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Mitochondria a transmembranovy
potencial AW

Mitochondria ako energetické centrum bunky
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lonoveé kanaly a redoxna regulacia

 Mitochondriové chloridové ionové kanaly (MitoCl) —
uloha v redoxnej signalizacii a apoptotickych
procesoch

 ROS — poskodenie proteinov NH,
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Obr. 1. (A) Redukovana forma glutatiénu (GSH). (B) Oxidovana forma glutatién-disulfid (GSSG).
(dostupné na https://en.wikipedia.org/wiki/Glutathione a
https://en.wikipedia.org/wiki/Glutathione disulfide)




lonoveé kanaly a redoxna regulacia

* Ditiotreitol (DTT) — reduktant disulfidovych

vazieb

Obr. 2. (A) Struktdrny
vzorec DTT. (B) Priebeh
redukcie disulfidovej
vazby v pritomnosti DTT.
(dostupné na
https://en.wikipedia.org
/wiki/Dithiothreitol)




Ciel prace

* Preskimat ucinok roznych pomerov
redukovanej (GSH) a oxidovanej (GSSG) formy
glutationu a réznych koncentracii ditiotreitolu
(DTT) na zakladné biofyzikalne vlastnosti
chloridovych kanalov mitochondrii izolovanych
zo srdca potkana

* Preskimat napatovu zavislost chloridovych
kanalov mitochondrii izolovanych zo srdca
potkana




Material a metody

* Mitochondrie izolované zo sfdc potkanov kmena Wistar
* BLM metdda (z angl. bilayer/black lipid membrane)

trans elektroda

(aktivna) cis elektroda
(uzemnena)
polystyrénova komorka \ /
trans

perfuzna strickacka l agarove mostiky

©,
b Cis, _
: ' perflizna strickacka
Obr. 3. Diferencialna centrifugacia v
Percolllgradievnte: pomocou ktorelj teflénova vanicka
sme ziskali Cistu mitochondriovu
frakciu (odoberand vrstva oznacend Obr. 4. Schéma aparatury BLM.

Sipkou).



Vysledky



Vplyv roznych pomerov GSH:GSSG

e Vplyv roznych pomerov GSH:GSSG sme
testovali postupnym pridavanim GSSG do
5 mmol/l GSH do cis aj trans strany

* Fyziologicke koncentracie GSH v bunke 1 -
10 mmol/I



Vplyv roznych pomerov GSH:GSSG
Z cis strany

-V charakteristika
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Obr. 5. Vplyv réznych pomerov GSH a GSSG na I-V charakteristiku chloridového kanalu z cis
strany (ukdzkovad 1-V charakteristika). Ciary sa prekryvaju a su takmer identické, uvedené
pomery GSH:GSSG nemaju vplyv na vlastnosti kanalu. Body boli prelozené regresnou priamkou.



Vplyv roznych pomerov GSH:GSSG
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Obr. 6. Vplyv réznych pomerov GSH:GSSG z cis strany MitoCl kanalu. (A) Hodnoty reverzného
potencialu (jednofaktorovy ANOVA test, 95% konfidencny interval, p = 0,92, stredné hodnoty %
SEM, n = 4). (B) Hodnoty vodivosti kanalu (jednofaktorovy ANOVA test, 95% konfidencény
interval, p = 0,94, stredné hodnoty £ SEM, n = 4).



Vplyv roznych pomerov GSH:GSSG
z trans strany

-V charakteristika
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Obr. 7. Vplyv réznych pomerov GSH a GSSG na |-V charakteristiku chloridového kanalu z trans
strany (ukdzkova |-V charakteristika). Ciary sa prekryvaju a su takmer identické, uvedené
pomery GSH:GSSG nemaju vplyv na vlastnosti kanalu. Body boli prelozené regresnou
priamkou.
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Vplyv roznych pomerov GSH:GSSG
z trans strany
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Obr. 8. Vplyv réznych pomerov GSH:GSSG z trans strany MitoCl kanalu. (A) Hodnoty reverzného
potencialu (jednofaktorovy ANOVA test, 95% konfidencny interval, p = 0,70, stredné hodnoty %
SEM, n = 3). (B) Hodnoty vodivosti kanalu (jednofaktorovy ANOVA test, 95% konfidenény
interval, p = 0,09, stredné hodnoty £ SEM, n = 3).



Vplyv roznych koncentracii DTT z cis
strany
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Obr. 9. Vplyv DTT na I-V charakteristiku chloridového kanalu z cis strany (ukazkova I-V
charakteristika). Ciary sa prekryvaju a su takmer identické, uvedené koncentracie DTT nemaiju
vplyv na vlastnosti kanalu. Body boli prelozené regresnou priamkou.
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Obr. 10. Vplyv roznych koncentracii DTT z trans strany MitoCl kanalu. (A) Hodnoty reverzného
potencialu (jednofaktorovy ANOVA test, 95% konfidencny interval, p = 0,82, stredné hodnoty %
SEM, n = 4). (B) Hodnoty vodivosti kanalu (jednofaktorovy ANOVA test, 95% konfidencény
interval, p = 0,74, stredné hodnoty + SEM, n = 4).



Vplyv roznych koncentracii DTT
z trans strany
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Obr. 11. Vplyv DTT na |-V charakteristiku chloridového kandlu z trans strany (ukazkova I-V
charakteristika). Zmena |-V charakteristiky nastala pri koncentracii 500 umol/I DTT. Body
boli prelozené regresnou priamkou.



Napatova zavislost MitoCl
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Obr. 12. Napatova zavislost chloridovych kanalov mitochondrii izolovanych zo srdca potkana.
Zobrazeny je vztah pravdepodobnosti otvorenia kandlu od aplikovaného napétia (jednofaktorovy
ANOVA test, 95% konfidencny interval, stredné hodnoty + SEM, n = 15).



Zaver

Vysetrili sme vplyv latok GSH:GSSG a DTT na
biofyzikalne vlastnosti mitochondriovych
chloridovych kanalov izolovanych zo srdca
potkana

Rozne pomery GSH:GSSG nemali vplyv ani z cis
ani z trans strany na biofyzikalne vlastnosti MitoCl

Vplyv DTT z cis strany taktiez nemal efekt
Zvysujuca sa koncentracia DTT z trans strany pri
koncentracii 500 pmol/l spdsobila zvysenie
hodnoty reverzného potencialu — avsak nemame
dostatok experimentov



Zaver

Vysledky sme porovnali so studiou Singh a Ashley, 2007, ktori
vsak pouzivali purifikovany protein CLIC4 (Chloride Intracellular
Channel 4)

Nami merané chloridové kanaly sa hodnotou vodivosti (~100 —
120 pS), odlisuju od kanalov v studii Littler a kol. (~30 pS), preto
latky GSH:GSSG a DTT nemuseli mat vplyv na biofyzikalne
vlastnosti kanalu - Zavislost od podmienok

Nase vysledky mo6ziu byt podporené nedavnou Studiou
Ponnalagu a kol., ktori ukazali, ze CLIC4 je proteinom OMM a nie
IMM. V IMM sa nachadza CLIC5, ktory vsak doposial nebol
redoxne Studovany a mohol by byt totozny s nami Studovanym
MitoCl kanalom

Napatova zavislost — nacrtnutie dalSej moznej oblasti vyskumu
MitoCl



Dakujem za pozornost.
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