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Liithikokkuvote

Aivar Uus, ,,Energiaiilekande vorgustiku profiili arengulised ja vananemisega
seotud muutused kardiomiiotsiiiitides.*

T66 ecesmirgiks on maédrata siidamerakkude energiaiilekande vorgustike profiili muutus
postnataalsest perioodist kuni vananemiseni. Selleks moddeti erineva vanuserithma rottide
stidamekoe liisaadist kreatiinkinaasi (CK), adeniilaatkinaasi (AK) ja heksokinaasi (HK)
aktiivsused ning siidamerakkudest hingamise kineetika parameetreid: niiline Michaelis-
Menteni konstant eksogeense ADP suhtes ning kreatiini (Cr), adenosiinmonofosfaadi (AMP)

ja gliikoosi aktivatsiooni koefitsient.

Stinnijargsed muutused avaldusid CK ja AK aktiivsuste suurenemises. AK aktiivsus saavutab
tdiskasvanuga vordse taseme juba iihe kuu vanusel rotil. CK aktiivsus jitkab kasvamist, kuni
saavutab kolme kuu vanuselt tdiskasvanu taseme. Vananemise kédigus vdheneb iihe aastasel
(keskealisel) rotil kdige olulisemal méaral CK siisteemi t66, mis véljendub nii vihenenud CK
aktiivsuses kui Cr aktivatsioonis. AK aktiivsus vananedes ei vihene ja AMP aktivatsiooni
langus on vaid 20%, mis oluliselt viiksem kui muutus Cr aktivatsioonis. Gliikoosi
aktivatsioon suureneb vananedes oluliselt, joudes kahe aastasel rotil 9%-ni. Vananedes
omandavad AK ja gliikoliiiitiline siisteem kompensatoorse rolli. Saadud tulemusi saab
kasutada sitidamelihase energiadefitsiidiga seotud patoloogiate varase diagnoosi markerite

véljatootamiseks.

Marksonad: bioenergeetika, energeetiline ik, kardiomiiotsiiiit, areng, Vvananemine,

mitokonder, okstidatiivne fosforiitilimine
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Lithendid

ADP — adenosiindifosfaat

ACC - atsetiiiil-CoA karboksiilaas

AK — adeniilaatkinaas

AMP — adenosiinmonofosfaat

AMPK — AMP kinaas

ANT — adeniinnukleotiidtranslokaas
Apb5a — P1,P5-Di(adenosiin-5) pentafosfaat
ATP — adenosiintrifosfaat

BCA - bikinkoniinhape

CK — kreatiinkinaas

CoA — koensiiim A

Cr — kreatiin

Cyt C — tsiitokroom C

DTT — dithiotreitool

EGTA — etiileengliikooltetraatseethape
EU — energeetiline iihik

FAD - flaviin adeniin dinukleotiid
FAT — rasvhappe translokaas

G6PDH - gliikoos-6-fosfaadi dehiidrogenaas
GLUT — gliikoosi transporter

HK — heksokinaas

MI — mitokondriaalne interaktosoom
MP - membraanipotentsiaal

mMtCK — mitokondriaalne kreatiinkinaasi isovorm



NAD — nikotiinamiid adeniin dinkunleotiid
OxPhos — oksiidatiivne fosforiitilimine

PCr — fosfokreatiin

PEP — fosfoenoolpiiruvaat

PGA - fosfogliitseraat

PGAL — fosfogliitseraldehtiiid

PiC —fosfaadi kandja

PK — piiruvaatkinaas

ROS - reaktiivsed hapnikumolekulid

SR — sarkoplasmaatiline vorgustik

VDAC — pingest soltuv anioonkanal



Sissejuhatus

Bioenergeetikas on iiheks paremaks mudeliks siidamelihase rakud, kuna nende energiavajadus
on pidev ja varieerub samas suures ulatuses. Tdiskasvanud kardiomiiotsiiiidid kasutavad oma
energiavajaduse rahuldamiseks 90% ulatuses mitokondriaalset oksiidatiivset fosforiitilimist.
Loplikult on lahendamata ka kiisimus, kuidas metaboolse homeostaasi tingimustes (Balaban
et al., 2002) toimub mitokondri t66 reguleerimine vastavalt energiavajduse muutumisele ning
mil viisil tagatakse efektiivne energia iilekanne mitokondritest ATPaasideni raku erinevatel

arenguetappidel.

Selle kiisimuse lahendamise iiheks vdimaluseks on uurida siidamerakke siinnijirgse arengu
kiigus perioodil, kus toimub prenataalse, valdavalt gliikoliiiisil pdhineva energiametabolismi
imberliilitumine oksiidatiivsele fosfortiilimisele. Samuti annavad olulist informatsiooni
vananemise kdigus toimuvad muutused, vOimaldades kaardistada, millised siisteemid
tdiskasvanud stidameraku efektiivsest energia {ilekandevdrgustikus —degenereeruvad
esmajirjekorras ning millised on voimalikud kompensatoorsed asendused. Antud uuring
annab vOimaluse aru saada ka patoloogiliste muutuste, nagu infarkt ja isheemiline kahjustus,

etioloogiast.

Kasutades siisteemibioloogilist ldhenemist on tdiskasvanud kardiomiiotsiiiidi mudeli baasil
loodud energeetilise {ihiku kontseptsioon mis véidab, et mitokondrid koos teiste
rakukomponentidega moodustavad iihtse struktuurse ja funktsionaalse terviku. Arengu kéigus
paigutuvad eraldiseisvad mitokondrid ATPaaside ldhedusse, moodustades korraparase mustri
ja tekib ka spetsiifiline energia lilekandevorgustik. On ndidatud, et kardiomiiotsiiiitides toimub
fosforiiiilriihma {ilekanne valdavalt ile kreatiinkinaasi (CK) siisteemi, millele olulisuselt

teisena lisandub adeniilaatkinaasi (AK) siisteem.

Too eesmdrk on analiiiisida energia iilekandevorgustike profiili muutust postnataalsest
perioodist kuni vananemiseni. Selle tditmiseks modddetakse energiaiilekannet vahendavate
ensiiiimide aktiivsused ja antud ensiitimi aktivatsiooniga seotud muutused hapniku tarbimise

kiiruses.



Toos on kaks eksperimentaalset osa. Esiteks moddetakse kineetilise meetodiga CK, AK ja
gliikoliiitilise siisteemi votmeensiiiimide, vastavalt CK, AK ja heksokinaasi (HK) aktiivsust.
Saamaks iilevaadet nii arengu kui vananemise kohta, analiilisitakse erinevates
vanuserithmades (1 pédev, 3 pédeva, 7 pdeva, 18 pdeva, 30 pdeva, tdiskasvanu, 1 aasta, 1,5

aastat ja 2 aastat) Wistari liini rottide siidamekoe liisaati.

Teiseks mooddetakse, kasutades korgresolutsiooni oksiigraafiat, roti kardiomiiotsiiiitide
hingamise kineetika parameetreid, mis on otseselt seotud energiaiilekande vorgustikuga. Kuna
postnataalse arengu kdigus on vastavad modtmised juba teostatud (Tiia Anmann et al., 2013),
oli antud t66 eesméargiks vaadelda hingamisparameetreid keskealisuse ja vananemise mudelile
vastavates rithmades (rotid vanuseriihmades 1a, 1,5a ja 2a). Parameetritena méaratakse néiline
Km(ADP), kreatiini (Cr), adenosiinmonofosfoaadi (AMP) ja gliikoosi aktivatsiooni
koefitsiendid.



1. Teoreetiline tilevaade

1.1. Energiametabolism

Organismis kasutatakse pemise energia vahendajana adenosiintrifosfaati (ATP), mille
fosfaatsideme 16hkumine annab energiat erinevateks protsessideks, mida voib laialt jaotada
lilkumiseks ja anabolismiks. Molekulaarne energia toodetakse katabolismi teel, kus
energiarohkeid toitaineid nagu siisivesikuid ja lipiide lagundatakse. Teatud méairal saadakse
energiat ka aminohapete oksiidatsioonil, kuid need ei sobi peamiseks energiaallikaks. Esiteks
on aminohapetel organismis muud, olulisemad funktsioonid ja teiseks tekib nende
metabolismi kéigus tekib ammoniaak, mida keha on vdimeline eemaldama vaid teatud

piirides.

Ehkki gliikoliitis voimaldab energiat toota ka anaeroobselt, on korgemates eukariiootides
suurem valdav oksiidatiivne fosforiitilimine (OxPhos). Aeroobne ainevahetus on efektiivsem,
andes molekuli gliikoosi kohta energeetilist kasumit kokku 30 ATP, samas kui anaeroobne

gliikoliilis annab puhaskasu vaid 2 ATP.

Aeroobne energiatootmine ehk OxPhos toimub mitokondrites. Mitokondrid on peaaegu kdigis
rakkudes olevad kahe membraaniga organellid. Need on olulised paljudes raku funktsioonides
nagu Ca signaalide vahendamine, raku kasv, reaktiivsete hapniku molekulide (ROS) tootmine,
diferentseerumine, rakutsiikkel, apoptoos ja ka OxPhos.(Osellame et al., 2012; Valdur Saks et
al., 2014) Mitokondrid on vdimelised raku energiavajadusele adapteeruma: need vodivad
poolduda, pikemaks kasvada ja suurendada sisemembraani funktsionaalset pinda (Osellame et
al., 2012; Enriquez, 2015). Nende vilismembraan on selektiivse ldbilaskvusega, ning selles
asuvate kanalite labitavus on omakorda reguleeritav raku tsiitoskeleti valkude poolt (Anmann
et al., 2013). Sisemembraan on enamusele ainetele, sealhulgas prootonitele l&bimatu ja
transport 1abi mitokondri sisemebraani on rangelt reguleeritud. OxPhos siisteemi
olulisemateks komponentideks loetakse elektronkandjad, hingamisahelat ja ATP siintaasi.
OxPhos kiigus toimub hingamisahela komplekside poolt mitokondri sisemembraanile
tekitatud prootongradiendi kasutamine omakorda adenosiindifosfaadi (ADP) fosfortiiilimiseks
ehk ATP tootmiseks. (Enriquez, 2015)
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Cr on inimese metabolismis oluline molekul, mis funktsioneerib rakus ATP taset sdilitava
puhvrina. See voib endaga siduda fosfaatriihma, muutudes fosfokreatiiniks (PCr).
Taasakaalureaktsiooni ATP+Cr <-> ADP+PCr vahendab kreatiinkinaas (CK). (Wyss &
Kaddurah-Daouk, 2000) Cr peamine roll on aidata ATPaaside ldahedal lokaalselt ATP-d
taastada. Puhkuse ajal kantakse ATP energiarohked fosfaatsidemed iile Cr-le, tootes
energiarohke PCr reserv. Seda reservi saab pingutuse ajal kasutada ATP taastamiseks
tarbimispaigas. (Rizzo, 2010) Hiired ensiiimides mis kataliiisivad kas Cr siinteesi voi
rakendamist on seotud erinevate raskete haigustega. PCr ja tsiiklokreatiin on néiteks
voimelised kaitsma kude isheemilise kahjustuse eest, lisaks on Cr analoogidel véhivastane
toime. (Wyss & Kaddurah-Daouk, 2000)

1.1.1 Gliikoosi ja lipiidide katabolism tsiitosoolis

Nii gliitkoosi kui lipiidide rakku transportimine on rangelt reguleeritud. Gliikoosi transport
rakku soltub seda vahendava gliikoosi transporteri (GLUT) perekonna kandjavalgu hulgast
membraanil. GLUT4 kandja hulka membraanil mojutavad véliselt insuliin ja rakusiselt
adenosiinmonofosfaadi (AMP) tasemest sdltuv AMP kinaasi (AMPK) aktiivsus. (Artner,
2002; Ishiki & Klip, 2005)

Tsiitosoolis aktiveerivad gliikoliiiisi elektronkandja nikotiinamiid adeniin diunkleotiid (NAD)
okstideeritud vormi ja ADP iilekaal (Ishiki & Klip, 2005). Tsiitoplasmas gliikkoos
aktiveeritakse ehk fosforiiilitakse gliikkoos-6-fosfaadiks. Seda reaktsiooni viivad labi
heksokinaasi (HK) isoensiitimid. Protsess kasutab ATP-d, kulutades seega energiat. (Rizzo,
2010) Produktina toodetud ADP ja gliikkoos-6-fosfaat inhibeerivad HK isoensiiiime, vélja
arvatud gliikokinaas (Gerbitz et al., 1996). HK leidub nii vabalt tsiitoplasmas kui seotuna
mitokondri vdlismembraanil asuva pingest soltuva anioonkanaliga (VDAC). HK kinnitumine
mitokondrile seostub paljudel juhtudel patoloogiatega. See v&ib nii gliikoliiiisi kui OXPhos
intensiivistada, andes HK-le regulatoorse rolli. Mitokondritele kinnitunud HK suunab ADP
otse mitokondrisse, mille tagajérjel ei inhibeeri ADP kui produkt enam HK t66d, vaid

suunatakse otse mitokondrisse. (Roosimaa et al., 2013)
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Gliikoliitisi teise, vahetult jargneva sammuna muudetakse gliikoos-6-fosfaat fruktoos-6-
fosfaadiks. Sellele jargnev samm kulutab teise ATP molekuli, kataliiisides fruktoos-6-
fosfaadi fosforiiiilimist. Reaktsiooni tulemusena saadakse 6-siisinikuline suhkur kahe
fosfaatriihmaga. See liiiisitakse kaheks fosfogliitseraldehiiid (PGAL) molekuliks, kus
molemal on 3-siisinikuline pdhiahel ja iiks fosfaatrithm. Jargnevad gliikoliiiisi ATP-d tootvad
sammud. Neljandas sammus oksiideeritakse molemad PGAL-d, moodustades fosfogliitseraadi
(PGA). Oksiideerimise kadigus kantakse elektronid elektronkandjale NADH, mis hakkab
energiat tootma hingamisahela kaudu. Jargnevad reaktsioonid liiisivad PGA piiruvaadiks,

tootes selle kdigus tihe glitkoosimolekuli kohta tsiitosoolis 4 ATP. (Rizzo, 2010)

Piiruvaadi edasine katabolism v&ib jitkuda kahte voimalikku rada mooda. Kui hingamisahela
oksiideerimisvoime on liiga madal ja NADH ei saa elektrone sinna loovutada, peab see teisiti
okstideeruma. Gliikoltiiisi kdigus tekkinud NADH kannab sel juhul -elektronid iile
piiruvaadile, redutseerides selle piimhappeks. NAD+ taastub ning uute gliikoosimolekulide
litis saab jatkuda, samas kui piimhape transporditakse lihasest vilja. (Rizzo, 2010) Teine
voimalus on piiruvaadi transport mitokondrisse, kus see toidab tsitraaditsiiklit. Pliruvaat
transporditakse maatriksisse piiruvaadi kandja poolt. See on antiporter, mis toob mitokondrist
vastu OH". (Berg et al., 2012)

Ka rasvhapped sisenevad rakku rakupinnal asuvate rasvhappe transporterite kaudu. Uks
tuntumaid kandjavalke on rasvhappe translokaas (FAT). (Lopaschuk et al., 2010) FAT
voimaldab lipiidide transporti 14bi membraani vaid siis, kui on rakupinnal. Seda
transporditakse rakupinnale insuliini signaali peale. (Koonen et al., 2005) FAT ekspressioon
on proportsionaalne lihase rasvhapete tarbimisega, nt siidamelihases ekspresseerub rohkem
kui skeletilihastes (Holloway et al., 2008).

Sissetoodud lipiidid aktiveeritakse. Selleks on vaja vaba ATP-d (vabaneb AMP + PPi) ja vaba
koensiiim A-d (CoA). AMP tootmise kaudu inhibeerib lipiidide aktiveerimine gliikoliiiisi
(tdstes AMPK aktiivsust). (Holloway et al., 2008) Rasvhapped seotakse CoA riihmaga, saades

produktiks pika ahelaline atsiiiil-CoA. Atsiitil-CoA voib kasutada kas anaboolseteks
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reaktsioonideks vOi transportida mitokondrisse, kus see 1dbib [p-oksilidatsiooni ja

tsitraaditsiikli. (Lopaschuk et al., 2010)

Kui siisivesikuid on palju ja rasvhappeid vidhe, siinteesib rakk wuusi rasvhappeid
maksimaalselt. Selle protsessi votmeensiiim on atsetiiiil-CoA karboksiilaas (ACC). ACC
toodab produktina maloniiiil CoA-d, mis on rasvhapete biosiinteesi vaheiihend, kuid lisaks
inhibeerib tugevalt rasvhapete transporti mitokondrisse. ACC on mitmekiilgselt reguleeritud:
AMPK, gliikagoon ja adrenaliin inhibeerivad, samas kui insuliin ja tsitraat aktiveerivad.
Tsitraadi tase tduseb, kui ATP ja CoA on suuremas koguses, viidates nii vabale energiale kui

vabale siisinikule. (Berg et al., 2012)

Atsiiiil-CoA katabolism energiatootmiseks vajab iihendi transporti mitokondrisse. Kuna
atstililriihm ei ldabimitokondri sisemembraani, transporditakse see mitokondrisse, kasutades
kandjana karnitiini. Atsiiilriithm kantakse iile karnitiinile. Pika ahelaga atsiililkarnitiin
kantakse mitokondri maatriksisse karnitiini translokaasi kaudu, kusjuures samaaegselt
transporditakse maatriksis atsiitilrithma loovutanud karnitiin mitokondrist vilja. Mitokondri
sisemembraanil tostetakse atsiiiilriihm koheselt {imber CoA-le, genereerides mitokondri

maatriksisse atsiilil-COA ja vabastades karnitiini vélja transpordiks. (Lopaschuk et al., 2010)

1.1.2. Piiruvaadi ja lipiidide katabolism mitokondris

Lipiidide metabolismist périt pika ahelaga atsiiiil-CoA lébib mitokondris kataboolse protsessi
nimega B-oksiidatsioon. Iga tsiikkel koosneb nelja ensiitimi poolt 1dbi viidavast protsessist,
mis teevad atsiiiilahela kahe siisiniku vorra lithemaks, genercerivad kahest eemaldatud
stisinikust  atsetiitil-CoA ja toodavad protsessi kdigus nii NADH kui flaviin adeniin
dinukleotiid (FADH,). Protsessi 16puks on redutseeritud vordses vahekorras elektronkandjaid
ja toodetud mitu atsetiiil-CoA molekuli. Tépne elektronkandjate redutseerimisvoimekus ja
atsetlitil-CoA hulk sdltub rasvhappe pikkusest. Protsessi produktina jargi jadv atsetiiiil-CoA
siseneb edasi tsitraaditsiiklisse. Protsess vOib siiski rasvhappest soltuvalt varieeruda. Kui

lagundatakse kiillastamata vOi paaritu hulga siisinikega rasvhapet, kaasatakse lisaensiiiime.

(Lopaschuk et al., 2010)
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Tsitraaditsiikkel toimub téielikult mitokondris. Selle kdigus suurendatakse mitokondri vdimet
hingamisahelat redutseerida, tootes summaarselt neli NADH, iiks FADH; ja toodetakse ka
GTP. Esimene, tsiiklit kdivitav reaktsioon kasutab substraadiks atsetiiiil-CoA-d. Mitokondris
asuv CoA atsetiileeritakse kahel erineval viisil. Esimene vdimalus on lipiidide metabolismis
atstililrithma vastuvotmine ja B-oksiidatsiooni labimine, andes otse kasutatava atsetiiiil-CoA.
Teine vdimalus on gliikoliilisi produkti, pliruvaadi kasutamine CoA atsetiileerimiseks. Seda
reaktsiooni kataliitisib maatriksis asuv PDH (piiruvaadi dehiidrogenaas) ja reaktsiooni kdigus
vabaneb esimene CO, ja toodetakse NADH. (Berg et al., 2012)

Tsitraaditsiikli esimene samm on tsitraadi tootmine. V3tmeensiitim tsitraatsiintaas kannab
atsetiiiil-CoA atsetiiiilrithma tile oksaloatsetaadile, tootes produktina 6-siisinikulist tsitraati.
CoA vabaneb reaktsiooni kdigus. Tsitraat muudetakse edasi isotsitraadiks. Selles sammus ei
muutu sisinike arv ega ei toodeta energiat. Isotsitraat aga reageerib tsitraadi
dehiidrogenaasiga, andes 5-siisinikulise alfa-ketoglutaraadi. Selle kdigus saadakse nii vabanev
CO; kui ka toodetakse NADH. Alfa-ketoglutaraat sarnaneb keemiliselt piiruvaadile, olles
alfa-ketohape. Sarnaselt piiruvaadile oksiideeritakse see dehiidrogenaasi poolt, tootes NADH,
CO,. Sarnaselt piiruvaadile lisatakse seekord neljasiisinikne ahel CoA-le, saades produktiks
suktsiniitil-CoA. Suktsiniiiil-CoA rakendatakse GDP fosforiiiilimiseks, saades GTP-d ja
produktiks suktsinaadi. Suktsinaati oksiideerib hingamisahela 11 kompleks. See kannab kahe
keskmise siisiniku elektronid FADH, vahendusel hingamisahelasse, tekitades produktina
topeltsidemega fumaraadi. Fumaraadile lisatakse veemolekul. Ehkki see samm ei tooda
otseselt energiat, on produkt hiidroksiirihmaga malaat. Malaadi hiidroksiiriihm
okstideeritakse, elektronid kantakse iile tsiikli kolmandale NADH-le ja produktina saadakse

oksaloatsetaat, mida saab uue atsetiiiilrithma lisamisel tsiiklisse kaasata. (Berg et al., 2012)

1.1.3. Elektronkandjad

Raku elektronkandjate NADH ja FADH, iilesanne on transportida elektrone
hingamisahelasse. Neile kantakse elektrone gliikoliilisi, b-oksiidatsiooni ja tsitraaditsiikli

kéigus, viies need redutseeritud olekusse. Edasi loovutavad elektronkandjad elektrone
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omakorda mitokondri sisemembraanil asuvale hingamisahelale, taandudes oksiideeritud vormi

ja saades voime eemaldada elektrone uutelt energiarikastelt siisinikuithenditelt.

Elektronkandjatel on kaks olulist indikaatorit. Uks on elektronkandjate oksiidatsiooniaste
rakus, kuna see madrab nii okslideerimisvdoime kui redutseerimisvdime. Niiteks
okstideerimisvoime  (elektronkandjad on redutseeritud olekus) ammendumisel on
hingamisahel elektronidest kiillastunud, elektronkandjad redutseeritud olekus ja energiat saab
toota vaid anaeroobse gliikoliiiisi teel. Redutseerimisvdoime vdahenemine (elektronkandjad on
oksiideeritud olekus) aktiveerib toitainete rakku toomist ning ammendumine tdhendab

rakuhingamise seiskumist. (Leverve et al., 2007)

Teine oluline indikaator on erinevate elektronkandjate, NADH ja FADH, omavaheline
vahekord. Need erinevad oma energeetilise panuse poolest. NADH annetab elektronid
kolmpleks I-le ning selle kasutegur on 10 viljapumbatud prootonit elektronpaari ehk iihe
hapniku molekuli kohta. FADH, annetab elektronid kompleks Il-le, millele jargnevalt
pumbatakse kokkuvottes vélja vaid 6 prootonit. Seetdttu vidheneb ATP tootmise efektiivsus
40%, kui substraadiks kasutatakse FADH,. Siinkohal on oluline seostada, et ehkki lipiidide ja
gliikoosi katabolism toodavad samu vaheiihendeid, erineb toodetud elektronkandjate
omavaheline vahekord. Uhe gliikoosimolekuli tiielikul katabolismil saadakse 10 NADH ja 2
FADH, (vahekord 5:1). Uhe 6-siisinikulise rasvhappe tiielikul katabolismil saadakse 12
NADH ja 6 FADH,. (vahekord 2:1). Kuna rasvhapete oksiidatsioon toodab rohkem FADH,,
on hapniku kulu kdrgem. (Leverve et al., 2007)

Kuna NADH ei ldbi mitokondri membraane, peab tsiitosoolne NADH  elektronid
mitokondrisse kandma spetsiaalsete siistikute abil. Selleks on kaks vdimalust. Esiteks malaat-
aspartaat siistik. See annab elektrone hingamisahela | kompleksile, pumbates maatriksist vélja
10 prootonit. Kuna elektronid antakse | kompleksile, on selle siistiku kiirus negatiivselt
reguleeritud prootongradiendi poolt. Teine voimalus on NADH elektrone mitokondrisse saada
gliitserool-3-fosfaat-dihiidroatsetoonfosfaatsiistiku ~ abil. Ehkki tsiitosoolselt pédrinevad
elektronid NADH-It, lisatakse need siistiku poolt kompleks II-le. See protsess ei soltu
prootongradiendist, aga toodab vaid 6 prootonit hapniku kohta. Nende kahe siistiku suhteline
aktiivsus on kontrollpunkt, kuna mdjutab otseselt mitokondri NADH/FADH2 suhet ja
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hapniku kulutamise efektiivsust. Teadaolevalt avaldab nt tiireoidhormoon oma toimet, tostes
FADH; siistiku kasutust. (Leverve et al., 2007)

1.1.4. Oksiidatiivne fosforiiiilimine mitokondri sisemembraanil

Aeroobset okstidatsiooni viib 14dbi mitokondri sisemembraanil asuv neljast valgulisest
kompleksist (kompleksid 1-1V) ja kahest membraanis vabamalt liikuvast ja elektrone
komplekside vahel transportivast iithendist: koensiiim Q10 ning tsiitokroom C (cyt C)
koosnev hingamisahel (joonis 1). Sisuliselt on hingamisahela roll oksiideerida
elektronkandjad NADH ja FADH,, redutseerida lahustunud hapnik H,O-ks ja pumbata
sisemembraani limber prootoneid, tekitades prootongradienti. Lisaks tekib paratamatult vabu

radikaale. (Berg et al., 2012)
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Joonis 1. Hinamisahela kompleksid. I, 11l ja IV kompleks tekitavad prootongradienti. ATP

stintasoom, mis koosneb PIC, ANT ja ATP siintaasist, toodab ATP-d. Joonisel: NAD —
nikotiinamiid adeniin dinukleotiid. FAD — flaviin adeniin dinukleotiid.PIC — fosfaadi kandja.
ANC — adeniinnukleotiidi translokaas. (Kdambre & Varikmaa, 2013)

Kompleks | ehk NADH-Q oksidoreduktaas on vidhemalt 32 poliipeptiidahelast koosnev
ensiitim. See kataliiiisib reaktsiooni NADH + Q + 5SH'() > NAD" + QH; + 4H";. NADH

seotakse ning selle kaks korge potentsiaaliga elektroni juhitakse esmalt flaviin
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mononukleotiidile ja sealt edasi 1ibi 4Fe-4S rongaste koensliim Q10-le. Selle kédigus
pumbatakse maatriksist vélja 4 prootonit. (Berg et al., 2012) K&ik rajad, mis toodavad
NADH, koonduvad kompleks | juures. Kuna see on nende elektronide ainus aktseptor,

konkureerivad need omavahel. (Leverve et al., 2007)

Kompleks Il ehk suktsinaat-Q-reduktaas on Krebsi tsiikli ensiilim, mis oksiideerib suktsinaati
fumaraadiks, genereerides FADH,. FADH ei liigu maatriksis ega tsiitosoolis vabalt, nagu
NADH. Nende elektronid loovutatakse kohe 1dbi Fe-S Klastrite hingamisahelasse koensiitim
Q10-le, nagu kompleks I. Erinevalt kompleks I-st ei pumpa kompleks II prootoneid tsiitosooli.
(Berg etal., 2012)

Kompleks IIT ehk tsiitokroomi reduktaas on prootonpump, mis saab elektrone redutseeritud
Q10-It, vahendades reaktsiooni QH, + 2 CytCiox) + 2H m) 2 Q + 2 CytCreq) + 4H" (). Uhe
elektronpaari kohta pumbatakse vélja 4 prootonit. Elektronide aktseptor on tsiitokroom C,
heemi sisaldav valk. Heemis sisaldauv raud varieerub redutseeritud (laeng +2) ja oksiideeritud

(laeng +3) oleku vahel. (Berg et al., 2012)

Kompleks IV ehk tsiitokroom ¢ oksiidaas on hingamisahela viimane ensiiiim. See kasutab
elektronide tilekandeks vaske ning kahte heemi (heem a, heem a3), mille abil kataliiiisib
elektronide iilekannet redutseeritud tsiitokroom c-It hapnikule. Kui heem 3a redutseeritakse 2°
olekusse, seob see hapniku. Hapnikule kantakse iile elektronid, kataliiiisides hapniku
redutseerumise H,O-ks. Protsessist saadava energia abil pumbatakse maatriksist vilja veel 4
prootonit. (Berg et al., 2012)

Prootonite véljapumpamine tekitab sisemembraanil prootongradiendi, kus membraani
sisemine pool vilise suhtes on negatiivse laenguga ehk membraanipotentsiaaliga (MP).
Potentsiaal tekitab prootoneid liikumapaneva jou, tdommates positiivselt laetud prootoneid
negatiivse laenguga maatriksi poole. On arvutatud, et 1 mool prootoneid annab 21,8 kJ

energiat. (Berg et al., 2012)
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Lisaks hingamisahelale 14bib mitokondri sisemembraani ka ATP siintasoom. See koosneb
kolmest valgust: ATP siintaas, fosfaadi kandja (PiC) ja adeniinnunkleotiid translokaas (ANT).
Koik valgud asetsevad liksteise ldahedal, on omavahel seotud ja sdltuvad oma funktsioonis
iiksteisest. ATP siintaasil on ATPaasi struktuuriga F1 osa ja FO osa, mis sisaldab
prootonkanalit. Selle F1 osa ulatub mitkondri maatriksisse, kus seob ADP ja Pi ning
kataliitisib reaktsiooni ADP + Pi - ATP. F0-osa ldbib membraani ning, kasutades
prootongradiendi energiat, madrab F1 osa reaktsiooni suuna ATP siinteesi kasuks. ANT ja
PiC vahendavad vastavalt adeniinnukletoodide ja Pi transporti 1&dbi sisemembraani. ANT
transpordib energiarohket ATP-d vilja ning substraadina kasutatavat ADP-d sisse. (Chen
Chen, 2004)

Tavajuhul on mitokondri sisemembraan prootonitele ldbimatu ja hingamisahela poolt toodetav
prootongradient otseselt sidustatud ATP siinteesiga. Kui mitokondri sisemembraan lekib,
lilgub osa prootoneid maatriksisse ilma ATP siinteesiks energiat andmata. Sel juhul eraldub
kogu toodetud energia soojusena. Ehkki see ei voimalda ATPaaside t66d, on sellel funktsioon
nt pruunis rasvkoes ja keha on voimeline leket esile kutsuma lahtisidestatusvalkudega. Sellisel
lekkel on kolme tiilipi tagajérgi: redoksolekut mojutavad (nt malaat-aspartaat siistiku
aktiivsuse vdhenemine), prootongradienti mojutavad ja ATP siinteesi mdjutavad. (Leverve et
al., 2007) Lisaks suurendab lahtisidestatus tsiitosoolset AMP kontsentratsiooni (Dzeja &
Terzic, 2009).

Kuna metaboolsed rajad on iiksteisega vdga seotud ja iiksteisest soltuvad, voib reaktsioone
paremini kontrollida supramolekulaarse paigutuse abil. Hingamisahela supramolekulaarset
organisatsiooni nimetatakse respirasoomiks. Fluiidse mudeli jargi liiguvad koik kompleksid
membraanis vabalt. On olemas ka tahke mudel, mille kohaselt nad on iiksteise suhtes
fikseeritud jaika tervikkompleksi. Sellisele supramolekulaarsele paigutusele viitab niiteks
avastus, et kompleks 11l omab rolli ka kompleks I, tsiitokroom C ja kompleks 1V kaitsmisel
lagundamise vastu. Hiljutiste uuringute kédigus on tuvastatud superkompleksi pakkiv valk ja

mitokondri kuju méairavate valkude roll superkomplekside funktsioonis. (Enriquez, 2015)
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1.2. Siidame ja kardiomiiotsiiiitide kirjeldus

1.2.1. Siidame anatoomia, pohifunktsioon

Stida on rinnakorvis, kopsude vahel asuv lihaseline pump, mis tagab vere lilkkumise mooda
veresooni. Verega liiguvad hapnik, toitained ja hormoonid kudedeni ning ainevahetuse jadgid
eemaldatakse kudedest, seega on siidamelihase efektiivse kontraktsiooni tagamine ddrmiselt

tahtis. (Rizzo, 2010)

Siida on timbritsetud kahekihilisest kaitsvast ja veresooni fikseerivast membraanist ehk
perikardist. Siida koosneb neljast kambrist. Ulemised kaks on vasak ja parem koda, parem on
vasakust veidi paksema seinaga. Alumised kaks kambrit ehk vasak ja parem vatsake on
eraldatud koronaarlohega. Kodade ja vatsakeste miiokard on sidekoega eraldatud. Vatsakesed
on paksemate seintega kui kojad, eriti vasakpoolne ning omavahel on need eraldatud
interventrikulaarse septiga. Nende vahel on eesmine ja tagumine interventrikulaarne 16he, kus
asuvad koronarveresooned ja rasv. Histoloogiliselt on suurem osa siidamekoest miiokard:
eriline tahtele allumatu vootlihaskude, mille kiud hargnevad. Vilissein ehk epikard on jatkuv
perikardi sisemise membraaniga Sisesein ehk endokard sarnaneb veresooni vooderdavale
endoteelile. (Rizzo, 2010)

Stidame paremasse kotta voolab tume venoosne veri, mida juhivad sinna suubuvad iilemine ja
alumnie donesveen ning koronaarsiinus. Edasi surutakse venoosne veri 1dbi trikuspidaalklapi
paremasse vatsakesse. Parem vatsake alustab véikest vereringet, pumbates vere lébi
pulmonaarse poolkuuklapi kopsuarterite kaudu kopsudesse hapnikuga rikastuma. Kopsudest
naaseb hele arteriaalne veri siidame vasakusse kotta. Kojast pumbatakse veri lébi
bikuspidaalklapi vasakusse vatsakesse. Vasak vatsake kui siidame koige tugevam kamber
alustab suurt vereringet, pumbates vere 14bi aordi poolkuuklapi aorti ja sealt organismi laiali.
(Rizzo, 2010)
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Stidame kambrite t66 koosneb kahest osast: diastol, mille ajal kambrid verega tdituvad ja
siistol, mille ajal need kontraheeruvad. Uhes siidamelddgis on nii kodade diastol ja siistol kui
vatsakeste diastol ja siisool. Inimese siida 166b orienteeruvalt 72 korda minutis, jéttes iihe
tsiikli jaoks aega 0,8 sekundit (skeletilihase kontraktsioon on 0,09 sekundit). Siidamelihas ei
allu tahtele ja allub vaid osaliselt vilisele regulatsioonile. lgat kontraktsiooni kontrolliv
impulss algab siinusesdlmest, mis asub paremas kojas. Teised tegurid ei pShjusta otseselt
kontraktsiooni vaid mojutavad siinussdlme, reguleerides seeldbi 166gisagedust. Nende tegurite
alla kédivad tiireoidhormoon, adrenaliin ja autonoomne nérvisiisteem: siimpaatilised impulsid
kiirendavad ja parasiimpaatilised aeglustavad. Kusjuures tihe kiu stimulatsioon stimuleerib ka
korvalolevaid, tagades iiheaegse kontraktsiooni. Kogu kontraktsiooni kiiruse méérab &ra

kiireim lihaskiud. (Rizzo, 2010)

Signaal levib siinussdlmest esmalt paremale ja vasakule kojale, indutseerides kontraktsiooni
ning pumbates kodade sisu 16dvestunud vatsakestesse. See kestab umbes 0,1 sekund. Edasi
lilgub signaal parema koja all asuva atrio-ventrikulaarsdlmeni ja depolariseerib selle. Seal on
signaaliedastamisel viike paus, kuni vatsakesed tdituvad. Atrioventrikulaarsdlmest edasi
liigub signaal His-kimpu pidi interventrikulaarse septi otsani, kus signaal hargneb kaheks ning
levib vasakut ja paremat haru mooda septi seinasid pidi. Harudest, tdpsemalt purkinje
rakkudest edastatakse signaal vatsakestele. Indutseeritakse vatsakeste kontraktsioon, mis
kestab umbes 0,3 sekundit ja mille algul vatsakeste klapid (semilunaarid) rohu
suurendamiseks suletud on. Viimased 0,4 sekundit siida puhkab, koik klapid lahti, oodates uut

signaali siinussdlmest. Enne 1ddvestust ei saa uus kontraktsioon alata. (Rizzo, 2010)

1.2.2. Kardiomiuotsiiiidid

Stidamelihas on  spetsiaalne tahtele  mittealluv ~ vootlihaskude, mis  koosneb
kardiomiiotsiititidest (KM). KM on silindrilise kujuga, koosnevad paralleelsetest
miiofibrillidest ja moodustavad pikuti lihaskiude. Osa rakkudest on otstest hargnevad, mis
tagavad tihenduse mitme KM-ga. (Rizzo, 2010) Enamus rakke on iihetuumsed (Anmann et
al., 2013; Yang et al., 2014), ehkki leidub ka kahetuumseid (Rizzo, 2010).
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KM struktuuris on vdga range korrapdra (joonis 2). Pikuti jaotuvad fibrillid korduvateks
sarkomeerideks ehk kontraheeruvateks iiksusteks, mis ulatuvad iihest Z-kettast jirgmiseni.
(Anmann et al., 2013) Kontraktsioon on KM poéhiline funktsioon, mille kdigus muundab lihas
keemilist energiat (ATP) mehaaniliseks tooks, tdiskasvanud KM kontraktsioonijoud on
orienteeruvalt 45 mN/mm? (Yang et al., 2014). Kontraktsiooni eest vastutavad miiofibrillid,
mis koosnevad miiosiini ja aktiini filamentidest. Filamentide mille kontaktala nimetatakse
anisotroopseks (A) voodiks. Aktiveerituna kasutab miiosiini valk ATP energiat, ristsildasid
moodustadies aktiini filamentide vahele liikkuda (nn libisevate filamentide teooria). Seeldbi

tommatakse ka Z kettaid tiksteisele 1ahemale. (Rizzo, 2010)

Joonis 2. Taiskasvanud siidamelihaskiud. Konfokaalmikroskoobiga tehtud pilt tdiskasvanud
stidamelihaskiust, kus on immunofluorestsentsmirgistusega tehtud nédhtavaks VDAC
(DyLight 488, roheline) ja B-I1 tubuliin (DyLight 549, punane). Skaala 5 um. (Anmann et al.,
2013)

Mitokondrite asetus soltub lihastiiiibist. Iga sarkomeer on varustatud oma fikseeritud, vihese
lilkuvusega mitokondritega, suurendades nii energia transpordi efektiivsust. Lihaskoes voib
leida kahte tiilipi mitokondreid: subsarkolemmaalseid ja miiofibrillide juures asetsevaid
mitokondreid, mis toodavad energiat kontraktsiooniks. Oksiidatiivses lihaskoes toodavad
kontraktsiooniks energiat miiofibrillide sisemuses leiduvad lipiiditilkadega mitokondreid, mis
moodustavad sambaid ja I-kettaid imbritsevad lithikesed ja paksud mitokondripaarid. (Ogata
& Yamasaki, 1997) Kardiomiiotsiilitides asetsevad kontraktsiooniks energiat tootvat
mitokondrid A-v6ddil miiofibrillidega kohakuti filamentide kontaktalal. Téaiskasvanud KM
ruumalast moodustavad mitokondrid 20-40%. (Yang et al., 2014)

Teist tlilipi mitokondrid asuvad sarkolemmi all ja toodavad energiat MP tagamiseks.

Kardiomiiotsiiiitides, nagu ka neuronites, toimub aktivatsioon aktsioonipotentsiaali
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vahendusel. Siidames on selle konduktsiooni Kiirus 0,3-1 m/s. (Yang et al., 2014)
Aktsioonipotentsiaal liigub T-tuubuleid pidi lihaskiududesse ja vabastab sarkoplasmaatilisest
vorgustikust (SR) jargmise signaalina rakku kaltsiumi, (Rizzo, 2010)mis omakorda aktiveerib
miiofibrillid ja seega kontraktsiooni. Aktsioonipotentsiaali 1oppedes resorbeerib SR kaltsiumi
ioonid ja Kkontraktsioon Idpeb. Kogu siisteemi jaoks on vaja ATP-d Kkulutavate
transmembraansete ioonpumpade regulaarset t66d ja See on kontraktsiooni kdrval teine

oluline energiat kulutav funktsioon. (Rizzo, 2010)

KM-I on histi arenenud metaboolse homeostaasi siilitamise vdime. Ehkki hapnikutarve ja
energia tootmine on omavahel lineaarses seoses, piisivad isegi 20 kordse hapnikutarve
suurenemisega ATP, ADP ja PCr tase oluliselt muutumatuna. Seda voimet metaboliitide taset
sdilitada nimetatakse metaboolse homeostaasi paradoksiks. (Anmann et al., 2013) Kuna
selline homeostaas nduab viga tundlikku OxPhos reguleerimist, on teaduslik huvi KM
mitokondriaalse regulatsiooni vastu suur. Uuritakse nii kontraktsiooni aktiveeriva tsiitosoolse
kaltsiumi (Balaban et al., 2002) kui metaboolsete substraatide regulatoorset mju OxPhos-le
(Anmann et al., 2013).
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1.3. Rakusisene energeetiline iihik

Rakusisene energeetiline iihik (EU) on oksiidatiivses vootlihaskoes leiduv iihtne struktuurne
ja funktsionaalne tervik, mille moodustavad aktomiiosiinsiisteem, mitokondrid, SR ja neid

fikseerivad ning reguleerivad tsiitoskeleti valgud (joonis 3).
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Joonis 3. Rakusisene energeetiline iihik. Joonisel on nédidatud miiofibrillide, mitokondri ja
sarkoplasmaatilise  vOrgustiku omavahelised interaktsioonid ning tsilitoplasmaatiline
metabolism. Joonisel: aKG — a-ketoglutaraat. 3DHG — dehiidrogenaasid. Atsetiiiil-CoA —
atsetiitilkoensiiim A. ANT — adeniinnukleotiidi translokaas. AP — aktsioonipotentsiaal. Asp —
aspartaat. CPT | — karnitiini-palmitiini tranferaas I. CPT Il — karnitiini-palmitiini tranferaas I1.
CRU - kaltsiumi vabanemise iiksus. Cyt C — tsiitokroom c¢. ETF — elektronide iilekande
flavoproteiin. FATP1 — plasmamembraani proteiinid. FFA — vabad rasvhapped. GLU —
gliikkoos. Glut — glutamaat. GLUT-4 — gliikkoosi transportija 4. Mal — malaat. OAA —
oksaalatsetaat. PDH — piiruvaadi dehiidrogenaaside kompleks. PIC — fosfaadi kandja. Pyr —
piiruvaat. RC — hingamisahel. TpC — troponiin C. TKT — trikarboksiiiilhapete tsiikkel. UPC —
uniporterkanal. B-FAO — rasvhapete B-oksiidatsioon. (Anmann et al., 2013)
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On teada, et EU siisteemis edastatakse energiat ATPaasideni energia iilekandevorgustikega
(CK ja AK siisteemid). Lisaks omavad iilekandevorgustiku metaboolsed produktid (Cr ja
AMP) olulist regulatoorset moju mitokondrile. CK siisteem on KM-s pdhiline ja teised pigem
toetavas funktsioonis. Sellele annab tdestust mitokondri vilismembraani oluline
difusioonitakistus ADP-le. Niiline Km(ADP) on KM-s 360 pM, samas kui isoleeritud
mitokondritel on see vaid ~50 uM. mis suureneb oluliselt arengu kdigus. (Anmann et al.,
2014)

1.3.1. Energiaiilekande vorgustik kardiomiiotsiiiidis

Mitokondris toimuv OxPhos on oksiidatiivse lihaskoe pohiline energiaallikas, mida kulutavad
ATPaasid, tootes produktidena ADP, Pi ja H+. Ehkki mitokondrid asuvad tihti ATPaaside
lahedal, on ATP tootmine ja tarbimine siiski ruumiliselt lahutatud. Energia transport
difusiooniga on aga kineetiliselt ja termodiinaamiliselt ebasoodne. Esiteks nduaks see suurt
ATP Kkontsentratsioonigradienti, teiseks on takistavad tsiitosooli makromolekulid steeriliselt
difusiooni, muutes selle acglasemaks ja ebaiihtlaseks. Kolmandaks hakkaksid kuhjuvad
metaboliidid inhibeerima ATPaaside tood, eriti vOib siidamelihase kontraktsiooni takistada
ADP kogunemine. Seega on vaja raku bioenergeetilise siisteemi efektiivsemaks tootamiseks
energiarohked fosfortiilrithmad kontrollitult transportida energia tarbimise sihtkohtadesse.
Siisteem peab olema vdimeline lihase muutuvale energiavajadusele kiirelt reageerima. Samal
ajal on vaja eemaldada ATP hiidroliiiisi produktid, et hoida kineetilist ja termodiimaanilist

homeostaasi. (Dzeja & Terzic, 2003)

Selle probleemi lahendusena on vilja pakutud kontseptsioon, mille kohaselt ATP transport
mitokondrist toimub {ile ensiimaatiliste radade ja otsese difusiooni osakaal on viike. Antud
vorgustikus asuvad kindlalt fikseeritud asukohtades fosfortiiilrithma iilekannet kataliiiisivad
ensiiimid CK ja adeniilaatkinaas (AK). Fosforiililriihmi transporditakse mooda nendest
moodustuvaid energiaiilekande radasid mitokondri maatriksist kuni ATPaasideni. Lisaks
vahendab vorgustik ATP tootmist reguleerivaid signaale tuumale, mitokondrile, membraani
sensoritele ja muudele ATP-tundlikele kompartmentidele. Vorgustikus olevate ensiitimide

isovormide jaotused, aktiivsused ja summaarse fosforiililriihmade Voo diinaamika
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korreleeruvad hésti raku funktsiooniga, kinnitades nende olulist rolli energia transpordis,

jaotuses ja homeostaasis. (Dzeja & Terzic, 2003)

Cr ATP K Cr K&TP
PCr }{ ADP PCr ADP
Joonis 4. Kreatiinkinaasi rada. Fosforiitilrithma kantakse CK poolt iile erinevatele liganditele.
Substraatide kontsentratsioonid piisivad stabiilsed, kuid fosforiiiilriihma ja selles salvestunud

energiat kantakse edasi ATPaasini. Cr — kreatiin. PCr — fosfokreatiin. MtCK -
mitokondriaalne kreatiinkinaas.

CK siisteem koosneb jarjestikest, ahelat moodustavatest CK tsiitoplasmaatilistest
isoensiiimidest (CK-MM). Need kataliiisivad ADP+PCr <CK->  ATP+Cr
tasakaalureaktsioone,  tekitades  palju  vdikseid ruumis  jarjestikku  asetsevaid
kontsentratsioonigradiente, mida raja jargnev ensiiiim tasakaalustab (joonis 4). Metaboliitide
gradiendid piisivad stabiilsed ning ensiilimide poolt vahendatavad reaktsioonid
tasakaalustuvad kiiresti. Ligandid ise ei liigu kogu raja ulatuses, vaid rajal jarjestikuste
ensiitimide vahet. Seega, PCr ega ATP ei difundeeru laialt vaid nende tekkiv kontsentratsioon
aktiveerib korval asetseva CK, mis kannab fosforiiiilriihma jargmisele ligandile. Nii liiguvad
fosforiiiilrithmad, kuid mitte ligandid ega ensiilimid voona modda kindlat rada ATPaasini.
Selline voog liigutab fosforiitilriihmasid kiiremini kui difusioon (Kiirus on arvutatav
ruutjuurena reaktsioonikiiruse konstandist ja difusiooni koefitsiendist). Lisaks ei ole
levimiseks vaja suuri kontsentratsioonigradiente. CK siisteemi metaboolne produkt on Cr,
voimaldades Cr kasutada signaalmolekulina. (Dzeja & Terzic, 2003) Kuna ATPaasi juures
olev ATP taastatakse koheselt PCr arvelt, aitab see ka viltida tsiitosoolset ADP/ATP taseme
koikumisi (Anmann et al., 2013).

AK-iilekandevorgustik on sarnane CK omale: AK ensiiiimid on ruumis fikseeritud ning
vahendavad fosforiiiilrihmade transporti voona ilma, et ligandid terve raja ulatuses kaasa
peaksid litkuma. Erinevalt CK-st vahendab AK pdorduvat reaktsiooni 2 ADP <>
AMP+ATP. Seega ei vastuta AK ainult kdige vailimise ehk y-fosforiitilrithma transpordi eest,

24



vaid voimaldab ka p-fosforiiiilriithma rakendamist. Esiteks vdimaldab see iihest ATP
molekulst rohkem energiat saada ning neid voib leida ATPaaside juures (nditeks diineiini

lokaalselt ATP-ga varustamiseks). (Dzeja & Terzic, 2009)

Lisaks teise fosfortiiilrithma rakendamisele toodab AK metaboliidina AMP, mis on omaette
signaalmolekul. AMP aktiveerib AMP-tundlikke metaboolseid ensiiiime ja sensoreid nagu
AMPK. Sensoorse poole pealt on see oluline, kuna AMP on tsiitosoolis vihem kui ADP ja
seega on rakus leiduvad sensorid AMP suhtes tundlikumad. AMP aktiveerib nii gliikoliiiitilist
kui gliikogenoliititilist rada. Lisaks rakkudele leidub AMP ka veres, edastades energia
kulutamise seotud signaale mitte ainult rakusiseselt vaid ka organismi tasandil. (Dzeja &
Terzic, 2009)

1.3.2. Mitokondriaalne interaktosoom

Eelnevates uurimistéodes on ndidatud, et votmerolli energiavoo suunamisel mitokondrist CK
iilekanderajale omab mitokondri membraanides ja membraanidevahelises ruumis asuvatest
kompleksidest moodustunud superkompleksi MI. MI-sse kuuluvad ATP siintasoomi
kompleks, mitokondriaalne CK isovorm (mtCK), VDAC ja selle ldbitavust reguleerivad
kompleksid (joonis 5). Lisaks on tsiitosoolne transport seotud mitokondri sisemembraanil
asuva mtCK-ga, mis on funktsionaalselt sidustatud ANT ja OxPhos-ga. (Timohhina et al.,
2009)

VDAC on mitokondri vélismembraanis olev 280 aminohappest koosnev anioonkanal, 1abi
mille toimub fosfaatriihmadega seotud iihendite, adeniinnukleotiidid ja Cr voog tsiitosooli ja
mitokondri vidlismembraani vahel. KM-s tekib VDAC-il arengu kiigus selektiivne
labilaskvus, suurendades difusioonitakistust ADP ja ATP suhtes, kuid voimaldades samas
jatkuvalt Cr ja PCr vaba liikumist 1dbi kanali. MtCK asetseb mitokondri
membraanidevahelises ruumis, kuid kinnitub sisemembraamile. Erinevalt MM-CK-st
kataliitisib see reaktsiooni ATP + Cr > ADP + PCr, kuna ANT, mis transpordib ADP/ATP
1abi mitokondri sisemembraani tekitab mtCK kontsentratsioonigradiendi, tagades nii

reaktsiooni suunamise PCr tekkele. (Timohhina et al., 2009)
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ATP siintasoom

\-"'alist;mnbraan Sisemt;mbraan Maatriks

Joonis 5. Mitokondriaalne interaktosoom. Nooltega on kujutatud fosofriiiilrithmade liikumine
Joonisel: ANC — adeniinnukleotiidi translokaas. VDAC — pingest soltuv anioonkanal. MtCK
— mitokondriaalne kreatiinkinaas. LP — lipoproteiin. Cr — kreatiin. PCr — fosfokreatiin.
(Ké&dmbre & Varikmaa, 2013)

See mtCK ja ANT sidestatus tekitab mitokondri-sisese adeniinnukleotiidi ringluse. ATP
siintaasi poolt silinteesitud ATP véljub maatriksist ANT kaudu, mis suunab selle
membraanidevahelises ruumis, asuva mtCK kompleksile. Toodetud ATP ei vilju sealt, vaid
kataliitisitakse mtCK poolt Cr juuresolekul ADP-ks, tootes PCr. MtCK poolt toodetud PCr
véiljub membraanidevahelisest ruumist ldbi VDAC-i ilma takistusteta tsiitosooli, CK
tilekandevorgustikku. MtCK poolt tekitatud ADP kontsentratsioonigradient tekib ANT
lahedal ning kiirendab ADP transporti ANT kaudu maatriksisse tagasi, tekitades
funktsionaalse sidestatuse mtCK ja ANT vahel. Seega, funktsionaalne MI kompleks tagab
energiavoo suunamise CK iilekanderajale, samuti selle, et nii Cr-I kui ADP-I on mitokondrit
aktiveeriv. moju. Tanu sellele on CK siisteem prevaleeriv energia iilekandmises ja

energiatootmise regulatsioonis ning iilejddanud toetavas funktsioonis. (Timohhina et al., 2009)

Vilismembraani difusioonitakistus ADP-le varieerub elu viltel seoses nii arengu (Anmann et
al., 2013) kui patoloogilise seisundiga (Roosimaa et al., 2013). Ehkki véilismembraani
labitavus soltub VDAC-ist on seni on teadmata, kuidas rakk seda tépselt kontrollib. VDAC-I
on avatud ja suletud olekud, mis vdivad alluda allosteerilisele kontrollile. Suletud olekus
sdilib labitavus madala molekulkaaluga iihenditele, samas kui ATP-le ldbitavus véheneb.

(Rostovtseva & Colombini, 1996) On teada, et VDAC labitavus soltub sellele kinnitunud
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kompleksidest ja nt proteoliiiitilise triipsiiniga to6tlemisel vaheneb Km(ADP) ehk suureneb
kanali labitavus (Appaix et al., 2003). On pohjust arvata, et VDAC lédbitavust reguleerivad
tsiitoskeleti valgud. KM tubuliini lisamine viib VDAC suletud olekusse (Rostovtseva et al.,
2008), samas kui tsiitoskeleti valkude liitisimine tdstab vdlismembraani ldbitavust (Kishore et
al.,, 2014). Lisaks kolokaliseeruvad VDAC ja p-tubuliin arengu kéigus ning nende
kolokalisatsiooni teke korreleerub MI arenguga (Anmann et al., 2014). VDAC labilaskvust
mojutab ka HK, mis voib mitokondrile kinnitudes ATP voogu inhibeerida. (Perevoshchikova
et al., 2010)
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1.4. Kardiomiiotsiiiitide areng

Arengu varajases faasis on KM-1 suur proliferatsioonivoime. Embriionaalne siida kasvab
peamiselt hiiperplaasia (raku paljunemise), mitte hiipertroofia (raku kasv) kaudu. See
voimekus viheneb siinnijargselt kiiresti, inimesel on KM paljunemisvdimelised veel paar
kuud. Proliferatsioonivoime kadumisel siilib siiski tuumade jagunemine: tekivad
mitmetuumsed rakud, mille osakaal suureneb ning on tdiskasvanul ~25%. DNA paljunemine
sdilib siiski ja tekivad poliiploidsed rakud. Tépne kromosoomide arv varieerub 8N (terves
stidames) kuni 64N (iilekoormusega siidames). Siinnijargne siidame kasv tuleb pigem rakkude
kuni 40-kordse suurenemise ehk hiipertroofia tottu. Raku suurus on kasvamises oluline faktor,
kuna sellest soltuvad impulsi juhtimine, depolarisatsiooni kiirus ja kontraktiilne joud. (Yang

etal., 2014)

Stinnijargselt toimub oluline podre siidameraku bioenergeetikas — seniselt valdavalt
glikkoliiiitiline energiametabolism asendub aeroobse OxPhos-ga. Suureneb mitokondrite hulk
rakus, mitokondrid muutuvad struktuuri poolest pikemaks ja tekivad lamellaarsed,
korrapiraselt jaotatud harjased. (Yang et al., 2014) Touseb ka mitokondriaalsete ensiitimide
aktiivsus (Tiivel et al., 2000). Kasutatava substraadina hakkab vidhenema gliikoosi ja
suurenema rasvhapete osakaal. Vahetult parast siindi kasutab rakk 80% gliikoliiiisi, Samas Kui
kiipsemate, aeroobselt efektiivsemate mitokondrite arenguga muutub valdavaks rasvhapete

mitokondriaalne B-oksiidatsioon. (Yang et al., 2014)

OxPhos arengut on vdimalik hinnata ka hingamisahela I ja IT kompleksi suhtelise aktiivsuse
jargi. Esimesel kolmel elupdeval on need suhtes 1,2 : 1,4 viidates gliikoliiiitilisemale
ainevahetusele, mida seotakse kompleks Il suurema aktiivsusega. Siidamerakkude arenedes
suureneb I kompleksi suhteline aktiivsus ning alates 10. elupdevast on | ja Il komplekside
suhe 0,9, mis jddb samaks ka jargneva komplekside aktiivsuse tousu jooksul. (Anmann et al.,
2013)

On leitud, et tdiskasvanud kardiomiiotsiilitide energeetilise metabolismi viljakujunemine

soltub struktuuri ja funktsiooni omavahelistest vastasmodjudest mitokondrite ja tsiitoskeleti
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valkude vahel. Seetottu on bioenergeetilise regulatsiooni arenguga seotud muutused KM
morfoloogias, sh rangelt organiseeritud kristallilaadse struktuuri teke ja mitokondrite

timberpaigutamine eelduseks jargnevale funktsionaalsele kiipsemisele. (Anmann et al., 2013)

Morfoloogiliselt on kardiomiiotsiitidid esimesel siinnijirgsel paeval siistikulaadsed ja vaid iihe
tuumaga. Mitokondrite korraparane paigutus puudub, need asuvad valdavalt sarkolemmi all ja
tuuma imber. Kiimnendal paeval hakkab rakk sarnanema téiskasvanud rakule: kuju on piklik
ja torujas, sisaldab kahte tuuma. Organellid, sh SR, mitokondrid ja miiofibrillid hakkavad
votma korrapdrasemat kuju. Kolme nédalaselt on mitokondrid liikunud miiofibrillide vahele,
andes rohkem energiat kontraktsiooniks ning vihem DNA siinteesiks. Kahe kuuselt on rakud
3-4 korda suuremad ning organellide paigutus kristallilaadses arhitektuuris fikseeritud, mis on

eelduseks energeetilise tihiku kujunemisele. (Anmann et al., 2013)

Raku struktuuri ja mitokondri funktsiooni vahelist seost mdjutavad mitokondri
vélismembraani VDAC seosed tsiitoskeleti valkudega. Arengu kéigus korreleeruvad oluliselt
VDAC difusioonitakistuste suurenemine ADP-le ja kolokalisatsioon tsiitoskeleti valkudega.
Seega mdjutab rakk tsiitoskeleti valkude abil mitokondri vélismembraani selektiivset

labilaskvust ja MI arengut. (Anmann et al., 2013)

MI ja iilekandevorgustiku arengut on voimalik hinnata, vaadeldes in situ mitokondrite
tundlikkust ADP ja Cr regulatoorsele mdjule ning mtCK kogust. Juba 1. niddalast on néha
mtCK esinemist, kuid okstigraafilistest mdotmistest on ndha, et Cr aktivatsioon puudub. Cr
poolt aktiveeritav mtCK hakkab regulatoorselt prevaleerima kolmandast nddalast. Samal ajal
hakkab afiinsus ADP-le oluliselt vihenema ja ka looma kehamass suureneb jérsult. Edasi
véheneb tundlikkus ADP-le regulaarselt ja suureneb mtCK ekspressioon, joudes tdiskasvanu
tasemele 6. nddalal. Kahe kuu vanuselt on tundlikkus ADP-le saavutanud tdiskasvanule
iseloomuliku véaartuse, kolme kuu vanusena vastab Ml kineetika funktsionaalselt tdiskasvanu

omale ja rott on saavutanud tdiskasvanu kehamassi. (Anmann et al., 2013)

Ka mitokondrite MP suureneb arengu kéigus. Selleks on mitu pShjust. Hiire KM-des on

embriionaalses faasis prootonite leke, voimaldades OxPhos-ga sidestamata voogu tagasi
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maatriksisse. Arengu kdigus viheneb prootonite leke oluliselt. (Yang et al., 2014) Lisaks
sellele suureneb hingamisahela komponentide kontsentratsioon, kiirendades prootongradiendi
teket (Tiivel et al., Seppet, 2000).

Miiofibrillid arenevad koos KM-ga, nende struktuur muutub organiseeritumaks ja need
pikenevad. Neonataalne kontraktiilne joud on umbes 0,6mN/mrn2, tunduvalt vihem kui
kiipsel rakul. Téiskasvanud KM l1ddvestunud olekus on sarkomeeride pikkus ~2,2um.
Kiipsemisega vahetuvad ka miiofibrillide isovormid, nt titiin muutub jaigemaks, reguleerides
pinget 1ddvestunud sarkomeeris. Ka troponiin I isovorm vahetub. Arengu kdigus on see
aeglane skeletaalne troponiin I, kuid tdiskasvanul on Ca-le viahen tundlik siidame troponiin I.
Miiosiini rasked ahelad on nii a kui b vormidena olemas, kuid loote rakkudel on a-vormi
rohkem. T-tuubulid vastsiindinud rotil puuduvad, 6-9 elupdeval on T-tuubulite sarnased
struktuurid sarkolemmi all ning kahe niddala vanusel rotil on need irregulaarsed, kuid olemas.
(Yang et al., 2014)

Kardiomiiotsiilitide MP ja selle mehhanismid arenevad kiipsedes. Aktsioonipotentsiaali teke
nduab mitme ioonkanali koostodd. Nii siinnieelselt kui —jargselt areneb kindlatest kanali
tillipide ekspressioonist ja funktsioonist vélja kiipse KM fenotiiiip. K ja Na kanalite vdaiksema
aktiivsuse tottu on MP siinnijargselt vdiksem kui tdiskasvanud KM-s, vastavalt -60 mV ja -90
mV. Liidesed kontsentreeruvad raku otstesse, kiirendades rakkudevahelist signaali
konduktsiooni. Kaniinide puhul on teada, et signaali edastamise kiirus vatsakese KM-des
touseb 0,33 m/s pealt 0,5 m/s. (Yang et al., 2014)
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1.5. Patoloogilised ja vananemisega seotud muutused.

Energiametabolismi  hdiretega on seotud erinevad patoloogilised seisundid nagu
stidamepuudulikkus (Roosimaa et al., 2013) ja kasvajad (Kdambre et al., 2013), aga ka
vananemisega seotud muutused (Dzeja & Terzic, 2009; Nemutlu et al., 2015). Vananemise
puhul v&ib tuua vilja vanuse poolt esile kutsutud muutuseid EU-s ja eraldi ka mitokondrite

rolli vananemise iihe vdimaliku pdhjustajana.

Vananemise pdhjendamiseks on erinevad teooriad. Uhe populaarse teooria kohaselt pdhjustab
vananemist mitokondris toodetud ROSide toimel tekkinud oksiidatiivne kahjustus.
Mitokondrid, tdpsemalt hingamisahela I ja 111 kompleks toodavad ROSe, mis difundeeruvad
mitokondri maatriksisse ning mille vastu on seal piiratud kaitse. (Chen et al., 2003) Tekkivad
radikaalid kahjustavad mitokondris omakorda hingamiskompleksi, lipiide ja mtDNA-d,
tekitades nii kumuleeruva tsiiki, mida peetakse vananemise iiheks olulisemaks pdhjuseks.
Tagajarjena vdheneb OxPhos ja suureneb gliikoliiiisi osakaal. (Tepp et al., 2016) Koige
suuremad muutused toimuvad loomuliku vananemise kdigus kompleks I-s, mille aktiivsus
viheneb ja mis muutub ka vihem vastuvdtlikuks rotenooniga inhibeerimisele (Lenaz et al.,
1997). Mitokondrite poolt pohjustatud vananemise teooria suhtes on ka kriitikat. On uuritud
nérilisi, kes toodavad suures koguses vabu radikaale (Heterocephalus glaber) véi kes on
geneetiliselt muundatud vastuvotlikuks mtDNA punktmutatsioonidele. Neil tekivad olulised

mitokondriaalsed kahjustused, kuid nende eluiga ei vdhenenud. (Sanz & Stefanatos, 2008)

Uurides vananemisega seotud muutuseid rotil (vorreldi 6 kuu ja 2 aasta vanuseid) on
tuvastatud, et vananemise kdigus fosfometaboliitide taastootmine (ingl k turnover rate)
véheneb. Samal ajal tekivad haired fosforiiiiliihma iilekandevorgustikes, mis takistavad ATP
transporti. Ka substraatide suunamine mitokondrisse ja seega OxPhos vdheneb. Viheneb ka
glikoliitisi aktiivsus. Need muutused voivad olla seotud kogu energeetilise siisteemi
haavatavusega. (Nemutlu et al., 2015) Samas suureneb vananedes, vodimalik et

kompensatoorselt, AMP kontsentratsioon ja AMPK aktivatsioon. (Dzeja & Terzic, 2009)

Erinevad siidamehaigused on iiheks levinumaks surma pohjustajaks. Juba kergemad siidame

funktsioonihdired voivad pohjustada hemodiinaamilisest stressist tingitud koja laienemist. See
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omakorda pohjustab teatud patoloogilisi muutuseid koes, olles aluseks siidamepuudulikkusele
ja atriaalsele fibrillatsioonile. Atriaalne fibrillatsioon on ariitmia ehk siidame riitmi héire, kus
kodade kokkutdombed on elektrisignaalide organisatsiooni hiirete tottu Kiired ja
ebareguaarsed. Individuaalsed rakud kontraheeruvad koordineerimata. (Rizzo, 2010)
Tagajirjena ei ldhe veri vatsakesse nii, nagu peaks ning siidame joudlus vidheneb.
Fibrillatsioon voib olla krooniline voi ajutine, kuid see suurendab infarktiohtu. Seda
pohjustavad hiired elektrisignaalide organiseerituses. Kuna elektrisignaalide edastamise
stisteem kulutab pidevat subsarkolemmaarsete mitokondrite energiat, vdoivad need héired olla

pohjustatud energeetilise siisteemi kahjustustest. (Nemutlu et al., 2015)

Aatriumi laienemisest tingitud patoloogiliste muutuste kirjeldamisel on késile voetud termin
atriaalne remodelleerimine, mis sisaldab endas rakkude apoptootilist ja nekrootilist surma,
hiipertroofiat, elektrijuhtivuse hiireid, kontraktsioonivoime vdhenemist ja muud. (Roosimaa
et al., 2013) Lisaks toimuvad sellises koes ka bioenergeetilised muutused, mis viitavad EU
kahjustusele. Vihenevad CK ja AK aktiivsused ning ATP ja CrP hulgad (Cha et al., 2003),
suureneb difusioonitakistus ADP-le ning vdheneb V. Tekib ka HK-2 mitmekordne
ekspressioon. Kuna HK-2 kinnitub mitokondril VDAC-le ning loovutab ADP-d otse
mitokondrisse, stimuleerib see nii HK gliikoliititilist aktiivsust (ADP kui inhibiitori
puudumine) kui stimuleerib OxPhos. Tulemusena suureneb gliikoosi efekt sellises olukorras
kahekordseks, viidates gliikoosi ja HK olulisele regulatoorsele mdjule. Sellist interaktsiooni
kutsuvad esile nii isheemia kui kardioprotektandid. On vdimalik, et HK-2 kinnitumine
membraanile kompenseerib kahjustatud EU-st tingitud vihenenud reageerimisvdimekust.

(Roosimaa et al., 2013)

Energiametabolism on seotud isheemilise kahjustusega (Dzeja & Terzic, 2009). ROS teke
suureneb, kui tekivad korvalekalded hingamisahela komplekside normaalsest talitusest, nt
isheemilises keskkonnas (Tepp et al., 2016). Veres ringleva AMP tase touseb mitte ainult
fiitisilisel pingutusel vaid ka miiokardiaalse isheemia puhul juba minutitega, olles muuhulgas
hea diagnostiline indikaator. Isheemia likvideerimisel ja koe hapnikuvarustuse taastamisel,
kui seda ei tehta piisavalt kiiresti, tekib aga reperfusiooni kahjustus. Toodetakse suures
koguses ROS, héirub katioonide homeostaas, tekib ultrastruktuurne kahjustus ja {ildine
kardiaalne depressioon. (Dhalla & Duhamel, n.d.) Kuna AMP suudab vidhendada ROS
produktsiooni, voib see omada reperfusiooni vastu kaitsvat rolli. AK1 (tsiitosoolne isovorm)
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puudumise tagajirjel on tdheldatud madalamat energeetilist efektiivsust, aeglasemat
16dvestumist, puudulikku AMP signaalide edastamist ja suuremat vastuvotlikkust isheemiale.
(Dzeja & Terzic, 2009) Fosforiiiilrithma tilekande koha pealt voib langenud AK aktiivsust
kompenseerida suurenenud CK aktiivsus. (Dzeja & Terzic, 2003)



2. Materjal ja metoodika

Katsetes kasutati Wistari liini rottide siidamekudet ja eraldatud kardiomiiotsiiiite. Loomi
kasvatati piisival temperatuuril (22 °C) vastavalt 12:12 tunni valguse ja pimeduse reziimil
ning standardsel toidul ad libitum. Loomkatseid viisid 1dbi selleks kvalifitseeritud isikud,
katsed toimusid Pdllumajandusministeeriumi loomkatsete eetikakomitee tingimustest lahtudes
ja ministeeriumi véljastatud loa number 19, vilja antud 09.12.2013, alusel. Enstitimaktiivsuste
ja oksiigraafiliste parameetrite analiiiisideks kasutati eraldi isendeid ja proove toodeldi
erinevalt. Ensiitimaktiivsusteks kasutati rotte vanuserithmades 1 péev, 3 pédeva, 7 pédeva, 18
pédeva, 30 péeva, tdiskasvanu, 1 aasta, 1,5 aastat ja 2 aastat. Igast vanuseriihmast analiiiisiti 4-6
isendit, sugu eristamata. Oksiigraafiaks kasutati rotte vanuserithmades 1 aasta, 1,5 aastat ja 2

aastat. Igast vanuseriihmast ja mdlemast soost analiiiisiti 5-6 isendit.

2.1. Proovimaterjali ettevalmistus

Enstitimaktiivsuste madramiseks kasutati roti stidamekoe liisaati. Pédrast roti surmamist siida
eemaldati ning kiilmutati koheselt vedelas lammastikus. Materjali hoiti kasutamiseni
temperatuuril -80 °C. Katsete 1dbiviimise ajal hoiti materjali +4 °C juures. ESimese etapina
peenestati proov uhmerdades vedelas ldmmastikus. Pulbrit kaaluti prooviks 50-100
milligrammi, tidpne mairgkaal fikseeriti. Materjal voeti iiles liitisilahuses, mille koostisse
kuulusid 20mM Tris-HCI, pH=8,1, 20mM MgCl,*6H,0, 900mM KCI, 10mM EDTA-Na,,
10m gliikoos ja 0,25% Triton-X.

Liiisilahuses olev materjal jahvatati jahvatuskuulikestega seadmes Retch MM 100 mill,
sagedusel 25 Hz, 1 minut. Seejarel eemaldati kuulikesed ja tsentrifuugiti liisaati +4 °C
temperatuuril, 11900 g juures 10 minutit. Liisaadi supernatant eraldati uude eppendorffi
ensiilimaktiivsuste madramiseks. Ensiilimaktiivsused méérati puhtast liisaadist kas kohe, voi
sdilitati -20 °C juures ning analiilisiti jirgneva 24 tunni jooksul. Proovst eraldati 100-200 pl
materjali hilisemaks valgu kontsentratsiooni mairamiseks ning seda siilitati siigavkiilmas -20

°C juures.
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Oksiigraafia jaoks kasutati permeabiliseeritud kardiomiiotsiiiite, mille eraldamine toimus
sarnaselt varem kasutatud metoodikale (Saks et al., 1991). Liihidalt parast roti surmamist siida
eemaldati ning tihendati perfusioonisiisteemiga, kus siidamest juhiti 1dbi kollagenaasilahus
(Collagenase B, Roche, 1,2 mg/mL). Pérast to6tlust kojad eemaldati ja saadud pehmet kude
toodeldi pipetiga ning saadud rakud filtreeriti 1dbi nailonvorgu. Rakud viidi lahusesse

Mitomedium B ja nende kuju ja eeldatavat funktsionaalsust hinnati valgusmikroskoobis.

Enne eksperimentide algust kontrolliti rakkude kvaliteeti oksiigraafiliselt. Nende
hapnikutarvet stimuleeriti 2 mM ADP lisamisega (Vapp). Seejérel lisati 8 uM cyt C, et
kontrollida mitokondri vdlismembraani funktsionaalsust. Kahjustatud vilismembraani korral
on cyt C vdimeline seda ldbima. Endogeenne Cyt C on mitokondrist véljunud ja eksogeenselt
lisatav cyt C asendab seda. Seega tdstab kahjustunud mitokondriga rakkudele cyt C lisamine
hingamiskiirust. Tervete mitokondrite puhul jd&b hingamiskiirus pérast cyt C lisamist Vapp

tasemele. Edasistes katsetes kasutati ainult kvaliteedikontrolli 1dbinud rakke.

2.2. Ensiiumaktiivsuse maiaramine

Ensiitimaktiivsust analiiiisiti lisaadi supernatandist Kineetilise meetodi abil spektrofotomeetril
Cary 100 (Varian), 25 °C juures. Igast proovist médérati kolme ensiiiimi, HK, CK ja AK
aktiivsused. Aktiivsused esitati aktiivsusiihikutena, kus iiks aktiivsusiihik kataliiiisib 25 °C ja
ensiiiimi optimaalse pH juures 1 umol substraati minutis. Iga ensiiiimi aktiivsust moddeti igast
proovist vihemalt kolmes korduses. Kordustel kasutati vahemalt kahte erinevat lahjendust, et

viltida siisteemsete vigade tdendosust.

Analiitisimiseks pipeteeriti proovid vastavasse reaktsioonisegusse. HK méaaramiseks kasutati
reaktsioonisegu A (42 mM Tris-HCI, pH=8,5, 7,7 mM MgCl,*6H,0, 45 mM KCI, 0,5 mM
EDTA-Naz, 1 mM NaH,PO,, 6,7 mM MgATP, 4,2 mM gliikkoos, 460 nM B-NADP). CK
médramiseks kasutati reaktsioonisegu B (50 mM HEPES, pH=7,1, 5 mM Mg-atsetaat, 100
mM KCI, 0,5 mM EGTA, 1,2 mM ADP, 0,08 mM Ap5a, 340 U/mL HK, 170 U/mL G6PDH,
0,5 mM DTT, 20 mM gliikoos, 0,6 MM B-NADP). AK méédramiseks kasutati reaktsioonisegu
C (20 mM HEPES, pH=7,5, 4 mM Mg-atsetaat, 100 mM KCI, 1 mM EDTA-Na2, 340 U/mL
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HK, 170 U/mL G6PDH, 1 mM DTT, 20 mM gliikoos, 2 mM B-NADP). Esmalt nulliti
anallisaator reaktsioonisegu jargi. Teiseks lisati proov ja moddeti taust-aktiivsust, mis oli
nullilihedane. Kolmandaks kiivitati reaktsioon, lisades A, B voi C reaktsioonisegule
starterina vastavalt 1 U/mL G6PDH, 20 mM PCr v6i 2 mM ADP.

Toimuva reaktsioonide jada kiirust limiteeriv samm oli analiilisitava ensiitimi aktiivsus.
Modddetav kiirus oli reaktsioon kromogeeni NADP redutseerimine kromofooriks NADPH+.
Kromofoori absorbtsiooni moddeti 340 nm juures ning selle tousu jélgiti ekraanil jooksvalt.
Tousust valiti lineaarne 0sa, mille jargi arvutati absorptsiooni muutuse kiirus ithes minutis
(AA340/min), vottes arvesse proovi kontsentratsioon. Lopptulemusena arvutati

aktiivsusiihikud nii mérgkaalu kui valgu massi kohta Idhtudes valemist:

AA340nm
min

6,22 * mass (%)

Aktiivsusiihik milligrammi kohta =

2.3. Oksiigraafia

Analiiisimiseks kasutati suure lahutusvéimega oksiigraafi Oroboros-2K  (Oroboros
Instruments). Proovid analiiiisiti oksiigraafi suletud kambris, milles mdddeti Clarki
elektroodiga hapniku kontsentratsioon ja arvutati selle muutus ajas (hapniku tarbimise Kiirus).
Kambris oli magnetsegaja, mis tootas kiirusega 300 pdoret minutis. Rakud permeabiliseeriti
saponiini lisamisega (25 mg/ml). Saponiin lagundab kolesteroolirikkad rakumembraani osad,
kuid jatab kahjustamata raku struktuuri ja organellide membraanid (Kuznetsov et al., 2008).
See tagab lahusesse lisatud substraatide ja reagentide vaba pddsu tsiitosooli ja vdimaldab
tapselt kontrollida rakusisest lahustunud keskkonda. Analiiiisid viidi 1dbi 25 °C juures.
Hapnikutarbe kiirust viljendati kujul nmolO,/min/mg valgu kohta.

Lahusena kasutati Mitomedium B lahust (Kuznetsov et al., 2008), milles substraatidena oli
lisatud glutamaati (5 mM) ja malaati (2 mM). Esmalt kiillastati kambris olev lahus hapnikuga,

hoides kambrit avatuna. Seejérel lisati sinna rakud, kamber suleti ning lisati saponiin.
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Et eristada mittespetsiifilist hapnikutarvet lisatud substraatide mojul tekkinud hapnikutarbest,
moodeti selles faasis ka baashingamine, V,. Seejdrel viidi 1dbi analiiiisid vastavalt
protokollile. Iga substraadi lisamise jirel oodati hingamiskiiruse stabiliseerumiseni ning

registreeriti vastav vaértus.

ADP mdju hindamiseks siistiti  kambrisse sammhaaval ADP lahust, saades
16ppkontsentratsioonid vahemikus 50 uM — 2 mM. Fikseeriti hapnikutarbe viairtused
erinevate kontsentratsiooniga. Madtmistulemustest arvutati Vmax kiillstava ADP kogusega ja

néiline Michaelis Menteni konstant (Km) eksogeense ADP suhtes.

Cr aktivatsiooni hindamiseks kasutati protokolli, mis on vélja to6tatud R. Guzuni poolt
(Guzun et al., 2011). Kambrisse lisati 2 mM ATP, mis aktiveeris ATPaasid, tekkiv ADP
kaivitas mitokondriaalse hingamise. Jargnevalt lisati 10 IU/mL PK (5mM PEP oli lisatud
koos substraatidega). Antud PK-PEP siisteem regenereeris endogeense vabalt difundeeriva
ADP, vilistades selle mdju mitokondrile (joonis 6). Seega registreeriti jargnevalt ainult see
hapnikutarve, mis ldhtub mitokondris sees ringlevast ADP-st ja rakendub ATP tootmiseks.
Seejarel aktiveeriti mtCK kaudu CK siisteem, lisades kambrisse 10mM Cr ja fikseeriti vastav

hapniku tarbimise kiirus.

\

Joonis 6: PK/PEP siisteem. Joonisel: PEP — fosfoenoolpiiruvaat. Pyr — piiruvaat. PK —
piiruvaatkinaas. MIM — mitokondri sisemembraan. MOM — mitokondri vilismembraan. Cr —
kreatiin. PCr — fosfokreatiin. ANT — adeniinnukleotiidi translokaas. ATPaaside poolt toodetud
tsiitosoolne ADP regenereeritakse ATP-ks.(Rita Guzun et al., 2009)
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AMP voimet aktiveerida OxPhos moddeti nii {ildaktiivsusena kui eraldi kahe isovormi,
tsiitosoolse AK1 ja mitokondriaalse AK2 aktiivsustena. ATP-aasid aktiveeriti 2mM ATP-ga.
Lisati 2 mM AMP ning moddeti selle mdju rakuhingamisele. Saadud hingamiskiirus néitab
AK ildaktiivsust. Seejdrel pipeteeriti kambrisse PK, aktiveerides PK/PEP siisteem ja
regenereerides endogeense ADP. Jargi jadv hingamiskiirus oli see, mida vahendas vaid AK2,
mitokondriaalne isovorm. Viimasena lisati P1,P5-Di(adenosiin-5") pentafosfaat (Ap5a), mis
on AK inhibiitor.

Gliikoosi aktivatsioon néitab gliikoliititilise siisteemi otsest aktiveerivat mdju OxPhos-le.
Rakkudele lisati 2 mM ATP, et aktiveerida ATPaase ja toota viikeses koguses ADP-d.
Seejarel siistiti kambrisse 10mM glitkoosi ning regustreeriti sellejargne hapnikutarve. Edasi
stistiti  kiillastavas koguses (2 mM) ADP, saades maksimaalne ADP-ga saavutatav
hingamiskiirus (Vape). Gliikoosi aktivatsioon arvutati protsendina gliikoosi lisamise jérgse ja

V app Suhtest.

2.4. Valgu kontsentratsiooni miiramine

Valgu sisaldus liisaadis marati kasutades Thermo Scientific™ Pierce™ BCA Protein Assay
Kit-i, mis kasutab biureedireaktsiooni ja bikinkoniinhapet (BCA). Aluselises keskkonnas
redutseeritakse Cu®* valgu poolt Cu'*-ks (biureetreaktsioon). Cu'* tuvastatakse ja
kvantifitseeritakse kolorimeetriliselt, kasutades BCA-d: kaks BCA molekuli kelaadivad iihe
Cu'* molekuli, tootes vesilahustuvat violetset produkti, millel on tugev absorptsioon 562 nm
lainepikkusel. Spektrofotomeetriga moodetav absorbtsioon on lineaarne

valgukontsentratsiooniga vahemikus 20-2000 mg/L. (Thermo Scientific, 2014)

Proovile lisati 0,5% SDS lahust ja kuumutati seejdrel 25 minutit 90 °C juures. Materjal
tsentrifuugiti 2 minutit 10000 g. Proovid pipeteeriti mikroplaadile védhemalt kahes
lahjenduses, vahemikus 1:20-1:40. Samale plaadile pipeteeriti ka standardite rida. Standardite
reaks kasutati BSA (ingl k bovine serum albumin) valku, millest tehti 8 lahjendust vahemikus
0-1000 mg/L. Reaktsiooni kaivitamiseks hoiti proove 30 sekundit 60 °C juures. Jahtunud

proovid moddeti spektrofotomeetril.
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3. Tulemused

Ensiitimaktiivsuseid moodeti kolmel energia transpordis olulisel enstiiimil: HK, CK ja AK.
Tulemused saadi aktiivsusiihikutes milligrammi valgu kohta. Hingamise Kkineetika
parameetritest moddeti Vmax (teoreetiline), Km(ADP) ning Cr, AMP ja gliikoosi aktivatsiooni
koefitsiendid. Tulemused saadi hapniku tarbimise Kkiirusena, normeeritud valgule: nmol

Oz/min/mg (valk).

CK siisteem on siidamelihase koige olulisem iilekanderada. Mdddetud CK aktiivsustest
(joonis 7) ilmneb, et selle aktiivsus tduseb oluliselt esiteks esimeste siinnijargsete padevade
jooksul 1100 thikust 1800-ni ja piisib sel tasemel mitmenéddalase arengu jooksul. Jiargneb
teine aktiivsuse tous ithe kuu vanuselt, mis kestab kuni maksimaalse, tdiskasvanuga vordse
taseme saavutamiseni (4300 iihikut) 3 kuu vanuselt. Vananemisega kaasneb ndhtav CK
aktiivsuse langus (3500 iihikut) iiheaastasel rotil. Samas, edasine langus ei ole pidev vaid
piisib 1,5-2 aasta vanusel rotil orienteeruvalt samal tasemel. Need tulemused langevad kokku
varasemate ja selle uurimuse kdigus toimunud oksiigraafiliste moGdtmistega, nédidates CK-

iilekandevorgustiku  siisteemi muutuseid ja tdestades ensiilimaktiivsuse seotust CK

siisteemiga.
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Joonis 7. Kreatiinkinaasi aktiivsused roti siidamekoest. Igast vanuseriihmast on esitatud 4-6
isendi aritmeetiline keskmine. Usalduspiirid on esitatud standardveana.
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Lisaks moddeti teise, AK siisteemi hindamiseks AK ensiilimaktiivsuseid roti erinevatel
arenguetappidel (joonis 8). Siinnijargselt touseb AK aktiivsus marginaalselt, plisides 1000
tihiku ldhedal. AK aktiivsus hakkab ndhtavalt suurenema 1 kuu vanuselt, orienteeruvalt samal
ajal, kui teine CK aktiivsuse tdus ilmneb. AK aktiivsuses ei ilmne edasist jarsku tdusu, nagu
voib tdheldada CK korral. Seevastu AK aktiivsus vananemise kdigus oluliselt ei lange,

taheldada voib isegi teatud kasvu iile 2000 tihiku, mis kiill ei ole statistiliselt oluline.
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Joonis 8: Adeniilaatkinaasi aktiivsused roti siidamekoest. Igast vanuserithmast on esitatud 4-6
isendi aritmeetiline keskmine. Usalduspiirid on esitatud standardveana.

HK aktiivsus nditab gliikoliiiitilise siisteemi aktiivsust, kuna kataliilisib gliikoliiiisi esimest
sammu. Gliikoliiiisil pdhinev energiametbolism on prevaleeriv enne siindi. Siinnijirgselt
toimub timberliilitus acroobsele ainevahetusele (Yang et al., 2014) ja seega oleks oodatav HK
aktiivsuse langus. Suurenenud HK ekspressioon on pigem seotud selliste patoloogiliste
muutustega, mis esinevad sagedamini vanemas eas (Roosimaa et al., 2013). Tulemustest
selgub, et normaalse arengu ja vananemise kédigus piisib HK aktiivsus sarnasel tasemel (100

ithikut) niiliselt oluliste muutusteta kogu elu viltel.
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Oksiigraafilised eksogeense ADP kineetikat modtvad analiitisid sooritati, lisades kambrisse
ADP-d. ADP kontsentratsiooni tdsteti astmeliselt, kuni kiillastumiseni. Hingamiskiirus
fikseeriti erinevate kontsentratsioonide juures ning tulemustest saadi Michaelis-Menteni
kineetika reaktsioonikdver. Tundlikkuse méaramiseks arvutati ndilised Km(ADP) véartused,
mis nditavad mitokondri afiinsust ADP-le. Lisaks Km véirtusele arvutati ka Vmax(ADP). See
arvutati reaktsioonikdverast tuleneva teoreetilise maksimaalse kiirusena, mida ADP-ga
stimuleerides on vdimalik saavutada. Uheaastaste ja tdiskasvanud rottide puhul langesid Km
ja Vmax védrtused emastel ja isastel kokku (joonis 9). Huvitav on, et emasel rotil langeb
hingamiskiirus 1,5 aastas vanuselt samas, kui isasel algab langus alles kaheaastaselt ehk
vanana. Sarnased erinevused kajastuvad ka niilises Km védrtustes, mis tduseb isasel rotil iile
400 uM ning langeb 2a peal jarsult 280 uM peale. Emasel langeb nailine Km 180 uM peale
juba 1,5a ja langeb edasi 150 uM peale.
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Joonis 9a: Roti kardiomiiotsiitidi Vmax. Igast vanuserithmast ja mdlemast soost on esitatud 5-6
isendi aritmeetiline keskmine. Usalduspiirid on esitatud standardveana. Téiskasvanu
vadrtused on voetud eelnevast toost (Timohhina et al., 2009).

Joonis 9b: Roti kardiomiiotsiiidi Km(ADP). Igast vanuseriihmast ja mdlemast soost on
esitatud 5-6 isendi aritmeetiline keskmine. Usalduspiirid on esitatud standardveana.
Téiskasvanu véirtused on voetud eelnevast to6st (Timohhina et al., 2009).
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Moddeti ka Cr aktivatsioon keskkonnas, kus PK/PEP sisteem eemaldas raku tsiitosoolis
tekkiva ADP. Seetdttu saadi tulemuseks ainult Cr regulatoorne moju mitokondrile (joonis 10).
Aktivatsiooni koefitsient arvutati Ve /Vmax Kiiruste suhtena, kus Vmax vaartus on arvutatud

sama isendi Km maéaédramisest.
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Joonis 10: Roti kardiomiiotsiiidi kreatiini aktivatsiooni koefitsient, viljendatud Vc/Vmax
suhtena. Igast vanuseriihmast ja molemast soost on esitatud 5-6 isendi aritmeetiline keskmine.
Usalduspiirid on esitatud standardveana. Tédiskasvanu véirtused on voetud eelnevast toost
(Timohhina et al., 2009).

Cr aktivatsioon langeb vananedes oluliselt. Kui tdiskasvanul on Cr aktivatsiooni koefitsient
0,75, siis aasta vanusel rotil langeb see 0,57 peale ning sealt edasi 0,45 peale. Sarnaselt
ensliimaktiivsustele on vananemisel ndha funktsiooni langust, suurim langus ilmneb 1 aasta

vanuses (keskealine rott) ja edasised muutused on viaiksemad.
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AK siisteemi osakaalu hindamiseks mododeti ka AMP vdime aktiveerida OxPhos.
Aktivatsiooni koefitsient arvutati Vamp/Vapp Suhtena (joonis 11), kusjuures Vapp oli
moddetud sama eksperimendi kéigus. Téiskasvanul on AMP aktivatsioon 1. llmnes, et
keskealisel ehk iiheaastasel rotil langes on véirtus langenud natuke, vaid 0,8 peale. Aktiivsus
jai sellele tasemele ka vanal rotil (2a). Isaste ja emaste tulemused olid sarnased, viike
erinevus oli 2a vanustel, kus tulemused olid vastavalt 81% ja 75%. Tsiitosoolis asuva AK1 ja
mitokondriaalse AK2 aktivatsioonid moddeti ka eraldi (joonis 12). Nende omavaheline

osakaal on kogu elu viltel sarnane, vastavalt 80% ja 20%.
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Joonis 11. Roti kardiomiiotsiiiidi AMP-aktivatsiooni koefitsient, viljendatud Vamp/Vapp
suhtena. Igast vanuseriihmast ja molemast soost on esitatud 5-6 isendi aritmeetiline keskmine.
Usalduspiirid on esitatud standardveana. Téiskasvanu vaédrtused on voetid eelnevast to0st
(Timohhina et al., 2009).
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Joonis 12. Naidistulemus okstigraafiga AMP aktivatsiooni mootmisest. Joonisel on sinisega
nédidatud hapniku kontsentratsioon (nmol/mL) ja punasega tarbimise kiirus (pmol/s/mg).
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Gliikoliiiitiline stisteem voib HK vahendusel otseselt stimuleerida OxPhos. Sel juhul on
gliikoosil moddetav moju hingamiskiirusele. Katse kdigus pipeteeriti kambrisse esmalt 2 mM
ATP-d, et aktiveerida ATPaase ning toota viheses koguses ADP-d. Seejarel lisati kambrisse
10 mM gliikoosi. Pidrast gliikoosi lisamise jérgset hapnikutarbe fikseerimist lisati kiillastav
kogus ADP-d ning mdddeti maksimaalset moddetavat hingamiskiirust. Gliikkoosi aktivatsiooni
hindamiseks lahutati ATP indutseeritud hapniku tarbimise Kkiirus sellest, mis tekkis gliikoosi
lisamisel ning jagati hingamiskiirusega 2 mM ADP juuresolekul. Gliikoosi aktivatsioon on

véljendatud protsendina hapnikutarbe maksimaalsest ADP aktivatsioonist:

Gliikoosi aktivatsioon protsendina = V(glikoos) — V(ATP)/V (ADP) * 100

Oksiigraafilised analiiiisid nditasid, et gliikoosi vdime aktiveerida OxPhos kasvab oluliselt roti
vananedes. Tiiskasvanud rotil on gliikoosi aktivatsioon méiramise piiril, jasdes alla 1%. Uhe-
aastasel rotil tduseb see 4,5% peale, 1,5 aastasel rotil 8,2% peale ja 2 aastasel rotil 9% peale,
néidates gliikoliiiitilise siisteemi moju olulist suurenemist (joonis 13). See on olulisim muutus,

kui votta arvesse glitkoosi aktivatsiooni sisulist puudumist tdiskasvanul.
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Joonis 13. Roti kardiomiiotsiiiidi gliikoosi aktivatsioon, viljendatud protsentuaalse suhtena
gliikoosist tingitud hapnikutarbe (Vgiy — Vate) ja Vapp Vahel. Igast vanuserithmast on esitatud
5-6 isendi aritmeetiline keskmine. Usalduspiirid on esitatud standardveana. Téiskasvanu
véartused on voetud eelnevast to6st (Timohhina et al., 2009).
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4. Arutelu

To6 eesmirk oli hinnata mitokondri ja ATPaaside vahelise iilekandevorgustikuga seotud
iilekandestisteemide ensiiiimide aktiivsust ja moju mitokondri hapniku tarbimise kiirusele,
erinevatel vanuserithmadel. Uuringu tulemused Kkinnitavad, et vananemisel toimuvad

stidamelihase rakkude energiametabolismis olulised muutused.

Lisaks vananemisega seotud muutustele ilmnevad tulemustest erinevused ka emaste ja isaste
vahel. Sellele viitavad selgelt Vimax ja Km vaértused ning vdhemal médidral AMP ning Cr
aktivatsioon. Molemal sool toimuvad siiski degeneratiivsed muutused ning nende

hapnikutarve aeglustub.

Stidamelihases rakkudes on olulisemateks iilekande CK ja AK siisteemid (Dzeja & Terzic,
2003; Valdur Saks et al., 2010). Samal ajal on ndidatud et patoloogiate korral, nditeks CK-
negatiivsetel hiirtel, on teised rajad voimelised osaliselt kompenseerima CK puudumist.
Samas on sel juhul tdheldatud mitmeid morfoloogilisi muutusi ning vihenenud fiiiisilist
voimekust. (Dzeja et al., 2004; Valdur Saks et al., 2010) Samuti on ndidatud, et PCr sisalduse
langus lihaskoes on otseselt seotud patsientide elulemusega. (Neubauer et al., 1997;
Neubauer, 2007) On leitud, et CK isoensiiiimide sisaldus miiokardiumis oli tdiskasvanud ja
vanadel rottidel sama, samas kui stressi tingimustes oli see vanadel vorreldes tdiskasvanuga
langenud (Davydov & Shvets, 1999).

Vananemise uuringutes esitatud muutused CK sisalduses ja CK siisteemi aktiivsuses on
erinevad ja soOltuvad tihti wuuritavast koest. Mitmetel juhtudel on registreeritud
geeniekspressiooni moodtmistel CK erinevate isoensiiiimide hulga vdhenemine oksiidatiivses
lihases. (Kayo et al., 2001; Wei et al., 2009) Teisalt on mdddetud CK sarkomeerse vormi 3,8-
kordne kasv mRNA ekspressioonis, samal ajal kui mitmete teiste mitokondriaalsete

hingamisega seotud ensiitimide sisaldus koes viaheneb (Lee et al., 1999).

To66 tulemusena mdddetud muutused CK ensiiimaktiivsustes ja hingamisparameetrites on

omavahel hésti seotud. Eelnevad roti siidamerakkude okstigraafilised mddtmised siinnijérgse
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arengu perioodil on ndidanud, et Cr vdime OxPhos aktiveerida algab roti siidamerakkude
puhul 3. siinnijdrgsest nadalast, samaaegselt difusioonitakistuse olulise suurenemisega, mis
nditab mitokondriaalse hingamise regulatsiooni kiiruse arengut. (Anmann et al., 2014)
Kreatiini aktivatsiooni kasv jatkub piisivalt kuni 3. elukuuni, mil see, samuti ka niiline
Km(ADP) saavutavad tiiskasvanule iseloomuliku véirtuse. See nditab, et vahetult pérast
siindi, esimeste eluniddalate jooksul toimuvad rakus esmalt struktuurse paigutusega seotud
muutused. Mitokondrite korrapdrase paigutuse teke loob eelduse tdiskasvanuga vordse
maksimaalse hingamiskiiruse Vmax saavutamiseks. Sellele jargneb regulatoorne areng, mille

véljenduseks on néilise Km(ADP) ja Cr aktivatsiooni edasine kasv.

Kéesolev to0 nditab, et CK aktiivsus tduseb vihesel mééral esimestel siinnijargsetel paevadel
ning piisib seejérel 3-18 pédeva vanuses platoona. Teine olulisem tous ilmneb 1 kuu vanuselt,
aktiivsus kasvab kiiresti mitu korda ning saavutab samuti maksimaalse taseme 3. elukuul.
Esimene tous CK aktiivsuses voib olla seotud siinnijargsete muutustega, mis on seotud
aeroobsele ainevahetusele tileminekuga. Western blot analiiiisidest on ndha, et mtCK isovormi
esinemine on registreeritav esimesel siinnijdrgsel nidalal, kuid selle sisaldus on esialgu vidike
(Anmann et al., 2013). Samuti pole veel tekkinud funktsionaalselt toimivat MI. Teine CK
aktiivsuse tous kestab 1-3 kuu vanuselt, kinnitades, et MI teke langeb sellesse

vanusevahemikku.

Vananemise kidigus on tulemuste jirgi liheaastasel rotil (mida vdib vastavalt Wistari roti
elulemusgraafikule votta keskealise mudelina) CK aktiivsus oluliselt vdhenenud, samas
statistiliselt olulist langust edaspidi ei jargne. Oksiigraafilised mo&tmised néidasid samuti Cr
aktivatsiooni olulist langust iihe aasta vanusel rotil, vdiksemat langust 1,5 aasta vanuselt ning
edasist olulist vihenemist 2 aasta vanusel rotil langust ei tuvastatud. Seega vdib oletada, et
CK siisteemis toimuvad muutused suhteliselt vara, samas sdilitab MI oma funktsiooni ka

vanemas €as.

On ka mérkimisvairne et, ehkki see ei ole statistiliselt oluline, on 1,5 ja 2 aasta, kuid mitte 1
aasta vanustel rottidel isastel loomadel Cr aktivatsiooni langus néiliselt suurem. See erinevus
voib katsete kordamisel osutuda statistiliselt oluliseks, kuna langeb kokku erinevusega

hingamiskiiruses, kus isastel Km(ADP) védirtus kasvab voi jadb samale tasemele ja
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maksimaalne hingamiskiirus vastab pigem Km viirtusele. See langeb kokku
uuringutulemustega ja rohutab fakti, et laialt levinud tava kasutada uuringutes isasloomi ning
laiendada saadud tulemused molema soo peale ei pruugi anda toeseid tulemusi, eriti

vananemise uuringutes.

AK siisteem areneb {ihtlasemalt kui CK siisteem. Aktiivsuse kiirem tous on ndha 1 kuu
vanuselt, korreleerudes CK siisteemi hiippelise kasvuga. See on arenguperiood, Kkus
siidamerakk on struktuurselt formeerunud ja koos fiiiisilise aktiivsuse kasvuga ning roti
kehamassi jarsu suurenemisega (Anmann et al.,, 2014) toimub muutus ka toitumises
(voodrutusperiood). Koik see mojutab ka siidameraku energiametabolismi funktsionaalset

kiipsemist, mis 16peb MI moodustumisega 3. kuu 16puks.

Samal ajal kui CK aktiivsuses toimub teine oluline tous parast 1 kuud, sdilitab AK 1. kuuks
sdilitatud aktiivsuse, jdddes ka tdiskasvanuks saades samale tasemele. Vananedes AK
aktiivsuses olulist muutust ei registreeritud. Oksiigraafiliste mdotmiste tulemusena (joonis 11)
ilmnes, et tiheaastase roti siidamelihase rakkudes on registreeritav langus AMP aktivatsioonis.
Samas on see oluliselt vdaiksem kui Cr aktivatsioonil (18% tdiskasvanu omast, vorreldes 24%
Cr puhul). Vananemise jirgnevatel etappidel jii AMP-i aktiveeriv mdju samale tasemele.
Vaadeldes AK aktiivsusi, voib vananemisel tdheldada isegi védikest tdusu. On voimalik, et
intensiivistub AK iilekande radade kaudu energia ATPaasideni transport samas, kui selle
voime mitokondrit aktiveerida vdheneb natuke. Antud tulemused viitavad, et AK siisteem
saavutab kiipsuse varem ja sdilitab oma vOimekuse paremini ka vanemas eas. Antud
tulemused viitavad, et kuigi CK siisteem ja sellega seotud MI on valdavaks energia iilekande
stidamelihases on AK roll oluline siidamelihase rakkude kujunemise perioodil, aga samuti

vananemise kdigus, kus ta voib kompenseerida CK siisteemi vihenenud voimekust.

HK aktiivsuse olulist tdusu on seostatud patoloogiatega, eriti vdhi ja sellega seotud nn
aeroobse gliikoliilisi ehk Warburgi efektiga. See on seostatud HK kinnitumisega mitokondri
vilismembraanis asuva VDAC kanaliga, mille tulemusena saab ta eelistatud juurdepdisu
mitokondris toodetavale ATP-le. (Pedersen, 2007; Pedersen, 2008). Vananemise kdigus on
taheldatud gliikkoliiiisi olulisuse kasvu (McMillin et al, 1993), samas ka gliikoosi kui

substraadi osakaalu tousu, vorreldes tdiskasvanud siidamerakkudega (Kates et al., 2003). On
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ka uuringuid, mis ei tdheldanud olulisi muutusi gliikoosi kasutamises skeletilihases (Sample et
al., 2006). Ei ole selget seisukohta, kas nn terve vananemise kdigus on tegemist patoloogia
ilminguga vdi kompensatoorse muutusega, tagamaks siidamelihase efektiivsemat

t66d.(Sabbaha & Stanley, 2002)

Gliikoosi aktivatsiooni tulemused niitavad, et tdiskasvanud stidamerakkudes on gliikoosi
aktiveeriv. mdju mitokondriaalsele hingamisele marginaalne. Oluline kasv ilmneb
vananemisel — muutus on nii tdiskasvanu ja liheaasta roti kui ka 1a ja 1,5a roti vahel. Samas
pisib HK aktiivsus kogu elu véltel samal tasemel. HK aktiivsuse stabiilsus voib viidata
energeetilise slisteemi kahjustusega seostuvate patoloogiliste muutuste puudumisele. On
voimalik, et HK aktiivsuse mootmiste abil oleks voimalik eristada patoloogilisi ja

fiisioloogilisi, vananemisest tingitud muutuseid.

Stinnijargsel perioodil toimub kiire timberliilitus siinnieelselt gliikoliiiitiliselt ainevahetuselt
aeroobseks mitokondriaalseks OxPhos-ks, samas kui vananemisel on tdheldatud gliikoliiiitilise
ainevahetuse positiivset mdju vananevas lihases. T66 tulemused kinnitavad samuti gliikoliitisi

olulisuse tousu siidamerakkude bioenergeetikas vananemise kdigus.

Uuringu tulemustest voib jareldada, et CK aktiveerumine on viimane etapp funktsionaalse,
tdiskasvanud siidameraku bioenergeetika arengus. Samas on CK siisteem ka esimene, mis
nditab vananemisel taandarengu mirke. AK silisteem saavutab tdiskasvanud rakule vastava
taseme varem, olles nii kompensatoorseks rajaks CK arenemise ajal kui hiljem, vananemise
kdigus. Antud tulemused viitavad, et siidamelihase t66vOime siilitamiseks ka vanemas eas
oleks vajalik uurida voimalusi CK raja voimekuse séilitamiseks ka vanemas eas. On andmeid
Cr transporteri aktiveerimise positivisest mdjust patoloogiate korral (Neubauer, 2007; Lygate
et al., 2012), samas kui Cr manustamine annab vaid liihiajalist efekti. Analoogiline moju

vananemise korral vajab veel tdiendavaid uuringuid.
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Kokkuvote

Stidamerakkude energia iilekandevorgustikuga seotud muutuseid rottide stidames uuriti nii
stinnijargsel arengul kui vananemise mudelil. Siinnijargselt toimuvad siidameraku
energiametabolismis olulised muutused, mis kajastusid tulemustes ja sobivad kokku sama
uurimisrithma eelneva to6ga (Anmann et al., 2013). Vananemise kdigus on nidha olulisemaid
muutusi CK siisteemis ja gliikkoosi aktivatsiooni suurenemist ilma tldise HK aktiivsuse
kasvuta. Voib viita, et nii ensiitimide aktiivsus kui nende mdju mitokondri hapnikutarbimise

kiirusele on erinevatel vanuseriihmadel kaardistatud.

T60s moddeti kolme enstiiimi aktiivsust. Heksokinaasi aktiivsus piisib elu véltel sarnasena.
Kreatiinkinaasi aktiivsus touseb kergelt siinnijargselt ning jdrgnev oluline tdus on
vanusevahemikus 1-3 kuud. Ensiitimi aktiivsus vananedes langeb, kusjuures oluliseim langus
on la vanuses. Adeniilaatkinaasi aktiivsus on Kreatiinkinaasi omast regulaarselt madalam,
toustes stinnijargselt kergelt. Suurim kasv toimub 1. elukuul, aktiivsus vananemisel oluliselt

ei lange.

Oksiigraafiliselt mdddetud kreatiini aktivatsiooni koefitsient nditas vananemisel langust,
langedes kokku ensiiiimaktiivsusete méadramisel saadud mustriga. AMP aktivatsioon niitab
AK siisteemi aktiivsuse langust vananemisel, kuid antud langus oli oluliselt vdiksem vorreldes
Cr aktivatsiooni langusega. Kui AMP ja Cr aktivatsioon véhenesid erineval mééral, siis

gliikoosi aktivatsioon tousis samal ajal vananedes oluliselt.

Stinnijargse arengu kohta saadud info kinnitas eelneval uuringul saadud tulemusi. CK ja AK
enslitimide aktiivsused tOusid ootusparaselt kergelt kuid selgelt esimeste siinnijargsete
pdevade jooksul, mil toimub aeroobsele ainevahetusele lileminek. Need saavutasid aga kiiresti
platoo ja ka heksokinaasi aktiivsus jdi muutumatuks. Energiaiilekande vorgustiku areng

kajastus ka ensiitimaktiivsustes ootuspéraselt.

Vananemisel toimuvatest muutustest on oluline, et samal ajal kui kreatiinkinaasi siisteem on

viimane osa tdiskasvanud siidameraku toimivast energeetilisest iihsusest, mis saavutab oma
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taieliku aktiivsuse, taandareneb just selle siisteemi voimekus esmajirjekorras. See tdhendab,
et esmased vananemise ilmingud siidamelihase energeetikas on seotud just kreatiinkinaasi
slisteemiga. Samas vOib vdita, et kuigi toimub oluline voimekuse langus, jdib see
iilekandesiisteem siiski elu 10puni prevaleerivaks, olles adeniilaatkinaasist kdrgema
aktiivsusega. Markimisvadrne on ka see, et langus on iihekordne, st saavutatakse platoo,

millest madalamale CK aktiivsus ega Cr aktivatsioon normaalsel vananemisel ei lange.

Vananemisel toimuvad reaktsioonina kreatiinkinaasi siisteemi degeneratsioonile ka
kompensatoorsed asendused. Adeniilaatkinaasi kompensatoorne mdju avaldub kahes aspektis.
Esiteks ilmnes kerge tdus ensiitimaktiivsuses, mis oli kiill statistiliselt ebaoluline. Teiseks
touseb ka AMP aktivatsiooni vidikese languse puhul selle tegelik tahtsus, kui vorrelda seda Cr
aktivatsiooni olulise langusega. Ilmnes ka gliikoliiitilise siisteemi suurenenud vodime

indutseerida oksudatiivset fosforuiilimist.
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Summary

Aivar Uus, ,,Developmental and age-related changes of myocardial phosphotrasfer network
profiles*

The purpose of this paper is to determine the changes in the profile of phospotransfer
pathways, from the postnatal period until senescence. For this, the activity of enzymes
hexokinase, creatine kinase and adenylate kinase were measured spectrophotomerically as
well as kietic respiratory parameters of permeabilized cardiomyocytes were measured with a
high-resolution oxygraph. The respiratory parameters were Km(ADP) with and without
creatine, resporatory chain activities, creatine activation coefficient, AMP-efect and glucose

efect.

An increase in both CK and AK was detected in the first few postnatal days. At 1 month, the
activity of AK reaches adult level while the activity of CK keeps rising until it reaches adult
level at 3 months. At midage (1 year), the activity of CK-system decreased markedly as
evidenced by both decreased creatine activation of OxPhos and CK activity. Both stayed on a
constant plato until old age. The AK activity does not decrease during ageing and AMP
activation of OxPhos decreases only by 20%, markedly less than the change in Cr activation.
The glucose activation of OxPhos increases with senescence, reaching 9% in old age (2
years). During senescence, both the AK and the glycolytic system obtain compensatory role.
The results can be used to produce markers for energy-related disorders of the heart muscle.

Keywords: bioenergetics, intracellular energetic unit, cardiomyocyte, development, ageing,

mitochondria
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