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2. IVADAS

Mechanizmai, kurie kontroliuoja oksidacinj fosforilinima raumeny lastelése in vivo, vis dar
néra aiSkis. Pagal klasiking samprata citozolinio ADP koncentracija priklauso nuo ATP skilimo
ATP-aziy katalizuojamoje reakcijoje; tai yra pagrindinis signalas, stimuliuojantis kvépavima
[Chance and Williams, 1956, Chance et al., 1985]. Eksperimenty, naudojant saponinu
permeabilizuotas skaidulas, duomenys parodé¢, kad glikolitiniy greito susitraukimo raumeny
(m.gastrocnemius) oksidacinio fosforilinimo sistema pasizymi dideliu tariamu giminingumu ADP
(Km=10-20 puM), kaip ir izoliuotos mitochondrijos. Oksidaciniams 1éto susitraukimo raumenims,
tokiems kaip Sirdis ir m.soleus, prieSingai, buidingas Zymiai mazesnis giminingumas ADP
(Km=200—400 uM) [1] [2-5]. Sie rezultatai rodo, kad lastelinis kvépavimas in vivo kontroliuojamas
priklausomai nuo raumeny tipo. Sutinkamai su tuo neseniai iSkelta hipotez¢, kad oksidaciniy
raumeny lastelése mitochondrijos ir miofibriliy bei sarkoplazminio tinklo ATP-azés formuoja
kompleksus, pavadintus vidulasteliniais energetiniais vienetais (angl. ICEU - intracellular energetic
units) [6, 7]. Jie igalina efektyviai stimuliuoti oksidacini fosforilinima i§vengiant zymiy citozolinio
adenino nukleotidy ir PCr kiekio svyravimy; tokia blisena pavadinta metaboliniu stabilumu [8].
Nors néra zinoma $iy energetiniy vienety struktiiriné ir molekuliné prigimtis, ta¢iau irodyta, kad jie
sujungia mitochondrijas ir ATP-azes tarpusavyje per CK- ir AK-fosfaty pernasos sistemg ir per
tiesioginius ADP/ATP mainus (tuneliavima) [9]. Tuo paaiSkinamas mazas sistemos giminingumas
egzogeniniam ADP, kurio difuzija 1 mitochondrijas gali biti apribota dél tokiy kompleksy
struktlirinés organizacijos ir, galbiit, dél to, kad mitochondrijy iSoriné membrana apriboja $io
substrato laiduma. Manoma, kad ADP difuzija gali buti apribota iSorinés membranos lygmenyje dél
to, kad porino pory laiduma kontroliuoja citoplazminiai baltymai [2, 3, 10, 11]. Neseniai buvo
parodyta [4], kad riebaly ragsc¢iu oksidacija taip pat gali buti svarbi reguliuojant oksidacini
fosforilinima mitochondrijose. Taciau néra aiskus riebaly riigs¢iy poveikio mechanizmas.

Kreatino/fosfokreatino sistema yra vienas svarbiausiy komponenty, dalyvaujanéiy
vidulastelinéje energijos pernasoje ir metaboliniy signaly perdavime [12]. Si sistema per
kreatino/fosfokreatino pernaSa apjungia mitochondrijas (kur gaminama ATP) ir miofibriles bei
sarkoplazminj tinkla (kur panaudojama ATP). Klingenbergo grupé 1964 m. atrado mitochondrinj
kreatino kinazés izofermenta (mi-CK). Sis energija pernesantis fermentas, lokalizuotas
mitochondrijy tarpmembraninéje erdveje, yra funkciskai susietas su porinu iSorin¢je membranoje ir
ANT vidingje membranoje. D¢l tokiy saveiky prie vidinés mitochondrijy membranos sukuriamas
mikrokompartmentas, kur mi-CK tiekia ADP tiesiogiai ANT mainais i ATP ir tokiu btdu

kontroliuoja kvépavima [10]. Remiantis naujausiais eksperimentiniais duomenimis [13] teigiama,
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kad mi-CK ir citozolinés CK izofermentai (taip kaip ir AK izofermentai) sudaro fosfaty pernasos

tinkla ir tokiu biidu dalyvauja palaikant lastelés energeting homeostazg.

Yra zinoma, kad klasikinéje izotoninéje terpéje izoliuotos mitochondrijos dél prarasto
onkotinio slégio esti dirbtinai iSbrinkusios, lyginant su kondensuota ju konfigiiracija in vivo [14].
Eksperimeniskai nustatyta, kad modelingje sistemoje 10 proc. dekstrano pridéjimas i inkubavimo
terpe su izoliuotomis mitochondrijomis sukuria panasaus dydzio ADP gradienta abipus porino
poros, koks esti intaktiSkose lastelése [15]. Pirma, buvo parodyta, kad makromolekulés padidina
funkcing saveika (angl. coupling) tarp mitochondriniy kinaziy CK bei AK ir oksidacinio
fosforilinimo [15-17]. Antra, pridedant makromolekuliy, didéja ADP dinaminé kompartmentacija
abipus iSorinés mitochondrijy membranos [16, 18-20]. Be to, bitina salyga dekstrano efektams
pasireiks§ti yra intaktiné iSoriné membrana [20]. Izoliuotoms mitochondrijoms makromolekulés
(dekstranas-20) didino tar. Ky""™", bet létino tretios metabolinés biisenos kvépavimo greitj [20].
Taciau iki $iol nebuvo tirta dekstrano jtaka mitochondrijy in situ kvépavimo parametrams.

Taigi, pridedant | matavimo terp¢ makromolekuliy (Siame darbe dekstrano T-70) buvo
bandoma imituoti onkotini slégj ir ivertinti jo poveiki ziurkés Sirdies raumens skaiduly kvépavimui
bei iSorinés membranos pralaidumui ADP oksiduojantis tiek neriebalinés, tiek riebalinés kilmés
substratams.

Kadangi riebaly rigstys yra vieni pagrindiniy S$irdies raumens energetiniy substraty
badavimo, iSemijos atvejais, esant racione daug riebaly [4], buvo svarbu istirti ju vaidmenj
reguliuojant oksidacinj fosforilinima mitochondrijose in situ ir jvertinti, ar riebaly ragséiy
oksidacijos poveikis oksidacinio fosforilinimo sistemai gali pasireiksti in vivo. Darbe mitochondrijy

in situ kvépavimo substratais naudojome jvairios struktiiros riebaly ragstis.

APP iy kreatino

Be to, Siame darbe buvo tiriamas riebaly rtgsciy poveikis tariamajai Kp
kinazés bei ADP/ATP neSiklio funkcinei saveikai: priklausomybé nuo temperatiiros, terpés
onkotinio slégio ir kity faktoriy. Riebaly riigs¢iy oksidacijos vaidmeniui oksidacinio fosforilinimo
reguliavime iSsiaiSkinti tirtas saponinu permeabilizuoty Zziurkés Sirdies raumens skaiduly
kvépavimas. Si skaiduly tyrimo metodika leidZia jvertinti visa lastelés mitochondrijy populiacija in
situ, t.y. ju neizoliuojant, ir padeda suprasti, kaip mitochondrijy veikla reguliuojama in vivo. Dalis
darbo (mitochondrijy brinkimo matavimai) buvo atlikta naudojant izoliuotas ziurkeés Sirdies

raumens mitochondrijas.



3. LITERATUROS APZVALGA

3.1. Mitochondrijos ir jose vykstantys procesai

Mitochondrijos — lastelés jégainés, gaminancios ATP. ATP sintezés procesas vadinamas
oksidaciniu fosforilinimu. ATP sintezei naudojamas elektrocheminis protony gradientas, Kkurj
sukuria kvépavimo grandinés kompleksai, oksiduodami NADH bei FADH; [21] Yra Zinoma, kad
mitochondrijos vaidina pagrindini vaidmeni tiek apoptotinéje, tiek nekrotinéje lastelés mirtyje.
Mitochondriju strukttra jgalina kompartmentalizuoti mitochondrijy metabolizma. Mitochondriju
iSoriné membrana nepralaidi didesnéms nei 1500 Da citozolio molekuléms; ji atskiria mitochondriju
tarpmembraning erdve nuo citozolio. Tarpmembraninés erdvés joninis sastatas panasus i citozolio.
Susiliejant vidinei ir iSorinei membranoms susidaro kontaktinés vietos; tai yra dinamings struktiiros,
jos dalyvauja importuojant mitochondriniy baltymy pirmtakus (angl. precursor) [22]. Daugelis
darby [23-27] parodé, kad ziurkés kepeny mitochondrijose kontaktinés vietos dalyvauja
transportuojant ilgagrandes riebaly rigstis i matriksa. Taigi, kontaktiniy viety déka palaikomi rysiai
tarp mitochondrijy ir citozolio [22]. Kontaktinés vietos Sirdies mitochondrijose yra sudarytos i$
porino iSorin¢je membranoje, mitochondrinés kreatinkinazés bei mitochondrinés heksokinazés
tarpmembraninéje erdvéje ir ANT vidinéje membranoje. Kontaktinés vietos palengvina energijos
srauta (angl. flux) i§ mitochondriju | citozoli [23]. Kontaktiniy viety skai¢ius kinta oksidacinio
metabolizmo metu; jy padaugéja aktyviai kvépuojanciose mitochondrijose [23].

Pagrindiniai mitochondrijy kvépavimo substratai yra gaunami i§ angliavandeniy ir riebaly.
Fermentai, dalyvaujantys aktyvuojant ir transportuojant riebaly riigstis, iSsidést¢ iSorinéje
membranoje ir kontaktinése vietose. Angliavandeniy ir riebaly riigi¢iu oksidacijos tarpusavio
reguliavima kontroliuoja PDH ir CPT-1 fermentai. Padidéjusi piruvato, gauto i§ angliavandeniy,
oksidacija inhibuoja riebaly rugsciy oksidacija padidéjant malonil-CoA kiekiui, kuris inhibuoja
CPT-1. Manoma, kad malonil-CoA yra pagrindinis komponentas, reguliuojantis, kurias atsargas
(angliavandenius ar riebalus) naudos mitochondrijos [23]. Nustatyta, kad gali bati ir kitas
reguliacinis mechanizmas, kai kepenyse CPT-1 aktyvuma gali keisti citoskeleto baltymai,
saveikaudami su mitochondrijomis [28]. Be to, palmitoil-CoA, CPT-1 substratas, konkuruoja su

malonil-CoA dél prisijungimo $io fermento reguliacinéje srityje.



3.2. Faktorial, regulinuojantys mitochondrijy kvépavima ir oksidacinj

fosforilinima

Mitochondrijos sunaudoja apie 90 proc. lastelés gaunamo deguonies, i§ Sio kiekio net 80
proc. — ATP sintezei [29]. Sveikoje Sirdyje deguonies sunaudojimas priklauso nuo Sirdies darbo
intensyvumo [30]. Kad patenkinty kintan¢ius Iasteliy energetinius poreikius, oksidacinio
fosforilinimo sistema yra reguliuojama tam tikro jautraus mechanizmo [12]. Pradiniuose
eksperimentuose, tiriant izoliuotas mitochondrijas, buvo pastebéta, kad padidéjusi ADP gamyba
didina mitochondrijy kvépavimo greitj, todél buvo iskelta hipotezé, kad mitochondrijy kvépavima
reguliuoja:

ADP koncentracija [31]. Véliau atsirado ir kity hipoteziy, teigianciy, jog mitochondriju
metaboling biiseng reguliuoja :

fosforilinimo potencialas [32],

ATP/ADP santykis [Davis and Lumeng, 1975],

submikromolinés Ca** koncentracijos [33, 34].

Neseniai buvo gauti eksperimentiniai duomenys, kurie parodé, jog kardiomiocituose ADP
difuzija i mitochondriju vidy, taigi, ir oksidacinio fosforilinimo sistemos aktyvuma, reguliuoja

iSoriné mitochondrijy membrana [2, 35, 36].

Vertinant intaktiSky izoliuoty mitochondrijy iSorinés membranos pralaiduma nustatyta maza

tariamoji Ky,"°"

reik§mé — 17-25 puM [37]. Tai rodo labai auksta oksidacinio fosforilinimo sistemos
gimininguma ADP-ui ir didelj iSorinés mitochondriju membranos laiduma. Mitochondrijy veiklos
reguliavimui in vivo jvertinti 1987 m. pasitilyta nauja — saponinu permeabilizuoty Sirdies raumens
skaiduly metodika [38], leidzianti tyrinéti visa lastelés mitochondrijy populiacija in situ, t.y. ju
neizoliuojant. Paskutinio deSimtmecio darbai su saponinu permeabilizuotomis skaidulomis parode¢,
kad prieSingai nei izoliuotose mitochondrijose, iSoriné mitochondrijy membrana pasiZymi mazu
pralaidumu ADP-ui (auksta tariamaja Ky,"*") ir yra svarbi reguliuojant oksidacinj fosforilinima [2,
35, 36]. Is Sirdies raumens izoliuotos lastelés ir saponinu permeabilizuotos skaidulos oksiduojant
neriebalinés kilmés substratus pasizyméjo silpna kvépavimo greicio priklausomybe nuo ADP
koncentracijos (K" apie 300 — 400 pM) [38]. Saks ir kt. mokslininky darbai parodé, kad Sirdies
ir 1éto susitraukimo raumeny (m.soleus) skaiduloms budinga K" reikime yra deSimtis karty
didesné nei izoliuotose mitochondrijose [2, 35, 36]. Tai Siy autoriy nuomone rodo, jog in situ
mitochondrijy iSorinés membranos pralaidumas adenino nukleotidams yra mazas. Ankstesni tyrimai

atlikti musy laboratorijoje su neriebalinés kilmés substratais (glutamatu+malatu, piruvatu,



sukcinatu) patvirtino $j teiginj [5, 39]. Paskutinio deSimtmecio darbai parodé, kad jais galéty buti
lastelés onkotinis slégis ir su citoskeletu susijg baltymai [2, 18, 20].

Véliau buvo atskleistas naujas reiskinys — riebaly riigsciu oksidacija Sirdies raumens
skaidulose esan¢iy mitochondrijy iSorinés membranos pralaiduma ADP-ui zenkliai padidina

ADP

(tariamoji Kp, reik§mé sumazéja net iki 10 karty) lyginant su neriebalinés kilmés substraty

ADP 4]. Taciau §io reiskinio mechanizmas iki

sukcinato, piruvato oksidacijai biidinga tariamaja Ky,
Siol néra aiskus.

Kadangi riebaly rugstys yra vieni i§ pagrindiniy Sirdies energetiniy substraty (esant riebalais
turtingam racionui, badavimo, iSemijos atvejais), buvo svarbu detaliau iStirti ju vaidmeni
reguliuojant oksidacinj fosforilinima. Zinoma [40], kad riebaly rig§tims patenkant | mitochondrijas,
mitochondrijy matrikso tiris padidéja, todél padaryta prielaida, kad tariamosios K> reik§meés
sumaz¢jimas gali buti susijes su riebaly riig§ciu salygotais morfologiniais mitochondriju poky¢ciais.
I$ kitos pusés, yra parodyta [4], kad riebaly rigs¢iy, ju CoA ir karnitino esteriy mikromolinés
koncentracijos Zymiai padidina iSorinés membranos pralaiduma ADP-ui, o didesnés netgi pazeidzia
iSorinés ir vidinés membrany vientisuma. Taciau substratinés S$iy junginiy koncentracijos
nepazeidzia iSorinés membranos (citochromo c testas) [41]. Be to, yra Zinoma, kad iSorinés
membranos pralaidumas ADP-ui padidéja, kai skaidulos esti paveiktos proteazémis [2, 3, 36, 39],
arba kai tokiais faktoriais, kaip hiperosmotinis Sokas [14, 17, 42] arba iSemija [43], yra

pazeidziamas iSorinés membranos vientisumas.

3.3. ISoriné mitochondrijy membrana — difuzijos barjeras

Aerobinése salygose dirbant lastelei susidargs ADP yra refosforilinamas oksidacinio
fosforilinimo biidu. Termodinaminiais sumetimais (didelio nasumo) yra naudinga maza ADP
koncentracija ATP skilimo vietose ir didelée ADP koncentracija ATP sintezés stimuliavimui
mitochondrijose. Todél butina erdvéskyra tarp ATP panaudojimo ir ADP refosforilinimo
(homogeniniai srautai lasteléje). Morfologiné struktiira, galinti realizuoti tokia erdvéskyra, yra
mitochondrijy iSoriné membrana [15].

Greitai kveépuojanciose mitochondrijose ADP iSeikvojimas prie ju pavirSiaus dé¢l létos ADP
difuzijos gali buti lemiamu faktoriumi, limituojanciu oksidacinj fosforilinima. Lastelése su dideliu
energijos poreikiu (aerobinése) $i problema iSsprendZiama kinaziy (heksokinazé smegenyse,
kreatino kinazé raumenyse), kurios dél specifiniy saveiky (zinduoliy HK su iSorine membrana) arba

lokalizacijos (mitochondriné kreatinkinazé) esti labai arti mitochondrijy [44]. Mitochondriné CK
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keleta karty padidina adenino nukleotidy apyvarta mitochondrijy tarpmembraninéje erdvéje,
palaikydama auksta aerobinj fosfokreatino gamybos lygi ir metabolini pastovuma lasteléje [45].

Eksperimenti$kai buvo parodyta [44], kad tarpmembraninéje erdvéje dél kreatinkinazés ir
adenilatkinazés generuojamo ADP susidaro didesnés, nei citozolyje vietinés ADP koncentracijos. Si
dinaminé ADP kompartmentacija gali biiti paaiSkinama tuo, kad iSoriné mitochondrijy membrana
veikia kaip difuzijos barjeras, apsunkinantis adenino nukleotidy mainus per porino pora, tuo paciu
salygodamas adenino nukleotidy koncentracijos gradientus tarp tarpmembraninés erdvés ir
citozolio.

Naudojant rekonstruotas sistemas (1 pav.) nustatyta, kad ADP oksidaciniam fosforilinimui
pirmenybiskai tiekiamas per mitochondring kreatinkinaz¢ (miCK) lyginant su ADP tiekimu pridéjus
ekstramitochondrinés mieliy heksokinazés (HK). Sis fenomenas buvo pavadintas dinamine ADP
kompartmentacija (ADP koncentracijos gradientas abipus iSorinés mitochondriju membranos) [44].
Eksperimentai su rekonstruotomis sistemomis (HK ir CK) [44] tiesiogiai jrodé¢, kad egzistuoja ADP

gradientas abipus iSorinés membranos Sirdies mitochondrijose.

ATP m ATP Porinas| ATP ~) ﬁ
H0 + S j AdNT (?cll:é; ®(§'&p
¥ 0, + SH,
ADP \/ ADP~ ADP ‘—“J

MATRIKSAS vM TME M IT
- ATP TP
ATP ah - A N
H,0+8 AdNT | micK “ g
i, I :\* o [ PEP
ADP ADP ~ADP

IPorinas]

1 pav. Rekonstruoty sistemy, naudojamy eksperimentiniam iSorinés membranos difuzijos
gradienty nustatymui izoliuotose Ziurkés Sirdies mitochondrijose, metaboliné schema. HK
sistema (paveiksle virSuje), CK sistema (apacioje). VM-vidiné membrana, TME-tarpmembraniné
erdve, IM-iSoriné membrana, IT-inkubavimo terpé.

2 pav. pavaizduota oksidacinio fosforilinimo grei¢io  priklausomybé nuo

ekstramitochondrinio ADP koncentraciju CK bei HK sistemose. Esminis momentas yra tas, kad
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oksidacinio fosforilinimo greicio priklausomybé nuo ekstramitochondrinio ADP koncentracijos yra
zymiai perstumta link Zemesniy ADP koncentraciju mi-CK atveju, lyginant su HK sistema.
Minimalus kvépavimas CK sistemoje vyko esant 3 uM ADP inkubavimo terpéje (vertikali linija 1),
tuo tarpu kad mitochondrijos pasiekty toki pat aktyvuma HK sistemoje, reikéjo 30 uM ADP
(vertikali linija 2).

1250 A - 10000
A : 3
£ s - 3
£ 1000 { ; i
- G 2
e - =
e 1T CK - s
0 e 8
< 0 g >
PR b ot
. L L0 @
= ‘950 4 : %
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2 pav. Tiesioginis iSorinés membranos ADP gradiento Sirdies mitochondrijose jrodymas. Tiek
ADP srautai { oksidacini fosforilinima Jop CK sistemoje (") ir HK sistemoje (O), tiek ADP
regeneruojantys srautai HK Jux (£) ir mi-CK, Jck (V) pavaizduoti priklausomai nuo ADP
koncentracijos inkubavimo terpéje. Plonos vertikalios linijos (1,2) Zymi ADP koncentracijas
inkubavimo terpéje abiejose sistemose esant minimaliam kvépavimo grei¢iui, matuotam CK
sistemoje su piruvatkinazés pertekliumi. Rodyklés zZymi Kapp reikSmes HK (1) bei CK (2)
sistemose.

Manoma [2, 3, 36, 46], kad mitochondrijy izoliavimo metu prarandamas citoplazminis
baltymas arba faktorius x (hipotetiSkai susijgs su citoskeletu), kuris fiksuoja mitochondrijy padéti
bei galbiit kontroliuoja VDAC laiduma ADP-ui bei ATP-ui in vivo. Sis 27,5 kDa baltymas aptiktas
elektroforezés buidu poliakrilamido gelyje Sirdies ir léto susitraukimo skeleto raumenyse [11]. Taigi,
nuo saveikos tarp iSorinés membranos ir citoskeleto elementy priklauso iSorinés membranos

pralaidumas ADP-ui.
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Didelj iSorinés membranos pralaiduma in vitro molekuléms iki 6 kDa nulemia jau minétas
specifinis baltymas, vadinamas mitochondriniu porinu arba VDAC (itampa reguliuojamas
anijonams atrankus kanalas), kuris rastas visose tirtose eukariotinése lastelése. Per §i kanala atviroje
busenoje difuzijos biidu gali praeiti tokios molekulés, kaip kreatinas, Kreatinfosfatas bei adenino
nukleotidai. UZzdaroje biisenoje Sis kanalas tampa atrankiu katijonams, jis tampa pralaidus
vienvalenc¢iams jonams, taciau visiskai nepralaidus adenino nukleotidams. Kanalo pralaiduma lemia
keletas faktoriy, tokiy, kaip membraninis potencialas, onkotinis slégis, mitochondrinis baltymas-
kanalo moduliatorius [47]. Be to, ADP difuzija gali biiti apribota iSorinés membranos lygmenyje dél
to, kad porino poras kontroliuoja citoplazminiai baltymai [2, 3, 10].

Biitina salyga efektyviai metabolity (ADP, ATP, kreatinfosfato ir kreatino) pernasai tarp
mitochondrijuy ir kity lastelés struktiry yra tarpmembraninés erdvés vientisumas, t.y. nepazeista
iSoriné ir vidiné mitochondrijy membranos bei kontaktinés sritys, susiejanCios oksidacini
fosforilinima su kinazémis. Sis vientisumas yra paZeidziamas ne tik i§emijos, bet ir mitochondrijy
iSskyrimo metu [19, 48], todél mitochondrijy funkcijas geriau tirti in Situ, t.y. mitochondrijy
neiSskiriant i§ lasteliy [38, 39]. V.Saks ir F.N.Gellerich grupiy tyrimy duomenys leidzia daryti
prielaida, kad iSorin¢ Sirdies mitochondrijuy membrana fiziologiSkai néra pakankamai pralaidi
adenino nukleotidams ir tai priklauso nuo faktoriy, reguliuojanciy joje esancio porino kanalo
pralaiduma. Be to, parodyta, kad VDAC dalyvauja esterifikuoty riebaluy riigs¢iy pernasoje i
mitochondrijas [26, 49]. Taigi, iSkelta prielaida, kad iSorinés mitochondriju membranos pralaidumas
ADP gali buti reguliuojamas ne tik su citoskeletu susijusiy baltymuy, bet ir riebaly riigsciy arba ju

oksidacijos fermentinés sistemos komponenty [26].

Mitochondriju iSoriné membrana vaidina lemiama vaidmeni mitochondrijy kvépavimo
reguliavimo mechanizme in vivo. Parodyta, kad prieSingai izoliuotoms mitochondrijoms,
permeabilizuotose skaidulose iSoriné membrana yra mazai pralaidi ADP-ui (didelé tariamoji Kp,
reikSmeé saponinu permeabilizuotoms skaiduloms). Manoma, kad keletas Sirdies lastelés citoskeleto
komponenty fiksuoja mitochondrijas, sarkoplazmini retikuluma ir viena sarkomera i funkcini
kompleksa, kur endogeninis ADP yra tuneliuojamas | mitochondrijas per organizuota metabolinj
tinkla [7, 35, 50] tam, kad buty tiksliai reguliuojami laisvosios energijos virsmai sutinkamai su
Sirdies darbo intensyvumu. Tokiu biidu paaiSkinamas mazas oksidacinio fosforilinimo sistemos
giminingumas egzogeniniam ADP, kurio difuzija { mitochondrijas gali buti apribota dél tokiy
kompleksy struktiirinés organizacijos ir, galbut, dél to, kad mitochondriju iSoriné membrana
apriboja §io substrato laiduma. Kai kuriy tyréjy nuomone [51, 52], didele K/*™" in situ daugiausia
nulemia difuzijos gradientai mitochondriju iSoréje, o mitochondrijy iSorinés membranos inasas {

Siuos gradientus yra nedidelis.
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Kvépavimo lygis, manoma, yra priklausomas nuo citoplazminio ADP koncentracijos [31] ir
daugeliu atveju Kn"°" bandoma nustatyti intaktinése lastelése. Yra apskaigiuota, kad citozolyje
laisvo ADP koncentracija yra tos padios eilés, kaip ir nustatytos oksidacinio fosforilinimo Ky >
reikSmeés 30-50 uM. Taigi, lasteléje ADP negali patekti | mitochondrijas pasyvios difuzijos buidu.
ADP praéjima per iSoring membrana palengvina jo pernaSa per kanala VDAC (angl. voltage
dependent anion channel), kitaip vadinama porinu, dalyvaujant prie kanalo prisijungusioms ar

tarpmembraninéje erdvéje esancioms kinazéms. Tokie kanalai rasti visose iki $iol tirtose

eukariotinése lastelése.

Yra zinoma, kad riebaly riigStys esti pagrindiniai substratai Sirdies lastelése. Ankstesni
darbai parodé, kad riebaly riigstys padidina iSorinés mitochondrijy membranos pralaiduma ADP-ui,
t.y sumazina tariamaja Kn [4]. IS kitos pusés yra parodyta, kad riebaly ragsciu, ju CoA ir karnitino
esteriy jprastos koncentracijos zymiai padidina iSorinés membranos pralaiduma ADP-ui, o didesnés

koncentracijos netgi pazeidzia iSorinés ir vidinés membrany vientisuma [53].

3.4. Kreatino kinazés izofermentai ir mitochondriné Kreatino Kinazé

Kreatino kinazés izofermentai per kreatino/fosfokreatino sistema apjungia procesus tarp
mitochondrijy (kur gaminamas makroerginis ATP) ir miofibriliy bei sarkoplazminio tinklo ir
sarkolemos ATP-aziy (kur ATP panaudojamas). 3 pav. parodyta, kaip kreatino/fosfokreatino
sistema apjungia mitochondrijas (ATP gaminama) ir miofibriles (ATP
panaudojama/hidrolizuojama) [12]. Modelis apima reakcijas trijuose pagrindiniuose Sirdies lastelés
kompartmentuose: miofibrilése kartu su mioplazma, mitochondrijy tarpmembraninéje erdveje ir

mitochondrijy matrikse. Tarpmembraninéje erdvéje mi-CK yra susieta (angl. coupled) su ANT [12].
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3 pav. Schema demonstruojanti, kaip kreatino/fosfokreatino sistema apjungia mitochondrijas
su miofibrilémis.

40-50 proc. visuminio CK kiekio Iastel¢je lokalizuota citoplazmoje (MM, MB ir BB
izofermentai), 30 proc. CK yra mitochondrijose kaip specifinis izofermentas mi-CK, 10-20 proc.
sujungta su miofibrilémis, sarkoplazminio tinklo membrana, sarkolema ir branduolio membrana
[54].

CK izofermentai visy pirma randami audiniuose, kuriems budingi dideli energijos poreikiai,
tokiuose kaip skeleto bei Sirdies raumuo, smegenys, fotoreceptoriy lastelés, spermatozoidai, kur jie,
manoma, itraukti i [ATP] bei [ADP] ,,buferinima“ (glikolitiniuose audiniuose), taip pat i didelés
energijos fosfaty pernasa 1§ ATP gamybos viety (mitochondrija, glikolize) { ATP suvartojimo vietas
(oksidaciniuose audiniuose) [45].

Mitochondriné kreatinkinazé yra lokalizuota tarpmembraninéje erdvé€je ir griztamai
prisijungusi prie vidinés membranos. Buvo parodyta, kad teigiamai jkrauta mi-CK yra fiksuota prie
neigiamai ikrauto kardiolipino vidinés mitochondrijy membranos iSoringje puséje, dalyvaujant
teigiamai jkrautoms Argl9, Lys20 ir Hisll fermento liekanoms [45, 55]. Neatmetamos
hidrofobinés saveikos bei specifiniu receptoriy (baltymuy) egzistavimas. Tokiy saveiky déka
sukuriamas mikrokompartmentas prie vidinés mitochondrijuy membranos, kur mi-CK tiesiogiai
tickia ADP adeninnukleotidy neSikliui mainais i ATP [10, 45]. Per kontaktines sritis, kurios,
manoma, yra dinaminés struktiiros, mi-CK papildomai saveikauja su iSorine membrana VDAC

vietose. Manoma, kad kinazés, esancios tarpmembraningje erdvéje, gali funkciskai susieti adenilaty

15



nesiklj ir viding membrana su porinu ir iSorine membrana. Be to, aptikta, kad dalis mi-CK yra

lokalizuota kristy membranose.

Mitochondrijy subfrakcionavimo eksperimentuose daugiau kaip 50 proc. mi-CK buvo rasta
kontaktiniy sri¢iy frakcijoje. Kontaktinés sritys, manoma, itrauktos i baltymy pirmtaky importa {
mitochondrijas, taip pat i lipidy transporta tarp abiejy mitochondrijy membrany. Jy skaicius iSauga
stimuliuojant mitochondrijy kvépavima, taigi, Sios sritys yra jtrauktos arba i oksidacinio
fosforilinimo reguliavima arba, labiau tikétina, | didelés energijos fosfatuy eksporta i§ mitochondriju
[45].

Mi-CK mitochondrijy tarpmembraninéje erdvéje katalizuoja ATP (generuoto mitochondriju
matrikse) ir kreatino transfosforilinima | ADP ir fosfokreatina. Pastarasis paliecka mitochondrijas
kaip oksidacinio fosforilinimo produktas ir difunduoja per citozoli i ATP suvartojimo vietas. Ten
citozolinés CK izofermentai nenutriikstamai regeneruoja ATP tam, kad biity palaikomas aukstas
ATP/ADRP lygis, kuris, atrodo, yra lemiamas daugelio ATP-aziy veiklai. Kreatino difuzija atgal {
mitochondrijas uzdaro ciklag. Déel CK izofermenty specifinés sublastelinés kompartmentacijos
skirtingi CK izofermenty Seimos nariai yra jtraukti i skirtingus metabolinius kelius. IS CK izomery
tik mi-CK yra susieta su oksidaciniu fosforilinimu. Citozolinés CK izofermentai gali bti tiek laisvi
citozolyje, tiek susieti su vidulastelinémis struktiromis, tokiomis, kaip sarkolema, sarkoplazminis
tinklas arba miofibrilés, kur jie funkciskai susieti su Na'/K*-ATP-aze, Ca’*-ATP-aze ir miozino
ATP-aze atitinkamai [45]. Kadangi ADP ir ATP reguliuoja daugelj fundamentaliyjy metaboliniy
keliy, tai dideli ju koncentracijy pokyciai keiCiantis darbo intensyvumui (angl. workload) gali
stipriai sutrikdyti visos lastelés metabolizma. Taigi, greitai subalansuodama ATP sunaudojimo ir
ATP pagaminimo greicius, CK sistema padeda iSvengti energijos iSbarstymo ir garantuoja reikiama
lastelés ATP-aziy funkcionavima [45].

ISkelta hipoteze apie skirtingg CK sistemos vaidmeni ,,oksidaciniuose® (1éto susitraukimo) ir

,.glikolitiniuose* (greito susitraukimo) audiniuose [56] (4 pav.).
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4 pav. Kreatinkinazés funkcijy modeliai (A) Klasikinis energijos transporto modelis tarp
viety, gaminanciy ATP (mitochondrijos, glikolizé) ir ATP suvartojanciy viety (visos ATPaziy
rasys). (A) Sis modelis grubiai atspindi situacija audiniuose, neturin¢ivose CK, PCr ir Cr, pvz.,
kepenyse. (B) CK/PCr buferio funkcija. PCr yra tiesiogiai regeneruojamas hidrolizuojantis ATP
intensyviai dirbant. Dél didelio citozolinés CK aktyvumo CK reakcija iSlieka arti pusiausvyrinés
bisenos, tokiu biidu palaiko [ADP] ir [ATP] beveik pastovias. (C) Transportiné CK/PCr sistemos
funkcija. Si sistema veikia kaip $untas tarp ATP gaminimo ir ATP sunaudojimo viety. Tuo tarpu Kai
buferio funkcijai néra reikalingi mi-CK izofermentai, transporto funkcijai 1§ esmés bitina salyga yra
mi-CK, ypac jei apribota adeninnukleotidy difuzija per iSoring mitochondriju membrana. Reikia
pazyméti, kad modeliai (B) ir (C) apraso krastutinumus, i tiesy audinyje ar lasteléje esti tarpiné
situacija tarp Siy krastutinumy. Skrituliukais pazymétos ATP hidrolizés vietos, kvadratéliais—mi-
CK, rombais—citozoliné CK.

Pagal Sia hipoteze oksidaciniuose audiniuose pagrindinis CK sistemos vaidmuo yra
uztikrinti energijos pernasa; butina salyga ¢ia yra mi-CK. Pastaroji funkciSkai susijusi su
adeninukleotidy neSikliu vidinéje mitochondrijy membranoje ir porinu iSorin¢je membranoje.
Oksidacinio fosforilinimo biidu generuotas ATP, per¢jes viding mitochondrijuy membrana,

transfosforilinamas { PCr. Tai vyksta kreatino, difunduojancio i§ PCr panaudojimo viety (kur
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lokalizuota citozoliné CK), saskaita. Eksperimentiskai nustatyta, kad mi-CK ir adenino nukleotidu

nesiklis Sirdies mitochondrijose esti ekvimoliariniais kiekiais.

Manoma, kad glikolitiniuose audiniuose CK sistema atlieka ,,energijos buferinimo*
funkcija. Didelis citozolinés CK, lokalizuotos Salia ATP glikolitinés gamybos viety ir galbut
funkciskai susietos su glikolize, aktyvumas tarnauja kaip didelés energijos fosfaty laikinas buferis;
mi-CK izofermentai tam néra butini. Tai leidzia ATP ir ADP koncentracijoms iSlikti pastovioms
padidéjusio raumeny susitraukimo aktyvumo trumpais periodais. Be to, CK reakcijoje sunaudojami
protonai, taigi, ATP hidrolizé¢ bei glikolizés aktyvinimas dirbanciuose skeleto raumenyse néra
lydimi vidulastelinés terpés partig§téjimo. Eksperimenty su transgeniniais gyviinais duomenys [57]
patvirtino hipoteze, kad mi-CK didina iSorinés membranos pralaiduma ADP (mazina oksidacinio

fosforilinimo K,,"°°

) ir palaiko didelg vieting ADP koncentracija prie adenino nukleotidy nesiklio
ANT. Kai salygose in vivo turi biiti palaikoma didelé ATP koncentracija, aukstas kvépavimo lygis
(angl. flux) gali bati palaikomas déka mi-CK, kuri lokaliai regeneruoja ADP tarpmembraningje
erdvéje [57].

Reikia pazyméti, kad auksciau paminéti du modeliai apraso kraStutinius atvejus, o Siy dvieju
funkcijy santyking svarba nulemia audinio fiziologiniai poreikiai.

Eksperimentiniai darbai su neturinCios citozolinés CK (angl. knock-out) pelés Sirdies

raumens audiniu [58] (5 pav) parodé, kad Siuo atveju CK sistemos transportinis vaidmuo

panaikintas, mi-CK buferina laisvaja energija esant dideliam lastelés aktyvumui.

R ol

Mi-CK

5 pav. Neturin¢ios citozolinés CK (angl. knock-out) pelés Sirdies raumens lastelés modelis.
Mitochondrinis ATP generuojantis aparatas (paveiksle kairéje) ir citoplazminiai ATP suvartojantys
komponentai (deSin¢je) gali buti sujungti tik per tiesioging adenino nukleotidy difuzija, bet ne per
PCr ir Cr difuzija.
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Faktas, kad sintetinis polianijonas, blokuojantis poring, taip pat inhibuoja mi-CK
kontaktinése vietose, netgi jei membrana pazeista digitoninu, rodo, kad mitochondriné
kreatinkinazé funkciskai susieta su adenino nukleotidy neSikliu [46]. RySys pagristas adenino
nukleotidy metaboliniu tuneliavimu (tiesioginiu perdavimu), todél tarpmembraninés erdvés ir
iSorinés membranos pokyciai, pvz., iSemijos metu, ypa¢ mitochondrijy brinkimas ir kreatinkinazés
atsijungimas nuo vidinés membranos, gali sumazinti kreatinkinazés vaidmeni mitochondrijy

kvépavimo kontroléje.

Visa eilé kinetiniy bei termodinaminiy eksperimenty, o taip pat eksperimentai naudojant
zymétus y-[**P]-ATP ar [**P]-neorganini fosfata taip pat parodé, kad mi-CK yra funkciskai susieta
su adenino nukleotidy nesikliu ANT [12].

Priesingai dimeriniams citozolinés CK izofermentams, mi-CK formuoja oktamerus. Tokia

ketvirtiné simetriné struktiira gali biiti kaip kanalas molekuléje, pro kurj tuneliuojami metabolitai.

Mi-CK saveikauja su porinu i§ iSorinés membranos vidinés pusés tik biidama oktamerinéje
biisenoje, kadangi dimeras pasizymi mazu giminingumu porinui [59]. Asociacijos — disociacijos
pusiausvyra tarp oktamero ir dimero nulemia oktamero — VDAC kompleksy susidaryma. Taigi,
pirma, Kreatino kinazé apriboja saveika tarp VDAC ir ANT, antra, kei¢ia VDAC struktira,
mazindama gimininguma heksokinazei ir baltymui Bax. Kai, pavyzdziui, laisvieji radikalai sukelia
kreatino kinazés oktamery disociacija, VDAC saveikauja su ANT, dél to sukeliamas nuo Bax
priklausomas citochromo ¢ i$¢jimas i§ mitochondrijy ir gali atsidaryti nespecifinio pralaidumo pora
[60]. Taigi, postuluojama, kad oktameriné mi-CK, funkciSkai susieta su tetrameriniu adenino
nukleotidy nesikliu vidinéje membranoje ir oligomeriniu porinu iSorin¢je membranoje, kontaktinése
srityse formuoja sudétinga multifermentini kompleksa, igalinanti labai efektyviai sintezuoti
fosfokreating i§ citoplazminio kreatino bei mitochondrinio ATP, esant dideliam citozolinio

ATP/ADP santykiui.

Akivaizdu, kad kreatino kinazés sistema svarbi lastelés viduje perneSant energija tarp
laisvosios energijos gamybos ir panaudojimo viety. Pridéjus kreatino in vitro dél nuolatinés vietinés
ADP regeneracijos tarpmembranin¢je erdvéje, katalizuojamos mitochondrinés kreatinkinazes,

tariamoji Kp/ 2" ADP

egzogeniniam ADP sumazéja keleta karty [2, 10, 35, 46]. Panasus K
sumazgjimas in vivo gautas proteolitiSkai paveikus permeabilizuotas lasteles arba hipoosmotiskai
paveikus skaidulas [14, 17, 42]. Taigi, tieck ADP difuzija, tiek energijos pernasa yra palengvinama
aktyvinant energijos pernasos tinkla — kreatino kinazés sistema [35]. Visuotinai pripazinta, kad
sveikoje Sirdyje fosfaty pernasa per kreatino kinazés sistema yra vyraujanti energijos transdukcijos
forma [61, 62]. Taciau greta Sios sistemos yra ir AK-fosfaty pernasos sistema, kurig veikti jgalina
saveika (angl. coupling) tarp mi-AK ir ANT bei AK2 izoformos saveika su ATP-azémis [61].

Daugeliu eksperimentiniy darby buvo pademonstruota, kad lokaliai mitochondriniy kreatinkinaziy
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gaminamas ADP yra Zymiai efektyvesnis stimuliuojant mitochondriju kvépavima, nei terp¢je
esantis (angl. bulk) ADP. Sios sistemos, veikdamos drauge, jgalina efektyviai suderinti energijos
gamyba su iSaugusiais energijos poreikiais padidéjus darbo intensyvumui.

Geny inzinerija jgalina eliminuoti kreatinkinazés izofermentus (angl. knock-out) ir jvertinti
ju svarba fiziologinei S$irdies funkcijai [12]. Darbuose su knock-out pelémis, neturinéiomis
citozolinés ir/arba mitochondrinés kreatinkinazés parodyta, kad CK izoformy trukumas keicia
vidulastelinius rySius, bendra ATP metabolinj srauta (angl. flux), energetini naSuma ir, galiausiai,
metabolinio streso toleravima. Toks trikumas sukelia padidéjusi adenilatkinazés, heksokinazés ir

GAPDH/PGK susiety reakcijy funkcinj aktyvuma [13].

Taigi, Siame darbe pabandéme ijvertinti, kaip funkcionuoja kreatino kinazés sistema
mitochondrijose in situ oksiduojantis riebaly ragstims; ar riebaly riigstys keicia fukcing saveika tarp

ADP/ATP nesiklio ir mitochondrinés kreatino kinazés.

3.5. Makromolekuliy jtaka iSorinés membranos pralaidumui ADP. Kinaziy

poveikis nespecifiniam pralaidumui

Nustatyta, kad biocheminiy procesy mechanizmai ir kinetika priklauso nuo terpés, kurioje
Sie procesai vyksta, savybiy [17-20]. Manoma, kad intaktinése raumeninése lastelése
mitochondrijos esti apie 20 proc. baltymy tirpale, tai atitinka 200 mg/ml citozolio baltymy
koncentracija [63].

Yra zinoma [14, 64], kad klasikinéje izotoningje terpéje izoliuotos mitochondrijos dél
prarasto onkotinio slégio esti dirbtinai iSbrinkusios, lyginant su kondensuota ju konfigtiracija in
Vivo, o padidéjusi tarpmembraniné erdvé gali biiti sumazinta, pridedant makromolekuliy (albumino,
dekstrano, fikolio, F-aktino). EksperimentiSkai nustatyta, kad jau 12-13 proc. fikolio [65] arba
dekstrano arba 11-15 proc. jau¢io serumo albumino [66, 67] tirpalai savo difuzinémis savybémis
yra panaSiis 1 citoplazma. Taigi, terpé, papildyta makromolekulémis, imituoja vidulastelini
koloidinj-osmosinj slégi mitochondrijose. UZtenka netgi 1-2 proc. polivinilpirolidono, kad
mitochondrijy vaizdas tapty panasus | vaizda, budinga in situ [14].

Nustatyta, kad i terpg su izoliuotomis mitochondrijomis pridéjus makromolekuliy (pvz.
dekstrano), jos Zymiai sumazina ADP difuzija per iSoring mitochondrijuy membrana [20, 68, 69].
Taigi, padidé¢ja ADP dinaminé kompartmentacija, t.y. padid¢ja ADP gradientas abipus iSorinés

ADP

membranos. Pridéjus 10-15 proc. dekstrano oksidacinio fosforilinimo Ky izoliuotoms ziurkés

Sirdies mitochondrijoms padidéja nuo 20 uM iki 50 pM, o tolesnis dekstrano kiekio didinimas

20



inkubacijos terpéje iki 25 proc. padidina Ky,/*™" iki 120 pM [20]. Dél makromolekuliy poveikio
padauggja kontaktiniy sri¢iy tarp iSorinés ir vidinés mitochondriju membrany, o tarpmembraninés
erdvés tlris sumazéja taip, kad mitochondrijos tampa morfologiskai panasios i mitochondrijas in
vivo [68]. Manoma, kad dekstrano efektai mitochondrijy funkcijoms priklauso nuo onkotinio slégio,
kuris yra dekstrano koncentracijos funkcija [20].

Dekstrano efektas iSorinés membranos laidumui buvo irodytas izoliuotas porino molekules
perkeliant | dirbtines fosfolipidines membranas [69, 70]. Tokios molekulés, kaip dekstranas, kurios
negali pereiti pora, osmosiSkai veikia kanalo vidy [70], dél onkotinio streso sumaZzéja poros
skersmuo ir tokiu biuidu padidinamas jautrumas jtampai. Esant dekstranui mazo laidumo katijonams
atranki blisena jgaunama jau esant 10 mV [69], tuo tarpu be dekstrano tokia biisena jgaunama esant
virs 30 mV jtampai [71]. Taigi, tiek dekstranas, tiek kitos makromolekulés ne tik sumazina iSorinés
mitochondrijy membranos laiduma, bet ir sukelia pokyCius jtampai jautriose porose [69, 70].
Vadinasi, onkotinis slégis lasteléje yra labai svarbus, palaikant maZa iSorinés mitochondrijy

membranos pralaiduma ADP.

Jau minéta, kad modelinéje sistemoje apie 10 proc. dekstrano pridé¢jimas i inkubavimo terpg
sukuria panasaus dydzio ADP koncentracijos gradienta abipus porino poros, koks esti intaktiSkose
lastelése [15]. Darbai su skirtingos molekulinés masés dekstranu (20, 40, 70 ir 500 kDa) parodé,

kad $ie 10 proc. tirpalai vienodai didino Ky/">"

[20]. Tai leidzia teigti, kad ne terpés klampumas, bet
makromolekuliy kiekis yra svarbus, apsunkinant ADP patekima { mitochondrijy tarpmembraning
erdve [20]. Eksperimentiskai jrodyta, kad biutina salyga dekstrano efektui yra intaktiné iSoriné

membrana [20].

Mitochondriju morfologinis vaizdas Svieziai paruoStose, bet neinkubuotose matavimo
terpéje skaidulose panasus { vaizda in vivo [46], taCiau painkubavus jos tampa gana heterogeniskos
ir maziau panaSios | in vivo [72]. Taciau iki Siol nebuvo tyrinétas makromolekuliy, butent
dekstrano, poveikis mitochondrijuy in situ morfologijai, kaip ir kvépavimo parametrams bei

ADP

tariamajai K," . Todél tai buvo vienas i§ §io darbo uzdaviniy.

3.5.1. Dekstrano jtaka nespecifiniam pralaidumui

Yra zinoma, kad adenino nukleotidy nesiklis, porino pora (VDAC) ir kinazés (mi-HK arba
mi-CK) formuoja multifermentini kompleksa [45]. Sukaupti duomenys rodo, kad Sis
multifermentinis kompleksas yra nespecifinio pralaidumo poros (angl. PTP-permeability transition

pore) komponentas ir kad Sie baltymai dalyvauja mechanizme, paleidZian¢iame apoptotini signala —
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citochroma c. Vienas i§ Sio multifermentinio komplekso pranasumy yra tas, kad sumazéja

metabolity, tokiy kaip ADP, difuzijos atstumai.

Onkotinis slégis — vienas 1§ veiksniy, veikian¢iy iSorinés membranos poros (VDAC)
pralaiduma [47]. Buvo pastebéta, kad dekstranas sustiprina heksokinazés suriS$ima su iSorinés
membranos pora ir padidina kontakty tarp VDAC ir ANT daznj [68]. Tokiose mitochondrijose
(esant dekstranui) ADP, pagamintas heksokinazés, buvo sunkiau prieinamas egzogeninei
piruvatkinazei [15]. Be to, buvo parodyta, kad esant gliukozei ir ATP heksokinazé inhibuoja nuo
Bax-priklausoma citochromo ¢ paleidima per VDAC-ANT kompleksa [73]. Tai buvo paaiskinta
heksokinazés ir VDAC, kuris yra pagrindinis Bax taikinys, saveikos stabilumu. Be to, heksokinazé

inhibavo nuo Ca**-priklausoma nespecifinio pralaidumo poros (PTP) atsidaryma [74].

Darbuose su izoliuotomis ziurkés kepenuy mitochondrijomis [75, 76] parodyta, kad
mitochondrijos brinksta izotoninéje KCI terpéje, tacCiau nebrinksta sacharozinéje terpéje.
Mitochondrijy struktiira ir funkcijos yra susijusios; iSbrinkusioms mitochondrijoms dél atsidariusios
nespecifinio pralaidumo poros yra biidingas saveikos tarp oksidacijos ir fosforilinimo susilpnéjimas
[77]. Nezymiai padidéjus matrikso tariui, padidéja riebaly riigsciy ir kity substraty oksidacijos
greitis [78]; hiperosmosinis susitraukimas yra lydimas kvépavimo inhibicijos [79]. Matyt,
inkubavimo terpés joniné jéga yra svarbus faktorius dekstrano efektams pasireiksti [75].

Neatmetama, kad dekstranas taip pat jtakoja membrany pavirSiaus saveikas ir specifiska
citochromo c¢ sorbcija—desorbcija prie/nuo mitochondrijuy membrany, citochromas c¢ yra bitinas
iSorinio NADH oksidacijai [75]. Tyrinéjant citochromo c¢ i§¢jima izoosmosingje KCI terpéje (300
mosmol/l arba 125 mM KCIl) buvo parodyta, kad 5 proc. 40 kDa dekstranas zZymiai sumaZzino
citochromo c i§¢jima 1§ mitochondrijy dél to, kad stabilizavo iSorinés ir vidinés membrany saveikas
kontaktinése srityse [76]. Manoma, kad kontaktinés sritys dalyvauja saveikaujant VDAC ir ANT,
tai uztikrina ry$j tarp vidinés ir iSorinés membranos [68].

Taigi, atrodo, kad dekstranas veikia suspausdamas tarpmembraning erdvg ir padidindamas
kontaktiniy sri¢iy (angl. contact sites), palankiy multifermentiniy kompleksy formavimuisi, daznj.
ADP, susidargs Siuose kompleksuose, gali lengvai prieiti prie adeninnukleotidy neSiklio, taciau
ADP, susidargs $iy kompleksy iSoréje, yra atskirtas difuzijos barjeru. Sukaupti eksperimentiniai
duomenys rodo, kad minéti baltymai heksokinazé ir kreatinkinazé¢ yra nespecifinio pralaidumo

poros komponentai ir jie dalyvauja apoptotinio signalo citochromo ¢ paleidimo mechanizme [80].
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3.6. Riebaly rugsciy oksidacija ir jos kontrolé

Riebaly ragstys, gautos lipolizés metu i§ trigliceridy, kraujyje perneSamos suristos su
albuminu. Audiniuose jos panaudojamos dalyvaujant transportiniams baltymams, esantiems
plazminéje membranoje [81]. Lastel¢je laisvos riebaly riigstys yra suristos su baltymais, dideliais
kiekiais esanc¢iais citozolyje [82]. Priklausomai nuo audinio tipo bei jo metaboliniy poreikiy riebaly
rugsStys yra arba jjungiamos ] trigliceridus bei membrany fosfolipidus, arba oksiduojamos
mitochondrijose energijai gauti. Kad galéty biti oksiduojamos mitochondrijy matrikse, jos turi
pereiti per abi mitochondrijy membranas. Taigi, pirmiausiai riebaly riigstys citozolyje paver¢iamos i
acil-CoA, veikiant riebaly riig8§¢iy CoA sintetazei (LCAS), fermentui, kurio gausu mikrosomose ir
mitochondrijose [83, 84]. Mitochondrijose LCAS yra asocijuota su iSorine mitochondrijy
membrana, manoma, kad tai transmembraninis baltymas, kurio aktyvus centras yra citozolio pus¢je
[85]. D¢l tokios LCAS orientacijos citozolyje padidéja gamyba ilgagrandziy acil-CoA, kuriems
iSoriné mitochondrijy membrana néra laisvai pralaidi [49], taCiau jie pereina iSoring membrang per

porina. Toliau fermentas CPT-I, panaudodamas karnitina, acil-CoA vercia i acilkarnitina.

[ CITOZOLIS

CoA-SH Palmitoil-CoA

ISORINE MEMBRANA

Palmitoil-

karnitinas CPTI Kamitinag

VIDINE MEMBRANA

Palmitoil- Karnitinas
karnitinas Palmitoil-CoA

MITOCHONDRIJOS
MATRIKSAS

6 pav. Riebaly riuig§¢iy pernasos i$ citoplazmos j mitochondrijy matriksa schema

Tarpmembraningje erdvéje susidaro riebaly riig§¢iy karnitino esteriai, kurie perneSami

(Suntuojami) | mitochondrijas per karnitino/acilkarnitino nesiklio (CACT) sistema. Sia transporto
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sistema sudaro trys baltymai: karnitino palmitoiltransferazé 1 (CPT-1), karnitino: acilkarnitino
nesiklis (CACT) ir karnitino palmitoiltransferazé II (CPT-II), besiskiriantys lokalizacija
mitochondrijose (6 pav). Mitochondrijy matrikse riebaly riig8§¢iy karnitino esteriai vél verciami
riebaly rugséiy acil-CoA, tada, nuosekliai katalizuojant keturiems fermentams (acil-CoA
dehidrogenazei, enoil-CoA hidratazei, 3-hidroksiacil-CoA dehidrogenazei ir 3-ketoacil-CoA
tiolazei) vyksta [-oksidacija, susidarant acetil-CoA. Mononesociy riebaly rugsciy oksidacija i$
esmeés vyksta taip pat, iSskyrus tai, kad izomerizuojant dviguba jungti dalyvauja specifinis
fermentas enoil-CoA izomerazé. Polineso¢iy riebaly ragsciy oksidacijai be izomerazés dar biitina
NADPH-priklausoma reduktazé.

Trumpagrandés ir vidutinio ilgio grandinés (iki 12 anglies atomy) riebaly riigstys pereina
mitochondrijuy membranas nedalyvaujant nuo karnitino priklausomai transporto sistemai ir
aktyvuojamos mitochondrijy viduje [86].

Pagal viena i§ transporto modeliy (V.A. Zammit grupés) [27, 87] teigiama, kad tiek
reguliaciné (prijungianti malonil-CoA), tiek katalitineé CPT-I vietos nukreiptos { citozoli. Siuo
atveju palmitoilkarnitinas susidaryty citoplazminiame kompartmente. Taigi, ilgagrandziai
acilkarnitinai turéty pereiti iSoring membrana, kad pasiekty CACT. Jiems pereiti yra vienintelis
kelias — per iSorinés membranos baltyma porina. Nustatyta, kad porinas yra iSorinés membranos
baltymas ir reguliuoja Sios membranos laiduma jonams ir metabolitams [71, 88]. Parodyta, kad
neigiamas matrikso pusés kriivis kei¢ia porino atrankuma anijonams arba katijonams [71]. Taciau
22 kDa polianijono (specifinio VDAC inhibitoriaus, susidedancio i§ stireno, maleato ir metakrilato)
nanomoliné koncentracija beveik visiskai nuslopina palmitato (+CoA) ir palmitoil-CoA oksidacija
ziurkeés kepeny ir Sirdies mitochondrijose, tuo tarpu kai piruvato, glutamato ir palmitoilkarnitino
oksidacijos neveikia [26]. Sie duomenys priestarauja idé¢jai, kad palmitoilkarnitinas susidaro
citozoliniame kompartmente. Tai, kad polianijonas kei¢ia porino biiseng i§ anijonams atrankaus {
katijonams atranky [71], neiSsprendzia §io prieStaravimo [49].

Tolesnés informacijos sintezés pagrindu sukurtas riebaly rtgsc¢iu pernasSos modelis [49],
pagal kurj ilgagrandZiai acil-CoA pereina iSoring membrana per poring anijonams atrankiu budu (7
pav). Sutinkamai su Siuo modeliu CPT-I katalitinis centras nukreiptas | tarpmembraning erdvg.
Ilgagrandziai acil-CoA transportuojami per poring prie CPT-1 katalitinio centro. Reguliacinis CPT-I
centras nukreiptas i citozoli; CPT-I jautruma malonil-CoA zenkliai padidina vidinés membranos
komponentas kardiolipinas [89]. Pagal §i modeli pernestas ilgagrandis acilkarnitinas matrikse
susiri$a su matrikso baltymu ir perduodamas CPT-II, kuris, manoma, yra kristy membranoje. Sio
modelio ypatumas yra tas, kad porinas arba CPT-I kontaktinése vietose gali biiti citoskeleto baltymy
suri§imo vietomis (angl. docking site) [49]. Tada vyksta aktyvuoty riebaly ragsc¢iy oksidacija

mitochondrijy matrikse [49].
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CoA +
palmitino riigitis

7 pav. Riebaly riigsc¢iy pernasos modelis. CPT-I reguliaciné sritis (r) nukreipta i citozoli,
katalitiné sritis (c) nukreipta | tarpmembraning erdve, S.B.—palmitoilkarniting suriSantis matrikso
baltymas; kitos santrumpos pateiktos santrumpy puslapyje.

Normaliomis fiziologinémis salygomis vyksta riebaly riig§ciy judé¢jimas i mitochondrijy
matriksg. Tac¢iau CT ir CPT-II/CT sistema gali veikti ir tam tikromis salygomis veikia priesinga
kryptimi, t.y. paSalindama i§ matrikso aktyvuotus trumpos, vidutings ir ilgos grandinés acilus. Tai
buvo parodyta tiek su izoliuotomis mitochondrijomis, imituojant iSemines salygas [90, 91], tiek su
fibroblasty ir limfocity i§ pacienty su mitochondrinés riebaly riigsciu oksidacijos trikumais,
kultaromis [92, 93].

Nustatyta, kad malonil-CoA reguliuoja riebaly rtigs¢iy oksidacija, inhibuodamas CPT-I,
taigi, reguliuojama riebaly riig§ciy pernasa | mitochondrijas (8 pav.). CPT-1/malonil-CoA sistema
jjungia arba iSjungia riebaly riig§¢iy oksidacija priklausomai nuo audinio poreikiy. CPT-l yra
svarbiausias fermentas, kontroliuojantis B-oksidacija. Sis fermentas egzistuoja maZiausiai dvejose
izoformose, Zymiai besiskirianciose kinetinémis ir reguliacinémis savybémis [94]. Kepenuy
izoformai (L-CPT-I) budingas didesnis giminingumas karnitinui ir mazesnis giminingumas malonil-

CoA, priesingai raumeny izoformai (M-CPT-I) [94].
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8 pav. Riebaly rugsciy ir gliukozés oksidacijos reguliavimas aerobinéje Sirdyje. Schematiskai
parodytas ACC, AMPK ir MCD vaidmuo reguliuojant riebaly riigs¢iu ir gliukozés oksidacija. CT-
karnitino nesiklis, PC-piruvato nesiklis, kitos santrumpos pateiktos santrumpy puslapyje.

Malonil-CoA lygi reguliuvoja MCD (Malonil-CoA dekarboksilazé) (degradacija) ir ACC
(acetil-CoA karboksilazé) (sintezg i§ acetil-CoA). Pastaraja fosforilinimo/defosforilinimo budu
kontroliuoja 5’-AMP-aktyvinama proteinkinazé (AMPK) [94]. Aerobinése salygose tiek riebaly
rugstys, tiek gliukozé inesa savo dali { ATP gamyba [94].

ISeminéje Sirdyje AMPK yra aktyvinama, ji fosforilina ir tuo biidu inaktyvina ACC, dél to
sumazéja malonil-CoA. Sis nebeinhibuoja CPT 1, todél riebaly riigitys gali netrukdomai patekti i
mitochondrijas. I8 riebaly rugs¢iu B-oksidacijos metu pasigamings acetil-CoA aktyvina PDHK, kuri
fosforilina ir tuo budu inhibuoja PDH, todél sumazinama acetil-CoA gamyba i§ piruvato, t.y.
sumazinama gliukozés oksidacija. Be to, aktyvuota AMPK stimuliuoja gliukozés neSikli Glut 4,
kuris perneSa gliukozg per plazming membrang, taigi, pagreitinama glikolizé. Suintensyvéjus

glikolizei kaupiasi laktatas ir protonai [94].
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3.6.1. Laisvos riebaly riigstys veikia kaip skyrikliai

Atskyrimu vadinamas proporcijos tarp oksidacijos ir fosforilinimo procesy sutrikimas.
Atskyrima sukelia tie veiksniai, kurie pazeidzia membranos vientisuma, ir tam tikri cheminiai
junginiai, vadinami skyrikliais [86].

Yra zinoma, kad neesterifikuotos (laisvos) riebaly ruigstys veikia kaip skyrikliai [95-98], t.y.
cikliskai pernesa protonus per mitochondriju viding membrana (angl. cycling mechanism), tokiu
biidu maze¢ja potencialas abipus vidinés membranos. Taigi, riebaly ragstys veikia kaip protonoforai.
V.Skulaciovas i8kélé hipotezg apie savaiming protonizuotos riebaly riigsties formos pernasa (angl.
spontaneous traslocation) (flip-flop) link matrikso, o anijoninés formos — prieSinga kryptimi [95].
Manoma, kad riebaly riigStis anijoninéje formoje perneSama per keleta vidinés membranos baltymuy,
tokiy kaip ADP/ATP antiporteris [97, 99, 100] bei atskirian¢iuosius baltymus (UCP). Neseni darbai
aiSkinantis riebaly riigsciy poveikio mechanizma parodé, kad riebaly riigs§¢iu sukeltame atskyrime
be to dalyvauja tokie anijony nesikliai, kaip glutamato/aspartato antiporteris [101] ir dikarboksilaty
nesiklis [95, 96]. Tikétina, kad ir kiti iki $iol neZzinomi baltymai gali dalyvauti riebaly rugsciy
tarpininkaujamoje protony pernasoje per viding membrana [102]. Tolimesniy tyrimy rezultatai
[102] parodé, kad riebaly riigstys protonus gali pernesti ir prieSinga kryptimi, t.y. i§ matrikso pusés i
iSor¢ per viding membrang. Taigi, riebaly rugstys gali cikliSkai perneSti protonus abiejomis
kryptimis. Tokia iSvada buvo padaryta tiriant mitochondrijy, suspenduoty kalio acetato terp¢je,
papildytoje valinomicinu, brinkima [102]. Be to, remiantis eksperimentiniy tyrimy rezultatais,
manoma, kad riebaly riigStys kaip riebaly riigi¢iy kompleksai arba muilai gali transportuoti ir kitus
vienvalencius jonus, pvz. K [102].

Laisvos riebaly rtigStys gali inicijuoti nespecifini pralaiduma, net nesant egzogeninio Ca?*ir
terpéje be fosfaty [102]. Tam tikromis salygomis neesterifikuotos ilgagrandés riebaly rtgstys
skatina neatranky (neselektyvu) mitochondrinj laiduma atidarant ciklosporinui A jautrig [103] arba
ciklosporinui A nejautria [104] nespecifinio pralaidumo pora. Sis procesas koreliuoja su padidéjusiu

vidinés mitochondrijy membranos laidumu ir citochromo ¢ i§¢jimu i§ mitochondrijy [105].
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4. DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas:

Tirti riebaly ragsciy oksidacijos vaidmeni reguliuojant oksidacini fosforilinima Zziurkés

Sirdies raumens skaidulose.

Darbo uzdaviniai:

1. Ivertinti jvairios struktiros (besiskirian¢iy pagal grandinés ilgj ir sotumo laipsni, aktyvuoty
ir neaktyvuoty) riebaly riig§¢iy vaidmenj reguliuojant oksidacini fosforilinima saponinu

apdorotose ziurkés Sirdies raumens skaidulose.

2. Nustatyti, ar saponinu apdorotose Ziurkés Sirdies raumens skaidulose esan¢iy mitochondriju
tariamosios oksidacinio fosforilinimo K adenino nukleotidams sumazéjimas vykstant
palmitoil-L-karnitino  oksidacijai priklauso nuo adenino nukleotidy patekimo {

mitochondrijas kelio.

3. Naudojant egzogening ADP-suvartojancia piruvato kinazés ir fosfoenolpiruvato sistema
{vertinti, ar oksiduojantis riebaly rigStims kinta iSorinés mitochondrijy membranos laidumas

ADP-ui.

4. Tirti, ar riebaly riig8¢iy oksidacija veikia funkcing saveika tarp kreatino kinazés ir ADP/ATP

nesiklio.

5. Nustatyti riebaly riig8ciy oksidacijos poveiki saponinu apdorotose Sirdies raumens
skaidulose esanciy mitochondrijy morfologijai bei jvertinti onkotinio slégio imitavimui in
vitro naudojamy makromolekuliy (dekstrano T-70) poveiki mitochondrijy in situ kvépavimo

parametrams ir morfologijai oksiduojantis skirtingos prigimties substratams.
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5. MEDZIAGOS IR METODAI

5.1. Tirpalai

Mitochondrijy i8skyrimo terpé (pH 7,7 su KOH; 2°C): 160 mM KCI, 10 mM NaCl, 20 mM
Tris bazé, 5 mM EGTA.

Mitochondrijy suspendavimo terpé (pH 7,3 su KOH; 2°C): 180 mM KCI, 20 mM Tris, 3
mM EGTA.

Skaiduly paruosimo terpé (pH 7,0 su KOH; 2°C): 20 mM imidazolo, 20 mM taurino, 0,5
mM ditiotreitolo, 7,1 mM MgCl,, 50 mM MES, 5 mM ATP, 15 mM kreatinfosfato, 2,62 mM
CaK,EGTA ir 7,38 mM K,EGTA; tirpalo joniné jéga 160 mM, laisvo Ca®* 0,1 uM, laisvo Mg?* 3
mM.

Mitochondrijy ir skaiduly kvépavimo matavimo terpé (pH 7,1 su KOH; 20 arba 37°C): 20
mM imidazolo, 20 mM taurino, 0,5 mM ditiotreitolo, 1,61 mM MgCl,, 100 mM MES, 3 mM
KH,PQOy, 2,95 mM CaK,EGTA ir 7,05 mM K;EGTA,; tirpalo joniné jéga 160 mM, laisvo Ca?* 0,1

uM, laisvo Mg? 1 mM. Prie§ pat eksperimenta { terpe pridedamas reikiamas kiekis jaugio serumo
albumino (JSA; 2 mg/ml) ir patikslinamas terpés pH.
Skaiduly paruoS$imo bei mitochondrijy ir skaiduly kvépavimo matavimo terpés sudarytos

remiantis Ziniomis apie raumens lastelés citozolio joning sudéti.

Saponino tirpalas: 2,5 mg saponino istirpinama 1 ml bidestiliuoto H,O.

ADRP tirpalas: reikiamos koncentracijos ADP tirpalas papildomas MgCl, (laisvo Mg*" 0,35
mol/1 mol ADP).

5.2. Reagentai

Eksperimentuose naudoti $iy firmy reagentai:

»SIGMA®: 99 proc. grynumo Tris-(hidroksi-metil) amino metanas (Tris), imidazolas,
taurinas, DL-ditiotreitolas, 2-[N-morfolin]-etansulfonio ragstis (MES), adenozin-5'-trifosfato
dinatrio druska (ATP), gintaro rugsties dinatrio druska (sukcinatas), D-(+)-gliukozé; 98 proc.

grynumo adenozin-5'-difosfato natrio druska (ADP); 97 proc. grynumo etilenglikol-bis-B-amino-
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etileterio)-N,N,N',N'-tetraacto rugstis (EGTA), citochromas ¢ i$ arklio Sirdies; 96-99 proc. grynumo
jaucio serumo albuminas F-V; 95 proc. grynumo deoksicholio rugsties natrio druska, okadainés
rugsties kalio druska; 90 proc. grynumo rotenonas; kalio Sarmas (KOH), atraktilozido dikalio
druska, saponinas i$ Gypsophila (sapogenino kiekis 17+%), IV tipo kolagenaze, V tipo heksokinazé
i§ kepimo mieliy, palmitoil-L-karnitino chloridas.

»MERCK®: 99 proc. grynumo piruvo rugsties natrio druska (piruvatas); 98 proc. grynumo
kreatinfosfato dinatrio druska; kalio chloridas (KCI), natrio chloridas (NaCl).

,,PEAXUM™: 99 proc grynumo kalcio karbonatas (CaCQs3); 91 proc. grynumo magnio clorido
heksahidratas (MgCl, x 6H,0).

»SERVA®“: 99 proc grynumo kalio dihidrofosfatas (KH,PQO,); 95 proc. grynumo palmitoil-

KoA kalio druska; L-obuoliy rtigsties natrio druska (malatas).
,,LOBA CHEMIE®: kreatinas.
,»,FLUKA®: 99 proc grynumo L-Karnitinas.

»AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH AB*: dekstranas T-70.

5.3. Mitochondrijy iSskyrimas

Mitochondrijos iSskiriamos diferencinio centrifugavimo metodu. ISskyrimo procedira
atlickama Saltoje kameroje 0-4°C temperatiiroje (leidimas atlikti laboratorinius bandymus su
gyviinais Nr. 0006). Wistar veislés Ziurkeé be narkozés uzmusama smigiu i pakausi, nutraukiami
stuburo nervai ir, prakirpus kriitinés lasta, iSimama Sirdis. ISimta Sirdis praplaunama atSaldytu 0,9
proc. KCI tirpalu. Nuo kraujo iSplauta Sirdis perkerpama nuo aortos iki Sirdies virSiinés ir
perkeliama 1 inda su Svariu atSaldytu 0,9 proc. KCl tirpalu. AtSaldyta Sirdis nusausinama filtriniu
popieriumi, nukarpomi riebalai, Sirdis pasveriama ir susmulkinama zirklutémis ant ledy laikomoje
Petri leksteleje. Sukarpytas Sirdies raumuo praplaunamas iSskyrimo terpe, perkeliamas i stiklo-
teflono homogenizatoriy ir uzZpilamas i§skyrimo terpe (10 ml/g audinio). Homogenizuojama 35 s.
Po to homogenatas po lygiai iSpilstomas | centrifuginius mégintuvélius ir 5 min centrifuguojamas
esant 750xg. Gautas supernatantas perkosSiamas i kitus centrifuginius mégintuvélius per dviguba
marle, nenupilant nuosédy, ir centrifuguojamas 10 min esant 6750xg. Supernatantas nupilamas, o
nusédusios mitochondrijos praplaunamos suspendavimo terpe ir joje suspenduojamos. Po
suspendavimo visy mégintuveliy turinys supilamas { viena mégintuveli ir iSmaiSomas (galutiné
mitochondrijy koncentracija 50—-60 mg baltymo/ml terpés). Gauta mitochondrijy suspensija laikoma

uzdengtame centrifuginiame meégintuvélyje leduose viso eksperimento metu.
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5.4. Mitochondrijy baltymo kiekio nustatymas

Baltymo kiekis mitochondrijy suspensijoje nustatomas biureto metodu. [ 0,05 ml
mitochondrijy suspensijos ipilama 0,95 ml 0,33 proc. deoksicholato tirpalo, gerai sumaiSoma,
ipilama 4 ml biureto reagento, sumaisoma ir laikoma vandeniniame termostate 37°C temperatiiroje
20 min. Po to tirpalo optinis tankis iSmatuojamas fotometru ties 536 nm ilgio banga. Baltymo kiekis
nustatomas pagal kalibracing kreive, kuriai sudaryti naudojamas standartinis baltymo tirpalas,

pagamintas i§ Zmogaus serumo albumino.

5.5. Sirdies raumens skaiduly paruoSimas

Paruo$imas atliekamas $altoje kameroje (0—4°C temperatiiroje). I§ uzmustos Wistar veislés
ziurkés iSimta S$irdis praplaunama atSaldytu 0,9 proc. KCI tirpalu. Nuo kraujo iSplauta Sirdis
perkerpama isilgai — nuo aortos iki Sirdies virStinés, ir perkeliama i inda su $variu atSaldytu 0,9 proc.
KCl tirpalu. AtSaldyta Sirdis dedama i ant ledy laikoma Petri 1€kStele su keletu mililitry Salto KCl
tirpalo. I§ Sirdies iSkerpami papiliariniy ir skilvelio raumeny gabaléliai, kurie laikomi leduose
esan¢iame indelyje su paruoSimo terpe. | ant ledy laikoma Petri 1€kstele ipilami keli mililitrai
paruoSimo terpés ir idedamas raumens gabalélis, kuris adatélémis iSskirstomas i 0,3-0,4 mm
skersmens skaiduly pluostelius. Skaiduly pluosteliai sudedami 1,5 ml tiirio Eppendorf mégintuvélj
su 0,98 ml skaiduly paruosimo terpés. Procediira kartojama, kol pasiruoSiamas reikiamas skaiduly
kiekis.

Saponinu apdoroty skaiduly paruoSimas. [ 1,5 ml tiirio Eppendorf mégintuvéli su 0,98 ml

paruosimo terpés ir skaidulomis pridedama 0,2 ml saponino tirpalo (galutiné saponino koncentracija
50 pg/ml) ir laikoma 30 min purtant horizontalioje padétyje 120 karty per minutg 2 cm Zingsniu. Po
to skaidulos perkeliamos | mégintuvelj su 1 ml skaiduly kvépavimo matavimo terpés (be saponino)
ir purtomos 10 min. Pragjus Siam laikui skaidulos perkeliamos 1 kita mégintuveli su 1ml matavimo
terpées, joje praskalaujamos ir vél perkeliamos i kita, leduose esanti, Eppendorf mégintuveli su 1 ml

matavimo terpés, kuriame laikomos viso eksperimento metu.

Kolagenaze ir saponinu apdoroty skaiduly paruosimas. ISskirstytos skaidulos perkeliamos i

Eppendorf mégintuveli su 1 ml paruoSimo terpés, kurioje be 50 pg/ml saponino iStirpinta ir 3 mg

kolagenazés. Toliau viskas atlickama taip, kaip ruosiant saponinu apdorotas skaidulas.
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5.6. Mitochondrijy ir skaiduly kvépavimo registravimas

Mitochondriju ir Sirdies raumens skaiduly kvépavimas uzraSytas oksimetriniu metodu
termostatuojamoje (20°C arba 37°C) stiklinéje kiuvetéje su sieneléje jtaisytu Clark tipo deguonies
elektrodu, stipriai maiSant magnetine maisykle. Grafiskai pavaizduota oksimetrinio tyrimo schema

(9 pav.).

Kompiuteris

(2]
!g‘
H [
Substratai, S
ADP, = ———
ihi iai O->+SH S+H>0
Inhibitoriai 2 2 2 Laikas

Mitochondrijos Elektrodas

9 pav. Oksimetrinio tyrimo schema.

IS oksimetriniy kreiviu apskai¢iuojamas deguonies sunaudojimo greitis jvairiose
mitochondrijy metabolinése biisenose. Jis iSreiSkiamas nanomoliais deguonies (nmolO) per minute
1 mg mitochondrijy baltymo arba sausy skaiduly svorio. Sausy skaiduly svoris gautas dalinant
drégny skaiduly svori (prie§ kvépavimo matavima) 1§ koeficiento 4,85 (koeficientas nustatytas
eksperimentiskai; n = 3) [39]. Laikyta, kad 1 ml kvépavimo matavimo terpés su 2 mg/ml JSA 20°C
temperatiiroje yra 463 nmolO, o 37°C temperatiiroje — 422 nmolO. Apskai¢iuota, kad 1 ml
kvépavimo matavimo terpés su 100 mg/ml JSA 37°C temperatiiroje yra 401 nmolO (n = 5), 0
terpéje su 200 mg/ml JSA — 367 nmolO (n = 3).

Eksperimentuose naudojant dekstrang T-70, skaiduly matavimo terpé be JSA dar buvo

papildoma 5 arba 10 proc. dekstranu.

5.7. 1zoliuoty mitochondrijy brinkimo matavimas

Kvépuojanciy mitochondrijy brinkimas buvo jvertinamas spektrofotometru HEAIOS o pagal
Sviesos sugerties sumaze¢jima ties 540 nm ilgio banga naudojant jvairias substrato palmitoil-L-

karnitino koncentracijas.
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5.8. Skaiduly paruoSimas elektroninei mikroskopijai

Saponinu paveiktos skaidulos inkubuotos 5 min kvépavimo matavimo terpéje esant 37°C
temperatiirai  stipriai maiSant magnetine maiSykle su piruvatu ir malatu (po 6 mM
kiekvieno)(kontrol¢) arba su palmitoil-L-karnitinu 9 uM arba su palmitoil-L-karnitinu 9 uM + 5
proc. dekstrano. Tada skaidulos perkeltos | 2,5 proc. glutaraldehido tirpala 0,1 M kakodilato
buferyje (pH 7,4) ir jame Svelniai purtytos 5 min (esant kambario temperatiirai). Skaidulos paliktos
nak¢iai tame padiame tirpale esant 4°C temperatiirai. Po to jos keleta karty praplautos kakodilato
buferyje ir paliktos 1 h 1% osmio tetraoksido tirpale tame paciame buferyje esant 4°C temperatiirai.
Po Sio papildomo gridinimo skaidulos dehidratuotos palaipsniui didéjancios alkoholio
koncentracijos tirpaluose ir acetone bei uzlietos Epon 812 ir Araldite miSiniu. Bandiniy pjuviai
nudazyti uranilo acetatu ir Svino citratu, ir tirti PHILIPS EM300 elektroniniu mikroskopu,
naudojant AGFA firmos ploksteles, Kauno medicinos universiteto Anatomijos institute, padedant

prof. Neringai Pauzienei.

5.9. Statistinis duomeny jvertinimas

Rezultaty vidurkiai pateikiami su jy vidutinémis kvadratinémis paklaidomis. Skirtumai tarp
vidurkiy vertinti Student t testu poriniams arba neporiniams bandymams. Trijy ir daugiau grupiy
duomenys palyginti dispersine analize (ANOVA). Duomenys statistiSkai ivertinti ir netiesiné
regresija atlikta naudojant GraphPad Prism 2.01 programa. Skirtumai tarp vidurkiy patikimi, jei p <
0,05.
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6. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

6.1. Riebaly riigsciy oksidacijos jtaka mitochondrijy

kvépavimo reguliavimui in situ

Anksciau kity autoriy gauti rezultatai [4] rodo, jog saponinu apdoroty skaiduly tariamosios
KPP reik§mes oksiduojant skirtingo grandinés ilgio sociasias riebaly riigstis (palmitoil-L-karnitina
ir oktanoil-L-karniting) esant 37°C yra labai mazos 36 = 8 uM ir 66 + 13 uM, atitinkamai, lyginant
su tariamaja K™ reik§me 246 + 33 uM, bidinga neriebalinés kilmés substratui piruvatui+malatui
(10 pav.). Remiantis Siais duomenimis buvo iSkelta prielaida, kad riebaly riigiciu oksidacija (tiek
misinyje su piruvatu+malatu, tiek vien riebaly ruigsties) padidina iSorinés mitochondrijy membranos
laiduma ADP-ui [4]. Buvo manoma, kad tai gali biti susij¢ su mitochondrijy brinkimu —
mitochondrijy morfologiniais pokyciais. 10 pav. iliustruoja saponinu apdoroty ziurkés Sirdies
raumens skaiduly kvépavimo greicio priklausomybg nuo pridéto ADP koncentracijos naudojant tiek

neriebalings, tiek riebalinés kilmés kvépavimo substratus.

Kvépavimas,
nmolO/min/mg sauso sv.

0 250 500 1000 1500 2000
ADP, uM

10 pav. Mitochondrijy kvépavimo greicio priklausomybé nuo pridéto ADP koncentracijos [4].
1 — piruvatas+malatas (6 mM+6 mM), n =5

2 — piruvatas+malatas+oktanoil-L-karnitinas (6 mM+6 mM+0,1 mM), n=3

3 — palmitoil-L-karnitinas + malatas (9 uM+0,24 mM), n = 5.

Matyti, kad maksimalus kvépavimo greitis, oksiduojantis tick palmitoil-L-karnitinui, tiek

oktanoil-L-karnitinui, pasiekiamas esant Zymiai mazesnéms ADP koncentracijoms, nei
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ADP

oksiduojantis piruvatui + malatui. K™ reik§més, gautos titruojant ADP-u, kai buvo oksiduojami

skirtingi kvépavimo substratai, pateiktos 11 pav.
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11 pav. Ivairaus grandinés ilgio riebaly riigs¢iy poveikis saponinu apdoroty Ziurkés Sirdies
raumens skaiduly oksidacinio fosforilinimo sistemos giminingumui ADP (tariamajai KPP ).
Matavimy temperatiira 37°C.

1 — piruvatas +malatas (6 MM + 6 mM), n = 5;

2 — palmitoil-L-karnitinas + malatas (9 uM + 0,24 mM), n=5;

3 — oktanoil-L-karnitinas + malatas (0,36 mM + 0,24 mM), n = 5;

*p < 0,05 lyginant su tariamaja K,/">" su piruvatu+malatu. Duomenys palyginti Dunett kriterijumi.

1 lent. pateikti mitochondriju kvépavimo parametrai saponinu permeabilizuotose skaidulose,
oksiduojantis tiek riebalinés, tiek neriebalinés kilmés substratams. Kvépavimo kontrolés
koeficientas visais atvejais buvo panasaus dydzio (3,64 + 0,9 oksiduojant palmitoil-L-karnitina;
3,40 £ 0,2, oksiduojant oktanoil-L-karniting ir 3,45 + 0,3, oksiduojant piruvata+malata) (1 lent.).
Mitochondriju kvépavimo greitis antroje metabolin¢je biisenoje (V,), oksiduojant riebaly riigstis,
nezymiai skyrési nuo V,, biidingo piruvatui + malatui. Citochromo c¢ efektas po citochromo ¢
pridéjimo { terpg trecioje mitochondrijy metabolingje biisenoje taip pat buvo vienodas visais atvejais
(kvépavimo stimuliacija 1,1 karto). Tai rodo, jog riebaly rigstys esamomis salygomis nepasizyméjo
detergentinémis savybémis ir nesukélé nei vidinés, nei iSorinés mitochondriju membranos

pazeidimo. Taigi, galima manyti, kad maza K% reikime nulemia ne iSorinés mitochondrijy
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membranos laidumo padidé¢jimas, bet kiti veiksniai. [domu pazyméti ir tai, kad ir oksiduojant

nesocia riebaly rugsti oleoil-CoA (+L-karnitinas), gauta taip pat maza K" reikimeé 55,7 +5 uM

ADP

(n =3) lyginant su K,"~" reikSme, gauta oksiduojantis piruvatui + malatui (zitr.13 pav.).

1 lentelé. Saponinu permeabilizuoty Zziurkeés Sirdies raumens skaiduly kvépavimo parametrai
oksiduojant jvairius substratus.

Substratai n Vo VADP VADP+citc/ VA Vatr+citc/ Vatr VADP/ Vo
DP

Piruvatas + malatas 5 |35+3 126 + 17 1,1+0,0 1,24 +0,1 345+0,3

[6 + 6 mM]

Palmitoil-L-karnitinas |5 |24 +2 75+11 1,1+0,1 1,32+0,2 3,64 £0,9

+ malatas

[9 uM + 0,24 mM]

Oktanoil-L-karnitinas |5 |44+1 144 + 7 1,1+0,0 1,22+0,1 3,40+£0,2

+ malatas

[0,36 MM + 0,24 mM]

V, - kvépavimo greitis antroje metabolingje busenoje (nesant ADP); Vapp - kvépavimo greitis
treCioje metabolinéje busenoje (esant 1 mM ADP); V app+cit/Vapp, Vatr+cite/ Vatr - Citochromo efektas
(kartais) po citochromo ¢ (30 puM) pridéjimo; Vapp/V, - kvépavimo kontrolés koeficientas.
Kveépavimo greitis iSreikStas nmolO/min/mg sausy skaiduly svorio.

6.1.1. Riebaly rugsciy koncentracijos jtaka oksidacinio fosforilinimo sistemos

giminingumui ADP

Paaiskéjus, kad riebaly riig8¢iy oksidacija Zymiai keicia, t.y. mazina tar. KPP

, idomu buvo
nustatyti, ar taip pat veikia ir mazos riebaly rigs¢iu koncentracijos miSinyje su piruvatu + malatu,
t.y. buvo oksiduojamas substraty miSinys, kaip esti salygose in vitro. Taigi, $ioje eksperimenty

serijoje  buvo tirta Kn"™"

reik§més priklausomybé nuo riebaly riugSciy koncentracijos.
Eksperimentai atlikti, naudojant Siuos substratus:

(1) piruvatas+malatas (6+6 mM),

(2) 2,2 uM palmitoil-L-karnitino+piruvatas+malatas (6+6 mM),

(3) 9 uM palmitoil-L-karnitino+piruvatas+malatas (6+6 mM).

Abiems atvejais, tiek esant mazesnei, tiek ir didesnei palmitoil-L-karnitino koncentracijai,
tariamoji Kn"" reik§mé sumazéjo apie 2 kartus (108 + 17 pM, n = 7 ir 118 + 19 uM, n = 3)

ADP

lyginant su tariamaja Ky, , nustatyta piruvato+malato oksidacijos metu (243 + 19 uM, n =5) (12

pav.). Patikimi skirtumai (p < 0,05) tarp tar. K" reik§miy gauti abiem atvejais, t.y. kai buvo
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oksiduojamas substraty miSinys tiek su 9 uM palmitoil-L-karnitino, tiek su 2 uM palmitoil-L-

karnitino.

300

250 - | T

200

nM

1

150

ADP

100

50

12 pav. Tariamosios Ky,"" priklausomybé nuo riebaly riigi¢iy koncentracijos.

1 — piruvatas+malatas (6 mM+6 mM), n = 5;

2 —palmitoil-L-karnitinas+malatas (9 uM+0,24 mM)+piruvatastmalatas (6 mM+6 mM), n = 7;
3 — palmitoil-L-karnitinas+malatas (2,2 uM+0,24 mM)+piruvatast+malatas, n = 3.

Matavimy temperatira 37°C. *p < 0,05 su kontrole (tariamoji K.,/ °" reikimé oksiduojant
piruvata+malatg). Duomenys palyginti dispersinés analizés Dunett kriterijumi.

Rezultatai rodo, jog oksidacinio fosforilinimo sistemos giminingumas ADP-ui padidéjo
vienodu laipsniu, nepriklausomai nuo riebaly rigsciy koncentracijos, naudotos miisy
eksperimentuose. Taigi, Zymu mitochondrijy oksidacinio fosforilinimo sistemos giminingumo
ADP-ui padidéjima lemia net labai mazos riebaly riig§¢iy koncentracijos (uztenka 2,2 uM palmitoil-
L-karnitino).

Mitochondrijy kvépavimo parametrai, oksiduojant substraty misini palmitoil-L-karnitinas
(2,2 uM arba 9 uM)+piruvatas+malatas (6+6 mM) lyginant su piruvato+malato oksidacija, pateikti
2 lent. I§ pateikty duomeny matyti, kad oksiduojant palmitoil-L-karniting (+piruvatas+malatas),
mitochondrijy kvépavimo parametrai iSliko panaSaus dydzio, kaip oksiduojant vien
piruvatag+malata. Taigi, buvo oksiduojamas substraty miSinys, kaip esti ir salygose in vivo, ir net
maza riebaly riig&¢iy koncentracija (2 - 9 pM) substraty miginyje nulémé zymy tar. K> reik§més

sumazejima.
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Egzogeninio citochromo c¢ prid¢jimas | terpg kvépavimo grei€io trecioje metabolinéje
biisenoje nepadidino (2 lent.). Tai rodo, kad esant terpéje riebaly riigStims mitochondrijy iSoriné
membrana islieka intaktiska ir tariamosios K> sumaz¢jimas néra susijes su iSorinés membranos
pazeidimu, taciau Sio reiskinio mechanizmas kol kas neaiSkus. Toliau tiriant tiriant riebaly riigsciu
oksidacijos poveikio mitochondrijuy iSorinés membranos laidumui biity vertinga nustatyti, ar jo

nedidina ypa¢ mazos (apie 0,5 uM) riebaly rigsc¢iy koncentracijos.

2 lentelé. Saponinu permeabilizuoty ziurkés Sirdies raumens skaiduly kvépavimo parametrai
oksiduojant {vairius substratus: tariamosios KPP priklausomybé nuo riebaly rigsciuy
koncentracijos.

Substratai n Vo VADP VADP+citc/VADP VADP/Vo
Piruvatas+malatas 5(29+1 92+8 1,0+ 0,03 3,40+0,6
[6+6 mM]

Piruvatas+malatas+ 7135+3 110+ 7 1,0+0,02 3,40+0,2

palmitoil-L-karnitinas
[6+6 mM+9 uM]
Piruvatas+malatas+ 3130+2 101 +7 1,0+ 0,03 3,60+0,5
palmitoil-L-karnitinas
[6+6 mM+2,2 uM]

Vo - kvépavimo greitis antroje metabolinéje busenoje (nesant ADP); Vapp - kvépavimo greitis
tre¢ioje metabolinéje blisenoje (esant 1 mM ADP); V app.+cite/ Vapp - Citochromo efektas (kartais) po
citochromo ¢ (30 uM) pridéjimo; Vapp/V, - kvépavimo kontrolés koeficientas. Kvépavimo greitis
iSreikStas nmolO/min/mg sausy skaiduly svorio.

6.1.2. Jvairios cheminés struktiiros riebaly riigiciy oksidacijos jtaka Sirdies mitochondrijy

kvépavimo reguliavimui

Miisy darbo tikslas buvo palyginti, kokia jtaka mitochondriju in situ kvépavimui turi jvairiy
riebaly rigsciy, besiskirianéiy grandinés ilgiu, so¢iyju ir nesociyjuy, aktyvuoty (palmitoil-CoA) ir
neaktyvuoty (palmitoil-L-karnitinas), oksidacija. Ankstesni misy laboratorijoje atlikti darbai [4],
tyrinéjant riebaly riigSciy oksidacija, parodé, kad aktyvuoty riebaly riig§¢iy (palmitoil-CoA,
palmitoil-L-karnitino, oktanoil-L-karnitino) oksidacija Zymiai, taciau panasiu laipsniu sumazina
Ko, lyginant su piruvato+malato oksidacija. Buvo padaryta prielaida, kad riebaly riagsciu
oksidacijos iSdavoje taip pasikeiCia mitochondrijy savybés, kad porinas tampa labiau pralaidus
ADP.

Mitochondrijuy kvépavimo substratais tolimesniame tyrime naudojome arba nesociaja riebaly

rugsti oleoil-CoA (+L-karniting), arba vidutinio ilgio grandinés sociaja neaktyvuota dekanoing
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riigdti (miSinyje su piruvatu+malatu) bei kontrolei piruvata+malata (matavimai atlikti esant 37°C
temperattirai). Saponinu permeabilizuoty skaiduly kvépavimo parametrai, naudojant Siuos

substratus, pateikti 3 lentel¢je.

3 lentelé. Saponinu permeabilizuoty Zziurkés Sirdies raumens skaiduly kvépavimo parametrai
oksiduojant skirtingus substratus (kontrolé piruvatas+malatas).

Piruvatas+malatas Oleoil-CoA+ Dekanoiné ragstis
(6 + 6 mM) L-karnitinas+tmalatas| piruvatas+malatas
(6 uM+2,5 mM+0,24 0,3 mM+
mM) (6+6 mM)
Vo 26,18 + 0,2 24,3+0,3 26,06 + 0,3
V app 50,27 + 4 447 +3 37,08+3
V app/Vatr 2,20+0,3 2,26 +0,3 1,62+0,2
Veite /V app 0,93+0,0 n.n. 0,93 +0,0

Kvépavimo greitis iSreikStas nmolO/min/mg sausy skaiduly svorio. n = 3 poriniai eksperimentai;
matavimai atlikti esant 37°C temperatiirai.

ADP - . e - .. . . . w1 . .
Kn ™7 Ir Vinax reikSmés, gautos su Siais trimis kvépavimo substratais, grafiskai pavaizduotos
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13 pav. Kvépavimo substraty jtaka tariamajai K" ir maksimaliam kvépavimo greiiui Vax

saponinu permeabilizuotose Ziurkés Sirdies raumens skaidulose.

1 — Piruvatas+malatas (6 mM+6 mM), n = 5;

2 — Oleoil-CoA+L-karnitinas+malatas (6 uM+2,5 mM+0,24 mM), n = 3;

3 — Dekanoiné ruigstis + piruvatastmalatas (0,3 mM+6 mM+6 mM), n = 5; *p < 0.05 lyginant su
stulpeliu 1. Duomenys palyginti dispersinés analizés Dunett kriterijumi. Matavimy temperatiira
37°C.
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Oksiduojantis  tiek  oleoil-CoA+malatui  (+L-karnitinui), tiek ir  dekanoinei
riig§&iai+piruvatui+malatui, gavome statistiskai patikimai maZesnes Ky > reikimes (atitinkamai
55,7 £ 5,1 uM ir 75,8 £ 7,6 uM) lyginant su piruvato+malato oksidacija. Taigi, oksiduojantis tiek
socCiosioms neaktyvuotoms, tiek nesoc¢iosioms, tiek ir vidutinio grandinés ilgio riebaly rugstims
gautas panasus tar. KPP sumaz¢jimas lyginant su tar. K" reikime, gauta oksiduojantis
piruvatui+malatui. Kontroliniai eksperimentai parodé, kad toks riebaly riigs¢iu efektas negali biiti
dél iSorinés membranos pazaidy (tai parodo citochromo c testas) arba dél mitochondrijy tiirio

padidéjimo (mitochondrijos nebrinksta).

14 pav. pateiktas poliarografinés kreivés pavyzdys, kai kvépavimo substratu naudojome
vidutinio ilgio grandinés dekanoing rtigsti miSinyje su piruvatu+malatu. IS Siy duomeny, gauty
titruojant ADP, buvo nustatoma tar. KPP reiksmé. Kontrolei substratu naudojome
piruvata+malata (6+6 mM). Citochromas ¢ po ADP buvo dedamas tam, kad biity jvertintas iSorinés
membranos intaktiSkumas, o atraktilozidas po citochromo ¢ priedo dedamas inhibuoti ANT ir

ivertinti mitochondrijy kvépavimo greiti ketvirtoje metabolinéje busenoje.
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14 pav. Poliarografinés kreivés pavyzdys.

Substratas: dekanoiné riigstis 0,3 mM+piruvatas+malatas (6+6 mM).

O — kvépavimo substratai+skaidula; A; — 25 uM ADP; A, — 1 mM ADP; Az — 35 uM cit c;
Ag— 120 uM atr.

15 pav. pateikti rezultatai atskiro eksperimento, kai naudojant skirtingus kvépavimo

substratus (dekanoing rugsti+piruvata+malata bei piruvatatmalata) buvo matuojamas kvépavimo
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greitis esant skirtingoms ADP koncentracijoms (n = 5). Matyti (kreivé 1), kad maksimalus
kvépavimo greitis su piruvatu+malatu yra pasiekiamas esant Zymiai didesnei ADP koncentracijai

(apie 1 mM), nei su dekanoatu+piruvatu+malatu (apie 300 uM) (kreivé 2).
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15 pav. Ziurkés Sirdies raumens skaiduly kvépavimo grei¢io priklausomybé nuo iSorinio ADP
koncentracijos:

a) pagal Michaelis-Menten kinetika; b) tie patys duomenys pateikti Hanes grafike, t.y. naudojantis
tiesine Michaelis-Menten lygties transformacija. 1: substratai piruvatas+malatas (6 mM+6 mM);

2: substratai dekanoatas (0,3 mM)+piruvatas+malatas (6 mM+6 mM). Pateikti tipinio eksperimento
duomenys.
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KmADP Ir Vmax reik8miy nustatymui naudotas mazyju kvadraty metodas hiperbolei (x=s,
y=V), 0 Hanes-Woolf grafikas naudotas vizualiai ivertinti, kaip eksperimenty duomenys atitinka
Michaelis-Menten lygti. Literatiros ir misy laboratorijoje atlikty tyrimy duomenimis [106],
[Kopustinskiené D., magistro tezés] tik Hanes-Woolf grafikas i$ visy triju Michaelis-Menten lygties
tiesiniy transformacijy maziausiai iSkreipia paklaidas.

ADP oksiduojantis dekanoinei riigs¢iai nustatéme tiek pagal Michaelis

Kinetine konstanta K,
Menten lygti (dalis a) 15 pav.), tiek pagal tiesing Sios lygties transformacija, biitent Hanes grafika
(dalis b) 15 pav.). Naudodamiesi abiem kinetinés konstantos skai¢iavimo btidais gavome artimas
KPP reikimes (pvz. atskiro eksperimento atveju piruvatui+malatui 201,5 uM ir 167,5 uM,
dekanoatui+piruvatui+malatui 123,5 uM ir 117,3 uM). Tai rodo, kad i§ tiesy Hanes grafikas
maziausiai iSkreipia paklaidas lyginant su kitomis tiesinémis Michaelis Menten lygties
transformacijomis.

Yra zinoma [49], kad prieSingai oleoil-CoA trumpos ir vidutinio ilgio grandinés (iki
dvylikos anglies atomy) riebaly riigStys pereina mitochondrijy membranas nedalyvaujant nuo
karnitino priklausomai pernaSos sistemai. Dekanoatas aktyvuojamas mitochondrijy viduje iki acil-
CoA, tada oksiduojamas. Sia reakcija katalizuoja acil-CoA sintetazé, specifiska vidutinio ilgio
riebaly rigstims. Oleoil-CoA nereikalauja aktyvacijos ir iSkart gali buti oksiduojama, taciau
oksidacijai reikalingas papildomas fermentas enoil-CoA izomerazé. Kaip matyti i§ pateikty
duomeny, nepaisant transporto, aktyvacijos ir oksidacijos skirtumy, Sie substratai panasiu laipsniu
mazina tariamaja Kn' . Taigi, miisy duomenys, ankstesni (naudojant so¢iasias riebaly rigitis) [4]
ir apraSyti Siame darbe, rodo, kad KPP sumazg¢ja, oksiduojantis visoms riebaly riigStims (ivairaus
grandinés ilgio, sotumo laipsnio, aktyvuotoms ir neaktyvuotoms). Pazymétina, kad Sios konstantos
sumaz¢jimas yra panaSus oksiduojantis ivairioms riebaly rigstims. Matyt, kad riebaly rtugsciu
oksidacija sukelia tokius poky¢ius mitochondrijy struktiiroje, kad porinas tampa labiau pralaidus
ADP. Detalus mechanizmas, kokiu biidu riebaly rtigStys didina iSorinés mitochondrijy membranos

laiduma ADP, iki Siol néra aiskus.
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6.1.3. Riebaly rugsciy poveikio oksidacinio fosforilinimo kinetikai griZtamumas

Tolimesniuose eksperimentuose bandéme nustatyti, ar riebaly riigs¢iy poveikis oksidacinio

fosforilinimo tar. K™ yra griztamas.

Kaip jau minéta, gavome, kad oksiduojantis riebaly rtugstims netgi labai mazomis

koncentracijomis (2 pM) statistiskai patikimai sumazéja tar. Kp/ o

, ty. did¢ja oksidacinio
fosforilinimo sistemos giminingumas ADP. Todé¢l vienoje eksperimenty serijoje pabandéme
nustatyti KPP reikimes piruvatui+malatui, t.y. pirmo kvépavimo komplekso substratams, o kitoje
eksperimenty serijoje — antro kvépavimo komplekso substratui sukcinatui iSkart po 1 uM palmitoil-
L-karnitino oksidacijos. Poliarografinés kreivés pavyzdys naudojant substratus piruvata+malata

pateiktas 16 paveiksle.
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16 pav. Poliarografinés kreivés titruojant Ziurkeés Sirdies raumens skaiduly kvépavima ADP
(substratas piruvatas + malatas) po 1 pM palmitoil-L-karnitino oksidacijos pavyzdys.

O — skaidula; A; — palmitoil-L-karnitinas 1 uM; A, — piruvatas+malatas (6+6 mM); A; — adp 10
uM; A, — ADP 1,2 mM.

Intervale 0—-Al skaidulos buvo inkubuojamos terpéje be kvépavimo substraty apie 3 min
tam, kad susioksiduoty skaiduly endogeniniai substratai. Toliau dedama 1 uM palmitoil-L-karnitino
(priedas Al) ir leidziama kvépuoti apie 3 min, kad pilnai susioksiduoty riebaly ragstis, tada jau
dedamas piruvatas+malatas ir titruojama ADP. Kontroliniuose bandiniuose buvo titruojama ADP

naudojant substratus piruvata+malata arba sukcinata (+amitali).
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4 lentel¢je pateikti kvépavimo parametrai substratu naudojant piruvata+malata.

4 lentelé. Kvépavimo parametry palyginimas su kontrole (substratas piruvatas+malatas)
Ziurkés Sirdies raumens skaiduloms oksiduojant piruvata+malata po 1 pM palmitoil-L-
karnitino oksidacijos.

Km Vaor—Vo | Vaor/Vo | Vape/Var | Vapp Vo
Piruvatas+malatas | 223 +56,0 |46+3,8 [291+0,2 [44+0,0 73,4+6,3 | 26,6 £0,9
6+6 mM
Piruvatas+malatas | 211+ 396 |458+45(233+0,1 [29+0,0 |57,7+29 |248+0,9
po 1 uM palm-L-
karn oksidacijos

Matavimy temperatiira 37°C, n = 5 (poriniai). Kn""" isreikita uM, kvépavimo greitis iSreikstas
nmolO/min/mg sausy skaiduly svorio.

. Coq . v e ewp e e . IO . . .. ADP
Toliau siekéme issiaiskinti, ar riebaly rugsciu poveikis oksidacinio fosforilinimo tar. Ky,

yra griztamas, kai oksiduojamas antro kvépavimo grandinés komplekso substratas. Tam naudojome
substrata sukcinata. Pirma kvépavimo kompleksa inhibavome amitaliu (galutiné koncentracija
kiuvetéje 1 mM), ji dédami 1 kiuvete po to, kai susioksidavo endogeniniai substratai, po amitalio

pridétas sukcinatas, ir titruojama ADP (5 lentelé).

5 lentelé. Kvépavimo parametry palyginimas su Kkontrole (substratas sukcinatas) Ziurkés
Sirdies raumens skaiduloms oksiduojant sukcinata po 1 uM palmitoil-L-karnitino oksidacijos.

Km Vapr—Vo | Vaor/Vo | Veite/Vabe | Vapp Vo
Sukcinatas 183,7+ 24,5+ 1,37+ 0,99+ 72,9+ 56,3+
12 mM 34,7 1,87 0,04 0,06 6,08 2,9
Sukcinatas 164,8+ 20,3+ 1,29+ 1,02+ 68,03+ 52,05+
po 1 uM palm-L- | 33,0 2,5 0,03 0,04 3,2 1,48
karn oksidacijos

Matavimy temperatira 37°C, n = 5 (poriniai). Ky,
nmolO/min/mg sausy skaiduly svorio.

iSreik§ta pM, kvépavimo greitis iSreikStas

Gavome, kad 1 puM palmitoil-L-karnitino oksidacija nekeit¢é po jos vykstancios nei
piruvato+malato, nei sukcinato oksidacijos (statistiskai patikimai nepasikeité nei tariamoji Ky >,
nei kvépavimo greitis Vapp—Vo, nei kiti kvépavimo parametrai (4, 5 lentelés). Tai rodo, kad riebaly
rugsciy oksidacija nesukelia negriztamy poky¢iy mitochondrijose, todél nedaro itakos po jos

vykstanc¢io oksidacinio fosforilinimo kinetiniams rodikliams. Taigi, nors riebaly rtigs¢iy oksidacijos
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metu oksidacinio fosforilinimo sistemos giminingumas ADP yra padidéjes, taciau riebaly rigséiy
oksidacija neturi itakos po jos vykstanciai neriebalinés kilmés substraty oksidacijai. Kol kas néra
aiSkus mechanizmas, kokiu biidu riebaly rugsciu oksidacija keiCia oksidacinio fosforilinimo

sistemos gimininguma ADP.

6.1.4. Riebaly rugsciy poveikis izoliuoty mitochondrijy brinkimui

Osmosinis brinkimas vyksta dél jony transporto per viding mitochondrijy membrana. Jei
mitochondrijos suspenduotos izotoninéje matriksui terpéje, tai brinkimas nevyksta (néra jonuy
pernasos per viding membrang). Brinkimo metu (kai terpé hipertoniné matriksui) dél padidéjusio
jony srauto i matriksa didéja matrikso tiiris, vidiné membrana iSsivynioja, galiausiai plyStant
iSorinei membranai [107]. Matriksui brinkstant sumazéja tarpmembraniné erdvé ir pagauséja
kontaktiniy viety tarp vidinés ir iSorinés membrany.

Mitochondrijy suspensijos yra drumstos ir iSsklaido Sviesa dél refrakcijos indeksy tarp
matrikso ir terpés skirtumy. Matrikso tirio padidéjimas brinkstant dél pralaidaus tirpinio
pritekéjimo | matriksa nulemia sumazejusi Sviesos iSsklaidyma, nes matrikso refrakcijos indeksas
lyginamas su terpés refrakciniu indeksu [107].

Tiriant riebaly rugstis buvo parodyta [40], kad abu palmitoilkarnitino izomerai, tiek L-, tiek
D-, yra transportuojami katijony formoje i mitochondrijas, ir abu panaSiu laipsniu sukelia
mitochondrijy matrikso brinkima. AtsiZvelgiant { tai buvo padaryta iSvada, kad brinkimas arba kiti
su riebaly rugscéiy transportu susij¢ struktiiriniai mitochondrijy poky¢iai néra pakankami faktoriai,
sukeliantys iSorinés membranos laidumo ADP-ui pokyc¢ius [4]. Matyt, yra biitinas bendras poveikis:
tiek riebaly rugSciy oksidacijos, tiek riebaly rugsciy transporto sukelto mitochondrijy brinkimo.
Atrodo, kad dél riebaly ruig§¢iy oksidacijos pakinta mitochondrijy savybés, o tai nulemia didesnj
porino laiduma ADP-ui.

Naudodami KCI terpéje iSskirtas 1§ Ziurkés Sirdies mitochondrijas pabandéme jvertinti, ar
oksiduojantis riebaly riigitims mitochondrijos brinksta. Siu eksperimenty tikslas buvo nustatyti, ar
misy jprastai naudojama palmitoil-L-karnitino koncentracija (9 uM) sukelia izoliuoty
mitochondrijy brinkima.

Brinkimo matavimai atlikti spektrofotometru Heiios o ties 540 nm ilgio banga esant 37°C
skaiduly kvépavimo matavimo terp¢je, papildytoje gliukoze ir heksokinaze. Izoliuoty mitochondrijy
kiuvetéje buvo 0,5 mg baltymo/ml. Naudotos jvairios palmitoil-L-karnitino koncentracijos miSinyje

su malatu (0,24 mM), siekiant nustatyti, kurios i$ ju sukelia izoliuoty mitochondriju brinkima. 6
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lenteléje pateiktos riebaly riigSties koncentracijos ir optinio tankio pokytis (sumaZzéjimas) per 5

minutes, 0 17 paveiksle — tipinés mitochondrijy brinkimo kreivés.

6 lentelé. Palmitoil-L-karnitino koncentracijos jtaka izoliuoty mitochondrijy brinkimui,

registruotam pagal optinio tankio pokytj ties 540 nm ilgio banga.

Palm-L-karnitino konc. kiuvetéje Sviesos sugerties sumazéjimas po 5 min inkubacijos
9 uM 410
27 uM 0,02
80 uM 0,17
150 uM 0,2
300 uM 0,2
0,5 -
0,48 - T S uM
27 uM
o 046 1 K
£ 044 -
S 0,42
(7]
» 0,4 -
% 0,38 1
(4]
S 0,36 -
]
0,34 ~
0,32 4
’ 80 uM
0,3 T T T T T T !
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laikas, s
17 pav. Mitochondrijy brinkimo Kkreivés, naudojant skirtingas palmitoil-L-karnitino

koncentracijas. Sviesos sugertis matuota ties 540 nm ilgio banga. Matavimai atlikti esant 37°C
temperaturai.

6 lenteléje ir 17 paveiksle pateikti duomenys rodo, kad miisy iprastai naudota palmitoil-L-
karnitino koncentracija 9 uM nesukelia izoliuoty mitochondriju brinkimo fiziologinéje druskinéje
terpéje, kuri naudojama skaiduly kvépavimui matuoti. Tuo tarpu didesnés Sios riebaly riigsties
koncentracijos, pradedant 27 uM, sukelia brinkima. Toliau didinant palmitoil-L-karnitino
koncentracija brinkimo greitis didéjo (17 pav.). Taigi, mitochondrijos brinksta, naudojant 27 uM ir

didesnes koncentracijas.
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6.1.5. Dideliy koncentracijy palmitoil-L-karnitino jtaka izoliuoty Ziurkeés Sirdies

mitochondrijy kvépavimui

Zinoma, kad riebaly riigstys, naudojamos didelémis koncentracijomis, gali permeabilizuoti
iSoring mitochondrijy membrana [4]. Todél noréjome jvertinti didelés koncentracijos (iki 80 pM)
riebaly riig§¢iy itaka izoliuoty mitochondrijy kvépavimo parametrams.

Naudojome KCI terpéje izoliuotas ziurkés Sirdies raumens mitochondrijas, kuriy baltymo
kiekis buvo nustatytas Biureto metodu, apraSytu skyrelyje ,,Medziagos ir metodai“. Apskaiciuotas
1,6 ml oksimetrinei kiuvetei reikiamas mitochondrijy suspensijos tiris, kad baltymo butuy 0,5
mg/ml. Naudotos palmitoil-L-karnitino koncentracijos ribose 9-80 uM, kontrolei substratu

naudotas piruvatas+malatas (6+ 6mM). Gauti kvépavimo parametrai pateikti 7 lenteléje.

7 lentelé. Palmitoil-L-karnitino jtaka izoliuoty Ziurkés Sirdies mitochondrijy kvépavimo
parametrams (n = 2).

Palm-L-karnitino VADP/VO Vo Vapp Vcitc/VADP
koncentracija, uM

9 58+0,32 45,4 + 3,65 3159+ 1,05 0,98 + 0,02
23 52+0,16 52,7+ 0,77 297,6 £ 0,15 1,01+ 0,02
40 4,6 +£0,39 55,3+ 5,65 2845 +241 1,02 +0,03
80 44+0,18 47,9+0,85 239,31+ 8,15 1,01+0,24
Piruvatas+malatas | 6,2 + 0,33 39,9+3,21 296,9 + 5,12 1,09 + 0,05
6+6 mM

Palmitoil-L-karnitinas, naudotas didelémis koncentracijomis, turéjo tendencija mazinti (iki
24 proc.) kvépavimo kontrolés koeficienta ir tre¢ios metabolinés biisenos greiti, lyginant su
parametrais, gautais, naudojant 9 uM, taciau nekeité kvépavimo grei¢io antroje metabolingje
biisenoje bei citochromo ¢ poveikio i treiag metabolinj greiti.

Gauti duomenys rodo, kad didziausia palmitoil-L-karnitino koncentracija neturéjo jtakos
mitochondrijy kvépavimui antroje metabolingje biisenoje (V,), taciau tur¢jo tendencija mazinti tiek
kvépavimo kontrole Vapp/V,, tiek treCios metabolinés biisenos greiti Vapp atitinkamai 30 proc. ir
20 proc. lyginant su piruvatut+malatu; abu parametrai turéjo tendencija mazéti 24 proc. lyginant su
iprastai miisy naudojama palmitoil-L-karnitino koncentracija (9 uM). Citochromas ¢ nestimuliavo
kvépavimo, tai rodo, kad iSoriné¢ mitochondriju membrana iSliko nepaZzeista, netgi naudojant deSimt

karty didesnes riebaly riigsties esterio koncentracijas.
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6.1.6. Temperatiiros jtaka riebaly riugstis oksiduojan¢iy mitochondrijy in situ

kvépavimo parametrams

Daznai mitochondrijy kvépavimas eksperimentinio pobiidzio darbuose tiriamas naudojant
dirbtines izoliavimo terpes esant Zemesnei temperatiirai (20°C, 25°C, 30°C), nei fiziologiné 37°C.
Siame darbe tiriant ziurkés Sirdies raumens skaiduly kvépavima esant 37°C temperatiirai naudota
artima fiziologinei druskiné terpé.

Medicinos praktikoje miokardo apsaugai aortos — vainikiniy jungéiy suformavimo operacijy
metu taikomi skirtingi kardioplegijos metodai: kristaloidiné (4°C), drungno kraujo (29°C) ir &ilto
kraujo (35-37°C). Sie metodai skiriasi ne tik tirpalo sastatu, bet ir tirpalo temperatira. Taigi,
naudojamas gana platus temperatiiros intervalas. Vadinasi, aktualu ivertinti mitochondrijy
kvépavimo parametrus esant tiek fiziologinei, tiek ir Zemesnei temperatiirai.

Siame darbe noréjome palyginti mitochondriju kvépavimo parametrus esant skirtingoms
temperatiiroms. Tyréme temperatiiros (25°C ir 37°C) jtaka mitochondrijoms in situ oksiduojant
palmitoil-L-karniting. Temperatiiros padidinimas nuo 25°C iki 37°C palmitoil-L-karnitino

oksidacijos atveju sumazino tariamaja Kn'" > 2,6 karto (18 pav.).

2009 123 +52

25 °C 37 °C

18 pav. Tar. K,/'°" priklausomybé nuo temperatiiros saponinu permeabilizuotose Ziurkés

Sirdies raumens skaidulose. Substratas: palmitoil-L-karnitinas+malatas (9 uM+0,24 mM), n = 7
poriniai eksperimentai. *p < 0,05, duomenys palyginti Stjudento t-testu.

Taciau esant 37°C temperatiirai antros (ketvirtos) metabolinés biisenos greitis (V) turéjo tendencija

didéti, lyginant su V, esant 25°C temperatiirai (8 lent.). Matyt, tai jvyksta dél to, kad padidéjes
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membranos takumas esant aukStesnei temperatiirai sukelia padidéjusi protony srauta | mitochondriju

matriksa.

8 lentelé. Temperaturos itaka pagrindiniams ziurkés Sirdies raumens skaiduly kvépavimo
parametrams.

Matavimy n| Vo V app V app+cite! Vaoe | Vape/Vo
temperatiira

25°C 7(11,4+0,9 29,4+28 1,1+0,03 2,7+0,3
37°C 71242+21 36,0+£35 1,05+ 0,02 16+0,1

Substratas palmitoil-L-karnitinas 9 pM+malatas 0,24 mM. Kvépavimo greitis iSreiksStas
nmolO/min/mg sausy skaiduly svorio.

Idomu pazyméti tai, kad ankstesni miisy darbai su neriebalinés kilmés substratais
(sukcinatu) taip pat parodé, jog temperatiiros pakélimas nuo 20°C iki 37°C sumaZzina tariamaja
Kn"PF panasiu laipsniu (2,3 kartus) [3]. Galbat, tai jvyksta dél fiziniy-cheminiy mitochondrijy
iSorinés membranos pokyciu (takumo, poru diametro kitimy) ar gali atspindéti pokycius
difuziniame sluoksnyje, esan¢iame prie mitochondriju, vykstan¢ius esant fiziologinei (37°C)
temperatiirai. Tadiau §i K" reik§mé 37°C temperatiiroje oksiduojantis sukcinatui islieka Zymiai
didesn¢ (145 £ 35 uM), nei oksiduojantis palmitoil-L-karnitinui. Tai leidzia manyti, jog oksidacinio
fosforilinimo sistemos giminingumas ADP oksiduojant riebaly riigstis Sirdies raumens lastelése yra
reguliuojamas riebaly rugsciu oksidacijos fermentinés sistemos komponenty ir kad riebaly rugsciu
poveikis oksidacinio fosforilinimo reguliavimui gali pasireiksti ir hipoterminés kardioplegijos

atveju.
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6.2. Mitochondrijy in situ kvépavimo reguliavimo vykstant riebaly riigsciy

oksidacijai palyginimas stimuliuojant kvépavima egzogeniniu ADP bei ATP

AP i K AP reiksmes

Palyginimui naudodami substrata palmitoil-L-karniting nustatéme Ky,

esant 37°C temperatiirai (n = 5) (19 pav.); kontrolei naudotas piruvatas+malatas.

4007 312 +28
1
300
>
=
e 200+
X
59 + 26 55+9
100+ * *
0 ]
P+M Palm-L-carn

19 pav. Kvépavimo substrato jtaka K" ir K™ reik§meéms. Balti stulpeliai: kvépavimas

stimuliuotas ADP, pilkas: kvépavimas stimuliuotas ATP. Matavimy temperatiira 37°C; *p < 0,05
lyginant su piruvatu+malatu; n = 5 (neporiniai). Duomenys palyginti dispersinés analizés Dunett
Kriterijumi.

Tokiu biidu palyginome mitochondrijy kvépavimo reguliavimo kinetika tiek stimuliuojant
kvépavima egzogeniniu ADP, tiek egzogeniniu ATP. Kai kvépavimas buvo stimuliuojamas
egzogeniniu ATP, miofibriliy ir sarkoplazminio tinklo ATP-azés gamino endogenini ADP, kuris
buvo tiesiogiai tiekiamas mitochondrijoms [108]. D¢l to terpéje aptinkama labai maza ADP
koncentracija [7, 108].

Kvépavimo parametrai pateikti 9 lentel¢je. Kaip matyti 19 pav., su palmitoil-L-karnitinu
gavome statistiSkai patikimai nesiskiriancias reikSmes, btitent KmADP=59 + 26, KmATP:55,1 + 9. Be
to, jos buvo labai mazos, lyginant su K™ reikimémis, bidingomis piruvatui+malatui ir panagios
Kn"P" reikdmes, kurias gavome anksCiau [4]. Mazos Ko™ reikimés saponinu apdorotose

skaidulose su palmitoil-L-karnitinu buvo nustatytos pirma karta. Maza K, reik§mé, gauta, titruojant
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egzogeniniu ATP, ir nesiskirianti nuo Kn,/"°" reikimeés, rodo, kad riebaly riigiciy efektas nepriklauso
nuo ADP patekimo i mitochondrijas kelio (egzogeninio ar endogeninio, t.y. pagaminto lastelés

ATP-aziy).

9 lentelé. Ziurkés Sirdies raumens skaiduly kvépavimo parametry palyginimas titruojant
egzogeniniu ADP bei ATP.

titruojant ADP titruojant ATP
Km 58,8+26,0 55,1+9,2
Vo 24,9125 27,1£2,7
Vapp 49,1+4,5 48,2+3,8
Vapp/Vo 1,99+0,2 1,69+0,1
Vapp—Vo 33,448,7 21,846,0
V aop/Vatr 2,810,4 2,3+0,3

Substratas palmitoil-L-karnitinas 9 pM+malatas 0,24 mM, n = 5 poriniai eksperimentai. Kvépavimo
greitis isreik$tas nmolO/min/mg sauso svorio. Matavimai atlikti esant 37° C temperatiirai.

Taigi, riebaly rugs¢iu oksidacijos sukeltas K, sumazéjimo reiSkinys stebimas ir
fiziologiskesniame modelyje, nei naudotame anksCiau, bitent, stimuliuojant kvépavima
egzogeniniu ADP [4]. Buvo parodyta [108], kad Siame modelyje ADP, pagamintas vidulasteliniy
ATP-aziy, yra tiesiogiai tuneliuojamas | mitochondrijas, neatsipalaiduojant 1 terpg, jei

mitochondrijy oksidacinis fosforilinimas vyksta aktyviai.
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6.3. ISorinés mitochondrijyu membranos laidumo jvertinimas panaudojant
egzogening ADP-suvartojancia sistema. Kreatino efektas: tiesioginio metabolinio

ADP tuneliavimo jrodymas

Mitochondrijas, sarkoplazminj tinkla ir miofibriliy ATP-azes per metabolini tuneliavima ir

energijos perna$a sujungia kreatino kinazés — fosfokreatino ir adenilato kinazés sistemos [7, 61] (20

pav.).

w

Miofibrilés

Mitochondrija

S S BT A B T W o
e <G,

G Pi

20 pav. Schematinis vidulgsteliniy energetiniy vienety (ICEU) raumeny Igstelése
pavaizdavimas [7].

Iki $iol néra zinoma, kaip tiksliai in vivo veikia griztamasis rySys tarp miofibriliy ir lasteliniy
bei sublasteliniy membrany ATP-aziy ir mitochondrijy, atsakingas uz laisvosios energijos gamybos
suderinima priklausomai nuo energijos poreikiy. Manoma, kad sublasteliniame lygyje
kompartmentalizuoti kreatino kinazés (CK) izofermentai vaidina pagrindini vaidmeni kontroliuojant
energijos gamyba ir energijos transporta | citoplazmini kompartmenta [109].

Daugelis studiju [7, 35, 61] parodé, kad mitochondriju kvépavima gali kontroliuoti
tarpmembraninéje erdvéje esanti mitochondriné kreatino kinazé (miCK), lokaliai gamindama ADP.
Teigiama, kad raumeny lastelése skirtingi CK izofermentai yra funkciskai ir/arba struktiiriSkai
susieti arba su energijos suvartojimo vietomis (lastelés ATP-azés) arba su energijos gamybos

vietomis (glikolizé ir mitochondrijos) tam, kad palengvinty energijos pernasa { citoplazmini
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kompartmenta, panaudojant galin¢ius difunduoti tarpininkus kreating (Cr) ir fosfokreatinag (PCr).
Sutinkamai su $iuo modeliu ADP, pagamintas miofibrilése, veikiant citozolinei CK, yra nedelsiant
refosforilinamas i ATP, panaudojant fosforilo grupe i§ PCr, kai tuo tarpu Cr difunduoja atgal i
mitochondrijas, kur, veikiant miCK tarpmembraninéje erdvéje, vél refosforilinamas | PCr [109].
Turint omenyje tai, kad miCK funkciskai susieta su ADP/ATP neSikliu ir tai, kad iSorinés
mitochondrijy membranos laidumas adenino nukleotidams Sirdies raumens skaidulose yra apribotas,
ADP, kuri pagamina miCK tarpmembraningje erdv¢je, yra efektyvesnis stimuliuojant kvépavima,
nei ADP, pagamintas tiesiogiai citoplazmoje [10, 20].

Buvo parodyta [35, 46], kad saponinu permeabilizuotose raumeny lastelése miofibriliy ir
sarkoplazminio tinklo ATP-azés yra intaktiSkos, todél Sie preparatai yra tinkami tirti mitochondriju
kvépavimo in situ reguliavima endogeniniu ADP, kuri pagamina vidulastelinés ATP-azés,
hidrolizuojancios egzogenini ATP. Padidinto pralaidumo skaidulose ADP gamina tiek miofibriliy,
tiek sarkoplazminio tinklo Ca,MgATP-azés.

Misy panaudotame eksperimentiniame modelyje ADP, generuota ATP-aziy reakcijoje,

naudoja arba mitochondrijos oksidaciniam fosforilinimui, arba egzogeniné PK+PEP sistema (21

pav.).

SR__)

MgATP ——> MgATP\ < MgATP

>Piruvatas —-L/—DL{—v NAD" + Laktatas

NADH

Mitochondrija

21 pav. Eksperimentinés modelinés sistemos naudojant egzogening PK+PEP schema.
SR - sarkoplazminis tinklas, Sm - miofibriliy sarkomeras, Pi - neorganinis fosfatas, PK - piruvato
kinazé, PEP - fosfoenolpiruvatas, LDH - laktato dehidrogenazé

Taigi, egzogenini ATP ATP-azés vercia ADP, dél kurio mitochondrijos konkuruoja su
PK+PEP sistema. Jei ADP tiesiogiai tuneliuojamas | mitochondrijas, egzogeniné PK+PEP sistema
turéty neslopinti kvépavimo arba slopinti ji nezymiai. Mes pabandéme iSsiaiSkinti, ar skiriasi
PK+PEP efektas oksiduojantis riebalinés (palmitoil-L-karnitinas) ir neriebalinés prigimties
(glutamatas+malatas) substratams. Sis efektas rodyty, ar skiriasi iSorinés membranos laidumas
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oksiduojantis skirtingiems substratams. Remiantis ankstesniais darbais [4], parodziusiais Zenkly
K P" sumazéjima mitochondrijoms oksiduojant riebaly riigitis, buvo iskelta prielaida, kad iSoriné
mitochondrijy membrana laidesné ADP-ui, oksiduojantis riebalinés kilmeés substratams.

Naudodami PK+PEP eksperimentini modeli, mes tyréme funkciniy kompleksy, kuriuos
sudaro mitochondrijos ir miofibriliy bei sarkoplazminio tinklo Ca,MgATP-azés, funkcionavima
skirtingose salygose (esant skirtingoms temperatiiroms 25°C ir 37°C ir skirtingiems substratams).

Kvépavimo registravimo schema pateikta 22 pav.

skaidula
2 mM ATP

v

20 U/ml PK
20 U/ml PK
20 mM kreatino

10.

35uMcitc
31, 0,12 mM atr

10,

22 pav. Ziurkés Sirdies raumens skaiduly kvépavimo greifio registravimo naudojant
egzogening PK+PEP sistemg schema. Substratas palmitoil-L-karnitinas 9 pM+malatas 0,24 mM+
PEP 8 mM. Nurodyti priedai, ju koncentracijos ir skaiduly kvépavimo greiciai (atskiro
eksperimento).

Priedy koncentracijos ir absoliutis greiiai su abiem misy naudotais substratais
glutamatu+malatu bei palmitoil-L-karnitinu pateikti 10 lent.

23 pav. pateiktas poliarografinés kreivés oksiduojantis palmitoil-L-karnitinui pavyzdys,
kuris parodo priedy sud¢jimo i kiuvete tvarka, priedy galutines koncentracijas kiuvetéje bei

uzregistruotus kvépavimo greicius.
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10 lentelé. Kreatino kinazés sarySio (angl. coupling) su ANT oksimetrinis tyrimas: ADP-
suvartojancios PK+PEP sistemos ir kreatino efektai saponinu permeabilizuoty Ziurkés Sirdies

skaiduly kvépavimo greiciui.

Glutamatas + Malatas Palmitoil-L-karnitinas + Malatas
25°C 37°C 25°C 37°C
Vo 12,2+ 0,7 20,1+2,4 11,8+ 1,4 224+£23
Vare [2 mM] 31.5+2,7 43,8+ 2.8 28,0+1,9 47,7+27
Vpk [20 U/ml] 26,3+2,4 n.n. 25,1+2,1 n.n.
Vpk [40 U/ml] 22,6 +2,1 293+1,8 21,7 £2,1 33,0 £1,6
Vireat[20 MM] 32,8+2,9 41,8 £6,7 339+2,3 445+23
Vcite/ Vkreat 1,02 +£ 0,02 0,97 £ 0,02 1,04 £ 0,01 0,90 £ 0,02

n =5 poriniai eksperimentai. Kvépavimo greitis iSreikS$tas nmolO/min/mg sausy skaiduly svorio. V,
-pradinis kvépavimo greitis; Vatp - kvépavimo greitis pridéjus 2 mM ATP; Vi [20 U/ml], Vi« [40
U/ml] - kvépavimo greitis esant atitinkamai 20 arba 40 U/ml PK (n.n. - nenustatyta); Vireat [20
mM] - kvépavimo greitis pridéjus 20 mM kreatino.

BioMed - [C-\MyD ata\ 2003227/ \probel bs.dat]
ey File Edit Settings Sfart Fauze Stop Filker Zoom  Table Motez Help =
Y(t) MHame: skaiduloz tedium: MT+2alb. T= 25°C Substrates: Palmit-L-carmit al
A2 A3 A4 A5
674 |
|
ara. | |
[ | | |
4820 | | | ! !
| | | | | |
385, | | | | | |
| I I | | I
283l | | ! ! |
I | | I I |
1821 | | ! ! |
[t t2] 3 td |15 6 [t7 [t I (S 1V 2
96.4 I | | ‘
|
1] 242 484 726 968 tirne, min
Filter: Mo filker Interval: 1 sample Derivativel

23 pav. Poliarografinés kreivés pavyzdys. Kreatino Kkinazés sarySio (coupling) su ANT
oksimetrinis tyrimas. Priedy sudéjimo i kiuvete tvarka (nurodyta galutiné koncentracija kiuvetéje):
O - Palm-L-carn 9 uM + Mal 0,24 mM + PEP 8 mM + skaidula; A; — ATP 2 mM,;
A, — PK 40 U/ml; Az — kreatinas 20 mM; A4 — cyt ¢ 35 uM; As — atr 125 puM.
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24 pav. pateikti santykiniai grei€iai: Varp grei¢io sumazéjimas (proc.) d¢l PK+PEP ADP
sunaudojancios sistemos poveikio (tiek [20 U/ml], tiek [40 U/ml] PK priedy) bei kreatino priedo
sukeltas greicio padidéjimas (proc.) po antro PK priedo [40 U/ml].

Egzogeninio citochromo ¢ pridé¢jimas i terpe kvépavimo grei¢io treCioje metabolinéje
busenoje nepadidino. Tiek oksiduojantis glutamatui+malatui, tiek ir palmitoil-L-karnitinui gautos
nezymios citochromo c¢ efekty reikSmés 0,9-1,04 rodo, kad mitochondriju iSoriné membrana

oksiduojantis skirtingos prigimties substratams iSlikusi intaktiska.

25°C 37°C (Sap) 37°C (Sapkol)

60 Y y

40+

204

o

-40-

%

-604Glu  Palm-L-carn | Glu Palm-L-carn| Glu Palm-L-carn

-80

PK [20U/mlI] efektas
1 PK [40U/ml] efektas
kreatino [20mM] efektas

24 pav. PK+PEP ADP-suvartojancios sistemos ir kreatino jtaka saponinu apdoroty (Sap) bei
saponinutkolagenaze apdoroty (Sapkol) Ziurkés Sirdies skaiduly kvépavimui skirtingose
temperatiirose naudojant kvépavimo substratais glutamata+malatg ir palmitoil-L-karniting.
Pateikta PK [20 U/ml] efektas greic¢iui Vatp; PK [40 U/ml] efektas greiciui Vatp; kreatino efektas
grei¢iui Vpk o umig- N = 5 (poriniai eksperimentai). *p < 0.05 lyginant su 37°C su palmitoil-L-
karnitinu; duomenys palyginti Tukey Kriterijumi.

Akivaizdu (10 lent.), kad 2 mM ATP priedas dél i§ ATP susidariusio endogeninio ADP
zymiai ir pana$iai su abiem substratais stimuliuoja skaiduly kvépavima. 40 U/ml PK, esant terpéje
PEP, slopino kvépavima apie 30 proc., Siek tiek mazesnis efektas (23 proc.) gautas tik su palmitoil-
L-karnitinu esant 25°C (24 pav.). Slopinantis skaiduly kvépavima PK efektas su glutamatu+malatu

gerai atitinka kity tyréjy [7, 108] gautus rezultatus naudojant §i substrata.
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Analogiski eksperimentai buvo atlikti esant 37°C naudojant tiek saponinu, tiek ir kolagenaze
apdorotas skaidulas. Gavome statistiSkai patikimai tarp substraty nesiskiriancius tiek 20 U/ml, tiek
40 U/ml PK, tiek 20 mM kreatino priedy efektus, taciau lyginant su saponinu apdorotomis
skaidulomis Sie efektai buvo didesni (24 pav.). Taigi, Sie duomenys rodo, kad didzioji dalis
endogeniSkai generuoto ADP saponinu apdorotose skaidulose néra lengvai prieinama egzogeninei
PK+PEP sistemai, jei mitochondrijos kvépuoja aktyviai. Aisku, kad del didesnio kolagenaze ir
saponinu apdoroty skaiduly laidumo gauti didesni PK+PEP bei kreatino efektai. Egzogeninio
citochromo c testas (kvépavimas nepagreitéjo pridéjus citochromo c) rodo, kad iSoriné membrana
intaktiska ir ADP, lokalizuotas tarpmembraningje erdveje, néra prieinamas PK; PK veikia iSimtinai
mitochondrijy iSoréje.

Taigi, nei temperatiiros padidinimas (nuo 25°C iki 37°C), nei riebaly riigi¢iy oksidacija
nekeicia slopinancio kvépavima egzogeninés PK poveikio, ir, matyt, ADP koncentracijos terpéje.
Pazymétina, kad 20 mM kreatino prid¢jimas esant 2 mM ATP bei egzogeninei PK+PEP sistemai
Zymiai ir panaSiai su abiem substratais (1,35-1,56 kartus) padidino kvépavimo greiti. Taigi,
remiantis gautais rezultatais galima teigti, kad rySio tarp mi-CK ir ANT efektyvumas nesiskyré

vykstant skirtingos prigimties substraty oksidacijai.

Toliau bandéme jvertinti, kick PK reikia, kad buty maksimaliai uzinhibuotas skaiduly
kvépavimas. Mitochondrijy in situ kvépavima matavome esant 37°C temperatiirai. Titravome
tre¢ios metabolinés biisenos greit], stimuliuota 2 mM egzogeninio ATP. Gavome (25 pav.), kad 20-
40 U/ml PK priedas sukelia staigy kvépavimo grei¢io sumazgjima, ypac rySku oksiduojantis
glutamatui+malatui; toliau didinant PK kieki iki 80 U/ml kvépavimas slopinamas nezymiai. Pilnos
kvépavimo inhibicijos nepavyko gauti, manoma, dél skaiduly kvépavimo grei¢io savaiminio

maze¢jimo ilgos ju inkubacijos metu, kada vienas po kito dedama daug priedy.
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25 pav. Ziurkes Sirdies raumens skaiduly kvépavimo greitio priklausomybé nuo pridéto PK
kiekio. Matavimy temperatiira 37°C; n = 3 (poriniai). Kvépavimo greitis iSreikitas nmolO/min/mg
sausy skaiduly svorio.

Taigi, musy gauti duomenys rodo, kad kai ADP i§ ATP-aziy tiesiogiai tuneliuojamas i
mitochondrijas, CK sistema vaidina svarby vaidmenj energijos pernasoje tarp vidulasteliniy
laisvosios energijos panaudojimo ir gamybos viety, nepaisant zymaus K,"*" sumazéjimo, kuri

sukelia tiek riebaly riig§¢iy oksidacija, tiek temperatiiros padidinimas.

6.4. Kreatino jtaka mitochondrijy in situ kvépavimo reguliavimui

Sioje eksperimenty serijoje tyréme kreatino jtaka mitochondrijy in situ kvépavimo
reguliavimui (saponinu permeabilizuotose ziurkés Sirdies raumens skaidulose). Kreatinas, kuriuo
papildoma matavimo terpe¢, stimuliuoja kvépavima, aktyvuodamas mi-CK tarpmembraninéje

erdvéje, taigi, mi-CK katalizuojamos reakcijos

Cr+ATP—CrP+ADP

pusiausvyra pasislenka desinén.
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Tyrimo objektu pasirinkome padidinto pralaidumo (saponinu permeabilizuotas) ziurkés
Sirdies raumens skaidulas. Permeabilizuotas skaidulas sudaro lastelés, kurios dél sarkolemos
permeabilizacijos praradusios tirpius citozolio fermentus, bet visos struktiros, tokios, kaip
mitochondrijos, miofibrilés, sarkoplazminis tinklas ir fermentai, asocijuoti su jomis, islicka
intaktiSki [12]. Taigi, kreatinas aktyvuoja ADP gamyba per mitochondring kreatinkinaze, kuri yra
funkciSkai susieta su adenino nukleotidy nesikliu, todél gali vykti tiesioginis substraty ir produkty
tuneliavimas [2, 110]. Siy sistemy (mi-CK ir ANT) saveikos efektyvuma atspindi mitochondrijy
kvépavima greitinantis kreatino poveikis [2, 38].

Saveika tarp mi-CK ir ANT buvo nustatoma dviem budais:

(1) Apskai¢iuojant tariamasias Kp, ADP iy Vmax reikSmes. Titruojant ADP buvo nustatoma
nuo iSorinio ADP priklausomo mitochondrijy kvépavimo grei¢io V-V, priklausomyb¢ nuo ADP

koncentracijos matavimo terp¢je nesant ir esant 20 mM kreatino;

(2) Uzregistravus kvépavimo greit] Vagp esant terpéje 60 uM ADP koncentracijai, buvo
pridedama 20 mM kreatino. Kreatino efektas, t.y kvépavimo stimuliavimas kreatinu, buvo
iSreiSkiamas santykiu Vireat/Vadp, €ia Vireat - kvépavimo greitis su kreatinu, Vagp - kvépavimo greitis

be kreatino.

Kadangi buvo Zinoma, kad oksiduojantis riebaly rugitims mazéja K., tai buvo

interpretuojama kaip iSorinés mitochondriju membranos pralaidumo ADP-ui padidéjimas [4]. Todél
nor¢jome iSsiaiSkinti, ar oksiduojantis riebalinés kilmés substratams iSlieka funkciné saveika tarp
mi-CK ir ANT. Ivertinome 20 mM kreatino poveiki skaiduly kvépavimo parametrams, naudojant
neriebalinés kilmés substrata piruvata+malata bei riebalinés kilmeés substrata palmitoil-L-karniting
(+malata). 11 lenteléje pateikta priedy sudéjimo i kiuvete tvarka ir nurodyta galutiné priedu
koncentracija kiuvetéje. Gauti duomenys (11 lentelé) rodo, kad stimuliuojantis skaiduly kvépavima
kreatino efektas Vireat/Vadp, gautas su Siais abiem skirtingos prigimties substratais, yra panasus.
Oksiduojantis piruvatui+malatui gavome didesnj grei¢iu santyki Vapp/Vkrea, Nei oksiduojantis
palmitoil-L-karnitinui, kadangi abieju substraty atvejais gauti artimi greiciai Virea, taciau gerokai
didesnis maksimalus kvépavimo greitis Vapp, gautas oksiduojantis piruvatui+malatui. Pazymétina,

kad gavome gana auksta ir panasSia su abiem substratais kvépavimo kontrolg Vapp/V, (11 lent.).

ADP. nustatyta naudojant Siuos du substratus esant 25°C temperatiirai, Zenkliai

Tariamoji Ky,
skyrési : 275 + 165 uM piruvatui+malatui ir 106 + 48 uM palmitoil-L-karnitinui (n = 6). Tai rodo
zymiai didesnj oksidacinio fosforilinimo sistemos gimininguma ADP oksiduojantis riebaliniam
substratui palmitoil-L-karnitinui. PanaSus citochromo ¢ poveikis Siy substraty oksidacijai trecioje
metabolinéje biisenoje (1,01 ir 1,08) rodo, kad iSoriné mitochondriju membrana islikusi intaktiSka ir

ADP

negaléjo turéti itakos minétam K"~ skirtumui.

59



11 lentelé. Ziurkés Sirdies raumens skaiduly, apdoroty saponinu, kvépavimo parametrai
naudojant du skirtingus substratus: kreatino efektas.

Priedai kiuvetéje Galutiné Piruvatas+Malatas Palm-L-karnitinas

koncentracija [6+6 mMM] [9 uM]

Vo 8,7+0,8 7,1+0,6

Vadp 60 uM 16,9+1,1 15,2+1,3

Vireat 20 mM 22,7£1,6 21,4+2,0

V ADp 1,2mM 61,1+6,1 45,7+0,9

Vireat/ Vadp 1,37+0,05 1,42+0,04

Vapp/Vo 6,4+0,2 5,5+0,6

V app+o/V apP 1,01+0,03 1,08+0,04

Matavimai atlikti esant 20°C temperatiirai. Pateikti 6 neporiniy eksperimenty duomenys.
Kvépavimo greitis iSreikStas nmolO/min/mg sausy skaiduly svorio.

V, - pradinis kvépavimo greitis;
V app+c - kvépavimo greitis esant 1,2 mM ADP ir 30 uM citochromo c.

Kitoje eksperimenty serijoje, naudodami substrata palmitoil-L-karnitina, Sirdies raumens
skaiduly kvépavima analogiskai stimuliavome egzogeniniu ATP (pridédami i terp¢ ne ADP, bet
ATP). Siuo atveju miofibriliy ir sarkoplazminio tinklo ATP-azés egzogenini ATP verdia
endogeniniu ADP, kuris tiesiogiai tiekiamas mitochondrijoms [111]. Duomenys, pateikti 26 pav.
rodo, kad kreatino efektas, gautas stimuliuojant kvépavima egzogeniniu ATP, patikimai nesiskyré
nuo efekto, gauto stimuliuojant egzogeniniu ADP. Be to, naudojant skirtingas ATP koncentracijas,

23 uM ir 37 uM, gautos identiskos kreatino efekto reikSmeés.
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£ 1.5 — —
()
© ]
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g
8 i
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0.0

23 35 [ATP], uM

26 pav. Kreatino jtaka Ziurkés Sirdies raumens skaiduly kvépavimui esant skirtingoms
egzogeninio ATP koncentracijoms. Substratas: palmitoil-L-karnitinas 9 pM+malatas 0,24 mM.
Pateikti penkiy neporiniy eksperimenty duomenys. Kvépavimo greitis iSreik§tas nmolO/min/mg
sausy skaiduly svorio. Gauti tokie kvépavimo parametry vidurkiai: Vo = 5,8 ; Vap = 7,6-8,1; Vireat
[20 mM] = 10,8; V atp [1 mM] = 18,2. Matavimy temperatiira 25°C.

60



Be to, naudodami substrata oktanoil-DL-karnitina, tyréme, kaip kreatino efektas priklauso

nuo egzogeninio ADP koncentracijos (27 pav.).
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27 pav. Kreatino jtaka mitochondrijy kvépavimui esant skirtingoms egzogeninio ADP
koncentracijoms. Substratas: oktanoil-DL-karnitinas 0,36 mM+malatas 0,24 mM. *p < 0.05
lyginant su 60 uM ADP. Duomenys palyginti dispersinés analizés Tukey kriterijumi. Matavimy
temperatiira 20°C.

Sioje eksperimenty serijoje skaiduly kvépavimas buvo lygiagrediai registruojamas tiek
terpéje be kreatino, tiek su 20 mM kreatino. IS pradinio ir maksimalaus trecios metabolinés biisenos
kvépavimo grei¢io reikSmiy, gauty matuojant kvépavima abiejose terpése, apskaiCiuotas greiciy
skirtumas, t.y. greitis Vapp—Vo. Kreatino efektas apskaiciuotas kaip greiciy skirtumu Vapp—Vo
santykis (27 pav.). Maksimalus kreatino efektas gautas, esant 60 uM ADP koncentracijai. Sis
efektas patikimai skyrési nuo efekto, gauto, esant mazesnei egzogeninio ADP koncentracijai, biitent
46 pM. Ankstesniuose eksperimentuose, naudojant substrata piruvatatmalata (6+6 mM), buvo
gautas maksimalus kreatino efektas 1,88 + 0,14 (Liobikas J, nepublikuoti duomenys), taigi, Sie

rezultatai, naudojant oktanoil-DL-karnitina, patvirtina anks¢iau gautus.

Kvépavimo grei¢io priklausomybg nuo egzogeninio ADP koncentracijos pagal Michaelis-
Menten lygti nustatéme naudodami substrata oktanoil-DL-karniting 0,36 mM (+malatas 0,24 mM)
(28 pav.).
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28 pav. Ziurkés Sirdies skaiduly kvépavimo grei¢io priklausomybé nuo iSorinio ADP
koncentracijos ir Kkreatino. Substratas: oktanoil-DL-karnitinas 0,36 mM+malatas 0,24 mM.
Pateikti 7 poriniy eksperimenty duomenys. Kvépavimo greitis iSreikStas nmolO/min/mg sausy
skaiduly svorio. Gautos nesiskirian¢ios Vmax reikSmes: 29,9 + 1,8 (terpéje be kreatino) ir 31,1 + 1,6
(terpéje su kreatinu). Kin"PF reik§mes: 235 + 16 uM (terpéje be kreatino), 98 £ 11 uM (terp¢je su
kreatinu). Matavimy temperatiira 20°C.

Tariamasias Kn> reik§mes skai¢iavome i§ titravimo ADP-u duomeny. Gavome, kad
K "PF reik§més Zenkliai skyrési terpéje be kreatino (235 + 16 uM) ir terpéje su 20 mM kreatino (98
+ 11 uM). Taigi, oksiduojantis riebalinés kilmés substratams ir esant matavimo terpéje kreatinui,
stimuliuojama mi-CK katalizuojama reakcija, todél padidéja oksidacinio fosforilinimo sistemos
giminingumas ADP-ui.

Isvada, kad kreatinas Zenkliai sumazina tariamaja K.,""", nepriestarauja kity darby

rezultatams, kai kvépavimo substratu buvo naudotas piruvatas+malatas [112].

Kreatino sukeltas kvépavimo pagreitéjimas esant mazoms ADP koncentracijoms ir

tariamosios K,,"\P°

sumaZz¢jimas atspindi funkcing saveika tarp mi-CK ir ANT mitochondrijy
tarpmembraninéje erdveje, oksiduojantis riebaly riigStims. Akivaizdu, kad mitochondrijose
iISsaugoma funkciné saveika tarp ADP/ATP neSiklio ir kreatinkinazés, nepaisant zenkliai
padidéjusio oksidacinio fosforilinimo sistemos giminingumo ADP-ui, indukuoto oksiduojantis

riebaly rigstims.
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6.5. Dekstrano poveikis mitochondrijy in situ kvépavimui bei morfologijai

6.5.1. Makromolekuliy jtaka mitochondrijy in situ kvépavimui

Mitochondrijos in vivo esti citoplazmoje, kurioje, kaip manoma, yra apie 20-30 proc.
baltymy [63]. Yra gerai zinoma [14, 15], kad mitochondrijos, izoliuotos ir inkubuotos izotoninéje
terpéje be makromolekuliy, néra panasios | mitochondrijas in Vvivo, priesingai mitochondrijoms in
situ, t.y. lokalizuotoms saponinu permeabilizuotose Sirdies ir skeleto raumeny skaidulose [3, 35,
38]. Kadangi izoliavimo metu prarandamas koloidinis osmosinis slégis, morfologinis mitochondrijy
vaizdas yra stipriai pakites: padidéjusi tarpmembraniné erdvé, sumazéjes kontaktiniy viety tarp
iSorinés ir vidinés membrany skaicius. Tokiose salygose mitochondrijos yra dirbtinai iSbrinkusios
[14, 64], tuo tarpu kai in situ jos yra kondensuotoje formoje [113]. Tokios makromolekulés, kaip
albuminas, dekstranas, fikolis, polivinilpirolidonas, pridétos | inkubacijos terpg, gali atstatyti
morfologinius pokycius iSoriniame mitochondrijy kompartmente, ijvykusius izoliavimo metu.
Makromolekulés, nepracidamos pro nepazeista iSoring mitochondriju membrana, sumazina
(suspaudzia) mitochondriju tarpmembraning erdve, sudarydamos inkubavimo terpés koloidines-
osmosines salygas, panaSias ] esancias citoplazmoje. Manoma, kad dekstranas veikia mitochondriju

funkcijas dél onkotinio slégio, kuris priklauso nuo dekstrano koncentracijos [20].

Dekstranas [69] ir kitos makromolekulés [70] ne tik sumazina porino laiduma metabolitams,
bet ir sukelia pokycius jtampai jautriose porose. Dekstrano efekto porino laidumui mechanizmas
molekuliniame lygyje buvo paaiSkintas taip, kad dé¢l onkotinio slégio sumaZéja poros skersmuo
[70].

Eilé darby [Kopustinskiené D., magistro tezés], [5] rodo, kad makromolekuliy efektas

tariamajai  oksidacinio fosforilinimo K /™"

yra skirtingas naudojant ivairius mitochondrijuy
preparatus, tokius, kaip izoliuotos Ziurkés Sirdies mitochondrijos, saponinu permeabilizuotos
ziurkés Sirdies raumens ir keturgalvio $launies raumens skaidulos. Taip yra todél, kad skiriasi
oksidacinio  fosforilinimo  sistemos giminingumas ADP-ui Siuose preparatuose [36].
Makromolekuliy efektas gali biti aiSkinamas tuo, kad makromolekulés sukelia strukttrinius
poky¢ius mitochondrijy iSoriniame kompartmente [42]. Buvo iskelta hipotezé, kad makromolekulés

mitochondrijy iSoriniame kompartmente sudaro nesimaiSanti sluoksni, kuris veikia kaip difuzijos

barjeras adenino nukleotidams [20].

Siame darbe, naudodami tiek riebalinés, tiek neriebalinés kilmés substratus, tyréme

dekstrano poveikj oksidacinio fosforilinimo sistemos kinetinéms savybéms. Skaiduly kvépavimui
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tirti naudota terpé buvo papildoma 5 proc. dekstranu T-70. Tokiu biidu buvo imituojamas lastelés
citoplazmos onkotinis slégis. Buvo tiriamas dekstrano poveikis saponinu permeabilizuoty ziurkés
Sirdies raumens skaiduly kvépavimui, t.y. mitochondrijy in situ kvépavimui.

Priestaringi rezultatai yra gauti tiriant dekstrano jtaka izoliuoty mitochondriju kvépavimo
greiCiui. Vieni autoriai [20, 42] yra parodg, kad dekstranas mazina mitochondrijy kvépavimo greiti
treCioje metabolin¢je biisenoje tuo labiau, kuo didesné naudota dekstrano koncentracija. Kitos
studijos [5] parodé, kad 10 proc. dekstrano neturé¢jo jtakos izoliuoty ziurkés Sirdies mitochondriju
kvépavimui ketvirtoje ir tre¢ioje metabolinése bisenose, bet didino tar. Ki"°" nuo 37 + 0.3 pM iki
94 £ 6 uM, t.y. 150 proc. Taciau miisy darbe tyrimo objektas buvo ne izoliuotos mitochondrijos, bet
saponinu apdorotos skaidulos. Sie tyrimo objektai labai skirtingi tick pagal struktiira, tiek pagal

tiriamus kvépavimo parametrus.

Siame darbe atlikti mitochondrijy in situ kvépavimo tyrimai parodé, kad 5 proc. dekstrano
vienodu laipsniu, biitent 25 proc. sumazino maksimaly kvépavimo greiti su abiem substratais, t.y.

tiek su piruvatu+malatu, tiek su palmitoil-L-karnitinu (29 pav.).

Gavome, kad mitochondrijoms oksiduojant neriebalinés kilmés substrata piruvata+malata

terpéje su 5 proc. dekstrano, tariamoji Ky ™"

reikSmé nesikeité ir isliko tokia pati auksta, kaip ir
terpéje be dekstrano. Pazymétina, kad maZos tar. K> reik§més, gautos oksiduojantis palmitoil-L-
karnitinui terpéje be dekstrano reikSmingai (50-60 proc.) padidéjo terpéje su 5 proc. dekstrano T-70.
Taigi, dekstranas keit¢ (mazino) iSorinés mitochondrijy membranos laiduma tik oksiduojantis
riebaly riigitims, bet ne piruvatui+malatui. Svarbu tai, kad gautos Ky, reik§més su palmitoil-L-

karnitinu (110,6 + 20,7) nesieké K" reikimiy, gauty su piruvatu+malatu, lygio (255,7 + 42,5),

t.y. buvo daugiau nei dvigubai mazZesnés (29 pav.).
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29 pav. 5 proc. Dekstrano poveikis tar. K=" (A) ir Vimax (B) saponinu apdorotose Ziurkeés
Sirdies raumens skaidulose oksiduojantis skirtingos prigimties substratams.

Matavimy temperatiira 37°C; n = 4 (neporiniai). *p < 0,05 lyginant be dekstrano. Duomenys
palyginti dispersinés analizés Dunett kriterijumi.

5 proc. dekstrano jtaka kitiems saponinu apdoroty ziurkés Sirdies raumens skaiduly

kvépavimo parametrams pateikta 12 lenteléje.
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12 lentelé. 5 proc. dekstrano T-70 jtaka saponinu apdoroty Ziurkeés Sirdies raumens skaiduly
kvépavimo parametrams oksiduojantis dviems skirtingiems substratams.

Piruvatast+malatas Palmitoil-L-karnitinas+malatas
(6 MM+6 mM) (9 uM+0.24 mM)
kontrolé +5 proc. dekstrano kontrole +5 proc. dekstrano
Vo 26,9+ 0,6 27,0+ 1,8 18,9+ 1,6 199+29
V app 67,2+3,2 50,3+ 1,8 54,2 £ 4,7 40,4 +4,0
Vapp/Vo 2,5+0,2 2,08 +£0,1 2,8+£0,2 25+03
V app/Vatr 32+0,2 2,5+0,1 3,5+0,5 23+0,2
V app+cytc!/ V ADP 0,95+0,0 0,91+£0,0 1,05+0,1 1,06 £0,1

Matavimy temperatiira 37°C, n = 5 (poriniai su vienu substratu). *p < 0,05 lyginant be dekstrano.
Kvépavimo greitis iSreikStas nmolO/min/mg sauso skaiduly svorio.

Paprastai salygose in vivo mitochondrijos oksiduoja ne vien riebaly rugstis, bet substraty
misini. Remiantis miisy gautais rezultatais galima manyti, kad riebaly rtigstys in vivo mazina tar.
KmADP, taigi, didina oksidacinio fosforilinimo sistemos gimininguma ADP-ui. Galbit, riebaly
riig§¢iy oksidacijos sukeltas K./™" maZéjimas yra susijes su morfologiniais mitochondrijy

ADP piruvato+malato oksidacijos atveju lieka neaisku.

pokyciais. Kodel dekstranas nedidina Ky,
Tadiau galima manyti, kad K, °" reikimé su Siais substratais jau terpéje be dekstrano yra
maksimali.

Yra zinoma, kad dekstranas padidina kontaktiniy viety tarp iSorinés ir vidinés membranos
skaiciy [20]. Manoma, kad kontaktinése vietose suformuojama aplinka, palengvinanti nuo karnitino
priklausoma ilgagrandziy riebaly riig§¢iy transporta [49]. Taigi, tuo remiantis galima paaiskinti dél
dekstrano poveikio sumazéjusi oksidacinio fosforilinimo sistemos gimininguma ADP-ui

oksiduojantis ilgagrandéms riebaly ragsStims.
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Kitoje eksperimenty serijoje mitochondriju kvépavimo substratu naudojome oktanoil-L-
karniting+malata (0,36 mM + 0,24 mM). Misy rezultatai rodo, jog oksiduojantis Siam substratui 5
proc. dekstrano pridé¢jimas | matavimo terp¢ apie 3 kartus padidino tariamaja KPP reik§me (243 +

60 uM) lyginant su terpe be dekstrano (77 =20 uM) (30 pav.).
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30 pav. Dekstrano jtaka tariamajai K.,"°" saponinu apdorotose Ziurkés Sirdies raumens
skaidulose.

1 — oktanoil-L-karnitinas+malatas (0,36 mM+0,24 mM), n = 7;

2 — oktanoil-L-karnitinas+malatas (0,36 mM+0,24 mM) + 5proc. dekstrano T-70, n =7,

*p < 0.05 lyginant su kontrole (1). Duomenys palyginti Stjudento t-testu.

Matavimy temperatiira 37 °C.

13 lentel¢je pateikti saponinu permeabilizuoty skaiduly kvépavimo parametrai oksiduojant
oktanoil-L-karniting+malata. Esant terpéje 5 proc. dekstrano, kvépavimo greitis antroje
metabolinéje bilsenoje nesikeité, o maksimalus treios metabolinés biisenos mitochondrijy
kvépavimo greitis (Vapp) sumazejo 21 proc. lyginant su grei€iu terpéje be dekstrano, t.y. panasiu
laipsniu, kaip ir oksiduojantis palmitoil-L-karnitinui bei piruvatui+malatui. Dél to sumazéjo ir

mitochondrijy kvépavimo kontrolés koeficientas.
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13 lentelé. 5 proc. dekstrano T-70 jtaka saponinu permeabilizuoty Ziurkés Sirdies raumens
skaiduly kvépavimo parametrams.

Substratai n |V, V app V app+cite! Vabe | Vapr/Vo

1 | Oktanoil-L-karnitinas + |7 |41+2 135+ 15 1,06 + 0,02 3,27 +0,3
malatas

[0,36 MM+ 0,24 mM]

2 | Oktanoil-L-karnitinas + |5 |39+3 107 + 14 1,01 + 0,02 2,61+0,2
malatas

[0,36 mM+ 0,24 mM]
+ 5 proc. dekstrano

V, - kvépavimo greitis antroje metabolin¢je biisenoje (nesant ADP); Vapp - kvépavimo greitis
tre¢ioje metabolinéje blisenoje (esant 1 mM ADP); V app.+cite/ Vapp - Citochromo efektas (kartais) po
citochromo ¢ (30 uM) pridéjimo; Vapp/V, - kvépavimo kontrolés koeficientas. Mitochondriju
kvépavimo greitis iSreikstas nmolO/min/mg sausy skaiduly svorio. Sausy skaiduly svoris = drégny
skaiduly svoris/4.85.

Anksc¢iau laboratorijoje atlikti eksperimentai naudojant saponinu apdoroty skaiduly
kvépavimo substratu sukcinata parodé, kad 10 proc. dekstrano-15 statistiSkai reikSmingai mazino
tiek treCios, tiek ir ketvirtos metabolinés biisenos (V,) greifius atitinkamai 33 proc ir 17 proc.
[Kopustinskiené¢ D., magistro tezés]. Ankstesniuose darbuose su izoliuotoms mitochondrijoms
gauta, kad dekstranas-15 nekeité treCios busenos grei¢io Vapp Nei su piruvatu+malatu, nei su
sukcinatu, taCiau abiejy substraty atvejais didino (57 proc.) ketvirtos biisenos greiti V,
[Kopustinskiené D., magistro tezes].

Tolesniame darbe jvertinome didesnés (10 proc.) koncentracijos dekstrano T-70 poveiki
piruvatag+malata bei palmitoil-L-karniting oksiduojan¢iy saponinu apdoroty skaiduly kvépavimo
parametrams, kurie pateikti 14 lenteléje.

Oksiduojant piruvatag+malata pridétas | matavimo terpg dekstranas statistiSkai patikimai
mazino kvépavimo kontrolg¢ (nuo 2,6 + 0,1 iki 1,9 + 0,1), t.y. 27 procentais, tre¢ios metabolinés
blisenos mitochondrijy kvépavimo greiti (nuo 82,9 + 5,9 iki 50,7 *+ 4,3), t.y. 39 procentais, bei
antros metabolinés busenos greiti (nuo 31,4 £ 1,8 iki 26,1 + 1,1), t.y. 17 procenty. Palmitoil-L-
karnitino oksidacijos atveju dekstranas statistiSkai patikimai maZino tre¢ios metabolinés biisenos

greitj —nuo 53,1 + 6,5 iki 31,8 + 1,5 (40 proc.).
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14 lentelé. 10 proc. dekstrano T-70 jtaka saponinu apdoroty Ziurkés Sirdies raumens skaiduly
kvépavimo parametrams naudojant du skirtingus substratus.

Piruvatas+malatas Palmitoil-L-karnitinas+malatas
(6 mM+6 mM) (9 uM+0.24 mM)
kontrolé +10 proc. dekstrano kontrolé +10 proc. dekstrano
V, 31,4+ 1,8 26,1 + 1,1 22,1+19 21,6 £ 0,9
Vaop 82,9+ 6,0 50,7 £ 4,3 53,1+6,5 31,8+ 1,5%
Vaop/Vo 2,6+0,1 1,9+0,1% 22+0,2 1,4+0,1
V app/Var 39+0,3 3,1£0,2 2,5+£0,6 1,5+0,1
V app-cite!/ V ADP 0,9+0,0 1,0+0,0 0,9+0,1 1,0+0,1

Kvépavimo greitis i$reik§tas nmolO/min/mg sausy skaiduly svorio. Matavimy temperatiira 37°C;

n = 4 (poriniai). *p < 0,05 lyginant be dekstrano. Duomenys palyginti dispersinés analizés Tukey
Kriterijumi.

Be to, ivertinome 10 proc. dekstrano T-70 poveiki izoliuoty mitochondrijy kvépavimo
greiciui esant 37°C temperatiirai. Gavome, kad 10 proc. dekstrano T-70 skaiduly matavimo terpéje
nekeité nei antro, nei tre¢io izoliuoty mitochondrijy kvépavimo greicio: V, = 62,6 nmolO/min/mg,
Vapp = 551 nmolO/min/mg terpéje be dekstrano; V, = 55,9 nmolO/min/mg, Vapp = 492,8
nmolO/min/mg terpé¢je su dekstranu. Visuose eksperimentuose buvo jvertinama, ar nepazeista
iSoriné mitochondrijy membrana. Citochromo ¢ poveikis i trecios metabolinés biisenos greiti kito
nuo 0,91 iki 1,1, o i ketvirtos metabolinés buisenos greiti — nuo 1,3 iki 1,4. Taigi, 10 proc. dekstrano
statistiSkai patikimai mazino kvépavimo kontrole bei tre€ia greiti, oksiduojantis tiek riebalinés, tiek
ir neriebalinés kilmeés substratui.

Kitoje eksperimenty serijoje siekéme nustatyti 5 proc. dekstrano T-70 jtaka funkcinei
saveikai tarp mi-CK ir ANT mitochondrijose in situ oksiduojantis riebaly rigstims. Yra Zinoma,
kad kreatinas aktyvina ADP gamyba per mitochondring kreatinkinazg, kuri funkciSkai susijusi su
ANT, todel stimuliuoja kvépavima. Taigi, vyksta betarpiSkas (tiesioginis) substraty bei produkty
tuneliavimas. Funkcinés saveikos tarp mi-CK ir ANT efektyvuma atspindi kreatino efektas [2, 38].
Kuo $i saveika stipresné, tuo stimuliuojantis kvépavima kreatino efektas didesnis. Kreatinas,
aktyvindamas mi-CK reakcija, gali tiesiogiai kontroliuoti energijos gamyba mitochondrijose [12].

Eksperimentas buvo atliekamas, kaip schematiSkai parodyta 31 paveiksle: uZzregistravus
pradinj greiti V,, kvépavimas buvo stimuliuojamas pridedant 60 uM ADP, tada pridedama 20 mM
kreatino jo efektui jvertinti, po to 1,2 mM ADP maksimaliam kvépavimui pasiekti. Po ADP buvo
pridedama 35 uM citochromo c¢ iSorinés membranos intaktiSkumui jvertinti ir galiausiai 0,12 mM

atraktilozido (inhibuojant ANT) ketvirtos metabolinés biisenos greiciui ivertinti.
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31 pav. Ziurkés Sirdies raumens skaiduly kvépavimo greitio registravimo kreatinu aktyvinant
kreatino kinaze¢ schema.

15 lenteléje pateikta tiek kreatino efektas, tiek ir kvépavimo parametrai naudojant 5 proc.

dekstrana (terpé be dekstrano naudota kaip kontrolé).

15 lentelé. 5 proc dekstrano jtaka kreatino efektui naudojant du skirtingus substratus.

Piruvatas+malatas Palmitoil-L-karnitinas+malatas
(6 MM+6 mM) (9 uM+0.24 mM)
kontrolé +5 proc. dekstrano kontrolé +5 proc. dekstrano

Vo 11,8 £0,3 11.2+0,5 9,8+0,6 7,8+0,6
Vadp 17,5+0,5 15.1+0,5 152+1,1 13,6 £1,1
Vkreat 21,7+£0,5 17.6 +£0,5 18,9+1,1 14,6 £2,3
V app 477+1,6 346+2,0 25,1+1,7 19,8 £ 1,0
V app+cite/ V ADP 0,93 £ 0,04 1,01 £0,02 1,05 +0,04 1,02 +£0,03
V app/Var 49+0,7 3,2+0,3 29+04 2,3+0,1
Vite/ Vatr 1,15+0,09 1,05 +0,01 1,21 £0,03 1,18 £ 0,07
Vireat!/Vadp 1,25 + 0,05 1,17 £ 0,02 1,25 £ 0,05 1,31 £ 0,10
V apr/Vo 40+0,2 3,3+0,3 2,6 £0,2 2,9+0,3

Kvépavimo greitis isreik§tas nmolO/min/mg sausy skaiduly svorio. Matavimy temperatiira 20°C;

n =4 (poriniai). Vagp - kvépavimo greitis su 60 uM ADP, Vapp - kvépavimo greitis su 1,2 mM ADP.

Kreatino efektas terpéje be dekstrano reik§mingai nesiskyré tarp piruvato+malato ir
palmitoil-L-karnitino. Tai patvirtino anks¢iau tokiame pat eksperimentiniame modelyje gautas
nezymiai didesnes kreatino efekto reikSmes su §iais abiem substratais (zitir.11 lent.).

Terpeje su 5 proc. dekstranu taip pat neaptikome reikSmingy kreatino efekty skirtumy, gauty
su $iais dviem substratais. Tai demonstruoja, kad makromolekulés, biitent 5 proc. dekstranas T-70,
nekeicia funkcinés saveikos efektyvumo tarp mi-CK ir ANT, oksiduojantis skirtingos prigimties

substratams.
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6.5.2. Riebaly rugsciy oksidacijos bei dekstrano poveikis mitochondrijy in situ morfologijai

Elektroninés mikroskopijos metodu pabandéme jvertinti dekstrano T-70 poveiki Ziurkés
Sirdies raumens mitochondriju morfologijai in situ. Tipinés nuotraukos pateiktos 32-34
paveiksluose, o 35 paveiksle parodytas padidintas mitochondriju vaizdas, gautas i§ tipiniy

nuotraukuy.

32 pav. Mitochondrijy morfologija ziurkés Sirdies raumens saponinu permeabilizuotose skaidulose
po inkubacijos (5 min 37°C) matavimo terpéje su piruvatu+malatu (6+6 mM); x 10 000.
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33 pav. Mitochondrijy morfologija ziurkés Sirdies raumens saponinu permeabilizuotose skaidulose
po inkubacijos (5 min 37°C) matavimo terp¢je su palmitoil-L-karnitinu (9 pM); x 8200.
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34 pav. Mitochondrijy morfologija ziurkés Sirdies raumens saponinu permeabilizuotose skaidulose
po inkubacijos (5 min 37°C) matavimo terpéje su palmitoil-L-karnitinu (9 uM) + 5 proc. dekstrano
T-70; x 10 000.
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Kai skaidulos buvo inkubuotos poliarografinéje kiuvetéje maiSant realiose skaiduly
kvépavimo salygose su piruvatu+malatu (35 pav. A), mitochondrijos nuotraukoje atrodo tamsesnés
ir kompaktis$kesnés, nei inkubuotos su palmitoil-L-karnitinu (35 pav. B). Painkubavus skaidulas su
riebaly rogstimis, dalyje mitochondriju ivyksta morfologiniai pokyciai, galbut susij¢ su
mitochondrijy ertmés tarp iSorinés ir vidinés membranos padidéjimu ir matrikso susitraukimu (35
pav. B). Taciau i terpg idéjus 5 proc. dekstrano T-70, onkotinis slégis pakeité Ziurkés Sirdies
raumens skaiduly mitochondrijy morfologija — stebimos ,,tamsios mitochondrijos®, matrikso

sutankéjimas (35 pav. C).

35 pav. Mitochondrijy morfologija ziurkés Sirdies raumens saponinu apdorotose skaidulose.

A — saponinu permeabilizuotos skaidulos po inkubacijos (5 min 37°C) matavimo terpéje su
piruvatu + malatu (6+6 mM).

B — saponinu permeabilizuotos skaidulos po inkubacijos (5 min 37°C) matavimo terpéje su
palmitoil-L-karnitinu (9 uM).

C — saponinu permeabilizuotos skaidulos po inkubacijos (5 min 37°C) matavimo terpéje su
palmitoil-L-karnitinu (9 uM) + 5 proc. dekstrano T-70.

Pastaba: terpé buvo pastoviai maiSoma magnetine maiSykle oksigrafo kiuvetéje greiiu, naudojamu

oksigrafiniuose skaiduly kvépavimo tyrimuose.

Galima manyti, kad mitochondrijuy struktiros poky¢ius nulemia riebaly riigS¢iy saveika su
adenino nukleotidy nesikliu ANT. Zinoma, kad §is nesiklis gali turéti 2 konformacijas: arba C-
konformacija (kai nukleotidus suriSanti vieta nukreipta i citozolj; inhibitorius atraktilatas), arba M-
konformacija (kai suri$anti vieta nukreipta | matriksa; inhibitorius bonkrekiné ragstis) [107]. Gali
bati, kad riebaly riigsciy oksidacijos sukeltas tariamosios Kn>" sumaZéjimas yra susijes su ANT

konformaciniais pokyciais: ANT pereina i§ blsenos, pasizyminc¢ios mazu giminingumu ADP
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(didele tariamaja KmADP) 1 biisena, kurioje giminigumas ADP yra didesnis (maza tariamoji KmADP).

Tariamosios Kq,"P°

sumaz¢jimas taip pat vyksta iSemijos metu, kai i§ mitochondriju iSeina
citochromas ¢ [1]. Neseniai buvo susietas citochromo c¢ i$¢jimas i§ mitochondrijy su ANT
konformaciniu peréjimu i§ M | C biisena [114]. Remiantis $iais duomenimis, galima bty padaryti
prielaida, kad ANT C konformacijoje pasiZzymi didesniu giminigumu ADP (maza tariamaja KmADP).

Pridéjus dekstrano mitochondriju strukttira darosi panasSesné i struktira in vivo. Tai, kad
dekstranas vienodu laipsniu mazina maksimaly kvépavimo oksiduojantis tiek piruvatui+malatui,
tiek palmitoil-L-karnitinui, patvirtino kity tyréjuy gautus rezultatus. Interpretuojant tokius rezultatus
gali kilti klausimas, ar i§ tiesy dekstranas ir kitokios makromolekulés imituoja onkotinj slégi, kaip
teigiama daugelyje darby. Tac¢iau neaisku, ar misy naudota terpé be makromolekuliy, pagal drusky
sastata artima fiziologinei terpei, i$ tiesy yra tikrasis teisingas atskaitos taskas. Galbiit salygose in
vivo laidumas ADP-ui yra zemesnis, t.y. artimas nustatytam terpéje su makromolekulémis in vitro.
Tas faktas, kad dekstranas veikia suspausdamas tarpmembraning erdve ir padidindamas kontaktiniy

viety skaiciy, rodo eksperimentiniy salygy priartinima prie salygy in vivo.
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7. REZULTATU APIBENDRINIMAS

Siame darbe, siekiant i3siaiskinti riebaly riigi¢iu vaidmenj reguliuojant oksidacinj
fosforilinima, tyrimo objektu pasirinkome saponinu permeabilizuotas Zziurkés Sirdies raumens
skaidulas. Si skaiduly tyrimo metodika leidZia jvertinti visa lastelés mitochondriju populiacija in
situ, t.y. ju neisskiriant i§ lastelés, ir padeda suprasti, kaip mitochondriju veikla reguliuojama in
vivo.

Ankstesni darbai [4] parode, kad tar. K/"*" reik§mé, gauta oksiduojantis soiajai riebaly
rugsciai palmitoil-L-karnitinui, yra zymiai mazesné, nei oksiduojantis piruvatui+malatui. Taigi,
buvo padaryta prielaida, kad iSoriné mitochondrijy membrana yra zymiai pralaidesn¢ ADP,
oksiduojantis riebaliniam substratui palmitoil-L-karnitinui. Sio eksperimentinio darbo metu gauta,
kad mitochondrijose in situ oksiduojantis jvairios struktiiros riebaly roigstims (nesocioji riebaly
ragstis oleoil-CoA+L-karnitinas+malatas, neaktyvuota dekanoiné ragstistpiruvatas+malatas)
oksidacinio fosforilinimo tariamoji Kn""®" sumazéja panasiu laipsniu (iki 56-76 pM) lyginant su
piruvato+malato oksidacija. Taip veiké netgi maza (2 puM) palmitoil-L-karnitino koncentracija
misinyje su piruvatu+malatu. Gavome, kad §is riebaly riigi¢iy poveikis tar. Kn">" yra griZztamas.
Kai piruvato+malato arba sukcinato oksidacija vyksta iSkart po riebaly rigs¢iy oksidacijos, gautos
didelés tar. Kq,"™" reiksmés (atitinkamai 210,6 uM ir 164,8 uM).

Svarbu buvo i$siaiskinti, ar iSlieka funkciné saveika tarp mi-CK ir ANT oksiduojantis
riebalinés kilmés substratams. Tuo tikslu ivertinome 20 mM kreatino poveiki skaiduly kvépavimo
parametrams, naudojant neriebalinés kilmés substrata piruvatat+malata bei riebalinés kilmés
substratag palmitoil-L-karniting (+malata). Gavome panasy stimuliuojanti skaiduly kvépavima
kreatino efekta Virea/Vagp su Siais abiem skirtingos prigimties substratais. Sis parametras,
mitochondrijoms oksiduojant palmitoil-L-karnitina, nepriklaus¢ nuo ADP patekimo {
mitochondrijas kelio (i§ inkubacijos terpés ar 1§ kity lastelés organeliy). Pazymétina, kad
oksiduojantis oktanoil-DL-karnitinui, kreatinas sumazino tariamaja Kn"" reikime 2.4 karto.
Remdamiesi gautais eksperimentiniais duomenimis galime teigti, kad oksiduojantis riebaly riigstims
i§saugoma funkciné saveika tarp kreatino kinazés ir ANT, nepaisant Zenklaus tar. K" reik§més
sumazg€jimo.

Temperatiiros padidinimas nuo 25°C iki 37°C palmitoil-L-karnitino oksidacijos atveju

ADP 2 6 karto. Stimuliuojant kvépavima tiek egzogeniniu ADP, tiek ir

sumazino tariamaja Kn
.. v . . ADP - ATP  e1v . . . ..
egzogeniniu ATP nustatytos Zemos tariamosios Kp' " Ir K™ reikSmés, oksiduojantis palmitoil-

L-karnitinui, lyginant su piruvato oksidacija. Tai rodo, kad reguliuojantis oksidacini fosforilinima
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riebaly rugsciy efektas nepriklauso nuo ADP patekimo | mitochondrijas kelio (egzogeninio ar
endogeninio, t.y. pagaminto lastelés ATP-aziy). Be to, jis pasireiSké abiejose minétose
temperaturose.

Stimuliuojant  kvépavima egzogeniniu ATP, esant terpéje ADP-suvartojanciai
piruvatkinazés+fosfoenolpiruvato (PK+PEP) sistemai, buvo tiriama tiek neriebalinés (glutamato),
tiek riebalinés kilmeés (palmitoil-L-karnitino) substraty oksidacija. 40 U/ml PK pana$iu laipsniu
(apie 30 proc.) slopino $iy substraty oksidacija.

Uzinhibuota PK+PEP kvépavima kreatinas (20 mM) atstaté abieju substratuy oksidacijos
atvejais. Gauti rezultatai rodo, kad didzioji dalis endogeninio ADP, susidariusio i§ egzogeninio
ATP, néra prieinama egzogeninei PK+PEP sistemai ir kad tiesiogiai tuneliuojant ADP i§ ATP-aziy 1
mitochondrijas kreatinkinazés sistema vaidina svarby vaidmeni reguliuojant kvépavima ir pernesant
energija tarp vidulasteliniy energijos panaudojimo bei pagaminimo viety, nepaisant zenklaus K/ 2"
sumazejimo, indukuoto riebaly riig§¢iy oksidacijos.

Papildydami terp¢ makromolekulémis (dekstranu T-70) pabandéme imituoti onkotinj slégj,
budinga lastelei in vivo ir pabandyti atsakyti | klausima, ar riebaly rugsciy poveikis reguliuojant
oksidacinj fosforilinima gali pasireiksti in vivo. Mitochondrijoms oksiduojant neriebalinés kilmés
substrata piruvata+malata terpéje su 5 proc. dekstrano, tariamoji Kn"" reik§mé nesikeité ir isliko
tokia pati auksta, kaip ir terpéje be dekstrano. Pazymétina, kad maZos tar. Ky~ reik§més, gautos
oksiduojantis palmitoil-L-karnitinui terpéje be dekstrano reikSmingai (50—60 proc.) padidéjo terpéje
su 5 proc. dekstrano T-70. Taigi, dekstranas mazino iSorinés oksidacinio fosforilinimo sistemos
gimininguma ADP-ui tik oksiduojantis riebaly riigitims, bet ne piruvatui+malatui. Ta¢iau Ky
reik§meés su palmitoil-L-karnitinu nepasieké Kn "> reik§miy, gauty su piruvatu+malatu, lygio. Taigi,
remiantis misy gautais rezultatais galima manyti, kad mazinantis tar. K" riebaly rugsciy
poveikis turéty pasireiksti in vivo.

Siame darbe atlikti mitochondrijy in situ kvépavimo tyrimai taip pat parodé, kad 5 proc.
dekstrano vienodu laipsniu, biitent 25 proc. sumazino maksimaly kvépavimo greit] su abiem

substratais, t.y. tiek su piruvatu+malatu, tiek su palmitoil-L-karnitinu. Naudojant substratu oktanoil-

L-karniting+malata § parametra 5 proc. dekstrano priedas sumazino panasiu laipsniu — 21 proc.

Didesné (10 proc.) dekstrano koncentracija zenkliau, taciau vienodu laipsniu (39—40 proc.)
mazino tre¢ios metabolinés biisenos mitochondrijuy kvépavimo greiti oksiduojantis tiek riebalingés,
tiek ir neriebalinés kilmés substratui. Taigi, dekstranas maZina treCios metabolinés biisenos
mitochondrijy kvépavimo greit] priklausomai nuo koncentracijos. Galima manyti, kad dél
padidéjusio terpés klampumo apsunkinamas substraty patekimas i mitochondrijas. Atviras lieka

klausimas, ar dekstranas i$ tiesy imituoja onkotinj slégj in vivo.
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Elektroninés mikroskopijos metodu pabandéme jvertinti dekstrano T-70 poveiki Ziurkeés
Sirdies raumens mitochondrijy morfologijai in situ. Gavome, kad painkubavus skaidulas su riebaly
rugstimis, dalyje mitochondrijy ivyksta morfologiniai poky¢iai, susij¢ su mitochondrijy ertmés tarp
iSorinés ir vidinés membranos padidéjimu ir matrikso susitraukimu. Taciau i terpe pridéjus 5 proc.
dekstrano, onkotinis slégis pakeité ziurkés Sirdies raumens skaiduly mitochondriju morfologija —

stebétas matrikso sutankéjimas ir tarpmembraninés erdvés sumaz¢jimas.

Galima manyti, kad mitochondrijy struktiros pokycius nulemia riebaly riigs¢iy saveika su

adenino nukleotidy nesikliu. Si saveika nulemia ANT peréjima i§ vienos konformacijos i kita.
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8. ISVADOS

Riebaly rugsciy, vieny ar misinyje su piruvatu, oksidacija ziurkés Sirdies saponinu apdoroty
skaiduly mitochondrijose nepriklausomai nuo ju koncentracijos ir struktiros kelis kartus
sumazina oksidacinio fosforilinimo kinetinés konstantos KmADP reikSmes, lyginant su
piruvato+malato oksidacija. Sis poveikis yra griztamas, t.y. riebaly riigiéiuy oksidacija nedaro

itakos po jos vykstanciai neriebalinés kilmés substraty oksidacijai.

Oksiduojantis riebaly riigstims, tariamoji oksidacinio fosforilinimo sistemos KO sumazgjo
vienodai, nepriklausomai nuo to, ar mitochondrijy kvépavimas buvo stimuliuotas egzogeniniu, ar

endogeniniu ADP.

Vienodas slopinantis Sirdies raumens skaiduly kvépavima ADP-naudojancios egzogeninés
PK+PEP sistemos efektas ATP stimuliuotam trecios metabolinés biisenos greiciui su tirtais
skirtingos prigimties substratais (glutamatu+malatu ir palmitoil-L-karnitinu) rodo, kad
mitochondrijy iSor¢je abiem atvejais yra panasus ADP kiekis. Tai leidzia teigti, kad riebaly
riigi&iy oksidacijos salygotas Kn"™" sumaZéjimas yra nesusijes su mitochondrijy iSorinés

membranos laidumo ADP poky¢iais.

Oksiduojantis skirtingos prigimties substratams (piruvatui+malatui ir palmitoil-L-karnitinui)
kreatino efektas yra panaSus. Tai rodo, kad oksiduojantis riebaly rigstims yra iSlikusi
funkciné saveika tarp ADP/ATP nesiklio ir kreatino kinazés ir kad kreatino kinazés sistema

veikia vienodai efektyviai nepriklausomai nuo oksiduojamo substrato prigimties.

Salygoms in vivo budingo onkotinio slégio imitavimui naudotas 5 proc. dekstrano T-70
priedas Zenkliai padidina tariamaja K" reikime oksiduojantis palmitoil-L-karnitinui, tagiau
nepasiekia reik§més, budingos piruvatui+malatui. Elektroninés mikroskopijos nuotrauky
analiz¢ rodo, kad riebaly rigsciy salygotas KPP sumaz¢jimas gali biti susijgs su
mitochondrijy struktiiros poky¢iais — galimu mitochondrijy tarpmembraninés ertmés

iSsiplétimu.
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