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АНОТАЦІЯ 

Данилович Г.В. Біосинтез та регуляторна роль оксиду азоту в мітохо-

ндріях гладенького м’яза. – На правах рукопису. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора біологічних наук за 

спеціальністю 03.00.04 – біохімія. Інститут біохімії ім. О.В. Палладіна НАН 

України, Київ, 2021. 

Дисертаційна робота присвячена дослідженню біохімічних закономірнос-

тей біосинтезу NO у мітохондріях гладеньком’язових клітин матки, вивченню 

молекулярних механізмів дії оксиду азоту як можливого ендогенного специфі-

чного регулятора концентрації Са
2+

 у міоцитах й функціонування Са
2+

-

транспортувальних систем мітохондрій, біоенергетичних процесів (активності 

електрон-транспортувального ланцюгу та поляризації їхньої внутрішньої мем-

брани) та впливу калікс[4]аренів – екзогенних нетоксичних модуляторів функ-

ціональної активності мітохондрій – на NO-синтазну здатність, біоенергетику 

та Са
2+

-гомеостаз органел. 

Із застосуванням NO-чутливого флуоресцентного зонду DAF-FM, методів 

лазерної конфокальної мікроскопії та протокової цитометрії нами вперше про-

демонстровано утворення NO в гладеньком’язових клітинах матки. Доведено, 

що потужним джерелом NO у гладеньком’язових клітинах матки є мітохондрії. 

Синтез NO у мітохондріях є чутливим до інгібіторів конститутивних NO-синтаз 

(N
G
-нітро-L-аргініна та 2-амінопіридина) та Са

2+
-уніпортера, пригнічується ан-

тагоністами кальмодуліну (кальмідазоліумом і трифлюоперазином), іонами Mg, 

суттєво залежить від рівня енергізації внутрішньої мітохондрійної мембрани. 

Значення уявної константи Міхаеліса за L-аргініном та константи активації за 

Са
2+

 реакції біосинтезу NO знаходяться в межах фізіологічних значень їх кон-

центрацій у матриксі мітохондрії. Також продемонстровано, що джерелами ок-

сиду азоту в міоцитах можуть виступати NO-синтази, асоційовані з плазматич-

ною мембраною та, можливо, саркоплазматичним ретикулумом. 

У мітохондріях гладенького м’язу матки NO стимулює акумуляцію Са
2+

, 

шляхом активації саме Са
2+

-уніпортера. Система вивільнення Са
2+

 з мітохонд-

рій – Н
+
-Са

2+
-обмінник, який презентований протеїном LETM 1, є резистентною 
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до впливу оксиду азоту. NO викликає помірне зниження електричного потенці-

алу на внутрішній мембрані органел, обумовлене пригніченням роботи компле-

ксів дихального ланцюга, а саме гальмуванням окислення FADН2, і протидіє 

процесам набухання органел, спричиненим висококальцієвим розчином. 

Продемонстровано, що оксид азоту пригнічує шляхи підвищення концен-

трації іонів Са в міоплазмі у разі дії на міоцити карбахолу та окситоцину, а та-

кож викликає збільшення характеристичних розмірів міоцитів. Поляризуючий 

ефект оксиду азоту обумовлений зростанням К
+
-проникності плазмалеми і зале-

жить від іонів Са, а також cGMP-залежним стимулюванням активності Na
+
,K

+
-

АТРази. Запропоновано схему біохімічних механізмів регуляторної дії NO на 

рівні мітохондрій та плазматичної мембрани у міоцитах матки.  

Створено імітаційну модель у термінах функціональних гібридних мереж 

Петрі, яка відтворює функціональну активність мітохондрій, а саме одночасне 

протікання процесів окислення NADH/FADН2, утворення активних форм кисню 

та зміни їхнього гідродинамічного діаметру. Отримані рівняння формалізують та 

описують концентраційно-часові залежності перебігу перелічених процесів у се-

редовищі за дії азиду натрія, який в літературі розглядають як непрямий донор 

NO, з можливістю передбачення інтенсивності їхнього протікання. Зокрема, було 

спрогнозовано відповідь мітохондрій у часі на дію NaN3 у концентрації, яка не 

використовувалася в експерименті.  

Продемонстровано можливість проникнення калікс[4]арена С-956 у міоп-

лазму клітин та його взаємодію з мітохондріями. Калікс[4]арен С-956 ефектив-

но інгібує Н
+
-Са

2+
-обмінник мітохондрій, не впливаючи на енергозалежну аку-

муляцію Са
2+

, стимулює мітохондрійну NO-синтазу, гальмує окислення NADH 

та FADH2 в електрон-транспортувальному ланцюзі. Сполуки С-97, С-99 та С-

107 викликають деполяризацію плазматичної мембрани міоцитів матки. Взає-

модіючи з мітохондріями, вони викликають інгібування Са
2+

-уніпортера і одно-

часну стимуляцію її Н
+
-Са

2+
-обмінника (С-97, С-99), помірне пригнічення акти-

вності мітохондрійної NO-синтази. Поряд з цим має місце транзієнтна гіперпо-

ляризація мітохондрійної мембрани, яка пов’язана з початковим посиленням 

окислення NADH та, можливо, стимулюванням електрогенного Н
+
-Са

2+
-
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обмінника. Відсутність впливу всіх досліджуваних калікс[4]аренів на утворення 

активних форм кисню у мітохондріях може вказувати на користь того, що про-

цеси, які активуються/гальмуються за їх присутності, не призводять до шкідли-

вих для органел наслідків (тобто розвитку мітохондрійної дисфункції).  

Таким чином, калікс[4]арени, шляхом посилення/пригнічення біосинтезу 

NO, змінюючи активність систем транспорту Са
2+

, можуть мати модулюючий 

вплив на функціонування комплексів дихального ланцюга і біоенергетику міто-

хондрій і використані в біохімічних дослідженнях як регулятори скорочен-

ня/розслаблення міометрія.  

Ключові слова: оксид азоту, NO-синтаза, мітохондрії, міометрій, Са
2+

-

гомеостаз, потенціал плазмалеми, електрон-транспортувальний ланцюг, потен-

ціал внутрішньої мітохондрійної мембрани, калікс[4]арени.  
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SUMMARY 

 

Danylovych H.V. Biosynthesis and regulatory role of nitric oxide in 

smooth muscle mitochondria. – Qualifying scientific research with the manuscript 

rights. 

Thesis for Doctor of Science degree on specialty 03.00.04 – biochemistry. O.V. 

Palladin Institute of Biochemistry of NAS of Ukraine, Kyiv, 2021. 

The dissertation is devoted to the investigation of biochemical properties of 

NO biosynthesis in uterine smooth muscle mitochondria, as well as to the study of 

molecular mechanisms of nitric oxide action as a possible specific endogenous 

regulator of Ca
2+

 concentration in myocytes, mitochondrial Ca
2+

-transport systems 

functioning, and bioenergetic processes (electron transport chain activity and inner 

mitochondrial membrane polarization) and to the study of the effect of calix[4]arenes 

– exogenous non-toxic modulators of mitochondrial functional activity – on NO-

synthase capacity, bioenergetics and Ca
2+

-homeostasis of the organelles. 

With the use of NO-sensitive fluorescent probe DAF-FM, laser confocal 

microscopy and flow cytometry, we demonstrated for the first time the formation of 

NO in uterine smooth muscle cells. Mitochondria have been shown to be a potent 

source of NO in uterine smooth muscle cells. The NO synthesis in mitochondria is 

sensitive to inhibitors of constitutive NO synthases (N
G
-nitro-L-arginine and 2-

aminopyridine) and Ca
2+

-uniporter. In addition, it is inhibited by calmodulin 

antagonists (calmidazolium and trifluoperazine), Mg ions, and is largely dependent 

on the level of inner mitochondrial membrane energization. The values of the appar-

ent Michaelis constant by L-arginine and the activation constant by the Ca
2+

 for reac-

tion of NO biosynthesis are within the physiological values of their concentrations in 

the mitochondrial matrix. It has also been shown that NO synthases associated with 

the plasma membrane and, possibly, the sarcoplasmic reticulum may be nitric oxide 

sources in myocytes. 

In uterine smooth muscle mitochondria NO stimulates Ca
2+

 accumulation 

through the Ca
2+

-uniporter activation. The system of Ca
2+

 release from mitochondria 

– the H
+
-Ca

2+
-exchanger, which is presented by the protein LETM 1, is resistant to 
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nitric oxide influence. NO causes a moderate decrease in the electric potential on the 

inner membrane of the organelles due to the inhibition of the respiratory chain 

complexes, namely the inhibition of FADH2 oxidation, and counteracts the swelling 

of the organelles caused by calcium-rich solution. 

A simulation model in terms of functional hybrid Petri nets was created. The 

latter reproduces the functional activity of mitochondria, namely the simultaneous 

oxidation of NADH/FADH2, the formation of reactive oxygen species and changes in 

their hydrodynamic diameter. The obtained equations formalize and describe the 

concentration-time dependencies of the course of the listed processes in the medium 

under the action of sodium azide, which is considered as an indirect donor of NO in 

the literature, with the possibility of predicting their course intensity. In particular, the 

response of mitochondria over time to the action of NaN3 at a concentration that has 

not been used in the experiment was predicted. 

It has been shown that nitric oxide inhibits the pathways that increase Ca ions 

concentration in the myoplasm under the effect of carbachol and oxytocin on 

myocytes, and also causes an increase in the characteristic size of myocytes. The 

polarizing effect of nitric oxide is due to the increase in K
+
-permeability of the 

plasmalemma and depends on Ca ions, as well as due to the cGMP-dependent 

stimulation of Na
+
,K

+
-ATPase activity. The scheme representing biochemical 

mechanisms of NO regulatory effects at the level of mitochondria and plasma 

membrane in uterine myocytes is proposed. 

The possibility of calix[4]arene C-956 penetration into cell myoplasm and its 

interaction with mitochondria has been demonstrated. Calix[4]arene C-956 

effectively inhibits mitochondrial H
+
-Ca

2+
-exchanger, without affecting the energy-

dependent Ca
2+ 

accumulation, stimulates mitochondrial NO-synthase, and inhibits the 

NADH and FADH2 oxidation in the electron transport chain. Compounds C-97, C-99 

and C-107 cause depolarization of the uterine myocytes plasma membrane. Upon 

interaction with mitochondria, they cause Ca
2+

-uniporter inhibition and simultaneous 

stimulation of its H
+
-Ca

2+
-exchanger (C-97, C-99), and moderate inhibition of 

mitochondrial NO-synthase activity. In addition, there is a transient hyperpolarization 

of the mitochondrial membrane, which is associated with an initial increase in NADH 
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oxidation and, possibly, stimulation of the electrogenic H
+
-Ca

2+
-exchanger. The ab-

sent influence of all studied calix[4]arenes on the formation of reactive oxygen 

species in mitochondria may indicate that the activated/inhibited in their presence 

processes do not lead to harmful effects in these organelles (i.e. to the development of 

mitochondrial dysfunction). 

Thus, through NO biosynthesis enhancement/inhibition by altering the activity 

of Ca
2+

 transport systems, calix[4]arenes can have a modulatory effect on the 

respiratory chain complexes functioning and mitochondrial bioenergetics and can be 

used in biochemical studies as myometrial contraction/relaxation regulators. 

Key words: nitric oxide, NO-synthase, mitochondria, myometrium, Ca
2+

-

homeostasis, plasmalemma potential, electron transport chain, inner mitochondrial 

membrane potential, calix[4]arenes. 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ 

 

ГМК – гладеньком’язові клітини 

ПМ – плазматична мембрана 

ЕР/СР – ендоплазматичний/саркоплазматичний ретикулум 

МХ – мітохондрії 

ЗММ – зовнішня мітохондрійна мембрана 

ВММ – внутрішня мітохондрійна мембрана 

ЕТЛ – електрон-транспортувальний ланцюг 

NOS – NO-синтаза 

mtNOS –  мітохондрійна NO-синтаза 

PMCA – Са
2+

-помпа плазматичної мембрани, Са
2+

, Mg
2+

-АТРаза 

SERCA – Са
2+

-помпа сарко(ендо)плазматичного ретикулуму 

NCX – Na
+
-Ca

2+
-обмінник плазматичної мембрани 

VDAC – потенціал залежний аніонний канал 

VDCC – потенціал-керовані Са
2+

-канали 

ROCC –  рецептор-керовані Са
2+

-канали 

SMOCC – Са
2+

-канали, керовані вторинними месенджерами 

SOCC – пул-керований канал входу Са
2+

 в цитоплазму 

SOCЕ – пул-керований вхід Са
2+

 в цитоплазму 

RyR – канал ріанодинового рецептора саркоплазматичного ретикулума 

ІР3R – ІР3-чутливі рецептори саркоплазматичного ретикулума 

СІСR – Са
2+

-індуковане вивільнення Са
2+

 через RyR 

STOCs – спонтанні транзієнтні вихідні токи 

KCa – Са
2+

-залежні К
+
-канали 

Е(Ф)МС – електро(фармако)механічне спряження 

MLCK – кіназа легких ланцюгів міозина 

MLCP – фосфатаза легких ланцюгів міозина 

рГЦ – розчинна гуанілатциклаза 

LETM 1 – протеїн, що репрезентує Н
+
-Са

2+
-обмінник в мітохондріях 

(leucine zipper, EF-hand containing transmembrane protein 1) 
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РК В (Akt) – протеїнкіназа В 

РК А – протеїнкіназа А (сАМР-залежна) 

РК G  – протеїнкіназа G (cGMP-залежна) 

AMPK -5’-AMP-протеїнкіназа  

МАРК – мітоген активована протеїнкіназа 

РІ3-кіназа – фосфатидилінозитол-3-кіназа 

СаМК ІІ –СаМ-залежна протеїнкіназа ІІ 

СаМ – кальмодулін 

Са
2+

-СаМ – комплекс Са
2+

 з кальмодуліном 

АФК – активні форми кисню 

АФА – активні форми азоту 

NO – оксид азоту 

NO2
-
– нітрит-аніон  

NO3
-
– нітрат-аніон  

O2
•-
 – супероксид аніон (радикал) 

Н2О2 – пероксид водню 

ОNОО
-
 – пероксинітрит 

[Ca
2+

]i – внутрішньоклітинна (цитозольна) концентрація Ca
2+

 

сАМР – циклічний аденозин-3’,5’-монофосфат 

cGMP – циклічний гуанозин-3’,5’-монофосфат, р8-Br-cGMP – його мем-

бранопроникний аналог 

ІР3 – інозитол-1,4,5,-трисфосфат 

DAG – діацилгліцерол  

NADH (NADPH) – нікотинаміддинуклеотид (фосфат) 

FADН2 – флавінаденіндинуклеотид 

FMN – флавінаденінмононуклеотид 

ВН4 – 6(^)-5,6,7,8-тетрагідробіоптерін 

RuR – рутенієвий червоний 

SNP – нітропрусид натрія, донор NO 

SN – нітрит натрія, попередник NO 

SNAP – S-нітрозо-N-ацетилпеніциламін, донор NO 
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L-NAME – N
G
-нітро-L-аргінін метиловий ефір 

L-NМME – N
G
-монометил-L-аргінін  

NA – N
G
-нітро-L-аргінін  

Csp – циклоспорин А 

CCCP – карбоніл ціанід 3-хлорофенілгідразон 
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ВСТУП  

Актуальність теми 

Оксид азоту (NO) є універсальною сигнальною і регуляторною молекулою в 

клітинах. Важливим проявом його біологічної активності є контроль скоротливої фун-

кції гладеньких м’язів, що, значною мірою, зумовлює нормальну роботу внутрішніх 

органів, зокрема сечостатевої системи [133, 232, 361, 365, 442]. 

Результати експериментальних робіт різних років дозволяють висловити 

припущення стосовно значення оксиду азоту в процесах, які попереджають ко-

нтрактильну відповідь на розтягнення стінок матки внаслідок росту ембріону та 

зменшують чутливість міометрія до утероконстрикторних агентів, що має осо-

бливе значення за нормального перебігу виношування плоду. Як продукція NO, 

так і чутливість до нього знижуються наприкінці вагітності і передують почат-

ку пологової активності [98, 144-145, 434, 413]. Донори оксиду азоту виклика-

ють релаксацію міометрія як невагітних жінок, так і тих, що мають різні строки 

вагітності. Відповідне зниження контрактильної здатності гладеньком’язових 

клітин (ГМК) матки показано також і у випадку окремих видів тварин, у тому 

числі для щурів та приматів, у різні періоди функціональної активності органу 

[144-145, 215, 343, 410, 413]. Водночас фізико-хімічні механізми, за якими ок-

сид азоту контролює скоротливу функцію міометрія, на сьогодні не з’ясовані. 

Отже, вивчення закономірностей утворення та біохімічних властивостей оксиду 

азоту в ГМК матки є вкрай необхідним. 

Зміни цитозольної концентрації Са
2+

 лежать в основі контролю скоротли-

вої активності гладеньких м’язів, а Са
2+

-транспортувальні системи субклітин-

них структур, зокрема мітохондрій (МХ), є мішенню дії речовин, які модулю-

ють контрактильну функцію міоцитів [327, 469-470]. Здатність NO розслабляти 

міометрій зумовлює інтерес до вивчення біохімічних закономірностей впливу 

оксиду азоту на Са
2+

-гомеостаз клітин міометрія.  

Джерелами NO в матці можуть слугувати її ендометріальна тканина та 

ендотелій судин. Ідентифіковані також нервові закінчення, які забезпечують 

нітрергічну інервацію матки і містять нейрональну NO-синтазу [33-34, 143, 147, 
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271, 448, 477, 483]. Потужним джерелом NO в міометрії, виходячи з аналізу ін-

формації стосовно інших тканин, можуть слугувати МХ [212, 230, 236, 450, 482]. 

У літературі відсутні відомості щодо утворення NO, каталітичних і кінетичних власти-

востей NO-синтазної системи МХ гладеньких м’язів, зокрема і клітин міометрія. 

Серед вельми широкого спектру функцій МХ (біоенергетика, місце пере-

бігу універсальних метаболічних процесів, джерело активних форм кисню, ре-

гуляція апоптозу/некрозу, цілий ряд спеціалізованих), які обумовлюють ключо-

ву роль цих органел для нормальної життєдіяльності клітин, чільне місце посі-

дає їх значення в підтриманні внутрішньоклітинного Са
2+

-гомеостаза. Доведе-

но, що МХ є високоємнісним Са
2+

-депо, здатні термінувати Са
2+

-сигнал, а та-

кож підтримувати низьку фізіологічно-значущу концентрацію цього катіона в 

цитозолі, захищаючи клітини від Са
2+

-перевантаження [107, 151, 240, 379, 389, 

424]. В основі порушення Са
2+

-гомеостазу і спричиненої цим клітинної патоло-

гії може лежати дезорганізація роботи Са
2+

-транспортувальних систем, локалі-

зованих в мембранах МХ. Особливо важливі зазначені процеси для роботи 

м’язової тканини, оскільки її основна функція – скоротлива активність – є Са
2+

-

залежним процесом. Біологічна активність МХ має, значною мірою, Са
2+

-

залежний характер. Зростання концентрації Са
2+

 в матриксі МХ активує ензими 

циклу трикарбонових кислот та синтез АТР [229], водночас перевантаження 

органел катіоном індукує клітинну загибель [68, 108, 205]. МХ відіграють важли-

ву роль у процесах Са
2+

-сигналізації та Са
2+

-залежного скорочення гладеньких м’язів. 

У цій тканині вони виконують функцію високоефективного Са
2+

-депо внаслідок спро-

можності акумулювати та вивільнювати значні кількості катіону [89, 240, 244, 420]. 

Руйнація узгодженого функціонування Са
2+

-транспортувальних систем, 

які локалізовані у внутрішній мембрані мітохондрій (ВММ), може призвести до 

явища Са
2+

-перевантаження матриксу, гіперполяризації, порушення Са
2+

-

залежного метаболізму активних форм азоту/кисню та їхньої гіперпродукції. 

Спричинений цими процесами нітрозативний/оксидативний стрес має наслід-

ком, за умови недостатнього функціонування захисних систем, дисфункцію МХ 

[283]. Остання проявляється у порушенні функціонування електрон-

транспортувального ланцюга (ЕТЛ), гіпер/деполяризації (незворотній) внутрі-
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шньої мембрани, руйнації осмотичного балансу між матриксом МХ та міоплаз-

мою тощо [130, 149, 191, 230, 237, 247,  290, 391]. Можливо, зазначені явища 

супроводжують контрактильну дисфункцію гладенького м’язу за патологічних 

станів різного генезу. Порушення скоротливої активності гладеньких м’язів 

окремі автори відносять до категорії “мітохондрійних хвороб” [169, 191, 205, 

283, 290, 294, 362, 371, 425, 428, 482]. 

За останні двадцять років було з’ясовано, що NO регулює енергетичні, 

метаболічні і транспортні процеси в МХ. ВММ, як і матриксні ензими, є ефек-

тивною мішенню дії нітросполук через високий вміст у них тіольних залишків, 

залізо-сірчаних центрів, гемових груп, а також наявність супероксид-аніону. 

Зокрема, оксид азоту за фізіологічних концентрацій здатний зворотно пригні-

чувати активність цитохром с-оксидази, що призводить до зниження інтенсив-

ності роботи ЕТЛ, окисного фосфорилювання та споживання кисню МХ. Оксид 

азоту або його похідні також взаємодіють з І та ІІІ комплексами дихального ла-

нцюга й гальмують їхнє функціонування [290, 362, 371, 482]. Ряд дослідників 

розглядають оксид азоту у фізіологічних концентраціях (наномолярних) як про-

текторну молекулу, яка здатна захищати органели від дисфункції, спричиненої 

гіперполяризацією внутрішньої мембрани, надлишковою продукцією активних 

форм кисню (АФК) і окисним стресом [192, 290, 362, 386, 401, 431]. Результа-

тами сучасних досліджень підтверджується, що з NO пов’язана важлива ланка 

підтримання оптимальної концентрації іонів Са як у міоплазмі, так і мітохонд-

рійному матриксі [229, 236, 290, 386, 391, 440]. 

Результатом багаторічних досліджень співробітників відділу біохімії 

м’язів ІБХ НАНУ стали переконливі докази існування в МХ міометрія принай-

мні двох систем транспорту Са
2+

, локалізованих у внутрішній мембрані: Са
2+

-

уніпортеру – електрофоретичної низькоафінної і високоємнісної системи енер-

гозалежної акумуляції іонів Са та Н
+
-Са

2+
-обмінника [18, 49, 76]. Перша має 

особливе значення для ретикулярно-мітохондрійної Са
2+

-функціональної оди-

ниці, забезпечуючи акумуляцію катіона за локальних високих концентрацій, які 

створюються біля ендо(сарко)плазматичного ретикулума [125]. Зворотним тра-

нспортером, більш афінним до Са
2+

, виступає Н
+
-Са

2+
-обмінник, молекулярною 
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структурою якого у ссавців згідно окремих результатів, є протеїн LETM 1 [201, 

340, 394]. Н
+
-Са

2+
-обмінник спроможний забезпечувати як вивільнення, так і 

акумуляцію катіона, залежно від діючих концентрацій Са
2+

 та Н
+
. 

З огляду на вищезазначене, важливим є дослідження біохімічних власти-

востей оксиду азоту як можливого ендогенного специфічного регулятора Са
2+

-

транспортувальних систем МХ, а також їхньої біоенергетики, зокрема роботи 

ЕТЛ та поляризації внутрішньої мембрани органел – інтегральних показників 

функціональної активності цих субклітинних структур. У випадку гладенького 

м’язу матки проблема можливої біологічної активності  NO в МХ не вирішена. 

З точки зору системної біології клітини є перспективним комплексне 

дослідження функціонування МХ із залученням методів математичного 

моделювання, зокрема із використанням методології аналізу динамічних дискретних 

систем (наприклад, “функціональних гібридних мереж Петрі”) [202, 308, 465]. 

У зв’язку із першочерговим значенням іонів Са для функціонування МХ, 

зокрема їхньої біоенергетики і біосинтезу NO, актуальним стає пошук 

екзогенних нетоксичних сполук, які б мали змогу ефективно діяти на Са
2+

-

транспортувальні системи цих субклітинних структур. Останні роки значна 

увага світової біологічної науки приділяється циклічним олігомерам фенолів –  

каліксаренам. В Україні існує всесвітньо відома школа у галузі хімії 

макроциклічних сполук, зокрема калікс[4]аренів, яка працює під керівництвом 

академіка НАН України, професора В.І. Кальченка (Інститут органічної хімії 

НАН України). Калікс[4]арени – макроциклічні олігомери, побудовані з 

фенольних фрагментів, що поєднані метиленовими містками [5, 15, 53, 358]. 

Калікс[4]арени володіють противірусною, антитромботичною, 

антибактеріальною дією [15, 350, 358]. Багато калікс[4]аренів здатні виступати 

інгібіторами ензимів [71, 358]. Роботами відділу біохімії м’язів ІБХ НАНУ під 

керівництвом академіка НАН України Костеріна С.О. було доведено, що 

вибрані калікс[4]арени, які були синтезовані та охарактеризовані методами 

ядерно-магнітного резонансу та інфрачервоної спектроскопії у відділі хімії 

фосфоранів Інститута органічної хімії НАН України, специфічно впливають на 

катіон-транспортувальні системи субклітинних структур гладенького м’язу 
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матки. Зокрема, калікс[4]арен С-90 високоафінно інгібує активність 

транспортувальної Са
2+

, Mg
2+

-АТРази [22], а калікс[4]арени С-97, С-99 та С-107 

- Nа
+
, К

+
-АТРазу плазмалеми [19-20]. Макроцикл С-91 викликає посилення 

енергозалежної  акумуляції іонів Са в МХ у пермеабілізованих міоцитах. Проте 

С-91 не впливає на пасивне вивільнення іонів Са з цих органел [79]. Показано, 

що халконовмісні калікс[4]арени С-136 та С-137 спричинюють 

гіперполяризацію ВММ в міоцитах матки [6, 9]. Доведено також, що 

калікс[4]арени модулюють контрактильну активність міометрія [73-75]. 

Аналізуючи наведені результати можна припустити, що за невисоких 

(мікромолярних) концентрацій окремі групи калікс[4]аренів здатні діяти на 

функціональну активність ЕТЛ, поляризацію мітохондрійної мембрани, 

транспорт іонів Са та біосинтез NO в МХ гладенького м’язу. Перевагою 

калікс[4]аренів як можливих інструментів біохімічних досліджень є їхня 

нетоксичність і дешевизна синтезу.  

Отже, постає ряд актуальних питань, які стосуються загально-біологічної 

проблеми регуляції контрактильної активності гладенького м’язу. До них від-

носиться біосинтез оксиду азоту в МХ міоцитів, біохімічні механізми регуляції 

NO біоенергетичних процесів та транспорту іонів Са в цих субклітинних струк-

турах. Наразі актуальним є завдання пошуку екзогенних нетоксичних модуля-

торів Са
2+

-гомеостазу та загалом функціональної активності МХ, зокрема їхньої 

NO-синтазної здатності, який доречно проводити, зокрема, серед представників 

калікс[4]аренів. До нагальних питань слід віднести з’ясування впливу оксиду 

азоту на концентрацію Са
2+

 у міоплазмі клітин міометрія і дослідження можли-

вих мембранних та іонних механізмів цього впливу. Вирішення зазначених за-

дач є необхідним для розуміння ролі МХ та оксиду азоту в регуляції Са
2+

-

гомеостазу ГМК і, відповідно, їх скоротливої здатності. Воно є основою пошу-

ку селективних екзогенних модуляторів транспорту Са
2+

, біоенергетики та біо-

синтезу NO в МХ. Розв’язання цих питань є важливою умовою створення фар-

мпрепаратів, які б мали змогу ефективно регулювати активність внутрішніх ор-

ганів, зокрема контрактильну здатність матки. 
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Зв’язок роботи з науковими програмами, планами і темами 

Експериментальна робота виконувалась у 2007-2020 рр. 

Робота виконана в рамках науково-дослідних тем відділу біохімії м’язів 

Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України (зав. – академік НАН 

України, професор Костерін С.О.). 

Проблема “Біохімія тварин та людини”: – тема № 5, № 0104И003281 

“Вивчення власивостей та регуляції АТФ-залежних кальцієвих помп 

мембранних структур гладеньких м’язів” (2004 - 2008);  – тема № 5, № 

0109U001589 “Вивчення біохімічних механізмів регуляції концентрації іонів Са 

в гладеньком’язових клітинах” (2009 - 2013); – тема № 5, № 0114U003213 

“Вивчення біохімічних механізмів спряження збудження та скорочення в 

гладеньком’язових клітинах” (2014 - 2018); – тема № 5, № 0119U002508 

“Вивчення біохімічних механізмів функціонування гладеньком’язової клітини 

як Са
2+

-залежної тензоелектрохімічної рецепторної системи” (2019 - 2023). 

Проблема “Вивчення геному, протеому та метаболому живих організмів 

та шляхів їх регуляції: – тема № 15, №0117U004344 “Біохімічні механізми 

контролю системних міжклітинних взаємодій і регулювання сигнальних мереж 

та клітинних функцій за норми та патологічних станів” (2017 - 2021). 

Робота виконувалась за підтримки: 

– проектів ДФФД України за темами: – тема №18, №0107U007194 “Ви-

вчення впливу та механізмів дії каліксаренів на системи іонного транспорту в 

субклітинних мембранних структурах гладеньких м’язів” (2007-2009 рр.); – 

№0110U000988“ Супрамолекулярні системи в хімії та біології. Каліксарени як 

модулятори активності ензиматичних та транспортних білків гладеньких 

м’язів” (2010-2012 рр.); 

– програм наукових досліджень НАН України “Фундаментальні основи 

молекулярних та клітинних біотехнологій”: – №0110U005971 “З`ясування зако-

номірностей та біофізикохімічних механізмів дії каліксаренів на функціонуван-

ня каталітичних і транспортних білків біологічних мембран” (2010-2014 рр.); – 

№0112U002624 “Вивчення біохімічних механізмів Са
2+

-залежного контролю 
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скоротливої активності гладеньком’язової клітини як складної кооперативної 

тензоелетрохімічної рецепторної системи. Розробка молекулярно-динамічної 

моделі регуляції концентрації іонізованого Са в міоцитах” (2012-2016 рр.); – 

№0115U003638 “Фізико-хімічні та біологічні властивості каліксаренів. Розділ 2. 

Розробка нових нанорозмірних каліксаренових ефекторів АТР-залежних ензи-

матичних та катіон-транспортуючих систем” (2015-2019 рр.); 

– цільовою комплексною міждисциплінарною програмою наукових 

досліджень НАН України “Молекулярні та клітинні біотехнології для потреб 

медицини, промисловості та сільського господарства”, №0115U003639 (2015-

2019 рр.). 

Мета і завдання дослідження 

Мета роботи:  

Дослідити біохімічні властивості процесу синтезу оксиду азоту в мітохо-

ндріях гладенького м’язу матки та регуляцію нітросполуками й ка-

лікс[4]аренами Са
2+

-залежної функціональної активності цих субклітинних 

структур.  

Відповідно до вказаної мети були поставлені наступні завдання: 

1. Вивчити закономірності утворення оксиду азоту в мітохондріях, ката-

літичні і кінетичні характеристики мітохондрійної NO-синтазної реакції.  

2. З’ясувати біохімічні закономірності дії NO на транспорт Са
2+

 у внутрі-

шній мітохондрійній мембрані.   

3. Дослідити ефекти NO та біохімічні механізми його дії на концентрацію 

Са
2+

 у міоцитах, вивчити особливості впливу цього метаболіту на функціональ-

ну активність електрон-транспортувального ланцюга та з’ясувати можливість 

протекторної дії оксиду азоту щодо мітохондрій.  

4. Із застосуванням методології мереж Петрі здійснити імітаційне моде-

лювання, біоенергетичних процесів у мітохондріях, зокрема за дії нітросполук.  

5. Встановити іонні та мембранні механізми, які лежать в основі дії виб-

раних калікс[4]аренів на біосинтез NO, трансмембранний обмін Са
2+

 та біоенер-

гетику мітохондрій.  
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Об’єкт дослідження – біосинтез та функціональна роль оксиду азоту в 

мітохондріях гладенького м’язу матки. 

Предмет дослідження – властивості синтезу NO мітохондріями міомет-

рія, вплив оксиду азоту на обмін Са
2+

 та біоенергетичні процеси в мітохондріях, 

іонні та мембранні механізми дії оксиду азоту та вибраних калікс[4]аренів на ці 

процеси. 

Методи дослідження – методи препаративної та аналітичної біохімії, бі-

охімічної мембранології, ензимології, спектрофотометрії, спектрофлуориметрії, 

протокової цитофлуориметрії (цитометрії), лазерної кореляційної спектрометрії 

(динамічного розсіювання світла), лазерної конфокальної мікроскопії, імітацій-

ного моделювання (мережі Петрі), хімічної та біохімічної кінетики, статистич-

ного аналізу. 

Наукова новизна одержаних результатів  

У дисертаційній роботі проведено комплексні дослідження біохімічних 

механізмів біосинтезу оксиду азоту в МХ гладенького м’язу матки. Вивчено 

вплив NO на транспорт Са
2+

, електричний потенціал та функціональну актив-

ність ЕТЛ в МХ. Вивчено вплив калікс[4]аренів на біосинтез оксиду азоту, 

Са
2+

-гомеостаз та біоенергетику цих субклітинних структур. Встановлено вплив 

NO на концентрацію Са
2+

 в міоцитах матки і вивчено можливі мембранні і іонні 

механізми, які лежать в основі цього впливу. Сформульовані відповіді на фун-

даментальні запитання щодо ролі оксиду азоту і МХ в регуляції функціональної 

активності гладенького м’язу. 

Вперше продемонстровано утворення NO в МХ ГМК матки із застосу-

ванням лазерної конфокальної мікроскопії та методології солокалізації специ-

фічних флуоресцентних барвників. Підібрано умови визначення NO-синтазної 

активності в ізольованих МХ міометрія щурів із застосуванням флуоресцентно-

го зонду DAF-FM та методу протокової цитометрії. Оптимальна робота мітохо-

ндрійної NO-синтази  (mtNOS) в ізольованих МХ міометрія потребує наявності 

в інкубаційному середовищі Са
2+

, NADPH та L-аргініну. Розраховано головні 

кінетичні параметри відповідної ензиматичної реакції: уявна константа Міхае-
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ліса за L-аргініном складає 28,9±9,1 мкМ, а константа активації за Са
2+

 - 

44,4±14,5 мкМ. Доведено, що біосинтез оксиду азоту МХ суттєво залежить від 

рівня їхньої енергізації та інтенсивності надходження до матриксу екзогенного 

Са
2+

 і пригнічується антагоністами кальмодуліну. Інгібітори конститутивних 

ізоформ NO-синтази N
G
-нітро-L-аргінін та 2-амінопіридин у концентраціях 25 

мкМ та 100 мкМ відповідно майже на 50 % пригнічували продукцію NO в МХ. 

З використанням методів лазерної конфокальної мікроскопії, протокової 

цитометрії та Са
2+

-чутливого флуоресцентного зонду Fluo-4 AM продемонстро-

вано значення електрохімічного градієнту протонів на ВММ у підтриманні 

концентрації Са
2+

 в міоплазмі міоцитів та матриксі МХ, що доводить суттєву 

роль цих субклітинних структур в регуляції Са
2+

-гомеостазу в гладень-

ком’язових клітинах матки. Чутлива до рутенієвого червоного акумуляція Са
2+

, 

що здійснюється енергізованими МХ, стимулюється оксидом азоту; цей ефект 

опосередкований активацією Са
2+

-уніпортера та не залежить від функціонуван-

ня пори перехідної провідності (РТР). Виявлено, що вивільнення Са
2+

 з МХ мі-

ометрія здійснюється за участі Н
+
-Са

2+
-обмінника зі стехіометрією 1Н

+
:1Са

2+
, 

який активується за фізіологічних значень рН та пригнічується моноклональ-

ними антитілами до протеїну LETM 1. Продемонстрована регуляція обмінника 

кальмодуліном. Н
+
-Са

2+
-обмінник є резистентним до оксиду азоту. 

Виявлено, що NO чинить протекторну дію на МХ шляхом помірного 

зниження (біля 17 %) електричного потенціалу на їхній внутрішній мембрані та 

запобігання процесам висококальцієвого набухання. Встановлено пригнічення 

роботи ЕТЛ за дії NO, яке відображається у гальмуванні окислення FADН2 до 

флуоресціюючого FAD в суспензії ізольованих МХ. 

Вперше показано, що обробка міоцитів матки нітросполуками запобігає 

зростанню концентрації Са
2+

 в міоплазмі, спричиненого дією окситоцину або 

карбахолу. До можливих причин такого явища, як було продемонстровано в цій 

роботі, можна віднести інгібування Са
2+

-транспортувальної АТРази плазматич-

ної мембрани (ПМ) з наступною активацією Са
2+

-залежної К
+
-проникності ПМ 

та cGMP-залежної стимуляції Na
+
,K

+
-АТРази, наслідком чого є гіперполяриза-
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ція плазмалеми. Важливе значення може мати також посилення акумуляції Са
2+

 

у МХ за дії оксиду азоту. 

З використанням методології гібридних мереж Петрі було проведено мо-

делювання концентраційно-часових ефектів дії азиду натрію на окремі біохімі-

чні та фізико-хімічні показники функціонування МХ. 

На прикладі калікс[4]арена С-956 вперше продемонстровано, що він може 

проникати в цитоплазму та взаємодіяти з МХ. У МХ сполука С-956 ефективно 

інгібує Н
+
-Са

2+
-обмінник, не впливаючи на енергозалежну акумуляцію Са

2+
, і 

стимулює NO-синтазну активність цих субклітинних структур. Досліджуваний 

калікс[4]арен викликає пригнічення окислення аденінових нуклеотидів: знижу-

ється активність комплексів дихального ланцюга, що має наслідком зменшення 

поляризації мітохондрійної мембрани.  

Показано, що калікс[4]арени С-97, С-99 та С-107 викликають деполяри-

зацію ПМ міоцитів матки. Взаємодіючи з МХ, сполуки С-97, С-99 та С-107 ви-

кликають гальмування Са
2+

-уніпортера внутрішньої мембрани і стимуляцію її 

Н
+
-Са

2+
-обмінника (С-97, С-99), що призводить до відповідного зменшення 

концентрації Са
2+

 в матриксі та пригнічення їхньої NO-синтазної активності. 

Поряд з цим спостерігається транзієнтна гіперполяризація ВММ.  

Продемонстрована відсутність впливу всіх досліджуваних калікс[4]аренів 

на утворення АФК в МХ. Отже процеси, які активуються/гальмуються за їхньої 

дії, не призводять до шкідливих для МХ наслідків, а саме ─ розвитку мітохонд-

рійної дисфункції. 

Практичне значення одержаних результатів 

Одержані в дисертаційній роботі результати і сформована на їх основі 

концепція функціонування МХ гладенького м’язу як важливого джерела та мі-

шені дії оксиду азоту є теоретичними основами подальших медико-біологічних 

досліджень з метою спрямованого скринінгу сполук, які б мали змогу селекти-

вно впливати на біосинтез NO в МХ. Перспективним є пошук таких речовин 

серед калікс[4]аренів, які здатні впливати на утворення NO за відносно низьких 

концентрацій і не володіють токсичністю. 
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Експериментально встановлений факт дії оксиду азоту в напрямку зни-

ження концентрації Са
2+

 в міоплазмі, а також виявлені мембранні та іонні меха-

нізми впливу NO на Са
2+

-гомеостаз в міоцитах, дозволяють здійснювати пошук 

донорів та попередників NO з метою створення токолітичних препаратів нового 

покоління. 

Результати дослідження впливу калікс[4]аренів на транспорт Са
2+

, синтез 

оксиду азоту, функціональну активність ЕТЛ та електричний потенціал ВММ 

можуть слугувати основою скринінгу зазначених сполук з метою пошуку селе-

ктивних, достатньо афінних та оборотних модифікаторів біоенергетики та Са
2+

-

гомеостазу в цих субклітинних структурах.  

Окремі експериментальні підходи, застосовані в роботі, розширюють ар-

сенал сучасних біохімічних методів. Зокрема при вивченні закономірностей бі-

осинтезу NO в міоцитах матки та парціального внеску в цей процес окремих 

клітинних компартментів комплексно застосована лазерна конфокальна мікрос-

копія і методологія солоколізації флуоресцентних зондів. Метод протокової ци-

тометрії використовувався для дослідження біохімічних особливостей NO-

синтазної активності в МХ із застосуванням специфічного зонду DAF-FM. Ме-

тоди конфокальної мікроскопії, спектрофлуориметрії й протокової цитометрії 

сукупно було впроваджено для вивчення змін електричного потенціалу в субк-

літинних структурах, що суттєво веріфікує одержані результати. Відпрацьовано 

методику оцінки функціональної активності ЕТЛ МХ за аутофлуоресценцією 

NADH/FAD. Було застосовано метод фотонної кореляційної спектроскопії для 

аналізу змін гідродинамічного діаметру (ГД) міоцитів. Запропоновано методику 

вивчення неінвазивного набухання МХ при високих (десятки мМ) концентраці-

ях Са
2+

. Вперше в світі застосовані підходи імітаційного (симуляційного) моде-

лювання, що ґрунтуються на методології функціональних гібридних мереж Пе-

трі, для оцінки функціонування МХ. 

Матеріали дисертаційної роботи можна використати при читанні відповід-

них курсів за напрямами «біохімія», «біофізика», «біофізична хімія», «фізіологія», 

«клітинна біологія», «молекулярна фізіологія»  у вищих навчальних закладах. 
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РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

1.1. БІОХІМІЧНІ ВЛАСТИВОСТІ ТА ЗАКОНОМІРНОСТІ БІОСИ-

НТЕЗУ ОКСИДУ АЗОТУ 
 

1.1.1. Метаболізм оксиду азоту 

В останні десятиліття оксид азоту викликає все більший інтерес з огляду 

на його регуляторну роль у внутрішньоклітинних процесах та міжклітинних 

взаємодіях. З моменту його відкриття (початок 1980-тих років) Р. Фарчготом та 

Ж. Завадським “як ендотеліального фактору релаксації (EDRF)”, а також робо-

там Л. Ігнаро та Ф. Мурада (1986-1988 рр.), які ідентифікували EDRF саме як 

NO, оксид азоту став одною з найбільш досліджуваних молекул в області біо-

медичних наук. NO було названо “молекулою року” в 1992 р., а в 1998 р. Р. Фа-

рчгот, Л. Ігнаро та Ф. Мурад отримали Нобелівську премію в галузі фізіології 

та медицини [133, 304]. З того часу коло функцій, які виконує оксид азоту, 

значно розширилось. Як внутрішньоклітинний та міжклітинний месенджер NO 

бере участь у регуляції метаболічних реакцій, що сприяє нормалізації функціо-

нування організму. Серед широкого спектра його властивостей можна відзна-

чити наступні: регулює тонус і проникність кровоносних судин, знижує агрега-

цію тромбоцитів і їхню адгезію до судинної стінки, нейропередача, імуномоду-

ляція та антимікробний захист, секреція гормонів тощо [133, 232, 280, 361, 365, 442]. 

Оксид азоту - структурно проста низькомолекулярна амфіфільна вільно-

радикальна молекула. NO в біосистемах має відносно короткий час існування 

(до 5 с залежно від мікрооточення) та може мігрувати на невеликі відстані від 

місць генерації, що визначається швидкістю його окиснення [86, 290, 442, 433, 

486]. Це обмеження дифузії передбачає локальну дію NO в окремих клітинних 

компартментах завдяки солокалізації протеїнів-мішеней з джерелами NO в му-

льтипротеїновий комплекс сигналосом [290, 442]. 

Відповідно до концепції циклу оксиду азоту у клітинах тварин наявні два 

шляхи утворення оксиду азоту – NO-синтазний (ензиматичний) та ніт-

рит/нітратредуктазний [65, 133].  
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Синтез NO в клітині за нормоксії забезпечує родина ізоформ NO-синтази 

(NOS, E.C. 1.14.13.39), які за участю NADPH як джерела електронів та наявнос-

ті О2 здійснюють п’ятиелектронне двостадійне окиснення гуанідинової групи 

L-аргініну з утворенням NO та L-цитруліна [86, 133, 217, 442]. Сумарне рівнян-

ня реакції, що каталізує NOS, має наступний вигляд: 

L-аргінін + 1,5 NADPH + 1,5 Н
+
 + 2О2 → L-цитрулін + NO + 1,5 NADP

+
 + 2H2O (1) 

За певних умов NO-синтаза виявляє оксидазну активність, продуктом ре-

акції якої є супероксиданіон (O2
•-
). В подальшому утворюються редокс-форми 

оксиду азоту із різними ступенями окислення атому азоту, а також пероксид 

водню (H2O2). Перетворення NO у водних аерованих розчинах за фізіологічних 

умов призводить до появи нітрит-аніону (NO2
-
) та нітрат-аніону (NO3

-
) [65, 133]. 

Існує 3 ізоформи NOS, які відрізняються за структурою та функціями. 

Ендотеліальна NOS (eNOS/NOS III, маса субодиниці 134 кДa) та нейрональна 

NOS (nNOS/NOS I, маса канонічної субодиниці 160 кДa) є конститутивно екс-

пресованими Са
2+

-залежними ензимами; існують відомості, що eNOS може ак-

тивуватися і за низьких концентрацій Са
2+

 в середовищі. Індуцибельна NOS 

(iNOS/NOS II, маса субодиниці 130 кДa) експресується в більшості клітин лише 

після індукції прозапальними цитокінами, бактеріальними ліпополісахаридами, 

γ-опроміненням, а її активність не залежить від внутрішньоклітинного Са
2+

 (ак-

тивується за нефізіологічно низької концентрації катіону біля 40 нМ), оскільки 

кальмодулін (СаМ) міцно зв’язаний у відповідному сайті завдяки специфічній 

амінокислотній послідовності останнього [91, 224]. Хоча всі три основні різно-

види NOS характеризуються високою гомологією, в окремих випадках кожна 

ізоформа демонструє дещо відмінні структурні особливості, які відповідають її 

специфічній функції in vivo (Рис. 1.1.1) [91, 173, 224].  

nNOS експресується в центральних та периферичних нейронах, а також в 

епітеліальних клітинах легень, скелетному м’язі, тканинах матки, шлунку, ни-

рок, підшлункової залози [224, 338]. Ензим є висококонсервативним, 93 % амі-

нокислотного складу у тканинах людини і щурів ідентичні [223]. 
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Рис. 1.1.1. Структура доменів nNOS, eNOS та iNOS. Також показано аутоінгі-

бувальну петлю у FMN-ділянці nNOS та eNOS. Сайти зв’язування: Arg – L-

аргінін, Heme – гем, ВН4 – тетрагідробіоптерін, FMN – флавінаденінмононук-

леотид,FAD – флавінаденіндинуклеотид, NADPH - нікотинаміддинуклеотид-

фосфат , Myr – міристинова кислота, Palm – пальмітинова кислота 

 

Існує декілька сплайс-варіантів nNOS: nNOSα, nNOSβ, nNOSγ, nNOSμ, 

nNOS-2 [86, 431]. Найрозповсюдженіші в тканинах nNOSα та nNOSμ на N-кінці 

містять PDZ-домен (акронім від post drozofila zonula, послідовність з 220 аміно-

кислотних залишків, унікальне саме для цієї ізоформи), який може прямо взає-

модіяти з PDZ-мотивами інших протеїнів, що визначає субклітинну локалізацію 

та активність ензима [126, 276, 408]. В м’язах експресується сплайс-варіант 

nNOSμ. Ця форма ензима включає унікальну (34 амінокислоти) вставку між 

СаМ- та FMN-зв’язувальними сайтами [86, 172, 408, 431, 442]. Cа
2+

-

транспортувальна АТРаза ПМ (ізоформа 4b, яка міститься в ГМК) в С-кінцевій 

ділянці зв’язується з PDZ-доменом nNOSμ і виступає негативним регулятором 

синтезу NO [204]. Показана також взаємодія nNOS з цитозольною частиною 

адренергічних та глутаматергічних (NMDA-R) рецепторів [86, 276, 442], α-

синтрофін-дистроглікановим комплексом сарколеми скелетного м’язу, фосфо-

фруктокіназою тощо [126, 276, 442]. В кардіоміоцитах nNOS може зв’язуватись 
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з ріанодиновим рецептором та ксантиноксидазою на поверхні саркоплазматич-

ного ретикулума (СР) [442]. 

В N-кінцевій ділянці nNOS виявлено сайт зв’язування для 89-

амінокислотного протеїна PIN (протеїновий інгібітор NOS), який ідентифікова-

ний як легкий ланцюг міозина та динеїну, що може вказувати на його альтерна-

тивну роль аксонального транспортного протеїну для nNOS. PIN інгібує NOS, 

спричинюючи її мономеризацію. Він також пригнічує NADPH-оксидазну акти-

вність всіх трьох ізоформ [86, 276]. 

До найголовніших функцій nNOS належить модуляція пластичності си-

напсів в центральній нервовій системі, центральна регуляція кров’яного тиску, 

тонусу гладеньких м’язів внутрішніх органів, зокрема шляхом генерації NO в 

нітрергічних нервових закінченнях, контроль за кровопостачанням волокон 

скелетного м’язу [223-224, 276, 431]. 

eNOS вперше ідентифікована в ендотеліоцитах, контролює кров’яний 

тиск та має вазопротекторні, гемостатичні та антиатеросклеротичні ефекти. Ця 

ізоформа знайдена в тканинах легень та трахеї, кардіоміоцитах, тромбоцитах, 

нейронах мозку, синцитіо-трофобластах та епітеліальних клітинах нирки [91, 

225, 338]. Ендотеліальна ізоформа, мембранозв’язана, локалізована в кавеолах, 

але знайдена також в апараті Гольджі та зовнішній мітохондрійній мембрані 

(ЗММ) [208, 232, 288]. Кавеолярна асоціація eNOS забезпечується специфічни-

ми ковалентними модифікаціями:  приєднання котрансляційно і незворотно мі-

ристинової кислоти до N-кінцевого залишку гліцину, далі eNOS спрямовується 

в апарат Гольджі, де відбувається пальмітилювання N-кінцевого цистеїнового 

залишку (рис. 1.1.1). Ацилювання забезпечує асоціацію із кавеолами ПМ [91, 

225, 338]. Взаємодія з протеїном кавеоліном, структурно-організуючим компо-

нентом кавеол, інгібує активність eNOS, стерично блокуючи взаємодію з СаМ. 

Активація відбувається внаслідок утворення комплексу Са
2+

-СаМ, взаємодії з 

Hsp 90, попередньо фосфорильованим за тирозином, фосфорилювання залишку 

Ser-1177 та дефосфорилювання Thr-495 [86, 224-225, 232, 276, 338]. З роками 

розширюється і уточнюється список залишків серину/треоніну/тирозину різних 

доменів, а також протеїнкіназ/протеїнфосфатаз, які чинять регуляторний вплив 
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на eNOS (рис. 1.1.2) [232, 276]. Зокрема, активаторне фосфорилювання забезпе-

чується родинами кіназ залежно від характеру регуляторного впливу: Akt/PK B, 

PK A, PK G, AMPK, Са
2+

-СаМК ІІ тощо [86, 224, 232, 322, 486]. Цей процес за-

пускається інсуліном, фактором росту судинного ендотелію (VEGF), ацетилхо-

ліном, брадікініном, естрогенами, надмірним тиском на ендотелій за гіпертензії 

тощо [133, 208, 224-225, 232, 276, 290, 442]. Агоністами eNOS виступають ней-

ротрансмітери - АТР, ацетилхолін та гістамін, ростові фактори (VEGF), гормо-

ни (інсулін, 17β-eстрадіол [486]), регуляторні ліпіди, кініни [208, 224, 232, 290, 

442, 486]. У разі тканинного ураження в позаклітинному просторі з’являється 

тромбоспондин 1 (TSP1, модулятор eNOS), який  зв’язується з рецептором пла-

змалеми CD47, що спричиняє гальмування передачі сигналу від рецепторів аце-

тилхоліну, VEGF, інгібування eNOS та розчинної гуанілатциклази (рГЦ) [232, 325].   

Солокалізація eNOS, катіонного транспортера L-аргініну (САТ1) та каве-

оліну-1 в ендотеліоцитах сприяє доступу субстрату до eNOS та оптимізує біо-

синтез NO [224, 276, 442].  

 

 

Рис. 1.1.2. Регуляція активності eNOS в кавеолі. Міристилювання та пальмі-

тилювання (показані двома зеленими кривими) прикріпюють eNOS до плазма-

тичної мембрани. Взаємодія з кавеоліном інгібує активність eNOS. Hsp90 (heat 

shock protein 90) та комплекс Ca
2+

-CaM активують її. Akt/PK B, PK G, PK A та 

інші кінази, через фосфорилювання, також активують eNOS. Взаємодія eNOS 

з протеїнами NOSIP (NOS interacting protein) та NOSTRIN (NOS traffic inducer) 

призводить до транслокації  її від кавеол до внутрішньоклітинних мішеней, в 

результаті чого активність eNOS зменшується [276, 325] 
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iNOS вперше виявлена в макрофагах, ідентифікована також в лімфоцитах, 

нейтрофілах, еозинофілах, є розчинним цитозольним протеїном та генерує NO 

в великих кількостях (концентрації мкмоль/л), що чинить цитотоксичну дію на 

мікроорганізми та пухлинні клітини [224, 338]. Завдяки високому афінітету NO 

до протеїн-зв’язаного заліза, він ефективно взаємодіє із залізо-сірчаними клас-

терами комплексів ЕТЛ МХ, цис-аконітазою та рибонуклеотид-редуктазою, ін-

гібуючи ці ключові ензими біоенергетики та проліферації в клітинах-мішенях 

[223, 276]. Продукований макрофагами в надвисоких концентраціях оксид азо-

ту спричиняє також одноланцюгові розриви та фрагментацію ДНК [223-224, 

293]. Експресія iNOS ініціюється такими прозапальними цитокінами як TNF-α, 

INF-γ, IL-1β, бактеріальними ліпополісахаридами та короткохвильовим опромі-

ненням. Контролюється цей процес сигнальними шляхами, пов’язаними з NF-

κВ та JAK/STATs [224, 232, 290, 322, 338, 410, 444, 446]. 

Експресія конститутивних ізоформ NOS чітко регулюється залежно від 

фізіологічної ситуації. Для них характерна базальна продукція NO, а час акти-

вації цих ензимів вимірюється секундами, в той час як для експресії й посліду-

ючої активації iNOS потрібні години [133, 224].  

Інші шляхи генерації оксиду азоту. Утворення окислів азоту з аміаку по-

казано в нервовій, печінковій тканинах та лімфоцитах. В них демонструється 

окислення NH4
+
 за участі активних форм кисню з утворенням нітритів/нітратів, 

проміжним продуктом при цьому може бути гідроксиламін. Радикали для цих 

процесів можуть генеруватись в ферментній системі ксантин/ксантиноксидази. 

В печінковій і інших тканинах АФК здатні утворюватись за рахунок мікросо-

мального окислення. В мутантних клітинах із відсутністю систем генерації ра-

дикалів окислення NH4
+
 до NO2

-
/NO3

-
 не відбувається [207, 330]. 

Нітрит-аніон (NO2
-
) та нітрат-аніон (NO3

-
) розглядаються як стабільні ме-

таболіти NO [133, 242, 439, 486]. Основне ендогенне джерело нітритів та нітра-

тів у ссавців – це ензиматичний шлях L-аргінін-NO, який є стабільно активним 

в багатьох типах клітин. NO швидко окиснюється в крові та тканинах з утво-

ренням NO2
-
 та NO3

-
. Рівень нітрату в плазмі знаходиться в межах 20-40 мкМ, в 

той час як рівень нітриту значно нижчий (50-300 нМ). При певних станах запа-
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лення (сепсис, важкий гастроентерит) рівень NO2
-
 та NO3

-
 значно зростає завдя-

ки масованій індукції iNOS [133, 299, 407]. 

Оксид азоту, що синтезується еNOS, окислюється до нітрита в присутно-

сті металоензима церулоплазміна, а до нітрату – в присутності оксигемоглобіна. 

В багатьох тканинах показана можливість перетворення NO2
-
 в NO. Цей процес 

запускається в умовах ацидоза (неензиматичний шлях) та за наявності віднов-

лених форм гем-вмісних протеїнів, що характерно для ішемічних станів [191, 

345]. Важливу роль у відновленні NO2
-
 в крові грає гемоглобін (Hb) в дезоксі-

формі, оскільки зв’язаний кисень перешкоджає взаємодії з NO2
-
 і перетворенню 

останнього в NO. В серцевому і скелетному м’язах нітритредуктазну активність 

має дезоксиміоглобін [67, 299, 401, 486]. Відновлення NO2
-
 може відбуватися 

також в МХ і мікросомах. В МХ нітритредуктазну активність виявляє цитохро-

моксидаза, а в мікросомах — цитохром Р-450 [439, 486]. Тобто перелічені гем-

вмісні протеїни мають здатність за відсутності кисню (гіпоксія) відновлювати 

NO2
-
 до NO. Слід додати, що редуктазною активністю за цих умов володіють 

також NOS та ксантиноксидаза [242, 299, 402, 439]. Існування такого механізму 

синтезу оксиду азоту дозволило сформулювати концепцію "циклу оксиду азо-

ту" (рис. 1.1.3) [65]. При цьому NO-синтазна компонента та неензиматичне оки-

слення NH4
+
 забезпечують ендогенний синтез NO, NO2

-
 та NO3

-
 за присутності 

кисню. В умовах гіпоксії, спричиненої функціональним навантаженням або по-

рушенням кровопостачання тканини (її ішемізація), парціальний тиск О2 падає і 

зазначені механізми пригнічуються. Водночас дефіцит кисню активує редукта-

зну компоненту циклу [133, 299, 407].  

Зважаючи на метаболічну спорідненість NO та NO2
-
 завдяки існуванню 

циклу оксиду азоту, вивчення функціональної активності нітрит-аніонів в орга-

нізмі є фундаментальною дослідницькою проблемою. Доведено, що ендогенний 

нітрит регулює численні фізіологічні і патологічні процеси [407, 439]. Він є ві-

дносно стабільним депо біоактивного NO. При гіпоксичних станах, коли змен-

шується функція NOS, відновлення нітриту може сприяти збереженню пулу NO 

для підтримання сигналінгу протягом гіпоксичного стану і спричиненому ним 

метаболічному стресу [402]. За умов зниження локального рівня кисню в тка-
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нинах відбувається відновлення нітрит-аніонів до оксиду азоту, внаслідок чого 

модулюється передача клітинного сигналу, змінюється просвіт судин та ефек-

тивність мітохондрійного дихання, що в свою чергу не допускає розвитку іше-

мічних станів [299] . 

 

Рис. 1.1.3. Цикл оксиду азоту 

 

1.1.2. Структура, каталітична активність та локалізація NOS 

Структура та каталітична активність NOS. Умовою ефективного 

функціонування NOS є доступність субстрату L-аргініну, Са
2+ 

та кофакторів. 

Ензим NOS активний у формі димера, побудованого з двох ідентичних субоди-

ниць, які структурно та функціонально поділяються на два основних домени: С-

термінальний редуктазний та N-термінальний оксигеназний. Редуктазний до-
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мен має високу гомологію із цитохром Р450-редуктазою і містить сайти 

зв’язування NADPH, FAD та FMN (по одній молекулі); оксигеназний домен 

взаємодіє з простетичною гемовою групою, кофактором 6(^)-5,6,7,8-

тетрагідробіоптеріном (ВН4) та субстратом L-аргініном. Між цими двома стру-

ктурами знаходиться СаМ-зв’язувальний домен (Рис. 1.1.1 та 1.1.4) [86, 91, 172-

173, 276]. 

Біосинтез NO складається з двох послідовних монооксигеназних реакцій 

окиснення L-аргініну, витрачається 1,5 моля NADPH та 2 моля О2 для утворен-

ня 1 моль L-цитруліну. Цей процес включає початкове гідроксилювання L-

аргініну з утворенням N
G
-гідрокси-L-аргініну, який також виступає субстратом 

NOS, наступне його окислення супроводжується утворенням L-цитруліну та 

NO [86, 133, 173, 217, 224]. 

 

Рис. 1.1.4. Функціонально активний гомодимер NOS. Схематично зображено 

взаємне розташування коферментів, відмічені сайти зв’язування О2 та L-

аргініну. Можна побачити напрямок транспорту електронів (двох електронів) 

від NADPH, пунктирна лінія, та процес активації О2. Умовні позначення: L-Arg 

- L-аргінін, L-Cit - L-цитрулін, Heme – гем 

 

Перенос електронів здійснюється від редуктазного домена однієї субоди-

ниці на оксигеназний домен іншої (рис. 1.1.4). Мономери всіх ізоформ не здатні 

зв’язувати ВН4 та L-аргінін і не каталізують утворення L-цитруліну/NO. Ізольо-

ваний редуктазний домен спроможний переносити електрони від NADPH через 
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флавінові кільця на штучні субстрати цитохром с та фериціанід. Ця здатність 

зберігається і в мономері nNOS, вказуючи на те, що транспорт електронів не 

залежить від димерної структури. Водночас димеризований оксигеназний до-

мен окислює N
G
-гідрокси-L-аргінін. Таким чином, два домени виконують ката-

літично різні функції [86, 133, 173]. Одна з головних каталітичних відмінностей 

між ізоформами NOS – швидкість окислення NADPH. За нестачі субстрату 

nNOS продовжує переносити електрони на гем, який має  значно більший від-

новний потенціал, і окислювати NADPH з високою швидкістю, в той час як 

еNOS та іNOS роблять це значно повільніше [91]. 

Принциповою відмінністю конститутивних ізоформ від індуцибельної є 

залежність ензиматичної активності від Са
2+

, що обумовлено комплексоутво-

ренням Са
2+

 з CaM (Са
2+

-СаМ). Зв’язування СаМ контролює транспорт елект-

ронів від редуктазного на оксигеназний домен, а також в редуктазному домені 

[86, 91]. nNOS та еNOS не активні за концентрації Са
2+

 близько 100 нМ; стиму-

люються за підвищення рівня внутрішньоклітинного Са
2+

 в межах 100-400 нМ 

[223-224, 242]. Зазначена особливість конститутивних ізоформ може бути та-

кож пов’язана із наявністю аутоінгібувальної послідовності (40-50 амінокислот 

у FMN- зв’язувальній ділянці  (рис. 1.1.1)), яка блокує взаємодію з СаМ за ни-

зьких концентрацій Са
2+

 та інгібує перенос електронів від FMN на гем за відсу-

тності Са
2+

-СаМ [86, 172, 217, 276]. 

Ключовим етапом процесу димеризації всіх трьох ізоформ NOS є 

зв’язування гему через проксимальний цистеїн-тіолатний ліганд [86,  91, 160, 

173]. Стабілізацію димера забезпечує Zn-цистеїновий кластер (Zn-Cys4) (рис. 

1.1.1. та 1.1.4), а його звільнення перетворює активний ензим в мономер з втра-

тою каталітичної активності [160, 224, 425]. Залишки цистеїну є важливими для 

функціонування NOS. Зворотне S-нітрозилювання продуктом реакції супрово-

джується зниженням ензиматичної активності. Два висококонсервативних за-

лишки цистеїну редуктазного домена можуть бути також об’єктом S-

глутатіонування, що за умов оксидативного стресу зворотно знижує активність 

ензима і збільшує генерацію О2
•-
 в редуктазному домені [224, 325, 431, 442]. 
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Асоціація NOS в активний димер включає взаємодію з ВН4, що допомагає 

утворенню своєрідної “кішені”, яка містить сайти зв’язування для гему та L-

аргініну [91, 160, 168, 173]. ВН4 транспортує електрони в оксигеназному доме-

ні, забезпечуючи оптимальний для окиснення L-аргініну редокс-стан заліза ге-

мової простетичної групи. Коли доступність ВН4 стає обмеженою, перенос еле-

ктрона від флавінів стає не спряженим з окисненням L-аргініну, комплекс -Fe
2+

-

O-O
-
 гема дисоціює, і в оксигеназному домені продукується O2

•-
. ВН4 може ви-

ступати також пасткою для О2
•-
 [86, 168, 225, 232, 396]. Інтенсивність утворення 

NO тісно корелює з внутрішньоклітинною концентрацією ВН4, тому що лише 

за високого вмісту ВН4 (вище 10
-6

 М) NOS функціонує винятково як NO-

синтаза, від 10
-9

 до 10
-6

 М утворюється пероксинітрит (ONOO
-
), а за  концент-

рацій  менших 10
-9

 М продукується О2
•-
 або  Н2О2 [91, 225, 396]. Внутрішньок-

літинний рівень ВН4 регулюється активністю його біосинтезу de novo і контро-

люється GTP-циклогідролазою [161, 168, 224, 391, 396]. 

Субстрат NOS, L-аргінін – катіонна амінокислота, яка включена в ряд фі-

зіологічних процесів і є необхідним попередником синтезу L-орнітину, L-

проліну, поліамінів, агматину, креатину, протеїнів [209]. L-аргінін метаболізу-

ється декількома ензимами: аргінін/гліцин амінотрансферазою, аргініндекарбо-

ксилазою, NOS, аргіназою І та ІІ. L-аргінін, синтезується в циклі сечовини, а 

також надходить в клітини з плазми крові [72, 213, 321, 442]. Концентрація L-

аргініну в плазмі ссавців та людини 100-200 мкМ, навіть за патологічних станів 

вона не знижується нижче 60 мкМ [224], а в цитозолі в нормі його концентрація 

знаходиться в межах 0,1-1 мМ [213, 471]. В плазмалемі ідентифіковані транспо-

ртери для катіонних амінокислот САТ1, САТ2а (ГМК судин) та САТ2b (карді-

оміоцити), які переносять L-аргінін в цитозоль [162, 256, 369, 409, 442]. Зна-

чення Км за L-аргініном для транспортерів сягає 100-150 мкМ, що відповідає 

його концентрації в плазмі [162, 321, 471]. З іншого боку, значення константи 

Міхаеліса Км за L-аргініном еNOS складає біля 3 мкМ [224]. Отже, доступність 

субстрату ніколи не є лімітуючою для функціонування NOS за нормальних 

умов. Втім, надлишок позаклітинного L-аргініну активує NOS або стимулює 

синтез NO. Це явище отримало назву “аргініновий парадокс” [93, 213, 223, 321, 
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471, 486]. Причину зазначеному феномену вбачають у факті конкуренції за суб-

страт аргінази, а також суттєвому зростанні вмісту ендогенних інгібіторів NOS 

(передусім асиметричного диметиларгініну) [191, 209, 213, 224, 442, 471]. 

Аргіназа гідролізує L-аргінін до орнітину та сечовини. В клітинах ссавців 

ідентифіковано два типи аргіназ: аргіназа І локалізована в цитоплазмі, аргіназа 

ІІ є мітохондрійним ензимом [72, 369, 442]. Проміжний продукт синтезу NO 

N
G
-гідрокси-L-аргінін є конкурентним оборотним інгібітором аргінази [72, 93, 

117, 209, 213]. Спорідненість аргінази до L-аргініну на три порядки нижча (Км = 

1-5 мМ), ніж для NOS (Км = 2-20 мкМ), але максимальна початкова швидкість 

реакції (Vmax) в 1000 разів вища для аргінази, ніж для NOS [93, 209, 213, 471]. 

Ендотеліальні клітини експресують аргіназу, яка може конкурувати з еNOS за 

L-аргінін, і у разі її високої активності змусити еNOS до субстратного “голоду-

вання” [117, 321, 471]. Показано підвищення експресії аргінази з наступним по-

слабленням синтезу NO при кардіоваскулярних хворобах, водночас фармаколо-

гічне інгібування аргінази поліпшує продукцію NO. Крім того, аргіназа може 

гальмувати генерацію NO iNOS шляхом утворення сечовини [209, 213]. 

Іншою причиною «аргінінового парадоксу» може бути зростання вмісту 

ендогенного інгібітора NOS асиметричного диметиларгініна - продукту ензима-

тичної деградації протеїнів, що містять метильовані залишки аргініну. Його 

концентрація в плазмі зростає при ендотеліальних дисфункціях та серцево-

судинних захворюваннях [72, 224, 290, 409, 442, 486] і може бути наслідком пі-

двищеного вмісту ангіотензину ІІ у таких пацієнтів [356]. 

Компартменталізація в клітині різних ізоформ NO-синтаз та біохімічні 

особливості дії оксиду азоту в різних компартментах яскраво ілюструються у 

випадку кардіоміоцитів [130]. Молекулярною основою для протилежно спря-

мованої дії NO є селективна взаємодія eNOS  та nNOS з кавеолами та СР. В ка-

рдіоміоцитах eNOS локалізована в кавеолах сарколеми та Т-трубочках, де асо-

ційована зі специфічним для міоцитів структурним протеїном кавеоліном-3 [86, 

191, 232]. Cолокалізація eNOS з β-адренергічними рецепторами та Са
2+

-

каналами призводить до Са
2+

-залежної eNOS-генерованої продукції NO, який 

залишається в межах відстані дифузії від його молекулярних мішеней. Пригні-
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чуючи, ймовірно шляхом прямого нітрозилювання, активність Са
2+

-каналів L-

типу в кавеолах [276], оксид азоту обмежує надходження Са
2+

 до міоплазми, 

захищаючи кардіоміоцити від кальцієвого перенавантаження. Таке розташу-

вання eNOS дозволяє NO інгібувати β-адренергічну стимуляцію та інотропні 

ефекти катехоламінів. nNOS імунопреципітується з ріанодиновими рецептора-

ми (RyR) – Са
2+

-каналами CР [191, 232, 276, 386, 442]. Генерований цією ізофо-

рмою NO активує, можливо теж шляхом безпосереднього нітрозилювання, ка-

нали вивільнення Са
2+

 з ретикулуму, що стимулює взаємодію актину та міозину 

і регулює циклічну скорочувальну діяльність міокарда (СР узгоджено акуму-

лює і вивільнює Са
2+

 в безпосередній близькості від міофіламентів). Локалізо-

вана в міоплазмі іNOS експресується в міокарді транзієнтно протягом імунної 

відповіді на стрес або за патофізіологічних умов, як от ішемія-реперфузія, сеп-

сис, серцева недостатність. Продукований цією ізоформою NO також стимулює 

вивільнення Са
2+

 з СР через ріанодин-чутливі канали [191, 232, 442, 482]. 

Макрофаги мають як індуцибельну, так і конститутивну NOS [453]. Ендо-

теліальні клітини, маючи конститутивну eNOS, активно експресують iNOS за 

дії прозапальних цитокінів [232, 486]. 

Крім специфічної просторової локалізації в клітинах різних ізоформ NOS 

з визначеними функціями описаний феномен спрямованого і регульованого 

транспорту NO в судинній стінці – так звані “міоендотеліальні щілинні конта-

кти (myoendothelial gap junction)”. Синтезований в ендотелії оксид азоту дифу-

ндує до гладеньком’язового синцитію, активуючи розчинну гуанілатциклазу 

(рГЦ) в міоцитах та S-нітрозилююючи протеїни-мішені. Виявилось, що цей 

процес паракринної регуляції є контрольованим, а між двома тканинами розта-

шовується міоендотеліальний сполучний «коридор». Він полегшує взаємодію 

між ендотелієм і гладеньким м’язом в дрібних судинах [130, 232, 325, 442]. В 

«коридорі» солокалізовані eNOS, рГЦ та інші протеїни, що лімітує дифузію NO 

і знижує інтенсивність дії АФК як його скавенжерів. Міоендотеліальне сполу-

чення містить значну кількість гемоглобіну, який високоафінно взаємодіє з ок-

сидом азоту. Оксигемоглобін в реакції з NO утворює метгемоглобін та нітрат-

аніон. Метгемоглобін відновлюється цитохромом b5-редуктазою. Цей механізм 
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здатний обмежувати біодоступність NO в судинній стінці [232, 325, 442]. Важ-

ливою структурою, локалізованою в міоендотеліальному сполученні, є хеміка-

нали конексинової природи: Сх37, Сх40 та Сх43 [325]. За дії катехоламінів на 

клітини гладенького м’язу судин в них зростає концентрація інозитол-1,4,5,-

трисфосфата (ІР3), який за градієнтом концентрації дифундує через ці канали до 

ендотеліоциту. S-нітрозилювання оксидом азоту активує зазначені канали. ІР3 

спричиняє зростання концентрації  Са
2+

 в ендотеліальних клітинах, викликаючи 

активацію Са
2+

-залежної S-нітрозоглутатіонредуктази, наслідком чого є деніт-

розилювання та закриття конексинових хеміканалів. Поряд з цим зазначені ме-

ханізми забезпечують Са
2+

-залежний синтез NO в ендотелії у відповідь на сти-

муляцію α1-адренорецепторів в ГМК [325]. 

 

1.1.3. Біохімічні механізми, які лежать в основі функціональної акти-

вності NO 

Оксид азоту є майже універсальною месенджерною і регуляторною моле-

кулою. В залежності від концентрації NO виявляє анти- або прооксидантну дію. 

За низьких концентрацій оксид азоту напряму взаємодіє з біологічними міше-

нями, що може привести до антиоксидантних ефектів [325]. Навпаки, високі 

концентрації NO, опосередковано через утворення активних форм азоту (АФА) 

при реакції NO з молекулярним киснем або АФК, виявляють прооксидантні 

ефекти. Дослідження показують, що порогова концентрація NO, яка визначає 

його прямий або опосередкований вплив знаходиться біля 1 мкМ [219, 325]. 

Локальні концентрації NO регулюються просторово та компартменталізацією 

джерел його утворення.  

Основними механізмами, за якими NO здійснює сигнальні та регуляторні 

функції, вважаються [238, 242, 295, 322]:  

 

(1) - активація розчинної гуанілатциклази (рГц) шляхом зв’язування з її 

гемовою групою (при цьому формується Fe
2+

-нітрозильний комплекс), що веде 

до утворення сGMP, який, в свою чергу, стимулює РК G; необхідна концентра-
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ція NO для активації рГЦ знаходиться в межах 80-250 нМ [208, 225, 290, 442]. 

Термінація сигналу в ключовому для реалізації функціональної активності ок-

сиду азоту напрямку NO/рГЦ/cGMP/PK G забезпечується родиною фосфодіес-

тераз (PDE 5, 6, 9) [133, 232].   

(2) - S-нітрозилювання: активні форми азоту – NO
+
, NO

-
, N2O3, NO2 – 

оборотно нітрозилюють тіольні групи цистеїнів протеїнів-мішеней; існує точка 

зору, що в серцево-судинній системі більшість ефектів NO опосередкується са-

ме через S-нітрозилювання і є сGMP-незалежними [133, 144, 191, 208, 289-290, 

442, 486];  

(3) нітрування пероксинітритом (ONOO
-
), який утворюється внаслідок 

дифузійно-конрольованої реакції між NO та О2
•-
, залишків тирозину і трипто-

фану у протеїнах, що веде до залучення у процес передачі сигналу мітоген-

активованих протеїнових (MAP) кіназ, ізоформ РК С, транскрипційного факто-

ра NF-κB тощо [100, 133, 191, 289-290, 442, 444].  

Оксид азоту впливає на перебіг численних клітинних процесів. Залежно 

від концентрації він регулює транскрипцію генів та трансляцію мРНК (зокрема, 

змінюючи активність факторів транскрипції), зумовлює та модулює посттранс-

ляційні модифікації протеїнів (на кшталт нітрозилювання, АDP-

рибозилювання), має цитостатичні та цитотоксичні властивості [219, 325]. 

Шляхом S-нітрозилювання функціонально-важливих цистеїнових залишків 

транспортних протеїнів він забезпечує зниження концентрації Са
2+

 в цитоплаз-

мі в гладеньком’язових тканинах внутрішніх органів та судин, модулюючи ак-

тивність потенціал-залежних Са
2+

-каналів, Са
2+

-залежних К
+
-каналів ПМ, 

Са
2+

,Mg
2+

-АТРаз плазмалеми та ЕР/СР [325, 442, 486]. На органному рівні NO 

виступає ключовим гравцем в багатьох фізіологічних процесах: регулює тонус і 

проникність кровоносних судин, знижує агрегацію та адгезію до судинної стін-

ки формених елементів крові, бере участь у функціонуванні нервової, ендок-

ринної та імунної систем [133, 226, 232, 238, 290, 293, 338, 442]. 

На сьогодні з’ясовано, що NO модулює енергетичні, метаболічні і транс-

портні процеси в МХ. Внутрішня мембрана мітохондрій (ВММ) є ефективною 

мішенню дії нітросполук, оскільки у складі локалізованих в ній ензимів висо-
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ким є вміст тіольних залишків, залізо-сірчаних центрів, гемових груп, а сама 

мембрана є місцем утворення О2
•-
 [219, 237]. Оксид азоту здатний концентра-

ційно-залежно регулювати активність комплексів ЕТЛ МХ. За низьких наномо-

лярних концентрацій NO зворотно пригнічуює цитохром с-оксидазу, що обме-

жує інтенсивність дихання й окисне фосфорилювання та розглядається як адап-

тивна фізіологічна відповідь [130, 290, 482]. Описано NO/сGMP-залежне зни-

ження електричного потенціалу на ВММ, що впливає на інтенсивність елект-

рофоретичного поглинання Са
2+

 [290]. Оксид азоту, модулюючи гомеостаз Са
2+

 

в МХ, регулює активність Са
2+

-залежних NADH-дегідрогеназ [219, 440]; NO 

контролює експресію та активність кількох ензимів циклу Кребса (наприклад, 

аконітазу) [192, 295] та стимулює біогенез МХ в тканинах різних типів  [290, 

362, 431].  

Надлишкова продукція NO на фоні посилення утворення О2
•-
 в МХ су-

проводжується генерацією значних кількостей ONOO
-
, пошкодженням компо-

нентів ЕТЛ, незворотною деполяризацією органел і розвитком мітохондрійної 

дисфункції, яка може бути причиною апоптозу. А сама реакція NO з О2
•-
 з утво-

ренням ONOO
-
 розглядається як важливий фактор зниження біодоступності і 

фізіологічної активності оксиду азоту в МХ [100, 191, 290, 293, 362].  

Наведені приклади свідчать, що як нормальне функціонування, так і заги-

бель клітини значною мірою залежать від рівня продукції NO та інтенсивності 

генерації АФК саме в МХ. 

Гіперпродукція NO клітиною, особливо за підвищеної концентрації АФК, 

призвела б до утворення цілого спектра токсичних форм азоту і кисню, тому 

повинні існувати ефективні механізми, які знижують вміст NO. До них відно-

сяться процеси ингібування активності NOS продуктами реакції, нітрозилю-

вання мембранних і цитозольних тіольних груп, зв'язування NO із залізо-

сірчаними центрами і гем-вмісними протеїнами, його окислення у NO2
-
/NO3

-
 

тощо [213, 290, 295, 409, 439, 442]. Збільшення рівня сGMP в клітині за дії NO 

призводить до припинення передачі сигналу по Са
2+

-фосфатидилінозитидному 

шляху. Зниження синтезу NO досягається також фосфорилюванням NOS, пере-



 51 

дусім ізоформами РК С та МАРК (ERK – extracelullar responsive kinase) [223, 

290, 322]. 

1.1.4. Джерела, регуляція утворення та фізіологічне значення оксиду 

азоту в матці 

У зв’язку з інтенсивним дослідженням значення оксиду азоту або його по-

хідних (активні форми азоту, АФА) в механізмах розслаблення гладеньких м’язів 

[133], розпочалось також вивчення ролі NO в регуляції скоротливої активності 

міометрія. Відповідний інтерес до міометрія пов’язаний з його функцією в жі-

ночому організмі, а саме з виношуванням плоду під час вагітності та своєчас-

них пологів. За статистичними даними в розвинутих країнах (США) передчас-

ними пологами закінчуються 1 з 8 вагітностей і в 50 % випадків це призводить 

до смерті 20000 плодів. В більше половини цих випадків передчасні пологи є 

спонтанним, а їх причини незрозумілими [447]. 

Вже з 1990х років з’явилися дослідження щодо посилення продукції NO в 

тканинах матки, статевих шляхах, плаценті (децидуальній оболонці) за вагітно-

сті. Кількість NO та чутливість тканин до нього знижується перед пологами, 

причому NO виявляє релаксуючий (токолітичний) ефект на міометрій [98, 144-

145, 211, 337, 413, 434].  

NO забезпечує відносну незбудливість міометрія за вагітності: попере-

джає контрактильну відповідь на розтягнення стінок матки в процесі росту ем-

бріону та зменшує чутливість міометрія до утероконстрикторних агентів, що 

має місце за вагітності в умовах підвищеного рівня прогестерону в тканинах 

матки (прогестеронова блокада) [144-145, 228, 413], а також контролює процес 

ініціації скоротливої активності міометрія під час пологів, може регулювати 

кровоток через фетоплацентарний бар’єр [242, 368, 492]. З цієї точки зору, вве-

дення донорів оксиду азоту може бути корисним для інгібування скорочення 

міометрія з метою запобігання передчасних пологів. 

Наводяться докази того, що NO здатний продукуватися ендометрієм, ен-

дотелієм артерій, плацентарними синцитіотрофобластами або макрофагами в 

різні функціональні періоди [31, 33-34, 143, 147, 271, 448, 472, 477]. Припуска-
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ють, що саме ендометрій є важливим регулятором скоротливості міометрія, 

аналогічно до взаємодії між ендотелієм та ГМК судин [92]. Крім того, NO син-

тезуть нервові закінчення, які забезпечують нітрергічну інервацію матки, за-

вдяки наявності nNOS [337, 353]. На моделях вагітних щурів було показано, що 

матка під час вагітності генерує велику кількість нітритів та нітратів та може 

перетворювати L-аргінін в L-цитрулін, що передбачає важливу роль оксиду 

азоту як регулятора скоротливої активності матки [437, 475]. Наявність NOS в 

матці людини відіграє важливу роль в фізіології органа. У невагітних жінок ак-

тивність NOS (не виключено, що eNOS) виявлено в кровоносних судинах, зало-

зистому епітелії та стромальних клітинах ендометрія ( але не ГМК матки) [101, 

337], що сприяє місцевому розширенню судин в матці  та  відіграє важливу 

роль на початку імплантації та плацентування [337, 437, 492]. iNOS виявлено в 

залозистому епітелії та децидуальних стромальних клітинах ендометрія [147]. В 

цьому випадку синтезований NO, інгібуючи агрегацію тромбоцитів, бере участь 

в ініціації та контролі менструальної кровотечі, а також може пригнічувати 

скоротливу активність міометрія невагітних жінок. Протягом вагітності джере-

лом NO може бути плацента (в васкулярному ендотелії та синцитіотрофоблас-

тах плаценти ідентифіковано 2 ізоформи - iNOS та eNOS). Таким чином, плаце-

нтарний NO може виступати паракринним регулятором скорочення міометрія 

[142, 326].  

В матці тварин (зокрема свиней), а саме  в залозистому епітелії ендомет-

рія та міометрії ідентифіковано iNOS та eNOS, активності яких зростають у 

другій половині вагітності і знижуються після пологів. В той же час зростає 

експресія субодиниць рГЦ в залозистому епітелії ендометрія, його стромальних 

клітинах та міометрії. Даний результат говорить про залучення NO/cGMP сиг-

нального шляху протягом вагітності у свиней [292].  

Синтез NO в матці вагітних щурів забезпечується eNOS та iNOS на різних 

строках вагітності та після пологів [215]. Експресія та регуляція NOS знахо-

дяться під впливом прогестерона [228]. iNOS є основною ізоформою, її експре-

сія у вагітній матці, зменшується безпосередньо перед пологами й корелює із 

зростанням експресії окситоцину та його рецепторів [92]. Припускають, що 
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iNOS відповідає за великі кількості NO, які генерується в матці та плаценті за вагі-

тності, водночас як eNOS бере участь в вазодиляції в цей період [137, 228, 492].  

В клітинах різних типів гладеньких м'язів релаксуючій ефект NO 

пов’язаний із зростанням вмісту сGMP в міоплазмі [133]. Регуляторний шлях L-

аргінін/NO/cGMP ідентифікований в міометрії людини, щурів, мурчаків, кролів. 

Ефекти NO (синтез та активація рГЦ) знаходиться під контролем прогестерона, 

зокрема у випадку вагітних щурів [135, 138]. В усіх цих видах тварин він акти-

вується саме в період вагітності [199, 211, 249, 260, 419, 430, 436, 454, 475]. Ви-

явлено, що рівень cGMP, нітратів та нітритів в плазмі та сечі зростає протягом 

вагітності у щурів та овець [199, 314]. Продемонстрованоо, що донори оксиду 

азоту викликають релаксацію міометрія як невагітних жінок, так і тих, які ма-

ють різні строки вагітності [122, 143]. Зниження контрактильної здатності ГМК 

матки показано для окремих видів тварин (щурів та приматів) в різні періоди 

функціональної активності органу [136, 249, 260, 282, 343, 419, 454]. Рівень 

cGMP в міоцитах невагітних жінок, щурів та мурчаків зростає in vitro у відпо-

відь на обробку донором NO – нітропрусидом натрія (SNP). Інший донор NO 

нітрогліцерин знижував частоту скорочень смужок міометрія жінок (невагітно-

го та у стані вагітності) разом із підвищенням вмісту внутрішньоклітинного 

cGMP [138, 260, 463]. 

На ізольованих смужках міометрія вагітних щурів було продемонстрова-

но, що NO, SNP, 8-бромо-cGMP (проникний крізь ПМ аналог cGMP) та L-

аргінін інгібували як спонтанне скорочення міометрія, так і скорочення, стиму-

льоване агоністом ацетилхолінових рецепторів карбахолом, але не за високока-

лієвої деполяризації ПМ [463, 475]. Поряд з цим продемонстровано інгібування 

спонтанних скорочень невагітної матки жінок в присутності L-аргініна та SNP 

cGMP-неопосередкованим шляхом [251]. Жіночий міометрій не є чутливим до 

дії L-аргініна, але має набагато більшу поряд з іншими досліджуваними ссав-

цями і залежну від періоду вагітності чутливість до донорів NO. Автори роботи 

припускають, що жіночий міометрій можливо є мішенню дії NO, який синтезу-

ється поза цієї тканиною, в той час як міометрій щурів є і джерелом і мішенню 

NO [137]. 
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Існує певна видоспецифічність щодо чутливості матки до оксиду азоту. 

Також існує фізіологічна залежність на різних моделях від джерел походження 

NO [342]. На смужках тканин матки жінок та щурів продемонстровано, що NO, 

субстрати та донори NO інгібують спонтанні скорочення, в той же час інгібітор 

NOS L-NAME – стимулює. Водночас in vivo L-NAME у щурів не викликав ско-

рочення міометрію, а у мурчаків – викликав [135]. Міометрій щурів мало чут-

ливий до впливу нітрогліцерина [343]. Інгібування активності NOS L-NAME 

або аміногуанідином та введення нітрогліцерина, як донора NO, in vivo не ви-

кликало змін скоротливої активності міометрія у невагітних та вагітних овець 

[314]. Різна чутливість міометрія до окремих сполук, що змінюють метаболізм 

та концентрацію оксиду азоту може залежати від їх хімічної природи та моле-

кулярних механізмів дії. Водночас різниця в ефектах цих сполук на міометрій 

різних видів тварин вказує на певні відмінності у механізмах регуляції контрак-

тильної функції матки.  

Втім, посилення синтезу NO та зростання вмісту сGMP в міоплазмі [136]  

не є необхідною і достатньою умовою для фізіологічної відповіді у ГМК матки 

невагітних і вагітних жінок, приматів, щурів та мурчаків [122, 136, 143, 249, 

281-282, 343]. сGMP-незалежним механізмом дії NO в гладеньких м’язах, зок-

рема і в міометрії, може бути безпосередня хімічна модифікація (S-

нітрозилювання) іонних каналів та помп, яка веде до зміни їхньої активності і 

може здійснюватись такими високореакційними нітрозилюючими похідними 

оксиду азоту як катіон нітрозонію (NO
+
), діоксид азоту (NO2), нітроксил-аніон 

(NO
-
) тощо [144, 370,441-442]. Зазначені редокс-форми NO утворюються в роз-

чинах при застосуванні таких, широковживаних нітросполук, як SNP та нітрит 

натрію (SN), відповідно донора та попередника оксиду азоту [370]. Для жіночо-

го міометрія доведений факт регуляторного впливу NO через S-нітрозилювання 

протеїнів, які підтримують стан вагітності [99, 242, 447]. Показано, що при пе-

редчасних пологах спостерігається підвищення S-нітрозилювання декількох 

ключових регуляторних протеїнів: кальпоніну-1, профіліну-1, регуляторного 

легкого поліпептиду міозину 9 та легкого поліпептиду міозину 6, тіоредоксину 

та трансгеліну. Поряд з цим спостерігається зниження S-нітрозилювання сироватко-
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вого альбуміна, субодиниць Hb, глутатіон-S-трансферази Р, яка бере участь у збері-

ганні та транспортуванні NO в клітину [447]. Спостерігається зростання рівня експре-

сії S-нітрозоглутатіонредуктази і, відповідно, зниження вмісту S-нітрозоглутатіона – 

основної NO-транспортувальної та депонуючої молекули – в міометрії жінок у випад-

ку передчасних пологів. За цих умов знижується ефективність NO-залежного розслаб-

лення міометрія. Водночас активність рГЦ не мала прямого відношення до зазначених 

процесів [99].  

Таким чином, під час вагітності в літературі окреслено такі функції NO: об-

меження агрегації тромбоцитів в фетоплацентарному бар’єрі, регулювання власне 

плацентарного кровотоку, пригнічення скорочення міометрія тощо [413, 437, 492]. 

Водночас, біохімічні механізми, за якими оксид азоту контролює скоротливу фун-

кцію міометрія, на сьогодні остаточно не з’ясовані. Здатність оксиду азоту розсла-

бляти міометрій зумовлює інтерес до використання донорів і попередників NO в 

акушерсько-гінекологічній практиці [492]. Але недостатня інформація стосовно 

Са
2+

-залежних біохімічних механізмів його дії на гладенький м'яз матки гальмує 

процес створення і використання ефективних фармпрепаратів.  
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1.2. Са
2+

-ГОМЕОСТАЗ В КЛІТИНАХ ГЛАДЕНЬКОГО М’ЯЗА І ЙО-

ГО РЕГУЛЯЦІЯ АКТИВНИМИ ФОРМАМИ АЗОТУ  

1.2.1. Електро(фармако)механічне спряження і шляхи активації ско-

рочення гладеньком'язових клітин 

Іони кальцію забезпечують протікання багатьох фізіологічних процесів: 

скорочення-розслаблення м’язів, нейропередача та пластичність синапсів, сек-

реція гормонів, згортання крові, проліферація, диференціювання клітин тощо. В 

позаклітинному середовищі концентрація вільного іонізованого кальцію 

підтримується на рівні 1-3мМ. В цитозолі клітин цей показник ([Ca
2+

]і) на 

декілька порядків нижчий. В скелетному м’язі в стані спокою [Ca
2+

]і знаходить-

ся на рівні 130 нМ, при скороченні може зростати до 1-10 мкМ, в ГМК судин та 

клітинах ендотелія [Ca
2+

]і сягає менше 100 нМ в спокої та зростає до 1 мкМ 

протягом активації. В міометрії [Ca
2+

]і  в спокої сягає величини 150 нМ. Внут-

рішньоклітинні компартменти, зокрема ЕР/СР та МХ, є внутрішньоклітинними 

Са
2+

-депо і містять різну концентрацію катіона в активному стані та стані спо-

кою. Наприклад, концентрація іонізованого Са
2+

 в ЕР знаходиться в межах 250-

600 мкМ, що в десятки разів перевищує його концентрацію в цитозолі. МХ ді-

ють як локальні буферні системи завдяки здатності поглинати Са
2+

 в ділянках 

цитозолю, де локалізовані Са
2+

-канали ПМ та ЕР, а рівень вільного Са
2+

 може 

сягати 10-20 мкМ. Поглинаючи Са
2+

, МХ запобігають Са
2+

-залежній інактивації 

каналів, а зростання концентрації Са
2+

в матриксі стимулює енергетичні проце-

си. Надлишкове зростання рівня Са
2+

 в цитозолі через порушення механізмів 

підтримання внутрішньоклітинного гомеостазу Са
2+

 призводить до стресу ЕР, 

дисфункції МХ, порушення бар’єрної функції ПМ та загибелі клітин [84, 125, 

268, 284, 373, 485] 

Потенціал спокою ПМ міоцитів матки знаходиться в межах -35 - -80 мВ в 

залежності від функціонального стану і забезпечується перерозподілом Na
+
, K

+
, 

Cl
-
 і Са

2+
 в міоплазмі та позаклітинному середовищі. У підтриманні потенціалу 

спокою на ПМ провідна роль належить Са
2+

-активованим К
+
-каналам високої 

провідності (ВКСа або КСа), які лімітують збудження шляхом посилення виходу 
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іонів К (мають провідність близько 200 пСм) з клітини за підвищення локальної 

концентрації Са
2+

 (мкМ) в субсарколемних ділянках цитозолю, спричиненого 

деполяризацією чи дією агоністів. Інгібування К
+
-каналів призводить до депо-

ляризації та активації потенціал-керованих Са
2+

-каналів [298, 469].  

За електро-механічного спряження (ЕМС) деполяризація ПМ в клітинах 

ГМ призводить до активації потенціал-керованих Са
2+

-каналів (VDCC), зокрема 

в міометрії найбільш репрезентований їхній L-тип (чутливий до дигідропіриди-

нів). При фармако-механічному спряженні (ФМС) швидко активуються рецеп-

тор-керовані Са
2+

-канали (ROCС) при зв’язуванні відповідних лігандів (нейро-

медіаторів, гормонів, цитокінів). В міометрії, як в інших типах ГМ, до ФМС 

залучаються Са
2+

-канали, керовані вторинними месенджерами (SMOCС), зок-

рема сАМР та сGMP, ІР3, DAG та арахідонової кислоти. За певних умов на зро-

стання Са
2+

 в міоплазмі може зумовлюватись реверсним режимом функціону-

вання Na
+
-Ca

2+
-обмінника ПМ [125, 301, 373, 441].    

Зростання концентрації вільного Са
2+

 призводить до взаємодії катіона з 

кальмодуліном (Са
2+

-СаМ). Комплекс Са
2+

-СаМ зв’язується з відповідним сай-

том кінази легких ланцюгів міозину (MLCK) з наступним фосфорилюванням 

останніх та активацією скорочення. Зворотня реакція здійснюється фосфатазою 

легких регуляторних ланцюгів міозину (MLCР) та призводить до розслаблення 

м’язу [125, 315, 441, 469]. В умовах низької концентрації Са
2+

 фаза підтримання 

сили скорочення зумовлюється стимулюванням Rho-кінази, яка активується в 

процесі зв’язування цитокінів або деполяризації [384, 452]. Це призводить до 

інгібування фосфатази легких ланцюгів міозину шляхом фосфорилювання Rho-

кіназою по залишкам тирозину. Rho-кіназа активується також комплексом Са
2+

-

СаМ. Таким чином, роль іонів Са полягає у активації кінази легких ланцюгів 

міозину та Rho-опосередкованому інгібуванню фосфатази легких ланцюгів міо-

зину. За дії відповідних лігандів в процесі передачі сигналу залучається фактор 

обміну гуанідинових нуклеотидів (GEF, guanine nucleotide exchange factor), який 

стимулює заміну в активному центрі малого G-білку RhoGDP на GTP, що має на-

слідком його активацію з подальшою стимуляцією Rho-кінази [85, 296, 422, 462]. 
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Зниження концентрації Ca
2+

 в міоплазмі ГМК, і міометрія зокрема, забез-

печують системи активного транспорту: Са
2+

,Mg
2+

-АТРази ПМ та СР, Na
+
-Ca

2+
-

обмінник ПМ, а також Са
2+

-уніпортер внутрішньої мембрани МХ, який транс-

портує Са
2+

 в матрикс за електрофоретичним механізмом [84, 152, 296, 309, 387, 

451, 462, 468, 485].  

Вплив оксиду азоту на мембранні транспортувальні системи, які контролю-

ють гомеостаз Са
2+

, та модуляція активності протеїнів скоротливого апарату мо-

жуть бути основними шляхами регуляції контрактильної функції міометрія з боку 

NO [84, 441, 443, 462, 472].  

1.2.2. Системи пасивного та енергозалежного транспорту Са
2+ 

в міоцитах 

Потенціал-керовані Са
2+ 

канали L-типу та Т-типу плазматичної мем-

брани (voltage-dependent Ca
2+

channels, VDCC). В міометрії потенціалкеровані 

Са
2+

-канали представлені L- та Т-типами (відповідно ті, які мають повільну кі-

нетику інактивації, та транзієнтні). В міометрії наявні три ізоформи (α1G, α1H, 

α1I) та кілька сплайс-варіантів каналів Т-типу. Припускають, що початкова де-

поляризація ПМ зумовлює активацію Т-каналів, забезпечуючи зміну потенціалу 

достатню для активації каналів L-типу [84, 287, 373]. Показано зростання екс-

пресії цих каналів за вагітності [221]. 

Са
2+

-канали L-типу - це високопорогові канали з максимальною активаці-

єю при значеннях мембранного потенціалу від 0 до +20 mV, забезпечують три-

вале і масоване надходження Са
2+

 (провідність 15-25 пСм), відносно повільно 

та потенціалзалежно інактивуються. Фармакологічна блокада Са
2+

-каналів L-

типу призводить до розслаблення міометрія. Інгібуються 1,4-

дигідропіридинами (ніфедипін, нітрендипін та інше) та фенілалкіламінами (ве-

рапаміл та D-600), бензодіазепінами, а також дво- і тривалентними катіонами 

(Co
2+

, Ni
2+

, Cd
2+

, La
3+

, Mn
2+

) [54, 387, 469].  

Рецептор-керовані Са
2+ 

канали плазматичної мембрани (receptor-

operated Ca
2+

channels, ROCC). Іншим механізмом активації надходження Ca
2+

 в 

міоцити є зв’язування агоністів (окситоцин, ендотелін, простагландин F2α, аце-

тилхолін) з рецепторами на ПМ, які зв’язані з сигнальними шляхами, опосеред-
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кованими гетеротримерними G-протеїнами (GTPазами). Надалі активується фо-

сфоліпаза Сβ, яка гідролізує мембранний фосфатидилінозитол-4,5-бісфосфати 

(РІР2), з утворенням двох вторинних месенджерів – ІР3 та DAG. ІР3 стимулюєвихід 

Са
2+

 з СР, що призводить до зростання Са
2+

 в цитозолі [110, 115, 125, 315, 469].  

Пул-керовані Са
2+ 

канали (store-operated Ca
2+

channels, SOCC). Після спус-

тошення люмену СР SOCCs, забезпечують ємнісний або пул-керований вхід 

Ca
2+ 

(store-operated Ca
2+

entry, SOCЕ,), що сприяє підвищенню його рівня в міоп-

лазмі та перезаповненню СР.  SOCE є чутливим до низьких концентрацій лан-

таноїдів [80, 115, 125, 294, 373, 485]. В міометрії SOCЕ відводиться роль регу-

лятора Ca
2+

-сигналювання під час вагітності, можливо через підтримання аго-

ніст-індукованого скорочення, що супроводжується пролонгацією потенціалів 

дії, Са
2+ 

-спарками, які збільшують амплітуду та тривалість скорочень. Є дані, що 

наприкінці вагітності роль SOCCs в міометрії зростає [159, 175, 335, 443, 469].  

Інозитол-1,4,5-трисфосфатчутливі рецептори (ІР3-receptor, ІР3R). В 

ГМК матки ІР3R є головним Ca
2+

-звільнюючим каналом СР [152]. Існують три 

ізоформи рецептора – ІР3R1-3, всі вони знайдені і в міометрії, де переважаючою 

є ІР3R3-ізоформа [313, 468]. Активується ІР3, а також при підвищенні [Ca
2+

]і до 

~300 нМ, за вищої концентрації Ca
2+

 провідність каналу зменшується [54, 115, 

125, 152, 387]. 

Іони Са, які увійшли у міоплазму за градієнтом концентрації, викликають 

Са
2+

-індуковане вивільнення Са
2+

 (CICR) через ріанодин-чутливі канали СР 

[110, 115, 125, 309, 370, 441, 485].  

Ріанодинові рецептори (ryanodine receptor, RyR) – це канали, які активу-

ються рослинним алкалоїдом ріанодином в наномолярних концентраціях, а за 

фізіологічних умов мікромолярними концентраціями іонів Са (~10 мкМ), що 

викликає CICR з СР. За високих концентрацій Са
2+

  (>100 мкМ) спостерігається 

Ca
2+

-залежна термінація активності RyR [120, 125, 152]. Ідентифіковано три 

ізоформи RyR, які відрізняються різною чутливістю до модуляторів (АТР, ADP, 

АМР, сАМР, аденін, ADP-рибоза, кофеїн, сурамін тощо) [105, 470]. Всі три фо-

рми виявлено в міометрії. RyR3 є домінуючою ізоформою (принаймні в міометрії 

миші), рівень експресії RyR2 регулюється протягом вагітності [305, 307, 470]. 



 60 

На рівні ПМ енергозалежний транспорт Ca
2+

 з міоплазми в позаклітинне 

середовище забезпечується двома системами - Ca
2+

-помпою та Na
+
-Са

2+
-

обмінником. 

Ca
2+

-помпа ПМ, або РМСА (plasma membrane calcium-transporting 

ATPase) (з молекулярна масою біля 140 кДа), яка застосовує енергію гідролізу 

АТР для відкачування Са
2+ 

із клітини проти значного градієнта концентрації, 

який існує на ПМ [49-50, 279]. В спокої Са
2+

-помпа компенсує пасивний потік 

кальція, який спрямований до міоцитів, видаляє з клітини Са
2+

 після м’язового 

скорочення, підтримуючи фізіологічну концентрацію іонів Са в ГМК на рівні 

10
-8

-10
-7

 М [49, 84, 278-279, 309, 364]. РМСА відноситься до АТРаз Р-типу, її 

активність регулюється СаМ, який підвищує спорідненість ензиму до іонів Са, 

швидкість гідролізу АТР та транспорту катіона. C-кінцевий домен також міс-

тить PDZ-зв’язуючий мотив, який полегшує димеризацію РМСА з подальшим 

підвищенням її активності, взаємодію з протеїнами цитоскелету, утворення си-

гнальних комплексів, зокрема з nNOS [132]. Відомо чотири ізоформи РМСА та 

кілька сплайс-варіантів. В міометрії ідентифіковані 1, 2b та 4 ізоформи ензиму 

[84, 221, 364, 469]. Експресія РМСА в міометрії зростає наприкінці вагітності, 

що вказує на її важливу роль в забезпеченні скорочення-розслаблення міоцитів 

при пологах [84, 443]. До інгібіторів РМСА відносяться пептиди калоксини, а 

також калікс[4]арен С-90 [21, 252, 351-352, 456].   

Na
+
-Са

2+
-обмінник ПМ, або NCX (Na

+
-Ca

2+
-exchanger) є мембраноасоці-

йованим антипортером, використовує енергію електрохімічного градієнта Na
+
, 

створеного Na
+
,К

+
-АТРазою [469]. За різними даними для міометрія стехіомет-

рія обміну визначена як 1Ca
2+

/2Na
+ 

(електронейтральний) [50] або 1Ca
2+

/3Na
+ 

(електрогенний) [469]. Для Na
+
-Са

2+
-обмінника ПМ міометрія характерна низь-

ка афінність до Са
2+

 (К0,5 = 5-12 мкМ для міометрія щура). Інгібіторами транс-

портної системи є моненсин, доксорубіцин, деякі двовалентні катіони (Cd
2+

, 

Sr
2+

, Mn
2+

, Mg
2+

) [278].  

Ca
2+

-помпа СР, або SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca
2+

-ATPase) 

(молекулярна маса 110-115 кДа) також належить до АТРаз Р-типу, як і РМСА,  

здійснює активний транспорт Ca
2+

 в люмен СР, використовуючи енергію гідро-
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лізу АТР [125]. SERCA в міометрії має високу спорідненість до Ca
2+

 (0,3-1,2 

мкМ) [49]. Відомо три ізоформи та кілька сплайс-варіантів SERCA, в міометрії 

експресуються SERCA 2а, SERCA 2b та SERCA 3 ізоформи ензиму [254, 387]. 

Експресія помпи 2-го типу в міометрії жінок та щурів зростає за вагітності, 

причому вміст ензиму залежить від рівня естрогенів [84, 443, 467]. Специфіч-

ними інгібіторами SERCA є терпеновий лактон тапсигаргін (Кі=2 нМ) та міко-

токсин циклопіазонієва кислота (Кі=0,3 мкМ) [51, 387]. 

Таким чином, РМСА та SERCA беруть участь як у підтримці низької  

концентрації Са
2+

 в міоцитах у стані спокою, компенсуючи пасивний потік іо-

нів Са в клітину, так і в процесах повернення у цей стан, забезпечуючи знижен-

ня [Ca
2+

]і після транзієнта і відповідну релаксацію гладеньких м’язів. Вважають, що 

Na
+
-Са

2+
-обмінник регулює концентрацію Ca

2+
 у локальному просторі між ПМ та 

СР, підтримуючи її в збудженому міоциті на рівні близькому 10
-5 

М [51, 54, 387]. 

1.2.3. Просторово-часові характеристики Са
2+

-сигналу 

Використання Са
2+

-чутливих флуоресцентних зондів та прецизійних ме-

тодів реєстрації змін концентрації катіону в окремих клітинних компартментах, 

зокрема флуоресцентної мікроскопії, дозволило візуалізуати так звані “Са
2+

-

хвилі” та осциляції внутрішньоклітинної концентрації Са
2+

 в окремих клітинах. 

Вони є наслідком узгодженого функціонування систем пасивного та енергоза-

лежного транспорту субклітинних мембранних структур, наявності прямих та 

зворотних зв’язків між цими системами, а також високою буферною щодо Са
2+

 

ємністю цитозолю. У формуванні Са
2+

-хвилі беруть участь як RyR, так і ІР3R ЕР 

[115, 125, 140, 167, 203, 467]. Картина Са
2+

-осциляцій кожної окремої клітини 

унікальна, але спостерігаються також і в популяціях клітин, зв’язаних між со-

бою міжклітинними контактами, при цьому осциляції окремих клітин коорди-

нуються [106, 190]. Одним з можливих пояснень цього є існування кількох клі-

тин-ритмоводіїв аналогічних пейсмекерам кардіоміоцитів [114, 388]. Іншим по-

ясненням, яке адекватне для кардіоміоцитів та ГМК, що поєднані у синцитій, за-

вдяки щілинним контактам, є дифузія Са
2+ 

між клітинами і Са
2+

-індукований ви-
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хід Са
2+

. В незбудливих тканинах дифундувати між клітинами може  

також ІР3 [469].  

Використання флуоресцентних зондів Fluo-3 і 4 та методів лазерної кон-

фокальної мікроскопії дозволило візуалізувати “Са
2+

-треки” в ГМК (місця ло-

кального зростання концентрації катіона в міоплазмі). На відміну від скелетних 

міоцитів Са
2+

 не вивільнюється на регулярних відстанях в міоплазмі, а утворює 

біля СР так звані “frequent-discharge sites або FDS”, тобто місця спонтанного 

вивільнення катіону з ретикулуму [114, 140, 167]. Спричинене FDS зростання 

флуоресценції називається “спарками”. Активація міоцитів, в ряді випадків, 

може призвести до зростання спаркової активності (кількості спалахів зонду та 

їхньої інтенсивності). В більшості ГМК спарки є наслідком активації RyR. У ви-

падку стимуляції ІР3R візуалізуються більшвидовжені “пуфи” [114, 125, 311, 467]. 

Ще одним феноменом Са
2+

-сигналінгу в ГМК є Са
2+

-транзієнт, а саме ін-

дуковане деполяризацією або агоністами генералізоване зростання Са
2+

 в міоп-

лазмі [115, 116, 125, 140]. 

На характеристики Ca
2+

 осциляцій та хвиль в різних типах клітин, в тому 

числі і в ГМК, можуть впливати МХ шляхом зміни продукції АТР та регуляції 

рівня цитозольного Ca
2+

 [54, 114-115, 125, 152,311, 335, 469]. 

1.2.4. Са
2+

-транспортувальні системи мітохондрій клітин гладенького м’яза 

В дослідженнях на міометрії описане явище так званого “градієнту 

афінності” у функціонуванні Са
2+

-транспортувальних систем. А саме, афінітет 

(Кm) до Са
2+

 зростає в ряді: РМСА – 0,35 мкМ > МХ – 5,7 мкМ > Na
+
-Са

2+
-

обмінник – 30-50 мкМ. Тобто спорідненість до вільного іонізованого кальція 

Са
2+

-акумулюючої системи МХ на порядок нижча за таку для РМСА, але на 

порядок вища ніж для іоного обмінника ПМ. Крім того, початкова швидкість 

акумуляції катіона в МХ в 20 разів вища ніж для системи Na
+
-Са

2+
-обміну та 

13,5 рази – для включення Са
2+

 в СР [49]. 

Наразі остаточно сформовано уявлення щодо провідної ролі МХ як Са
2+

-

депо в електрозбудливих клітинах, внаслідок їхньої спроможності акумулювати 

та вивільнювати значні кількості іонів Са, що особливо важливе в місцях 
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контакту з ЕР/ПМ, де локальна концентрація Са
2+

 може сягати 10-100 мкМ, та 

модулювати амплітуду та часові характеристики Са
2+

-сигналу [107, 115, 151, 

240, 311, 389, 379, 424]. Розраховано, що МХ можуть забезпечити зниження 

концентрації Са
2+

 у ГМК за фізіологічно значущий час (30 с) та підтримувати 

його низькі локальні концентрації навіть за умови глобального зростання 

вмісту катіону в цитоплазмі [49-50, 107, 151]. Хоча Са
2+

-акумулюючі системи 

МХ мають низький афінітет до Са
2+

, ефективність його акумуляції визначається 

високою початковою максимальною швидкістю процесу, високою 

позамітохондрійною концентрацією катіона, а також значним електричним 

потенціалом на ВММ та відносно низьким вмістом іонізованого Са у матриксі 

[107, 240, 311, 349, 379]. Підтримання концентрації вільного Са
2+

 в МХ на 

оптимальному рівні забезпечується взаємоузгодженим протіканням трьох 

процесів: накопичення (за умови наявності неорганічного фосфату та 

аденінових нуклеотидів у фізіологічних концентраціях), зв’язування з 

внутрішньомітохондрійними буферами та вивільнення Са
2+

 органелами [420]. 

Транспорт Са
2+

 через ЗММ відбувається завдяки потенціалзалежному 

аніонному каналу VDAC, voltage-dependent anion channel (рис. 1.2.5.1.1) [284, 

300, 379, 420-421]. Транспорт Са
2+

 через ВММ забезпечується функціонуван-

ням ряду канальних структур, коротка характеристика яких наведена нижче.  

Мітохондрійний Са
2+

-уніпортер, або MCU (mitochondrial calcium 

uniporter) забезпечує швидке і масоване надходження Са
2+

, функціонуючи за 

високих, мікромолярних концентрацій катіона (рис. 1.2.5.1) і за електрофізіоло-

гічними характеристиками являє собою Са
2+

-селективний іонний канал вхідно-

го випрямлення, що транспортує іон за електрофоретичним механізмом завдяки 

наявності трансмембранного потенціалу на ВММ: при потенціалі –200 мВ він 

на 99 % знаходиться у відкритому стані, при –80 мВ ймовірність відкритого 

стану знижується до 11%. Канал може транспортувати до 20000 Са
2+ 

•с
-1

 [268, 

300, 381]. Канальну природу MCU підтверджують результати щодо інгібування 

RuR (Кі ~ 30 нМ) та його похідним Ru360, які також блокують інші типи Са
2+

-

каналів, наприклад в СР [241, 311, 420]. 
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Рис. 1.2.5.1. Системи трансмембранного обміну Са
2+

 в мітохондріях. ЗMM – 

зовнішня мітохондрійна мембрана; ВMM – внутрішня мітохондрійна 

мембрана; VDAC – потенціалзалежний аніонний канал (voltage-dependent anion 

channel); UNIPLEX – комплекс Са
2+

-уніпортера (calcium uniporter complex): 

MCU – мітохондрійний кальцієвий уніпортер (mitochondrial calcium uniporter), 

MICU1/2 – розчинні мембраноасоційовані регуляторні протеїни, що містять 

Са
2+

-звязуючі «EF-hand»-домени (mitochondrial calcium uptake 1/2), EMRE – 

Са
2+

-сенсорний регуляторний протеїн (essential MCU regulator), UCPs – 

роз’єднувальні протеїни (uncoupling proteins); mRyR – мітохондрійний 

ріанодиновий рецептор (mitochondrial ryanodine receptor); RaM – система 

швидкого кальцієвого входу (rapid mode uptake); NCLX – мітохондрійний Na
+
-

Са
2+

-Li
+
-обмінник; SLP2 – стоматинподібний протеїн 2; LETM 1 – протеїн, що 

забезпечує функціональну активність Н
+
-Са

2+
-обміну. (leucine zipper and EF-

hand containing transmembrane protein 1); PTP – мітохондрійна пора перехідної 

проникності: ANT – транслокатор аденінових нуклеотидів, CyD – циклофілін 

D, BPR – бензодіазепіновий рецептор, НК – гексокіназа, СК – креатинкіназа 

 

Згідно з останніми даними,Са
2+

-уніпортер є частиною макромолекулярної 

структури, відомої як комплекс Са
2+

-уніпортеру (UNIPLEX, calcium uniporter 

complex), до складу якого входять протеїни MCU (mitochondrial calcium 

uniporter), MCUb (mitochondrial calcium uniporter b), MICU1 (mitochondrial 

calcium uptake 1), MICU2 (mitochondrial calcium uptake 2), MCUR1(mitochondrial 

calcium uniporter regulator 1), EMRE (essential MCU regulator), MCUR1 (MCU-

regulator 1), UСPs (uncoupling proteins) [148, 347, 390, 421, 428]. Показано, що 

при деполяризації MCU може працювати в реверсному режимі, забезпечуючи 

вихід Са
2+ 

[102]. В МХ міометрія уніпортер має низьку спорідненість до Ca
2+ 

(К0,5 

= 1-54 мкМ), високе значенням максимальної швидкості акумуляції катіона (30-
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600 нмоль Ca
2+

/хв на мг протеїну) [18, 50, 76, 104]. Акумуляція Ca
2+

 МХ ефекти-

вно пригнічується за присутності інгібіторів дихального ланцюгу (ціаніди, азиди, 

ротенон, антиміцин), протонофорів (FCCP, СССР, 2,4-динітрофенол) [50, 170]. 

«Швидкий кальцієвий вхід», або RaM (rapid mode uptake) спостерігали на 

ізольованих МХ печінки, серця, мозку (рис. 1.2.5.1) [104, 139, 195, 244, 253, 

349]. RaM забезпечує локальні транзієнтні (в межах мілісекунд) зростання кон-

центрації Са
2+

 в МХ. У випадку функціонування RaM швидкість акумуляції 

Са
2+

 щонайменше в 300-1000 разів вище за MCU. Вважають, що цього надхо-

дження Са
2+

 достатньо для посилення синтезу АТР. Втім, RaM швидко інакти-

вується Са
2+

 при його концентрації в цитозолі до 200 нМ. Існує припущення, 

що RaM являє собою певний стан MCU, адже інгібується RuR, а також рушій-

ною силою акумуляції Са
2+

 є електрохімічний градієнт [107, 244, 253, 349, 381]. 

Мітохондрійний ріанодиновий рецептор, або mRyR (mitochondrial 

ryanodine receptor) – канал, який забезпечує швидке захоплення Са
2+ 

з високою 

провідністю та відносно низькою селективністю (рис. 1.2.5.1) [381, 421]. mRyR 

ідентифікований як скелетно-м'язова ізоформа RyR, відрізняється від RyR 

СР/ЕР чутливістю до кофеїну, Mg
2+

 та RuR, зв’язування mRyR з ріанодином є 

кофеїн-нечутливим [111, 253, 349].  

До систем транспорту Са
2+

 з МХ належать Nа
+
-Са

2+
- і Н

+
-Са

2+
-обмінники 

ВММ та РТР, яка функціонує за умов перевантаження матрикса Са
2+

. Nа
+
-

залежний обмінник існує в багатьох електрозбудливих тканинах, тоді як Nа
+
-

незалежний Н
+
-Са

2+
-обмінник ідентифіковано в тканинах печінки, нирок, леге-

нів, а також гладеньких м'язах; в деяких тканинах знайдено обидва типи обмін-

ників [54, 56, 244].  

Na
+
-Са

2+
-обмінник МХ, або mNCX використовує енергію градієнту Nа

+
 

для обміну 3Nа
+
 на 1Са

2+
 (є електрогенним) або 2Nа

+
 на 1Са

2+
 (електронейтра-

льний обмін). Виведення іонів Na з матриксу здійснюється Н
+
-Nа

+
-обмінником, 

молекулярна структура якого залишається невідомою [107, 244, 323,420]. Це 

поліпептид масою 100-110 кДа, в МХ серця та мозку він функціонує у формі 

димера [148]. В МХ підтверджена наявність 1-3 ізоформ, що свідчить на ко-
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ристь ідентичності  NCX МХ та ПМ, хоча катіонна селективність та чутливість 

до інгібіторів mNCX відрізняються від таких у NCX плазмалеми [253, 348, 390].  

Н
+
-Са

2+
-обмінник МХ. На відміну від інших електрозбудливих тканин в 

міометрії було ідентифіковано Н
+
-Са

2+
-обмін, який не залежав від градієнта Na

+
 

[50, 56]. Було виявлено протеїн LETM 1, який був описаний як К
+
-Н

+
-обмінник, 

а згодом ідентифікований і як  Н
+
-Са

2+
-обмінник [399]. У ліпосомах з вбудова-

ним LETM 1 закислення середовища інкубації викликало вивільнення Са
2+

, тоді 

як його залуження супроводжувалось накопиченням катіону. Таким чином, Н
+
-

Са
2+

-обмінник може працювати в реверсному режимі, забезпечуючи накопи-

чення Са
2+

 в МХ за його низьких цитозольних концентрацій (< 1 мкМ) (рис. 

1.2.5.1) [89, 264, 300, 311, 340, 349, 389]. В різних тканинах демонструється як 

електрогенний обмін зі стехіометрією 1Са
2+ 

: 1Н
+
 або 1Са

2+ 
: 3Н

+
, так і електро-

нейтральний обмін 1Са
2+ 

: 2Н
+
 [50, 244, 340, 389-390, 424]. LETM 1 (leucine 

zipper and EF-hand containing transmembrane protein 1) – висококонсервативний 

протеїн еукаріот (має 31-83 % гомології в різних організмах), експресується пе-

реважно в МХ [399]. Родина протеїнів LETM 1 має гідрофобний N-кінцевий 

домен, що знаходиться в міжмембранному просторі, трансмембранний домен, 

що може регулювати процесс олігомеризації, та велику гідрофільну частину, в 

тому числі С-кінцевий домен, що розташований в матриксі і містить суб-

стратзв’язуючий сайт, суперспіралізовані ділянки та два Са
2+

-зв'язуючі «EF-hand»-

мотиви. Специфічних інгібіторів даного обмінника не виявлено, але блокувальний 

вплив мають роз’єднувачі окисного фосфорилювання в низьких концентраціях, 

ціаніди, RuR та Ru 360, іони Sr
2+

, Mn
2+

 та лантаноїди [170, 244, 349]. Н
+
-Са

2+
-обмін 

МХ міометрія стимулювався естрогенами та простагландинами [50, 56].  

Мітохондрійна пора перехідної проникності, або РТР являє собою несе-

лективний високопровідний мегаканал з кількома станами провідності, через 

який вільно проходять молекули менші за 1,5 кДа. Цей канал включає компо-

ненти ЗММ та ВММ, а саме VDAC, аденіннуклеотидний транслокатор (ANT), 

циклофілін D, припукають також асоціацію з ним димерів АТР-синтази 

(рис.2.1.5.1). Проте, показано функціонування РТР і за відсутності аденіннук-

леотидного транслокатора та циклофіліну D [108, 390, 421].  
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Відкриттю пори передує перевантаження матриксу іонами Са, гіперпро-

дукція АФК, зростання вмісту окисленої форми пуринових нуклеотидів та ди-

тіолів, деполяризація ВММ, збільшення рівня неорганічного фосфату в матрик-

сі. Незворотнє відкриття РТР призводить до колапсу мембранного потенціалу 

та вирівнюванню іонних градієнтів, набуханню МХ, розриву ЗММ, звільнення 

цитохрому с та наступної індукції апоптозу чи некрозу. Інгібується РТР імуно-

депресантом циклоспорином А (Csp А) в нМ концентраціях, який зв’язується з 

циклофіліном D, іонами Mg, Mn, відновленими пуриновими нуклеотидами та 

тіолами [54, 108, 216, 374, 421].  

В умовах підвищення концентрації Са
2+

 в МХ до межі, що перевищує 

транспортувальну здатність Na
+
-Са

2+
- та Н

+
-Са

2+
-обмінників, відбувається тран-

зієнтне відкриття РТР. Вважають, що транзієнтні відкриття РТР, частота яких 

залежить від концентрації вільного Са
2+

 в матриксі, є фізіологічним процесом і 

можуть забезпечувати швидкий вихід Са
2+

 з МХ за умови існування градієнту 

катіону та запобігати їх Са
2+

-перевантаженню [1, 107-108, 216, 311, 374]. 

1.2.5. Молекулярна фізіологія іонів Са в мітохондріях 

Фізіологічна роль іонів Са в МХ обумовлена їхнім значенням в регуляції 

фундаментальних біологічних процесів, що протікають в органелах і забезпе-

чують життєдіяльність клітини: синтез АТР, енергетичний метаболізм, частина 

реакцій циклу сечовини, синтез стероїдних гормонів, підтримка Са
2+

-

гомеостазу клітини тощо [89, 107, 146, 241, 347]. Крім того, МХ є провідною 

ланкою у запуску процеса запрограмованої загибелі клітини за дії несприятли-

вих внутрішніх або зовнішніх чинників та регуляції шляхів переключення між 

апоптозом та некрозом, де роль іонів Са також важлива [68, 108, 205, 379, 421].  

Збільшення концентрації Са
2+

 в клітині за її активації зовнішніми стиму-

лами супроводжується зростанням інтенсивності протікання АТР-залежних ре-

акцій та відповідно збільшенням споживання АТР. В МХ Са
2+ 

стимулює окисне 

фосфорилювання та продукцію АТР шляхом активації піруватдегідрогеназного 

комплексу (через Са
2+

-залежне дефосфорилювання) та ензимів циклу Кребса – 

ізоцитратдегідрогенази, α-кетоглутаратдегідрогенази, а також мембра-
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нозв’язаної гліцерол-3-фосфатдегідрогенази [229, 284, 347]. Це забезпечує над-

ходження відновлених еквівалентів NADH до ЕТЛ. Описано процес “мітохонд-

рійної пам'яті” - довготривалої активації продукції АТР аж до 60 хв після Са
2+

 

сигналу. В той же час надмірне надходження Са
2+

 в МХ та стимулювання фун-

кціонування дихального ланцюга є основним механізмом надмірної продукції 

АФК [54, 216, 240-241, 284]. Продемонстровано чутливість до Са
2+

 АТР-

синтази, транслокази аденінових нуклеотидів, самих комплексів дихального 

ланцюга та «EF-hand»-вмісних переносників метаболітів, нуклеотидів, кофак-

торів через ВММ (наприклад, Са
2+

-залежні транслокатори “aralar” та “citrin”) 

[148, 240, 379]. 

Іони Са впливають на процеси фосфорилювання/дефосфорилювання про-

теїнів МХ. Прикладами таких ефектів є Са
2+

-залежне дефосфорилювання Mn
2+

-

залежної супероксиддисмутази та фосфорилювання компонентів дихального 

ланцюга й ензимів циклу Кребса [240].  

Показано вплив іонів Са на рух та морфологію МХ. Максимальна рухли-

вість МХ спостерігається за низьких (близько 100 нМ) концентрацій вільного 

Са
2+

 в цитозолі у стані спокою та повністю припиняється за зростання його 

концентрації до 1-2 мкМ, що полегшує поглинання Са
2+ 

МХ та стимулювання 

продукції АТР. Зростання внутрішньоклітинної концентрації Са
2+

 також ініціює 

транслокацію динамінспорідненої GТРази до МХ, результатом чого є поділ та 

фрагментація МХ [89, 236, 240].  

В клітині транспорт Са
2+

 на рівні ПМ, ЕР/СР та МХ є взаємоузгодженим 

процесом [115, 424, 476, 485]. У збудливих клітинах МХ локалізовані поблизу 

потенціал-керованих Са
2+

-каналів ПМ і відіграють роль буфера для іонів Са, що 

надходять у клітину за деполяризації (в 20 нм від каналу концентрація Са
2+

 мо-

же сягати 100 мкМ), зменшуючи його локальну концентрацію [166, 311, 476]. 

Крім того, солокалізація МХ з ЕР (~10-25 нм) та ПМ може забезпечувати пере-

заповнення ЕР, транспортуючи Са
2+

 від ПМ до ЕР, оминаючи цитозоль [166, 

300]. Розташування МХ біля пул-керованих каналів ПМ забезпечує підтримку 

каналів в активному стані за рахунок усунення інгібувальної дії іонів Са [170, 

216, 240, 379, 389]. Продемонстрована наявність білкових містків між МХ 
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(VDAC) та ЕР (ІР3R), що дозволяє здійснювати позитивну регуляцію поглинан-

ня Са
2+

 МХ, де концентрація катіона може сягати 20-100 мкМ [125, 148, 166, 

170, 284, 379, 458]. З іншого боку, контакти МХ із Са
2+

-акумулюючими ділян-

ками ЕР забезпечуюють перезаповнення ретикулярного пулу катіону під час та 

після стимуляції клітини, що необхідно для активації Са
2+

-залежних шаперонів 

ЕР, які відповідають за фолдинг протеїнів [125, 166, 216, 240, 300, 420].  

Таким чином, розташування МХ поблизу Са
2+

-мікродоменів (локальних 

областей високої концентрації Са
2+

 біля ЕР та ПМ) забезпечує швидку буфери-

зацію катіону органелами, термінування Са
2+

-сигналу, зменшуючи його амплі-

туду та поширення, а також надходження до інших органел (ЕР/СР). Крім того, 

взаємоузгоджене функціонування систем поглинання та вивільнення Са
2+

 в МХ 

регулює активність транспортерів субстратів [89, 125, 240, 244, 420, 476]. 

1.2.6. Окремі приклади впливу NO на катіон-транспортувальні сис-

теми клітини 

Сигнальна роль NO тісно пов'язана із регуляторним впливом на системи, 

які задіяні у контролі іонного гомеостазу клітини [60, 113, 156, 370, 395, 432, 

489]. Доведено, що функціональна активність NO реалізується опосередковано 

через зростання вмісту сGMP шляхом активації рГЦ. Цитоплазматична рГЦ є 

гем-вмісним гетеродимерним “рецептором” NO. Взаємодія NO з гемом рГЦ ак-

тивує ензим в 200 разів [133, 442]. Надалі сGMP стимулює сGMP-залежну PК, 

відповідні фосфатази, а також безпосередньо впливає на роботу сGMP-

керованих К
+
-, Na

+
- та Са

2+
 каналів ПМ, що відіграє роль в вазодиляції, фотот-

рансдукції та нейропередачі. Можлива також опосередкована активація РК А та 

РІ3-кінази. На кардіоміоцитах та ГМК артерій продемонстровано, що потенціа-

лзалежні ВКСа регулюються NО шляхом активації РК G та PK A, а не S-

нітрозилюванням. Зростання поляризації ПМ через відкриття ВКСа та, як наслі-

док, зниження збудливості лімітує вхід Са
2+

 через потенціал-керовані Са
2+

-

канали, що в кінцевому рахунку призводить до релаксації [96, 123, 144, 344, 

442, 486]. Для ГМК та кардіоміоцитів показаний інгібувальний ефект NO на 

Са
2+

-канали L-типу [276] та активацію TRPС1,4,5 через S-нітрозилювання за-
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лишків Сys [441]. РК G фосфорилює фосфоламбан, що посилює депонування 

Са
2+

 шляхом активації SERCA [372]. Для ГМК артерій показаний стимулюва-

льний ефект NO на SERCA через активацію NO/cGMP/PK G шляху [442] або 

cGMP-незалежним шляхом за рахунок S-глутатіонування. В результаті окис-

лення глутатіону пероксинітритом утворюється S-глутатіон (-SSG), який зворо-

тньо зв’язується з Cys674 SERCA, що активує ензим та сприяє зменшенню кон-

центраціі Са в цитозолі з подальшим зниженням активності SOCC та розслаб-

ленням ГМК [163, 486]. Втім, NO концентраційно-залежно інгібував SERCA в 

скелетному м’язі, але його ефект не був пов’язаний з активацією рГЦ та РК G 

або окисленням тіольних залишків [258]. Демонструється NO/сGMP-залежне ін-

гібування фосфоліпази С, а також зумовлене активацією РК G фосфорилювання 

ІР3R ЕР/СР, що призводить до їхньої десенсибілізації [123, 144]. NO прямо або 

опосередковано активацією sGC/cGMP/PK G шляху стимулює АТР-чутливі К
+
-

канали МХ, що розглядають як кардіопроекторну властивість оксиду азоту [324, 

459]. 

Поряд з цим, показаний стимулювальний вплив NO через сGМР-залежні 

механізми на сАDР-рибозилтрансферазу, продуктом якої є cADP-рибоза – при-

родний агоніст RyR [481]. Оксид азоту може cGМР-залежним шляхом регулю-

вати зміни концентрації вільного Са
2+

 у цитозолі [227, 480].  

Утворення комплексу між РМСА4b та nNOS (через PDZ-домен останньої) 

в кавеолах регулює скорочення кардіоміоцитів та ГМК судин шляхом модуля-

ції продукції NO, cGMP та сАМР (в останніх двох випадках через зниження ак-

тивності фосфодіестерази (PDE)) [204, 442]. Вестерн-блот аналізом було про-

демонстровано, що за відсутності протеїну РМСА4b nNOS переміщується з ПМ 

в цитоплазму. Наслідком активації (або надекспресії) РМСА є зниження актив-

ності nNOS, зменшення утворення cGMP та ріст сАМР. Таким чином, комплекс 

РМСА4b-nNOS може регулювати локальні субсарколемні підвищення Са
2+

, не-

обхідні для регуляції активності nNOS [150, 204, 316, 441]. Також показано 

оборотне інгібування РМСА пероксинітритом [163]. 

Оксид азоту легко вступає в окисно-відновні реакції з утворенням висо-

коактивних похідних NO
+
, NO

-
, NO2, N2O3, N2O4, які можуть виступати потуж-
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ними нітрозилюючими агентами [133, 370, 489]. Зокрема, розклад у водних ро-

зчинах класичного донора NO SNP призводить до формування катіону нітрозо-

нію (NO
+
) [370]. S-нітрозилювання є посттрансляційною ковалентною модифі-

кацією, яка бере участь в регуляції протеїнів, які займають ключову роль в сиг-

нальних та метаболічних шляхах. Зокрема, функціональна активність RyR СР 

посилюється шляхом S-нітрозилюванням [232]. Прикладом транснітрозилю-

вання є передача NO-групи від Hb-SNO на аніонний обмінник АЕ-1. Також ка-

спаза-3-SNO може нітрозилювати інгібітор апоптоза ХІАР, пригнічуючи його 

лігазну активність [441]. 

Оскільки МХ багаті на ензими з високим вмістом тіольних залишків, залі-

зо-сірчаних центрів, гемових груп, а також є джерелом утворення супероксид-

аніону, вони виступають потенційною мішенню дії оксиду азоту або його ре-

докс-форм [237]. Оксид азоту, впливаючи на ефективність роботи ЕТЛ, ензимів 

матриксу та Са
2+

-транспортувальних систем ВММ, спроможний контролювати 

основні процеси, які забезпечують нормальне функціонування організму на 

клітинному рівні [191, 230, 236]. Показано пряму взаємодію eNOS з VDAC, 

який є компонентою РТР. NO може впливати на РТР нітруванням каналу, через 

активацію PK G, або непрямо – високими концентраціями Са
2+

 в матриксі та 

оксидативним стресом, які також модулюються NO [191, 421]. 

1.2.7. Ефекти NO в мітохондріях 

Відкриття протягом останніх років можливості ендогенного синтезу NO в 

МХ, зумовленого роботою власної мітохондрійної NO-синтази (mtNOS), і ніт-

рит/нітрат–редуктазною здатністю компонентів ЕТЛ [65, 230, 236], переконли-

во свідчить про важливість оксиду азоту у регуляції функціональної активності 

МХ. Стаціонарна концентрація NO в матриксі МХ за допомогою мікросенсор-

ної техніки вимірюється в наномолярному діапазоні, водночас інтактні органе-

ли здатні продукувати NO в значно вищих мікромолярних концентраціях. Це 

вказує на те, що значна частина утвореного оксиду азота реагує з мітохондрій-

ними мішенями: О2
•-
, гемовими та тіольними групами протеїнів тощо [235, 482]. 
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NO за низьких фізіологічних концентрацій (наномолярних) регулює ефе-

ктивність окисного фосфорилювання та впливає на рН матриксу [232, 237, 362, 

482]. За нормального парціального тиску кисню NO знижує поглинання О2 в 

МХ і гальмує мітохондрійне дихання та окисне фосфорилювання в різних тка-

нинах, що розглядається як адаптивна фізіологічна відповідь [130, 236, 290, 

431]. Оксид азоту оборотно зв’язується та пригнічує активність комплексів 

ЕТЛ, найбільш чутливою мішенню вважається комплекс IV [191-192, 245, 401]. 

Ендогенно синтезований NO, знижуючи активність цитохром с-оксидази, зме-

ншує споживання кисню, що дозволяє оптимально функціонувати клітинним 

ензимам з низькою спорідненістю до О2 [236, 431, 450]. Оксид азоту обмежує 

споживання О2 добре оксигенованими клітинами, змушуючи О2 дифундувати 

до більш віддалених від кровотоку ділянок [247, 329, 401]. Комплекси І і ІІІ ди-

хального ланцюга також гальмуються оксидом азоту. Результатом NO-

індукованого гальмування ЕТЛ є часткова деполяризація ВММ, що може мати 

протекторний ефект, знижуючи інтенсивність генерації АФК [149, 226, 367, 431].  

NO регулює гомеостаз Са
2+

 в МХ і, відповідно, Са
2+

-залежні процеси в 

них [229, 236, 440]. Зниження електричного потенціалу на ВММ знижує інтен-

сивність електрофоретичного поглинання Са
2+

 [290]. Іони Са можуть регулюва-

ти функціонування МХ, активуючи ключові метаболічні ензими [229, 241], і, 

зокрема, mtNOS [196, 236-237]. Посилення роботи Са
2+

-залежних дегідрогеназ 

призводить до збільшення поглинання кисню, в той час як стимулювання акти-

вності mtNOS веде до протилежного ефекту [196, 229, 236, 386, 440]. Отже, за 

дії NO мають місце реципрокні взаємодії між процесами поглинання іонів Са, 

споживання кисню та інтенсивністю окисного фосфорилювання в МХ [230, 290, 

440]. 

Показано, що NO може як запобігати, так і сприяти відкриттю РТР [290]. 

Це залежить одночасно від концентрації NO та інтенсивності генерації О2
•-
 в 

МХ. За низького фізіологічного рівня NO відкриття пори гальмується (через S-

нітрозилювання тіолів протеїнів) з константою напівінгібування біля 10 нМ 

[191, 421]. Високі концентрації NO сенсибілізують РТР, роблячи її більш чут-

ливою до таких факторів відкриття як підвищена концентрація Са
2+

 в матриксі, 
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низький рівень АТР та посилення продукції О2
•-
. Зокрема продемонстрована 

пряма взаємодія еNOS з VDAC, а також як пряме нітрування каналу або через 

активацію PKG [191]. Відкриття пори спричиняє різку деполяризацію, висна-

ження пулу АТР, апоптичну, а в окремих випадках і некротичну, загибель клі-

тини. З огляду на це, mtNOS відіграє важливу роль в регуляції активності РТР 

[131, 191, 193, 482].  

Реакція NO з О2
•-
 розглядається як важливий фактор зниження біодоступ-

ності і фізіологічної активності оксиду азоту в МХ. Пероксинітрит є причиною 

окисного пошкодження, нітрування та S-нітрозилювання біомолекул – протеї-

нів [191, 421, 440], ліпідів, ДНК [293, 383], незворотної інактивації Mn
2+

-вмісної 

супероксиддисмутази [198], матриксної аконітази [295, 438] та зниження вмісту 

відновленого глутатіона [289]. Нітрозативний стрес, спричинений ONOO
-
, ви-

кликає нерепаровані розриви та інші пошкодження ДНК з наступною активаці-

єю транскрипційного фактора р53 та полі-АDP-рибозополімерази (PARP-1) 

[131, 293, 383, 391].  

Порушення балансу між анти- та прооксидантним статусом МХ, що супро-

воджується надмірним утворенням активних форм азоту та кисню, зокрема перок-

синітриту та гідроксил-радикалу, призводить до виникнення їхньої дисфункції і 

лежить в основі біохімічних механізмів патогенезу артеріальної гіпертензії, серце-

вої недостатності та ішемічної хвороби серця, атеросклерозу, а також комплекс-

них системних захворювань,таких як діабет ІІ типу. Зазначені патологічні процеси 

навіть називають «мітохондрійними хворобами» [191, 205, 283, 293, 486].  

1.2.8. Синтез оксиду азоту в мітохондріях за присутності кисню 

В доступній нам науковій літературі відсутні відомості щодо утворення NO, ка-

талітичних і кінетичних властивостей NO-синтазної системи мітохондрій гладеньких 

м’язів, зокрема, і клітин міометрія. Втім, така інформація наявна щодо деяких інших 

об’єктів. В ряді тканин мітохондрії розглядаються як важливе джерело оксиду азоту 

[212, 230, 236, 450, 482]. 

В інтактних енергізованих сукцинатом мітохондріях печінки щурів про-

демонстрували існування мітохондрійної NOS (mtNOS): за присутності L-
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аргініну ензим утворював NO і L-цитрулін та був Са
2+

-залежним конститутивно 

активним. Функціонування mtNOS було асоційовано з внутрішньою мітохонд-

рійною мембраною, залежало від інтенсивності мітохондрійного дихання та ко-

нтролювалось мембранним потенціалом; аналоги L-аргініну інгібували ензим 

[231]. Синтез NO в мітохондріях був виявлений також на моделі пермеабілізо-

ваних дигітоніном міоцитів шлуночка серця E. Dedkova та L. Blatter [193]. 

Детальний аналіз амінокислотного складу mtNOS виявив, що будова про-

теїна нагадує первинну послідовність nNOS [429]. Припускають, що мітохонд-

рійна NO-синтаза є сплайс-варіантом повноланцюгової nNOSα, відмінним від 

вже ідентифікованих, з молекулярною масою 144 кДа. Імуноколокалізація 

mtNOS з мітохондрійними маркерами (сукцинатдегідрогеназа, цитохром с-

оксидаза) додатково доводить її розміщення саме у внутрішній мітохондрійній 

мембрані [212, 230, 431, 482]. 

Активність mtNOS максимальна за оптимальної роботи електронно-

транспортного ланцюга, зокрема комплексу І, який, як припускають, може бути 

джерелом електронів для функціонування ензиму; блокування комплексу І при-

гнічує активність mtNOS [245, 290, 354]. Синтез NO експоненційно зростає з 

величиною електричного потенціала внутрішньої мембрани, а залежність про-

дукції NO від внутрішньомітохондрійного рН (в діапазоні 5,5-8,5) має дзвоно-

подібний характер з максимумом при рН 7,4 [450, 482].  

Отже, результати окремих досліджень свідчать, що синтез оксиду азоту 

мітохондріями суттєво залежить від рівня їхньої енергізації, величини електри-

чного потенціалу та інтенсивності надходження до матриксу екзогенного Са
2+

. 

Експериментальні дані вказують на те, що mtNOS постійно експресується в мі-

тохондріях, є мембранозв’язаним ензимом і за властивостями нагадує консти-

тутивні NOS, зокрема нейрональну ізоформу. Наразі мітохондрійна локалізація 

NOS надійно показана в окремих  органах та тканинах ссавців (печінка, нирки, 

тимус, кардіоміоцити, діафрагма) [88, 119, 141, 191, 193, 235]. Втім, наявність її 

в ГМК, і зокрема міометрія, в доступній нам літературі не обговорювалась. Біо-

хімічні властивості mtNOS в ГМК матки не вивчалися. 
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1.3. БІОЛОГІЧНА АКТИВНІСТЬ КАЛІКС[4]АРЕНІВ В ГЛАДЕНЬ-

КОМУ М’ЯЗІ 

1.3.1. Структура та можливість застосування каліксаренів в хімії, бі-

ології та медицині. 

У біохімічних і фізіологічних дослідженнях останніх років значна увага 

приділяється макроциклічним сполукам чашоподібної будови – каліксаренам, 

що є продуктами циклічної конденсації пара-заміщених фенолів (або резорци-

нів) з формальдегідом під дією кислот або лугів як каталізаторів, завдяки їх-

ньому широкому спектру біологічної дії. Дані сполуки широко використову-

ються для дизайну специфічних рецепторів або біо(хемо)сенсорів завдяки чут-

ливості та селективності відповідно до розмірів та властивостей субстратів [5, 

15, 112, 234, 358].  

Унікальні властивості та широкий спектр застосування калікс[4]аренів 

обумовлені своєрідною будовою молекули як показано на рисунку 1.3.1, утво-

реної центральними ареновими залишками (калікс[4]аренова чаша) та замісни-

ками, які формують верхній та нижній вінці. В поєднанні ці структурні фрагме-

нти утворюють гідрофобну порожнину, здатну зв’язувати іони або нейтральні 

молекули. При зміні розмірів та хімічної природи замісників на верхньому та 

нижньому вінцях чаші, можна синтезувати сполуки з новими властивостями [5, 

15, 53, 71, 112, 332, 358].  

 

Рис. 1.3.1. Структура молекули калікс[4]арену. 
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Каліксаренам присвячена значна кількість досліджень, результати яких 

свідчать про перспективність їхнього застосування в біології та медицині. Се-

лективність та чутливість каліксаренів забезпечує їх використання як біосенсо-

рів (наприклад в діагностиці пріонів), в біотехнології (дизайн специфічних ре-

цепторів біомолекул, хемосенсори, платформи для ДНК-чипів, імітатори ензи-

мів) та нанотехнології (мається на увазі їхня нанорозмірність) [5, 66, 332, 350, 

474]. Можливість їх візуалізації (bioimaging) обумовлює можливість їх викори-

стання для таргетної доставки ліків та трансфекції генів тощо [66, 234, 350]. Бі-

одоступність та специфічність забезпечує їхнє застосування як терапевтичних 

агентів: антивірусних, антибактеріальних, антигрибкових, антиракових, антит-

ромботичних, антиоксидантних препаратів [15, 62, 171, 350, 358]. Також важ-

ливою сферою використання калікс[4]аренів є застосування як інгібіторів ензи-

мів (наприклад, протеїнтирозинфосфатази) та іонних каналів [71, 358]. Показа-

но, що калікс[4]арени можуть впливати на процеси імунної відповіді, скоро-

чення м’язів, зсідання крові, активність катіон-транспортувальних систем субк-

літинних структур [5, 62]. Серед переваг калікс[4]аренів, можна зазначити їх 

легкий синтез і можливість модифікацій різноманітними функціональними 

групами, а також низьку токсичність (при концентрації 200 мМ виживаність 

клітин ~ 70 % [53, 66, 164, 350]) та імуногенність [5].  

1.3.2. Біохімічна активність калікс[4]аренів у клітинах міометрія та їх 

вплив на функціонування мітохондрій 

Можливість модифікації калікс[4]аренів по нижньому та верхньому він-

цю замісниками різної хімічної будови забезпечує їх використання в якості мо-

дифікаторів активності ензимів. Для ГМ матки показано, зокрема, що вони з 

високою спорідненістю модулюють активність низки ATP-гідролаз, що привер-

тає увагу щодо їх важливості як потенційних регуляторів гомеостазу Са
2+

 в мі-

оцитах [53].  

На прикладі калікс[4]аренів С-97, С-99, С-107 (рис. 1.3.2) показано їх 

комплексний вплив на АТР-гідролазні реакції у ГМК. Зазначені калікс[4]арени 

є високо афінними інгібіторами Na
+
, K

+
-АТР-азної активності ПМ міометрія, та 
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практично не впливають на активність «базальної» Mg
2+

-АТРази. Значення 

коефіцієнту інгібування ІС50 для С-107 складає 50 нМ,  для С-97 – 30 нМ, для 

С-99 – 100 нМ [19-20]. Слід зазначити, що дані калікс[4]арени мають у своїй 

структурі один або дві фосфонові групи в поєднанні з фенольними фрагмента-

ми. Наявність цих структур забезпечує ефективне інгібування натрієвої помпи. 

За кінетичними розрахунками (на прикладі С-97 та С-107) зазначені калісарени 

є неконкурентними інгібіторами, тобто не впливають на спорідненість Na
+
, K

+
-

АТРази до іонів Mg, АТР, а також К
+
, але зменшуєють спорідненість до Na

+
 

[14]. В той же час вони значно підвищують (майже в 4 рази) спорідненість ен-

зиму до уабаїну. В тензометричних експериментах калікс[4]арени С-99 та С-

107, аналогічно уабаїну, знижували скоротливу активність смужок міометрія 

[73-74]. Отже, каліксарени С-97, С-99 та С-107 є високоефективними (І0,5=30-

100 нМ) порівняно з уабаїном (І0,5=22 мкМ) інгібіторами Na
+
, K

+
-АТРази ПМ 

[19, 23-24]. 

 

Рис. 1.3.2. Структурні формули калікс[4]аренів С-97, С-99  та С-107 

Продемонстровано, що калікс[4]арени С-97 та С-99 виявляють гальмів-

ний вплив також на ATP-гідролазну активність актоміозину та АТРазу субфра-

гмента-1 (голівки) міозина (С-99) міометрія, але навіть за концентрації ефекто-

рів 100 мкМ максимальний ефект інгібування сягав 50 % для С-97 та 70 % для 

С-99 [13]. Кінетичні розрахунки вказують на неконкурентне інгібування ка-

лікс[4]аренами (на прикладі С-99) АТРази голівки міозина щодо Mg
2+

 та АТР, 

але зменшення числа обертів АТРази [12, 57]. В той же час калікс[4]арен С-107 

концентарційно-залежно (10-100 мкМ) активував вдвічі як ATPазну активність 

актоміозину, так і субфрагмента-1 міозина міометрія [13]. 
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Таким чином, калікс[4]арени С-97, С-99 та С-107 не тільки здатні ефек-

тивно інгібувати активність Na
+
, K

+
-АТРази ПМ, а й впливати на активність 

АТРази скоротливих білків – актоміозинового комплексу міоцитів матки. 

Ключова роль Са
2+

-помп ПМ та СР у регулюванні Са
2+

-гомеостаза у спо-

кої та їх залучення в процеси фармакомеханічного скорочення/розслаблення 

ГМК матки зумовлює пошук ефекторів їхньої активності. І якщо для SERCA 

високоафінними інгібіторами були знайдені тапсигаргін та циклопіазонієва 

кислота, то для РМСА дане питання залишається відкритим. 

 

Було показано, що калікс[4]арен C-90, який модифікований по верхньому 

вінцю сульфониламідиновими групами (рис. 1.3.3), на рівні ПМ специфічно ін-

гібує Са
2+

,Mg
2+

-АТРазу як у фракції ПМ (І0,5=20 мкМ), так і солюбілізований 

високо очищений ензим (І0,5=60 мкМ) [455]. Він виступає неконкурентним інгі-

бітором по відношенню до Са
2+

, АТР та Mg
2+

, але зменшує максимальну швид-

кість гідролізу АТР [21-22]. На суспензії міоцитів було продемонстровано, що 

С-90 та його аналог С-956 ефективно пригнічують як Са
2+

,Mg
2+

-АТРазу ПМ 

(І0,5= 20 мкМ та 15 мкМ відповідно), але й Са
2+

,Mg
2+

-АТРазу СР (І0,5= 57 мкМ 

для С-90) [456-457]. Характер інгібувальної дії обох калікс[4]аренів має некон-

курентний характер. Зазначені калікс[4]арени (20 мкМ) викликають зростання 

іонізованого Са в цитоплазмі міоцитів та зменшують їхній гідродинамічний ді-

аметр на 30 % (С-90) та 50 % (С-956), аналогічно до дії утеротоніка окситоцину 

(100 нМ), який зменшує гідродинамічний діаметр міоцитів на 20-30 % [21, 456-

457]. Також виявлено активуючий вплив С-90 на АТРазну активність актоміо-

зина [58].  
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В роботі [75] продемонстровано зниження сили скорочень гладеньких 

м’язів міометрія під дією каліксарену С-90, яке відбувається NO-залежним 

шляхом, та уповільнення розслаблення (зменшення нормованої максимальної 

швидкості розслаблення Vnr), скоріше за все пов’язане як з пригніченням Са
2+

-

транспортувальної функції кальцієвої помпи ПМ, так і активуючим впливом на 

АТРазу скоротливих білків. 

На клітинній суспензії міоцитів матки, зокрема показано, що макроцикл 

C-91 (рис. 1.3.4) в концентрації 10-100 мкМ стимулює (на 173%) енергозалежну 

акумуляцію Ca
2+

 в МХ, не впливає на пасивний вихід катіону з органел та на-

копичення Са
2+

 в СР [79]. 

Калікс [4]арени, що містять на нижньому вінці макроциклу халкони – аромати-

чні кетони, представники класу флавоноїдів 

(рис. 1.3.5)  – викливають зростання поляриза-

ції ВММ міометрія (С-136 та С-137, які містять 

по 2 халконових замісники), за їх присутності 

зростає концентрація іонізованого Са в матри-

ксі та стимулюється його енергозалежна аку-

муляція (більш ефективним виявився С-138 з 1 

халконовим замісником)  [6, 9].  

Отже, супрамолекулярні макроцик-

ли калікс[4]арени, які є малотоксичними 

та володіють широким спектром біологі-

чної активності, є перспективними для 

використання їх як модуляторів Са
2+

-

залежних процесів, в тому числі синтезі 

NO, в ГМ клітинах, зокрема міометрія.  
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Узагальнення до розділу 1 

Регуляція функціональної активності гладенького м’язу матки є комплек-

сною проблемою і потребує систематичних біохімічних досліджень з огляду на 

високу частоту спонтанних передчасних пологів або викиднів, причини 50 % з 

них є на сьогодні незрозумілими.  

Доведено, що оксид азоту та його метаболіти (нітрити та нітрати) проду-

куються в матці та плаценті під час вагітності. Оксид азоту відіграє важливу 

фізіологічну роль в підтриманні вагітності – діє як релаксуючий фактор –, а кі-

лькість та чутливість до нього знижується перед пологами. За даними літерату-

ри джерелами NO в матці можуть слугувати ендометрій, ендотелій судин, нер-

вові закінчення, які забезпечують нітрергічну інервацію органу, плацента і тро-

фобласти в період ранньої вагітності. Інформація щодо власного синтезу NO 

саме в міометрії, зокрема джерела його біосинтезу та компартменталізація в мі-

оцитах, доволі обмежена. В клітинах різних типів гладеньких м'язів релаксую-

чій ефект NO пов’язаний із зростанням вмісту сGMP в міоплазмі, регуляторний 

шлях L-аргінін/NO/cGMP активується під час вагітності, а його функціональна 

значущість продемонстрована в жіночому міометрії, а також в дослідах на щу-

рах, мурчаках та кролях. Альтернативним механізмом дії NO в гладеньких 

м’язах, зокрема і в жіночому міометрії, може бути безпосередня хімічна моди-

фікація через S-нітрозилювання іонних каналів та помп, яка веде до зміни їх-

ньої активності і може здійснюватись високореакційними нітрозилюючими по-

хідними оксиду азоту. 

Таким чином, комплексні біохімічні дослідження, спрямовані на 

з’ясування джерел та властивостей біосинтезу NO, ефектів нітросполук на мем-

бранні фізико-хімічні процеси, транспортувальні системи субклітинних струк-

тур, зокрема МХ, є важливими для розуміння механізмів, які лежать в основі 

регуляції функції міометрія оксидом азоту і послуговують вирішенням актуа-

льної наукової проблеми.  

Зростання концентрації іонів Са є центральним етапом послідовності біо-

хімічних і біофізичних подій між збудженням плазмалеми та розвитком скоро-
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чення міометрія (Е(Ф)МС). Збільшення/зменшення концентрації Са
2+

 забезпе-

чують функціонування каналів, помп, обмінників ПМ, СР та МХ, між якими 

існують численні прямі і зворотні, негативні та позитивні регуляторні зв’язки. 

Внаслідок цього виникає феномен чітко організованого Са
2+

-сигналінгу у часі 

та просторі. З’ясування впливу оксиду азоту на концентрацію Са
2+

 в міоплазмі 

клітин міометрія і дослідження можливих мембранних та іонних механізмів 

цього впливу, розуміння ролі МХ в регуляції Са
2+

-гомеостазу, зокрема їхньої 

NO-синтазної здатності, в гладеньком’язових клітинах є напрочуд важливим.  

Аналіз літератури дає можливість припустити, що потужним джерелом 

синтезу NO в міоцитах матки можуть виступати МХ, який здатний регулювати 

енергетичні, метаболічні, транспортувальні процеси в органелах та підтримува-

ти оптимальну концентрацію Са
2+

 як в міоплазмі, так і мітохондрійному матри-

ксі. Крім того, NO, синтезований в МХ, може впливати на катіон-

транспортувальні структури ПМ, наслідком чого може бути зміни поляризації 

(в напрямку зростання) ПМ. Зокрема існують припущення щодо стимулюваль-

ного впливу NO на К
+
-провідність ПМ, що може мати наслідком зниження збу-

дливості ГМК матки. 

Розуміння ролі оксиду азоту в регуляції Са
2+

-гомеостазу та загалом функ-

ціональної активності МХ в ГМК може бути основою для пошуку селективних 

екзогенних нетоксичних модуляторів транспорту Са
2+

, біоенергетики та біосин-

тезу NO в МХ, який доречно проводити серед представників калікс[4]аренів, та 

умовою для створення фармпрепаратів, які б мали змогу ефективно регулювати 

активність внутрішніх органів, зокрема й контрактильну здатність матки.  

Вирішенню цих питань присвячена експериментальна частина дисертації.  
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РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

2.1. МЕТОДИ ПРЕПАРАТИВНОЇ БІОХІМІЇ 

В дослідах використовувались статевозрілі невагітні нелінійні щури віком 

2 місяці, середня маса тіла 200 г, маса матки 350-600 мг. Тварин вводили в стан 

наркозу шляхом витримування 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). 

2.1.1. Виділення суспензії міоцитів з міометрія щурів 

Суспензію ГМК матки невагітних щурів одержували із використанням 

колагенази і соєвого інгібітору трипсину за допомогою методу Молларда [318], 

який використовували в деякій модифікації [7]. Після видалення матки її звіль-

няли від жиру і сполучної тканини та переносили в розчин Хенкса (pозчин А) 

наступного складу, (мМ): 136,9 NaCl, 5,36 KCl, 0,44 КН2РО4 , 0,26 NaHCO3, 0,26 

Na2НРО4, 1,26 CaCl2, 0,4 MgCl2, 0,4 MgSO4, 5,5 глюкоза, 10 HEPES (рН, 7,4; 37 

о
С ). Потім тканину подрібнювали ножицями на невеликі шматочки (середній 

розмір – 2 на 2 мм) і відмивали від крові та високих концентрацій іонів Са (3 

рази по 5 хв) в 5 мл розчину Б (розчин Хенкса вищепризведеного складу, який 

не містить MgCl2 і MgSO4 та містить CaCl2 в концентрації 0,03 мМ). Після цього 

шматочки тканини інкубували протягом 20 хв (37 
о
С, режим постійного пере-

мішування) у 2 мл середовища дисоціації тканини, яке являє собою розчин ко-

лагенази тип ІА (0,1 %), бичачого сироваткового альбуміна (0,1 %) і соєвого 

інгібітора трипсину (0,01 %), що був приготований на розчині Б. Через 20 хв 

середовище дисоціації тканини відбирали, а тканину переносили в вільний від 

ензиматичного препарату розчин Б. Для прискорення дисоціації клітин тканин-

ний препарат 15-20 разів обережно піпетували за допомогою скляної піпетки 1-

2 хв. Розчин Б, який містить дисоційовані клітини, відбирали, а тканинний пре-

парат знову переносили в нову порцію середовища дисоціації клітин, що міс-
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тить колагеназу, бичачий сироватковий альбумін та соєвий інгібітор трипсину. 

Цю процедуру повторювали 5-6 разів. Дві перші порції розчину Б, що викорис-

товувався для піпетування (не містив колагенази та соєвого інгібітору трипсину 

і містив дисоційовані клітини), відкидали, в зв`язку з тим, що вони містили 

фрагменти тканини і пошкоджені клітини. Остані 3-4 порції збирали, об'єдну-

вали і центрифугували 10 хв при 80 g. Отриманий осад клітин промивали роз-

чином Б і знову центрифугували у вказаному вище режимі. Потім клітини 

зберігали в розчині Б при низькій температурі (ставили на лід) та проводили 

запланований дослід. 

2.1.2. Виділення фракції плазматичних мембран міометрія свині 

Фракцію ПМ ГМК виділяли з міометрія свині за методикою, що описана 

в роботі [48]. Для цього 15 г тканини подрібнювали ножицями і гомогенізували 

у середовищі гомогенізації за допомогою ножового гомогенізатора 3 рази по 20 

сек. Співвідношення тканина : середовище гомогенізації дорівнювало 1:4. Се-

редовище гомогенізації мало наступний склад, мМ: 20 Трис-HCl (рН 7,4, 8 
0
С), 

250 цукроза, 2 ЕДТО, 0,6 KCl. Отриманий гомогенат центрифугували протягом 

18 хв при 6000 g. Надосадову рідину нашаровували на ступінчатий градієнт са-

харози у наступному порядку і співвідношенні — 30 % цукроза : 15 % цукроза : 

надосадова рідина = 6 мл : 5 мл : 20 мл. Три пробірки із системою ступінчатого 

градієнта центрифугували 90 хв при 105000 g на бакет-роторі при +8 
0
С. Фрак-

цію ПМ збирали в зоні 15 % цукрози. Отриману суспензію мембран розводили 

охолодженим бідистилятом до 2,5 % цукрози і осаджували протягом 1 години 

при 105000 g на кутовому роторі. Отриманий осад суспендували в 3 мл середо-

вища наступного складу: 20 мМ Трис-HCl (рН 7,4, 8 
0
С), 150 мМ KCl. Суспен-

зію препарату ПМ зберігали в скрапленому азоті. 

2.1.3. Одержання фракції мітохондрій міометрія 

Препарат ізольованих МХ одержували із міометрія невагітних щурів за 

допомогою методу диференційного центрифугування як описано раніше [52]. 

Після виділення матки і очищення її від жирової та сполучної тканини м'язевий 
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препарат знаходився у 0,9 % розчин NaCl. Препарат подрібнювали ножицями 

на шматочки розміром приблизно 2х2 мм, які переносили у робочий розчин з 

температурою 4
о
С наступного складу: 10 мМ HEPES (рН = 7,4), 250 мМ цукро-

за, 1 мМ ЕГТА. Тканину гомогенізували за допомогою гомогенізатору Heidolph 

Silent Crusher M (Германія) 3 рази по 20 с із охолодженням на льоду протягом 1 

хв, співвідношення тканина : робочий розчин складало 1 : 9. Гомогенат 

центрифугували протягом 15 хв при 1 тис. g за температури 4
о
С. Супернатант 

збирали та центрифугували протягом 15 хв при 12 тис. g за температури 4
о
С. 

Осад ресуспендували у робочому розчині наступного складу: 10 мМ HEPES 

(рН = 7,4), 250 мМ цукроза, і знову центрифугували протягом 15 хв при 12 тис. 

g за температури 4
о
С. Одержану фракцію ізольованих МХ ресуспендували в 

буфері 10 мМ HEPES (рН = 7,4), 250 мМ цукроза, 1 мг/мл бичачого сироватко-

вого альбуміну у співвідношенні 100 мг тканини:100 мл буфера. Фракцію ізо-

льованих МХ впродовж експерименту зберігали на льоду. 

Вміст протеїну у фракції ПМ та МХ визначали стандартним методом 

Bradford за його реакцією з реактивом Кумасі G250 [121]. Середнє значення 

вмісту протеїну у МХ фракції складало 2 мг/мл. 

2.2. ФЛУОРЕСЦЕНТНІ МЕТОДИ 

Флуоресцентні дослідження проводили із використанням спектрофлуо-

риметра Quanta Master 40 РТІ (Канада) із програмним забезпеченням FelixGX 

4.1.0.3096, протокового цитофлуориметра COULTER EPICS XL
TM

 (Beckman-

Coulter, США), що обладнаний аргоновим лазером (λзб = 488 нм) із програмним 

забезпеченням SYSTEMII
TM

 Software (BeckmanCoulter, США). Просторовий 

розподіл флуоресцентних барвників у клітині досліджували на лазерному ска-

нуючому конфокальному мікроскопі LSM 510 META (“Carl Zeiss”, Німеччина). 

В експериментальній роботі були використані флуоресцентні барвники, 

описані в таблиці 2.2.1. 
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Таблиця 2.2.1. Флуоресцентні барвники, використані в дослідженнях 

Структурна 

формула 

Назва Хімічна формула специфіч-

ність 

 Hoechst 33342 C27H37Cl3N6O4; 

2,5'-Bi-1H-

benzimidazole, 2'-(4-

ethoxyphenyl)-5-(4-

methyl-1-piperazinyl)- 

23491-52-3 

барвник, 

специфічний 

до ядер 

 

MitoTracker 

Orange CM-

H2TMRos 

C24H25ClN2O барвник, 

специфічний 

до мітохонд-

рій 

 DAF-FM C21H14F2N2O5;  

4-Amino-5-

methylamino-2′,7′-

difluorofluorescein, 

Diaminofluorescein-

FM 

NO-

специфічний 

 Fluo-4 AM C51H50F2N2O23 ;  

Glycine, N-[4-[6-

[(acetyloxy)methoxy]-

2,7-difluoro-3-oxo-

3H-xanthen-9-yl]-2-

[2-[2-[bis [2- 

[(acetyloxy)methoxy] 

-2-oxoethyl] amino]-

5-methylphenoxy] 

ethoxy] phenyl]-N-[2-

[(acetyloxy)methoxy]-

2-oxoethyl]-

(acetyloxy)methyl 

ester 

Са
2+

-

чутливий 

 

NAO 

(Acridine 

Orange 10-

Nonyl 

Bromide) 

C26H38BrN3; 

Acridinium, 3,6-

bis(dimethylamino)-

10-nonyl-, bromide 

барвник, 

специфічний 

до кардіолі-

піна мітохо-

ндрій 
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 9-АА C13H10N2; 

9-Aminoacridine 

 

ΔрН-

чутливий 

 DiOC6(3) 

(3,3'-

Dihexyloxacar

bocyanine 

Iodide) 

C29H37IN2O2; 

Benzoxazolium, 3-

hexyl-2-(3-(3-hexyl-

2(3H)-

benzoxazolylidene)-1-

propenyl)-, iodide 

Потенціалчу-

тливий 

 

JC-1  

 

C25H27Cl4IN4; 

5,5′,6,6′-tetrachloro-

1,1′,3,3′-

tetraethylbenzimidazol

ylcarbocyanine iodide 

Потенціалчу-

тливий 

 

BCECF-AM 2′,7′-Bis(2-

carboxyethyl)-5(6)-

carboxyfluorescein 

tetrakis(acetoxymethyl

) ester 

рН-чутливий 

 

DCF-DA C24H16Cl2O7; 

2’,7’–

dichlorofluorescin 

diacetate 

барвник, 

специфічний 

до активних 

форм кисню 

 

2.2.1. Процедура іммобілізації міоцитів із використанням полі-L-лізину 

Клітини для проведення конфокально-мікроскопічних досліджень (об’єм 

суспензії 100 мкл) іммобілізували 2 год на предметному склі, обробленому по-

лі-L-лізином (200 мкл), при температурі 24
0
С. Неприкріплені міоцити відмива-

ли розчином Хенкса Б (див. вище), після чого до іммобілізованих клітин дода-

вали 100 мкл розчину Б, клітини обробляли відповідними барвниками і прово-

дили подальші дослідження. 
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2.2.2. Навантаження флуоресцентними барвниками клітин та прове-

дення конфокально-мікроскопічних досліджень 

Просторовий розподіл флуоресцентних барвників у клітині досліджували 

на лазерному скануючому конфокальному мікроскопі LSM 510 META ( “Carl 

Zeiss”, Німеччина) із використанням іммобілізованих на полі-L-лізині міоцитів.  

Експерименти проводили при температурі 24 
0
С. Дослідження на конфо-

кальному мікроскопі проводили у режимі Multi Track. Вивчення кінетики роз-

поділу флуоресцентних барвників у клітині проводили у режимі Time Series, а 

для кількісного аналізу застосовували функцію ROI (Region Of Interest), яка до-

зволяє отримувати графік залежності інтенсивності флуоресценції від часу, 

усереднену по виділеній області. 

Для візуалізації ядер клітини навантажували 50 нМ Hoechst 33342, моле-

кула якого є гідрофобною та несе позитивний заряд, що забезпечує його прохо-

дження через ліпідний бішар ПМ та ядерну оболонку, а також зв’язування з 

ДНК (АТ-багаті ділянки). Флуоресценцію Hoechst 33342 збуджували за допо-

могою лазера на довжині хвилі 405 нм, а для реєстрації сигналу використовува-

ли світлофільтр BP 420-480. 

Для візуалізації МХ був залучений флуоресцентний барвник MitoTracker 

Orange CM-H2TMRos у концентрації 200 нМ. MitoTracker Orange CM-H2TMRos 

проникає в активно дихаючі клітини, окислюється до MitoTracker Orange 

CMTMRos і набуває позитивно зарядженої форми, яка акумулюється переваж-

но в МХ, завдяки більш негативному заряду на внутрішній мембрані. Там барв-

ник зв’язується з тіольними групами протеїнів та пептидів, формуючи альдегід-

стабільні кон’югати. Для збудження флуоресценції MitoTracker Orange CM-

H2TMRos використовували лазер з довжиною хвилі 543 нм, а для реєстрації си-

гналу використовували світлофільтр BP 560-615. 

NO-чутливий флуоресцентний зонд DAF-FM безпосередньо взаємодіє з 

NO за присутності O2, в результаті чого утворюється триазоло-флуоресцеїнове 

похідне (DAF-FM-T), яке має більший квантовий вихід флуоресценції [331]. 

Навантаження іммобілізованих міоцитів DAF-FM в концентрації 10 мкМ про-
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водили протягом 15 хв при температурі 24
о
С в розчині Хенкса Б, після чого клі-

тини відмивали від барвника, знову розчиняли в середовищі Хенкса Б та прово-

дили дослідження. Збудження флуоресценції DAF-FM здійснювали довжиною 

хвилі 488 нм, а її реєстрацію світлофільтром BP 505-530.  

Навантаження іммобілізованих міоцитів Са
2+

-чутливим флуоресцентним 

зондом Fluo-4 AM в концентрації 10 мкМ відбувалося протягом 20 хв при тем-

пературі 24
о
С в розчині Хенкса Б, після чого проводились дослідження. Збу-

дження флуоресценції Fluo-4 AM здійснювали на довжині хвилі 488 нм, реєст-

рували в діапазоні 505-530 нм (світлофільтр BP 505-530).  

Флуоресценцію ΔрН-чутливого 9-аміноакридину (10 мкМ 9-АА) дослі-

джували за збудження 405 нм та реєстрації сигналу світлофільтром BP 420-480. 

Навантаження кардіоліпін-специфічним 1 мкМ 10-ноніл акридиноранжем 

(NAO) та потенціал чутливим DiOC6(3) в концентрації 100 нМ (при вивченні 

зміни мембранного потенціалу) або 500 нМ (для дослідження солокалізації бар-

вників) проводили протягом 15 хв. Збудження їхньої флуоресценції здійснюва-

ли довжиною хвилі 488 нм, реєстрували в діапазоні 505-530 нм (світлофільтр 

BP 505-530).  

2.2.3. Вивчення біохімічних властивостей біосинтезу NO ізольовани-

ми мітохондріями міометрія щурів методом протокової цитометрії 

Утворення оксиду азоту в ізольованих МХ вивчали методом протокової 

цитометрії. Використовували робочий протокол аналізу зразків, який був ство-

рений нами для характеристики фракції ізольованих МХ міометрія за флуорес-

ценцією DAF-FM (λзб = 488 нм, λфл = 515 nm (канал Fl1)). Події для аналізу оби-

рались шляхом введення логічного обмеження за параметрами бічного та пря-

мого світлорозсіювання (SS та FS) в протокол протокового цитометра. Аналіз 

проб припинявся за умови реєстрації 10000 подій в межах виділеної області. 

NO-чутливий флуоресцентний барвник DAF-FM вносили безпосередньо в 

середовище інкубації в експериментально підібраній концентрації 0,5 мкМ. При 

визначенні оптимальної концентрації зонда для визначення NO досліджували 

його концентрацію в діапазоні 0,1-10 мкМ. 
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Активність mtNOS досліджували в присутності субстратів дихання (5 мM 

піруват та сукцинат), L-аргініна (1-100 мкM), Ca
2+

 (10-500 мкM, в деяких випа-

дках 1 мM), кофакторів (10 мкM тетрагідробіоптерін (BH4) та FAD), NADPH 

(10 мкM), а також 10 мкM рутенієвого червоного (RuR), 7,5 мкг/мл аламетици-

ну та N
G
-нітро-L-аргініна, 0,5 мM ADP. Для дослідження залежності продукції 

NO МХ від їхнього енергетичного статуса використовували інгібітори ЕТЛ (5 

мкM ротенон, 1 мкг/мл антиміцин A, 2,5 мкM олігоміцин) та 10 мкM протоно-

фор карбоніл-цианід 3-хлорофенілгідразон (CCCP). 

Склад середовища інкубації (за виключенням дослідження концентрацій-

них залежностей від L-аргініна та Ca
2+

), мМ: 20 HEPES (pH 7,4, 24 
0
C), 2 K

+
-

фосфатний буфер (pH 7,4, 24 
0
C), 120 KCl, 5 піруват, 5 сукцинат, 0,05 L-аргінін, 

0,1 Ca
2+

, 0,01 NADPH, 0,01 BH4, аліквота мітохондрійної фракції містила 15-20 

мкг протеїна. 

За “нульову точку” приймали одиниці флуоресценції DAF-FM+МХ. Реа-

кцію ініціювали внесенням аліквоти 20 мкл L-аргінін+Ca
2+

. Тривалість прове-

дення ферментативної реакції 30 хв. Контролем слугувало утворення NO в мі-

тохондріях за відсутності екзогенно доданих L-аргініна та Ca
2+

.  

2.2.4. Процедура навантаження мітохондрій флуоресцентним зондом 

Fluo-4 AM 

Навантаження МХ Са
2+

-чутливим флуоресцентним зондом Fluo-4 AM у 

концентрації 2 мкМ проводили у середовищі, яке містило 10 мМ HEPES (рН 

7,4; 37
о
С), 250 мМ цукрозу, 0,1 % бичачий сироватковий альбумін протягом 30 

хв при температурі 37
о
С. Для покращення процесу навантаження змішували 

барвник із Pluronic F-127 (0,02 %).   

2.2.5. Дослідження змін вмісту іонізованого Са в ізольованих мітохон-

дріях із використанням методу спектрофлуориметрії  

Реєстрацію відносних значень рівня Са
2+

 в матриксі МХ міометрія, наван-

тажених Fluo-4 AM (λзб = 490 нм, λфл = 520 нм), досліджували із використанням 

флуориметричного методу на спектрофлуориметрі Quanta Master 40 РТІ. 
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Середовище, із якого здійснювалась енергозалежна акумуляція Са
2+

 МХ, 

мало склад (мМ): 20 HEPES (рН 7,4, 37 
о
С), 2 K

+
-фосфатний буфер (рН 7,4, 37 

о
С), 250 цукроза, 3 MgCl2 , 3 АТР, 5 сукцинат натрію, концентрація Са

2+
 стано-

вила 20-80 мкМ. Енергозалежну акумуляцію Са
2+

 проводили протягом 5 хв.  

У випадку дослідження ΔрН-індукованого вивільнення іонів Са з МХ по-

передню енергозалежну акумуляцію Са
2+

 проводили протягом 5 хв, після чого 

аліквоту суспензії (100 мкл) розводили в середовищі вивільнення Са
2+

 (2 мл) 

наступного складу, мМ: 20 HEPES (рН 6,0-8,0; 37 
о
С), 2 K

+
-фосфатний буфер 

(рН 6,0-8,0; 37 
о
С), 250 цукроза, 5 сукцинат натрія, 5 мкМ циклоспорин А (Csp). 

Концентрація Са
2+

 в середовищі вивільнення катіону становила 4 мкМ. Така 

концентрація є наслідком розведення аліквоти середовища, із якого здійснюва-

лась енергозалежна акумуляція Са
2+

 МХ (80 мкМ Са
2+

), в середовищі вивіль-

нення катіону у 20 разів.  

При дослідженні впливу градієнту одновалентних катіонів на ∆рН-

індукований вихід Са
2+

 з МХ 250 мМ цукрозу ізотонічно замінювали на 150 мМ 

холінхлорид або 20 мМ NaCl (KCl, LiCl) + 130 мМ холінхлорид. 

2.2.6. Вивчення динаміки вмісту іонізованого Са
2+

 в ізольованих мі-

тохондріях із використанням методу протокової цитометрії 

Вивчення змін іонізованого Са в матриксі МХ проводили також із вико-

ристанням методу протокової цитофлуориметрії на протоковому цитометрі 

COULTER EPICS XL
TM

. Використовували робочий протокол аналізу зразків, 

який був створений для характеристики фракції ізольованих МХ міометрія за 

флуоресценцією Fluo-4 (λзб = 488 нм, λфл = 520 nm (канал Fl1)). Події для аналі-

зу обирались шляхом введення логічного обмеження за параметрами бічного та 

прямого світлорозсіювання (SS та FS) в протокол протокового цитофлуоримет-

ру. Аналіз проб припинявся за умови реєстрації 10000 подій в межах виділеної 

області. 

Дослідження проводились при температурі 24
о
С. Реєстрацію умовних 

значень рівня Са
2+

 в матриксі МХ у середовищі наступного складу, мМ: 20 
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HEPES (рН 7,4), 2 K
+
-фосфатний буфер (рН 7,4), 250 цукроза, 3 MgCl2, 3 АТР, 5 

сукцинат натрія, концентрація Са
2+

 становила 80 мкМ.  

2.2.7. Навантаження мітохондрій pH-чутливим зондом BCECF-AM 

Навантаження МХ зондом BCECF-AM у концентрації 5 мкМ проводили у 

середовищі, яке містило 10 мМ HEPES (рН 7,4, 37
о
С), 250 мМ цукрозу, 0,1% 

бичачий сироватковий альбумін та 0,02 % PluronicF-127 протягом 20 хв при те-

мпературі 25 
о
С. Зонд, який не акумулювався в матриксі, відокремлювали від 

МХ шляхом переосадження при 12 тис. g протягом 15 хв. Ресуспендували і збе-

рігали МХ у вищеописаному середовищі.  

2.2.8. Дослідження змін рН матриксу в ізольованих мітохондріях із 

використанням методу спектрофлуориметрії  

Реєстрацію флуоресценції BCECF-AM в МХ (λзб = 510 нм, λфл = 535 нм) 

здійснювали на спектрофлуориметрі QuantaMaster 40 РТІ.  

Середовище інкубації мало наступний склад, мМ: 20 HEPES (рН 6,0-8,0, 

37
о
С), 2 К

+
-фосфатний буфер (рН 6,0-8,0, 37

о
С), 250 цукроза, 5 сукцинат натрія, 

5 мкМ Csp. 

2.2.9. Процедура навантаження мітохондрій флуоресцентним  

зондом DCF-DA 

Навантаження МХ АФК-чутливим флуоресцентним зондом DCF-DA у 

концентрації 25 мкМ проводили у середовищі, яке містило 10 мМ HEPES (рН 

7,4; 25
о
С), 250 мМ цукрозу, 0,1 % бичачий сироватковий альбумін протягом 30 

хв при температурі 25
о
С. Для покращення процесу навантаження змішували 

барвник із Pluronic F-127 (0,02 %).   

2.2.10. Вивчення утворення активних форм кисню за допомогою флу-

оресцентного зонду DCF-DA та метода протокової цитометрії 

Утворення АФК в ізольованих МХ вивчали із використанням методу про-

токової цитофлуориметрії на протоковому цитометрі COULTER EPICS XL
TM

. 

Створено робочий протокол аналізу зразків для характеристики фракції ізольо-
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ваних МХ міометрія за флуоресценцією DCF-DA (λзб = 488 нм, λфл = 515 nm 

(канал Fl1)). Події для аналізу обирались шляхом введення логічного обмежен-

ня за параметрами бічного та прямого світлорозсіювання (SS та FS) в протокол 

протокового цитофлуориметру. Аналіз проб припинявся за умови реєстрації 

10000 подій в межах виділеної області. 

Середовище інкубації мало склад, мМ: 20 Hepes (рН 7,4, 25 
о
С), 2 К

+
-

фосфатний буфер (рН 7,4, 25
о
С), 25 КСl, 25 NaCl. Вміст протеїну в мітохонд-

рійній фракції складав 15-20 мкг. Реакцію ініціювали внесенням аліквоти 20 

мкл 5 мМ піруват+5 мМ сукцинат.  

2.2.11. Вивчення змін мембранного потенціалу мітохондрій інтактних 

міоцитів із використанням методу лазерної конфокальної мікроскопії  

Для візуалізації МХ були залучені флуоресцентні барвники 200 нМ 

MitoTracker Orange CM-H2TMRos, 10 мкМ 9-аміноакридин (АА) та 1 мкМ 10-

ноніл-акридиноранж (NAO), а для візуалізації ядер клітин – 50 мкМ Hoechst 

33342. Розподіл DiOC6(3) в клітині спостерігали за концентрації 200 нМ. В да-

них експериментах створювали умови штучного колапсу потенціалу на ПМ по-

передньою інкубацією міоцитів із 1 мМ уабаїном.  

2.2.12. Реєстрація змін мембранного потенціалу мітохондрій інтакт-

них міоцитів із використанням флуориметричного методу 

Зміни трансмембранного потенціалу ПМ і внутрішньої МХ мембран інта-

ктних міоцитів реєстрували за інтенсивністю флуоресценції потенціал-

чутливого зонда DiOC6(3). Зміни флуоресценції DіОС6(3) вивчали за допомо-

гою спектрофлуориметра Signе-4М (λзб = 485 нм, λфл = 505 нм) та протокового 

цитометра Coulter EpicsXL
TM

 (λзб = 488 нм, λфл = 505 нм (канал Fl1)). Виміри 

проводились в фізіологічному середовищі Хенкса наступного складу: 137 мМ 

NaCl, 5,36 мМ KCl, 0,44 мМ KH2PO4, 0,26 мМ NaHCO3, 0,26 мМ Na2HPO4, 0,1 

% глюкоза, 10 мМ HEPES (рН 7,4), 0,03 або 1,26 мМ CaCl2. 

При дослідженні впливу вибраних ефекторів на потенціал ПМ клітини 

попередньо інкубували з 5 мМ NaN3 протягом 5 хв для надійного інгібування 
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відповіді МХ, інтенсивність флуоресценції DiOC6(3) реєстрували протягом 3-5 

хв інкубації міоцитів з барвником та додавали аліквоти розчинів досліджуваних 

сполук. В цих дослідженнях концентрація DiOC6(3) складала 100 нМ. 

З метою вивчення впливу вибраних ефекторів на поляризацію МХ мем-

брани спочатку реєстрували інтенсивність флуоресценції DiOC6(3) на 3 хв ін-

кубації міоцитів з зондом, далі вносили 1 мМ уабаїн і інкубували клітини 5 хв 

для надійної деполяризації ПМ, і вже потім додавали аліквоти розчинів дослі-

джуваних сполук. 

2.2.13. Реєстрація змін мембранного потенціалу в ізольованих мітохондріях  

Зміни потенціалу ВММ досліджували з використання потенціалчутливого 

зонду JC-1 (1 мкМ) з залученням методу спектрофлуориметрії:  λзб = 488 нм, λфл 

= 535 (мономер) та 595 (J-агрегат) нм на спектрофлуориметрі QuantaMaster 40 

РТІ. Відносне значення одиниць флуоресценції 595/535 відображає зміни мем-

бранного потенціалу МХ. 

Середовище інкубації мало склад: 20 мМ Hepes (рН 7,4, 37
о
С), 2 мМ К

+
-

фосфатний буфер (рН 7,4, 37 
о
С), 125 мМ КСl, 25 мМ NaCl. Вміст протеїну в 

мітохондрійній фракції складав 50 мкг.  

2.2.14. Реєстрація К
+
-рівноважного потенціалу на плазматичній мембра-

ні клітин міометрія і вивчення його модуляції методом протокової цитометрії 

Препарат везикул сарколеми попередньо врівноважували в середовищі, 

що містило 300 мМ KCl, 20 мМ HEPES-Трис (рН 7,4) протягом 15-18 год при 4
0
С.  

Встановлення К
+
-рівноважного потенціалу в системі забезпечувалось в 

присутності 0,5 мкМ валіноміцина. Значення К
+
-рівноважного потенціалу роз-

раховували за рівнянням Нернста: 

,
][

][
ln

i

e

K

K

F

RT




                                                                                  (1) 

де [K
+
]eта [K

+
]і – концентрація калію поза та в середині везикул відповідно. 

Зміни флуоресценції DіОС6(3) із застосуванням метода протокової цито-

метрії (λзб = 488 нм, λфл = 505 нм (канал Fl1)) досліджували в середовищі, що 
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містило 5 мкМ DіОС6(3), 20 мМ HEPES-Трис (рН 7,4, 23
0
С), 150 мкг/мл білку, 

0,5 мкМ валіноміцину. Потенціал задавали внесенням різних концентрацій KCl 

відповідно до розрахунку за рівнянням Нернста (23
0
С), а іонну силу компенсу-

вали (до 300 мМ) додаванням холін-хлориду (Ch
+
). Значення К

+
-рівноважного 

потенціалу відповідно становили: 

1.  300 мМ [K
+
]i/300 мМ [K

+
]e (Δφ= 0 мВ),  

2. 300 мМ [K
+
]i/250 мМ [K

+
]e + 50 мМ [Ch

+
]e (Δφ= -4,6 мВ),  

3. 300 мМ [K
+
]i/200 мМ [K

+
]e + 100 мМ [Ch

+
]e (Δφ= -10,3 мВ),  

4. 300 мМ [K
+
]i/150 мМ [K

+
]e + 150 мМ [Ch

+
]e (Δφ= -17,5 мВ),  

5. 300 мМ [K
+
]i/100 мМ [K

+
]e + 200 мМ [Ch

+
]e (Δφ= -27,8 мВ),  

6. 300 мМ [K
+
]i/50 мМ [K

+
]e + 250 мМ [Ch

+
]e (Δφ= -45,3 мВ),  

7. 300 мМ [K
+
]i/30 мМ [K

+
]e + 270 мМ [Ch

+
]e (Δφ= -58,3 мВ).  

На рис. 2.2.1 репрезентовано типовий результат експерименту. Положен-

ня піку (PkPosX) відповідає інтенсивності флуоресцентної відповіді більшості 

везикул в їхній загальній популяції. Зміщення PkPosX залежить від величини 

калієвого градієнта, який спрямований з внутрішньовезикулярного середовища: 

відстань між положеннями контрольного піку (PkPosX0 – везикули + зонд) та 

піку після додавання К
+
-іонофору валіноміцина (PkPosXVal – везикули + зонд + 

Val) зменшується зі збільшенням градієнту калію. Після 2-3 хв відбувалась пос-

тупова дисипація наведеного потенціалу Δφ, що відображається у зміщенні 

PkPosX в напрямку збільшення інтенсивності флуоресценції (праворуч).  

Для подальших розрахунків ми обрали різницю між інтенсивністю флуо-

ресценції до (PkPosX0) та після додавання валіноміцину (PkPosXVal), що харак-

теризує флуоресцентну відповідь DiOC6(3) (ΔPkPosXn) за умови різних концен-

трацій іонів калію в середовищі. Таким чином: 0PkPosXPkPosXPkPosX Valn  , де 

n – це концентрація К
+
 (мМ) в середовищі інкубації. За одержаними даними бу-

ло побудовано калібрувальну криву, яка відображає взаємозв’язок між флуоре-

сцентною відповіддю зонду при різних концентраціях К
+
 в середовищі та вели-

чиною потенціалу, розрахованого за рівнянням Нернста. Пряма залежність між 

флуоресцентною відповіддю зонду та розрахованим Δφ спостерігалась при змі-

ні наведеного потенціалу від -58,3 мВ до -10,3 мВ. При зменшенні потенціалу 
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(тобто при зменшенні градієнту К
+
) спостерігалось відхилення від лінійної за-

лежності. Значення відносної флуоресцентної відповіді зонду (виражена у від-

носних одиницях) при зміні концентрації К
+
 від 30 до 200 мМ ззовні везикул 

наближались до значень величини Δφ, розрахованого за рівнянням Нернста. 

 

Рис. 2.2.1. Вплив валіноміцину на флуоресценцію DіОС6(3). (Val – валіно-

міцин (0,5 мкМ), PkPosX0 – інтенсивність флуоресценції DіОС6(3) до внесення в 

середовище інкубації валіноміцину, PkPosXVal – інтенсивність флуоресценції 

DіОС6(3) (після внесення валіноміцину). Дані типового досліду 

 

Для оцінки впливу 50 мкМ SNP та SN на К
+
-рівноважний потенціал ПМ 

нами було використано емпіричні формули розрахунку відносних одиниць 

флуоресценції DiOC6(3), які відповідали б залежності флуоресцентної відповіді 

зонду від значення Δφ, розрахованого за рівнянням Нернста, тобто мали фізич-

ний зміст. 

Контроль: 
300

100.).(
PkPosX

PkPosX
овефект




 ,                                                         (2) 



 96 

де ΔPkPosX300 – різниця між положеннями піків до та після внесення ва-

ліноміцину при Δφ = 0 мВ ([K
+
]i=[K

+
]e=300 мМ), ΔPkPosX100 – різниця між по-

ложеннями піків до та після внесення валіноміцину при Δφ= -27,8 мВ (300 мМ 

[K
+
]i/100 мМ [K

+
]e+200 мМ [Ch

+
]e). 

Характеристика впливу ефекторів на флуоресценцію зонда за наявності 

градієнту К
+
 на мембрані:  

)(300

)(100
.).(

ефектор

ефектор

PkPosX

PkPosX
овефект




 ,                                                                    (3) 

де ΔPkPosX300(ефектор) – різниця між положеннями піків до та після внесен-

ня ефекторів за відсутності градієнту іонів калію ([K
+
]i=[K

+
]e=300 мМ), ΔPk-

PosX100(ефектор) – різниця між положеннями піків до та після внесення діючих ре-

човин за умов наявності градієнту К
+
 спрямованого з внутрішньо везикулярно-

го середовища (300 мМ [K
+
]i/100 мМ [K

+
]e+200 мМ [Ch

+
]e). 

Дія ефекторів на флуоресценцію зонда за умови наведеного трансмемб-

ранного потенціалу -27,8 мВ: 

)(300

)(100
.).(

ефекторVal

ефекторVal

PkPosХ

PkPosХ
овефект








 ,                                                                (4) 

де ΔPkPosX300(Val+ефектор) – різниця між положеннями піків до та після вне-

сення валіноміцину і діючих речовин за відсутності градієнту іонів калію 

([K
+
]i=[K

+
]e=300 мМ), ΔPkPosX100(Val+ефектор) – різниця між положеннями піків до 

та після внесення валіноміцину і діючих речовин за умов наявності градієнту 

К
+
(300 мМ [K

+
]i/100 мМ [K

+
]e+200 мМ [Ch

+
]e). 

2.2.15. Реєстрація флуоресценції NADH та FAD в мітохондріях із ви-

користанням методу спектрофлуориметрії 

Реєстрацію відносних значень рівня власної флуоресценції NADH та FAD 

в матриксі МХ досліджували із використанням флуориметричного методу на 

спектрофлуориметрі Quanta Master 40 РТІ.  

Флуоресцентний сигнал від NADH реєстрували при λзб = 350 нм, λфл = 450 

нм, від FAD – λзб = 450 нм, λфл = 533 нм. 
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Дослідження проводили в середовищі наступного складу, мМ: 20 НЕРЕS 

(pH 7,4, 37
0
C), 2 К

+
-фосфатний буфер (pH 7,4, 37

0
C), 120 КСl, 5 піруват натрія, 5 

сукцинат натрія, аліквота (100 мкл) мітохондрійної фракції містила 100 мкг білку.  

Відносні одиниці флуоресценції від NADH та FAD розраховували як від-

ношення (F-F0)/F0, де F0 – початковий флуоресцентний сигнал, F – флуоресцен-

тний сигнал за відповідні проміжки часу. 

В експериментах щодо впливу ротенону, антиміцину враховували власну 

флуоресценцію цих речовин. 

2.2.16. Вивчення ефектів калікс[4]аренів на транспортні та енергети-

чні процеси в міоцитах та ізольованих мітохондріях 

Каліксаренфосфонові кислоти С-97 (5-біс(дигідроксифосфорил)метил-

25,27-дипропоксикалікс[4]арен, С-99 (5,17-біс(дигідроксифосфонілметилол)-

25,27-дипропоксикалікс[4]арен, С-107 (5,17-ди(фосфоно-2-піридилметил)аміно-

11,23-ди-трет-бутил-26,28-дигідрокси-5,27-дипропоксикалікс[4]арен), С-90 

(5,11,17,23-тетра(трифтор)метил(феніл-сульфониліміно)метиламіно-

25,26,27,28-тетрапрокси-калікс[4]арен) та С-956 (5,11,17,23-

тетра(трифтор)метил(феніл-сульфониліміно)метиламіно-25,27-діоктилокси-

26,28-дипропокси-калікс[4]арен) були синтезовані та охарактеризовані із вико-

ристанням методів ЯМР та інфрачервоної спектроскопії у відділі хімії фосфо-

ранів Інституту органічної хімії НАН України під керівництвом академіка НАН 

України Кальченка В.І.  

Калікс[4]арени розчиняли в ДМСО та вносили безпосередньо в середо-

вище інкубіції. Концентрація розчинника в пробі не перевищувала 0,5 %. При 

проведенні експериментів контролем слугувало внесення аліквоти розчинника 

до середовища інкубації.  

2.2.17. Визначення інтенсивності флуоресценції калікс[4]арена С-956 

при взаємодії з гладеньком’язовими клітинами матки щурів 

Флуоресценцію калікс[4]арена С-956 (λзб = 283 нм, λфл = 365 нм) та її змі-

ни при взаємодії з міоцитами матки досліджували на спектрофлуориметрі 
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Quanta Master 40 РТІ. Дослідження проводили в середовищі Хенкса: 137 мМ 

NaCl, 5,36 мМ KCl, 0,44 мМ KH2PO4, 0,26 мМ NaHCO3, 0,26 мМ Na2HPO4, 0,1 

% глюкоза, 10 мМ HEPES (рН 7,4), 0,03 мМ СаСl2.  

Візуалізацію міоцитів методом лазерної конфокальної мікроскопії прово-

дили, збуджуючи зразки ультрафіолетовою лампою 360 нм та реєструючи флу-

оресценцію з використанням світлофільтру FSet 01 wf. В іншій постановці екс-

перименту флуоресценцію клітин та барвника ядер Hoechst 33342 збуджували 

лазером на довжині хвилі 405 нм, а для реєстрації сигналу використовували сві-

тлофільтр BP 420-480. Збудження флуоресценції з використанням потенціалчу-

тливого зонду MitoTrackerOrange CM-H2TMROS здійснювали лазером на дов-

жині хвилі 543 нм, а флуоресценцію реєстрували в діапазоні 560-615 нм (світ-

лофільтр BP 560-615).  

2.3. МЕТОДИ ЕНЗИМОЛОГІЇ 

2.3.1. Визначення Са
2+

, Mg
2+

-АТРазної активності  

Загальну Са
2+

,Mg
2+

-залежну АТР-гідролазну активність у фракції ПМ 

ГМК матки визначали при 37
о
С у середовищі інкубації (об’єм – 0,4 мл), яке ма-

ло наступний склад: 3 мМ АТР, 3 мМ MgCl2, 0,95 мМ СаCl2, 50 мМ NaCl, 100 

мМ KCl, 1 мМ ЕГТО, 20 мМ НEPES-Трис (рН 7,4), 1 мМ оуабаїн, 0,1 мкМ тап-

сигаргін, 1 мМ NaN3, 0,1 % дигітонін, кількість білка у суспензії мембранної 

фракції в пробі – 20 мкг, час інкубації – 3 хв.  

Активність транспортувальної Са
2+

,Mg
2+

-АТРази ПМ розраховували як 

різницю між загальною Са
2+

,Mg
2+

-залежною та “базальною” Mg
2+

-залежною 

АТРазними активностями (за відсутності іонів Са). Концентрацію вільних іонів 

Са обчислювали із використанням програми “MAXCHEL” і за вищезазначених 

умов вона складала 1 мкМ. 

Ферментативну реакцію ініціювали введенням до середовища інкубації 

аліквоти (20 мкл) суспензії ПМ (8 
0
С), а зупиняли шляхом додаванням до інку-

баційної суміші 1 мл “стоп”-розчину: 1,5 М натрій оцтовокислий, 3,7 %-ий фо-

рмальдегід, 14 %-ий етанол, 5 %-а ТХО, рН 4,3, 8 
0
С, як описано в роботі [375]. 
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Кількість продукту реакції Рі визначали за методом W. Rathbun, V. 

Betlach. До проби додавали 0,05 мл 2 %-ого молібдату амонія і після інтенсив-

ного перемішування вносили 0,1 мл 6,75 мМ хлористого олова. Через 15 хв за-

міряли оптичну густину розчину за допомогою спектрофотометра SPECORD 

UV VIS при довжині хвилі 660 нм [375]. 

2.3.2. Визначення уабаїнчутливої Na
+
,К

+
-АТРазної активності  

Дослідження проводили з пост’ядерною фракцією. Тканину міометрія 

свині гомогенізували за стандартною процедурою у середовищі складу: 20 мМ 

Трис-HCl (рН 7,4, 8 
о
С), 250 мМ цукроза, 2 мМ ЕДТО, 0,6 М КCl. Гомогенат 

центрифугували при 6 тис. g протягом 20 хв. Одержану надосадову, яка являє 

собою пост’ядерну фракцію, розводили 5-разово 20 мМ HEPES-Трис (рН 7,4) і 

використовували в подальших дослідах. До середовища інкубації (400 мкл) 

вносили аліквоту 30 мкл пост’ядерної фракції, що містила 30 мкг білку. При 

роботі з пост’ядерною фракцією застосовували процедури та підходи аналогіч-

ні дослідженням із фракцією ПМ. Попередньо було показано, що оптимальна 

для проведення дослідів кількість білку складає 25-30 мкг в пробі, а протягом 

10 хв спостерігається лінійне зростання рівня неорганічного фосфату в пробах 

із пост’ядерною фракцією. Також було продемонстровано, що 0,1 % дигітонін 

не впливає на визначення питомої ферментативної активності Na
+
, K

+
-АТРази у 

пост’ядерній фракції, тому в даних експериментах детергент до середовища ін-

кубації не вносили. 

Загальну ферментативну Na
+
,K

+
,Mg

2+
-залежну АТРазну активність визна-

чали в середовищі інкубації (об’єм 0,4 мл) наступного складу: 1 мМ АТР, 3 мМ 

MgCl2, 125 мМ NaCl, 25 мМ KCl, 1 мМ ЕГТО, 20 мМ НEPES-Трис (рН 7,4), 1 

мМ NaN3, 0,1 мкМ тапсигаргін, 25-30 мкг білку фракції ПМ. Тривалість інкуба-

ції – 5 хв при 37 
0
С. Ферментативну активність Na

+
,K

+
-АТР-ази розраховували 

як різницю між загальною Na
+
,K

+
,Mg

2+
-залежною АТР-азною активністю та ті-

єю, яка тестується за присутності 1 мМ уабаїна. 

Кількість продукту реакції Рі визначали за методом W. Rathbun, V. Betlach. 
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2.4. ІНШІ МЕТОДИ 

2.4.1. Визначення характеристичних розмірів і змін гідродинамічного 

діаметру мітохондрій та міоцитів із використанням методу лазерної коре-

ляційної спектроскопії 

Функцію розподілу гідродинамічного діаметру (характеристичного роз-

міру) МХ визначали методом лазерної (фотонної) кореляційної спектроскопії 

[44]. Використовували прилад ZetaSizer-3 (MalvernInstruments, Велика Брита-

нія) з корелятором Multi8 computing correlator type 7032 ce, який облаштований 

гелій-неоновим лазером ЛГH-111 з довжиною хвилі 633 нм і потужністю 25 мВт.  

Діапазон вимірювання приладу становить від 1 нм до 20 мкм. Робота да-

ного спектрометру основана на аналізі кореляційних характеристик флуктуації 

інтенсивності динамічно розсіяного світла при проходженні лазерного променю 

через середовище. Вимірювання кореляційної функції флуктуацій інтенсив-

ності розсіяного світла і інтегральної інтенсивності розсіювання дозволяє 

визначити коефіцієнт трансляційної дифузії дисперсних часток в рідинах і за 

рівнянням Стокса-Эйнштейна визначити розподілення частинок в рідинах за 

розміром. Коефіцієнт трансляційної дифузії D частинок пов’язаний з три-

валістю кореляції τс співвідношенням: 

   Dq
2
 = 1/τс 

Хвильової вектор флуктуацій концентрації q описується виразом:  

  , 

де n – показник заломлення середовища (рідини), 0 – довжина хвилі ви-

промінювання,  - кут розсіювання. 

Використовуючи формулу Стокса-Эйнштейна, яка пов’язує розмір части-

нок з їх коефіцієнтом трансляційної дифузії і в’язкістю рідини, можна розраху-

вати розмір сферичних частинок:  

D

Tk
Hd B

3
)(


 ,  
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де kB – стала Больцмана, T – абсолютна температура, η – зсув на в’язкість се-

редовища, в якому суспендовані частинки, D – коефіцієнт трансляційної дифузії. 

Реєстрацію розсіюваного від суспензії МХ лазерного опромінення прово-

дили протягом 10 хв по 1 хв при температурі 24
о
С під кутом розсіювання 90. 

Автокореляційну функцію обробляли за допомогою стандартної комп’ютерної 

програми PCS-Sizemodev 1.61. 

Середовище інкубації (1 мл) мало наступного складу: 20 мМ HEPES (рН 

7,4, 24
о
С), 2 мМ К

+
-фосфатний буфер (рН 7,4, 24 

о
С), 250 мМ цукроза (або 130 

КСl), 5 мМ сукцинат натрію. Кількість білка в мітохондрійній фракції дорівню-

вала 50 мкг. 

2.4.2. Імітаційне моделювання  

Для динамічного моделювання досліджуваних процесів у МХ використо-

вували методологію гібридних функціональних мереж Петрі у середовищі Cell 

Illustrator 3.0. Розробник “Human Genome Center” Токійського Універститету, 

Японія. 

2.4.3. Характеристика клітинної суспензії 

В 1 мл отриманої клітинної суспензії містилось в середньому 6,58*10
6
 мі-

оцитів; кількість життєздатних клітин - 90-95 % від загальної кількості клітин 

(цю характеристику визначали при фарбуванні клітинного препарату вітальним 

барвником трипановим синім). Підрахунок загальної кількості клітин і кількос-

ті життєздатних клітин проводили з використанням гемоцитометра (камери Го-

ряєва). Для цього до клітинної суспензії додавали рівний об`єм фарбувального 

розчину (тобто до 5 частин суспензії клітин додавали 4 частини 0,2% розчину 

трипанового синього та 1 частину 4,25% розчину NaCl). Потім аліквоту забарв-

леної суспензії клітин вносили у лічильну камеру Горяєва з покривним склом, 

використовуючи ефект капілярного присмоктування. Кількість клітин підрахо-

вували за допомогою світлового мікроскопу, з використанням малого збіль-

шення. Кількість життєздатних клітин, які виштовхують трипановий синій, 

оцінювали, підраховуючи середню кількість незабарвлених міоцитів у квадраті 
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площею 1 мм
2
. Кількість клітин у 1 мл вихідної суспензії (С) визначали за фор-

мулою: 

С = kn р   клітин/мл,                           

 де n - кількість підрахованих клітин/1 мм
2
, 

k - коефіцієнт розведення, 

р - перерахунковий коефіцієнт, який дорівнює 10
4
/мм. 

2.4.4. Кінетичні розрахунки 

Константи активації для Са
2+

 (КСа) та спорідненості для L-аргініна (Карг) 

реакції біосинтезу NO в ізольованих МХ міометрія було розраховано методом 

Хейнса [43] з використанням відповідних координат {[S]/V : [S]}, де [S] – кон-

центрації L-аргініна або Ca
2+

, V – активність mtNOS (n=5). Коефіцієнт кореляції 

складав R
2
>0,9.  

Кінетичний аналіз процесів транспорту Са
2+

 в ізольованих МХ проводили 

наступними методами. 

Константу активації акумуляції іонів Са в МХ розраховували в координа-

тах Лаінуівера-Берка {1/V; 1/S}, де 1/V = F0/(F-F0). F0 – базальний рівень ендо-

генного Са
2+

 в МХ, F – флуоресценція Fluo4 за різних концентрацій екзогенно-

го Са
2+

 (20-40-60-80 мкМ), S – відповідна концентрація іонів Са. Було розрахо-

вано концентрації вільного Са за допомогою програми MAXCHELATOR [255], 

які за умов експеримента складали 11-22-33-45 мкМ. 

Методика розрахунку початкової швидкості (V0) та величини характе-

ристичного часу (τ1/2) енергозалежної акумуляції та ΔрН-індукованого виходу 

Са
2+ 

в ізольованих мітохондріях. Даний метод ґрунтується на уявленні, що збі-

льшення або зниження флуоресценції Са
2+

-чутливого зонду Fluo-4, яким було 

навантажено МХ, адекватно відображає зростання/зменшення концентрації іо-

нізованого Са в матриксі, згідно експериментальних даним.  

Початкову швидкість енергозалежної акумуляції Са
2+

 (V0) та характерис-

тичний час напівмаксимальної акумуляції катіона (τ1/2) розраховували за фор-

мулами: 
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                                                                                                        (1) 

                                                                                            (2) 

k (с
-1

) – константа швидкості входу Са
2+

, яку знаходимо з лінійної залеж-

ності зміни флуоресценції Fluo-4 від часу в координатах {ln ((Fmаx-F0)/(Fmax-F)); 

t}, де F0 – початкова флуоресценція, F – флуоресценція за відповідні проміжки 

часу, Fmax – стаціонарний рівень флуоресценції, який досягається з часом як на-

слідок входу певної кількості іонів Са в матрикс. 

Початкову швидкість ΔрН-залежного виходу Са
2+

 (V0) та характеристич-

ний час напівмаксимального виходу катіона (τ1/2) розраховували за формулами: 

                                                                                                  (3) 

                                                                                           (4) 

k (с
-1

) – константа швидкості виходу Са
2+

 з матриксу, яку знаходимо з лі-

нійної залежності зміни флуоресценції Fluo-4 від часу в координатах {ln ((F0-

F)/(F-F’)); t}, де F0 – початкова флуоресценція, F – флуоресценція за відповідні 

проміжки часу, F’ – стаціонарний рівень флуоресценції, який досягається з ча-

сом як наслідок виходу певної кількості іонів Са з матриксу. 

Також початкову швидкість ΔрН-індукованого виходу іонів Са із МХ ро-

зраховували в напівлогарифмічних координатах. Коефіцієнт Хілла та константу 

активації ΔрН-індукованого виходу іонів Са із МХ за протонами (рНа) розрахо-

вували в координатах Хілла {lg[(Vmax-V0)/V0]; pH}, де Vmax – початкова флуоре-

сценція, V0 – стаціонарний рівень флуоресценції після закінчення транспортно-

го процесу. 

2.4.5. Статистична обробка результатів та обчислення 

Статистичні параметри лінеаризованих графіків (величина достовірності 

апроксимації, тощо) розраховували методом найменших квадратів. Стандартне 

абсолютне значення величини достовірності апроксимації R становило 0,9-0,99. 

Статистичну обробку отриманих результатів проводили загально прийня-

тими методами [45]. Середнє арифметичне обчислювали за формулою:  



 104 

М = ∑ xі / n,  

де ∑- знак суми,xі – варіанта, n – кількість варіант. Похибку середнього 

арифметичного визначали за формулою :  

m = ϭ / n-1,  

де ϭ – середнє квадратичне відхилення, n – кількість варіант. Вірогідність 

різниці середнього арифметичного за критерієм Стьюдента обчислювали за фо-

рмулою: 

td = (M1 – M2) / (m1
2
 – m2

2
) 

Розрахунки проводили за допомогою стандартного программного забез-

печення MS Office Excell на персональному комп'ютері типу ІВМ РС/АТ. 

2.5. РЕАКТИВИ 

У роботі було використано реактиви та матеріали виробництва: 

“Sigma”, США 

Колагеназа тип ІА, HEPES (N’-2-гідроксиетилпіперазин-N’-2-

етансульфонова кислота), Трис (Trizma, трис-(оксиметил)-амінометан), глюко-

за, цукроза, ЕГТО (етиленгліколь-біс-(-аміноетиловий ефір) N,N,N’,N’-

тетраоцтової кислоти), бичачий сироватковий альбумін, СаСl2, Pluronic F-127, 

полі-L-лізин, DAF-FM, NAO (10-ноніл акридин оранжевий), JC-1, BCECF-AM, 

BH4 (тетрагідробіоптерін), сукцинат натрію, NADPH, FAD, N
G
-нітро-L-аргінін, 

аламетицин, кальцієвий іонофор А23187, ротенон, антиміцин А, азид натрію, 

олігоміцин, СССР (карбонілцианід-3-хлорфенілгідразон), холін хлорид, тапси-

гаргін, дигітонін, карбахол, амілорид, тетраетиламоній, харібдотоксин, глібенк-

ламід, кальмідазоліум, трифлюоперазін, anti-LETM 1, окситоцин, метиленовий 

синій, рутенієвий червоний, нітрендипін.  

“Sigma-Aldrich”, США 

ДМСО (диметилсульфоксид), піруват натрія, L-аргінін, нітрит натрія, 2-

амінопіридин, 4-амінопіридин.  

“Invitrogen”, США 

MitoTracker Orange CM-H2TMRos, Fluo-4 AM.  

“Fluka”, Швейцарія 
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АТР, ADP, Кумасі G250, 9-аміноакридин, DіОС6(3), DCF-DA, Hoechst 

33342, циклоспорин А, уабаїн, валіноміцин, нітропрусид натрія, тетрафенілфо-

сфоній. 

Amersham LIFE SCIENCE 

Циклічний гуанозин-3',5'-монофосфат (cGMP). 

 

Інші мінеральні солі, кислоти та луги, двонатрієва сіль етилендиамінтет-

раоцтової кистоти (ЕДТО), трихлороцтова кислота (ТХО), формальдегід, ета-

нол, трипановий синій— вітчизняного виробництва марки ч.д.а або х.ч. 

Розчини сполук, що використовували у дослідах, готували на бідистильо-

ваній воді, яка мала електропровідність не більше 1,5 мкСм. Електропровід-

ність води реєстрували за допомогою кондуктометра ОК-102/1 (Угорщина). 
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РОЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

3.1. ІДЕНТИФІКАЦІЯ СИНТЕЗУ ОКСИДУ АЗОТУ В МІТОХОНД-

РІЯХ МІОМЕТРІЯ ТА БІОХІМІЧНІ ХАРАКТЕРИСТИКИ ЦЬОГО ПРО-

ЦЕСУ 

На разі доведено важливу роль оксид азоту в багатьох фізіологічних про-

цесах, зокрема вазодиляції, нейротрансмісії, імунній відповіді тощо [133, 290]. 

Відповідно до аналізу даних літератури в матці ідентифіковане утворення NO, 

джерелами його синтезу виступають ендометрій та плацента (під час вагітнос-

ті). Показано, що оксид азоту здатний розслабляти міометрій, також відбува-

ється посилення його синтезу під час вагітності [145, 215, 447-448]. Домінант-

ною ізоформою в матці є iNOS, експресія та посттрансляційна регуляція якої 

знаходиться під впливом прогестерона [92, 215, 228]. Ідентифіковано також 

ізоформу eNOS, але роль її відводиться у процесах вазодиляції за вагітності 

[492]. Таким чином, подальша ідентифікація джерел біосинтезу NO в міоцитах 

матки, враховуючи малу кількість публікацій і, подекуди, контраверсійних ре-

зультатів, залишається актуальною. Суттєвими є також й проблеми методично-

го характеру, що пов’язано із коротким часом існування і високою реакційною 

здатністю оксиду азоту.  

Джерелами синтезу NO в міоцитах можуть виступати NOS, асоційовані з 

субклітинними компартментами, серед яких важливу роль відіграють МХ. При-

сутність Са
2+

-залежної ізоформи NO-синтази в МХ (mtNOS) була доведена іму-

ногістохімічними методами для окремих тканин: печінки [429], серця [191, 193, 

293], мозку [378], нирок [119], скелетного м’язу (діафрагмі) [88, 247] та тимусу [141].  

Використання сучасного флуоресцентного зонда DAF (DAF-FM) дозволяє 

безпосередньо швидко і надійно зареєструвати продукцію NO за низьких його 

концентрацій (2-5 нМ) в клітинах, а метод лазерної конфокальної мікроскопії – 

візуалізувати його утворення та, із використанням специфічних щодо МХ зон-

дів, довести зв’язок біосинтезу NO саме із цими органелами [291, 297, 331]. 

Отже, першим завданням дисертаційної роботи було продемонструвати 

можливість утворення оксиду азоту в МХ клітин гладенького м’язу матки та 
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вивчити каталітичні і кінетичні характеристики мітохондрійної NO-синтазної 

реакції. 

3.1.1. Докази наявності оксиду азоту в мітохондріях міоцитів матки та 

можливості утворення NO в цих органелах 

Нами була показана можливість синтезу NO в міоцитах матки із викорис-

танням NO-чутливого флуоресцентного барвника DAF-FM та методу лазерної 

скануючої конфокальної мікроскопії. 

 

Рис. 3.1.1. Ідентифікація синтезу оксиду азоту в міоцитах матки щурів з вико-

ристанням NO-чутливого зонду DAF-FM та методу лазерної скануючої конфо-

кальної мікроскопії. Розподіл NO чутливого флуоресцентного зонду DAF-FM 

(зелений колір) та ядерного барвника Hoechst 33342 (блакитний колір) в міоци-

ті 

В експериментах використано активну кислотну форму DAF (DAF-FM), 

яка безпосередньо взаємодіє з NO за присутності O2, в результаті чого утворю-

ється триазоло-флуоресцеїнове похідне (DAF-FM-T), яке має більший кванто-

вий вихід флуоресценції [273, 331]. Використанням в цих дослідах флуоресцен-

тного барвника DAF-FM є закономірним, бо цей зонд мало чутливий до дії ла-

зерного променя і слабко вигоряє з часом [291, 297]. Хоча DAF-FM є частково 

мембранопроникним барвником, який може потрапляти до клітини шляхом ди-

фузії, ефективність надходження його до міоплазми збільшували шляхом пер-

меабілізації ПМ 0,01 % дигітоніном [7, 81]. Проведеними дослідженнями вста-

новлено (рис. 3.1.1), що в міоцитах матки спостерігається зелений флуоресцен-

тний сигнал після передінкубації з DAF-FM, що свідчить про базальну продук-
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цію NO. Аутофлуоресценція клітин в досліджуваній області за відсутності 

DAF-FM не спостерігалась. Висока чутливість використаного нами барвника 

дозволила зареєструвати базальний рівень NO в міоцитах, що формується вна-

слідок функціонування конститутивних форм NO-синтаз. 

 

Рис. 3.1.2. Зміни інтенсивності флуоресценції DAF-FM в міоциті за додавання 

N
G
-нітро-L-аргініна (NA, 0,2 мМ) та нітропрусида натрія (SNP, 0,1 мМ). 

А – Дані лазерної конфокальної мікроскопії: MitoTracker Orange CM-

H2TMRos, бура крива, канал 1; DAF-FM, зелена крива, канал 2; Hoechst 33342, 

синя крива, канал 3. 

Б – Кількісний аналіз змін інтенсивності флуоресценції DAF-FM в міоци-

тах за додавання NA та SNP відносно контролю без діючих речовин (100%); 

M±m, n=3-7 

 



 109 

Флуоресцентний зонд розподілявся в міоплазмі клітини, окреслюючи її 

контури та формуючи гетерогенні забарвлені ділянки та тяжі. Використання 

для реєстрації оксиду азоту DAF-системи забезпечує достатню роздільну здат-

ність, яка дозволяє локалізувати джерела NO в міоплазмі, зокрема МХ [297]. 

Внаслідок дифузії, NO-позитивно забарвлені ділянки спостерігаються також 

частково в ядерній області і, іноді, поза клітинами. 

Інкубація клітин із зростаючими концентраціями (0,1 та 0,2 мМ) N
G
-

нітро-L-аргініна (NA), неселективного інгібітора Са
2+

-залежних ізоформ NO-

синтаз [Vitecek 2012], супроводжувалась дозозалежним зниженням інтенсивно-

сті флуоресценції DAF в середньому на 20 % (0,1 мМ інгібітора) та 40 % (0,2 

мМ інгібітора) (рис. 3.1.2, Б). Зростання флуоресцентної відповіді при додаван-

ні донора NO 0,1 мМ SNP, не залежало від присутності інгібітора (рис. 3.1.2).  

Ці результати свідчать про специфічність відповіді DAF-FM на NO. Оскі-

льки флуоресцентний зонд взаємодіє саме з NO, він не тестує утворення широ-

кого спектру активних метаболітів азоту та кисню, а саме NO2
-
, NO3

-
, ONOO

-
, 

•
O2

-
, H2O2 тощо [297]. Є вагомі підстави вважати, що DAF-FM є оптимальним 

NO-чутливим флуоресцентним барвником для детекції оксиду азоту в міоцитах. 

3.1.2. З’ясування парціального внеску мітохондрій як ендогенного 

джерела NO у процес біосинтезу оксиду азоту в міоцитах 

З використанням NO-чутливого флуоресцентного зонду DAF-FM проде-

монстровано, що міоцити матки щурів здатні до власного синтезу NO, який, 

зокрема, може забезпечуватись конститутивними ізоформами NOS. Тому на-

ступним етапом досліджень була ідентифікація джерел біосинтезу NO в кліти-

нах міометрія. 

Oбробка міоцитів дигітоніном у концентрації 0,01 %, за якої детергент не 

впливає на функціонування внутрішньоклітинних Са
2+

-транспортувальних сис-

тем, але викликає зростання неспецифічної проникності саме ПМ [81], призво-

дила до зростання флуоресценції DAF-FM і відповідного посилення продукції 

NO клітинами (рис. 3.1.3).  
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Рис. 3.1.3. Вплив 0,01 % дигітоніну на продукцію оксиду азоту в міоцитах мат-

ки. Дані лазерної конфокальної мікроскопії. Для кількісного аналізу результатів 

використана функція ROI (region of interests). 10 мкМ DAF-FM (NO), зелена 

крива, канал 1; 50 мкМ Hoechst 33342 (ядро), синя крива, канал 2 

 

Дигітонін взаємодіє з холестеролом ПМ, утворюючи міцели та везикули, 

що порушує ліпідний бішар і мембрана стає більш проникною для неорганіч-

них іонів та органічних субстратів [220]. При цьому відбувається руйнування 

кавеол і можливого відокремлення eNOS від кавеоліну – потужного інгібітора 

ензиму [208, 232]. Зазначені події є поясненням посилення синтезу NO міоци-

тами і свідченням того, що ПМ є джерелом оксиду азоту в клітинах міометрія. 

Застосування метил-β-циклодекстрину (MβCD) – циклічного олігосаха-

риду, який утворює комплекси з холестеролом і використовується як фармако-

логічний агент для видалення холесторола з мембран [423] та дигітоніну в над-

високих концентраціях (0,1%), за яких порушується інтактність субклітинних 

структур [81, 220], призводило до зниження флуоресцентного сигналу від DAF-

FM в межах 50 % від контрольного рівня (рис. 3.1.4). Ці дані також свідчать на 

користь синтезу NO, асоційованого з ПМ та іншими субклітинними мембранами. 

Відомо, що найбільш збагачена холестеролом ПМ, певна його кількість 

міститься також і у ВММ та мембрані ЕР. Можливо, «жорстка» дехолестерині-

зація субклітинних мембран має наслідком їхнє значне руйнування і відповідне 

пригнічення активності мембрано-асоційованих ензимів, зокрема і NOS. 
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Рис. 3.1.4. Зміни біосинтезу оксиду азоту у клітинах міометрія за дії  1 мМ 

метил-β-циклодекстрину  (MβCD) та 0,1 % дигітоніну; за 100 % прийнято си-

нтез NO за відсутності речовин. Дані лазерної конфокальної мікроскопії. Для 

кількісного аналізу використано 5-6 клітин з різних незалежних дослідів, M±m.  

 

Високоафінний інгібітор SERCA тапсигаргін в наномолярних концентра-

ціях призводить до спустошення пулу іонів Са в СР [120]. В наших досліджен-

нях 1 мкМ тапсигаргін не приводив до суттєвих змін у флуоресценції DAF-FM. 

Лише збільшення його концентрації до 3 мкМ мало наслідком зниження флуо-

ресценції NO-чутливого DAF-FM (рис. 3.1.5). Таким чином, можна припустити, 

що в міоцитах матки активність NOS, асоційованої з СР, також має місце. Втім, 

досить високі концентрації тапсигаргіну, необхідні для появи інгібувального ефек-

ту, можуть свідчити також й на користь його неспецифічної дії. 

На фоні зростання рівня продукції NO в міоцитах внаслідок пермеабіліза-

ції ПМ 0,01% дигітоніном додавання інгібіторів І та ІІІ комплексів дихального 

ланцюга ротенона та антиміцина відповідно, призводило до зниження флуорес-

ценції DAF-FM, і відповідно синтезу оксиду азоту (рис. 3.1.6).  
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Рис. 3.1.5. Зміни інтенсивності флуоресценції DAF-FM в міоциті в умовах зро-

стання концентрації тапсигаргіну в середовищі.  

Результат лазерної конфокальної мікроскопії. Для кількісного аналізу ре-

зультатів використана функція ROI (region of interests). DAF-FM (NO), зелена 

крива, канал 1; Hoechst 33342 (ядро), синя крива, канал 2 

 

 

Рис. 3.1.6. Зміни інтенсивності флуоресценції DAF-FM в міоциті в умовах пер-

меабілізації плазматичної мембрани дигітоніном та дії інгібіторів І та ІІІ 

комплексів дихального ланцюга мітохондрій. Результат лазерної конфокальної 

мікроскопії. Для кількісного аналізу використана функція ROI (region of 

interests). DAF-FM (NO), зелена крива, канал 1; Hoechst 33342 (ядро), синя кри-

ва, канал 2 
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Цей результат демонструє взаємозв’язок синтезу NO з МХ, який безпосе-

редньо залежить від функціональної активності комплексів ЕТЛ.  

Подальшими дослідженнями продемонстровано солокалізацію специфіч-

ного щодо МХ зонда MitoTracker Orange CM-H2TMRos, який накопичується в 

енергізованих органелах із значним негативним потенціалом на внутрішній 

мембрані, і ковалентно зв’язується із внутрішньомітохондрійними протеїнами 

[134], та NO-чутливого барвника DAF (рис. 3.1.7). Комп’ютерний аналіз дові-

льно обраного поза ядром оптичного зрізу клітини показав тотожний розподіл 

обох флуоресцентних барвників.  

 

 

Рис. 3.1.7. Варіанти cолокалізації флуоресцентних зондів DAF-FM та Mito-

Tracker Orange CM-H2TMRos в двох міоцитах. Представлено результати то-

тожного розподілу барвників довільного оптичного зрізу клітин: червоний ко-

льор – MitoTracker Orange CM-H2TMRos (200 нМ), зелений – DAF-FM (10 мкМ), 

синій – специфічний щодо ядра барвник Hoechst 33342 (50 нМ) 

 

Таким чином, джерелами оксиду азоту в клітинах гладенького м’язу мат-

ки можуть виступати конститутивні NOS, асоційовані з ПМ та, не виключено, 

СР, що узгоджується з результатами, одержаними на окремих електрозбудли-
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вих клітинах [191, 482]. Потужним джерелом синтезу NO є МХ, ефективність 

якого залежить можливо від функціональної активності комплексів ЕТЛ.  

Отже, використовуючи селективний щодо NO флуоресцентний зонд 

DAF-FM та специфічний маркер на функціонально-активні МХ MitoTracker 

Orange CM-H2TMRos, нами доведено наявність NO в МХ міометрія із застосу-

ванням лазерної конфокальної мікроскопії. Показано, що продукція NO в ГМК 

зменшується за присутності інгібітора конститутивних NO-синтаз, можливо є 

залежною від ефективності функціонування ЕТЛ МХ та інтактності субклітин-

них мембран.  

Можливість утворення оксиду азоту в МХ клітин гладенького м’язу мат-

ки та регуляції ним функціональної активності органел зумовлює дослідження 

кінетичних та каталітичних властивостей реакції біосинтезу NO в МХ на моделі 

ізольованих органел. 

3.1.3. Визначення оксиду азоту в ізольованих мітохондріях міометрія 

щурів із використанням флуоресцентного зонда DAF-FM та методу прото-

кової цитометрії 

Наразі з’ясовано, що NO модулює енергетичні, метаболічні і транспортні 

процеси в МХ. Відоме твердження, що МХ є первинними клітинними мішеня-

ми NO [237].  

Біосинтез оксиду азоту МХ - достатньо потужний процес: органели серця 

та діафрагми (скелетний м’яз) здатні продукувати, відповідно, 67 та 24% зага-

льноклітинного вмісту NO. mtNOS-генерований NO забезпечує реципрокну 

взаємодію між біосинтезом NO в цьому компартменті та концентрацією внут-

рішньомітохондрійного Са
2+

, L-аргініна, рН, парціальним тиском О2 та окисно-

відновним станом МХ [193, 333, 391, 482].  

Втім, біохімічні закономірності утворення оксиду азоту в МХ ГМ зали-

шаються мало з’ясованими питаннями, а проблема біосинтезу NO в МХ міоме-

трія в доступній нам літературі не розглядається. Вирішенню зазначених пи-

тань присвячені наступні етапи роботи. 
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Нами було здійснено добір оптимальних умов визначення NO-синтазної 

активності в ізольованих МХ міометрія щурів із застосуванням DAF-FM та 

протокової цитометрії. Цей метод має вагомі переваги над звичайною спектро-

флуориметрією. До них відносять високе співвідношення сигнал/шум у флуо-

ресцентному каналі, оцінка зміни флуоресценції саме МХ, а не робочого сере-

довища і немітохондрійних субклітинних фрагментів, а також можливість ви-

користання відносно малої кількості мембранного препарату у пробах.  

 

Рис. 3.1.8. Залежність флуоресценції DAF-FM в ізольованих мітохондріях від 

концентрації (A) та часу інкубації (Б) 

 

Аналіз флуоресцентної відповіді зонда в широкому діапазоні концентра-

цій від 0,1 до 10 мкМ виявило, що за присутності у реакційному середовищі 

Са
2+

 оптимальними концентраціями барвника для тестування утворення NO є 

0,5 мкМ. Характер залежності флуоресценції від концентрації мав дзвоноподіб-

ний характер, а за 10 мкМ DAF-FM спостерігалося зниження сигналу нижче 
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контрольних значень (рис. 3.1.8, а). Залежність флуоресценції від часу мала ви-

гляд кривої з виходом на платовий рівень (рис. 3.1.8, б), причому в усіх випад-

ках за присутності позамітохондрійного Са
2+

 (1 мМ) сигнал був суттєво вищим 

(рис. 3.1.8), окрім дослідів з 10 мкМ DAF-FM. 

mtNOS, подібно іншим ізоформам NOS, потребує для синтезу оксиду азо-

ту L-аргінін, О2, Са
2+

, а також NADPH і кофактори (СаМ, ВН4, FAD). Вважа-

ють, принаймні у випадку МХ серця, що mtNOS cолокалізована разом із ком-

плексом І дихального ланцюга [354, 482]. Така специфічна компартменталізація 

передбачає можливість регуляції активності NOS локальним мікрооточенням 

органел та компонентами матриксу, а також залежність продукції NO від акти-

вності ЕТЛ та електрохімічного градієнту іонів водню на ВММ. Ми намагалися 

з’ясувати необхідність тих чи інших компонентів реакційного середовища для 

коректного визначення активності  mtNOS ізольованих МХ міометрія.  

Дані по дослідженню залежності NO-синтазної активності ізольованих 

МХ від наявності екзогенних субстрату та кофакторів представлені на рис. 

3.1.9.  

 

Рис. 3.1.9. Залежність синтезу NO мітохондріями від наявності субстрату та 

кофакторів в середовищі інкубації (А). Б – Зміщення піків інтенсивності флуо-

ресценції в умовах різного складу середовища інкубації. Дані типового експери-

менту.  

* р<0,05 відносно контроля, ** р<0,05 відносно наявності L-аргініна, *** 

р=0,05 відносно наявності L-аргініна+Ca
2+

, # р<0,05 відносно повної реакційної 

суміші; M±m, n=7 (А) 
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Мітохондрії в робочому середовищі, яке містило субстрати дихання, а 

саме 5 мМ піруват і сукцинат, та сбалансований іонний склад мали змогу до 

ендогенної продукції NO. За відсутності субстратів дихання біосинтез NO ви-

явився нижчим на 40%. Послідовне внесення до інкубаційного середовища 1 

мкМ L-аргініну та 100 мкМ Са
2+

 приводило до достовірного (р<0,05) посилення 

біосинтезу оксиду азоту відносно контрольних значень. Додавання екзогенного 

Са
2+

 мало наслідком суттєве зростання (р<0,05) утворення NO відносно дослі-

дів за його відсутності (рис. 3.1.9). Додавання 10 мкМ NADPH також приводи-

ло подальшого зростання NO-синтазної активності. Водночас внесення до реа-

кційного середовища ВН4 не стимулювало NO-синтазну активність МХ (рис. 

3.1.9). Наявність 10 мкМ FAD в інкубаційному середовищі, яке містило усі ви-

ще зазначені компоненти, мало наслідком суттєве зниження утворення оксиду 

азоту (р<0,05). Діючи концентрації речовин використовувалися з урахуванням 

результатів подібних експериментів на інших об’єктах [168, 231, 290, 425, 429]. 

Слід відзначити, що ізольовані МХ володіють базальною NO-синтазною 

активністю за відсутності кофакторів та субстратів, що свідчить про наявність 

необхідних реакційних компонентів в матриксі у достатній кількості та енергі-

зований стан МХ у середовищі із піруватом та сукцинатом. Відомо, що енергі-

зовані МХ серця синтезують NO навіть за відсутності екзогенного Са
2+

 через 

достатню для прояву ензиматичної активності концентрацію катіона в матриксі 

[212, 482]. Незалежний від позамітохондрійного Са
2+

 біосинтез NO спостеріга-

ється і в наших експериментах. Втім, додавання до МХ кардіоміоцитів мишей 

та щурів іонів Са приводило до посилення продукції NO, а екстрамітохондрійні 

Mg
2+

 та RuR її пригнічували [482]. Отже, біосинтез оксиду азоту МХ міометрія 

також залежить від концентрації екзогенного Са
2+

.  

Існують відомості, що енергізовані МХ здатні продукувати NO за відсут-

ності у середовищі інкубації NADPH та L-аргініну [212, 450, 482]. Внутрішньо-

мітохондрійна концентрація NADPH складає 1,04-1,78 мМ, що значно переви-

щує відповідне значення KNADPH для mtNOS (0,1–1 мкM) [231]. Концентрація L-

аргініну в матриксі МХ відповідає 150-310 мкМ і суттєво вища за величину Kм 
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для L-аргініна (5 мкM для МХ печінки [235], 35-37 мкМ – кардіоміоцитів та 

скелетного м’язу діафрагми [88]). 

Хоча внесення до інкубаційного середовища основного джерела електро-

нів в позамітохондрійних NOS NADPH мало наслідком подальше зростання 

продукції NO, додавання кофактору і дисоціюючого переносника електронів 

ВН4 не спричинювало вірогідної різниці у біосинтезі NO. Можливо, ці резуль-

тати пояснюються достатньою енергізацією МХ в умовах наших дослідів (ная-

вність в середовищі сукцинату та пірувату як субстратів дихання) на фоні фун-

кціонального спряження mtNOS із дихальним ланцюгом, а також можливістю 

зворотного транспорту електронів від ІІ на І комплекс [83]. За нестачі L-

аргініна або ВН4, в умовах стимулювання акумуляції Са
2+

 органелами утворен-

ня NO було значно меншим, але водночас спостерігався ріст продукції АФК в 

МХ кардіоміоцитів [193]. Отже, згідно цитованих даних, наявність BH4 в інку-

баційному середовищі є обов’язковою умовою коректного тестування NO-

синтазної активності. Це враховувалося нами в подальших дослідах. 

Ефект суттєвого гальмівного впливу FAD на продукцію оксиду МХ ми 

пояснюємо специфічним розташуванням і, відповідно, функціонуванням 

mtNOS як частини І (або IV) комплекса дихального ланцюга. Через присутність 

достатньої кількості СаМ в МХ, цей кофактор був відсутній в середовищі інку-

бації.  

Для полегшення переносу субстрату та кофакторів до матриксу ми вико-

ристали каналоформер антибіотик аламетицин (7,5 мкг/мл), який перфорує 

ВММ [239]. Його присутність суттєво не впливала на NO-синтазну активність 

МХ за наявності в реакційному середовищі субстрату та кофакторів (графічні 

дані не наведено). Цей результат може свідчити на користь принаймні частко-

вої експозиції mtNOS у міжмембранний простір МХ. 

Отже, для надійного тестування біосинтезу NO в МХ міометрія в складі 

реакційного середовищі необхідним є наявність L-аргініна, Са
2+

, NADPH та ВН4. 



 119 

3.1.4. Кінетичні і каталітичні особливості NO-синтазної реакції в мі-

тохондріях 

В наступних експериментах досліджено основні кінетичні та каталітичні 

властивості реакції біосинтезу NO в МХ міометрія. 

Важливими кінетичними характеристиками реакції синтезу NO є залеж-

ності NO-синтазної активності ізольованих МХ від концентрації Са
2+

 та L-

аргініна в інкубаційному середовищі.  

 

Рис. 3.1.10. Залежність активності mtNOS від концентрації екзогенного Са
2+

. 

M±m, n=5 (A). Б – приклад розрахунку методом Хейнса константи активації за 

Са
2+

: [Ca] – концентрація Ca
2+

,V – активність mtNOS 

 

 

Рис. 3.1.11. Залежність активності mtNOS від концентрації екзогенного L-

аргініна. M±m, n=5 (А). B – приклад розрахунку методом Хейнса константи 

спорідненості до L-аргініна: [L- аргінін] – концентрація L- аргініна, V – актив-

ність mtNOS 
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Зі зростанням концентрації екзогенного Са
2+

 збільшується продукція NO 

МХ. Максимальна NO-синтазна активність спостерігається в діапазоні від 100 

до 250 мкМ Са
2+

 (рис. 3.1.10). Подальше зростання концентрації Са
2+

 дещо 

знижувало продукцію NO. Характер кривої залежності на рис. 3.1.10 (А) дозво-

ляє розрахувати константу активації за Са
2+

 NO-синтазної реакції (рис. 3.1.10, 

Б), яка складає 44,4±14,5 мкМ (n=5) за концентрації доданого до МХ  

L-аргініну 1 мкМ. 

Встановлено також, що зі зростанням концентрації L-аргініну від 1 до 75 

мкМ спостерігається зростання біосинтезу оксиду азоту з тенденцією до виходу 

на плато (концентрація екзогенного Са
2+

 складає 100 мкМ) (рис. 3.1.11, А), що 

дозволяє розрахувати уявна константу спорідненості за субстратом (рис. 3.1.11, 

Б). З подальшим зростанням концентрації амінокислоти (до 100 мкМ в цих дос-

лідах) утворення NO суттєво знижується (рис. 3.1.11). Розрахована в координа-

тах Хейнса константа спорідненості за L-аргініном становить 28,9±9,1 мкМ 

(n=5). Одержане значення константи спорідненості за L-аргініном відповідає 

величинам констант для інших м’язових клітин [88]. 

Отже, оптимальними для функціональної активності mtNOS в міоцитах є 

концентрації L-аргініна в межах 50 мкМ та Са
2+

 - 100 мкМ. 

Широковживаний інгібітор конститутивних NO-синтаз N
G
-нітро-L-

аргінін (NA) та інгібітор nNOS 2-амінопіридин (2-АР) [267] ефективно гальму-

вали синтез NO в МХ міометрія (рис. 3.1.12). Напівмаксимальний гальмівний 

ефект мав місце за концентрацій ~ 25 мкМ NA та 100 мкМ 2-АР. Відомий бло-

катор транспорту Са
2+

 у ВММ RuR (10 мкМ) суттєво пригнічував продукцію 

NO МХ за наявності в інкубаційному середовищі 100 мкМ Cа
2+

. В той же час 

інгібування mPTP Сsp суттєво не впливало на активність mtNOS (рис. 3.1.12).  

Ці результати свідчать про те, що в МХ міометрія біосинтез NO забезпе-

чується конститутивною ізоформою NOS, можливо nNOS. 
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Рис. 3.1.12. Зміни інтенсивності флуоресценції DAF-FM в мітохондріях за при-

сутності інгібіторів NO-синтаз 25 мкM N
G
-нітро-L-aргініна (NA) та 100 мкМ 

2-амінопіридина (2-АР), а також модифікаторів обміну Са
2+

 10 мкM рутеніє-

вого червоного (RuR) та 5 мкМ циклоспорина А (Csp). M±m, n=5 (А). Б - Змі-

щення піків інтенсивності флуоресценції в умовах дії NA та RuR: “мітохонд-

рії” – положення піку в “0” момент часу, “контроль” – положення піку через 

30 хв. Дані типового експерименту  

 

Відомо, що Mg
2+

 широко використовують як токолітик. Mg
2+

 гальмує 

спонтанні скорочення міометрія у концентрації 3 мМ, а також інгібує оксито-

цин-індуковані скорочення ГМК матки на 30–40% у концентрації 8 мМ [435]. 

Концентрація Mg
2+

 5–10 мМ є фармакологічною [222]. Показано, що 7 мМ Mg
2+

 

гіперполяризує мітохондрійну мембрану, але не перешкоджає її деполяризації 

за присутності 100 мкМ Са
2+

 [61]. Наявність Mg
2+

 також є необхідною для на-

копичення Ca
2+

 МХ, константа активації за цим катіоном (КMg) сягає 1,7-4,27 

мМ, значення оптимальної концентрації Mg
2+

 становить 5-10 мМ; за 10 мМ і 
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вище іони Mg блокують накопичення Ca
2+

 МХ [8, 50]. На відміну від МХ де-

яких інших типів клітин, в міометрії вони не здатні накопичувати Ca
2+

 за відсу-

тності MgАТР
2-

, який потрібний для реверсної роботи АТР-синтази та забезпе-

чення рушійної сили (формування електрохімічного градієнта протонів, ∆р) для 

входу Ca
2+

 [18, 76]. 

 

Рис. 3.1.13. Вплив іонів Mg на синтез оксиду азоту в ізольованих мітохондріях 

міометрія. А - 1 – за наявності в середовище 50 мкМ L-аргініну, 2 – за наявно-

сті 50 мкМ L-аргініну та 100 мкМ Са
2+

; Б – в середовищі присутній 3 мМ АТР.  

M±m, n=5. ; * - зміни вірогідні (р≤0,05 ) відносно дії 3 мМ АТР. За “1” прийнято 

ендогенний (за відсутності L-аргініну та Са
2+

 в середовищі) синтез NO в міто-

хондріях 
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Іони Mg в концентрації 1-10 мМ концентраційно-залежно гальмують біо-

синтез NO в МХ (рис. 3.1.13, А, крива 2). Водночас за відсутності іонів Са інгі-

бувальний ефект Mg
2+

не спостерігали (рис. 3.1.13, А, крива 1). Тобто за цих ек-

спериментальних умов іони Mg виступають, можливо, інгібіторами надхо-

дження Са
2+

 до МХ та Са
2+

-залежної генерації NO. 

Подальші дослідження показали, що за присутності в середовищі 3 мМ 

АТР інгібувальний ефект Mg
2+

 знімається (рис. 3.1.13, Б). Даний результат мо-

жна пояснити утворенням комплексу MgАТР
2-

, який є субстратом для запуску 

Н
+
-АТРази в режимі гідролізу АТР, що супроводжується активацією входу Са

2+
 

в МХ та стимулюванням активності mtNOS. 

Біосинтез NO конститутивними NOS є Са
2+

,СаМ-залежним процесом [86, 

224]. Показано стимулювання Са
2+

-уніпортеру МХ комплексом Са
2+

-СаМ, не-

опосередковане СаМКІІ [320]. Є дані, що в структурі переносників метаболітів, 

нуклеотидів та кофакторів через ВММ, зокрема транспортеру АТР-Мg/Рі, при-

сутні ділянки гомологічні СаМ [392]. На інтактних міоцитах та фракції ізольо-

ваних МХ міометрія невагітних щурів показано, що антагоністи СаМ – кальмі-

дазоліум (10 мкМ) та трифлюоперазин (100 мкМ) деполяризують ВММ, але 

спричинюють зростання рівня іонізованого Са як в цитоплазмі, так і в матриксі 

МХ  [10, 78, 403]. Наведені дані дозволяють припустити, що порушення або ін-

гібування взаємодії mtNOS з комплексом Са
2+

-СаМ буде мати наслідом інгібу-

вання її Са
2+

-залежної активації або/і порушення регуляції. 

Наші подальші дослідження показали, що антагоністи СаМ кальмідазолі-

ум (0,1-10 мкМ) та трифлюоперазин (10-100 мкМ) концентраційно-залежно ін-

гібують синтез оксиду азоту в МХ міометрія (рис. 3.1.14). 

Конститутивні NO-синтази, в тому числі й мітохондрійна, функціонально 

активні лише у формі димера, який стабілізується комплексом Са
2+

-СаМ. Поряд 

з цим, зв’язування СаМ контролює транспорт електронів від редуктазного на 

оксигеназний домен, а також в редуктазному домені NO-синтаз. Порушення 

транспорту електронів та спряження між субодиницями в цих ензимах призво-

дить до зростання генерації АФК [86, 224].  
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Рис. 3.1.14. Дія антагоністів кальмодуліна на продукцію оксиду азота в ізольо-

ваних мітохондріях міометрія. M±m, n=5. За “1” прийнято ендогенний (за від-

сутності L-аргініну та Са
2+

 в середовищі) синтез NO в мітохондріях 

 

Кальмідазоліум в концентрації 10 мкМ в 5 разів посилював генерацію 

АФК порівняно з контролем в досліджуваних субклітинних структурах. В той 

же, час 100 мкМ трифлюоперазин майже не впливав на інтенсивність продукції 

АФК в МХ (рис. 3.1.15, А). А власне інгібування активності мітохондрійної 

NO-синтази (за дії інгібітора 50 мкМ N
G
-нітро-L-аргініна) не приводило до по-

силення генерації АФК (рис. 3.1.15, Б). Одержані результати пояснюються істо-

тними відмінностями в механізмах дії обох антагоністів. 
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Рис. 3.1.15. Утворення активних форм кисню (за DCF-флуоресценцією) в при-

сутності антагоністів кальмодуліна (А) та інгібітора NOS –N
G
-нітро-L-

аргініна (NA) (Б). За “1” прийнято значення флуоресценції перед внесенням ді-

ючих речовин. M±m, n=4 

 

Кальмідазоліум має більшу спорідненість до СаМ, ніж трифлюоперазин. 

Як було, наприклад, показано для кінази легких ланцюгів міозина (MLCK) ка-

льмідазоліум діє на вже утворений СаМ-ферментний комплекс як неконкурент-

ний інгібітор. Даний комплекс не дисоціює, інгібування є незворотнім [262, 

380, 415]. Не виключено, що кальмідозоліум, можливо, шляхом пригнічення 

СаМ-залежного транспорту електронів в мітохондрійній NO-синтазі спричинює 

переключення її NO-синтазної активності на оксидазну і відповідне посилення 

генерації зазначеним ензимом АФК. В той же час трифлюоперазин взаємодіє з 

СаМ в двох ділянках між Са
2+

-зв’язуючими доменами, запобігаючи утворенню 

активного комплексу СаМ-ензим [415]. Таким чином, він зменшує пул вільного 

СаМ, що знижує активність NOS, але не призводить до посилення генерації 

АФК. Хоча не можна виключати як пряму інгібувальну дію антагоністів каль-

модуліну на ензим NOS, так і опосередкованою, через блокування Са
2+

-

уніпортера. 

Водночас відсутність достовірного пригнічення генерації АФК МХ за дії 

NA свідчить на корись того, що в використаному нами реакційному середовищі 

mtNOS працює саме як NO-синтаза, а не оксидаза. 
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На свіжовиділених міоцитах матки нами продемонстровано, що синтез 

оксиду азоту в МХ залежить від функціональної активності ЕТЛ. Тому в насту-

пній серії експериментів на фракції ізольованих МХ ми досліджували залеж-

ність NO-синтазної активності МХ від їхнього енергетичного стану.  

Діюча концепція метаболічних станів МХ та дихального контролю базу-

ються на співвідношенні швидкості поглинання О2 та синтезу АТР ізольовани-

ми органелами. Відсутність екзогенних субстратів дихання та ADP відповідає 

метаболічному стану 1. Висока швидкість поглинання О2 та продукції АТР спо-

стерігається у випадку додавання субстратів дихання та ADP в метаболічному 

стані 3. Відсутність ADP обумовлює низьку швидкість поглинання О2, АТР не 

синтезується, а ВММ гіперполяризована (метаболічний стан 4) [154]. Із викори-

станням панелі модифікаторів ЕТЛ нами було одержано наступні результати. 

За відсутності екзогенно доданих субстратів дихання МХ синтезували NO 

(рис. 3.1.16), хоча і з незначною ефективністю. Додавання в середовище інку-

бації 5 мМ пірувату та сукцинату спричинює стимуляцію їх окиснення і функ-

ціонування ЕТЛ, енергізацію МХ та посилення синтезу оксиду азоту. Аналогіч-

ним впливом на NO-синтазну активність володіє відомий інгібітор Н
+
-каналу 

Н
+
-АТРази (комплексу Vo) олігоміцин (2,5 мкМ). Додавання до енергізованих 

МХ 0,5 мМ АДР (фосфат неорганічний та Mg
2+

 знаходяться в інкубаційному 

середовищі) приводило до створення умов для синтезу АТР та послаблювало 

NO-синтазну активність в МХ. Блокування І комплексу ЕТЛ ротеноном (5 

мкМ) або ІІІ комплексу антиміцином А (1 мкг/мл) мало наслідком суттєве зни-

ження біосинтезу NO енергізованими МХ. Аналогічний за напрямком ефект 

спричинює введення до інкубаційного середовища протонофора карбонілціанід 

3-хлорофенілгідразона (СССР), який швидко руйнує електро-хімічний градієнт 

протонів на ВММ. 
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Рис. 3.1.16. Залежність активності mtNOS від присутності субстратів дихан-

ня та інгібіторів електрон-транспортувального ланцюга в мітохондріях. Ста-

ни 1, 3, 4 – стани мітохондріального дихання за Чансом. * р<0,05 відносно 

стану 1, ** р<0,05 відносно стану 4.M±m, n=5. Вставка:зміщення піків інтен-

сивності флуоресценції в умовах різного складу середовища інкубації. Дані ти-

пового експерименту  

 

Отже, за відсутності екзогенно доданих субстратів дихання ізольовані 

МХ продукують NO за рахунок внутрішніх резервів, цей процес суттєво поси-

люється в умовах енергізації МХ та гіперполяризації їхньої внутрішньої мем-

брани за додавання субстратів дихання або олігоміцина. Натомість в стані ефе-

ктивного окисного фосфорилювання (стан 3) синтез NO знижується. До цього ж 

ефекту призводить інгібування окремих комплексів дихального ланцюга роте-

ноном та антиміцином, а також дисипація електро-хімічного градієнта за вне-

сення протонофора СССР. В дослідах на МХ кардіоміоцитів перехід від віднос-

ного спокою (стан 4) до активного дихання у випадку повністю спряжених МХ 

(наявні субстрати дихання, достатня концентрація кисню та присутнє АДР, стан 

3) супроводжується зниженням на 60% продукції NO. Також було продемонст-

ровано, що біосинтез NO експоненціально залежить від величини електричного 

потенціала внутрішньої мембрани [118, 130, 449]. За умови зворотного транс-
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порту електронів (від ІІ до І комплексу) у присутності в середовищі АТР і сук-

цинату спостерігається утворення оксиду азоту навіть без екзогенного NADPH. 

Активність mtNOS максимальна за оптимальної роботи ЕТЛ, зокрема комплек-

су І, який є джерелом електронів для функціонування ензиму; інактивація ком-

плексу І знижує активність mtNOS [290, 354, 450]. 

Наші результати узгоджуються із тими, які було одержано на пермеабілі-

зованих кардіоміоцитах із застосуванням методу конфокальної мікроскопії. Зо-

крема, колапс мембранного потенціалу за присутності протонофора FCCP, бло-

кування Са
2+

-уніпортера ВММ сполукою Ru360, застосування інгібіторів ЕТЛ 

ротенону або антиміцину А в комбінації з олігоміцином призводило до гальму-

вання синтезу NO в МХ [194]. 

Варто зазначити, що зниження продукції NO при переході зі стану 4 до 

стану 3 протилежне тому, що можна було б очікувати від незначного закиснен-

ня матриксу і рН-залежності активності mtNOS. Залежність продукції NO від 

внутрішньомітохондрійного рН (в діапазоні 5,5-8,5) має дзвоноподібний харак-

тер з максимумом при рН 7,4 [450]. Беручи до уваги значення рН матриксу біля 

7,5 в стані 3 і біля 7,8 в стані 4 [109, 323], активність mtNOS повинна бути вища 

в першому випадку. Ці результати вказують на те, що більший синтез NO в 

стані 4 не пов’язаний зі змінами рН. Існує точка зору, що активність mtNOS ре-

гулюється саме електричною, а не протонної складовою мембранного потенціа-

лу на ВММ [129, 450]. 

Таким чином, наші результати переконливо свідчать і знаходяться у від-

повідності з уявленнями про те, що біосинтез оксиду азоту МХ суттєво зале-

жить від рівня їхньої енергізації і величини електрохімічного градієнту іонів 

водню на внутрішній мембрані. 

Узагальнення та обговорення результатів підрозділу 3.1. 

Наразі доведено роль NO як фактора релаксації міометрія, який попере-

джає контрактильну відповідь на розтягнення стінок матки за вагітності. За да-

ними літератури джерелами NO в матці можуть слугувати її ендометріальна 

тканина та ендотелій судин. Хоча й показана наявність iNOS та eNOS в міомет-
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рії за вагітності, ідентифікація джерел біосинтезу NO саме в інтактних міоцитах 

матки залишається актуальною. 

З використанням селективного щодо NO флуоресцентного зонду DAF-FM 

та методу лазерної конфокальної мікроскопії нами вперше продемонстровано 

продукцію оксиду азоту в свіжовиділених міоцитах міометрія щурів. З викори-

станням детергентної техніки (пермеабілізація ПМ дигітоніном) та специфічно-

го інгібітора SERCA тапсигаргіна показано, що джерелами оксиду азоту в ГМК 

матки можуть виступати конститутивні NOS (продукція NO зменшується за 

присутності інгібітора конститутивних NO-синтаз), асоційовані з ПМ та, мож-

ливо, СР, що узгоджується з результатами, одержаними на окремих електроз-

будливих клітинах [191, 482]. З використанням методології солокалізації DAF-

FM та специфічного щодо МХ зонду MitoTracker Orange CM-H2TMRos проде-

монстровано, що потужним джерелом синтезу NO є МХ, ефективність якого 

залежить від функціональної активності комплексів ЕТЛ. 

На фракції ізольованих МХ щурів із застосуванням флуоресцентного зон-

ду DAF-FM та методу протокової цитометрії нами вперше підібрано умови ви-

значення NO-синтазної активності та охарактеризовані кінетичні та каталітичні 

властивості реакції біосинтезу NO. Оптимальна робота mtNOS в ізольованих 

МХ міометрія потребує наявності в інкубаційному середовищі субстратів ди-

хання (сукцинату та пірувату), Са
2+

, NADPH та L-аргініну. Розраховано ключо-

ві кінетичні параметри цієї ензиматичної реакції: уявна константа Міхаеліса за 

L-аргініном дорівнює 28,9±9,1 мкМ, а константа активації за Са
2+

 - 44,4±14,5 

мкМ, які мають фізіологічне значення. Одержані нами результати переконливо 

свідчать про те, що синтез NO забезпечується Са
2+

-залежною конститутивною 

NOS. Активність пригнічується інгібітором конститутивних NO-синтаз N
G
-

нітро-L-аргініном та nNOS – 2-амінопіридином, залежить від інтенсивності на-

дходження до матриксу екзогенного Са
2+

 і пригнічується антагоністами СаМ та 

іонами Mg. Доведено, що біосинтез оксиду азоту МХ суттєво залежить від рів-

ня їхньої енергізації. 

Можливість біосинтезу NO в МХ та наявність значної кількості молеку-

лярних мішеней дії нітросполук вказують на те, що оксид азоту є важливим ре-
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гулятором функціональної активності цих органел. Особливо важливим може 

бути вплив нітросполук на системи ВММ, що контролюють Са
2+

-гомеостаз МХ, 

оскільки від концентрації Са в матриксі, як відомо, залежить ефективність біое-

нергетичних процесів. Ряд дослідників припускають, що МХ є важливим Са
2+

-

депо, зокрема в ГМК. Вирішенню зазначених питань присвячений наступний 

розділ роботи. 

Результати опубліковані [39-40, 179, 184-185, 187]. 
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3.2. МІТОХОНДРІЇ ЯК СИСТЕМА ПІДТРИМАННЯ Са
2+

-

ГОМЕОСТАЗУ В КЛІТИНАХ ГЛАДЕНЬКОГО М’ЯЗА МАТКИ. ХАРАКТЕ-

РИСТИКА ТРАНСПОРТУ ІОНІВ Са ЇХНЬОЇ ВНУТРІШНЬОЇ МЕМБРАНИ 

3.2.1. Електрохімічний потенціал внутрішньої мембрани мітохондрій 

та Са
2+

-гомеостаз у клітинах міометрія 

Результати сучасних досліджень свідчать про важливу роль МХ в механі-

змах клітинної сигналізації й шляхах, що ведуть до клітинної смерті. Електрич-

ний потенціал на ВММ є інтегральним показником активності ЕТЛ та основ-

ним регулятором метаболічних та транспортних процесів в МХ. Наразі існують 

експериментальні докази функціонального зв’язку ПМ та МХ, що забезпечує 

регуляцію концентрації Са
2+

 в цитоплазмі [166].  

Електрохімічний потенціал на ВММ (∆р) створюється за умови функціо-

нування ЕТЛ і є безпосереднім наслідком формування та підтримання трансме-

мбранного градієнту протонів в інтактних органелах. Він складається з двох 

компонент: хімічної (∆рН) та електричної (∆φ) [11, 491]. Робота Са
2+

-

уніпортера залежить від ефективності транспорту протонів та електронів у 

ВММ і, відповідно, величини градієнту іонів водню. Суттєве зниження елект-

рохімічного потенціалу мембрани органел (деполяризація) призведе до гальму-

вання електрофоретичної акумуляції ними Са
2+

, водночас можна припустити, 

що домінуючим транспортним процесом у цьому випадку стане вивільнення 

катіона з матриксу в цитозоль за рахунок функціонування Н
+
-Са

2+
-обмінника 

[278]. Слід очікувати, що речовини, які модулюють ∆р, а саме інгібітори дихан-

ня та протонофори, будуть впливати як на концентрацію Са
2+

 в матриксі МХ, 

так і в міоплазмі. 

Для вивчення впливу стану енергізації МХ на концентрацію Са
2+

 в міоп-

лазмі міоцитів доцільно використати метод лазерної конфокальної мікроскопії, 

який дозволяє візуалізувати розподіл відповідних флуоресцентних зондів в 

окремих клітинах. Ми проаналізували вплив загально вживаного інгібітора ІV 

комплексу ЕТЛ азиду натрію та протонофора СССР на електрохімічний потен-

ціал ВММ та концентрацію Са
2+

 в міоплазмі ГМК матки. 
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З використанням методології солокалізації флуоресцентних зондів NAO, 

який специфічно взаємодіє із кардіоліпіном, на який збагачена саме мітохонд-

рійна мембрана [218], та 9-АА, котрий зв’язується із субклітинними мембран-

ними структурами, на яких існує ∆рН [214], продемонстровано, що в досліджу-

ваних міоцитах матки присутні енергізовані МХ із наявним градієнтом прото-

нів на їхній внутрішній мембрані (рис. 3.2.1). 

 

Рис. 3.2.1. Розподіл в міоциті флуоресцентних зондів, специфічних щодо міто-

хондрійної мембрани (1 мкМ NAO) та трансмембранного градієнту протонів 

(10 мкМ 9-АА). Дані лазерної конфокальної мікроскопії 

 

Протонофор 10 мкМ СССР (рис. 3.2.2, 3.2.3, А) та інгібітор дихального 

ланцюга мітохондрій 1 мМ NaN3 (рис. 3.2.3, А) призводили до суттєвого зни-

ження флуоресценції 9-АА протягом 5 хв у випадку додавання цих сполук до 

міоцитів. Використані концентрації діючих речовин широко застосовуються 

при роботі на МХ. Оскільки як Hoechst 33342 (зонд специфічний до ядра), так і 

9-АА мають близькі величини довжини хвиль збудження та реєстрації флуоре-

сценції, відбувається гасіння синьо-фіолетової флуоресценції міоплазми за дії 

протонофору, водночас аналогічне забарвлення ядра з часом не змінюється 

(рис. 3.2.2, верхня панель). 
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Рис. 3.2.2. Гасіння флуоресценції 9-АА за дії протонофору СССР (10 мкМ) (вер-

хня панель) та числова інтерпретація цього процесу, функція ROI (нижня па-

нель).Дані лазерної конфокальної мікроскопії 

 

Електричну складову (∆φ) електрохімічного потенціалу ВММ вивчали, 

використовуючи потенціалчутливий флуоресцентний зонд ціанінового ряду 

3,3
’
-дігексилоксакарбоціанін (DіОС6(3)) (0,5 мкМ). Зонд DiOC6(3) є ліпофіль-

ним катіоном, який потенціал-залежно накопичується всередині обмеженого 

мембранного простору (ліпосоми, МХ тощо) [266, 302, 359]. Існування потенці-

алу на клітинних мембранах призводить до його акумуляції, що супроводжу-

ється зростанням інтенсивності флуоресценції. При цьому зонд, в першу чергу, 

перерозподіляється між ПМ і ВММ в залежності від концентрації, співвідно-

шення зонд/клітини, а також функціонального стану самих клітин. Згідно даних 
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літератури переважне накопичення відбувається в МХ (потенціал близько -180 

мВ). Зменшення інтенсивності флуоресценції зонда в клітинній суспензії може 

свідчити на користь зниження поляризації мембран, в той час як її зростання – 

про збільшення величини (за модулем) трансмембранного потенціалу ПМ  і/або 

ВММ [127, 266]. 

Обробка міоцитів 1 мМ азидом натрію призводить до суттєвого зниження 

інтенсивності флуоресценції DiOC6(3) (рис. 3.2.3, Б), яке проявляється у відпо-

відному зростанні ступеня знебарвлення зонду, і пояснюється деполяризуючим 

впливом NaN3 на МХ внаслідок інгібування IV комплексу дихального ланцюга. 

В наведеній серії досліджень застосовувалась методика пермеабілізації ПМ мі-

оцитів неіонним детергентом дигітоніном для збільшення її неспецифічної про-

никності до діючих речовин. В окремих дослідах (рис. 3.2.3, Б (вставка)) спо-

стерігається майже повне зникнення флуоресценції DіОС6(3) за присутності 

азиду натрію. 

 

Рис. 3.2.3. Зміни інтенсивностей флуоресценції 9-АА (А) та DiOC6(3) (Б) в міо-

цитах за дії протонофора та інгібітора дихального ланцюга мітохондрій. Дані 

лазерної конфокальної мікроскопії. А -  гасіння флуоресценції зонда 9-АА, M±m, 

n = 3-4. За 100 % (вісь ординат) прийнято величину флуоресценції зонду в клі-

тинах за відсутності діючих речовин. Б - зниження інтенсивності флуоресце-

нції (зростання ступеня знебарвлення) DiOC6(3) в контролі (протягом 5 хв під 

впливом лазерного променю) та за дії деполяризуючих агентів; міоцити перме-

абілізовані 0,01 % дигітоніном; M±m, * - р≤0,05, зміни вірогідні відносно конт-

роля, для аналізу використано 5-14 клітин незалежних експериментів. Вставка 
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- зникнення флуоресценції DіОС6(3) в міоцитах протягом 2 хв при додаванні 1 

мМ азиду натрію.  

 

Кількісний аналіз (рис.3.2.2, нижня панель) дозволив оцінити ступінь 

знебарвлення 9-АА і провести відповідні розрахунки. Зокрема, СССР знижував 

флуоресценцію барвника в середньому на 62 %, а NaN3 – на 87 % (рис. 3.2.3, А). 

Одержані результати пояснюються дисипацією градієнта протонів на ВММ за 

дії протонофора, а також унеможливленням генерації цього градієнту у випадку 

блокування дихального ланцюга азидом натрію. Отже, досліджувані речовини 

частково зменшують хімічну компоненту (∆рН) електрохімічного градієнту 

МХ. Кількісні показники дисипації електрохімічного потенціалу на мітохонд-

рійній мембрані (рис. 3.2.3, А) в середньому не набувають нульових значень 

протягом 5-хвилинного впливу СССР та азиду натрію, виключенням є лише 

окремі експерименти. Водночас, використані нами концентрації діючих речо-

вин загальновживані на різних об’єктах для надійної дисипації ∆р. Одержані 

результати можна пояснити існуванням компоненти неспецифічної сорбції 

флуоресцентних барвників мембранними структурами і макромолекулярними 

комплексами цитоплазми, якого практично неможливо уникнути.  

Кількісний аналіз відповіді окремих міоцитів показав (рис. 3.2.3, Б), що 

зниження інтенсивності флуоресценції DіОС6(3) за рахунок знебарвлення зонду 

під дією лазерного опромінення використаної довжини хвилі (10-20 % макси-

мальної потужності) в контролі сягає 20 % протягом 5 хв (для кількісної оброб-

ки результатів використано 14 клітин). Ступінь “вигорання” барвника є вели-

чиною змінною і залежить, передусім, від його концентрації, потужності лазеру 

і часу опромінення. Азид натрію викликав  суттєве зниження інтенсивності 

флуоресценції міоцитів, яке становило біля 60 % (оброблено 5 клітин). Як і у 

випадку 9-АА, залишковий рівень флуоресценції, очевидно, пов’язаний із не-

специфічними потенціалнезалежними процесами сорбції DіОС6(3) мембранни-

ми структурами. Ефект азиду натрію був більш інтенсивним, ніж СССР (рис. 

3.2.3, Б). Причиною цього, на нашу думку, є розклад NaN3 з утворенням АФА 

[82] та інгібування каталази і цитохром с-оксидази МХ азидом, що супрово-

джується посиленою генерацією АФК [155, 263]. Існує точка зору, щодо дії 
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протонофору чутлива саме хімічна компонента електрохімічного градієнта про-

тонів ВММ [11].  

Отже, протонофор та інгібітор дихального ланцюга викликають істотне 

зниження електричного потенціалу в МХ міоцитів. 

Дисипація електрохімічного потенціалу ВММ вплине на функціонування 

її Са
2+

-транспортувальних систем, наслідком чого можуть бути зміни концент-

рації Са
2+

 в міоплазмі. 

Із використанням Са
2+

-чутливого зонда Fluo-4 АМ встановлено значне 

зростання флуоресценції цього барвника за дії 10 мкМ СССР без додавання ек-

зогенного Са
2+

, що свідчить про збільшення концентрації іонів Са в міоплазмі 

клітин міометрія за рахунок вивільнення з внутрішньоклітинних депо (рис. 

3.2.4). За нашими підрахунками концентрація катіона зростає майже в два рази 

(рис. 3.2.5). Одержаний результат пояснюється унеможливленням функціону-

вання Са
2+

-уніпортеру МХ внаслідок руйнування електрохімічного градієнта 

протонів на їхній внутрішній мембрані у присутності протонофору. Отже, МХ 

за цих умов неспроможні ефективно акумулювати іони Са з міоплазми. З іншо-

го боку, в умовах експерименту можлива ефективна робота Н
+
-Са

2+
-обмінника, 

який вивільнює Са
2+

 з матриксу МХ у міоплазму. 

Хоча деенергізуючий вплив азиду натрію на МХ є навіть більш інтенсив-

ним, ніж СССР, його ефект на концентрацію іонів Са в міоплазмі не був вира-

женим. Цей факт можна пояснити з огляду на виникнення продуктів розкладу 

NaN3 – АФА (NO та його похідних) [82], що здатні ефективно модулювати ак-

тивність Са
2+

-транспортувальних систем міоцитів. Біохімічними мішенями дії 

АФА можуть бути енергозалежні системи транспорту катіону, локалізовані на 

рівні СР та ПМ (див. розділ 1.2). 
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Рис. 3.2.4. Візуалізація з використанням Fluo-4 AM процесу зростання концен-

трації Ca
2+

 в міоплазмі за дії 10 мкМ протонофору (верхня панель) та числова 

інтерпретація цього процесу, функція ROI (нижня панель). Дані лазерної кон-

фокальної мікроскопії 
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Рис. 3.2.5. Зростання в міоплазмі концентрації Ca
2+

 в інтактних клітинах за 

дії протонофору CCCP. M±m, для аналізу використано 8 клітин з незалежних 

експериментів. Значення інтенсивності флуоресценції Fluo-4 в клітинах за від-

сутності ефектора було прийнято за 100% (вісь ординат). Дані лазерної кон-

фокальної мікроскопії 

 

В паралельно проведених експериментах із застосуванням методу прото-

кової цитофлуориметрії та Fluo-4 AM досліджувалась дія СССР та азиду натрію 

на вміст іонів Са в матриксі ізольованих МХ. 

5-хвилинна передінкубація МХ із протонофором за відсутності екзоген-

ного Са
2+

 призводила до зниження рівня катіону (початковий вміст Са
2+

) в мат-

риксі в середньому на 20 % (рис. 3.2.6, А). Дія азиду натрію в цьому варіанті 

постановки експерименту не спостерігалась. Водночас передінкубація з обома 

діючими речовинами унеможливлювала енергозалежну акумуляцію Са
2+

 МХ 

(рис. 3.2.6, А). 

Внесення до суспензії МХ екзогенного Са
2+

 супроводжувалось збільшен-

ням флуоресценції Fluo-4 AM, яким вони були попередньо навантажені (рис. 

3.2.6, Б, стовпчик 1), що свідчить про зростання концентрації Са
2+

 в матриксі. 

Акумуляція катіону здійснювалась за присутності Mg-АТР
2-

 та сукцината про-

тягом 5 хв, після чого досягався стаціонарний рівень накопичення Са
2+

. 

Бар’єрну щодо іонів Са функцію внутрішньої мембрани МХ можна довести, 

додаючи Са
2+

-іонофор А-23187 до суспензії, що супроводжується швидким ви-

вільненням попередньо акумульованого катіону (рис. 3.2.6, Б, стовпчик 2). Слід 

зазначити, що принцип роботи протокового цитофлуориметра дозволяє аналі-
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зувати зміни концентрації іонів Са в окремих МХ, не беручи до уваги позаміто-

хондрійне середовище. Протонофор та азид натрію викликали ефективний ви-

хід попередньо накопиченого Са
2+

 з МХ. Дія СССР була дещо інтенсивніша, 

ніж азиду (рис. 3.2.6, Б, стовпчики 3 та 4).  

 

Рис. 3.2.6. Ефекти сполук, що деполяризують мітохондрійну мембрану, та 

Ca
2+

-іонофора на вміст Ca
2+

 в матриксі ізольованих мітохондрій в умовах пе-

ред інкубації (А) та вразі коли катіон, акумульований в енергозалежному про-

цесі. За “1” прийнято значення флуоресцентного сигналу Fluo-4 без додавання 

екзогенного  Ca
2+

 (ендогенний іонізований Ca, базальний рівень). M ± m, n=5. 

Дані протокової цитометрії 

 

Наявність безпосереднього ефекту азиду натрію на концентрацію попере-

дньо акумульованих іонів Са в мітохондрійному матриксі при роботі на ізольо-

ваних органелах свідчить на користь нашого припущення стосовно впливу про-

дуктів розкладу NaN3 на позамітохондрійні Са
2+

-транспортувальні системи у 

випадку дослідів із цілими міоцитами. 

Отже, із залученням лазерної конфокальної мікроскопії, протокової ци-

тофлуориметрії та методології солокалізації флуоресцентних зондів показано, 

що руйнування електрохімічного градієнту протонів на ВММ супроводжується 

зростанням концентрації іонів Са в міоплазмі ГМК матки. Відсутність ефекту 

азиду натрію, як інгібітора ЕТЛ МХ, на концентрацію Са
2+

 в міоплазмі може 

бути пояснено розкладом сполуки із продукуванням АФА – модуляторів субк-

літинних Са
2+

-транспортувальних систем міоцитів, зокрема й МХ. Ця серія дос-

лідів однозначно доводить ключову роль МХ в підтриманні Са
2+

-гомеостазу 

ГМК. Локалізовані в субплазмалемному регіоні МХ, разом із ділянками пери-

феричного СР, здатні акумулювати Са
2+

 при його надходженні із позаклітинно-
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го середовища і забезпечувати зв’язок між позаклітинним та внутрішньорети-

кулярним пулами катіону [97, 166, 349, 389].  

Спроможність оксиду азоту модулювати процеси транспортування Са
2+

 в 

МХ міометрія не з’ясована, хоча в дослідах in vivo наводяться переконливі до-

кази такої можливості для кардіоміоцитів, ГМК судин та гепатоцитів [3]. Тому 

метою наступного етапу нашої роботи було оцінити вплив нітросполук (нітро-

прусиду та нітриту натрію, SNP та SN відповідно) на АТР-залежну акумуляцію 

Са
2+

 та Н
+
-Са

2+
-обмін ізольованими МХ міометрія матки щурів – ключові Са

2+
-

транспортувальні системи ВММ в цій тканині. 

3.2.2. Стимуляція нітросполуками енергозалежної акумуляції іонів Са 

в мітохондріях міометрія 

В дослідженнях із використанням радіоізотопної техніки (
45

Са
2+

) на пер-

меабілізованих міоцитах матки щурів було продемонстровано, що акумуляція 

Са
2+

 в МХ посилюється за присутності сукцината та MgATP
2- 

в мілімолярних 

концентраціях, не виключено що за рахунок реверсної роботи АТР-синтази. Іо-

ни Mg в концентраціях до 5 мМ ефективно стимулюють транспорт Са
2+ 

 (конс-

танта активації за Mg сягає 1,7-4,3 мкМ), але за концентрацій, вищих 10 мМ, 

блокують накопичення Ca
2+

 МХ [18, 51, 76]. Вочевидь причиною посилення 

акумуляції катіона може бути зростання електричного потенціалу ВММ за цих 

умов. В представленій серії експериментів для дослідження змін мембранного 

потенціалу ВММ у випадку штучної енергізації МХ нами було використано по-

тенціалчутливий флуоресцентний зонд JC-1 (1 мкМ) [411, 466]. В концентраці-

ях нижчих 100 нМ JC-1 існує переважно як мономер та флуоресціює в зеленій 

області флуоресценції (525-535 нм). За вищих концентрацій JC-1 утворює агре-

гати (J-агрегати) зі зсувом інтенсивності флуоресценції в червону область (595 

нм). Мембранний потенціал ВММ спричинює акумуляцію JC-1 в МХ завдяки 

більш негативному заряду з боку матрикса. Поляризовані МХ мають більшу 

інтенсивність флуоресценції в червоній області від J-агрегатів, ніж в зеленій від 

мономерної форми зонда. Саме співвідношення інтенсивностей черво-

ної/зеленої флуоресценцій (595/535) використовується як індикатор мембран-
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ного потенціалу, значення якого не залежить від концентрації зонда [359, 411, 

466]. 

 

Рис. 3.2.7. Зміни поляризації внутрішньої мембрани мітохондрій при внесенні 5 

мМ сукцината (А) та 3 мМ MgATP
2-

 (Б) в ізольованих мітохондріях міометрія. 

Результат типового експерименту  

 

Дійсно, внесення в середовище інкубації 5 мМ сукцинату – субстрату су-

кцинатдегідрогенази, або ІІ комплексу ЕТЛ – супроводжується зростанням 

мембранного потенціалу в середньому в 1,5 рази (рис. 3.2.7, А). Додавання в 

присутності сукцинату 3 мМ MgATP
2-

 призводить до значного (в середньому в 

5 разів) зростання потенціалу на ВММ (рис. 3.2.7, Б), можливо за рахунок пере-

ключення роботи Н
+
-АТРази з синтезу на гідроліз АТР, що супроводжується 

потужним викидом протонів в міжмембранний простір та відповідним зростан-

ням Δр. Внесення протонофору СССР призводить до різкого зниження електро-

хімічного потенціалу на ВММ. Отже, зростання енергізації МХ за додавання 

сукцинату та MgATP
2-

 очікувано підвищує ефективність акумуляції Са
2+

. За 

присутності 3 мМ MgАТР
2-

 та 5 мМ сукцинату ізольовані МХ, попередньо на-

вантажені Fluo-4 АМ, ефективно накопичують Са
2+

 із стандартного інкубацій-

ного середовища, що супроводжується суттєвим зростанням рівня флуоресцен-

ції Fluo-4 (рис.3.2.8). За відсутності енергетичних субстратів і, відповідно, ни-

зького електричного потенціалу на ВММ електрофоретичне накопичення Са
2+

 

суттєво знижене (графічні дані не наведено). 
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Рис. 3.2.8. Енергозалежна акумуляція Са
2+

 присутності 3 мМ Mg-АТР
2-

 та 5 мМ 

сукцинату. Метод спектрофлуориметрії. Результат типового експерименту 

 

Надійна бар'єрна функція внутрішньої мембрани ізольованих МХ міомет-

рія щодо Са
2+

 ілюструється дослідами, в яких додавання Са
2+

-іонофору А-23187 

(10 мкМ) разом із Са
2+

-хелатором ЕГТО (1 мМ) в умовах досягнення транспор-

тним процесом стаціонарного рівня (80 мкМ Са
2+

 в середовищі, що відповідає 

23,7 мкМ вільного катіону за присутності 3 мМ MgАТР
2-

) супроводжується різ-

ким падінням флуоресценції зонду, що свідчить про зниження концентрації ка-

тіону в МХ принаймні до початкового рівня. Концентрація Са
2+

 в середовищі 

його акумуляції відповідає фізіологічній концентрації катіону в клітині поблизу 

МХ (в межах контактів МХ-СР або МХ-ПМ). Водночас, використання надто 

високих концентрацій катіону здатне викликати порушення функціональної ак-

тивності органел [54, 451]. Було розраховано, що в МХ міститься близько 22 % 

всього зв’язаного в міометрії Са
2+

 [49]. Загальний вміст Са
2+

 у МХ може сягати 

1 М [107, 216]. В той же час рівень саме іонізованого Са
2+

 в матриксі знахо-

диться в межах 0,5-5 мкМ за наявності в середовищі неорганічного фосфату 

[54, 107, 151, 240, 300]. В матриксі МХ Са
2+

 може знаходитись у складі Са
2+

-

фосфатних комплексів, які подібні за хімічним складом та структурою до гід-

роксиапатиту та трикальційфосфату. При колапсі електрохімічного мембранно-
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го потенціалу та закисленні матриксу вони можуть швидко дисоціювати [107, 

151, 300].  

 

Рис. 3.2.9. Акумуляція Са
2+

 енергізованими мітохондріями  в залежності від 

концентрації вільного Са
2+ 

в робочому середовищі (M±m; n=5) (А), а також за 

присутності модифікаторів транспорту Са
2+ 

- СССР, RuR та Сsp (Б), * - 

р<0,05, M±m; n=3-5  

 

Збільшення концентрації Са
2+

 в середовищі енергізованих МХ в межах 

20-80 мкМ, які відповідали значенням концентрацій вільного катіона 11-45 

мкМ відповідно, супроводжувалось зростанням флуоресцентної відповіді зон-

да, причому за цих умов досягається рівноважний стан акумуляції катіона (рис. 

3.2.9, А), тобто характеризується насиченням за субстратом переносу. Наші ро-
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зрахунки показали, що уявна константа активації за Са
2+

 транспортного проце-

су (КСа) складає 29,1±3,7 мкМ, що відповідає концентрації Са
2+

 біля МХ у клі-

тині, тобто знаходиться в межах фізіологічного діапазону. Початкова швидкість 

процесу акумуляції (за флуоресценцією Fluo-4) V0 дорівнює 1,18±0,03 

ум.од.флуор./с, характеристичний час τ1/2 (або час напівмаксимальної акумуля-

ції катіона) cкладає 140±8 с. 

Відносно високе значення КСа підтверджує уявлення про низьку спорід-

неність Са
2+

-уніпортера до катіона. Одержане значення константи відповідає 

значенням отриманим раніше радіоізотопними методами для ГМК матки (1-25 

мкМ), судин (17 мкМ) та taeniacoli (7 мкМ) [49-50]. 

Органели мають здатність достатньо довго затримувати накопичений 

Са
2+

, про що свідчить факт стабільності флуоресцентного сигналу протягом не 

менше, ніж 10 хв. За цих умов встановлюється динамічна рівновага між транс-

портними процесами, які забезпечують накопичення (Са
2+

-уніпортер) та виві-

льнення (Н
+
-Са

2+
-обмінник) катіону МХ. 

В умовах дисипації протонного градієнта за присутності 10 мкМ прото-

нофора СССР і відповідного зниження рушійної сили електрофоретичного на-

копичення Са
2+

 (80 мкМ) акумуляція катіона органелами знижується порівняно 

з контролем, але не набуває нульового рівня (рис. 3.2.9, Б). Одним із можливих 

пояснень цього залишкового рівня акумуляції може бути реверсне функціону-

вання Н
+
-Са

2+
-обмінника, адже в умовах деполяризації ВММ рН матрикса зни-

жується, що може активувати ΔрН-залежне накопичення Са
2+

. У присутності 

блокатора Са
2+

-акумулюючих систем RuR (10 мкМ) накопичення катіона також 

істотно зменшується порівняно з контролем (рис. 3.2.9, Б). Наявність нечутли-

вої до RuR компоненти транспортування Са
2+

 в МХ можна пояснити функціо-

нуванням численних канальних структур (аніонні, Bax/Bak-канали) та трансло-

каз, які за певних умов (наприклад, блокування Са
2+

-транспортувальних струк-

тур), можливо забезпечують його акумуляцію [233, 487]. За присутності інгібі-

тора РТР циклоспорина А (Сsp) рівень акумуляції іонів Са суттєво не змінюва-

вся (рис. 3.2.9, Б). Отже, значення циклоспорин-чутливої пори в процесі обміну 

катіону в ізольованих МХ не є визначальним, можливо через наявність в сере-
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довищі акумуляції MgАТР
2-

 та сукцинату, які стабілізують роботу ЕТЛ протягом 

експерименту і забезпечують достатню енергізацію МХ, а отже пригнічують РТР. 

Одержані результати є методичною основою для вивчення впливу нітро-

сполук на енергозалежну акумуляцію Са
2+

, яка здійснюється уніпортером за 

електрофоретичним механізмом. 

Як нітросполуки нами було використано SNP та SN - донор та поперед-

ник NO, що широко використовуються в біологічних дослідженнях. SNP утво-

рює в розчинах катіон нітрозонію, який виявляє властивості потужного нітро-

зилюючого агенту. SN продукує оксид азоту переважно в кислому середовищі, 

але здатен утворювати NO та його редокс-похідні також і за присутності гемо-

вих груп та залізо-сірчаних комплексів, якими багаті клітинні структури, особ-

ливо МХ [65, 370, 441]. Крім того, нітрит-аніони можуть володіти власною біо-

хімічною активністю. 

Транзитне додавання до МХ, транспорт Са
2+

 в яких за присутності в сере-

довищі MgАТР
2-

 та сукцинату досяг стану рівноваги, 100 мкМ SNP або SN не 

супроводжувалось значними змінами рівня акумуляції катіону (графічні дані не 

наведено). Це вказує на неефективність впливу оксиду азоту на МХ за відносно 

короткотривалої експозиції. Вочевидь, хімічна модифікація функціонально-

важливих тіольних груп Са
2+

-транспортувальних структур або гем-вмісних 

протеїнів МХ потребує певного часу.  

В умовах попередньої інкубації МХ із 100 мкМ SNP та SN протягом 15 хв 

приводила до суттєвого зростання акумуляції Са
2+

 органелами в порівнянні з 

контролем (рис. 3.2.10). Так, SNP посилював транспорт Са
2+

 приблизно в 1,6 

рази. Ефект 100 мкМ SN виявився дещо менш інтенсивним, але статистично 

значущим. Подібні результати були одержані іншими авторами при досліджен-

ні короткотривалого впливу нітрогліцерину in vivo в аорті, міокарді і печінці 

щурів [3]. Одночасно в цитованій роботі було зареєстроване зниження мем-

бранного потенціалу органел на 28-30 %. Отже, зростання ємності МХ до Са
2+

 

як in vivo, так і in vitro в різних тканинах може бути пов’язане із активацією 

Са
2+

-уніпортеру і, можливо, мало залежить від змін мембранного потенціалу у 

відносно вузькому діапазоні. 
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Рис. 3.2.10. Вплив нітросполук на енергозалежну акумуляцію Са
2+

 (80 мкМ) в 

мітохондріях. M±m; * - зміни достовірні відносно контролю, р≤0,05,  

 

В присутності протонофору СССР та RuR стимулювльний ефект SNP на 

акумуляцію Са
2+

 МХ не проявлявся (рис. 3.2.11), що доводить роль саме Са
2+

-

уніпортеру у досліджуваному нами процесі. Рівень накопичення Са
2+

 за дії 

СССР та RuR сягав величин нижчих за контрольні значення без додавання SNP, 

оскільки рутенієвий червоний безпосередньо блокує Са
2+

-уніпортер, а СССР 

усуває саму рушійну силу транспорту катіону. Інгібітор РТР Csp майже не 

впливав на активоване SNP енергозалежне накопичення Са
2+

 МХ (рис. 3.2.11), 

хоча і спостерігалась тенденція до зростання акумуляції катіону за цих умов. 

Одержані результати вказують на несуттєву роль циклоспорин-чутливої пори в 

біохімічних механізмах стимуляції транспорту Са
2+

 в МХ міометрія за впливу 

нітросполук в нашій моделі. 
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Рис. 3.2.11. Вплив 100 мкМ SNP на енергозалежну акумуляцію Са
2+

 (80 мкМ) в 

мітохондріях в присутності модифікаторів трансмембранного обміну катіо-

ну: 10 мкМ СССР, 10 мкМ RuR, 5 мкМ Csp. Результат типового експеримента 

 

Водночас, в експериментах проведених на аорті та міокарді щурів в умо-

вах введення тваринам нітрогліцерину показано, що підвищення Са
2+

-ємності 

МХ зумовлене саме інгібуванням РТР оксидом азоту [2-3]. Тими ж авторами в 

дослідах на ізольованих МХ, на відміну від експериментів in vivo, показано 

зниження Са
2+

-ємності органел за дії донора NO, яке пояснюється активацією 

вивільнення катіону через Са
2+

-уніпортер, спричинене деполяризацією МХ. Це 

ще раз доводить, що різниця між результатами, одержаними в наших дослі-

дженнях і наведених в цитованих роботах, може полягати у тканиноспецифіч-

ності впливу та різниці хімічної структури використаних нітросполук. Також 

слід зазначити, що біохімічні механізми дії NO на міометрій можуть відрізня-

тися від тих, які притаманні іншим м’язовим тканинам [145, 413]. 

Отже, під впливом нітросполук спостерігається посилення електрофоре-

тичної акумуляції Са
2+

 в ізольованих МХ міометрія, обумовлене активацією са-

ме Са
2+

-уніпортера внутрішньої мембрани цих органел, та не пов’язане з функ-

ціонуванням РТР.  

Попередні результати (розділ 3.2.1.) підтверджують роль електрохімічно-

го градієнта протонів (Δр) на внутрішній мітохондрійній мембрані у підтри-
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манні Са
2+

-гомеостазу в клітинах міометрія. Тому важливим є дослідження 

ΔрН-залежної компоненти транспорту Са
2+

 в мітохондріях,  її можливої елект-

рогенності тощо.  

3.2.3. Ідентифікація та характеристика Н
+
-Са

2+
-обмінника у внутрішній 

мембрані мітохондрій, вплив нітросполук на цю транспортувальну систему 

Наступна серія досліджень була спрямована на вивчення біохімічних 

особливостей Н
+
-Са

2+
-обміну в МХ міометрія. З використанням Са

2+
-чутливого 

зонда Fluo-4 АМ та рН-чутливого зонда BCECF-АМ [359] було продемонстро-

вано процес одночасного вивільнення Са
2+

 із МХ (рис. 3.2.12), акумульованого 

в енергозалежному процесі, та закислення матриксу. Інтенсивність вивільнення 

Са з матриксу залежала від величини позамітохондрійного рН. При закисленні 

позамітохондрійного середовища суттєво посилюється вихід Са
2+

 з МХ. В умо-

вах залуження позамітохондрійного середовища спостерігається додаткове зро-

стання акумуляції катіону, що свідчить на користь можливості функціонування 

Н
+
-Са

2+
-обміну в реверсному режимі (в середовищі розведення наявний Са

2+
, 

який вноситься разом із суспензією МХ). 

 

 

Рис. 3.2.12. Одночасні зміни концентрації Са
2+

 та Н
+
 в матриксі мітохондрій 

за умови функціонування Н
+
-Са

2+
-обміну. Дані типових експериментів 

 

Одержані результати доводять існування ∆рН-залежної компоненти обміну 

Са
2+

 і відповідає уявленням про функціонування Н
+
-Са

2+
-обмінника у ВММ ГМК.  
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Згідно результатів подальших досліджень градієнти фізіологічно значу-

щих моновалентних катіонів Na
+
, K

+
, а також Li

+
 (за ізотонічних умов) не сти-

мулювали транспортування Са
2+

 з МХ. Іони Mg (4,5 мМ) пригнічували Н
+
-Са

2+
-

обмін. Інгібітор Na
+
-Са

2+
-обміну 100 мкМ тетрафенілфосфоній [244] не впливав 

на ∆рН-індукований транспорт Са
2+

 з МХ. Наведені дані відповідають уявлен-

ням про відсутність або незначну роль Na
+
-Са

2+
-обмінника у функціонуванні 

МХ гладеньких м’язів, зокрема і міометрія [49-50]. 

Вище описані результати знаходяться у відповідності із попередніми дос-

лідженнями, проведеними на ізольованих МХ міометрія корів із застосуванням 

радіоізотопної техніки (
45

Са
2+

). Зокрема було показано, що закислення середо-

вища інкубації від 7,5 до 6,5 стимулювало вивільнення Са
2+

 із МХ, водночас 

зниження рН пригнічувало зворотній процес енергозалежної акумуляції Са
2+

. 

Катіони Na та К також не впливали на досліджуваний транспорт [49]. В експе-

риментах, виконаних на пермеабілізованих дигітоніном міоцитах матки щурів, 

також із використанням ізотопної техніки, демонструється, що закислення се-

редовища призводить до гальмування рутеній-залежного включення Са
2+

 в МХ, 

а ізотонічна заміна іонів К на іони Na виявилась не ефективною [76]. Принци-

пова різниця між дослідженням процесів транспорту Са
2+

 із використанням 

45
Са

2+
 та флуоресцентних зондів полягає у тому, що в останньому випадку тес-

туються зміни саме концентрації іонізованого Са, тобто того пулу катіону, який 

володіє функціональною активністю. 

Згідно наших розрахунків динаміка ∆рН-індукованого виходу Са
2+

, про-

аналізована за зміною флуоресценції Fluo-4, який тестує вміст іонізованого Са
2+

 

в матриксі, задовольняє кінетичним закономірностям реакції першого порядка. 

Було розраховано кінетичні параметри ΔрН-індукованого вивільнення Са
2+ 

–

початкову швидкість V0 та характеристичний час τ1/2 (або час напіввиходу каті-

она) – за рН 6,5. V0  дорівнює 1,37±0,23 ум.од.флуор./с, а τ1/2 – 64±9 с. Крива 

залежності вивільнення Са
2+

 з ізольованих МХ міометрія від концентрації про-

тонів у середовищі їх розведення має тенденцію до насичення за рН в діапазоні 

6,5-5,5 (рис. 3.2.13). Розрахована нами в координатах Хілла {lg[(Vmax-V0)/V0]; 
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pH} константа активації за протонами рКа складає 6,9±0,1, що свідчить про мо-

жливість функціонування системи Н
+
-Са

2+
-обміну за фізіологічних значень рН 

[323, 389, 482]. Величина коефіцієнта Хілла (nH) наближається до одиниці, що 

вказує на стехіометрію обміну 1:1, тобто електрогенність данної транспортува-

льної системи.  

 

Рис. 3.2.13. Залежність початкової швидкості вивільнення іонів Са (V0) з міто-

хондрій від концентрації протонів. М±m, n=6-8 

 

Згідно з сучасними уявленнями, молекулярною структурою, яка забезпе-

чує функціонування Н
+
-Са

2+
-обмінника у ВММ, виступає протеїн LETM 1, який 

асоційований із білковим комплексом масою 300-500 кДа ВММ. Відсутність 

цього протеїну спричинює деполяризацію, набухання МХ та втрату крист. Тому 

LETM 1 розглядається як частина молекулярної структури, яка бере участь у 

підтриманні осморегуляції органел [264, 340, 458]. Припускають, що LETM 1 

також відіграє роль у регуляції активності генів, які контролюють функціону-

вання МХ, взаємодіючи з рибосомами. Нокаут гена, що кодує LETM 1, призво-

дить до зниження вмісту протеїнів дихального ланцюга, зокрема цитохромів 

родини b, зниження Δφ, інтенсивності дихання (поряд зі зростання генерації 

АФК) та синтезу АТР (тобто біоенергетичного колапсу) і зупинкою клітинної 

проліферації. Водночас надекспресія LETM 1 призводить до каспаз-незалежної, 

некротичної загибелі клітини. Крім того, LETM 1 може модулювати активність 
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ОРА1, впливаючи на морфологію МХ, а відсутність LETM 1 призводить до 

фрагментації МХ [201, 340, 363, 389].   

Нами показане, що ΔрН-залежне вивільнення Са
2+ 

з МХ ефективно приг-

нічується моноклональними антитілами до протеїну LETM 1 (рис. 3.2.14). Вод-

ночас антитіла повністю не інгібують транспортувальну систему, що можна по-

яснити видоспецифічністю білка-транспортера.  

 

 

Рис. 3.2.14. Вплив комерційного моноклонального антитіла до Н
+
-Са

2+
-

обмінника мітохондрій (Anti-LETM 1) на ∆рН-залежний транспорт Са
2+

 з ма-

триксу ізольованих мітохондрій міометрія щурів (на 100 мкг протеїну мітохо-

ндрій – 2,5 мкг антитіла). Стандартне середовище інкубації (рН 6,5). Резуль-

тати типового експерименту 

 

Для функціонування МХ та підтримання їхньої цілісності важливе зна-

чення має регулювання об’єму матриксу, що впливає на інтенсивність дихання 

та рівень продукування АТР. Інтегральним показником  об’єму МХ є величина 

їхнього гідродинамічного діаметру (ГД). Існує кореляція між змінами геометрії 

цих органел та такими явищами, як генерація АФК, поляризація ВММ, здат-

ність до апоптозу [265,  339, 341]. 

Традиційним є оцінка процесу набухання за змінами оптичної густи-

ни/світлорозсіювання суспензії МХ. Досить інформативним та ефективним у 

випадку характеризування за розміром сферично-подібних частинок у розчинах 
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є метод фотонної кореляційної спектроскопії. Метод є високочутливим (реєст-

руються зміни  об’єму вже починаючи з 0,1 %, а діаметр частинок, які підляга-

ють аналізу, – від 0,001 до 20 мкм), потребує незначної кількості експеримента-

льного матеріалу і унеможливлює артефакти, пов’язані з малими розмірами су-

бклітинних частинок, які мають місце при застосуванні інших оптичних підхо-

дів. У випадку ізольованих МХ міометрія метод фотонної кореляційної спект-

роскопії дозволяє визначати їхній гідродинамічний діаметр (ефективні розміри) 

за безпосередніх умов експерименту [42, 312]. 

 

 

Рис. 3.2.15. Зміни характеристичних розмірів ізольованих мітохондрій за умов 

ΔрН-залежного вивільнення Са
2+

 з матриксу.
*
- р<0,05, М±m, n=6. Метод фо-

тонної кореляційної спектроскопії  

 

За умови попередньої енергозалежної акумуляці Са до матриксу закис-

лення середовища інкубації МХ від 7,5 до 6,5, тобто створення умов для ефек-

тивного функціонування Н
+
-Са

2+
-обмінника, супроводжувалось суттєвим зни-

женням величини ГД (рис. 3.2.15). Подальше закислення середовища (до 6,0) не 

змінює досліджуваний параметр відносно його величини за рН 7,5. Ініціація 

ΔрН-залежного вивільнення Са
2+

 супроводжується одночасним переміщенням 

асоційованих з іонами Са молекул води з матриксу, що може бути причиною 
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зменшення досліджуваного параметра. Втім, більш суттєве закислення позамі-

тохондрійного середовища за рН 6,0 спроможне іонізувати зовнішню мембрану 

органел, що збільшить ГД, нівелюючи попередній ефект.  

Таким чином, ВММ містить крім енергозалежної акумуляції Са
2+

 в мат-

рикс, також і механізм транспорту іонів Са з матриксу у міоплазму, причому в 

основі останнього процесу лежить функціонування Н
+
-Са

2+
-обмінника, який 

репрезентований протеїном LETM 1. 

Існують відомості, що в структурі Н
+
-Са

2+
-обмінника МХ наявний СаМ-

подібний Са
2+

-зв’язувальний мотив «EF-hand» [399, 458]. Не виключено також, 

що транспортувальні ензими ВММ підлягають регуляторному впливу комплек-

су Са
2+

-СаМ, наявність якого передбачається в МХ. На сьогодні відсутні відо-

мості щодо регуляції Н
+
-Са

2+
-обмінника МХ міометрія цим комплексом. Тому 

було з’ясовано ефекти антагоністів СаМ на ΔрН-залежний вихід Са
2+

 з ізольо-

ваних МХ міометрія. 

Було виявлено, що антагоніст СаМ – кальмідазоліум в концентрації 10 

мкМ практично повністю блокує ΔрН-залежний вихід Са
2+

 з ізольованих МХ 

міометрія, за умови, коли катіон був попередньо акумульований в матрикс в 

енергозалежному процесі (рис. 3.2.16, А). Блокування Н
+
-Са

2+
-обмінника каль-

мідазоліумом може призвести до зростання концентрації іонізованого Са
2+

 в 

матриксі органел. Останній ефект за дії антагоністів СаМ продемонстровано 

іншими авторами в незалежних дослідженнях раніше [78, 94, 403]. 

Інший антагоніст кальмодуліна 100 мкМ трифлюоперазин, який має від-

мінний від кальмідазоліуму механізм дії на Са
2+

-СаМ-залежні ензими (див. об-

говорення в підрозділі 3.1.4), спричинював більш швидкий початковий вихід 

Са
2+

 з матриксу, але не впливав на платовий рівень флуоресценції Fluo-4  (рис. 

3.2.18, А). Аналіз основних кінетичних параметрів транспортного процесу - по-

чаткової швидкості (V0) та величини характеристичного часу (τ1/2) ΔрН-

індукованого виходу Са
2+

 з ізольованих МХ виявив, що за дії досліджуваного 

антагоніста час напіввиходу катіону зменшувався, а початкова швидкість тран-

спорту зростала (рис. 3.2.16, Б). Тобто, трифлюоперазин суттєво впливає на кі-

нетичні характеристики ΔрН-залежного обміну Са
2+

 у ВММ гладенького м’яза. 
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Але його дія як більш м’якого антагоніста СаМ менш виражена ніж кальмідазо-

ліуму. Перший лише знижує ефективність взаємодії СаМ з транспортувальною 

системою, тоді як другий діє на комплекс СаМ-транспортувальна система, га-

льмуючи розпад останньої (виступаючи неконкурентним інгібітором), а також 

має більший афінітет до СаМ [380, 415]. Ці дані непрямо свідчать, що СаМ ви-

ступає регулятором Н
+
-Са

2+
-обмінника, інгібуючи обмін. 

 

Рис. 3.2.16. Вплив антагоністів кальмодуліна на ΔрН-індукованйий транспорт 

Са
2+ 

з мітохондрій (рН 6,5).Дані типового експеримента (А) та розрахунок ос-

новних кінетичних параметрів вивільнення Са
2+

 (Б).* - р<0,05, зміни достовірні 

відносно контролю, M±m, n=5 

 

В серії подальших досліджень нами демонструється (рис. 3.2.17), що Н
+
-

Са
2+

-обмінник є повністю резистентним до дії нітросполук (рис. 3.2.17, А). В 

іншому варіанті постановки експерименту стимулювання синтезу NO (в сере-

довище попередньої акумуляції Са
2+

 вносили 50 мкМ L-аргінін, 10 мкМ 

NADPH та ВН4) також не спричинювало модуляцію ΔрН-залежного виходу 

Са
2+

з МХ (рис. 3.2.17, Б) . 
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Рис. 3.2.17. Відсутність впливу нітросполук (А) та синтезу NO (в присутності 

50 мкМ L-аргініна, 10 мкМ NADPH та ВН4) (Б) на ∆рН-індукований транспорт 

Са
2+

 з мітохондрій. Наведені результати характерних дослідів. Стандартне 

середовище інкубації (рН 6,5) 

 

Відсутність ефекту NO на Н
+
-Са

2+
-обмінник дозволяє протікати ∆рН–

залежному процесу вивільнення Са
2+

 з матриксу МХ і подальшій його акумуля-

ції СР. Оскільки оксид азоту стимулює енергозалежне включення Са
2+

 в рети-

кулум [32], за умови підвищеної концентрації NO в міометрії існує можливість 

нормальної роботи мітохондрійно-ретикулярного компартменту (слід згадати, 

що афінітет SERCA-помпи до Са
2+

 вищий, ніж уніпортера МХ) та подальшого 

виведення Са
2+

 з клітини внаслідок взаємодії транспортувальних систем пери-

феричного СР та ПМ. Отже, можна припустити наявність мембранних механіз-

мів, які захищають МХ від небезпечного Са
2+

-перевантаження.  

Узагальнення та обговорення результатів підрозділу 3.2. 

Отже, із залученням методів лазерної конфокальної мікроскопії та прото-

кової цитофлуориметрії, а також методології солокалізації флуоресцентних зо-

ндів показано, що руйнування електрохімічного градієнту протонів на ВММ 

супроводжується зростанням концентрації іонів Са в міоплазмі. Хоча азид на-

трію, як і СССР, спричинює вихід Са
2+

 з матриксу ізольованих МХ, а також 

унеможливлює його енергозалежну акумуляцію, в міоцитах не спостерігали 

змін концентрації Са
2+

 в міоплазмі за його дії. Відсутність ефекту NaN3, як інгі-

бітора ЕТЛ МХ, на концентрацію Са
2+

 в міоплазмі може бути пояснено розкла-

дом сполуки із продукуванням АФА.  
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Під впливом нітросполук спостерігається посилення енергозалежної  

акумуляції Са
2+

 в ізольованих МХ, обумовлене активацією саме Са
2+

-

уніпортера внутрішньої мембрани цих органел, та не пов’язане з функціону-

ванням РТР. Цей ефект може мати значення для швидкого зниження концент-

рації катіона в цитоплазмі після Са
2+

 транзієнта. 

Детально вивчені біохімічні особливості функціонування Н
+
-Са

2+
-

обмінника в МХ міометрія. Встановлено, що Н
+
-Са

2+
-обміник являє собою про-

теїн LETM 1, його функціонування супроводжується зниженням концентрації 

Са
2+

 в матриксі з одночасним закисленням останнього, здійснюється в стехіо-

метрії 1:1; він активується за фізіологічних значень рН, є зворотнім, а також 

чутливим до СаМ. Н
+
-Са

2+
-обмінник може брати участь в осморегуляції МХ 

ГМК матки. Ця транспортувальна система є резистентною до дії оксиду азоту. 

Дія NO на Са
2+

-гомеостаз МХ ГМК передбачає можливість специфічних 

ефектів на Са
+
-залежні біоенергетичні процеси. Вирішенню цих питань присвя-

чений наступний розділ роботи.  

Результати опубліковані [39, 46-47, 186, 188, 274-275].  
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3.3. БОІХІМІЧНІ МЕХАНІЗМИ ДІЇ ОКСИДУ АЗОТУ НА Са
2+

-

ГОМЕОСТАЗ, ПОЛЯРИЗАЦІЮ СУБКЛІТИННИХ СТРУКТУР ТА АК-

ТИВНІСТЬ ЕЛЕКТРОН-ТРАНСПОРТУВАЛЬНОГО ЛАНЦЮГА МІТО-

ХОНДРІЙ МІОМЕТРІЯ 

Поряд із остаточним встановленням суттєвого значення оксиду азоту в 

механізмах розслаблення гладеньких м’язів судин, шлунково-кишкового трак-

ту, дихальних і сечостатевих шляхів [133], проводяться також окремі дослі-

дження спрямовані на вивчення його ролі в регуляції скоротливої активності 

гладенького м’язу матки (міометрія) [92, 145, 492]. Згідно наших попередніх 

результатів нітросполуки стимулюють енергозалежну акумуляцію Са
2+

, обумо-

влену активацією саме Са
2+

-уніпортера. Разом з цим Н
+
-Са

2+
-обмінник є резис-

тентним до дії SNP та SN, а також L-аргініну. Таким чином, оксид азоту, сти-

мулюючи енергозалежне накопичення Са
2+

 в МХ міометрія, може сприяти ефе-

ктивному зниженню концентрації катіону в міоплазмі після Са
2+

 транзієнта. 

Водночас біохімічні, фізико-хімічні та мембранні механізми, за якими оксид 

азоту контролює скоротливу функцію міометрія, на сьогодні остаточно не 

з’ясовані. Вхід іонів Ca стимулює mtNOS, активність якої, наприклад в кардіо-

міоцитах, забезпечує до 90% NO в цитозолі [449]. Таким чином, NO, синтезова-

ний МХ, може впливати на катіон-транспортувальні системи ПМ та СР. 

В клітинах різних типів гладеньких м'язів релаксуючій ефект NO 

пов’язаний із зростанням вмісту сGMP в міоплазмі [133]. Втім, значення сGMP 

в релаксації механічної напруги поставлено під сумнів в роботах, проведених 

на міометрії невагітних і вагітних жінок, приматів, щурів, мурчаків [143, 281-

282, 343]. Альтернативним напрямком дії NO в гладеньких м’язах, зокрема і в мі-

ометрії, може бути безпосередній вплив на катіон-транспортувальні системи пла-

змалеми, який здійснюється нітрозилюючими похідними оксиду азоту [370, 441]. 

Отже, актуальним є дослідження ефектів NO на окремі фундаментальні 

характеристики гладеньком’язових клітин матки, а саме Са
2+

-гомеостаз, поля-

ризацію плазматичної та внутрішньої мітохондрійної мембран. 
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3.3.1. Гальмування NO розвитку Са
2+

-транзієнту в ізольованих гладе-

ньком’язових клітинах матки, спричиненого карбахолом та окситоцином 

Центральним етапом Е(Ф)МС є зростання концентрації іонів Са в міопла-

змі шляхом його пасивного транспорту за концентраційним градієнтом із поза- 

та внутрішньоклітинних пулів внаслідок взаємоузгодженого функціонування 

канальних структур ПМ і СР, а  зворотнє зниження концентрації Са
2+

 обумов-

лене енергозалежними процесами, де задіяні катіон-транспортувальні системи 

ПМ, СР та МХ [49, 84, 152, 309, 387, 469].  

Із застосуванням методу лазерної конфокальної мікроскопії та Са
2+

-

чутливого зонду Fluo-4 АМ було продемонстровано зростання рівня іонізовано-

го Са в міоплазмі міоцитів матки, спричиненого карбахолом (аналог ацетилхо-

ліна, який не гідролізується холінестеразою) на 76±10 % (рис. 3.3.1, А) та окси-

тоцитом на 80±11 % (рис. 3.3.2, А).  

У випадку ФМС послідовність подій між зв’язуванням відповідного ліга-

нду (біогенні аміни, пептидні гормони) і зростанням концентрації Са
2+

 в цито-

золі включає передачу сигналу через систему гетеротримерних G-білків на 

мембранозв’язану фосфоліпазу С (β-ізоформа). Активація фосфоліпази С приз-

водить до утворення таких вторинних месенджерів як гідрофільний ІР3 та гід-

рофобний DAG [110, 335, 469]. ІР3 дифундує до СР і, зв’язуючись із відповід-

ними каналами-рецепторами (ІР3R), викликає вивільнення Са
2+

 із депо, причому 

сам процес вивільнення є високою мірою Са
2+

-залежним. DAG шляхом актива-

ції окремих ізоформ PK С здатний модулювати Са
2+

-сигнал. Вивільнення Са
2+

 

через канали RyR і ІР3R - взаємозалежні процеси, крім того вихід катіону з СР 

регулює його транспорт в ПМ [110, 152, 335]. Зростання рівня ІР3 в міоплазмі за 

дії таких агоністів, як ацетилхолін або окситоцин, знижує концентрацію Са
2+

 в 

люмені СР, що ініціює SOCE [80, 294, 373, 485].  

Передінкубація клітин з донором оксиду азоту SNP (0,1 мМ) перешко-

джала стимуляції агоністами зростання концентрації Са
2+

 в міоплазмі (рис. 

3.3.1, Б, В; 3.3.2, Б, В). За цих умов в разі стимуляції карбахолом концентрація 

Са
2+

 в міоплазмі зростала лише на 22±3%, окситоцином – на 17,8±7,0 %.  
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Рис. 3.3.1. Стимуляція карбахолом (0,1 мМ) зростання Са
2+

 в міоплазмі у кон-

тролі (А) та за попередньої обробки (5 хв) клітин донором NO – 0,1 мМ SNP (Б) 

(0 % - не стимульовані клітини). Для кількісного аналізу використано 6-7 міо-

цитів з різних експериментів (В). * - р < 0,01 

 

Рис. 3.3.2. Стимуляція окситоцином (0,5 мкМ) зростання Са
2+

 в міоплазмі у 

контролі (А) та за попередньої обробки (5 хв) клітин донором NO – 0,1 мМ SNP 
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(Б) (0 % - не стимульовані клітини). Для кількісного аналізу використано 5-6 

міоцитів з різних експериментів (В). * - р < 0,01 

 

На малих мезентеріальних артеріях мурчаків було продемонстровано 

[370], що за аплікації норадреналіном (1-10 мкМ) зростає частота Ca
2+

-спарків, 

спричинених FDS (frequent-discharge sites, місця спонтанного вивільнення Ca
2+

 

з ретикулуму [114, 140]), та Ca
2+

-хвиль. S-нітрозо-N-ацетилпеніциламін (SNAP; 

50 мкМ) та SNP (100 мкМ), але не 8-Br-cGMP та інгібітор рГЦ, інгібували за-

значені процеси. У стані спокою донори SNAP та SNP суттєво не впливали на 

активність FDS та [Са
2+

]і. Отже, в цитованій роботі донори оксиду азоту інгібу-

вали норадреналін-стимульоване зростання [Са
2+

]і cGMP-незалежним шляхом, 

частково ефект обумовлений пригніченням активності FDS.  В дослідженнях 

щодо впливу NO на механокінетичні параметри спонтанних скорочень міомет-

рія щурів продемонстровано, що за присутності SNP спостерігається вірогідне 

зниження амплітуди та частоти спонтанних скорочень, а також зростання нор-

мованої максимальної швидкості фази розслаблення [75]. 

Одержані нами результати підтверджують факт впливу оксиду азоту на 

Са
2+

-гомеостаз та шляхи підвищення іонів Са в міоплазмі у разі дії на міоцити 

фізіологічно значущих агоністів.  

Одним з важливих біохімічних механізмів, за яким NO може викликати 

релаксацію гладенького м’язу матки, є cGMP-залежна або безпосередня акти-

вація К
+
-каналів ПМ [123, 344]. В міометрії людини та тварин ідентифіковано 

кілька підтипів К
+
-каналів, зокрема Са

2+
-залежні потенціал-чутливі високої та 

низької провідності, АТР-залежні тощо [123, 270, 334, 414, 469]. Речовини, які 

сприяють відкриттю К
+
-каналів, знижують збудливість клітин, викликаючи 

зміщення мембранного потенціалу від його порогових значень необхідних для 

активації іон-транспортувальних систем. В період вагітності людини і щурів 

спостерігається зсув потенціалу на плазмалемі клітин міометрія у бік більш не-

гативних величин, що може бути зумовлено посиленням К
+
-канальних струмів 

[123, 414, 488]. Вірогідним наслідком активації різних підтипів К
+
-каналів ок-

сидом азоту є гіперполяризація плазмалеми та зменшення концентрації Са
2+

 в 

міоплазмі. 
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3.3.2. Протокова цитометрія як інструмент вивчення трансмембран-

ного потенціалу субклітинних структур гладеньком'язових клітин  

При дослідженні електричного потенціалу на субклітинних мембранних 

структурах важливо зберігати їхню інтактність, що вимагає роботи на неушко-

джених клітинах. Це дозволяє підтримувати нативну морфологію плазмалеми і 

внутрішньоклітинних компартментів, а також значною мірою зберігає функціо-

нальні зв’язки між мембранними структурами. Субклітинні мембрани за нор-

мальних умов володіють суттєвим електричним потенціалом як наслідок робо-

ти іонних транспортерів та ЕТЛ. В більшості тваринних об’єктів мають значний 

заряд ВММ, плазмалема, передусім у випадку електрозбудливих клітин, а та-

кож мембрани ЕР внаслідок активності мікросомальної цитохромної системи 

[157, 310, 382, 385, 490]. Коректне дослідження змін електричного потенціалу у 

випадку цілісних клітин потребує урахування парціального вкладу цих мем-

бранних компонентів, а також застосування сполук, яки б мали змогу селектив-

но впливати на їхню поляризацію. 

Тривалий час з метою аналізу змін поляризації субклітинних структур 

використовуються потенціал-чутливі флуоресцентні зонди на кшталт похідних 

родаміну, оксанолу або барвників ціанінового ряду [310, 317, 404, 490]. Останні 

широко впровадженні у експериментальну практику з метою досліджень тран-

смембранних потенціалів як на плазматичній, так і на мітохондрійній мембра-

нах [157, 317, 355, 382, 490], водночас інформація щодо їхнього застосування в 

клітинах гладеньких м’язів доволі обмежена. 

В роботах [28-29] було показано, що в міоцитах матки оксид азоту під-

вищує пасивну проникність ПМ до Са
2+

, що може зумовити короткотривале 

зростання концентрації катіона в субсарколемному регіоні і активацію Са
2+

-

залежних підтипів К
+
-каналів, із наступною гіперполяризацією мембрани та 

зниженням рівня збудливості міоцитів. Для міометрія людини продемонстрова-

но, що за вагітності  на ПМ спостерігається зсув потенціала активації на 39 мВ 

в бік більш негативних значень, але не пов’язане з посиленням експресії Са
2+

-

залежних К
+
-каналів високої провідності (ВКСа) [488].  
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З метою підтвердження цієї гіпотези подальші дослідження ми спрямува-

ли на з’ясування можливості застосування DiOC6(3) для реєстрації змін елект-

ричного потенціалу на ПМ і вивчення дії нітросполук на поляризацію плазма-

леми за функціонального спокою міоцитів та у випадку розвитку штучної депо-

ляризації із залученням методу протокової цитометрії. 

В інтактних клітинах акумуляція ліпофільних катіонів із середовища в 

цитоплазму залежить від величини потенціалу ПМ, що обумовлює його розпо-

діл між цитозолем і позаклітинним середовищем, а також електричного потен-

ціалу ВММ, який визначає розподіл зонда між цитозолем і мітохондрійним ма-

триксом в залежності від концентрації, співвідношення зонд/клітини та функці-

онального стану самих клітин (розділ 3.2.1). Електричний потенціал на СР сла-

бко впливає на флуоресценцію DiOC6(3) через відносно малу величину [157, 

302, 310, 355, 404]. Отже, як електричний заряд плазмалеми, так МХ визнача-

ють величину флуоресценції при заданій концентрації зонда. Створюючи в 

умовах експерименту оптимальне співвідношення зонд/клітини ми можемо ви-

вчати внесок обох потенціалів (і плазмалеми, і МХ) [310], а також уникнути га-

сіння флуоресценції зонда, пов’язаної з його агрегацією. На різних клітинних 

об’єктах використовуються концентрації DiOC6(3) від 10 до 500 нМ [302, 355, 

385] з метою тестування електричного потенціалу на субклітинних мембранних 

структурах. Для оцінювання змін потенціалу саме в МХ використовували 500 

нМ (0,1 мкг/мл) зонду, водночас за його високих концентрацій (5 - 50 мкМ) ор-

ганели набрякають, втрачають електричний заряд і нормальну морфологію. 

При застосуванні DiOC6(3) як індикатора потенціалу на МХ слід взяти до уваги 

той факт, що, подібно до інших ліпофільних карбоціанінів, він може виступати 

інгібітором NADH-дегідрогенази, тобто його ефект є ротеноноподібним [90], а 

також деполяризувати ПМ [317]. Стосовно клітин гладенького м’яза відповідні 

відомості щодо поведінки і можливого застосування DiOC6(3) для аналізу змін 

поляризації субклітинних мембранних структур в доступній нам літературі від-

сутні. 

В результаті окиснення субстратів дихання і функціональної активності І, 

ІІІ та ІV комплексів ЕТЛ відбувається транспорт Н
+
 з матриксу у міжмембран-
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ний простір МХ, що зумовлює створення і підтримання електро-хімічного гра-

дієнта протонів на їхній внутрішній мембрані, електрична компонента якого 

може сягати величини -160 – -180 мВ [11, 461]. Водночас зумовлений переваж-

но К
+
-дифузійною природою електричний потенціал (потенціал спокою) ПМ в 

клітинах міометрія складає біля -35 мВ у невагітних тварин [387], де ключову 

роль у його забезпеченні відіграють Са
2+

-залежні К
+
-канали [123, 270, 334]. Ва-

жливо було продемонструвати із застосуванням DiOC6(3), що плазмалема і МХ 

свіжовиділених міоцитів матки щурів в наших експериментальних умовах во-

лодіють стабільним у часі електричним потенціалом.  

Ми підібрали умови реєстрації флуоресцентної відповіді DiOC6(3) в міо-

цитах матки із застосуванням методу протокової цитометрії [127, 157, 266, 302, 

310, 404]. Перевагою цього методу є можливість реєстрації флуоресцентного 

сигналу окремих міоцитів. Паралельні дослідження проведено із застосуванням 

звичайної спектрофлуориметрії, що, з нашої точки зору, сприяє їхній верифіка-

ції. В останньому варіанті аналізується флуоресцентний сигнал суспензії міо-

цитів в робочому середовищі, а не окремих клітин. Нами використано загаль-

новживані в біохімічних дослідженнях речовини, які деполяризують мітохонд-

рії (1 мМ азид натрію – інгібітор ЕТЛ, 10 мкМ протонофор СССР [461]) та ПМ 

(1 мМ уабаїн –блокатор Na
+
,K

+
-АТР-ази [416]). Контрольні експерименти пока-

зали, що аутофлуоресценція клітинної суспензії не змінюється протягом часу 

проведення вимірювань, також не виявлено змін інтенсивності аутофлуоресце-

нції під впливом сполук, що були використані. 

Нами досліджено широкий діапазон концентрацій DiOC6(3) – від 10 нМ 

до 5 мкМ. Кінетика спалаху флуоресценції при взаємодії зонда (10 - 500 нМ) з 

клітинами характеризується насиченням, яке досягається приблизно на 3 хв ін-

кубації, в подальшому протягом принаймні 10 хв її інтенсивність майже не змі-

нюється (рис. 3.3.3, А, наведено типовий результат для концентрацій зонда 100 

нМ). Показано, що за 10 нМ DiOC6(3) передінкубація міоцитів (5 хв) з агента-

ми, які деполяризують ПМ (1 мМ оуабаїн та 120 мМ KCl), не призводить до 

змін в інтенсивності флуоресценції, отже відповідь зонду на електричний поте-

нціал плазмалеми відсутня (рис. 3.3.3, Б). Водночас за використання 1-5 мкМ 
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DiOC6(3) спостерігається гасіння флуоресценції зонда (рис. 3.3.3, В). З літера-

тури відомо, що димеризація ціанінових барвників, яка посилюється із зростан-

ням їхньої концентрації, призводить до зниження флуоресценції [317], що по-

яснює наведені результати. Оптимальними умовами реєстрації флуоресцентної 

відповіді у випадку міоцитів матки є концентрації DiOC6(3) в діапазоні 50-100 

нМ.Відносно низькі (10 нМ) та високі (1-5 мкМ) концентрації зонда виявляють-

ся неефективними при роботі із цим об’єктом. За оптимальних концентрацій 

DiOC6(3) протягом 3 хвилин акумуляції і розподілу зонду в клітинах досягаєть-

ся рівноважний стан (рис. 3.3.3), а флуоресцентна відповідь барвника надалі 

майже не змінюється з часом.  

 

Рис. 3.3.3. Флуоресцентна відповідь 100 нМ (A), 10 нM (Б), 1 та 5 мкM (В) 

DiOC6(3) в міоцитах матки. Результат характерного досліду. Метод спект-

рофлуориметрії. Концентрації речовин: 1 мM уабаїн, 10 мкM CCCP, 5 мM 

NaN3. Час преінкубації з сполуками 5 хв (A, Б) 

 

Зменшення флуоресценції міоцитів за попередньої інкубації з уабаїном, 

азидом та СССР (рис. 3.3.3,А, 3.3.4, А) свідчить на користь можливості тесту-

вання потенціалу як на ПМ, так і в МХ клітин. Сумарний ефект гасіння флуоре-

сцентного сигналу за присутності азиду натрію та уабаїну у застосованих нами 
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концентраціях сягає в окремих випадках 90 % (рис. 3.3.4, А). Протонофор 

СССР та NaN3 пригнічують флуоресцентну відповідь клітин також і при дода-

ванні на 3-тій хв акумуляції DiOC6(3), тобто на платовому рівні (рис. 3.3.4, Б). 

Через 5 хв їхньої дії флуоресцентна відповідь зменшується майже в 2 рази. 

Аналогічний за напрямом ефект спостерігається і при додаванні уабаїну, при-

чому через 5 хв інтенсивність флуоресценції знижується більше, ніж в 2 рази 

(рис. 3.3.4, Б). Дані одержані як із застосуванням спектрофлуориметрії, так і 

протокової цитометрії мали якісно подібний характер (рис. 3.3.3, 3.3.4). 

 

 

Рис. 3.3.4. Флуоресцентна відповідь 100 нM DiOC6(3) в міоцитах матки в при-

сутності речовин, що деполяризують плазмалему та мітохондрії: А – пре інку-

бація клітин з речовинами 5 хв (відносні одиниці флуоресценції призведені на 5 

хв розподілу DiOC6(3)); Б – Транзитне внесення речовин, що деполяризують 

плазмалему та мітохондрійну мембрану (відносні одиниці флуоресценції приз-

ведені після 5 хв дії сполук). * р < 0,05, достовірні відносно контролю, n=5. Да-

ні протокової цитометрії. За “1” прийнято власну флуоресценцію клітин 

 

Таким чином, флуоресцентна відповідь DiOC6(3) в міоцитах матки вклю-

чає в себе парціальні компоненти, пов’язані як з електричним потенціалом пла-

змалеми, так і МХ. До того ж, згідно даних, що підтверджуються спектрофлуо-

риметрією та протоковою цитометрією, спостерігається адитивність у відповіді 

DiOC6(3) на преінкубацію міоцитів з азидом та уабаїном (рис. 3.3.3, А, 3.3.4, А). 

Слід відмітити також доволі швидку відповідь DiOC6(3) на додавання дослі-

джуваних агентів (рис. 3.3.4, Б).  

Для підтвердження факту парціального внеску електричного потенціалу 

на ВММ та ПМ у флуоресцентний сигнал від DiOC6(3) в міоцитах нами був за-
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стосований К
+
-іонофор валіноміцин. Його аплікація зумовлює зростання флуо-

ресценції DiOC6(3) в міоцитах. У разі деполяризації ВММ за умови передінку-

бації клітин протягом 5 хв з 1 мМ азидом натрію валіноміцин посилював флуо-

ресцентну відповідь зонда, що є наслідком збільшення проникності ПМ до іонів 

К і відповідного збільшення (за модулем) трансмембранного потенціалу. Вод-

ночас деполяризація плазмалеми внаслідок передінкубації міоцитів з 1 мМ уа-

баїном, робить ПМ не чутливою до К
+
-іонофору (графічні дані не наведено). 

 

Рис. 3.3.5. Розподіл флуоресцентних зондів в міоцитах матки. А – розподіл по-

тенціалчутливого барвника DiOC6(3) (зелений), 63-разове збільшення; Б - зеле-

ний - DiOC6(3), червоний - MitoTracker Orange CM-H2TMRos (специфічний щодо 

мітохондрій), накладання обох барвників; синій (А) або рожевий (Б) - Hoechst 

33342 (специфічний щодо ядра) 

 

З використанням лазерної конфокальної мікроскопії нами показано, що 

DiOC6(3) акумулюється у клітинному об’ємі, можливо, зв’язуючись із МХ та, 

взаємодіючи із зарядженою ПМ, окреслює контури клітини (рис. 3.3.5, А). По-

рівняльний розподіл потенціалчутливого DiOC6(3) та специфічного щодо МХ 

зонду MitoTracker Orange CM-H2TMRos в міоцитах матки вказує на їхню соло-
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калізацію (рис. 3.3.5, Б). Отже, DiOC6(3) взаємодіє з ПМ, а також акумулюється 

в МХ міоцитів матки. 

Таким чином, проведені дослідження свідчать про те, що флуоресцентний 

потенціалчутливий зонд DiOC6(3) та метод протокової цитометрії можна вико-

ристовувати для аналізу змін електричного потенціалу як ПМ міоцитів в умо-

вах деполяризації ВММ (передінкубація клітин з NaN3 або СССР), так і МХ (у 

разі передінкубації клітин з уабаїном).  

Рис. 3.3.5. демонструє присарколемальне та навколоядерне розташування 

МХ в міоцитах. З огляду на ідентифікацію синтезу NO в МХ, можливість його 

дифундування за межі органел та регуляторного впливу в місцях контактів ПМ 

з МХ подальші дослідження ми спрямували на вивчення впливу нітросполук на 

системи обміну катіонів у плазмалемі міометрія. 

3.3.3. Вплив нітросполук на поляризацію плазматичної мембрани 

клітин міометрія 

З огляду на принципове значення змін електричного потенціалу ПМ в 

процесах регуляції транспорту Са
2+

, скоротливої активності і виникнення тим-

часової незбудливості на фоні підвищеного вмісту оксиду азоту в міометрії, на-

далі ми приділили увагу саме дослідженню рівня поляризації плазмалеми за дії 

нітросполук. 

За дії досліджуваних нітросполук, а саме SNP та SN в концентрації 0,1 

мМ на міоцити матки щурів у стані спокою нами демонструється зростання по-

ляризації плазмалеми, причому цей ефект суттєво залежить від присутності іо-

нів Са в середовищі інкубації клітин (рис. 3.3.6). За низьких (не фізіологічних) 

концентрацій іонів Са або наявності Са
2+

-хелатору ЕГТО поляризуючий вплив 

нітросполук майже не спостерігається. Тобто ефект поляризації плазмалеми має 

виражений Са
2+

-залежний характер.  

Пасивний транспорт Са
2+

 в ПМ міоцитів матки значною мірою обумовле-

ний функціонуванням потенціал-керованих Са
2+

-каналів L-типу, які є дигідро-

піридин-чутливими [309]. Зміни мембранного потенціалу (наприклад, деполя-

ризація за ЕМС) приводять до їхньої активації, а іони Са, які увійшли в міопла-
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зму за градієнтом концентрації, викликають CICR, обумовлене функціонуван-

ням каналів RyR [110, 309, 370, 441, 485].  

 

Рис. 3.3.6. Поляризація плазмалеми клітин міометрія за дії 0,1 мM SNP та SN 

за присутності 1 mM EГTО, 0,03 mM Ca
2+

 та 1,26 mM Ca
2+

. Для виключення 

ефекту мітохондрій клітини преінкубували 5 хв з 5 мМ азидом натрія. Наведе-

но значення відн. од. флуоресценції на 5 хв дії нітросполук. За “1” прийнято 

власну флуоресценцію клітин. M±m, n=6 

 

Інгібітор дигідропіридинчутливих Са
2+

-каналів нітрендипін суттєво не 

впливав на потенціал ПМ в нашому варіанті проведення експерименту (середо-

вище містило 1,26 мМ Са
2+

) (рис. 3.3.7, А). Передообробка міоцитів нітрендипі-

ном майже повністю гальмувала гіперполяризацію плазмалеми за дії нітроспо-

лук (рис. 3.3.7, Б). Відсутність поляризуючої дії нітросполук (рис. 3.3.7, Б) за 

присутності нітрендипіну вказує на можливість залучення цих структур у зрос-

тання проникності мембрани до іонів Са. 
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Рис. 3.3.7. Зміни поляризації плазмалеми міоцитів матки за дії специфічного 

інгібітора дигідропіридин-чутливих Са
2+

-каналів нітрендипіна (за наявності 

1,26 мМ Са
2+

). SNP та SN транзієнтно внесені через 7 хв дії інгібітора. A– змі-

ни поляризації в контролі; Б – одиниці флуоресцентної відповіді через 15 хв (че-

рез 5 хв після внесення донорів оксиду азоту). Чорною стрілочкою показано 

момент внесення нітрендипіна в контролі; штрихованою стрілочкою вказано 

момент внесення SNP або SN в експериментальних умовах. M±m, n=5. Для ви-

ключення ефекту мітохондрій клітини преінкубували 5 хв з 5 мМ азидом на-

трія. За “1” прийнято власну флуоресценцію клітин.  

 

Ще одним шляхом зростання концентрації Са в субсарколемному регіоні 

може бути тимчасове зворотнє пригнічення РМСА. Активність РМСА в гладе-

нькому м’язі пов’язана з ковеолами. Один зі сплайс-варіантів нейрональної ізо-

форми NO-синтази (nNOSµ) солокалізован з цим транспортним ензимом. Галь-

мування активності РМСА супроводжується посиленням біосинтезу NO і на-

впаки [204]. З огляду на це ми дослідили вплив нітросполук на активність 

РМСА у фракції сарколеми міометрія.  

Встановлено, що питома ензиматична активність РМСА у фракції плаз-

матичних мембран міометрія свині складає 353 нмоль Рі/мг протеїну за 1 хв (n 

= 22). За доволі низької концентрації SN 0,01 мкМ спостерігався виражений ін-

гібувальний ефект (до 70 %) нітросполуки на активність РМСА. SNP у концен-

трації 100 мкМ в середньому на 50 % пригнічував активність Са
2+

,Mg
2+

-АТРази 

(рис. 3.3.8).  
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Рис. 3.3.8. Інгібувальний ефект нітросполук на активність РМСА міометрія. 

M±m, n=5-6. За 100 % прийнято значення ензиматичної активності за відсут-

ності діючих речовин у середовищі 

 

Пригнічення активності РМСА оксидом азоту разом зі зростанням прони-

кності ПМ до Са
2+

 в ГМК матки [28-29] за фізіологічних умов здатні викликати 

збільшення концентрація Са
2+

 в субплазмалемному регіоні міоплазми, що може 

в подальшому активувати Са
2+

-залежні процеси, зокрема транспорт моновален-

тних катіонів. Можна також припустити, що Са
2+

-залежне зростання синтезу 

оксиду азоту в субсарколемній зоні призведе до зміни у функціонуванні розта-

шованих тут катіон-транспортувальних систем і, зокрема, відповідних підтипів 

К
+
-каналів. Останнє буде мати наслідком збільшення електричного потенціалу 

на ПМ. Клінічні дослідження показали, що донор NO нітрогліцерин зменшує 

частоту передчасних пологів [165, 206, 281]. Нітрогліцерин гіперполяризує 

мембрану міоцитів вагітних щурів, але розслаблює міометрій невагітних щурів 

без підвищення рівня cGMP. Розслаблення невагітного міометрія мавп, індуко-

ваного S-нітро-L-цистеїном, інгібувалось тетраетиламонієм (інгібітором К
+
-

каналів). Є дані, що донори NO та аргінін сприяють відкриттю ВКСа, а інгібіто-

ри  РК G/NOS блокуються провідність цих каналів в клітинах міометрія вагіт-

них жінок. Було зроблено припущення, що NO (або його донори) може розслаб-

ляти міометрій, прямо активуючи рГЦ та/або КСа канали [336, 344, 400, 413, 488].  
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Рис. 3.3.9. Зміни поляризації плазмалеми міоцитів матки за дії блокаторів К
+
-

каналів TEA (А) та 4-AP (Б) (за наявності в середовищі 1,26 мМ Са
2+

), 0,1 мM 

SNP та SN (В, Г ). SNP та SN транзієнтно внесені через 7 хв дії інгібіторів. A,Б 

– зміни поляризації в контролі; В, Г, – одиниці флуоресцентної відповіді через 

15 хв (через 5 хв після внесення донорів оксиду азоту). Чорною стрілочкою по-

казано момент внесення TEA, 4-AP в контролі; штрихованою стрілочкою вка-

зано момент внесення SNP або SN в експериментальних умовах. *р<0,05, дос-

товірно відносно контроля за відсутності нітросполук, M±m, n = 5. Для ви-

ключення ефекту мітохондрій клітини преінкубували 5 хв з 5 мМ азидом на-

трія. За “1” прийнято власну флуоресценцію клітин  

 

В наших дослідженнях інгібування К
+
-проникності плазмалеми неспеци-

фічними інгібіторами К
+
-каналів тетраетиламонієм (ТЕА) та 4-амінопіридином 

(4-АР) (середовище містило 1,26 мМ Са
2+

) призводило до її вираженої деполя-

ризації (3.3.9, А, Б), на фоні якої гіперполяризуючий ефект нітросполук не про-

являвся (рис. 3.3.9, В, Г). Ці дані свідчать на користь залучення Са
2+

-залежних 

К
+
-каналів, що активуються NO, в реалізацію ефектів нітросполук, спрямованих 
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на зростання електричного потенціалу ПМ. 

Важливим фактором, який зумовлює існування електричного потенціалу 

на ПМ є функціонування Na
+
,K

+
-АТРази. Транспортувальний ензим підтримує 

градієнти потенціал-утворюючих катіонів на ПМ (транспортує проти концент-

раційного градієнту 2 К
+
 в цитозоль на 3 Na

+
 в позаклітинне середовище за ра-

хунок енергії гідролізу АТР) і вносить парціальний внесок в величину потенці-

алу спокої на плазма лемі, а також регуляції проліферації, диференціювання та 

об’єму клітин [346, 416, 484]. Показаний тісний зв’язок між Na
+
,К

+
-АТРазою (а 

саме специфічного мотиву на NH2-кінці) та ІР3-рецепторами (ІР3R) СР, взаємо-

дія між якими посилюється за присутності уабаїну та індукує осциляції Са
2+

 в 

цитозолі. Крім того, ізоформа α1 (а саме її центральна петля) взаємодіє з фос-

фоліпазою Сγ1, викликаючи генерацію ІР3 та діацилгліцеролу (DAG), формую-

чи разом з ІР3R СР Са
2+

-регуляторний комплекс [484]. 

Встановлено, що активність уабаїнчутливої Na
+
,K

+
-АТРази в 

пост’ядерній фракції м’язової тканини матки дорівнює 4,4±0,4 нмоль Рі/хв на 1 

мг протеїна. cGMP (0,8 мкМ) 3-разово стимулює ензим порівняно з контролем. 

За присутності метиленового синього (10 мкМ), відомого неспецифічного інгі-

бітора рГЦ, зникав не тільки стимулювальний ефект cGMP, а й вдвічі пригнічу-

валась активність Na
+
,K

+
-АТРази (рис. 3.3.10, A).  

 

Рис. 3.3.10. Вплив cGMP, нітросполук та метиленового синього (МС, інгібітор 

розчинної гуанілатциклази) на Na
+
, K

+
-АТРазну активність у пост’ядерній 

фракції м’язової тканини матки. (M±m, n=5). * - зміни достовірні відносно ко-

нтролю, р ≤ 0,05 
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Даний результат доводить, що активність електрогенної Na
+
,K

+
-АТРази 

регулюється cGMP та залежіть від активності рГЦ. Раніше було показано, що 

нітросполуки підвищують вміст cGMP в міоцитах матки [30]. З огляду на це, ми 

дослідили вплив нітросполук на уабаїнчутливу Na
+
,K

+
-АТРазу у пост’ядерній 

фракції міометрія (рис. 3.3.10, Б).  

Виявлено, що 10 мкМ SNP та SN майже у 2 рази підвищують активність 

Na
+
,K

+
-АТРази. За присутності в середовищі інкубації метиленового синього 

активуючого впливу нітросполук на активність Na
+
,K

+
-АТРази не спостерігали 

(рис. 3.3.10, Б). 

На препаратах судин продемонстровано, що cGMP-залежний шлях реалі-

зації ефектів NO призводить до активації Na
+
,K

+
-АТРази, водночас інгібування 

ензиму є процесом cGMP-незалежним і обумовлене посиленням вільнорадика-

льних реакцій [4]. В умовах стимуляції ендогенного синтезу NO після введення 

бактеріального ліпополісахариду і фармакологічних донорів NO (нітрогліцери-

ну) було показано, що вплив оксиду азоту на Na
+
,K

+
-АТРазу ГМК аорти зале-

жить від його концентрації. Введення щурам ліпополісахаридів і помірні дози 

нітрогліцерину призводили до активації Na
+
,K

+
-АТРази [4]. Автори цитованої 

роботи висунули припущення, що вплив на ензим залежав від співвідношення 

між рівнем АФК та NO, вмісту депонуючих NO молекул, а також від інтенсив-

ності вільно-радикальних реакцій.  

Оскільки в пост’ядерній фракції присутні в нативному стані всі компоне-

нти сигнального шляху NO/рГЦ/cGMP/РК G й існує можливість активуючого 

фосфорилювання Na
+
,K

+
-АТРази, ми вважаємо, що в цьому варіанті постановки 

експерименту має місце cGMP-залежний механізм дії нітросполук. Саме він, 

згідно вище наведених літературних даних, може мати функціональне значення 

в контролі Са
2+

-залежної скоротливої активності ГМК оксидом азоту. cGMP-

залежна стимуляція ензиму має наслідком зростання поляризації ПМ. 

Можливе значення in vivo оксиду азоту як агента, що гальмує процеси 

збудження клітин гладенького м’яза матки, доводять експерименти з вивчення 

впливу SNP та SN на розвиток у часі висококалієвої деполяризації ПМ міоцитів 

(рис. 3.3.11). В цих дослідженнях додавання до клітин високої концентрації К
+
 



 174 

за умови ізотонічної заміни Na
+
 на К

+
 в середовищі інкубації призводило до до-

волі різкого зниження флуоресценції DiOC6(3), яке тривало у часі принаймні до 

15 хв експерименту. Їхня попередня обробка нітросполуками не впливає на по-

чатковий розвиток деполяризації, але подальше падіння електричного потенці-

алу на плазмалемі зазнає суттєвого гальмування. У випадку дії SNP поляризація 

мембрани на 15 хв, згідно змін флуоресценції DiOC6(3), набуває близьких до 

контрольних значень показників (до моменту висококалієвої деполяризації) 

(рис. 3.3.11).  

 

Рис. 3.3.11. Вплив 0,1 мM SNP та SN на розвиток висококалієвої деполяризації у 

часі (передінкубація міоцитів з нітросполуками 15 хв). Для виключення ефекту 

мітохондрій клітини преінкубували 5 хв з 5 мМ азидом натрія. n = 5.  За “1” 

прийнято власну флуоресценцію клітин  

 

Отже, поляризуючий ефект оксиду азоту обумовлений активацією К
+
-

проникності плазмалеми, що дозволяє припустити, що він пов’язаний саме із 

стимулюванням КСа-каналів. Зростання К
+
-проникності ПМ за умови спокою 

розглядається як важливий фактор підтримання відносної незбудливості міоме-

трія в період вагітності [123]. 

Для подальшого з’ясування біохімічних механізмів, що лежать в основі 

гіперполяризуючої дії нітросполук на ПМ міоцитів матки ми дослідили їхній 

безпосередній вплив на транспортування крізь плазмалему іонів К, що лежить в 

основі створення мембранного потенціалу. 
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3.3.4. Зміни К
+
-рівноважного потенціалу на плазматичній мембрані за 

дії нітросполук 

Зручною моделлю для вивчення впливу електричного потенціалу на об-

мін катіонів є везикули ПМ. Оскільки вона дозволяє позбутися впливу цитозо-

льних метаболітів та регуляторних компонентів, контролювати вплив яких є 

доволі складною задачею. Раніше в наших експериментах встановлено, що 

фракція ПМ клітин міометрія свині містить близько 80 % везикульованих фра-

гментів [77]. Трансмембраний електричний потенціал створювали в апробова-

ній модельній системі “К
+
-валіноміцин”. Антибіотик і каналоформер валіномі-

цин підвищує проникність ПМ до К
+
, що дає можливість виходу катіона, попе-

редньо навантаженого в везикули, за градієнтом його концентрації. При цьому 

виникає електичний потенціал на мембрані везикул зі знаком “-” на внутріш-

ньому боці ПМ – квазістаціонарний К
+
-дифузійний потенціал, який є відносно 

стійким у часі (час напівдисипації його τ1/2 3-5 хв) [49]. При цьому іонну силу 

компенсували до 150 мМ додаванням холін-хлориду (Ch
+
) у відповідних конце-

нтраціях як детально описано в підрозділі 2.2.14 “Матеріали та методи дослі-

джень”. Як було зазначено в цьому підрозділі тестування штучного К
+
-

рівноважного потенціалу Δφ на везикулах ПМ міоцитів, який за своєю величи-

ною відповідає розрахованому за рівнянням Нернста, можливе із використан-

ням потенціалчутливого зонда DіОС6(3) та методу протокової цитометрії. Ці 

результати дають підставу використати зазначену експериментальну модель з 

метою дослідження Са
2+

-незалежного впливу нітросполук на поляризацію ПМ 

клітин міометрія. 

Для з’ясування впливу нітросполук на інтенсивність флуоресценції 

DіОС6(3) та трансмембранний потенціал було обрано наступні варіанти поста-

новки експерименту (відповідні результати представлено на рис. 3.3.12): 

1. Контроль. Відношення флуоресцентної відповіді DiOC6(3) за умови на-

явності градієнту К
+
 на мембрані (300 мМ [K

+
]i /100 мM [K

+
]e + 200 мM [Ch

+
]e, 

Δφ = -27,8 мВ) до флуоресцентної відповіді зонду за відсутності градієнту ([K
+
]i 

= [K
+
]e =  300 мM, Δφ = 0 мВ). 



 176 

2. Дія 50 мкМ SN, SNP на флуоресценцію зонду за наявності градієнту К
+
, 

але відсутності валіноміцину (попередня відсутність потенціалу на мембрані). 

3. Вплив 50 мкМ SN, SNP у разі внесення їх в середовище інкубації після 

формування Δφ = -27,8 мВ на мембрані (тобто після внесення валіноміцину в 

середовище). 

 

Рис. 3.3.12. Вплив SN та SNP (50 мкМ) на величину К
+
-рівноважного трансме-

мбранного потенціалу на плазматичній мембрані. За відносну одиницю прийн-

ято зміни флуоресценції при відсутності градієнту іонів калію 

([K
+
]i=[K

+
]e=300 мМ, Δφ = 0 мВ). * - дані відносно контролю (Δφ= -27,8 мВ, 

300 мМ [K
+
]i/100 мМ [K

+
]e+200 мМ [Ch

+
]e) достовірні, р<0,05 

 

Значення флуоресцентної відповіді DiOC6(3) (відносні одиниці) за наяв-

ності градієнту К
+
 (300 мМ [K

+
]i/100 мM [K

+
]e + 200 мM [Ch

+
]e) дорівнювало 

0,63±0,07 (n=14) і відповідало Δφ = -27,8 мВ, розрахованому за рівнянням Нер-

нста (контроль, перший варіант постановки експерименту). За одиницю прийн-

ято флуоресцентну відповідь зонду при відсутності градієнту іонів калію ([K
+
]i 

= [K
+
]e =  300 мM, Δφ = 0 мВ). Виявлено, що SN, вірогідно, підвищуючи прони-

кність мембрани до іонів К, призводить до поляризації мембрани та відповідної 
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зміни величини флуоресцентної відповіді зонду, яка досягає розрахованої для 

Δφ = - 27,8 мВ (другий варіант постановки експерименту). Цього ефекту не ви-

явлено у випадку дослідів із SNP. 

Внесення SN до середовища інкубації після створення потенціалу на ПМ 

(третій варіант постановки експерименту), призводить до дисипації штучно на-

веденого потенціалу, оскільки величина флуоресцентної відповіді наближаєть-

ся до 1 (відсутність потенціалу). Внесення SNP на величину флуоресцентної 

відповіді (Δφ) не впливає. 

Різні варіанти постановки експерименту вказують на можливість підви-

щення проникності ПМ до іонів К за безпосередньої дії попередника NO SN на 

мембрану. Цей ефект має місце за номінальної відсутності іонів Са в середови-

щі і може бути обумовлений активацією Са
2+

-нечутливої К
+
-проникності ПМ. 

Відсутність ефекту SNP в цій модельній системі може бути пояснена хімічним 

складом цієї комплексної сполуки. 

Таким чином, в міометрії NO підвищує проникність ПМ до Са
2+

 шляхом 

стимуляції його дигідропіридин-чутливого пасивного транспорту у міоцити та 

гальмування РМСА. Подібні результати спостерігались також в окремих дослі-

дженнях, проведених на кардіоміоцитах та клітинах нервової тканини [60, 156, 

204, 316, 441]. Зазначені мембранні та іонні ефекти можуть зумовлювати коро-

ткотривале зростання концентрації катіона в субсарколемному регіоні, що при-

зведе до активації Са
2+

-залежних ензимів та процесів, зокрема відповідних під-

типів К
+
-каналів та NO-синтази, із послідуючим зростанням поляризації ПМ та 

зниженням рівня збудливості ГМК. Цьому процесу сприяє також cGMP-

залежна активація Na
+
,K

+
-АТРази.  

Поряд із електричним потенціалом на ПМ ключову роль підтримання 

Са
2+

-гомеостазу ГМК відіграє рівень поляризації ВММ, від якого залежать фу-

нкціонування Са
2+

-транспортувальних систем МХ та відкриття РТР. Гіперполя-

ризація ВММ має негативні наслідки, що проявляються в змінах морфології 

МХ, супроводжуються Са
2+

-перевантаженням та гіперпродукцією АФК. Існує 

точка зору, що NО в низьких концентраціях володіє протекторними щодо МХ 
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ефектами. Тому в наступній серії досліджень ми вивчали вплив нітросполук на 

поляризацію ВММ – інтегральний показник функціональної активності МХ. 

 

Рис. 3.3.13. Зменшення інтенсивності флуоресценції DiOC6(3) за дії 0,1 мМ SNP 

в присутності уабаїну; M±m, * - р<0,05, для аналізу використано 10 клітин, 

реєстрація процесу здійснювалась протягом 5 хв. Метод лазерної конфокальної 

мікроскопії 

 

Зростання потенціалу на ВММ супроводжується посиленою генерацією 

супероксиданіона в дихальному ланцюзі. Причинами цього явища можуть бути 

зворотний транспорт електронів за участі комплекса І, а також гальмування пе-

реносу електронів в цитохромній системі, що призводить до накопичення убі-

семіхінону. Саме тому явище «м’якого роз’єднання» дихання і фосфорилюван-

ня внаслідок дисипації електрохімічного градієнту протонів за участі 

роз’єднувальних протеїнів МХ та жирних кислот розглядається як захисна реа-

кція, спрямована на попередження гіперпродукції АФК [83, 158, 397]. З огляду 

на це, цікавим є наші результати щодо помірного зниження мембранного поте-

нціалу МХ (в середньому на 17 %) за дії SNP (рис. 3.3.13). В порівняльних дос-

лідженнях SN у зазначеній концентрації не чинив ефекту на флуоресценцію. 

Аналогічні якісні і кількісні результати були отримані нами при роботі на пер-

меабілізованих дигітоніном міоцитах. Отже, принаймні окремі нітросполуки 

здатні знижувати поляризацію МХ міометрія, причому ефект може бути 
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пов’язаний із їхнім безпосереднім впливом на органели. Одержаний результат 

був якісно підтверджений нами із використанням методу протокової цитофлуо-

риметрії (графічні дані не наведено). 

Внутрішня мембрана МХ, як і матриксні ензими, є ефективною мішенню 

дії нітросполук через високий вміст в цих структурах залізо-сірчаних центрів та 

гемових груп. Оксид азоту (або його похідні) в наномолярних концентраціях 

здатний зворотньо пригнічувати активність цитохром с-оксидази, що призво-

дить до зниження інтенсивності функціонування ЕТЛ, окисного фосфорилю-

вання та споживання кисню МХ [191, 205, 236]. Зазначені біохімічні властивос-

ті NO можуть лежати в основі захисту МХ від надмірної генерації АФК [191, 

236]. Крім того, ймовірно, існують функціонально-значущі зворотні зв’язки між 

транспортом Са
2+

 в матрикс, активністю Са
2+

-залежних дегідрогеназ, функціо-

нуванням ЕТЛ та генерацією АФА та АФК в МХ. Як було продемонстровано 

раніше (розділ 3.2.2) SNP та SN стимулювали енергозалежну акумуляцію Са
2+

 в 

МХ. Стимулювання трансмембранного переносу позитивних іонів Са за дії NO 

також може лежати в основі помірного зниження потенціалу на мембрані МХ. 

Окрім сигнальної та регуляторної функцій, оксид азоту або його похідні 

здатні володіти цитопротекторними властивостями. Відомо, що NO регулює 

експресію ензимів антипероксидного та антирадикального захисту, здатний 

безпосередньо обривати ланцюги вільнорадикального окиснення ліпідів, взає-

модіючи із ліпопероксидами [64, 70]. Протекторна та цитотоксичні функції ок-

сиду азоту безпосередньо залежать від його концентрації та мікрооточення, а 

також рівня прооксидантних процесів. Передбачають, що оксид азоту за низь-

ких концентрацій спроможний захищати МХ від оксидативного/нітрозативного 

стресів та відповідної дисфункції [191, 236, 366]. 

Як вже зазначалося, причиною помірного зниження електричного потен-

ціалу на ВММ за дії оксиду азоту може бути його вплив на окремі компоненти 

ЕТЛ. З метою вивчення цього явища була проведена експериментальна робота, 

основні результати якої представлені нижче. 
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3.3.5. Електрон-транспортувальний ланцюг мітохондрій як мішень 

дії оксиду азоту 

Генерація електричного потенціалу на мітохондрійній мембрані забезпе-

чується комплексами І – ІV дихального ланцюга, а первинними переносниками 

електронів при окислювальному фосфорилюванні є коензими NADH (нікоти-

намідаденіндинуклеотид) та FADH2 (флавінаденіндинуклеотид). Окислення 

NADH та FADH2 в мітохондрійному ЕТЛ призводить до транслокації протонів 

через комплекси І, ІІІ та ІV внутрішньої мембрани з матриксу у міжмембранний 

простір, а протонний градієнт разом з AДР контролюють швидкість синтезу 

АТР. Зміни інтенсивності дихання МХ віддзеркалюються у редокс-стані піри-

динового та флавінового нуклеотидів (рис.3.3.14). Співвідношення окисненої та 

відновленої форм NADH та FADH2 виступає показником біоенергетики МХ.  

NADH є необхідним коензимом для каталітичних реакцій основних мета-

болічних шляхів та виступає домінантною компонентою клітинної аутофлуоре-

сценції. Після віддачі електронів, передусім в ЕТЛ МХ, окислена молекула 

NAD
+
 не флуоресціює. На відміну від NADH, FADН2 не має власної флуорес-

ценції, проте FAD володіє зазначеною властивістю. Це дозволяє “візуалізувати” 

редокс-стан нуклеотидів з використанням оптичних методів без застосування 

флуоресцентних зондів. Таким чином, зміни у флуоресценції NADH та FAD 

можуть бути використані для оцінки ефективності роботи МХ та виступати ма-

ркером їхньої функціональної активності [248, 277, 412]. 

Вивчення редокс-стану переважно піридинових нуклеотидів застосовува-

ли в окремих біохімічних дослідженнях, зокрема з метою вивчення наслідків 

оксидативного стресу [174, 393], детекції клітинної смерті [460], оцінки ступеня 

постсинаптичної нейрональної активації [405]. Відповідні дослідження прово-

дили на клітинах карциноми [398], легень [417], в тканині серця [377, 418]. Змі-

ни редокс-стану піридинових нуклеотидів, як головної причини порушень ди-

хання МХ за дії токсичного фторацетату, вивчали на клітинах асцидної карци-

номи Ерліха та МХ печінки щурів [41]. Щодо відповідних досліджень на кліти-
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нах (та/або МХ) гладеньких м’язів інформація в доступній нам літературі відсу-

тня. 

 

Рис. 3.3.14. Авторська схема переносу електронів та місця дії  інгібіторів ди-

хальних  комплексів в електрон-транспортувальному ланцюзі мітохондрій. 

Комплекси І – NADH-убіхінон оксидоредуктаза, ІІ – сукцинат-дегідрогеназа, ІІІ 

– убіхінон-цитохром с оксидоредуктаза, ІV – цитохром с-оксидаза. Q – убіхі-

нон, QН2 – убіхінол  

 

Оцінка функціонування електрон-транспортувального ланцюга мітохон-

дрій міометрія за аутофлуоресценцією NADH та FAD. У фракції МХ міоцитів 

матки максимуми спектрів збудження та флуоресценції від NADH складають 

350 та 450 нм відповідно (рис. 3.3.15, б, в). Максимуми спектрів збудження та 

флуоресценції FAD відповідали 450 та 533 нм (рис. 3.3.16, б, в), що узгоджуєть-

ся з даними літератури [277, 259, 405, 417, 460]. Крім того, спектри флуоресце-

нції та збудження досліджуваних аденінових нуклеотидів збігаються із спект-

ральними характеристиками відповідних хімічно чистих нуклеотидів в робочо-

му середовищі (рис. 3.3.15, а; 3.3.16, а). Слід зазначити, що взаємодія NADH з 

протеїнами запобігає контакту (стекінг-взаємодії) між аденіном та відновленою 

нікотинамідною групою, в результаті чого зростає квантовий вихід флуоресце-

нції, хоча для FAD такого ефекта не виявлено  [285]. 
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Рис.3.3.15. Спектри збудження та флуоресценції NADH в хімічно чистому ви-

гляді (а, робочий розчин) та у складі ізольованих мітохондрій міоцитів матки 

(б, в) 

 

 

Рис.3.3.16. Спектри збудження та флуоресценції FAD в хімічно чистому вигля-

ді (а, робочий розчин) та у складі ізольованих мітохондрій (б, в) 

 

Для досягнення стану енергізації МХ в середовище інкубації вносили 5 

мМ піруват (субстрат піруват-дегідрогеназного комплексу, який постачає 

NADH в дихальний ланцюг) та 5 мМ сукцинат (субстрат FAD-залежної сукци-

нат-дегідрогенази). 

Флуоресценція NADH з часом знижується за присутності субстратів ди-

хання, що свідчить на користь зростання вмісту окисленої форми NAD
+
 за фун-

кціонування NADH-убіхінон оксидоредуктази або комплексу І (рис. 3.3.17). 

Поряд з цим, вміст FADН2 знижується, і, відповідно, збільшується флуоресцен-

ція від FAD, що відображає роботу сукцинат-дегідрогеназного комплексу або 

комплексу ІІ ЕТЛ (рис. 3.3.17). Таким чином, спостерігається реципрокність 

змін флуоресценції піридинового та флавінового аденіндинуклеотидів за нор-

мального функціонування ЕТЛ МХ, що відповідає даним літератури [277, 398, 

405, 417-418, 460, 479]. 

Комплекс ІІ є ключовою ензиматичною компонентою циклу Кребса, що 

каталізує окислення сукцината до фумарата в матриксі МХ. Окислення сукци-
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ната поєднано з відновленням убіхінона у ВММ. Комплекс ІІ складається з 

двох частин. Перша являє собою розчинну сукцинат-дегідрогеназу, яка містить 

суб’одиницю масою 70 кДа і ковалентно зв’язує FAD та суб’одиницю масою 30 

кДа, що включає FeS-кластери. Друга частина цього комплексу представлена  

мембранозв’язаним протеїном, який складається з двох суб’одиниць (12 та 9 

кДа), а також гема b. Внаслідок окислення сукцината до фумарата 

суб’одиницею 70 кДа відбувається відновлення FAD до FADН2. Послідуюче 

відновлення убіхінона (Q), який зв’язується з суб’одиницею 12 кДа, до убіхіно-

ла (QН2), супроводжується окисленням FADН2.  

Зниження флуоресценції FAD (рис. 3.3.17), спричинене додаванням суб-

стратів дихання, можна пояснити стимулюванням активності ензимів циклу 

Кребса, і сукцинат-дегідрогенази зокрема, а наступне тривале подальше зрос-

тання сигналу може бути наслідком інтенсивного окислення FADН2 внаслідок 

активації ланцюга переносу електронів. 

 

Рис. 3.3.17. Зміни флуоресценції NADH та FAD в ізольованих мітохондріях за 

додавання субстратів дихання – 5 мМ пірувату та 5 мМ сукцинату, n=5. Дані 

типового експерименту 

 

Внесення в середовище інкубації ротенону (5 мкМ), який блокує 

зв’язування убіхінону з комплексом І, призводить до збільшення вмісту NADН 

внаслідок блокування каталітичної активності NADH-дегідрогенази комплексу 

І, і відображається у зростанні флуоресценції піридинового нуклеотиду (рис. 

3.3.18). Цей результат узгоджується з даними, одержаними на клітинах легень, 

карциноми, нейронах мозку, ізольованих мітохондріях мозку та міокарду [41, 
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83, 259, 405, 417]. В той же час ротенон не впливав на динаміку змін флуорес-

ценції від FAD. 

 

Рис. 3.3.18. Зміни флуоресценції NADH та FAD в ізольованих мітохондріях за 

додавання 5 мкМ ротенону, n=5. Дані типового експерименту 

 

Інгібітором ІІІ
го

 комплексу дихального ланцюгу (убіхінон-цитохром с ок-

сидоредуктази) є антибіотик антиміцин А, який блокує перенос електронів від 

убіхінону на цитохром с [257, 445, 479].   

 

Рис. 3.3.19. Вплив антиміцину А (1 мкг/мл) на флуоресценцію NADH та FAD в 

ізольованих мітохондріях, n=5. Дані типового експерименту 

 

Додавання антиміцину (1 мкг/мл) викликало значне зростання інтенсив-

ності флуоресценції від NADН та помірне збільшення FAD порівняно з контро-

лем (рис. 3.3.19). Даний результат свідчить про блокування І комплексу ЕТЛ та 

зниження функціональної активності ІІ комплексу. За присутності сукцинату в 

середовищі інкубації сукцинат-дегідрогеназний комплекс продовжує окислю-

вати сукцинат до фумарата з подальшим відновленням убіхінона до убіхінола, 

але з меншою інтенсивністю. За цих умов також можливий зворотний транс-
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порт електронів від сукцинату через убіхінон до комплексу І, що супроводжу-

ється зростанням пулу NADН, внаслідок роботи NADH-дегідрогенази в реверс-

ному режимі [83].  

Специфічне інгібування ІV комплексу ціанідом натрія (1 мМ), який бло-

кує перенос електронів на кисень цитохромоксидазою, призводило до зростан-

ня флуоресценції NADН, тобто інгібування комплексу І, та зниження флуорес-

ценції від FAD, що свідчить про блокування ІІ комплексу дихального ланцюга 

(рис. 3.3.20). Цей експериментальний факт узгоджується з даними літератури. 

На клітинах легень та карциноми Ерліха також було показано зниження флуо-

ресценції FAD за умови передінкубації з KCN та одночасне зростання сигналу 

від NADH [248, 412]. 

 

Рис. 3.3.20. Вплив NaCN (1 мМ) на флуоресценцію NADH та FAD в ізольованих 

мітохондріях, n=5. Дані типового експерименту 

 

Дисипація електрохімічного градієнта протонів при внесенні в середови-

ще інкубації протонофору СССР (10 мкМ) мала наслідком різке зниження флу-

оресценції від NADН та FAD (рис. 3.3.21). Протонофори роз’єднують дихання 

та окисне фосфорилювання за рахунок руйнування градієнту Н
+
, внаслідок чого 

відбувається компенсаторне посилення функціональної активності окремих 

елементів дихального ланцюга МХ [461]. Отримані результати вказують на 

стимулювання роботи І комплексу (рівень флуоресценції від NADН швидко 

знижується, надалі це падіння уповільнюється). Зменшення флуоресценції від 

FAD свідчить на користь блокування переносу електронів від сукцината на убі-

хінон. Втім, продовження окиснення сукцината сукцинат-дегідрогеназою су-

проводжується зростанням рівня FADН2. 
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Рис. 3.3.21. Вплив протонофору СССР (10 мкМ) на флуоресценцію NADH та 

FAD в ізольованих мітохондріях, n=5. Дані типового експерименту 

 

Передінкубація ізольованих МХ з протонофором СССР призводить до 

зниження рівня іонізованого Са
2+

 в матриксі органел, а також спричинює вихід 

попередньо акумульованого в енергозалежному процесі Са
2+

 з МХ (розділ 

3.2.1., рис. 3.2.8). Відомо, що піруватдегідрогеназний комплекс та NAD-вмісні 

дегідрогенази циклу Кребса (α-кетоглутаратдегідрогеназа та ізоцитратдегідро-

геназа) є Са
2+

-залежними ензимами [229]. Протонофор  СССР спричинює зни-

ження іонів Са в матриксі МХ, що веде до зниження активності Са
2+

-залежних 

ензимів циклу Кребса та сукцинат-дегідрогенази. Таким чином, компенсаторне 

відновлення градієнту протонів скоріше за все відбувається за рахунок перева-

жно активності І комплексу ЕТЛ, адже такий шлях є енергетично більш вигід-

ним для МХ. 

 

 

Рис. 3.3.22. Зміни потенціалу внутрішньої мембрани мітохондрій при внесенні 

субстратів І та ІІ комплексів (5 мМ сукцината та пірувата), а також дії інгі-

біторів дихального ланцюга (1 мкг/мл антиміцина, 1 мМ NaCN) та 10 мкМ 

протонофора СССР 
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З використанням потенціал чутливого зонду JC-1 продемонстровано зро-

стання потенціалу мітохондрійної мембрани при внесенні в середовище інкуба-

ції сукцинату та пірувату (5 мМ). Інгібітори дихального ланцюга спричинюють 

швидке зниження потенціалу МХ (рис. 3.3.22). Ці дані підтверджують резуль-

тати щодо змін флуоресценції аденінових нуклеотидів. 

Результати виконаних на фракції ізольованих МХ гладенького м’язу мат-

ки цієї серії експериментів вказують на можливість аналізу функціональної ак-

тивності ЕТЛ, використовуючи власну флуоресценцію коензимів NADH та 

FAD. За постійної концентрації досліджуваних нуклеотидів в МХ зміни їхньої 

флуоресценції відображають саме окисно-відновний стан цих сполук – резуль-

тат активності відповідних комплексів ЕТЛ. Аналіз флуоресцентної відповіді 

NADH та FAD в ізольованих МХ на специфічне блокування І, ІІІ, IV комплексів 

ЕТЛ та додавання протонофору виявив відповідність між змінами флуоресцен-

ції досліджуваних нуклеотидів (їхнім редокс-станом) і функціонуванням окре-

мих комплексів ЕТЛ ВММ, а також поляризацією внутрішньої мембрани орга-

нел. Вивчення змін флуоресцентного сигналу від FAD та NADH можна викори-

стати для оцінки впливу ефекторів функціонування ЕТЛ, зокрема NO. 

Вплив NO на аутофлуоресценцію мітохондрійних аденинових нуклеоти-

дів. Основними наслідками дії NO є: 1 – високоафінне зворотнє інгібування IV 

комплексу ЕТЛ; 2 - нітрозилювання протеїнів, що містять в активному центрі 

тіольні залишки (до них відносяться піруват-дегідрогеназний комплекс та ен-

зими циклу Кребса); 3 – нітрозилювання комплексу І, що веде до його інгібу-

вання [482].  

З огляду на вище сказане, ми дослідили зміни флуоресценції NADН та 

FAD за додавання 0,1 мМ SNP та SN. Нітросполуки викликали достовірне зни-

ження флуоресценції NADH порівняно з контролем, що свідчить про накопи-

чення в МХ окисленої форми піридинового нуклеотида за їхньої дії. Також ніт-

росполуки викликали інгібування окиснення FADH2, з тенденцією до віднов-

лення цього процесу з часом. Отриманий результат свідчить про інгібування 

сукцинат-дегідрогеназного комплексу (рис. 3.3.23, А). Стимулювання синтезу 
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NO внесенням Са
2+

 та L-аргініна (100 та 50 мкМ відповідно) також призводило 

до аналогічних змін флуоресценції аденінових нуклеотидів (рис. 3.3.23, Б). 

 

Рис. 3.3.23. Зміни флуоресценції NADH та FAD в ізольованих мітохондріях за 

впливу 0,1 мМ SNP та SN (А) та активації реакції синтезу NO в присутності 

50 мкМ L-аргініна та 100 мкМ Са
2+

(Б). Дані типових експериментів 

 

Таким чином, зниження рівня NADН та FAD за дії нітросполук або стиму-

лювання реакції синтезу NO в присутності L-аргініна та Са
2+

 скоріше за все 

пов’язане з гальмуванням ІІ комплекса ланцюга переносу електронів в мітохонд-

рійній мембрані, а також зі зменшенням активності ензимів цикла трикарбоно-

вих кислот. Втім, зміни у функціонуванні комплексів ЕТЛ не призводять до на-

бухання МХ (рис. 3.3.24). Для порівняння використано набухання органел в при-

сутності класичного каналоутворюючого антибіотика аламетицина (7,5 мкг/мл) 

[63, 239]. Отже, оксид азоту, що синтезується МХ, та його донори не спричиню-

ють дисфункцію органелл, яка може призвести до біохімічних механізмів заги-

белі міоцитів матки. 
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Рис. 3.3.24. Відсутність набухання мітохондрій за активації реакції синтезу NO 

в присутності 50 мкМ L-аргініна та 100 мкМ Са
2+

 (А) та впливу 0,1 мМ SNP та 

SN (Б). M±m, n=5, * - p < 0,05 відносно контролю. Аламетицин (каналоформер) – 

7,5 мкг/мл.  

 

В попередніх розділах цієї роботи мова йшла переважно про функціона-

льно-значущі концентрації Са
2+

, які регулюють біоенергетичні процеси в МХ та 

впливають на продукцію NO мітохондрійною NOS. Поряд з цим існує феномен 

Са
2+

-перевантаження МХ, асоційований з такими негативними процесами як 

нітрозативний/оксидативний стрес, різке падіння електричного потенціалу на 

ВММ, відкриття РТР, біоенергетичний колапс тощо. Всі ці події мають наслід-

ком розвиток апоптозу або некрозу. Одним із важливих процесів, пов’язаних з 

мітохондрійною дисфункцією, є порушення осмобалансу між матриксом та по-

замітохондрійним середовищем, набуханням МХ, розпрямленням крист, розри-

ву ЗММ, що супроводжується вивільненням факторів апоптозу в цитозоль [128, 

265, 339, 341]. Зокрема, для кардіоміоцитів було показано, що додавання доно-

ра NO SNAP викликало інгібування дихання, зниження потенціалу ВММ,  зме-

ншення акумуляції Са
2+

, а також NO-залежне інгібування РТР, що розглядали 

як один з механізмів кардіопротекціі [241]. Існує гіпотеза, що помірні концент-

рації NO здатні запобігати цим процесам, зокрема, гальмуючи РТР. 

Для перевірки цього припущення нами була застосована модель набухан-

ня МХ в гіперкальцієвому середовищі і досліджена можлива протекторна роль 

оксиду азоту і інших сполук, зокрема АТР. 
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3.3.6. Протекторна дія NO щодо висококальцієвого набухання ізольо-

ваних мітохондрій 
 

Важливе значення для функціонування МХ та підтримання їхньої ціліс-

ності є регулювання об’єму матриксу, що в свою чергу впливає на інтенсив-

ність дихання та рівень продукування АТР. Зміни геометрії МХ відображають 

зміни генерації АФК, поляризації ВММ. Набухання МХ є не лише кінцевою 

стадією їхньої дисфункції, але й відіграє ключову роль в біохімічних механіз-

мах ушкодження клітини. 

В дослідах in vitro на суспензії ізольованих МХ використовують доволі 

різноманітні підходи для ініціації набухання органел: пермеабілізація ВММ ан-

тибіотиками, навантаження матриксу Са
2+

 за присутності Са
2+

-іонофора А-

23187, індукція неспецифічної проникності мембрани іонами Са та довголан-

цюговими насиченими жирними кислотами тощо [63, 239]. Нами запропонова-

но ще один модельний підхід для ініціації зростання неспецифічної проникнос-

ті ВММ та збільшення об’єму матрикса – використання іонів Са у надвисоких 

(десятки мМ) концентраціях. З нашої точки зору, – це менш інвазійна і деструк-

тивна модель набухання ізольованих МХ in vitro. Зокрема, в ній не застосову-

ються перфорація внутрішньої мембрани та значна хімічна модифікація ліпід-

ного бішару.  

Для оцінки змін характеристичних розмірів (об’єму) органел був викори-

станий раніше нами вже апробований метод фотонної кореляційної спектрос-

копії. Встановлено, що ГД МХ знаходився в діапазоні від 500 до 700 нм із сере-

днім значенням 550±20 нм (n=5), що узгоджується з результатами електронної 

мікроскопії.  

За відсутності в середовищі Са
2+

 статистично значущого збільшення 

об’єму ізольованих органел не спостерігається протягом 10 хвилинних спосте-

режень як в сахарозному робочому розчині (рис. 3.3.25), так і за присутності 

фізіологічних концентрацій К
+
. Протягом 10 хв процес набухання, ініційований 

20 мМ Са
2+

, досягав стаціонарного стану (рис. 3.3.25). Суттєве збільшення 

об’єму МХ зафіксоване лише в середовищі, яке містило 15-25 мМ Са
2+

 (табли-
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ця 3.3.1) за відсутності MgATP
2-

 (обов’язкова умова). 

 

Рис. 3.3.25. Динаміка індукованого 20 мМ Са
2+

 набухання мітохондрій в сахаро-

зному середовищі; М±m, n=5 

 

Збільшення ГД виявилось залежним від концентрації Са
2+

: зміни остан-

ньої від 0 до 25 мМ супроводжувались суттєвим зростанням характеристичних 

розмірів органел, також мало місце насичення за концентрацією катіону. 

Бар’єрна функція ВММ настільки потужна, що навіть 10 мМ Са
2+

 майже не ви-

кликає збільшення ГД (таблиця 3.3.1). В концентраціях 15-25 мМ іони Са ви-

кликають зростання ГД навіть більше ніж в присутності класичного каналоут-

ворюючого антибіотика аламетицина [239] як за присутності, так і відсутності 

комплексу MgАТР
2-

. 

Таблиця 3.3.1. Набухання мітохондрій, спричинене екзогенним Са
2+

 у 

різних концентраціях, у сахарозному середовиші 

Са
2+

, 

мМ 0 10 15 20 25 

Аламети

цин, без 

MgATP
2-

 

Аламети

цин, з 

MgATP
2-

 

ГД, 

нм 
646±27 780±32 968±194

* 
1231±167

* 
1240±217

* 
795±10

* 
974±9

* 

n= 7 6 5 4 6 5 5 

M±m, * - зміни вірогідні відносно дослідів із 0 мМ Са
2+

 (p<0,05). 
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RuR (10 мкМ) – барвник, який взаємодіє з мукополісахаридами та 

сіаловими кислотами біомембран [153, 464] і розглядається як інгібітор Са
2+

-

транспортувальних шляхів ВММ [381, 389], ефективно пригнічував процес 

набухання в середовищі як із сахарозою, так і хлоридом калію, за умови дії 20 

мМ Са
2+

 (рис. 3.3.26). В останньму випадку набухання було більш вираженим. 

 

Рис. 3.3.26. Індуковані Са
2+

 у надвисоких концентраціях (20 мМ) зміни гідроди-

намічного діаметру ізольованих мітохондрій за присутності рутенієвого чер-

воного та інгібіторів К
+
-каналів. Верхня панель – сахарозне середовище, нижня 

панель – середовище містить хлорид калію. За 100 % прийнято об’єм мітохон-

дрій як середнє значення за 10 хв вимірювань до внесення Са
2+

. Контрольний 

стовпчик – набухання, індуковане іонами Са. Концентрації діючих речовин: 10 

мкМ RuR (рутенієвий червоний), 1 мМ ТЕА (тетраетиламоній), 1 мМ 4-АР (4-

амінопіридин), 20 нМ ChTx (харібдотоксин), 20 мкМ Glib (глібенкламід); M±m, 

n = 5. Всі зміни вірогідні відносно контролю (р≤0,05) 

 

Очевидно, що зростання ГД пов’язане не лише із надходженням Са
2+

 до 

МХ крізь Са
2+

-уніпортер, оскільки не тільки не стимулюється, а й ефективно 

пригнічується за присутності комплексу MgАТР
2-

, який сприяє електрофорети-
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чному накопиченню Са
2+

 МХ (рис. 3.3.27, Б). Відомо, що RuR не є достатньо 

селективним інгібітором саме Са
2+

-уніпортеру, а впливає також на інші Са
2+

-

транспортувальні системи МХ [381, 389] і навіть на Са
2+

-канали ЕР [250]. Ця 

особливість пов’язана, можливо, із неспецифічної модифікацією субклітинних 

мембранних структур. Отже, посилення набухання МХ за дії екзогенних надви-

соких концентрацій іонів Са ми пояснюємо зростанням неспецифічної проник-

ності внутрішньої мембрани органел до дії цього катіону із послідуючим зрос-

танням його концентрації в матриксі. 

Припущення щодо можливої ролі К
+
-проникності ВММ у механізмах 

зростання ГД органел у гіперкальцієвому середовищі спонукали нас до вивчен-

ня впливу відомих блокаторів К
+
-каналів на процес набухання. Через відсут-

ність достатньої концентрації К
+
 (варіант дослідів із сахарозним середовищем), 

відомий неселективний інгібітор К
+
-каналів 1 мМ тетраетиламоній не перешко-

джав набуханню органел (рис. 3.3.26, верхня панель). За наявності фізіологічної 

концентрації К
+
 (130 мМ), що є передумовою функціональної активності К

+
-

каналів МХ, зростання ГД під впливом 20 мМ Са
2+

 є більш суттєвим, ніж в са-

харозному середовищі (рис. 3.3.26, нижня панель). 

 

Рис. 3.3.27. Залежність індукованого 20 мМ Са
2+

 набухання мітохондрій від 

наявності в середовищі Mg
2+

(А), MgATP
2-

 (Б) та циклоспорину (Сsp) (В). М±m, 
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n=3-4, * - p<0,02  

 

Це може бути пояснено активацією транспорту К
+
 крізь канальні структу-

ри в матрикс із наступним порушенням осмотичного балансу МХ за дії Са
2+

 у 

надвисоких концентраціях, який, ймовірно, спроможний активувати окремі під-

типи К
+
-каналів. Суттєве пригнічення набухання органел (рис. 3.3.26, нижня 

панель) спостерігається за умов використання неселективних інгібіторів К
+
-

каналів тетраетиламонію та 4-амінопіридину (1 мМ), блокатора Са
2+

-залежних 

К
+
-каналів харібдотоксину (20 нМ) та АТР-чутливих К

+
-каналів глібенкламіду 

(20 мкМ). 

Створення високої концентрації іонізованого Са в матриксі поряд із ни-

зьким рівнем АТР призводять до відкриття РТР і порушення осмотичного бала-

нсу між матриксом та позамітохондрійним середовищем [265]. За присутності 

комплексу MgАТР
2-

 (3 мМ, в еквімолярних кількостях Mg
2+

 та АТР
4-

) в наших 

умовах проведення експерименту набухання не спостерігається (рис. 3.3.27, Б). 

Цей результат вказує на те, що в процесі зростання об’єму матриксу задіяні мі-

тохондрійні АТР-чутливі К
+
-канали [16], які, можливо, активуються Са

2+
. Нами 

також показано, що самі по собі іони Mg (1-3 мМ) не чинили впливу на ГД МХ 

і не захищали органели від набухання (рис. 3.3.27, А). Втім, Са
2+

-індуковане 

зростання об’єму матриксу усувається 5 мкМ Csp (рис. 3.3.27, В), що свідчить 

про суттєве значення циклоспорин-чутливої РТР в досліджуваному процесі. Ми 

припускаємо, що механізм Са
2+

-залежного набухання МХ включає в себе як ак-

тивацію К
+
-каналів, так, і в більшому ступені, залучення в процес порушення 

осмотичної рівноваги РТР. 

Одержані результати свідчать про можливість залучення в набухання МХ 

за дії екзогенного Са
2+

 у надвисоких концентраціях різних підтипів К
+
-каналів. 

Можливо, Са
2+

-перевантаження, поряд із пригніченням генерації АТР, призве-

дуть до активації Са
2+

 - та АТР- чутливих К
+
-каналів МХ, а зростання концент-

рації іонів К в матриксі, у свою чергу, буде мати внесок у загальний процес по-

рушення осмотичної рівноваги і набухання органел. Дуже важливе значення в 

досліджуваному процесі належить також циклосприн-чутливій РТР. 
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Рис. 3.3.28. Протекторна дія нітропрусиду натрія (SNP) проти висококальціє-

вого набухання мітохондрій. M±m, * - p<0,02, # - p<0,1 відносно дослідів із Са
2+

 

 

Було виявлено, що SNP в доволі низькій концентрації (0,1 мкМ) ефектив-

но пригнічував Са
2+

-залежне набухання МХ (рис. 3.3.28), що може бути пояс-

нено гальмівною дією NO на РТР в міоцитах матки.  

Отже, оксид азоту володіє протекторними щодо МХ властивостями: ви-

кликає помірне зниження електричного потенціалу на їхній внутрішній мем-

брані та протидіє процесам набухання, спричиненого гіперкальцієвим розчи-

ном.  

Важливим явищем, яке тісно пов’язане з контрактильною активністю мі-

оцитів є осморегуляція та осмосигналінг. Зміна об’єму міоцитів може бути ін-

тегральною відповіддю на дію NO – сполуки, що, як було встановлено нами, 

має напрочуд широкий спектр впливу на ГМК, починаючи від Са
2+

-гомеостазу 

та поляризації субклітинних мембранних структур і закінчуючи клітинною біо-

енергетикою. 

3.3.7. Зміни гідродинамічного діаметру міоцитів за дії нітросполук 

Однією з інтегральних характеристик відповіді клітини на вплив значу-

щих для її життєдіяльності факторів є зміна морфології. При цьому можуть за-
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знавати модуляцій як форма, так і об’єм. Отже, закономірно припустити, що 

нітросполуки SNP та SN, суттєво змінюючи біохімічні характеристики міомет-

рія, зокрема, перебіг процесів, які регулюють Са
2+

-гомеостаз міоплазми та фун-

кціонування скоротливих протеїнів, здатні вплинути на морфологію клітин. 

Скоротлива активність м’язового волокна супроводжується значними 

змінами ряду його фізико-хімічних характеристик, передусім електропровідно-

сті, осмомолярності міоплазми, її іонної сили та рН, температури, локального 

тиску, а також лінійних розмірів самого волокна [55, 69]. Водночас, інформація 

щодо модуляції об’єму міоцитів в процесі контрактильної активності доволі 

обмежена. З огляду на те, що скорочення м’язу багато в чому визначається 

структурно-функціональними особливостями окремих м’язових волокон, дос-

лідження змін об'єму міоцитів здатне розширити наші уявлення стосовно клі-

тинних механізмів узгодженої роботи м’язів. 

Функціональна активність електрозбудливих клітин, зокрема м’язових, 

супроводжується суттєвими змінами інтенсивності трансмембранних іонних 

струмів, які достатні для зміщення осмотичної рівноваги між цитозолем і поза-

клітинним середовищем, а отже впливають на клітинний об’єм. Наводяться 

окремі докази кореляції між скоротливою активністю гладенького м’язу та змі-

нами об’єму міоцитів [200]. Можливе існування функціонального зв’язку між 

об'ємом ГМК та структурами сарколеми, цитоскелетними білками, а також про-

теїнами контрактильного апарату [243, 306, 319] дозволяє припустити значення 

осмосигналінгу в регуляції скоротливої активності м’язів. Втім, інформація 

стосовно впливу речовин, які здатні змінювати контрактильну активність міо-

цитів на їхній об’єм майже відсутня у доступній нам науковій літературі. 

Для вивчення скоротливої функції міоцитів ефективними виявились різ-

номанітні оптичні методи дослідження [103, 197, 319]. Подальша розробка та-

ких підходів дозволить розширити уявлення про механізми функціонування 

м’язу на клітинному рівні. Контрактильна активність м’язової клітини супрово-

джується змінами її геометрії [200, 306], що буде впливати на оптичні характе-

ристики клітин у суспензії, зокрема, параметри світлорозсіювання [44, 59], які 

зручно досліджувати із використанням фотонної кореляційної спектроскопії. В 
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науковій літературі відсутня інформація стосовно застосування цього методу 

для оцінки функціонального стану міоцитів. Тому подальші дослідження ми 

спрямували на вивчення змін ГД свіжовиділених ГМК матки, які знаходяться у 

суспензії, за дії речовин, що впливають на контрактильну активність, а саме ні-

тросполук (SNP та SN), уабаїну, неселективних інгібіторів К
+
-каналів. 

Форма міоцитів в суспензії близька до сферичної, що дозволяє викорис-

товувати метод фотонної кореляційної спектроскопії для оцінювання зміни їх-

нього ГД, який в наших експериментах складав 7-10 мкм. Цей результат узго-

джується із результатами з використанням суспензії неприкріплених міоцитів, 

одержаними нами з використанням лазерної конфокальної мікроскопії, в якій 

були присутні також більші за розмірами утворення та об’єкти нетривіальної 

геометрії. Переважання об'єктів видовженої форми або складної геометрії уне-

можливлювало б коректну реєстрацію автокореляційної функції. Необхідно за-

значити, що у складі міометріальної тканини міоцити об’єднані в пучки, фор-

мують щілинні контакти і, за рахунок рецепторів інтегринів, взаємодіють із бі-

лками позаклітинного матриксу [319, 406, 469]. Це вимагає проведення дослі-

джень на міоцитах, одержаних за допомогою протеолітичних ферментів [319]. 

Таблиця 3.3.2. Вплив модуляторів скоротливої активності на гідродина-

мічний діаметр міоцитів матки щурів 

 0,03 мМ 

Са
2+

 

3 мМ 

Са
2+

 

10 мкМ 

А23187 

1 мМ 

4-АР 

1 мМ 

ТЕА 

50 мкМ 

уабаїн 

ГД міо-

цитів, 

мкм 

10,5±0,9 8,7±0,4
* 

7,3±0,5
# 

7,5±0,5
# 

6,8±0,1
# 

11,3±1
#
 

*
p<0,05 по відношенню до гіпокальцієвого середовища (0,03 мМ Са

2+
),  

# 
р<0,05 по відношенню до середовища з 3 мМ Са

2+
 

Вивчали вплив окремих модуляторів скоротливої активності міометрія, 

дія яких надійно тестована в тензометричних дослідженнях, на розміри міоци-

тів (таблиця 3.3.2). Встановили, що додавання іонів Са
2+

 (~3 мМ) до суспензії 

міоцитів, які були передінкубовані в гіпокальцієвому фізіологічному розчині, 

приводило до зменшення об'єму клітин, що відповідає уявленням про „базаль-
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ний” вхід катіону в ГМК [278] і підвищення контрактильної активності матки у 

разі заміни гіпокальцієвого на нормальне середовище. Наявність в середовищі 

Са
2+

-іонофору А-23187 викликала суттєве зменшення ГД, причиною якого мо-

же бути зміна геометрії міоцитів, індукована масованим входом Са
2+

 з позаклі-

тинного середовища і активацією скоротливого апарату. Інгібітори К
+
-каналів, 

зокрема в міометрії, ТЕА та 4-АР [123], знижували об'єм ГМК, що знаходиться 

у відповідності із стимуляцією цими речовинами транспорту Са
2+

 в клітини 

внаслідок їхньої деполяризуючої дії на ПМ із подальшою активацією актоміо-

зинового комплексу. Специфічний інгібітор Na
+
,K

+
-ATPази уабаїн спричиню-

вав зростання ГД міоцитів, що корелює із результатами тензометричних дослі-

джень, де уабаїн знижував скоротливу активність смужок гладенького м’язу 

[73]. Аналіз конкретного випадку розподілу ГД свідчить, що зростання концент-

рації Са
2+

 в середовищі до 3 мМ призводить як до зниження кількості крупних 

об’єктів в суспензії, так і до появи більш дрібних, що може бути наслідком зме-

ншення об'єму міоцитів. 

 

Рис. 3.3.29. Зміни характеристичних розмірів міоцитів за дії нітросполук (0,1 

мМ). M±m, n=5 

 

Описані результати є підставою використати фотонну кореляційну спект-

роскопію для оцінки впливу нітросполук на розміри міоцитів. Було встановле-

но, що за використання NPS, NS у концентраціях 0,1 мМ найбільш вірогідні 
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значення ГД міоцитів зростали по відношенню до контролю в середньому на 30 

% та 38 % відповідно (рис. 3.3.29). Одержані нами результати стосовно зрос-

тання ГД позитивно корелюють зі здатністю нітросполук викликати релаксацію 

ГМК. Отже, дослідження фізіологічної відповіді міоцитів в суспензії, виконані із 

використанням фотонної кореляційної спектроскопії, можуть доповнити результа-

ти, одержані іншими методами. 

Згідно результатів конфокальної зйомки, вплив досліджуваних речовин 

на об'єм міоцитів важко інтерпретувати як процеси вкорочення-подовження 

клітин. Зміни ГД, які ми спостерігали, можуть бути пояснені перебудовою ци-

тоскелету за дії речовин-модуляторів скоротливої активності, дія яких супрово-

джується виникненням як евагінацій, так і інвагінацій поверхні міоцитів [306, 

319]. Не викликає сумніву, що впливи, які змінюють активність контрактильно-

го апарату клітин міометрія, можуть привести до відповідних змін в їхній мор-

фології. Тому при інтерпретації одержаних нами результатів слід також врахо-

вувати факт взаємодії актинових філаментів із ПМ в ГМК [243]. Наприклад, 

показано, що скорочення ГМК матки вагітних жінок супроводжується змен-

шенням об’єму міоцитів.  Відомо існування зв’язку між Cl
-
-каналами ПМ, які 

регулюються змінами клітинного об’єму, та скоротливою активністю [200].  

Таким чином, нітросполуки, релаксуючий вплив яких на ГМК надійно за-

реєстрований в фізіологічних експериментах, викликали зростання об'єму міо-

цитів. 

Узагальнення та обговорення результатів підрозділу 3.3. 

Принципове значення змін електричного потенціалу ПМ в процесах регу-

ляції транспорту Са
2+

, скоротливої активності і виникнення тимчасової незбуд-

ливості на фоні підвищеного вмісту оксиду азоту в міометрії, який тестують за 

вагітності, вимагає розробки методичного підходу для дослідження рівня поля-

ризації плазмалеми міоцитів. Використання флуоресцентного потенціал чутли-

вого зонду DiOC6(3) та методу протокової цитометрії дає змогу вивчати та ана-

лізувати зміни електричного потенціалу ПМ цілісних міоцитів в умовах депо-

ляризації ВММ (передінкубація клітин з NaN3 або СССР).  
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Зростання електричного потенціалу на ПМ за дії оксиду азоту в ГМК су-

дин та матки може бути обумовлено активацією ВКСа-каналів, яке пов’язують з 

нітрозилюванням тіольних залишків протеїнів, що утворюють канал, або РК 

А/РК G-опосередкованими шляхами [95, 123-124, 261, 286]. Наші дослідження 

показали, що в ГМК матки поляризуючий ефект оксиду азоту обумовлений 

зростанням К
+
-проникності плазмалеми і залежить від іонів Са. Це дозволяє 

припустити, що він пов’язаний саме із активацією КСа-каналів. Локальне субса-

рколемне зростання концентрації Са
2+

 може бути обумовлене тимчасовим при-

гніченням оксидом азоту РМСА. Збільшення К
+
-проникності ПМ за умови спо-

кою міоцитів може виступати важливим Са
2+

, NO-залежним фактором підтри-

мання відносної незбудливості міометрія в період вагітності. Зростання елект-

ричного потенціалу на ПМ за дії нітросполук пояснюється також зареєстрова-

ним нами cGMP-залежним стимулюванням активності Na
+
,K

+
-АТРази.   

З використанням потенціалчутливого зонду DiOC3(6) та методу лазерної 

конфокальної мікроскопії продемонстровано помірне зниження електричного 

потенціалу мітохондрійної мембрани за дії оксиду азоту в умовах деполяризу-

ючої дії уабаїну. Зниження потенціалу на ВММ може мати значення для потен-

ціалзалежних процесів транспорту іонів через мембрану, змінюючи активність 

Са
2+

-уніпортеру, обмінників, транслокаторів тощо. Оскільки рушійною силою 

електрофоретичного транспорту Са
2+

 в МХ є рівень електричного потенціалу на 

ВММ, необхідно пояснити зареєстроване нами за дії SNP та SN посилення аку-

муляції катіону органелами на фоні помірного зниження трансмембранного по-

тенціалу під впливом оксиду азоту. Вірогідно, мішенню дії нітросполук висту-

пають функціонально важливі тіольні групи Са
2+

-уніпортеру, нітрозилювання 

яких супроводжується зростанням енергозалежного транспорту Са
2+

. Водночас, 

за цих умов рушійна сила електрофоретичної акумуляції лишається цілком дос-

татньою для ефективного накопичення катіону. Відсутність чіткої кореляції 

між впливом SNP та SN на поляризацію ВММ й рівнем стимуляції зазначеними 

сполуками накопичення Са
2+

 органелами є підтвердженням висунутої гіпотези. 

З іншого боку, помірний деполяризуючий ефект нітросполук може бути наслід-

ком початкового посилення транспорту Са
2+

 (позитивно заряджених іонів) крізь 
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ВММ. Спричинене цим зростання концентрації Са
2+

 в матриксі буде супрово-

джуватись інтенсифікацією роботи ЕТЛ і відновленням рівня поляризації мем-

брани. До аналогічного наслідку призведе і активація електрогенного Н
+
-Са

2+
-

обмінника МХ, який, згідно наших результатів, здійснюється у стехіометрії 1:1. 

Поряд з цим, зростання концентрації іонів Са в МХ супроводжується стимуля-

цією Са
2+

-залежного синтезу ними NO. Отже, транспорт Са
2+

 в МХ, зміни мем-

бранного потенціалу їхньої внутрішньої мембрани та біосинтез NO є взаємоке-

рованими процесами. Зниження електричного потенціалу на ВММ за дії NO 

може захищати МХ від гіперполяризації і відповідного посилення транспорту 

Са в матрикс та гіперпродукції АФК. 

Функціональна активність І-ІV комплексів ЕТЛ забезпечує підтримання 

електрохімічного потенціалу на внутрішній мембрані МХ (біля -180 мВ). Для 

вивчення механізмів, які задіяні у зменшенні поляризації мембрани МХ при дії 

оксиду азоту, нами була відпрацьована методика тестування активності ком-

плексів ЕТЛ за змінами аутофлуоресценції аденінових нуклеотидів NADH та 

FAD. За нормального функціонування ЕТЛ МХ показано реципрокність змін 

флуоресценції піридинового та флавінового нуклеотидів у присутності субстра-

тів І та ІІ комплексів: флуоресцентний сигнал від NADH знижується, а від FAD 

– зростає, що може бути тестом ефективності функціонування ЕТЛ. Нами вияв-

лена відповідність між змінами флуоресценції NADH та FAD (їхнім редокс-

станом) і функціонуванням окремих комплексів ЕТЛ ВММ. За отриманими ре-

зультатами оксид азоту знижує інтенсивність окиснення FADН2 в ЕТЛ, що мо-

же бути причиною помірного зменшення потенціалу на ВММ, а також протиді-

єю Са
2+

-перенавантаженню органел. Оксид азоту, що синтезується МХ, та його 

донори не викликають змін об’єму органел. 

Нами запропоновано модель неінвазивного набухання МХ надвисокими 

нефізіологічними концентраціями Са
2+

, яке супроводжується активацією АТР-

чутливих та/або Са
2+

-залежних К
+
-каналів і РТР та призводить до порушення 

осмотичної рівноваги між матриксом та позамітохондрійним середовищем. По-

казано, що SNP в субмікромолярних концентраціях протектує МХ від набухан-
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ня спричиненого надвисокими концентраціями Са
2+

, скоріше за все через при-

гнічення відкриття РТР. 

Одержані результати підтверджують факт впливу оксиду азоту на Са
2+

-

гомеостаз та шляхи підвищення іонів Са в міоплазмі у разі дії на міоцити фізіоло-

гічно значущих агоністів – карбахолу та окситоцину. Поряд з цим донори оксиду 

азоту SNP та SN викликали збільшення характеристичних розмірів міоцитів, що 

корелює з даними літератури про здатність NO викликати релаксацію ГМК. 

Електричний потенціал на ВММ є інтегральним показником активності 

ЕТЛ, основним регулятором метаболічних та транспортних процесів в МХ. 

Слід очікувати, що сполуки, які модулюють електричний потенціал цих орга-

нел, зокрема оксид азоту або інгібітори дихального ланцюга, будуть впливати 

на фундаментальні показники функціонування МХ: концентрацію Са
2+

 в мат-

риксі, ефективність окислення аденінових нуклеотидів, інтенсивність генерації 

АФК та об’єм (ГД) органел. Можливість одночасного моделювання цих проце-

сів важливе для розуміння функціонування МХ як цілісної системи і дасть змо-

гу передбачити наслідки порушення окремих компонентів ЕТЛ для біоенерге-

тики, Са
2+

-гомеостазу та запрограмованої клітинної смерті. 

Формалізація і узагальнення експериментальних результатів та пошук ві-

дповідності між теоретичними передбаченнями та реальними експерименталь-

ними даними вимагають застосування імітаційного моделювання. Сучасним 

варіантом такого підходу є використання математичного апарату моделювання 

станів динамічних систем з можливістю їх структурного відображення, кількіс-

ного аналізу, спроможністю враховувати активуючі/інгібуючі ефекти, а саме 

функціональних гібридних мереж Петрі. 

Результати опубліковані [25-26, 35-37, 39, 176, 178, 182, 189]. 
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РОЗДІЛ 3.4. ІМІТАЦІЙНЕ МОДЕЛЮВАННЯ БІОЕНЕРГЕТИЧНИХ 

ПРОЦЕСІВ У МІТОХОНДРІЯХ ЗА ДІЇ АЗИДУ НАТРІЯ ЯК НЕПРЯМО-

ГО ДОНОРА NO  

3.4.1. Використання методології мереж Петрі для імітаційного моде-

лювання функціональної активності електрон-транспортувального лан-

цюга та об’єму мітохондрій 

Карл Адам Петрі вперше запропонував використати систему мереж Петрі 

як засіб моделювання дискретних процесів [360]. Протягом наступних 30 років 

мережі Петрі використовувалися переважно для моделювання дискретних сис-

тем, автоматичного контролю та технологічних процесів. Перші спроби моде-

лювання біологічних процесів апаратом мереж Петрі були зроблені лише на 

початку 90-х років ХХ століття [376]. Складність біологічних систем привела 

до появи більш гнучких мереж Петрі - гібридних мереж Петрі. Найважливішим 

удосконаленням була здатність працювати з безперервними позиціями та пере-

ходами в складних системах [87]. Гібридні мережі Петрі використовувалися для 

моделювання взаємодій між регуляторами та шляхами передачі сигналу в ней-

ронах [357], перебігу метаболічних реакцій тощо [246]. Пізніше більш ефектив-

на модифікація цього методу отримала назву гібридні функціональні мережі 

Петрі [202, 308], в якій було визначено зміст, положення, швидкості переходів 

між компонентами системи, інші незалежні параметри мережі. Цей уніфікова-

ний пристрій імітації (або симулювання) дозволив його використання для мо-

делювання не тільки традиційних метаболічних шляхів, регуляції генів [272], 

але також і для вивчення динаміки функціонування іонних каналів [426]. За до-

помогою даного методу продемонстровано поведінку нейронної системи, де 

враховуються біохімічні та електрофізіологічні процеси [427]. 

Перевагами гібридних функціональних мереж Петрі, як засобу моделю-

вання, є [465]: 

1. Можливість структурного відображення станів системи, яка моделю-

ється, та процесів, що відбуваються в системі.  
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2. Кількісне моделювання станів та процесів трьох видів одночасно: дискрет-

ного (discrete), безперервного (continuous) та асоціативного (утворюючого) (generic). 

3. Спроможність врахувати активуючі, інгібувальні та каталітичні ефекти 

за допомогою зв’язків спеціального типу. 

Табл. 3.4.1. Головні структурні елементи гібридної функціональної мережі 

Петрі (пояснення в тексті). 

 

 
 

Як засіб моделювання нами було обрано програмне середовище Cell 

Illustrator v.3 (Human Genome Center, University of Tokyo, Japan), в якому базо-

вим апаратом є гібридні функціональні мережі Петрі [328]. Мережа Петрі пред-

ставляє собою орієнтований дводольний граф з двома типами вершин (Табл. 

3.4.1): позиціями (places) і переходами (transitions), які з’єднані стрілками (arcs), 

що відображують структуру мережі. Позиції, як правило, характеризують 

об’єкти, елементи, ресурси системи, що моделюється, переходи – процеси, які 

відбуваються у системі, логічні умови їх здійснення. 

В наших дослідженнях на ізольованих МХ міометрія щурів (див. розділ 

3.3.5) продемонстровано, що зміни редокс-стану аденінових нуклеотидів 

NADH/FADH2 можуть виступати біомаркером функціональної активності ком-

плексів дихального ланцюга. В той же час регулювання об’єму матриксу має 

важливе значення для функціонування МХ та підтримання їхньої цілісності, 

адже зміни об’єму органел впливають на інтенсивність дихання та рівень про-

дукування АТР, генерацію АФК, поляризацію ВММ тощо. Тому метою цього 

етапу досліджень було створити імітаційну модель із застосуванням методології 
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гібридних функціональних мереж Петрі одночасних змін флуоресценції 

NADH/FAD та набухання ізольованих МХ міометрія, зокрема за дії нітросполук. 

Інгібітор ІV комплексу ЕТЛ азид натрію широко застосовується як ін-

струмент для інгібування окисного фосфорилювання і транспорту Са
2+

 в МХ. З 

літератури відомо, що азид натрію може виступати “непрямим донором” NO 

[82]. В водних розчинах він розкладається з утворенням азотисто-водневої кис-

лоти, гідроксиламіну та, можливо, продукує окисли азоту, які є активними, з 

біологічної точки зору, формами азоту.  

 

Рис. 3.4.1. Вплив азиду натрію (5 мМ) на флуоресценцію NADH та FAD, а та-

кож електричний потенціал (потенціал чутливий зонд JC-1) в ізольованих мі-

тохондріях, n=5. Дані типових експериментів 

 

Нами показано, що азид натрію (5 мМ), на відміну від ціаніду (рис. 

3.3.20), викликав більш інтенсивне зниження флуоресценції від NADН порівня-

но з контролем, а також зростання вмісту FADН2 (рис. 3.4.1, верхня панель), що 

свідчить про блокування переносу електронів від сукцината на убіхінон, а та-

кож зниження електричного потенціалу на ВММ (рис. 3.4.1, нижня панель). В 

даному випадку дія азиду натрія була аналогічною до ефектів SNP та SN, а та-
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кож безпосередньо NO за умови стимуляції його синтезу Са
2+

 та L-аргініном 

(див. розділ 3.3.5, рис. 3.3.23). 

Крім того, азид натрія викликає зростання ГД МХ в часі (рис. 3.4.2). 

 

Рис. 3.4.2. Збільшення гідродинамічного діаметра мітохондрій за дії  азида на-

трія. 0-5 хвилини –стабілізація препарату мітохондрій. M±m, n=5 

 

На рисунку 3.4.3 представлено модель МХ в термінах мереж Петрі. На 

основі аналізу літературних та власних експериментальних даних в модель за-

кладено структури (комплекси), що відображають ЕТЛ. Процес окиснення 

NADH та FADH2, який ми реєструємо на спектрофлуориметрі за зміною їхньої 

флуоресценції, відображає створення та підтримання потенціалу на мітохонд-

рійній мембрані. В модель включено компоненти інкубаційного середовища 

(Н2О, KCl, сукцинат, піруват) та активатори мітохондрійного набухання (ала-

метицин, протонофор СССР, нітросполуки, в даному випадку азид натрія). Мо-

дель враховує наступні характеристики функціонування МХ: 1) сукцинат та пі-

руват в інкубаційному середовищі забезпечують енергізований стан МХ, 2) 

азид натрія (NOx) знижує флуоресценцію NADH та FAD, що реєструється ме-

тодом спектрофлуориметрії, 3) інгібування дихального ланцюга азидом приз-

водить до зростання ГД органел внаслідок порушення осмотичного балансу 

між матриксом та позамітохондрійним середовищем (шляхом активації каліє-

вих каналів та РТР), транспортом молекул Н2О в матрикс та зростанням харак-
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теристичних розмірів органел (реєструємо методом фотонної кореляційної спе-

ктроскопії). 

 

Рис. 3.4.3. Структура гібридних функціональних мереж Петрі, які симулюють 

ефекти азиду натрія на одночасні зміни гідродинамічного діаметру та флуо-

ресценції  в ізольованих мітохондріях міометрія. 

Символи на схемі: NOx – нітросполуки, в даному випадку азид натрія; Suc – су-

кцинат натрія; Pyr – піруват натрія; W – електричний потенціал внутрішньої 

мембрани; I, II, III, IV так само як FADH2, FAD, NADH (вписані в ромби міто-

хондрійної мембрани) – комплекси ЕТЛ з відповідними кофакторами; Alam – 

аламетицин; CCCP – карбоніл ціанід 3-хлорофенілгідразон;UQ - убіхінон; cytC 

– цитохром C;символ -| |- в середині ромба – циклоспорін-чутлива пора перехі-

дної провідності, PTP; стрілки: → - процес активації, ┬ - процес інгібування 

В процесі моделювання нами отримані математичні рівняння, що форма-

лізують одночасні процес набухання МХ та зміни флуоресценції NADH/FAD в 

середовищі з додаванням азиду натрія. Ці рівняння адекватно описують часові 

залежності зниження флуоресценції нуклеотидів (рис.3.4.1) та набухання МХ 

(рис. 3.4.2).  

В представленій вище моделі часові залежності усереднених змін ГД та 

флуоресцентної відповіді від NADH та FAD були апроксимовані поліномами із 

ступенем n, де n< 4: 

X = ant
n
 + … + a2t

2
 + a1t + a0 (1) 
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Значення модельних коефіцієнтів аі, отриманих як результат змін ГД та 

флуоресценції від NADH та FAD, що апроксимуються відповідно до рис. 3.4.1 

та рис. 3.4.2, надані в таблиці 3.4.2. 

Таблиця 3.4.2. Значення модельних коефіцієнтів ai, одержаних як результат 

змін гідродинамічного діаметру та флуоресцентної відповіді від аденінових 

нуклеотидів 

Коефіцієнт a4 a3 a2 a1 a0 

ГД 
ГД -  2,48 44,84 303,60 650 

ГД’ - - 7,43 89,68 303,60 

N 

A 

D 

H 

контроль 
δ NADH - - -7,2E-04 -3,6E-03 0,001 

δ’ NADH - - - -14,4E-04 -10,8E-03 

NaN3 

δ NADH 1,17E-04 -4,32E-03 3,6E-02 -0,24 0,41 

δ’ NADH - 4,72E-04 -1,3E-02 7,2E-02 -0,24 

F 

A 

D 

контроль 
δ FAD - - -7,2E-04 - -0,01 

δ’ FAD - - - -1,44E-03 - 

NaN3 

δ FAD 

3-4 хв/4-10 хв 
- - - 

-0,06 

6E-04 

0,284 

-0,045 

δ’ FAD 

3-4 хв/4-10 хв 
- - - - 

-0,06 

0 

 

Проникність РТР та інтенсивність флуоресцентної відповіді NADH (FAD) 

є похідними часу від відповідних залежностей. Рядки позначені символом (’) 

складаються з модельних коефіцієнтів, які дозволяють імітувати швидкість 

процесів у переходах РТР, NADH і FAD у розглянутій мережі Петрі (рис. 3.4.3). 

Наведена модель передбачає одночасні зміни в МХ NADH/FAD флуорес-

ценції та їхнього ГД в часі, що дозволяє значно оптимізувати час експеримен-

тальних процедур, реагентів та лабораторних тварин. Крім того, вона дозволяє 

проаналізувати динаміку процесів, порівнювати наслідки моделювання (теоре-

тичні передбачення) з фактичними спостереженнями. 

Отже, запропонована модель дозволяє формалізувати та узагальнити екс-

периментальні дані з метою здійснення прогностичної функції, а також пошуку 

відповідності теоретичними передбаченнями та реальними результатами. Рів-



 209 

няння спроможні адекватно описати часові та концентраційні характеристики 

зазначених процесів та передбачити інтенсивність їхнього протікання (напри-

клад в умовах змін середовища інкубації). 

Тому наступним етапом нашої роботи було здійснити симуляційне моде-

лювання більш складної експериментальної ситуації, а саме одночасних проце-

сів зміни: власної флуоресценції аденінових нуклеотидів МХ, їхнього ГД та ін-

тенсивності генерації ними АФК за умови змін концентрації нітросполук (азиду 

натрія), які гальмують функціонування ЕТЛ. 

3.4.2. Гібридні функціональні мережі Петрі як інструмент одночасної 

оцінки змін флуоресценції аденінових нуклеотидів, генерації активних 

форм кисню та набухання ізольованих мітохондрій за дії нітросполук 

Відповідно до одержаних результатів ми зробили спробу застосувати ме-

тодологію гібридних мереж Петрі для оцінки біофізикохімічних параметрів фу-

нкціональної активності МХ, узагальнити дані та здійснити прогностичні дії 

щодо відповідності теоретичних передбачень та реальних експериментальних 

результатів.  

Для цього нами досліджено за присутності зростаючих кількостей NaN3 

(1-7 мМ) концентраційно-часові залежності одночасних змін флуоресценції ен-

догенного NADH, генерації АФК та характеристичних розмірів МХ за реальних 

експериментальних умов, які поєднують функціональні зміни із структурною 

репрезентацією цих процесів. 

Попередні дослідження показали, що азид натрія в концентрації 5 мМ 

призводить до зниження окиснення NADH і FADН2 в ЕТЛ з часом. Але в діапа-

зоні 1-7 мМ NaN3 не виявив концентраційно-залежних ефектів на флуоресцен-

цію аденінових нуклеотидів (графічні дані не наведено).  

Наші експериментальні результати свідчать, що NaN3 залежно від конце-

нтрації (1-3-5-7 мМ) та часу (0-15 хв) посилював DCF-флуоресценцію в МХ, 

тобто стимулював утворення в них АФК (рис. 3.4.4), а також збільшував їхній 

ГД (викликав набухання) (рис. 3.4.5).  
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Рис. 3.4.4. Концентраційно-часові залежності змін DCF-флуоресценції за дії 

NaN3 в ізольованих мітохондріях. Пряма лінія –  теоретично розрахована крива 

змін DCF-флуоресценції відповідно до рівняння (5) для концентрації азида на-

трія 10 мМ;  -  - та пунктирна крива – експериментально одержана залеж-

ність для 10 мМ азида натрія. Результат типового досліду  

 

 

Рис. 3.4.5. Зміни гідродинамічного діаметру мітохондрій за впливу різних кон-

центрацій азиду натрія. -ж-  – крива, яка віддзеркалює  вплив 10 мМ азиду на-

трія теоретично розрахована відповідно до рівняння (6). Результат типового 

досліду 

 

Інгібування IV комплексу дихального ланцюга призводить до уповіль-

нення функціонування МХ, зменшення електричного (Δψ) та хімічного (ΔрН) 
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потенціалу на внутрішній мембрані, відкриття РТР і набухання МХ. Накопи-

чення в ЕТЛ напіввідновлених компонентів, особливо в Q-циклі, веде до збіль-

шення процесу одноелектронного відновлення кисню з відповідним посилен-

ням генерації супероксид-аніона та інших АФК. Розкладання азиду натрія з 

утворенням окислів азоту буде супроводжуватись також і посиленим утворен-

ням пероксинітриту. Ці процеси призводять до посилення DCF-флуоресценції 

та ГД, які спостерігаються в експерименті. Використовуючи функціональні гіб-

ридні мережі Петрі, нами змодульовані ефекти азиду натрія на флуоресценцію 

NADH від часу та часово-концентраційні ефекти NaN3 на DCF-флуоресценцію і 

ГД МХ (рис.3.4.6).  

 

 

Рис.3.4.6. Структура гібридних функціональних мереж Петрі, які симулюють 

ефекти азиду натрія на зміни флуоресценції NADH, DCF та гідродинамічного 

діаметру в мітохондріях. 

Символи на схемі: NOx – нітросполуки, в даному випадку азид натрія; Suc – су-

кцинат натрія; Pyr – піруват натрія; W – електричний потенціал внутрішньої 

мембрани; I, II, III, IV так само як FADH2, FAD, NADH (вписані в ромби міто-

хондрійної мембрани) – комплекси ЕТЛ з відповідними кофакторами; O2
•-
 - су 

пероксиданіон; DCF – флуоресценція зонда DCF-DA; UQ - убіхінон; cyt C – ци-

тохром C;символ -| |- в середині ромба – циклоспорін-чутлива PTP; стрілки: → 

- процес активації, ┬ - процес інгібування 
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Модель враховує компоненти інкубаційного середовища та наступні екс-

периментальні факти: 1 – сукцинат та піруват додаються в середовище для ене-

ргізації МХ; 2 – азид натрія, як "непрямий донор NO", має інгібувальних вплив 

на дихальний ланцюг в цілому, але найбільший ефект на морфо-функціональні 

параметри органел має інгібування I, III та IV комплексів; 3 – інгібування акти-

вності ЕТЛ призводить до надпродукції АФК (зокрема, супероксиданіону) в 

МХ і, як наслідок, до посилення DCF-флуоресценції (пряме інгібування IV ком-

плексу в рамках імітаційної моделі); 4 – інгібування азидом натрія ЕТЛ призво-

дить до зростання ГД МХ внаслідок порушення осмотичного балансу, деполя-

ризації мітохондрійної мембрани, відкриттям РТР, транспортуванням молекул 

води та набухання органел. 

У зв’язку з відсутністю концентраційно-залежних ефектів азиду натрія на 

флуоресценцію NADH для моделювання ми використали типовий графік часо-

вої залежності окиснення нуклеотида (рис.3.4.7).  

 

Рис. 3.4.7. Зміни флуоресценції NADH в ізольованих мітохондріях. Дані типово-

го експеримента та відповідне рівняння апроксимації поліномом 

 

В процесі моделювання нами отримані математичні рівняння, які форма-

лізують процес набухання МХ та зміни флуоресценції NADH/DCF в середови-

щі з азидом натрію. А саме, ці рівняння адекватно описують часові характерис-
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тики набухання МХ (рис.3.4.5) та зміни флуоресценції DCF/NADH (рис. 3.4.4, 

3.4.7) одночасно. Проникність PTP та інтенсивність флуоресцентної відповіді 

від NADH/DCF є похідними від часу відповідних залежностей. Флуоресценція 

NADH знижується з часом в присутності субстратів дихання, що вказує на зро-

стання окисленої форми NAD
+
 і свідчить про активацію NADH-убіхінон окси-

доредуктази в ЕТЛ (рис.3.4.7). Ці експериментальні результати було викорис-

тано нами для моделювання. Часові залежності усереднених змін флуоресцент-

ної відповіді від NADH було апроксимовано поліномами (рівнянні 1 та 2): 

Fn(NADH) = - 0,08 t
3 
 + 2 t

2 
 - 30 t + 1087                                             (1); 

Інтенсивність флуоресцентної відповіді від NADH: 

dFn /dt = - 0,24 t
2 
 + 4 t - 30                                                                    (2). 

 

Концентраційно-часові залежності DCF-флуоресценції було апроксимо-

вано поліномами відповідно до рівнянь 3 та 4: 

Fn(DСF) = (-0,099c
2
 + 2,57c + 1,854)t + 2,506c + 990,7                     (3), 

де c – концентрація азида натрія, мМ, t – час, хв. 

Інтенсивність DCF-флуоресценції: 

dFn /dt =  -0,099c
2
 + 2,57c + 1,854                                                       (4). 

Одержані рівняння можуть бути використані для передбачення змін DCF-

флуоресценції від часу для невідомої концентрації азида натрія, наприклад 10 

мМ (рис. 3.4.4). Відповідне рівняння 5: 

Fn(DСF) = 17,65t + 1015,8                                                                   (5). 

 

Одержані результати змін середнього значення ГД МХ (набухання орга-

нел) в присутності 1-7 мМ NaN3 (рис. 3.4.5) були апроксимовані відповідно до 

рівняння 6: 

D= (0,7c + 31) ln(t) + 16,6c – 39                                                        (6), 

де c – концентрація азида натрія, мМ, t – час, хв. 

Теоретично можна передбачити хід відповідних кривих для невідомих 

концентрацій азиду натрію на основі рівняння 6. На рис. 3.4.5 показаний при-

клад такої кривої для 10 мМ азиду натрію. 
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Проникність PTP описується рівнянням 7: 

d (D)/dt = (0,7c + 31)/t                                                                        (7). 

 

Отже, при моделюванні отримано математичні рівняння, які формалізу-

ють одночасні процеси мітохондрійного набухання, змін NADH та DCF-

флуоресценції в середовищі, де присутній NaN3. Ці рівняння спроможні адеква-

тно описати часові та концентраційні характеристики зазначених процесів, а 

також передбачити інтенсивність їхнього протікання. Зокрема було спрогнозо-

вано відповідь МХ у часі на дію 10 мМ NaN3 – концентрацію, яка в експериме-

нті не використовувалася. Розраховані величини досліджуваних біофізикохімі-

чних параметрів узгоджувались з експериментально одержаними даними. 

Створення адекватної моделі оптимізує експериментальні процедури (час, 

витрати реагентів та лабораторних тварин), дозволяє аналізувати динаміку про-

цесів та порівнювати експериментальні результати із теоретичними розрахун-

ками за умови змін складу інкубаційного середовища.  

Узагальнення та обговорення результатів підрозділу 3.4. 

Формалізація і узагальнення експериментальних результатів та пошук ві-

дповідності між теоретичними передбаченнями та реальними експерименталь-

ними даними потребують застосування імітаційного моделювання. Сучасним 

варіантом такого підходу є використання математичного апарату моделювання 

станів динамічних систем з можливістю їх структурного відображення, кількіс-

ного аналізу, спроможністю враховувати активуючі/інгібуючі ефекти, а саме 

функціональних гібридних мереж Петрі. 

Фундаментальними показниками функціонування МХ є концентрація 

Са
2+

 в матриксі та функціонування Са
2+

-транспортувальних систем, ефектив-

ність окиснення аденінових нуклеотидів (NADH/FAD), інтенсивність генерації 

АФК та об’єм органел. Перелічені біофізикохімічні параметри впливають або 

залежать від потенціалу ВММ, а сполуки, що його змінюють, зокрема оксид 

азоту або інгібітори дихального ланцюга, будуть модулювати функціональну 

активність органел.  
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Для здійснення симуляційного моделювання біоенергетичних процесів в 

МХ (зміни власної флуоресценції аденінових нуклеотидів МХ, їхнього ГД та 

інтенсивності генерації ними АФК) в якості ефектора ЕТЛ нами було обрано 

інгібітор ІV комплексу азид натрію, який широко застосовується як інструмент 

для інгібування окисного фосфорилювання і транспорту Са
2+

 в МХ, а також є 

“непрямим донором” NO. 

Було показано, що азид натрію викликав більш інтенсивне зниження флу-

оресценції від NADН порівняно з контролем та зростання вмісту FADН2, що 

було аналогічним до ефектів SNP й SN, а також стимульованого Са
2+

 та L-

аргініном синтезу NO. Азид натрію також призводив до збільшення ГД МХ з 

часом. 

В процесі моделювання отримані математичні рівняння, що формалізу-

ють процес набухання МХ та зміни флуоресценції NADH/FAD в середовищі в 

контролі та після додавання азиду натрія. Ці рівняння адекватно описують часо-

ві залежності зниження флуоресценції нуклеотидів та набухання МХ одночасно.  

Для іншої серії експериментів було здійснено симуляційне моделювання 

одночасних процесів зміни власної флуоресценції аденінових нуклеотидів 

(NADH) МХ, їхнього ГД та інтенсивності генерації ними АФК (за DCF-

флуоресценцією) за умови змін концентрації азиду натрію. 

При моделюванні отримано математичні рівняння, які формалізують од-

ночасні процеси мітохондрійного набухання, змін NADH та DCF-флуоресценції 

в середовищі, де присутній NaN3. Ці рівняння адекватно описують часові та 

концентраційні характеристики зазначених процесів з можливістю передбачен-

ня інтенсивності їхнього протікання. Зокрема було спрогнозовано відповідь МХ 

у часі на дію NaN3 у концентрації, яка в експерименті не використовувалася. 

Розраховані величини досліджуваних біофізикохімічних параметрів узгоджува-

лись з експериментально одержаними даними. 

Важливим регулятором біохімічних процесів в матриксі та функціону-

ванні ЕТЛ є зміни в концентрації Ca
2+

 у МХ. Зростання вмісту катіону в міто-

хондрійному матриксі активує синтез ATP, ензими циклу трикарбонових кис-

лот та mtNOS; перевантаження органел катіоном спричинює клітинну загибель. 
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Тому важливим завданням сучасної біомембранології є пошук екзогенних не-

токсичних сполук, які б могли ефективно і вибірково регулювати транспорт 

Ca
2+

 у ВММ та впливати на Ca
2+

-залежні процеси, зокрема синтез АФА, АФК 

та мітохондрійну біоенергетику. 

Наразі значна увага світової біологічної науки приділяється супрамолеку-

лярним сполукам калікс[4]аренам, що є продуктами циклічної полімеризації 

фенолу (або резорцинів) з формальдегідом під дією кислот або лугів як каталі-

заторів, завдяки широкому спектру їхньої біологічної дії [5, 53]. Перевагою ка-

лікс[4]аренів як можливих інструментів біохімічних досліджень і, в перспекти-

ві, фармпрепаратів, є їхня нетоксичність і дешевизна синтезу. 

Результати опубліковані [178, 181]. 
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3.5. БІОХІМІЧНІ МЕХАНІЗМИ NO, Са
2+

-ЗАЛЕЖНОЇ ДІЇ КА-

ЛІКС[4]АРЕНІВ НА ФУНКЦІОНУВАННЯ МІТОХОНДРІЙ 

Важливість нормального перебігу біохімічних процесів у МХ для функці-

онування клітини, а також безпосередній зв’язок між мітохондрійною дисфун-

кцією та розвитком патологій гладенького м’язу, зумовлюють інтерес до пошу-

ку нетоксичних та селективних модифікаторів Са
2+

-транспортувальних систем 

цих органел. Здатність окремих супрамолекулярних макроциклічних сполук 

калікс[4]аренів пригнічувати активність Са
2+

-помп ПМ та СР в гладеньких м'я-

зах привертає увагу до цих сполук як можливих регуляторів Са
2+

-гомеостазу 

міоцитів [456-457].  

Окремі калікс[4]арени з високою спорідненістю модулюють активність 

катіон-транспортувальних ATP-гідролаз в гладеньких м’язах, включаючи мат-

ку, що привертає увагу щодо їх важливості як потенційних регуляторів гомеос-

тазу Са
2+

 в міоцитах і Са
2+

-залежних процесів, зокрема синтезу і функціонуван-

ня ЕТЛ. Виявлено інгібувальну дію окремих калікс[4]аренів (C-90) на РМСА та 

SERCA, а також на ATP-гідролазну активність міозину міометрія [58]. На мо-

делі пермеабілізованих міоцитів матки показано, що макроцикл C-91 спричи-

нює збільшення акумуляції Ca
2+

 в МХ, але не впливає на пасивний вихід катіо-

ну з органел [79]. Окрім того, халкон-вмісні калікс[4]арени С-136 та С-137 

спричинюють зростання поляризації ВММ в міоцитах матки [6].  

Здатність калікс[4]аренів впливати на катіон-транспортувальну актив-

ність ізольованих МХ та МХ пермеабілізованих міоцитів ставить питання щодо 

можливості їхнього проникнення крізь ПМ міоцитів та взаємодію з органелами. 

Відповідь на нього є передумовою пошуку калікс[4]аренів, які могли б переш-

коджати розвитку мітохондрійної дисфункції.  

Результати нижче описаних експериментів стосуються вивчення взаємодії 

калікс[4]аренів (на прикладі макроцикла С-956) з міоцитами матки та їх прони-

кнення до МХ. А також встановленню іонних та мембранних механізмів, які 

лежать в основі дії вибраних калікс[4]аренів на Са
2+

-гомеостаз та біоенергетику 
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МХ міометрія, а також здатність калікс[4]аренів модулювати біосинтез NO в 

органелах. 

3.5.1. Взаємодія калікс[4]арена С-956 з міоцитами 

Калікс[4]арени є гідрофобними сполуками, які можуть ефективно прони-

кати крізь ліпідний бішар субклітинних мембранних структур. Калікс[4]арен С-

956 (5,11,17,23-тетра(трифтор)метил(феніл-сульфониліміно)метиламіно-

25,27-діоктилокси-26,28-дипропокси-калікс[4]арен) (рис. 3.5.1) містить чотири 

фенілсульфоніламідинові групи на верхньому вінці чаші і два октанольних за-

лишка на нижньому вінці. Це, ймовірно, може сприяти більш ефективному вбу-

довуванню молекули калікс[4]арена в ПМ клітин. Показано, що гідрофобність 

безпосередньо корелює з біохімічною ефективністю калікс[4]аренів [53]. 

 

Рис. 3.5.1. Структурна формула, спектри збудження та флуоресценції 

калікс[4]арена C-956 (100 мкМ) 

 

Аналог калікс[4]арена С-956 сполука С-90 (див. роз. 1.3.2, рис 1.3.3), як 

показано в роботах [21, 456], є специфічним інгібітором Са
2+

,Mg
2+

-АТРаз ПМ 

(І0,5 = 20 мкМ) та СР (І0,5 = 57 мкМ). Значення коефіцієнту інгібування (І0,5) для 

калікс[4]арену С-956 Са
2+

,Mg
2+

-АТРази ПМ дорівнює 15 мкМ, що вказує на йо-

го більшу афінність до зазначеної транспортувальної АТРази та становить пер-

спективу для майбутніх пошуків високоспецифічних щодо РМСА його аналогів 

[457]. В цитованих дослідженнях продемонстровано, що обидві сполуки спри-

чинюють зростання концентрації Са
2+

 в цитоплазмі та зменшення об’єму міо-

цитів. Але проблемою дослідження біологічної активності С-956 є наведення 

надійних експериментальних доказів його проникнення в клітину.  
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З використанням методу спектрофлуориметрії нами виявлено, що ка-

лікс[4]арен С-956 має власну флуоресценцію в синьо-фіолетовій ділянці спект-

ру: довжини хвилі максимумів збудження (λзб) та флуоресценції (λфл) С-956 

становлять 283 нм та 365 нм відповідно (рис. 3.5.1). Інтенсивність флуоресцен-

ції калікс[4]арена С-956 лінійно зростала в залежності від його концентрації 

(10-100 мкМ) в робочому розчині без клітин (рис. 3.5.2). Детергент дигітонін 

(0,01%), який надалі використовується з метою підвищення неспецифічної про-

никності ПМ [7, 81], не впливав на флуоресценцію С-956 в робочому безклі-

тинному середовищі (рис. 3.5.2). Грунтуючись на отриманих результатах, далі 

було проведено дослідження змін флуоресценції С-956 при взаємодії з ГМК ма-

тки із використанням методу спектрофлуориметрії (рис. 3.5.3).  

 

Рис. 3.5.2. Залежність інтенсивності флуоресценції С-956 в робочому середо-

вищі  (клітини відсутні) та в присутності 0,01 % дигітоніна 

 

При внесенні у середовище з калікс[4]ареном С-956 за різних його конце-

нтрацій аліквоти суспензії міоцитів спостерігали різкий спалах інтенсивності 

флуоресценції калікс[4]арена, з подальшим поступовим її зниженням (рис 3.5.3, 

А). Початкове зростання та наступне гасіння флуоресценції С-956 залежить від 

його концентрації: із збільшенням концентрації ступінь спалаху зменшується, а 

гасіння зростає (рис. 3.5.3, А, 3.5.4, А). Зростання флуоресценції С-956 (етап І), 
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цілком ймовірно, обумовлене взаємодією калікс[4]арена з ПМ міоцитів, тобто 

його адсорбцією на поверхні клітини. Зменшення інтенсивності спалаху із збі-

льшенням концентрації калікс[4]арена в середовищі можна пояснити взаємоді-

єю молекул С-956 між собою на поверхні клітини, що і спричинює ефект само-

гасіння. Детергент дигітонін (0,01 %) не впливав на величину початкового спа-

лаху флуоресценції калікс[4]арена за різних його концентрацій (рис. 3.5.3, Б, 

3.5.4, А), що підтверджує наше припущення стосовно зв’язку ефекту зростання 

флуоресценції С-956 пов’язаного саме з його адсорбцією на поверхні клітини. 

 

Рис. 3.5.3. Кінетика взаємодії С-956 з клітинами за різних його концентрацій 

(А) та вплив дигітоніну на цей процес (Б). За 1 прийнято флуоресценцію С-956 

в середовищі інкубації (розчин Хенкса) 

 

Рис. 3.5.4. Концентраційна залежність змін флуоресценції С-956 в контролі 

(синій колір) та за присутності дигітоніну (червоній колір). А - концентраційна 

залежність спалаху флуоресценції при взаємодії з міоцитами, Б - концентра-

ційна залежність гасіння флуоресценції після взаємодії з міоцитами M±m, n=5  



 221 

 

Рис. 3.5.5. Крива залежності початкової швидкості гасіння флуоресценції С-

956 від його концентрації. M±m, n=5 

 

Наступний процес швидкого зниження інтенсивності сигналу від С-956 

(етап ІІ) (рис. 3.5.3, А, 3.5.4, Б) вірогідно пов’язаний з проникненням ка-

лікс[4]арена через ліпідний бішар ПМ до цитоплазми; за присутності дигітоні-

на, тобто при збільшенні неспецифічної проникності мембрани, він відсутній.  

Швидкість гасіння флуоресценції зростає в межах концентрацій С-956 10-40 

мкМ та виходить практично на платовий рівень при збільшенні концентрації 

калікс[4]арена до 100 мкМ (рис. 3.5.5). На етапі ІІІ відбувається  перерозподіл 

С-956 в цитозолі, взаємодія з субклітинними структурами, можлива димериза-

ція. В умовах порушення інтактності ПМ за присутності дигітоніна зростає 

ефективність взаємодії С-956 з цитоплазмою клітин і ступінь гасіння його флу-

оресценції зменшується (рис. 3.5.3, Б, 3.5.4, Б). Більш інтенсивний розподіл у 

внутрішньоклітинному об’ємі перешкоджає агрегації молекул С-956 на зовніш-

ній поверхні клітини. Відсутність ефекту дигітоніну на початковий спалах флу-

оресценції С-956 та його гасіння може свідчити на користь проникнення С-956 

саме в цитоплазму. 
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Таким чином, за взаємодії калікс[4]арена з міоцитами, мабуть, має місце 

як адсорбція С-956 на поверхні клітини, так і ,згідно одержаних нами результа-

тів, проникнення його в цитоплазму (абсорбція клітиною). 

 

Рис. 3.5.6. Порівняння профілю розподілу в міоциті флуорофора калікс[4]арена 

С-956 (синій колір) та специфічного щодо мітохондрій MitoTracker Orange CM-

H2TMROS (червоний колір) (нижня панель). Для аналізу вибрана ділянка поза 

ядерною областю клітини 

 

Для візуалізації цих процесів надалі ми використали метод конфокальної 

мікроскопії. Цим методом показано, що клітини флуоресціюють в синьо-

фіолетовій ділянці спектра при збудженні 360 нм ультрафіолетовою лампою 

або лазером при довжині хвилі 405 нм (рис. 3.5.6, 3.5.7). При аналізі оптичного 

зрізу клітини, а саме ділянки цитоплазми поза ядром, спостерігається подібний 

розподіл синьої аутофлуоресценції клітини та флуоресценції потенціалчутливо-

го мітохондрійного зонду (червоний сигнал) MitoTracker Orange CM-H2TMROS 

(рис. 3.5.6, ліва частина). Синя флуоресценція міоцитів обумовлена, скоріше за 

все, сигналом від триптофан-вмісних білків (наприклад, актину, міозину, тро-

поніну) в цитоплазмі та аденінових нуклеотидів, вміст яких особливо високий у 
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МХ. Після внесення калікс[4]арену C-956 (рис. 3.5.6) інтенсивність сигналу в 

синій області зростає вдвічі. При цьому не змінюється солоколізація синього та 

червоного сигналів в цитоплазмі. Ці результати свідчать про можливість про-

никнення С-956 в клітину та взаємодію калікс[4]арена з МХ. 

 

Рис. 3.5.7. Числова інтерпретація (функція ROI 1) процессу акумуляції в міоци-

ті калікс[4]арена С-956 – сполуки, яка володіє власною флуоресценцією. Збу-

дження зразка лазером 405 нм – верхня панель; нижня панель – ультрафіоле-

това лампа, збудження 360 нм  

 

Вивчали також кінетику взаємодії С-956 за концентрації 20 мкМ з ГМК 

методом конфокальної мікроскопії. Додавання аліквоти калікс[4]арена С-956 в 

концентрації 20 мкМ спричинювало початковий спалах флуоресценції з пода-

льшим її гасінням (рис. 3.5.7). Поступове збільшення концентрації С-956 в се-

редовищі знижувало початкову інтенсивність флуоресценції вдвічі. Одержані 
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результати якісно відповідають раніше одержаним даним спектрофлуоримет-

ричного аналізу. 

Отже, сукупне застосування методів спектрофлуориметрії та лазерної 

конфокальної мікроскопії вказує на те, що каліксарен С-956 сорбується поверх-

нею міоцитів та проникає до міоплазми, взаємодіючи із МХ. 

3.5.2. Вплив калікс[4]арена С-956 на Н
+
-Са

2+
-обмінник у мітохондріях 

міометрія, синтез NO та активність електрон-транспортувального ланцюга 

З урахуванням даних літератури щодо впливу калікс[4]арена С-956 на 

зміни вмісту іонізованого Са в міоцитах та можливої участі МХ у зниженні 

концентрації Са
2+

 після його транзієнта [457], наступним завданням було 

з’ясувати вплив калікс[4]арену С-956 та його попередника С-90 (в порівняль-

ному аспекті) на системи транспорту Са
2+

 в ізольованих МХ гладенького м’язу 

матки щурів з метою пошуку можливих ефективних регуляторів обміну іонів 

Са та Са
2+

-залежних процесів, зокрема синтезу NO, в цих субклітинних структурах. 

Нами було показано, що калікс[4]арен 100 мкМ С-90 має лише тенденцію 

до зниження енергозалежної акумуляції іонів Са в МХ (рис. 3.5.8, А), водночас 

С-956 (100 мкМ) не чинить ніякого впливу на даний процес (рис. 3.5.8, А, Б). 

Поряд з цим, калікса[4]арен 100 мкМ С-956 майже повністю блокує ΔрН-

залежний вихід Са
2+

 з ізольованих МХ (рис. 3.5.8, А, Б). Його структурний ана-

лог – С-90 за такої ж концентрації майже не впливає на Н
+
-Са

2+
-обмінник ВММ 

(рис. 3.5.8, А, Б). Таким чином, С-90 практично не діє на обидві системи обміну 

Са
2+

 у ВММ. В той же час С-956 ефективно пригнічує лише ΔрН-залежний ви-

хід Са
2+

 з ізольованих МХ міометрія щурів. Цей факт свідчить на користь того, 

що калікса[4]арен С-956, пригнічуючи Н
+
-Са

2+
-обмінник МХ, може привести до 

зміщення рівноваги у роботі Са
2+

-транспортувальних систем ВММ у бік акуму-

ляції катіона, зростання його вмісту в матриксі і відповідного зниження конце-

нтрації Са
2+

 в міоплазмі. 
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Рис. 3.5.8. Енергозалежна акумуляція Са
2+

 ізольованими мітохондріями (А, Б) 

та ΔрН-залежний вихід Са
2+

 з них (В, Г) за присутності в середовищі інкубації 

калікс[4]аренів С-90 та С-956 (100 мкМ). Статистична обробка результатів: 

А – на 5
й
 хв акумуляції Са

2+
, В - на 10

й
 хв вивільнення Са

2+
, * - р<0,1, ** - p<0,05 

відносно контролю. M±m, n=4-6; Б, Г – результати типового експерименту 

 

Унікальність калікс[4]аренів полягає у вираженій специфіці впливу їхніх 

окремих представників на катіон-транспортувальні системи субклітинних стру-

ктур залежно від хімічної будови [58]. Одержані результати щодо специфічного 

інгібування Н
+
-Са

2+
-обмінника МХ спрямовує наступні дослідження в напрям-

ку з’ясування кінетичних закономірностей впливу калікс[4]арену С-956 на 

ΔрН-залежний вихід Са
2+

 з ізольованих МХ. Ми дослідили концентраційну та 

часову залежності гальмівного впливу калікс[4]арену С-956 на ΔрН-

індукований вихід Са
2+

 з ізольованих МХ в діапазоні його концентрацій 10-100 

мкМ (рис. 3.5.9, для 3.5.9, А -  наведено дані лише для трьох концентрацій). Ча-

сова залежність процесу вивільнення катіону як в контролі, так і за дії ка-

лікс[4]арену має експоненціальний характер, а рівень катіону у матриксі, згідно 
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змін флуоресценції Fluo-4, виходить на стаціонарний рівень і, відповідно, не 

досягає нульових значень (рис. 3.5.9, А). 

 

Рис. 3.5.9. Концентраційна та часова залежності впливу калікс[4]арену С-956 

на ΔрН-індукований вихід Са
2+

 з ізольованих мітохондрій. А – часова залеж-

ність вивільнення Са
2+

 за різних концентрацій калікс[4]арену С-956, результат 

характерного досліду. Б - концентраційна залежність інгібувального впливу 

калікс[4]арену С-956, к – контроль за відсутності калікс[4]арену, M±m, n=5. 

Вставка: приклад розрахунку константи інгібування (Кі) в координатах Хілла; 

F0 – початкова флуоресценція, F – флуоресценція за відповідні проміжки часу. 

Результат типового досліду (n=5) 

 

На основі одержаних результатів (рис. 3.5.9, А) розрахували константу ін-

гібування Кі калікс[4]ареном С-956 Н
+
-Са

2+
-обмінника МХ (рис. 3.5.9, Б), яка 

становила 35,1±7,9 мкМ. Відповідний коефіцієнт Хілла (nH) складає 0,97±0,23 

(рис. 3.5.9, Б). Величина nH може вказувати на механізм зв’язування ка-

лікс[4]арену з ензимом. Оскільки його величина близька до одиниці це свідчить 

про зв’язування однієї молекули калікс[4]арена з білковою структурою LETM 

1, який за нашими даними репрезентує Н
+
-Са

2+
-обмінник. 

За дії калікс[4]арену С-956 (10-100 мкМ) показано також зменшення по-

чаткової швидкості V0 (число обертів Н
+
-Са

2+
-обмінника) та збільшення вели-

чини характеристичного часу τ1/2 ΔрН-індукованого виходу Са
2+

 з ізольованих 

МХ залежно від його концентрації (рис. 3.5.10). Зміни цих параметрів відібра-

жають гальмівний вплив калікс[4]арену С-956 у мікромолярних концентраціях 

на Н
+
-Са

2+
-обмінник. 
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Рис. 3.5.10. Залежність початкової швидкості V0 (А) та величини характери-

стичного часу τ1/2 (Б) ΔрН-індукованого виходу Са
2+

 з ізольованих мітохондрій 

від концентрації калікс[4]арену С-956. К – контроль за відсутності ка-

лікс[4]арену, M±m, n=5 

 

Попередні дослідження показали (див. розділ 2), що Н
+
-Са

2+
-обмінник 

ВММ в клітинах міометрія є електрогенною системою, яка транспортує катіони 

у стехіометрії 1Н
+
:1Са

2+
. Інша субклітинна транспортувальна система гладень-

кого м’яза матки РМСА також функціонує в електрогенному режимі і може 

здійснювати транспорт одного іона Са
2+

 з клітини в обмін на Н
+ 

[49]. В кожно-

му випадку протиіоном при перенесенні Са
2+

 через мембрану може бути Н
+
. З 

огляду на те, що обидві системи високочутливі до інгібуючої дії С-956 і мають 

аналогічні за порядком константи інгібування (десятки мкМ) [457], можна ви-

сунути припущення, що мішенню дії калік[4]арену є саме їхня Н
+
-

транспортувальна компонента (структура). Більш детальні дослідження будови 

транспортерів поряд із подальшим з’ясуванням механізмів інгібувальної дії С-

956 можуть підтвердити або спростувати наше припущення. 

Отже, одержані результати вказують на наступне: калікс[4]арен С-956 у 

мікромолярних концентраціях виявив виражений гальмівний вплив на Н
+
-Са

2+
-

обмінник, який обумовлений зниженням початкової швидкості V0 та, як наслі-

док, збільшенням величини характеристичного часу τ1/2 ΔрН-індукованого ви-

ходу Са
2+

 з МХ. Поряд з цим С-956 не впливає на енергозалежну акумуляцію 

катіону цими субклітинними структурами. Ці дані є підставою для подальшого 

дослідження ефектів С-956 на Са
2+

-чутливі процеси в МХ: біосинтез АФА та 

АФК, функціональну активність ЕТЛ. 
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Рис. 3.5.11. Вплив калікс[4]арену С-956 на NO-синтазну активність в ізольова-

них мітохондріях. M±m, n=5 

 

За наявності екзогенних 50 мкМ L-аргініну та 100 мкМ Са
2+

, а також за 

умови присутності в інкубаційному середовищі 10 мкМ NADPH, 10 мкМ ВН4 

та субстратів дихання (5 мМ піруват та сукцинат) активність mtNOS складала 

0,28±0,04 відн.од.флуор. DAF-FM/мг протеїну за хв (n=5). Калікс[4]арен С-956 

в концентрації 50 мкМ стимулює синтез NO мітохондрійною NO-синтазою в 

2,5 рази (рис. 3.5.11). 

Гальмування ΔpH-залежного вивільнення Ca
2+

 з МХ призводить до зрос-

тання концентрації катіону в матриксі, що може стимулювати активність 

mtNOS. Втім, не виключений також і безпосередній вплив С-956 на досліджу-

ваний ензим або ЕТЛ.  

Як було зазначено раніше, оксид азоту в МХ є регулятором низки проце-

сів, в тому числі функціональної активності комплексів дихального ланцюга, 

зворотно/незворотньо пригнічуючи ЕТЛ залежно від концентрації та наявності 

АФК [362]. Отже, посилення синтезу NO МХ за впливу С-956 може привести 

до змін у функціонуванні відповідних комплексів. 
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Рис. 3.5.12. Зміни флуоресценції NADH та FAD в ізольованих мітохондріях мі-

ометрія за присутності  калікс[4]арену С-956. Результат типового досліду 

 

В підрозділі 3.3.5 нами доведено, що біомаркерами функціональної акти-

вності комплексів дихального ланцюга є зміни редокс-стану аденінових нукле-

отидів, що мають власну флуоресценцію. За присутності субстратів дихання 

пірувату та сукцинату (5 мМ) в інкубаційному середовищі флуоресценція 

NADH зменшується, а FAD зростає внаслідок функціонування комплексу I і II 

дихального ланцюга (рис. 3.5.12). За додавання 50 мкМ С-956 спостерігається 

гальмування окислення NADH та FADH2 в ЕТЛ (рис. 3.5.12). Цей ефект пояс-

нюється стимулюванням за дії калікс[4]арена біосинтезу NO у МХ, останній 

призведе до гальмування комплексів І та ІІ. Не виключений також і прямий 

ефект С-956 на відповідні комплекси ЕТЛ.  

Відомо, що більш ефективне поглинання Ca
2+

, посилення продукції NO та 

гальмування активності комплексів дихального ланцюга в МХ можуть бути 

чинниками утворення в них АФК. Одним з механізмів їх продукції є стимуляція 

дихального ланцюга іонами кальцію [216]. Але NO-залежне інгібування ланцю-

га транспорту електронів може бути захисним фактором проти утворення АФК. 

В наших дослідженнях калікс[4]арен C-956 практично не змінює DCF-

флуоресценцію в МХ (рис. 3.5.13). Відсутність впливу досліджуваного ка-

лікс[4]арена на утворення АФК в МХ може вказувати на користь того, що про-

цеси, які активуються/гальмуються за присутності С-956 не призводять до шкі-

дливих для МХ наслідків (тобто розвитку мітохондрійної дисфункції). Водно-
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час шляхом посилення біосинтезу NO він може мати модулюючий вплив на 

функціонування ЕТЛ і біоенергетику МХ. 

 

 

Рис. 3.5.13. Зміни флуоресценції DCF в ізольованих мітохондріях за присутно-

сті  калікс[4]арену С-956. M±m, n=5 

 

Таким чином, в представленому циклі досліджень показано, що ка-

лікс[4]арен С-956 взаємодіє з ПМ, проникає в цитоплазму та солокалізується з 

МХ. Встановлено, що калікс[4]арен С-956 інгібує ΔрН-залежний вихід Са
2+

 з 

МХ, активує мітохондрійну NO-синтазу і гальмує окислення NADH та FADH2 в 

ЕТЛ, але не впливає на синтез АФК в МХ. Отже, досліджувана сполука шляхом 

Са
2+

-залежного впливу на біосинтез NO може мати корегувальний ефект на 

МХ, знижуючи інтенсивність окисного фосфорилювання і захищаючи клітини 

від енергетичного перевантаження. 

3.5.3. Вплив калікс[4]аренів С-97, С-99, С-107 на поляризацію плаз-

матичної та внутрішньої мітохондрійної мембран, Н
+
-Са

2+
-обмін, синтез 

NO та активність електрон-транспортувального ланцюга  

Оскільки електричний потенціал на ПМ та ВММ регулює функціонуван-

ня локалізованих в них катіон-транспортувальних систем, зумовлюючи зміни 

концентрації Са
2+

 в цитоплазмі необхідні для регуляції скоротливої здатності 

ГМК [473], актуальним є пошук сполук, які могли б спрямовано впливати на 

поляризацію цих субклітинних структур. З огляду на це, нашу увагу приверну-
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ли калікс[4]арени С-97, С-99, С-107 (рис. 1.3.2, розділ 1.3.2), які здатні змінюва-

ти електричний потенціал ПМ у зв’язку з їх уабаїноподібним інгібуванням Na
+
, 

K
+
-АТРазної активності в міометрії. Відповідні значення коефіцієнту напівмак-

симального інгібування ІС50 складають: для С-107 – 50 нМ (при концентрації 10 

мкМ спостерігається повне інгібування ферментативної активності); для С-97 – 

40 нМ (при 100 мкМ – повне інгібування активності фермента); для С-99 – 100 нМ 

(при концентрації 100 мкМ спостерігається біля 14% залишкової активності) [20].  

При дослідженні впливу калікс[4]аренів на електричний потенціал ПМ 

клітини попередньо інкубували з 5 мМ азидом натрію протягом 5 хв з метою 

деполяризації ВММ. Встановлено, що каліксарени С-97 (50 нМ), С-99 (100 нМ) 

та С-107 (50 нМ) в концентраціях, які відповідають значенням ІС50, знижують 

флуоресцентну відповідь зонда, що свідчить на користь зменшення електрич-

ного потенціалу ПМ і зумовлено їхнім інгібувальним впливом на Na
+
, K

+
-

АТРазу (рис. 3.5.14). Концентраційно-залежних змін в інтенсивності флуорес-

ценції DiOC6(3) за використання С-97 та С-107 не спостерігали. Останнє може 

бути пояснене значним негативним зарядом досліджуваних калікс[4]аренів че-

рез наявність фосфонових залишків, що, за умови зростання їх концентрації, 

може вплинути на потенціал-залежну акумуляцію зонду. 

 

Рис. 3.5.14. Вплив калікс[4]аренів С-99, С-97 та С-107 на поляризацію плазма-

тичної мембрани міоцитів матки. Стрілочкою вказано час додавання калікса-
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ренів або ДМСО в контролі. M±m, n=5. Флуоресцентний зонд – 100 нМ 

DiOC6(3). Дані протокової цитометрії 

 

Водночас каліксарен С-150 ((25, 27-дипропоксикаликсарен) – суто каліксарено-

ва “чаша”, до якої натрієва помпа є резистентною [19]), навіть за концентрації 

500 нМ, не викликає істотних змін в поляризації ПМ в перші 4 хв інкубації з 

клітинами, і лише на 7-й хв спостерігається зниження її рівня (графічні дані не 

наведено). Оскільки С-150 не впливає на активність Na
+
, К

+
-АТРази, його відносно 

слабко виражений деполяризуючий ефект можна пояснити, зокрема, безпосеред-

ньою дією на системи пасивного транспорту потенціал-утворюючих іонів в ПМ.  

Подальші дослідження були спрямовані на з’ясування ефектів вибраних  

калікс[4]аренів на поляризацію МХ міометрія, системи обміну іонів Са у ВММ, 

синтез NO та функціонування ЕТЛ.  

Для виявлення ефектів калікс[4]аренів на поляризацію ВММ, міоцити по-

передньо інкубували 5 хв з 1 мМ уабаїном з метою надійної деполяризації ПМ. 

Встановлено, що сполуки С-97, С-99 та С-107 викликали транзієнтну поляриза-

цію мітохондрійної мембрани, тривалість якої становила біля 5 хв після вне-

сення досліджуваних речовин (рис. 3.5.15, А, крива 1). Максимальний рівень 

поляризації за впливу каліксаренів досягав 40 % (за 100 % прийнято значення 

інтенсивності флуоресценції зонду після інкубації міоцитів з уабаїном). За цих 

же умов каліксаренова “чаша” С-150 практично не впливала на потенціал міто-

хондрійної мембрани. За умов деполяризації і ПМ і мітохондрійної мембрани, 

спричиненою попередньою інкубацією клітин з 1 мМ уабаїном та 5 мМ азидом 

натрія, внесення зазначених каліксаренів не викликало змін в інтенсивності 

флуоресценції зонду (рис. 3.5.15, А, крива 2). 

Одержані результати якісно підтверджуються дослідами із використан-

ням методу лазерної конфокальної мікроскопії. Встановлено, що каліксарени С-

99 (рис. 3.5.15, Б) та С-107 викликали ефективне зростання флуоресценції 

окремих міоцитів, попередньо навантажених DіОС6(3) в присутності 1 мМ уа-

баїну. Таким чином, вибрані калікс[4]арени викликають короткотривале зрос-

тання мембранного потенціалу МХ. 
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Рис. 3.5.15. Кінетичні закономірності дії калікс[4]аренів С-97, С-99, С-107 на 

поляризацію внутрішньої мітохондрійної мембрани. А - стрілочкою вказано 

момент додавання (на 3 хв інкубації клітин з зондом) 1 мМ уабаїну (1) або 1 

мМ уабаїну+5 мМNaN3 (2) та (на 8 хв) каліксаренів (100 нМ ). Результати ха-

рактерного досліду, метод протокової цитометрії. 

Б - збільшення інтенсивності флуоресценції міоциту при внесенні 100 нМ 

С-99, попередньо навантаженого DіОС6(3) в присутності 1 мМ уабаїну. Ре-

зультати характерного досліду, метод конфокальної мікроскопії.  

Верхня панель – кінетика спалаху флуоресценції DіОС6(3) (крива 1) після 

внесення С-99, крива 2 –інтенсивність флуоресценції ядерного барвника 

Hoechst 33342; нижня панель – цифрова презентація графічних результатів (1 

– DіОС6(3), 2 – Hoechst 33342); результати одержані на основі оцінювання ін-

тенсивності флуоресценції, усередненої по площині оптичного зрізу міоциту 

(верхня панель), параметр ROI 1. 

 

Електричний потенціал ВММ є регулятором Са
2+

-обміну в МХ. Проведе-

ні дослідження виявили, що сполуки С-97, С-99 та С-107 у концентрації 100 нМ 

мають тенденцію до зниження вмісту ендогенного іонізованого Са
2+

 в МХ за 

умови 5-хвилинної передінкубації з ними фракції органел (рис. 3.5.16, А). Втім 

зазначені зміни не є статистично значущими. Також калікс[4]арени перешко-

джають наступній енергозалежній акумуляції катіона, а у разі С-99 спостеріга-

ється тенденція до ще більшого зниження вмісту іонізованого Са в матриксі 

МХ. Внесення калікс[4]аренів у середовище інкубації після енергозалежної 



 234 

акумуляції Са
2+

  МХ призводить до статистично значущого зниження його вмі-

сту, навіть нижче від базального (рис. 3.5.16, Б). Ці ефекти не залежали від хі-

мічної структури та взаєморозташування замісників у макроциклі. Також було 

продемонстровано, що калікс[4]арени С-97 та С-99, але не С-107, здатні стиму-

лювати ΔрН-залежний вихід іонів Са з МХ гладенького м’яза матки, який за 

результатами наших досліджень є електрогенним (графічні дані не наведено). 

 

Рис. 3.5.16. Вплив калікс[4]аренів на концентрацію Са
2+

 в матриксі ізольованих 

мітохондрій та енергозалежну акумуляцію Са
2+

  органелами. M±m, n=5. А – 

передінкубація з каліксаренами протягом 5 хв (лівий стовпчик) та послідуюче 

додавання 80 мкМ Са
2+

 (правий стовпчик). Б – додавання речовин після енерго-

залежної акумуляції Са
2+

 мітохондріями. 

 

Отже, вибрані калікс[4]арени працюють на зниження концентрації катіо-

на в матриксі. Така спрямованість впливу досліджуваних сполук може мати на-

слідком зниження активності Са
2+

-залежних мітохондрійних дегідрогеназ і від-

повідного гальмування роботи ЕТЛ з часом не залежно від початкового корото-

котривалого зростання потенціалу на ВММ. Щоб перевірити це припущення ми 

вивчили вплив досліджуваних калікс[4]аренів на функціональну активність ЕТЛ. 

Внесення калікс[4]аренів в перші хвилини експерименту спричинювало 

більш інтенсивне зниження флуоресценції від NADH ізольованих МХ (рис. 

3.5.17), що може бути зумовлено стимулюванням І комплексу ЕТЛ і пояснює 

транзієнтне зростання електричного потенціалу на ВММ. З часом флуоресцен-

ція NADH повертається до контрольних значень, що може бути наслідком зни-

ження концентрації Са
2+

 в матриксі і відповідним гальмуванням ЕТЛ. Разом з 

цим має місце відсутність змін флуоресценції від FAD відносно контролю ( рис. 



 235 

3.5.17). Не виключено, що початковий гіперполяризуючий ефект ка-

лікс[4]аренів пов’язаний із безпосереднім впливом на ЕТЛ. 

 

 

Рис. 3.5.17. Динаміка змін флуоресценції NADH та FAD в ізольованих мітохон-

дріях за впливу сполук С-97 та С-99 (100 нМ).  Контроль – зміни флуоресценції 

нуклеотидів в присутності  ДМСО. Дані типового експерименту 

 

Виявлено, що вибрані калікс[4]арени (100 нМ) помірно, в межах 30 %, 

знижують активність мітохондрійної NO-синтази (рис. 3.5.18). Цей ефект може 

бути наслідком зменшення концентрації Са
2+

 в матриксі МХ.  

 

Рис. 3.5.18. Вплив вибраних калікс[4]аренів на NO-синтазну активність в ізо-

льованих мітохондріях. M±m, n=5 
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Також було продемонстровано, що досліджувані калікс[4]арени в концен-

траціях 0,1 мкМ та 1 мкМ не спричинюють посилення генерації АФК (рис. 

3.5.19). Тобто, їхня дія у використаних концентраціях на МХ не призводить до 

розвитку оксидативного/нітрозативного стресу і відповідної мітохондрійної 

дисфункції. Це дуже важливо оскільки створює перспективи для їх використан-

ня як сполук, що захищають МХ від Са
2+

-перевантаження і гіперпродукції 

АФА/АФК. 

 

Рис. 3.5.19. Ефекти калікс[4]аренів С-99 та С-107, а також калікс[4]аренової 

“чаші” – С-150 на флуоресценцію DCF в ізольованих мітохондріях. M±m, n=5. 

За “1” прийнято значення флуоресценції DCF до внесення речовин. Призведено 

відносні одиниці флуоресценції на 20 хв дії сполук 

 

Беручи до уваги, що важливою морфо-функціональною ознакою МХ є їх-

ній об’єм, нами було досліджено вплив речовин-модифікаторів функціонування 

дихального ланцюга та трансмембранного обміну катіонів у МХ на зміни хара-

ктеристичних розмірів (ГД) органел методом фотонної кореляційної спектрос-

копії. Середнє значення ГД МХ в контролі становить 547±49 нм та відповідає 

їхнім ефективним розмірам (див. вище). За додавання антибіотику аламетицину 

(7,5 мкг/мл) ГД органел зростав до 800±39 нм. Зміни ГД після внесення кана-

лоформера аламетицина були прийняті в якості контролю (100 % набухання). 

Руйнування електро-хімічного потенціалу ВММ внаслідок впливу екзогенних 

ефекторів призводить до порушення осмотичного балансу між матриксом та 
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позамітохондрійним середовищем. На прикладі інгібіторів І, ІІІ та IV ком-

плексів дихального ланцюга нами продемонстровано, що внесення інгібіторів 

ЕТЛ 5 мкМ ротенону, антиміцину (1 мкг/мл), 5 мМ азиду натрію, а також про-

тонофору СССР (10 мкМ) призводить до збільшення ГД МХ в середньому на 40 

%, порівняно з контрольним набуханням (рис. 3.5.20, ліва панель). Блокування 

відповідних комплексів ЕТЛ призводить до зменшенням електро-хімічного по-

тенціалу ВММ, наслідком чого є порушення трансмембранного обміну катіо-

нів, зокрема іонів К та Рі, наслідком чого є набухання органел [16, 265]. 

Калікс[4]арени викликали збільшення ГД МХ на 22±6 % (С-97) та 34±8% (С-99) 

(рис. 3.5.20, права панель) порівняно з контрольним набуханням. Таке набухан-

ня не є критичним для функціонування МХ. Адже зростання об’єму матриксу 

активує дихальний ланцюг та посилення продукції АТР [16, 265]. Більш небез-

печним є, навпаки, зменшення об’єму матриксу, яке супроводжується гіперпо-

ляризацією ВММ, посиленням генерації АФК та пригніченням переносу елект-

ронів [210, 303, 491]. 

 

Рис. 3.5.20. Вплив інгібіторів електрон-транспортувального ланцюга (5 мкМ 

ротенон, 1 мкг/мл антиміцин, 5 мМ азид натрія, 10 мкМ СССР) та ка-

лікс[4]аренів С-97 й С-99 (100 нМ) на гідродинамічний діаметр ізольованих мі-

тохондрій, M±m, n=5 

 

Отже, калікс[4]арени С-97, С-99 та С-107 знижують концентрацію Са
2+

 в 

матриксі шляхом пригнічення енергозалежної акумуляції іонів Са МХ та сти-

мулюванням Н
+
-Са

2+
 обмінника (С-97 та С-99), знижують Са

2+
-залежну NO-

синтазну активність у МХ та викликають транзієнтну поляризацію ВММ, з ча-

сом електричний потенціал ВММ набуває контрольних значень.  
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Узагальнення та обговорення результатів підрозділу 3.5. 

Наразі використання супрамолекулярних макроциклів калікс[4]аренів є 

актуальним та перспективним з огляду на їх властивості (селективність та чут-

ливість, біодоступність та специфічність, можливість їх візуалізації та низька 

токсичність). Для ГМ матки показано, зокрема, що калікс[4]арени з високою 

спорідненістю модулюють активність ATP-гідролаз, що привертає увагу щодо 

їх використання як потенційних регуляторів Са
2+

, NO-залежних процесів в міоцитах.  

Здатність калікс[4]аренів змінювати функціональну активність субклі-

тинних структур, зокрема МХ, ставить питання стосовно їхнього проникнення 

через ПМ міоцитів в міоплазму. Одержані нами результати методами спектро-

флуориметрії та лазерної конфокальної мікроскопії результати із застосуванням 

специфічних флуоресцентних зондів та явища аутофлуоресценції ка-

лікс[4]арену С-956 вказують на те, що вибраний калікс[4]арен сорбується пове-

рхнею ПМ та проникає в міоплазму, взаємодіючи з МХ.  

Продемонстровано, що калікс[4]арен С-956 виявив виражений гальмівний 

вплив на Н
+
-Са

2+
-обмінник, який обумовлений зниженням початкової швидкос-

ті V0 та, як наслідок, збільшенням величини характеристичного часу τ1/2 транс-

портного процесу. В той же час С-956 не впливає на енергозалежну акумуляцію 

катіону цими субклітинними структурами, що зсуває рівновагу обміну Са
2+

 в 

бік його акумуляції до матриксу. 

Гальмування ΔpH-залежного вивільнення Ca
2+

 з МХ призводить до зрос-

тання концентрації катіону в матриксі, що стимулює активність Ca
2+

-залежних 

ензимів, зокрема, синтази оксиду азоту. Посилення синтезу NO МХ за дії С-956 

може призвести до змін у функціонуванні ЕТЛ. Нами показано, що ка-

лікс[4]арен С-956 виявляє гальмівний вплив на активність І та ІІ комплексів ди-

хального ланцюга: ефективність окиснення NADH та FADH2 знижується.  

NO-залежне інгібування ланцюга транспорту електронів може бути захи-

сним фактором проти гіперпродукції АФК. Виявлено відсутність впливу сполу-

ки С-956 на утворення АФК в МХ, що може вказувати на користь того, що про-

цеси, які активуються/гальмуються в присутності С-956 не призводять до шкід-
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ливих наслідків (тобто розвитку мітохондрійної дисфункції) для МХ гладенько-

го м’язу матки. 

Зміни у функціонуванні Na
+
, K

+
-АТРази, спричинені фізіологічно-

активними сполуками, безпосередньо пов’язані із регуляцією внутрішньоклі-

тинного Са
2+

-гомеостазу і, відповідно, скоротливої здатності м’язової тканини 

[473]. Потенціал на мітохондрійній мембрані є індикатором енергетичного та 

функціонального статусу МХ і клітини в цілому [303, 491]. З огляду на вищеза-

значене дослідження змін потенціалу ПМ і мітохондрійної мембрани під впливом 

фізіологічно-активних речовин є важливим завданням біомембранології.  

За використання потенціалчутливого зонду DiOC6(3) та протокової цито-

метрії на свіжовиділених міоцитах було продемонстровано, що калікс[4]арени 

С-97 С-99 та С-107, які є ефективними інгібіторами Na
+
,K

+
-АТРази ПМ, зни-

жують поляризацію плазмалеми, внаслідок їх уабаїнподібної дії на ензим. Крім 

того, за умови деполяризації ПМ у присутності уабаїна, досліджувані сполуки 

викликали транзієнтне зростання мембранного потенціалу МХ. Вибрані ка-

лікс[4]арени С-97, С-99 та С-107 пригнічують енергозалежну акумуляцію Са
2+

 

МХ міометрія та знижують концентрацію катіона, попередньо накопиченого в 

енергозалежному процесі, стимулюючи Н
+
-Са

2+
-обмінник їхньої внутрішньої 

мембрани (С-97 та С-99). Зниження концентрації Са
2+

 в матриксі може призвес-

ти до зменшення активності Са
2+

-залежних мітохондрійних дегідрогеназ і від-

повідного гальмування роботи ЕТЛ, а також мітохондрійної NOS. Останній 

факт доведений нами експериментально. Внесення досліджуваних ка-

лікс[4]аренів спричинювало більш інтенсивне зниження флуоресценції від 

NADH ізольованих МХ, що може бути зумовлено стимулюванням І комплексу 

ЕТЛ. Попри початкове транзієнтне зростання потенціалу ВММ, вихід іонів Са з 

матриксу, спричинений досліджуваними сполуками, з часом призводить до 

зниження активності ЕТЛ. 

Отже, досліджені нами калікс[4]арени можуть бути в перспективі викори-

стані як регулятори Са
2+

-гомеостазу в МХ та ефективності функціонування 

ЕТЛ. Одним з механізмів цих ефектів є Са
2+

-опосередкована дія калікс[4]аренів 

на mtNOS та NO-залежний вплив на функціонування МХ. Важливим для їхньо-

го майбутнього застосування у практиці є те, що калікс[4]арени не підвищують 

продукцію АФК в МХ. 

Результати опубліковані [27, 38, 177, 180, 183, 274] 
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РОЗДІЛ 4. ЗАКЛЮЧНИЙ РОЗДІЛ 

Оксид азоту визнано універсальною месенджерною і регуляторною моле-

кулою. В залежності від концентрації та хімічного мікрооточення NO виявляє 

функціональну активність, впливаючи на перебіг фізіологічних процесів, або 

бере участь у розвитку різноманітних патологічних станів. За низьких концент-

рацій оксид азоту взаємодіє з біологічними мішенями, зумовлюючи антиокси-

дантні ефекти. Високі концентрації NO, опосередковано через утворення висо-

кореактивних форм азоту при реакції з молекулярним киснем або АФК (напри-

клад, пероксинітриту), виявляють прооксидантні ефекти й призводять до розви-

тку нітрозативного/оксидативного стресу [219]. Оксид азоту виступає ключо-

вим гравцем у багатьох фізіологічних процесах: регулює тонус і проникність 

кровоносних судин, знижує агрегацію формених елементів крові та їхню адге-

зію до судинної стінки, бере участь у функціонуванні нервової, ендокринної, 

імунної систем [232, 293, 338, 442]. Наразі доведено значення оксиду азоту в 

процесах релаксації міометрія та зменшення його чутливості до утероконстрик-

торних агентів, що має місце за вагітності в умовах підвищеного рівня прогес-

терону в тканинах матки (прогестеронова блокада) [145, 413].  

Ряд дослідників розглядають МХ як основну мішень дії NO. МХ відігра-

ють ключову роль для нормальної життєдіяльності клітин, являючись біоенер-

гетичною машиною клітини, місцем перебігу універсальних метаболічних про-

цесів, джерелом активних форм азоту і кисню, регулятором запуску апопто-

зу/некрозу та ряду інших спеціалізованих функцій. Чільне місце посідає їхнє 

значення в підтриманні внутрішньоклітинного Са
2+

-гомеостаза, адже МХ є ви-

сокоємнісним Са
2+

-депо, здатні термінувати Са
2+

-сигнал, а також підтримувати 

низьку фізіологічно-значущу концентрацію цього катіона в цитозолі, захищаю-

чи клітини від Са
2+

-перевантаження [54, 107, 151, 240, 379, 389, 424]. Водночас 

біологічна активність МХ має Са
2+

-залежний характер: зростання концентрації 

Са
2+

 в матриксі активує ензими циклу трикарбонових кислот та синтез АТР, а 

перевантаження органел катіоном індукує клітинну загибель [68, 205, 229, 379]. 

Потужним регулятором енергетичних, метаболічних і транспортних процесів у 



 241 

МХ, виступає оксид азоту. Результати сучасних досліджень підтверджують 

роль NO як важливої ланки підтримання оптимальної концентрації іонів Са як у 

міоплазмі, так і мітохондрійному матриксі [236, 440].  

Скоротлива активність гладеньких м’язів контролюються передусім іона-

ми Са, низька фізіологічно значуща концентрація яких у міоплазмі підтриму-

ється за рахунок функціонування системи NO [84, 469]. Роль оксиду азоту в ре-

продуктивній жіночій системі як токолітичного агента набуває особливого зна-

чення за нормального перебігу виношування плоду з ростом терміну вагітності: 

продукція NO та чутливість до нього знижуються наприкінці вагітності, що пе-

редує початку пологової активності [98, 145, 211, 337, 413]. В основі порушення 

Са
2+

-гомеостазу й спричиненої цим клітинної патології може лежати дезоргані-

зація роботи Са
2+

-транспортувальних систем, локалізованих в мембранах МХ, 

які виконують функцію високоефективного Са
2+

-депо внаслідок спроможності 

акумулювати та вивільнювати значні кількості катіону [89, 240, 244, 420]. Руй-

нація узгодженого функціонування Са
2+

-транспортувальних систем, які локалі-

зовані у ВММ, може призвести до явища Са
2+

-перевантаження матриксу, гіпер-

поляризації, порушення Са
2+

-залежного метаболізму АФА та АФК та їхньої гі-

перпродукції. Спричинений цими процесами нітрозативний/оксидативний стрес 

має наслідком, за умови недостатнього функціонування захисних систем, дис-

функцію МХ, проявом якої є порушення функціонування ЕТЛ, гі-

пер/деполяризація (незворотня) внутрішньої мембрани, руйнація осмотичного 

балансу між матриксом МХ та міоплазмою тощо [130, 149, 191, 212, 230, 237, 

247, 290, 391]. Перелічені явища супроводжують контрактильну дисфункцію 

гладенького м’язу за патологічних станів різного генезу. У випадку міометрія 

вони можуть бути причинами передчасних пологів, зриву вагітності, які обумо-

влюють неонатальну смертність. Здатність NO розслабляти міометрій зумовлює 

інтерес до вивчення біохімічних закономірностей його синтезу в ГМК матки та 

впливу на Са
2+

-гомеостаз клітин міометрія. Наразі показано, що джерелами NO 

в матці можуть слугувати її ендометріальна тканина, ендотелій судин та нервові 

закінчення, а також плацента за вагітності [33-34, 145, 147, 326, 448, 477]. Син-

тез NO, переважно досліджений в матці вагітних людини та тварин, забезпечу-



 242 

ється eNOS та iNOS, експресія та регуляція яких знаходяться під впливом про-

гестерона [215, 269, 327]. Припускають, що iNOS відповідає за великі кількості 

NO, які генерується в матці та плаценті за вагітності, водночас як eNOS бере 

участь в вазодиляції в цей період [137, 228, 492]. Наразі фактів щодо базального 

синтезу NO в міоцитах у стані відносного спокою в літературі не наведено. Але, 

виходячи з аналізу даних літератури стосовно інших тканин, потужним джере-

лом NO в міометрії можуть слугувати МХ [212, 230, 236, 450, 482]. Оксид азоту 

у фізіологічних концентраціях (наномолярних) розглядають як протекторну 

молекулу, яка здатна захищати органели від дисфункції, спричиненої гіперпо-

ляризацією внутрішньої мембрани, надлишковою продукцією АФК і окисним 

стресом [195, 230, 236, 290, 333, 362, 386, 431, 440, 478].  

З огляду на важливість оксиду азоту як сигнальної і регуляторної молеку-

ли в контролі скоротливої функції гладеньких м’язів, що зумовлює нормальну 

роботу внутрішніх органів, зокрема й міометрія, нагальним є вирішення трьох 

фундаментальних наукових питань: 1 – дослідження біохімічних закономірнос-

тей біосинтезу NO в МХ міоцитів; 2 – вивчення молекулярних механізмів дії 

оксиду азоту як можливого ендогенного специфічного регулятора концентрації 

Са
2+

 в міоцитах та функціонування Са
2+

-транспортувальних систем МХ, а та-

кож біоенергетичних процесів, зокрема роботи ЕТЛ та поляризації їхньої внут-

рішньої мембрани; 3 – пошук екзогенних нетоксичних модуляторів функціона-

льної активності МХ, які б мали мішенню впливу їхню NO-синтазну здатність, 

біоенергетику та Са
2+

-гомеостаз. 

В ході виконання експериментальної частини роботи нами вперше із за-

стосуванням NO-чутливого флуоресцентного зонду DAF-FM, методів лазерної 

конфокальної мікроскопії та протокової цитометрії продемонстровано утворен-

ня NO в МХ ГМК матки. Значення кінетичних параметрів реакції біосинтезу 

NO (уявної константи Міхаеліса за L-аргініном та константи активації за Са
2+

) 

знаходяться в межах фізіологічних значень їхніх концентрацій у матриксі МХ. 

Синтез NO в МХ є чутливим до інгібіторів конститутивних NO-синтаз (N
G
-

нітро-L-аргініна та 2-амінопіридина) та Са
2+

-уніпортера, пригнічується антаго-

ністами кальмодуліна (кальмідазоліумом і трифлюоперазином), а також іонами 
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Mg. Біосинтез оксиду азоту в МХ суттєво залежить від енергізації й величини 

електрохімічного градієнту іонів водню на ВММ. Одержані нами результати 

переконливо свідчать про те, що синтез NO забезпечується Са
2+

-залежною кон-

ститутивною NOS, не виключено що nNOS, та залежить від ефективності над-

ходження іонів Са та функціональної активності комплексів ЕТЛ.  

З використанням детергентної техніки та специфічного інгібітора SERCA 

помпи тапсигаргіна показано, що джерелами оксиду азоту, які забезпечують 

його синтез в клітинах гладенького м’язу матки, можуть виступати також NOS, 

асоційовані з ПМ та, можливо, СР. 

Можливість біосинтезу NO в МХ ГМК матки та наявність значної кілько-

сті його молекулярних мішеней у ВММ та матриксі (високий вміст тіольних 

залишків, залізо-сірчаних центрів та гемових груп) вказують на те, що оксид 

азоту є важливим регулятором функціональної активності цих органел [290, 

362, 371, 482]. Особливо важливим може бути вплив нітросполук на системи 

ВММ, що контролюють Са
2+

-гомеостаз МХ, оскільки від концентрації Са в ма-

триксі залежить функціональна активність комплексів ЕТЛ, ефективність біое-

нергетичних процесів та рівень електричного потенціалу на мітохондрійній 

мембрані [89, 240, 244, 420]. 

Електричний потенціал на ВММ є інтегральним показником активності 

ЕТЛ та основним регулятором метаболічних та транспортних процесів у МХ. З 

використанням лазерної конфокальної мікроскопії та протокової цитометрії 

нами продемонстровано, що руйнування електрохімічного градієнта протонів 

на ВММ супроводжується зростанням концентрації іонів Са в міоплазмі клітин 

гладенького м’яза матки, що доводить суттєву роль цих субклітинних структур 

у підтриманні Са
2+

-гомеостазу міоцитів. Є підстави очікувати, що нітросполуки 

будуть впливати на компоненти ЕТЛ, електричний потенціал органел та регу-

лювати активність Са
2+

-транспортувальних структур МХ.  

Як нітросполуки ми використали нітропрусид та нітрит натрія – донор та 

попередник NO відповідно. SNP утворює в розчинах катіон нітрозонію, який 

виявляє властивості потужного нітрозилюючого агенту. SN продукує NO (пере-
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важно в кислому середовищі) та його редокс-похідні за присутності гемових 

груп та залізо-сірчаних комплексів, на які багаті МХ [65]. 

Встановлено, що енергозалежна акумуляція Са
2+

 в МХ, чутлива до руте-

нієвого червоного, стимулюється SNP та SN; цей ефект опосередкований акти-

вацією Са
2+

-уніпортера та не залежить від функціонування циклоспорин-

чутливої РТР. Він може мати значення для швидкого зниження концентрації 

катіона в цитоплазмі після Са
2+

 транзієнта. З іншого боку, система вивільнення 

Са
2+

 з МХ міометрія, яка здійснюється за участі Н
+
-Са

2+
-обмінника і являє со-

бою, як нами з’ясовано, протеїн LETM 1, є резистентною до впливу оксиду азо-

ту. Відсутність ефекту NO на Н
+
-Са

2+
-обмінник дозволяє протікати ∆рН–

залежному процесу вивільнення Са
2+

 з матриксу МХ за умови перевантаженни 

матриксу катіоном і подальшій його акумуляції СР, що дозволяє припустити 

наявність мембранних механізмів, які захищають МХ від небезпечного Са
2+

-

перевантаження.  

Іони Са у функціонально значущих концентраціях регулюють біоенерге-

тичні процеси в МХ та впливають на продукцію NO мітохондрійною NOS. По-

ряд з цим існує феномен Са
2+

-перевантаження МХ, асоційований з такими нега-

тивними процесами як нітрозативний/оксидативний стрес, різке падіння елект-

ричного потенціалу на ВММ, відкриття РТР, біоенергетичний колапс тощо. Всі 

ці події мають наслідком розвиток апоптозу або некрозу. Одним із важливих 

процесів, пов’язаних з мітохондрійною дисфункцією, є порушення осмобалансу 

між матриксом та позамітохондрійним середовищем, набухання МХ, розпрям-

лення крист, розрив ЗММ, що супроводжується вивільненням факторів апопто-

зу в цитозоль. Припускають, що помірні концентрації NO здатні запобігати цим 

процесам, зокрема, знижуючи проникність РТР [108, 289, 362].  

Наші дослідження продемонстрували, що NO може чинити протекторну 

дію на МХ шляхом помірного зниження електричного потенціалу на їхній вну-

трішній мембрані через пригнічення роботи ЕТЛ, яке відображається у гальму-

ванні окиснення FADН2. Крім того, оксид азоту протидіє процесам набухання 

МХ, спричиненим висококальцієвим розчином. 
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Отже, нами зареєстроване посилення акумуляції Са
2+

 в МХ на фоні помі-

рного зниження трансмембранного потенціалу під впливом NО. Зміни потенці-

алу на ВММ може мати значення для потенціалзалежних процесів транспорту 

іонів через мембрану (обмінників, транслокаторів), зокрема змінюючи актив-

ність Са
2+

-уніпортеру. В даному випадку, ймовірно, мішенню дії нітросполук 

виступають функціонально важливі тіольні групи Са
2+

-уніпортеру, нітрозилю-

вання яких супроводжується стимулюванням енергозалежного транспорту Са
2+

, 

водночас рушійна сила електрофоретичної акумуляції лишається цілком доста-

тньою для ефективного накопичення катіону. З іншого боку, помірний деполя-

ризуючий ефект NO може бути наслідком початкового посилення транспорту 

Са
2+

 (позитивно заряджених іонів) крізь ВММ, що надалі спричинює стимулю-

вання активності комплексів ЕТЛ і відновлення рівня поляризації мембрани. 

Поряд з цим, зростання концентрації іонів Са в МХ супроводжується стимуля-

цією Са
2+

-залежного синтезу ними NO. Отже, транспорт Са
2+

 в МХ, зміни мем-

бранного потенціалу їхньої внутрішньої мембрани та біосинтез NO є взаємоке-

рованими процесами. Зниження електричного потенціалу на ВММ за дії NO 

може захищати МХ від гіперполяризації, посилення транспорту Са
2+

 в матрикс 

та гіперпродукції АФК. 

Концентрація Са
2+

 в матриксі та функціонування Са
2+

-транспортувальних 

систем, ефективність окислення аденінових нуклеотидів (NADH/FADН2), інте-

нсивність генерації АФК та об’єм органел є фундаментальними показниками 

функціонування МХ. Перелічені біофізикохімічні параметри впливають або за-

лежать від потенціалу ВММ, а ефектори, що його змінюють, зокрема нітроспо-

луки, будуть модулювати функціональну активність органел. Можливість од-

ночасного моделювання цих процесів важливе для розуміння функціонування 

МХ як цілісної системи і дасть змогу передбачити наслідки порушення окремих 

компонентів ЕТЛ для біоенергетики, Са
2+

-гомеостазу та запрограмованої клі-

тинної смерті. Формалізація і узагальнення експериментальних результатів та 

пошук відповідності між теоретичними передбаченнями та реальними експе-

риментальними даними вимагають застосування імітаційного моделювання. 

Нами створено імітаційну модель у термінах функціональних гібридних мереж 
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Петрі, яка відтворює функціональну активність МХ, а саме одночасне проті-

кання процесів окислення NADH/FADН2, утворення АФК та зміни їхнього гід-

родинамічного діаметру. При моделюванні отримані математичні рівняння, що 

формалізують та описують концентраційно-часові залежності перебігу перелі-

чених процесів у середовищі за дії азиду натрія, який в літературі розглядають 

як непрямий донор NO [82], з можливістю передбачення інтенсивності їхнього 

протікання. Зокрема було спрогнозовано відповідь МХ у часі на дію NaN3 у 

концентрації, яка в експерименті не використовувалася. 

Із застосуванням методології солокалізації флуоресцентних зондів, а саме 

потенціалчутливого DiOC6(3) та специфічного щодо енергізованих МХ 

MitoTracker Orange CM-H2TMRos, а також методу лазерної конфокальної мік-

роскопії, продемонстровано, що МХ мають навколоядерне та присарколемне 

розташування в міоцитах матки. Плазмалема і МХ в наших експериментальних 

умовах володіють стабільним у часі електричним потенціалом. Оксид азоту, що 

синтезується в МХ, або позаклітиного походження (ендометрій, ендотелій су-

дин, донори та попередники NO) може впливати на електричний потенціал ПМ 

та відповідні катіон-транспортувальні системи в ній. Центральним етапом 

Е(Ф)МС є зростання концентрації іонів Са в міоплазмі шляхом його пасивного 

транспорту за концентраційним градієнтом із поза- та внутрішньоклітинних 

пулів внаслідок взаємоузгодженого функціонування канальних структур ПМ і 

СР [84, 152, 309, 373, 387, 441, 462, 469, 485]. Релаксуючій ефект NO в ГМК 

пов’язують із зростанням вмісту сGMP в міоплазмі [133], альтернативним на-

прямком дії NO в гладеньких м’язах, зокрема і в міометрії, може бути безпосе-

редній вплив (шляхом S-нітрозилювання) на катіон-транспортувальні системи 

плазмалеми, який здійснюється нітрозилюючими похідними оксиду азоту [99-

100, 232, 242, 447, 486]. 

Наші дослідження показали, що в ГМК матки поляризуючий ефект окси-

ду азоту обумовлений зростанням К
+
-проникності плазмалеми і залежить від 

іонів Са. Це дозволяє припустити, що він пов’язаний саме із активацією Са
2+

-

залежних К
+
-каналів, можливо опосередкованою нітрозилюванням тіольних 

залишків протеїнів, що утворюють канал, або РК А/РК G-залежними шляхами 
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[95, 123-124, 261, 286]. Локальне субсарколемне зростання концентрації Са
2+

 

може відбутися, як свідчать результати наших експериментів, внаслідок тимча-

сового пригніченням оксидом азоту РМСА. Збільшення К
+
-проникності ПМ за 

умови спокою міоцитів здатне виступати важливим Са
2+

, NO-залежним факто-

ром підтримання відносної незбудливості міометрія в період вагітності. Зрос-

тання електричного потенціалу на ПМ за дії нітросполук можна пояснити та-

кож зареєстрованим нами cGMP-залежним стимулюванням активності Na
+
,K

+
-

АТРази. Вірогідним наслідком активації різних підтипів К
+
-каналів оксидом 

азоту є гіперполяризація плазмалеми, що має наслідком зміщення мембранного 

потенціалу від його порогових значень необхідних для активації іон-

транспортувальних систем [123, 414] та зменшення концентрації Са
2+

 в міоплазмі. 

  

 

Схема 1. Біохімічні механізми, що лежать в основі регуляторної дії NO на рівні 

мітохондрій та плазматичної мембрани в міоцитах матки 
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Наші результати підтверджують факт впливу оксиду азоту на Са
2+

-

гомеостаз, а саме пригнічення шляхів підвищення іонів Са в міоплазмі у разі дії 

на міоцити карбахолу та окситоцину. Поряд з цим донори оксиду азоту SNP та 

SN викликали збільшення характеристичних розмірів міоцитів, що корелює з 

даними літератури про здатність NO викликати релаксацію ГМК. 

Результати наших пріоритетних досліджень щодо механізмів синтезу NO 

в МХ, його регуляторної ролі в біохімічних процесах обміну Са
2+

, поляризації 

субклітинних структур, редокс-стану аденінових нуклеотидів,  Са
2+

-гомеостазу 

міоцитів матки представлено на схемі 1. 

Наразі залучення методів математичного моделювання, зокрема із вико-

ристанням методології аналізу динамічних дискретних систем, є перспектив-

ним для комплексного дослідження функціонування МХ [202, 308, 465]. З ви-

користанням функціональних гібридних мереж Петрі було створено імітаційну 

модель МХ, яка відтворює функціональну активність мітохондрій, а саме одно-

часне протікання процесів окислення NADH/FADН2, утворення АФК та зміни 

їхнього гідродинамічного діаметру за дії азиду натрія. Одержані при моделю-

ванні рівняння формалізують одночасні процеси мітохондрійного набухання, 

змін NADH та DCF-флуоресценції в середовищі, де присутній NaN3, і спромо-

жні адекватно описати часові та концентраційні характеристики зазначених 

процесів, а також передбачити інтенсивність їхнього протікання. Зокрема було 

спрогнозовано відповідь МХ у часі на дію 10 мМ NaN3 – концентрацію, яка в 

експерименті не використовувалася. 

Важливість нормального перебігу біохімічних процесів у МХ для функці-

онування клітини, а також безпосередній зв’язок між мітохондрійною дисфун-

кцією та розвитком патологій гладенького м’язу зумовлюють пошук екзоген-

них нетоксичних сполук, які б могли ефективно та вибірково регулювати тран-

спорт Ca
2+

 у ВММ та впливати на Ca
2+

-залежні процеси, зокрема синтез АФА, 

АФК та мітохондрійну біоенергетику. Для вирішення цієї задачі ми звернули 

увагу на супрамолекулярні макроцикли калікс[4]арени, які є малотоксичними, 

володіють широким спектром біологічної активності і, що особливо важливо, є 
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перспективними для використання їх як модуляторів Са
2+

-залежних процесів [5, 

15, 62, 66, 350, 358].  

Здатність окремих калікс[4]аренів пригнічувати активність Са
2+

-помп ПМ 

та СР в гладеньких м'язах привертає увагу до цих сполук як можливих регуля-

торів Са
2+

-гомеостазу міоцитів [456-457]. Зазначені транспортувальні АТРази 

підтримують низьку концентрацію іонів Са в міоплазмі, а також забезпечують 

зниження концентрації катіона після Са
2+

 транзієнта, забезпечуючи релаксацію 

гладеньком’язової клітини. В роботі [457] продемонстровано, що додавання до 

міоцитів калікс[4]арену С-956 призводить до зростання вмісту іонізованого 

Са
2+

 в цитоплазмі, скоріше за все, внаслідок інгібування Са
2+

-помпи ПМ (та не 

виключено що й СР), з подальшим незначним зниженням його вмісту. Дослі-

джувана сполука зменшувала об’єм міоцитів, аналогічно до дії утеротоніка ок-

ситоцина. Факт зниження рівня іонізованого Са
2+

 в умовах інгібування РМСА 

та SERCA дозволяє припустити залучення інших транспортувальних механіз-

мів зменшення концентрації Са
2+

 в цитоплазмі, зокрема локалізованих у МХ. 

Наші дослідження продемонстрували можливість проникнення ка-

лікс[4]арена С-956 в міоплазму клітин та його взаємодію з МХ. Калікс[4]арен 

С-956 ефективно інгібує Н
+
-Са

2+
-обмінник у МХ, не впливаючи на енергозале-

жну акумуляцію Са
2+

. Це свідчить на користь можливого залучення МХ у про-

цес зниження концентрації катіона в міоплазмі за дії вибраного калікс[4]арена. 

Сполука С-956 стимулює мітохондрійну NO-синтазу, можливо внаслідок зрос-

тання концентрації Са
2+

 в матриксі МХ, і гальмує окислення NADH та FADH2 в 

ЕТЛ, що має результатом зниження поляризації мітохондрійної мембрани. По-

ряд з цим, С-956 не спричинює утворення АФК в МХ. Отже, досліджувана спо-

лука шляхом Са
2+

-залежного впливу на біосинтез NO може мати корегувальний 

ефект на МХ, знижуючи інтенсивність окисного фосфорилювання і захищаючи 

клітини від енергетичного перевантаження. 

Наразі актуальним є пошук сполук, які могли б спрямовано впливати на 

поляризацію ПМ та ВММ, оскільки електричний потенціал є регулятором фун-

кціонування локалізованих в них катіон-транспортувальних систем, зумовлюю-

чи зміни концентрації Са
2+

 в цитоплазмі, необхідні для регуляції скоротливої 
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здатності ГМК. Показаний інгібувальний вплив калікс[4]аренів С-97, С-99, С-

107 на Na
+
, K

+
-АТРазну активність в міометрії, аналогічно до дії уабаїну [20, 

24]. Отже, зазначені сполуки здатні змінювати електричний потенціал ПМ.  

 

Схема 2. Шляхи та механізми впливу досліджуваних калікс[4]аренів на конце-

нтрацію Са
2+ 

в мітохондріях, синтез NO та функціонування електрон-

транспортувального ланцюга 

Нами показано, що калікс[4]арени С-97, С-99 та С-107 викликають депо-

ляризацію ПМ міоцитів матки. Проникаючи в міоплазму та взаємодіючи з МХ, 

сполуки С-97, С-99 та С-107 викликають інгібування Са
2+

-уніпортера ВММ і 

одночасну стимуляцію її Н
+
-Са

2+
-обмінника (С-97, С-99), що призводить до ві-

дповідного зменшення концентрації Са
2+

 в матриксі та помірного пригнічення 

активності mtNOS. Поряд з цим має місце транзієнтна гіперполяризація мітохо-

ндрійної мембрани, яка пов’язана з початковим посиленням окислення NADH 

та, можливо, стимулюванням електрогенного Н
+
-Са

2+
-обмінника, водночас не 

спостерігається посилення генерації АФК за дії досліджуваних сполук. Зареєс-
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троване за цих умов уповільнення інтенсивності функціонування ЕТЛ через 

зменшення концентрації Са
2+

 в матриксі може мати наслідком відновлення рів-

ня поляризації МХ. 

Відсутність впливу всіх досліджуваних калікс[4]аренів на утворення АФК 

в МХ може вказувати на користь того, що процеси, які активують-

ся/гальмуються за їх присутності не призводять до шкідливих для МХ наслідків 

(тобто розвитку мітохондрійної дисфункції). Водночас шляхом посилен-

ня/пригнічення біосинтезу NO вони можуть мати модулюючий вплив на функ-

ціонування ЕТЛ і біоенергетику МХ. Шляхи та механізми впливу ка-

лікс[4]аренів на концентрацію Са
2+ 

в МХ, синтез NO та функціонування ЕТЛ 

викладено в схемі 2. 

Таким чином, вибрані калікс[4]арени є ефективними модуляторами син-

тезу оксиду азоту в МХ та Са
2+

-залежних біоенергетичних процесів і можуть 

бути використані в біохімічних дослідженнях як регулятори скорочен-

ня/розслаблення міометрія.  



 252 

ВИСНОВКИ 

На підставі одержаних даних сформовано уявленння про мітохондрії як 

джерело оксиду азоту в гладеньком’язових клітинах матки та можливого зна-

чення NO у функціонуванні цих субклітинних структур. Встановлено можли-

вість утворення NO та вивчено біохімічні закономірності реакції його синтезу в 

мітохондріях міометрія. Доведено роль оксиду азоту як ендогенного регулятора 

концентрації Са
2+

 в міоцитах, функціонування Са
2+

-транспортувальних систем 

мітохондрій, електрон-транспортувального ланцюга та поляризації їхньої внут-

рішньої мембрани. Продемонстровано, що вибрані представники ка-

лікс[4]аренів можуть виступати модуляторами функціональної активності міто-

хондрій, а саме – впливати на їхню NO-синтазну здатність, біоенергетику та 

Са
2+

-гомеостаз. 

1. Доведена можливість утворення оксиду азоту в мітохондріях клітин 

гладенького м’язу матки. Інгібітори електрон-транспортувального ланцюга мі-

тохондрій пригнічують біосинтез оксиду азоту в пермеабілізованих міоцитах. 

2. Встановлено, що константа активації за Са
2+

 NO-синтазної реакції в 

ізольованих мітохондріях міометрія відповідає діючий концентрації цього каті-

она в зазначених субклітинних структурах, а уявна константа спорідненості за 

L-аргініном – відповідним значенням для мітохондрійних NO-синтаз з інших 

тканин. Доведено, що ефективність синтезу оксиду азоту мітохондріями зале-

жить від ступеня їхньої енергізації та концентрації Са
2+

, причому утворення NO 

пригнічується антагоністами кальмодуліну та інгібіторами конститутивних NO-

синтаз N
G
-нітро-L-аргініном і 2-амінопіридином. 

3. Чутливе до протонофора СССР та рутенієвого червоного енергозалеж-

не накопичення Са
2+

 в мітохондріях стимулюється оксидом азоту. Цей ефект 

зумовлений активацією Са
2+

-уніпортера і не залежить від функціонування цик-

лоспорин-чутливої пори перехідної провідності. 

4. Встановлено, що Н
+
-Са

2+
 обмін (стехіометрія 1:1) здійснюється за учас-

ті протеїна LETM 1, супроводжується зниженням концентрації Са
2+

 в матриксі 

з одночасним закисленням останнього, активується за фізіологічних значень рН, 
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регулюється кальмодуліном і є резистентним до дії оксиду азоту. 

5. Показано, що оксид азоту гальмує зростання концентрації Са
2+

 в міоцитах 

матки, спричинене дією карбахолу та окситоцину. NO викликає збільшення елек-

тричного потенціалу на плазматичній мембрані (її гіперполяризацію) шляхом ак-

тивації Са
2+

-залежних К
+
-каналів та cGMP-залежної стимуляції Na

+
, К

+
-АТРази. Ці 

мембранні та іонні ефекти можуть бути одними з механізмів протидії збільшенню 

концентрації Са
2+

 в міоплазмі під впливом утероконстрикторних агентів з боку 

оксиду азоту. 

6. Виявлена відповідність між змінами флуоресценції NADH та FAD (їх-

нім редокс-станом) і функціонуванням окремих комплексів електрон-

транспортувального ланцюга внутрішньої мембрани мітохондрій. Оксид азоту 

знижує інтенсивність окислення FADН2 у електрон-транспортувальному 

ланцюзі. 

7. Оксид азоту володіє протекторними щодо мітохондрій властивостями: 

викликає помірне зниження електричного потенціалу на їхній внутрішній мем-

брані та протидіє процесам набухання, спричиненого гіперкальцієвим розчином.  

8. Із застосуванням методології функціональних гібридних мереж Петрі 

змодульовані одночасні концентраційно-часові ефекти азиду натрію на флуоре-

сценцію аденінових нуклеотидів, утворення активних форм кисню (за DCF-

флуоресценцією) та гідродинамічний діаметр мітохондрій. 

9. Доведено, що калікс[4]арен С-956 сорбується поверхнею міоцитів та 

проникає до міоплазми, взаємодіючи з мітохондріями. Сполука С-956 ефектив-

но пригнічує Н
+
-Са

2+
-обмінник внутрішньої мітохондрійної мембрани, посилює 

біосинтез NO мітохондріями та гальмує окислення NADH/FADН2 в електрон-

транспортувальному ланцюзі. 

10. Калікс[4]арени С-97, С-99 та С-107 пригнічують енергозалежну аку-

муляцію іонів Са мітохондріями, стимулюють Н
+
-Са

2+
 обмінник (С-97 та С-99), 

знижують концентрацію Са
2+

 в матриксі, пригнічують NO-синтазну активність 

у мітохондріях, посилюють окислення NADH та викликають транзієнтну поля-

ризацію внутрішньої мітохондрійної мембрани.  
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2+
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2+

- АТР-ase та Mg
2+

- АТР-ase activity in myometrium sarcolemma 
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 Parnas Conference Molecular Mechanism of Cellular 
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ДОДАТОК Б 

АПРОБАЦІЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДИСЕРТАЦІЇ 

Основні положення дисертаційної роботи представлені та обговорені на 

міжнародних і вітчизняних конференціях та конгресах різного рівня: 

1. Четвертій міжнародній науковій конференції “Актуальні проблеми сучасної 

біохімії та клітинної біології” (Дніпро, Україна, 5-6 жовтень 2017, форма 

участі – усна доповідь). 

2. Тематичному VII з’їзді Українського біофізичного товариства (Київ, Украї-

на, 29-31 жовтня 2018, форма участі – усна доповідь). 

3. FEBS3+ Meeting – XI
th

 Parnas Conference – Young Scientists Forum “Biochem-

istry and molecular biology for innovation medicine”.. (3-5 September 2018, Ky-

iv, Ukraine, форма участі – постерна доповідь). 

4. V Науковій конференції НАНСИС-2016 (Київ, Україна, 1-2 грудня 2016, 

форма участі – постерна доповідь). 

5. ХI Українському біохімічному конгресі (Київ, Україна, 6-10 жовтня 2014, 

форма участі – постерна доповідь). 

6. VII Parnas Conference on biochemistry and molecular biology (Yalta, Crimea. 3-

7 October 2009, форма участі – постерна доповідь). 

7. VІ Международной научно-технической конференции (Севастополь, Укра-

ина, 26-30 апреля 2010, форма участі – усна доповідь).  

8. Х Українському біохімічному з’їзді (Одеса, Україна, 13-17 вересня 2010, 

форма участі – усна доповідь). 

9. ХІІ Українському біохімічному конгресі (Тернопіль, Україна, 30 вересня-4 

жовтня 2019, форма участі – усна доповідь). 

10.  V Науковій конференції “Нанорозмірні системи: будова, властивості, тех-

нології (Київ, Україна, 1-2 грудня 2016, форма участі – постерна доповідь). 

 

 


