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Роль іонів калію у біосинтезі оксиду азоту  
в мітохондріях гладенького м’яза 
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Досліджено NO-синтазну активність (mtNOS) у мітохондріях гладенького м’яза матки щурів. Із 
застосуванням методу лазерної конфокальної мікроскопії та специфічних флуоресцентних зондів 
(MitоTracker Orange та DAF-FM) підтверджена мітохондріальна локалізація синтезу NO в міоцитах.  
На моделі ізольованих мітохондрій міометрія із застосуванням NO-чутливого флуоресцентного 
зонда DAF-FM  та методу протокової цитометрії встановлено, що біосинтез оксиду азоту при-
гнічується на 50 % блокатором конститутивних NO-синтаз 2-амінопіридином (100 мкмоль/л) та 
моноклональними антитілами (2,5 мкг anti-Letm1/50 мкг протеїну) до Н+-Са2+-обмінника (протеїну 
Letm1), але нечутливий до інгібітора пори перехідної провідності циклоспорину А (5 мкмоль/л). Зни-
ження концентрації іонів калію в реакційному середовищі та застосування інгібіторів різних типів 
калієвих каналів суттєво пригнічувало NO-синтазну реакцію, що дає змогу припустити важливе зна-
чення калієвої проникності внутрішньої мітохондріальної мембрани в регуляції активності mtNOS.
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ВСТУП

Функціональна активність мітохондрій, яка 
включає процеси споживання кисню, окис-
ного фосфорилювання, катаболізму ліпідів, 
біосинтезу гему, підтримання гомеостазу 
Са2+, продукції активних форм кисню (АФК), 
апоптозу тощо значною мірою залежить від 
оксиду азоту. З’ясовано, що NO регулює 
енергетичні, метаболічні і транспортні про-
цеси в мітохондріях [1]. Внутрішня мембрана 
останніх –  ефективна мішень дії нітроспо-
лук, оскільки у складі локалізованих у ній 
ензимів високим є вміст тіольних залишків, 
залізо-сірчаних центрів, гемових груп, а в са-
мій мембрані утворюється супероксид-аніон 
[2]. У разі низьких наномолярних концен-
трацій оксид азоту регулює гомеостаз Са2+ 
в мітохондріях і, відповідно, Са2+-залежні 
процеси, модулює активність електронно-
транспортного ланцюга, зворотно пригні-
чуючи цитохром с-оксидазу, контролює рН 
матрикса, обмежує інтенсивність дихання та 
окисного фосфорилювання [1, 3, 4]. Надлиш-

кова продукція NO на фоні посилення утворен-
ня супероксид-аніона в мітохондріях супро-
воджується генерацією значних кількостей 
пероксинітриту, пошкодженням компонентів 
електронно-транспортного ланцюга, незво-
ротною деполяризацією органел і розвитком 
мітохондріальної дисфункції, яка може бути 
причиною апоптозу [5–7]. Наведені приклади 
свідчать, що як нормальне функціонування, 
так і загибель клітини значною мірою зале-
жать від рівня продукції NO та інтенсивності 
генерації АФК саме в мітохондріях.

Наразі мітохондріальна локалізація NO-син
тази (mtNOS) показана в різних органах та 
тканинах ссавців [2–4, 6]. Експериментальні 
дані вказують на те, що mtNOS постійно 
експресується в мітохондріях, є мембрано-
зв’язаним ензимом і за біохімічними власти-
востями нагадує конститутивні NOS, зокрема 
нейрональну ізоформу [7]. У наших попе-
редніх дослідженнях доведена можливість 
утворення оксиду азоту в мітохондріях клітин 
гладенького м’яза матки щурів. Встановлено, 
що синтез оксиду азоту в мітохондріях залежить 
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від ступеня їхньої енергізації та концентрації 
Са2+, пригнічується антагоністами кальмодуліну 
та інгібітором конститутивних NO-синтаз NG-ніт
ро-L-аргініном [8].

Іони калію відіграють провідну роль у мо-
лекулярній фізіології мітохондрій. Зокрема, 
транспорт К+ у внутрішній мітохондріальній 
мембрані регулює утворення АФК та забез-
печує осморегуляцію. Існують відомості про 
функціонування різних підтипів К+-каналів 
у внутрішній мітохондріальній мембрані: 
АТФ-чутливих (мітоКАТФ), потенціалкеро-
ваних, Са2+-активованих (високої, низької 
та проміжної провідностей), рН-чутливих, 
двопорових (TASK 3) тощо [9, 10]. За фізіоло-
гічних умов (нормоксії) стимуляція мітоКАТФ 
призводить до посилення генерації АФК як 
сигнальних молекул, що супроводжується 
зниженням електричного потенціалу на 
внутрішній мітохондріальній мембрані, по-
мірним роз’єднанням окиснення та фосфори-
лювання з наступним зменшенням генерації 
АФК. Часткова деполяризація мітохондрій за-
хищає від Са2+-перевантаження та наступно-
го відкривання пори перехідної провідності. 
Цей механізм може мати важливе значення 
для запобігання мітохондріальної дисфункції 
за умов ішемії–реперфузії та відповідного 
розвитку оксидативного стресу [9]. Акти-
вація К+-каналів призводить до стимуляції 
транспорту К+ у матрикс, посилення роботи 
аніонних каналів, накопичення Cl- у мітохон-
дріях. Ці іонні процеси зумовлюють рух води 
в органели, спричинений порушенням осмо-
тичної рівноваги, і їхнє набухання. Протидіє 
зазначеним явищам робота Н+-К+-обмінника. 
За мітохондріальної дисфункції відбувається 
незворотна деполяризація внутрішньої мі-
тохондріальної мембрани, відкривання пори 
перехідної провідності і процес набухання 
стає неконтрольованим [9, 11–13]. Існують 
докази того, що NO протидіє зазначеним про-
цесам, маючи протекторну щодо мітохондрій 
функцію [14, 15].

Для тестування утворення оксиду азоту 
часто застосовують сучасний і надійний 

NO-чутливий флуоресцентний зонд DAF-FM. 
Зазначений барвник дає змогу зареєструвати 
наявність NO за низьких концентрацій у клі-
тинах і субклітинних структурах та відносно 
стійкий до дії лазерного променя. DAF-FM 
безпосередньо взаємодіє з NO за наявності 
O2, внаслідок чого утворюється триазо-
ло-флуоресцеїнове похідне [8].

Метою нашої роботи було дослідження 
закономірностей біосинтезу NO мітохон-
дріями міометрія, зокрема, залежності цього 
процесу від концентрації іонів калію в поза-
мітохондріальному середовищі.

МЕТОДИКА

У дослідах використовували статевозрілих 
невагітних нелінійних щурів віком 2 міс, 
середньою масою тіла 200 г, масою матки 
350–600 мг. Тварин уводили в стан наркозу 
витримуванням у камері, збагаченій парами 
хлороформу, після чого декапітували. Усі 
маніпуляції з тваринами були проведенні 
відповідно до Закону України № 3447 ІV «Про 
захист тварин від жорстокого поводження» та 
Європейської конвенції про захист хребетних 
тварин, які використовуються для дослідних 
та наукових цілей (Страсбург, 1986).

Міоцити виділяли з матки щурів із засто-
суванням колагенази та соєвого інгібітора 
трипсину за методом Молларда [16]. Іммо-
білізацію клітин для конфокальних зйомок, 
відмивання неприкріплених об’єктів і всі 
експериментальні дослідження з міоцита-
ми проводили в фізіологічному середовищі 
Хенкса.

Просторовий розподіл флуоресцент-
них барвників у клітинах досліджували 
на лазерному скануючому конфокальному 
мікроскопі LSM 510 META (“Carl Zeiss”, Ні-
меччина) із використанням іммобілізованих 
на полі-L-лізині міоцитів. Для візуалізації 
мітохондрій був залучений флуоресцентний 
барвник MitoTracker Orange CM-H2TMRos у 
концентрації 200 нмоль/л, а для візуалізації 
ядра клітини – 50 мкмоль/л Hoechst 33342. 

Ю.В. Данилович, Г.В. Данилович, С.О. Костерін



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2021, Т. 67, № 118

Навантаження іммобілізованих міоцитів 
NO-чутливим флуоресцентним зондом DAF-
FM у концентрації 10 мкмоль/л відбувалося 
протягом 15 хв при 24 оС як описано нами 
раніше [8]. Експерименти на конфокальному 
мікроскопі проводили у режимі Multi Track. 
Флуоресценцію Hoechst 33342 збуджували за 
допомогою лазера на довжині хвилі 405 нм, а 
для реєстрації сигналу використовували світ-
лофільтр BP 420–480. Для збудження флуо
ресценції MitoTracker Orange CM-H2TMRos 
застосовували лазер з довжиною хвилі 543 
нм, а флуоресценцію реєстрували в діапазоні 
560–615 нм (світлофільтр BP 560–615). Збуд-
ження флуоресценції DAF-FM здійснювали 
на довжині хвилі 495 нм, а її реєстрацію – в діа-
пазоні 505–530 нм (світлофільтр BP 505–530).

Препарат ізольованих мітохондрій одер-
жували з міометрія щурів за допомогою 
стандартного підходу із застосуванням дифе-
ренційного центрифугування [17]. Вміст про-
теїну у фракції визначали методом Bradford 
за його реакцією з реактивом кумасі G-250.

Навантаження мітохондрій NO-чутли-
вим флуоресцентним зондом DAF-FM-DA 
(diaminofluorescein-FM-diacetate) у концент-
рації 5 мкмоль/л проводили в середовищі, яке 
містило 10 ммоль/л HEPES (рН 7,4, 25 оС), 
250 ммоль/л цукрози, 0,1% бичачого сироват-
кового альбуміну, 0,02% Pluronic F-127 (для 
покращення процесу навантаження) протягом 
30 хв при 25 оС. Склад робочого (реакційно-
го) середовища при визначенні NO-синтазної 
активності (об’єм 2 мл, ммоль/л): НЕРЕS – 20 
(pH 7,4, 25 ºC), К+-фосфатний буфер – 2 (pH 
7,4, 25 ºC), КСl – 125, NaCl – 25, піруват – 5, 
сукцинат – 5, L-аргінін – 0,05, Са2+ – 0,1, 
НAДФH – 0,01, тетрагідробіоптерин (ВН4) 
– 0,01. Вміст протеїну в мітохондріальній 
фракції становив 15–20 мкг в 50 мкл. Реак-
цію ініціювали внесенням аліквоти 20 мкл 
L-аргінін і Са2+. Час інкубації – 30 хв. Виміри 
проводили із застосуванням протокового ци-
тометра COULTER EPICS XLTM («Beckman 
Coulter», США) з аргоновим лазером (λзб = 
488 нм, λфл = 515 нм; канал Fl1).

Статистичну обробку отриманих резуль
татів здійснювали загальноприйнятими 
методами. Вірогідність різниці середнього 
арифметичного визначали за критерієм t 
Стьюдента. Розрахунки проводили за допомо-
гою стандартного програмного забезпечення 
MS Office Excell.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

На початку цього дослідження ми підтвер-
дили можливість утворення оксиду азоту в 
мітохондріях клітин гладенького м’яза матки 
з застосуванням лазерної конфокальної мі-
кроскопії. Продемонстрована колокалізація 
DAF-FM та специфічного щодо мітохондрій 
флуоресцентного барвника MitоTracker 
Orange в свіжовиділених міоцитах матки 
(рис. 1).

Для коректного оцінювання біосинтезу 
NO мітохондріями в суспензії доцільно засто-
совувати метод протокової цитометрії. Цей 
підхід дає змогу аналізувати флуоресцентний 
сигнал саме від мітохондріальних частинок, 
а також забезпечує оптимальне співвідно-
шення сигнал/шум. Мітохондрії в робочому 
середовищі, яке містило субстрати дихання, 
а саме 5 ммоль/л пірувату і сукцинату, та 
сбалансований іонний склад мали здатність 
до ендогенної продукції NO (рис. 2, конт
роль). Послідовне внесення до інкубаційного 
середовища 1 мкмоль/л L-аргініну та 100 
мкмоль/л Са2+ призводило до достовірного 
посилення біосинтезу оксиду азоту відносно 
контрольних значень. Додавання 10 мкмоль/л 
НАДФH також спричинювало подальше зро-
стання NO-синтазної активності. Водночас 
внесення до реакційного середовища ВН4 не 
стимулювало активність mtNOS. 

Діючі концентрації речовин викори-
стовували з урахуванням даних подібних 
експериментів на інших об’єктах [2, 3, 18]. 
Слід відзначити, що ізольовані мітохондрій 
мають базальну NO-синтазну активність за 
відсутності кофакторів та субстрату, що свід-
чить про наявність необхідних реакційних 
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компонентів у матриксі в достатній кількості 
та енергізований стан мітохондрій у середо-
вищі із піруватом та сукцинатом. Відомо, що 
енергізовані мітохондрій серця синтезують 
NO навіть за відсутності екзогенного Са2+ 
через достатню для прояву ензиматичної 
активності концентрацію катіона в матриксі 
[3]. Незалежний від позамітохондріального 
Са2+ біосинтез NO спостерігається і в наших 
експериментах. Втім додавання до мітохон-
дрій кардіоміоцитів мишей та щурів іонів 
Са призводило до посилення продукції NO, 
а відомі інгібітори транспорту Са2+ екстра-
мітохондріальні Mg2+ та рутенієвий червоний 
її пригнічували [3]. Біосинтез оксиду азоту 
мітохондріями міометрія також залежить від 
концентрації екзогенного Са2+ (див. рис. 2). 
Хоча внесення до інкубаційного середовища 
основного джерела електронів у позаміто-
хондріальних NOS НАДФH мало наслідком 
подальше зростання продукції NO, додавання 
кофактора і дисоціюючого переносника елек-

тронів ВН4 не спричинювало вірогідної різ-
ниці у біосинтезі NO. Можливо, ці результати 
пояснюються достатньою енергізацією міто-
хондрій в умовах наших дослідів (наявність 
у середовищі сукцинату та пірувату як суб-
стратів дихання) на фоні функціонального 
спряження mtNOS із дихальним ланцюгом 
[3, 5, 19]. У мітохондріях кардіоміоцитів 
продукція АФК збільшувалась, а NO – змен-
шувалась за нестачі L-аргініну або ВН4 [18]. 
Отже, згідно з цитованими даними, наявність 
останнього в інкубаційному середовищі є 
обов’язковою умовою коректного тестування 
NO-синтазної активності. Це враховувалося 
нами в подальших дослідах. Через достат-
ню кількість кальмодуліну та флавінових 
нуклеотидів в мітохондріях, ці кофактори 
додатково не вносили в середовище інкубації. 
Отже, для надійного тестування біосинтезу NO 
в мітохондріях міометрія в складі реакційного 
середовищі необхідним є наявність L-аргініну, 
Са2+, НАДФH та ВН4.

Рис. 1. Розподіл флуоресцентних зондів у міоциті: 1 – MitоTracker Orange CM-H2TMROS (200 нмоль/л),  
2 – DAF-FM (10 мкмоль/л), 3 – Hoechst 33342 (50 мкмоль/л), 4 – колокалізація флуоресцентних зондів 
MitоTracker та DAF-FM. Прямокутниками виділені ділянки колокалізації. МХ – мітохондрії   
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У разі внесення до реакційного середови-
ща відомого інгібітора конститутивних NOS 
2-амінопіридину спостерігали ефективне 
пригнічення активності mtNOS (рис. 3). 
Напівмаксимальний гальмівний ефект був 
при концентрації 100 мкмоль/л. Цей факт 
свідчить, що mtNOS відноситься до консти-
тутивного типу NO і, можливо, є сплайс-
варіантом нейрональної ізоформи, оскільки 
2-амінопіридин розглядається як відносно 
специфічний інгібітор саме цього мітохон-
дріального ензиму [20]. 

Значення іонів Са- та Са2+-транспорту-
вальних систем внутрішньої мітохондріаль-
ної мембрани у функціонуванні mtNOS дово-
дять досліди з моноклональними антитілами 
до протеїну LETM1. У разі мітохондрій 
гладенького м’яза матки детально вивчені 
властивості двох систем, які забезпечують 
Са2+-гомеостаз матриксу: Са2+-уніпортер 
і Н+-Са2+-обмінник [21, 22]. Останній, як 
продемонстровано в наших попередніх 
дослідженнях [22], репрезентований про-
теїном LETM1, здійснюється в стехіометрії 
1:1, активуються за фізіологічних значень 
рН і працює в зворотному режимі. За умов 
пригнічення цієї транспортувальної системи 

моноклональними антитілами (див. рис. 3) 
біосинтез оксиду азоту мітохондріями суттє-
во пригнічується. Водночас mtNOS виявилася 
майже резистентною до дії циклоспорину А 
(див. рис. 3). Тобто циклоспоринчутлива пора 
перехідної провідності не відіграє суттєву 
роль у Са2+-залежному біосинтезі NO за умов 
нашого експерименту. У разі ізольованих 
мітохондрій кардіоміоцитів іони Са в кон-
центрації 100 мкмоль/л викликали набухання 
органел [23]. Втім у нашому експерименті, 
тобто при посиленій генерації оксиду азоту, 
NO виявляє протекторну щодо мітохондрій 
функцію і протидіє набуханню [14]. Це узгод-
жується з даними щодо пригнічення оксидом 
азоту пори перехідної провідності [15].

Максимальна активність mtNOS спо-
стерігається при концентраціях екзоген-
ного калію, що близькі до фізіологічних у 
цитозолі, а саме 125 ммоль/л. Послідовна 
ізотонічна заміна в реакційному середовищі 
хлориду калію на холіну хлорид і відповідне 
зниження екзогенної концентрації катіона 
до 100–75–50–25–0 ммоль/л призводила до 
суттєвого зниження NO-синтазної здатності 
мітохондрій. За відсутності К+ в інкубацій-
ному середовищі ензиматична активність 

Рис. 2. Залежність активності мітохондріальної NO-синтази від наявності субстрату та кофакторів у середовищі 
інкубації (а); б – зміщення піків інтенсивності флуоресценції за умов різного складу середовища інкубації: 
1 – контроль, 2 – 1 мкмоль/л L-аргінін, 3 – L-аргінін і 100 мкмоль/л Са2+, 4 – L-аргінін, Са2+ і 10 мкмоль/л 
НАДФH, 5 – L-аргінін, Са2+, НАДФH і 10 мкмоль/л ВН4. *Р < 0,05 відносно контролю, **Р < 0,05 відносно 
наявності L-аргініну, ***Р = 0,05 відносно наявності L-аргініну і Ca2+ (n = 7)
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знижується на 70% (рис. 4).
Ці результати переконливо свідчать про 

першочергове значення іонів калію в функ-
ціонуванні mtNOS. У попередніх наших до-
слідженнях показано, що спричинене гіпер-
кальцієвим розчином набухання мітохондрій 
суттєво пригнічується блокаторами різних 
підтипів К+-каналів внутрішньої мембрани, 
що свідчить про їх можливу функціональ-
ну активність у разі мітохондрій міометрія 
[14]. У цитованій праці ми використали 
малоспецифічні інгібітори К+-проникності 
тетраетиламоній та 4-амінопіридин (істотно 
пригнічують активність потенціалкерова-
них К+-каналів), а також більш селективні 
інгібітори, зокрема, мітоКАТФ (глібенклад-
мід) та Са2+-залежних К+-каналів (харібдо-
токсин). Усі зазначені сполуки призводили 
до ефективного гальмування NO-синтазної 
здатності мітохондрій (рис. 5), що доводить 
суттєву роль К+-проникності у функціону-
ванні mtNOS.

Ми припускаємо, що одним з механізмів 
дії іонів калію на біосинтез NO у мітохон-
дріях може бути вплив на Са2+-гомеостаз 
матриксу. Річ у тому, що спочатку LETM1 
був описаний як протеїн, що забезпечує 

Н+-К+-обмін у внутрішній мітохондріаль-
ній мембрані [24]. Це свідчить про тісний 
функціональний і структурний взаємозв’язок 
Н+-Са2+- та Н+-К+-обміну, а, отже, і істотне 
значення позамітохондріального К+ у регу-
ляції мітохондріальної концентрації Са2+ та 
Са2+-залежного біосинтезу NO. З іншого боку, 
регулювання об’єму матриксу має важливе 
значення для функціонування мітохондрій. 
Зокрема, він впливає на інтенсивність ди-
хання та продукування АТФ. Існує кореляція 
між змінами геометрії органел та такими 
явищами, як генерація АФК, поляризація 
внутрішньої мітохондріальної мембрани, 
здатність до апоптозу тощо. В цьому сенсі 
можна припустити зв’язок між функціону-
ванням мітоКАТФ та Н+-К+-обмінника, яке 
залежить від концентрації К+, об’ємом міто-

Рис. 3. Вплив інгібіторів конститутивних NO-синтаз 
(2-амінопіридину) та систем Са2+-обміну в мітохон-
дріях (антитіл до LETM 1 та циклосплорину А, Сsp 
A) на активність mtNOS. За 100% прийнята ензи-
матична активність за відсутності інгібіторів (n = 7)

Рис. 4. Зміни активності mtNOS за умов ізотонічної 
заміни в реакційному середовищі хлориду калію на 
холіну хлорид (n = 7)

Рис. 5. Вплив інгібіторів К+-каналів тетраетиламо
нію (ТЕА), 4-амінопіридину (4-АР), глібенкламіду та 
харібдотоксину на активність mtNOS. За 100% при-
йнята ензиматична активність без інгібіторів (n = 7)
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хондрій (осмосигналінгом), інтенсивністю 
синтезу NO. Зміни в біосинтезі оксиду азоту, 
в свою чергу, будуть впливати як на актив-
ність К+-каналів (це надійно показано на 
плазматичній мембрані), так і на осморегу-
ляцію. Стимуляція мітоКАТФ оксидом азоту 
безпосередньо нітрозилюванням або через 
систему NO/cGMP/PKG є встановленим і 
добре описаним фактом [25]. Припускають, 
що за цим механізмом може реалізовуватися 
протекторна щодо мітохондрій функція ок-
сиду азоту, зокрема при ішемії–реперфузії 
міокарда [26]. Важливість з’ясування мо-
лекулярно-фізіологічних механізмів захи-
сту від мітохондріальної дисфункції буде 
спрямовувати наші подальші дослідження 
на вивчення взаємозв’язку системи NO та 
К+-проникності в мітохондріях.

ВИСНОВКИ

Таким чином, у мітохондріях гладенького 
м’яза матки відбувається NO-синтазна ре-
акція, яка пригнічується інгібітором кон-
ститутивних NO-синтаз 2-амінопіридином, 
моноклональними антитілами до Н+-Са2+-
обмінника (протеїну LETM1) та нечутлива 
до блокування пори перехідної проникності 
циклоспорином А. Ця ензиматична система 
суттєво залежить від концентрації К+ у реак-
ційному середовищі, а синтез оксиду азоту 
пригнічується при застосуванні інгібіторів 
К+-каналів внутрішньої мітохондріальної 
мембрани. Одержані результати дають змо-
гу припустити, що іони калію здійснюють 
регуляцію mtNOS, можливо впливаючи на 
концентрацію Са2+ в матриксі або через ме-
ханізми осмосигналінгу.
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Ю.В. Данилович, А.В. Данилович,  
С.А. Костерин

РОЛЬ ИОНОВ КАЛИЯ В БИОСИНТЕЗЕ 
ОКСИДА АЗОТА В МИТОХОНДРИЯХ 
ГЛАДКОЙ МЫШЦЫ 

Исследована NO-синтазная активность (mtNOS) в мито-
хондриях гладкой мышцы матки крыс. Методом лазерной 
конфокальной микроскопии с использованием специфи-
ческих флуоресцентных зондов (MitоTracker Orange и 
DAF-FM) доказана митохондриальная локализация син-
теза NO в миоцитах. На модели изолированных митохон-
дрий миометрия с использованием NO-чувствительного 
флуоресцентного зонда DAF-FM и метода протоковой 
цитометрии продемонстрировано, что биосинтез оксида 
азота снижается на 50% в присутствии блокатора консти-
тутивных NO-синтаз 2-аминопиридина (100 мкмоль/л) и 
моноклональных антител (2,5 мкг anti-Letm1/50 мкг про-
теина) к Н+-Са2+-обменнику (протеина Letm1), но не чув-
ствителен к ингибитору поры переходной проводимости 
циклоспорину А (5 мкмоль/л). Снижение концентрации 
ионов калия в среде инкубации и присутствие ингибиторов 
калиевых каналов разного типа значительно ингибирует 
NO-синтазную реакцию, что позволяет допустить важное 
значение калиевой проницаемости внутренней мембраны 
митохондрий в регуляции активности mtNOS.
Ключевые слова: оксид азота; митохондрии; калиевые 
каналы; mtNOS; гладкие мышцы.

Yu.V. Danylovych, H.V. Danylovych, S.O. Kosterin

ROLE OF POTASSIUM IONS IN NITRIC 
OXIDE BIOSYNTHESIS BY SMOOTH 
MUSCLE MITOCHONDRIA 

Palladin Institute of Biochemistry of National Academy of 
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The NO-synthase activity (mtNOS) in mitochondria of uterine 
smooth muscle was studied. The mitochondrial localization 
of NO synthesis in myocytes was proved using laser 
confocal microscopy method and specific fluorescent probes 
MitoTracker Orange (specific to mitochondria) and DAF-
FM (NO-sensitive fluorescent probe). It was demonstrated 
using flow cytometry that nitric oxide biosynthesis in isolated 
mytochondria decreased in the presence of a constitutive NO-
synthase blocker 2-aminopyridine (100 μmol/l, 50% inhibition) 
and monoclonal antibodies (2.5 μg anti-Letm1/50 μg protein) 
against the H+-Ca2+-exchanger (Letm1 protein), but was’t 
sensitive to the mitochondrial permeability transition pore 
inhibitor cyclosporin A (5 μmol/l). A decrease of potassium 
ions concentration in the incubation medium and the presence 
of various types of potassium channel inhibitors significantly 
inhibited the NO-synthase reaction. We have concluded that 
potassium permeability of the inner mitochondrial membrane 
plays important role in the regulation of mtNOS activity.
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