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Fe’*-INDUCED OXIDATIVE PROCESSES IN RAT LIVER MITOCHONDRIA

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

OXIDACNE PROCESY MITOCHONDRII PECENE POTKANA INDUKOVANE Fe?*

Abstract

Tomeckova V, Barnova E, Guzy J, Chavkova Z, Marekova M,
Dubayova K, Kusnir J:

Fe**-induced oxidative processes in rat liver mitochondria
Bratisl Lek Listy 2000; 101 (4): 213-218

The study investigated the prooxidative in vitro effect of va-
rious Fe?-EDTA concentrations on biochemical parameters
of the energetic metabolism of rat liver mitochondria. Fe?*-
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 Fe**/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 Fe?*/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 Fe**/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.

Abstrakt

Tomeckova V., Barnova E., Guzy J., Chavkova Z., Marekova M.,
Dubayova K., Kusnir J.:

Oxidaéné procesy mitochondrii pecene potkana indukované Fe?*
Bratisl. lek. Listy, 101, 2000, ¢. 4, s. 213-218

Autori sledovali prooxida¢ny G¢inok réznych koncentracii Fe?'-
EDTA na niektoré biochemické parametre energetického meta-
bolizmu mitochondrii pecene potkanov in vitro. Pridanie Fe**-
EDTA bolo v koncentraciach 150, 300 a 400 mmol/mg mit.
bielkoviny. Sledovali spotrebu kyslika v stave 4 (bez pridania
ADP) a v stave 3 (s pridavkom ADP) na substrat sukcinat, akti-
vitu ATPazy, superoxiddismutdzy (SOD) a glutationreduktazy.
Sucasne monitorovali dynamiku vonkajSej mitochondridlnej
membrany pomocou analyzy synchronneho fluorescen¢ného
fingerprintu.

Zo ziskanych vysledkov vyplyva, ze koncentracia Fe* 150
mmol/mg mit. bielkovin spotrebu kyslika v stave 4 oproti kon-
trole len $tatisticky nevyznamne zvysila (104 %), kym spotreba
kyslika v stave 3 bola oproti kontrole znizena na 82 %. Aktivita
ATPazy bola takmer nezmenena oproti kontrole (105 %), kym
aktivita superoxiddismutazy bola signifikantne znizend na 77 %.
Aktivita glutationreduktazy bola signifikantne zvySena na 124
%. Pridanie 300 mmol Fe**/mg mit. bielkoviny malo za nasledok
inhibiciu respiracie v oboch stavoch, v stave 4 na 67 % a v sta-
ve 3 na 31 %. Aktivita ATPazy bola oproti kontrole len velmi
malo zvySena (104 %). Aktivita superoxiddismutazy bola signi-
fikantne zniZzend na 52 % a glutationreduktazy na 72 %. Kon-
centracia 400 mmol Fe**/mg mit. bielkovin vyvolala silnt inhi-
biciu spotreby kyslika na 36 % v stave 4, podobne na 37 %
v stave 3. Aktivita ATPazy sa Statisticky vyznamne znizila na
39 %, aktivita superoxiddismutazy na 17 % a glutationredukta-
zy na 37 %.

S uvedenymi vysledkami koresponduju aj vysledky monitorova-
nia vonkaj$ej mitochondridlnej membrany pomocou analyzy
synchrénneho fluorescenéného fingerprintu. (Obr: 5, lit. 12.)
KIicové slova: mitochondria, biologické oxidacie, synchrénny
fluorescencny fingerprint.
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Reaktivne formy kyslika (O,", H,0,, OH") sa v organizme
tvoria v mnohych fyziologickych procesoch. St vychytavané pri-
rodzenymi detoxika¢nymi systémami organizmu. Ak vznika z ne-
jakych pricin va¢sie mnozstvo tychto reaktivinych metabolitov a de-
toxika¢né mechanizmy ich nedokazu eliminovat, vysledkom je
spustenie refazovych radikalovych reakcii, ktorych toxické konecné
produkty poskodia biologicky dolezité molekuly, narusia integri-
tu buniek a tkaniv, ¢o ma negativny vplyv na cely organizmus.
Vysledkom je oxidacny stres, ktory indukuje vznik patologickych
stavov. Poznanie presného mechanizmu tc¢inku reaktivnych meta-
bolitov kyslika, ich suvislost s dal$imi procesmi, ktoré sa uplat-
nuju pri vzniku patologického stavu, je velmi doélezité pre dia-
gnostiku, prevenciu i lie¢bu ochoreni, ktoré boli vyvolané oxi-
dacnym stresom.

Mitochondrie su organely, ktoré mézu iniciovat endogénnu
tvorbu reaktivnych foriem kyslika (Loschen a spol., 1971). V mi-
tochondriach je lokalizovany dychaci retazec, ktory pozostava zo
systému prenasacov elektronov pri oxida¢nych reakciach. Ak je
transport elektronov inhibovany, elektrény sa akumuluju na urci-
tej pozicii prenasacov retazca, odkial mézu byt prenesené na kys-
lik a tvorit koncové toxické metabolity oxida¢nej fosforylacie:
superoxidovy radikal (O,"), ktory vytvara peroxid vodika H,O,
a v pritomnosti redukovanych prechodnych kovov napr. (Fe*") sa
meni na hydroxylovy radikal (OH™).

02+ [SI 02'7
0 +2H - HO,
H,0,+ Fe* - 20H" + Fe**

Vychadzajuc z uvedeného postavili sme si stanovili ulohu sle-
dovat zmeny niektorych parametrov (oxidacného) energetického
metabolizmu mitochondrii po pridani roznych koncentracii FeSO,-
EDTA (Racay a spol., 1998; Kaplan a spol., 1997) ako modelu na
vyvolanie zvySenej tvorby reaktivnych foriem kyslika. Stucasne
sme monitorovali v suspenzii mitochondrii zmeny vonkajsej mi-
tochondrialnej membrany po vplyve Fe?’-EDTA pomocou analy-
zy synchronneho fluorescencéného fingerprintu.

Material a metody

V praci sme pouzili potkany Standardného chovu, jednotného
pohlavia — samicky rodu Wistar s hmotnostou 200—250 g. Zvie-
rata sme usmrtili dekapitaciou, mitochondrie sme izolovali podla
Johnsona a Lardyho (1967) a rozdelili sme ich do dvoch skupin
(kontrolnej a experimentalnej). Kazdu skupinu tvorilo 7 vzoriek.
K experimentalnej skupine mitochondrii sme pridali roztok FeSO,-
EDTA, kde koncentracia EDTA bola 10 mmol/l a pouzili sme
koncentracie FeSO, 150, 300, a 400 mmol/mg mitochondrialne;
bielkoviny. Sledovali sme nasledujuce parametre:

1. spotrebu kyslika v stave 4 (bez pridavku ADP) a v stave 3
(po pridani ADP) elektrédou Clarkovho typu na substrat suk-
cinat, ktory mal koncentraciu 0,5 mol/l,

2. aktivitu ATPazy (E.C.3.6.1.3) podla Meisnera (1974),

3. aktivitu superoxiddismutazy (E.C.1.15.1.1) podla Schapero-
vej a spol. (1986),

4. aktivitu glutationreduktazy (E.C.1.6.4.2) podla Calberga
a Mannervika (1985),

5. koncentraciu bielkovin v mitochondridch sme ur¢ili podla Har-
treeho (1972).

Ziskané vysledky sme vypocitali ako spotrebu kyslika v mmol/
mg bielkoviny/min v oboch stavoch respirdcie (v stave 3 a v sta-
ve 4), aktivitu ATPazy v mmol Pi/mg bielkoviny/min, aktivitu
superoxiddismutazy ako A/kg bielkoviny/min a aktivitu glutation-
reduktazy ako A/mol/sek/kg bielkoviny. Ziskané absolitne hod-
noty sme $tatisticky vyhodnotili Studentovym t-testom na hladine
vyznamnosti p<0,05. Z takto ziskanych vysledkov sme vypocita-
li relativne percenta zmien oproti hodnotdm kontrol, ktoré sa po-
kladali za 100 %.

Sucasne sme monitorovali dynamiku vonkajsej mitochondrial-
nej membrany pomocou metddy synchrénneho fluorescenéného
fingerprintu (Phelan, 1994; Kusnir a spol., 1998; Dubayova a spol.,
1998, 1999).

Synchrénne fluorescencné spektra sme snimali s konstantne
nastavenym rozdielom vinovych dizok medzi excitaénym a emis-
nym monochromatorom deltalambda= 15, 30, 45, 60, 90 nm. Vrs-
tevnicové mapy boli vytvorené pocitacovym spracovanim grafic-
kych zaznamov synchréonnych spektier usporiadanych v priestore
za sebou ako kolmy priemet trojrozmerného utvaru. Jedna vrstev-
nica predstavuje hodnotu relativnej fluorescencie 100. Vrstevnica
je Ciara, ktora spaja body s rovnakou hodnotou fluorescencie.

Vysledky a diskusia

V sucasnosti je zname, ze oxidacny stres sa zicastiiuje na vzni-
ku mnohych patologickych neurodegenerativnych procesov, ako
je Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba, ako aj na fyzio-
logickych procesoch starnutia (Cardoso a spol., 1999). Je zname,
ze pri tychto procesoch maju délezitu Glohu reaktivne formy kys-
lika (Taylor a spol., 1995). Postupnym vysledkom molekulového
mechanizmu oxida¢ného stresu je inhibicia termindlneho respi-
ra¢ného retazca, inhibicia aktivity ATPazy (Bohme a spol., 1980),
poskodenie mitochondridlnej membrany — ,,swelling®, nevratna
repolarizacia mitochondridlnej membrany, strata membranového
potencialu (Reinheckel a spol., 1998), zanik mitochondrii a akti-
vacia apoptozy (Masini a spol., 1985; Robb a spol., 1999). I6ny
prechodnych kovov, napr. Zelezo a iné zvySuju proces tvorby re-
aktivnych foriem kyslika (Cavallini a spol., 1979; Durackova
a spol., 1993; Dean a Nicholson, 1994; Kakkar, 1996).

Z vysledkov mnohych autorov vyplyva, Ze molekulovym me-
chanizmom niektorych peceniovych chordéb pri nadmernom zvy-
Seni hladiny Zeleza je porucha antioxida¢nej schopnosti mitochon-
drii (Hermes-Lima a spol., 1995; Britton, 1996; Treem a Sokol,
1998; Jakus a Lopuchova, 1999). Antioxida¢na schopnost je schop-
nost mitochondrii detoxikovat reaktivne formy kyslika, zavisla od
aktivity superoxiddismutazy (SOD), glutationperoxidazy (GPx),
glutationreduktazy (GR) a katalazy (Magalova, 1994; Volkovova
a spol., 1996; Durackové, 1998).
kajsieho prostredia (Morimito a spol., 1997), ktory interaguje s in-
taktnymi pe¢enovymi mitochondriami so sukcindtom ako substra-
tom (Taylor a spol., 1995), ¢o potvrdili aj nase vysledky. Pridanie
Fe?*-EDTA v koncentracii 150 mmol/mg mitochondrialnej biel-
koviny (obr. 1) oproti kontrole (100 %) takmer nezmenilo — iba
Statisticky nevyznamne zvysilo na 104 % spotrebu kyslika v stave
4 (bez pridavku ADP). Naproti tomu, respirdciu v stave 3 (s pri-
davkom ADP) oproti kontrole, znizil na 82 %, ¢o je v zhode s vy-
sledkami publikovanymi v pracach Cavalliniho a spol. (1979) aj
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Fig. 1. Changes in oxygen consumption in rat liver mitochondria (%)
in dependence on Fe?*-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 Fe?*-EDTA),
contained 7 samples. Every experimental group (mitochondria after
addition Fe*’-EDTA) contained 7 samples.

Obr. 1. Zmeny spotreby kyslika pecefiovych mitochondrii potkana (v %)
v zavislosti od koncentracie Fe?*-EDTA. Absolitne hodnoty spotreby
kyslika boli vypocitané v mmol/mg bielkoviny/min. Boli Statisticky vy-
hodnotené Studentovym t-testom na hladine vyznamnosti p<0,05, na
obrazkoch oznadené hviezdi¢kou. Z takto ziskanych vysledkov boli vy-
pocitané relativne percenta oproti hodnotam kontrol, ktoré sa pokla-
dali za 100 %. K — kontrolna skupina (mitochondrie bez pridavku
Fe*-EDTA) obsahovala 7 vzoriek. Kazd4 experimentilna skupina (mi-
tochondrie s pridavkom Fe?*-EDTA) obsahovala 7 vzoriek.
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Fig. 3. Changes in superoxiddismutase (SOD) activity in rat liver mi-
tochondria (%) in dependence on Fe?*-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 Fe?'-
EDTA), contained 7 samples. Every experimental group (mitochon-
dria after addition Fe**~-EDTA) contained 7 samples.

Obr. 3. Zmeny aktivity superoxiddismutazy (SOD) pecefiovych mito-
chondrii potkana (v %) v zavislosti od koncentracie Fe**~-EDTA. Ab-
solitne hodnoty aktivity SOD boli vypocitané ako A/kg bielkoviny/
min. Boli $tatisticky vyhodnotené Studentovym t-testom na hladine
vyznamnosti p<0,05, na obrazkoch oznacené hviezdickou. Z takto
ziskanych vysledkov boli vypoc¢itané relativne percenta oproti hod-
notam Kontrol, ktoré sa pokladali za 100 %. K — Kontrolna skupina
(mitochondrie bez pridavku Fe?’-EDTA) obsahovala 7 vzoriek. Kaz-
d4 experimentalna skupina (mitochondrie s pridavkom Fe*’-EDTA)
obsahovala 7 vzoriek.
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Fig. 2. Changes in ATPase activity in rat liver mitochondria (%) in
dependence on Fe?*-EDTA concentration. Absolute values of activity
ATSase determined in mmol P/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 Fe?*-EDTA), contained
7 samples. Every experimental group (mitochondria after addition
Fe?-EDTA) contained 7 samples.

Obr. 2. Zmeny aktivity ATPazy pecenovych mitochondrii potkana (v %)
v zavislosti od koncentracie Fe?-EDTA. Absoliutne hodnoty aktivity
ATPazy boli vypocitané v mmol P/mg bielkoviny/min. Boli Statisticky
vyhodnotené Studentovym t-testom na hladine vyznamnosti p<0,05,
na obrazkoch oznacené hviezdickou. Z takto ziskanych vysledkov boli
vypocitané relativne percenta oproti hodnotam kontrol, ktoré sa po-
kladali za 100 %. K — kontrolna skupina (mitochondrie bez pridavku
Fe?*-EDTA) obsahovala 7 vzoriek. Kazda experimentalna skupina (mi-
tochondrie s pridavkom Fe?*-EDTA) obsahovala 7 vzoriek.
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Fig. 4. Changes in glutathione reductase (GR) activity in rat liver mi-
tochondria (%) in dependence on Fe**-EDTA concentration. Absolu-
te values of activity SOD determined in A/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 Fe?*-
EDTA), contained 7 samples. Every experimental group (mitochon-
dria after addition Fe**-EDTA) contained 7 samples.

Obr. 4. Zmeny aktivity glutationreduktazy (GR) peenovych mito-
chondrii potkana (v %) v zavislosti od koncentracie Fe**-EDTA. Ab-
sohitne hodnoty aktivity GR boli vypocitané ako A /mol/s/kg bielko-
viny. Boli $tatisticky vyhodnotené Studentovym t-testom na hladine
vyznamnosti p<0,05, na obrazkoch oznacené hviezdickou. Z takto
ziskanych vysledkov boli vypocitané relativne percenta oproti hod-
notam Kkontrol, ktoré sa pokladali za 100 %. K — kontrolna skupina
(mitochondrie bez pridavku Fe**-EDTA) obsahovala 7 vzoriek. Kaz-
d4 experimentilna skupina (mitochondrie s pridavkom Fe**-EDTA)
obsahovala 7 vzoriek.
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Fig. 5. The 3-D synchronous fluorescence spectrum of diluted mixture
of isolated rat liver mitochondria (10 pl/10 ml of respiration medium).
Spectral changes indicate the participation of outer mitochondrial
membrane in the Fe?**~-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 Fe**-EDTA, C — after addi-
tion 300 mmol Fe?-EDTA, D — after addition 400 mmol Fe?*-EDTA).
Obr. 5. Synchrénne fluorescenéné spektrum zriedenej zmesi izolovanych
pecenovych mitochondrii potkana (10 pl/10 ml dychacieho média). Zmeny
v spektre indikuju ucast vonkajSej mitochondrialnej membrany pri u¢in-
ku i6nov Fe**-EDTA. Prirodzené fluoroféry membrany st pravdepodob-
ne viac skryté z dovodu priestorovych zmien membrany. A — Kkontrola,
B — po pridavku 150 mmol Fe*-EDTA, C — po pridavku 300 mmol
Fe?*-EDTA, D — po pridavku 400 mmol Fe*-EDTA).

Deana a Nicholsona z roku 1994, ktori ukazali, ze EDTA chela-
tuje zelezo. Nase vysledky koresponduju aj so zavermi Kakkara
(1996), ktory ukazal, ze EDTA redukuje iniciany oxidacny stres
a ,,swelling® mitochondrii spdsobeny pridavkom zeleza. Aktivita
ATPazy (obr. 2) zodpovedna za tvorbu energie ATP sa statisticky
nevyznamne zvysilana 105 %, ¢o je v dobrej zhode s vysledkami

Trumpera (1989), ktory zistil, Ze v iniciacnej faze peroxidacie, je
kontrola fluxu Pi, ADP a ATP nezavisla od rychlosti respiracie
mitochondrii, ale zavisi len od funkcie translokatora ATP/ADP.
Aktivita superoxiddismutazy, ktora sa povazuje za prvu liniu anti-
oxidacnej obrany (obr. 3), sa signifikantne znizila na 77 %, ¢o
zodpoveda skorym S§tadiam oxidacného stresu, ako ho opisuji vo
svojich pracach Balzan a spol. (1999) a Guanhua a spol. (1998).
Aktivita glutationreduktazy (obr. 4) sa signifikantne zvysila na
124 %, pravdepodobne v désledku zvySenia hladiny peroxidu
vodika a naslednej zvySenej koncentracie oxidovaného glutatio-
nu. Zvysena hladina oxidovaného glutationu zvysuje aktivitu en-
zymu glutationreduktazy, ktory ho premiena na redukovany glu-
tation, s cielom zastavit oxidacny stres (Magalova, 1994).

Aplikécia Fe*-EDTA v koncentracii 300 mmol/mg mitochon-
dridlnej bielkoviny mala za nasledok Statisticky vyznamnu inhibi-
ciu spotreby kyslika v oboch stavoch respiracie, v stave 4 na 67
% a v stave 3 na 31 %, pravdepodobne v désledku inhibicie res-
piracie mitochondrii, ¢o je v stlade s vysledkami Taylora a spol.
(1995). Aktivita ATPazy bola takmer nezmenena (104 %), akoby
sa nezmenil transport adeninovych nukleotidov a sukcinatu cez
vnutorni mitochondrialnu membranu, kym aktivita SOD bola §ta-
tisticky vyznamne zniZena na 52 %, rovnako ako v praci Kuratka
(1999), ktory tento vysledok opisuje ako pokrocilé stadium oxi-
dac¢ného stresu. Signifikantné znizenie GR oproti kontrole na 72
%, je v zhode s vysledkami Trumpera a spol. (1989), podIa kto-
rych sposobuje inhibiciu enzymu GR pravdepodobne vysoka kon-
centracia vlastného substratu — oxidovaného glutationu. Uvede-
né vysledky koreSponduju aj so zavermi Brittona (1996), ktorého
experimentalne vysledky ukazali, Ze zvySena koncentracia iénov
Zeleza, ale aj medi (toxické prooxidanty, ktoré indukuju hepatoto-
xicitu) inhibuje oxida¢nu fosforyldciu a respiraciu mitochondrit,
znizuje aktivitu prirodzenych antioxidantov, ktorych vysledkom
je oxidacny stres.

Koncentracia Fe**-EDTA 400 mmol/mg mitochondrialnej biel-
koviny vyvolala velmi vyraznu $tatisticky vyznamnu inhibiciu
vsetkych sledovanych parametrov. Spotreba kyslika sa signifikant-
ne znizila v stave 4 na 36 %, podobne v stave 3 sa signifikantne
inhibovala na 37 % v do6sledku inhibicie respiracie. Aktivita AT-
Pazy sa signifikantne inhibovala na 39 %, ¢o je v zhode s vysled-
kami Bohmeho a spol. (1980) a méze byt vysledkom poskodenia
transportu sukcinatu, anorganického fosfatu a adeninovych nuk-
leotidov cez vnutornt mitochondridlnu membranu. Podla autorov
Robba a spol. (1999) a Veritiho (1999) vedie inhibicia aktivity
ATPazy k nedostatku energie a k aktivacii apoptozy. Aktivita SOD
signifikantne klesla na 17 %, ¢o podla vysledkov Kuratka (1999)
predstavuje pokrocilé stadium oxida¢ného stresu. Signifikantné
znizenie aktivity GR na 37 % je pravdepodobne sposobené nepri-
merane zvySenou koncentraciou peroxidu vodika a oxidovaného
glutatidonu (substratu je viac ako enzymu).

S tymito vysledkami koreSponduje aj monitorovanie vonkaj-
Sej mitochondrialnej membrany pomocou analyzy synchronneho
fluorescen¢ného fingerprintu (obr. 5).

Vrstevnicova mapa vytvorena zo série synchronnych fluores-
cenénych spektier graficky definuje zlozity biologicky material
ako celok (Phelan, 1994; Kusnir a spol., 1998; Dubayova a spol.,
1998).

Vzajomné porovnanie vrstevnicovych méap v rozptylovej a flu-
orescencnej oblasti umoziuje odhalit rozdiely medzi skimanymi
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materialmi (Dubayova a spol., 1999). Obrazok 5a graficky cha-
rakterizuje suspenziu mitochondrii pecene potkana v dychacom
médiu bez pridavku Fe**-EDTA. Graficky definuje stav vonkajsej
mitochondridlnej membrany. Oblast deltalambda= 15—30 nm
zachytava rozptylové javy (rozptyl svetla na povrchu mitochon-
drii). Hustota vrstevnic v tejto oblasti je vysoka, ¢o predstavuje
vysoku intenzitu fluorescencie, takze mitochondrie si nezmene-
né, spravaju sa na fluorescen¢nom spektre (obr. Sa) ako velké Cas-
tice. Rozdiel vlnovych dizok v oblasti >30 nm zaznamenéva na-
tivnu fluorescenciu jednotlivych zloziek povrchu mitochondrii.
Vrstevnice su husté, fluorescencia je velmi charakteristicka pre
mitochondrie po izolacii. Tento zdznam (obr. 5a) povazujeme za
Standard, s ktorym porovnavame ostatné vrstevnicové mapy zme-
nené v dosledku pridavku FeSO,-EDTA (obr. 5b, 5S¢, 5d). ZvySo-
vanim koncentréacie FeSO, dochadza k zmene vrstevnicovej mapy
v oboch oblastiach — rozptylovej aj fluorescenénej, ¢o znamena
zmenu povrchu vonkajsej mitochondrialnej membrany. Zazname-
nali sme postupny pokles intenzity fluorescencie v rozptylovej
i fluorescencnej oblasti zdznamu (obr. 5b, 5c, 5d), ¢o indikuje
zmeny na povrchu mitochondrii az ich pripadny rozpad. Najvy-
raznejsie zmeny v rozptylovej i fluorescencnej oblasti sme zazna-
menali na (obr. 5d), vyrazné znizenie rozptylu aj fluorescencie je
pravdepodobne dokazom straty integrity mitochondrii a rozruse-
nia vonkajSej mitochondrialnej membrany. Mdze to byt dosledok
oxida¢ného stresu a moznej inicidcie apoptdzy, ¢o podporuje nase
vysledky, pri ktorych sme zistili, Ze koncentracia Fe*-EDTA 400
mmol/mg mit. bielkovin signifikantne inhibovala aktivity vSetkych
enzymov, ktoré sme v tejto praci sledovali.

Uvedené experimentalne vysledky predstavuju model pdso-
benia reaktivnych foriem kyslika na tvorbu energie v mitochon-
driach pecene. Tieto vysledky st v zhode s teoretickymi vysled-
kami opisanymi v praci Wallaceho (1999). Na zaklade hodnot jed-
notlivych parametrov mozno konstatovat, ze aplikované koncen-
tracie Fe**~-EDTA poésobili ako prooxidanty. V prvej faze idny
Fe*-EDTA vyvolavaju mierne odpojenie respiracie od fosforyla-
cie. Vysledkom je znizena tvorba ATP, tvorba reaktivnych foriem
kyslika a zvySena aktivita antioxida¢ného systému mitochondrie.
Pri vys8ich koncentracidch Fe?*-EDTA je inhibovany prirodzeny
antioxidacny systém a prejavuje sa velmi nizka respiracia i fosfo-
rylacia. Vysoka koncentracia reaktivnych foriem kyslika a nizka
produkcia energie vyvolavaju oxida¢né poskodenie proteinov, li-
pidov mitochondrii, porusenie vymeny ADP/ATP a stratu mem-
branového potencidlu. Vysledkom je zvySend priepustnost von-
kajsej membrany mitochondrii, pre latky z vonkajsieho prostre-
dia aj pre ddlezité zlozky oxidacnej fosforylacie, ktorych unik z mi-
tochondrie aktivuje produkciu faktorov, ktoré prispievaju
k apoptdze bunky.

Zaver

V préci bol demonstrovany modelovy pokus oxidacného po-
Skodenia mitochondrii potkana pridavkom Fe**-EDTA v stipaju-
cich koncentraciach. R6zne druhy reaktivnych foriem kyslika (su-
peroxidovy radikal, peroxid vodika a hydroxylovy radikal) a prav-
depodobne stopové mnozstva endogénneho trojmocného Zeleza sa
zucastiuju na reakcidch peroxidacie (Mimnauch a spol., 1985). Zo
stiboru vysledkov vyplyva, Ze medzi koncentraciou Fe*-EDTA a po-
Skodenim energetiky mitochondrii je jednoznacna suvislost. Potvr-

dil sa predpoklad, Ze soli Zeleza maju in vitro silny prooxidacny
uéinok, ako kovy st pre bunku toxické. Redukované Fe*" moze mat
v bunke ulohu katalyzatora v reakciach, ktoré indukuju v bunke
tvorbu volnych radikalov. VoIné radikaly kyslika poskodia bunkové
lipidy, nukleové kyseliny, proteiny, a sacharidy, ¢o poskodi funkciu
a integritu bunky. Z nasich vysledkov vyplyva, Ze koncentracia Fe**
400 mmol/mg bielkoviny pravdepodobne vyvolava uz velmi vazne
poskodenie ako vysledok oxida¢ného stresu, s nasledkom vyrade-
nia prirodzenych antioxidaénych systémov mitochondrii, vyvola-
vajui zmeny na povrchu mitochondrii, az ich pripadny rozpad, ktory
moze byt sprevadzany aj dalsimi nesSpecifickymi destrukénymi pro-
cesmi. Tomu zodpovedajti aj zmeny zachytené metddou analyzy syn-
chrénneho fluorescenéného fingerprintu.
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