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1. SANTRUMPOS 

 

 

 

ACC   acetil-CoA karboksilazė 

Acil-CoA  acil kofermentas A 

ADP   adenozin-5
’
-difosfatas 

AMPK   5
’
-AMP aktyvuojama proteinkinazė 

ANT   adenino nukleotidų nešiklis 

ATP   adenozin-5
’
-trifosfatas 

ATP-azė  adenozino trifosfatazė 

atr   atraktilozidas 

CK   kreatino kinazė 

CoA / CoA-SH kofermentas A 

CPT-I   karnitino palmitoil transferazė I /nešiklis 

CPT-II   karnitino palmitoil transferazė II /nešiklis 

CT   karnitino acilkarnitino nešiklis 

GAPDH  gliceraldehido 3-fosfatdehidrogenazė 

HK   heksokinazė 

JSA   jaučio serumo albuminas 

Km   tariamoji oksidacinio fosforilinimo Michaelis-Menten konstanta 

LCAS   ilgos grandinės acil-CoA sintetazė 

MCD   malonil-CoA dekarboksilazė 

mi-CK   mitochondrinė kreatino kinazė 

nmol O  nanomoliai deguonies 

PDH   piruvatdehidrogenazė 

PDHK   piruvatdehidrogenazės kinazė 

PEP   fosfoenolpiruvatas 

PGK   fosfogliceratkinazė 

PK   piruvato kinazė 

s.sk.sv.   sausas skaidulų svoris 

UCP   atskiriantysis baltymas 

VDAC   įtampa reguliuojamas anijonams atrankus kanalas 

Vmax    maksimalus kvėpavimo greitis 

Vo    kvėpavimo greitis antroje metabolinėje būsenoje 
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2. ĮVADAS 

 

Mechanizmai, kurie kontroliuoja oksidacinį fosforilinimą raumenų ląstelėse in vivo, vis dar 

nėra aiškūs. Pagal klasikinę sampratą citozolinio ADP koncentracija priklauso nuo ATP skilimo 

ATP-azių katalizuojamoje reakcijoje; tai yra pagrindinis signalas, stimuliuojantis kvėpavimą 

[Chance and Williams, 1956, Chance et al., 1985]. Eksperimentų, naudojant saponinu 

permeabilizuotas skaidulas, duomenys parodė, kad glikolitinių greito susitraukimo raumenų 

(m.gastrocnemius) oksidacinio fosforilinimo sistema pasiţymi dideliu tariamu giminingumu ADP 

(Km=10–20 M), kaip ir izoliuotos mitochondrijos. Oksidaciniams lėto susitraukimo raumenims, 

tokiems kaip širdis ir m.soleus, priešingai, būdingas ţymiai maţesnis giminingumas ADP 

(Km=200–400 M) [1] [2-5]. Šie rezultatai rodo, kad ląstelinis kvėpavimas in vivo kontroliuojamas 

priklausomai nuo raumenų tipo. Sutinkamai su tuo neseniai iškelta hipotezė, kad oksidacinių 

raumenų ląstelėse mitochondrijos ir miofibrilių bei sarkoplazminio tinklo ATP-azės formuoja 

kompleksus, pavadintus viduląsteliniais energetiniais vienetais (angl. ICEU - intracellular energetic 

units) [6, 7]. Jie įgalina efektyviai stimuliuoti oksidacinį fosforilinimą išvengiant ţymių citozolinio 

adenino nukleotidų ir PCr kiekio svyravimų; tokia būsena pavadinta metaboliniu stabilumu [8]. 

Nors nėra ţinoma šių energetinių vienetų struktūrinė ir molekulinė prigimtis, tačiau įrodyta, kad jie 

sujungia mitochondrijas ir ATP-azes tarpusavyje per CK- ir AK-fosfatų pernašos sistemą ir per 

tiesioginius ADP/ATP mainus (tuneliavimą) [9]. Tuo paaiškinamas maţas sistemos giminingumas 

egzogeniniam ADP, kurio difuzija į mitochondrijas gali būti apribota dėl tokių kompleksų 

struktūrinės organizacijos ir, galbūt, dėl to, kad mitochondrijų išorinė membrana apriboja šio 

substrato laidumą. Manoma, kad ADP difuzija gali būti apribota išorinės membranos lygmenyje dėl 

to, kad porino porų laidumą kontroliuoja citoplazminiai baltymai [2, 3, 10, 11]. Neseniai buvo 

parodyta [4], kad riebalų rūgščių oksidacija taip pat gali būti svarbi reguliuojant oksidacinį 

fosforilinimą mitochondrijose. Tačiau nėra aiškus riebalų rūgščių poveikio mechanizmas. 

Kreatino/fosfokreatino sistema yra vienas svarbiausių komponentų, dalyvaujančių 

viduląstelinėje energijos pernašoje ir metabolinių signalų perdavime [12]. Ši sistema per 

kreatino/fosfokreatino pernašą apjungia mitochondrijas (kur gaminama ATP) ir miofibriles bei 

sarkoplazminį tinklą (kur panaudojama ATP). Klingenbergo grupė 1964 m. atrado mitochondrinį 

kreatino kinazės izofermentą (mi-CK). Šis energiją pernešantis fermentas, lokalizuotas 

mitochondrijų tarpmembraninėje erdvėje, yra funkciškai susietas su porinu išorinėje membranoje ir 

ANT vidinėje membranoje. Dėl tokių sąveikų prie vidinės mitochondrijų membranos sukuriamas 

mikrokompartmentas, kur mi-CK tiekia ADP tiesiogiai ANT mainais į ATP ir tokiu būdu 

kontroliuoja kvėpavimą [10]. Remiantis naujausiais eksperimentiniais duomenimis [13] teigiama, 
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kad mi-CK ir citozolinės CK izofermentai (taip kaip ir AK izofermentai) sudaro fosfatų pernašos 

tinklą ir tokiu būdu dalyvauja palaikant ląstelės energetinę homeostazę. 

Yra ţinoma, kad klasikinėje izotoninėje terpėje izoliuotos mitochondrijos dėl prarasto 

onkotinio slėgio esti dirbtinai išbrinkusios, lyginant su kondensuota jų konfigūracija in vivo [14]. 

Eksperimeniškai nustatyta, kad modelinėje sistemoje 10 proc. dekstrano pridėjimas į inkubavimo 

terpę su izoliuotomis mitochondrijomis sukuria panašaus dydţio ADP gradientą abipus porino 

poros, koks esti intaktiškose ląstelėse [15]. Pirma, buvo parodyta, kad makromolekulės padidina 

funkcinę sąveiką (angl. coupling) tarp mitochondrinių kinazių CK bei AK ir oksidacinio 

fosforilinimo [15-17]. Antra, pridedant makromolekulių, didėja ADP dinaminė kompartmentacija 

abipus išorinės mitochondrijų membranos [16, 18-20]. Be to, būtina sąlyga dekstrano efektams 

pasireikšti yra intaktinė išorinė membrana [20]. Izoliuotoms mitochondrijoms makromolekulės 

(dekstranas-20) didino tar. Km
ADP

, bet lėtino trečios metabolinės būsenos kvėpavimo greitį [20]. 

Tačiau iki šiol nebuvo tirta dekstrano įtaka mitochondrijų in situ kvėpavimo parametrams. 

Taigi, pridedant į matavimo terpę makromolekulių (šiame darbe dekstrano T-70) buvo 

bandoma imituoti onkotinį slėgį ir įvertinti jo poveikį ţiurkės širdies raumens skaidulų kvėpavimui 

bei išorinės membranos pralaidumui ADP oksiduojantis tiek neriebalinės, tiek riebalinės kilmės 

substratams.  

Kadangi riebalų rūgštys yra vieni pagrindinių širdies raumens energetinių substratų 

badavimo, išemijos atvejais, esant racione daug riebalų [4], buvo svarbu ištirti jų vaidmenį 

reguliuojant oksidacinį fosforilinimą mitochondrijose in situ ir įvertinti, ar riebalų rūgščių 

oksidacijos poveikis oksidacinio fosforilinimo sistemai gali pasireikšti in vivo. Darbe mitochondrijų 

in situ kvėpavimo substratais naudojome įvairios struktūros riebalų rūgštis.  

Be to, šiame darbe buvo tiriamas riebalų rūgščių poveikis tariamajai Km
ADP

 ir kreatino 

kinazės bei ADP/ATP nešiklio funkcinei sąveikai: priklausomybė nuo temperatūros, terpės 

onkotinio slėgio ir kitų faktorių. Riebalų rūgščių oksidacijos vaidmeniui oksidacinio fosforilinimo 

reguliavime išsiaiškinti tirtas saponinu permeabilizuotų ţiurkės širdies raumens skaidulų 

kvėpavimas. Ši skaidulų tyrimo metodika leidţia įvertinti visą ląstelės mitochondrijų populiaciją in 

situ, t.y. jų neizoliuojant, ir padeda suprasti, kaip mitochondrijų veikla reguliuojama in vivo. Dalis 

darbo (mitochondrijų brinkimo matavimai) buvo atlikta naudojant izoliuotas ţiurkės širdies 

raumens mitochondrijas. 
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3. LITERATŪROS APŢVALGA 

 

3.1. Mitochondrijos ir jose vykstantys procesai 

 

Mitochondrijos – ląstelės jėgainės, gaminančios ATP. ATP sintezės procesas vadinamas 

oksidaciniu fosforilinimu. ATP sintezei naudojamas elektrocheminis protonų gradientas, kurį 

sukuria kvėpavimo grandinės kompleksai, oksiduodami NADH bei FADH2 [21]  Yra ţinoma, kad 

mitochondrijos vaidina pagrindinį vaidmenį tiek apoptotinėje, tiek nekrotinėje ląstelės mirtyje. 

Mitochondrijų struktūra įgalina kompartmentalizuoti mitochondrijų metabolizmą. Mitochondrijų 

išorinė membrana nepralaidi didesnėms nei 1500 Da citozolio molekulėms; ji atskiria mitochondrijų 

tarpmembraninę erdvę nuo citozolio. Tarpmembraninės erdvės joninis sąstatas panašus į citozolio. 

Susiliejant vidinei ir išorinei membranoms susidaro kontaktinės vietos; tai yra dinaminės struktūros, 

jos dalyvauja importuojant mitochondrinių baltymų pirmtakus (angl. precursor) [22]. Daugelis 

darbų [23-27] parodė, kad ţiurkės kepenų mitochondrijose kontaktinės vietos dalyvauja 

transportuojant ilgagrandes riebalų rūgštis į matriksą. Taigi, kontaktinių vietų dėka palaikomi ryšiai 

tarp mitochondrijų ir citozolio [22]. Kontaktinės vietos širdies mitochondrijose yra sudarytos iš 

porino išorinėje membranoje, mitochondrinės kreatinkinazės bei mitochondrinės heksokinazės 

tarpmembraninėje erdvėje ir ANT vidinėje membranoje. Kontaktinės vietos palengvina energijos 

srautą (angl. flux) iš mitochondrijų į citozolį [23]. Kontaktinių vietų skaičius kinta oksidacinio 

metabolizmo metu; jų padaugėja aktyviai kvėpuojančiose mitochondrijose [23]. 

Pagrindiniai mitochondrijų kvėpavimo substratai yra gaunami iš angliavandenių ir riebalų. 

Fermentai, dalyvaujantys aktyvuojant ir transportuojant riebalų rūgštis, išsidėstę išorinėje 

membranoje ir kontaktinėse vietose. Angliavandenių ir riebalų rūgščių oksidacijos tarpusavio 

reguliavimą kontroliuoja PDH ir CPT-1 fermentai. Padidėjusi piruvato, gauto iš angliavandenių, 

oksidacija inhibuoja riebalų rūgščių oksidaciją padidėjant 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 būti ir kitas 

reguliacinis mechanizmas, kai kepenyse CPT-1 aktyvumą gali keisti citoskeleto baltymai, 

sąveikaudami su mitochondrijomis [28]. Be to, palmitoil-CoA, CPT-1 substratas, konkuruoja su 

malonil-CoA dėl prisijungimo šio fermento reguliacinėje srityje. 
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3.2. Faktoriai, reguliuojantys mitochondrijų kvėpavimą ir oksidacinį 

fosforilinimą 

 

Mitochondrijos sunaudoja apie 90 proc. ląstelės gaunamo deguonies, iš šio kiekio net 80 

proc. – ATP sintezei [29]. Sveikoje širdyje deguonies sunaudojimas priklauso nuo širdies darbo 

intensyvumo [30]. Kad patenkintų kintančius ląstelių energetinius poreikius, oksidacinio 

fosforilinimo sistema yra reguliuojama tam tikro jautraus mechanizmo [12]. Pradiniuose 

eksperimentuose, tiriant izoliuotas mitochondrijas, buvo pastebėta, kad padidėjusi ADP gamyba 

didina mitochondrijų kvėpavimo greitį, todėl buvo iškelta hipotezė, kad mitochondrijų kvėpavimą 

reguliuoja: 

ADP koncentracija [31]. Vėliau atsirado ir kitų hipotezių, teigiančių, jog mitochondrijų 

metabolinę būseną reguliuoja : 

fosforilinimo potencialas [32],  

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

submikromolinės Ca
2+

 koncentracijos [33, 34].  

Neseniai buvo gauti eksperimentiniai duomenys, kurie parodė, jog kardiomiocituose ADP 

difuziją į mitochondrijų vidų, taigi, ir oksidacinio fosforilinimo sistemos aktyvumą, reguliuoja  

išorinė mitochondrijų membrana [2, 35, 36].  

Vertinant intaktiškų izoliuotų mitochondrijų išorinės membranos pralaidumą nustatyta maţa 

tariamoji Km
ADP

 reikšmė – 17-25 M [37]. Tai rodo labai aukštą oksidacinio fosforilinimo sistemos 

giminingumą ADP-ui ir didelį išorinės mitochondrijų membranos laidumą. Mitochondrijų veiklos 

reguliavimui in vivo įvertinti 1987 m. pasiūlyta nauja – saponinu permeabilizuotų širdies raumens 

skaidulų metodika [38], leidţianti tyrinėti visą ląstelės mitochondrijų populiaciją in situ, t.y. jų 

neizoliuojant. Paskutinio dešimtmečio darbai su saponinu permeabilizuotomis skaidulomis parodė, 

kad priešingai nei izoliuotose mitochondrijose, išorinė mitochondrijų membrana pasiţymi maţu 

pralaidumu ADP-ui (aukšta tariamąja Km
ADP

) ir yra svarbi reguliuojant oksidacinį fosforilinimą [2, 

35, 36]. Iš širdies raumens izoliuotos ląstelės ir saponinu permeabilizuotos skaidulos oksiduojant 

neriebalinės kilmės substratus pasiţymėjo silpna kvėpavimo greičio priklausomybe nuo ADP 

koncentracijos (Km
ADP

 apie 300 – 400 M) [38]. Saks ir kt. mokslininkų darbai parodė, kad širdies 

ir lėto susitraukimo raumenų (m.soleus) skaiduloms būdinga Km
ADP

 reikšmė yra dešimtis kartų 

didesnė nei izoliuotose mitochondrijose [2, 35, 36]. Tai šių autorių nuomone rodo, jog in situ 

mitochondrijų išorinės membranos pralaidumas adenino nukleotidams yra maţas. Ankstesni tyrimai 

atlikti mūsų laboratorijoje su neriebalinės kilmės substratais (glutamatu+malatu, piruvatu, 
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sukcinatu) patvirtino šį teiginį [5, 39]. Paskutinio dešimtmečio darbai parodė, kad jais galėtų būti 

ląstelės onkotinis slėgis ir su citoskeletu susiję baltymai [2, 18, 20]. 

Vėliau buvo atskleistas naujas reiškinys – riebalų rūgščių oksidacija širdies raumens 

skaidulose esančių mitochondrijų išorinės membranos pralaidumą ADP-ui ţenkliai padidina 

(tariamoji Km
ADP

 reikšmė sumaţėja net iki 10 kartų) lyginant su neriebalinės kilmės substratų 

sukcinato, piruvato oksidacijai būdinga tariamąja Km
ADP 

[4]. Tačiau šio reiškinio mechanizmas iki 

šiol nėra aiškus. 

Kadangi riebalų rūgštys yra vieni iš pagrindinių širdies energetinių substratų (esant riebalais 

turtingam racionui, badavimo, išemijos atvejais), buvo svarbu detaliau ištirti jų vaidmenį 

reguliuojant oksidacinį fosforilinimą. Ţinoma [40], kad riebalų rūgštims patenkant į mitochondrijas, 

mitochondrijų matrikso tūris padidėja, todėl padaryta prielaida, kad tariamosios Km
ADP

 reikšmės 

sumaţėjimas gali būti susijęs su riebalų rūgščių sąlygotais morfologiniais mitochondrijų pokyčiais. 

Iš kitos pusės, yra parodyta [4], kad riebalų rūgščių, jų CoA ir karnitino esterių mikromolinės 

koncentracijos ţymiai padidina išorinės membranos pralaidumą ADP-ui, o didesnės netgi paţeidţia 

išorinės ir vidinės membranų vientisumą. Tačiau substratinės šių junginių koncentracijos 

nepaţeidţia išorinės membranos (citochromo c testas) [41]. Be to, yra ţinoma, kad išorinės 

membranos pralaidumas ADP-ui padidėja, kai skaidulos esti paveiktos proteazėmis [2, 3, 36, 39], 

arba kai tokiais faktoriais, kaip hiperosmotinis šokas [14, 17, 42] arba išemija [43], yra 

paţeidţiamas išorinės membranos vientisumas. 

 

3.3. Išorinė mitochondrijų membrana – difuzijos barjeras 

 

Aerobinėse sąlygose dirbant ląstelei susidaręs ADP yra refosforilinamas oksidacinio 

fosforilinimo būdu. Termodinaminiais sumetimais (didelio našumo) yra naudinga maţa ADP 

koncentracija ATP skilimo vietose ir didelė ADP koncentracija ATP sintezės stimuliavimui 

mitochondrijose. Todėl būtina erdvėskyra tarp ATP panaudojimo ir ADP refosforilinimo 

(homogeniniai srautai ląstelėje). Morfologinė struktūra, galinti realizuoti tokią erdvėskyrą, yra 

mitochondrijų išorinė membrana [15]. 

Greitai kvėpuojančiose mitochondrijose ADP išeikvojimas prie jų paviršiaus dėl lėtos ADP 

difuzijos gali būti lemiamu faktoriumi, limituojančiu oksidacinį fosforilinimą. Ląstelėse su dideliu 

energijos poreikiu (aerobinėse) ši problema išsprendţiama kinazių (heksokinazė smegenyse, 

kreatino kinazė raumenyse), kurios dėl specifinių sąveikų (ţinduolių HK su išorine membrana) arba 

lokalizacijos (mitochondrinė kreatinkinazė) esti labai arti mitochondrijų [44]. Mitochondrinė CK 



 11 

keletą kartų padidina adenino nukleotidų apyvartą mitochondrijų tarpmembraninėje erdvėje, 

palaikydama aukštą aerobinį fosfokreatino gamybos lygį ir metabolinį pastovumą ląstelėje [45]. 

Eksperimentiškai buvo parodyta [44], kad tarpmembraninėje erdvėje dėl kreatinkinazės ir 

adenilatkinazės generuojamo ADP susidaro didesnės, nei citozolyje vietinės ADP koncentracijos. Ši 

dinaminė ADP kompartmentacija gali būti paaiškinama tuo, kad išorinė mitochondrijų membrana 

veikia kaip difuzijos barjeras, apsunkinantis adenino nukleotidų mainus per porino porą, tuo pačiu 

sąlygodamas adenino nukleotidų koncentracijos gradientus tarp tarpmembraninės erdvės ir 

citozolio. 

Naudojant rekonstruotas sistemas (1 pav.) nustatyta, kad ADP oksidaciniam fosforilinimui 

pirmenybiškai tiekiamas per mitochondrinę kreatinkinazę (miCK) lyginant su ADP tiekimu pridėjus 

ekstramitochondrinės mielių heksokinazės (HK). Šis fenomenas buvo pavadintas dinamine ADP 

kompartmentacija (ADP koncentracijos gradientas abipus išorinės mitochondrijų membranos) [44]. 

Eksperimentai su rekonstruotomis sistemomis (HK ir CK) [44] tiesiogiai įrodė, kad egzistuoja ADP 

gradientas abipus išorinės membranos širdies mitochondrijose. 

 

 
  

 

1 pav. Rekonstruotų sistemų, naudojamų eksperimentiniam išorinės membranos difuzijos 

gradientų nustatymui izoliuotose ţiurkės širdies mitochondrijose, metabolinė schema. HK 

sistema (paveiksle viršuje), CK sistema (apačioje). VM-vidinė membrana, TME-tarpmembraninė 

erdvė, IM-išorinė membrana, IT-inkubavimo terpė. 

 

2 pav. pavaizduota oksidacinio fosforilinimo greičio priklausomybė nuo 

ekstramitochondrinio ADP koncentracijų CK bei HK sistemose. Esminis momentas yra tas, kad 
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oksidacinio fosforilinimo greičio priklausomybė nuo ekstramitochondrinio ADP koncentracijos yra 

ţymiai perstumta link ţemesnių ADP koncentracijų mi-CK atveju, lyginant su HK sistema. 

Minimalus kvėpavimas CK sistemoje vyko esant 3 M ADP inkubavimo terpėje (vertikali linija 1), 

tuo tarpu kad mitochondrijos pasiektų tokį pat aktyvumą HK sistemoje, reikėjo 30 M ADP 

(vertikali linija 2). 

 

 

2 pav. Tiesioginis išorinės membranos ADP gradiento širdies mitochondrijose įrodymas. Tiek 

ADP srautai į oksidacinį fosforilinimą JOP CK sistemoje ( ) ir HK sistemoje ( ), tiek ADP 

regeneruojantys srautai HK JHK ( ) ir mi-CK, JCK ( ) pavaizduoti priklausomai nuo ADP 

koncentracijos inkubavimo terpėje. Plonos vertikalios linijos (1,2) ţymi ADP koncentracijas 

inkubavimo terpėje abiejose sistemose esant minimaliam kvėpavimo greičiui, matuotam CK 

sistemoje su piruvatkinazės pertekliumi. Rodyklės ţymi KADP reikšmes HK (1) bei CK (2) 

sistemose. 

 

Manoma [2, 3, 36, 46], kad mitochondrijų izoliavimo metu prarandamas citoplazminis 

baltymas arba faktorius x (hipotetiškai susijęs su citoskeletu), kuris fiksuoja mitochondrijų padėtį 

bei galbūt kontroliuoja VDAC laidumą ADP-ui bei ATP-ui in vivo. Šis 27,5 kDa baltymas aptiktas 

elektroforezės būdu poliakrilamido gelyje širdies ir lėto susitraukimo skeleto raumenyse [11]. Taigi, 

nuo sąveikos tarp išorinės membranos ir citoskeleto elementų priklauso išorinės membranos 

pralaidumas ADP-ui. 



 13 

Didelį išorinės membranos pralaidumą in vitro molekulėms iki 6 kDa nulemia jau minėtas 

specifinis baltymas, vadinamas mitochondriniu porinu arba VDAC (įtampa reguliuojamas 

anijonams atrankus kanalas), kuris rastas visose tirtose eukariotinėse ląstelėse. Per šį kanalą atviroje 

būsenoje difuzijos būdu gali praeiti tokios molekulės, kaip kreatinas, kreatinfosfatas bei adenino 

nukleotidai. Uţdaroje būsenoje šis kanalas tampa atrankiu katijonams, jis tampa pralaidus 

vienvalenčiams jonams, tačiau visiškai nepralaidus adenino nukleotidams. Kanalo pralaidumą lemia 

keletas faktorių, tokių, kaip membraninis potencialas, onkotinis slėgis, mitochondrinis baltymas-

kanalo moduliatorius [47]. Be to, ADP difuzija gali būti apribota išorinės membranos lygmenyje dėl 

to, kad porino poras kontroliuoja citoplazminiai baltymai [2, 3, 10]. 

Būtina sąlyga efektyviai metabolitų (ADP, ATP, kreatinfosfato ir kreatino) pernašai tarp 

mitochondrijų ir kitų ląstelės struktūrų yra tarpmembraninės erdvės vientisumas, t.y. nepaţeista 

išorinė ir vidinė mitochondrijų membranos bei kontaktinės sritys, susiejančios oksidacinį 

fosforilinimą su kinazėmis. Šis vientisumas yra paţeidţiamas ne tik išemijos, bet ir mitochondrijų 

išskyrimo metu [19, 48], todėl mitochondrijų funkcijas geriau tirti in situ, t.y. mitochondrijų 

neišskiriant iš ląstelių [38, 39]. V.Saks ir F.N.Gellerich grupių tyrimų duomenys leidţia daryti 

prielaidą, kad išorinė širdies mitochondrijų membrana fiziologiškai nėra pakankamai pralaidi 

adenino nukleotidams ir tai priklauso nuo faktorių, reguliuojančių joje esančio porino kanalo 

pralaidumą. Be to, parodyta, kad VDAC dalyvauja esterifikuotų riebalų rūgščių pernašoje į 

mitochondrijas [26, 49]. Taigi, iškelta prielaida, kad išorinės mitochondrijų membranos pralaidumas 

ADP gali būti reguliuojamas ne tik su citoskeletu susijusių baltymų, bet ir riebalų rūgščių arba jų 

oksidacijos fermentinės sistemos komponentų [26]. 

Mitochondrijų išorinė membrana vaidina lemiamą vaidmenį mitochondrijų kvėpavimo 

reguliavimo mechanizme in vivo. Parodyta, kad priešingai izoliuotoms mitochondrijoms, 

permeabilizuotose skaidulose išorinė membrana yra maţai pralaidi ADP-ui (didelė tariamoji Km 

reikšmė saponinu permeabilizuotoms skaiduloms). Manoma, kad keletas širdies ląstelės citoskeleto 

komponentų fiksuoja mitochondrijas, sarkoplazminį retikulumą ir vieną sarkomerą į funkcinį 

kompleksą, kur endogeninis ADP yra tuneliuojamas į mitochondrijas per organizuotą metabolinį 

tinklą [7, 35, 50] tam, kad būtų tiksliai reguliuojami laisvosios energijos virsmai sutinkamai su 

širdies darbo intensyvumu. Tokiu būdu paaiškinamas maţas oksidacinio fosforilinimo sistemos 

giminingumas egzogeniniam ADP, kurio difuzija į mitochondrijas gali būti apribota dėl tokių 

kompleksų struktūrinės organizacijos ir, galbūt, dėl to, kad mitochondrijų išorinė membrana 

apriboja šio substrato laidumą. Kai kurių tyrėjų nuomone [51, 52], didelę Km
ADP 

in situ daugiausia 

nulemia difuzijos gradientai mitochondrijų išorėje, o mitochondrijų išorinės membranos įnašas į 

šiuos gradientus yra nedidelis. 
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Kvėpavimo lygis, manoma, yra priklausomas nuo citoplazminio ADP koncentracijos [31] ir 

daugeliu atvejų Km
ADP

 bandoma nustatyti intaktinėse ląstelėse. Yra apskaičiuota, kad citozolyje 

laisvo ADP koncentracija yra tos pačios eilės, kaip ir nustatytos oksidacinio fosforilinimo Km
ADP

 

reikšmės 30-50 µM. Taigi, ląstelėje ADP negali patekti į mitochondrijas pasyvios difuzijos būdu. 

ADP praėjimą per išorinę membraną palengvina jo pernaša per kanalą VDAC (angl. voltage 

dependent anion channel), kitaip vadinamą porinu, dalyvaujant prie kanalo prisijungusioms ar 

tarpmembraninėje erdvėje esančioms kinazėms. Tokie kanalai rasti visose iki šiol tirtose 

eukariotinėse ląstelėse. 

Yra ţinoma, kad riebalų rūgštys esti pagrindiniai substratai širdies ląstelėse. Ankstesni 

darbai parodė, kad riebalų rūgštys padidina išorinės mitochondrijų membranos pralaidumą ADP-ui, 

t.y sumaţina tariamąją Km [4]. Iš kitos pusės yra parodyta, kad riebalų rūgščių, jų CoA ir karnitino 

esterių įprastos koncentracijos ţymiai padidina išorinės membranos pralaidumą ADP-ui, o didesnės 

koncentracijos netgi paţeidţia išorinės ir vidinės membranų vientisumą [53].  

 

3.4. Kreatino kinazės izofermentai ir mitochondrinė kreatino kinazė 

 

Kreatino kinazės izofermentai per kreatino/fosfokreatino sistemą apjungia procesus tarp 

mitochondrijų (kur gaminamas makroerginis ATP) ir miofibrilių bei sarkoplazminio tinklo ir 

sarkolemos ATP-azių (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 širdies ląstelės 

kompartmentuose: miofibrilėse kartu su mioplazma, mitochondrijų tarpmembraninėje erdvėje ir 

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

su miofibrilėmis. 

 

40–50 proc. visuminio CK kiekio ląstelėje lokalizuota citoplazmoje (MM, MB ir BB 

izofermentai), 30 proc. CK yra mitochondrijose kaip specifinis izofermentas mi-CK, 10-20 proc. 

sujungta su miofibrilėmis, sarkoplazminio tinklo membrana, sarkolema ir branduolio membrana 

[54]. 

CK izofermentai visų pirma randami audiniuose, kuriems būdingi dideli energijos poreikiai, 

tokiuose kaip skeleto bei širdies raumuo, smegenys, fotoreceptorių ląstelės, spermatozoidai, kur jie, 

manoma, įtraukti į [ATP] bei [ADP] „buferinimą“ (glikolitiniuose audiniuose), taip pat į didelės 

energijos fosfatų pernašą iš ATP gamybos vietų (mitochondrija, glikolizė) į ATP suvartojimo vietas 

(oksidaciniuose audiniuose) [45]. 

Mitochondrinė kreatinkinazė yra lokalizuota tarpmembraninėje erdvėje ir grįţtamai 

prisijungusi prie vidinės membranos. Buvo parodyta, kad teigiamai įkrauta mi-CK yra fiksuota prie 

neigiamai įkrauto kardiolipino vidinės mitochondrijų membranos išorinėje pusėje, dalyvaujant 

teigiamai įkrautoms Arg19, Lys20 ir His11 fermento liekanoms [45, 55]. Neatmetamos 

hidrofobinės sąveikos bei specifinių receptorių (baltymų) egzistavimas. Tokių sąveikų dėka 

sukuriamas mikrokompartmentas prie vidinės mitochondrijų membranos, kur mi-CK tiesiogiai 

tiekia ADP adeninnukleotidų nešikliui mainais į ATP [10, 45]. Per kontaktines sritis, kurios, 

manoma, yra dinaminės struktūros, mi-CK papildomai sąveikauja su išorine membrana VDAC 

vietose. Manoma, kad kinazės, esančios tarpmembraninėje erdvėje, gali funkciškai susieti adenilatų 
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nešiklį ir vidinę membraną su porinu ir išorine membrana. Be to, aptikta, kad dalis mi-CK yra 

lokalizuota kristų membranose. 

Mitochondrijų subfrakcionavimo eksperimentuose daugiau kaip 50 proc. mi-CK buvo rasta 

kontaktinių sričių frakcijoje. Kontaktinės sritys, manoma, įtrauktos į baltymų pirmtakų importą į 

mitochondrijas, taip pat į lipidų transportą tarp abiejų mitochondrijų membranų. Jų skaičius išauga 

stimuliuojant mitochondrijų kvėpavimą, taigi, šios sritys yra įtrauktos arba į oksidacinio 

fosforilinimo reguliavimą arba, labiau tikėtina, į didelės energijos fosfatų eksportą iš mitochondrijų 

[45]. 

Mi-CK mitochondrijų tarpmembraninėje erdvėje katalizuoja ATP (generuoto mitochondrijų 

matrikse) ir kreatino transfosforilinimą į ADP ir fosfokreatiną. Pastarasis palieka mitochondrijas 

kaip oksidacinio fosforilinimo produktas ir difunduoja per citozolį į ATP suvartojimo vietas. Ten 

citozolinės CK izofermentai nenutrūkstamai regeneruoja ATP tam, kad būtų palaikomas aukštas 

ATP/ADP lygis, kuris, atrodo, yra lemiamas daugelio ATP-azių veiklai. Kreatino difuzija atgal į 

mitochondrijas uţdaro ciklą. Dėl CK izofermentų specifinės subląstelinės kompartmentacijos 

skirtingi CK izofermentų šeimos nariai yra įtraukti į skirtingus metabolinius kelius. Iš CK izomerų 

tik mi-CK yra susieta su oksidaciniu fosforilinimu. Citozolinės CK izofermentai gali būti tiek laisvi 

citozolyje, tiek susieti su viduląstelinėmis struktūromis, tokiomis, kaip sarkolema, sarkoplazminis 

tinklas arba miofibrilės, kur jie funkciškai susieti su Na
+
/K

+
-ATP-aze, Ca

2+
-ATP-aze ir miozino 

ATP-aze atitinkamai [45]. Kadangi ADP ir ATP reguliuoja daugelį fundamentaliųjų metabolinių 

kelių, tai dideli jų koncentracijų pokyčiai keičiantis darbo intensyvumui (angl. workload) gali 

stipriai sutrikdyti visos ląstelės metabolizmą. Taigi, greitai subalansuodama ATP sunaudojimo ir 

ATP pagaminimo greičius, CK sistema padeda išvengti energijos išbarstymo ir garantuoja reikiamą 

ląstelės ATP-azių funkcionavimą [45]. 

Iškelta hipotezė apie skirtingą CK sistemos vaidmenį „oksidaciniuose“ (lėto susitraukimo) ir 

„glikolitiniuose“ (greito susitraukimo) audiniuose [56] (4 pav.).  
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4 pav. Kreatinkinazės funkcijų modeliai (A) Klasikinis energijos transporto modelis tarp 

vietų, gaminančių ATP (mitochondrijos, glikolizė) ir ATP suvartojančių vietų (visos ATPazių 

rūšys). (A) Šis modelis grubiai atspindi situaciją audiniuose, neturinčiuose CK, PCr ir Cr, pvz., 

kepenyse. (B) CK/PCr buferio funkcija. PCr yra tiesiogiai regeneruojamas hidrolizuojantis ATP 

intensyviai dirbant. Dėl didelio citozolinės CK aktyvumo CK reakcija išlieka arti pusiausvyrinės 

būsenos, tokiu būdu palaiko [ADP] ir [ATP] beveik pastovias. (C) Transportinė CK/PCr sistemos 

funkcija. Ši sistema veikia kaip šuntas tarp ATP gaminimo ir ATP sunaudojimo vietų. Tuo tarpu kai 

buferio funkcijai nėra reikalingi mi-CK izofermentai, transporto funkcijai iš esmės būtina sąlyga yra 

mi-CK, ypač jei apribota adeninnukleotidų difuzija per išorinę mitochondrijų membraną. Reikia 

paţymėti, kad modeliai (B) ir (C) aprašo kraštutinumus, iš tiesų audinyje ar ląstelėje esti tarpinė 

situacija tarp šių kraštutinumų. Skrituliukais paţymėtos ATP hidrolizės vietos, kvadratėliais–mi-

CK, rombais–citozolinė CK. 

 

Pagal šią hipotezę oksidaciniuose audiniuose pagrindinis CK sistemos vaidmuo yra 

uţtikrinti energijos pernašą; būtina sąlyga čia yra mi-CK. Pastaroji funkciškai susijusi su 

adeninukleotidų nešikliu vidinėje mitochondrijų membranoje ir porinu išorinėje membranoje. 

Oksidacinio fosforilinimo būdu generuotas ATP, perėjęs vidinę mitochondrijų membraną, 

transfosforilinamas į PCr. Tai vyksta kreatino, difunduojančio iš PCr panaudojimo vietų (kur 
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lokalizuota citozolinė CK), sąskaita. Eksperimentiškai nustatyta, kad mi-CK ir adenino nukleotidų 

nešiklis širdies mitochondrijose esti ekvimoliariniais kiekiais. 

Manoma, kad glikolitiniuose audiniuose CK sistema atlieka „energijos buferinimo“ 

funkciją. Didelis citozolinės CK, lokalizuotos šalia ATP glikolitinės gamybos vietų ir galbūt 

funkciškai susietos su glikolize, aktyvumas tarnauja kaip didelės energijos fosfatų laikinas buferis; 

mi-CK izofermentai tam nėra būtini. Tai leidţia ATP ir ADP koncentracijoms išlikti pastovioms 

padidėjusio raumenų susitraukimo aktyvumo trumpais periodais. Be to, CK reakcijoje sunaudojami 

protonai, taigi, ATP hidrolizė bei glikolizės aktyvinimas dirbančiuose skeleto raumenyse nėra 

lydimi viduląstelinės terpės parūgštėjimo. Eksperimentų su transgeniniais gyvūnais duomenys [57] 

patvirtino hipotezę, kad mi-CK didina išorinės membranos pralaidumą ADP (maţina oksidacinio 

fosforilinimo Km
ADP

) ir palaiko didelę vietinę ADP koncentraciją prie adenino nukleotidų nešiklio 

ANT. Kai sąlygose in vivo turi būti palaikoma didelė ATP koncentracija, aukštas kvėpavimo lygis 

(angl. flux) gali būti palaikomas dėka mi-CK, kuri lokaliai regeneruoja ADP tarpmembraninėje 

erdvėje [57].  

Reikia paţymėti, kad aukščiau paminėti du modeliai aprašo kraštutinius atvejus, o šių dviejų 

funkcijų santykinę svarbą nulemia audinio fiziologiniai poreikiai. 

Eksperimentiniai darbai su neturinčios citozolinės CK (angl. knock-out) pelės širdies 

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

panaikintas, mi-CK buferina laisvąją energiją esant dideliam ląstelės aktyvumui. 

 

 

5 pav. Neturinčios citozolinės CK (angl. knock-out) pelės širdies raumens ląstelės  modelis. 

Mitochondrinis ATP generuojantis aparatas (paveiksle kairėje) ir citoplazminiai ATP suvartojantys 

komponentai (dešinėje) gali būti sujungti tik per tiesioginę adenino nukleotidų difuziją, bet ne per 

PCr ir Cr difuziją. 
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Faktas, kad sintetinis polianijonas, blokuojantis poriną, taip pat inhibuoja mi-CK 

kontaktinėse vietose, netgi jei membrana paţeista digitoninu, rodo, kad mitochondrinė 

kreatinkinazė funkciškai susieta su adenino nukleotidų nešikliu [46]. Ryšys pagrįstas adenino 

nukleotidų metaboliniu tuneliavimu (tiesioginiu perdavimu), todėl tarpmembraninės erdvės ir 

išorinės membranos pokyčiai, pvz., išemijos metu, ypač mitochondrijų brinkimas ir kreatinkinazės 

atsijungimas nuo vidinės membranos, gali sumaţinti kreatinkinazės vaidmenį mitochondrijų 

kvėpavimo kontrolėje. 

Visa eilė kinetinių bei termodinaminių eksperimentų, o taip pat eksperimentai naudojant 

ţymėtus γ-[
32

P]-ATP ar [
33

P]-neorganinį fosfatą taip pat parodė, kad mi-CK yra funkciškai susieta 

su adenino nukleotidų nešikliu ANT [12]. 

Priešingai dimeriniams citozolinės CK izofermentams, mi-CK formuoja oktamerus. Tokia 

ketvirtinė simetrinė struktūra gali būti kaip kanalas molekulėje, pro kurį tuneliuojami metabolitai. 

Mi-CK sąveikauja su porinu iš išorinės membranos vidinės pusės tik būdama oktamerinėje 

būsenoje, kadangi dimeras pasiţymi maţu giminingumu porinui [59]. Asociacijos – disociacijos 

pusiausvyra tarp oktamero ir dimero nulemia oktamero – VDAC kompleksų susidarymą. Taigi, 

pirma, kreatino kinazė apriboja sąveiką tarp VDAC ir ANT, antra, keičia VDAC struktūrą, 

maţindama giminingumą heksokinazei ir baltymui Bax. Kai, pavyzdţiui, laisvieji radikalai sukelia 

kreatino kinazės oktamerų disociaciją, VDAC sąveikauja su ANT, dėl to sukeliamas nuo Bax 

priklausomas citochromo c išėjimas iš mitochondrijų ir gali atsidaryti nespecifinio pralaidumo pora 

[60]. Taigi, postuluojama, kad oktamerinė mi-CK, funkciškai susieta su tetrameriniu adenino 

nukleotidų nešikliu vidinėje membranoje ir oligomeriniu porinu išorinėje membranoje, kontaktinėse 

srityse formuoja sudėtingą multifermentinį kompleksą, įgalinantį labai efektyviai sintezuoti 

fosfokreatiną iš citoplazminio kreatino bei mitochondrinio ATP, esant dideliam citozolinio 

ATP/ADP santykiui. 

Akivaizdu, kad kreatino kinazės sistema svarbi ląstelės viduje pernešant energiją tarp 

laisvosios energijos gamybos ir panaudojimo vietų. Pridėjus kreatino in vitro dėl nuolatinės vietinės 

ADP regeneracijos tarpmembraninėje erdvėje, katalizuojamos mitochondrinės kreatinkinazės, 

tariamoji Km
ADP

 egzogeniniam ADP sumaţėja keletą kartų [2, 10, 35, 46]. Panašus Km
ADP

 

sumaţėjimas in vivo gautas proteolitiškai paveikus permeabilizuotas ląsteles arba hipoosmotiškai 

paveikus skaidulas [14, 17, 42]. Taigi, tiek ADP difuzija, tiek energijos pernaša yra palengvinama 

aktyvinant energijos pernašos tinklą – kreatino kinazės sistemą [35]. Visuotinai pripaţinta, kad 

sveikoje širdyje fosfatų pernaša per kreatino kinazės sistemą yra vyraujanti energijos transdukcijos 

forma [61, 62]. Tačiau greta šios sistemos yra ir AK-fosfatų pernašos sistema, kurią veikti įgalina 

sąveika (angl. coupling) tarp mi-AK ir ANT bei AK2 izoformos sąveika su ATP-azėmis [61]. 

Daugeliu eksperimentinių darbų buvo pademonstruota, kad lokaliai mitochondrinių kreatinkinazių 
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gaminamas ADP yra ţymiai efektyvesnis stimuliuojant mitochondrijų kvėpavimą, nei terpėje 

esantis (angl. bulk) ADP. Šios sistemos, veikdamos drauge, įgalina efektyviai suderinti energijos 

gamybą su išaugusiais energijos poreikiais padidėjus darbo intensyvumui. 

Genų inţinerija įgalina eliminuoti kreatinkinazės izofermentus (angl. knock-out) ir įvertinti 

jų svarbą fiziologinei širdies funkcijai [12]. Darbuose su knock-out pelėmis, neturinčiomis 

citozolinės ir/arba mitochondrinės kreatinkinazės parodyta, kad CK izoformų trūkumas keičia 

viduląstelinius ryšius, bendrą ATP metabolinį srautą (angl. flux), energetinį našumą ir, galiausiai, 

metabolinio streso toleravimą. Toks trūkumas sukelia padidėjusį adenilatkinazės, heksokinazės ir 

GAPDH/PGK susietų reakcijų funkcinį aktyvumą [13]. 

Taigi, šiame darbe pabandėme įvertinti, kaip funkcionuoja kreatino kinazės sistema 

mitochondrijose in situ oksiduojantis riebalų rūgštims; ar riebalų rūgštys keičia fukcinę sąveiką tarp 

ADP/ATP nešiklio ir mitochondrinės kreatino kinazės. 

 

3.5. Makromolekulių įtaka išorinės membranos pralaidumui ADP. Kinazių 

poveikis nespecifiniam pralaidumui 

 

Nustatyta, kad biocheminių procesų mechanizmai ir kinetika priklauso nuo terpės, kurioje 

šie procesai vyksta, savybių [17-20]. Manoma, kad intaktinėse raumeninėse ląstelėse 

mitochondrijos esti apie 20 proc. baltymų tirpale, tai atitinka 200 mg/ml citozolio baltymų 

koncentraciją [63]. 

Yra ţinoma [14, 64], kad klasikinėje izotoninėje terpėje izoliuotos mitochondrijos dėl 

prarasto onkotinio slėgio esti dirbtinai išbrinkusios, lyginant su kondensuota jų konfigūracija in 

vivo, o padidėjusi tarpmembraninė erdvė gali būti sumaţinta, pridedant makromolekulių (albumino, 

dekstrano, fikolio, F-aktino). Eksperimentiškai nustatyta, kad jau 12–13 proc. fikolio [65] arba 

dekstrano arba 11–15 proc. jaučio serumo albumino [66, 67] tirpalai savo difuzinėmis savybėmis 

yra panašūs į citoplazmą. Taigi, terpė, papildyta makromolekulėmis, imituoja viduląstelinį 

koloidinį-osmosinį slėgį mitochondrijose. Uţtenka netgi 1–2 proc. polivinilpirolidono, kad 

mitochondrijų vaizdas taptų panašus į vaizdą, būdingą in situ [14]. 

Nustatyta, kad į terpę su izoliuotomis mitochondrijomis pridėjus makromolekulių (pvz. 

dekstrano), jos ţymiai sumaţina ADP difuziją per išorinę mitochondrijų membraną [20, 68, 69]. 

Taigi, padidėja ADP dinaminė kompartmentacija, t.y. padidėja ADP gradientas abipus išorinės 

membranos. Pridėjus 10–15 proc. dekstrano oksidacinio fosforilinimo Km
ADP

 izoliuotoms ţiurkės 

širdies mitochondrijoms padidėja nuo 20 M iki 50 M, o tolesnis dekstrano kiekio didinimas 
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inkubacijos terpėje iki 25 proc. padidina Km
ADP

 iki 120 M [20]. Dėl makromolekulių poveikio 

padaugėja kontaktinių sričių tarp išorinės ir vidinės mitochondrijų membranų, o tarpmembraninės 

erdvės tūris sumaţėja taip, kad mitochondrijos tampa morfologiškai panašios į mitochondrijas in 

vivo [68]. Manoma, kad dekstrano efektai mitochondrijų funkcijoms priklauso nuo onkotinio slėgio, 

kuris yra dekstrano koncentracijos funkcija [20]. 

Dekstrano efektas išorinės membranos laidumui buvo įrodytas izoliuotas porino molekules 

perkeliant į dirbtines fosfolipidines membranas [69, 70]. Tokios molekulės, kaip dekstranas, kurios 

negali pereiti porą, osmosiškai veikia kanalo vidų [70], dėl onkotinio streso sumaţėja poros 

skersmuo ir tokiu būdu padidinamas jautrumas įtampai. Esant dekstranui maţo laidumo katijonams 

atranki būsena įgaunama jau esant 10 mV [69], tuo tarpu be dekstrano tokia būsena įgaunama esant 

virš 30 mV įtampai [71]. Taigi, tiek dekstranas, tiek kitos makromolekulės ne tik sumaţina išorinės 

mitochondrijų membranos laidumą, bet ir sukelia pokyčius įtampai jautriose porose [69, 70]. 

Vadinasi, onkotinis slėgis ląstelėje yra labai svarbus, palaikant maţą išorinės mitochondrijų 

membranos pralaidumą ADP.  

Jau minėta, kad modelinėje sistemoje apie 10 proc. dekstrano pridėjimas į inkubavimo terpę 

sukuria panašaus dydţio ADP koncentracijos gradientą abipus porino poros, koks esti intaktiškose 

ląstelėse [15]. Darbai su skirtingos molekulinės masės dekstranu (20, 40, 70 ir 500 kDa) parodė, 

kad šie 10 proc. tirpalai vienodai didino Km
ADP

 [20]. Tai leidţia teigti, kad ne terpės klampumas, bet 

makromolekulių kiekis yra svarbus, apsunkinant ADP patekimą į mitochondrijų tarpmembraninę 

erdvę [20]. Eksperimentiškai įrodyta, kad būtina sąlyga dekstrano efektui yra intaktinė išorinė 

membrana [20]. 

Mitochondrijų morfologinis vaizdas švieţiai paruoštose, bet neinkubuotose matavimo 

terpėje skaidulose panašus į vaizdą in vivo [46], tačiau painkubavus jos tampa gana heterogeniškos 

ir maţiau panašios į in vivo [72]. Tačiau iki šiol nebuvo tyrinėtas makromolekulių, būtent 

dekstrano, poveikis mitochondrijų in situ morfologijai, kaip ir kvėpavimo parametrams bei 

tariamajai Km
ADP

. Todėl tai buvo vienas iš šio darbo uţdavinių. 

 

3.5.1. Dekstrano įtaka nespecifiniam pralaidumui 

 

Yra ţinoma, kad adenino nukleotidų nešiklis, porino pora (VDAC) ir kinazės (mi-HK arba 

mi-CK) formuoja multifermentinį kompleksą [45]. Sukaupti duomenys rodo, kad šis 

multifermentinis kompleksas yra nespecifinio pralaidumo poros (angl. PTP-permeability transition 

pore) komponentas ir kad šie baltymai dalyvauja mechanizme, paleidţiančiame apoptotinį signalą – 
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citochromą c. Vienas iš šio multifermentinio komplekso pranašumų yra tas, kad sumaţėja 

metabolitų, tokių kaip ADP, difuzijos atstumai. 

Onkotinis slėgis – vienas iš veiksnių, veikiančių išorinės membranos poros (VDAC) 

pralaidumą [47]. Buvo pastebėta, kad dekstranas sustiprina heksokinazės surišimą su išorinės 

membranos pora ir padidina kontaktų tarp VDAC ir ANT daţnį [68]. Tokiose mitochondrijose 

(esant dekstranui) ADP, pagamintas heksokinazės, buvo sunkiau prieinamas egzogeninei 

piruvatkinazei [15]. Be to, buvo parodyta, kad esant gliukozei ir ATP heksokinazė inhibuoja nuo 

Bax-priklausomą citochromo c paleidimą per VDAC-ANT kompleksą [73]. Tai buvo paaiškinta 

heksokinazės ir VDAC, kuris yra pagrindinis Bax taikinys, sąveikos stabilumu. Be to, heksokinazė 

inhibavo nuo Ca
2+

-priklausomą nespecifinio pralaidumo poros (PTP) atsidarymą [74]. 

Darbuose su izoliuotomis ţiurkės kepenų mitochondrijomis [75, 76] parodyta, kad 

mitochondrijos brinksta izotoninėje KCl terpėje, tačiau nebrinksta sacharozinėje terpėje. 

Mitochondrijų struktūra ir funkcijos yra susijusios; išbrinkusioms mitochondrijoms dėl atsidariusios 

nespecifinio pralaidumo poros yra būdingas sąveikos tarp oksidacijos ir fosforilinimo susilpnėjimas 

[77]. Neţymiai padidėjus matrikso tūriui, padidėja riebalų rūgščių ir kitų substratų oksidacijos 

greitis [78]; hiperosmosinis susitraukimas yra lydimas kvėpavimo inhibicijos [79]. Matyt, 

inkubavimo terpės joninė jėga yra svarbus faktorius dekstrano efektams pasireikšti [75]. 

Neatmetama, kad dekstranas taip pat įtakoja membranų paviršiaus sąveikas ir specifišką 

citochromo c sorbciją–desorbciją prie/nuo mitochondrijų membranų, citochromas c yra būtinas 

išorinio NADH oksidacijai [75]. Tyrinėjant citochromo c išėjimą izoosmosinėje KCl terpėje (300 

mosmol/l arba 125 mM KCl) buvo parodyta, kad 5 proc. 40 kDa dekstranas ţymiai sumaţino 

citochromo c išėjimą iš mitochondrijų dėl to, kad stabilizavo išorinės ir vidinės membranų sąveikas 

kontaktinėse srityse [76]. Manoma, kad kontaktinės sritys dalyvauja sąveikaujant VDAC ir ANT, 

tai uţtikrina ryšį tarp vidinės ir išorinės membranos [68]. 

Taigi, atrodo, kad dekstranas veikia suspausdamas tarpmembraninę erdvę ir padidindamas 

kontaktinių sričių (angl. contact sites), palankių multifermentinių kompleksų formavimuisi, daţnį. 

ADP, susidaręs šiuose kompleksuose, gali lengvai prieiti prie adeninnukleotidų nešiklio, tačiau 

ADP, susidaręs šių kompleksų išorėje, yra atskirtas difuzijos barjeru. Sukaupti eksperimentiniai 

duomenys rodo, kad minėti baltymai heksokinazė ir kreatinkinazė yra nespecifinio pralaidumo 

poros komponentai ir jie dalyvauja apoptotinio signalo citochromo c paleidimo mechanizme [80]. 
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3.6. Riebalų rūgščių oksidacija ir jos kontrolė 

 

Riebalų rūgštys, gautos lipolizės metu iš trigliceridų, kraujyje pernešamos surištos su 

albuminu. Audiniuose jos panaudojamos dalyvaujant transportiniams baltymams, esantiems 

plazminėje membranoje [81]. Ląstelėje laisvos riebalų rūgštys yra surištos su baltymais, dideliais 

kiekiais esančiais citozolyje [82]. Priklausomai nuo audinio tipo bei jo metabolinių poreikių riebalų 

rūgštys yra arba įjungiamos į trigliceridus bei membranų fosfolipidus, arba oksiduojamos 

mitochondrijose energijai gauti. Kad galėtų būti oksiduojamos mitochondrijų matrikse, jos turi 

pereiti per abi mitochondrijų membranas. Taigi, pirmiausiai riebalų rūgštys citozolyje paverčiamos į 

acil-CoA, veikiant riebalų rūgščių CoA sintetazei (LCAS), fermentui, kurio gausu mikrosomose ir 

mitochondrijose [83, 84]. Mitochondrijose LCAS yra asocijuota su išorine mitochondrijų 

membrana, manoma, kad tai transmembraninis baltymas, kurio aktyvus centras yra citozolio pusėje 

[85]. Dėl tokios LCAS orientacijos citozolyje padidėja gamyba ilgagrandţių acil-CoA, kuriems 

išorinė mitochondrijų membrana nėra laisvai pralaidi [49], tačiau jie pereina išorinę membraną per 

poriną. Toliau fermentas CPT-I, panaudodamas karnitiną, acil-CoA verčia į acilkarnitiną. 

 

 
  

 

6 pav. Riebalų rūgščių pernašos iš citoplazmos į mitochondrijų matriksą schema 

 

Tarpmembraninėje erdvėje susidaro riebalų rūgščių karnitino esteriai, kurie pernešami 

(šuntuojami) į mitochondrijas per karnitino/acilkarnitino nešiklio (CACT) sistemą. Šią transporto 
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sistemą sudaro trys baltymai: karnitino palmitoiltransferazė I (CPT-I), karnitino: acilkarnitino 

nešiklis (CACT) ir karnitino palmitoiltransferazė II (CPT-II), besiskiriantys lokalizacija 

mitochondrijose (6 pav). Mitochondrijų matrikse riebalų rūgščių karnitino esteriai vėl verčiami 

riebalų rūgščių acil-CoA, tada, nuosekliai katalizuojant keturiems fermentams (acil-CoA 

dehidrogenazei, enoil-CoA hidratazei, 3-hidroksiacil-CoA dehidrogenazei ir 3-ketoacil-CoA 

tiolazei) vyksta β-oksidacija, susidarant acetil-CoA. Mononesočių riebalų rūgščių oksidacija iš 

esmės vyksta taip pat, išskyrus tai, kad izomerizuojant dvigubą jungtį dalyvauja specifinis 

fermentas enoil-CoA izomerazė. Polinesočių riebalų rūgščių oksidacijai be izomerazės dar būtina 

NADPH-priklausoma reduktazė.  

Trumpagrandės ir vidutinio ilgio grandinės (iki 12 anglies atomų) riebalų rūgštys pereina 

mitochondrijų membranas nedalyvaujant nuo karnitino priklausomai transporto sistemai ir 

aktyvuojamos mitochondrijų viduje [86]. 

Pagal vieną iš transporto modelių (V.A. Zammit grupės) [27, 87] teigiama, kad tiek 

reguliacinė (prijungianti malonil-CoA), tiek katalitinė CPT-I vietos nukreiptos į citozolį. Šiuo 

atveju palmitoilkarnitinas susidarytų citoplazminiame kompartmente. Taigi, ilgagrandţiai 

acilkarnitinai turėtų pereiti išorinę membraną, kad pasiektų CACT. Jiems pereiti yra vienintelis 

kelias – per išorinės membranos baltymą poriną. Nustatyta, kad porinas yra išorinės membranos 

baltymas ir reguliuoja šios membranos laidumą jonams ir metabolitams [71, 88]. Parodyta, kad 

neigiamas matrikso pusės krūvis keičia porino atrankumą anijonams arba katijonams [71]. Tačiau 

22 kDa polianijono (specifinio VDAC inhibitoriaus, susidedančio iš stireno, maleato ir metakrilato) 

nanomolinė koncentracija beveik visiškai nuslopina palmitato (+CoA) ir palmitoil-CoA oksidaciją 

ţiurkės kepenų ir širdies mitochondrijose, tuo tarpu kai piruvato, glutamato ir palmitoilkarnitino 

oksidacijos neveikia [26]. Šie duomenys prieštarauja idėjai, kad palmitoilkarnitinas susidaro 

citozoliniame kompartmente. Tai, kad polianijonas keičia porino būseną iš anijonams atrankaus į 

katijonams atrankų [71], neišsprendţia šio prieštaravimo [49]. 

Tolesnės informacijos sintezės pagrindu sukurtas riebalų rūgščių pernašos modelis [49], 

pagal kurį ilgagrandţiai acil-CoA pereina išorinę membraną per poriną anijonams atrankiu būdu (7 

pav). Sutinkamai su šiuo modeliu CPT-I katalitinis centras nukreiptas į tarpmembraninę erdvę. 

Ilgagrandţiai acil-CoA transportuojami per poriną prie CPT-I katalitinio centro. Reguliacinis CPT-I 

centras nukreiptas į citozolį; CPT-I jautrumą malonil-CoA ţenkliai padidina vidinės membranos 

komponentas kardiolipinas [89]. Pagal šį modelį perneštas ilgagrandis acilkarnitinas matrikse 

susiriša su matrikso baltymu ir perduodamas CPT-II, kuris, manoma, yra kristų membranoje. Šio 

modelio ypatumas yra tas, kad porinas arba CPT-I kontaktinėse vietose gali būti citoskeleto baltymų 

surišimo vietomis (angl. docking site) [49]. Tada vyksta aktyvuotų riebalų rūgščių oksidacija 

mitochondrijų matrikse [49]. 
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7 pav. Riebalų rūgščių pernašos modelis. CPT-I reguliacinė sritis (r) nukreipta į citozolį, 

katalitinė sritis (c) nukreipta į tarpmembraninę erdvę, S.B.–palmitoilkarnitiną surišantis matrikso 

baltymas; kitos santrumpos pateiktos santrumpų puslapyje. 

 

Normaliomis fiziologinėmis sąlygomis vyksta riebalų rūgščių judėjimas į mitochondrijų 

matriksą. Tačiau CT ir CPT-II/CT sistema gali veikti ir tam tikromis sąlygomis veikia priešinga 

kryptimi, t.y. pašalindama iš matrikso aktyvuotus trumpos, vidutinės ir ilgos grandinės acilus. Tai 

buvo parodyta tiek su izoliuotomis mitochondrijomis, imituojant išemines sąlygas [90, 91], tiek su 

fibroblastų ir limfocitų iš pacientų su mitochondrinės riebalų rūgščių oksidacijos trūkumais, 

kultūromis [92, 93]. 

Nustatyta, kad malonil-CoA reguliuoja riebalų rūgščių oksidaciją, inhibuodamas CPT-I, 

taigi, reguliuojama riebalų rūgščių pernaša į mitochondrijas (8 pav.). CPT-I/malonil-CoA sistema 

įjungia arba išjungia riebalų rūgščių oksidaciją priklausomai nuo audinio poreikių. CPT-I yra 

svarbiausias fermentas, kontroliuojantis β-oksidaciją. Šis fermentas egzistuoja maţiausiai dvejose 

izoformose, ţymiai besiskiriančiose kinetinėmis ir reguliacinėmis savybėmis [94]. Kepenų 

izoformai (L-CPT-I) būdingas didesnis giminingumas karnitinui ir maţesnis giminingumas malonil-

CoA, priešingai raumenų izoformai (M-CPT-I) [94]. 
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8 pav. Riebalų rūgščių ir gliukozės oksidacijos reguliavimas aerobinėje širdyje. Schematiškai 

parodytas ACC, AMPK ir MCD vaidmuo reguliuojant riebalų rūgščių ir gliukozės oksidaciją. CT-

karnitino nešiklis, PC-piruvato nešiklis, kitos santrumpos pateiktos santrumpų puslapyje. 

 

Malonil-CoA lygį reguliuoja MCD (Malonil-CoA dekarboksilazė) (degradaciją) ir ACC 

(acetil-CoA karboksilazė) (sintezę iš acetil-CoA). Pastarąją fosforilinimo/defosforilinimo būdu 

kontroliuoja 5’-AMP-aktyvinama proteinkinazė (AMPK) [94]. Aerobinėse sąlygose tiek riebalų 

rūgštys, tiek gliukozė įneša savo dalį į ATP gamybą [94]. 

Išeminėje širdyje AMPK yra aktyvinama, ji fosforilina ir tuo būdu inaktyvina ACC, dėl to 

sumaţėja malonil-CoA. Šis nebeinhibuoja CPT 1, todėl riebalų rūgštys gali netrukdomai patekti į 

mitochondrijas. Iš riebalų rūgščių β-oksidacijos metu pasigaminęs acetil-CoA aktyvina PDHK, kuri 

fosforilina ir tuo būdu inhibuoja PDH, todėl sumaţinama acetil-CoA gamyba iš piruvato, t.y. 

sumaţinama gliukozės oksidacija. Be to, aktyvuota AMPK stimuliuoja gliukozės nešiklį Glut 4, 

kuris perneša gliukozę per plazminę membraną, taigi, pagreitinama glikolizė. Suintensyvėjus 

glikolizei kaupiasi laktatas ir protonai [94]. 
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3.6.1. Laisvos riebalų rūgštys veikia kaip skyrikliai 

 

Atskyrimu vadinamas proporcijos tarp oksidacijos ir fosforilinimo procesų sutrikimas. 

Atskyrimą sukelia tie veiksniai, kurie paţeidţia membranos vientisumą, ir tam tikri cheminiai 

junginiai, vadinami skyrikliais [86].  

Yra ţinoma, kad neesterifikuotos (laisvos) riebalų rūgštys veikia kaip skyrikliai [95-98], t.y. 

cikliškai perneša protonus per mitochondrijų vidinę membraną (angl. cycling mechanism), tokiu 

būdu maţėja potencialas abipus vidinės membranos. Taigi, riebalų rūgštys veikia kaip protonoforai. 

V.Skulačiovas iškėlė hipotezę apie savaiminę protonizuotos riebalų rūgšties formos pernašą (angl. 

spontaneous traslocation) (flip-flop) link matrikso, o anijoninės formos – priešinga kryptimi [95]. 

Manoma, kad riebalų rūgštis anijoninėje formoje pernešama per keletą vidinės membranos baltymų, 

tokių kaip ADP/ATP antiporteris [97, 99, 100] bei atskiriančiuosius baltymus (UCP). Neseni darbai 

aiškinantis riebalų rūgščių poveikio mechanizmą parodė, kad riebalų rūgščių sukeltame atskyrime 

be to dalyvauja tokie anijonų nešikliai, kaip glutamato/aspartato antiporteris [101] ir dikarboksilatų 

nešiklis [95, 96]. Tikėtina, kad ir kiti iki šiol neţinomi baltymai gali dalyvauti riebalų rūgščių 

tarpininkaujamoje protonų pernašoje per vidinę membraną [102]. Tolimesnių tyrimų rezultatai 

[102] parodė, kad riebalų rūgštys protonus gali pernešti ir priešinga kryptimi, t.y. iš matrikso pusės į 

išorę per vidinę membraną. Taigi, riebalų rūgštys gali cikliškai pernešti protonus abiejomis 

kryptimis. Tokia išvada buvo padaryta tiriant mitochondrijų, suspenduotų kalio acetato terpėje, 

papildytoje valinomicinu, brinkimą [102]. Be to, remiantis eksperimentinių tyrimų rezultatais, 

manoma, kad riebalų rūgštys kaip riebalų rūgščių kompleksai arba muilai gali transportuoti ir kitus 

vienvalenčius jonus, pvz. K  [102].  

Laisvos riebalų rūgštys gali inicijuoti nespecifinį pralaidumą, net nesant egzogeninio Ca
2+

 ir 

terpėje be fosfatų [102]. Tam tikromis sąlygomis neesterifikuotos ilgagrandės riebalų rūgštys 

skatina neatrankų (neselektyvų) mitochondrinį laidumą atidarant ciklosporinui A jautrią [103] arba 

ciklosporinui A nejautrią [104] nespecifinio pralaidumo porą. Šis procesas koreliuoja su padidėjusiu 

vidinės mitochondrijų membranos laidumu ir citochromo c išėjimu iš mitochondrijų [105]. 
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4. DARBO TIKSLAS IR UŢDAVINIAI 

 

Darbo tikslas: 

 

Tirti riebalų rūgščių oksidacijos vaidmenį reguliuojant oksidacinį fosforilinimą ţiurkės 

širdies raumens skaidulose. 

 

 

Darbo uţdaviniai: 

 

1. Įvertinti įvairios struktūros (besiskiriančių pagal grandinės ilgį ir sotumo laipsnį, aktyvuotų 

ir neaktyvuotų) riebalų rūgščių vaidmenį reguliuojant oksidacinį fosforilinimą saponinu 

apdorotose ţiurkės širdies raumens skaidulose. 

 

2. Nustatyti, ar saponinu apdorotose ţiurkės širdies raumens skaidulose esančių mitochondrijų 

tariamosios oksidacinio fosforilinimo Km  adenino nukleotidams sumaţėjimas vykstant 

palmitoil-L-karnitino oksidacijai priklauso nuo adenino nukleotidų patekimo į 

mitochondrijas kelio. 

 

3. Naudojant egzogeninę ADP-suvartojančią piruvato kinazės ir fosfoenolpiruvato sistemą 

įvertinti, ar oksiduojantis riebalų rūgštims kinta išorinės mitochondrijų membranos laidumas 

ADP-ui. 

 

4. Tirti, ar riebalų rūgščių oksidacija veikia funkcinę sąveiką tarp kreatino kinazės ir ADP/ATP 

nešiklio. 

 

5. Nustatyti riebalų rūgščių oksidacijos poveikį saponinu apdorotose širdies raumens 

skaidulose esančių mitochondrijų morfologijai bei įvertinti onkotinio slėgio imitavimui in 

vitro naudojamų makromolekulių (dekstrano T-70) poveikį mitochondrijų in situ kvėpavimo 

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

 

5.1. Tirpalai 

 

Mitochondrijų išskyrimo terpė (pH 7,7 su KOH; 2 C): 160 mM KCl, 10 mM NaCl, 20 mM 

Tris bazė, 5 mM EGTA. 

Mitochondrijų suspendavimo terpė (pH 7,3 su KOH; 2 C): 180 mM KCl, 20 mM Tris, 3 

mM EGTA. 

Skaidulų paruošimo terpė (pH 7,0 su KOH; 2°C): 20 mM imidazolo, 20 mM taurino, 0,5 

mM ditiotreitolo, 7,1 mM MgCl2, 50 mM MES, 5 mM ATP, 15 mM kreatinfosfato, 2,62 mM 

CaK2EGTA ir 7,38 mM K2EGTA; tirpalo joninė jėga 160 mM, laisvo Ca
2

 0,1 M, laisvo Mg
2

 3 

mM. 

Mitochondrijų ir skaidulų kvėpavimo matavimo terpė (pH 7,1 su KOH; 20 arba 37
o
C): 20 

mM imidazolo, 20 mM taurino, 0,5 mM ditiotreitolo, 1,61 mM MgCl2, 100 mM MES, 3 mM 

KH2PO4, 2,95 mM CaK2EGTA ir 7,05 mM K2EGTA; tirpalo joninė jėga 160 mM, laisvo Ca
2

 0,1 

M, laisvo Mg
2

 1 mM. Prieš pat eksperimentą į terpę pridedamas reikiamas kiekis jaučio serumo 

albumino (JSA; 2 mg/ml) ir patikslinamas terpės pH. 

Skaidulų paruošimo bei mitochondrijų ir skaidulų kvėpavimo matavimo terpės sudarytos 

remiantis ţiniomis apie raumens ląstelės citozolio joninę sudėtį. 

Saponino tirpalas: 2,5 mg saponino ištirpinama 1 ml bidestiliuoto H2O. 

ADP tirpalas: reikiamos koncentracijos ADP tirpalas papildomas MgCl2 (laisvo Mg
2

 0,35 

mol/1 mol ADP). 

 

5.2. Reagentai 

 

Eksperimentuose naudoti šių firmų reagentai: 

„SIGMA“: 99 proc. grynumo Tris-(hidroksi-metil) amino metanas (Tris), imidazolas, 

taurinas, DL-ditiotreitolas, 2-[N-morfolin]-etansulfonio rūgštis (MES), adenozin-5'-trifosfato 

dinatrio druska (ATP), gintaro rūgšties dinatrio druska (sukcinatas), D-( )-gliukozė; 98 proc. 

grynumo adenozin-5'-difosfato natrio druska (ADP); 97 proc. grynumo etilenglikol-bis- -amino-
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etileterio)-N,N,N',N'-tetraacto rūgštis (EGTA), citochromas c iš arklio širdies; 96–99 proc. grynumo 

jaučio serumo albuminas F-V; 95 proc. grynumo deoksicholio rūgšties natrio druska, okadainės 

rūgšties kalio druska; 90 proc. grynumo rotenonas; kalio šarmas (KOH), atraktilozido dikalio 

druska, saponinas iš Gypsophila (sapogenino kiekis 17 ), IV tipo kolagenazė, V tipo heksokinazė 

iš kepimo mielių, palmitoil-L-karnitino chloridas. 

„MERCK“: 99 proc. grynumo piruvo rūgšties natrio druska (piruvatas); 98 proc. grynumo 

kreatinfosfato dinatrio druska; kalio chloridas (KCl), natrio chloridas (NaCl). 

„РЕАХИМ“: 99 proc grynumo kalcio karbonatas (CaCO3); 91 proc. grynumo magnio clorido 

heksahidratas (MgCl2  6H2O). 

„SERVA“: 99 proc grynumo kalio dihidrofosfatas (KH2PO4); 95 proc. grynumo palmitoil-

KoA kalio druska; L-obuolių rūgšties natrio druska (malatas). 

„LOBA CHEMIE“: kreatinas. 

„FLUKA“: 99 proc grynumo L-karnitinas. 

„AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH AB“: dekstranas T-70. 

 

5.3. Mitochondrijų išskyrimas 

 

Mitochondrijos išskiriamos diferencinio centrifugavimo metodu. Išskyrimo procedūra 

atliekama šaltoje kameroje 0–4
o
C temperatūroje (leidimas atlikti laboratorinius bandymus su 

gyvūnais Nr. 0006). Wistar veislės ţiurkė be narkozės uţmušama smūgiu į pakaušį, nutraukiami 

stuburo nervai ir, prakirpus krūtinės ląstą, išimama širdis. Išimta širdis praplaunama atšaldytu 0,9 

proc. KCl tirpalu. Nuo kraujo išplauta širdis perkerpama nuo aortos iki širdies viršūnės ir 

perkeliama į indą su švariu atšaldytu 0,9 proc. KCl tirpalu. Atšaldyta širdis nusausinama filtriniu 

popieriumi, nukarpomi riebalai, širdis pasveriama ir susmulkinama ţirklutėmis ant ledų laikomoje 

Petri lėkštelėje. Sukarpytas širdies raumuo praplaunamas išskyrimo terpe, perkeliamas į stiklo-

teflono homogenizatorių ir uţpilamas išskyrimo terpe (10 ml/g audinio). Homogenizuojama 35 s. 

Po to homogenatas po lygiai išpilstomas į centrifuginius mėgintuvėlius ir 5 min centrifuguojamas 

esant 750 g. Gautas supernatantas perkošiamas į kitus centrifuginius mėgintuvėlius per dvigubą 

marlę, nenupilant nuosėdų, ir centrifuguojamas 10 min esant 6750 g. Supernatantas nupilamas, o 

nusėdusios mitochondrijos praplaunamos suspendavimo terpe ir joje suspenduojamos. Po 

suspendavimo visų mėgintuvėlių turinys supilamas į vieną mėgintuvėlį ir išmaišomas (galutinė 

mitochondrijų koncentracija 50–60 mg baltymo/ml terpės). Gauta mitochondrijų suspensija laikoma 

uţdengtame centrifuginiame mėgintuvėlyje leduose viso eksperimento metu. 
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5.4. Mitochondrijų baltymo kiekio nustatymas 

 

Baltymo kiekis mitochondrijų suspensijoje nustatomas biureto metodu. Į 0,05 ml 

mitochondrijų suspensijos įpilama 0,95 ml 0,33 proc. deoksicholato tirpalo, gerai sumaišoma, 

įpilama 4 ml biureto reagento, sumaišoma ir laikoma vandeniniame termostate 37
o
C temperatūroje 

20 min. Po to tirpalo optinis tankis išmatuojamas fotometru ties 536 nm ilgio banga. Baltymo kiekis 

nustatomas pagal kalibracinę kreivę, kuriai sudaryti naudojamas standartinis baltymo tirpalas, 

pagamintas iš ţmogaus serumo albumino. 

 

5.5. Širdies raumens skaidulų paruošimas 

 

Paruošimas atliekamas šaltoje kameroje (0–4
o
C temperatūroje). Iš uţmuštos Wistar veislės 

ţiurkės išimta širdis praplaunama atšaldytu 0,9 proc. KCl tirpalu. Nuo kraujo išplauta širdis 

perkerpama išilgai – nuo aortos iki širdies viršūnės, ir perkeliama į indą su švariu atšaldytu 0,9 proc. 

KCl tirpalu. Atšaldyta širdis dedama į ant ledų laikomą Petri lėkštelę su keletu mililitrų šalto KCl 

tirpalo. Iš širdies iškerpami papiliarinių ir skilvelio raumenų gabalėliai, kurie laikomi leduose 

esančiame indelyje su paruošimo terpe. Į ant ledų laikomą Petri lėkštelę įpilami keli mililitrai 

paruošimo terpės ir įdedamas raumens gabalėlis, kuris adatėlėmis išskirstomas į 0,3–0,4 mm 

skersmens skaidulų pluoštelius. Skaidulų pluošteliai sudedami į 1,5 ml tūrio Eppendorf mėgintuvėlį 

su 0,98 ml skaidulų paruošimo terpės. Procedūra kartojama, kol pasiruošiamas reikiamas skaidulų 

kiekis. 

Saponinu apdorotų skaidulų paruošimas. Į 1,5 ml tūrio Eppendorf mėgintuvėlį su 0,98 ml 

paruošimo terpės ir skaidulomis pridedama 0,2 ml saponino tirpalo (galutinė saponino koncentracija 

50 g/ml) ir laikoma 30 min purtant horizontalioje padėtyje 120 kartų per minutę 2 cm ţingsniu. Po 

to skaidulos perkeliamos į mėgintuvėlį su 1 ml skaidulų kvėpavimo matavimo terpės (be saponino) 

ir purtomos 10 min. Praėjus šiam laikui skaidulos perkeliamos į kitą mėgintuvėlį su 1ml matavimo 

terpės, joje praskalaujamos ir vėl perkeliamos į kitą, leduose esantį, Eppendorf mėgintuvėlį su 1 ml 

matavimo terpės, kuriame laikomos viso eksperimento metu. 

Kolagenaze ir saponinu apdorotų skaidulų paruošimas. Išskirstytos skaidulos perkeliamos į 

Eppendorf mėgintuvėlį su 1 ml paruošimo terpės, kurioje be 50 g/ml saponino ištirpinta ir 3 mg 

kolagenazės. Toliau viskas atliekama taip, kaip ruošiant saponinu apdorotas skaidulas. 
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5.6. Mitochondrijų ir skaidulų kvėpavimo registravimas 

 

Mitochondrijų ir širdies raumens skaidulų kvėpavimas uţrašytas oksimetriniu metodu 

termostatuojamoje (20
o
C arba 37

o
C) stiklinėje kiuvetėje su sienelėje įtaisytu Clark tipo deguonies 

elektrodu, stipriai maišant magnetine maišykle. Grafiškai pavaizduota oksimetrinio tyrimo schema 

(9 pav.). 

 

 

Širdies mitochondrijų kvėpavimo

tyrimai

I. Širdies mitochondrijų išskyrimas

II. Mitochondrijų kvėpavimo matavimas

(poliarografinis metodas, pagal O2

maţėjimą kiuvetėje)
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Poliarografas (37 °C)

ADP+Pi            ATP
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9 pav. Oksimetrinio tyrimo schema. 

 

Iš oksimetrinių kreivių apskaičiuojamas deguonies sunaudojimo greitis įvairiose 

mitochondrijų metabolinėse būsenose. Jis išreiškiamas nanomoliais deguonies (nmolO) per minutę 

1 mg mitochondrijų baltymo arba sausų skaidulų svorio. Sausų skaidulų svoris gautas dalinant 

drėgnų skaidulų svorį (prieš kvėpavimo matavimą) iš koeficiento 4,85 (koeficientas nustatytas 

eksperimentiškai; n  3) [39]. Laikyta, kad 1 ml kvėpavimo matavimo terpės su 2 mg/ml JSA 20
o
C 

temperatūroje yra 463 nmolO, o 37
o
C temperatūroje – 422 nmolO. Apskaičiuota, kad 1 ml 

kvėpavimo matavimo terpės su 100 mg/ml JSA 37
o
C temperatūroje yra 401 nmolO (n  5), o 

terpėje su 200 mg/ml JSA – 367 nmolO (n  3). 

Eksperimentuose naudojant dekstraną T-70, skaidulų matavimo terpė be JSA dar buvo 

papildoma 5 arba 10 proc. dekstranu. 

 

5.7. Izoliuotų mitochondrijų brinkimo matavimas 

Kvėpuojančių mitochondrijų brinkimas buvo įvertinamas spektrofotometru HE IOS  pagal 

šviesos sugerties sumaţėjimą ties 540 nm ilgio banga naudojant įvairias substrato palmitoil-L-

karnitino koncentracijas. 
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5.8. Skaidulų paruošimas elektroninei mikroskopijai 

 

Saponinu paveiktos skaidulos inkubuotos 5 min kvėpavimo matavimo terpėje esant 37
o
C 

temperatūrai stipriai maišant magnetine maišykle su piruvatu ir malatu (po 6 mM 

kiekvieno)(kontrolė) arba su palmitoil-L-karnitinu 9 M arba su palmitoil-L-karnitinu 9 M + 5 

proc. dekstrano. Tada skaidulos perkeltos į 2,5 proc. glutaraldehido tirpalą 0,1 M kakodilato 

buferyje (pH 7,4) ir jame švelniai purtytos 5 min (esant kambario temperatūrai). Skaidulos paliktos 

nakčiai tame pačiame tirpale esant 4
o
C temperatūrai. Po to jos keletą kartų praplautos kakodilato 

buferyje ir paliktos 1 h 1  osmio tetraoksido tirpale tame pačiame buferyje esant 4
o
C temperatūrai. 

Po šio papildomo grūdinimo skaidulos dehidratuotos palaipsniui didėjančios alkoholio 

koncentracijos tirpaluose ir acetone bei uţlietos Epon 812 ir Araldite mišiniu. Bandinių pjūviai 

nudaţyti uranilo acetatu ir švino citratu, ir tirti PHILIPS EM300 elektroniniu mikroskopu, 

naudojant AGFA firmos plokšteles, Kauno medicinos universiteto Anatomijos institute, padedant 

prof. Neringai Pauţienei. 

 

5.9. Statistinis duomenų įvertinimas 

 

Rezultatų vidurkiai pateikiami su jų vidutinėmis kvadratinėmis paklaidomis. Skirtumai tarp 

vidurkių įvertinti Student t testu poriniams arba neporiniams bandymams. Trijų ir daugiau grupių 

duomenys palyginti dispersine analize (ANOVA). Duomenys statistiškai įvertinti ir netiesinė 

regresija atlikta naudojant GraphPad Prism 2.01 programą. Skirtumai tarp vidurkių patikimi, jei p  

0,05. 



 34 

6. REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

 

6.1. Riebalų rūgščių oksidacijos įtaka mitochondrijų 

 kvėpavimo reguliavimui in situ 

 

Anksčiau kitų autorių gauti rezultatai [4] rodo, jog saponinu apdorotų skaidulų tariamosios 

Km
ADP

 reikšmės oksiduojant skirtingo grandinės ilgio sočiąsias riebalų rūgštis (palmitoil-L-karnitiną 

ir oktanoil-L-karnitiną) esant 37
o
C yra labai maţos 36  8 M ir 66  13 M, atitinkamai, lyginant 

su tariamąja Km
ADP

 reikšme 246  33 M, būdinga neriebalinės kilmės substratui piruvatui+malatui 

(10 pav.). Remiantis šiais duomenimis buvo iškelta prielaida, kad riebalų rūgščių oksidacija (tiek 

mišinyje su piruvatu+malatu, tiek vien riebalų rūgšties) padidina išorinės mitochondrijų membranos 

laidumą ADP-ui [4]. Buvo manoma, kad tai gali būti susiję su mitochondrijų brinkimu – 

mitochondrijų morfologiniais pokyčiais. 10 pav. iliustruoja saponinu apdorotų ţiurkės širdies 

raumens skaidulų kvėpavimo greičio priklausomybę nuo pridėto ADP koncentracijos naudojant tiek 

neriebalinės, tiek riebalinės kilmės kvėpavimo substratus. 

10 pav. Mitochondrijų kvėpavimo greičio priklausomybė nuo pridėto 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 µM+0,24 mM), n = 5. 

 

Matyti, kad maksimalus kvėpavimo greitis, oksiduojantis tiek palmitoil-L-karnitinui, tiek 

oktanoil-L-karnitinui, pasiekiamas esant ţymiai maţesnėms ADP koncentracijoms, nei 
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oksiduojantis piruvatui + malatui. Km
ADP

 reikšmės, gautos titruojant ADP-u, kai buvo oksiduojami 

skirtingi kvėpavimo substratai, pateiktos 11 pav. 
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11 pav. Įvairaus grandinės ilgio riebalų rūgščių poveikis saponinu apdorotų ţiurkės širdies 

raumens skaidulų oksidacinio fosforilinimo sistemos giminingumui ADP (tariamajai Km
ADP

 ). 

Matavimų temperatūra 37
o
C.  

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

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

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

*p < 0,05 lyginant su tariamąja Km
ADP

 su piruvatu+malatu. Duomenys palyginti Dunett kriterijumi. 

 

1 lent. pateikti mitochondrijų kvėpavimo parametrai saponinu permeabilizuotose skaidulose, 

oksiduojantis tiek riebalinės, tiek neriebalinės kilmės substratams. Kvėpavimo kontrolės 

koeficientas visais atvejais buvo panašaus dydţio (3,64  0,9 oksiduojant palmitoil-L-karnitiną; 

3,40  0,2, oksiduojant oktanoil-L-karnitiną ir 3,45  0,3, oksiduojant piruvatą+malatą) (1 lent.). 

Mitochondrijų kvėpavimo greitis antroje metabolinėje būsenoje (Vo), oksiduojant riebalų rūgštis, 

neţymiai skyrėsi nuo Vo, būdingo piruvatui + malatui. Citochromo c efektas po citochromo c 

pridėjimo į terpę trečioje mitochondrijų metabolinėje būsenoje taip pat buvo vienodas visais atvejais 

(kvėpavimo stimuliacija 1,1 karto). Tai rodo, jog riebalų rūgštys esamomis sąlygomis nepasiţymėjo 

detergentinėmis savybėmis ir nesukėlė nei vidinės, nei išorinės mitochondrijų membranos 

paţeidimo. Taigi, galima manyti, kad maţą Km
ADP 

reikšmę nulemia ne išorinės mitochondrijų 
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membranos laidumo padidėjimas, bet kiti veiksniai. Įdomu paţymėti ir tai, kad ir oksiduojant 

nesočią riebalų rūgštį oleoil-CoA (+L-karnitinas), gauta taip pat maţa Km
ADP 

 reikšmė 55,7  5 M 

(n = 3) lyginant su Km
ADP

 reikšme, gauta oksiduojantis piruvatui + malatui (ţiūr.13 pav.). 

 

1 lentelė. Saponinu permeabilizuotų ţiurkės širdies raumens skaidulų kvėpavimo parametrai 

oksiduojant įvairius substratus. 

Substratai n Vo VADP VADP+citc/VA

DP 

Vatr+citc/Vatr VADP/Vo 

Piruvatas + malatas 

[6 + 6 mM] 

5 35  3 126  17 1,1  0,0 1,24  0,1 3,45  0,3 

Palmitoil-L-karnitinas 

+ malatas 

[9 µM + 0,24 mM] 

5 24  2 75  11 1,1  0,1 1,32  0,2 3,64  0,9 

Oktanoil-L-karnitinas 

+ malatas 

[0,36 mM + 0,24 mM] 

5 44  1 144  7 1,1  0,0 1,22  0,1 3,40  0,2 

Vo - kvėpavimo greitis antroje metabolinėje būsenoje (nesant ADP); VADP - kvėpavimo greitis 

trečioje metabolinėje būsenoje (esant 1 mM ADP); VADP+citc/VADP, Vatr+citc/Vatr - citochromo efektas 

(kartais) po citochromo c (30 µM) pridėjimo; VADP/Vo - kvėpavimo kontrolės koeficientas. 

Kvėpavimo greitis išreikštas nmolO/min/mg sausų skaidulų svorio. 

 

6.1.1. Riebalų rūgščių koncentracijos įtaka oksidacinio fosforilinimo sistemos  

giminingumui ADP 

 

Paaiškėjus, kad riebalų rūgščių oksidacija ţymiai keičia, t.y. maţina tar. Km
ADP

, įdomu buvo 

nustatyti, ar taip pat veikia ir maţos riebalų rūgščių koncentracijos mišinyje su piruvatu + malatu, 

t.y. buvo oksiduojamas substratų mišinys, kaip esti sąlygose in vitro. Taigi, šioje eksperimentų 

serijoje buvo tirta Km
ADP

 reikšmės priklausomybė nuo riebalų rūgščių koncentracijos. 

Eksperimentai atlikti, naudojant šiuos substratus: 

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

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

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

Abiems atvejais, tiek esant maţesnei, tiek ir didesnei palmitoil-L-karnitino koncentracijai, 

tariamoji Km
ADP

 reikšmė sumaţėjo apie 2 kartus (108  17 M, n = 7 ir 118  19 M, n = 3) 

lyginant su tariamąja Km
ADP

, nustatyta piruvato+malato oksidacijos metu (243  19 M, n = 5) (12 

pav.). Patikimi skirtumai (p < 0,05) tarp tar. Km
ADP

 reikšmių gauti abiem atvejais, t.y. kai buvo 
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oksiduojamas substratų mišinys tiek su 9 M palmitoil-L-karnitino, tiek su 2 M palmitoil-L-

karnitino.  

 

12 pav. Tariamosios Km
ADP

 priklausomybė nuo riebalų rūgščių koncentracijos.  

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

2 –palmitoil-L-karnitinas+malatas (9 µM+0,24 mM)+piruvatas+malatas (6 mM+6 mM), n = 7; 

3 – palmitoil-L-karnitinas+malatas (2,2 µM+0,24 mM)+piruvatas+malatas, n = 3.  

Matavimų temperatūra 37
o
C. *p < 0,05 su kontrole (tariamoji Km

ADP
 reikšmė oksiduojant 

piruvatą+malatą). Duomenys palyginti dispersinės analizės Dunett kriterijumi. 

 

Rezultatai rodo, jog oksidacinio fosforilinimo sistemos giminingumas ADP-ui padidėjo 

vienodu laipsniu, nepriklausomai nuo riebalų rūgščių koncentracijos, naudotos mūsų 

eksperimentuose. Taigi, ţymų mitochondrijų oksidacinio fosforilinimo sistemos giminingumo 

ADP-ui padidėjimą lemia net labai maţos riebalų rūgščių koncentracijos (uţtenka 2,2 M palmitoil-

L-karnitino). 

Mitochondrijų kvėpavimo parametrai, oksiduojant substratų mišinį palmitoil-L-karnitinas 

(2,2 M arba 9 µM)+piruvatas+malatas (6+6 mM) lyginant su piruvato+malato oksidacija, pateikti 

2 lent. Iš pateiktų duomenų matyti, kad oksiduojant palmitoil-L-karnitiną (+piruvatas+malatas), 

mitochondrijų kvėpavimo parametrai išliko panašaus dydţio, kaip oksiduojant vien 

piruvatą+malatą. Taigi, buvo oksiduojamas substratų mišinys, kaip esti ir sąlygose in vivo, ir net 

maţa riebalų rūgščių koncentracija (2 - 9 M) substratų mišinyje nulėmė ţymų tar. Km
ADP

 reikšmės 

sumaţėjimą. 
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Egzogeninio citochromo c pridėjimas į terpę kvėpavimo greičio trečioje metabolinėje 

būsenoje nepadidino (2 lent.). Tai rodo, kad esant terpėje riebalų rūgštims mitochondrijų išorinė 

membrana išlieka intaktiška ir tariamosios Km
ADP

 sumaţėjimas nėra susijęs su išorinės membranos 

paţeidimu, tačiau šio reiškinio mechanizmas kol kas neaiškus. Toliau tiriant tiriant riebalų rūgščių 

oksidacijos poveikio mitochondrijų išorinės membranos laidumui būtų vertinga nustatyti, ar jo 

nedidina ypač maţos (apie 0,5 M) riebalų rūgščių koncentracijos. 

 

2 lentelė. Saponinu permeabilizuotų ţiurkės širdies raumens skaidulų kvėpavimo parametrai 

oksiduojant įvairius substratus: tariamosios Km
ADP

 priklausomybė nuo riebalų rūgščių 

koncentracijos. 

Substratai n Vo VADP VADP+citc/VADP VADP/Vo 

Piruvatas+malatas 

[6+6 mM] 

5 29  1 92  8 1,0  0,03 3,40  0,6 

Piruvatas+malatas+ 

palmitoil-L-karnitinas 

[6+6 mM+9 µM] 

7 35  3 110  7 1,0  0,02 3,40  0,2 

Piruvatas+malatas+ 

palmitoil-L-karnitinas 

[6+6 mM+2,2 µM] 

3 30  2 101  7 1,0  0,03 3,60  0,5 

Vo - kvėpavimo greitis antroje metabolinėje būsenoje (nesant ADP); VADP - kvėpavimo greitis 

trečioje metabolinėje būsenoje (esant 1 mM ADP); VADP+citc/VADP - citochromo efektas (kartais) po 

citochromo c (30 µM) pridėjimo; VADP/Vo - kvėpavimo kontrolės koeficientas. Kvėpavimo greitis 

išreikštas nmolO/min/mg sausų skaidulų svorio. 

 

6.1.2. Įvairios cheminės struktūros riebalų rūgščių oksidacijos įtaka širdies mitochondrijų 

kvėpavimo reguliavimui 

 

Mūsų darbo tikslas buvo palyginti, kokią įtaką mitochondrijų in situ kvėpavimui turi įvairių 

riebalų rūgščių, besiskiriančių grandinės ilgiu, sočiųjų ir nesočiųjų, aktyvuotų (palmitoil-CoA) ir 

neaktyvuotų (palmitoil-L-karnitinas), oksidacija. Ankstesni mūsų laboratorijoje atlikti darbai [4], 

tyrinėjant riebalų rūgščių oksidaciją, parodė, kad aktyvuotų riebalų rūgščių (palmitoil-CoA, 

palmitoil-L-karnitino, oktanoil-L-karnitino) oksidacija ţymiai, tačiau panašiu laipsniu sumaţina 

Km
ADP

, lyginant su piruvato+malato oksidacija. Buvo padaryta prielaida, kad riebalų rūgščių 

oksidacijos išdavoje taip pasikeičia mitochondrijų savybės, kad porinas tampa labiau pralaidus 

ADP.  

Mitochondrijų kvėpavimo substratais tolimesniame tyrime naudojome arba nesočiąją riebalų 

rūgštį oleoil-CoA (+L-karnitiną), arba vidutinio ilgio grandinės sočiąją neaktyvuotą dekanoinę 
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rūgštį (mišinyje su piruvatu+malatu) bei kontrolei piruvatą+malatą (matavimai atlikti esant 37
o
C 

temperatūrai). Saponinu permeabilizuotų skaidulų kvėpavimo parametrai, naudojant šiuos 

substratus, pateikti 3 lentelėje. 

 

3 lentelė. Saponinu permeabilizuotų ţiurkės širdies raumens skaidulų kvėpavimo parametrai 

oksiduojant skirtingus substratus (kontrolė piruvatas+malatas). 

 Piruvatas+malatas 

(6 + 6 mM) 

Oleoil-CoA+ 

L-karnitinas+malatas 

(6 µM+2,5 mM+0,24 

mM) 

Dekanoinė rūgštis 

piruvatas+malatas 

0,3 mM+  

(6+6 mM) 

Vo 26,18  0,2 24,3  0,3 26,06  0,3 

VADP 50,27  4 44,7  3 37,08  3 

VADP/Vatr 2,20  0,3 2,26  0,3 1,62  0,2 

Vcitc /VADP 0,93  0,0 n.n. 0,93  0,0 

Kvėpavimo greitis išreikštas nmolO/min/mg sausų skaidulų svorio. n = 3 poriniai eksperimentai; 

matavimai atlikti esant 37
o
C temperatūrai. 

 

Km
ADP

 ir Vmax reikšmės, gautos su šiais trimis kvėpavimo substratais, grafiškai pavaizduotos 

13 pav.  
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13 pav. Kvėpavimo substratų įtaka tariamajai Km
ADP 

ir maksimaliam kvėpavimo greičiui Vmax 

saponinu permeabilizuotose ţiurkės širdies raumens skaidulose.  

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

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

3 – Dekanoinė rūgštis + piruvatas+malatas (0,3 mM+6 mM+6 mM), n = 5; *p < 0.05 lyginant su 

stulpeliu 1. Duomenys palyginti dispersinės analizės Dunett kriterijumi. Matavimų temperatūra 

37
o
C. 
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Oksiduojantis tiek oleoil-CoA+malatui (+L-karnitinui), tiek ir dekanoinei 

rūgščiai+piruvatui+malatui, gavome statistiškai patikimai maţesnes Km
ADP

 reikšmes (atitinkamai 

55,7 ± 5,1 µM ir 75,8 ± 7,6 µM) lyginant su piruvato+malato oksidacija. Taigi, oksiduojantis tiek 

sočiosioms neaktyvuotoms, tiek nesočiosioms, tiek ir vidutinio grandinės ilgio riebalų rūgštims 

gautas panašus tar. Km
ADP

 sumaţėjimas lyginant su tar. Km
ADP

 reikšme, gauta oksiduojantis 

piruvatui+malatui. Kontroliniai eksperimentai parodė, kad toks riebalų rūgščių efektas negali būti 

dėl išorinės membranos paţaidų (tai parodo citochromo c testas) arba dėl mitochondrijų tūrio 

padidėjimo (mitochondrijos nebrinksta). 

14 pav. pateiktas poliarografinės kreivės pavyzdys, kai kvėpavimo substratu naudojome 

vidutinio ilgio grandinės dekanoinę rūgštį mišinyje su piruvatu+malatu. Iš šių duomenų, gautų 

titruojant ADP, buvo nustatoma tar. Km
ADP

 reikšmė. Kontrolei substratu naudojome 

piruvatą+malatą (6+6 mM). Citochromas c po ADP buvo dedamas tam, kad būtų įvertintas išorinės 

membranos intaktiškumas, o atraktilozidas po citochromo c priedo dedamas inhibuoti ANT ir 

įvertinti mitochondrijų kvėpavimo greitį ketvirtoje metabolinėje būsenoje. 

 

 

 

14 pav. Poliarografinės kreivės pavyzdys.  

Substratas: dekanoinė rūgštis 0,3 mM+piruvatas+malatas (6+6 mM).  

O – kvėpavimo substratai+skaidula; A1 – 25 µM ADP; A2 – 1 mM ADP; A3 – 35 µM cit c;  

A4 – 120 µM atr. 

 

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

substratus (dekanoinę rūgštį+piruvatą+malatą bei piruvatą+malatą) buvo matuojamas kvėpavimo 
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greitis esant skirtingoms ADP koncentracijoms (n = 5). Matyti (kreivė 1), kad maksimalus 

kvėpavimo greitis su piruvatu+malatu yra pasiekiamas esant ţymiai didesnei ADP koncentracijai 

(apie 1 mM), nei su dekanoatu+piruvatu+malatu (apie 300 M) (kreivė 2). 
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15 pav. Ţiurkės širdies raumens skaidulų kvėpavimo greičio priklausomybė nuo išorinio ADP 

koncentracijos:  

a) pagal Michaelis-Menten kinetiką; 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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Km
ADP 

 ir Vmax reikšmių nustatymui naudotas maţųjų kvadratų metodas hiperbolei (x=s, 

y=v), o Hanes-Woolf grafikas naudotas vizualiai įvertinti, kaip eksperimentų duomenys atitinka 

Michaelis-Menten lygtį. Literatūros ir mūsų laboratorijoje atliktų tyrimų duomenimis [106], 

[Kopustinskienė D., magistro tezės] tik Hanes-Woolf grafikas iš visų trijų Michaelis-Menten lygties 

tiesinių transformacijų maţiausiai iškreipia paklaidas. 

Kinetinę konstantą Km
ADP

 oksiduojantis dekanoinei rūgščiai nustatėme tiek pagal Michaelis 

Menten lygtį (dalis a) 15 pav.), tiek pagal tiesinę šios lygties transformaciją, būtent Hanes grafiką 

(dalis b) 15 pav.). Naudodamiesi abiem kinetinės konstantos skaičiavimo būdais gavome artimas 

Km
ADP

 reikšmes (pvz. atskiro eksperimento atveju piruvatui+malatui 201,5 M ir 167,5 M, 

dekanoatui+piruvatui+malatui 123,5 M ir 117,3 M). Tai rodo, kad iš tiesų Hanes grafikas 

maţiausiai iškreipia paklaidas lyginant su kitomis tiesinėmis Michaelis Menten lygties 

transformacijomis. 

Yra ţinoma [49], kad priešingai oleoil-CoA trumpos ir vidutinio ilgio grandinės (iki 

dvylikos anglies atomų) riebalų rūgštys pereina mitochondrijų membranas nedalyvaujant nuo 

karnitino priklausomai pernašos sistemai. Dekanoatas aktyvuojamas mitochondrijų viduje iki acil-

CoA, tada oksiduojamas. Šią reakciją katalizuoja acil-CoA sintetazė, specifiška vidutinio ilgio 

riebalų rūgštims. Oleoil-CoA nereikalauja aktyvacijos ir iškart gali būti oksiduojama, tačiau 

oksidacijai reikalingas papildomas fermentas enoil-CoA izomerazė. Kaip matyti iš pateiktų 

duomenų, nepaisant transporto, aktyvacijos ir oksidacijos skirtumų, šie substratai panašiu laipsniu 

maţina tariamąją Km
ADP

. Taigi, mūsų duomenys, ankstesni (naudojant sočiąsias riebalų rūgštis) [4] 

ir aprašyti šiame darbe, rodo, kad Km
ADP

 sumaţėja, oksiduojantis visoms riebalų rūgštims (įvairaus 

grandinės ilgio, sotumo laipsnio, aktyvuotoms ir neaktyvuotoms). Paţymėtina, kad šios konstantos 

sumaţėjimas yra panašus oksiduojantis įvairioms riebalų rūgštims. Matyt, kad riebalų rūgščių 

oksidacija sukelia tokius pokyčius mitochondrijų struktūroje, kad porinas tampa labiau pralaidus 

ADP. Detalus mechanizmas, kokiu būdu riebalų rūgštys didina išorinės mitochondrijų membranos 

laidumą ADP, iki šiol nėra aiškus. 
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6.1.3. Riebalų rūgščių poveikio oksidacinio fosforilinimo kinetikai grįţtamumas 

 

Tolimesniuose eksperimentuose bandėme nustatyti, ar riebalų rūgščių poveikis oksidacinio 

fosforilinimo tar. Km
ADP

 yra grįţtamas. 

Kaip jau minėta, gavome, kad oksiduojantis riebalų rūgštims netgi labai maţomis 

koncentracijomis (2 M) statistiškai patikimai sumaţėja tar. Km
ADP

, t.y. didėja oksidacinio 

fosforilinimo sistemos giminingumas ADP. Todėl vienoje eksperimentų serijoje pabandėme 

nustatyti Km
ADP

 reikšmes piruvatui+malatui, t.y. pirmo kvėpavimo komplekso substratams, o kitoje 

eksperimentų serijoje – antro kvėpavimo komplekso substratui sukcinatui iškart po 1 µM palmitoil-

L-karnitino oksidacijos. Poliarografinės kreivės pavyzdys naudojant substratus piruvatą+malatą 

pateiktas 16 paveiksle. 

 

 

16 pav. Poliarografinės kreivės titruojant ţiurkės širdies raumens skaidulų kvėpavimą ADP 

(substratas piruvatas + malatas) po 1 µM palmitoil-L-karnitino oksidacijos pavyzdys.  

O – skaidula; A1 – palmitoil-L-karnitinas 1 µM; A2 – piruvatas+malatas (6+6 mM); A3 – adp 10 

µM; A4 – ADP 1,2 mM. 

 

Intervale 0–A1 skaidulos buvo inkubuojamos terpėje be kvėpavimo substratų apie 3 min 

tam, kad susioksiduotų skaidulų endogeniniai substratai. Toliau dedama 1 µM palmitoil-L-karnitino 

(priedas A1) ir leidţiama kvėpuoti apie 3 min, kad pilnai susioksiduotų riebalų rūgštis, tada jau 

dedamas piruvatas+malatas ir titruojama ADP. Kontroliniuose bandiniuose buvo titruojama ADP 

naudojant substratus piruvatą+malatą arba sukcinatą (+amitalį). 
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4 lentelėje pateikti kvėpavimo parametrai substratu naudojant piruvatą+malatą. 

 

4 lentelė. Kvėpavimo parametrų palyginimas su kontrole (substratas piruvatas+malatas) 

ţiurkės širdies raumens skaiduloms oksiduojant piruvatą+malatą po 1 M palmitoil-L-

karnitino oksidacijos. 

 Km VADP–Vo VADP/Vo VADP/Vatr VADP Vo 

Piruvatas+malatas 

6 + 6 mM 
223  56,0 46  3,8 2,91  0,2 4,4  0,0 73,4  6,3 26,6  0,9 

Piruvatas+malatas 

po 1 M palm-L-

karn oksidacijos 

211  39,6 45,8  4,5 2,33  0,1 2,9  0,0 57,7  2,9 24,8  0,9 

Matavimų temperatūra 37
o
C, n = 5 (poriniai). Km

ADP
 išreikšta M, kvėpavimo greitis išreikštas 

nmolO/min/mg sausų skaidulų svorio. 

 

Toliau siekėme išsiaiškinti, ar riebalų rūgščių poveikis oksidacinio fosforilinimo tar. Km
ADP

 

yra grįţtamas, kai oksiduojamas antro kvėpavimo grandinės komplekso substratas. Tam naudojome 

substratą sukcinatą. Pirmą kvėpavimo kompleksą inhibavome amitaliu (galutinė koncentracija 

kiuvetėje 1 mM), jį dėdami į kiuvetę po to, kai susioksidavo endogeniniai substratai, po amitalio 

pridėtas sukcinatas, ir titruojama ADP (5 lentelė). 

 

5 lentelė. Kvėpavimo parametrų palyginimas su kontrole (substratas sukcinatas) ţiurkės 

širdies raumens skaiduloms oksiduojant sukcinatą po 1 M palmitoil-L-karnitino oksidacijos. 

 Km VADP–Vo VADP/Vo Vcitc/VADP VADP Vo 

Sukcinatas  

12 mM 

183,7  

34,7 

24,5  

1,87 

1,37  

0,04 

0,99  

0,06 

72,9  

6,08 

56,3  

2,9 

Sukcinatas 

po 1 M palm-L-

karn oksidacijos 

164,8  

33,0 

20,3  

2,5 

 

1,29  

0,03 

1,02  

0,04 

68,03  

3,2 

52,05  

1,48 

Matavimų temperatūra 37
o
C, n = 5 (poriniai). Km išreikšta M, kvėpavimo greitis išreikštas 

nmolO/min/mg sausų skaidulų svorio. 

 

Gavome, kad 1 µM palmitoil-L-karnitino oksidacija nekeitė po jos vykstančios nei 

piruvato+malato, nei sukcinato oksidacijos (statistiškai patikimai nepasikeitė nei tariamoji Km 
ADP

, 

nei kvėpavimo greitis VADP–Vo, nei kiti kvėpavimo parametrai (4, 5 lentelės). Tai rodo, kad riebalų 

rūgščių oksidacija nesukelia negrįţtamų pokyčių mitochondrijose, todėl nedaro įtakos po jos 

vykstančio oksidacinio fosforilinimo kinetiniams rodikliams. Taigi, nors riebalų rūgščių oksidacijos 
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metu  oksidacinio fosforilinimo sistemos giminingumas ADP yra padidėjęs, tačiau riebalų rūgščių 

oksidacija neturi įtakos po jos vykstančiai neriebalinės kilmės substratų oksidacijai. Kol kas nėra 

aiškus mechanizmas, kokiu būdu riebalų rūgščių oksidacija keičia oksidacinio fosforilinimo 

sistemos giminingumą ADP.  

 

6.1.4. Riebalų rūgščių poveikis izoliuotų mitochondrijų brinkimui 

 

Osmosinis brinkimas vyksta dėl jonų transporto per vidinę mitochondrijų membraną. Jei 

mitochondrijos suspenduotos izotoninėje matriksui terpėje, tai brinkimas nevyksta (nėra jonų 

pernašos per vidinę membraną). Brinkimo metu (kai terpė hipertoninė matriksui) dėl padidėjusio 

jonų srauto į matriksą didėja matrikso tūris, vidinė membrana išsivynioja, galiausiai plyštant 

išorinei membranai [107]. Matriksui brinkstant sumaţėja tarpmembraninė erdvė ir pagausėja 

kontaktinių vietų tarp vidinės ir išorinės membranų.  

Mitochondrijų suspensijos yra drumstos ir išsklaido šviesą dėl refrakcijos indeksų tarp 

matrikso ir terpės skirtumų. Matrikso tūrio padidėjimas brinkstant dėl pralaidaus tirpinio 

pritekėjimo į matriksą nulemia sumaţėjusį šviesos išsklaidymą, nes matrikso refrakcijos indeksas 

lyginamas su terpės refrakciniu indeksu [107]. 

Tiriant riebalų rūgštis buvo parodyta [40], kad abu palmitoilkarnitino izomerai, tiek L-, tiek 

D-, yra transportuojami katijonų formoje į mitochondrijas, ir abu panašiu laipsniu sukelia 

mitochondrijų matrikso brinkimą. Atsiţvelgiant į tai buvo padaryta išvada, kad brinkimas arba kiti 

su riebalų rūgščių transportu susiję struktūriniai mitochondrijų pokyčiai nėra pakankami faktoriai, 

sukeliantys išorinės membranos laidumo ADP-ui pokyčius [4]. Matyt, yra būtinas bendras poveikis: 

tiek riebalų rūgščių oksidacijos, tiek riebalų rūgščių transporto sukelto mitochondrijų brinkimo. 

Atrodo, kad dėl riebalų rūgščių oksidacijos pakinta mitochondrijų savybės, o tai nulemia didesnį 

porino laidumą ADP-ui. 

Naudodami KCl terpėje išskirtas iš ţiurkės širdies mitochondrijas pabandėme įvertinti, ar 

oksiduojantis riebalų rūgštims mitochondrijos brinksta. Šių eksperimentų tikslas buvo nustatyti, ar 

mūsų įprastai naudojama palmitoil-L-karnitino koncentracija (9 µM) sukelia izoliuotų 

mitochondrijų brinkimą. 

Brinkimo matavimai atlikti spektrofotometru He ios  ties 540 nm ilgio banga esant 37
o
C 

skaidulų kvėpavimo matavimo terpėje, papildytoje gliukoze ir heksokinaze. Izoliuotų mitochondrijų 

kiuvetėje buvo 0,5 mg baltymo/ml. Naudotos įvairios palmitoil-L-karnitino koncentracijos mišinyje 

su malatu (0,24 mM), siekiant nustatyti, kurios iš jų sukelia izoliuotų mitochondrijų brinkimą. 6 
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lentelėje pateiktos riebalų rūgšties koncentracijos ir optinio tankio pokytis (sumaţėjimas) per 5 

minutes, o 17 paveiksle  tipinės mitochondrijų brinkimo kreivės. 

 

6 lentelė. Palmitoil-L-karnitino koncentracijos įtaka izoliuotų mitochondrijų brinkimui, 

registruotam pagal optinio tankio pokytį ties 540 nm ilgio banga. 

Palm-L-karnitino konc. kiuvetėje Šviesos sugerties sumaţėjimas po 5 min inkubacijos 
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17 pav. Mitochondrijų brinkimo kreivės, naudojant skirtingas palmitoil-L-karnitino 

koncentracijas. Šviesos sugertis matuota ties 540 nm ilgio banga. Matavimai atlikti esant 37
o
C 

temperatūrai. 

 

6 lentelėje ir 17 paveiksle pateikti duomenys rodo, kad mūsų įprastai naudota palmitoil-L-

karnitino koncentracija 9 µM nesukelia izoliuotų mitochondrijų brinkimo fiziologinėje druskinėje 

terpėje, kuri naudojama skaidulų kvėpavimui matuoti. Tuo tarpu didesnės šios riebalų rūgšties 

koncentracijos, pradedant 27 µM, sukelia brinkimą. Toliau didinant palmitoil-L-karnitino 

koncentraciją brinkimo greitis didėjo (17 pav.). Taigi, mitochondrijos brinksta, naudojant 27 M ir 

didesnes koncentracijas. 
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6.1.5. Didelių koncentracijų palmitoil-L-karnitino įtaka izoliuotų ţiurkės širdies 

mitochondrijų kvėpavimui 

 

Ţinoma, kad riebalų rūgštys, naudojamos didelėmis koncentracijomis, gali permeabilizuoti 

išorinę mitochondrijų membraną [4]. Todėl norėjome įvertinti didelės koncentracijos (iki 80 M) 

riebalų rūgščių įtaką izoliuotų mitochondrijų kvėpavimo parametrams.  

Naudojome KCl terpėje izoliuotas ţiurkės širdies raumens mitochondrijas, kurių baltymo 

kiekis buvo nustatytas Biureto metodu, aprašytu skyrelyje „Medţiagos ir metodai“. Apskaičiuotas 

1,6 ml oksimetrinei kiuvetei reikiamas mitochondrijų suspensijos tūris, kad baltymo būtų 0,5 

mg/ml. Naudotos palmitoil-L-karnitino koncentracijos ribose 9–80 µM, kontrolei substratu 

naudotas piruvatas+malatas (6+ 6mM). Gauti kvėpavimo parametrai pateikti 7 lentelėje. 

 

7 lentelė. Palmitoil-L-karnitino įtaka izoliuotų ţiurkės širdies mitochondrijų kvėpavimo 

parametrams (n = 2). 

Palm-L-karnitino 

koncentracija, µM 

VADP/Vo Vo VADP Vcitc/VADP 

9 5,8  0,32 45,4  3,65 315,9  1,05 0,98  0,02 

23 5,2  0,16 52,7  0,77 297,6  0,15 1,01  0,02 

40 4,6  0,39 55,3  5,65 284,5  2,41 1,02  0,03 

80 4,4  0,18 47,9  0,85 239,3  8,15 1,01  0,24 

Piruvatas+malatas 

6+6 mM 
6,2  0,33 39,9  3,21 296,9  5,12 1,09  0,05 

 

Palmitoil-L-karnitinas, naudotas didelėmis koncentracijomis, turėjo tendenciją maţinti (iki 

24 proc.) kvėpavimo kontrolės koeficientą ir trečios metabolinės būsenos greitį, lyginant su 

parametrais, gautais, naudojant 9 M, tačiau nekeitė kvėpavimo greičio antroje metabolinėje 

būsenoje bei citochromo c poveikio į trečią metabolinį greitį. 

Gauti duomenys rodo, kad didţiausia palmitoil-L-karnitino koncentracija neturėjo įtakos 

mitochondrijų kvėpavimui antroje metabolinėje būsenoje (Vo), tačiau turėjo tendenciją maţinti tiek 

kvėpavimo kontrolę VADP/Vo, tiek trečios metabolinės būsenos greitį VADP atitinkamai 30 proc. ir 

20 proc. lyginant su piruvatu+malatu; abu parametrai turėjo tendenciją maţėti 24 proc. lyginant su 

įprastai mūsų naudojama palmitoil-L-karnitino koncentracija (9 M). Citochromas c nestimuliavo 

kvėpavimo, tai rodo, kad išorinė mitochondrijų membrana išliko nepaţeista, netgi naudojant dešimt 

kartų didesnes riebalų rūgšties esterio koncentracijas. 
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6.1.6. Temperatūros įtaka riebalų rūgštis oksiduojančių mitochondrijų in situ 

 kvėpavimo parametrams 

 

Daţnai mitochondrijų kvėpavimas eksperimentinio pobūdţio darbuose tiriamas naudojant 

dirbtines izoliavimo terpes esant ţemesnei temperatūrai (20
o
C, 25

o
C, 30

o
C), nei fiziologinė 37

o
C. 

Šiame darbe tiriant ţiurkės širdies raumens skaidulų kvėpavimą esant 37
o
C temperatūrai naudota 

artima fiziologinei druskinė terpė. 

Medicinos praktikoje miokardo apsaugai aortos – vainikinių jungčių suformavimo operacijų 

metu taikomi skirtingi kardioplegijos metodai: kristaloidinė (4
o
C), drungno kraujo (29

o
C) ir šilto 

kraujo (35-37
o
C). Šie metodai skiriasi ne tik tirpalo sąstatu, bet ir tirpalo temperatūra. Taigi, 

naudojamas gana platus temperatūros intervalas. Vadinasi, aktualu įvertinti mitochondrijų 

kvėpavimo parametrus esant tiek fiziologinei, tiek ir ţemesnei temperatūrai. 

 Šiame darbe norėjome palyginti mitochondrijų kvėpavimo parametrus esant skirtingoms 

temperatūroms. Tyrėme temperatūros (25
o
C ir 37

o
C) įtaką mitochondrijoms in situ oksiduojant 

palmitoil-L-karnitiną. Temperatūros padidinimas nuo 25
o
C iki 37

o
C palmitoil-L-karnitino 

oksidacijos atveju sumaţino tariamąją Km
ADP

 2,6 karto (18 pav.).  
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18 pav. Tar. Km
ADP  

priklausomybė nuo temperatūros saponinu permeabilizuotose ţiurkės 

širdies raumens skaidulose. Substratas: palmitoil-L-karnitinas+malatas (9 M+0,24 mM), n = 7 

poriniai eksperimentai. *p < 0,05, duomenys palyginti Stjudento t-testu.  

 

Tačiau esant 37
o
C temperatūrai antros (ketvirtos) metabolinės būsenos greitis (Vo) turėjo tendenciją 

didėti, lyginant su Vo esant 25
o
C temperatūrai (8 lent.). Matyt, tai įvyksta dėl to, kad padidėjęs 
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membranos takumas esant aukštesnei temperatūrai sukelia padidėjusį protonų srautą į mitochondrijų 

matriksą. 

 

8 lentelė. Temperatūros įtaka pagrindiniams ţiurkės širdies raumens skaidulų kvėpavimo 

parametrams. 

Matavimų  

temperatūra 

n Vo VADP VADP+citc/VADP VADP/Vo 

25
o
C 7 11,4  0,9 29,4  2,8 1,1  0,03 2,7  0,3 

37
o
C 7 24,2  2,1 36,0  3,5 1,05  0,02 1,6  0,1 

Substratas palmitoil-L-karnitinas 9 M+malatas 0,24 mM. Kvėpavimo greitis išreikštas 

nmolO/min/mg sausų skaidulų svorio. 

 

Įdomu paţymėti tai, kad ankstesni mūsų darbai su neriebalinės kilmės substratais 

(sukcinatu) taip pat parodė, jog temperatūros pakėlimas nuo 20
o
C iki 37

o
C sumaţina tariamąją 

Km
ADP

 panašiu laipsniu (2,3 kartus) [3]. Galbūt, tai įvyksta dėl fizinių-cheminių mitochondrijų 

išorinės membranos pokyčių (takumo, porų diametro kitimų) ar gali atspindėti pokyčius 

difuziniame sluoksnyje, esančiame prie mitochondrijų, vykstančius esant fiziologinei (37
o
C) 

temperatūrai. Tačiau ši Km
ADP

 reikšmė 37
o
C temperatūroje oksiduojantis sukcinatui išlieka ţymiai 

didesnė (145  35 µM), nei oksiduojantis palmitoil-L-karnitinui. Tai leidţia manyti, jog oksidacinio 

fosforilinimo sistemos giminingumas ADP oksiduojant riebalų rūgštis širdies raumens ląstelėse yra 

reguliuojamas riebalų rūgščių oksidacijos fermentinės sistemos komponentų ir kad riebalų rūgščių 

poveikis oksidacinio fosforilinimo reguliavimui gali pasireikšti ir hipoterminės kardioplegijos 

atveju. 
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6.2. Mitochondrijų in situ kvėpavimo reguliavimo vykstant riebalų rūgščių 

oksidacijai palyginimas stimuliuojant kvėpavimą egzogeniniu ADP bei ATP 

 

Palyginimui naudodami substratą palmitoil-L-karnitiną nustatėme Km
ADP 

ir Km
ATP

 reikšmes 

esant 37
o
C temperatūrai (n = 5) (19 pav.); kontrolei naudotas piruvatas+malatas.  
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19 pav. Kvėpavimo substrato įtaka Km
ADP

 ir Km
ATP

 reikšmėms. Balti stulpeliai: kvėpavimas 

stimuliuotas ADP, pilkas: kvėpavimas stimuliuotas ATP. Matavimų temperatūra 37
o
C; *p < 0,05 

lyginant su piruvatu+malatu; n = 5 (neporiniai). Duomenys palyginti dispersinės analizės Dunett 

kriterijumi. 

 

Tokiu būdu palyginome mitochondrijų kvėpavimo reguliavimo kinetiką tiek stimuliuojant 

kvėpavimą egzogeniniu ADP, tiek egzogeniniu ATP. Kai kvėpavimas buvo stimuliuojamas 

egzogeniniu ATP, miofibrilių ir sarkoplazminio tinklo ATP-azės gamino endogeninį ADP, kuris 

buvo tiesiogiai tiekiamas mitochondrijoms [108]. Dėl to terpėje aptinkama labai maţa ADP 

koncentracija [7, 108]. 

Kvėpavimo parametrai pateikti 9 lentelėje. Kaip matyti 19 pav., su palmitoil-L-karnitinu 

gavome statistiškai patikimai nesiskiriančias reikšmes, būtent Km
ADP

=59  26, Km
ATP

=55,1  9. Be 

to, jos buvo labai maţos, lyginant su Km
ATP

 reikšmėmis, būdingomis piruvatui+malatui ir panašios į 

Km
ADP

 reikšmes, kurias gavome anksčiau [4]. Maţos Km
ATP

 reikšmės saponinu apdorotose 

skaidulose su palmitoil-L-karnitinu buvo nustatytos pirmą kartą. Maţa Km reikšmė, gauta, titruojant 
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egzogeniniu ATP, ir nesiskirianti nuo Km
ADP

 reikšmės, rodo, kad riebalų rūgščių efektas nepriklauso 

nuo ADP patekimo į mitochondrijas kelio (egzogeninio ar endogeninio, t.y. pagaminto ląstelės 

ATP-azių). 

 

9 lentelė. Ţiurkės širdies raumens skaidulų kvėpavimo parametrų palyginimas titruojant 

egzogeniniu ADP bei ATP. 

 titruojant ADP titruojant ATP 

Km 58,8 26,0 55,1 9,2 

Vo 24,9 2,5 27,1 2,7 

VADP 49,1 4,5 48,2 3,8 

VADP/Vo 1,99 0,2 1,69 0,1 

VADP Vo 33,4 8,7 21,8 6,0 

VADP/Vatr 2,8 0,4 2,3 0,3 

Substratas palmitoil-L-karnitinas 9 M+malatas 0,24 mM, n = 5 poriniai eksperimentai. Kvėpavimo 

greitis išreikštas nmolO/min/mg sauso svorio. Matavimai atlikti esant 37
o
 C temperatūrai. 

 

Taigi, riebalų rūgščių oksidacijos sukeltas Km sumaţėjimo reiškinys stebimas ir 

fiziologiškesniame modelyje, nei naudotame anksčiau, būtent, stimuliuojant kvėpavimą 

egzogeniniu ADP [4]. Buvo parodyta [108], kad šiame modelyje ADP, pagamintas viduląstelinių 

ATP-azių, yra tiesiogiai tuneliuojamas į mitochondrijas, neatsipalaiduojant į terpę, jei 

mitochondrijų oksidacinis fosforilinimas vyksta aktyviai. 
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6.3. Išorinės mitochondrijų membranos laidumo įvertinimas panaudojant 

egzogeninę ADP-suvartojančią sistemą. Kreatino efektas: tiesioginio metabolinio 

ADP tuneliavimo įrodymas 

 

Mitochondrijas, sarkoplazminį tinklą ir miofibrilių ATP-azes per metabolinį tuneliavimą ir 

energijos pernašą sujungia kreatino kinazės – fosfokreatino ir adenilato kinazės sistemos [7, 61] (20 

pav.). 

 

20 pav. Schematinis viduląstelinių energetinių vienetų (ICEU) raumenų ląstelėse 

pavaizdavimas [7]. 

 

Iki šiol nėra ţinoma, kaip tiksliai in vivo veikia grįţtamasis ryšys tarp miofibrilių ir ląstelinių 

bei subląstelinių membranų ATP-azių ir mitochondrijų, atsakingas uţ laisvosios energijos gamybos 

suderinimą priklausomai nuo energijos poreikių. Manoma, kad subląsteliniame lygyje 

kompartmentalizuoti kreatino kinazės (CK) izofermentai vaidina pagrindinį vaidmenį kontroliuojant 

energijos gamybą ir energijos transportą į citoplazminį kompartmentą [109]. 

Daugelis studijų [7, 35, 61] parodė, kad mitochondrijų kvėpavimą gali kontroliuoti 

tarpmembraninėje erdvėje esanti mitochondrinė kreatino kinazė (miCK), lokaliai gamindama ADP. 

Teigiama, kad raumenų ląstelėse skirtingi CK izofermentai yra funkciškai ir/arba struktūriškai 

susieti arba su energijos suvartojimo vietomis (ląstelės ATP-azės) arba su energijos gamybos 

vietomis (glikolizė ir mitochondrijos) tam, kad palengvintų energijos pernašą į citoplazminį 
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kompartmentą, panaudojant galinčius difunduoti tarpininkus kreatiną (Cr) ir fosfokreatiną (PCr). 

Sutinkamai su šiuo modeliu ADP, pagamintas miofibrilėse, veikiant citozolinei CK, yra nedelsiant 

refosforilinamas į ATP, panaudojant fosforilo grupę iš PCr, kai tuo tarpu Cr difunduoja atgal į 

mitochondrijas, kur, veikiant miCK tarpmembraninėje erdvėje, vėl refosforilinamas į PCr [109]. 

Turint omenyje tai, kad miCK funkciškai susieta su ADP/ATP nešikliu ir tai, kad išorinės 

mitochondrijų membranos laidumas adenino nukleotidams širdies raumens skaidulose yra apribotas, 

ADP, kurį pagamina miCK tarpmembraninėje erdvėje, yra efektyvesnis stimuliuojant kvėpavimą, 

nei ADP, pagamintas tiesiogiai citoplazmoje [10, 20]. 

Buvo parodyta [35, 46], kad saponinu permeabilizuotose raumenų ląstelėse miofibrilių ir 

sarkoplazminio tinklo ATP-azės yra intaktiškos, todėl šie preparatai yra tinkami tirti mitochondrijų 

kvėpavimo in situ reguliavimą endogeniniu ADP, kurį pagamina viduląstelinės ATP-azės, 

hidrolizuojančios egzogeninį ATP. Padidinto pralaidumo skaidulose ADP gamina tiek miofibrilių, 

tiek sarkoplazminio tinklo Ca,MgATP-azės. 

Mūsų panaudotame eksperimentiniame modelyje ADP, generuotą ATP-azių reakcijoje, 

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

pav.).  

 

 
 

 

21 pav. Eksperimentinės modelinės sistemos naudojant egzogeninę PK+PEP schema.  

SR - sarkoplazminis tinklas, Sm - miofibrilių sarkomeras, Pi - neorganinis fosfatas, PK - piruvato 

kinazė, PEP - fosfoenolpiruvatas, LDH - laktato dehidrogenazė 

 

Taigi, egzogeninį ATP ATP-azės verčia ADP, dėl kurio mitochondrijos konkuruoja su 

PK+PEP sistema. Jei ADP tiesiogiai tuneliuojamas į mitochondrijas, egzogeninė PK+PEP sistema 

turėtų neslopinti kvėpavimo arba slopinti jį neţymiai. Mes pabandėme išsiaiškinti, ar skiriasi 

PK+PEP efektas oksiduojantis riebalinės (palmitoil-L-karnitinas) ir neriebalinės prigimties 

(glutamatas+malatas) substratams. Šis efektas rodytų, ar skiriasi išorinės membranos laidumas 
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oksiduojantis skirtingiems substratams. Remiantis ankstesniais darbais [4], parodţiusiais ţenklų 

Km
ADP 

sumaţėjimą mitochondrijoms oksiduojant riebalų rūgštis, buvo iškelta prielaida, kad išorinė 

mitochondrijų membrana laidesnė ADP-ui, oksiduojantis riebalinės kilmės substratams.  

Naudodami PK+PEP eksperimentinį modelį, mes tyrėme funkcinių kompleksų, kuriuos 

sudaro mitochondrijos ir miofibrilių bei sarkoplazminio tinklo Ca,MgATP-azės, funkcionavimą 

skirtingose sąlygose (esant skirtingoms temperatūroms 25
o
C ir 37

o
C ir skirtingiems substratams). 

Kvėpavimo registravimo schema pateikta 22 pav. 
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22 pav. Ţiurkės širdies raumens skaidulų kvėpavimo greičio registravimo naudojant 

egzogeninę PK+PEP sistemą schema. Substratas palmitoil-L-karnitinas 9 μΜ+malatas 0,24 mM+ 

PEP 8 mM. Nurodyti priedai, jų koncentracijos ir skaidulų kvėpavimo greičiai (atskiro 

eksperimento). 

 

Priedų koncentracijos ir absoliutūs greičiai su abiem mūsų naudotais substratais 

glutamatu+malatu bei palmitoil-L-karnitinu pateikti 10 lent.  

23 pav. pateiktas poliarografinės kreivės oksiduojantis palmitoil-L-karnitinui pavyzdys, 

kuris parodo priedų sudėjimo į kiuvetę tvarką, priedų galutines koncentracijas kiuvetėje bei 

uţregistruotus kvėpavimo greičius. 
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10 lentelė. Kreatino kinazės sąryšio (angl. coupling) su ANT oksimetrinis tyrimas: ADP-

suvartojančios PK+PEP sistemos ir kreatino efektai saponinu permeabilizuotų ţiurkės širdies 

skaidulų kvėpavimo greičiui. 

  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 22,4 ± 2,3 

VATP [2 mM] 31.5 ± 2,7 43,8± 2,8 28,0 ± 1,9 47,7 ± 2,7 

Vpk [20 U/ml] 26,3 ± 2,4 n.n. 25,1 ± 2,1 n.n. 

Vpk [40 U/ml] 22,6 ± 2,1 29,3 ± 1,8 21,7 ± 2,1 33,0 ±1,6 

Vkreat[20 mM] 32,8 ± 2,9 41,8 ± 6,7 33,9 ± 2,3 44,5 ± 2,3 

Vcitc/Vkreat 1,02 ± 0,02 0,97 ± 0,02 1,04 ± 0,01 0,90 ± 0,02 

n = 5 poriniai eksperimentai. Kvėpavimo greitis išreikštas nmolO/min/mg sausų skaidulų svorio. Vo 

-pradinis kvėpavimo greitis; VATP - kvėpavimo greitis pridėjus 2 mM ATP; Vpk [20 U/ml], Vpk [40 

U/ml] -  kvėpavimo greitis esant atitinkamai 20 arba 40 U/ml PK (n.n. - nenustatyta); Vkreat [20 

mM] - kvėpavimo greitis pridėjus 20 mM kreatino. 

 

 

 

23 pav. Poliarografinės kreivės pavyzdys. Kreatino kinazės sąryšio (coupling) su ANT 

oksimetrinis tyrimas. Priedų sudėjimo į kiuvetę tvarka (nurodyta galutinė koncentracija kiuvetėje): 

O – Palm-L-carn 9 M + Mal 0,24 mM + PEP 8 mM + skaidula; A1 – ATP 2 mM;  

A2 – PK 40 U/ml; A3 – kreatinas 20 mM; A4 – cyt c 35 M; A5 – atr 125 M. 
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24 pav. pateikti santykiniai greičiai: VATP greičio sumaţėjimas (proc.) dėl PK+PEP ADP 

sunaudojančios sistemos poveikio (tiek [20 U/ml], tiek [40 U/ml] PK priedų) bei kreatino priedo 

sukeltas greičio padidėjimas (proc.) po antro PK priedo [40 U/ml]. 

Egzogeninio citochromo c pridėjimas į terpę kvėpavimo greičio trečioje metabolinėje 

būsenoje nepadidino. Tiek oksiduojantis glutamatui+malatui, tiek ir palmitoil-L-karnitinui gautos 

neţymios citochromo c efektų reikšmės 0,9–1,04 rodo, kad mitochondrijų išorinė membrana 

oksiduojantis skirtingos prigimties substratams išlikusi intaktiška. 
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24 pav. PK+PEP ADP-suvartojančios sistemos ir kreatino įtaka saponinu apdorotų (Sap) bei 

saponinu+kolagenaze apdorotų (Sapkol) ţiurkės širdies skaidulų kvėpavimui skirtingose 

temperatūrose naudojant kvėpavimo substratais glutamatą+malatą ir palmitoil-L-karnitiną. 

Pateikta PK [20 U/ml] efektas greičiui VATP; PK [40 U/ml] efektas greičiui VATP; kreatino efektas 

greičiui VPK [40 U/ml]. n = 5 (poriniai eksperimentai). p < 0.05 lyginant su 37
o
C su palmitoil-L-

karnitinu; duomenys palyginti Tukey kriterijumi. 

 

Akivaizdu (10 lent.), kad 2 mM ATP priedas dėl iš ATP susidariusio endogeninio ADP 

ţymiai ir panašiai su abiem substratais stimuliuoja skaidulų kvėpavimą. 40 U/ml PK, esant terpėje 

PEP, slopino kvėpavimą apie 30 proc., šiek tiek maţesnis efektas (23 proc.) gautas tik su palmitoil-

L-karnitinu esant 25
o
C (24 pav.). Slopinantis skaidulų kvėpavimą PK efektas su glutamatu+malatu 

gerai atitinka kitų tyrėjų [7, 108] gautus rezultatus naudojant šį substratą.  
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Analogiški eksperimentai buvo atlikti esant 37
o
C naudojant tiek saponinu, tiek ir kolagenaze 

apdorotas skaidulas. Gavome statistiškai patikimai tarp substratų nesiskiriančius tiek 20 U/ml, tiek 

40 U/ml PK, tiek 20 mM kreatino priedų efektus, tačiau lyginant su saponinu apdorotomis 

skaidulomis šie efektai buvo didesni (24 pav.). Taigi, šie duomenys rodo, kad didţioji dalis 

endogeniškai generuoto ADP saponinu apdorotose skaidulose nėra lengvai prieinama egzogeninei 

PK+PEP sistemai, jei mitochondrijos kvėpuoja aktyviai. Aišku, kad dėl didesnio kolagenaze ir 

saponinu apdorotų skaidulų laidumo gauti didesni PK+PEP bei kreatino efektai. Egzogeninio 

citochromo c testas (kvėpavimas nepagreitėjo pridėjus citochromo c) rodo, kad išorinė membrana 

intaktiška ir ADP, lokalizuotas tarpmembraninėje erdvėje, nėra prieinamas PK; PK veikia išimtinai 

mitochondrijų išorėje. 

Taigi, nei temperatūros padidinimas (nuo 25
o
C iki 37

o
C), nei riebalų rūgščių oksidacija 

nekeičia slopinančio kvėpavimą egzogeninės PK poveikio, ir, matyt, ADP koncentracijos terpėje. 

Paţymėtina, kad 20 mM kreatino pridėjimas esant 2 mM ATP bei egzogeninei PK+PEP sistemai 

ţymiai ir panašiai su abiem substratais (1,35–1,56 kartus) padidino kvėpavimo greitį. Taigi, 

remiantis gautais rezultatais galima teigti, kad ryšio tarp mi-CK ir ANT efektyvumas nesiskyrė 

vykstant skirtingos prigimties substratų oksidacijai. 

 

Toliau bandėme įvertinti, kiek PK reikia, kad būtų maksimaliai uţinhibuotas skaidulų 

kvėpavimas. Mitochondrijų in situ kvėpavimą matavome esant 37
o
C temperatūrai. Titravome 

trečios metabolinės būsenos greitį, stimuliuotą 2 mM egzogeninio ATP. Gavome (25 pav.), kad 20-

40 U/ml PK priedas sukelia staigų kvėpavimo greičio sumaţėjimą, ypač ryškų oksiduojantis 

glutamatui+malatui; toliau didinant PK kiekį iki 80 U/ml kvėpavimas slopinamas neţymiai. Pilnos 

kvėpavimo inhibicijos nepavyko gauti, manoma, dėl skaidulų kvėpavimo greičio savaiminio 

maţėjimo ilgos jų inkubacijos metu, kada vienas po kito dedama daug priedų. 
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25 pav. Ţiurkės širdies raumens skaidulų kvėpavimo greičio priklausomybė nuo pridėto PK 

kiekio. Matavimų temperatūra 37
o
C; n = 3 (poriniai). Kvėpavimo greitis išreikštas nmolO/min/mg 

sausų skaidulų svorio. 

 

Taigi, mūsų gauti duomenys rodo, kad kai ADP iš ATP-azių tiesiogiai tuneliuojamas į 

mitochondrijas, CK sistema vaidina svarbų vaidmenį energijos pernašoje tarp viduląstelinių 

laisvosios energijos panaudojimo ir gamybos vietų, nepaisant ţymaus Km
ADP

 sumaţėjimo, kurį 

sukelia tiek riebalų rūgščių oksidacija, tiek temperatūros padidinimas. 

 

6.4. Kreatino įtaka mitochondrijų in situ kvėpavimo reguliavimui 

 

Šioje eksperimentų serijoje tyrėme kreatino įtaką mitochondrijų in situ kvėpavimo 

reguliavimui (saponinu permeabilizuotose ţiurkės širdies raumens skaidulose). Kreatinas, kuriuo 

papildoma matavimo terpė, stimuliuoja kvėpavimą, aktyvuodamas mi-CK tarpmembraninėje 

erdvėje, taigi, mi-CK katalizuojamos reakcijos 

Cr+ATP CrP+ADP 

pusiausvyra pasislenka dešinėn. 
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Tyrimo objektu pasirinkome padidinto pralaidumo (saponinu permeabilizuotas) ţiurkės 

širdies raumens skaidulas. Permeabilizuotas skaidulas sudaro ląstelės, kurios dėl sarkolemos 

permeabilizacijos praradusios tirpius citozolio fermentus, bet visos struktūros, tokios, kaip 

mitochondrijos, miofibrilės, sarkoplazminis tinklas ir fermentai, asocijuoti su jomis, išlieka 

intaktiški [12]. Taigi, kreatinas aktyvuoja ADP gamybą per mitochondrinę kreatinkinazę, kuri yra 

funkciškai susieta su adenino nukleotidų nešikliu, todėl gali vykti tiesioginis substratų ir produktų 

tuneliavimas [2, 110]. Šių sistemų (mi-CK ir ANT) sąveikos efektyvumą atspindi mitochondrijų 

kvėpavimą greitinantis kreatino poveikis [2, 38].  

Sąveika tarp mi-CK ir ANT buvo nustatoma dviem būdais:  

(1) Apskaičiuojant tariamasias Km 
ADP 

 ir Vmax reikšmes. Titruojant ADP buvo nustatoma 

nuo išorinio ADP priklausomo mitochondrijų kvėpavimo greičio V–Vo priklausomybė nuo ADP 

koncentracijos matavimo terpėje nesant ir esant 20 mM kreatino;  

(2) Uţregistravus kvėpavimo greitį Vadp esant terpėje 60 µM ADP koncentracijai, buvo 

pridedama 20 mM kreatino. Kreatino efektas, t.y kvėpavimo stimuliavimas kreatinu, buvo 

išreiškiamas santykiu Vkreat/Vadp, čia Vkreat - kvėpavimo greitis su kreatinu, Vadp - kvėpavimo greitis 

be kreatino. 

Kadangi buvo ţinoma, kad oksiduojantis riebalų rūgštims maţėja Km
ADP

, tai buvo 

interpretuojama kaip išorinės mitochondrijų membranos pralaidumo ADP-ui padidėjimas [4]. Todėl 

norėjome išsiaiškinti, ar oksiduojantis riebalinės kilmės substratams išlieka funkcinė sąveika tarp 

mi-CK ir ANT. Įvertinome 20 mM kreatino poveikį skaidulų kvėpavimo parametrams, naudojant 

neriebalinės kilmės substratą piruvatą+malatą bei riebalinės kilmės substratą palmitoil-L-karnitiną 

(+malatą). 11 lentelėje pateikta priedų sudėjimo į kiuvetę tvarka ir nurodyta galutinė priedų 

koncentracija kiuvetėje. Gauti duomenys (11 lentelė) rodo, kad stimuliuojantis skaidulų kvėpavimą 

kreatino efektas Vkreat/Vadp, gautas su šiais abiem skirtingos prigimties substratais, yra panašus. 

Oksiduojantis piruvatui+malatui gavome didesnį greičių santykį VADP/Vkreat, nei oksiduojantis 

palmitoil-L-karnitinui, kadangi abiejų substratų atvejais gauti artimi greičiai Vkreat, tačiau gerokai 

didesnis maksimalus kvėpavimo greitis VADP, gautas oksiduojantis piruvatui+malatui. Paţymėtina, 

kad gavome gana aukštą ir panašią su abiem substratais kvėpavimo kontrolę VADP/Vo (11 lent.). 

Tariamoji Km
ADP

, nustatyta naudojant šiuos du substratus esant 25
o
C temperatūrai, ţenkliai 

skyrėsi : 275 ± 165 µM piruvatui+malatui ir 106 ± 48 µM palmitoil-L-karnitinui (n = 6). Tai rodo 

ţymiai didesnį oksidacinio fosforilinimo sistemos giminingumą ADP oksiduojantis riebaliniam 

substratui palmitoil-L-karnitinui. Panašus citochromo c poveikis šių substratų oksidacijai trečioje 

metabolinėje būsenoje (1,01 ir 1,08) rodo, kad išorinė mitochondrijų membrana išlikusi intaktiška ir 

negalėjo turėti įtakos minėtam Km
ADP 

skirtumui. 
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11 lentelė. Ţiurkės širdies raumens skaidulų, apdorotų saponinu, kvėpavimo parametrai 

naudojant du skirtingus substratus: kreatino efektas. 

Priedai kiuvetėje Galutinė 

koncentracija 

Piruvatas+Malatas 

[6+6 mM] 

Palm-L-karnitinas 

[9 µM] 

Vo  8,7±0,8 7,1±0,6 

Vadp 60 µM 16,9±1,1 15,2±1,3 

Vkreat 20 mM 22,7±1,6 21,4±2,0 

VADP 1,2 mM 61,1±6,1 45,7±0,9 

Vkreat/Vadp  1,37±0,05 1,42±0,04 

VADP/Vo  6,4±0,2 5,5±0,6 

VADP+c/VADP  1,01±0,03 1,08±0,04 

Matavimai atlikti esant 20
o
C temperatūrai. Pateikti 6 neporinių eksperimentų duomenys. 

Kvėpavimo greitis išreikštas nmolO/min/mg sausų skaidulų svorio. 

Vo -  pradinis kvėpavimo greitis;  

VADP+c - kvėpavimo greitis esant 1,2 mM ADP ir 30 µM citochromo c.  

 

Kitoje eksperimentų serijoje, naudodami substratą palmitoil-L-karnitiną, širdies raumens 

skaidulų kvėpavimą analogiškai stimuliavome egzogeniniu ATP (pridėdami į terpę ne ADP, bet 

ATP). Šiuo atveju miofibrilių ir sarkoplazminio tinklo ATP-azės egzogeninį ATP verčia 

endogeniniu ADP, kuris tiesiogiai tiekiamas mitochondrijoms [111]. Duomenys, pateikti 26 pav. 

rodo, kad kreatino efektas, gautas stimuliuojant kvėpavimą egzogeniniu ATP, patikimai nesiskyrė 

nuo efekto, gauto stimuliuojant egzogeniniu ADP. Be to, naudojant skirtingas ATP koncentracijas, 

23 µM ir 37 µM, gautos identiškos kreatino efekto reikšmės. 
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26 pav. Kreatino įtaka ţiurkės širdies raumens skaidulų kvėpavimui esant skirtingoms 

egzogeninio ATP koncentracijoms. Substratas: palmitoil-L-karnitinas 9 µM+malatas 0,24 mM. 

Pateikti penkių neporinių eksperimentų duomenys. Kvėpavimo greitis išreikštas nmolO/min/mg 

sausų skaidulų svorio. Gauti tokie kvėpavimo parametrų vidurkiai: Vo = 5,8 ; Vatp = 7,6–8,1; Vkreat 

[20 mM] = 10,8; V ATP [1 mM] = 18,2. Matavimų temperatūra 25
o
C. 
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Be to, naudodami substratą oktanoil-DL-karnitiną, tyrėme, kaip kreatino efektas priklauso 

nuo egzogeninio ADP koncentracijos (27 pav.).  
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27 pav. Kreatino įtaka mitochondrijų kvėpavimui esant skirtingoms egzogeninio ADP 

koncentracijoms. Substratas: oktanoil-DL-karnitinas 0,36 mM+malatas 0,24 mM. *p < 0.05 

lyginant su 60 M ADP. Duomenys palyginti dispersinės analizės Tukey kriterijumi. Matavimų 

temperatūra 20
o
C. 

 

Šioje eksperimentų serijoje skaidulų kvėpavimas buvo lygiagrečiai registruojamas tiek 

terpėje be kreatino, tiek su 20 mM kreatino. Iš pradinio ir maksimalaus trečios metabolinės būsenos 

kvėpavimo greičio reikšmių, gautų matuojant kvėpavimą abiejose terpėse, apskaičiuotas greičių 

skirtumas, t.y. greitis VADP–V0. Kreatino efektas apskaičiuotas kaip greičių skirtumų VADP–V0 

santykis (27 pav.). Maksimalus kreatino efektas gautas, esant 60 µM ADP koncentracijai. Šis 

efektas patikimai skyrėsi nuo efekto, gauto, esant maţesnei egzogeninio ADP koncentracijai, būtent 

46 M. Ankstesniuose eksperimentuose, naudojant substratą piruvatą+malatą (6+6 mM), buvo 

gautas maksimalus kreatino efektas 1,88 ± 0,14 (Liobikas J, nepublikuoti duomenys), taigi, šie 

rezultatai, naudojant oktanoil-DL-karnitiną, patvirtina anksčiau gautus. 

Kvėpavimo greičio priklausomybę nuo egzogeninio ADP koncentracijos pagal Michaelis-

Menten lygtį nustatėme naudodami substratą oktanoil-DL-karnitiną 0,36 mM (+malatas 0,24 mM) 

(28 pav.). 

 



 62 

0 250 500 750 1000 1250 1500 1750
0

10

20

30

40

+ 20 mM kreatino

-  kreatinas

[ADP], M

V
-V

o
, 

n
m

o
lO

/m
in

/m
g
 s

.s
v
.

 
 

28 pav. Ţiurkės širdies skaidulų kvėpavimo greičio priklausomybė nuo išorinio ADP 

koncentracijos ir kreatino. Substratas: oktanoil-DL-karnitinas 0,36 mM+malatas 0,24 mM. 

Pateikti 7 porinių eksperimentų duomenys. Kvėpavimo greitis išreikštas nmolO/min/mg sausų 

skaidulų svorio. Gautos nesiskiriančios Vmax reikšmės: 29,9  1,8 (terpėje be kreatino) ir 31,1  1,6 

(terpėje su kreatinu). Km
ADP

 reikšmės: 235  16 µM (terpėje be kreatino), 98  11 µM (terpėje su 

kreatinu). Matavimų temperatūra 20
o
C. 

 

Tariamąsias Km
ADP

 reikšmes skaičiavome iš titravimo ADP-u duomenų. Gavome, kad 

Km
ADP

 reikšmės ţenkliai skyrėsi terpėje be kreatino (235 ± 16 µM) ir terpėje su 20 mM kreatino (98 

± 11 µM). Taigi, oksiduojantis riebalinės kilmės substratams ir esant matavimo terpėje kreatinui, 

stimuliuojama mi-CK katalizuojama reakcija, todėl padidėja oksidacinio fosforilinimo sistemos 

giminingumas ADP-ui. 

Išvada, kad kreatinas ţenkliai sumaţina tariamąją Km
ADP

, neprieštarauja kitų darbų 

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

Kreatino sukeltas kvėpavimo pagreitėjimas esant maţoms ADP koncentracijoms ir 

tariamosios Km
ADP

 sumaţėjimas atspindi funkcinę sąveiką tarp mi-CK ir ANT mitochondrijų 

tarpmembraninėje erdvėje, oksiduojantis riebalų rūgštims. Akivaizdu, kad mitochondrijose 

išsaugoma funkcinė sąveika tarp ADP/ATP nešiklio ir kreatinkinazės, nepaisant ţenkliai 

padidėjusio oksidacinio fosforilinimo sistemos giminingumo ADP-ui, indukuoto oksiduojantis 

riebalų rūgštims.  
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6.5. Dekstrano poveikis mitochondrijų in situ kvėpavimui bei morfologijai 

6.5.1. Makromolekulių įtaka mitochondrijų in situ kvėpavimui 

 

Mitochondrijos in vivo esti citoplazmoje, kurioje, kaip manoma, yra apie 20–30 proc. 

baltymų [63]. Yra gerai ţinoma [14, 15], kad mitochondrijos, izoliuotos ir inkubuotos izotoninėje 

terpėje be makromolekulių, nėra panašios į mitochondrijas in vivo, priešingai mitochondrijoms in 

situ, t.y. lokalizuotoms saponinu permeabilizuotose širdies ir skeleto raumenų skaidulose [3, 35, 

38]. Kadangi izoliavimo metu prarandamas koloidinis osmosinis slėgis, morfologinis mitochondrijų 

vaizdas yra stipriai pakitęs: padidėjusi tarpmembraninė erdvė, sumaţėjęs kontaktinių vietų tarp 

išorinės ir vidinės membranų skaičius. Tokiose sąlygose mitochondrijos yra dirbtinai išbrinkusios 

[14, 64], tuo tarpu kai in situ jos yra kondensuotoje formoje [113]. Tokios makromolekulės, kaip 

albuminas, dekstranas, fikolis, polivinilpirolidonas, pridėtos į inkubacijos terpę, gali atstatyti 

morfologinius pokyčius išoriniame mitochondrijų kompartmente, įvykusius izoliavimo metu. 

Makromolekulės, nepraeidamos pro nepaţeistą išorinę mitochondrijų membraną, sumaţina 

(suspaudţia) mitochondrijų tarpmembraninę erdvę, sudarydamos inkubavimo terpės koloidines-

osmosines sąlygas, panašias į esančias citoplazmoje. Manoma, kad dekstranas veikia mitochondrijų 

funkcijas dėl onkotinio slėgio, kuris priklauso nuo dekstrano koncentracijos [20]. 

Dekstranas [69] ir kitos makromolekulės [70] ne tik sumaţina porino laidumą metabolitams, 

bet ir sukelia pokyčius įtampai jautriose porose. Dekstrano efekto porino laidumui mechanizmas 

molekuliniame lygyje buvo paaiškintas taip, kad dėl onkotinio slėgio sumaţėja poros skersmuo 

[70]. 

Eilė darbų [Kopustinskienė D., magistro tezės], [5] rodo, kad makromolekulių efektas 

tariamajai oksidacinio fosforilinimo Km
ADP

 yra skirtingas naudojant įvairius mitochondrijų 

preparatus, tokius, kaip izoliuotos ţiurkės širdies mitochondrijos, saponinu permeabilizuotos 

ţiurkės širdies raumens ir keturgalvio šlaunies raumens skaidulos. Taip yra todėl, kad skiriasi 

oksidacinio fosforilinimo sistemos giminingumas ADP-ui šiuose preparatuose [36]. 

Makromolekulių efektas gali būti aiškinamas tuo, kad makromolekulės sukelia struktūrinius 

pokyčius mitochondrijų išoriniame kompartmente [42]. Buvo iškelta hipotezė, kad makromolekulės 

mitochondrijų išoriniame kompartmente sudaro nesimaišantį sluoksnį, kuris veikia kaip difuzijos 

barjeras adenino nukleotidams [20]. 

 

Šiame darbe, naudodami tiek riebalinės, tiek neriebalinės kilmės substratus, tyrėme 

dekstrano poveikį oksidacinio fosforilinimo sistemos kinetinėms savybėms. Skaidulų kvėpavimui 
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tirti naudota terpė buvo papildoma 5 proc. dekstranu T-70. Tokiu būdu buvo imituojamas ląstelės 

citoplazmos onkotinis slėgis. Buvo tiriamas dekstrano poveikis saponinu permeabilizuotų ţiurkės 

širdies raumens skaidulų kvėpavimui, t.y. mitochondrijų in situ kvėpavimui. 

Prieštaringi rezultatai yra gauti tiriant dekstrano įtaką izoliuotų mitochondrijų kvėpavimo 

greičiui. Vieni autoriai [20, 42] yra parodę, kad dekstranas maţina mitochondrijų kvėpavimo greitį 

trečioje metabolinėje būsenoje tuo labiau, kuo didesnė naudota dekstrano koncentracija. Kitos 

studijos [5] parodė, kad 10 proc. dekstrano neturėjo įtakos izoliuotų ţiurkės širdies mitochondrijų 

kvėpavimui ketvirtoje ir trečioje metabolinėse būsenose, bet didino tar. Km
ADP

 nuo 37 ± 0.3 µM iki 

94 ± 6 µM, t.y. 150 proc. Tačiau mūsų darbe tyrimo objektas buvo ne izoliuotos mitochondrijos, bet 

saponinu apdorotos skaidulos. Šie tyrimo objektai labai skirtingi tiek pagal struktūrą, tiek pagal 

tiriamus kvėpavimo parametrus. 

Šiame darbe atlikti mitochondrijų in situ kvėpavimo tyrimai parodė, kad 5 proc. dekstrano 

vienodu laipsniu, būtent 25 proc. sumaţino maksimalų kvėpavimo greitį su abiem substratais, t.y. 

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

Gavome, kad mitochondrijoms oksiduojant neriebalinės kilmės substratą piruvatą+malatą 

terpėje su 5 proc. dekstrano, tariamoji Km
ADP

 reikšmė nesikeitė ir išliko tokia pati aukšta, kaip ir 

terpėje be dekstrano. Paţymėtina, kad maţos tar. Km
ADP

 reikšmės, gautos oksiduojantis palmitoil-L-

karnitinui terpėje be dekstrano reikšmingai (50-60 proc.) padidėjo terpėje su 5 proc. dekstrano T-70. 

Taigi, dekstranas keitė (maţino) išorinės mitochondrijų membranos laidumą tik oksiduojantis 

riebalų rūgštims, bet ne piruvatui+malatui. Svarbu tai, kad gautos Km
ADP

reikšmės su palmitoil-L-

karnitinu (110,6  20,7) nesiekė Km
ADP

reikšmių, gautų su piruvatu+malatu, lygio (255,7  42,5), 

t.y. buvo daugiau nei dvigubai maţesnės (29 pav.). 
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29 pav. 5 proc. Dekstrano poveikis tar. Km
ADP

 (A) ir Vmax (B) saponinu apdorotose ţiurkės 

širdies raumens skaidulose oksiduojantis skirtingos prigimties substratams.  

Matavimų temperatūra 37
o
C; n = 4 (neporiniai). *p  0,05 lyginant be dekstrano. Duomenys 

palyginti dispersinės analizės Dunett kriterijumi. 

 

5 proc. dekstrano įtaka kitiems saponinu apdorotų ţiurkės širdies raumens skaidulų 

kvėpavimo parametrams pateikta 12 lentelėje. 
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12 lentelė.  5 proc. dekstrano T-70 įtaka saponinu apdorotų ţiurkės širdies raumens skaidulų 

kvėpavimo parametrams oksiduojantis dviems skirtingiems substratams. 

 Piruvatas+malatas 

(6 mM+6 mM) 

Palmitoil-L-karnitinas+malatas 

(9 M+0.24 mM) 

kontrolė +5 proc. dekstrano kontrolė +5 proc. dekstrano 

Vo 26,9 ± 0,6 27,0 ± 1,8 18,9 ± 1,6 19,9 ± 2,9 

VADP  67,2 ± 3,2 50,3± 1,8 54,2 ± 4,7 40,4 ± 4,0 

VADP/Vo 2,5 ± 0,2 2,08 ± 0,1 2,8 ± 0,2 2,5 ± 0,3 

VADP/Vatr 3,2 ± 0,2 2,5 ± 0,1 3,5 ± 0,5 2,3 ± 0,2 

VADP+cytc/VADP 0,95 ± 0,0 0,91 ± 0,0 1,05 ± 0,1 1,06 ± 0,1 

Matavimų temperatūra 37
o
C, n = 5 (poriniai su vienu substratu). p < 0,05 lyginant be dekstrano. 

Kvėpavimo greitis išreikštas nmolO/min/mg sauso skaidulų svorio. 

 

Paprastai sąlygose in vivo mitochondrijos oksiduoja ne vien riebalų rūgštis, bet substratų 

mišinį. Remiantis mūsų gautais rezultatais galima manyti, kad riebalų rūgštys in vivo maţina tar. 

Km
ADP

, taigi, didina oksidacinio fosforilinimo sistemos giminingumą ADP-ui. Galbūt, riebalų 

rūgščių oksidacijos sukeltas Km
ADP

 maţėjimas yra susijęs su morfologiniais mitochondrijų 

pokyčiais. Kodėl dekstranas nedidina Km
ADP

 piruvato+malato oksidacijos atveju lieka neaišku. 

Tačiau galima manyti, kad Km
ADP

 reikšmė su šiais substratais jau terpėje be dekstrano yra 

maksimali. 

Yra ţinoma, kad dekstranas padidina kontaktinių vietų tarp išorinės ir vidinės membranos 

skaičių [20]. Manoma, kad kontaktinėse vietose suformuojama aplinka, palengvinanti nuo karnitino 

priklausomą ilgagrandţių riebalų rūgščių transportą [49]. Taigi, tuo remiantis galima paaiškinti dėl 

dekstrano poveikio sumaţėjusį oksidacinio fosforilinimo sistemos giminingumą ADP-ui 

oksiduojantis ilgagrandėms riebalų rūgštims. 
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Kitoje eksperimentų serijoje mitochondrijų kvėpavimo substratu naudojome oktanoil-L-

karnitiną+malatą (0,36 mM + 0,24 mM). Mūsų rezultatai rodo, jog oksiduojantis šiam substratui 5 

proc. dekstrano pridėjimas į matavimo terpę apie 3 kartus padidino tariamąją Km
ADP

 reikšmę (243 ± 

60 M) lyginant su terpe be dekstrano (77 ± 20 M) (30 pav.). 
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30 pav. Dekstrano įtaka tariamajai Km
ADP

 saponinu apdorotose ţiurkės širdies 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.   

Matavimų temperatūra 37
 o
C. 

 

13 lentelėje pateikti saponinu permeabilizuotų skaidulų kvėpavimo parametrai oksiduojant 

oktanoil-L-karnitiną+malatą. Esant terpėje 5 proc. dekstrano, kvėpavimo greitis antroje 

metabolinėje būsenoje nesikeitė, o maksimalus trečios metabolinės būsenos mitochondrijų 

kvėpavimo greitis (VADP) sumaţėjo 21 proc. lyginant su greičiu terpėje be dekstrano, t.y. panašiu 

laipsniu, kaip ir oksiduojantis palmitoil-L-karnitinui bei piruvatui+malatui. Dėl to sumaţėjo ir 

mitochondrijų kvėpavimo kontrolės koeficientas.  
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13 lentelė. 5 proc. dekstrano T-70 įtaka saponinu permeabilizuotų ţiurkės širdies raumens 

skaidulų kvėpavimo parametrams. 

 Substratai n Vo VADP VADP+citc/VADP VADP/Vo 

1 Oktanoil-L-karnitinas + 

malatas 

[0,36 mM+ 0,24 mM] 

7 41  2 135  15 1,06  0,02 3,27  0,3 

2 Oktanoil-L-karnitinas + 

malatas 

[0,36 mM+ 0,24 mM] 

+ 5 proc. dekstrano 

5 39  3 107  14 1,01  0,02 2,61  0,2 

Vo - kvėpavimo greitis antroje metabolinėje būsenoje (nesant ADP); VADP - kvėpavimo greitis 

trečioje metabolinėje būsenoje (esant 1 mM ADP); VADP+citc/VADP - citochromo efektas (kartais) po 

citochromo c (30 µM) pridėjimo; VADP/Vo - kvėpavimo kontrolės koeficientas. Mitochondrijų 

kvėpavimo greitis išreikštas nmolO/min/mg sausų skaidulų svorio. Sausų skaidulų svoris = drėgnų 

skaidulų svoris/4.85. 

 

Anksčiau laboratorijoje atlikti eksperimentai naudojant saponinu apdorotų skaidulų 

kvėpavimo substratu sukcinatą parodė, kad 10 proc. dekstrano-15 statistiškai reikšmingai maţino 

tiek trečios, tiek ir ketvirtos metabolinės būsenos (Vo) greičius atitinkamai 33 proc ir 17 proc. 

[Kopustinskienė D., magistro tezės]. Ankstesniuose darbuose su izoliuotoms mitochondrijoms 

gauta, kad dekstranas-15 nekeitė trečios būsenos greičio VADP nei su piruvatu+malatu, nei su 

sukcinatu, tačiau abiejų substratų atvejais didino (57 proc.) ketvirtos būsenos greitį Vo 

[Kopustinskienė D., magistro tezės]. 

Tolesniame darbe įvertinome didesnės (10 proc.) koncentracijos dekstrano T-70 poveikį 

piruvatą+malatą bei palmitoil-L-karnitiną oksiduojančių saponinu apdorotų skaidulų kvėpavimo 

parametrams, kurie pateikti 14 lentelėje.  

Oksiduojant piruvatą+malatą pridėtas į matavimo terpę dekstranas statistiškai patikimai 

maţino kvėpavimo kontrolę (nuo 2,6  0,1 iki 1,9  0,1), t.y. 27 procentais, trečios metabolinės 

būsenos mitochondrijų kvėpavimo greitį (nuo 82,9  5,9 iki 50,7  4,3), t.y. 39 procentais, bei 

antros metabolinės būsenos greitį (nuo 31,4  1,8 iki 26,1  1,1), t.y. 17 procentų. Palmitoil-L-

karnitino oksidacijos atveju dekstranas statistiškai patikimai maţino trečios metabolinės būsenos 

greitį – nuo 53,1  6,5 iki 31,8  1,5 (40 proc.). 
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14 lentelė. 10 proc. dekstrano T-70 įtaka saponinu apdorotų ţiurkės širdies raumens skaidulų 

kvėpavimo parametrams naudojant du skirtingus substratus. 

 Piruvatas+malatas 

(6 mM+6 mM) 

Palmitoil-L-karnitinas+malatas 

(9 M+0.24 mM) 

kontrolė +10 proc. dekstrano kontrolė +10 proc. dekstrano 

Vo 31,4 ± 1,8 26,1 ± 1,1  22,1 ± 1,9 21,6 ± 0,9 

VADP  82,9 ± 6,0 50,7 ± 4,3  53,1 ± 6,5 31,8 ± 1,5  

VADP/Vo 2,6 ± 0,1 1,9 ± 0,1  2,2 ± 0,2 1,4 ± 0,1 

VADP/Vatr 3,9 ± 0,3 3,1 ± 0,2 2,5 ± 0,6 1,5 ± 0,1 

VADP+citc/VADP 0,9 ± 0,0 1,0 ± 0,0 0,9 ± 0,1 1,0 ± 0,1 

Kvėpavimo greitis išreikštas nmolO/min/mg sausų skaidulų svorio. Matavimų temperatūra 37
o
C; 

n = 4 (poriniai). p < 0,05 lyginant be dekstrano. Duomenys palyginti dispersinės analizės Tukey 

kriterijumi. 

 

Be to, įvertinome 10 proc. dekstrano T-70 poveikį izoliuotų mitochondrijų kvėpavimo 

greičiui esant 37
o
C temperatūrai. Gavome, kad 10 proc. dekstrano T-70 skaidulų matavimo terpėje 

nekeitė nei antro, nei trečio izoliuotų mitochondrijų kvėpavimo greičio: Vo = 62,6 nmolO/min/mg, 

VADP = 551 nmolO/min/mg terpėje be dekstrano; Vo = 55,9 nmolO/min/mg, VADP = 492,8 

nmolO/min/mg terpėje su dekstranu. Visuose eksperimentuose buvo įvertinama, ar nepaţeista 

išorinė mitochondrijų membrana. Citochromo c poveikis į trečios metabolinės būsenos greitį kito 

nuo 0,91 iki 1,1, o į ketvirtos metabolinės būsenos greitį – nuo 1,3 iki 1,4. Taigi, 10 proc. dekstrano 

statistiškai patikimai maţino kvėpavimo kontrolę bei trečią greitį, oksiduojantis tiek riebalinės, tiek 

ir neriebalinės kilmės substratui. 

Kitoje eksperimentų serijoje siekėme nustatyti 5 proc. dekstrano T-70 įtaką funkcinei 

sąveikai tarp mi-CK ir ANT mitochondrijose in situ oksiduojantis riebalų rūgštims. Yra ţinoma, 

kad kreatinas aktyvina ADP gamybą per mitochondrinę kreatinkinazę, kuri funkciškai susijusi su 

ANT, todėl stimuliuoja kvėpavimą. Taigi, vyksta betarpiškas (tiesioginis) substratų bei produktų 

tuneliavimas. Funkcinės sąveikos tarp mi-CK ir ANT efektyvumą atspindi kreatino efektas [2, 38]. 

Kuo ši sąveika stipresnė, tuo stimuliuojantis kvėpavimą kreatino efektas didesnis. Kreatinas, 

aktyvindamas mi-CK reakciją, gali tiesiogiai kontroliuoti energijos gamybą mitochondrijose [12]. 

Eksperimentas buvo atliekamas, kaip schematiškai parodyta 31 paveiksle: uţregistravus 

pradinį greitį Vo, kvėpavimas buvo stimuliuojamas pridedant 60 µM ADP, tada pridedama 20 mM 

kreatino jo efektui įvertinti, po to 1,2 mM ADP maksimaliam kvėpavimui pasiekti. Po ADP buvo 

pridedama 35 M citochromo c išorinės membranos intaktiškumui įvertinti ir galiausiai 0,12 mM 

atraktilozido (inhibuojant ANT) ketvirtos metabolinės būsenos greičiui įvertinti.  
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skaidula
60 µM ADP

20 mM kreatino

1,2 mM ADP

35 µM cit c

0,12 mM atr

 

31 pav. Ţiurkės širdies raumens skaidulų kvėpavimo greičio registravimo kreatinu aktyvinant 

kreatino kinazę schema. 

 

15 lentelėje pateikta tiek kreatino efektas, tiek ir kvėpavimo parametrai naudojant 5 proc. 

dekstraną (terpė be dekstrano naudota kaip kontrolė).  

 

15 lentelė. 5 proc dekstrano įtaka kreatino efektui naudojant du skirtingus substratus.  

 Piruvatas+malatas 

(6 mM+6 mM) 

Palmitoil-L-karnitinas+malatas 

(9 M+0.24 mM) 

kontrolė +5 proc. dekstrano kontrolė +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 15,2 ± 1,1 13,6 ± 1,1 

Vkreat 21,7 ± 0,5 17.6 ± 0,5 18,9 ± 1,1 14,6 ± 2,3 

VADP 47,7 ± 1,6 34.6 ± 2,0 25,1 ± 1,7 19,8 ± 1,0 

VADP+citc/VADP 0,93 ± 0,04 1,01 ± 0,02 1,05 ± 0,04 1,02 ± 0,03 

VADP/Vatr 4,9 ± 0,7 3,2 ± 0,3 2,9 ± 0,4 2,3 ± 0,1 

Vcitc/Vatr 1,15 ± 0,09 1,05 ± 0,01 1,21 ± 0,03 1,18 ± 0,07 

Vkreat/Vadp 1,25 ± 0,05 1,17 ± 0,02 1,25 ± 0,05 1,31 ± 0,10 

VADP/Vo 4,0 ± 0,2 3,3 ± 0,3 2,6 ± 0,2 2,9 ± 0,3 

Kvėpavimo greitis išreikštas nmolO/min/mg sausų skaidulų svorio. Matavimų temperatūra 20
o
C; 

n = 4 (poriniai). Vadp - kvėpavimo greitis su 60 M ADP, VADP - kvėpavimo greitis su 1,2 mM ADP. 

 

Kreatino efektas terpėje be dekstrano reikšmingai nesiskyrė tarp piruvato+malato ir 

palmitoil-L-karnitino. Tai patvirtino anksčiau tokiame pat eksperimentiniame modelyje gautas 

neţymiai didesnes kreatino efekto reikšmes su šiais abiem substratais (ţiūr.11 lent.). 

Terpėje su 5 proc. dekstranu taip pat neaptikome reikšmingų kreatino efektų skirtumų, gautų 

su šiais dviem substratais. Tai demonstruoja, kad makromolekulės, būtent 5 proc. dekstranas T-70, 

nekeičia funkcinės sąveikos efektyvumo tarp mi-CK ir ANT, oksiduojantis skirtingos prigimties 

substratams. 
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6.5.2.  Riebalų rūgščių oksidacijos bei dekstrano poveikis mitochondrijų in situ morfologijai 

 

Elektroninės mikroskopijos metodu pabandėme įvertinti dekstrano T-70 poveikį ţiurkės 

širdies raumens mitochondrijų morfologijai in situ. Tipinės nuotraukos pateiktos 32–34 

paveiksluose, o 35 paveiksle parodytas padidintas mitochondrijų vaizdas, gautas iš tipinių 

nuotraukų. 

 

 

 

 

 

32 pav. Mitochondrijų morfologija ţiurkės širdies raumens saponinu permeabilizuotose skaidulose 

po inkubacijos (5 min 37ºC) matavimo terpėje su piruvatu+malatu (6+6 mM); x 10 000. 
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33 pav. Mitochondrijų morfologija ţiurkės širdies raumens saponinu permeabilizuotose skaidulose 

po inkubacijos (5 min 37ºC) matavimo terpėje su palmitoil-L-karnitinu (9 µM); x 8200. 
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34 pav. Mitochondrijų morfologija ţiurkės širdies raumens saponinu permeabilizuotose skaidulose 

po inkubacijos (5 min 37ºC) matavimo terpėje su palmitoil-L-karnitinu (9 µM) + 5 proc. dekstrano 

T-70; x 10 000. 
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Kai skaidulos buvo inkubuotos poliarografinėje kiuvetėje maišant realiose skaidulų 

kvėpavimo sąlygose su piruvatu+malatu (35 pav. A), mitochondrijos nuotraukoje atrodo tamsesnės 

ir kompaktiškesnės, nei inkubuotos su palmitoil-L-karnitinu (35 pav. B). Painkubavus skaidulas su 

riebalų rūgštimis, dalyje mitochondrijų įvyksta morfologiniai pokyčiai, galbūt susiję su 

mitochondrijų ertmės tarp išorinės ir vidinės membranos padidėjimu ir matrikso susitraukimu (35 

pav. B). Tačiau į terpę įdėjus 5 proc. dekstrano T-70, onkotinis slėgis pakeitė ţiurkės širdies 

raumens skaidulų mitochondrijų morfologiją – stebimos „tamsios mitochondrijos“, matrikso 

sutankėjimas (35 pav. C). 

 

 

 

35 pav. Mitochondrijų morfologija ţiurkės širdies raumens saponinu apdorotose skaidulose.  

A  – saponinu permeabilizuotos skaidulos po inkubacijos (5 min 37ºC) matavimo terpėje su 

piruvatu + malatu (6+6 mM).  

B – saponinu permeabilizuotos skaidulos po inkubacijos (5 min 37ºC) matavimo terpėje su 

palmitoil-L-karnitinu (9 µM).  

C – saponinu permeabilizuotos skaidulos po inkubacijos (5 min 37ºC) matavimo terpėje su 

palmitoil-L-karnitinu (9 µM) + 5 proc. dekstrano T-70. 

Pastaba: terpė buvo pastoviai maišoma magnetine maišykle oksigrafo kiuvetėje greičiu, naudojamu 

oksigrafiniuose skaidulų kvėpavimo tyrimuose. 

 

 

Galima manyti, kad mitochondrijų struktūros pokyčius nulemia riebalų rūgščių sąveika su 

adenino nukleotidų nešikliu ANT. Ţinoma, kad šis nešiklis gali turėti 2 konformacijas: arba C-

konformaciją (kai nukleotidus surišanti vieta nukreipta į citozolį; inhibitorius atraktilatas), arba M-

konformaciją (kai surišanti vieta nukreipta į matriksą; inhibitorius bonkrekinė rūgštis) [107]. Gali 

būti, kad riebalų rūgščių oksidacijos sukeltas tariamosios Km
ADP

 sumaţėjimas yra susijęs su ANT 

konformaciniais pokyčiais: ANT pereina iš būsenos, pasiţyminčios maţu giminingumu ADP 
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(didele tariamąja Km
ADP

) į būseną, kurioje giminigumas ADP yra didesnis (maţa tariamoji Km
ADP

). 

Tariamosios Km
ADP

 sumaţėjimas taip pat vyksta išemijos metu, kai iš mitochondrijų išeina 

citochromas c [1]. Neseniai buvo susietas citochromo c išėjimas iš mitochondrijų su ANT 

konformaciniu perėjimu iš M į C būseną [114]. Remiantis šiais duomenimis, galima būtų padaryti 

prielaidą, kad ANT C konformacijoje pasiţymi didesniu giminigumu ADP (maţa tariamąja Km
ADP

).  

Pridėjus dekstrano mitochondrijų struktūra darosi panašesnė į struktūrą in vivo. Tai, kad 

dekstranas vienodu laipsniu maţina maksimalų kvėpavimo oksiduojantis tiek piruvatui+malatui, 

tiek palmitoil-L-karnitinui, patvirtino kitų tyrėjų gautus rezultatus. Interpretuojant tokius rezultatus 

gali kilti klausimas, ar iš tiesų dekstranas ir kitokios makromolekulės imituoja onkotinį slėgį, kaip 

teigiama daugelyje darbų. Tačiau neaišku, ar mūsų naudota terpė be makromolekulių, pagal druskų 

sąstatą artima fiziologinei terpei, iš tiesų yra tikrasis teisingas atskaitos taškas. Galbūt sąlygose in 

vivo laidumas ADP-ui yra ţemesnis, t.y. artimas nustatytam terpėje su makromolekulėmis in vitro. 

Tas faktas, kad dekstranas veikia suspausdamas tarpmembraninę erdvę ir padidindamas kontaktinių 

vietų skaičių, rodo eksperimentinių sąlygų priartinimą prie sąlygų in vivo. 
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7. REZULTATŲ APIBENDRINIMAS 

 

Šiame darbe, siekiant išsiaiškinti riebalų rūgščių vaidmenį reguliuojant oksidacinį 

fosforilinimą, tyrimo objektu pasirinkome saponinu permeabilizuotas ţiurkės širdies raumens 

skaidulas. Ši skaidulų tyrimo metodika leidţia įvertinti visą ląstelės mitochondrijų populiaciją in 

situ, t.y. jų neišskiriant iš ląstelės, ir padeda suprasti, kaip mitochondrijų veikla reguliuojama in 

vivo. 

Ankstesni darbai [4] parodė, kad tar. Km
ADP

 reikšmė, gauta oksiduojantis sočiajai riebalų 

rūgščiai palmitoil-L-karnitinui, yra ţymiai maţesnė, nei oksiduojantis piruvatui+malatui. Taigi, 

buvo padaryta prielaida, kad išorinė mitochondrijų membrana yra ţymiai pralaidesnė ADP, 

oksiduojantis riebaliniam substratui palmitoil-L-karnitinui. Šio eksperimentinio darbo metu gauta, 

kad mitochondrijose in situ oksiduojantis įvairios struktūros riebalų rūgštims (nesočioji riebalų 

rūgštis oleoil-CoA+L-karnitinas+malatas, neaktyvuota dekanoinė rūgštis+piruvatas+malatas) 

oksidacinio fosforilinimo tariamoji Km
ADP

 sumaţėja panašiu laipsniu (iki 56–76 M) lyginant su 

piruvato+malato oksidacija. Taip veikė netgi maţa (2 µM) palmitoil-L-karnitino koncentracija 

mišinyje su piruvatu+malatu. Gavome, kad šis riebalų rūgščių poveikis tar. Km
ADP

 yra grįţtamas. 

Kai piruvato+malato arba sukcinato oksidacija vyksta iškart po riebalų rūgščių oksidacijos, gautos 

didelės tar. Km
ADP

 reikšmės (atitinkamai 210,6 M ir 164,8 M). 

Svarbu buvo išsiaiškinti, ar išlieka funkcinė sąveika tarp mi-CK ir ANT oksiduojantis 

riebalinės kilmės substratams. Tuo tikslu įvertinome 20 mM kreatino poveikį skaidulų kvėpavimo 

parametrams, naudojant neriebalinės kilmės substratą piruvatą+malatą bei riebalinės kilmės 

substratą palmitoil-L-karnitiną (+malatą). Gavome panašų stimuliuojantį skaidulų kvėpavimą 

kreatino efektą Vkreat/Vadp su šiais abiem skirtingos prigimties substratais. Šis parametras, 

mitochondrijoms oksiduojant palmitoil-L-karnitiną, nepriklausė nuo ADP patekimo į 

mitochondrijas kelio (iš inkubacijos terpės ar iš kitų ląstelės organelių). Paţymėtina, kad 

oksiduojantis oktanoil-DL-karnitinui, kreatinas sumaţino tariamąją Km
ADP

 reikšmę 2,4 karto. 

Remdamiesi gautais eksperimentiniais duomenimis galime teigti, kad oksiduojantis riebalų rūgštims 

išsaugoma funkcinė sąveika tarp kreatino kinazės ir ANT, nepaisant ţenklaus tar. Km
ADP

 reikšmės 

sumaţėjimo. 

Temperatūros padidinimas nuo 25
o
C iki 37

o
C palmitoil-L-karnitino oksidacijos atveju 

sumaţino tariamąją Km
ADP

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

egzogeniniu ATP nustatytos ţemos tariamosios Km
ADP

 ir Km
ATP

 reikšmės, oksiduojantis palmitoil-

L-karnitinui, lyginant su piruvato oksidacija. Tai rodo, kad reguliuojantis oksidacinį fosforilinimą 
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riebalų rūgščių efektas nepriklauso nuo ADP patekimo į mitochondrijas kelio (egzogeninio ar 

endogeninio, t.y. pagaminto ląstelės ATP-azių). Be to, jis pasireiškė abiejose minėtose 

temperatūrose. 

Stimuliuojant kvėpavimą egzogeniniu ATP, esant terpėje ADP-suvartojančiai 

piruvatkinazės+fosfoenolpiruvato (PK+PEP) sistemai, buvo tiriama tiek neriebalinės (glutamato), 

tiek riebalinės kilmės (palmitoil-L-karnitino) substratų oksidacija. 40 U/ml PK panašiu laipsniu 

(apie 30 proc.) slopino šių substratų oksidaciją. 

Uţinhibuotą PK+PEP kvėpavimą kreatinas (20 mM) atstatė abiejų substratų oksidacijos 

atvejais. Gauti rezultatai rodo, kad didţioji dalis endogeninio ADP, susidariusio iš egzogeninio 

ATP, nėra prieinama egzogeninei PK+PEP sistemai ir kad tiesiogiai tuneliuojant ADP iš ATP-azių į 

mitochondrijas kreatinkinazės sistema vaidina svarbų vaidmenį reguliuojant kvėpavimą ir pernešant 

energiją tarp viduląstelinių energijos panaudojimo bei pagaminimo vietų, nepaisant ţenklaus Km
ADP

 

sumaţėjimo, indukuoto riebalų rūgščių oksidacijos. 

Papildydami terpę makromolekulėmis (dekstranu T-70) pabandėme imituoti onkotinį slėgį, 

būdingą ląstelei in vivo ir pabandyti atsakyti į klausimą, ar riebalų rūgščių poveikis reguliuojant 

oksidacinį fosforilinimą gali pasireikšti in vivo. Mitochondrijoms oksiduojant neriebalinės kilmės 

substratą piruvatą+malatą terpėje su 5 proc. dekstrano, tariamoji Km
ADP

 reikšmė nesikeitė ir išliko 

tokia pati aukšta, kaip ir terpėje be dekstrano. Paţymėtina, kad maţos tar. Km
ADP

 reikšmės, gautos 

oksiduojantis palmitoil-L-karnitinui terpėje be dekstrano reikšmingai (50–60 proc.) padidėjo terpėje 

su 5 proc. dekstrano T-70. Taigi, dekstranas maţino išorinės oksidacinio fosforilinimo sistemos 

giminingumą ADP-ui tik oksiduojantis riebalų rūgštims, bet ne piruvatui+malatui. Tačiau Km
ADP 

reikšmės su palmitoil-L-karnitinu nepasiekė Km
ADP

reikšmių, gautų su piruvatu+malatu, lygio. Taigi, 

remiantis mūsų gautais rezultatais galima manyti, kad maţinantis tar. Km
ADP

 riebalų rūgščių 

poveikis turėtų pasireikšti in vivo. 

Šiame darbe atlikti mitochondrijų in situ kvėpavimo tyrimai taip pat parodė, kad 5 proc. 

dekstrano vienodu laipsniu, būtent 25 proc. sumaţino maksimalų kvėpavimo greitį su abiem 

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

L-karnitiną+malatą šį parametrą 5 proc. dekstrano priedas sumaţino panašiu laipsniu – 21 proc. 

Didesnė (10 proc.) dekstrano koncentracija ţenkliau, tačiau vienodu laipsniu (39–40 proc.) 

maţino trečios metabolinės būsenos mitochondrijų kvėpavimo greitį oksiduojantis tiek riebalinės, 

tiek ir neriebalinės kilmės substratui. Taigi, dekstranas maţina trečios metabolinės būsenos 

mitochondrijų kvėpavimo greitį priklausomai nuo koncentracijos. Galima manyti, kad dėl 

padidėjusio terpės klampumo apsunkinamas substratų patekimas į mitochondrijas. Atviras lieka 

klausimas, ar dekstranas iš tiesų imituoja onkotinį slėgį in vivo. 
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Elektroninės mikroskopijos metodu pabandėme įvertinti dekstrano T-70 poveikį ţiurkės 

širdies raumens mitochondrijų morfologijai in situ. Gavome, kad painkubavus skaidulas su riebalų 

rūgštimis, dalyje mitochondrijų įvyksta morfologiniai pokyčiai, susiję su mitochondrijų ertmės tarp 

išorinės ir vidinės membranos padidėjimu ir matrikso susitraukimu. Tačiau į terpę pridėjus 5 proc. 

dekstrano, onkotinis slėgis pakeitė ţiurkės širdies raumens skaidulų mitochondrijų morfologiją – 

stebėtas matrikso sutankėjimas ir tarpmembraninės erdvės sumaţėjimas. 

Galima manyti, kad mitochondrijų struktūros pokyčius nulemia riebalų rūgščių sąveika su 

adenino nukleotidų nešikliu. Ši sąveika nulemia ANT perėjimą iš vienos konformacijos į kitą. 
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8. IŠVADOS 

 

1. Riebalų rūgščių, vienų ar mišinyje su piruvatu, oksidacija ţiurkės širdies saponinu apdorotų 

skaidulų mitochondrijose nepriklausomai nuo jų koncentracijos ir struktūros kelis kartus 

sumaţina oksidacinio fosforilinimo kinetinės konstantos Km
ADP

 reikšmes, lyginant su 

piruvato+malato oksidacija. Šis poveikis yra grįţtamas, t.y. riebalų rūgščių oksidacija nedaro 

įtakos po jos vykstančiai neriebalinės kilmės substratų oksidacijai.  

 

2. Oksiduojantis riebalų rūgštims, tariamoji oksidacinio fosforilinimo sistemos Km
ADP

 sumaţėjo 

vienodai, nepriklausomai nuo to, ar mitochondrijų kvėpavimas buvo stimuliuotas egzogeniniu, ar 

endogeniniu ADP. 

  

3. Vienodas slopinantis širdies raumens skaidulų kvėpavimą ADP-naudojančios egzogeninės 

PK+PEP sistemos efektas ATP stimuliuotam trečios metabolinės būsenos greičiui su tirtais 

skirtingos prigimties substratais (glutamatu+malatu ir palmitoil-L-karnitinu) rodo, kad 

mitochondrijų išorėje abiem atvejais yra panašus ADP kiekis. Tai leidţia teigti, kad riebalų 

rūgščių oksidacijos sąlygotas Km
ADP

 sumaţėjimas yra nesusijęs su mitochondrijų išorinės 

membranos laidumo ADP pokyčiais. 

 

4. Oksiduojantis skirtingos prigimties substratams (piruvatui+malatui ir palmitoil-L-karnitinui) 

kreatino efektas yra panašus. Tai rodo, kad oksiduojantis riebalų rūgštims yra išlikusi 

funkcinė sąveika tarp ADP/ATP nešiklio ir kreatino kinazės ir kad kreatino kinazės sistema 

veikia vienodai efektyviai nepriklausomai nuo oksiduojamo substrato prigimties.  

 

5. Sąlygoms in vivo būdingo onkotinio slėgio imitavimui naudotas 5 proc. dekstrano T-70 

priedas ţenkliai padidina tariamąją Km
ADP

 reikšmę oksiduojantis palmitoil-L-karnitinui, tačiau 

nepasiekia reikšmės, būdingos piruvatui+malatui. Elektroninės mikroskopijos nuotraukų 

analizė rodo, kad riebalų rūgščių sąlygotas Km
ADP

 sumaţėjimas gali būti susijęs su 

mitochondrijų struktūros pokyčiais – galimu mitochondrijų tarpmembraninės ertmės 

išsiplėtimu. 
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