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UPRZEPUSZCZALNIENIE BLONY MITOCHONDRIALNEJ PODCZAS STRESU
OKSYDACYJNEGO

WSTEP

Stres oksydacyjny jest stanem, w ktérym
materiat biologiczny ulega uszkodzeniom przez
reaktywne postacie tlenu. Nadmiar reaktyw-
nych postaci tlenu wystepuje przy podwyzszo-
nej ich generacji (hyperoksja, niedotlenienie,
reperfuzja po niedokrwieniu, napromieniowa-
nie) lub ograniczonego ich usuwania (obnizenie
aktywnosci enzymoéw katalizujgcych ich meta-
bolizm, niedomiar biologicznych wymiataczy
rodnikéw lub glutationu).

Jednym z najgrozniejszych efektéw stresu
oksydacyjnego w komaorce jest niespecyficzne
uprzepuszczalnienie wewnetrznej btony mito-
chondrialnej. Nieprzepuszczalnosc tej btony dla
kationowjest warunkiem wytwarzania gradien-
tu protondw po obujej stronach. Tak wytworzo-
ny potencjat elektrochemiczny stanowi forme
zachowania energii niezbedng dla syntezy ATP.

Podczas stresu oksydacyjnego uprzepusz-
czalnienie btony mitochondrialnej moze nasta-
pi¢ dwiema drogami, przez otworzenie specyfi-
cznych kanaldéw i przez peroksydacje lipidéw
btonowych. Gtéwnym mechanizmem jest otwo-
rzenie kanatdéw o Srednicy okoto 3 nm przepusz-
czajgcych czasteczki do 1,5 kDa (Gunter i Pfe-
iffer 1990, Zoratti i Szabo 1995) Kana’fy te
zostaly po raz pierwszy zauwazone w 1979 roku
przez Huntera i Hawortha. Dziesie€ lat pézniej
metodg elektrofizjologiczng (patch clamping)
zaobserwowano ich ogromne przewodnictwo
dochodzace do 1,5 nS i nazwano je mitochon-
drialnymi megakanatami (Kinatty i wspétaut.
1989). Budowa ich nie jest dotychczas wyjas-
niona. Przypuszczalnie skladajg sie one, podo-
bnie jak receptory diazepinowe, z dimeréw za-
wierajgcych poryne (zalezny od potencjatu ka-
nat w blonie zewnetrznej), translokaze nukleo-

tydoéw adeninowych oraz biatko o masie 18-20
kDa (prawdopodobnie cyklofiling). Jednak prze-
wodnictwo charakterystyczne dla megakana-
tow wykryto réwniez u mutantéw drozdzy po-
zbawionych translokazy nukleotydéw adenino-
wych (Lohret i wspétaut. 1996).

Otworzenie megakanatow nastepuje w wy-
niku wspotdziatania szeregu czynnikow (tab. 1).
Niezbedne jest spetnienie trzech warunkow: 1)
naptyw jonéw wapnia do mitochondridéw, 2)
obnizenie potencjatu elektrochemicznego btony
mitochondrialnej, 3) zwigzanie z btong mito-
chondriéw cyklofiliny, biatka z matriks mito-
chondrialnej (Zoratti i Szabo 1995, Bernardi
1996). Podczas stresu oksydacyjnego czynni-
kiem stymulujacym otworzenie megakanatow
jest utlenienie mitochondrialnych nukleotydéw
nikotynamidowych i grup -SH. Zrédiem tych
wszystkich zmian sg reakcje inicjowane przez
reaktywne formy tlenu (Castitho i wspoétaut.
1995a).

Tabela 1. Efektoiy megakanatéw mitochondrialnych

Otwierajace Zamykajace

Deenergizacja btony potencjat elektrochemiczny

Naptyw Ca2+ do matriks zakwaszenie do pH <6,9

Utlenianie lub

L ] ADP i ATP w matriks
sieciowanie grup -SH

Utlenianie NADPH i potencjat powierzchniowy

NADH btony
Zwigzanie cyklofiliny z Mg2+, Mn2+, Sr2+
btong cyklosporyna A

Otworzenie megakanatéw prowadzi do
spadku mitochondrialnego potencjatu elektro-
chemicznego (co uniemozliwia synteze ATP)
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oraz do wyptywu z mitochondriéw jonéw, nu-
kleotydow, glutationu i niektorych biatek (Inoue
i wspotaut. 1993). Wydaje sie, ze zasadniczym
elementem zagrazajacym zyciu komoérek w tych
warunkachjest utrataATrP (Mehendale i wSpOt-
aut. 1994).

Po uprzepuszczalnieniu btony mitochon-
driéw w komorce, ze wzgledu na réznice cisnien
osmotycznych miedzy mitochondriami i cyto-
plazma nastepuje naptyw wody do mitochon-
dridw, co powoduje ich pecznienie. Izolowane
mitochondria po otworzeniu megakanatéw row-
niez moga pecznie¢ na skutek naptywu wody i
drobnoczgsteczkowych skiadnikow medium.
Tracg one wowczas gestos¢ optyczng (nastepuje
spadek rozproszenia $wiatta), co jest wykorzy-
stywane do pomiaru frakcji mitochondriow ule-
gajacych uprzepuszczalnieniu (rys. 1).

W normalnych warunkach fizjologicznych
megakanaly pozostajg zamkniete (Nieminen i
wspoétaut. 1995). Otworzeniu ich przeciwdziata
wysoki potencjat btonowy. Uprzepuszczalnienie
btony mitochondrialnej jest hamowane ponad-
to przez zakwaszenie matriks mitochondrialnej,
ADP ijony Mg2+ (Bernardi 1996). Najsilniej-
szym farmakologicznym inhibitorem megaka-
natéw, dziatajgcym w stezeniach submikromo-
larnych, jest cyklosporyna A, znany lek immu-
nosupresyjny. Hamuje ona przewodnictwo me-
gakanatow wigzac sie z mitochondrialng cyklo-
filing (Nicolli iwspétaut. 1996). W izolowanych
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Rys. 1. Pecznienie izolowanych mitochondriéw wy-
maga ca” i czynnika utleniajacego. Mitochondria
inkubowano z substratami oddechowymi (glutami-
nianem i jabiczanem) i, gdzie pokazano, z 50 gM
CaClz2 i 100 pM butylowanym nadtlenkiem wodoru.

mitochondriach megakanaty otworzone pod
wplywem stresu oksydacyjnego mogg by¢ za-
mkniete przez dodatek EGTA (chelatujgcego
Ca2+) i ditiotreitolu (redukujacego disulfidy)
(Valle i wspoOtaut. 1993).

OTWIERANIE MEGAKANALOW JEST PROCESEM ZALEZNYM OD WAPNIA

Warunkiem otworzenia megakanatéw mito-
chondrialnych jest naptyw Ca + do mitochon-
driow (Gunter i Pfeiffer 1990, Chernyak i
wspotaut. 1995). Jednakze izolowane mito-
chondria nie pecznieja pod wptywem dodatku
Ca2+ w mikromolarnych stezeniach, gdyz jest
on szybko wyprowadzany na zewnatrz przy jed-
noczesnym naptywie protonow, ktore zakwa-
szajg matriks mitochondrialng, co przeciwdzia-
ta otwieraniu megakanatéw. Dopiero zatrzyma-
nie Ca2+ w mitochondriach przez kilka minut
prowadzi do uprzepuszczalnienia blony mito-
chondrialnej, co sugeruje, ze megakanaty sg w
tym czasie wytwarzane.

Przewodnictwo megakanatéw zalezy od po-
tencjatu btonowego mitochondriéw (Bernardi
1996). W normalnych warankach fizjologicz-
nych, przy potencjale 180-200 mV, kanaty po-
zostajg zamkniete (Nieminen i wspotaut. 1995).
Dopiero depolaryzacja btony wprowadza wa-
runki sprzyjajace ich otworzeniu. Wrazliwos¢
megakanatéw na spadek potencjatu btonowego
jest podwyzszana przez wiele ré6znych czynni-

kéw, wsrad ktorych najistotniejszymjest wzrost
stezenia Ca2+w mitochondriach. Oznacza to, ze
przy tym samym potencjale frakcja pecznieja-
cych mitochondriow wzrasta wraz ze stezeniem
Ca2+ (Petronilli i wspotaut. 1993). Stymulato-
rem otwierania megakanatéw mitochondrial-
nych jest jedynie Ca2+ zakumulowany we-
wnatrz mitochondridéw, podczas gdy jego dzia-
tanie od zewnetrz jest, przeciwnie, hamujgce,
podobnie jak innych kationéw dwuwartoscio-
wych (Bernardi i wspotaut. 1993).

Dodatek Ca2+ do mitochondriéw uaktywnia
procesy utleniajgce przez stymulacje produkcji
reaktywnych form tlenu (Kowaltowski i wspot-
aut. 1996). Jednoczesnie wrazliwos¢ mitochon-
drialnych megakanatéw na ca’ ulega addy-
tywnemu podwyzszeniu przez utlenienie lub
sieciowanie krytycznego ditiolu, przez utlenie-
nie nukleotydéw nikotynamidowych oraz przez
przytaczenie cyklofiliny do btony mitochon-
drialnej (Chernyak i Bernardi 1996, Connern i
Halestrap 1994). W obecnos$ci Ca2+ w steze-
niach mikromolarnych szereg réznych zwigz-
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kéw indukuje uprzepuszczalnienie btony mito-
chondrialnej. Pod wzgledem fizjologicznym naj-
wazniejszymi z nich sa fosforan i ditugotaricu-
chowe kwasy ttuszczowe oraz ich estry z CoA
(Petroninti i wspotaut. 1993, Bernardi i WSpOt-
aut. 1994). Zawarto$¢ wolnych kwasow ttusz-
czowych w mitochondriach wzrasta podczas
stresu oksydacyjnego (Broekemeier | Pfeiffer
1995). Czynnikiem stymulujagcym otworzenie
megakanatéw jest ich ujemny fadunek powie-
rzchniowy. Wrazliwo$s¢ megakanatéw na Ca2+
jest obnizana przez spermine i inne poliaminy,
zwigzki o dodatnim tadunku powierzchniowym
(Lapidus | Sokolove 1994).

Na szczegllng uwage zastuguje otwieranie
megakanatéw mitochondrialnych przez ligandy
translokazy nukleotydéw adeninowych stabili-
zujgce jej konformacje ,c”, jak na przykiad
karboksyatraktylozyd. Przypuszczalnie jest to
zwigzane ze spadkiem tadunku powierzchnio-
wego biony mitochondrialnej przy przejsciu
translokazy z konformacji ,m” do ,,c” (Bernardi

i wspétaut. 1994). W komérce konformacja ,,m
zamykajgca megakanatly jest utrzymywana
przez wigzanie wewnatrzmitochondrialnego
ADP. Wzrost stezenia Ca2+ ostabia to wigzanie
i prowadzi do wytworzenia konformacji ,,c” (La-
pidus 1994). W mitochondriach
watroby moze to by¢ zwigzane zzahamowaniem
pirofosfatazy przez Ca2+ i nagromadzeniem
pirofosforanu, ktéry reagujac z translokaza po-
woduje wyptyw ADP (Griffiths i
1993).

Od kilku lat wiadomo, ze translokaza nu-
kleotydow adeninowych moze zmienia¢ swoje
wiasnosci przeksztatcajgc sie z antyportara
ATP/ADP w kanat o obnizonej specyficznosci
(Dierks i wspétaut. 1990). Co wiecej, interakcja
Ca2+ z kardiolipina zwigzana z translokaza
otwiera kanat kationowy o wiasnosciach podo-
bnych do megakanatu (Brustovetsky i Klin-
genberg 1996). Jednakze udziat translokazy w
wytwarzaniu megakanatéw moze by¢ udowo-
dniony dopiero po ich rekonstytuuji.

i Sokolowe

Halestrap

UTLENIENIE GRUP -SH STYMULUJE OTWORZENIE MEGAKANALOW

Wrazliwo$¢ megakanatéw na depolaryzacje
btony w obecnosci Ca2+jest podwyzszana przez
utlenienie lub sieciowanie krytycznego ditiolu
(Chernyak i Bernardi 1996). Wytworzenie di-
sulfidu otwiera megakanaty w 50% mitochon-
driéw przy obnizeniu potencjalu do 160 mV,
podczas gdy zachowany ditiol chroni przed ich
otwieraniem nawet przy potencjale obnizonym
do 130 mV (Costantini | wspoétaut. 1996).
Wzrost wrazliwosci megakanatéw na spadek
potencjatu obserwowano w izolowanych mito-
chondriach przy utlenieniu grup -SH diami-
dem lub menadionem i przy wytworzeniu mer-
kaptydéw z arseninem lub tlenkiem fenyloar-
syny (Petronitti i wspétaut. 1994). Uprzepusz-
czalnieniu btony mitochondrialnej w obecnosci
tych zwigzkéw zapobiegaty ditiotreitol (reduku-
jacy disulfidy), monobromobiman i N-etyloma-
leimid (zwiazki reagujace z grupami -SH), tri-
fluoperazina (inhibitor fosfolipazy o wiasnos-
ciach przeciwdziatajgcych utlenieniu grup -SH)
oraz butylohydroksytoluen (wymiatacz rodni-
kéw tlenowych) (Costantini i wspotaut. 1996).
Traktowanie zwigzkami utleniajgcymi grupy
-SH nie tylko in vitro ale réwniez in vivo powo-
dowato wzrost wrazliwosci mitochondriow za-
réwno na deenergizacje, jak i na Ca2+ (Saxena i
wspotaut. 1995). Podczas stresu oksydacyjnego
in vivo btona mitochondrialna moze by¢ chro-
niona przed uprzepuszczalnieniem przez wi-
tamine E oraz przez mitochondrialne biatka
szoku cieplnego, ktére sg wéwczas indukowa-

ne (Haramaki i wspotaut. 1995, Por1a i wspot-
aut. 1996). o

Podobnie jak stezenie Ca , réwniez reakcje
grup ditiolowych translokazy nukleotyd6éw ade-
ninowych wptywaja najej konformacje (Dierks
i wspétaut. 1990). Co wiecej, modyfikacja ditioli
tego transporterajonami Hg2+ prowadzi do za-
hamowania antyportu ATP /ADP iwyptywu tych
nukleotydéw.

Gtéwna droga utleniania komoérkowych di-
tioli jest reakcja wymiany z utlenionym gluta-
tionem (Lenartowicz i wspétaut. 1996). W ba-
daniach Chernyaka i Bernardiego (1996) SZyb-
kos¢ pecznienia mitochondriéw w obecnosci
Caz2+i nadtlenkéw spadata az o 80% po usunie-
ciu glutationu droga koniugacji z I-chloro-2,4-
-dinitrobenzenem. Ditiole moga by¢ réwniez
utleniane bezposrednio przez reaktywne formy
tlenu i metale przejsciowe do rodnikoéw tiylo-
wych S', ktére asocjujg wytwarzajac disulfidy.
Podczas stresu oksydacyjnego w komoérkach
szczegoblnie grozny jest nadtlenoazotyn, ONO2 ,
ktory reaguje z grupami -SH wytwarzajac grupy
-SNO i SNO2 (Packer i Murphy 1995). Stymu-
lacja generacji nadtlenoazotynu w mitochon-
driach przez podanie jego prekursorow juz po
kilku minutach powodowata uprzepuszczalnie-
nie ich btony.

In vivo mitochondrialne grupy -SH ulegajace
utlenieniu sa redukowane przez tioredoksyne,
biatko o masie 12 kDa zawierajace reaktywny
ditiol/disulfid w centrum aktywnym (Lenarto-
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wicz i wspoétaut. 1996). Zachowanie normalnej
objetosci izolowanych mitochondriow w warun-
kach utleniajgcych jest skorelowane z utrzyma-
aniem redukcji biatkowych grup -SH i z aktyw-
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noscig redukujgca disulfidy (Wudarczyk |

wspotaut. 1996). Wskazuje to na udziat tioredo-

ksyny w ochronie mitochondriéw przed otwo-
rzeniem megakanatéw.

UTLENIENIE NUKLEOTYDOW NIKOTYNAMIDOWYCH JEST OSOBNYM STYMULATOREM
OTWIERANIA MEGAKANALOW

Uprzepuszczalnienie btony mitochondrial-
nej jest zwigzane z jej deenergizacja, ktéra po-
woduje utlenienie nukleotydéw nikotynamido-
wych w mitochondriach. Jednakze utlenienie
tych nukleotydéw jest nie tylko konsekwencjag
ale rowniez czynnikiem indukujacym otworze-
nie megakanatdw niezaleznie od utlenienia kry-
tycznego ditiolu i glutationu i
wspotaut. 1996).

W komorce utlenienie mitochondrialnych
nukleotydow nikotynamidowych jest naste-
pstwem wzrostu stezenn reaktywnych postaci
tlenu. Stan ten jest inicjowany przez podwy-
zszong generacje anionorodnika ponadtlenko-
wego, O", produkowanego gtéwnie w mitochon-
drialnym tanncuchu oddechowym (Bartos:z
1995). Generacja tego rodnika zalezy od steze-
nia tlenu i od redukcji zwigzkéw reagujacych z
nim. Dlatego wzrasta ona przy redukcji kompo-
nent tancucha oddechowego i hyperoksji, a
zwlaszcza przy natlenieniu po niedotlenieniu.
Anionorodnik ponadtlenkowy ulega dysmutacji
do nadtlenku wodoru, H202, ktéry jest reduko-
wany przez peroksydaze glutationowa w reakcji
z glutationem:

(Costantini |

2 GSH + H202 -4 GSSG + 2 H20

Utleniony glutation jest redukowany ko-
sztem NADPH w reakcji reduktazy glutationo-
wej przy jednoczesnej alkalizacji srodowiska:

GSSG + H++ NADPH ->2 GSH + NADP+

W mitochondriach NADP+jest redukowany
gtéwnie przez NADH w reakcji zaleznej od ener-
gii transhydrogenacji nukleotydéw nikotynami-
dowych. Jednakze utleniony glutation hamuje
te reakcje i, w konsekwencji, podczas stresu
oksydacyjnego NADPH nie moze zosta¢ odtwo-
rzony (Persson i Rydstrom 1987). Wptywa to na
utlenienie NADH droga transhydrogenacji nie-
zaleznej od energii, ktéra woéwczas funkcjonuje
normalnie. Reakcje prowadzace do utlenienia
nukleotydéw nikotynamidowych i biatkowych
ditioli sg przedstawione na rysunku 2.

W izolowanych mitochondriach mozliwejest
utlenienie nukleotydéw nikotynamidowych
przy zachowaniu petnej redukcji glutationu.
Stan ten wprowadzano stosujgc acetooctan,
ktéry utlenia NADH w reakcji dehydrogenazy
p-hydroksymaslanowej, albo deenergizujgc mi-

Rys. 2. Reakcje prowadzace do utle-
nienia mitochondrialnych nukleoty-
dow nikotynamidowych i biatko-
wych ditioli.
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tochondria protonoforem (Costantini i Wspot-
aut. 1996). W obu przypadkach nastepowato
podwyzszenie progowego potencjatu btonowego
dla uprzepuszczalnienia btony mitochondrial-
nej. W obecnosci protonoforu zmianie tej prze-
ciwdziatat rotenon, inhibitor dehydrogenazy
NADH, zapobiegajacy utlenieniu tego nukleoty-
du. Otworzenie megakanatéw przez utlenienie
nukleotydéw nikotynamidowych nie byto ha-
mowane przez czynniki redukujgce disulfidy, a
zatem nie bylo rezultatem utlenienia grup -SH.
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Utrzymanie redukcji nukleotydéw niko-
tynamidowych podczas stresu oksydacyjnego
zalezy od utlenianych substratéw. Redukcja
tych nukleotyddw jest znacznie wyzsza pod-
czas utleniania bursztynianu redukujacego
NAD+ przez odwrotny transport elektronéw
niz przy substratach redukujgacych NAD+ bez-
posrednio (Gogwadze i wspétaut. 1996). W ten
spos6b substraty oddechowe moga wptywaé
na wiasnosci btony mitochondrialnej podczas
stresu oksydacyjnego w komarce.

UPRZEPUSZCZALNIENIE SPECYFICZNE DLA KATIONOW

Utlenienie nukleotydéw nikotynamidowych
poczatkowo prowadzi do uprzepuszczalnienia
btony mitochondrialnej specyficznego dla katio-
néw, mierzonego najczesciej przezwyptyw Ca2+.
Nie dochodzi wowczas do deenergizacji mito-
chondriéw ani do ich pecznienia (Schiegel |
wspotaut. 1992). Wyptyw Ca2+jest hamowany
przez cyklosporyne A, podobnie jak megakanaty
i rowniez przez ditiotreitol, co sugeruje udziat
utlenienia grup -SH w tym procesie. Schweizer
i Richter (1996) zaobserwowali, ze NAD+ ulega
hydrolizie stymulowanej przez nadtlenoazotyn,
rodnik aktywnie reagujacy z grupami -SH. Hy-
droliza NAD+jest hamowana przez cyklospoiy-
ne A, ATP i ditiotreitol. Powstata ADP-iyboza
jest wigzana przez specyficzng transferaze z
biatkami btony mitochondrialnej, co indukuje
jej uprzepuszczalnienie dla Ca2+ (Schweizer i
wspotaut. 1993). Wyptyw Ca2+z mitochondriéw
jest hamowany przez witamine E, biologiczny
antyoksydant (Guidoux i wspétaut. 1993). Na-
stepnym kationem po Ca2+, ktéry wyptywa z
mitochondriéw w okresie poprzedzajacym pecz-

nienie jest Mg2+ (Ritey i Preiffer 1985). Cykli-
zacja Ca2+ przez btone mitochondrialng powo-
duje jej deenergizacje, poniewaz Ca2+ wchodzi
do mitochondriéw elektroforetycznie a wycho-
dzi przez elektroneutralng wymiane z Na+ lub
H+. Deenergizacja btony w obecnosci kilku-
mikromolarnego stezenia Ca2+ prowadzi do
otworzenia megakanatow.

Uprzepuszczalnianie btony mitochondrialnej
dla Ca2+drogg hydrolizy NAD+byto obserwowa-
ne w Kilku pracowniach, jednakze mechanizm
ten niejest powszechnie akceptowany. Yamamo -
to i Farber (1992) nie zauwazyli hydrolizy NAD+
podczas stresu oksydacyjnego w hepatocytach
aNovgorodov | Gudz (1996) przypisuja specy-
ficzne uprzepuszczalnienie bitony mitochon-
drialnej dla Ca2+ specjalnemu stanowi megaka-
natéw, w ktdrym sa one przepuszczalne jedynie
dla H+, co deenergizuje btone i pozwala na
wyptyw Ca2+. Co wiecej, Reed i Savage (1995)
zauwazyli, ze roéwniez glutation, podobnie jak
Ca2+, moze wyptywaé z mitochondriéw w czasie
poprzedzajgcym ich intensywne pecznienie.

OTWIERANIE MEGAKANALOW WYMAGA INTERAKCJI Z CYKLOFILINA

Cyklofilina jest izomerazg cis-trans pepty-
dyloprolinowa. Aktywnos$¢ ta jest hamowana
przez cyklosporyne A. Mitochondria zawieraja
specyficzng izoforme cyklofiliny o masie 18,5
kDa w stezeniu okoto 50 pmoli/mg biatka (Con-
nern I Halestrap 1996). Pod wptywem czynni-
kéw utleniajgcych lub sieciujacych grupy -SH
biatko to wiaze sie do translokazy nukleotydéw
adeninowych w wewnetrznej btonie mitochon-

drialnej tracac jednoczesnie swoja aktywnosc¢
enzymatyczng (Connern i Halestrap 1994). To
wigzanie stymuluje otworzenie megakanatéw
przez podwyzszenie ich wrazliwosci na Ca2+.
Odtaczenie cyklofiliny od btony mitochondrial-
nej zamyka megakanaty. Cyklofilina oddysocjo-
wuje od btony pod wpltywem zakwaszenia i w
wyniku interakcji z cyklosporyng A (Nicolti i
wspotaut. 1996).

MEGAKANALY MITOCHONDRIALNE BADANE W KOMORKACH | PERFUNDOWANYCH ORGANACH

Uprzepuszczalnienie btony mitochondrial-
nej w pojedynczych hepatocytach byto obserwo-
wane przez Nieminen i wspoétautoréw (1995) z
zastosowaniem sond fluorescencyjnych (kalcei-

ny i metylowanej rodaminy) i mikroskopu kon-
fokalnego. W normalnych warunkach fizjologi-
cznych kalceina znakowata jedynie cytoplazme.
Po wprowadzeniu stresu oksydacyjnego przez
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dodatek nadtlenku wodoru kalceina wypetniata
szybko mitochondria, co byto dowodem uprze-
puszczalnienia ich btony. Rodamina znakowata
mitochondria zaleznie od polaryzacji ich btony.
Wyptywata ona z mitochondriéw podczas napty-
wu kalceiny, co wskazywato na depolaryzacje
btony mitochondrialnej po otworzeniu megaka-
natdw. Uprzepuszczalnienie btony mitochon-
drialnej w hepatocytach pod wpltywem stresu
oksydacyjnego prowadzito do sSmierci tych ko-
moérek. Zaréwno uprzepuszczalnieniu btony
mitochondrialnej, jak i $mierci hepatocytéw w
tych warunkach zapobiegata trifluoperazina,
inhibitor fosfolipazy o wlasnosciach przeciw-
dziatajgcych utlenianiu grup -SH (Pereira i
wspétaut. 1992).

W perfundowanym sercu uprzepuszczalnie-
nie blony mitochondrialnej badano przez po-
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miar naptywu do mitochondriow znakowanej
izotopowo dezoksyglukozy (Griffiths i Hale-
STRAP 1995). Zaobserwowano, ze dezoksygluko-
za nie wnikata do mitochondriéw podczas is-
chemii, natomiast wnikata w czasie nastepujg-
cej po niej reoksygenacji. Przy reperfuzji serca
mitochondria peczniaty, ulegaly deenergizaciji i
nastepowat wyptyw z nich glutationu, co swiad-
czyto o otwieraniu megakanatéw. Zmianom tym
przeciwdziataty witamina E (antyoksydant bio-
logiczny), kwas dihydroliponowy (redukujgcy
tioredoksyne) oraz cynk w stezeniach ponad-
fizjologicznych (przeciwdziatajgcy utlenieniu
grup -SH) (Powerr i wspétaut. 1994, Haramaki
i wspotaut. 1995). Dane te sugerujg, ze czynni-
kiem decydujgcym o uprzepuszczalnieniu bto-
ny mitochondrialnej podczas stresu oksydacyj-
nego w komérce jest utlenienie grup -SH.

ZNACZENIE FIZJOLOGICZNE MEGAKANALOW

Fizjologiczna rola megakanatéw mitochon-
drialnych nie jest dotychczas wyjasniona. Wy-
suwane dotychczas hipotezy wigz” funkcje me-
gakanatow z regulacjg poziomu Ca +w komaorce
(Gunter i Preiffer 1990, Bernardi i Petronilli
1996) oraz z eliminacjg komoérek produkujg-
cych nadmiar reaktywnych postaci tlenu (Sku-
LACHEV 1996).

Podczas stresu oksydacyjnego w wyniku ut-
lenienia komoérkowych grup -SH dochodzi do
znacznego wzrostu stezenia Ca2+ w cytopla-
zmie, co powoduje rézne zaburzenia metabo-
liczne. Sa one tagodzone przez mitochondria,
ktérych uniporter wprowadzajacy Ca2+ do ma-
triksjest aktywowany przy podwyzszeniu steze-
nia tego kationu (Kasparinsky i Vinogradov
1996). W mitochondriach Ca2+ jest wiazany z
biatkami i anionami i dopiero po wysyceniu
miejsc wigzgcych nastepuje wzrost jego steze-
nia. Po obnizeniu stezenia Ca2+ wyptyw je”o z
mitochondriow na antyporterach Na+/Ca + i
H+/Ca2+jest powolny i wymaga duzego nakia-

du energii. W tej sytuacji uprzepuszczalnienie
btony mitochondrialnej dla Ca + pozwala na
szybki jego wyptyw bez wydatku energetyczne-
go. Otworzenie megakanatéow znosi potencjat
btonowy, co zapobiega dalszemu naptywowi
Ca2+ do matriks. Po usunieciu Ca2+ nastepuje
zamkniecie megakanaldw i repolaryzacja btony
mitochondrialnej.

Ostatnio Skutachev (1996) wysunat intere-
sujaca hipoteze o roli megakanatéw w usuwa-
niu komorek produkujgcych nadmiar reaktyw-
nych postaci tlenu. Otworzenie megakanatow
obniza produkcje anionorodnika ponadtlenko-
wego przez wzrost zuzycia tlenu i utlenienie
komponent taricucha oddechowego. Mitochon-
dria gromadzgce reaktywne postacie tlenu mo-
ga ulega¢ degradacji, gdyz synteza i import
biatek zalezg od potencjatu btonowego. Pecznie-
nie mitochondriéw prowadzi do rozerwania ich
zewnetrznej btony i wyptywu z przestrzeni mieg-
dzybtonowej do cytoplazmy biatka indukujgce-
go apoptoze komoérki.

uprzepuszczalnienie powodowane przez peroksydacje btony

W obecnosci metali przejsciowych, takich
jak Fe2+i Cult lipidy i biatka btony mitochon-
drialnej mogg ulegaé¢ peroksydacji. Proces ten
nie wymaga obecnosci Ca2+, ale jest przez ten
kation stymulowany ze wzgledu na wzrost pro-
dukcji rodnikéw tlenowych (Carini i wspétaut.
1992). Na skutek peroksydacji btona mitochon-
drialna traci czes¢ biatek i lipidéw co wptywa na
destabilizacje jej struktury i wzrost przepusz-
czalnosci. Zaleznie od stopnia peroksydaciji,
btona staje sie przepuszczalna tylko dla katio-

néw lub réwniez dla metabolitéw i niektérych
biatek (Carini i wspltaut. 1992, Hermes-Lima i
wspotaut. 1995).

Uprzepuszczalnienie btony mitochondrial-
nej wywotane przez peroksydacje i otworzenie
megakanatéw moze by¢ tatwo rozréznione, gdyz
tylko to drugie jest hamowane przez cyklospo-
ryne A. W przeciwienstwie do megakanatow
uprzepuszczalnienie powodowane peroksyda-
cjg jest hamowane przez chelatory Fe2+ i wra-
zliwe na redukcje koenzymu Q przez burszty-
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nian (Castilho i wspétaut. 1995b). Co wiecej,
niezbednym warunkiem dla intensywnej pero-
ksydacji lipidéw w mitochondriach jest utlenie-
nie CoQ9 (Noack i wspotaut. 1994). In vivo
mitochondrialna peroksydacja lipidéw jest sty-
mulowana przez niedobdr cynku w diecie (Bur-
ke i Fenton 1985).

Uprzepuszczalnienie w wyniku peroksyda-
cjijest nieodwracalne, podczas gdy megakanaty
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mozna zamkng¢ stosujgc chelatory ca®ti czyn-
niki redukujace (Kowaltowski i wspGgtaut.
1996). Niezaleznie od mechanizmu wywotujgce-
go uprzepuszczalnienie btony mitochondrialnej
elementem zagrazajagcym zyciu komoérek jest
wowczas deenergizacja mitochondriéw i utrata
ATP (carini i wspOtaut. 1992, Mehendale i
wspotaut. 1994).

MITOCHONDRIAL MEMBRANE PERMEABILITY TRANSITION DURING OXIDATIVE STRESS

Summary

Increased concentration ofreactive oxygen species pro-
motes the permeability of the inner mitochondrial mem-
brane for ions and small solutes. This membrane transition
is stimulated by influx of Ca2+ to mitochondria, the oxida-

tion of mitochondrial -SH groups and nicotinamide nucle-
otides as well as by binding of cyclophilin, a matrix protein
to the mitochondrial membrane. The mechanisms inducing
the permeability and its physiological role Eire discussed.
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