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Вплив іонів кальцію на дихальний ланцюг  
мітохондрій у серці старих щурів 
А.Ю. Лучкова, Н.А. Струтинська, В.Ф. Сагач
Інститут фізіології ім. О.О. Богомольця, НАН України, Київ; e-mail: a.luchkova@biph.kiev.ua

Досліджували показники мітохондріального дихання у серці старих щурів при використанні суб-
стратів для I і II комплексу дихального ланцюга – глутамату та сукцинату відповідно, а також 
залежність цього процесу від концентрації іонів кальцію. Показано, що динаміка входу Ca2+ в 
мітохондрії старих тварин відрізнялася від такої у дорослих контрольних щурів, а максимальна 
флуоресценція кальційчутливого барвника Fluo-4 AM в органелах при дії катіона (100 мкмоль/л) 
спостерігалася на 3-й хвилині і була на 27 % вищою, ніж у контролі. Отже, в старих щурів вияви-
ли більш різке підвищення вмісту внутрішньомітохондріального кальцію. Незважаючи на те, що 
показник вільного дихання V2 за Чансом у 24-місячних щурів помірно зростав (з використанням сук-
цинату) або не відрізнявся від такого у дорослих тварин (з використанням глутамату), швидкість 
АДФ-стимульованого дихання знижувалася, що призводило до зменшення показників дихального 
контролю (ДК) за Чансом та Ларді у 1,18 та 1,6 раза (при окисненні сукцинату), а також у 1,18 
та 1,4 раза (за наявності глутамату). Проте ефективність фосфорилювання АТФ, що характе-
ризується відношенням між синтезом АТФ та поглинанням кисню (АДФ/О) не змінювалася, як і не 
знижувалася швидкість його фосфорилювання. Вплив іонів кальцію на процес мітохондріального 
дихання у дорослих щурів був дозозалежним. За низької концентрації катіона (10-7 моль/л) ДК за 
Ларді не змінювався, а показники ДК за Чансом та АДФ/О достовірно зростали, що свідчило про 
підвищення спряження процесів окиснення і фосфорилювання. Водночас у мітохондріях серця старих 
щурів кальцій навіть у невисоких концентраціях (10-7 моль/л) достовірно не підвищував швидкість 
дихання та коефіцієнт АДФ/О. Іони у концентраціях 10-5 та 10-4 моль/л призводили до часткового 
зниження активності роботи дихального ланцюга у дорослих тварин, а також вірогідно знижували 
АДФ-стимульоване дихання, коефіцієнти ДК за Чансом та Ларді у старих щурів. При цьому АДФ/О 
та АДФ/Δt також мали тенденцію до зниження. 
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ВСТУП

Старіння характеризується прогресивною 
втратою функцій органами, що призводить до 
розвитку дегенеративних розладів та виник-
нення апоптозу в клітинах [1, 2]. Існує велика 
кількість даних, які підтверджують так звану 
мітохондріальну теорію старіння, розвинуту 
на основі окисної теорії [1-3]. Відповідно до 
неї рівень утворення активних форм кисню 
(АФК) підвищується з віком, внаслідок чого 
зростає ступінь пошкодження мітохондріаль-
ної ДНК та виникає дисфункція дихального 
ланцюга органел. Ці патологічні зміни стають 
взаємопов’язаними, утворюють цикл, який 

призводить до прогресивного зниження міто-
хондріальних функцій, що негативно впливає на 
функціонування та життєздатність клітин [1].

Мітохондрії – незамінні органели, які за-
безпечують енергією проходження біохіміч-
них реакцій та виконання органами влас-
них функцій [4]. Відомо, що синтез АТФ 
асоціюється з утворенням АФК, головним 
чином, супероксидного аніон-радикала (I та 
III комплексами дихального ланцюга), який 
згодом, призводить до формування інших 
активних радикалів, таких як пероксинітрит, 
пероксид водню та високореактивний гідрок-
сильний радикал [2]. Це відбувається за 
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фізіологічних умов та регулюється антиок-
сидантною системою захисту. Проте з віком 
рівень окисного стресу в клітинах зростає, як 
унаслідок посиленого утворення вільних ра-
дикалів, так і втрати антиоксидантними фер-
ментами своєї активності. Також відомо, що 
при старінні в клітинах серця зменшується 
вміст цитохрому с, а окиснення жирних кис-
лот знижується на 30% [1]. У разі порушення 
функціональної здатності мітохондрій, АТФ-
синтаза починає гідролізувати АТФ, замість 
його синтезу, що призводить до виснаження 
енергії в клітинах та може спричиняти їх 
загибель [5]. Окрім значного дисбалансу між 
синтезом АТФ та його використанням, змін 
у органелах (злиття, роз’єднання) та мета-
болізмі, які спостерігали при старінні, у міто-
хондріях кардіоміоцитів також порушується 
іонний гомеостаз [1]. Оскільки зниження 
концентрації АТФ призводить до погіршення 
роботи АТФ-залежних Са2+-транспортерів 
саркоплазматичного ретикулума (SERCA) та 
плазматичної мембрани, це сприяє підвищен-
ню вмісту Са2+ в цитопламі.

Важливе значення для клітин серця має 
здатність мітохондрій акумулювати кальцій 
для підтримання функціонування електрон-
но-транспортного ланцюга (ЕТЛ) та вну-
трішньоклітинного гомеостазу [2]. Таким 
чином зменшується концентрація цього 
катіона в цитоплазмі на період розслаблен-
ня серцевого м’яза, а також стимулюється 
окисне фосфорилювання через активацію 
дегідрогеназ циклу Кребса та АТФ-синтази, 
ά-гліцеролфосфатдегідрогенази і аденіннук-
леотидтранслокази (АНТ). З іншого боку, 
перевантаження мітохондрій кальцієм приз-
водить до деполяризації мембрани, зниження 
продукції АТФ, підвищення цитозольного 
вмісту НАДН, зниження активності білків-
сиртуїнів та відкривання неспецифічної 
циклоспоринчутливої мітохондріальної пори 
перемінної проникності (МП) [2].

Дещо суперечливими є дані щодо функ-
ціонування дихального ланцюга за умов 
фізіологічного старіння. Зокрема деякі до-

слідники стверджують, що незважаючи на 
прогресуюче окиснення ліпідів, активність 
комплексів ЕТЛ органел з віком не змінюєть-
ся [1]. Інші науковці спостерігають зниження 
ефективності роботи дихального ланцюга у 
щурів у разі старіння [6]. Також раніше нами 
було показано, що з віком чутливість МП до 
кальцію зростає [7]. Проте механізми цього 
процесу, а також вплив кальцію на дихальний 
ланцюг мітохондрій серця старих щурів не 
були достатньо вивчені.

Мета нашої роботи – дослідження акуму-
ляції кальцію ізольованими мітохондріями 
серця, а також вивчення функціональних 
показників дихального ланцюга за умов дії 
екзогенного кальцію  при старінні. 

МЕТОДИКА

Досліди проводили на дорослих (5-6 міс, 
300-350 г) та старих (22-24 міс, 380-440 г) 
щурах лінії Вістар, яких утримували на 
стандартному раціоні віварію Інституту 
фізіології ім. О.О. Богомольця НАН України. 
Експериментальна частина роботи виконана 
з дотриманням міжнародних принципів Єв-
ропейської конвенції про захист тварин, які 
використовуються у дослідницьких цілях 
(Страсбург, 1986).

Мітохондрії виділяли методом дифе-
ренційного центрифугування [7]. Після 
декапітації серце тварин ретельно проми-
вали охолодженим 0,9 %-м розчином КСl 
(2-4 °С), подрібнювали та гомогенізували 
у 9-кратному об’ємі середовища (ммоль/л): 
сахароза – 250, тріс-HСl – 25, EГTA – 1; рН 
7,25. Гомогенат центрифугували двічі при 700 
і 11000g (4 °С). Отриманий осад (мітохон-
дріальна фракція) ресуспендували в буфері 
(ммоль/л): сахароза – 250, тріс-HСl – 25; рН 
7,25, і одразу використовували в дослідах. 
Одержану суспензію мітохондрій зберігали 
при 2 ºС. Концентрацію білка в суспензії 
мітохондрій визначали за методом Лоурі [8]. 

Для вивчення накопичення кальцію ізо-
льованими мітохондріями їх навантажували 



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2018, Т. 64, № 518

флуоресцентним зондом Fluo-4 AM (2,5 
мкмоль/л) у середовищі з таким складом 
(ммоль/л): KCl – 120, KH2PO4 – 3, тріс-HCl – 
25, сукцинат Na – 5, Mg2+-ATФ – 3, 0,1 %-й 
бичачий сироватковий альбумін протягом 30 
хв при 26 °С [9]. Під час проведення вимірю-
вань у середовище додавали комплекс Mg2+-
ATФ для створення умов, за яких мембран-
ний потенціал генерується також внаслідок 
гідролізу АТФ ферментом мітохондріальною 
АТФ-азою. Для покращення процесу наван-
таження барвник змішували з речовиною 
Pluronic F-127 (0,02 %-й) [10]. 

Реєстрацію акумуляції Са2+ в органелах 
вивчали з використанням протокового ци-
тофлуориметра («Bechman Coulter», США) 
з аргоновим лазером. Створений робочий 
протокол містив логічне обмеження для 
реєстрації зразків за прямим та бічним сві-
тлорозсіюваннями. Аналіз проб припиняли 
за умови реєстрації 10000 подій в обмеженій 
ділянці. Вимірювання флуоресценції прово-
дили до та після додавання СаСl2 у різних 
концентраціях у середовище інкубації на 1, 
3, 5, 7, 9, 11-й хвилинах.

Процеси мітохондріального дихання до-
сліджували полярографічним методом з ви-
користанням закритого електрода Кларка за 
допомогою приладу “Oxygraph+” («Hansatech 
instruments», Великобританія). Функціональ-
ний стан мітохондрій визначали за показника-
ми Чанса [11]. Середовище інкубації містило 
(ммоль/л): KCl – 120; KH2PO4 – 3; тріс-HCl – 25; 
рН 7,2. Як субстрати використовували сук-
цинат натрію (5 ммоль/л) та L-глутамат (5 
ммоль/л). Дихання стимулювали додаванням 
до суспензії мітохондрій 200 мкмоль/л АДФ. 
При цьому розраховували: швидкість нести-
мульованого дихання (V2), швидкість AДФ-
стимульованого (V3) та контрольованого 
дихання (V4; за відсутності AДФ), дихальний 
контроль за Чансом (V3/V4) та дихальний 
контроль за Ларді (V3/V2), коефіцієнт ефек-
тивності окисного фосфорилювання (АДФ/О) 
та швидкість фосфорилювання АДФ (АДФ/
Δt). 

Статистичний аналіз отриманих резуль-
татів проводили з використанням програм 
Oxygraph+, MS Excel, OriginPro 7.5., Flowing 
software 2. В кожній серії експериментів було 
використано не менше ніж 5 тварин.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Для дослідження накопичення кальцію в 
мітохондріях серця старих щурів використо-
вували розчин CaCl2

 у концентраціях 10-7, 10-5 
і 10-4 моль/л (рис.1). Виявлено, що динаміка 
акумуляції іона ізольованими мітохондріями 
серця старих щурів залежала від його вмісту 
у середовищі. Так, внесення Ca2+ у концент-
рації 10-7 моль/л лише незначно підвищувало 
флуоресценцію кальційчутливого барвника 
на 1-й хвилині. При збільшенні концентрації 
до 10-5 моль/л накопичення було поступовим 
з виходом на плато на 5-й хвилині. Додавання 
100 мкмоль/л Са2+ сприяло більш активній 
акумуляції катіона в органелах одразу з 
перших хвилин (максимум на 3-й хвилині) 
з подальшим зниженням флуоресценції, 
ймовірно через його вивільнення з органел 
внаслідок Са2+-індукованого відкривання МП 
(див. рис.1, крива 2, 3, 4). Було з’ясовано, що 
акумуляція цього катіона у дорослих тварин 
відбувалася поступово з максимумом на 
9-й хвилині, тоді як у старих максимальна 
флуоресценція барвника спостерігалася вже 
на 3-й хвилині і була вищою на 27 %, ніж у 
вихідному стані. 

Основним транспортером кальцію в 
мітохондрії є електрофоретичний кальцієвий 
уніпортер (МКУ), робота якого залежить від 
мембранного потенціалу органел, який у нор-
мі становить -180 мВ [12]. Як свідчать дані 
літератури, активність його роботи підвищу-
ється внаслідок окиснення АФК, вміст яких, 
як відомо, при старінні зростає [13]. Можли-
во, це один з механізмів підвищеної акумуля-
ції кальцію органелами старих тварин, що у 
свою чергу збільшує ризик перевантаження 
ним мітохондрій [13]. Отримані результати 
узгоджуються з даними наших попередніх 

Вплив іонів кальцію на дихальний ланцюг мітохондрій у серці старих щурів
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досліджень, де було показано підвищену 
чутливість мітохондріальної пори до Са2+ 
у старих тварин [7]. Ймовірною причиною 
є посилений вхід катіона через МКУ і його 
підвищений вміст в матриксі. 

Разом з тим невисокі концентрації Са2+ 
потрібні для фізіологічного функціонування 
органел. Хоча найбільш активно вивчен-
ням біоенергетичних параметрів займалися 
протягом 60-70-х років ХХ століття, дещо 
суперечливими залишаються результати до-
сліджень функціонального стану дихального 
ланцюга старих тварин. Було показано, що у 
тварин при старінні ці показники не зазнають 
істотних змін за винятком деяких у процесі 
окиснення жирних кислот [1]. Саме так мож-
на пояснити адаптацію організму до процесу 
старіння на функціональному рівні. Інші ж 
дослідники підтверджують зниження ефек-
тивності роботи дихального ланцюга у щурів 
з віком у результаті зміни активності фермен-
тів циклу Кребса [6]. Їхня робота при старінні 
змінюється в різних тканинах неоднаково, а 
часом і різноспрямовано. Такі відмінності 
в результатах можуть виникати внаслідок 
функціонального та топологічного дифе-
ренціювання мітохондрій кардіоміоцитів, 
які, як відомо, поділяються на дві популяції: 

субсарколемальних та інтерфібрилярних 
мітохондрій. Вважається, що функціональні 
характеристики дихального ланцюга перших 
не змінюються у старих тварин, тоді як у 
других спостерігається помітне зниження 
значень ДК та АДФ/О [14]. 

Також вважається, що відмінності у ре-
зультатах дослідження мітохондріального 
дихання у щурів різного віку можуть зале-
жати від субстрату, який використовували 
в експериментах. При окисненні сукцинату 
споживання кисню в серці старих тварин не 
відрізняється від такого у дорослих. Тому 
нами було використано два субстрати для 
активації першого та другого комплексів ЕТЛ 
незалежно один від одного. При вивченні 
показників мітохондріального дихання з ви-
користанням сукцинату як субстрату для ком-
плексу II дихального ланцюга, показано, що 
швидкість споживання кисню у мітохондріях 
серця старих тварин у стані V2 за Чансом 
підвищувалася у 1,16 раза. Проте швидкість 
АДФ-стимульованого дихання в органелах 
цих тварин мала тенденцію до зниження (рис. 
2, а), а це, у свою чергу, призводило до дос
товірного зменшення показників дихального 
контролю за Чансом (V3/V4) у 1,18 раза та за 
Ларді (V3/V2) у 1,6 раза (рис. 3, а). 
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Дещо інші результати отримали, вико-
ристовуючи НАД-залежний субстрат для 
стимуляції активності комплексу І дихаль-
ного ланцюга – глутамат. Хоча показник V2 
був тотожним як у дорослих, так і старих 
щурів, достовірне зниження V3 на 24 % з 
віком (див. рис. 2, б) призводило до помір-
ного зменшення показника ДК як за Чансом 
(у 1,18 раза), так і за Ларді (у 1,4 раза; див. 
рис. 3,б). Зниження значень цих величин 
свідчить про порушення процесу спряження 
окиснення та фосфорилювання, що пов’язано 
зі змінами транспорту електронів і протонів у 
дихальному ланцюзі. Це може бути зумовле-
но зниженням активності ферментів, що його 
формують, чи процесу переносу електронів 

від субстратів окиснення внаслідок структур-
них змін у дихальному ланцюзі при старінні.

Результати цього дослідження вказують 
на те, що швидкість АДФ-стимульованого 
дихання незначно, проте все-таки змінюєть-
ся з віком, ймовірно, внаслідок підвищення 
рівня окисного стресу. І цю різницю легше 
виявити, використовуючи субстрати для ро-
боти I комплексу ЕТЛ. Оскільки, як свідчать 
дані літератури, вміст сукцинату при старін-
ні зростає внаслідок помірних гіпоксичних 
умов, які встановлюються з віком [15]. Тому 
відбувається регуляторне репрограмування 
роботи дихального ланцюга: оборотне при-
гнічення електронно-транспортної функ-
ції комплексу I і компенсаторна активація 
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комплексу II. Вміст сукцинату в крові і 
тканинах різко зростає. При цьому внесок 
сукцинатоксидазного окиснення в загальне 
дихання може сягати 70-80 % порівняно з 20-
30 % при нормоксичному стані. Вважається, 
що перемикання окиснення НАД-залежних 
субстратів у дихальному ланцюзі на окис-
нення сукцинату є обов’язковим еволюційно 
сформованим сигнальним компенсаторним 
механізмом, завдяки чому забезпечується збе-
реження енергосинтезувальної функції ЕТЛ 
при порушенні кисневого гомеостазу [15].

Основним показником ефективності фос-
форилювання АТФ є відношення між синтезом 
АТФ та поглинанням кисню (АДФ/О). Наші 
дослідження показали, що незважаючи на част-
кове зниження ДК за Чансом та Ларді, ефектив-
ність фосфорилювання не змінюється. Також 
не було зафіксовано достовірного зменшення 
швидкості фосфорилювання АТФ, що, ймовір-
но, є результатом адаптації до старіння (рис. 4).

Отже, у тварин при старінні незначно 
знижувалися киснезалежні процеси, про що 
свідчать показники дихання мітохондрій в 
усіх метаболічних станах, та активність спо-
живання кисню за умов окиснення глутамату і 
сукцинату, при цьому синтез АТФ відбувався 
досить ефективно, що вказує на збереження 
АТФ-синтазної активності мітохондрій.

Окрім дослідження відмінностей окисно-
го фосфорилювання у тварин різних вікових 

груп вивчали також дію Са2+ у різних концен-
траціях на функції органел за умов активації 
сукцинатзалежного шляху окиснення у міто-
хондріях серця. Як видно з таблиці, додавання 
катіона у концентраціях 10-7, 10-5 і 10-4 моль/л 
у суспензію мітохондрій дорослих щурів до-
стовірно підвищувало швидкість дихання у 
субстратному стані V2 за Чансом. Ймовірно, 
активність кальційзалежних ферментів підви-
щувалася, що стимулювало прискорене пере-
несення електронів по дихальному ланцюгу. З 
іншого боку, швидкість АДФ-стимульованого 
дихання навпаки знижувалася при дії Са2+ у 
концентраціях 10-7, 10-5 та 10-4 моль/л на 13, 
19 та 25 % відповідно. Проте за дії найнижчої 
з використаних концентрацій (10-7 моль/л), 
у мітохондріях серця дорослих тварин ДК 
за Ларді не змінювався, а показники ДК за 
Чансом та АДФ/О достовірно зростали, що 
свідчить про підвищення спряження процесів 
окиснення і фосфорилювання. Швидкість 
фосфорилювання АДФ також залишалася 
незмінною. Екзогенний кальцій у високих 
концентраціях 10-5 та 10-4 моль/л призводив 
до часткового зниження активності роботи 
дихального ланцюга у дорослих тварин, 
можливо, внаслідок зменшення мітохон-
дріального потенціалу, яке відбувається під 
час формування МП.

Оскільки мітохондрії серця старих тварин 
виявилися більш чутливими до накопичення 
позаклітинного кальцію, а також характери-
зуються підвищеною чутливістю МП до Са2+, 
тому поглинання кисню за дії цього катіона в 
концентраціях 10-7, 10-5 та 10-4 моль/л у двох  
метаболічних станах V3 і V4 знижувалося. У 
органелах кальцій у невисоких концентра-
ціях (10-7 моль/л) достовірно не підвищував 
ДК за Чансом, коефіцієнт АДФ/О та швид-
кість фосфорилювання. З таблиці видно, що 
він у всіх концентраціях вірогідно знижує 
АДФ-стимульоване дихання, а коефіцієнт 
ДК за Чансом лише при дії 10-5 і 10-4 моль/л. 
Показники АДФ/О та АДФ/Δt також мали 
тенденцію до зниження. Найбільш ефектив-
но катіони кальцію стимулювали дихання 

1 2
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

á

óì
. î

ä.

à

1 2

ум
.о

д.

а б
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мітохондрій дорослих (1) та старих (2) щурів з використан-
ням субстрату сукцинату (а) та глутамату (б)

 А.Ю. Лучкова, Н.А. Струтинська, В.Ф. Сагач



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2018, Т. 64, № 522

Вплив іонів кальцію на дихальний ланцюг мітохондрій у серці старих щурів

 З
м

ін
и 

ш
ви

дк
ос

ті
 А

Д
Ф

-с
ти

м
ул

ьо
ва

но
го

 д
их

ан
ня

 із
ол

ьо
ва

ни
х 

м
іт

ох
он

др
ій

 с
ер

ця
 д

ор
ос

ли
х 

та
 с

та
ри

х 
щ

ур
ів

 п
ри

 д
ії 

рі
зн

их
 к

он
це

нт
ра

ці
й 

ка
ль

ці
ю

  
(1

0-7
 м

ол
ь/

л 
– 

10
-4

 м
ол

ь/
л)

 з 
ви

ко
ри

ст
ан

ня
м

 с
уб

ст
ра

ту
 о

ки
сн

ен
ня

 с
ук

ци
на

ту
 (5

 м
м

ол
ь/

л)

П
ок

аз
ни

к
Д

ор
ос

лі
С

та
рі

В
их

ід
ни

й 
ст

ан
Д

ія
 к

ал
ьц

ію
, м

ол
ь/

л
В

их
ід

ни
й 

ст
ан

Д
ія

 к
ал

ьц
ію

, м
ол

ь/
л

10
-7

10
-5

10
-4

10
-7

10
-5

10
-4

Ш
ви

дк
іс

ть
 с

по
ж

ив
ан

ня
 

ки
сн

ю
 б

ез
 А

Д
Ф

 п
ри

 д
ії 

ка
ль

ці
ю

, н
мо

ль
 .  х

в-1
 м

г-1
 

бі
лк

а 
(V

2)
60

,7
7±

2,
97

70
,1

5±
5,

19
*

70
,2

±2
,3

*
67

,4
±2

,2
9*

70
,5

±4
,7

5*
75

,6
4±

7,
27

69
,2

±4
,5

68
,8

4±
5,

9
Ш

ви
дк

іс
ть

 ф
ос

ф
ор

ил
ю

-
ва

ль
но

го
 д

их
ан

ня
 м

іт
о-

хо
нд

рі
й 

(у
 м

ет
аб

ол
іч

но
му

 
ст

ан
і 3

), 
нм

ол
ь 

.  х
в-1

 м
г-1

 
бі

лк
а 

(V
3)

87
,6

±7
,7

76
,4

9±
1,

47
*

71
,1

2±
3,

2*
65

,5
±0

,9
1*

78
,8

±4
,8

5
66

,6
3±

3,
18

**
64

,8
±2

,8
**

51
,5

±1
,9

7*
*

Ш
ви

дк
іс

ть
 к

он
тр

ол
ьо

ва
-

но
го

 д
их

ан
ня

 м
іт

ох
он

др
ій

 
(в

 м
ет

аб
ол

іч
но

му
 с

та
ні

 4
), 

нм
ол

ь 
.  х

в-1
 м

г-1
 б

іл
ка

 (V
4)

39
,3

±4
,5

28
,3

2±
1,

2*
30

,9
2±

2,
5*

34
,5

±1
,8

39
,0

2±
3,

12
31

,7
3±

5,
4*

*
38

,1
2±

2,
4

32
,1

8±
3,

4
Ко

еф
іц

іє
нт

 д
их

ал
ьн

ог
о 

ко
нт

ро
лю

 з
а 

Ч
ан

со
м

2,
44

±0
,0

9
2,

7±
0,

02
*

2,
3±

0,
03

1,
9±

0,
05

*
2,

06
±0

,0
9*

2,
10

±0
,7

5
1,

7±
0,

22
**

1,
6±

0,
4*

*
Ко

еф
іц

іє
нт

 д
их

ал
ьн

ог
о 

ко
нт

ро
лю

 з
а 

Л
ар

ді
1,

35
±0

,0
8

1,
24

±0
,0

38
1,

19
±0

,1
8

1,
13

±0
,0

07
*

1,
14

±0
,0

6*
0,

88
±0

,0
68

**
0,

93
±0

,0
14

0,
75

±0
,0

19
**

Ко
еф

іц
іє

нт
 е

ф
ек

ти
в-

но
ст

і ф
ос

ф
ор

ил
ю

-
ва

нн
я,

 м
км

ол
ь/

 н
мо

ль
 О

 2 
(А

Д
Ф

/О
)

1,
45

±0
,0

5
1,

63
±0

,0
6*

1,
4±

0,
15

1,
35

±0
,1

6
1,

46
±0

,0
8

1,
53

±0
,2

5
1,

52
±0

,2
3

1,
38

±0
,2

4
Ш

ви
дк

іс
ть

 ф
ос

ф
ор

ил
ю

ва
н-

ня
 А

Д
Ф

, н
мо

ль
 .  х

в-1
 м

г-1
 

бі
лк

а 
(А

Д
Ф

/Δ
t)

69
,8

0±
5,

04
65

,8
±7

,9
65

,7
5±

14
,7

63
,4

±2
,1

3
64

,1
3±

7,
84

65
,0

6±
1,

64
58

,9
±5

,7
55

,8
4±

7,
3

*Р
<0

,0
5 

по
рі

вн
ян

о 
зі

 з
мі

на
ми

 у
 в

их
ід

но
му

 с
та

ні
, *

*Р
<0

,0
5 

по
рі

вн
ян

о 
з 

ко
нт

ро
ль

ни
ми

 с
та

ри
ми

 щ
ур

ам
и.



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2018, Т. 64, № 5 23

у концентрації 10-7 моль/л, яка характерна 
для саркоплазми кардіоміоцитів за діастоли. 
Мабуть це пов’язано з імпульсним надход-
женням крові і поживних речовин до серця 
саме під час його розслаблення і готує до 
наступного акту скорочення.

Отже, при старінні інтенсивність роботи 
дихального ланцюга мітохондрій за наявності 
АДФ, згідно з нашими результатами, зменшу-
валася. Можливою причиною зниженої здат-
ності окиснювати субстрати мітохондріями 
є зміна активності ферментів, що формують 
цей ланцюг і, за участю яких здійснюється 
перенесення електронів. Відомо, що у старих 
тварин зменшується кількість самих органел 
у кардіоміоцитах. Усе це супроводжується 
зниженням концентрації АТФ у клітинах і 
як наслідок порушенням енергопостачання 
серця і функціонування органа загалом. Ми  
також показали, що активність роботи ЕТЛ є 
кальційзалежною, катіон у низьких концен-
траціях інтенсифікував процеси дихання у 
дорослих тварин, тоді як навантаження ним – 
пригнічувало, що може вказувати на негатив-
ний вплив високих концентрацій катіона на 
цей процес. При цьому у мітохондріях серця 
старих тварин при дії екзогенного кальцію 
у невисоких концентраціях (10-7 моль/л) 
спостерігали тенденцію до активації процесів 
спряження окиснення і фосфорилювання, 
про що свідчить незначне зростання ДК за 
Чансом на тлі збереження ефективності фос-
форилювання. Проте дія Са2+ у вищих кон-
центраціях, а саме 10-4 моль/л, характеризує 
вже патологічні умови, за яких досліджувані 
параметри дихання знижувалися. Це говорить 
про пригнічення з віком процесу дихання і 
ймовірної дисфункції органел. 

ВИСНОВКИ

1. Динаміка накопичення іонів кальцію 
ізольованими мітохондріями серця старих 
щурів залежить від вмісту катіона в середо-
вищі інкубації і є найбільш активною при 
концентрації 10-4 моль/л.

2. Ізольовані мітохондрії серця старих 
тварин є більш чутливими до дії високих кон-
центрацій кальцію (10-4 моль/л): максимальна 
концентрація катіона в мітохондріях серця 
старих щурів була на 3-й хвилині з подаль-
шим його виходом з матриксу, у органелах 
дорослих щурів максимум флуоресценції 
барвника спостерігали на 9-й хвилині. 

3. Функціональні показники мітохондрі
ального дихання змінюються з віком. Так, 
швидкість АДФ-стимульованого дихання зни-
жувалася у старих тварин як при використанні 
субстрату сукцинату (5 ммоль/л), так і глутамату 
(5 ммоль/л). Також достовірно зменшувалися 
показники ДК за Чансом та Ларді, що характе-
ризує помірне роз’єднання процесів окиснення 
та фосфорилювання. При цьому ефективність 
та швидкість окисного фосфорилювання 
(АДФ/О) у тварин з віком не змінювалася.

4. Показана кальційзалежна активність 
роботи дихального ланцюга у серці тварин 
різного віку. Так, дія катіона у низьких 
фізіологічних концентраціях (10-7 моль/л) 
інтенсифікувала процеси дихання у дорослих 
і незначно – у старих тварин, тоді як наванта-
ження кальцієм (10-4 моль/л) – пригнічувало, 
що може вказувати на негативний вплив 
катіона у високих концентраціях на мітохон-
дріальне дихання у серці таких тварин.
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with any conflicts regarding commercial or 
financial relations, relations with organizations 
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А.Ю. Лучкова, Н.А. Струтинская, В.Ф. Сагач

ВЛИЯНИЕ ИОНОВ КАЛЬЦИЯ НА  
ДЫХАТЕЛЬНУЮ ЦЕПЬ МИТОХОНДРИЙ  
В СЕРДЦЕ СТАРЫХ КРЫС

Исследовали параметры митохондриального дыхания в 
сердце старых крыс при использовании субстратов для I и 
II комплексов дыхательной цепи – глутамата и сукцината 
соответственно, а также зависимость этого процесса от 
действия ионов кальция. Показано, что динамика входа 
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иона в органеллы старых животных отличалась от таковой 
в контрольных, а максимальная флуоресценция каль-
цийчувствительного красителя Fluo-4 AM при действии 
катиона в концентрации 100 мкмоль/л наблюдалась на 3-й 
минуте и была на 27 % выше. Следовательно, в старых жи-
вотных обнаружили более резкое повышение внутрими-
тохондриального кальция. Несмотря на то, что показатель 
свободного дыхания V2 за Чансом у 24-месячных крыс 
умеренно повышался (при использовании сукцината), или 
не отличался от такового у взрослых крыс (при использо-
вании глутамата), скорость АДФ-стимулированного ды-
хания снижалась, что приводило к снижению показателей 
дыхательного контроля (ДК) за Чансом и Ларди в 1,18 и 
1,6 раза (при окислении сукцината) и 1,18 и 1,4 раза (при 
окислении глутамата) соответственно. Однако эффектив-
ность фосфорилирования АТФ, которая характеризируется 
соотношением между синтезом АТФ и поглощением 
кислорода (АДФ/О) не изменялась, как и не снижалась 
скорость фосфорилирования АТФ. Влияние ионов кальция 
на процесс митохондриального дыхания у взрослых крыс 
был дозозависимым. При низких концентрациях катиона 
(10-7 моль/л) ДК за Ларди не изменялся, а показатели ДК 
за Чансом и АДФ/О достоверно возросли, что свидетель-
ствует о повышении сопряжения процессов окисления и 
фосфорилирования. В то же время в митохондриях сердца 
старых крыс даже невысокие концентрации кальция (10-

7 моль/л) достоверно не повышали скорость дыхания и 
коэфициент АДФ/О. Ионы кальция в концентрации 10-5 
и 10-4 моль/л Са2+ приводили к частичному снижению ак-
тивности работы дыхательной цепи у взрослых животных 
и достоверно снижали АДФ-стимулированное дыхание и 
коэфициенты ДК за Чансом и Ларди у старых. При этом 
АДФ/О и АДФ/Δt также имели тенденцию к снижению.
Ключевые слова: митохондрии; Са2+; окислительное 
фосфорилирование; дыхательная цепь; сердце; старение.
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THE INFLUENCE OF CALCIUM ACCUMU-
LATION ON THE FUNCTION OF ELEC-
TRON TRANSPORT CHAIN IN THE OLD 
RAT HEART MITOCHONDRIA

We studied the parameters of mitochondrial respiration in 
the suspension of isolated heart mitochondria from old rats 
using glutamate and succinate – the substrates for the I and 
II respiratory chain complexes, as well as the dependence of 
this process on the action of calcium ions. It was shown that 
Ca2+ influx dynamics in old rat heart mitochondria is differ-
ent from that in adult control organelles, and the maximum of 
fluorescence of the calcium-sensitive dye Fluo-4 AM at Ca2+ 

concentration 100 μmol/l was observed at 3rd minute and 
was 27% higher than in the control. Consequently, in older 
rats, we observed a more sharp increase in intramitochondrial 
calcium. Despite the moderate increase (using succinate) or no 
different from that in adult animals (using glutamate) of the 

V2 indicator in the 24-month rats, ADP-stimulated respiration 
rate decreased, which led to a decrease in respiratory control 
ratio (RCR) by Chance and Lardy 1.18 and 1.6 times (with 
oxidation of succinate) and 1.18 and 1.4 times (in the presence 
of glutamate). However, the efficiency of phosphorylation 
of ATP, which is characterized by the ratio of ATP synthesis 
and oxygen absorption (ADP/O), did not change, nor did the 
velocity of phosphorylation of ATP (ADP/Δt). The effect of 
calcium ions on mitochondrial respiration in adult rats was 
dose dependent. At low concentrations of cation (10-7 mol/l), 
the Lardy’s RCR did not change, and Chance’s RCR and 
ADP/O ratio significantly increased, indicating an increase in 
the coupling of oxidation and phosphorylation processes. At 
the same time, in the old rat heart mitochondria, calcium ions, 
even at low concentrations (10-7 mol/l), did not significantly 
increase the rate of respiration and the ADP/O ratio. 10-5 and 
10-4 mol/l Ca2+ resulted in a partial reduction of the activity of 
the respiratory chain in adult animals and significantly reduced 
the ADP-stimulated respiration, and the coefficients of RCR 
after Chance and Lardy in the elderly. +/Δt also tended to fall.
Key words: mitochondria; Ca2+; oxidative phosphorylation; 
respiratory chain; heart; aging.

Bogomoletz Institute of Physiology, NAS Ukraine, Kyiv; 
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