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Досліджували накопичення різних концентрацій Са2+ в ізольованих мітохондріях серця щурів за 
умов підтримання в них потенціалу. Навантаження органел флуоресцентним барвником Fluo-4 AM 
(2,5 мкмоль/л) проводили при 26°С протягом 30 хв. За цих умов підтримувався достатньо високий 
рівень мітохондріального потенціалу, що необхідно для функціонування кальційтранспортувальної 
системи органел. Встановлено, що мітохондрії мають обмежену здатність накопичувати іонізо-
ваний кальцій, оскільки внесення у суспензію Са2+ у концентраціях 10, 20, 50 мкмоль/л забезпечувало 
певний рівень його акумуляції в органелах з подальшим припиненням зростання флуоресцентного 
сигналу. Навантаження мітохондрій кальцієм у концентрації 100 мкмоль/л призводило до суттє-
вого зростання інтенсивності флуоресценції (на 46% на 5-й хвилині порівняно з флуоресценцією 
при внесенні 20 мкмоль/л) і, ймовірно, до активації процесів вивільнення катіона. Використання 
неспецифічного інгібітора Са2+-уніпортера рутенію червоного (10-5 моль/л) на тлі дії 100 мкмоль/л 
Са2+ попереджало його накопичення в органелах на 89%. Показано, що для акумуляції Са2+ мітохон-
дріям серця необхідний комплекс Mg2+-АТФ (3 ммоль/л), ймовірно для підтримання потенціалу на 
внутрішній мембрані, збереження активності уніпортера і енергозалежних процесів в органелах. 
Отже, процес акумуляції Са2+ в мітохондріях серця щурів відбувається головним чином за умов 
функціонування мітохондріального уніпортера та підтримання потенціалу в органелах, залежить 
від концентрації цитозольного Са2+ і наявності комплексу Mg2+-АТФ.
Ключові слова: ізольовані мітохондрії; серце; Са2+; протокова цитофлуориметрія; флуоресцентний 
зонд Fluo-4 AM.

ВСТУП

Мітохондрії – субклітинні органели, які 
відіграють істотну роль у регуляції життя 
та смерті клітини. З одного боку, вони забе-
зпечують енергетичний метаболізм клітин, 
оскільки є основними постачальниками 
аденозинтрифосфату (АТФ) [1, 2]. Зокрема, у 
кардіоміоцитах мітохондрії займають 35% об’єму 
клітини і продукують 90 % енергії у вигляді АТФ, 
яка потрібна для роботи серцевого м’яза [2, 3]. 
Під час окисного фосфорилювання органела 
генерує мітохондріальний потенціал за допо-
могою транспортування протонів з матриксу 
у міжмембранний простір, що є рушійною 
силою для АТФ-синтази [1]. З іншого боку, 
дуже важлива участь мітохондрій у процесі за-
програмованої клітинної смерті, тому що вони 

відповідають за вихід цитохрому с і протеїнів, 
які індукують апоптоз, а також протеїнів, котрі 
нейтралізують ендогенні інгібітори апоптозу 
(SMAC/DIABLO) та містять фактор індукції 
апоптозу [4]. 

Відомо, що мітохондрії разом з ендоплазма-
тичним ретикулумом є внутрішньоклітинними 
депо кальцію, які потрібні для миттєвої регуля-
ції цитоплазматичного його вмісту у м’язових 
клітинах [5]. Більше того, Са2+ в мітохондріях 
стимулює окисне фосфорилювання. Цей 
процес відбувається на декількох рівнях, що 
включає алостеричну активацію піруват-, 
ізоцитрат- та ά-кетоглутаратдегідрогеназ, 
а також стимуляцію АТФ-синтази, ά-гліце
ролфосфатдегідрогенази і аденіннуклеотид-
транслокази (АНТ) [6]. Загалом, зростання 
вмісту внутрішньомітохондріального каль-
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цію активує роботу електронно-транспорт-
ного ланцюга і, як наслідок, утворення АТФ 
[3]. Наприклад, ß-адренергічна стимуляція 
кардіоміоцитів потребує посилення скоро-
чення серцевого м’яза. Підвищення вмісту 
кальцію в мітохондріях забезпечує утворення 
потрібної кількості АТФ для збільшення сили 
скорочення органа [7]. 

Перевантаження мітохондрій кальцієм 
призводить до формування неспецифічної 
мітохондріальної пори перемінної проникно-
сті (МП) [8]. Вона описана близько 35 років 
тому Хавортом і Хантером як сукупність про-
теїнів внутрішньої та зовнішньої мембран, 
що формують великий канал, проникний для 
молекул масою до 1500 Да. МП активується 
кальцієм у високих концентраціях та іншими 
стимулами, включаючи оксиданти та неста-
чу аденілових нуклеотидів. Її інгібування 
відбувається за низького рівня рН, такими 
антиоксидантами, як відновлений глутатіон, 
мелатонін, коензим Q, а також імунодепре-
сантом циклоспорином А, який зв’язується зі 
структурним компонентом МП циклофіліном 
Д [7, 9, 10]. Відкривання МП призводить 
до вивільнення цитохрому с з органел, що 
є основним пусковим механізмом розвитку 
апоптозу. Якщо ж у клітині недостатньо АТФ 
– розвивається некроз [8]. Тобто дисфункція 
мітохондрій внаслідок утворення МП – один 
з найважливіших чинників патологічних 
станів серця, а її фармакологічне інгібуван-
ня відіграє кардіопротекторну роль. Отже, 
ефекти іонів Са в мітохондріях залежать від 
їх концентрації. Так, у низьких концентраціях 
вони активують дихальний ланцюг, збільшу-
ючи синтез АТФ, а у високих – призводять 
до утворення МП і, як наслідок до загибелі 
кардіоміоцитів. Нині кальційакумулювальна 
здатність ізольованих мітохондрій клітин сер-
ця недостатньо вивчена. Для нас надзвичайно 
важливо було дослідити накопичення кальцію 
мітохондріями за фізіологічних умов, коли 
підтримується мітохондріальний потенціал 
а також за дії високих позамітохондріальних 
концентрацій іона. 

Наразі для дослідження вмісту кальцію у 
мітохондріях та його внутрішньоклітинного 
обміну застосовують різні методи, зокрема 
Са2+-селективні електроди, ізотопну техніку 
(45Са2+), двопроменеву спектрофлуориметрію 
з використанням кальційчутливих металох-
ромних барвників (арсеназо), конфокальну 
мікроскопію, де як зонди є біолюмінесцент-
ні акварини, флуоресцентні протеїни та 
низькомолекулярні кальційфлуоресцентні 
індикатори [11]. У сучасній літературі [11 
– 14] доводиться можливість використання 
протокової цитофлуориметрії для дослід-
ження метаболізму кальцію в ізольованих 
мітохондріях. 

Мета нашої роботи – дослідження акуму-
ляції Са2+ в ізольованих мітохондріях серця 
щурів за умов підтримання мітохондріально-
го потенціалу та дії фізіологічних і високих 
концентрацій позамітохондріального Са2+ з 
використанням методу протокової цитофлуо
риметрії.

МЕТОДИКА

Досліди проведено на дорослих (6 міс, 220 – 
250 г) щурах лінії Вістар, яких утримували 
на стандартному раціоні віварію Інституту 
фізіології ім. О.О. Богомольця НАН Украї-
ни. При дослідженні враховано міжнародні 
принципи Європейської конвенції про захист 
тварин, які використовуються для експери-
ментальних цілей (Страсбург, 1986).

Мітохондрії серця виділяли методом 
диференційного центрифугування в нашій 
модифікації [15]. Для проведення досліджень 
було використано три середовища: виділення, 
зберігання (ресуспендування) та інкубації. 
Серця ретельно промивали охолодженим 
0,9%-м розчином КСl (2 – 4°С), подрібню-
вали та гомогенізували у 9-кратному об’ємі 
середовища виділення (ммоль/л): сахароза 
– 250, тріс-HСl – 25, EГTA – 1; рН 7,2 – 7,4. 
Гомогенат центрифугували при 700g 8 хв 
(4°С). Супернатант повторно центрифугу-
вали при 11000g 16 хв (4°С). Отриманий 
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осад (мітохондріальна фракція) ресуспенду-
вали в середовищі зберігання, яке містило 
(ммоль/л): сахароза – 250, тріс-HСl – 25;  
рН 7,2 – 7,4, і одразу використовували в 
дослідах. Одержану суспензію мітохондрій 
зберігали на льоду. Концентрацію в ній білка 
визначали за методом Лоурі [16]. Вміст білка 
в пробі становив 50 мкг/мл.

Для дослідження акумуляції кальцію 
ізольованими мітохондріями, органели на-
вантажували флуоресцентним зондом Fluo-4 
AM у концентрації 2,5 мкмоль/л протягом 30 
хв при 37, 26 і 22°С. Цей барвник використо-
вується у вигляді ацетоксиметильного естеру, 
незарядженої сполуки, що вільно проникає у 
клітини, а у нашому випадку – мітохондрії, де 
потім неспецифічні естерази розщеплюють 
складноефірні зв’язки, перетворюючи його 
в заряджену кислотну форму зонда, який не 
може вийти з місця локалізації. Збудження 
Fluo-4 AM відбувається за довжини хвилі 488 
нм, що дає змогу використовувати його на 
приладах, обладнаних аргоновим лазером, а 
інтенсивність флуоресценції зростає у відпо-
відь на зв’язування з Са2+. Для покращення 
процесу навантаження барвник змішували 
з Pluronic F-127 (0,02%-й), як описано у 
протоколі навантаження для Fluo-3 AM [11]. 
Виміри здійснювали у середовищі інкубації 
з наступним складом (ммоль/л): KCl – 120; 
KH2PO4 – 3; тріс-HCl – 25; сукцинат Na – 
5, 0,1%-й бичачий сироватковий альбумін 
(БСА). Вимірювання флуоресценції проводи-
ли до внесення розчину СаСl2 у середовище 
інкубації (вихідні значення) і після – на 1, 
3, 5, 7, 9, 11 та 23-й хвилині. Отримані ре-
зультати представлено в умовних одиницях 
інтенсивності флуоресценції.

Накопичення кальцію мітохондріями 
реєстрували на протоковому цитофлуори-
метрі COULTER EPICS XLTM («Beckman 
Coulter», США) з аргоновим лазером, який 
дає змогу якісно та кількісно досліджува-
ти біологічні і фізичні властивості клітин і 
субклітинних структур. Створений робочий 
протокол містив логічне обмеження для 

реєстрації зразків за прямим та бічним сві-
тлорозсіюванням. Аналіз проб припиняли за 
умови реєстрації 10 000 подій в обмеженій 
ділянці.

Для дослідження мітохондріального 
потенціалу методом, запропонованим Бран-
дом, органели інкубували в середовищі, що 
містило (ммоль/л): КСl – 120, тріс-HСl – 25, 
KH2PO4 – 3, 5% знежиреного БСА; рН 7,2 
– 7,4 [17]. У герметичну термостатовану ка-
меру (37°С), обладнану ТРМP-селективним 
електродом (від англ. triphenylmethylphospho-
nium sensitive electrode) і електродом Кларка, 
вносили мітохондрії з розрахунку 0,5 мг/мл 
білка. Роботу першого комплексу дихаль-
ного ланцюга блокували ротеноном (5 . 10-6 
моль/л), а АТФ-синтази – олігоміцином (10-7 
моль/л). Для ініціації дихання вносили сук-
цинат натрію (5 ммоль/л). Поглинання кисню 
суспензією мітохондрій реєстрували за допо-
могою газоаналізатора BMS 3 Mk 2 (Данія), 
а зміни концентрації ТРМP – рН-метра РР-25 
«Sartorius» (Німеччина). Мембранний потен-
ціал мітохондрій розраховували за рівнянням 
Нернста, приймаючи значення внутрішнього 
об’єму мітохондрій за 0,65 мкл/мг білка [18].

Статистичний аналіз отриманих резуль-
татів проводили з використанням программ 
MS Exсel, OriginPro 7.5., FCS Express. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Створений попередньо робочий протокол 
[11, 12] дав змогу здійснювати дослідження в 
ділянці, де 95 % подій, які реєстрував прилад 
були мітохондріального походження (рис. 
1, а). Для цього було введено два «логічних 
обмеження» для відокремлення лише сигналу 
з мітохондрій, оскільки суспензія органел 
могла містити немітохондріальні домішки. 
Введення першого «логічного обмеження» 
– за показником прямого світлорозсіюван-
ня (вісь абсцис – FS Log) проти бічного 
світлорозсіювання (вісь ординат – SS Log) 
дало можливість не реєструвати ушкоджен-
ні клітинні структури під час дослідження. 
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Друге «логічне обмеження» було застосовано 
за параметром флуоресцентного сигналу від 
акридин-оранж-10-ноніл бромід-позитивних 
частинок (NAO-позитивних). Використання 
NAO у концентрації 100 нмоль/л дає змо-
гу виявити саме мітохондріальний сигнал, 
оскільки барвник зв’язується з кардіоліпіном 
– специфічним фосфоліпідом внутрішньої 
мембрани мітохондрій. Наявність флуорес-
центного сигналу (див. рис. 1, б, крива 1) 
свідчить про зв’язування барвника з вільним 
Са2+ у матриксі мітохондрій, а його зміщення 
вправо (див. рис. 1. б, крива 2) – про акуму-
ляцію іонів ізольованими мітохондріями. У 
літературі описано, що навантаження клітин 
зондом у концентрації 2 – 10 мкмоль/л може 
здійснюватися протягом 30 – 45 хв при 4, 22, 
30 або 37°С. [13]. Оскільки об’єктом нашого 
дослідження є мітохондрії кардіоміоцитів 
ми намагалися підібрати оптимальні умови 
навантаження Fluo-4 AM. Використовували 
барвник у концентрації 2,5 мкмоль/л про-
тягом 30 хв за різних температур, зокрема 
37, 26 і 22°С. Високу інтенсивність сигналу 
флуоресцентного зонда в енергізованих міто-
хондріях реєстрували за наявності іонів Са2+ 
у разі навантаження мітохондрій маркером 
протягом 30 хв при 26°С (рис. 2, різниця між 

групами на кожній хвилині, починаючи з 3-ї, 
є вірогідною). 

При навантаженні мітохондрій зондом 
протягом 30 хв при 37°С інтенсивність флуо-
ресценції на 5-й хвилині була нижчою на 72% 
порівняно зі значеннями в цей час при 26°С 
(див. рис. 2). Зменшення температури наван-
таження до 22°С знижувало інтенсивность 
флуоресценції, ймовірно, внаслідок змен-
шення активності роботи внутрішньоміто-
хондріальних естераз, які перетворюють зонд 
в активну форму, і в результаті відсутності 
достатньої кількості барвника в органелах .

Оскільки основним шляхом надходження 
кальцію у мітохондрії є мітохондріальний 
кальцієвий уніпортер (МКУ), робота якого 
залежить від потенціалу на внутрішній мем-
брані органел, ми припустили, що зниження 
акумуляції Са2+ мітохондріями, які наван-
тажувалися барвником при 37°С може бути 
пов’язане з деполяризацією їхньої мембрани 
під час такого режиму. Адже відомо, що 
деполяризація мітохондріальної мембрани 
роз’єднувачами FCCP, CCCP окремо або в 
комбінації з інгібітором F1F0 ATФ-синтази 
олігоміцином призводить до інгібування вхо-
ду Са2+ через уніпортер внаслідок елімінації 
електричної рушійної сили (потенціалу) [8]. 

Накопичення Са2+ у мітохондріях серця щурів за умов підтримання мітохондріального потенціалу

Рис. 1. Характеристика препарату мітохондрій на протоковому цитофлуориметрі: a – виділена ділянка дослідження; б – 
типові криві накопичення Са2+ мітохондріями кардіоміоцитів (1 – контроль; 2 – дія Са2+ у концентрації 100 мкмоль/л); 
за віссю абсцис – інтенсивність флуоресценції, за віссю ординат – кількість подій, зареєстрованих приладом
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Тому ми дослідили мембранний потенціал 
ізольованих мітохондрій серця щурів і, як 
видно з рис. 3, він знижується після 30-хви-
линної інкубації як при 26°С, так і 37°С. 
Проте зниження за вищої температури є 
більш значним і становить 65 мВ порівняно 
з рівнем потенціалу при інкубації за нижчої 
температури (різниця становить 27 мВ), що 
й зумовлює зниження накопичення кальцію 
органелами.

Тобто ми припускаємо, що зменшення 
інтенсивності флуоресценції в мітохондріях, 
які навантажувалися флуоресцентним зон-
дом протягом 30 хв при 37°С, пов’язане зі 
зниженням мітохондріального потенціалу і 
погіршенням Са2+-транспортувальної здатно-
сті уніпортера. Спираючись на дані літератури 
та на отримані результати, навантаження міто-
хондрій флуоресцентним зондом Fluo-4 AM у 
концентрації 2,5 мкмоль/л у наступних експе-
риментах проводили при 26°С протягом 30 хв.

Відомо, що мітохондріальний уніпортер 
регулюється низкою інгібіторів і активаторів. 
Найбільш відомими інгібіторами МКУ є 
сполуки рутенію, зокрема рутеній червоний 

(RuRed) та Ru360. У дослідженні було вико-
ристано рутеній червоний – гексавалентний 
полікатіонний барвник, неспецифічний 
інгібітор входу кальцію у мітохондрії у 
концентрації 10-5 моль/л. Ця сполука попе-
реджає вхід катіона через МКУ, ріанодинові 
рецептори та швидкий режим входу Са2+ (від 
англ. rapid uptake mode, RaM) [20]. На рис. 4. 
представлено криві накопичення Са2+ у кон-
центрації 100 мкмоль/л, без впливу інгібітора 
(крива 1) та під час інкубації мітохондрій 
протягом 3 хв з вищезазначеним інгібітором 
(крива 2). Чітко видно, що за попередньої дії 
інгібітора входу Са2+ , інтенсивність флуо-
ресценції знижується на 5-й хвилині на 89%, 
що свідчить про відсутність акумуляції іонів 
кальцію ізольованими органелами.

Ми також встановили, що накопичення 
Са2+ мітохондріями клітин серця відбувається 
за наявності комплексу Mg2+-АТФ у концен-
трації 3 ммоль/л (див. рис. 4). У 2007 р. на 
ізольованих мітохондріях клітин гладеньких 
м’язів матки було показано, що відсутність 
у середовищі інкубації мітохондрій MgCl2 
і АТФ під час внесення 100 мкмоль/л Са2+ 

А.Ю. Будько, Н.А. Струтинська, І.Ю. Охай, О.М. Семенихіна, В.Ф. Сагач

Рис. 2. Зміна інтенсивності флуоресценції кальційчутливого зонду Fluo-4 АМ у мітохондріях серця щурів за умов наяв-
ності у середовищі інкубації Са2+ (100 мкмоль/л) і комплексу Mg2+-АТФ (3 ммоль/л). Навантаження зондом відбувалося 
протягом 30 хв: 1 – при 37°С (n=5); 2 – при 26°С (n=15). *P<0,05 відносно вихідного значення
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спричиняє деполяризацію мітохондріальної 
мембрани, що призводить до нездатності 
мітохондріями акумулювати Са2+ [11, 12]. 
Слід відмітити, що інтенсивність флуо-
ресценції зонда Fluo-4 АМ вища, якщо в 
середовищі інкубації містяться вищезгадані 

субстрати (див. рис. 4, крива 1). У наших 
умовах дослідження за відсутності комплексу 
Mg2+-АТФ акумуляція Са2+ в мітохондріях 
не спостерігалася (див. рис. 4., крива 3), що 
свідчить про енергозалежність цього процесу. 
Отже, для акумуляції Са2+ в мітохондріях кар-

Накопичення Са2+ у мітохондріях серця щурів за умов підтримання мітохондріального потенціалу

Рис. 3. Вплив температури на потенціал мітохондрій, інкубованих протягом 20 хв на льоду (1 – контроль); 30 хв при 
26°С (2); 30 хв при 37°С (3). *P<0,05 відносно контролю (n=5)
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Рис. 4. Зміна інтенсивності флуоресценції зонду Fluo-4 АМ у мітохондріях серця щурів за наявності в середовищі інкубації 
100 мкмоль/л Са2+: 1 – преінкубація з Mg2+-АТФ (3ммоль/л), дія Са2+ (n=15); 2 – преінкубація 3 хв з рутенієм червоним 
(10-5 моль/л), дія Са2+ (n=5); 3 – дія Са2+ за відсутності Mg2+-АТФ у середовищі (n=5). *P<0,05 відносно вихідного значення
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діоміоцитів необхідні сполуки Mg2+ і ATФ.
З даних літератури відомо, що концен-

трація вільного кальцію в умовах спокою 
в мітохондріях і цитоплазмі кардіоміоцитів 
становить близько 100 нмоль/л [5, 21]. При 
цьому у саркоплазматичному ретикулумі вона 
набагато більша, 500 мкмоль/л, і майже сягає 
концентрації іона у міжклітинному просторі 
(близько 1 ммоль/л).

У середовищі без додавання кальцію від
бувалося незначне зниження флуоресцент-
ного сигналу з часом, що може свідчити про 
вивільнення внутрішньомітохондріального 
Са2+ через Са2+-Н+ обмінник (рис. 5). Очевид-
но, що мітохондрії мають обмежену здатність 
накопичувати іонізований кальцій, оскільки 
додаючи його у таких концентраціях як 10, 
20 і 50 мкмоль/л, спостерігали уповільнення 
процесу акумуляції іонів і вихід кривої на 
плато. Ми припускаємо, що при цьому функ-
ціонування кальційтранспортувальної систе-
ми мітохондрій відбувається за фізіологічних 
умов, а максимальна амплітуда накопичення 
іона, що визначає кальційакумулювальну 
здатність мітохондрій, може бути показником 
їх інтактності. Навантаження мітохондрій 
кальцієм у концентрації 100 мкмоль/л при-
зводило до суттєвого зростання інтенсив-
ності флуоресценції (на 46% на 5-й хвилині 

порівняно з флуоресценцією при внесенні 20 
мкмоль/л Са2+) і викликало нерівномірну дина-
міку його накопичення в органелах. Існує два 
піки акумуляції іонів Са2+ (див. рис. 5, а, крива 
2). Наступне зниження кальційакумулювальної 
здатності мітохондрій за умов наявності каль-
цію в інкубаційному середовищі у високих 
концентраціях, ймовірно, може свідчити про 
активацію процесів вивільнення іона (I пік) 
чи пошкодження мітохондріальних мембран 
(II пік), можливо, внаслідок відкривання не-
специфічної високопровідної МП. На рис. 5, 
б. представлено концентраційну залежність 
дії Са2+ на 5-й хвилині реєстрації інтенсив-
ності флуоресцентного сигналу. Найвищу 
інтенсивність флуоресценції спостерігали при 
додаванні Са2+ у концентрації 100 мкмоль/л, 
що вказує про посилення накопичення катіона 
мітохондріями.

Таким чином, в нашій роботі була іден-
тифікована кальційакумулювальна здатність 
ізольованих мітохондрій серця дорослих 
щурів і досліджені деякі її властивості за 
фізіологічних умов та у разі навантаження 
високими концентраціями іонів кальцію, 
які призводять до дисфункції мітохондрій. 
Продемонстровано можливість застосуван-
ня методу протокової цитофлуориметрії для 
вивчення кальцієвого гомеостазу ізольованих 

А.Ю. Будько, Н.А. Струтинська, І.Ю. Охай, О.М. Семенихіна, В.Ф. Сагач

Рис. 5. Акумуляція Са2+ у різних концентраціях мітохондріями серця щурів: а –дія Са2+ у концентрації 10, 20, 50 і 100 
мкмоль/л (криві 2, 3, 4 і 5), n=6, 6, 8, 15 відповідно; крива 1 – флуоресцентний сигнал у розчині без додавання Са2+; б – 
концентраційна залежність дії Са2+ на 5-й хвилині реєстрації інтенсивності флуоресцентного сигналу. *P<0,05 відносно 
вихідного значення, **P<0,05 відносно значення на тій самій хвилині при дії 20 мкмоль/л Са2+
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мітохондрій кардіоміоцитів і встановлено 
оптимальні умови процесу акумуляції, а саме 
залежність від температури інкубації, коли 
підтримується мітохондріальний потенціал 
і наявності субстрату комплексу Mg2+-АТФ 
а також сукцинату. З’ясовано, що накопи-
чення іонів кальцію чутливе до інгібітора 
МКУ – рутенію червоного, що свідчить про 
основну роль цієї транспортувальної систе-
ми в процесі акумуляції. Нами показано, що 
ізольовані мітохондрії серця мають обмежену 
здатність накопичувати кальцій.

Отже, висвітлені питання створюють під
ґрунтя для проведення наукових досліджень, які 
будуть актуальними насамперед для з’ясування 
молекулярних механізмів регуляції і підтриман-
ня кальцієвого гомеостазу в мітохондріях, що 
необхідно для запобігання дисфункції мітохон-
дрій серця за умов ішемії-реперфузії та різних 
патологічних станів організму. 

ВИСНОВКИ

1. Встановлено, що навантаження ізольо-
ваних органел флуоресцентним барвником 
Fluo-4 AM (2,5 мкмоль/л) оптимально здійс-
нювати при 26°С протягом 30 хв. За цих умов 
підтримуються достатньо високі значення 
мітохондріального потенціалу, що необхідно 
для функціонування кальцієвого уніпортера.

2. Інкубація ізольованих мітохондрій 
кардіоміоцитів з неспецифічним інгібітором 
мітохондріального кальцієвого уніпортера – 
рутенієм червоним (10-5 моль/л) на тлі дії 100 
мкмоль/л Са2+ призводила до зниження ін-
тенсивності флуоресцентного сигналу зонда 
на 89%, що вказує на запобігання акумуляції 
Са2+ мітохондріями кардіоміоцитів.

3. Встановлена енергозалежність кальційаку-
мулювальної системи мітохондрій серця щурів, 
оскільки накопичення іонів кальцію не спостері-
галося за відсутності комплексу Mg2+-АТФ.

4. Внесення кальцію у концентраціях 10, 
20 і 50 мкмоль/л дало можливість показати 
дозозалежність процесу акумуляції Са2+, а 
також обмежену здатність його накопичувати. 

Натомість навантаження мітохондрій каль-
цієм у концентрації 100 мкмоль/л призводило 
до суттєвого зростання інтенсивності флуо-
ресценції і, ймовірно, до активації процесів 
вивільнення катіона з органел. 

Автори статті висловлюють щиру подяку 
колегам з Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна 
Даниловичу Ю.В., Данилович Г.В., Чуніхіну О.Ю. 
та Костеріну С.О. за допомогу у виконанні 
роботи.

А.Ю. Будько, Н.А. Струтинская, И.Ю. Охай, 
Е.Н. Семенихина, В.Ф. Сагач 

АККУМУЛЯЦИЯ СА2+ В МИТОХОНДРИЯХ 
СЕРДЦА КРЫС В УСЛОВИЯХ ПОДДЕРЖА-
НИЯ МИТОХОНДРИАЛЬНОГО ПОТЕН-
ЦИАЛА

Исследовали накопление разных концентраций Са2+ в изо-
лированных митохондриях сердца крыс в условиях поддер-
жания митохондриального потенциала. Нагрузку органелл 
проводили при 26°С в течение 30 мин флуоресцентным 
красителем Fluo-4 AM (2,5 мкмоль/л). В этих условиях под-
держивался достаточно высокий уровень митохондриаль-
ного потенциала, что необходимо для функционирования 
кальцийтранспортирующей системы органелл. Показано, 
что изолированные митохондрии имеют ограниченную спо-
собность накапливать ионизированный кальций, посколь-
ку внесение ионов в концентрациях 10, 20, 50 мкмоль/л 
обеспечивало определенный уровень его аккумуляции в 
органеллах с последующим прекращением увеличения 
флуоресцентного сигнала. Использование неспецифиче-
ского ингибитора митохондриального унипортера рутения 
красного (10-5 моль/л) на фоне действия 100 мкмоль/л 
Са2+ предупреждало накопление катиона в органеллах 
на 89%. Показано, что аккумуляция Са2+ митохондриями 
сердца происходит в присутствии комплекса Mg2+-АТФ 
(3 ммоль/л), вероятно для поддержания потенциала на 
внутренней мембране, сохранения активности унипортера 
и энергозависимых процессов в органеллах. Нагрузка мито-
хондрий кальцием в концентрации 100 мкмоль/л приводила 
к существенному росту интенсивности флуоресценции 
(на 46% на 5-й минуте по сравнению с флуоресценцией 
при внесении 20 мкмоль/л Са2+) и вероятно к активации 
процессов высвобождения катиона. Следовательно, процесс 
аккумуляции Са2+ в митохондриях сердца крыс происходит 
главным образом в условиях функционирования мито-
хондриального унипортера и поддержания потенциала в 
органеллах, зависит от концентрации цитозольного Са2+ и 
присутствия комплекса Mg2+-АТФ.
Ключевые слова: изолированные митохондрии; сердце; 
Са2+; проточная цитофлуориметрия; флуоресцентный 
зонд Fluo-4 AM.

Накопичення Са2+ у мітохондріях серця щурів за умов підтримання мітохондріального потенціалу
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CA2+ ACCUMULATION IN ISOLATED RAT 
HEART MITOCHONDRIA UNDER MAINTE-
NANCE OF MITOCHONDRIAL POTENTIAL

It is known that mitochondria can accumulate calcium, which 
regulates energy metabolism and cell death. About 90% of 
energy of cardiomyocytes is synthesized in mitochondria. 
Heart cells are also affected by the rapid changes in the Ca2+ 
concentration in the cytoplasm. Therefore, mitochondrial 
Ca2+-accumulation ability is crucial. The aim of our work 
was to study the accumulation of Ca2+ in isolated rat heart 
mitochondria in the presence of mitochondrial potential and 
different extramitochondrial Ca2+ concentrations. Isolated 
organelles were loaded with fluorescent dye Fluo-4 AM (2,5 
µmol/l) at a temperature of 26°C for 30 min. It has been 
revealed that under these conditions high mitochondrial po-
tential was maintained sufficiently, which is necessary for the 
functioning of the calcium transporting system in organelles. 
We established that mitochondria have a limited ability to store 
ionized calcium, as addition of Ca2+ ion in concentrations of 
10, 20, 50 µmol/l ensures a certain level of accumulation in 
organelles with further fluorescent signal growth cessation. Ad-
dition of 100 µmol/l Ca2+ to isolated mitochondria resulted in 
a significant increase in fluorescence intensity (46% in the fifth 
minute, compared to the fluorescence when 20 µmol/l Ca2+ was 
added) and likely to activation of cation release. It was shown 
that ruthenium red (10-5 mol/l), an inhibitor of Ca2+ -uniporter, 
prevented accumulation of calcium ions in organelles by 89%, 
in the presence of 100 µmol/l Ca2+ . It was clearly seen that heart 
mitochondria require Mg2+-ATP complex (3 mmol/l) to accu-
mulate Ca2 +, likely to maintain the inner membrane potential, 
activity of Ca2+ uniporter and energetic processes in organelles. 
Thus, the process of Ca2+ accumulation in rat heart mitochondria 
requires the maintenance of mitochondrial potential, activity of 
Ca2+-uniporter, depends on extramitochondrial Ca2 +concentra-
tion and presence of Mg2+-ATP complex.
Key words: isolated mitochondria; heart; Ca2 +; flow cytom-
etry; fluorescence probe Fluo-4 AM.
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