych hepatocytech jsme sledovali t¢inek
prooxidantu -BHP na jednotlivé komplexy dychaciho ftetézce. Plisobeni -BHP je
zavislé jak na mnozstvi pfitomného #-BHP, tak na Case expozice. Jednotlivé komplexy
dychaciho fetézce jsou také rtizné citlivé na ucinky ~-BHP. Komplex I je citlivéjsi nez
komplex II [35]. Protoze kriticka koncentrace u¢inku -BHP je 0,75 — 3 mM, pouzivali
jsme pro sledovéani vlivu -BHP rozmezi koncentraci 0,3 - 3 mM. Na obr. 42 je
zobrazeno pusobeni ~-BHP na membranovy potencidl permeabilizovanych hepatocytl
bez ptitomnosti pfidanych substrati — tj. s endogennimi substraty. Koncentrace 0,5 mM
t-BHP zptisobila postupny pokles potencialu, dalsi pfidani --BHP (1,5 a 3 mM) tento
pokles jesté urychlilo. Pfidanim sukcinatu doSlo k ndvratu potencidlu na piiblizné

puvodni hodnotu, ale poté doslo k disipaci Ay, . Cyklosporin A tento pokles Castecné

inhibuje (obr. 42 B) a k postupnému snizovani Ay, v Case
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Obr. 42 Zmény koncentrace TPP" v diisledku piisobeni t-BHP. Sipky ukazuji pridani A hepatocytii (hep,
1,8.10° bunék/ml), digitoninu (dig, 0.035 mg/ml), t-BHP (0,5 mM, 1,5 mM, 3 mM), sukcinatu (succ, 10
mM), B hepatocytii (1,8.10° bunék/ml), digitoninu (0.035 mg/ml), cyklosporinu A (CS, 2 pmol/l) t-BHP
(0,5 mM, 1,5 mM, 3 mM).
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dochazelo 1 v ptitomnosti cyklosporinu A. MiiZze to byt zptisobeno inhibici dychaciho
fetézce nebo oteviranim MPTP 1 v pfitomnosti cyklosporinu A, které bylo pozorovano
v déle trvajicich experimentech [18]. Abychom rozlisili vliv ~BHP na jednotlivé
komplexy dychaciho fetézce, sledovali jsme zmény Ay, indukované¢ ¢-BHP
v pfitomnosti substrati, které jsou oxidovany NADH-dependentnimi dehydrogenasami -
pyruvatu a malatu a nasledné v ptitomnosti substratu komplexu II - sukcinatu. Pfidani ¢-
BHP v ptitomnosti pyruvatu a malatu (obr. 43 A) mélo za nasledek postupny pokles

Ay, . Na tento pokles nemél vliv ani pfidany cyklosporin A (obr. 43 B).

V podminkach, kdy byl komplex I inhibovan rotenonem (jako substrat byl pouzit
sukcinat) také dochdzelo v pfitomnosti ~-BHP (3 mM) ke snizovani Ay, (obr. 43 C).
Tento proces byl v tomto piipadé¢ citlivy na pfidani cyklosporinu A a Ay, se v Case
snizoval jenom zanedbatelné (obr. 43 D).

Také méfeni spotieby kysliku [117] poukazuje na rozprahujici efekt ~-BHP, kde
u hepatocytl inkubovanych s 3 mM ¢#-BHP dochazi ke zvySeni respirace bez ptitomnosti
ADP. Zistava vSak aktivni minimaln€ 50% sukcinat-dependentni respirace.
Z téchto poznatkli miizeme shrnout G¢inek --BHP na funkci dychaciho fetézce:

1. Snizovani Ay, v disledku plisobeni --BHP, které neni citlivé na cyklosporin A
muze byt zplsobeno inhibi¢nim efektem -BHP na komplex I. Citlivost
komplexu I na peroxidacni poskozeni je vysvétlovana modifikaci Fe-S center,
které jsou potiebné k pfenosu redukovanych ekvivalenti z NADH na koenzym
Q [35]. SniZzovani Ay, by mohlo byt také zptisobeno inhibici mitochondridlni
akonitasy [118].

2. Rozptahujici efekt ~BHP, ktery je citlivy na cyklosporin A. Citlivost na

cyklosporin A naznacuje otevirani MPTP indukované plisobenim #-BHP.
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Obr. 43 Zmény koncentrace TPP' v diisledku piisobeni t-BHP na dychaci fetézec permeabilizovanych
hepatocytii. Sipky ukazuji pridani A hepatocytii (hep 1,8.10° bunék/ml), digitoninu (dig, 0,035 mg/ml),
pyruvatu a malatu (pyr, 10 mM, mal 2,5 mM) t-BHP (1,5 mM), sukcindtu (succ, 10 mM), FCCP
(1umol/l), B hepatocytii (1,8.10° bunék/ml), digitoninu (0,035 mg/ml), pyruvitu a malatu ( 10 mM, 2,5
mM), cyklosporinu A (CS, 2 uM), t-BHP (1,5 mM), FCCP (1uM), C hepatocytii (1,8.10° bunék/ml),
digitoninu (0,035 mg/ml), pyruvatu a malatu (10 mM, 2,5 mM), rotenonu (rot, 1uM), sukcinatu (10 mM),
t-BHP(3 mM), FCCP (1uM), D hepatocytii (1,8.10° bunék/ml), digitoninu (0,035 mg/ml), rotenonu
(1uM), sukcindatu (10 mM), cyklosporinu A (2 uM), t-BHP (1,5 a 3 mM), FCCP (1uM).
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Vysledky ziskané ze studia vlivu vapniku a #BHP ukazuji, Ze méfeni
membranového potencialu pomoci TPP -selektivnich elektrod je vhodnou metodou pro
studium ptisobeni hepatotoxickych latek (napt. ~BHP), které poskozuji mitochondrialni
metabolismus cestou otevirani MPTP a dalSich faktorta, které ovliviiuji mitochondrialni

membranovy potencidl.
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6. ZAVER

1. Konstrukce aparatury pro méreni membranového potenciilu

pomoci iontové selektivnich elektrod citlivych na TPP"

Byla zkonstruovéna aparatura na méfeni membranového potencidlu pomoci
iontove-selektivnich elektrod, ktera byla pfipojena k pocitaci. Sbér a nasledné
zpracovani dat bylo uskute¢néno programem MATLAB/Simulink.

Zménou sloZeni citlivé membrany — tj. pfidanim srazeniny TPP TPB’ se dosahla
Nernstovska odpovéd’ od koncentrace 3.10° M TPP'. Protoze dochéazelo k vyplavovani
TPP" z membrany, byla srazenina nahrazena tetrakis[3,5-bis(1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-
methoxy-2-propyl)fenyl]boritanem sodnym. Takto vyrobené membrany mély
Nernstovskou odezvu od koncentrace 1.10° M TPP" a nedochézelo k vyplavovani TPP”
do meéticiho média. Proto bylo ndsledné¢ mozné vypocitat koeficienty selektivity pro
ionty Na', K*, Ca>", Mg”" podle doporu¢eni IUPAC a podle Nikolského-Eisenmanovy
rovnice (7) a rovnice berouci v Givahu rozdilny néboj primarniho a interferujiciho iontu
(8). Nikolského-Eisenmanova rovnice popisuje dobfe experimentalni data kalibracni
ktivky v pfipad¢ jednomocnych kationd. V pfipadé dvoumocnych kationit jsou
vhodnymi modely Nikolského-Eisenmanova rovnice i rovnice berouci v tivahu rozdilny
naboj primarniho a interferujicitho iontu (8) podle Bakker a spol. (1997), ptfi¢emz
Nikolského-Eisenmanova rovnice je vypocetné méné narocna .

Zkonstruovana aparatura je vhodna pro méfeni koncentrace TPP', které
umoziiuje monitorovani membranového potencidlu v redlném cCase. Optimalizace
sloZeni citlivé membrany sniZila hodnotu detek¢éniho limitu elektrody oproti komercné
vyrabéné elektrodé¢ (World Precision Instruments) a tim se zvysila citlivost méteni
koncentrace TPP™ v médiu v rozmezi koncentraci 10° — 10° M, které je vhodné pro

meéfeni membranového potencialu.
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2. Vyuziti aparatury na méreni potencialu vnitini mitochondrialni

membrany

Aparatura na méfeni membranového potencidlu pomoci iontové-selektivnich

elektrod byla otestovdna méfenim Ay izolovanych mitochondrii. Koncentrace TPP" v

médiu se menila v zavislosti na ptidanych substratech a inhibitorech dychaciho tetézce
a ziskané vysledky byly v souladu s jiz dfive publikovanymi daty.

Meéfeni mitochondridlniho membranového potencialu bylo uskute¢néno také u
bun¢k permeabilizovanych digitoninem. Za téchto experimentalnich podminek je méten
mitochondrialni membranovy potencial in situ — se zachovanymi kontakty mezi

jednotlivymi organelami. Ay bylo méfeno u permeabilizovanych hepatocytt, HeLa

G, BSC-40 a cybridi jako mnozstvi akumulovaného TPP".

Tato metoda byla pouzita pro sledovani funkce ,,mitochondrial permeability
transition pore* jak u izolovanych mitochondrii, tak u permeabilizovanych hepatocyti.
Otevieni MPTP bylo indukovano vysokou koncentraci Ca**. Uginek vapniku pii jeho
nizké koncentraci byl zvysen pro-oxidantem terc-butylhydroperoxidem. Tento proces
byl inhibovatelny cyklosporinem A. U izolovanych hepatocyti dochdzi k otevieni
MPTP po permeabilizaci plazmatické membrany pravdépodobné v disledku zvysené
akumulace Ca®" v hepatocytech pii jejich izolaci nebo kvili pfitomnému vapniku, ktery
nebyl odstranén ani po promyti hepatocytt.

Z vysledkti méfeni uCinku t-BHP na funkci dychaciho fetézce hepatocyta
vyplyva, Zze t-BHP zpisobuje snizovani Ay, , které nebylo citlivé na cyklosporin A. To
mohlo byt pravdépodobné zpusobeno inhibici komplexu I dychaciho fetézce nebo
mitochondrialni akonitasy. t-BHP také indukovalo otevieni MPTP, které bylo citlivé na
cyklosporin A.

Experimenty s izolovanymi mitochondriemi i permeabilizovanymi builkami
ukazaly, Ze metoda meéfeni membranového potencidlu pomoci iontove-selektivnich
elektrod je vhodnd pro studie zaméfené na zakladni otdzky mitochondridlni
bioenegetiky. Muze byt také pouzita pro studium mitochondridlnich poruch a jejich
diagnostiku. V neposledni tadé¢ je vhodnym ndastrojem pro objasiiovani ucinku
hepatotoxickych latek a déji spojenych s oteviranim MPTP, ktery muize vést k bunécné

smrti.
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SOUHRN

SOUHRN

Byla zkonstruovana aparatura na meéfeni membranového potencidlu, ktera
vyuziva iontové-selektivni elektrody citlivé na tetrafenylfosfoniovy kationt (TPPY).
Aparatura byla pfipojena k pocitaci a sbér, zpracovani a ukladani dat bylo uskute¢néno
programem MATLAB/Simulink.  Slozeni TPP'-selektivni membrany  bylo
optimalizovano zabudovanim srazeniny TPP'TPB~ do membrany, ¢im se dosdhla
Nernstovska dopovéd od koncentrace 3.10° M TPP". Protoze dochazelo k vyplavovani
TPP" z membrany do média, TPP TPB" bylo nahrazeno tetrakis[3,5-bis(1,1,1,3,3,3-
hexafluoro-2-methoxy-2-propyl)fenyl]boritanem sodnym (NaHFPB). Elektrody
s NaHFPB mély Nernstovskou odezvu od 1. 10° M TPP" a tim byla dosazena vétsi
citlivost oproti komercné¢ vyrabénym elektroddm. Byly vypocteny koeficienty
selektivity pro K*, Na”, Ca*" a Mg*" .

Aparatura byla pouZzita pro monitorovani mitochondridlniho membranového
potencidlu izolovanych mitochondrii a pro sledovani funkce dychaciho fetézce
mitochondrii v bunikdch s permeabilizovanou plasmatickou membranou (hepatocytt,
BSC-40, HeLa G, cybridil) pomoci nizké koncentrace digitoninu. Tato metoda byla
pouzita i pro sledovani funkce ,,mitochondrial permeability transition pore* (MPTP) jak
u izolovanych mitochondrii, tak u permeabilzovanych hepatocytt. Otevieni MPTP bylo
indukovano vysokou koncentraci Ca®". Uginek vapniku pfi jeho nizké koncentraci byl
zvySen pro-oxidantem terc-butylhydroperoxidem (t-BHP). Tento proces byl
inhibovatelny cyklosporinem A.

U permeabilizovanych hepatocytli t-BHP indukovalo sniZzovani Ay, , které

mohlo byt zptsobeno inhibici komplexu I dychaciho fetézce nebo mitochondridlni
akonitasy. Plisobeni t-BHP také mélo za nésledek také otevieni MPTP.

Z téchto vysledkii vyplyva, ze zkonstruovana aparatura je vhodnym nastrojem
pro studium zékladnich otazek mitochondridlni bioenergetiky, sledovani ucinku
hepatotoxickych latek i néstrojem pro studium mitochondridlnich poruch a jejich

diagnostiku.
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ABSTRACT

ABSTRACT

The computerized device for membrane potential measurement using the
tetraphenylphosphonium-selective electrode was constructed. Signal acquisition,
processing and data storage were realized by MATLAB/Simulink software. The
selective membrane was optimized incorporating TPP'TPB™ precipitate into the
membrane. The electrode had a Nernstian response from 3.10° M TPP*. The TPP*TPB’
precipitate was later replaced by sodium tetrakis[3,5-bis(1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-
methoxy-2-propyl)phenyl]borate (NaHFPB). The electrode with incorporated NaHFPB
had a Nernstian response from 1.10° M TPP* and had better sensitivity than
commercially available electrodes. The values of selectivity coefficients for K*, Na®,
Ca®* and Mg** were calculated.

The device was used for mitochondrial membrane potential measurement of
isolated mitochondria and for evaluating the respiratory chain function of digitonin-
permeabilized cells (hepatocytes, HeLa G, BSC-40 and control transmitochondrial
cybrids). This method was used also for monitoring the mitochondrial permeability
transition pore (MPTP) function of isolated mitochondria and permeabilized
hepatocytes. MPTP opening was induced by high calcium concentration and the action
of calcium was enhanced by pro-oxidant tert-butyl hydroperoxide (t-BHP). This process
was inhibited by cyclosporin A.

We also found that t-BHP caused Ay, dissipation in permeabilized hepatocytes

which could be caused by complex | or mitochondrial aconitase inhibition. In addition,
t-BHP brought about MPTP opening.

Our data indicate that the constructed device can be successfully used for studies
of many aspects of mitochondrial bioenergetics, for evaluation of hepatotoxic action of
various agents and as a diagnostic tool for mitochondrial oxidative phosphorylation

disorders.
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