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The role of mitochondria in preconditioning of heart induced by
diazoxide. New insight into the molecular mechanism

Uloha mitochondrii v preconditioningu srdca indukovaného diazoxidom.
Novy pohlad na molekuldrny mechanizmus
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Abstract. Diazoxide (DZX), which was assumed to act predominantly as an opener of the ATP-dependent
potassium channels (K,.) in mitochondrial membranes, is frequently utilised in the induction of pharmaco-
logical preconditioning of the myocardium in an experiment. However, recent findings have revealed that
DZX acts more as an activator of the protein kinase Ce (PKCe) and that opening of the mitochondrial K,
channels is its secondary effect only. Moreover, DZX also acts as an inhibitor of the Krebs cycle at the level
of succinate dehydrogenase. A similar type of inhibition also occurs in hypoxia and ischemia. The aim of our
study was to search for such an effect of DZX on the mitochondria, which supposedly is directly responsible
for the contribution of mitochondria to an increased ischemic tolerance of the myocardium. Experiments
were performed on isolated heart mitochondria from 9-11 weeks old male Wistar rats exposed to the effect
of DZX concentrations in the range of 0-7 umol.I". Starting with the concentration of 3.5 umol.I" DZX induced
a dose-dependent increase in the activity of the mitochondrial Mg?*-ATPase (the mitochondrial ATP synthase
was estimated in a reversed direction of its reaction), expressed in umol of the inorganic phosphate liber-
ated by ATP splitting x mg mitochondrial protein™ x h™'. Increase in the enzyme activity reached statistical
significance (p<0.05) at the DZX concentrations of 5, 6 and 7 umol.I" and it was not accompanied by any
considerable change in fluidity of the mitochondrial membrane. This pointed to a direct interaction of DZX
with the enzyme molecule. Investigation by means of enzyme kinetics confirmed a direct, non-competitive
stimulatory effect of DZX on the activity of the mitochondrial Mg?-ATPase. Results indicate that the improved
production of energy, enabled via stimulation of the Mg?*-ATPase activity, represents a direct mechanism by
which heart mitochondria may participate in the DZX-induced preconditioning of the myocardium. Fig. 5,
Tab. 1, Ref. 11, Online full text (Free, PDF) www.cardiology.sk
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Abstrakt. Diazoxid (DZX), prevazne oznacovany ako otvéra¢ draslikovych od ATP-zavislych kanélov (K, )
v membranach mitochondrii, sa ¢asto vyuziva na indukciu experimentalneho farmakologického preconditio-
ningu v myokarde. Dal3ie 3tudie viak ukazali, Ze DZX posobi vo vi¢iej miere ako aktivator proteinkinazy Ce
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(PKCe) a otvorenie mitochondriovych K, kanalov je iba jeho sekundarnym dcinkom. Navyse, DZX Ucinkuje
aj ako inhibitor Krebsovho cyklu na trovni sukcindtdehydrogenazy, k comu dochddza aj v hypoxii a ischémii.
Cielom predlozenej prace bolo odhalit taky uc¢inok DZX na mitochondrie, ktory by bezprostredne suvisel
s ich prispevkom ku zvy$eniu ischemickej tolerancie myokardu. Experimenty sa uskuto¢nili na izolovanych
mitochondriach zo sfdc 6 - 11-tyzdnovych potkanov, samcov kmena Wistar. Mitochondrie boli vystavené
ucinku narastajucich koncentracii DZX medzi 0 - 7 mol.I"". Od koncentrécie 3,5 umol.I" DZX postupne zvy-
Soval aktivitu mitochondriovej Mg?*-ATPazy (mitochondriovej ATP syntdzy stanovenej v obrdtenom smere
jej reakcie), vyjadrenej v umol anorganického fosfatu uvolneného stiepenim ATP x mg mitochondriového
proteinu™ x h™'. Nérast aktivity enzymu dosiahol Statisticki vyznamnost (p < 0,05) pri koncentracii DZX 5,
6 a 7 umol.I'" a nebol sprevadzany vyznamnejsou zmenou fluidity mitochondriovej membrany. To pouka-
zovalo na priamu interakciu DZX s molekulou enzymu. Vy3etrenie pomocou enzymovej kinetiky potvrdilo
priamy, nekompetitivny stimulacny efekt na aktivitu mitochondriovej Mg?*-ATPazy. Vysledky naznacuju,
Ze zlepSend produkcia energie umoznend prostrednictvom stimuldcie aktivity Mg*-ATPazy predstavuje
priamy mechanizmus, ktorym sa srdcové mitochondrie mézu podielat na preconditioningu myokardu
indukovanom s DZX. Obr. 5, Tab. 1, Lit. 11, Online full text (Free, PDF) www.cardiology.sk

Klucové slova: mitochondria — diazoxid - preconditioning - membranova fluidita — mitochondriovd Mg?-

ATPéaza

Preconditioning (PC) myokardu je este stale otvorenou a dis-
kutovanou problematikou, ktord pre mozné rizikd ostava aj
nadalej bez sirsieho klinického vyuzitia (1).

Jednou z moznosti navodenia PC je pouzitie farmak,
tzv. farmakologicky PC. Z viacerych lie¢iv, ktorymi mozno
indukovat farmakologicky PC, sme sa zamerali na diazo-
xid (DZX), povodne oznacovany ako otvira¢ K,  -kandlov
v membranach mitochondrii (2).

Pdvodna predstava o molekuldrnych procesoch, ktorymi
DZX ako otvira¢ mitochondriovych K, -kandlov v myokarde
posobi, viak nebola schopna efekt navodeny po podani DZX
v plnej miere uspokojivo vysvetlit. Ukdzalo sa totiz, Ze DZX
posobi v mitochondridch aj ako inhibitor Krebsovho cyklu,
a to na urovni sukcinatdehydrogendzy (3). V désledku toho
sa do dychacieho retazca dostava omnoho menej substratu
na oxidovanie, ¢o sa prejavi tak na spomaleni toku elektré-
nov smerom k termindlnej oxidacii, ako aj na zhor$enom
vytvarani transmembranového protonového gradientu. Vsetky
tieto zmeny su v podstate negativne, pretoze vedu k znize-
nej produkcii energie vo forme ATP. Ich vysledkom je vSak
zvysena rezistencia myokardu proti hypoxii a ischémii, ¢o
predstavuje adapta¢nu odpoved myokardu na zmenené pod-
mienky. Okrem toho, porucha Krebsovho cyklu je spojend
aj so zvySenou tvorbou volnych radikalov v mitochondriach
(3). K tymto poznatkom pribudol aj nalez, ze DZX pdsobi vo
vic¢$ej miere ako aktivator proteinkinazy Ce (PKCe) a otvore-
nie mitochondriovych K, kandlov je iba jeho sekundarnym
uc¢inkom (4).

Na zaklade uvedenych udajov sme predpokladali, Ze
DZX moze mat aj dalsie, doposial nepoznané tcinky, ktoré
by mohli tie nepriaznivé kompenzovat a zodpovedat tak za
jeho schopnost zvysit ischemicku toleranciu myokardu. Preto
cielom tejto $tadie bolo skimat dalSie mozné interakcie DZX
s mitochondriami myokardu, ktoré by prispeli ku stabilizacii
ich funkcie.

Legalita experimentov

Vyskumny projekt bol v silade s poziadavkami Statnej vete-
rindrnej spravy, podla zbierky zékona ¢. 289/2003 o veterinarnej
starostlivosti na ochranu zvierat pouzivanych na pokusné alebo
iné vedecké ucely. Experimenty boli tiez v stllade s nariadenim
vlady podla zbierky zakona ¢. 377/2012 a s vyhlaskou podla
Zbierky zakona ¢. 436/2012. Experimenty schvalila eticka komisia
Ustavu pre vyskum srdca SAV, kde boli nasledne aj vykonané.

Experimentalne zvierata

Pouzitych bolo 37 samcov potkana laboratorneho (Rattus
norvegicus) kmena Wistar s hmotnostou 250 + 20 g, vo veku
9 — 11 tyzdnov. Zvierata pochadzali z chovnej stanice Dobra
voda a boli umiestnené v klietkach (maximalne pit jedincov
v klietke), v podmienkach prirodzeného svetelného rezimu
(D:N, 12:12), pri teplote 21 °C - 23 °C. Kfmené boli standard-
nou peletovou potravou s pristupom k vode ad libitum.

Metody

Anestéza

Pred uskuto¢nenim kazdého experimentu boli pokusné
zvieratd anestetizované tiopentalom (50 - 60 mg.kg™, i. p., Sigma-
Aldrich, Nemecko) spolu s heparinom (500 U, i. p., Lé¢iva, Ceska
republika), na zabranenie vzniku krvnych zrazenin.

Izolacia mitochondrii

Mitochondrie z myokardu boli izolované metédou di-
ferencialnej centrifugacie (5). Po excizii bolo srdce vlozené

229



Cardiology Lett. 2014;23:(3):228-233

do heparinizovaného fyziologického roztoku NaCl (Central-
Chem, Slovenska republika). Po odstraneni tukovych casti,
perikardu, artérii a vén bol myokard rozstrihany na kasovita
hmotu za pritomnosti malého mnozstva izola¢ného roztoku
so zloZzenim: 180 mmol.I"' KCI (CentralChem, Slovenska re-
publika), 4 mmol.l'! EDTA (Serva, Nemecko), 1 % albumin
(Sigma-Aldrich, Nemecko), pH = 7,4, upravené pomocou
kyseliny trichléroctovej (TCA) (Serva, Nemecko). Rozstrihané
tkanivo bolo potom zaliate 20 ml ladového izola¢ného roz-
toku. Pridala sa protedza (Sigma-Aldrich P-6141, Nemecko)
v moZstve 2,5 mg.g" tkaniva. Dalej sme tkanivo jemne ho-
mogenizovali v sklo-teflonovom homogenizatore, v ladovom
kupeli pocas troch minut. Pripraveny homogenat bol za chladu
nasledne centrifugovany pocas 10 mindt pri 1 000 xg. Ziskany
pelet bol resuspendovany v 20 ml izola¢ného média bez pro-
tedzy a opakovane scentrifugovany ako v predchadzajucom.
Pelet obsahujtci hrubu mitochondriovt frakciu a nedistoty
bol odstraneny a supernatant obsahujici mitochondrie bol
15 minut centrifugovany pri 5 000 xg. Ziskany pelet tvoriaci
mitochondriovu frakciu bol potom preplachnuty resuspendo-
vanim v izolacnom médiu bez albuminu a opét stoceny pri
5000 xg pocas 15 mindut.

Stanovenie bielkovin v izolovanej frakcii mitochondrii

Mnozstvo bielkovin v mitochondriovej frakcii bolo sta-
novené Lowryho metédou (6).

Stanovenie aktivity Mg?*-ATPazy mitochondrii

Aktivita mitochondriovej Mg*-ATPazy reprezentuje
aktivitu ATP syntazy stanovenu v pritomnosti iénov Mg*
v obratenom smere reakcie, t. j. v smere Stiepenia molekul
ATP. Aktivita enzymu bola stanovena spektrofotometricky
(Shimadzu, Japan) pri vinovej dizke 700 nm ako mnoZstvo
P, uvolneného pri Stiepeni ATP za jednotku casu pri teplote
37 °C v 1 ml reak¢ného média so zlozenim v (mmol.l"}): 250
imidazolového tlmivého roztoku (Serva, Nemecko), pH = 7,4;
40 MgCl, (CentralChem, Slovenska republika); 40 ATP-Tris
(Sigma-Aldrich, Nemecko); 50 pg mitochondriového prote-
inu s koncentraciou 1 pg.pl” v pritomnosti a nepritomnosti
0,1 mmoll" 2,4-dinitrofenolu (DNP) (Sigma-Aldrich, Ne-
mecko). Reakcia sa zacala pridanim ATP a zastavend bola
pridanim 1 ml ladovej 12 % TCA.

Vplyv DZX (Sigma-Aldrich, Nemecko) na aktivitu mito-
chondriovej Mg**-ATPazy bol urceny jeho priamym prida-
nim do reakcnej zmesi na stanovenie enzymu. Dostatocna
interakcia bola zabezpecena 10 minutovou predinkubaciou
DZX s mitochondriami pri teplote 37 °C. DZX sa pridaval
v stupajicom koncentra¢nom rozpiti 0 — 7 umol.I" pri zacho-
vanom objeme reakénej zmesi 1 ml. Po ukonceni predinku-
bacie sa enzymova reakcia zacala pridanim ATP. Pre slabsiu
rozpustnost bol DZX rozpusteny v zmesi dimetylsulfoxidu
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(DMSO) (Serva, Nemecko) a vody v pomere 1 : 1. Tento
zakladny roztok sa v dalsom riedil podla vopred pripravenej
skaly koncentracii vzdy tak, aby sa zachoval vysledny objem
pridaného roztoku DZX 200 pl.

Stanovenie fluidity lipidovej dvojvrstvy mitochondrio-
vej membrany

Fluidita lipidovej vrstvy mitochondriovej membrany
bola stanovena meranim fluorescen¢nej anizotropie (Perkin
Elmer, USA) lipofilnou fluorescen¢nou sondou 1,6-difenyl-
1,3,5-hexatrién (DPH, Sigma-Aldrich). Na zaklade svojej
afinity sonda vnika medzi lipidy mitochondriovej membrany
a signal, ktory sonda poskytuje, odréza rozsah pohybu molekul
sondy, ktory zavisi od fluidity lipidov. Merana anizotropia fluo-
rescencie DPH je k fluidite v nepriamoumernom vztahu.

Izolované mitochondrie boli resuspendované do konecnej
koncentracie proteinu 0,5 mg.ml" v roztoku obsahujicom 180
NaCl; 4 EDTA (Serva, Nemecko), pH = 7,4 a boli oznacené
0,25 umol.I"! roztokom DPH rozsuspendovanym v zmesi
acetonu a vody v pomere 1 : 250. Vzorky boli inkubované
pri teplote 22 + 1 °C, fluorescencia bola stanovena pri ex-
cita¢nej vlnovej dizke 360 nm a pri emisnej vinovej dizke
425 nm. Fluorescen¢na anizotropia bol stanovena podla
Shinitzky (7).

Statisticka analyza

Namerané hodnoty prezentujeme ako priemerné hodnoty
+ stredna chyba priemeru (SEM). Rozdiely medzi jednotlivymi
skupinami sme vyhodnotili metédou viacnasobnych porov-
navani pri vyznamnom globalnom teste analyzy variancie
(ANOVA). V pripade nenormalneho rozdelenia tidajov sme
pouzili neparametrickd analyzu variancie Kruskal-Wallisov
test pre neparovy dizajn, alebo Friedmanov test pre parové
porovnania. Pre testovanie vyznamnosti vztahov sme pouzili
metodu linedrnej regresie so suc¢asnym testovanim tzv. vplyv-
nych bodov. Vyznamnost rozdielov v strednych hodnotach
indikujeme v grafoch nasledovne: * p < 0,05, ** p < 0,01
a **p < 0,001.

Vysledky

Aktudlna a totalna aktivita mitochondriovej Mg**-ATPazy

Membrany intaktnych mitochondrii nie si priepustné
pre iony Mg**. Ak sa vSak iony Mg* dostant do mito-
chondrie, dojde k obriteniu smeru reakcie ATP-syntazy
a enzym zacne pracovat ako Mg*-ATPaza. Preto aktivita
mitochondriovej Mg*-ATPazy, stanovena v preparite izo-
lovanych mitochondrii, sa tyka len tej ¢asti mitochondrii,
ktoré maju narusent integritu membrany. Tato aktivita sa



50

45

40
35

30
25

20 +

pmol P,/ g™ prot./h -

15 -

10

Mg DNP

Obrazok 1 Aktudlna a totalna aktivita Mg**-ATPazy vo frakcii
mitochondrii izolovanych zo sfdc potkanov

Figure 1 Actual activity of Mg**-ATPase and total activity of Mg**-ATPase in the
preparation of isolated mitochondria from rat hearts

Mg - aktualna aktivita Mg?*- ATPazy (actual activity of the Mg’*-ATPase), DNP
- totalna (DNP-stimulovana) aktivita Mg?*-ATPazy (total (DNP-stimulated)
activity of the Mg2+-ATPase). Vysledky st vyjadrené ako aritmeticky priemer
+ SEM. Porovnania: Mg vs. DNP, *p < 0,05, n= 8. (Results are given as means
+ S.E.M. Comparisons: Mg vs. DNB, *p<0.05, n=8).
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Obrazok 2 Modulicia aktivity DNP-stimulovanej Mg*-ATPazy
mitochondrii zo srdca potkana stipajicimi koncentraciami
diazoxidu (DZX)
Figure 2 Rat heart mitochondrial DNP-stimulated Mg**-ATPase activity modulated
by the increasing concentrations of DZX
Vysledky st udavané ako aritmeticky priemer + SEM. Porovnania: 0 pumol
DZX vs. 5 pmol DZX, 0 pumol DZX vs. 6 umol DZX, 0 um ol DZX vs.
7 umol DZX, *p < 0,05; n = 8 (Results are given as means + S.E.M. Comparisons:

0 umol DZX vs. 5 ymol DZX, 0 umol DZX vs. 6 ymol DZX, 0 umol DZX vs. 7 ymol
DZX, *p<0.05 n=8)

oznacuje ako aktudlna aktivita Mg?*-ATPazy, na rozdiel
od aktivity totdlnej, ktoru mozno stanovit v pripade spri-
stupnenia membran v$etkych mitochondrii pre iony Mg*.
V nasich experimentoch sme to dosiahli pridanim DNP,
odpojovaca oxidac¢nej fosforylacie. Rozdiel medzi aktudlnou
a totalnou aktivitou Mg**-ATPazy, vyjadreny v percentach,
potom udéval aj podiel intaktnych mitochondrii v danych
preparatoch zo stdc potkanov.

V nasich frakciach izolovanych mitochondrii zo sfdc
zdravych potkanov tvoril podiel intaktnych mitochondrii,
urceny z pomeru aktivit aktualnej a totalnej Mg**-ATPazy,
v priemere 28,24 % (obrazok 1).
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Obrazok 3 Aktivacia mitochondriovej Mg**-ATPazy zo srdcovych
mitochondrii stupajicou koncentraciou ATP v pritomnosti
a nepritomnosti 7 umol . 1 ! diazoxidu (DZX)

Figure 3 Activation of mitochondrial Mg**-ATPase by the increase in the concen-
trations of ATP both in the presence and absence of DZX

Pouzité ATP bolo 3,6 mmol . ! v 1 ml inkuba¢ného média. Jednotlivé
body aktivit st vyjadrené ako aritmeticky priemer + SEM. Porovna-
nia: ATP vs. ATP + DZX; p > 0,05; n = 7 (ATP), n = 7 (ATP + DZX).
[3,6 mmol.I-1ATP in 1 ml incubation medium was used. Individual points of activities

are given as arithmetic mean + SEM. Comparisons: ATP vs. ATP+DZX, p>0,05;
n =7 (ATP), n =7 (ATP + DZX)].

Vplyv diazoxidu na aktivitu mitochondriovej DNP-
stimulovanej Mg**-ATPazy

Z vysledkov zobrazenych v obrazku 2 vyplyva, Ze od
koncentracie 3,5 umol.I" bola aktivita mitochondriovej totalnej
Mg**-ATPazy stimulovand stipajucimi koncentraciami DZX.
Statisticky vyznamné zvysenie (p < 0,05) aktivity Mg?*-AT-
Pazy sa dosiahlo v pritomnosti koncentracii DZX 5 umol.l!
(11,76 %), 6 umol.I'' (14,75 %) a 7 umoll" (16,72 %), v po-
rovnani s aktivitou neovplyvneného enzymu.

VyS$etrovanie charakteru interakcie DZX s mitochon-
driovou Mg*-ATPazou

Na zistenie charakteru interakcie DZX s mitochondriovou
Mg**-ATPazou sme vybrali najvys$siu pouzitu koncentraciu
DZX (7 pmoll"), ktora preukazala $tatisticky vyznamné
zvy$enie aktivity mitochondriovej Mg**-ATPazy.

Rychly ¢asovy priebeh reakcie (minuty) poukazuje na
reakciu chemicku. VySetrenie reakénej kinetiky aktivacie
mitochondriovej Mg*-ATPazy jej vlastnym substratom, ¢ize
s ATP, v pritomnosti kon$tantného mnozstva (7 pumol.l"") DZX
(obrazok 3) ukazalo, ze stimula¢ny efekt DZX je rovnaky
v celom koncentra¢nom rozsahu aktivicie enzymu s ATP.

Udaje ziskané pri aktivacii mitochondriovej Mg?*-ATPazy
s ATP v pritomnosti a nepritomnosti DZX, graficky analyzo-
vané v systéme Lineweaver — Burk (obrazok 4) ukazali, ze
stimuldcia enzymu s DZX zvysSuje len maximalnu rychlost
(V_.)s pricom Michaelisovu konstantu (Km) enzymovej
reakcie nement.

Z porovnania vyslednych hodnot maximalnej rychlosti ak-
tivity Mg?*-ATPazy zo srdcovych mitochondrii v nepritomnosti
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Obrazok 4 Znazornenie aktivacie Mg**-ATPazy v srdcovych
mitochondriach stupajicimi koncentraciami ATP v pritomnosti
a nepritomnosti 7 pmol . 1! diazoxidu (DZX) podla Lineweaver-
Burka

Figure 4  Lineweaver-Burk plot for the activity Mg**-ATPase of mitochondria
induced by the increase in ATP concentrations both in the presence and absence
of diazoxide (DZX)

Pouzité ATP bolo 3,6 mmol. 1" v 1 ml inkuba¢ného média. Jednotlivé body
st uddvané ako aritmeticky priemer + SEM. Porovnania: ATP vs. ATP +
DZX; n =7 (ATP), n = 7 (ATP + DZX). [3.6 mmol.I'ATP in 1 ml incubation
medium was used. Each point is given as arithmetic mean + SEM. Comparisons: ATP
vs. ATP + DZX; n = 7 (ATP), n = 7 (ATP + DZX)].

DZX a v pritomnosti 7 pumol.I" DZX, vyplyva 14,60 %-né zvy-
$enie aktivity enzymu v pritomnosti 7 pmol.I" DZX. Porovnanie
kinetickych parametrov modulacie Mg**-ATPazy zo srdcovych
mitochondrii s DZX je obsiahnuté v tabulke 1.

Fluidita lipidovej dvojvrstvy v membranach mitochondrii

Fluidita lipidovej dvojvrstvy mitochondriovej membrany
sa merala fluorescen¢nou anizotropiou v pritomnosti a nepri-
tomnosti DZX. Stpajtce koncentracie DZX indukovali mierny
8,3 %-ny pokles fluorescencnej anizotropie v membranach
mitochondrii v pritomnosti najvyssej pouzitej koncentricie
DZX (7 pmol.l"") (obrazok 5). Pokles anizotropie poukazuje
na zvy$ovanie fluidity mitochondriovej membrany v pritom-
nosi DZX, avsak nedosahuje iroven $tatistickej signifikancie
(p > 0,05).

Diskusia

Sucasny stav znalosti o preconditioningu vyvolaného
s DZX naznaduje, Ze tato zli¢enina md velmi komplexny
mechanizmus G¢inku, ¢im sa znizuje pravdepodobnost
jej skorého klinického vyuzitia. Skimanie molekularneho
mechanizmu u¢inku DZX v$ak poukdzalo na viaceré,
predtym neuvazované procesy, ktoré sa na indukcii PC
podielali. Z tohto hladiska bolo preto uzito¢né pokracovat
v skiimani mechanizmu u¢inku DZX, s cielom odhalit
procesy vyuzitelné pri vyvolani farmakologického PC
inymi induktormi.
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Obrazok 5 Zmeny fluorescen¢nej anizotropie DPH v membra-
nach srdcovych mitochondrii vyvolané stipajicimi koncentra-
ciami diazoxidu (DZX)

Figure 5 Dependence of changes in the fluorescence anisotropy of DPH in the rat
heart mitochondrial membranes on the concentration of diazoxide (DZX)
Vysledky st vyjadrené ako aritmeticky priemer + SEM; n = 7. (Results are
given as arithmetic mean + SEM; n = 7).

V predchadzajicich vyskumoch sa ukazalo, ze otvorenie
K, kandla (8) ani inhibicia sukcindtdehydrogenazy (3) a na-
pokon ani volné radikaly (9) vznikajtce v suvislosti s inhibiciou
Krebsovho cyklu nie st bezprostrednym ¢initelom, ktory vyvola
zvy$enu rezistenciu myokardu proti hypoxii ¢i ischémii.

V predlozenej studii sme sa preto zamerali na dalsi kltco-
vy faktor, na mitochondriovi Mg*-ATPéazu. Stanovovanim
aktivity tohto enzymu sa vlastne urcuje katalyticka aktivita
ATP-syntazy.

Z technickych pric¢in sa Mg**-ATPsyntaza stanovuje v ob-
ratenom smere jej reakcie, ¢ize v smere Stiepenia molekul ATP,
¢o mozno dosiahnut v pritomnosti iénov Mg**. Membrany
intaktnych mitochondrii nie st pre idny Mg** priepustné,
a preto sa aktivita Mg**-ATPazy d4 stanovit len v tej Casti
danej populdcie mitochondrii, ktorych membrana sa pri
izolacii narusila (5). Tento dostupny podiel Mg**-ATPazovej
aktivity sa oznacuje ako aktudlna Mg**-ATPazova aktivita na
rozdiel od totalnej aktivity, ktora zahfna ATPazovu aktivitu
véetkych mitochondrii. Pomer medzi aktudlnou a totalnou
aktivitou mitochondriovej Mg**-ATPazy mozno preto vyu-
zit aj na urcenie podielu intaktnych mitochondrii v danom
preparate. Preparaty mitochondrii, ktoré sme v predkladanom
experimente pouzili, obsahovali priemerne 28,24 % intaktnych

Tabulka 1 Porovnanie hodnot KmaV__ v pritomnosti a nepri-
tomnosti 7 pmol . I diazoxidu (DZX)

Table 1 ~ Comparison of values of Km and V. _in the presence and absence of
7 umol.l' diazoxide (DZX)

ATP ATP + DZX
v 33,560 38,460
Km 0,403 0,400

Km - Michaelisova konstanta (Michaelis constant), V.- maximdlna rychlost
aktivity enzymu (maximum speed of enzyme activity), DZX - diazoxid, ATP - ade-

nozintrifosfat (adenosine triphosphate)



mitochondrii schopnych vytvarat membranovy potencial
a tym zabezpecit proces oxidac¢nej fosforylacie (obrazok 1).
Tento vysledok bol v stlade s udajmi v nasich predchadza-
jucich experimentoch, v ktorych sa javil dostacujici aj na
stanovenie oxidac¢nej fosforylacie (5, 10, 11).

Vplyv stapajucich koncentracii DZX na aktivitu DNP-
stimulovanej Mg?*-ATPazy sa sledoval v mitochondriach
izolovanych zo stdc zdravych potkanov kmena Wistar. Roz-
sah pouzitych koncentracii DZX sa upravil tak, aby DMSO
potrebny pri rozpustani DZX neinterferoval so stanovenim
aktivity Mg**-ATPazy a neovplyvnil ani fluiditu mitochondrio-
vej membrany. Zistilo sa, Ze stipajice mnozstvda DZX poc¢nuc
od 3,5 pmol.l" stimulujt aktivitu Mg**-ATP4zy koncentracne
zavislym sposobom. Statisticky vyznamna stimuldcia enzy-
mu (p <0,05) sa dosiahla pri koncentracii DZX 5 pmol.l"
(11,76 %), 6 pumol.I"' (14,75 %) a 7 pmol.l" (16,72 %) (obra-
zok 2). Koncentracia DZX 7 umoll’, v ktorej pritomnosti
sme zaznamenali najvy$$i ndrast aktivity enzymu spomedzi
véetkych pouzitych koncentracii DZX, bola aplikovana aj pri
dalsich stanoveniach.

Paralelne s testovanym vplyvom DZX na aktivitu Mg*"-AT-
Pazy sa testovala aj fluidita mitochondriovej membrany. Avsak
ani pri najvyssej pouzitej koncentracii DZX nebola zaznamenana
signifikantnd zmena fluidity (obrazok 5). To naznacuje, Ze zmeny
aktivity mitochondriovej Mg**-ATPazy indukované s DZX stvi-
seli primarne s interakciou enzymu s DZX a neboli sposobené
vplyvom fluidity mitochondriovej membrany.

Typ tejto interakcie bol testovany aktivaciou mitochondrio-
vej Mg**-ATPazy stipajucimi koncentraciami ATP v pritom-
nosti a nepritomnosti 7 umol.I! DZX. Grafické znadzornenie
tejto zavislosti v systéme podla Michaelis-Mentena, ako aj
dalsia linearizacia krivky podla Lineweavera-Burka a z nej
ziskané kinetické konstanty (tabulka 1) Km a V,__ odhalili,
ze DZX posobi ako nekompetitivny stimuldtor mitochondrio-
vej Mg?*-ATPazy (obrazky 3, 4). Z toho vyplyva, ze DZX
interaguje s molekulou Mg**-ATPazy bezprostredne. K tejto
interakcii nedochadza v aktivnom mieste, ¢ize v ATP-vézbo-
vom mieste enzymu, ale na inom mieste jeho molekuly.

Z uvedenych vysledkov vyplyva, ze DZX sekundérne in-
dukuje PC viacerymi mechanizmami. Interakciou s molekulou
mitochondriovej Mg**-ATPazy vSak priamo stimuluje aktivitu
tohto enzymu, ¢oho pravdepodobnym désledkom je zlep$enie
spojenia medzi oxidaciou a fosforylaciou v mitochondriach
myokardu. Tento poznatok moze byt zaujimavy okrem kardiold-
gov aj pre kardiovaskuldrnych farmakolégov a farmaceutov.
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