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Abstrakt

Mitochondrie su typickym prikladom bunkovych
organel, ktorych funkcia je uzko spita
Sudrziavanim redoxnej rovnovahy. Kyslik, ako
jedna z kPaéovych molekul v procese oxidaénej
fosforylacie, je vysoko reaktivna molekula,
zodpovedna za produkciu tzv. reaktivnych
kyslikovych foriem (ROS, z angl. reactive oxygen
species), ktoré mozu ireverzibilne poskodit’ proteiny
aich funkciu v membrane mitochondrii. K tymto
proteinom patria aj idnové kanaly, ktorych porucha
moze spdsobit’ vazne poSkodenie funkcie buniek
alebo dokonca ich smrt. V nasej Stadii sme sa
venovali vylucne iba mitochondriovym
chloridovym kanalom kardiomyocytov izolovanych
zo srdca potkana. Pre ziskanie Cistej frakcie
submitochondriovych vezikal (SMP) sme pouzili
diferencidlnu centrifugiciu v Percoll gradiente. Na
zistovanie jednokanalovych (tzv. ,,single-channel®)
charakteristik sme pouzili metéodu inkorporacie
idnovych kanalov do planarnej lipidovej dvojvrstvy
(BLM, z angl. bilayer/black lipid membrane).
Redoxnu regulaciu tychto kanalov sme sledovali
aplikovanim redukovanej a oxidovanej formy
glutationu (GSH a GSSG) a ditiotreitolu (DTT),
bezne pouzivaného reduktanta disulfidovych
vizieb, na obe strany kanalu (tzv. Cis a trans strana).
Rozne pomery GSH:GSSG zcis atrans strany
nemali efekt, rovnako ako zvySujica sa
koncentracia DTT z cis strany. Koncentracia DTT
500 pmol/l, aplikovana do trans oddielu, sposobila
zvySenie  reverzného  potencialu.  Skumanim
napatovej zavislosti mitochondriovych
chloridovych kanalov sme zistili, Ze st napitovo
zavislé — srasticim kladnym napétim sa zvysila
pravdepodobnost’ otvorenia kandlu Py, Kanaly,
ktoré¢ sme skamali, pravdepodobne nezodpovedaju
proteinu CLIC4. Ked'Zze oxida¢ny stres uzko stvisi
S transmembranovym potencidlom, experimentom
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napitovej zavislosti sme nacrtli dalSiu moznu
oblast vyskumu mitochondriovych chloridovych
kanalov.
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1 Uvod

1.1 Mitochondria a transmembranovy
potencial

Mitochondrie st organely najcastejSie ovalneho
tvaru, nachadzajice sa takmer vo vsetkych
eukaryotickych bunkach. V mitochondriach vznika
najvacsie mnozstvo vyuzitel'nej energie
pochadzajuce;j z metabolizmu sacharidov
amastnych kyselin. Téato energia je néasledne
zabudovana do molekal ATP prostrednictvom
procesu  nazyvaného oxidacna  fosforylacia.
Mitochondria sa skladd zo systému membran —

vonkaj$ej (OMM, zangl. outer mitochondrial
membrane) avnatornej (IMM, zangl. inner
mitochondrial membrane), medzi ktorymi sa

nachadza medzimembranovy priestor (Obr. 1).
IMM tvori vybezky, tzv. kristy, sluziace na
zvacSenie plochy pre prebiehajuce procesy. IMM
vymedzuje velky vnutorny priestor mitochondrie,
tzv. mitochondriovy matrix.

OMM aj IMM sa okrem lipidov skladaju aj
z urcitého mnozstva proteinov. IMM ich obsahuje
viac nez 70%. Medzi tieto proteiny patria aj idnové
kanaly. Su to transmembranové proteiny, ktoré sa
podiel’aji na prenose i6nov z/do mitochondriového
matrixu. V skuto¢nosti je IMM takmer nepriepustna
pre i6ny, okrem H* tvoriaceho hnaciu silu pre vznik
molekul ATP.

Elektricky potencial, vytvarajuci sa v dosledku
nerovnomerného rozlozenia idénov na vonkajsej
a vnutornej strane IMM, vieme urcit’ z Nernstovej
rovnice. Jeho hodnota je -160 mV (negativny



z vnutornej strany), v literatire
hodnota -180 mV [O'Rourke,
Zoratti, 2014].

Porucha transmembranového potencialu
mitochondrie A¥,, mdéze mat pre bunku fatalne
nasledky. Bunky si neustale vystavované stresovym
faktorom, priCom ich poOsobenie najcastejSie
vyustuje do ischemicko-reperfizneho poskodenia
tkaniva a produkcie reaktivnych kyslikovych foriem
(ROS, z angl. reactive oxygen species). Pre
kardiomyocyty je esencidlne udrziavat AYq
a kontinualny prisun ATP. Ischémia myokardu
sposobuje poskodenie mitochondriovej Struktary,
zastavenie produkcie ATP a depolarizaciu IMM
[Nishida et al., 2010]. Zmeny v A¥,, m6zu mat’ za
nasledok dysfunkcie buniek (arytmie,
kardiomyopatie apod.) alebo dokonca odumretie
srdcového tkaniva.
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Obr. 1: Zakladna Struktara mitochondrie.

1.2 Iénové kanaly mitochondrie

Ako sme uz spominali vysSie, v OMM aj IMM sa
nachddza mnozstvo proteinov. Funkcia idnovych
kanalov, ktoré tvoria osobitni skupiny tychto
proteinov, v mnohych pripadoch nie je znama.
O doteraz popisanych iéonovych kanaloch vieme, ze
st kPGCovymi  regulatormi  intracelularnych
signalnych drah, najéastejSie metabolickych drah,
regulécie cytosolického Ca®*, redoxnej signalizacie
a zucastnuju sa na apoptotickom procese bunky
[Ryu et al.,, 2010]. Niektoré kanaly, ako napr.
draslikové, vSak maji aj protektivny ucinok pri
srdcovom ,,preconditioningu® (striedanie kratkych
intervalov ischémie areperfuzie pred dlhym
intervalom ischémie), ktory ma pozitivny vplyv na
obnovenie AY,, [O'Rourke et al., 2005]. V tejto

studii sa budeme venovat iba mitochondriovym
chloridovym (aniénovym) kanalom IMM.

1.3 Anidénové kanaly IMM

e Vnitorny mitochondriovy aniénovy kanal
(IMAC, z angl. inner mitochondrial anion
channel) — pravdepodobne ide o kanal identicky
so 108 pS kanalom (nazyvanym aj angl.
mitochondrial centum picosiemens channel, cpS,
mCtS) a patri medzi prvé kanaly objavené
v mitochondrii [Borecky et al., 1997][Sorgato et
al.,, 1987]. Mitochondriovy cpS kanal bol
objaveny v peéeni, mozgu, srdci a hnedom
tukovom tkanive. Vodivost tohto kandlu sa
pohybuje v tzkom rozmedzi 107 —110 pS
a vodivost’ je zavisla od teploty — meni sa podla
vztahu 1,2 pS/K [Borecky et al., 1997]. IMAC je
mierne  selektivny pre chloridové iony,
Pc/Pk~ 4,5 [Beavis a Powers, 2004]. Kanal je
citlivy na teplotu, zmenu pH a je inhibovany
ionmi Mg* a H' [Beavis a Garlid, 1987].
Mastné kyseliny, ako napr. kyselina myristova,
zvySuju permeabilitu IMM [Schonfeld et al.,
2004]

e Chloridovy vnitrobunkovy kanal (CLIC,
mtCLIC, zangl. chloride intracellular
channel) - prvym identifikovanym CLIC
vV l'udskom tele bol CLIC4 (nazyvany aj p64
homolog 1). CLIC proteiny (CLIC1 — CLIC6) sa
mdézu nachddzat vrozpustne] aj integralnej
forme. CLIC4 bol objaveny v mozgu
a oblickach, okrem toho bola CLIC4 mRNA
najdena aj v tkanivach cicavcov ako plica,
pecen, kostrovy sval akoza [Singh a Ashley,
2007]. Vodivost’ kanalu je ~30 pS [Littler et al.,
2005]. CLIC4 je slabo selektivny pre chloridové
aniony, takisto ako CLIC5 (Pk/Pci~2), ktory je
slabo selektivny aj pre kationy [Singh et al.,
2007]. Ponnalagu a kol. zistili, ze CLIC4
a CLIC5 sa nachadzaju v kardiomyocytoch,
CLIC4 je skor proteinom OMM, =zatial co
CLIC5 je proteinom IMM [Ponnalagu et al.,
2016]. CLICA4 je redoxne regulovany, pri¢om nie
je regulovany cytoskeletovym aktinom ako
protein CLIC1 aCLIC5 [Singh a Ashley,
2007][Singh et al., 2007].

e Mitochondriové chloridové kanaly — kanaly
prepustajuce  aniony  ClI°  pochadzajuce
z mitoplastov, ktoré boli skumané véacSinou
metddou rekonstiticie do lipidovej dvojvrstvy.
Tomaskova a kol. uvadzaju selektivitu kanalov
izolovanych Z0 srdca potkana
Pc/Pk=3,68+0,51 s vodivostou ~100 pS,
pri¢om kanély neboli inhibované ionmi Mg®* a
ich napédtova zavislost mala zvonovity tvar
[Tomaskova et al., 2007]. Kanaly st inhibované
stilbénovymi derivatmi [Koszela-Piotrowska et
al., 2007]. Kominkova a kol. uvadzaja vodivost’



chloridovych kanalov z SMP purifikovanych v
Percoll gradiente 130+27pS. Vich stadii
skumali efekt ATP a Mg®, kde vo vicsine
pripadov ATP znizovalo amplitdidu pradu

avodivost tychto kanilov aiéony Mg*
inhibovali a¢inok ATP [Kominkova et al.,
2010].

Chloridové i6nové kanaly zohravaju délezita tlohu
najmé v apoptotickom procese bunky. Overexpresia
CLIC4 indukuje apoptoézu sprostredkovani p53
proteinom — nastava depolarizacia membrany
mitochondrie, uvolnenie cytochromu c a aktivacia
kaspaz [Singh a Ashley, 2007]. Okrem toho sa
CLIC kanaly zacastiiuju aj na kontrole bunkového
cyklu, modulacii ryanodinovych receptorov,
diferenciacii bunky, redoxnej regulacie amaju
funkciu v cytoskelete bunky [Ponnalagu et al.,
2016]. O’Rourke akol. zistili, ze depolarizacia
niekol’kych mitochondrii méze sposobit’ oscilacie
AW¥r, v bunke [O'Rourke et al., 2007]. Mnohé d’alsie
ulohy chloridovych kanalov v bunke nie su eSte
zname alebo vysvetlené a prave preto je potrebné
im venovat’ pozornost’ v dalSom vyskume.

1.4 Redoxna regulacia v mitochondrii
a jej vztah k ibnhovym kanalom

Mitochondria je hlavnym zdrojom ROS v bunke.
V IMM sa nachadzaju komplexy dychacieho
retazca I-IV, ktoré sluzia na transport elektronov.
Pocas respiracie moze vzniknat priblizne 1-2%
superoxidovych  radikdlov  O,”  kvoli  tzv.
»elektronovému  niku“ v komplexe | alebo 111
[Handy a Loscalzo, 2012]. Superoxidové radikaly
su vysoko reaktivne a maju schopnost’ poskodzovat’
dals$ie  molekuly. Preto sa v mitochondrii
nachadzaju antioxida¢né mechanizmy, medzi ktoré
patri aj redukovana forma glutationu (GSH). GSH
sa oxiduje na svoju oxidovant formu glutation-
disulfid (GSSG), ktora méze nasledne vstupovat’ do
reakcie SNADPH  katalyzovanej enzymom
glutation reduktaza (GSR). Produktom tejto reakcie
je opat’ redukovana forma GSH.

Nadmerna produkcia ROS mobze spdsobit
poskodenie proteinov bunky, a teda aj i6novych
kanalov. Cielovymi skupinami pre oxidaciu su
najmé tiolové skupiny cysteinovych zvyskov, ktoré
predstavuju  najreaktivnejSiu  funként  skupinu
proteinového retazca. Oxidaciou tiolovych skupin
vznikaji sulfénové kyseliny, ktoré mézu byt d’alej
modifikované procesmi glutatiolacie a nitrozacie, ¢o
vedie k d’al$ej zmene funkcie proteinov [Bogeski a
Niemeyer, 2014].

Ako sme opisali vysSie, podsobenic ROS
Vv mitochondrii  ovplyviiuje  funkciu proteinov,
v niektorych pripadoch moézu byt ich zmeny
ireverzibilné. Preto sa Vv tejto praci zameriavame aj
na efekt roznych pomerov GSH:GSSG, ako
vyznamného redoxného paru, na chloridové i6nové

kanaly. Ako d’alsiu latku sme si zvolili ditiotreitol
(DTT), najpouzivanejsi reduktant disulfidovych
vézieb. Pouzité experimentalne metddy a vysledky
uvadzame v d’alsich kapitolach.

2 Material a metédy

2.1 lzolacia
vezikul

submitochondriovych

Samce potkanov kmenia Wistar (hmotnost’ priblizne
200 g, vek 8 tyzdnov) boli uspaté jednorazovou
davkou pentobarbitalu (10 mg/100 g zivej vahy).
Zviera bolo vcelkovej anestéze usmrtené
preruSenim krénej miechy. Nasledne sme z hrudnej
dutiny extirpovali srdcia, jemne ich nastrihali na
kasu a homogenizovali pomocou Potter-Elvehjem
homogenizatora (skleny homogenizator s teflo-
novym piestom) (cca. 30 cyklov). Vsetky procesy
sme vykonavali v chladovej miestnosti pri teplote
4 °C. Tkanivo bolo spracovdvané na l'ade. VSetky
vykony boli uskutocnené v stlade s poziadavkami
Slovenskej Statnej potravinovej a veterinarnej
spravy (Cislo rozhodnutia: Ro-1715/11-221).

Po homogenizacii tkaniva nasledoval proces
niekol’kych centrifugacii (centrifiga Beckman TL-
100, rotor Beckman TLA 100.3, teplota 4 + 0,1 °C).
Homogenat sme zriedili izolaénym roztokom A
(v mmol/l: 250 sachar6za, 0,25 EDTA, 10 HEPES;
pH 7,3) acentrifugovali 4 min pri 1350%Qmax.
Odobraté supernatanty sme doplnili roztokom
A acentrifugovali pri 7800xgma 10 min. Tento
krok sme zopakovali dvakrat, pricom sme
zakazdym odobrali pelety. Naposledy odobrané
pelety sme rosuspendovali v 450 ul roztoku A,
pridali trypsin (40 pg/ml) a inkubovali 180 s pre
zbavenie sa Casti sarkoplazmového retikula
spojeného s vonkajSou mitochondriovou
membranou [Szabo a Zoratti, 2014]. Po inkubacii
sme do rozriedeného peletu pridali inhibitory
protedz na  inhibiciu  trypsinovej  aktivity
a centrifugovali 10 min pri 7800%Qmax. Odobrany
pelet sme rozriedili Vv izolanom roztoku B
(v mmol/l: 50 sachar6za, 200 manitol, 0,5 EGTA,
10 MOPS, 0,2% BSA; pH 7,3), naliali na povrch
roztoku Percoll-u a centrifugovali pri 90000%(.ye
35 min. Nasledne sme odobrali tzv. hRHM (z angl.
heavy rat heart mitochondria) vrstvu (Obr. 2), ktora
bolo potrebné este zbavit' zvyskov Percoll-u. To
sme dosiahli d’alsou centrifugaciou po dobu 45 min
pri 95000xgmax. PO tomto kroku sme odobrali
mitochondriovy  pelet asonikovali v piatich
15 s cykloch s 15s pauzami medzi cyklami. Pelet
sme opét’ doplnili roztokom B a centrifugovali po
dobu 5 min pri 2700xg.x. Pelet, tzv. cSMP (z angl.
crude submitochondrial particles), sme uskladnili
pre dalSiu potrebu ziskania submitochondriovych
vezikal SMP. Supernatant sme eSte raz



centrifugovali po dobu 20 min pri 135000%Q.x & pO
centrifugacii sme odobrali pelet. Ten sme rozriedili
v200 ul roztoku B auskladnili v plastovych
mikroskiimavkach v hlbokomraziacom boxe pri
-80 °C.

Obr. 2: hRHM frakcia (oznaéena Sipkou).

2.2 Meranie chloridovych kanalov

metédou BLM

BLM (z angl. bilayer/black lipid membrane) je
metdda rekonstitiicie ionovych kanalov do plandrnej
lipidovej dvojvrstvy, ktord umoziuje merat
jednokanalové, tzv. ,single channel” charakte-
ristiky. Pozostdva z teflonovej vanicky, ktora je
tvorend dvomi oddielmi - cis a trans. Do trans
oddielu umiestiiujeme polystyrénovii komorku. Cis
aj trans su vodivo spojené s elektrodami pomocou
agarovych mostikov (2% agar, 0,2% azid sodny,
1 mol/l KCI), pri¢om cis je prepojena s uzemnenou
elektrodou  atrans s aktivnou  elektrodou.
Experimentalna zostava BLM je zndzornena na
Obr. 3. Vsetky experimenty boli vykonané pri
teplote 25+ 1 °C.

Na vytvorenie planarnej lipidovej dvojvrstvy
sme pouzivali zmes syntetickych lipidov - DOPE
(1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfoetanolamin, Avanti
Polar Lipids) a DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
fosfocholin, Avanti Polar Lipids). Zasobny roztok
lipidov (10 mg/ml) bol pripraveny v chloroforme.
Lipidy sme zmiesali v pomere 1:1, chloroform sme
nasledne odparili pod argénovou atmosférou a zmes
lipidov sme opétovne rozpustili v n-dekane (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA).

Cis a trans oddiely obsahovali nasledovné
pracovné roztoky: cis (v mmol/l: 250 KCI,
1 MgCl,*6H,0, 100 HEPES, 46 Trizma base;

v umol/l: 300 EGTA, 100 CaCl,*2H,0; pH 7,4)
atrans (v. mmol/l: 50 KCI, 1 MgCl,*6H,0,
100 HEPES, 46 Trizma base; v umol/l: 300 EGTA,
100 CaCl,*2H,0; pH 7,4).

Zmes lipidov sme nandsali na otvor
polystyrénovej komorky (velkost 50 — 150 pm).
Vytvorenie membrany nam indikovala zmena pradu
na zosilnovaci z hodnoty ,,nekone¢ného” prudu na
0 pA. Vzorku SMP sme nanasali sklenou ty¢inkou
na lipidovi dvojvrstvu vytvoreni na otvore
komorky. Po urcitom Case, ak nastala fizia vezikuly
S membranou, bolo mozné pozorovat skokovité
zmeny pradu na zosilfiovaci.

Ak na zosiliiovaci pozorujeme kladny prad, ide
o kanal preptstajici aniony (v naSom experimente
chloridové aniény), ¢o vSak plati v pripade, Ze cis
elektréda je uzemnena. Pre zosilnenie pradu sme
pouzivali zosiliova¢ BC-525C amplifier (Warner
Instrument, Hamden, CT, USA), najcastejSie so

zosilnenim 100 mV/pA. Signal bol filtrovany
8-polovym Besselovym filtrom s frekvenciou
1kHz. Na digitalizaciu dat sme pouzivali

digitalizator NI USB-6221 (National Instruments,
Austin, USA). Vsetky udaje sme zaznamenavali
pomocou softvéru Dewesoft 6.6.5 (DEWETRON,
Graz, Austria) so vzorkovacou frekvenciou 5 kHz.
Namerané¢ data sme vyhodnocovali softvérom
pClamp 6 (Axon Instruments, Foster City, CA,
USA).

trans elektroda

(aktivna) cis elektroda
\ (uzemnend)
polystyrénova komorka | e
~ !
| trans
perfiizna strickacka 1 agarové mostiky
® -
S CIS/ o =
perflizna strickacka

teflonova vanicka
Obr. 3: Schéma experimentalnej zostavy BLM.

3 Vysledky

3.1 Vplyv GSH:GSSG

Vplyv roznych pomerov GSH:GSSG sme testovali
postupnym pridavanim GSSG do cis a trans roztoku
obsahujuceho 5 mmol/l GSH. Tuto koncentraciu
sme zvolili na zaklade predchadzajucich faktov, ze
koncentracie GSH v bunke su radovo v mmol/l (1 —
10 mmol/l). Najskor vsak bolo potrebné preskiimat’
vplyv samotného 5 mmol/l GSH na aktivitu
a biofyzikalne vlastnosti chloridového kanalu.
Testovana  koncentracia nemala  vplyv na
biofyzikalne vlastnosti chloridového kanalu ani



z cis, ani ztrans strany. Pomery GSH:GSSG sme
zvolili 10:1, 2:1 a 1:1 (t,j. 5:0,5, 5:1 a 5:5 mmol/l).
Takéto pomery v bunke a mitochondriach nastavajt
pri oxida¢nom strese.

Z prudovo-napétovej (1-V) charakteristiky
kanalu sme zistili, ze rézne pomery GSH:GSSG
nemaju za nasledok Statisticky signifikantn zmenu
vodivosti ¢i reverzného potencialu, ako vidno
zObr. 4 (jednofaktorovy ANOVA test, 95%
konfidencny interval, p=0,92 pre reverzny
potencial, p = 0,94 pre vodivost, n = 4).

Hodnoty reverznych potencialov pri aplikovani
GSH:GSSG do trans strany po Statistickom
vyhodnoteni taktiez neukazali signifikantny rozdiel
medzi skupinami  (95% konfidenény interval,
p = 0,70, n=3). O vodivosti nemdzeme
jednoznacne tvrdit, ze sa V jednotlivych skupinach
nelisi, i ked’ Statisticky pri pouziti jednofaktorového
ANOVA testu vysiel nesignifikantny vysledok
(95% konfiden¢ny interval, p =0,09, n=23). Pre
ziskanie presnejSich vysledkov navrhujeme eSte
doplnit’ viac merani.

I-V charakteristika
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Obr. 4: Vplyv réoznych pomerov GSH a GSSG na I-V
charakteristiku chloridového kanalu z cis strany
(ukazkova I-V charakteristika). Ciary sa prekryvaji
a su takmer identické, uvedené pomery GSH:GSSG
nemaju vplyv na vlastnosti kanalu. Body boli
preloZené regresnou priamkou.

3.2 DTT

Podobne ako v predoslom pripade ani DTT nemalo
vplyv na biofyzikalne vlastnosti chloridovych
kanalov z cis strany (Obr. 10 — Obr. 12). I-V
charakteristika kanalu zostala po pridani DTT v
réznych koncentraciach nezmenena. Hodnoty
reverznych potencialov sa v skupinach signifikantne
neodliSuja  (jednofaktorova ~ ANOVA, 95%
konfiden¢ny interval, p =0,82, n=4), takisto ani
hodnoty vodivosti (jednofaktorova ANOVA, 95%
konfidenény interval, p=0,74, n=4). Co sa tyka
pridania DTT do trans oddielu, ukazuje sa, Ze
zvySujuca koncentracia tejto latky by mohla
zvySovat' hodnotu reverzného potencialu. Pri
koncentracii 500 pmol/l DTT v trans sa zmenila -V
charakteristika kanalu (Obr. 13). Vodivost’ kanalu

sa nemenila, ako mézeme pozorovat’ aj z Obr. 13
(vodivost ako sklon priamky zostala rovnaka).
Kedze ale nemame dostatok experimentov a ani
testovanych koncetracii DTT, jeho vplyv ztrans
strany na vlastnosti kandlu je otdzny a mal by byt’
eSte d’alej preskimany.
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Obr. 5: Hodnoty reverznych potencialov pri kontrole
a réznych pomeroch GSH:GSSG v cis ¢asti. Pre
zistenie signifikantnosti rozdielov sme pouZzili
jednofaktorovy ANOVA test (95% konfidencény
interval, stredné hodnoty = SEM, n = 4).
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Obr. 6: Hodnoty vodivosti pri kontrole a roznych
pomeroch GSH:GSSG v cis oddieli. Pre zistenie
signifikantnosti rozdielov sme pouZili jednofaktorovy
ANOVA test (95% konfidenény interval, stredné
hodnoty £ SEM, n = 4).
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Obr. 7: Vplyv réznych pomerov GSH a GSSG na |-V
charakteristiku chloridového kanalu z trans strany
(ukazkova I-V charakteristika). Ciary sa prekryvaju
a s takmer identické, uvedené pomery GSH:GSSG
nemaju vplyv na vlastnosti kanalu. Body boli
preloZené regresnou priamkou.
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Obr. 8: Hodnoty reverznych potencialov pri kontrole
aréznych pomeroch GSH:GSSG v trans ¢asti. Pre
zistenie signifikantnosti rozdielov sme pouZzili
jednofaktorovy ANOVA test (95% konfidenény
interval, stredné hodnoty + SEM, n = 3).

3.3 Napat'ova zavislost’

Okrem skumania vplyvu GSH:GSSG a DTT sme
vySetrili napdtovi zavislost' chloridovych kanalov.
Vyhodnotili sme pravdepodobnost’ otvorenia kanalu
Popen pri napitiach -10, 0 +10, +20, +30 a +40 mV.
Pre otestovanie rozdielu v hodnotach Pguen Medzi
jednotlivymi aplikovanymi napétiami sme pouzili
jednofaktorovy ANOVA test (95% konfidencny
interval, p =0,0002, n = 15). Vysledok ukazuje, ze
medzi jednotlivymi napétiami s signifikantné
rozdiely Vv Popen, teda nami merané mitochondriové
chloridové kanaly su napétovo zavislé. Pri -10 mV
Jje Popen najnizsia, s rastucim (kladne pridavanym)
napétim tato pravdepodobnost’ stupa (Obr. 14).

Pre zistenie rozdielov medzi jednotlivymi
HLhapatovymi® skupinami sme zvolili Tukey-

Kramerov test pre ich viacndsobné porovnanie.
Zistili sme, ze signifikantne sa liSia hodnoty
v skupine -10 mV vs. 40 mV (95% konfidenény
interval, p=0,0011, n=15), -10mV vs. 30 mV
(95% konfiden¢ny interval, p=0,0096, n =15),
-10mV vs.20mV  (95% konfidencny interval,
p =0,0332, n=15). Okrem toho sme eSte nasli
rozdiely vskupinach OmV vs.40mV (95%
konfiden¢ny interval, p =0,0044, n=15) a0 mV
vs. 30 mV (95% konfiden¢ny interval, p = 0,0347,
n =15).
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Obr. 9: Hodnoty vodivosti pri kontrole a réznych
pomeroch GSH:GSSG v trans ¢asti. Pre zistenie
signifikantnosti rozdielov sme pouzili jednofaktorovy
ANOVA test (95% konfiden¢ny interval, stredné
hodnoty + SEM, n = 3).
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Obr. 10: Vplyv DTT na I-V charakteristiku
chloridového kanalu z cis strany (ukazkova -V
charakteristika). Ciary sa prekryvaju a su takmer
identické, uvedené koncentracie DTT nemaju vplyv
na vlastnosti kanalu. Body boli preloZené regresnou
priamkou.
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Obr. 11: Hodnoty reverznych potencialov pri
kontrole a réznych koncentraciach DTT v cis ¢asti.
Pre zistenie signifikantnosti rozdielov sme pouzili
jednofaktorovy ANOVA test (95% konfidenény
interval, stredné hodnoty + SEM, n = 4).
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Obr. 12: Hodnoty vodivosti pri kontrole a roznych
koncentraciach DTT v cis ¢asti. Pre zistenie
signifikantnosti rozdielov sme pouZili jednofaktorovy
ANOVA test (95% konfiden¢ny interval, stredné
hodnoty + SEM, n = 4).

4 Diskusia

Vysledky znaSej Stidie vplyvu réznych pomerov
GSH:GSSG sme porovnali s vysledkami Singh
a Ashley, 2007, ktori zistili, Ze GSH:GSSG na cis
strane kanalu nemal ziadny efekt, ale zvySujuci sa
pomer GSH:GSSG 2:1, resp. 1:1 vtrans casti
signifikatne znizil amplitddu elektrického pradu
ionov prechadzajucich cez kanal. Singh a Ashley

vyuzivali na inkorporaciu kanalu do lipidovej
dvojvrstvy purifikovany protein CLIC4, pricom
vnasej S$tadii sme pouzili SMP znativnych
mitochondrii vyizolovanych diferencialnou
centrifugaciou v Percoll gradiente. Je mozné, Ze
chloridové kanaly, ktoré sme skumali, neboli
identick¢é s CLIC4, apreto ani efekt réznych
pomerov  GSH:GSSG  nebol rovnaky ako
V spominanom experimente Singh a Ashley. CLIC4
je redoxne regulovany a nami pozorované kanaly

nemusia suvisiet sredoxnym stavom bunky.
Taktiez ani vodivosti sa nezhoduju — nami
namerana vodivost dosahuje hodnoty ~100—

120 pS, zatial' ¢o v literatire sa uvadza ~30 pS
[Littler et al., 2005].
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Obr. 13: Vplyv DTT na I-V charakteristiku
chloridového kanalu z trans strany (ukazkova I-V
charakteristika). Zmena I-V charakteristiky nastala
pri koncentracii 500 pmol/l DTT. Body boli preloZené
regresnou priamkou.
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Obr. 14: Napitova zavislost’ chloridovych iénovych
kanalov mitochondrii izolovanych zo srdca potkana.
Zobrazeny je vzt'ah pravdepodobnosti otvorenia
kanalu a aplikovaného napiitia (95% konfiden¢ny
interval, stredné hodnoty + SEM, n = 15).



DTT sa ako ucinny reduktant disulfidovych
vézieb fyziologicky v bunke nenachddza. Jeho
vplyv sme skumali, aby sme zistili, ¢i nastane
redukcia  disulfidovych  védzieb v Strukture
chloridového kanalu (ak sa tam nachadzaju),
pretoze jeho redukéna schopnost’ je ovela vicsia
v porovnani s GSH. Kedze DTT nemalo vplyv na
biofyzikalne vlastnosti kanalu z Cis strany, mézeme

sa domnievat, Ze ztejto strany kanalu sa
disulfidové vézby, ktoré by boli pristupné
reduktantom,  nenachadzaju. Naopak, ako

reprezentuje Obr. 13, zvySenie hodnoty reverzného
potencidlu  kandlu  nastalo po  aplikovani
koncentracie 500 umol/l DTT do trans oddielu. Ci
sa tam naozaj nachadzaji Struktiry obsahujuce
disulfidovi vézbu, nemdzeme posudit’ z hl'adiska
nedostatku  experimentov  amalého  rozsahu
pouzitych koncentracii. Preto, ako sme spominali,
by sa mal ucinok DTT =ztrans strany este
dokladnejsie preskumat’.

Otazka moze vznikat', ¢i by nebolo vhodnejsie
skamat® kanadly vzniknuté z purifikovanych
proteinov nez SMP. Ked’ze v8ak okrem CLIC1 a
CLIC4 nie je doteraz znama presna Struktira
vnutrobunkovych  chloridovych  kanalov, ich
vlastnosti zatial' mézeme sktmat’ len pomocou
spominanych a aj réznych inych chemickych latok
dolezitych vo farmakologii alebo fyziologickych
procesoch v bunke. Ako sme spominali vysSie,
kanaly v naSich experimentoch pravdepodobne
nezodpovedaju =~ CLIC4. To by  mohlo
koreSpondovat’ s faktom, ze CLIC4 sa nachadza
prevazne vo vonkaj$ej membrane mitochondrii,
zatial’ o vécsia (ak nie uplnd) cast’ nami meranych
kanalov  pochaddza  zvnitornej = membrany
[Ponnalagu et al., 2016]. Navyse, izoldciou SMP v
Percoll gradiente ziskavame proteiny v ich nativnej
forme.

Oxidacny stres uzko suvisi s transmembranovym
potencialom. Preto sme sa rozhodli, ze naSim

dalsim experimentom preskimame napitovia
zavislost’ chloridovych kanalov. Tato
charakteristika vyjadruje zavislost’

pravdepodobnosti otvorenia kanalu Py, (aktivity
kanalu) od aplikovaného napitia na aktivnej
elektrode. Zistili sme, Ze v rozmedzi -10 az +40 mV
Popen stiipa (Obr. 14), avSak pri inych hodnotach
napiti uz nedokdZeme odhadnut’ d’al$i priebeh
zavislosti. Ako sme predpokladali, signifikantné
rozdiely st prave medzi skupinami -10 mV vs.
40mV a0mV vs. 40mV. KedZe napitova
zavislost uzko savisi s transmembranovym
potencialom mitochondrie, méze mat’ v suvislosti
S vlastnostami chloridovych kanalov (ako napriklad
ich tiloha v apoptotickom procese bunky) vyznamnu
ulohu. Vysetrovanie d’alSich vlastnosti chloridovych
(anidnovych) kanalov v spojitosti s napat'ovou
zavislostou modze byt nametom pre budlce
experimenty.

5 Zaver

V nasej Studii sme vySetrili vplyv latok GSH:GSSG
a DTT na biofyzikalne vlastnosti i6novych kanalov.
GSH:GSSG nemali vplyv na vlastnosti kanalov ani
z cis, ani ztrans strany. Po porovnani s odbornou
literatirou sme zistili, Ze nami skimané kanaly st
odlisné kanaly s inou vodivostou, nez st kanaly
CLIC4. Vplyv DTT sice zcis strany nepreukazal
ziadny efekt, ztrans strany vsak koncentracia
500 pmol/l znizovala vodivost kanalu. Kvoli
nedostatku  experimentov  navrhujeme  d’alSie
preskumanie jeho vplyvu na chloridové kanaly.

Doplnkovym experimentom zéavislosti Pgpen 0d
napdtia sme nacrtli moznu oblast’ dalSieho vyskumu
vlastnosti mitochondriovych chloridovych kanalov
kardiomyocytov, ktoré mozu zohravat' dolezitu
ulohu v roznych fyziologickych aj patologickych
procesoch bunky.
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