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Viimastel aastatel on jirjest selgemaks
saanud seos raku energeetilise aineva-
hetuse ja siidamehaiguste vahel, mis-
tottu on oluline uurida seda méjutavaid
siidamelihase

tegureid. To60s uuriti

rakkude mitokondriaalse hingamise
regulatsiooni vidga erineva rakustruk-
tuuriga preparaatides: 1) permeabili-
seeritud kardiomiiotsiiiitides, kus mito-
kondrid on regulaarselt organiseeritud;
2) siidamelihase fenotiilibiga sarnastes
kontraheeruvates HL-1 (B HL-1) rak-
kudes ja 3) HL-1 mittekontraheeruvates
(NB HL-1) rakkudes. Nende preparaa-
tide vahel esines suur erinevus mito-
kondriaalse hingamise regulatsioonis.
Selline tulemus niitab raku struktuuri
ja funktsiooni vaheliste seoste tihtsust
siidamelihase rakkudes ning véimaldab
paremini mdista protsesse nii terves kui
ka patoloogilises siidamelihases.

Intaktsetes stidamelihase rakkudes paik-
nevad mitokondrid viga regulaarselt sar-
komeeri A-liinil ning on funktsionaalselt
sidestatud rakusiseste ATPd tarbivate sis-

teemidega, moodustades hésti organiseeri-
tud rakusiseseid energeetilisi tiksusi (1, 2).
See metaboolne siisteem voimaldab kirjel-
dada mitokondriaalse hingamisega seotud
rakusisest infrastruktuuri ja energiavoogu-
sid rakukompartmentide vahel ning on sii-
dame slsteemse bioenergeetika pohiliseks
uurimisobjektiks. Toestamaks jérjest oluli-
semaks muutuvat seost rakkude struktuu-
ri ja funktsiooni vahel on mitokondriaalse
hingamise regulatsiooni uuritud vordlevalt
nii intaktsetes kardiomuotsititides kui ka
HL-1 rakkudes. HL-1 rakuliini on saanud
transgeensete hiirte sidamekodade kasvaja-
rakkudest dr W. C. Claycomb (3). Kasutati
kahte tiitipi HL-1 rakke: 1) kontraheeruvaid
B HL-1 rakke, mis sisaldavad méirgatavalt
organiseeritud sarkomeere ning mida voib
pidada struktuuri organiseerituselt vahe-
pealseteks vOrreldes embriionaalsete ja
tdiskasvanud miotstiitidega ning 2) mitte-
kontraheeruvaid NB HL-1 rakke, kus mito-
kondrid on filamentsed, liikuvad ja kaootili-
se paigutusega.

MATERJALID JA MEETODID

1. KARDIOMUOTSUUTIDE ISOLEERIMINE
Kardiomiuotsttidid isoleeriti roti sidame
perfusioonil kollagenaasiga (Blendzyme 1,
Roche), kohandades selleks varem vilja t66-
tatud metoodikat (4).

2. RAKUKULTUURID

HL-1 rakuliinid saadi dr W. C. Claycombilt
(Louisiana State University Health Science
Center, New Orleans, LA, USA). Rakke kul-
tiveeriti varem ilmunud eeskirja kohaselt (5).
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3. HINGAMISE REGULATSIOONI KINEETIKA

Permeabiliseeritud rakkude hapnikutarbi-
mine registreeriti okstigraafil (Strathkelvin
Instruments). Kardiomiuotstuiidid ja HL-1
rakud permeabiliseeriti okstigraafi kiivetis, ka-
sutades saponiini (20—-50 pg/ml). Reaktsioo-
nikeskkonnana kasutati lahust Mitomed (6),
mille koostis on jirgmine: 110 mM sahha-
roosi; 60 mM K-laktobionaati; 0,5 mM EG-
TAd; 3 mM MgCI2; 0,5 mM ditiotreitooli;
20 mM tauriini; 3 mM KH2PO4; 20 mM
K-HEPESi; pH 7,1; substraadina 5 mM
glutamaati, 2 mM malaati, 2 mg/ml rasvha-
petevaba hérja seerumi albumiini (BSA).

4. RAKKUDE TRUPSIINIGA TOOTLEMINE
Rakke t66deldi tripsiiniga kontsentratsiooni-
vahemikus 0,025-1,0 pM 5 minutit 4 °C juu-
res. Tripsiin inhibeeriti, lisades 2 mM STId
(Soya Trypsin Inhibitor) ja 2 mg/ml BSAd.

5. KONFOKAALMIKROSKOOPIA

Mitokondrid visualiseeriti konfokaalmikro-
skoopia abil, ldhtudes varem publitseeritud
meetoditest (5). Kasutati fluorestseeruvaid
virve MitoIracker® Deep Red (NB HL-1
rakkudes) ja MitoTracker® Red (isoleeritud
kardiomuiotsiititides).

6. KASUTATUD REAGENDID

Koik katses kasutatud reagendid on périt
kahelt firmalt: Roche (Meylan, Prantsus-
maa) ja Fluka (Buchs, Sveits).

TULEMUSED

Kardiomiiotstititide ja HL-1 rakkude hapni-
kutarbimise regulatsioonis ilmnesid suured
erinevused: néiline Michaelise konstant (Km)
eksogeense ADP suhtes oli suurusjargu vor-
ra viaiksem permeabiliseeritud mittekontra-
heeruvatel NB HL-1 rakkudel, milles puu-
duvad sarkomeerid, vOrreldes primaarsete
kardiomuiotsiititidega ning vahepealne nor-
maalselt kultiveeritud B HL-1 rakkudel (vt
tabel 1). Selline mitokondriaalse hingamise
suur tundlikkus eksogeense ADP suhtes on
sarnane selle parameetriga isoleeritud mito-
kondrite jaoks (ligikaudu 20 pM).

See nditab, et erinevalt isoleeritud kar-
diomiiotstititidest puuduvad NB HL-1 rak-
kudes ADP rakusisese difusiooni takistused.
B HL-1 rakkudes on osa sarkomeersetest
struktuuridest veel sdilinud, kuid nende
tundlikkus ADP suhtes on siiski palju suu-
rem kui normaalsetel kardiomtiotsuttidel.

Tabel 1. Rakuhingamise néilise Michaelise
konstandi sdltuvus siidameraku preparaadi
tiitibist

Rakuhingamise néiline

Preparaat Michaelise konstant Km
(ADP), pM
Isoleeritud
ermeabiliseeritud 486 + 51
ardiomuotsuudid
B HL-1 rakud 110+ 18
NB HL-1 rakud 25+ 4

Tiiskasvanud kardiomiuotsiiitide puhul
saavutati mitokondrite paiknemise téielik
desorganiseerumine (7) pdérast lihiajalist
triipsiiniga tootlemist ning sellega kaasnes
Km (ADP) drastiline vihenemine (vt jn 1).
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Joonis 1. Isoleeritud kardiomiiotsiitide
mitokondriaalse hingamise nailise Km-i
soltuvus triipsiini kontsentratsioonist.

ARUTELU

Suur Km véidrtus eksogeense ADP suh-
tes intaktsetes kardiomiuotsiititides on
kvantitatiivselt kirjeldatav lokaalsete difu-
sioonitakistustega ADP jaoks mitokond-
ri vilismembraani tasemel organiseeritud

intratsellulaarsetes energeetilistes tiksustes.

20

EestiArst 2008; 87(1):19-22



NB HL-1 rakkude suur afiinsus ADP suhtes
osutab lokaalsete difusioonitakistuste puu-
dumisele nendes rakkudes.

Tulemused néiitavad, et normaalsetes
tdiskasvanud kardiomiiotsiiiitides on lokaal-
sed difusioonitakistused ADP jaoks ning
metaboolne tagasisidestatud regulatsioon
transfosforiitilimisreaktsioonide vorgustiku
kaudu on tagatud raku keerulise struktuurse
organiseeritusega. Viga korrapidrase struk-
tuuriga rakkudes, nagu stidamelihase rakud
(vt jn 2), on mitokondrite positsioonid fik-
seeritud tdendoliselt seni identifitseerimata
tstitoskeleti valkude poolt. Millised need on,
ei ole veel selge. Sellele viitab ka normaalse-
te ja struktureerimata rakkude néiliste Mic-

haelise konstantide suur erinevus.

Joonis 2. Kardiomiiotsiiiidi (A) konfokaalmikro-
skoopia kujutisel paiknevad mitokondrid vaga
regulaarselt erinevalt NB HL-1 rakkudest (B), kus
sarkomeersed struktuurid on kadunud.
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Kuigi ei ole veel selge, millised tsiito-
skeleti elemendid vastutavad mitokondrite
positsioneerimise ja difusioonitakistuste
eest siidamelihase rakus, on rakuhinga-
mise suure ndilise Michaelise konstandi
fusioloogiline roll selge: kerge kehaline
treening suurendab seda nii inimese kui
ka katseloomade siidame- ja skeletilihas-
tes (8-10). See parameeter on selge diag-
nostilise vdartusega (9, 10) ning seega on
edaspidi perspektiivne kardiomuiotsiiitide
ja HL-1 rakkude vordlev analiiiis proteoo-
mikameetoditega, et identifitseerida raku
komponente, mis vastutavad energiatile-
kande siisteemi organiseerituse eest.

Selge soltuvus raku struktuuri ja funkt-
siooni vahel voimaldab uuel tasemel mdista
seoseid héirete vahel sidameraku energeeti-
kas stidamehaiguste tekkimisel ning paran-
dada seniseid ravistrateegiaid.
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SUMMARY

Importance of cellular organization
in regulation of respiration in cardiac
muscle cells

The AIM OF THIS WORK was to compare
the cellular regulation of mitochondrial
respirationinpermeabilized cardiomyocytes,
where intermyofibrillar mitochondria are
arranged in a highly ordered crystal-like
pattern, and in the HL-1 cells from mouse
heart.

METHODS. Two types of HL-1 cells were
used: 1) HL-1 beating cells (B HL-1 cells)
which contain quite organized sarcomeres
and represent somewhat of a hybrid between
an embryonic myocyte and an adult myocyte
and 2) HL-1 non-beating cells (NB HL-1
cells) without sarcomeres.

RESULTS. differences
observed in the Kkinetics of respiration

Striking were

regulation by exogenous ADP between
these cells: apparent Km for exogenous

ADP was by an order of magnitude lower in
permeabilized non-beating NB HL-1 cells
without sarcomeres (25 * 4 pM) than in
permeabilized primary cardiomyocytes (486
+ 51 uM), and intermediate in normally
cultured HL-1 cells (110 £ 18 uM). High
affinity for exogenous ADP in NB HL-1
cells demonstrates the absence of significant
diffusion restrictions in these cells in

contrast to adult cardiomyocytes.

CONCLUSION. The results of this study
show that in normal adult cardiomyocytes
intracellular local restrictions of diffusion of
adenine nucleotides and metabolic feedback
regulation of respiration via phosphotransfer
the
structural organization of these cells.

networks are related to complex
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