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АНОТАЦІЯ 

 

 
Гурська В.Т. Особливості Са

2+
-залежного синтезу оксиду азоту в мітохондріях 

гладенького м’язу матки. 

Кваліфікаційна робота магістра за спеціальністю хемоінформатика. – 

Київський національний університет імені Тараса Шевченка, Інститут 

високих технологій, кафедра супрамолекулярної хімії. – Київ, 2021. 

Науковий керівник: доктор біологічних наук Данилович Г. В., старший 

науковий     співробітник     відділу     біохімії     м’язів     Інституту     біохімії 

ім. О. В. Палладіна НАН України. 

У роботі досліджено залежність синтезу NO від К
+
-проникності та активності 

систем Сa
2+

-обміну у мітохондріях гладеньком’язових клітин матки щурів. 

Встановлено, що активність mtNOS суттєво залежить від концентрації 

екзогенного К
+
 та пригнічується в присутності інгібіторів К

+
-каналів, а також 

блокаторів Са
2+

-уніпортера та Н
+
-Са

2+
-обмінника. На основі структурних даних 

протеїну LETM1 побудовано модель Н
+
-Са

2+
-обмінника та проведено 

симуляцію молекулярної динаміки білка в мембрані. 

Ключові слова: мітохондрії, оксид азоту, NOS, калієві канали, Н
+
-Са

2+
- 

обмінник, гладенький м’яз. 
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SUMMARY 

 
 

Hurska V.T. Features of Ca
2+

-dependent nitric oxide synthesis in the uterine smooth 

muscle mitochondria. 

Qualifying work of the master on a speciality chemoinformatics. – Taras Shevchenko 

National University of Kyiv, Institute of High Technologies, Department of 

Supramolecular Chemistry. – Kyiv, 2021. 

Research supervisor: Doctor of Biological Sciences H.V. Danylovych, Senior 

Research Scientist of the Department of Muscle Biochemistry at at Palladin Institute 

of Biochemistry of NAS of Ukraine. 

The dependence of NO synthesis on K
+
-permeability and activity of Ca

2+
-exchange 

systems in uterine smooth muscle mitochondria was investigated. It was found that 

the activity of mtNOS significantly depends on the concentration of exogenous 

potassium and is inhibited in the presence of inhibitors of K
+
-channels, as well as 

blockers of Ca
2+

-uniporter and H
+
-Ca

2+
-exchanger. Based on the structural data of the 

LETM1 protein, a model of the H
+
-Ca

2+
-exchanger was constructed and the 

molecular dynamics of the protein in the membrane was simulated. 

Key words: mitochondria, nitric oxide, NOS, potassium channels, Н
+
-Са

2+
- 

exchanger, smooth muscle. 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ 

 
 

ГМК – гладеньком’язові клітини 

ПМ – плазматична мембрана 

МХ – мітохондрії 

ВММ – внутрішня мембрана мітохондрій 

ЗММ – зовнішня мембрана мітохондрій 

ЕТЛ – електронно-транспортний ланцюг 

PKG – cGMP-dependent protein kinase, cGMP-залежна протеїнкіназа 

VDAС – voltage dependent anion channel, потенціал-залежний аніонний канал 

MCU – mitochondrial calcium uniporter, мітохондріальний кальцієвий уніпортер 

mRyR – mitochondrial ryanodine receptor, мітохондріальний ріанодиновий 

рецептор 

mPTP – mitochondrial permeability transition pore, мітохондріальна пора 

перехідної провідності 

KATP – ATP-sensitive potassium channels, АТP-чутливі K
+
-канали 

BKCa – large conductance calcium-activated big potassium channels, Са
2+

- 

активовані К
+
-канали високої провідності 

KV – voltage-gated potassium channel, потенціал залежні K
+
-канали 

2P – two-pore domain, двопородоменні К
+
-канали 

АФК – активні форми кисню 

NO – оксид азоту(ІІ) 

cGMP – cyclic guanosine monophosphate,циклічний 3',5'-гуанозинмонофосфат 

sGC – soluble guanylylcyclase, розчинна гуанілатциклаза 

EGTA – ethylene glycol-bis(beta-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid, 

етиленглікольтетраоцтова кислота 

BH4 – (6R)-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin, (6R)-5,6,7,8-тетрагідробіоптерин 

TEA – tetraethylammonium, тетраетиламоній 

4- AP – 4-aminopyridine, 4-амінопіридин 
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ВСТУП 

 
Наразі доведено регуляторна роль оксиду азоту (NO) в молекулярних, 

біохімічних та фізіологічних процесах мітохондрій (МХ), а саме поглинанні 

кисню, окисного фосфорилювання, катаболізму ліпідів, біосинтезі гему, 

підтримці Са
2+

-гомеостазу, утворенню активних форм кисню, апоптозу тощо. 

Внутрішня мембрана мітохондрій (ВММ) має високий вміст транспортних 

систем, ензимів, що здатні безпосередньо підлягати регуляторному впливу NO 

шляхом S-нітрозилювання або за участі сигнального шляху NO/cGMP/PKG. За 

наномолярних концентрацій NO регулює гомеостаз Ca
2+

 в МХ, контролює pH 

матриксу, обмежує процеси дихання та окисного фосфорилювання. За 

надлишкових його концентрацій генеруються високореактивні радикали 

(активні форми азоту та кисню), які призводять до розвитку мітохондрійної 

дисфункції та запуску апоптозу/некрозу. 

Дедалі більше досліджень підтверджують мітохондріальну локалізацію 

NOS (mtNOS) в різних тканинах, яка постійно експресується в органелах, є 

мембранозв’язаним протеїном, а за структурою та біохімічними властивостями 

являє собою нейрональну ізоформу конститутивних NO-синтаз. 

Іони К
+
 відіграють провідну роль у молекулярній фізіології мітохондрій. 

Зокрема, транспорт К
+
 у ВММ регулює утворення активних форм кисню (АФК) 

та забезпечує осморегуляцію. Активація К
+
-каналів у ВММ спричинює вхід К

+
 

у матрикс за електрохімічним градієнтом, регулюючи мембранний потенціал на 

ВММ та системи обміну Са
2+

. 

Існує кореляція між змінами об’єму органел та такими явищами, як 

генерація АФК, поляризація внутрішньої мембрани, здатність до апоптозу 

тощо. Тому припускається тісний зв’язок між функціонуванням систем обміну 

К
+
, Са

2+
 та інтенсивністю синтезу NO. Таким чином, встановлення 

взаємозв’язку між активністю систем, що забезпечують транспорт К
+
 у ВММ та 

підтримують Са
2+

-гомеостаз у МХ, та біосинтезом оксиду азоту є актуальним 

питанням. В подальшому це дасть можливість впливати на молекулярно- 

фізіологічні механізми захисту від мітохондріальних дисфункцій та 

прогнозувати їх наслідки. 
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Отже, метою роботи було дослідження залежності синтезу NO від К
+
- 

проникності та активності систем Сa
2+

-обміну у мітохондріях 

гладеньком’язових клітин матки щурів. 

Відповідно до мети було поставлено наступні задачі: 

1. Встановити можливість утворення оксиду азоту у мітохондріях 

міоцитів та підібрати оптимальні умови його синтезу в ізольованих 

органелах. 

2. Дослідити залежність ензиматичної активності mtNOS від K
+
- 

проникності в ізольованих мітохондріях. 

3. З’ясувати вплив модуляторів Са
2+

-транспортувальних систем 

мітохондрій на активність mtNOS. 

4. Створити модель структури H
+
-Ca

2+
-обмінника та провести 

молекулярну динаміку. 
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РОЗДІЛ І 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1. Властивості мітохондрій та їх роль у підтримані гомеостазу клітини 

1.1 Функції мітохондрій в клітині 

В клітинах МХ виконують широкий спектр функцій: біоенергетика 

(окисне фосфорилювання, синтез АТР), місце перебігу універсальних 

метаболічних процесів (енергетичний метаболізм, частина реакцій циклу 

сечовини, джерело активних форм кисню, регуляція апоптозу/некрозу, цілий 

ряд спеціалізованих (синтез стероїдних гормонів), підтримання 

внутрішньоклітинного Са
2+

-гомеостазу (є високоємнісним Са
2+

-депо, здатні 

термінувати Са
2+

-сигнал та підтримувати низьку фізіологічно-значущу 

концентрацію цього катіона в цитозолі, захищаючи клітини від Са
2+

- 

перевантаження). Також органели беруть безпосередню участь у регуляції 

диференціації, росту клітин та клітинного циклу. Участь МХ у цих клітинних 

процесах значною мірою залежить від продукції АТР та АФК, що утворюються 

під час окисного фосфорилювання [1]. 

МХ є невід'ємною частиною нормального клітинного функціонування, 

оскільки вони відповідають за продукування енергії в еукаріотів, включаючи 

синтез фосфоліпідів, гему, гомеостаз кальцію, активацію апоптозу та загибель 

клітини [2, 3]. 

МХ зберегли власний геном, що відображає бактеріальне еволюційне 

походження, і в той час як більшість білків МХ кодуються ядерними генами, 

кілька дихальних білків і мітохондріальних тРНК кодуються геномом МХ [4]. 

В наслідок функціонування електронно-транспортного ланцюга (ЕТЛ) на 

ВММ створюється трансмембранний потенціал та протонний градієнт, який 

забезпечує окисне фосфорилювання та синтез АТР, обмін іонів, зокрема Са
2+

, 

транспорт амінокислот тощо [5]. 

Йони Са
2+

 регулюють ензими циклу трикарбонових кислот, активуючи 

піруватдегідрогеназу (перший компонент піруватдегідрогеназного комплексу, 

що утворює ацетил-КоА), ізоцитратдегідрогеназу та α- 



9  

кетоглутаратдегідрогеназу, які каталізують третю та четверту стадії циклу 

відповідно. Активація цих ферментів результує збільшенням утворення 

відновних еквівалентів, що використовуються в ЕТЛ [6]. 

Біоенергетична дисфункція МХ часто фатальна для клітинного 

функціонування, зокрема в м’язових та нервових клітинах. В мозку, серці та 

м’язах тривале нефізіологічне збільшене накопичення Са
2+

, особливо в 

поєднанні з оксидативним стресом, може призвести до патологічних змін – 

відкриття мітохондріальної пори перехідної провідності (mPTP) та індукції 

некрозу. З іншого боку, ключові білки, що вивільняються з матриксу та 

внутрішньої мембрани, ініціюють апоптоз. Отже, МХ є ключовим гравцем у 

забезпеченні життя або загибелі клітини, а порушення їх функціонування все 

частіше асоціюється із захворюваннями [7]. 

 
1.2. Мембранний потенціал та структури, що підтримують йонний 

гомеостаз 

МХ, ключові біоенергетичні органели, складаються із зовнішньої 

мітохондрійної мембрани (ЗММ), ВММ, міжмембранного простору, матриксу. 

Білкові комплекси, що здійснюють окисне фосфорилювання, знаходяться на 

ВMM, тоді як в матриксі відбуваються метаболічні процеси: цикл лимонної 

кислоти та бета-окислення жирних кислот. Пасивний рух іонів через мембрани 

зумовлюється електрохімічним градієнтом (Δµ), який складається з двох 

складових: 1) електричної, тобто різниці напруг між двома сторонами 

мембрани (ΔΨ); та 2) хімічної, тобто різниці між концентраціями іонів 

(протонів) з двох сторін (ΔpH) [8, 9]. Разом з протонним градієнтом (ΔpH) ΔΨ 

формує трансмембранний потенціал іонів водню, який використовується для 

синтезу АТР. В енергізованих МХ мембранна різниця потенціалів (ΔΨ), що 

утворюється внаслідок дихання (потоку протонів з матриксу) є основною 

складовою Δµ через ВMM для будь-якого іона. В нормальних умовах 

вважається, що значення Δµ знаходиться в діапазоні 160–200 мВ (від'ємне з 

боку матриксу) [10]. 
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1.2.1. Потенціал-залежний аніонний канал (VDAС) 

Потенціал-залежні аніонні канали, або мітохондріальні порини, є класом 

поринових іонних каналів, розташованих на ЗММ [11,12]. VDAC може 

утворювати олігомери [13]. 

Цей основний білок ЗММ еукаріотів, VDAC, утворює канал для дифузії 

малих гідрофільних молекул: АТР, АDP, Рі, Са
2+

, К
+
, Na

+
. Канал має провідність 

близько 4 nS за відкритого стану (аніон-селективний), а при мембранному 

потенціалі вище +30 мВ або нижче -30 мВ приймає напівзакриту конформацію 

з провідністю 2 nS (катіон-селективний) [14]. 

VDAC відіграє ключову роль у регуляції метаболічного та енергетичного 

потоку через ЗММ. Він бере участь у транспорті ATP, ADP, пірувату, малату та 

інших метаболітів і, таким чином, широко взаємодіє з ферментами 

метаболічних шляхів [12]. Встановлено, що ATP-залежні цитозольні ферменти 

гексокіназа, глюкокіназа та гліцеринкіназа, а також мітохондріальна 

креатинкіназа зв'язуються з VDAC. Це передбачає їх взаємодію з ATP, що 

виділяється з МХ. Зокрема, передбачається, що зв'язування гексокінази відіграє 

ключову роль у зв'язуванні гліколізу з окисним фосфорилюванням [15]. Крім 

того, VDAC є важливим регулятором транспорту Са
2+

 до МХ та з них. Оскільки 

Ca
2+

 є кофактором для метаболічних ферментів, таких як піруватдегідрогеназа 

та ізоцитратдегідрогеназа, то проникність каналу VDAC до Ca
2+

 впливає на 

енергетичну продукцію та гомеостаз [16]. Різні внутрішньо- та 

зовнішньоклітинні фактори можуть регулювати VDAС. Фосфорилювання 

VDAС (наприклад, JNK3, протеїнкіназою А, Ser-Thr кіназами GSK3β) викликає 

закриття каналу та подальшу загибель клітини [17]. Молекулярні шляхи 

апоптозу через вивільнення Cyt C з МХ будуть описані нижче. 

1.2.2. Мітохондріальний кальцієвий уніпортер (MCU) 

MCU - це трансмембранний протеїн, який дозволяє надходити іонам Са з 

цитозолю клітини в МХ. MCU має дуже низьку спорідненість до Са
2+

, тому 

концентрація цитозольного Са
2+

 повинна бути приблизно 5-10 мкМ для його 

активації. МХ тісно пов'язані з ендоплазматичним ретикулумом (ЕПР), який 

також є депо Ca
2+

. Наприклад інозитол-1,4,5-трифосфат (IP3) активує IP3- 
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рецептори, що спричинює вивільнення Ca
2+

 з ЕПР та створює локальну високу 

концентрацію Ca
2+

 між EПР та МХ, створюючи умови для захоплення кальцію 

уніпортером. [18]. Активатором MCU є кемпферол [19], а інгібіторами – 

сполуки на основі рутенію [20]. 

Його активність регулюється протеїнами MICU1 та MICU2, які разом з 

MCU, було доведено, складають комплекс мітохондріального кальцієвого 

уніпортеру [21]. Показано, що при вилученні як MICU1, так і MICU2 

відбувається зниження концентрації Са
2+

 (адже уніпортер функціонує); однак, 

якщо вилучити тільки MICU1, то MICU2 всеодно проявляє свою активність, 

регулюючи активність MCU [18]. 

Система швидкого захоплення Са
2+

 (RaM) функціонує для створення 

короткої, високої концентрації вільного Са
2+

 всередині МХ, яка може 

активувати внутрішньомітохондріальні метаболічні реакції при відносно 

невеликій кількості поглинання Са
2+

 [22]. Надходження іонів Са
2+

 за 

механізмом RaM відбувається щонайменше у 300 разів швидше, ніж крізь 

уніпортер [23, 24]. Інактивується ця система за рахунок зв’язування Са
2+

 із 

зовнішніми сайтами зв’язування. RaM блокується роз’єднувачами окисного 

фосфорилювання, RuR і активується фізіологічними концентраціями сперміну 

та АТР у мілімолярних концентраціях [24]. 

1.2.3. Мітохондріальний ріанодиновий рецептор (mRyR) 

mRyR – канал, який здійснює швидке захоплення Са
2+

 з високою 

провідністю та відносно низькою селективністю. Максимальний вхід Са
2+

 

відбувається при його концентрацій 10-40 мкмоль/л, але при концентрації 

катіона 50 мкмоль/л канал пригнічується, що може захищати МХ від Са
2+

- 

перевантаження та відкривання mPTP. У серцевому м’язі активація mRyR може 

бути основою Са
2+

-індукованої генерації ATP, яка потрібна для скорочення [25, 

26]. 

За реверсії електрохімічного градієнта або кальцієвому перевантаженні 

активація цих структур може призводити до вивільнення Са
2+

 із МХ, у такому 

разі опосередковане ними звільнення катіона також може відігравати 

протекторну щодо МХ роль [27-29]. Мітохондріальний RyR був 
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ідентифікований як скелетно-м’язова ізоформа ріанодинового рецептора. Він 

відрізняється від ріанодинового рецептора ЕПР чутливістю до кофеїну, Mg
2+

 та 

рутенієвого червоного (RuR). mRyR інгібуються ріанодином, Mg
2+

 та RuR, 

активуються імператоксином з отрути скорпіона [26]. 

1.2.4. Мітохондріальна пора перехідної провідності (mPTP) 

mPTP - це трансмембранний білок, що розташовується на ВММ. Зазвичай 

закрита, ця велика білкова пора відкривається при дії певних стимулів: 

накопичення у мітохондріальному матриксі Са
2+

, зменшення аденінових 

нуклеотидів, підвищена концентрація фосфатів або окисним стресом. Відкриття 

пори пов'язується з апоптозом [30]. 

Індукція mPTP, яка збільшує проникність мітохондріальної мембрани, 

призводить до подальшої її деполяризації, тобто зниження Δψ. Коли Δψ 

зменшується, протони та інші молекули можуть вільно перетікати через ЗММ 

[31, 32]. Втрата Δψ перешкоджає синтезу ATP, оскільки МХ повинні мати 

електрохімічний градієнт, щоб забезпечити рушійну силу для його генерації. 

При пошкодженні клітин внаслідок патологічних станів, наприклад 

нейродегенеративні захворювання, відкриття mPTP може значно зменшити 

вироблення ATP і може призвести до того, що ATP-синтаза починає 

гідролізувати, а не генерувати ATP [33]. Це викликає дефіцит енергії в клітині, 

саме тоді, коли їй найбільше потрібен ATP для нормального функціонування 

іонних насосів та обмінників. 

Відкриття mPTР супроводжується виходом Ca
2+

 з МХ, що спричинює 

стрес, активуючи Ca
2+

-залежні протеази, такі як кальпаїн [34]. 

Відкритий стан mPTР дозволяє молекулам антиоксидантів, таким як 

глутатіон, виходити з МХ, зменшуючи здатність органел нейтралізувати АФК, 

в результаті чого концентрація останніх зростає. До того ж, втрата компонентів 

ETЛ, як Cyt C, що також дифундують крізь відкриту mPTP, може призвести до 

виходу електронів з ланцюга [35]. 

mPTР призводить до того, що МХ стають проникними для молекул, 

менших за 1,5 кДа, які, потрапляючи всередину, набирають з собою воду (ефект 

сольватації), збільшуючи осмолярне навантаження для органели. Така ситуація 
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може призвести до набухання МХ і до розриву зовнішньої мембрани з 

вивільненням Cyt C [36, 37]. 

Відомим блокатором mPTР є імунодепресант циклоспорин A (CsA) [38]. 
 

Рис. 1.2. Схематичне зображення структур, що беруть участь в кальцієвому, іонному 

гомеостазі МХ а також їх взаємозв’язок з біоенергетичним функціонуванням МХ. 

NCX – Na
+
/Са

2+
-обмінник, HCX - H

+
/Са

2+
-обмінник,ETC – ЕТЛ, ROS – АФК, ТСА – цикл 

трикарбонових кислот. Адаптовано з [39]. 

 

1.3. Активні форми кисню та апоптоз 

Низький рівень продукування АФК необхідний для підтримки наступних 

фізіологічних функцій: проліферація, клітинний захист, передача сигналу та 

експресія генів [40]. Якщо за нормальних фізіологічних умов концентрація 

АФК підтримується на низькому рівні, то у ракових клітинах здатність 

елімінувати АФК є пониженою, оскільки АФК беруть участь в індукції 

проліферації раку, міграції та метастазуванні [41]. 

Окислюючи залишки цистеїну, АФК стимулюють активацію mPTP, що 

спричинює зменшення мембранного потенціалу МХ та вивільнення Cyt C через 

mPTP та VDAC, остаточно індукуючи активацію власного апоптотичного 

каскаду [40-44]. 

При запуску апоптозу в першу чергу з МХ вивільняється Cyt C, 

Smac/DIABLO, Apoptosis Inducing Factor (AIF) та сери нова протеаза HtrA2/Omi 

[45, 46]. Ці протеїни активують каспаз-залежний апоптотичний шлях: Cyt C 

зв’язується і активує Apaf-1 та procaspase-9, утворюючи «апоптосому» [47]. 
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Вивільнення мітохондрійного Cyt C до цитозолю є одним із ключових 

елементів у процесі апоптозу.Cyt C входить до складу дихального ланцюга, що 

пояснює зв'язок біоенергетичного обміну та апоптозу. Встановлено, що 

вивільнення мітохондріального Cyt C може індукуватися відкриттям VDAC. 

Контроль та регуляція мітохондрійного шляху апоптозу відбувається за 

участю протеїнів родини Bcl-2 [46, 48]. Протеїни родини Bcl-2 локалізуються 

на ЗММ, де вони структурно зв’язані з проапоптичними білками Bax та Bad. 

Частина з них транслокується до МХ за дії апоптогенних чинників. Надмірна 

експресія Bcl-2 або Bcl-xL блокує виділення Cyt C та зупиняє процес апоптозу 

[49]. У той самий час надмірна експресія Вах, проапоптотичного білка, сприяє 

вивільненню Cyt C [50]. 

На пізніших стадіях апоптозу, коли клітина «приймає рішення» 

помирати, з МХ вивільнюються проапоптотичні білки, ендонуклеаза G та 

каспаз-залежна дезоксирибонуклеаза. Ці білки транспортуються до ядра та 

викликають фрагментацію ДНК та конденсацію перифійного ядерного 

хроматину [51]. 

Відомо, що NO активно бере участь у модуляції метаболічних процесів та 

функціонування МХ, здатний інгібувати ЕТЛ, рівень генерації АТР, бере участь 

в редокс-сигналінгу, здатний продукувати високоактивні радикали, 

спричиняючи нітрозативний стрес. Зважаючи на це, надалі детальніше 

розглядатиметься вплив NO на мітохондріальні процеси та особливості 

продукування цієї сигнальної молекули [52]. 

 
2. Функціонування NO у процесі клітинного сигналінгу. NO-синтаза та її 

ізоформи 

 
2.1. Функції NO в клітині 

NO – газоподібна незаряджена молекула, що здатна легко дифундувати та 

є високоліпофільною. За допомогою цих властивостей NO може досягти 

мішеней на достатніх відстанях від місця, де він синтезується [53, 54]. NO є 

майже універсальним вторинним месенджером та регулятором численних 
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клітинних процесів. Його синтез може регулюватися змінами у функціонуванні 

NO-синтаз (NOS) на рівні транскрипції, трансляції, посттрансляційних 

ковалентних модифікацій, білок-білкових та білок-ліпідних взаємодій, а також 

шляхом зміни доступності кофакторів та субстрату [55]. 

Сигналізація NO здійснюється за трьома основними механізмами: 

1) активація розчинної гуанілатциклази (sGC) здійснюється через 

зв’язування з її гемовою групою, що призводить до утворення cGMP, який, у 

свою чергу, стимулює протеїнкіназу G (PKG) (необхідна концентрація NO для 

активації sGC, варіює в межах 80-250 нМ) [56-58]; 

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

-
, N2O3, NO2 

оборотно нітрозилюють тіолові групи залишків цистеїну таргетних протеїнів- 

мішеней [56-60]; 

3) утворення пероксинітриту (ОNОО
-
), головним чином за рахунок 

реакції між NO та супероксидним аніоном (•O
2-

) з подальшим нітруванням 

залишків тирозину та триптофану в білках, що призводить до взаємодії мітоген- 

активованих протеїнкіназ, ізоформ PKС, фактору транскрипції NF-κB та ін., в 

процесі сигналінгу [56, 57, 60, 61]. 

NO продукується ендогенно ферментом NOS, який каталізує 

перетворення L-аргініну в L-цитрулін [52]. Існує три ізоформи NOS: нейронна 

NOS (nNOS), ендотеліальна NOS (eNOS) та індуцибельна NOS (iNOS) [57]. 

nNOS та eNOS є конститутивними та активуються Cа
2+

, тоді як iNOS 

активується лише після індукції прозапальними цитокінами, бактеріальними 

ліпополісахаридами, γ-опроміненням, а її активність не залежить від 

внутрішньоклітинного Са
2+

. Конститутивні ізоформи генерують низькі 

концентрації NO з короткою тривалістю, тоді як iNOS синтезує більшу 

кількість NO протягом триваліших періодів. Ці відмінності визначають тип 

ефекту, який буде в подальшому викликаний NO [57]. 

Оксид азоту впливає на перебіг численних клітинних процесів. Залежно 

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

зміни активності факторів транскрипції), зумовлює та модулює 

посттрансляційні модифікації білків (такі як нітрозилювання, ADP- 
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рибозилювання), має цитостатичні та цитотоксичні властивості [62]. В ряді 

тканин, зокрема в гладеньких м'язах внутрішніх органів та судин, інгібування 

потенціал-залежних Ca
2+

-каналів (VDCC), активація Ca
2+

-залежних калієвих 

каналів ПМ, а також стимуляція Ca
2+

, Mg
2+

-ATPaз ПМ та ЕПР здійснюється 

шляхом S-нітрозилювання функціональних залишків цистеїну цих 

транспортних білків. В результаті забезпечується зниження концентрації Са
2+

 у 

цитоплазмі [57, 60, 62, 63]. 

 
2.2. Функції NO в мітохондріях 

Наразі остаточно доведена локалізація NOS у МХ. Наявність Ca
2+

- 

залежної ізоформи NO-синтази в МХ (mtNOS) була доведена 

імуногістохімічними методами для окремих тканин [56, 64, 65]. 

Встановлено, що mtNOS є сплайс-варіантом нейрональної nNOS з 

молекулярною масою 144 кДа та має PDZ-домен на N-кінці (послідовність з 220 

а.к.). PDZ-домен забезпечує взаємодію цього ензиму з І та ІV комплексами 

дихального ланцюга. Активність mtNOS регулюється шляхом фосфорилювання 

Ser на С-кінці [66]. Вважають, що mtNOS розташовується у ВММ [67, 68]. 

Ендогенне утворення NO МХ залежить від їх метаболічного стану, 

електричного потенціалу на ВММ та є Са
2+

-залежним процесом. 

В МХ NO може виконувати кілька ключових функцій: інгібування або 

індукування біогенезу, контроль дихання та окисного фосфорилювання; NO 

впливає на Δψ ВММ та регулює активність транспортних систем Са
2+

, 

функціонування mPTP тощо [69-72]. Крім того, NO контролює експресію 

кількох ферментів циклу трикарбонових кислот [73]. Ключовою роллю mtNOS 

може бути регуляція процесів синтезу ATP. Мітохондріальний NO бере участь 

у механізмах, які лежать в основі визначення стратегії виживання або смерті 

клітини [74, 75]. 

На сьогодні встановлено, що NO модулює енергетичні, метаболічні та 

транспортні процеси в МХ. ВММ є ефективною мішенню нітросполук, 

оскільки локалізовані в них ферменти містять високий вміст тіолових залишків, 

залізо-сірчаних центрів, гемових груп, а сама мембрана є місцем утворення 
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супероксид-аніона [70, 76, 77]. Оксид азоту здатний регулювати активність ЕТЛ 

МХ, оборотно пригнічуючи Cyt C-оксидазу, та регулює значення рН матриксу 

МХ [70, 72, 76]. За низьких (наномолярних) концентрацій NO обмежує 

інтенсивність дихання та окисного фосфорилювання [56, 67, 78]. NO регулює 

кальцієвий гомеостаз в МХ і, відповідно, Ca
2+

-залежні процеси, в першу чергу 

активність низки дегідрогеназ [6]. Система NO/cGMP регулює синтез ATP МХ 

[56, 64]. 

Підвищений синтез NO на фоні посилення утворення супероксид-аніонів 

у МХ супроводжується утворенням значних кількостей пероксинітриту, 

пошкодженням компонентів ЕТЛ, незворотною деполяризацією органел та 

розвитком дисфункції МХ, що можуть бути причиною апоптозу [56, 61, 79]. 

Реакція між NO та •О2 знижує біодоступноість та фізіологічну активність 

оксиду азоту в МХ. Пероксинітрит спричиняє окислювальні пошкодження, 

нітрування та S-нітрозилювання біомолекул - білків [6, 61], ліпідів, ДНК [79, 

80], незворотної інактивації Mn
2+

-вмісної супероксиддисмутази [81], матричної 

аконітази [82] та зменшує вміст відновленого глутатіону [60]. Нітрозативний 

стрес, індукований ONOO
-
, призводить до незворотніх пошкоджень ДНК з 

подальшою активацією фактора транскрипції p53 та полі-ADP- 

рибозополімерази [80, 83]. Наведені приклади показують, що як нормальне 

функціонування, так і загибель клітин значною мірою залежать від рівня 

вироблення NO та інтенсивності генерації АФК саме в МХ [56, 67, 72, 84]. 

Зважаючи на взаємозв’язок оксиду азоту з К
+
-каналами, що описується 

нижче, подальше буде доцільним детально розглянути будову, властивості та 

особливості функціонування К
+
-каналів у клітинах та субклітинних структурах. 

 
3. Будова К

+
-каналів та їх роль у збудливості гладеньком’язових клітин 

K
+
-канали - це мембранні протеїни, які забезпечують швидкий та 

селективний потік іонів K
+
 через клітинну мембрану з цитозолю в 

позаклітинний простір чи клітинні компартменти, наприклад МХ, і таким 

чином забезпечують електричні сигнали в клітинах. Сукупність К
+
-каналів у 

відкритому стані дозволяє К
+
 витікати з клітини за електрохімічним градієнтом, 
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тим самим зменшуючи мембранний потенціал, повертаючи його до стану 

спокою [85]. 

Структурним елементом, що відповідає за високу селективність каналу, є 

послідовність із п’яти амінокислот. Ця висококонсервативна ділянка, TVGYG, 

утворює найвужчу частину каналу, також відому як селективний фільтр. 

Карбонільні та гідроксильні групи обернені в середину заповненої водою 

порожнини, забезпечують чотири сайти зв'язування для іонів K
+
 [85, 86]. 

Умови активації К
+
-каналів визначають їх особливості функціонування, 

проте спільним результатом всіх типів є реполяризація мембрани та одночасне 

зменшення потенціал-залежного входу Са
2+

, що в сукупності спричинює 

розслаблення м'язової тканини [87]. Блокування цих каналів спричинює 

уповільнення, затримку реполяризації, що призводить до збільшення тривалості 

потенціалу дії та періоду рефрактерності [88]. 

Методом SAR (structure-activity relationship) було встановлено сім груп 

синтетичних агентів, що відрізнялися комбінаціями хімічних та 

фармакологічних характеристик і проявляли активність, відкриваючи K
+
- 

канали плазмалеми, перш за все у гладеньких м’язах  [89]. 

3.1. Типи К-каналів 

Kалієві канали мають трансмембранні спіралі, що пронизують ліпідний 

бішар. Надалі розглядатимуться типи каналів, що підпадають під класифікацію 

на основі трьох класів: потенціалзалежні (Kv), вхідного випрямлення (Kir) і 

двопородоменні (2P) канали [85]. 

3.1.1. Потенціалзалежні K
+
-канали (Kv) 

Потенціалзалежні K
+
-канали відіграють вирішальну роль у поверненні 

деполяризованої клітини в стан спокою у відповідь на потенціал дії. Kv-канали 

є тетрамерами, кожен мономер якого складається з двох структурно- та 

функціонально- незалежних доменів: йонформуючого та так званого 

сенсорного доменів. Пора йонної провідності складається з чотирьох 

субодиниць, розташованих симетрично навколо каналу. Домени сенсора 

напруги розташовані по периферії каналу і кожен складається з чотирьох 

трансмембранних сегментів (S1-S4). Активація каналу відбувається наступним 
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чином: у відповідь на деполяризацію сенсор потенціалу – трансмембранний 

домен, багатий залишками аргініну та лізину – зазнає конформаційних змін, які 

призводять до відкриття каналу [90], внаслідок цього мембрана 

реполяризується. Kv зменшують збудливість клітин, що було зокрема показано 

на кардіоміоцитах і ГМК [91, 92]. 

α-Субодиниці протеїну утворюють власне пору провідності. На основі 

гомологічної послідовності гідрофобних трансмембранних доменів, альфа- 

субодиниці Kv групуються в 12 класів. Вони позначаються як Kvα1-12 [93]. 

Зокрема тип Kv1.3, що кодується геном KCNA3, належить до підродини shaker- 

споріднених каналів. 

Kv1.3, як і інші Kv-канали, характеризується різноманітною 

субклітинною локалізацією – у ПМ, ВMM (mitoKv1.3) [94, 95], в ядерній 

мембрані [96] та в апараті Гольджі [97] - що визначає особливості її 

функціонування. 

MitoKv1.3 кодується тим самим геном, що і ПM Kv1.3, тому зі 

структурної точки зору ніяких відмінностей щодо ПМ не виявлено, однак з 

функціонально різняться: мітоKv1.3 активний при надзвичайно негативному 

мітохондріальному мембранному потенціалі спокою (-180, -200 мВ) [94] і 

дозволяє надходженню K
+
 через ВMM у матрикс, на відміну від ПМ Kv1.3, 

який відкривається у відповідь на деполяризацію ПМ та опосередковує витік 

іонів K
+
 з цитоплазми у позаклітинний простір. 

Недавні експериментальні дані встановили, що інгібування каналів 

mitoKv1.3 викликає транзієнтну гіперполяризацію ВММ, яка впливає на 

окисно-відновний стан I та III комплексів дихального ланцюга, що 

супроводжуються посиленою генерацією супероксид-аніону [1]. 

Біофізичні властивості mitoKv1.3 досліджуються в основному за 

фармакологічною відповіддю каналів Kv1.3 на дію відомих інгібіторів. 

Блокатори Kv1.3 можна розділити на дві категорії: I) ПМ непроникні, такі як 

тетраетиламоній (TEA), 4-амінопіридин (4-AP), бензамід, маргатоксин (MgTx), 

харібдотоксин (ChTx) та стиходактила токсин (ShK); II) ПМ-проникний, як 
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псоралени та їх похідні (Psora-4, PAP-1) [98, 99]. Тільки другий клас здатний 

перетинати ПМ і блокувати mitoKv1.3. 

MitoKv1.3 сприяє регулюванню об’єму матриксу МХ, інтенсивності 

дихального ланцюга, мембранного потенціалу МХ (ΔΨ), синтезу АФК та 

редокс-сигналінгу. Іншими словами, цей тип каналів підтримує функціональну 

активність МХ та енергетичний гомеостаз [1]. 

3.1.2. АТP-залежні K
+
-канали (KATP) 

KATP належать до К
+
-каналів вхідного випрямлення. Вони спряжують 

мембранний потенціал з енергетичним станом клітини. 

У нормальних умовах метаболізму клітини, коли рівень АТР високий, 

КATP перебувають у закритому стані, а активуються при критичному зниженні 

рівня АТР (наприклад, за умови зниженого рівня кисню) [100]. 

В той час, коли інші калієві канали (Са
2+

-залежні, двопородоменні та 

потенціалзалежні) за умов ішемії та метаболічного інгібування блокуються 

[101-103], КATP за таких умов здатні забезпечувати гіперполяризацію мембрани, 

скорочення тривалості потенціалу дії, зменшення кальцієвого перевантаження в 

цитозолі, розслаблення м'яза та збереження енергетичних запасів клітини, що 

запобігає неминучій загибелі клітини [104]. 

КATP є гетерооктамером, що утворюється каналоутворюючою (Kir6.x.) та 

регуляторною (SUR, sulfonyl urea receptor) субодиницями, які об'єднується в 

комплекс зі стехіометрією 4:4 [100, 104, 105]. Регуляторні SUR-субодиниці 

містять сайти зв’язування активаторів та блокаторів КATP. 

КATP притаманне оборотне блокування за присутності АТР у 

мілімолярних концентраціях [105]. Усі відомі блокатори KATP-каналів є 

похідними сульфонілсечовини [100]. Їх дія, як і дія активаторів, 

опосередковується взаємодією із регуляторною SUR-субодиницею [106, 107], 

сплайс-варіанти якої проявляють різну чутливість до нуклеотидів, 

фармакологічних блокаторів та активаторів, зумовлену амінокислотною 

послідовністю С-кінцевої ділянки [108]. 

Ряд чинників та їх комбінацій здатні модулювати активність КATP, 

наприклад: цитозольні ферменти креатинкіназа, лактатдегідрогеназа, 
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аденілаткіназа [109-111], фосфорилювання протеїнкіназами (РК) (зокрема у 

ГМК) [112], мембранні фосфоліпіди (особливо фосфатидилінозитол-4,5- 

бісфосфатом, РІР2), що потужно стимулює активність каналу [113] та зменшує 

чутливість до інгібіторів [114]. 

Мітохондріальний КATP (mitoКATP). Оскільки будова mitoКATP остаточно не 

встановлена і активно ведуться дискусії, то для точного встановлення наявності 

цього каналу мають свідчити наступні виявлені фармакологічні властивості: 

(1) Канал має блокуватися Mg
2+

-ATP [115-117], 5-гідроксидекановою 

кислотою (5-HD) - відомим блокатором мітохондріальних каналів [116-118], 

глібенкамідом (похідним сульфонілсечовини – відомим блокатором SUR- 

субодиниці) [115, 117, 119]; 

(2) Інгібований Mg
2+

-ATP канал має активуватися діазоксидом 

("відкривачем" калієвих каналів) [117, 120]; 

(3) Блокатор плазмалемальних KATP серця - HMR1098 не повинен 

впливати на активність каналу [116, 121]. 

Деякі речовини, що діють на mitoКАТP, проявляють додатковий ефект на 

ізольованих МХ. Наприклад діазоксид інгібує мітохондріальну 

сукцинатдегідрогеназу [122], впливає на мембранний потенціал ВММ [123], 

утворення АФК [124] та mPTP [125], індукує роз’єднання окисного 

фосфорилювання [126, 127]. Деякі подібні ефекти спостерігалися і при дії 

пінацидилу, що активує К
+
-канали [126]. Глібенкламід також здатний до 

роз’єднання окисного фосфорилювання МХ за високих концентрацій [128], а 

також стимулює відкриття mPTP [129]. 

Активність mitoКATP регулює утворення АФК: за гіпоксії (оксидативному 

стресі) зменшується їх значна генерація, а за нормоксії - рівень АФК помірно 

збільшується [130]. 

MitoKATP беруть участь в регуляції об’єму МХ [130, 131]. Вхід іонів K
+
 

через mitoKATP та спряжене з ним накопичення Рі, призводять до осмотичного 

входу води в матрикс МХ. Внаслідок збільшення об’єму матриксу активується 

Н
+
-K

+
-антипортер [132], який викидає надлишок K

+
 в цитозоль, встановлює 

новий рівноважний об’єм матриксу та запобігає пошкодженню ЗММ через 
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надмірне розтягнення. Помірне набухання МХ у разі активації mitoKATP 

призводить до відновлення роботи ЕТЛ та, як наслідок, продукування АТР 

[133]. 

3.1.3. Са
2+

-активовані К
+
-канали високої провідності (BKCa) 

У людини Са
2+

-активовані К
+
-канали поділяються на три підтипи: високої 

BK (100-300 pS), середньої IK (25-100 pS), і малої SK (2-25 pS) провідності 

[134]. 

Са
2+

-активовані К
+
-канали високої провідності (BKCa) - це потенціал- 

залежні канали, що активуються як Ca
2+

, так і у разі деполяризації мембрани 

[135, 136]. Вони мають тетрамерну структуру, яка складається з 

трансмембранного домену, потенціал-чутливого домену, пороутворюючого 

домену та цитоплазматичного С-кінцевого домену. Їх функція полягає у 

реполяризації мембрани, дозволяючи К
+
 виходити з цитоплазми у відповідь на 

деполяризацію або збільшення рівня Са
2+

. 

Структурно BKCa-канали є гомологічними до потенціалзалежних та 

ліганд-керованих каналів – тож мають сенсор напруги, пору, утворену 

трансмембранним доменом, та цитозольний домен, що зв'язує 

внутрішньоклітинний Са
2+

 та Mg
2+

 [137]. Кожний мономер пороутворюючої α- 

субодиниці є продуктом гену KCNMA1 (відомого як Slo1). Субодиниця Slo1 

має три основні структурні домени, кожен з чітко вираженою функцією: 

потенціал-чутливий домен (VSD) (містить залишок аргініну Arg213), 

цитозольний домен (реагує на зміни концентрації Ca
2+

) і пороутворюючий 

домен (PGD) (відкривається і закривається для регулювання проникнення К
+
). 

β-Субодиниці є регуляторними. Зокрема одна з чотирьох (β1) експресується у 

гладеньких м’язах [137]. Цитозольні домени містять два високоафінні сайти 

зв'язування Ca
2+

: один у RCK1 домені, а інший в RCK1 домені, що містить ряд 

залишків аспарагінової кислоти (Asp) [137]. Фосфорилювання PKC зменшує 

ймовірність відкритого стану каналу [138]. 

BKCa-канали у судинній системі модулюються за допомогою природних 

сполук, таких як ангіотензин II, високий рівень глюкози або арахідоновою 
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кислотою та її метаболітами [139], збільшенням внутрішньоклітинного cGMP, 

вінпоцетином [140]. 

Мітоходріальний BKCa (mitoBKCa). Було показано, що субстрати ETЛ 

(NADH, сукцинат та малат/глутамат) та донори електронів (аскорбат) інгібують 

mitoBKCa [141]. Цей ефект був заблокований специфічними інгібіторами 

комплексів ETЛ - ротеноном, антиміцином А та KCN. Продемонстровано 

взаємодію Cyt C оксидази (IV комплекс ЕТЛ) з β1-субодиницею mitoBKCa, що 

вказує на структурну та функціональну взаємодію каналу з дихальним 

ланцюгом МХ [141]. Також спостерігалася редокс-регуляція каналу mitoKATP в 

кардіоміоцитах [142]. Проведене дослідження в умовах гіпоксії припускає 

функціональний зв'язок між mitoBKCa та mPTP: активний стан mitoBKCa 

спричиняє закриту конформацію mPTP [143]. Активація калієвих каналів може 

призвести до зниження транспорту Ca
2+

 через MCU [144]. Отже, зменшення 

активності каналу мітохондрійними субстратами може підтримувати активацію 

mPTP, що призведе до загибелі клітин. 

Нещодавня ідентифікація генів, що кодують mitoKATP [145] та mitoBKCa 

[146, 147], дає можливість охарактеризувати їх роль у редокс-сигналінгу МХ. 

 

Рис. 3.1.3. Схематичне зображення регулювання мітохондріального Са
2+

-залежного 

калієвого каналу (mitoBKCa) електронно-транспортним ланцюгом. Cубстрат-індукована 

активність дихального ланцюга призводить до зниження ймовірності відкритого стану 

mitoBKCa [148]. 

 
Було встановлено, що в енергізованих сукцинатом МХ, де спостерігалось 

підвищене утворення АФК у І комплексі ЕТЛ, стимуляція mitoBKCa 30 мкМ 

речовиною NS1619 призводить до інтенсивного зниження швидкості утворення 

H2O2 [149]. 
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3.1.4. Двопородоменні калієві канали (2Р) 

2Р є найбільш широко представленим типом, який відрізняється тим, що 

кожна каналоутворююча субодиниця у своїй структурі містить два 

трансмембранних сегменти, які формують селективний фільтр каналу [90, 150]. 

Представники цього типу є нечутливими до таких відомих блокаторів, як 4-AP, 

TEA, Cs
+
, Ba

2+
, але виявляють диференційну чутливість до різних факторів, 

таких як рН, жирних кислот та анестетиків, гіпоксії та розтягнення [91]. 

Результатом їхньої активності є гіперполяризація ПМ та підтримання 

потенціалу спокою клітини [150]. До 2Р належать шість родин К
+
-каналів: 

TWIK, TREK, TASK, THIK, TALK та TRESK [151]. 

TASK-3 (TWIK-related Acid-Sensitive K
+
-channel-3; ген KCNK9) ПМ 

характеризується малою провідністю 18 pS [152]. Було досліджено, що у 

присутності 2 мМ Mg
2+

 в позаклітинному просторі, одноканальна унітарна 

провідність становила 27 та 17 pS при -60 та +60 мВ відповідно [153]. Канал є 

максимально активним при рН 7,4 і інгібується при значенні рН 6,7 [151]. Цинк 

у концентрації 100 мкМ вибірково блокує TASK-3 попри TASK-1 у 

фізіологічних умовах, але менш ефективний при кислому рН та високій 

позаклітинній концентрації К
+
 [154]. Крім того, TASK-3 чутливий до інших 

двовалентних катіонів [155] і до RuR (IC50 0,7 мкМ) [156]. ТАSК-3, що 

знаходиться в ПМ, відіграє важливу роль у регуляції апоптозу та в пухлинному 

генезі [157,158]. 

Методами імунохімічної та молекулярної біології TASK-3 був 

іднтифікаваний зокрема в МХ клітин меланоми та кератиноцитів [159]. 

Нокдаун TASK-3 клітинної лінії меланоми відображав змінений розмір, вміст 

ДНК та морфологію. Крім того, знижена експресія TASK-3 призвела до 

порушення мітохондріальної функції [160]. 

Локалізація у МХ функціонально-активного TASK-3 нещодавно була 

підтверджена з використанням імунофлуоресценції та patch-clamp на 

мітопластах, отриманих із клітинної лінії HaCaT людини [161]. Провідність 

каналу становила 83 pS при позитивних напругах і 12 pS при негативних 
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напругах в 150 мМ KCl, а активність була потенціал-залежною з збільшенням 

ймовірності відкритого каналу (Po) при позитивних потенціалах. Лідокаїн (1 

мМ) і кисле рН (6,2), які, як відомо, модулюють TASK-3 ПМ, повністю 

блокують активність каналу TASK-3 МХ. 

 

Рис. 3.1. Мітохондріальні калієві канали та деякі модулятори. Зліва: 

АТР-залежний К
+
-канал, Са

2+
-активований К

+
-канал високої провідності, 

потенціалзалежний К
+
-канал, Са

2+
-активований К

+
-канал середньої 

провідності, двопородоменний К
+
-канал TASK-3, високопровідний Na

+
- 

активований К
+
-канал, Са

2+
-активований К

+
-канал низької провідності [148]. 

Оксид азоту є ключовою сигнальною молекулою васкулярної системи, 

яка сприяє розслабленню гладеньком’язових клітин судин, стимулючи 

активність розчинної гуанілатциклази, утворенням сGMP з наступною 

активацією cGMP-залежної протеїнкінази (РК G), що сприяє модифікаціям 

певних внутрішньоклітинних процесів, зокрема активацію К
+
-каналів [162]. 

 
3.2. Вплив NO на К

+
-канали 

Добре відомо, що активатори каналів мітоКATP, такі як діазоксид, 

деполяризують мембрану МХ [163]. Для клітин нейронів було 

продемонстровано, що за дії діазоксиду зростає фосфорилювання nNOS по 

Ser1417 (сайт активації), та зменшується фосфорилювання nNOS по Ser847 

(сайт інгібування), що сприяє посилення синтезу NO [164]. Ці дослідження 

доводять функціональний зв’язок між мітохондріальними K
+
-канали та NO. 

Вимірюючи окисно-відновний потенціал МХ та використовуючи його як 

індекс відкриття каналу mitoKATP у вентрикулярних міоцитах, було показано, 

що NO може активувати канали mitoKATP [165]. Донор NO S-нітрозо-N-ацетил- 
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DL-пеніциламін (SNAP) активував mitoKATP, не стимулюючи сарколемальні 

KATP-канали, оскільки його ефекти спеціально блокували 5-гідроксидеканоатом 

(5-HD) та NO скавенджерами. Оскільки багато ефектів NO опосередковуються 

cGMP-залежним шляхом, важливо було встановити, чи NO-індукована 

активація mitoKATP опосередковується cGMP. Негативні результати такого 

експерименту свідчать про те, що mitoKATP безпосередньо активується NO. 

Цікаво, що при активації відкриття калієвих каналів діазоксидом, канали 

mitoKATP виявилися більш сприйнятливими до потенціюючих ефектів NO, ніж 

закриті канали [165]. Однозначні докази прямої активації mitoKATP NO 

здійснювались шляхом реконструкції mitoKATP-каналів серця у ліпідні бішари 

[166], після чого канали mitoKATP активувались екзогенними донорами NO. 

Активація каналу NO інгібується блокаторами mitoKATP 5-HD або 

глібенкламідом [166]. Методом patch-clamp також підтверджується, що NO 

інгібує mitoKATP в клітинах Т-лімфоцитів людини [167]. Доведено, що активація 

через NO, опосередковується його взаємодію з залишками NBD1 (nucleotide- 

binding domain 1) регуляторної субодиниці SUR1KATP [168]. 

З іншого боку, NO може також регулювати mitoKATP-канали через 

sGC/cGMP/PKG-опосередковані шляхи [169]. Наприклад, в інших 

дослідженнях, проведених у трансфікованих клітинах HEK293 та в 

кардіоміоцитах, екзогенний вплив донора NO NOC-18 призвело до збільшення 

активності субодиниць Kir6.2/SUR2A, яке скасовувалось під впливом 

селективного інгібітора PKG, KT5823 [170]. Цей sGC-залежний механізм, 

ймовірно, може брати участь у регуляції мітохондріальних BKCa-каналів в 

кардіоміоцитах [171]. 

Дослідження [172] вказують на те, що NO та його донори можуть 

безпосередньо стимулювати активність BKCa у клітинах, що відіграє важливу 

функціональну роль у NO-індукованому розслабленні ГМК артерій. 

Припускається, що механізм регуляції функціонування BKCa у ГМК 

відбувається через взаємодію NO з тіоловими групами протеїну. Ця модуляція, 

ймовірно, залежить від кількості реакційно-здатних залишків тіолу, окисно- 

відновного (редокс) стану клітини та кількості ендогенного NO [173-175]. 
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Основними молекулами, які беруть участь у редокс-сигналінгу є АФК, 

такі як супероксиданіон, пероксид водню, гідроксил-радикал, NO та 

пероксинітрит [176]. 

 

3.3. Роль К
+
-каналів в гладеньком’язових клітинах матки 

Регуляція функцій міометрія протягом вагітності, пологів та народження 

є в центрі досліджень репродуктивних наук. На відміну від інших гладеньких 

м’язів, міометрій знаходиться в значному ступені під контролем гормонів. 

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 ВКСа, які лімітують збудження шляхом посилення 

виходу іонів К (мають провідність близько 200 pS) з клітини за підвищення 

локальної концентрації Са
2+

 (мкМ) в субсарколемних ділянках цитозолю, 

спричиненого деполяризацією чи дією агоністів. Інгібування К
+
-каналів 

призводить до деполяризації та активації потенціалзалежних Са
2+

-каналів [177- 

179]. 

Калієві канали складають групу протеїнів, які суттєво сприяють 

розслабленню матки під час вагітності, адже витік йонів К
+
 з клітини 

призводить до реполяризації мембрани [180]. 

KATР. Збільшення експресії KATP-каналів в міоцитах матки під час 

вагітності [181] дає підстави припустити, що цей канал регулює скоротливість 

міометрія. Надекспресія субодиниць KATP Kir.6.1 та SUR2B сприяє пригніченню 

окситоцин-індукованих скорочень у вагітних на пізніх стадіях щурів [182]. 

Подібним чином, в матці людини канали KATP, що складаються переважно з 

субодиниць Kir6.1 та SUR2B, більше експресуються у невагітному міометрії 

порівняно з пізньою вагітністю [183]. Ці висновки свідчать про те, що у людини 

зниження активності каналів KATP може сприяти підвищенню збудливості 

матки та стимуляції пологових скорочень під час вагітності. Пінацидил, що 

відкриває KATP-канали, інгібує окситоцин-індуковані скорочення вагітного 

міометрія на пізніх стадіях, але не під час пологів [184]. 
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BKCа. Молекулярні та клітинні дослідження з'ясували, що диференціальна 

регуляція каналів BKCa під час вагітності зумовлена різними механізмами, 

включаючи альтернативний сплайсинг, взаємодію з допоміжними β- 

субодиницями, посттрансляційну модифікацію. Сплайсинг BKCa транскрипту 

призводить до функціонально різних ізоформ, які відрізняються чутливістю до 

кальцію та потенціалу [185], гормонів [186, 187] та здатністю до 

фосфорилювання [188]. Наприклад, мембранозв’язана PKG активує канали 

BKCa у міометрії, тим самим сприяє його розслабленню під час вагітності [189]. 

NO також опосередковує розслаблення матки під час вагітності шляхом 

активації BKCa, і цей ефект залежить від стадії вагітності. NO був менш 

ефективним індуктором розслаблення матки на пізніших стадіях вагітності, 

порівняно з ранніми стадіями [190]. У міоцитах періоду вагітності імовірність 

відкритого стану BKCa зростає у відповідь на дію донорів NO [191]. Наразі 

невідомо, чи NO-активація BKCa міометрія відбувається шляхом прямої 

взаємодії та/або непрямої активації через cGMP-залежні шляхи [191, 192]. 

SK. Са
2+

-активовані канали низької провідності пов’язані з 

кальмодуліном, який опосередковує відкриття каналів через зв'язування 

кальцію [193]. 

При надмірній експресії ізоформи 3 SK (SK3), спостерігався фенотип зі 

зменшеною пологовою здатністю, можливо, через неефективні скорочення 

гладеньких м’язах [194]. У невагітному та вагітному міометрії людини апамін, 

інгібітор каналів SK, зменшував NO-індковане розслаблення [195, 196]. 

Kv інтенсивно експресуються в ГМК матки. У відповідь на 

деполяризацію, витік K
+
 через ці канали індукує реполяризацію ПМ ГМК до 

значень потенціалу спокою. Таким чином, Kv канали беруть участь у 

підтриманні мембранного потенціалу спокою в міозитах, забезпечуючи 

розслаблення матки перед пологами [197]. 

2P подібно до каналів KATP та Kv можуть підтримувати мембранний 

потенціал спокою в клітинах міометрія. У міометрії під час вагітності [198] 

були виявлені ізоформи 1, 4 та 5 родини TASK та ізоформа 1 родини TREK, 

однак їх роль під час вагітності повністю не встановлена. 
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Вище нами були розглянуті відомості про будову різних типів К
+
-каналів, 

їх субклітинну локалізацію та роль у розслабленні ГМК (в тому числі матки), а 

також вплив сигнальної молекули NO на ці структури. Проте досі залишається 

не з’ясованою залежність функціонування NOS від K
+
-проникності та 

механізми, через які опосередковується зворотній зв'язок структур, що 

підтримують К
+
-гомеостаз на синтез оксиду азоту, зокрема в гладеньких м’язах 

матки, чому і були присвячені наші наступні дослідження. 
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РОЗДІЛ ІІ 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 
Суспензію ГМК та фракцію ізольованих мітохондрій отримували з матки 

невагітних щурів. Наркотизацію тварин викликали інгаляцією діетилового 

ефіру, після чого вони підлягали декапітації. При цьому дотримувались усіх 

вимог щодо роботи з лабораторними тваринами згідно Європейської конвенції 

про захист хребетних тварин, що використовуються для дослідних та інших 

наукових цілей (Страсбург, 1986), Закону України № 3447 ІV “Про захист 

тварин від жорстокого поводження”. 

2.1. Отримання суспензії міоцитів 

 
Суспензію ГМК матки невагітних щурів одержували із використанням 

колагенази і соєвого інгібітору трипсину за допомогою методу Молларда [199], 

який використовували в деякій модифікації. 

Після видалення матки її звільняли від жиру і сполучної тканини та 

переносили в розчин Хенкса (pозчин А) наступного складу, (мМ): NaCl - 136,9; 

KCl - 5,36; КН2РО4 - 0,44; NaHCO3 - 0,26; Na2НРО4 - 0,26; CaCl2 - 1,26; MgCl2- 

0,4; MgSO4- 0,4; глюкоза - 5,5; HEPES (рН, 7,4; 37 
о
С ) – 10 [200]. Потім тканину 

подрібнювали ножицями на невеликі шматочки (середній розмір – 2 на 2 мм) і 

відмивали від крові та високих концентрацій іонів Са
2+

 (3 рази по 5 хв) в 5 мл 

розчину Б (розчин Хенкса вищевказаного 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 перемішування) у 

2 мл середовища дисоціації тканини, яке являє собою розчин колагенази типу 

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 у вільний від 

ензиматичного препарату розчин Б. Для прискорення дисоціації клітин 

тканинний препарат 15-20 разів обережно піпетували за допомогою скляної 

піпетки протягом 1-2 хв. Розчин Б, що містить дисоційовані клітини, відбирали, 

а тканинний препарат знову переносили в нову порцію середовища дисоціації 
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клітин, що містить колагеназу, бичачий сироватковий альбумін та соєвий 

інгібітор трипсину. Цю процедуру повторювали 5-6 разів. Дві перші порції 

розчину Б, що використовувався для піпетування (не містив колагенази та 

соєвого інгібітору трипсину і містив дисоційовані клітини), відкидали, у зв`язку 

з тим, що вони містили фрагменти тканини і пошкоджені клітини. Остані 3-4 

порції збирали, об'єднували і центрифугували 10 хв при 80 g. Отриманий осад 

клітин промивали розчином Б і знову центрифугували у вказаному вище 

режимі. Одержану суспензію міоцитів зберігали в розчині Б [200]. 

2.2. Виділення фракції мітохондрій міометрія з матки щурів 

 
Препарат ізольованих МХ одержували із міометрія невагітних щурів за 

допомогою методу диференційного центрифугування. Після виділення матки і 

очищення її від жирової та сполучної тканини, м’язовий препарат поміщали у 

0,9 % розчин NаCl. Препарат подрібнювали ножицями на шматочки розміром 

приблизно 2х2 мм, які переносили у робочий розчин з температурою 4 
о
С 

наступного складу (мМ): HEPES (рН = 7,4) - 10; цукроза - 250; EGTA - 1. 

Тканину гомогенізували за допомогою гомогенізатору Heidolph Silent Crusher 

M (Німеччина) 3 рази по 20 с із охолодженням на льоду протягом 1 хв, 

співвідношення тканина: робочий розчин складало 1:10. 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 і знову центрифугували протягом 15 

хв при 12 тис. g за температури 4
о
С. Одержану фракцію ізольованих 

мітохондрій впродовж експерименту зберігали на льоду. Визначали вміст 

протеїну у фракції МХ за стандартним методом Bradford M. M. Середнє 

значення цього вмісту складало 2 мг/мл, а в пробі – 50 мкг/мл [201]. 

2.3. Флуоресцентний зонд DAF-FM 

 
DAF-FM DA (4-Amino-5-Methylamino-2',7'-Difluorofluorescein Diacetate) – 

це флуоресцентний зонд, що є мембранопроникним, використовується для 

детекції утворення NO за низьких концентрацій у клітинах. 
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Рис. 2.3.1.Структурна формула зонду DAF-FMDA 

Довжини хвиль збудження та флуоресценції становлять ~495/515 нм 

відповідно. Безпосередньо діацильна форма зонду не здатна флуоресціювати, 

поки не гідролізується внутрішньоклітинними естеразами, прореагує з NO та 

утворить бензотріазольну форму зонду, яка у свою чергу втрачає здатність до 

проникнення крізь мембрану. 

 

Рис. 2.3.2.Спектр флуоресценції зонду DAF-FMDА. Відносна інтенсивність 

(%), довжина хвилі (нм) 

 

2.4. Метод лазерної конфокальної мікроскопії 

 
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. 

Процедуру імобілізації клітин для конфокальних зйомок, відмивання 

неприкріплених міоцитів і всі експериментальні процедури проводили в 

фізіологічному середовищі Хенкса складу (мМ): NaCl – 136,9; KCl - 5,36; 
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КН2РО4 - 0,44; NaHCO3 - 0,26; Na2НРО4 - 0,26; CaCl2 - 0,03; глюкоза – 5,5; 

Hepes (рН, 7,4, 37 
о
С ) – 10 [200]. 

Для візуалізації МХ був залучений флуоресцентний барвник MitoTracker 

Orange CM-H2TMRos у концентрації 200 нМ, а для візуалізації ядер клітин – 50 

мкМ Hoechst 33342 [200]. Навантаження іммобілізованих міоцитів NO- 

чутливим флуоресцентним зондом DAF-FM в концентрації 10 мкМ відбувалося 

протягом 15 хв при температурі 24 
о
С. 

Експерименти на конфокальному мікроскопі проводили у режимі Multi 

Track. Флуоресценцію Hoechst 33342 збуджували за допомогою лазера на 

довжині хвилі 405 нм, а для реєстрації сигналу використовували світлофільтр 

BP 420-480. Для збудження флуоресценції MitoTracker Orange CM-H2TMRos 

використовували лазер з довжиною хвилі 543 нм, а флуоресценцію реєстрували 

в діапазоні 560-615 нм (світлофільтр BP 560-615). Збудження флуоресценції 

DAF-FM здійснювали на довжині хвилі 488 нм, а її реєстрацію – в діапазоні 

505-530 нм (світлофільтр BP 505-530) [200]. Вивчення кінетики розподілу 

флуоресцентних барвників у клітині проводили у режимі Time Series, а для 

кількісного аналізу застосовували функцію ROI (Region Of Interest), яка 

дозволяє отримувати графік залежності інтенсивності флуоресценції від часу, 

усереднену по виділеній області. 

2.5. Метод протокової цитофлуориметрії 

 
Дослідження активності NO-синтази в ізольованих мітохондріях. 

Утворення NO у МХ міометрія досліджували із використанням NO-чутливого 

флуоресцентного барвника DAF-FM та методу протокової цитофлуориметрії. 

Відносні значення вмісту NO у матриксі МХ, навантажених DAF-FM, 

реєструвалина протоковому цитометрі COULTER EPICS XLTM (“Beckman 

Coulter”, США) з аргоновим лазером (λзб. = 488 нм, λфл. = 515 нм, канал Fl1); 

програмне забезпечення SYSTEM IITM Software. Використовували робочий 

протокол аналізу зразків, який був створений для характеристики фракції 

ізольованих МХ міометрія. Події для аналізу обирали введенням логічного 

обмеження за показниками бічного та прямого світлорозсіювання (SS та FS). 
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Аналіз проб припиняли за умови реєстрації 10000 подій у межах виділеної 

ділянки. 

Навантаження МХ зондом DAF-FM-DA у концентрації 5 мкМ проводили 

в середовищі, яке містило 10 мМ HEPES (рН 7,4, 25 
о
С), 250 мМ цукрози, 0,1 % 

бичачого сироваткового альбуміну, 0,02 % Pluronic F-127 (для покращення 

процесу навантаження) протягом 30 хв при 25 
о
С. Склад робочого (реакційного) 

середовища при визначенні NO-синтазної активності (об’єм 2 мл, мМ): НЕРЕS 

– 20 (pH 7,4, 25 
0
C), К

+
-фосфатний буфер – 2 (pH 7,4, 25 

0
C), КСl – 125, NaCl – 

25, піруват – 5, сукцинат – 5, L-аргінін –  0,05, Са
2+

 – 0,1, NADРH – 0,01, 

тетрагідробіоптерин (ВН4) – 0,01. Вміст протеїну у мітохондріальній фракції 

складав 15-20 мкг в 50 мкл. Реакцію ініціювали внесенням аліквоти 20 мкл L- 

аргінін і Са
2+

. Час інкубації – 30 хв. 

Утворення NO виражали у відносних одиницях флуоресценції DAF-FM 

як (F-F0)/F0, де F0 – початковий рівень флуоресценції, F – флуоресцентний 

сигнал на 30 хв. 

2.6. Статистичний аналіз 

 
Статистичний аналіз отриманих даних проводили із використанням 

стандартного метода, застосовуючи t-критерій Стьюдента. За достовірні 

приймались результати, в яких значення рівня значимості р<0,05. Розрахунки 

проводили за допомогою стандартного програмного забезпечення MS Office 

Excell. 

2.7. Моделювання та молекулярна динаміка 

 
Структура 3SKQ організму Saccharomyces cerevisiae з бази даних RCSB 

PDB не містила мутацій, була отримана методом рентгеноструктурного аналізу, 

роздільна здатність становила 2.10 Å, містила один ланцюг довжиною 249 

амінокислотних залишків [202]. Структура MDM38_YEAST під кодом Q08179 

бази даних UniProt містила один ланцюг довжиною 573 амінокислотних 

залишків, позиції посилання на структуру 3SKQ PDB припадали на залишки 

160-408. 
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Функціональний аналіз послідовності протеїну MDM38 шляхом 

класифікації його по сімействах, прогнозування доменів та важливих сайтів 

проводився інтегрованим ресурсом InterProScan EMBL-EBI. 

Прогнозування структури проводилось на сайті Robetta Bakerlab [221]. 

Послідовність було поділено на дві частини 1-410 та 160-573 та запущено у 

наступних режимах: TR only (TrRefineRosetta deep learning method), AB only 

(Ab Initio), Predict domains, комбінований – з виходом 5 моделей для кожного 

режиму. Відбір проводився на основі взаєморозташування N- та С-кінців 

послідовностей та оцінки похибки позицій амінокислот. 

Накладання та вирівнювання послідовностей вибраних моделей 

проводилось з використанням програми Swiss PDB Viewer, відрізання 

повторення доменів проводилось по амінокислоті з найменшим значенням 

RMSD (Å), що становило 0.240 для ASP393 (ланцюг моделі 1) та відповідно 

ASP234 (ланцюг моделі 2). 

Вбудування створеної моделі в сконструйований біліпідний шар 

мембрани проводився за допомогою програми для моделювання та симуляції 

багаточастинкових систем CHARMM-GUI Membrane Builder. Концентрація 

йонів KCl становила 0.15 М, модель води TIP3P. До складу мембрани входили 

наступні ліпіди: холестерол (Chol), 1-пальмітоїл-2-олеоїл-sn-гліцеро-3- 

фосфоетаноламін (POPE) та пальмітоїлсфінгомієлін (PSM) у відповідному 

співвідношенні 22,3:19:13,5 у верхньому шарі та 21:19:13,5 у нижньому [222, 

223]. 

Мінімізація системи, врівноваження в ізобарно-ізотермічному NPT 

ансамблі з подальшим обрахунком молекулярної динаміки проводився у 

програмі GROMACSv.5.1.1 на основі вихідних даних, отриманих з CHARMM- 

GUI Membrane Builder у силовому полі CHARMM36m. Час врівноваження в 

залежності від етапу сягав від 0,05 до 0.125 нс. Тривалість моделювання 

становила 20 нс. 
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РОЗДІЛ ІІІ 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

 
3.1. Доведення солокалізації синтезу оксиду азоту з мітохондріями в 

міоцитах матки 

З використанням методу лазерної скануючої конфокальної мікроскопії та 

NO-чутливого флуоресцентного барвника DAF-FM нами була 

продемонстрована можливість синтезу NO в міоцитах матки. Флуоресцентний 

зонд DAF-FM здатний реєструвати NO за низьких концентрацій у клітині (2-5 

нМ). Використаний зонд мало чутливий до дії лазерного променя. За наявності 

O2 активна форма барвника безпосередньо взаємодіє з NO і перетворюється в 

триазоло-флуоресцеїнове похідне, яке має більший квантовий вихід [203, 204]. 

Проведеними дослідженнями встановлено (рис. 3.1 (2)), що в міоцитах 

матки спостерігається зелений флуоресцентний сигнал після передінкубації з 

DAF-FM, що свідчить про продукцію NO в клітинах. Також продемонстровано 

солокалізацію специфічного щодо МХ зонда MitoTracker Orange CM-H2TMRos 

(рис. 3.1. (1)), який накопичується лише в енергізованих органелах [205], та NO- 

чутливого барвника DAF (рис. 3.1. (4)). 
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Рис. 3.1. Розподіл флуоресцентних зондів у міоциті: 1 – 

MitоTrackerOrangeCM-H2TMROS (200 нМ, червоний колір), 2 – DAF-FM (10 

мкМ, зелений колір), 3 – Hoechst 33342 (50 мкМ, синій колір), 4 – cолокалізація 

флуоресцентних зондів MitоTracker та DAF-FM. Прямокутниками виділені 

ділянки солокалізації. Результат типового експерименту, n=5. Метод 

конфокальної мікроскопії. 

 
Отже, з використанням методу лазерної конфокальної мікроскопії та 

методології солокалізації флуоресцентних зондів, мітохондрійного барвника 

MitoTracker Orange та NO-чутливого DAF-FM, доведено, що МХ міометрія 

можуть бути джерелом синтезу оксиду азоту. 

За даними літератури синтез оксиду азоту у МХ забезпечується 

мітохондріальною NO-синтазою, тому наступним етапом досліджень було 

підбір оптимальних умов для реакції біосинтезу NO на моделі ізольованих 

органел. 

3.2. Визначення оксиду азоту в ізольованих мітохондріях із 

використанням флуоресцентного зонда DAF-FM та методу протокової 

цитометрії 

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 

спектрофлуориметрією. До них відносять високе співвідношення сигнал/шум у 

флуоресцентному каналі, оцінка зміни флуоресценції саме МХ, а не робочого 

середовища і немітохондрійних субклітинних фрагментів, а також можливість 

використання відносно малої кількості мембранного препарату у пробах. 

За умов енергізації ізольованих МХ (наявність 5 мМ сукцинату та 

пірувату в середовищі) спостерігається “базальний” синтез NO за відсутності 

екзогенних кофакторів та субстратів реакції (рис. 3.2.). 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 дослідів за його відсутності. Додавання 10 мкМ 
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NADPH також приводило до зростання NO-синтазної активності. Водночас 

внесення до реакційного середовища ВН4 не стимулювало NO-синтазну 

активність МХ (рис. 3.2.). Можливо, ці результати пояснюються достатньо 

високим рівнем енергізації МХ в проведених умовах досліду (наявність у 

середовищі сукцинату та пірувату як субстратів дихання) на фоні 

функціонального спряження mtNOS із дихальним ланцюгом [56, 67, 206]. Тим 

не менше дані свідчать, що у МХ кардіоміоцитів продукція NO зменшувалась 

за нестачі BH4 або L-аргініна [207]. Зважаючи на цитовані дані, наявність BH4 в 

реакційному середовищі є необхідною для активності NO-синтази. Що й було 

враховано нами в подальших  експериментах. 

 

 
Рис. 3.2. Залежність активності mtNOS від наявності субстрату та 

кофакторів у середовищі інкубації (а); б – зміщення піків інтенсивності 

флуоресценції за умов різного складу середовища інкубації: 1 – контроль, 2 – 

1мкМ L-аргінін, 3 – L-аргінін і 100 мкМ Са
2+

, 4 – L-аргінін, Са
2+

 і 10 мкМ 

NADРH, 5 – L-аргінін, Са
2+

, NADРH і 10 мкМ ВН4. 

* Р<0,05 відносно контролю, ** Р<0,05 відносно наявності L-аргініну, 

*** Р=0,05 відносно наявності L-аргініну і Ca
2+

; M±m, n=7 (а) 

 
Дослідження впливу різних концентрацій L-аргініна та Са

2+
 на синтез NO 

в МХ виявило, що оптимальними для функціональної активності mtNOS в 

ізольованих МХ є концентрації L-аргініна в межах 50 мкМ та Са
2+

 - 100 мкМ 

(графічні дані не наведено). 

Отже, для надійного тестування біосинтезу NO МХ ГМК матки в складі 

реакційного середовища мають бути присутні L-аргінін, Са
2+

, NADРH та ВН4. 
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3.3. Роль К
+
-проникності у функціонуванні NOS в ізольованих МХ 

міометрія 

Відомо, що зміни об’єму матриксу МХ грають важливу роль у 

різноманітних процесах, що відбуваються в цих структурах, зокрема на рівень 

продукції АТР та роботу ЕТЛ. Також існує кореляція між зміною геометрії цих 

органел та наступними процесами: генерація АФК, поляризованість ВММ, 

каскад апоптичних реакцій та інші [208, 209]. Зважаючи на те, що в зазначених 

процесах беруть участь також структури К
+
-обміну (наприклад, mitoKATP, BKCa, 

Kv), то можна припустити, що їх функціонування спряжене з роботою NOS, 

осмосигналінгом та біоенергетикою МХ. 

Тому надалі ми вивчали ефекти зміни екзогенної концентрації К
+
 на 

синтез NO в ізольованих МХ. 

При концентрації екзогенного К
+
, близької до фізіологічної у цитозолі, а 

саме 125 мМ KCl, спостерігається максимальна активність mtNOS, значення 

якої було надалі прийняте за 100%. При послідовній ізотонічній заміні хлориду 

калію на холіну хлорид в реакційному середовищі, а, відповідно і зниження 

екзогенної концентрації К
+
 до 100, 75, 50, 25, 0 (мМ) призводило до 

поступового, концентраційно-залежного зниження NO-синтазної активності 

МХ. За умови повної відсутності К
+
 в середовищі інкубації активність ензиму 

знижувалась до 30 % від максимальної початкової (рис. 3.3.). Одержані 

результати переконливо свідчать про важливість К
+
 у функціонуванні mtNOS 

МХ. 
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Рис. 3.3. Зміни активності mtNOS за умов ізотонічної заміни в 

реакційному середовищі хлориду калію на холіну хлорид. За 100% прийнята 

ферментативна активність за фізіологічної концентрації K
+
. M±m, n=7. 

 
В роботі [210] продемонстровано із застосуванням інгібіторів К

+
-каналів 

важливу роль цих структур в регуляції осмосигналінгу (процесах набухання) 

МХ міометрія. Тому подальші дослідження ми спрямували на з`ясування 

можливого впливу К
+
-проникності на активність mtNOS. 

В дослідженнях були використані інгібітори потенціалзалежних К
+
- 

каналів – тетраетиламоній та 4-амінопіридин, селективний до КАТР інгібітор 

глібенкламід та до Са
2+

-активованих К
+
-каналів харібдотоксин. Всі зазначені 

інгібітори призводили до суттєвого зниження активності NO-синтази до 

приблизно 50, 25, 30, 29 (%) відповідно (рис.3.4.). 

Отже, активність mtNOS суттєво залежить (або пов’язана) з 

функціонуванням К
+
-каналів різних типів, що підтримують K

+
-гомеостаз в МХ, 

зокрема від КАТР, Са
2+

-активованих та потенціалзалежних К
+
-каналів. 
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Рис. 3.4. Вплив інгібіторів К
+
-каналів: тетраетиламонію (ТЕА), 4- 

амінопіридину (4-АР), глібенкламіду та харібдотоксину на активність mtNOS. 

За 100 % прийнята ферментативна активність за відсутності інгібіторів, 

M±m, n=7. 

3.4. Вплив модуляторів Са
2+

-обміну в МХ міометрія на активність 

mtNOS 

Раніше було показано, що блокатори різних підтипів К
+
-каналів ВММ 

здатні пригнічувати набухання МХ, що було спричинене іонами Са
2+

 у високих 

(мілімолярних) концентраціях. Це свідчить про зв’язок К
+
-проникності ВММ та 

активності Ca
2+

-транспортувальних систем у МХ міометрія [210]. 

За даними літератури біосинтез NO забезпечується конститутивною Са
2+

- 

залежною ізоформою NOS, можливо nNOS [211]. Наші дослідження 

продемонстрували, що широковживаний інгібітор конститутивних NO-синтаз 

N
G
-нітро-L-аргінін (NA) та інгібітор nNOS 2-амінопіридин (2-АР) [212-214] 

ефективно гальмували синтез NO в МХ міометрія (рис. 3.5). 

Напівмаксимальний гальмівний ефект мав місце за концентрацій ~ 25 мкМ NA 

та 100 мкМ 2-АР. 
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Рис. 3.5. Вплив інгібіторів 25 мкM N
G
-нітро-L-aргініна (NA) та 100 мкМ 

2-амінопіридина (2-АР) на активність mtNOS. M±m, n=5 (А). Б - Зміщення піків 

інтенсивності флуоресценції DAF-FM за дії NA: “мітохондрії” – положення 

піку в “0” момент часу, “контроль” – положення піку через 30 хв. Дані 

типового експерименту 

Цей результат підтверджує, що синтез NO в МХ міометрія забезпечує 

функціонування конститутивної NOS, активність якої має суттєво залежати від 

інтенсивності надходження іонів Са
2+

 у матрикс МХ, а отже від активності 

систем обміну катіона у ВММ. Також можна припустити, що одним з 

механізмів дії іонів калію на синтез NO в МХ може бути вплив на гомеостаз 

Са
2+

 матриксу. 

Вхід іонів Са
2+

 у МХ забезпечується за рахунок функціонування 

електрофоретичного Са
2+

-уніпортеру, чутливого до RuR [206, 215, 216]. Вихід 

Са
2+

 з матриксу забезпечують Н
+
-Са

2+
-обмінник, який представлений у МХ 

міометрія протеїном LETM1 [217], та циклоспорин-чутлива mPTP [218]. 

Нами продемонстровано, що за присутності блокатора транспорту Са
2+

 у 

ВММ 10 мкМ RuR продукція NO у МХ суттєво пригнічувалась за наявності в 

інкубаційному середовищі 100 мкМ Cа
2+

 (рис. 3.6.). 

Н
+
-Са

2+
-обмінник МХ міометрія функціонує із стехіометрією 1:1, тобто є 

електрогенним, але за певних умов може функціонувати в реверсному режимі, 

тобто режимі акумуляції іонів Са
2+

 у матриксі. Цей ефект пояснюється 

ймовірно аналогічно H
+
-Na

+
-обміннику, який також здатний функціонувати в 

обох напрямках, що визначається трансмембранним йонним градієнтом [224]. 

Його активація супроводжується зниженням концентрації Са
2+

 в матриксі з 
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одночасним закисненням останнього, активується за фізіологічних значень рН, 

регулюється кальмодуліном. Втім його активність резистентна до дії NO [219]. 

Наші дослідження продемонстрували, що в присутності моноклональних 

антитіл до LETM1, які пригнічують активність Н
+
-Са

2+
-обмінника [219], 

активність mtNOS суттєво знижується (рис. 3.6.). 

Отримані результати свідчать на користь тісного зв`язку між системами 

транспорту (обміну) Са
2+

 та синтезом оксиду азоту в МХ. 

 

 
Рис. 3.6. Вплив модуляторів систем Са

2+
-обміну в мітохондріях 

(рутенієвого червоного (RuR), антитіл до протеїну LETM1 та циклосплорину 

(СspA) на активність mtNOS. За 100% прийнята ферментативна активність 

при відсутності інгібіторів, M±m, n=7. 

 
Також в цій серії досліджень продемонстровано, що блокування mPTP 

циклоспорином А (Csp A) не приводило до суттєвих змін в активності mtNOS. 

Таким чином, mPTP не відіграє вагому роль у Са
2+

-залежному біосинтезі NO. 

Втім, як було раніше було продемонстровано [210], NO виявляє протекторну 

щодо МХ функцію та протидіє їх набуханню, що узгоджується з даними щодо 

пригнічення оксидом азоту відкривання mPTP шляхом S-нітрозилювання її 

структурних компонентів [60]. 
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Нами припускається, що можливим механізмом ролі іонів К
+
 у біосинтезі 

NO у МХ може здійснюватися через вплив на структури, що підтримують Са
2+

- 

гомеостаз. Це ґрунтується на факті, що раніше LETM1 був описаний як протеїн, 

який здійснює Н
+
-К

+
-обмін у ВММ [217, 220], що свідчить про тісну 

функціональну та структурну пов’язаність Н
+
-Са

2+
- та Н

+
-К

+
-обміну, і, як 

наслідок, вагомий вплив позамітохондрійного К
+
 у регуляції концентрації Са

2+
 

у матриксі МХ та Са
2+

-залежного біосинтезу NO. Тому наступним етапом було 

створення та перевірка моделі структури H
+
-Ca

2+
-обмінника МХ на основі 

відомостей про LETM1. 

3.5. Моделювання H
+
-Ca

2+
-обмінника 

 
Зважаючи на те, що в базі RCSB PDB для LETM1 існує тільки одна 

кристалографічна структура (під кодом доступу 3SKQ), був проведений пошук 

у базі UniProt і знайдено єдину структуру (код доступу MDM38), що має 

перехресне посилання на будову 3SKQ. 

Деякі цікаві нюанси підштовхнули нас до рішення моделювати будову 

H
+
-Ca

2+
-обмінника на основі знайдених структур, зокрема: під час виділення 

протеїну та дослідження рентгеноструктурним аналізом до складу лігандів 

3SKQ кокристалізувались йони K
+
, а в базі даних UniProt за даними TCDB 

(Transporter Classification Database) MDM38 класифіковано до родини Н
+
-К

+
- та 

Н
+
-Са

2+
-обмінників ВММ. 

Амінокислотна послідовність MDM38 нами була поділена на дві частини, 

кожна з яких включала область перекривання із кристалічними даними 3SKQ та 

з використанням ресурсу Robetta Bakerlab отримані прогнозовані структури для 

кожної послідовності. На основі протилежного взаєморозташування N- та С- 

кінців та наявності подібної будови мембранного домену, а також оцінки 

похибки позиції амінокислот було відібрано дві моделі (для ланцюга 1 – модель 

№2 методу ab initio only, для ланцюга 2 – модель №2 комбінованого методу) 

(рис. 3.7. (А)) та в подальшому накладені в точці найменшого RMSD (Å), що 

становило 0.240 для ASP393 (ланцюг моделі 1) та відповідно ASP234 (ланцюг 

моделі 2) (рис. 3.7. (Б,В)). 
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Рис. 3.7. Створення моделі H
+
-Ca

2+
-обмінника: A – Порівняльні дані 

оцінки похибки позицій амінокислот (angstroms error estimate) різних моделей 

прогнозування структур для ланцюгів 1 (а) та 2 (b) з використанням 

комбінованого режиму, ab initio only (ab only) та predict domains (pd). Ресурс 

Robetta Bakerlab. B – Модель накладання ланцюгів 1(білий) та 2(кольоровий), 

забарвлення на основі значень RMSD вирівнювання. Програма Swiss PDB 

Viewer. C – Дані RMSD внаслідок вирівнювання послідовностей. 

Відомо, що покращення технологій та силових полів для молекулярної 

динаміки дозволили імітувати поведінку мембранних білків, а моделювання 

мембранних білків може бути використане в різних цілях: як підтверджуючий 

доказ експериментальних результатів, для з’ясування білкових механізмів, 

перевірки кристалічних структур білка та взаємодій білок-мембрана [225, 226]. 

Зокрема, підтверджена доцільність та ефективність симуляції динаміки білків 

програмою GROMACS [227]. 

Тому наступним етапом моделювання H
+
-Ca

2+
-обмінника було 

вбудування його в біліпідний шар мембрани (рис. 3.8.) та проведення 

молекулярної динаміки в силовому полі CHARMM36m на основі вихідних 

файлів, отриманих попередньою підготовкою в програмі CHARMM-GUI 

Membrane Builder [228]. Концентрація йонів KCl становила 0.15 М, модель води 

TIP3P. До складу мембрани входили наступні ліпіди: холестерол (Chol), 1- 

пальмітоїл-2-олеоїл-sn-гліцеро-3-фосфоетаноламін (POPE) та 

пальмітоїлсфінгомієлін (PSM). Тривалість динаміки становила 20 нс. 
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Рис. 3.8. Модель вбудованого білка в біліпідний шар мембрани. Програма 

для візуалізації - UCSF Chimera 1.15 

Дані потенційної (рис. 3.9. А) та повної енергії (графічні дані не 

наведено) вказують на те, що протягом певного часу система виходить на 

рівень плато, що свідчить про її стабільність та є підтвердженням можливості 

існування такої моделі в мембрані. 

В процесі динаміки спостерігається вигідна енергетика взаємодії H
+
-Ca

2+
- 

обмінника з модельованим середовищем. Водночас після періоду релаксації 

(що становив приблизно 2 нс як для невалентних внутрішньобілкових 

взаємодій, так і для взаємодій білок-оточення) енергія білка також 

стабілізувалась (рис. 3.9. В). 
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Рис.3.9. Зміна енергії системи в процесі обрахунку молекулярної динаміки. 

А – Потенційна енергія всієї системи протягом 20 нс, В –енергія невалентних 

взаємодій між системами, де Pro-Pro – внутрішні білок-білкові взаємодії, Pro- 

Rest – зовнішні взаємодії білка з середовищем. 

Під час візуального огляду змін, що відбулися із H
+
-Ca

2+
-обмінником, 

можна зробити висновок, що N-кінець та С-кінець зблизились (рис. 3.10. В), 

тим самим глибше занурившись в мембрану. Цьому відповідають і дані 

середньоквадратичних змін в атомах основного амінокислотного ланцюга 

(mainchain) (рис. 3.10. А). В той час на обох графічних даних спостерігається 

стабільне положення домену, що відповідає LETM1. 

 

Рис. 3.10. A – Дані середньоквадратичних значень флуктуацій (RMSF) для 

атомів основного ланцюга білка в результаті динаміки, B – візуалізація 

накладання початкової моделі (білий) та структури після обрахунку 

молекулярної динаміки (кольоровий). 
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Якщо забарвити вандерваальсову поверхню елементів вторинної 

структури на предмет гідрофобності, спостерігається експонування відносно 

великої площі гідрофільних залишків назовні, тим не менше в процесі динаміки 

досліджувана модель обмінника залишається зв’язаною з мембраною, 

компактизується, а енергія зменшується та зрештою виходить на плато. 

Отже, ще раз підтверджується своєрідна неоднозначність в уявленні про 

те, яким механізмом забезпечується функціонування H
+
-Ca

2+
-обмінника, що має 

випливати із його будови. Тому незамінним у визначенні достовірних фактів 

про цю структуру залишається експериментальне встановлення його будови. 

Таким чином, нами було вперше побудовано модель H
+
-Ca

2+
-обмінника в 

мембранному бішарі на основі кристалографічної структури домена LETM1 та 

передбачених доменів, а також проведено симуляцію молекулярної динаміки й 

тим самим підтверджено енергетичну стабільність системи в наближеному до 

фізіологічних умов середовищі. 
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ВИСНОВКИ 

 
 

1. З використанням методу лазерної конфокальної мікроскопії та 

методології солокалізації флуоресцентних зондів (мітохондрійного барвника 

MitoTracker Orange та NO-чутливого DAF-FM) доведено, що мітохондрії в 

гладеньком`язових клітинах матки можуть бути джерелом синтезу оксиду 

азоту. 

2. Для надійного тестування біосинтезу NO в ізольованих мітохондріях у 

складі реакційного середовища мають бути присутні L-аргінін, Са
2+

, NADРH та 

ВН4. 

3. Активність mtNOS суттєво залежить від концентрації екзогенного К
+
 в 

середовищі інкубації та пригнічується в присутності інгібіторів К
+
-каналів 

тетраетиламонія, 4-амінопіридина, глібенкламіда та харібдотоксина. 

4. Активність mtNOS пригнічується інгібіторами конститутивних Са
2+

- 

залежних NO-синтаз - N
G
-нітро-L-аргініном та 2-амінопіридином. 

5. В присутності блокатора Са
2+

-уніпортера рутенієвого червоного та 

антитіл до протеїну LETM1, який репрезентує Н
+
-Са

2+
-обмінник, інтенсивність 

синтезу NO знижується. 

6. Створена на основі структури LETM1 модель H
+
-Ca

2+
-обмінника 

стабільна в ліпідному бішарі та енергетично вигідна в реконструйованих 

умовах. 
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