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Increased resistance of diabetic mitochondria to ischemia-
reperfusion myocardial injury

Mitochondrie v akutne diabetickom myokarde vykazuju zvySenu
odolnost proti ischemicko-reperfiznemu poskodeniu
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Abstract. Ischemic heart disease is a leading cause of mortality. To study this disease ischemia - repefusion
injury (IRI) models are widely used inasmuch as they mimic the process of transient blockade and subsequent
recovery of coronary blood supply. Diabetes mellitus (DM) is known as a risk factor of ischemic heart disease.
Nevertheless, experimental studies have revealed that myocardium is capable of partial adaptation to the
mentioned noxa, at least in its acute phase, and this adaptation becomes manifested in enhanced resistance
of the heart to IRI-induced arrhythmias. Insufficient oxidative energy production in the heart mitochondria
(MIT) is a direct consequence of DM. The resulting energy deficiency may become manifested in abnormal
contractility and rhythmicity of heart function. Thus, deficient energy production, originating from alterations
on the level of heart MIT represents the point in which DM and IRl meet. The aim of the present study was
to reveal the changes induced in heart MIT by adaptation to DM and elucidate the relationship between
these changes and the enhanced resistance of diabetic myocardium to IRI.

The authors focused on investigation of changes in membrane fluidity (MF) of the MIT heart and correlation
changes in MF with activity MIT Mg**-ATPase, which occurs when the heart with acute DM undergoes a further
IRI. Wistar rats, male, 10 to 12 weeks, 280 + 20 g, n = 18 control hearts (KS), 18 DS, 12/12 h light regime,
water and pellets ad libitum, 8-day DM induced by a single i.p. administration of 65 mg.kg-1 streptozotocin.
Diabetic condition was controlled by increase of: glucose, cholesterol, triglycerides, glycohemoglobin (p<0.01)
and by decrease of insulin (p<0.01). Excision of heart 8th day after streptozotocin. Isolated perfused hearts
(Langendorff). Functional and hemodynamic parameters: heart rate (HR), coronary flow (CF), left ventricular
systolic pressure (LVSP), left ventricular diastolic pressure (LVDiP), left ventricular developed pressure (LVDP),
maximum speed of the rise and decline of left ventricular pressure (+dP/dt__;-dP/dt__ ). Experimental pro-
tocol: 15 min stabilized perfusion (SP), 30 min global ischemia, 40 min post ischemic reperfusion.
Isolation MIT: differential centrifugation. Determinations: current and total activity of MIT Mg?**-ATPase
stimulated by 2,4-dinitrophenol, MF - fluorescence anisotropy DPH. Initial functional and hemodynamic
parameters after SP in DS showed lower HR values and higher values of +dP/dt__ and -dP/dt__ than in
KS. Statistical significance was absent everywhere. The default values for SP were in the same DS and KS.
Reperfusion in DS showed a significant increase (p<0.05) in LVDP, +dP/dt__ and -dP/dt__ compared with
KS. Ischemia caused decreased activity of Mg?*-ATPase in both groups at approximately the same numeri-
cal value. Reperfusion of KS caused a further decrease of enzyme activity, in DS the other hand, enzyme
activity increased (p<0.05), even slightly above the baseline after SP. This demonstrates the greater ability of
recovery in DS. The default value for SP showed that mitochondrial membrane of DS were more fluid than
membranes of KS. Ischemia caused a statistically significant increase of fluorescence anisotropy (p<0.05) thus,
the MF decline in both groups at approximately the same numerical value. Reperfusion caused a further
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decrease in MF in KS, whereas in the DS, the value of MF did not change. In the diabetic group, the cardiac
functional parameters, the membrane fluidity of heart mitochondria and activity of MIT Mg*"- ATPase, dur-
ing post ischemic reperfusion significantly improved (p<0.05), while in the hearts of the control group post
ischemic reperfusion examined parameters did not improve. Our findings confirm the positive contributions
of endogenous protective mechanisms, which caused the partial adaptation of diabetic hearts to ischemia
- reperfusion injury. Fig. 8, Tab. 4, Ref. 28, Online full text (Free, PDF) www.cardiology.sk
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Abstrakt. Ischemickd choroba srdca sa zaraduje medzi veduce pric¢iny mortality. Na stadium tohto ochorenia sa
Casto vyuzivaju modely ischemicko-reperfizneho poskodenia (IRI), lebo simuluji prechodnt blokadu a naslednu
obnovu privodu krvi do koronarneho rieciska. Diabetes mellitus (DM) sa povazuje za rizikovy faktor ischemickej
choroby srdca, avsak experimentélne Stldie preukazali, ze myokard ma schopnost Ciasto¢nej adaptacie na tuto
noxu, ¢o sa prinajmensom v akutnej faze ochorenia prejavuje vo zvysenej rezistencii diabetického srdca proti
arytmiam vyvolanym akdtnym IRI. Priamym désledkom DM je nedostatoc¢nost oxidacnej produkcie energie v srd-
covych mitochondridch (MIT), a td sa moze odzrkadlit v abnormalitdch v kontraktilite a rytmike ¢innosti srdca.
Bodom, ktory spaja DM a IR|, je teda energetickd nedostatocnost, ktord tkvie v zmenéch na urovni srdcovych
MIT. Ciefom préce bolo odhalit, aké zmeny vyvola adaptécia buniek myokardu na DM na Urovni srdcovych MIT
a objasnit vztah medzi tymito zmenami a zvysenou rezistenciou diabetického myokardu proti IRI.

Zamerali sme sa na zmeny membranovej fluidity (MF) srdcovych MIT a suvislost zmien MF s aktivitou MIT
Mg?**- ATPazy, ku ktorym dochdadza, ak srdce s akitnym DM podrobime aj dalSiemu IRI. Potkany Wistar, samce,
10 - 12 tyzdrioy, 280 + 20 g, n = 18 kontrolné srdcia (KS), 18 diabetické srdcia (DS), 12/12 h svetelny rezim,
voda, pelety ad libitum, osemdiiovy DM vyvolany jednorazovym i.p. podanim 65 mg . kg™ streptozotocinu.
Diabeticky stav kontrolovany zvysenim glukézy, cholesterolu, triacylglycerolov, glykohemoglobinu (p < 0,01),
poklesom inzulinu (p < 0,01). Kardektomia 8. den po streptozotocine. Izolované perfundované srdce (Langen-
dorff). Funk¢né a hemodynamické parametre: frekvencia ¢innosti srdca (HR), koronarny prietok (CF), lavoko-
morovy systolicky tlak (LVSP), lavokomorovy diastolicky tlak (LVDiP), tlak vyvinuty v lavej komore srdca (LVDP),
maximalna rychlost vzostupu a poklesu lavokomorového tlaku (+dP/dt__:-dP/dt__ ). Experimentalny protokol:
15 minut stabilizovand perfuzia (SP), 30 minut globdlna ischémia, 40 minut postischemicka reperfuzia. Izolacia
MIT: diferencialna centrifugacia. Stanovenia: aktivita aktualnej a totalnej 2,4- dinitrofenolom stimulovanej MIT
Mg?**-ATPazy, MF - fluorescencna anizotropia DPH. Vychodiskové funkéné a hemodynamické parametre po SP
ukazali pri DS niZsie hodnoty HR a vyssie hodnoty +dP/dt__ a-dP/dt__ ako v KS. Statistickd vyznamnost viade
absentovala. Vychodiskové hodnoty po SP boli pri DS aj KS rovnaké. Reperfuzia ukézala pri DS signifikantné
zvySenie (p < 0,05) u LVDP, +dP/dt__ a-dP/dt__ v porovnani s KS. Ischémia vyvolala pokles aktivity Mg**-ATPazy
v oboch skupinach na priblizne rovnaku ciselnd hodnotu. Reperfuzia v KS vyvolala dalsi pokles aktivity enzymu,
pri DS sa naopak aktivita enzymu zvysila (p < 0,05), dokonca mierne nad trover vychodiskovej hodnoty po SP.
Poukazuje to na vacsiu schopnost zotavovania pri DS. Vychodiskové hodnoty po SP ukazali, Ze mitochondriové
membrany z DS boli fluidnejsie ako membrany z KS. Ischémia sposobila Statisticky vyznamné zvysenie fluo-
rescen¢nej anizotropie (p < 0,05), ¢ize pokles MF v obidvoch skupindch na priblizne rovnaku ¢iselnd hodnotu.
Reperflzia sposobila dalsi pokles MF v KS, kym pri DS sa hodnota MF uz nezmenila. V diabetickej skupine sa
funkené parametre srdca, membranova fluidita srdcovych mitochondrii, ako aj aktivita MIT Mg**-ATPazy pocas
postischemickej reperfuzie vyznamne zlepsovali (p < 0,05), kym v skupine kontrolnych sfdc postischemické
reperfizia skimané parametre nezlepsovala. Nase nélezy potvrdili pozitivnu ucast endogénnych ochrannych
mechanizmov, ktoré vyvolali v diabetickych srdciach ¢iastkovi adaptéciu na ischemicko-reperfliizne poskodenie.
Obr. 8, Tab. 4, Lit. 28, Online full text (Free, PDF) www.cardiology.sk
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Ischemicka choroba srdca a diabetes mellitus st pri¢inou
vysokého percenta ochoreni. Ischémia je vidy spojena
s nedostatkom kyslika a prave tento bod spdja ischémiu
myokardu s diabetes mellitus, i ked v posledne menovanom
nedostatok kyslika nie je zapri¢ineny jeho absenciou, ale
naru$enou schopnostou mitochondrii diabetického srdca
utilizovat kyslik (1).
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Ischémia spolu s reperfiziou, rovnako ako diabetes
mellitus, vedd v myokarde aj k jeho pretazeniu vnutrobun-
kovym Ca?*. Okrem tucinkov nedostatku kyslika a pretazeni
vapnikom su diabetické a postischemicky reperfundované
srdcia vystavené aj uc¢inkom volnych radikélov, ale vsetky
tieto patologické impulzy sucasne indukuju aj endogénne
ochranné mechanizmy, ktoré sa podielaji na zachovani



funkcie srdca (2). Na zaklade toho mozno predpokladat, ze
diabetické srdcia sa spravaju tak, akoby trvalo prekonavali
ischemicko-reperfizne poskodenie, na ktoré sa Ciasto¢ne
adaptuju, a preto je pravdepodobné, ze diabetické srdcia budu
rezistentnej$ie proti ischemicko-reperfiznemu poskodeniu
ako srdcia zo zdravych kontrolnych zvierat.

Procesy v diabetickych srdciach vystavenych ischemic-
ko-reperfiiznemu poskodeniu boli predmetom skimania
pocetnych §tudii, a to aj zo zorného uhla subcelularnych
membranovych systémov a organel, z ktorych prekvapujtco
azda najmenej boli skimané mitochondrie a v ramci nich
zmeny vo vlastnostiach mitochondriovej membrany a funkcie
do nej zabudovanej Mg*-ATPézy. V situaciach charakterizo-
vanych pretazenim kardiomyocytov vapnikom sa v mitochon-
driovych membranach dokazalo zvySené vytvaranie energiu
transportujucich pérov (3).

S tymto procesom suvisi aj zmena morfoldgie mitochon-
driovej membrany (4, 5).

Cielom studie bolo vySetrit zmeny membranovej fluidity
srdcovych mitochondrii a stvislost zmien fluidity s aktivitou
mitochondriovej Mg*-ATPéazy, ku ktorym dochadza, ak
srdce s akutnym diabetes mellitus podrobime aj dal$iemu
ischemicko-reperfiiznemu poskodeniu.

Legalita experimentov

Vsetky experimenty boli vykonané v sulade s pozia-
davkami stanovenymi Statnou veterinirnou a potravinovou
spravou Slovenskej republiky, podla zbierky zakona 289/2003
o veterindrnej starostlivosti na ochranu zvierat pouzivanych
na pokusné alebo iné vedecké tucely a tiez boli schvalené
Etickou komisiou Ustavu pre vyskum srdca SAV, kde boli
experimenty nasledne vykonané.

Experimentalne zvierata

Na experimenty sme pouzili samce potkana laboratérneho
(Rattus norvegicus) kmena Wistar z chovnej stanice Dobra
voda, Slovenska republika. Potkany boli vo veku 10 - 12
tyzdnov s hmotnostou od 280 + 20 g. Zvierata boli chova-
né skupinovo v klietkach (max. 5 zvierat v jednej klietke)
v podmienkach s prirodzenym svetelnym reZzimom (12 h
svetlo, 12 h tma) pri teplote 22 °C. Kfmené boli standarnou
peletovou potravou a s pristupom k vode ad libitum.

Metody
Vyvolanie akitneho diabetes

Akutny diabetes mellitus (DM) bol u potkanov vyvolany
jednorazovym intraperitonealnym podanim streptozotocinu
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(STZ) v davke 65 mg . kg, ktory bol rozpusteny v 0,1
mol . I citratového tlmivého roztoku, pH = 4,0. Vyvoj
ochorenia sme denne kontrolovali sledovanim glykozurie
pomocou GLU-KOPHAN pruzkov (Pliva-Lachema, Brno,
Ceska republika).

Meranie systolického krvného tlaku a frekvencie srdca

Niekolko dni pred koncom experimentu sme merali
u kontrolnej, ako i streptozotocinom ovplyvnenej experi-
mentdlnej skupiny na chvostovej artérii potkanov systolicky
krvny tlak a frekvenciu srdca. Na meranie tychto parametrov
sme pouzili metddu neinvazivnej pletysmografie (PowerLab
4/30; ADInstruments, Spechbach, Germany).

Anestéza

Pred uskuto¢nenim kazdého experimentu boli vsetky
zvieratd anestézované roztokom tiopentalu v davke 50 — 60
mg/kg, ktory sa podaval intraperitonedlne spolu s heparinom
(500 TU i.p.; Léciva, Ceska republika), aby sa zabranilo vzniku
krvnych zrazenin.

Urcenie metabolického stavu zvierat

Na urcenie metabolického stavu zvierat sme nala¢no
odobrali na stanovenie glukdzy, inzulinu, cholesterolu, tri-
acylglycerolov a glykohemoglobinu krv z chvostvej vény pred
zacatim pokusu. Jednotlivé hladiny metabolickych parametrov
boli stanovené s pouzitim komer¢nych kitov.

Model izolovane perfundovaného srdca potkana (podla
Langendorffa)

V experimentoch sa pouzila metdda retrogradnej perfuzie
srdca potkana podla Langendorffa, ktord prebiehala v $pecial-
nej aparatire, kde boli srdcia kanylované a perfundované
cez vypreparovanu aortu pri konstantnom tlaku 75 mmHg
a teploty 37 °C (obrazok 1) (6).

Experimentalny protokol

Samce potkanov s hmotnostou 280 + 20 g boli rozdelené
do $iestich experimentalnych skupin s poctom Sest zvierat
v kazdej skupine:

1. Kontrolna skupina (K1) - 15-minutova stabilizovana
perfuzia izolovaného srdca

2. Kontrolna skupina (K2) -15-mindtova stabilizovana
perfuzia izolovaného srdca a 30-mindtova globalna is-
chémia

3. Kontrolna skupina (K3) - 15-minuatova stabilizovana
perfuzia izolovaného srdca, 30-minttova globalna ischémia

a nasledna 40 minutovd reperfuzia
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Obrazok 1

Figure 1 ~ Model of isolated perfused rat heart (according to Langendorff)

kanylova aorta

balonik v lavej
komore

Model izolovaného perfundovaného srdca potkana (podla Langendorffa)

Vlavo: Znazornenie umiestnenia srdca do perfuzneho zariadenia, zavedenie balénika. Na hrot srdca sme zaviedli mala elektrodu, ktora nam slazila na
meranie elektrickej aktivity srdca. (Left: Location of the heart in the perfusion device, introduction of the balloon. To the apex of the heart, fixation of a small
electrode that serves for monitoring the electric activity of the heart). Vpravo: Schematické znazornenie zavedenia kanyly a balonika do izolovaného perfun-
dovaného srdca potkana. Srdcia boli kanylované a perfundované roztokom Krebs-Henseleitom (37 °C), ktory obsahoval glukézu, O,’, CO, a vietky nevy-
hnutné i6ny. Do lavej komory sme na meranie tlaku zaviedli poddajny balénik, ktory bol naplneny vodou, (upravené podla 6). [Right: Schematic presentation of
introduction of the aortic cannula and a balloon into the isolated perfused rat heart. Cannulated hearts were perfused with Krebs-Henseleit solution (37 °C), containing glucose and
all necessary ions and were gassed with O,, CO,. Into the left ventricle was placed a flexible water filled balloon for measuring the developed pressure (modified according to 6)].

4. Skupina s akdtnym streptozotocinovym (STZ1) diabetes
mellitus - 15-minutova stabilizovana perfuzia izolovaného
srdca

5. Skupina s (STZ2) diabetes mellitus - 15-minutova
stabilizovand perftzia izolovaného srdca a 30-minatova
globalna ischémia

6. Skupina s (STZ3) diabetes mellitus - 15-minutova
stabilizovand perfuzia izolovaného srdca, 30-minutova
globalna ischémia a ndslednd 40-minutova reperftzia

Izolacia srdcovych mitochondrii

Po ostrihani velkych ciev, perikardu a vSetkych tukovych Castic
vlozime srdce do kadicky, do ktorej prikvapkdme malé mnozstvo
izola¢ného roztoku 1 (Izo 1= roztok obsahuje 180 mmol . I'! KCl,
4 mmoll" EDTA a 1 % hovadzieho albuminového séra, pH 7,4).
Srdce strihdme noznicami na malé kasky, kym nevznikne kasovita
hmota. Nasledne priddame 20 ml ladového izola¢ného roztoku
1 a proteazu v mnozstve 2,5 mg . g' tkaniva (Sigma P-6141).
Mitochondrie dalej izolujeme diferencidlnou centrifugaciou. Na
zaciatku sa odcentrifuguje hruba mitochondriové frakcia dvoma
za sebou iducimi 10-mindatovymi centrifugaciami pri otackach
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3 500 xg. Nasleduje 15-mindtova centrifugacia pri otackach
8 500 xg, ktorou vyizolujeme samotné mitochondrie. Na zaver
mitochondrie opétovne centrifugujeme 15 minat pri otickach
8 500 xg s izola¢nym roztokom 2 (Izo 2 = roztok uz neobsahuje
albumin, obsahuje len 180 mmoll* KCl, 4 mmoll* EDTA).

Biochemické a biofyzikalne stanovenia

Aktivita mitochondriovej Mg?*-ATPazy sa merala na
zaklade mnozstva Pi uvolneného $tiepenim ATP spektrofo-
tometricky pri 700 nm.

Na stanovenie bielkovin sme pouzili metodu podla (7).

Fluidita lipidovej vrstvy mitochondriovej membrany
bola stanovend pocas merania fluorescenénej anizotropie
lipofilnou fluorescen¢nou sondou 1,6-difenyl-1,3,5-hexatriénu
(DPH, Aldrich), alebo jeho katiénového derivatu (1-[4(tri-
metylamino)fenyl]-6-fenyl-1,3,5- hexatrién (TMA-DPH,
Aldrich). Sonda sa automaticky zaclenuje do vnutornej
membrany MIT. Zavisi od fluidity lipidovej vrstvy a pohyb
je spojeny s poklesom fluorescen¢ného signalu. Membranova
fluidita je vyjadrena ako recipro¢na hodnota fluorescenc¢ne;j
anizotropie.



Statistick4 analyza

Rozdiely medzi jednotlivymi skupinami sme porovnavali
a vyhodnocovali neparovym $tatistickym Studentovym t-tes-
tom. Hodnoty sme zaznamendvali ako priemerné hodnoty
+ strednd chyba priemeru (S.E.M.), alebo ako + smerodajna
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experimentalnych zvierat bol potvrdeny 250 %-nym zvys$enim
hladiny glukézy a 58 %-nym zvy$enim obsahu glykohemoglo-
binu v krvi, ako aj 281 %-nym ndrastom koncentrécie tri-
acylglycerolov a 57 %-nym nérastom koncentracie cholesterolu
v sére oproti kontrolnym zvieratdm. Hladina inzulinu v sére
naopak klesla o 53 % (tabulka 1).

odchylka (S.D.) Za signifikantne vyznamna sme povazovali
*
hodnotu * p < 0,05 a # p< 0,01. Hemodynamické parametre izolovaného srdca potkana
Frekvencia srdca sa postupne zvySovala od 5. minuty
zalatia reperfuzie, az do 30. minuty jej priebehu, kde narast
predstavoval 67,3 % a v dalSom sa udrzoval priblizne na
rovnakej urovni. Koronarny prietok javil po jeho zvy$eni na
zadiatku reperfizie klesajucu tendenciu s maximalnym po-
klesom v 40. min o 26,9 %. Pocas reperfuzie postupne klesal

Vysledky
Metabolické parametre experimentalnych zvierat

Metabolické vySetrenie potkanov ukazalo zmenené hod-
noty diabetickych zvierat oproti kontrolnym. Diabeticky stav

Tabulka 1 Metabolické parametre experimentalnych zvierat
Table 1 Metabolic parameters of experimental animals

Zdravé kontrolné Diabetické potkany Signifikancie
potkany (K) (DIA) (Significance)
(Healthy control rats) (Diabetic rats)
Glukéza (glucose) (mmol/1) 523+0,14 18,28 £ 0,91** p<0,01
Triacylglyceroly (triglycerides) (g/1) 1,23+ 0,11 4,69 + 0,33** p<0,01
Cholesterol (g/1) 1,74 0,12 2,74 £ 0,11%* p<0,01
Glykohemoglobin (glycohaemoglobin) (%Hb) 49+0,13 7,74 + 1,04*% p<0,01
Inzulin (insulin) (ng/ml) 1,04 +£ 0,15 0,49 £ 0,09** p<0,01

Vysledky st uddvané ako priemerné hodnoty + S.E.M. Signifikancia bola uréend Studentovym t-testom (**p < 0,01), n = 18. Tento stav sprevadzala zvySena gly-
koztria, ktora dosahovala hodnotu 20 - 25 mol . I''. Z tychto vysledkov vyplyva, ze po jednorazovom podani STZ bol experimentélny diabetes na 8. den u potkanov
uz uplne rozvinuty. [Results are means + S.E.M. Significances were determined by Student's t-test (**p<0.01), n=18. Diabetic state was accompanied by increased glycosuria reaching 20 to
25 mol.I". Results indicated that on the 8th day after administration of a single doses of STZ the diabetes became fully developed].

Tabulka 2 Charakteristicky ¢asovy priebeh typického experimentu izolovaného perfundovaného srdca zdravého potkana
Table 2 Characteristic time course of a typical experiment with isolated perfused healthy rat heart

Parameter Stab. ISCH Reperfuzia [¢as (min)]

perf. Reperfusion [time (min)]

5 10 15 20 25 30 35 40

HR 319,9 - 146,2 145,1 224,6 236,2 241,7 244,6 245 241,3
(b/min)
CF 7,3 - 10,4 8,6 7,9 7,8 7,7 7,8 7,6 7,6
(ml/min)
LVSP 81,2 - 106,8 101,9 96,4 93,0 89,4 90,7 87,8 87,8
(mmHg)
LVDiP 4,7 - 92,8 87,3 77,3 73,7 71,4 70,1 69,0 68,0
(mmHg)
LVDP 72,2 - 10 12,12 13,59 13,55 13,2 15,1 16,7 17,9
(mmHg)
+(dP/dt) 2045 - 281 190 300 377,8 437 4814 510,1 541,0
(mmHg/s)
—(dP/dt)max 1342 - 179 148,3 210 251,2 277,6 305 323 333,5
(mmHg/s)

Vysledky predstavuju redlne namerané hodnoty sledovanych parametrov v jednom vybranom experimente. HR - srdcova frekvencia (b/min); CF - koronarny
prietok (ml/min); LVSP - systolicky tlak v lavej komore (mmHg); LVDP - tlak vyvinuty v lavej komore srdca (LVSP - LVDiP, mmHg); LVDiP - diastolicky tlak
v lavej komore (mmHg); + (dP/dt) - maximalna rychlost vzostupu a poklesu tlaku v favej komore (index kontrakcie/relaxacie, mmHg/s). Stab. Perf. - hodnoty
namerané v poslednej 15. minute stabiliza¢nej perfazie. ISCH - hodnoty namerané pocas globalnej ischémie. Reperfiizia — hodnoty namerané pocas postischemickej
reperfuzie v 5-minttovych intervaloch. [Results represent actual values monitored in a typical experiment. HR  heart rate (b/min); CF - coronary flow (ml/min); LVSP - left ventricular
systolic pressure (mmHg); LVDiP - left ventricular diastolic pressure (mmHg), LVDP - left ventricular developed pressure, (LVSP - LVDiP, mmHg); +(dP/dt)
and decrease of the left ventricle pressure (an index of contraction/relaxation in mmHg/s). Stab. Perf. - values monitored in the 15th minute of stabilized perfusion. ISCH. - values monitored

- the maximal velocity of increase

max

during 30 min of global ischemia. Reperfusion - values monitored in 5-minute intervals during 40 min of post-ischemic reperfusion].
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aj LVSP a ku koncu priebehu predstavoval pokles 17,8 %
hodnoty nameranej v 5. min reperfuzie. Podobne sa spraval aj
LVDiP, ktory klesol do 40. min o 24,8 mmHg. Tlak vyvinuty
v lavej komore srdca pocas reperfuzie postupne stupal a na
konci experimentu dosiahol 79 %-né zvySenie oproti hodnote
nameranej v 5. min reperfuzie. Hodnoty +dP/dt__, aj hodnoty
-dP/dt__taktiez postupne narastali pocas celej reperfuznej
Casti experimentu a po 40. min reperfizie predstavoval narast
+dP/dt_ 0 92 % a -dP/dt__ sa zvysil o 86 % z hodnoty
nameranej v 5 min reperfuzie (tabulka 2).

Frekvencia srdca diabetického potkana postupne stupala
od 5. minuty zacatia reperfuzie, az do 40. mintty jej prie-
behu, kde narast predstavoval 36,3 %. Koronarny prietok po
zaciato¢nom zvySeni javil pocas celej reperfuzie klesajucu
tendenciu s maximdlnym poklesom v 35. min o 31,2 %
a v dalSom sa udrzoval priblizne na rovnakej drovni. Pocas
reperfazie postupne klesal aj LVSP a ku koncu priebehu
dosiahol maximalny pokles 5,5 % z hodnoty nameranej v 5.
mintte reperfizie. Hodnota LVDiP v diabetickom srdci mala
pocas reperfuzie taktiez klesajicu tendenciu a v 40. min
klesla o 27,3 mmHg v porovnani s 5. min reperfazie. Tlak
vyvinuty v lavej komore srdca pocas reperftizie postupne
stupal od 5. mindty zacatia reperfuzie, az do 35. minuty
jej priebehu, kde narast predstavoval 80,4 % a v dalsom sa
udrzoval priblizne na rovnakej urovni. Hodnota +dP/dt_
u diabetickych potkanov uz 5 minut po reperfizii vyrazne
prevysovala hodnotu tohto parametra u kontrolnych zvie-

rat (1842 vs. 281 mmHg). Pocas reperfizie hodnota tohto
parametra sa postupne zvySovala a v 40. minute predstavo-
vala narast o 38,6 % v porovnani s hodnotou 5 minuat po
reperflizii. Aj hodnota -dP/dt__ u diabetickych potkanov uz
v 5. minute po reperfuzii vyrazne prevy$ovala hodnotu tohto
parametra u kontrolnych zvierat (1164 vs. 179 mmHg/s).
Hodnota tohto parametra v priebehu reperfizie narastala
a ku koncu reperfuzie sa ustdlila na hodnote 1623 mmHg,
t. j. narast o 39,4 % z hodnoty nameranej v 5. mintte re-
perfuzie (tabulka 3).

Funkéné parametre izolovanych perfundovanych stdc
sme sledovali v kontrolnych a diabetickych skupinach expe-
rimentalnych zvierat po 15 minutach stabiliza¢nej perfuzie.
Hodnoty pamaterov nameranych v tomto ¢ase predstavovali
vychodiskové hodnoty. Medzi jednotlivymi experimentalnymi
skupinami zvierat sa nejavili Ziadne signifikantné rozdiely
(tabulka 4).

Po stabiliza¢nej perfazii stdc nasledovala 30-minutova
globalna ischémia (GI), pocas ktorej srdce nepracovalo. Po 30.
minute GI nasledovala bezprostredne 40-minutova reperfuzia,
pocas ktorej sme zvolené funkéné parametre opat registrovali.
Priemerné hodnoty LVSP u kontrolnych aj diabetickych zvierat
sa po 40-minutovej postischemickej reperfuzii ustalili na trov-
ni vychodiskovych hodnét po stabiliza¢nej perfazii. Odchylky
od tychto hodnot nepresahovali 2 %. Z tohto hladiska sme
rozdiely medzi srdciami z diabetickych a kontrolnych zvierat
nepozorovali (tabulka 4).

Tabulka 3 Charakteristicky ¢asovy priebeh typického experimentu izolovaného perfundovaného srdca diabetického potkana

Table 3 Characteristic time course of a typical experiment with isolated perfused diabetic rat heart

Parameter Stab. ISCH Reperfizia [¢as (min)]

perf. Reperfusion [time (min)]

5 10 15 20 25 30 35 40

HR 341,9 - 264,2 279,5 391,9 368,8 3559 313,2 363,7 360,0
(b/min)
CF 12,4 - 18 15,2 14,4 13,2 12,4 12 11,6 11,6
(ml/min)
LVSP 71,6 - 86,8 86,7 85,0 83,8 82,5 82,4 82,3 82,0
(mmHg)
LVDiP 7,4 - 58,8 59,6 56,7 54,4 53,0 33,3 32,3 31,5
(mmHg)
LVDP 64,2 - 28,0 27,1 28,3 29,4 29,5 49,1 50,0 50,5
(mmHg)
+(dP/dt)mx 2101 - 1842 1945 2057 2168 2243 2356 2475 2553
(mmHg/s)
—(dP/dt)max 1498 - 1164 1246 1339 1340 1457 1522 1588 1623
(mmHg/s)

Vysledky predstavuji redlne namerané hodnoty sledovanych parametrov v jednom vybranom experimente. HR - srdcové frekvencia (b/min); CF - korondrny
prietok (ml/min); LVSP - systolicky tlak v Javej komore (mmHg); LVDP - tlak vyvinuty v lavej komore srdca (mmHg); LVDiP - diastolicky tlak v favej komore
(mmHg); + (dP/dt) - maximalna rychlost vzostupu a poklesu tlaku v lavej komore (mmHg/s), stab. perf. - hodnoty namerané v poslednej 15. mintite stabilizacnej
perfuzie, ISCH - hodnoty namerané pocas globalnej ischémie, reperfiizia - hodnoty namerané pocas postischemickej reperfuzie v 5-minutovych intervaloch. [Results
represent actual values monitored in a typical experiment. HR heart rate (b/min); CF - coronary flow (ml/min); LVSP - left ventricular systolic pressure (mmHg), LVDiP - left ventricular

diastolic pressure (mmHg), LVDP - left ventricular developed pressure, (LVSP - LVDiP, mmHg), +(dP/dt)

- maximal velocity of increase and decrease in the left ventricle pressure (an index

max

of contraction/relaxation in mmHg/s). stab. perf. - values monitored in the 15" minute of stabilized perfusion. ISCH - values monitored during 30 min of global ischemia. reperfusion - values

monitored in 5-minute intervals during 40 min of post-ischemic reperfusion].
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Tabulka 4 Funkéné parametre izolovanych perfundovanych sfdc pred ischémiou

Table 4 Functional parameters of isolated perfused hearts prior to ischemia

Skupina HR CF LVSP LVDiP LVDP +(dP/dt) -(dP/dt)
(Group) b/min ml/min mmHg mmHg mmHg mmHg/s mHg/s
Kontrolné skupina 306,6 £ 15,5 7,5%0,5 81,0+£2,4 4,8+0,5 78,9 £ 2,6 2079,0 £ 136,1 1354,6 + 68,7
(Control group)

Diabetickd skupina 270,8 19,0 7,8+0,9 83+ 6,4 53409 794 £7,0 22452 + 145,5 1417,7 + 140,6
(Diabetic group)

Vysledky st uvadzané ako priemerné hodnoty + S.E.M., HR - frekvencia srdca (b/min); CF - koronarny prietok (ml/min); LVSP - systolicky tlak v avej komore
(mmHg); LVDiP - diastolicky tlak v lavej komore (mmHg); LVDP - tlak vyvinuty v lavej komore (systolicko-diastolicky rozdiel lavokomorového tlaku) (mmHg);

+(dP/dt)

max

- max. rychlost vzostupu a poklesu tlaku v Javej komore (index kontrakcie/relaxacie, mmHg/s); n = 18. [Results are means + S.E.M., HR - heart rate (b/min);

CF - coronary flow (ml/min); LVSP - left ventricular systolic pressure (mmHg); LVDiP - left ventricular diastolic pressure (mmHg); LVDP - left ventricular developed pressure, (LVSP - LVDIiP,

mmHg); +(dP/dt)

max

Postischemickd reperfuzia ukdzala vyznamny pokles
priemernych hodndét LVDP v porovnani s vychodiskovymi
hodnotami. Tento pokles dosiahol v kontrolnej skupine 54
zvierat hodnotu 67 %, kym v skupine diabetickych zvierat
iba 19 %. Rozdiel medzi kontrolnou a diabetickou skupinou
zvierat sved¢i o $tatisticky vyznamnom (p < 0,05) obnoveni
funkéného parametru LVDP, ktoré dosiahlo 33 + 8,7 %,
z vychodiskovych hodnét pri kontrolach v porovnani s 81 +
15 % v diabetickej skupine (obrazok 2).

Obnova koronarneho prietoku a frekvencie ¢innosti srdca
po postischemickej reperfazii u kontrolnych a diabetickych
zvierat nevykazovala ziadne vyznamné rozdiely (tabulka 4).
Na rozdiel od tychto dvoch parametrov vSak ukazovatele
kontrakcie a relaxacie +dP/dt___ a -dP/dt__ ukazali vy-
znamné rozdiely. Poc¢as 30 mindt GI srdcia stéli. Po obnove
perftizie doslo k obnoveniu +dP/dtmax u diabetickych zvierat
na 81 + 16 % z vychodiskovych predischemickych hodnét.
V skupine kontrolnych stdc sa tento parameter obnovil iba
na 34 + 12 % z vychodiskovych hodnét (obrazok 3 A).
Rozdiel medzi obnovou +dP/dt_ v oboch skupindch zvierat
bol signifikantne vy$si v prospech diabetickych zvierat (p
< 0,05).

Pri parametre -dP/dt_ sme v skupine kontrolnych zvierat
pozorovali obnovu na 33 + 11 % z vychodiskovych hodnot.
U diabetickych zvierat sa tento parameter obnovil na hodnotu
78 + 16 % z vychodiskovej hodnoty pred ischémiou, t. j. po
stabilizovanej perfuzii (obrazok 3 B). Rozdiel medzi obnovou
-dP/dt__ u kontrolnych a diabetickych zvierat bol signifikant-
ne vy$si v prospech diabetickych zvierat (p < 0,05).

Aktivita mitochondriovej Mg**-ATPazy

Vysledky ukazali, ze u kontrolnych zvierat dochadza po
30-minutovej GI k signifikantnému poklesu (p < 0,01) aktivity
mitochondriovej Mg®*-ATP-dzy. Tento pokles predstavuje
20,4 % a prejavuje sa priblizne rovnako v aktudlnej aj totélnej
aktivite enzymu (obrazok 4).

- maximal velocity of increase and decrease of the left ventricle pressure (an index of contraction/relaxation in mmHg/s); n=18].

Obnovenie LVDP po ischémii a reperfazii

(Recovery of LVDP after ischemia and reperfusion)
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Obrazok2 Obnovenie LVDP po postischemickej reperfuzii vyjad-
rené v percentich z vychodiskovych predischemickych hodnot
Figure 2 Recovery of LVDP after post-ischemic reperfusion expressed in percentage
of the pre-ischemic baseline values

Vysledky predstavuju aritmeticky piemer + S.E.M., LVDP - tlak vyvinuty
v lavej komore, K - kontrolnd skupina zvierat, DIA - diabeticka skupina
zvierat. Signifikancia bola uréend Studentovym t-testom (*p < 0,05 K vs.

DIA), n = 18. [Results represent means + S.E.M., LVDP - left ventricular developed
pressure, K - group of control animals, DIA - group of diabetic animals. Significances
were determined by Student’s t-test (*p<0.05 K vs. DIA), n=18].

Nalez naznacuje, ze fragilita MIT membran v prepardte
nevykazuje pocas celého experimentu vyznamnejsie zmeny.
Postischemicka reperfuzia nediabetickych stdc viedla oproti
vychodiskovej hodnote po stabilizovanej perfuzii k poklesu
aktivity MIT Mg?**- ATPazy so signifikanciou p < 0,01. Avsak
vzhladom na hodnotu po ischémii uz nepriniesla Ziadne
vyznamnej$ie zmeny v aktivite enzymu.

Pri diabetickych srdciach, ktoré mali po stabiliza¢nej
perfuzii nizsie vychodiskové hodnoty aktivity Mg**-ATPazy,
sposobila 30-minttova ischémia iba nesignifikantny pokles
v aktivite enzymu, ¢o predstavovalo 3,34 %. Reperfuzia naopak
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Obrazok 3 Obnovenie +(dP/dt)
dischemickych hodnot

Figure 3 Recovery +(dP/dt) (A) and -(dP/dt)
t-test (*p<0.05 K vs. DIA), n=18].

Vysledky predstavuja aritmeticky piemer + S.E.M., +dP/dt - maximadlna rychlost zvySenia tlaku vIavej komore, -dP/dt - maximdlna rychlost znizenia
tlaku v lavej komore, K - kontrolnd skupina, DIA - diabetickd skupina. Signifikancia bola ur¢end Studentovym t-testom (*p < 0,05 K vs. DIA), n = 18.
[Results represent means + S.E.M., +dP/dt, - maximum speed of pressure-development in the left ventricle, -dP/dt - maximum speed of decrease in the left ventricular pressure,

o (A) a -(dP/dt)__ (B) po postischemickej reperfuzii vyjadrené v percentach z vychodiskovych pre-

>

(B) after a postischemic reperfusion expressed in percentage of pre-ischemic baseline values were determined by Student

max

K - control group, DIA - diabetic group. Significances were determined by Student’ t-test (*p<0.05 K vs. DIA), n=18].

Aktivita Mg?* - ATPazy
(Activity of Mg?* - ATPase)
34 - HMg

HDNP

pumol P; x g1 prot. x h-!

K-stab. K-isch. K-reper.

Obrazok4 Zmeny aktudlnej a totalnej aktivity Mg**-ATPazy (DNP
stimulovanej aktivity Mg**- ATPazy) v mitochondriach zo sfdc zdra-
vych kontrolnych potkanov po 15-minttovej stabilizovanej perfizii,
30-minttovej globalnej ischémii a 40-minttovej reperfizii

Figure 4 Changes in actual and total activities Mg**-ATPase (DNP-stimulated
Mg**- ATPase) in mitochondria from hearts of normal control rats after 15 min.
of stabilized perfusion, after 30 minutes of global ischemia and after 40 minutes
of reperfusion

Vysledky st vyjadrené ako priemerné hodnoty + S.E.M.; K stab. — kontrol-
né hodnoty zvierat po stabiliza¢nej perfuzii; K-isch.- kontrolné hodnoty
zvierat po 30-minutovej globalnej ischémii; K-reper. — kontrolné hodnoty
zvierat po 40-minutovej reperfuzii, Mg — aktualna aktivita Mg?**- ATPazy,
DNPtotalna, dinitrofenolom stimulovana aktivita Mg**- ATPézy. Signifi-
kancia bola ur¢end Studentovym t-testom; #p < 0,01 (K- stab. vs K-isch.;
K- stab. vs K-reper.); n = 6.

[Results are means + S.E.M., K-stab.- control values after stabilized perfusion, K-isch.—
control values after 30 minutes of global ischemia, K-reper. - control values after 40
minutes of reperfusion, Mg - the actual activity of Mg**-ATPase, DNP-total, activity
of the dinitrophenol-stimulated Mg**-ATPase. Significances were determined by Stu-
dent’s t-test, #p<0.01 (K- stab. vs K-isch.; K- stab. vs K-reper.); n=6].
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Obrazok 5 Zmeny aktudlnej a totalnej aktivity Mg**-ATPazy
(DNP stimulovanej aktivity Mg2* ATPazy) v mitochondriach
zo sfdc akidtne diabetickych potkanov po 15-minttovej stabili-
zalnej perfuzii, 30-minutovej globalnej ischémii a 40-minutovej
postischemickej reperfuzii

Figure 5 Changes in actual and total activity of Mg**-ATPase (DNP-stimulated
of Mg**- ATPase) in mitochondria from the hearts of acutely diabetic rats after
15 min. stabilized perfusion, after 30 min. global ischemia and after 40 min.
postischemic reperfusion

Vysledky st udavané ako priemerné hodnoty + S.E.M. D-stab. - hodnoty
po 15-minutove;j stabiliza¢nej perfuzii stdc diabetickych potkanov, D-isch.
- hodnoty po 30-minutovej globélnej ischémii stdc diabetickych potkanov,
D-reper. — hodnoty po 40-minutovej postischemickej reperfuzii stdc dia-
betickych potkanov. Signifikancia bola ur¢ena Studentovym t-testom,*p <
0,05 (D-stab. vs. D-reper.), n = 6. [Results are means + S.E.M., D-stab. - values
after 15 min. stabilized perfusion of the hearts of diabetic rats, D-isch. - value after 30
min. global ischemia of diabetic rat hearts, D reper. - value after 40 min. post-ischemic
reperfused diabetic rat hearts. Significances were determined by Student’s t-test, *p<0.05
(D-stab. vs. D-reper.), n=6].



signifikantne vylepsuje (p < 0,05) aktivitu obidvomi sposobmi
stanovenej MIT Mg*-ATPazy (obrazok 5). ISlo najmi o 6,9
%-ny narast totalnej aktivity Mg**-ATPazy.

Vzhladom na vyssie $pecifické hodnoty, a teda aj na pres-
nejsie meranie sme usidili, Ze dalej je vyhodnejsie hodnotit
aktivitu totdlnej Mg*"- ATP4zy, ktora nie je zatazend moznymi
malymi rozdielmi vo fragilite MIT membran v jednotlivych
preparatoch. Predchddzajice zavislosti eSte nazornejsie de-
monstruje obrazok 6.

Membranova fluidita mitochondrii

Fluidita MIT membrany je vyjadrena ako recipro¢na
hodnota fluorescen¢nej anizotropie DPH. Tento fyzikalny
parameter odzrkadluje stupen usporiadanosti acylovych
retazcov fosfolipidov v membrane. To znamend, Ze ¢im sd
menej acylové retazce fosfolipidov paralelne postlacané, tym
viac sa DPH sonda ponori do lipidovej vrstvy. Tym je lipidova
vrstva membrany fluidnejia a tym je fluorescenény signal
menej intenzivny. Ziskané vysledky st uvedené na obrazkoch
7 A a7 B a vyplyva z nich, Ze v priebehu experimentu sme
pozorovali signifikantny narast fluorescen¢nej anizotropie
(teda pokles fluidity MIT membrany), a to tak v skupine
kontrolnych, ako aj v skupine diabetickych zvierat.

Z obrazku 7 A taktiez vyplyva, Ze zistené zvy$enie anizot-
ropie v kontrolnej skupine vyvolané ischémiou signifikantne
prevys$ovalo (p = 0,05) vychodiskové hodnoty tohto parametra
stanovené po stabiliza¢nej perfuzii, t. j. na zac¢iatku pokusu.
Postischemickd reperfuzia viedla k dal$iemu poklesu mem-
branovej fluidity so signifikanciou p < 0,01 oproti vychodis-
kovej hodnote po stabiliza¢nej perfazii. Avak vzhladom na
hodnotu po ischémii tento vzostup uz nedosahoval $tatisticka
vyznamnost.

Podobny ndrast anizotropie sme pozorovali aj v membra-
nach MIT u skupiny diabetickych zvierat, pricom aj v tomto
pripade i8lo o zmeny Statisticky vyznamné (p < 0,05). To
poukazuje na skuto¢nost, ze ischémia s postischemickou
reperfuziou vedu k $tatisticky vyznamnému poklesu fluidity
lipodovej dvojvrstvy aj v membranach MIT z diabetickych
sfdc. Pri urcovani aktivity MIT Mg*-ATPazy sme pozoro-
vali, Ze u nediabetickych zvierat bola vychodiskova hodnota
aktivity enzymu po stabiliza¢nej perfuzii signifikantne vyssia
(p < 0,01) ako u diabetickych zvierat (obrazok 4). Z tohto
hladiska bolo zaujimavé zistit, ¢i aj vychodiskové hodnoty
DPH anizotropie sa budi pohybovat podobnym sposobom.
Nase nalezy ale na obrazku 8 ukazali, Ze vychodiskové
hodnoty fluorescen¢nej anizotropie mitochondriovej mem-
brany diabetickych potkanov boli nizsie (teda fluidita bola
vyssia), ako u kontrolnych potkanov, napriek tomu bola ich
Mg**- ATPazova aktivita niz8ia. To poukazuje na skutocnost,
ze vztah medzi fluiditou lipidovej vrstvy MIT membrany
a aktivitou MIT Mg?*-ATPazy je $pecificky. Tato $pecificitu
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Obrazok 6 Zmeny aktivity DNP stimulovanej Mg**-ATPazy
v mitochondriach zo stdc zdravych kontrolnych a diabetickych

potkanov

Figure 6 Changes in DNP-stimulated Mg**-ATPase activity of mitochondria from
healthy control and diabetic rat hearts

K - kontrolna skupina zdravych potkanov; DIA - skupina potkanov
paralelne drzanych s akitnym diabetes mellitus; stab. — hodnoty po 15-mi-
nutovej stabiliza¢nej perfuzii; isch. - hodnoty po 30-minutovej globélnej
ischémii; reper. — hodnoty po 40-minttovej reperfizii globélne ischemic-
kych stdc potkanov. Vysledky st udéavané ako priemerné hodnoty + S.D.
Signifikancia bola ur¢ena Studentovym t-testom; *p < 0,05; #p < 0,01;n =
6. [K - control group of healthy rats; DIA - group of parallel running rats with acute
diabetes mellitus; stab. - values after 15 min. stabilized perfusion; isch. - values after
30 min. global ischemia, reper. — values after 40 min. reperfusion of global-ischemic
rat hearts. Results are means + S.D. Significances were determined by Student’s t-test,
*p<0.05; #p<0.01; n=6].

mozu sposobovat jednak rozdielnosti v skladbe fosfolipidov
v membrane, roznost aj intenzita patofyziologickych podnetov,
pripadne vplyv farmak.

Diskusia

Kontrolu diabetického stavu experimentalnych zvierat
sme uskuto¢nili stanovenim zakladnych metabolitov v krvi
a krvnom sére. Osobitne charakteristickym sa nam javil
249,52 %-ny nérast glukdzy, takmer 60 %-ny nérast obsahu
glykohemoglobinu a viac ako 50 %-ny pokles hladiny inzu-
linu v krvi. Z hladiska mozného zvy$eného zabudovavania
do lipidovej dvojvrstvy MIT membran sa javil dolezitym aj
takmer 60 %-ny narast cholesterolu v krvnom sére.

Sledovanie funkénych a hemodynamickych parametrov
srdca pocas postischemickej reperfuzie ukazalo, Ze parametre
sa nevyvijali ani uniformne, ani rovnakou dynamikou. Pokial
su tieto zmeny vyjadrené priemernymi hodnotami, tak sa
charakter ich vykyvu splostuje. Kvoli lepSej vyraznosti zmien,
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Zmeny anizotropie DPH
v kontrolnej skupine zvierat
(Changes in DPH anisctropy in the group of control animals)
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Obrazok 7 Zmeny anizotropie 1,6-difenyl-1,3,5-hexatriénu (DPH) v membrane MIT v kontrolnej skupiny zvierat, panel A a v skupine

zvierat STZ indukovanym diabetes mellitus, panel B

Figure 7 Changes in 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH) anisotropy in membranes of MIT in the group of healthy animals - panel A, and in the group of animals with

STZ-induced diabetes mellitus -panel B

Stab. perf. - vychodiskové hodnoty po 15-mintitovej normoxicky stabiliza¢nej perfizii izolovaného srdca; isch. — hodnoty po 30-minttovej globalnej
ischémii, ktora nasledovala bezprostredne po stabiliza¢nej perfizii; reper. — hodnoty po 40-minutovej reperfuzii globalne ischemickych stdc potkanov;
Vysledky st uddvané ako priemerné hodnoty + S.E.M. Statisticka vyznamnost bola uré¢ena Studentovym t-testom, *p < 0,05; *p = 0,05; #p < 0,01 voci

vychodiskovej hodnote po stabiliza¢nej perfuzii; n = 6. (Stab. perf. - baseline values after 15 min. of normoxic stabilized perfusion of isolated hearts, isch. - values after
30 min. of global ischemia following the stabilized perfusion, reperf. — values after 40 minutes reperfusion of ischemic rat hearts; results are means + S.E.M. Statistical significance
was determined by Student’s t-test, *p<0.05; *p=0.05; #p<0.01 baseline values following stabilized perfusion; n=6).
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Obrazok 8 Porovnanie vychodiskovych hodnét DPH anizo-
tropie lipidového sloja MIT membrany v zdravych kontrolnych
srdciach potkanov a v srdciach s akutnym experimentialnym
diabetes mellitus

Figure 8 Baseline values of DPH anisotropy in lipid lyers of mitochondrial mem-
branes in healthy control hearts compared to hearts of rats with acute experimental
diabetes mellitus

K - skupina zdravych kontrolnych zvierat; DIA - skupina diabetickych
zvierat. Vysledky st uddvané ako priemerné hodnoty + S.E.M.; *p < 0,05;
n = 6. (K - group of healthy control animals; DIA - group of diabetic animals. Results
are means + S.E.M.; *p<0.05; n=6).

ku ktorym dochddzalo v srdciach pocas ischemicko-reper-
fazneho poskodenia, sme vybrali po jednom experimente
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s kontrolnym a diabetickym srdcom (tabulky 2, 3), pri ktorych
sa dal nazorne vyhodnotit charakteristicky ¢asovy priebeh
experimentu. KedZe i$lo o vzorové experimenty, namerané
hodnoty jednotlivych parametrov sa Ciselne odliSuju od
priemernych hodnét vypocitanych zo vsetkych experimen-
tov. Porovnanim tdajov z demonstrovaného experimentu
s kontrolnym a diabetickym srdcom vyplynulo, ze v priebehu
reperfiizie v obidvoch pripadoch sa zvysila frekvencia ¢innosti
srdca, pricom ndrast hodnét tohto parametra bol explicitne
vys$si pri kontrolnych srdciach, ako pri diabetickych srdciach.
Lavokomorovy systolicky tlak, LVSP klesli pocas reperfizie
pri kontrolnom, ako aj pri diabetickom srdci, vd¢sou mierou
véak pri kontrolnom srdci. Lavokomorovy diastolicky tlak sa
v diabetickom srdci v porovnani s kontrolnym srdcom pocas
reperfuzie znizoval a tlak vyvinuty v lavej komore srdca,
LVDP sa v porovnani s kontrolnym srdcom pri diabetickom
srdci zvySoval. Hodnoty +dP/dt__ sa v obidvoch pripadoch
zvySovali, a to priblizne rovnakou mierou. Avsak vychodis-
kové hodnoty tychto parametrov v ¢ase 5 minut od zacatia
reperfizie boli vyrazne vyssie pri diabetickom srdci ako pri
kontrolnom srdci. Priemerné vychodiskové hemodynamické
parametre po stabiliza¢nej perfuzii ukazali v diabetickych
srdciach nizsie hodnoty frekvencie srdcovej ¢innosti a vyssie
hodnoty +dP/dt__a —dP/dt__ ako v zdravych kontrolnych
srdciach, av$ak ani pri tychto, ani pri ostatnych hemodyna-
mickych parametroch sme ziadnu $tatisticki vyznamnost



nezistili. Poukazuje to na skuto¢nost, Ze vychodiskové hod-
noty pred zaciatkom ischémie a reperfuzie boli u obidvoch
experimentélnych skupin podobné (tabulka 4). Po vyvolani
globélnej ischémie srdce po niekolkych sekundach zastalo,
¢ize v tomto useku experimentu sme ziadne hemodynamické
udaje nemohli registrovat. Reperfuzia ukdzala signifikantné
zvydenie (p < 0,05) u LVDP, +dP/dt _a -dP/dt v diabe-
tickych srdciach v porovnani s kontrolnou skupinou.

Ischémia s naslednou reperfuziou vedu k zvySenému
vstupu vapnika do myokardu (8). To isté bolo pozorované
aj v diabetickom myokarde (9, 10). Proti nadbytku vstu-
pujiceho Ca** sa myokard dokaze branit dvoma sposobmi.
Jednak zvySenim prijmu Ca** do MIT, jednak zmenami
v mitochondriovej membrdne, ktoré vedu k jej strukturalnej
reorganizacii a k tvorbe mitochondriovych energetickych
transportnych porov, mtPTP. Tvorba tychto mtPTP umoznuje
vadsiu a rychlej$iu dodavku ATP z MIT do cytoplazmy. Tym
sa zmierfuje energeticky deficit, ktory zvy$end vnitrobun-
kova hladina iénov vdpnika vyvola stimuldciou systémov
utilizujicich ATP na proces kontrakcie a relaxacie svalovych
vlakien (11).

Na zaklade experimentalnych merani bola vypracovana
hypotéza o mechanizme vapnikom stimulovanej tvorby ener-
giu prenasajucich pérov v MIT membranach (3). Jestvuje
dovod predpokladat, ze prave tvorba tychto mtPTP, ktoré
morfologovia volaji tiez kontaktné miesta, vedie k zvyseniu
fluidity MIT membrany (12). Uvedena hypotéza zostava zatial
v platnosti. Nebola sice jednozna¢ne potvrdend, ale nebola
ani vyvratena. Pozoruhodné je, ze diabeticky myokard sa
na pretrvavajuce pretazenie Ca?* (10) adaptuje dvojakym
sposobom: a) zniZzenim fluidity bunkovej membrany, ¢o za-
branuje masivnemu vstupu extracelularneho Ca** do bunky
a paralelne, b) znizenim kontrakénych parametrov myokardu,
¢im sa Setri energia vo forme ATP, ktoré je na vnutrobun-
kovy pohyb Ca** a svalova kontrakciu esencidlne potrebné.
Mitochondrie, osobitne diabetické, sa teda spravaju dvojako:
jednak ako vylevka pre Ca** (11) a ako zvy$eni dodavatelia
ATP cez vysokokapacitné mtPTP. Z uvedeného vyplyva, ze
funk¢na remodelacia a adaptacia MIT mozu sicasne prebiehat
na tych istych vnutrobunkovych membranovych systémoch
roznymi mechanizmami. Ako sme uZ upozornili, ischémia
a reperfuzia, rovnako ako diabetes mellitus, spdsobujt preta-
Zenie buniek srdca Ca*. Kym ischémia/reperfuzia mozu byt
jednorazové, napriklad pri aktitnej oklizii niektorej vencovitej
cievy a naslednom uvolneni okluzie, pri diabete ide o zmeny
pretrvavajuce, pri ktorych povodné kompenza¢né mechanizmy
prejda do adaptacie. Diabeticky myokard je teda ciastocne
adaptovany na pretazenie vapnikom a ako sa ukazalo, tato
adaptdcia zvysuje toleranciu diabetického srdca proti zmenam
sposobenym akutnou ischémiou a reperftziou (8).

Strukturalny a funkény podklad adaptacie sa ¢asto oznacu-
je ako remodeldcia. Je to teda stibor odchylok od normalneho
stavu, ktory je vyvolany patologickymi podnetmi. Zistilo sa
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(10, 4), ze nie vsetky odchylky od normalneho stavu, ktoré st
vyvolané patologickym podnetom, st jednoznac¢ne $kodlivé.
Niektoré mozu indukovat endogénne ochranné mechanizmy
(EOM) a predstavuji kompenza¢né alebo dokonca adaptaéné
zmeny zmiernujuce dopad patoldgie (13). V casti vysledkov
(obrazok 6) sme ziskali zaujimavy nélez, Ze po ischémii
klesla aktivita Mg**-ATPazy v MIT obidvoch skupin zvie-
rat na priblizne rovnakd ¢iselnt hodnotu. Cize, ischémiou
vyvolany pokles aktivity enzymu bol u diabetickych zvierat
mensi, co poukazuje na to, Ze tieto zvierata boli rezistentnej-
$ie proti ischémii ako kontrolné zvieratd. Este vyraznejsie sa
tato rezistencia prejavila po postischemickej reperfuzii, kedy
sa aktivita MIT Mg**-ATPazy zvysila az nad vychodiskovu
uroven po stabiliza¢nej perfuzii. Pozorovany narast aktivity
Mg**-ATPazy tiez prispieva k stabilizacii spojenia medzi
oxidaciou a fosforylaciou.

Ako je uvedené pri obrazku 8, fluorescen¢nd anizotropia
u MIT zo zdravych kontrolnych sfdc signifikantne prevy-
$ovala (p < 0,05) fluorescenéni anizotropiu u MIT zo sfdc
z diabetickych potkanov. Z toho vyplyva, ze mitochondriové
membrény z diabetickych potkanov st fluidnejsie ako mem-
brany z kontrolnych zvierat. Ischémia spdsobila v obidvoch
pripadoch narast fluorescen¢nej anizotropie (obrazky 7
A a 7B), ktory sa javi opticky vacsi u MIT zo stdc z dia-
betickych potkanov (obrazok 7 B), ako u MIT zo zdravych
kontrolnych sfdc (obrazok 7 A). Avsak, ¢iselna hodnota, na
ktoru opticka denzita naréstla, je v obidvoch pripadoch takmer
rovnaka. To poukazuje na skuto¢nost, Ze reperfuzia vychadza
tak v kontrolnej, ako aj v diabetickej skupine z podobnych
hodnot fluorescenénej anizotropie.

V priebehu postischemickej reperfizie sa uz vyrazne pre-
javil u¢inok EOM. V MIT zo stdc potkanov adaptovanych na
diabetes fluorescen¢nd anizotropia uz dalej nenarastala, t. j.
fluidita MIT sa uz dalej nemenila. Kym v MIT sfdc v zdravej
kontrolnej skupine opticka anizotropia dalej narastala, cize
membranova fluidita nadalej klesala (p = 0,05). Absencia
dalsieho rastu anizotropie, ¢ize poklesu fluidity MIT mem-
brany ako prejav EOM, demonstrovand na obrazku 7 B,
bola sprevadzana vyraznym zvy$enim aktivity Mg**-ATPazy
v MIT srdca. Tento nélez mozno posudit ako dokaz zvySenej
rezistencie MIT diabetickych stdc proti ischemicko-reperfuz-
nemu poskodeniu.

Z literattry je vSeobecne zndme, Ze na ischemicko-reperfuz-
nom poskodeni myokardu a aj na poskodeni myoardu vyvola-
nom diabetes mellitus sa podielaju aj reaktivne formy kyslika,
ktoré atakuju ultrastruktiru kardiomyocytov (14), konkrétne
subceluldrne membranové systémy, sarkolému, SR a taktiez MIT
a v nich zabudované receptory a i6ny transportujuce mechaniz-
my (15 - 21). Pocetné prace preukazali, Ze mieru poskodenia
ischémiou a reperftiziou a aj diabetom mozno zmiernit, nie vSak
mu zabranit, aplikdciou lapacov radikalov a roznych antioxidan-
tov (18, 22 - 24). Zmeny vyvolané ROS viedli k poskodeniu
respiracie srdcovych MIT na urovni komplexov respira¢ného
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retazca a produkcii ATP v srdcovych MIT, popisovali (25, 21).
V diabetickom myokarde potvrdili tento nalez (26, 27), pricom
ukazali, Ze akutny STZ diabetes mellitus zvySuje stupen oxidacie
ubichinénu v MIT zo srdca potkanov o 14 - 17 %. Ci je to malo,
alebo vela, je problematické urcit, lebo MIT in situ sa spravaju
inak ako izolované MIT (28). Stanovovanie konjugovanych diénov
v tych istych pokusoch navyse odhalilo, ze akitnym diabetom
vyvolana radikalova oxidécia lipidového sloja srdcovych MIT
nedosahuje troven $tatistickej signifikancie (5).

Zaver

Na experimentalnom modeli ischemicko-reperfuzneho
poskodenia sme zistili, ze izolované perfundované srdcia
potkanov s akutnym (osemdnovym) streptozotocinovym
diabetes mellitus sa pri postischemickej reperfuzii zotavovali
lepsie ako srdcia zo zdravych kontrolnych zvierat. Lepsie
zotavovanie sa prejavovalo v menej prudkom ndraste frek-
vencie ¢innosti srdca, v naraste LVDP, +dP/dt a -dP/dt_
a v poklese lavokomorového diastolického tlaku. Uvedené
vysledky sved¢ia o vyssej ischemickej tolerancii diabetické-
ho myokardu, ¢o mdze byt v stlade s literatdrou pripisané
rozvinutym mechanizmom endogénnej ochrany.

Ischémia vyvolala pokles aktivity MIT Mg**-ATPazy
v diabetickych srdciach, ktory bol signifikantne mensi (p <
0,05) ako v srdciach zo zdravych kontrolnych sfdc. V zdra-
vych kontrolnych srdciach pokracoval pokles aktivity MIT
Mg**-ATPazy aj pocas postischemickej reperfuzie. Na rozdiel
od toho, v diabetickych srdciach postischemicka reperfizia
zvy$ovala aktivitu MIT Mg**-ATPazy (p < 0,05), a to dokonca
mierne nad troven vychodiskovej hodnoty po stabiliza¢nej
perfuzii, t. j. na zaciatku experimentu. Narast aktivity MIT
Mg?**-ATPazy v diabetickych srdciach moze prispievat k lepsie-
mu spojeniu oxidacie s fosforylaciou a mozno ho interpretovat
ako dosledok ucasti mechanizmov endogénnej ochrany.

Ischémia spdsobila nérast (p < 0,05) fluorescenc¢nej ani-
zotropie (pokles membranovej fluidity) na priblizne rovnaku
hodnotu, a to tak v srdciach kontrolnych, ako aj v srdciach
diabetickych potkanov. V kontrolnej skupine zvierat tento
vyvoj pokracoval takmer rovnakou intenzitou aj pocas posti-
chemickej reperfazie. V MIT zo stdc diabetickych potkanov
nielenze narast fluorescen¢nej anizotropie nepokracoval, ale
ukazal sa dokonca isty trend poklesu optickej anizotropie, ¢ize
naznak zvy$enia fluidity mitochondriovej membrany. Nalez,
ze v akutne diabetickom myokarde nedochddza k vyznamnej-
$ej oxidacii membranovych fosfolipidov radikalmi, nielenze
potvrdil udaje z literatary, ale ich rozsiril o poznatok, ze ani
postischemicka reperfuzia diabetického myokardu nevedie
k zniZeniu fluidity membran. Ide zrejme o vysledok endogén-
nej ochrany so zatial neobjasnenym mechanizmom.

Volné radikaly, zmeny v spektre fosfolipidov, najma cho-
lesterolu, ako aj efekt substancii exogénneho pévodu, mdzu
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mat vyznamny modula¢ny vplyv na fluiditu membrany.
Z toho vyplyva, ze aj ked vSeobecne plati, ze vyssia fluidita
umoziuje va¢$iu mobilitu, a tym aj vy$siu aktivitu enzymov
zabudovanych do membrany, kombinovany vplyv modulatorov
robi vztah medzi fluiditou membrany a aktivitou zabudova-
ného enzymu pre jednotlivé pripady a uréity rozsah fluidity
$pecificky. Pre skupinu MIT z kontrolnych sfdc platil vztah,
ze zvy$enie fluorescencnej anizotropie, ¢ize znizenie fluidity
MIT membrany plati pre cely rozsah ischemicko-reper-
fazneho experimentu. V skupine diabetickych sfdc fluidita
MIT membrany a aktivita Mg**-ATPazy klesali siibezne iba
v ischemickej faze experimentu. V priebehu postischemickej
reperfuzie sa fluidita MIT membrany naopak mierne zvysila,
ale aktivita Mg**-ATPazy sa zvysila neocakdvane vyrazne.
Ukaz, 7e polas reperfizie narast aktivity enzymu sa spija
s neumerne vysokym zvy$enim fluidity MIT membrany;, je teda
vysledkom takej kombindcie vplyvu modulatorov a endogén-
nych ochrannych mechanizmov (napriklad tvorba a mnozstvo
mitochondriovych energetickych transportnych pérov), ktord
je $pecifickd pre MIT v diabetickom myokarde.

Na zaklade nasich nalezov mozeme konstatovat, ze v dia-
betickej skupine sa funk¢né parametre srdca, membranova
fluidita srdcovych mitochondrii, ako aj aktivita MIT Mg*-
ATPazy pocas postischemickej reperfuzie vyznamne zlep$ovali
(p > 0,05), kym v skupine kontrolnych sfdc postischemicka
reperfizia skimané parametre nezlepSovala. Nase ndlezy
potvrdili pozitivhu ucast endogénnych ochrannych mecha-
nizmov, ktoré vyvolali v diabetickych srdciach ¢iastkova
adaptaciu na ischemicko-reperfuzne poskodenie.

S podporou Grantov: VEGA: 2/0101/12, 2/0054/11,
APVV-0102-11
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