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Î.Á. Âàäçþê

Âïëèâ ä³àçîêñèäó íà ìåìáðàííèé ïîòåíö³àë
ì³òîõîíäð³é òà óòâîðåííÿ àêòèâíèõ ôîðì êèñíþ
â êë³òèíàõ ìàòêè ùóð³â

Ïîêàçàíî ÷àñòêîâó äåïîëÿðèçàö³þ ì³òîõîíäð³àëüíî¿ ìåìáðàíè êë³òèí ìàòêè ùóð³â
àêòèâàòîðîì àäåíîçèíòðèôîñôàò÷óòëèâîãî êàë³ºâîãî êàíàëó (Ê

ÀÒÔ
-êàíàëó) ä³àçîêñèäîì.

Äåïîëÿðèçóâàëüíèé éîãî åôåêò óñóâàâñÿ ðå÷îâèíîþ, ùî áëîêóº öåé êàíàë, � ãë³áåíêëàì³äîì.
Äîñë³äèâøè êîíöåíòðàö³éíîçàëåæíèé âïëèâ ä³àçîêñèäó íà ïîòåíö³àë ì³òîõîíäð³àëüíî¿
ìåìáðàíè, ìè âèðàõóâàëè çíà÷åííÿ óÿâíî¿ êîíñòàíòè àêòèâàö³¿ Ê

ÀÒÔ
-êàíàëó ì³òîõîíäð³é

(ì³òîÊ
ÀÒÔ

-êàíàëó)
 
ìàòêè ùóð³â

 
ä³àçîêñèäîì, ÿêå ñòàíîâèëî (5,01 ± 1,47)·10-6 ìîëü/ë. Òàêîæ

áóëî ïðîäåìîíñòðîâàíî çá³ëüøåííÿ âì³ñòó àêòèâíèõ ôîðì êèñíþ (ÀÔÊ) ï³ä âïëèâîì ä³àçîêñèäó,
ùî åôåêòèâíî óñóâàëîñÿ ãë³áåíêëàì³äîì. Çðîáëåíî âèñíîâîê, ùî àêòèâàö³ÿ ì³òîÊ

ÀÒÔ
-êàíàëó

 
ó

êë³òèíàõ
 
ìàòêè ùóð³â ÷àñòêîâî çìåíøóº ïîòåíö³àë ì³òîõîíäð³àëüíî¿ ìåìáðàíè òà ïîñèëþº

ãåíåðàö³þ ÀÔÊ.
Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ä³àçîêñèä, ì³òîõîíäð³àëüíèé àäåíîçèíòðèôîñôàò÷óòëèâèé êàë³ºâèé êàíàë,
àêòèâí³ ôîðìè êèñíþ, ìåìáðàííèé ïîòåíö³àë, ìàòêà.

ÂÑÒÓÏ

Àäåíîçèíòðèôîñôàò (ÀÒÔ)-÷óòëèâ³ êàë³ºâ³
êàíàëè (Ê

ÀÒÔ
-êàíàëè) â³ä³ãðàþòü âàæëèâó

ðîëü ó ôóíêö³îíóâàíí³ ãëàäåíüêèõ ì�ÿç³â
[11, 17]. ª äàí³, ùî àêòèâàö³ÿ ñàìå öüîãî
òèïó  êàë ³ºâèõ  êàíàë ³â  áåðå  ó÷àñòü  ó
ðåãóëÿö³¿ ¿õ ñêîðîòëèâî¿ àêòèâíîñò³ [11, 17,
19]. Ôóíêö³îíóâàííÿ Ê

ÀÒÔ
-êàíàë³â ïëàçìà-

òè÷íî¿ ìåìáðàíè êë³òèí ì³îìåòð³ÿ º îá�ºê-
òîì ³íòåíñèâíèõ äîñë³äæåíü [4, 7], àëå ðîëü
³ âëàñòèâîñò³ ¿õ àíàëîã³â (ì³òîÊ

ÀÒÔ
-êàíàë³â)

ó ì³òîõîíäð³àëüí³é ìåìáðàí³ ì³îöèò³â
ìàòêè çàëèøàþòüñÿ íåâèâ÷åíèìè. Ôóíêö³î-
íóâàííÿ ì³òîÊ

ÀÒÔ
-êàíàë³â ³íòåíñèâíî äîñ-

ë³äæóºòüñÿ íà êë³òèíàõ ñåðöÿ, íåðâîâî¿
ñèñòåìè, íèðîê [2, 3, 6, 8]. Çîêðåìà, áóëî
ïîêàçàíî, ùî àêòèâàö³ÿ ö³º¿ ñòðóêòóðè ó
ì³òîõîíäð³ÿõ ñåëåêòèâíèì àêòèâàòîðîì
ä³àçîêñèäîì ïðèçâîäèòü äî çá³ëüøåííÿ
îá�ºìó ¿õ ìàòðèêñó [6, 8], ïîïåðåäæåííÿ
³íäóêö³¿ àïîïòîçó [6], ³íòåíñèô³êàö³¿ äèõàííÿ
òà çá³ëüøåííÿ êîíöåíòðàö³¿ ÀÒÔ [3].

Äàí³ ùîäî âïëèâó àêòèâàö³¿ ì³òîÊ
ÀÒÔ

-
êàíàëó

 
íà ìåìáðàííèé ïîòåíö³àë ì³òî-

õîíäð³é ñóïåðå÷ëèâ³ [2, 11, 14]. Çîêðåìà,
Busija òà ñï³âàâò. [2] ïîêàçàëè ÷àñòêîâó
äåïîëÿðèçàö³þ ì³òîõîíäð³àëüíî¿ ìåìáðàíè
(ò. çâ. �mild uncoupling� àáî ì�ÿêå ðîç�ºä-
íàííÿ) êë³òèí ìîçêó ä³àçîêñèäîì. Äåÿê³
àâòîðè [11] ââàæàþòü, ùî íåâåëèêå çìåí-
øåííÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíö³àëó ì³òîõîíäð³é
ïðè àêòèâàö³¿ êàíàëó ä³àçîêñèäîì îïîñå-
ðåäêîâóº ïðîòåêòîðíèé åôåêò öüîãî àêòèâà-
òîðà ïðè ³øåì³¿. Àëå ³íøèìè äîñë³äíèêàìè
áóëî ïîêàçàíî, ùî çàõèñò ì³îöèò³â â³ä
ìåòàáîë³÷íîãî ³íã³áóâàííÿ çà äîïîìîãîþ
àêòèâàö³¿ êàíàëó ä³àçîêñèäîì íå îïîñå-
ðåäêîâóºòüñÿ çì³íàìè ìåìáðàííîãî ïîòåí-
ö³àëó ì³òîõîíäð³é [14]. ßê â³äîìî ç ë³òåðà-
òóðíèõ äæåðåë, âõ³ä ³îí³â Ê ó ì³òîõîíä-
ð³àëüíèé ìàòðèêñ, ñïðè÷èíåíèé àêòèâàö³ºþ
ì³òîÊÀÒÔ

-êàíàë³â ä³àçîêñèäîì, ìîæå ³íòåí-
ñèô³êóâàòè òðàíñïîðò åëåêòðîí³â ó åëåêò-
ðîííî-òðàíñïîðòíîìó ëàíöþç³ [3].
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Â³äîìî, ùî àêòèâí³ ôîðìè êèñíþ (ÀÔÊ)
ìîæóòü â³ä³ãðàâàòè ðîëü êë³òèííèõ ìåñåíä-
æåð³â, ùî íå ò³ëüêè çà ô³ç³îëîã³÷íèõ óìîâ
ðåãóëþþòü âàæëèâ³ äëÿ êë³òèíè ìåòàáî-
ë³÷í³ øëÿõè [18] òà ðîçñëàáëåííÿ ãëàäåíü-
êèõ ì�ÿç³â [19], àëå òàêîæ îïîñåðåäêîâóþòü
çàõèñò êë³òèíè â óìîâàõ ñòðåñó [5, 6, 15,
18]. Äåÿê³ àâòîðè [12, 15] âêàçóþòü, ùî ïðè
³øåì³÷íîìó òà ôàðìàêîëîã³÷íîìó ïðåêîí-
äèö³þâàíí³, äëÿ ÿêèõ ïîêàçàíà ïðîòåêòîðíà
ðîëü, ïîì³ðíî çá³ëüøóºòüñÿ âì³ñò ÀÔÊ, â
ðåçóëüòàò³ ÷îãî àêòèâóþòüñÿ ñòðóêòóðè òà
ôåðìåíòè, ôóíêö³îíóâàííÿ ÿêèõ ïîïåðåäæóº
ïîøêîäæåííÿ êë³òèíè ïðè ìàñîâàíîìó
óòâîðåíí³ ÀÔÊ, êîòðå ñïîñòåð³ãàºòüñÿ â
óìîâàõ ³øåì³¿�ðåïåðôóç³¿. Äàí³ äîñë³äæåíü
[5, 6, 12, 15] ñâ³ä÷àòü, ùî ó ìåõàí³çìàõ
îïîñåðåäêîâàíîãî ÀÔÊ çàõèñòó êë³òèí
çàä³ÿíà àêòèâàö³ÿ ì³òîÊ

ÀÒÔ
-êàíàëó. Ïðîäå-

ìîíñòðîâàíî [5, 6], ùî ÀÔÊ àêòèâóþòü
îñòàíí³é ó êàðä³îì³îöèòàõ, ôóíêö³îíóâàííÿ
ÿêîãî â ñâîþ ÷åðãó ïðèçâîäèòü äî çá³ëü-
øåííÿ ïðîäóêö³¿ ÀÔÊ, ÿê³ äàë³ àêòèâóþòü
ïðîòå¿íê³íàçó Ñ (ÏÊÑ). Çîêðåìà, Hassouna
òà ñï³âàâò. [12] äåìîíñòðóþòü, ùî êàðä³î-
ïðîòåêòîðíèé åôåêò ä³àçîêñèäó óñóâàºòüñÿ
³íã³á³òîðîì ÏÊÑα, ùî âêàçóº íà òå, ùî
ì³òîÊ

ÀÒÔ
-êàíàë

 
ðåãóëþº àêòèâí³ñòü ÏÊÑα

ó êàðä³îì³îöèòàõ. Àâòîðè [5, 6, 12, 15]
ââàæàþòü, ùî ó ðåãóëÿö³¿ çàä³ÿí³ ÀÔÊ,
ãåíåðàö³ÿ ÿêèõ â³äáóâàºòüñÿ ó â³äïîâ³äü íà
àêòèâàö³þ ì³òîÊ

ÀÒÔ
-êàíàë³â. Õî÷à ïîä³áí³

åôåêòè áóëè ïîêàçàí³ äëÿ ì³òîÊ
ÀÒÔ

-êàíàë³â
êàðä³îì³îöèò³â ³ êë³òèí ìîçêó, àëå äîñ³
íåâ³äîìî, ÿê âïëèâàº ¿õíÿ àêòèâàö³ÿ íà
ãåíåðàö³þ ÀÔÊ ó êë³òèíàõ ìàòêè.

Ìåòîþ íàøî¿ ðîáîòè áóëî äîñë³äèòè
âïëèâ àêòèâàòîðà ì³òîÊ

ÀÒÔ
-êàíàëó ä³àçîê-

ñèäó íà óòâîðåííÿ ÀÔÊ òà óòðèìàííÿ ïî-
òåíö³àëó âíóòð³øíüî¿ ìåìáðàíè ì³òîõîíäð³é
³çîëüîâàíèõ êë³òèí ìàòêè ùóð³â.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Ñóñïåíç³þ ì³îöèò³â ìàòêè íåâàã³òíèõ ùóð³â
îòðèìóâàëè çà ñòàíäàðòíîþ ìåòîäèêîþ ç

âèêîðèñòàííÿì 0,1%-¿ êîëàãåíàçè, 0,1%-ãî
áè÷à÷îãî  ñèðîâàòêîâîãî  àëüáóì³íó  òà
0,01%-ãî ñîºâîãî ³íã³á³òîðà òðèïñèíó [16].
Ê³ëüê³ñòü êë³òèí ðàõóâàëè çà äîïîìîãîþ
êàìåðè Ãîðÿºâà ï³ñëÿ ôàðáóâàííÿ òðèïà-
íîâèì ñèí³ì. Ñêëàä ñåðåäîâèùà ³íêóáàö³¿
áóâ òàêèì (ììîëü/ë): NaCl � 136,9, KCl �
5 ,36 ,  KH

2
PO

4
 �  0 ,44 ,  NaHCO

3
 �  0 ,26 ,

Na
2
HPO

4
 � 0,26, ãëþêîçà 0,01%, HEPES �

10, CaCl
2
 � 0,03;. pH 7,4, 37 %Ñ.

Ìåìáðàííèé ïîòåíö³àë äîñë³äæóâàëè
ñïåêòðîôëóîðèìåòðè÷íî ç âèêîðèñòàííÿì
ïîòåíö³àë÷óòëèâîãî çîíäà 3,3�-äèãåêñè-
ëîêñèêàðáîöèàí³í éîäèä (DiOC6(3) (�Flu-
ka� ,  ÑØÀ).  Ôëóîðåñöåíö³þ DiOC6(3)
ðåºñòðóâàëè ïðè äîâæèí³ õâèë³ çáóäæåííÿ
490 íì ³  âèïðîì³íþâàííÿ 510 íì. Äëÿ
êîíòðîëþ ñàìå ì³òîõîíäð³àëüíî¿ êîìïî-
íåíòè ìåìáðàííîãî ïîòåíö³àëó äëÿ êîæíî¿
ïðîáè ïðîïèñóâàëè êîíòðîëüíó ïðîáó, äî
ÿêî¿, êð³ì ä³þ÷èõ ðå÷îâèí, âíîñèëè 30
ìêìîëü/ë ÑÑÑÐ (�Sigma-Aldrich�, ÑØÀ).
ÑÑÑÐ-íå÷óòëèâó êîìïîíåíòó ç êîíòðîëþ
â³äí³ìàëè, äàë³ ïðàöþâàëè ëèøå ç ÷óòëè-
âîþ, òîáòî ì³òîõîíäð³àëüíîþ êîìïîíåíòîþ
ìåìáðàííîãî ïîòåíö³àëó. Êîíöåíòðàö³ÿ
çîíäà ó ñåðåäîâèù³ ³íêóáàö³¿ ñòàíîâèëà 150
íìîëü/ë. Ôëóîðåñöåíòíèé ñèãíàë ðåºñòðó-
âàëè ç ìîìåíòó âíåñåííÿ àë³êâîòè ðîç÷èíó
çîíäà. Ê³ëüê³ñòü êë³òèí ó ïðîá³ áóëà 1 ìëí/ìë.

Ä³þ ä³àçîêñèäó (�Sigma-Aldrich�, ÑØÀ)
âèâ÷àëè ó ä³àïàçîí³ êîíöåíòðàö³¿ â³ä 1 äî
75 ìêìîëü/ë. Àïðîêñèìàö³þ ê³íåòè÷íèõ
êðèâèõ çðîñòàííÿ ôëóîðåñöåíòíî¿ â³äïîâ³ä³
ïîòåíö³àë÷óòëèâîãî çîíäà ïðè ð³çíèõ êîí-
öåíòðàö³ÿõ ä³àçîêñèäó ïðîâîäèëè ó òåðì³-
íàõ õ³ì³÷íî¿ ðåàêö³¿  ïåðøîãî ïîðÿäêó,
âèêîðèñòîâóþ÷è â³äíîøåííÿ I = I

max
 (I � e-kt),

äå I òà I 
max 

�ìèòòºâà òà ìàêñèìàëüíà (ïëà-
òîâà ó ÷àñ³) ôëóîðåñöåíòíà â³äïîâ³äü çîíäà,
k � óÿâíà êîíñòàíòà øâèäêîñò³ ïðîöåñó
(âèì³ðþºòüñÿ ó ñåêóíäàõ ó ì³íóñ ïåðøîìó
ñòóïåí³),  t  � ÷àñ.  Â³äïîâ³äíî äî öüîãî
ð³âíÿííÿ êîíñòàíòó øâèäêîñò³ k ðîçðàõî-
âóâàëè ÿê â³ä�ºìíå çíà÷åííÿ òàíãåíñà êóòà
íàõèëó ãðàô³êà, ë³íåàðèçîâàíîãî ó íàï³âëî-
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ãàðèôì³÷íèõ êîîðäèíàòàõ {ln[(I
max

 � I)/I
max

];
t} (r = 0,9�0,99). Ïî÷àòêîâó øâèäê³ñòü V

0

(â³äñîòîê çà ñåêóíäó) ðîçðàõîâóâàëè çà ð³â-
íÿííÿì V

0 
= (dI/dt)

t=0
 = k·I

max
.

Óÿâíó êîíñòàíòó àêòèâàö³¿ ì³òîÊ
ÀÒÔ

-
êàíàëó ä³àçîêñèäîì (<Ê

1/2
>) ðîçðàõîâóâàëè

ó ìîäèô³êîâàíèõ êîîðäèíàòàõ Õ³ëëà, âèêî-
ðèñòîâóþ÷è ð³âíÿííÿ lg [(V

0
-V

0d
) /(V

0d
-

V
dpl

)] = n lgI � n lgK, äå V
0
, V

0d
 òà V

dpl
 �

ïî÷àòêîâà øâèäê³ñòü ðåàêö³¿ ó ñåðåäîâèù³
áåç ä³àçîêñèäó, ç ð³çíèìè éîãî êîíöåíò-
ðàö³ÿìè òà ó ñåðåäîâèù³ ç ìàêñèìàëüíèìè
ä³þ÷èìè êîíöåíòðàö³ÿìè (50�75 ìêìîëü/ë)
â³äïîâ³äíî.

Óòâîðåííÿ ÀÔÊ äîñë³äæóâàëè ñïåêòðî-
ôëóîðèìåòðè÷íî ç âèêîðèñòàííÿì çîíäà
äèõëîðîôëóîðåñöå¿íó ä³àöåòàòó (DCF;
�Sigma-Aldrich�, ÑØÀ). Ôëóîðåñöåíö³þ
çîíäà çáóäæóâàëè ïðè äîâæèí³ õâèë³ 504 íì,
ðåºñòðóâàëè ïðè 520 íì. Êîíöåíòðàö³ÿ
çîíäà ó ñåðåäîâèù³ ñòàíîâèëà 5 ìêìîëü/ë.
Ê³ëüê³ñòü êë³òèí ó ïðîá³ áóëà 1 ìëí./ìë.
Ôëóîðåñöåíòíèé ñèãíàë ðåºñòðóâàëè ç
ìîìåíòó âíåñåííÿ àë³êâîòè ðîç÷èíó çîíäà.
Âñ³ ä³þ÷³ ðå÷îâèíè (êð³ì N-àöåòèë öèñòå¿íó �
NAC) ðîç÷èíÿëè ó äèìåòèëñóëüôîêñèä³ òà
âíîñèëè ó ñåðåäîâèùå ïåðåä äîäàâàííÿì

çîíäà .  Ó  êîíò ðîëüíó  ïðîáó  äîäàâà ëè
â³äïîâ³äíó àë³êâîòó äèìåòèëñóëüôîêñèäó
òàêîæ ïåðåä äîäàâàííÿì çîíäà.

Ê³íåòè÷íèé àíàë³ç ðåçóëüòàò³â òà ïîáó-
äîâó ãðàô³ê³â ïðîâîäèëè ³ç âèêîðèñòàííÿì
ïðîãðàìè Microcal Origin, âåðñ³ÿ 5.0 (�Micro-
cal Software Inc.�, ÑØÀ)

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ¯Õ ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Âíåñåííÿ àë³êâîòè ñåëåêòèâíîãî àêòèâà-
òîðà ì³òîÊ

ÀÒÔ
-êàíàë³â ä³àçîêñèäó ó ê³íöåâ³é

êîíöåíòðàö³¿ 50 ìêìîëü/ë ó ñåðåäîâèùå
³íêóáàö³¿, ùî ì³ñòèëî ì³îöèòè, ïðèçâîäèëî
äî  ÷àñòêîâîãî  çìåíøåííÿ  ïîòåíö³àë ó
ì³òîõîíäð³àëüíî¿ ìåìáðàíè â³äíîñíî êîíò-
ðîëþ, ùî ðåºñòðóâàëîñÿ çà çíèæåííÿì
çíà÷åíü ôëóîðåñöåíö³¿ ïîòåíö³àë÷óòëèâîãî
çîíäà  (ðèñ .  1 ,  1 ,  2 ) .  Àëå  íàÿâí³ñòü  ó
ñåðåäîâèù³  ³íêóáàö³ ¿  áëîêàòîðà  Ê

ÀÒÔ
-

êàíàë ³â  ãë ³áåíêëàì³äó  (20  ìêìîëü /ë)
ïîïåðåäæàëà âèêëèêàíó ä³àçîêñèäîì äåïî-
ëÿðèçàö³þ ìåìáðàíè ì³òîõîíäð³é (äèâ.
ðèñ .1 ,  2 ,  3 ) .  Îñê³ëüêè  ä ³ÿ  ä ³àçîêñèäó
ïîâí³ñòþ óñóâàºòüñÿ ãë³áåíêëàì³äîì, öå
îçíà÷àº, ùî çìåíøåííÿ ïîòåíö³àëó ì³òî-
õîíäð³àëüíî¿ ìåìáðàíè ñïðè÷èíåíå ñàìå

Âïëèâ ä³àçîêñèäó íà ìåìáðàííèé ïîòåíö³àë ì³òîõîíäð³é

Ðèñ. 1. Ä³ÿ åôåêòîð³â àäåíîçèíòðèôîñôàò÷óòëèâèõ êàë³ºâèõ êàíàë³â ä³àçîêñèäó òà ãë³áåíêëàì³äó íà ìåìáðàííèé
ïîòåíö³àë ì³òîõîíäð³é:
1 � ôëóîðåñöåíòíà â³äïîâ³äü çîíäà DiOC 6(3) ó ñòàíäàðòíîìó ñåðåäîâèù³ ³íêóáàö³¿, ùî ì³ñòèòü êë³òèíè; 2 � òå ñàìå
ç äîäàâàííÿì ä³àçîêñèäó (50 ìêìîëü/ë); 3 � ç äîäàâàííÿì  ä³àçîêñèäó (50 ìêìîëü/ë) ³ ãë³áåíêëàì³äó (20 ìêìîëü/ë)
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àêòèâàö³ºþ ì³òîÊ
ÀÒÔ

-êàíàë³â. Óòðèìàííÿ
ì³òîõîíäð³ÿìè ìåìáðàííîãî ïîòåíö³àëó ìàº
âàæëèâå çíà÷åííÿ äëÿ ôóíêö³îíóâàííÿ
ñàìèõ ì³òîõîíäð³é ³  êë³òèíè â ö³ëîìó.
Ïîòåíö³àë íà ì³òîõîíäð³àëüí³é ìåìáðàí³
ðåãóëþº,  â  ò.÷.  òàêó âàæëèâó ôóíêö³þ
ì³òîõîíäð³é, ÿê òðàíñïîðò ³îí³â êàëüö³þ [3,
13]. Ïîêàçàíî [13], ùî ì�ÿêå ðîç�ºäíàííÿ
ó â³äïîâ³äü íà ä³þ ä³àçîêñèäó ïðèãí³÷óº
íàêîïè÷åííÿ Ñà2+ ó ìàòðèêñ³ ì³òîõîíäð³é. Öåé
åôåêò ìîæå ìàòè ñóòòºâå çíà÷åííÿ äëÿ
âèæèâàííÿ êë³òèíè â óìîâàõ ñòðåñó, îñê³ëüêè
ïîïåðåäæàº ³íäóêö³þ ³îíàìè êàëüö³þ ì³òî-
õîíäð³àëüíî¿ ïîðè ïåðåõ³äíî¿ ïðîíèêíîñò³.

Äëÿ òîãî ùîá âèçíà÷èòè <Ê
1/2

> àêòèâàö³¿
ä³àçîêñèäîì ì³òîÊ

ÀÒÔ
-êàíàë³â ìàòêè ùóð³â,

ìè äîñë³äèëè âïëèâ öüîãî àêòèâàòîðà íà
ïîòåíö³àë ìåìáðàíè ì³òîõîíäð³é ó øèðî-
êîìó ä³àïàçîí³ éîãî êîíöåíòðàö³é (1�75
ìêìîëü/ë; äèâ. ðèñ. 2, 1�5). Âèÿâèëîñÿ, ùî
ä³àçîêñèä äîçîçàëåæíî çìåíøóâàâ ìåìá-
ðàííèé ïîòåíö³àë ì³òîõîíäð³é, ïðè÷îìó ïðè
êîíöåíòðàö³ÿõ 25�50 ìêìîëü/ë ñïîñòåð³ãàâñÿ
ìàêñèìàëüíèé åôåêò (äèâ. ðèñ. 2, 4, 5).

Âèêîðèñòîâóþ÷è ê³íåòè÷íèé àíàë³ç, áóëè
âèðàõóâàí³ k çðîñòàííÿ ôëóîðåñöåíòíî¿
â³äïîâ³ä³ çîíäà ó òåðì³íàõ íåîáîðîòíî¿
õ³ì³÷íî¿ ðåàêö³¿ ïåðøîãî ïîðÿäêó òà ðîçðà-

õîâàí³ çíà÷åííÿ ïî÷àòêîâî¿ øâèäêîñò³ (V
0
)

çà ð³âíÿííÿì V
0
= k·I

max
, äå I

max
 � ïëàòîâå

çíà÷åííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ çîíäà çà â³äñóòíîñò³
ä³àçîêñèäó. Çàëåæí³ñòü çíà÷åííÿ V

0
 â³ä

êîíöåíòðàö³¿ ä³àçîêñèäó ïðåäñòàâëåíà íà
ðèñ. 3,à. Âèêîðèñòàâøè V

0 
çà ð³çíèõ êîí-

öåíòðàö³é ä³àçîêñèäó ìè âèðàõóâàëè <Ê
1/2

>
(äèâ. ðèñ. 3,á). Çíà÷åííÿ <Ê

1/2
> ì³îöèò³â

ìàòêè ùóð³â ó âèêîðèñòàíèõ íàìè óìîâàõ
ñòàíîâèëî (5,01 ± 1,47)·10-6 ìîëü/ë, ùî
çá³ãàºòüñÿ ç ë³òåðàòóðíèìè äàíèìè. Òàê,
êîíñòàíòà ñïîð³äíåíîñò³ ä³àçîêñèäó äî
ì³òîÊ

ÀÒÔ
-êàíàëó äî ³íòàêòíèõ ì³òîõîíäð³é

ïå÷³íêè ñòàíîâèòü 2,3 ìêìîëü/ë [9], à äëÿ
ì³òîÊ

ÀÒÔ
-êàíàë ó

 
êàðä ³îì³îöèò ³â  �  0 ,8

ìêìîëü/ë [10]. Êîåô³ö³ºíò Õ³ëëà ñòàíîâèâ
1,12. Öå ñâ³ä÷èòü, ùî ñòåõ³îìåòð³ÿ âçàº-
ìîä³ ¿  ä ³àçîêñèäó  ç  ì ³òîÊ

ÀÒÔ
-êàíàëîì

ñòàíîâèòü 1:1.
Â³äîìî, ùî ÀÔÊ óòâîðþþòüñÿ ó êë³òèí³

ïîñò³éíî çà  íîðìàëüíèõ óìîâ [18] .  Ó
âèêîðèñòàíèõ íàìè óìîâàõ,  ùî â³äïî-
â³äàþòü óìîâàì íîðìîêñ³¿, ïðè âíåñåíí³
DCF ó ñåðåäîâèùå ³íêóáàö³¿, ùî ì³ñòèòü
ì³îöèòè, éîãî ôëóîðåñöåíö³ÿ çðîñòàº ó ÷àñ³
(ðèñ .  4 ,  1 ) .  Ïðè÷îìó òàêå  ïîñèëåííÿ
ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëó º ÷óòëèâèì äî
ñêàâåíäæåðà ÀÔÊ NAC. Çà éîãî íàÿâíîñò³

Î.Á. Âàäçþê

Ðèñ. 2. Âïëèâ ð³çíèõ êîíöåíòðàö³é ä³àçîêñèäó íà ìåìáðàííèé ïîòåíö³àë ì³òîõîíäð³é: 1 � ôëóîðåñöåíòíà â³äïîâ³äü
çîíäà DioC6(3) ó ñòàíäàðòíîìó ñåðåäîâèù³ ³íêóáàö³¿, ùî ì³ñòèòü ì³îöèòè. Êðèâ³ 2, 3, 4 òà 5 îòðèìàí³ çà íàÿâíîñò³
òàêèõ êîíöåíòðàö³é ä³àçîêñèäó: 1, 5, 25 òà 50 ìêìîëü/ë â³äïîâ³äíî.
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ó äîç³ 1 ììîëü/ë, ùî óñóâàº ä³þ ÀÔÊ,
çá³ëüøåííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ DCF íå ñïîñòå-
ð³ãàëîñÿ. Âíåñåííÿ ä³àçîêñèäó ó ñåðåäî-
âèùå ³íêóáàö³¿ ïðèçâîäèëî äî á³ëüø ³íòåí-
ñèâíîãî çðîñòàííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ DCF, í³æ
ó ñòàíäàðòíèõ óìîâàõ (äèâ. ðèñ. 4, 1, 2).
Àëå ïðè íàÿâíîñò³ ó ñåðåäîâèù³ ³íêóáàö³¿
áëîêàòîð³â ì³òîÊ

ÀÒÔ
-êàíàë³â

 
ãë³áåíêëàì³äó

àáî 5-ã³äðîêñèäåêàíîàòó ðàçîì ç ä³àçîê-

ñèäîì (äèâ. ðèñ. 4, 3, 4), çðîñòàííÿ ôëóî-
ðåñöåíö³¿ DCF óïîâ³ëüíþâàëîñü ³ ìàéæå
â³äïîâ³äàëî êîíòðîëüíèì óìîâàì, òîáòî áåç
ä³àçîêñèäó (äèâ. ðèñ. 4, 1, 3, 4). Ïðè÷îìó
áå ç  ä ³àçîêñèäó í ³  ãë ³áåíêëàì³ä ,  í ³  5 -
ã³äðîêñèäåêàíîàò íå âïëèâàëè íà óòâîðåííÿ
ÀÔÊ ó ì³îöèòàõ ìàòêè. À, îòæå, çì³íè
ôëóîðåñöåíö³¿ ÀÔÊ-÷óòëèâîãî çîíäà ïðè
âíåñåíí³ ä³àçîêñèäó ñâ³ä÷àòü ïðî çá³ëü-

Âïëèâ ä³àçîêñèäó íà ìåìáðàííèé ïîòåíö³àë ì³òîõîíäð³é

Ðèñ. 3. Êîíöåíòðàö³éíà çàëåæí³ñòü âïëèâó ä³àçîêñèäó íà ïî÷àòêîâ³ øâèäêîñò³ çðîñòàííÿ ôëóîðåñöåíòíî¿ â³äïîâ³ä³
ïîòåíö³àë÷óòëèâîãî çîíäà DioC6(3) (à); âèêîðèñòàííÿ ìîäèô³êîâàíèõ êîîðäèíàò Õ³ëëà äëÿ ðîçðàõóíêó óÿâíî¿
êîíñòàíòè àêòèâàö³¿ ä³àçîêñèäîì àäåíîçèíòðèôîñôàò÷óòëèâîãî êàë³ºâîãî êàíàëó ì³òîõîíäð³é ì³îìåòð³ÿ (á)

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5

5,5

5,0

4,5

4,0

V0, %/c

6,0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 ìêìîëü/ë-10

-1-2-3-4-5-6

R = 0,98

log[diaz] -0,2

-0,4

-0,6

-0,8

-1,0

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0
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Ðèñ. 4. Âïëèâ ä³àçîêñèäó íà óòâîðåííÿ àêòèâíèõ ôîðì êèñíþ (ÀÔÊ) ó ì³îöèòàõ ìàòêè ùóð³â: 1 � âèì³ðþâàííÿ
óòâîðåííÿ ÀÔÊ ó ñòàíäàðòíîìó ñåðåäîâèù³ ³íêóáàö³¿, ùî ì³ñòèòü êë³òèíè, çà äîïîìîãîþ ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäó
DCF; 2 � ãåíåðàö³ÿ ÀÔÊ ïðè äîäàâàíí³ ä³àçîêñèäó. Ä³àçîêñèä (50 ìêìîëü/ë) áóëî äîäàíî ïåðåä âíåñåííÿì àë³êâîòè
ðîç÷èíó çîíäó; 3, 4 � áëîêàòîðè  ì³òîõîíäð³àëüíèõ àäåíîçèíòðèôîñôàò÷óòëèâèõ êàë³ºâèõ êàíàë³â ãë³áåíêëàì³ä (20
ìêìîëü/ë) òà 5-HD (200 ìêìîëü/ë)  â³äïîâ³äíî, çí³ìàþòü çá³ëüøåííÿ óòâîðåííÿ ÀÔÊ ï³ä ä³ºþ ä³àçîêñèäó. Áëîêàòîðè
âíîñèëè ðàçîì ç ä³àçîêñèäîì ïåðåä äîäàâàííÿì àë³êâîòè ðîç÷èíó çîíäà
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Î.Á. Âàäçþê

øåííÿ ïðîäóêö³¿ ÀÔÊ ó ì³îöèòàõ ìàòêè
ùóð³â ó â³äïîâ³äü íà àêòèâàö³þ ì³òîÊ

ÀÒÔ
-

êàíàëó.
Òàêèì ÷èíîì, íàìè ïîêàçàíî, ùî àêòè-

âàö³ÿ ä³àçîêñèäîì ì³òîÊ
ÀÒÔ

-êàíàë³â ó êë³-
òèíàõ ìàòêè ùóð³â ïðèçâîäèòü äî ÷àñòêîâî¿
äåïîëÿðèçàö³¿  ìåìáðàíè ì³òîõîíäð³é ³
çá³ëüøåííÿ âì³ñòó ÀÔÊ. Îäåðæàí³ ðåçóëü-
òàòè äàþòü çìîãó ïðèïóñêàòè, ùî îïîñå-
ðåäêîâàíèé àêòèâàö³ºþ ì³òîÊ

ÀÒÔ
-êàíàë³â

çàõèñò êë³òèíè â óìîâàõ ñòðåñó [1] ìîæå
áóòè çóìîâëåíèé ÷àñòêîâèì ðîç�ºäíàííÿì
âíóòð³øíüî¿ ì³òîõîíäð³àëüíî¿ ìåìáðàíè.
Ïîêàçàíà íàìè ãåíåðàö³ÿ ÀÔÊ ó ì³îöèòàõ
ìàòêè ó â³äïîâ³äü íà àêòèâàö³þ ì³òîÊ

ÀÒÔ
-

êàíàë³â òàêîæ ìîæå ìàòè âàæëèâå ô³ç³îëî-
ã³÷íå çíà÷åííÿ, îñê³ëüêè, ÿê â³äîìî, âîíè º
êë³òèííèìè ìåñåíäæåðàìè, ÿê³  áåðóòü
ó÷àñòü ó òàêèõ âàæëèâèõ ïðîöåñàõ, ÿê
ì�ÿçîâå ñêîðî÷åííÿ òà ðåãóëÿö³ÿ àêòèâíîñò³
áàãàòüîõ åíçèì³â, çàä³ÿíèõ ó çàõèñò³ êë³òèíè
â óìîâàõ ñòðåñó [18, 20].

Î. Á. Âàäçþê

ÂËÈßÍÈÅ ÄÈÀÇÎÊÑÈÄÀ ÍÀ ÌÅÌÁÐÀÍÍÛÉ
ÏÎÒÅÍÖÈÀË ÌÈÒÎÕÎÍÄÐÈÉ
È ÎÁÐÀÇÎÂÀÍÈÅ ÀÊÒÈÂÍÛÕ ÔÎÐÌ
ÊÈÑËÎÐÎÄÀ Â ÊËÅÒÊÀÕ ÌÀÒÊÈ ÊÐÛÑ

Ïîêàçàíà ÷àñòè÷íàÿ äåïîëÿðèçàöèÿ ìèòîõîíäðèàëüíîé
ìåìáðàíû ìèîöèòîâ ìàòêè êðûñ àêòèâàòîðîì àäåíî-
çèíòðèôîñôàò (ÀÒÔ)-÷óâñòâèòåëüíîãî êàëèåâîãî êàíàëà
(Ê

ÀÒÔ
) äèàçîêñèäîì. Äåïîëÿðèçèðóþùåå âëèÿíèå äèàçîê-

ñèäà ñíèæàëîñü ãëèáåíêëàìèäîì, èçâåñòíûì áëîêàòîðîì
ýòîãî êàíàëà. Èçó÷èâ êîíöåíòðàöèîííîçàâèñèìîå âëèÿíèå
äèàçîêñèäà íà ïîòåíöèàë ìèòîõîíäðèàëüíî¿ ìåìáðàíû, ìû
ðàññ÷èòàëè çíà÷åíèå êàæóùåéñÿ êîíñòàíòû àêòèâàöèè Ê

ÀÒÔ
-

êàíàëà ìèòîõîíäðèé ìèîìåòðèÿ êðûñ
 
(ìèòîÊ

ÀÒÔ
) äèàçîê-

ñèäîì, êîòîðîå ñîñòàâèëî (5,01 ± 1,47)·10-6 ìîëü/ë. Òàêæå
áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè
àêòèâíèõ ôîðì êèñëîðîäà ïîä äåéñòâèåì äèàçîêñèäà,
êîòîðîå ýôôåêòèâíî ñíèìàëîñü ãëèáåíêëàìèäîì. Ñäåëàí
âûâîä, ÷òî àêòèâàöèÿ ìèòîÊ

ÀÒÔ
-êàíàëà â êëåòêàõ

 
ìàòêè êðûñ

÷àñòè÷íî óìåíüøàåò ïîòåíöèàë ìèòîõîíäðèàëüíîé
ìåìáðàíû è óâåëè÷èâàåò ïðîäóêöèþ àêòèâíèõ ôîðì
êèñëîðîäà.
Êëþ÷åâûå ñëîâà: äèàçîêñèä, ìèòîõîíäðèàëüíûé àäåíîçèí-
òðèôîñôàò÷óâñòâèòåëüíûé êàëèåâûé êàíàë, àêòèâíûå
ôîðìû êèñëîðîäà, ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë, ìàòêà.

O. B. Vadzyuk

EFFECTS OF DIAZOXIDE ON THE MITO-
CHONDRIAL MEMBRANE POTENTIAL AND
ROS GENERATION IN RAT UTERUS CELLS

In the present study we demonstrate partial depolarization of
the mitochondrial inner membrane from the rat uterus cells
upon activation of mitochondrial ATP-sensitive K+-channel
(mitoK

ATP
) with diazoxide. The estimated affinity constant of

diazoxide to mitoK
ATP

 from rat uterus cells is (5.01 ± 1.47)·10-6

Ì. We also observed an enhanced generation of reactive oxy-
gen species after addition of diazoxide. Both effects were ef-
fectively eliminated by glybenclamide, blocker of the ATP-
sensitive K+ channel. Our results indicate that activation of
mitoK

ATP 
in rat uterus cells leads to a partial depolarization of

mitochondrial membrane and an increase in ROS concentration.
Key words: diazoxide, mitochondrial ÀÒP-sensitive Ê+-
channel, reactive oxygen species, membrane potential, uterus.

Palladin Institute of Biochemistry of the NAS of Ukraine
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