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Fe2+-INDUCED OXIDATIVE PROCESSES IN RAT LIVER MITOCHONDRIA

TOMECKOVA V, BARNOVA E, GUZY J, CHAVKOVA Z, MAREKOVA M, DUBAYOVA K, KUSNIR J

OXIDAÈNÉ PROCESY MITOCHONDRIÍ PEÈENE POTKANA INDUKOVANÉ Fe2+
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The study investigated the prooxidative in vitro effect of va-
rious Fe2+-EDTA concentrations on biochemical parameters
of the energetic metabolism of rat liver mitochondria. Fe2+-
EDTA was added in concentrations 150, 300 and 400 mmol/
mg of mitochondrial protein.
The study included the investigation of consumption of oxy-
gen in state 4 (without ADP addition) and in state 3 (with
ADP addition), and the activities of ATP-ase, superoxide dis-
mutase (SOD) and glutathione reductase. The mitochondrial
outer membrane dynamics were simultaneously monitored
by the method of synchronous fluorescence fingerprint.
When compared with the control group, the results imply that
in state 4, the addition of 150 mmol of Fe2+/mg of mitochon-
drial protein caused an insignificant increase in respiration to
104 %, whereas in state 3, the oxygen consumption was insig-
nificantly inhibited to 82 %. The activity of ATPase was insig-
nificantly raised to 105 %, whereas the superoxide dismutase
activity has decreased significantly to 77 %. The activity of
glutathione reductase increased significantly to 124 %. The
addition of 300 mmol of Fe2+/mg of mitochondrial protein has
caused a significant inhibition of oxygen consumption to 67
% in state 4 and to 31 % in state 3. The activity of ATPase
showed an insignificant elevation to 104 %. The activity of su-
peroxide dismutase was significantly reduced to 52 % and
that of glutathione reductase dropped to 72 %. The addition
of 400 Fe2+/mg of mitochondrial protein strongly diminished
the oxygen consumption to 36 % in state 4, and similarly to 37
% in state 3. The activity of ATP-ase was significantly decrea-
sed to 39 %, the superoxide dismutase activity diminished to
17 % and glutathione reductase activity dropped to 37 %.
The monitoring of the mitochondrial outer membrane by the
analysis of synchronous fluorescence fingerprint showed that
the membrane is involved in these processes. (Fig. 5, Ref. 12.)
Key words: mitochondria, biological oxidation, synchronous
fluorescence fingerprint.
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Abstrakt
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Oxidaèné procesy mitochondrií peèene potkana indukované Fe2+
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Autori sledovali prooxidaèný úèinok rôznych koncentrácií Fe2+-
EDTA na niektoré biochemické parametre energetického meta-
bolizmu mitochondrií peèene potkanov in vitro. Pridanie Fe2+-
EDTA bolo v koncentráciách 150, 300 a 400 mmol/mg mit.
bielkoviny. Sledovali spotrebu kyslíka v stave 4 (bez pridania
ADP) a v stave 3 (s prídavkom ADP) na substrát sukcinát, akti-
vitu ATPázy, superoxiddismutázy (SOD) a glutatiónreduktázy.
Súèasne monitorovali dynamiku vonkaj�ej mitochondriálnej
membrány pomocou analýzy synchrónneho fluorescenèného
fingerprintu.
Zo získaných výsledkov vyplýva, �e koncentrácia Fe2+ 150
mmol/mg mit. bielkovín spotrebu kyslíka v stave 4 oproti kon-
trole len �tatisticky nevýznamne zvý�ila (104 %), kým spotreba
kyslíka v stave 3 bola oproti kontrole zní�ená na 82 %. Aktivita
ATPázy bola takmer nezmenená oproti kontrole (105 %), kým
aktivita superoxiddismutázy bola signifikantne zní�ená na 77 %.
Aktivita glutatiónreduktázy bola signifikantne zvý�ená na 124
%. Pridanie 300 mmol Fe2+/mg mit. bielkoviny malo za následok
inhibíciu respirácie v oboch stavoch, v stave 4 na 67 % a v sta-
ve 3 na 31 %. Aktivita ATPázy bola oproti kontrole len ve¾mi
málo zvý�ená (104 %). Aktivita superoxiddismutázy bola signi-
fikantne zní�ená na 52 % a glutatiónreduktázy na 72 %. Kon-
centrácia 400 mmol Fe2+/mg mit. bielkovín vyvolala silnú inhi-
bíciu spotreby kyslíka na 36 % v stave 4, podobne na 37 %
v stave 3. Aktivita ATPázy sa �tatisticky významne zní�ila na
39 %, aktivita superoxiddismutázy na 17 % a glutatiónreduktá-
zy na 37 %.
S uvedenými výsledkami kore�pondujú aj výsledky monitorova-
nia vonkaj�ej mitochondriálnej membrány pomocou analýzy
synchrónneho fluorescenèného fingerprintu. (Obr. 5, lit. 12.)
K¾úèové slová: mitochondria, biologické oxidácie, synchrónny
fluorescenèný fingerprint.
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Reaktívne formy kyslíka (O
2

��, H
2
O

2
, OH��) sa v organizme

tvoria v mnohých fyziologických procesoch. Sú vychytávané pri-
rodzenými detoxikaènými systémami organizmu. Ak vzniká z ne-
jakých príèin väè�ie mno�stvo týchto reaktívnych metabolitov a de-
toxikaèné mechanizmy ich nedoká�u eliminova�, výsledkom je
spustenie re�azových radikálových reakcií, ktorých toxické koneèné
produkty po�kodia biologicky dôle�ité molekuly, naru�ia integri-
tu buniek a tkanív, èo má negatívny vplyv na celý organizmus.
Výsledkom je oxidaèný stres, ktorý indukuje vznik patologických
stavov. Poznanie presného mechanizmu úèinku reaktívnych meta-
bolitov kyslíka, ich súvislos� s ïal�ími procesmi, ktoré sa uplat-
òujú pri vzniku patologického stavu, je ve¾mi dôle�ité pre dia-
gnostiku, prevenciu i lieèbu ochorení, ktoré boli vyvolané oxi-
daèným stresom.

Mitochondrie sú organely, ktoré mô�u iniciova� endogénnu
tvorbu reaktívnych foriem kyslíka (Loschen a spol., 1971). V mi-
tochondriách je lokalizovaný dýchací re�azec, ktorý pozostáva zo
systému prená�aèov elektrónov pri oxidaèných reakciách. Ak je
transport elektrónov inhibovaný, elektróny sa akumulujú na urèi-
tej pozícii prená�aèov re�azca, odkia¾ mô�u by� prenesené na kys-
lík a tvori� koncové toxické metabolity oxidaènej fosforylácie:
superoxidový radikál (O

2
��), ktorý vytvára peroxid vodíka H

2
O

2

a v prítomnosti redukovaných prechodných kovov napr. (Fe2+) sa
mení na hydroxylový radikál (OH��).
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��

O
2
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2
O

2

H
2
O

2 
+ Fe2+ → 2OH�� + Fe3+

Vychádzajúc z uvedeného postavili sme si stanovili úlohu sle-
dova� zmeny niektorých parametrov (oxidaèného) energetického
metabolizmu mitochondrií po pridaní rôznych koncentrácií FeSO

4
-

EDTA (Raèay a spol., 1998; Kaplán a spol., 1997) ako modelu na
vyvolanie zvý�enej tvorby reaktívnych foriem kyslíka. Súèasne
sme monitorovali v suspenzii mitochondrií zmeny vonkaj�ej mi-
tochondriálnej membrány po vplyve Fe2+-EDTA pomocou analý-
zy synchrónneho fluorescenèného fingerprintu.

Materiál a metódy

V práci sme pou�ili potkany �tandardného chovu, jednotného
pohlavia � samièky rodu Wistar s hmotnos�ou 200�250 g. Zvie-
ratá sme usmrtili dekapitáciou, mitochondrie sme izolovali pod¾a
Johnsona a Lardyho (1967) a rozdelili sme ich do dvoch skupín
(kontrolnej a experimentálnej). Ka�dú skupinu tvorilo 7 vzoriek.
K experimentálnej skupine mitochondrií sme pridali roztok FeSO

4
-

EDTA, kde koncentrácia EDTA bola 10 mmol/l a pou�ili sme
koncentrácie FeSO

4 
150, 300, a 400 mmol/mg mitochondriálnej

bielkoviny. Sledovali sme nasledujúce parametre:
1. spotrebu kyslíka v stave 4 (bez prídavku ADP) a v stave 3

(po pridaní ADP) elektródou Clarkovho typu na substrát suk-
cinát, ktorý mal koncentráciu 0,5 mol/l,

2. aktivitu ATPázy (E.C.3.6.1.3) pod¾a Meisnera (1974),
3. aktivitu superoxiddismutázy (E.C.1.15.1.1) pod¾a Schapero-

vej a spol. (1986),
4. aktivitu glutatiónreduktázy (E.C.1.6.4.2) pod¾a Calberga

a Mannervika (1985),
5. koncentráciu bielkovín v mitochondriách sme urèili pod¾a Har-

treeho (1972).

Získané výsledky sme vypoèítali ako spotrebu kyslíka v mmol/
mg bielkoviny/min v oboch stavoch respirácie (v stave 3 a v sta-
ve 4), aktivitu ATPázy v mmol Pi/mg bielkoviny/min, aktivitu
superoxiddismutázy ako A/kg bielkoviny/min a aktivitu glutatión-
reduktázy ako A/mol/sek/kg bielkoviny. Získané absolútne hod-
noty sme �tatisticky vyhodnotili Studentovým t-testom na hladine
významnosti p<0,05. Z takto získaných výsledkov sme vypoèíta-
li relatívne percentá zmien oproti hodnotám kontrol, ktoré sa po-
kladali za 100 %.

Súèasne sme monitorovali dynamiku vonkaj�ej mitochondriál-
nej membrány pomocou metódy synchrónneho fluorescenèného
fingerprintu (Phelan, 1994; Ku�nír a spol., 1998; Dubayová a spol.,
1998, 1999).

Synchrónne fluorescenèné spektrá sme snímali s kon�tantne
nastaveným rozdielom vlnových då�ok medzi excitaèným a emis-
ným monochromátorom deltalambda= 15, 30, 45, 60, 90 nm. Vrs-
tevnicové mapy boli vytvorené poèítaèovým spracovaním grafic-
kých záznamov synchrónnych spektier usporiadaných v priestore
za sebou ako kolmý priemet trojrozmerného útvaru. Jedna vrstev-
nica predstavuje hodnotu relatívnej fluorescencie 100. Vrstevnica
je èiara, ktorá spája body s rovnakou hodnotou fluorescencie.

Výsledky a diskusia

V súèasnosti je známe, �e oxidaèný stres sa zúèastòuje na vzni-
ku mnohých patologických neurodegeneratívnych procesov, ako
je Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba, ako aj na fyzio-
logických procesoch starnutia (Cardoso a spol., 1999). Je známe,
�e pri týchto procesoch majú dôle�itú úlohu reaktívne formy kys-
líka (Taylor a spol., 1995). Postupným výsledkom molekulového
mechanizmu oxidaèného stresu je inhibícia terminálneho respi-
raèného re�azca, inhibícia aktivity ATPázy (Bohme a spol., 1980),
po�kodenie mitochondriálnej membrány � �swelling�, nevratná
repolarizácia mitochondriálnej membrány, strata membránového
potenciálu (Reinheckel a spol., 1998), zánik mitochondrií a akti-
vácia apoptózy (Masini a spol., 1985; Robb a spol., 1999). Ióny
prechodných kovov, napr. �elezo a iné zvy�ujú proces tvorby re-
aktívnych foriem kyslíka (Cavallini a spol., 1979; Ïuraèková
a spol., 1993; Dean a Nicholson, 1994; Kakkar, 1996).

Z výsledkov mnohých autorov vyplýva, �e molekulovým me-
chanizmom niektorých peèeòových chorôb pri nadmernom zvý-
�ení hladiny �eleza je porucha antioxidaènej schopnosti mitochon-
drií (Hermes-Lima a spol., 1995; Britton, 1996; Treem a Sokol,
1998; Jakus a Lopuchová, 1999). Antioxidaèná schopnos� je schop-
nos� mitochondrií detoxikova� reaktívne formy kyslíka, závislá od
aktivity superoxiddismutázy (SOD), glutatiónperoxidázy (GPx),
glutatiónreduktázy (GR) a katalázy (Magálová, 1994; Volkovová
a spol., 1996; Ïuraèková, 1998).

�elezo Fe2+ je jedným z iniciaèných stresových faktorov von-
kaj�ieho prostredia (Morimito a spol., 1997), ktorý interaguje s in-
taktnými peèeòovými mitochondriami so sukcinátom ako substrá-
tom (Taylor a spol., 1995), èo potvrdili aj na�e výsledky. Pridanie
Fe2+-EDTA v koncentrácii 150 mmol/mg mitochondriálnej biel-
koviny (obr. 1) oproti kontrole (100 %) takmer nezmenilo � iba
�tatisticky nevýznamne zvý�ilo na 104 % spotrebu kyslíka v stave
4 (bez prídavku ADP). Naproti tomu, respiráciu v stave 3 (s prí-
davkom ADP) oproti kontrole, zní�il na 82 %, èo je v zhode s vý-
sledkami publikovanými v prácach Cavalliniho a spol. (1979) aj
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Fig. 2. Changes in ATPase activity in rat liver mitochondria (%) in
dependence on Fe2+-EDTA concentration. Absolute values of activity
ATSase determined in mmol Pi/mg protein/min were statistically eva-
luated by Student t-test on the level of significance p<0.05, in the figu-
res marked by asterisk. From these results relative percentage have
been calculated for comparison with control values (100 %). The K �
control group (mitochondria without addition Fe2+-EDTA), contained
7 samples. Every experimental group (mitochondria after addition
Fe2+-EDTA) contained 7 samples.
Obr. 2. Zmeny aktivity ATPázy peèeòových mitochondrií potkana (v %)
v závislosti od koncentrácie Fe2+-EDTA. Absolútne hodnoty aktivity
ATPázy boli vypoèítané v mmol Pi/mg bielkoviny/min. Boli �tatisticky
vyhodnotené Studentovým t-testom na hladine významnosti p<0,05,
na obrázkoch oznaèené hviezdièkou. Z takto získaných výsledkov boli
vypoèítané relatívne percentá oproti hodnotám kontrol, ktoré sa po-
kladali za 100 %. K � kontrolná skupina (mitochondrie bez prídavku
Fe2+-EDTA) obsahovala 7 vzoriek. Ka�dá experimentálna skupina (mi-
tochondrie s prídavkom Fe2+-EDTA) obsahovala 7 vzoriek.

Fig. 1. Changes in oxygen consumption in rat liver mitochondria (%)
in dependence on Fe2+-EDTA concentration. Oxygen consumption
absolute values determined in mmol/mg protein/min were statistical-
ly evaluated by Student t-test on the level of significance p<0.05, in
the figures marked by asterisk. From these results relative percentage
have been calculated for comparison with control values (100 %).
The K � control group (mitochondria without addition Fe2+-EDTA),
contained 7 samples. Every experimental group (mitochondria after
addition Fe2+-EDTA) contained 7 samples.
Obr. 1. Zmeny spotreby kyslíka peèeòových mitochondrií potkana (v %)
v závislosti od koncentrácie Fe2+-EDTA. Absolútne hodnoty spotreby
kyslíka boli vypoèítané v mmol/mg bielkoviny/min. Boli �tatisticky vy-
hodnotené Studentovým t-testom na hladine významnosti p<0,05, na
obrázkoch oznaèené hviezdièkou. Z takto získaných výsledkov boli vy-
poèítané relatívne percentá oproti hodnotám kontrol, ktoré sa pokla-
dali za 100 %. K � kontrolná skupina (mitochondrie bez prídavku
Fe2+-EDTA) obsahovala 7 vzoriek. Ka�dá experimentálna skupina (mi-
tochondrie s prídavkom Fe2+-EDTA) obsahovala 7 vzoriek.

Fig. 3. Changes in superoxiddismutase (SOD) activity in rat liver mi-
tochondria (%) in dependence on Fe2+-EDTA concentration. Absolu-
te values of activity SOD determined in A/kg protein/min were statis-
tically evaluated by Student t-test on the level of significance p<0.05,
in the figures marked by asterisk. From these results relative percen-
tage have been calculated for comparison with control values (100
%). The K � control group (mitochondria without addition Fe2+-
EDTA), contained 7 samples. Every experimental group (mitochon-
dria after addition Fe2+-EDTA) contained 7 samples.
Obr. 3. Zmeny aktivity superoxiddismutázy (SOD) peèeòových mito-
chondrií potkana (v %) v závislosti od koncentrácie Fe2+-EDTA. Ab-
solútne hodnoty aktivity SOD boli vypoèítané ako A/kg bielkoviny/
min. Boli �tatisticky vyhodnotené Studentovým t-testom na hladine
významnosti p<0,05, na obrázkoch oznaèené hviezdièkou. Z takto
získaných výsledkov boli vypoèítané relatívne percentá oproti hod-
notám kontrol, ktoré sa pokladali za 100 %. K � kontrolná skupina
(mitochondrie bez prídavku Fe2+-EDTA) obsahovala 7 vzoriek. Ka�-
dá experimentálna skupina (mitochondrie s prídavkom Fe2+-EDTA)
obsahovala 7 vzoriek.

Fig. 4. Changes in glutathione reductase (GR) activity in rat liver mi-
tochondria (%) in dependence on Fe2+-EDTA concentration. Absolu-
te values of activity SOD determined in Ai/mol/sec/kg protein were
statistically evaluated by Student t-test on the level of significance
p<0.05, in the figures marked by asterisk. From these results relative
percentage have been calculated for comparison with control values
(100 %). The K � control group (mitochondria without addition Fe2+-
EDTA), contained 7 samples. Every experimental group (mitochon-
dria after addition Fe2+-EDTA) contained 7 samples.
Obr. 4. Zmeny aktivity glutatiónreduktázy (GR) peèeòových mito-
chondrií potkana (v %) v závislosti od koncentrácie Fe2+-EDTA. Ab-
solútne hodnoty aktivity GR boli vypoèítané ako Ai/mol/s/kg bielko-
viny. Boli �tatisticky vyhodnotené Studentovým t-testom na hladine
významnosti p<0,05, na obrázkoch oznaèené hviezdièkou. Z takto
získaných výsledkov boli vypoèítané relatívne percentá oproti hod-
notám kontrol, ktoré sa pokladali za 100 %. K � kontrolná skupina
(mitochondrie bez prídavku Fe2+-EDTA) obsahovala 7 vzoriek. Ka�-
dá experimentálna skupina (mitochondrie s prídavkom Fe2+-EDTA)
obsahovala 7 vzoriek.
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Deana a Nicholsona z roku 1994, ktorí ukázali, �e EDTA chela-
tuje �elezo. Na�e výsledky kore�pondujú aj so závermi Kakkara
(1996), ktorý ukázal, �e EDTA redukuje iniciaèný oxidaèný stres
a �swelling� mitochondrií spôsobený prídavkom �eleza. Aktivita
ATPázy (obr. 2) zodpovedná za tvorbu energie ATP sa �tatisticky
nevýznamne zvý�ila na 105 %, èo je v dobrej zhode s výsledkami

Trumpera (1989), ktorý zistil, �e v iniciaènej fáze peroxidácie, je
kontrola fluxu Pi, ADP a ATP nezávislá od rýchlosti respirácie
mitochondrií, ale závisí len od funkcie translokátora ATP/ADP.
Aktivita superoxiddismutázy, ktorá sa pova�uje za prvú líniu anti-
oxidaènej obrany (obr. 3), sa signifikantne zní�ila na 77 %, èo
zodpovedá skorým �tádiám oxidaèného stresu, ako ho opisujú vo
svojich prácach Balzan a spol. (1999) a Guanhua a spol. (1998).
Aktivita glutatiónreduktázy (obr. 4) sa signifikantne zvý�ila na
124 %, pravdepodobne v dôsledku zvý�enia hladiny peroxidu
vodíka a následnej zvý�enej koncentrácie oxidovaného glutatió-
nu. Zvý�ená hladina oxidovaného glutatiónu zvy�uje aktivitu en-
zýmu glutatiónreduktázy, ktorý ho premieòa na redukovaný glu-
tatión, s cie¾om zastavi� oxidaèný stres (Magálová, 1994).

Aplikácia Fe2+-EDTA v koncentrácii 300 mmol/mg mitochon-
driálnej bielkoviny mala za následok �tatisticky významnú inhibí-
ciu spotreby kyslíka v oboch stavoch respirácie, v stave 4 na 67
% a v stave 3 na 31 %, pravdepodobne v dôsledku inhibície res-
pirácie mitochondrií, èo je v súlade s výsledkami Taylora a spol.
(1995). Aktivita ATPázy bola takmer nezmenená (104 %), akoby
sa nezmenil transport adenínových nukleotidov a sukcinátu cez
vnútornú mitochondriálnu membránu, kým aktivita SOD bola �ta-
tisticky významne zní�ená na 52 %, rovnako ako v práci Kuratka
(1999), ktorý tento výsledok opisuje ako pokroèilé �tádium oxi-
daèného stresu. Signifikantné zní�enie GR oproti kontrole na 72
%, je v zhode s výsledkami Trumpera a spol. (1989), pod¾a kto-
rých spôsobuje inhibíciu enzýmu GR pravdepodobne vysoká kon-
centrácia vlastného substrátu � oxidovaného glutatiónu. Uvede-
né výsledky kore�pondujú aj so závermi Brittona (1996), ktorého
experimentálne výsledky ukázali, �e zvý�ená koncentrácia iónov
�eleza, ale aj medi (toxické prooxidanty, ktoré indukujú hepatoto-
xicitu) inhibuje oxidaènú fosforyláciu a respiráciu mitochondrií,
zni�uje aktivitu prirodzených antioxidantov, ktorých výsledkom
je oxidaèný stres.

Koncentrácia Fe2+-EDTA 400 mmol/mg mitochondriálnej biel-
koviny vyvolala ve¾mi výraznú �tatisticky významnú inhibíciu
v�etkých sledovaných parametrov. Spotreba kyslíka sa signifikant-
ne zní�ila v stave 4 na 36 %, podobne v stave 3 sa signifikantne
inhibovala na 37 % v dôsledku inhibície respirácie. Aktivita AT-
Pázy sa signifikantne inhibovala na 39 %, èo je v zhode s výsled-
kami Bohmeho a spol. (1980) a mô�e by� výsledkom po�kodenia
transportu sukcinátu, anorganického fosfátu a adenínových nuk-
leotidov cez vnútornú mitochondriálnu membránu. Pod¾a autorov
Robba a spol. (1999) a Veritiho (1999) vedie inhibícia aktivity
ATPázy k nedostatku energie a k aktivácii apoptózy. Aktivita SOD
signifikantne klesla na 17 %, èo pod¾a výsledkov Kuratka (1999)
predstavuje pokroèilé �tádium oxidaèného stresu. Signifikantné
zní�enie aktivity GR na 37 % je pravdepodobne spôsobené nepri-
merane zvý�enou koncentráciou peroxidu vodíka a oxidovaného
glutatiónu (substrátu je viac ako enzýmu).

S týmito výsledkami kore�ponduje aj monitorovanie vonkaj-
�ej mitochondriálnej membrány pomocou analýzy synchrónneho
fluorescenèného fingerprintu (obr. 5).

Vrstevnicová mapa vytvorená zo série synchrónnych fluores-
cenèných spektier graficky definuje zlo�itý biologický materiál
ako celok (Phelan, 1994; Ku�nír a spol., 1998; Dubayová a spol.,
1998).

Vzájomné porovnanie vrstevnicových máp v rozptylovej a flu-
orescenènej oblasti umo�òuje odhali� rozdiely medzi skúmanými

Fig. 5. The 3-D synchronous fluorescence spectrum of diluted mixture
of isolated rat liver mitochondria (10 µl/10 ml of respiration medium).
Spectral changes indicate the participation of outer mitochondrial
membrane in the Fe2+-EDTA ions effects. Natural fluorophores of mem-
brane are hidden more due to supposed membrane folding. A � con-
trol group, B � after addition 150 mmol Fe2+-EDTA, C � after addi-
tion 300 mmol Fe2+-EDTA, D � after addition 400 mmol Fe2+-EDTA).
Obr. 5. Synchrónne fluorescenèné spektrum zriedenej zmesi izolovaných
peèenových mitochondrií potkana (10 µl/10 ml dýchacieho média). Zmeny
v spektre indikujú úèas� vonkaj�ej mitochondriálnej membrány pri úèin-
ku iónov Fe2+-EDTA. Prirodzené fluorofóry membrány sú pravdepodob-
ne viac skryté z dôvodu priestorových zmien membrány. A � kontrola,
B � po prídavku 150 mmol Fe2+-EDTA, C � po prídavku 300 mmol
Fe2+-EDTA, D � po prídavku 400 mmol Fe2+-EDTA).
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materiálmi (Dubayová a spol., 1999). Obrázok 5a graficky cha-
rakterizuje suspenziu mitochondrií peèene potkana v dýchacom
médiu bez prídavku Fe2+-EDTA. Graficky definuje stav vonkaj�ej
mitochondriálnej membrány. Oblas� deltalambda= 15�30 nm
zachytáva rozptylové javy (rozptyl svetla na povrchu mitochon-
drií). Hustota vrstevníc v tejto oblasti je vysoká, èo predstavuje
vysokú intenzitu fluorescencie, tak�e mitochondrie sú nezmene-
né, správajú sa na fluorescenènom spektre (obr. 5a) ako ve¾ké èas-
tice. Rozdiel vlnových då�ok v oblasti >30 nm zaznamenáva na-
tívnu fluorescenciu jednotlivých zlo�iek povrchu mitochondrií.
Vrstevnice sú husté, fluorescencia je ve¾mi charakteristická pre
mitochondrie po izolácii. Tento záznam (obr. 5a) pova�ujeme za
�tandard, s ktorým porovnávame ostatné vrstevnicové mapy zme-
nené v dôsledku prídavku FeSO

4
-EDTA (obr. 5b, 5c, 5d). Zvy�o-

vaním koncentrácie FeSO
4 
dochádza k zmene vrstevnicovej mapy

v oboch oblastiach � rozptylovej aj fluorescenènej, èo znamená
zmenu povrchu vonkaj�ej mitochondriálnej membrány. Zazname-
nali sme postupný pokles intenzity fluorescencie v rozptylovej
i fluorescenènej oblasti záznamu (obr. 5b, 5c, 5d), èo indikuje
zmeny na povrchu mitochondrií a� ich prípadný rozpad. Najvý-
raznej�ie zmeny v rozptylovej i fluorescenènej oblasti sme zazna-
menali na (obr. 5d), výrazné zní�enie rozptylu aj fluorescencie je
pravdepodobne dôkazom straty integrity mitochondrií a rozru�e-
nia vonkaj�ej mitochondriálnej membrány. Mô�e to by� dôsledok
oxidaèného stresu a mo�nej iniciácie apoptózy, èo podporuje na�e
výsledky, pri ktorých sme zistili, �e koncentrácia Fe2+-EDTA 400
mmol/mg mit. bielkovín signifikantne inhibovala aktivity v�etkých
enzýmov, ktoré sme v tejto práci sledovali.

Uvedené experimentálne výsledky predstavujú model pôso-
benia reaktívnych foriem kyslíka na tvorbu energie v mitochon-
driách peèene. Tieto výsledky sú v zhode s teoretickými výsled-
kami opísanými v práci Wallaceho (1999). Na základe hodnôt jed-
notlivých parametrov mo�no kon�tatova�, �e aplikované koncen-
trácie Fe2+-EDTA pôsobili ako prooxidanty. V prvej fáze ióny
Fe2+-EDTA vyvolávajú mierne odpojenie respirácie od fosforylá-
cie. Výsledkom je zní�ená tvorba ATP, tvorba reaktívnych foriem
kyslíka a zvý�ená aktivita antioxidaèného systému mitochondrie.
Pri vy��ích koncentráciách Fe2+-EDTA je inhibovaný prirodzený
antioxidaèný systém a prejavuje sa ve¾mi nízka respirácia i fosfo-
rylácia. Vysoká koncentrácia reaktívnych foriem kyslíka a nízka
produkcia energie vyvolávajú oxidaèné po�kodenie proteínov, li-
pidov mitochondrií, poru�enie výmeny ADP/ATP a stratu mem-
bránového potenciálu. Výsledkom je zvý�ená priepustnos� von-
kaj�ej membrány mitochondrií, pre látky z vonkaj�ieho prostre-
dia aj pre dôle�ité zlo�ky oxidaènej fosforylácie, ktorých únik z mi-
tochondrie aktivuje produkciu faktorov, ktoré prispievajú
k apoptóze bunky.

Záver

V práci bol demon�trovaný modelový pokus oxidaèného po-
�kodenia mitochondrií potkana prídavkom Fe2+-EDTA v stúpajú-
cich koncentráciách. Rôzne druhy reaktívnych foriem kyslíka (su-
peroxidový radikál, peroxid vodíka a hydroxylový radikál) a prav-
depodobne stopové mno�stvá endogénneho trojmocného �eleza sa
zúèastòujú na reakciách peroxidácie (Mimnauch a spol., 1985). Zo
súboru výsledkov vyplýva, �e medzi koncentráciou Fe2+-EDTA a po-
�kodením energetiky mitochondrií je jednoznaèná súvislos�. Potvr-

dil sa predpoklad, �e soli �eleza majú in vitro silný prooxidaèný
úèinok, ako kovy sú pre bunku toxické. Redukované Fe2+ mô�e ma�
v bunke úlohu katalyzátora v reakciách, ktoré indukujú v bunke
tvorbu vo¾ných radikálov. Vo¾né radikály kyslíka po�kodia bunkové
lipidy, nukleové kyseliny, proteíny, a sacharidy, èo po�kodí funkciu
a integritu bunky. Z na�ich výsledkov vyplýva, �e koncentrácia Fe2+

400 mmol/mg bielkoviny pravdepodobne vyvoláva u� ve¾mi vá�ne
po�kodenie ako výsledok oxidaèného stresu, s následkom vyrade-
nia prirodzených antioxidaèných systémov mitochondrií, vyvolá-
vajú zmeny na povrchu mitochondrií, a� ich prípadný rozpad, ktorý
mô�e by� sprevádzaný aj ïal�ími ne�pecifickými de�trukènými pro-
cesmi. Tomu zodpovedajú aj zmeny zachytené metódou analýzy syn-
chrónneho fluorescenèného fingerprintu.
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