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Mitochondrial Permeability
Transition Pore (MPT)

Otevieni “megakanalu” ve vnitini mitochondrialni
membrané

Propustné pro vSechny molekuly < 1500 Da

Depolarizace, rozprazeni/inhibice respirace, zbobtnani
mitochondrie

Spousti: matrix Ca%*

Stimulovano: oxidanty, depolarizace, P,

Inhibovano: H* (acidifikace matrix), Mg+, ATP, ADP,
vysoky pomér NADH/NAD*, cyklosporin A

Struktura ? ADP/ATP exchanger, P, carrier, Cyclophilin D

Funkce?

— Reversibilni MPT: export Ca z mitochondrie/Ca signalizace
— Irreversibilni MPT: autofagie, bunéfna smrt




Zelezo v tele:
Nezbytné pro zivot, zaroven nebezpecné

Fentonova reakce:

Fe** + H,0, — Fe(H,0,)** — Fe’* + + OH~-

Fell autoxidace: <N

Fe2t + ()2 — Fe3t+ + ()2.— Damage to biomolecules
O, + O, + 2H* — O, + H,0,

Fe3* + O, (askorbat) — Fe?* + O, (dehydroaskorbat)
Fe2* + H,0, — Fe(H,0,)%* (— Fe** + @+ OH-)

Felll je nerozpustné v neutralnim oxygenovaném roztoku:
Fe’* + nH,O0 + nO, —» [FeO(OH),]




Moznost indukce MPT zZelezem?

Mitochondrie izolované z krysich jater v 10 mM Tris/HCI
pufru pH 7.4, 250 mM sacharosa, 0.5 mM EDTA.
Stabilizovany pridavkem hoveziho albuminu

Recording medium: sacharosa/KCl, pufrovano na pH 7.3,
1 mM fosfat, bez Mg, 37 °C

Substraty: 5 mM sukcinét sodny + 1 UM rotenon,
nebo 2.5 mM malat draselny + 5 mM pyruvat sodny

M¢feni:
— Bobtnani jako rozptyl svétla pr1 504 nm
— Membranovy potencidal se sondou JC-1 (488 nm/593 nm)
— NAD(P)H autofluorescence (340 nm/465 nm)

MPT indukovano pomoci:

— 20 uM CaCl, (ptedpokl.: 7.5 uM volného Ca’*, ostatni
vaze rezidualni EDTA)

— 20 uM FeCl, ptedpokl.: 7.5 uM volného Fe’* | ostatni
vaze rezidualni EDTA)
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MPT lze indukovat
kalciem 1 Zelezem

1: kontrola (bez Ca/Fe)

2: jen Ca nebo Fe ve 180 s
3:512.5 uM EDTA

4: 2 uM Ruthenium Red
5: 5 uM Cyclosporin A
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Hypotéza I:

* Autoxidace zeleza/redoxni cyklovani generuje
kyslikové radikaly, ty zatizi mitochondrialni
antioxidacni obranu, ktera v konecné instanci
spotiebovava elektrony z NADH

Pokles NADH/NAD+ poméru nasledné
stimuluje otevieni MPT poru endogennim Ca

Podle:

A. Masini, T. Trenti, D. Ceccarelli, E. Ventura, The effect of
ferric iron complex on i1solated rat liver mitochondria. III.

Mechanistic aspects of iron-induced calcium efflux, Biochim.
Biophys. Acta 891 (1987) 150-156.




NADH/NAD* pomér 1ze experimentalne

11

—~10

Signal Intensity (10E+5 cps
(00]

(0))

&)

O

\l

menit pomoci ketolatek

FCCP O

I
lAA H,C—C—CH,~CO0"
3-OH-B FCCP .

l NADH +H"

)

3-hydroxybutyrate
dehydrogenase

B 3-OH-B \I
O\ o

NAD"

) ] ) ] ) |
0 200 400 600
Time (sec)

Acetoacetat
(AA)

I
i H,C—CH—CH,—~COO~ 3-hydroxybutyrat
_ - (3-OH-B)



Signal Intensity (10E+5 cps)
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NAD(P)H/NAD(P) v prubéhu indukce MPT Zelezem
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Signal Intensity (10E+5 cps)

Mitochondrie bez EDTA:
Zelezo ztraci schopnost indukovat MPT
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Mitochondrie bez EDTA:
Ptidani Fe uz nepusobi pokles NAD(P)H

Fe
Fe-EDTA

Signal Intensity (10E+5 cps)
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1: Mito bez EDTA, +20 uM Fell bez dalsich pridavkii
2: Mito bez EDTA naredény do smési obsahujici 500 uM EDTA, +20 uM Fell

3: Mito bez EDTA naredény do smési obsahujici 400 uM EDTA, +20 uM Fell
pridano jako komplex se 100 uM EDTA



Signal Intensity (10E+5 cps)

Katalaza inhibuje zelezem navozenou
NAD(P)H oxidaci, ale nikoliv MPT

N e KAT 33.3 mg/L, Z4dné Zelezo
v A~

KAT 33.3 mg/L, +20 uM Fell
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Hypotéza II:

e Zelezo nevizané do komplexu s
EDTA je importovano do
mitochondrialni matrix pres kalciovy

uniporter a indukuje MPT zevnitt

mitochondrie
Podle:

— I. Romslo, T. Flatmark, Energy-dependent accumulation of iron by
isolated rat liver mitochondria. II. Relationship to the active transport of
Ca’*, Biochim. Biophys. Acta 325 (1973) 38-46.

— V. Gogvadze, P.B. Walter, B.N. Ames, Fe?* induces a transient Ca’*

release from rat liver mitochondria, Arch. Biochem. Biophys. 398 (2002)
198-202.




Kolik zeleza je importovano do matrix?

Mito stabilizované cyklosporinem A, energizované sukcinitem (+rotenon)
Inkubace s 20 uM Fe, s/bez FCCP, s/bez Ruthenium Red

Centrifugace a v supernatantu kolorimetrické stanoveni koncentrace Fe
(Ferrozin + askorbat)

Fe detected (UM)

—FCCP +FCCP Mean Paired t-test
difference

18.75£0.28 | 19.49%0.55 0.73%20.66 *

17.671£0.56 | 17.87+0.57 0.20£0.30 NS

*...p<0.05, NS ... not significant

Ruthenium Red-sensitive Fe import: 0.5 uM (2 nmol Fe/mg mito protein)




Signal Intensity (10E+5 cps)

80 |
75 - 1
70
Swelling
65 ) ] ) ] ) ] ) ] ) ] ) ]
0 200 400 600 800 1000 1200

Time (sec)
DFO (desferoxamin): vaze Felll a Fell, ne Ca, pfes membrany prochazi Spatné

SIH (salicylaldehydisonikotinoylhydrazon): vaze Felll a Fell, ne Ca, lipofilni a
vyborné prochazi pres membrany



Rychlé MPT: chelatory zeleza neucinné, ale pridavek
EDTA nebo Ruthenium Red ho zastavi kdykoliv.
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Uloha kalcia v MPT

indukovaném zelezem
999

 Co kdyz EDTA v nasich pokusech funguje
jako zdroj endogenniho/kontaminujiciho

kalcia, zelezo se pak na EDTA vaze s vetsi
afinitou a toto kalcium uvolni do roztoku ?
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/Z.aver
e /akladnim mechanismem uc¢inku Fe na indukci MPT

je kompetice s Ca o vazbu na EDTA, nikoliv zelezem
navozeny oxidacni stres.

Jak koncentrace volného Fe (7.5 uM), tak Ca (0.13 uM) v naSich
pokusech byly blizké fyziologické situaci.

Me?* ionty jsou podobné ... mnoho Ca chelatorii vaze i Zn, Fell...

PufraCni schopnost cytosolu pro Ca je vysoka... pritomnost Ca-
EDTA je tak bliZe situaci in vivo nez jednoduchy pufr.

V cytosolu je 100-300x mensi koncentrace kysliku nez ve vnéjSim
prostredi ... Fell bude spiSe soutézit s Ca nez se oxidovat
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