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Nieuwe methode voor het bepalen van de mitochondriéle membraanpotentiaal
in lymfocyten met flowcytometrie

J.HESSELS', M. van WIJNEN', R. WENSINK? en H.H.M. EIDHOF?

Inleiding

Mitochondrién zijn de energiecentrales in elke cel.
Hierin vinden vele metabole processen plaats, zoals
de P-oxidatie van vetzuren en de citroenzuurcyclus.
Bij deze processen komen elektronen vrij die langs
de verschillende complexen van de ademhalingsketen
worden getransporteerd en waarbij protonen over de
mitochondriéle binnenmembraan worden getranspor-
teerd. Deze protonengradiént is de onmiddellijke
energiebron voor de mitochondriéle ATP-productie.
Het transport van deze elektronen en protonen zorgt
voor een hoog elektrochemische gradiént (mitochon-
driéle membraanpotentiaal; MMP) van -190 mV.
Naast een centrale rol in de cellulaire ATP-productie
vervullen mitochondrién een cruciale rol in de con-
trole van apoptose. Depolaristie van de MMP zorgt
voor een release van cytochroom C in het cytoplasma
en activatie van de proteolytische cascade die zal re-
sulteren in apoptose. Bepaling van het MMP geeft
derhalve inzicht in zowel het mitochondriéle metabo-
lisme als het proces van apoptose.

JC-1 vertoont een MMP-athankelijke accumulatie in
de mitochondriéle matrix en is zeer geschikt voor de
analyse van de MMP en dus voor de bestudering van
de oxidatieve en metabole status van de cel. JC-1 laat
een concentratieafhankelijke emissiefluorescentie zien
en geeft een verschuiving van de emissiefluorescentie
van 525 nm (groen) bij een lage concentratie (mono-
meren) naar 590 nm (rood) bij een hoge concentratie
(J-aggregaten). De rode fluorescentie bij 590 nm
wordt gebruikt als maat voor MMP. In gezonde cellen
zal JC-1 in de mitochondrién accumuleren en naast
een groene ook een rode emissiefluorescentie verto-
nen. In apoptotische cellen of in cellen waarbij de
MMP verstoord is, door bijvoorbeeld een defect in de
ademhalingsketen, zal JC-1 in het cytoplasma blijven
en alleen een groene emissiefluorescentie geven (1).
In deze studie is de flowcytometrische bepaling van
de MMP in lymfocyten met behulp van JC-1 geopti-
maliseerd.

Materiaal en Methoden

EDTA- of heparinebloed (1 ml) wordt gelyseerd in
ammoniumchloride, bicarbonaatbuffer. De pellet wordt
gewassen met PBS, 0,2% BSA en leukocyten worden
geresuspendeerd in Leibowitz-medium met 0,2% BSA
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(eindconcentratie leuko’s 3,0%10%/L). Vervolgens wordt
50 ul celsuspensie 2 uur bij 37°C geincubeerd met 0,5
ml Leibowitz, 0,2% BSA en de gewenste remmers. 20
ul JC-1 (7,1 uM) in 31% alcohol, wordt in combinatie
met cyclosporine (0,2 g/l) toegevoegd en na 15 minu-
ten bij 37°C worden de buizen in het donker op ijs ge-
zet. De flowcytometrische analyse wordt uitgevoerd
op een FC 500 (Beckman Coulter) met een excitatie-
golflengte van 488 nm. Binnen de lymfocytenpopula-
tie wordt de fluorescentie in FL-3 (620 nm) en FL-1
(525 nm) geanalyseerd. Het resultaat worden uitge-
drukt als %FL-3-positieve cellen en is een maat voor
het behoud van de MMP.

Resultaten

De JC-1-emissiefluorescentie wordt gemeten in FL-3
(620 nm). Aangezien dit aan het einde zit van het JC-
1-spectrum zullen kleine verschuivingen gemeten
worden, waardoor de gevoeligheid van de methode
toeneemt. Voor het verkrijgen van reproduceerbare
resultaten blijkt de stabiliteit van de JC-1-oplossing
essentieel. Alcohol vergroot de oplosbaarheid van JC-
1, met als gevolg een betere reproduceerbaarheid van
de experimenten. Daarnaast blijkt cyclosporine toe-
voeging van groot belang. Cyclosporine houdt de
cytosolaire JC-1-concentratie constant, middels rem-
ming van P-glycoproteinepompen in de plasmamem-
braan (2). De pH van het medium is kritisch en pyru-
vaat blijkt een essenti€le component in het medium te
zijn voor behoud van de MMP (3).

Na optimalisatie van de methode met betrekking tot
de JC-1-oplosbaarheid, de JC-1-concentratie, het ge-
bruik van cyclosporine en het medium is de methode
gevalideerd met specifieke ademhalingsketenremmers.
Na incubatie met verschillende concentraties anti-
mycine A (complex-III-remmer) is een concentratie-
afhankelijke afname van het % FL-3-positieve cellen
te zien (figuur 1). Dit betekent dat er, zoals verwacht,
na remming van de ademhalingsketen een verlies van
de MMP is opgetreden. De test blijkt zeer gevoelig,
aangezien er al bij zeer lage concentraties (0,5 ug/l)
al een verlies van de MMP wordt gemeten. Dezelfde
resultaten zijn verkregen met rotenon (complex-I-
remmer) en azide (complex-IV-remmer) en met dini-
trofenol (complex-V-remmer). De reproduceerbaar-
heid van de methode is bepaald door 46 verschillende
monsters (van gezonde labmedewerkers) in duplo te
meten. De within-run-variatiecoéfficiént bij een ge-
middelde van 95 %FL3-positieve cellen was 0,6%.
Het 2,5-97,5-percentielinterval voor deze normale
populatie was 91,4-97,8%.
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Figuur 1. Het effect van antimycine A op de MMP in lymfocyten. Leukocyten zijn geincubeerd zonder (A) en met (B) 0,5 ug/L
complex-III-remmer antimycine A. De MMP-afhankelijke JC-1-accumulatie in de mitochondrién wordt gemeten in FL-3.

Conclusie

Het gebruik van JC-1 voor de flowcytometrische ana-
lyse van de MMP in cellen is niet nieuw. Hier be-
schrijven wij echter een geoptimaliseerde flowcyto-
metrische bepaling, die door de keuze van het
meetkanaal, vergroten van de JC-1-oplosbaarheid en
de toevoeging van cyclosporine een zeer gevoelige en
reproduceerbare methode is om veranderingen in de
MMP te meten. Concluderend presenteren wij hier
een methode die geoptimaliseerd is voor het monito-
ren van de MMP en dus zeer geschikt is om de oxida-
tieve en metabole status van lymfocytenpopulaties te
bestuderen.
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