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Ï³äâèùåíà åêñïðåñ³ÿ ïîòåíö³àëçàëåæíîãî àí³îííîãî
êàíàëó é àäåí³ííóêëåîòèäòðàíñëîêàçè òà ÷óòëèâ³ñòü
êàëüö³é³íäóêîâàíî¿ ì³òîõîíäð³àëüíî¿ ïîðè
â ñåðö³ ñòàðèõ ùóð³â

Äîñë³äæóâàëè åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ ³ á³ëêà ïîòåíö³àëçàëåæíîãî àí³îííîãî êàíàëó (ÏÇÀÊ), ìÐÍÊ
àäåí³ííóêëåîòèäòðàíñëîêàçè (ÀÍÒ), à òàêîæ ÷óòëèâ³ñòü ì³òîõîíäð³àëüíî¿ ïîðè (ÌÏ) äî ä³¿
êàëüö³þ â ñåðö³ äîðîñëèõ ³ ñòàðèõ ùóð³â. Ïîêàçàíî, ùî â ñåðö³ ñòàðèõ ùóð³â ð³âåíü åêñïðåñ³¿
ìÐÍÊ ÏÇÀÊ ï³äâèùåíèé â 1,7 ðàçà (Ð<0,05), à ìÐÍÊ ÀÍÒ � â 1,8 ðàçà (Ð<0,05) ïîð³âíÿíî ç
äîðîñëèìè òâàðèíàìè. Çà äîïîìîãîþ Western-blott-àíàë³çó ïîêàçàíî, ùî ð³âåíü åêñïðåñ³¿ á³ëêà
ÏÇÀÊ â ñåðö³ ñòàðèõ ùóð³â òàêîæ çíà÷íî ï³äâèùåíèé ïîð³âíÿíî ç äîðîñëèìè òâàðèíàìè. Ïðè
äîñë³äæåíí³ äîçîçàëåæíîãî â³ä êàëüö³þ (10-7�10-4 ìîëü/ë) íàáóõàííÿ ì³òîõîíäð³é íàìè áóëî
âñòàíîâëåíî ï³äâèùåíó ÷óòëèâ³ñòü ÌÏ äî ³íäóêòîðà ¿¿ â³äêðèâàííÿ â ñåðö³ ñòàðèõ ùóð³â
ïîð³âíÿíî ç äîðîñëèìè òâàðèíàìè. Òàêèì ÷èíîì, ï³äâèùåííÿ ð³âí³â åêñïðåñ³¿ ÏÇÀÊ ³ ÀÍÒ ÿê
îñíîâíèõ ñòðóêòóðíî-ôóíêö³îíàëüíèõ êîìïîíåíò³â ÌÏ ³ ï³äâèùåíà ÷óòëèâ³ñòü ÌÏ äî ä³¿ Ñà2+,
ñïðè÷èíåíà çá³ëüøåííÿì ïðîíèêíîñò³ ì³òîõîíäð³àëüíèõ ìåìáðàí ïðè ñòàð³íí³, ìîæóòü áóòè
îäíèìè ³ç øëÿõ³â ïîðóøåííÿ ¿õ áàð�ºðíèõ âëàñòèâîñòåé, ùî ìîæå ïðèçâîäèòè äî äèñôóíêö³¿
ì³òîõîíäð³é.
Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ïîòåíö³àëçàëåæíèé àí³îííèé êàíàë, àäåí³ííóêëåîòèäòðàíñëîêàçà, åêñïðåñ³ÿ
ìÐÍÊ, ì³òîõîíäð³àëüíà ïîðà, ñåðöå, ñòàð³ííÿ.

ÂÑÒÓÏ

Ñòàð³ííÿ �  ñêëàäíèé ãåíåðàë³çîâàíèé
ïðîöåñ, ÿêèé ñóïðîâîäæóºòüñÿ îêñèäà-
òèâíèì ñòðåñîì, ùî ñïðè÷èíÿº â îðãàí³çì³
ðîçâèòîê òàêèõ ïàòîëîã³÷íèõ ïðîöåñ³â, ÿê
àòåðîñêëåðîç, ä³àáåò, íåéðîäåãåíåðàòèâí³
çàõâîðþâàííÿ,  ³øåì³÷íî-ðåïåðôóç³éí³
ïîøêîäæåííÿ ñåðöÿ òà ñòàð³ííÿ, ïîâ�ÿçàíèõ
³ç äèñôóíêö³ºþ ì³òîõîíäð³é [14]. Ì³òî-
õîíäð³¿ � íàéâàæëèâ³ø³ îðãàíåëè êë³òèíè,
â³äïîâ³äàëüí³ çà îêèñíå ôîñôîðèëþâàííÿ,
êë³òèííó ñèãíàë³çàö³þ òà ï³äòðèìêó ãîìåî-
ñòàçó âíóòð³øíüîêë³òèííîãî êàëüö³þ [4].
Îäíèì ³ç ïðîÿâ³â ôóíêö³îíàëüíèõ ïîðóøåíü
ó ì³òîõîíäð³ÿõ º çì³íà áàð�ºðíèõ âëàñòè-
âîñòåé ìåìáðàí öèõ îðãàíåë, çîêðåìà,
âíàñë ³äîê  ôîðìóâàííÿ  íåñåëåêòèâíî¿

êàëüö³éçàëåæíî¿ öèêëîñïîðèí÷óòëèâî¿
ì³òîõîíäð³àëüíî¿ ïîðè (ÌÏ) ì³æ çîâí³ø-
íüîþ ³ âíóòð³øíüîþ ì³òîõîíäð³àëüíèìè
ìåìáðàíàìè, ùî º êëþ÷îâèì ìåõàí³çìîì
ó ðîçâèòêó àïîïòîçó êë³òèí [7].

Íåîáõ³äíèé îáì³í ìåòàáîë³òàìè ì³æ
ì³òîõîíäð³ÿìè òà öèòîïëàçìîþ â³äáó-
âàºòüñÿ ÷åðåç çîâí³øíþ òà âíóòð³øíþ
ìåìáðàíè  ì³òîõîíäð³é  ³  ìàº  âàæëèâå
çíà÷åííÿ äëÿ íîðìàëüíîãî ôóíêö³îíóâàííÿ
êë³òèíè. Ó ì³òîõîíäð³ÿõ ññàâö³â ÷åðåç çîâ-
í³øíþ ìåìáðàíó ìåòàáîë³òè òðàíñïîð-
òóþòüñÿ çà ó÷àñòþ ïîòåíö³àëçàëåæíîãî
àí³îííîãî êàíàëó (ÏÇÀÊ) [6, 23], â òîé ÷àñ
ÿê ÷åðåç âíóòð³øíþ ìåìáðàíó îðãàíåë
çä³éñíþºòüñÿ áëèçüêî 50 ïðîöåñ³â òðàíñ-
ïîðòó ìåòàáîë³ò³â 30 òðàíñïîðòåðàìè,
ñåðåä  ÿêèõ  íàéâàæëèâ³øèì º  àäåí ³í-
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íóêëåîòèäòðàíñëîêàçà (ÀÍÒ) [21]. ÏÇÀÊ ³
ÀÍÒ º êëþ÷îâèìè êîìïîíåíòàìè ÌÏ ³
âèêîíóþòü ïðèòàìàíí³ ¿ì ôóíêö³¿ [8, 13].
Äîâåäåíî, ùî ÏÇÀÊ � öå ïîðîóòâîðþ-
âàëüíèé á³ëîê ïîðèí ç ìîëåêóëÿðíîþ ìàñîþ
30�35 êÄà [25]. Î÷èùåíèé á³ëîê ÏÇÀÊ
ìîæå ôîðìóâàòè êàíàëè ç ä³àìåòðîì ïîðè
2�3 íì òà åëåêòðîô³ç³îëîã³÷íèìè âëàñòè-
âîñòÿìè, ïðèòàìàííèìè ÌÏ. ÏÇÀÊ ñòàíîâ-
ëÿòü áëèçüêî 0,3 % â³ä çàãàëüíî¿ ê³ëüêîñò³
á³ëê³â ì³òîõîíäð³é, ùî åêâ³âàëåíòíî 100
ïìîëü á³ëêà ÏÇÀÊ íà 1 ìã á³ëê³â ì³òî-
õîíäð³é [7]. Òàê, çì³íà ïðîíèêíîñò³ çîâí³ø-
íüî¿ ìåìáðàíè ì³òîõîíäð³é ðåãóëþºòüñÿ
ð³çíèìè ë³ãàíäàìè,  à  ñàìå Ñà 2+,  ÀÒÔ,
ãëóòàìàòîì íàòð³þ òîùî, áåçïîñåðåäíüî çà
ó÷àñò³ ÏÇÀÊ [23]. Çîêðåìà, ÏÇÀÊ çàáåç-
ïå÷óº òðàíñïîðò ÷åðåç çîâí³øíþ ìåìáðàíó
ì³òîõîíäð³é àäåí³íîâèõ íóêëåîòèä³â [22],
Ñà2+ [10], öèòðàòó, ñóêöèíàòó òà ôîñôàòó
[15]. Íèí³ âèÿâëåíî òðè ³çîôîðìè ÏÇÀÊ ó
ññàâö³â � ÏÇÀÊ1, ÏÇÀÊ2 ³ ÏÇÀÊ3, êîæíà
ç ÿêèõ ìîæå âèêîíóâàòè ð³çí³ ô³ç³îëîã³÷í³
ôóíêö³¿ [16]. ÏÇÀÊ âçàºìîä³º ç ÀÍÒ íà
âíóòð³øí³é ìåìáðàí³ ì³òîõîíäð³é òà îêòà-
ìåðîì êðåàòèíê³íàçè â ì³æìåìáðàííîìó
ïðîñòîð³ [3]. ÀÍÒ º ë³ãàíäîì äëÿ ôîðìó-
âàííÿ ÌÏ íà âíóòð³øí³é ìåìáðàí³ ì³òî-
õîíäð³é. Â³äîìî, ùî çà ô³ç³îëîã³÷íèõ óìîâ
ÀÍÒ òðàíñïîðòóº âèñîêîåíåðãåòè÷í³ ìîëå-
êóëè ÀÒÔ ³ ÀÄÔ ÷åðåç ìåìáðàíó ì³òî-
õîíäð³é [17]. Âèÿâëåíî äâ³ ³çîôîðìè ÀÍÒ
(ÀÍÒ1 ³ ÀÍÒ2) ó ìèøåé, òîä³ ÿê ó ëþäåé �
òðè  (ÀÍÒ1,  ÀÍÒ2 é  ÀÍÒ3) ,  ÿê ³  åêñ-
ïðåñóþòüñÿ â ð³çíèõ òêàíèíàõ ïî-ð³çíîìó.
Ïîêàçàíî, ùî ãåí ³çîôîðìè ÀÍÒ1 åêñ-
ïðåñóºòüñÿ ïåðåâàæíî ó ñêåëåòíîìó ì�ÿç³,
ñåðö³ òà ãîëîâíîìó ìîçêó, ãåí ³çîôîðìè
ÀÍÒ2 � ó ëåãåíÿõ, íèðêàõ, ñåëåç³íö³ òà
ïå÷³íö³, à ãåí ³çîôîðìè ÀÍÒ 3 � ó âñ³õ âèäàõ
òêàíèí [9, 11]. ²ñíóº çâ�ÿçîê ì³æ çì³íîþ
ïðîíèêíîñò³ ì³òîõîíäð³àëüíèõ ìåìáðàí ³
÷óòëèâ³ñòþ ÌÏ äî ³íäóêòîð³â ¿¿ â³äêðè-
âàííÿ, çîêðåìà ïðè ñòàð³íí³. Çì³íè ð³âí³â
åêñïðåñ³¿  êëþ÷îâèõ êîìïîíåíò³â ÌÏ �
ÏÇÀÊ ³ ÀÍÒ � ìîæóòü çóìîâëþâàòè çì³íè
ïðîíèêíîñò³ ì³òîõîíäð³àëüíèõ ìåìáðàí.

Ìåòîþ íàøî¿ ðîáîòè áóëî äîñë³äèòè
ð³âí³ åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ ³ á³ëêà ÏÇÀÊ, ìÐÍÊ
ÀÍÒ, à òàêîæ ÷óòëèâ³ñòü ÌÏ äî ä³¿ êàëüö³þ
â ñåðö³ äîðîñëèõ ³ ñòàðèõ ùóð³â.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Äîñë³äè ïðîâîäèëè íà ñàìöÿõ-ùóðàõ ë³í³¿
Â³ñòàð â³êîì 6 (n=6) òà 24 ì³ñ (n=6), ÿêèõ
óòðèìóâàëè  íà  ñòàíäàðòíîìó ðàö ³îí ³
â ³âàð³þ ²íñòèòóòó  ô³ç ³îëîã ³ ¿  ³ì .  Î.Î.
Áîãîìîëüöÿ ÍÀÍ Óêðà¿íè ç óðàõóâàííÿì
Ì³æíàðîäíèõ ïðèíöèï³â ªâðîïåéñüêî¿
êîíâåíö³¿ ïðî çàõèñò òâàðèí, ÿê³ âèêî-
ðèñòîâó þòüñÿ äëÿ åêñïåðèìåíòàëüíèõ
ö³ëåé (Ñòðàñáóðã, 1986).

Âèä³ëåííÿ ÐÍÊ. Çâîðîòíà òðàíñêðèïö³ÿ
òà ïîë³ìåðàçíà ëàíöþãîâà ðåàêö³ÿ. ÐÍÊ
âèä³ëÿëè ç òêàíèíè ñåðöÿ, âèêîðèñòîâóþ÷è
íàá³ð �Trizol RNA-rep� (�Isogen�, Ðîñ³ÿ).
Çâîðîòíó òðàíñêðèïö³þ ïðîâîäèëè çà
äîïîìîãîþ íàáîðó ðåàãåíò³â �First Strand
cDNA Synthesis Kit� (�Fermentas�, Ëèòâà),
âèêîðèñòîâóþ÷è 2�2,5 ìêã çàãàëüíî¿ ÐÍÊ ³
âèïàäêîâèé Random ãåêñàìåðíîãî ïðàé-
ìåðà .  Îòðèìàíó  âíàñë ³äîê  çâîðîòíî¿
òðàíñêðèïö³¿ êîìïëåìåíòàðíó ÄÍÊ (êÄÍÊ)
âèêîðèñòîâóâàëè äëÿ ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþ-
ãîâî¿  ðåàêö³ ¿  (ÏËÐ)  äëÿ  àìïë³ô³êàö³ ¿
ôðàãìåíòà  ãåíà  ÏÇÀÊ ³  ÀÍÒ ³  ãë ³öå-
ðàëüäåã³ä-3-ôîñôàòäåã³äðîãåíàçè (ÃÀÄÔÃ)
ÿê åíäîãåííèé êîíòðîëü. Äëÿ ê³ëüê³ñíî¿
îö³íêè åêñïðåñ³¿ ãåí³â âèêîðèñòîâóâàëè
ïðàéìåðè ç òàêîþ íóêëåîòèäíîþ ïîñë³-
äîâí³ñòþ: ïðÿìèé � 5'-CATATCAACCTGG
GCTGTG-3 ' ,  çâîðîòíèé �5 ' -TTGGCTG
CTATTCCAAAGC-3' äëÿ ÏÇÀÊ; ïðÿìèé �
5 ' -TTCCCCACCCAAGCTCTCAACT-3 ' ,
çâîðîòíèé �5'-CGGCTGTCACACTCTGGG
CAATCA-3' äëÿ ÀÍÒ; ïðÿìèé �5'-GGGTG
TGAACCACGAGAAAATATGA-3 ' ,  çâî-
ðîòíèé �5'-AGCACCAGTGGATGCAGGG
GATGAT-3' äëÿ ÃÀÄÔÃ. Àìïë³ô³êàö³éíà
ñóì³ø äëÿ ÏËÐ îá�ºìîì 25 ìêë ì³ñòèëà
5 ìêë ðîç÷èíó êÄÍÊ, 5 ìêë 5-êðàòíîãî
ÏËÐ-áóôåðà, 0,2 ììîëü/ë ðîç÷èíó ñóì³ø³
÷îòèðüîõ íóêëåîòèäòðèôîñôàò³â, 0,5 îä.

Ï³äâèùåíà åêñïðåñ³ÿ ïîòåíö³àëçàëåæíîãî àí³îííîãî êàíàëó é àäåí³ííóêëåîòèäòðàíñëîêàçè
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Taq-ïîë³ìåðàçè (�Àìïë³Ñåíñ�, Ðîñ³ÿ), 30
ïìîëü êîæíîãî ç ïðàéìåð³â (�Metabion�,
Í³ìå÷÷èíà) ³ äå³îí³çîâàíó âîäó. Àìïë³-
ô³êàö³ÿ ôðàãìåíò³â ãåíà ñêëàäàëàñÿ ç 37
öèêë³â: äåíàòóðàö³ÿ ïðè 94oÑ (50 ñ), ã³áðè-
äèçàö³ÿ  ïðàéìåð³â  ïðè 58 oÑ (1  õâ)  òà
åëîíãàö³ÿ ïðè 72oÑ (1 õâ). ÏËÐ ïðîâîäèëè
â òåðìîöèêëåð³ �GeneAMPSystem 2700�
(�Applied Biosystems�, ÑØÀ). Îòðèìàí³
àìïë³ô³êàòè ðîçä³ëÿëè â 1,5%-ìó àãàðîç-
íîìó ãåë³, ùî ì³ñòèâ áðîìèñòèé åòèä³é.
Â³çóàë³çàö³þ òà îö³íêó ÿñêðàâîñò³ àìïë³ô³-
êàò³â ï³ñëÿ ãîðèçîíòàëüíîãî åëåêòðîôîðåçó
(170 Â ïðîòÿãîì 30 õâ)  ïðîâîäèëè çà
äîïîìîãîþ òðàíñ³ëþì³íàòîðà òà ïðîãðàì-
íîãî çàáåçïå÷åííÿ ViTran (�Á³îêîì�, Ðîñ³ÿ).

Âèçíà÷åííÿ ð³âíÿ åêñïðåñ³¿ á³ëêà ÏÇÀÊ.
Ð³âåíü åêñïðåñ³¿ á³ëêà ÏÇÀÊ âèçíà÷àëè çà
äîïîìîãîþ Western-blott-àíàë³çó. Ãåëü-
åëåêòðîôîðåç á³ëê³â ñóñïåíç³¿ ì³òîõîíäð³é
ñåðöÿ ïðîâîäèëè â 12%-ìó ðîç÷èí³ ïîë³à-
êðèëàì³äíîãî ãåëþ çà íàÿâíîñò³ äîäåöèë-
ñóëüôàòó Na çà Ëåìë³ [18] â êàìåð³ Hoefer
miniVE (�Amersham�, Àíãë³ÿ). Äëÿ ðîçïî-
ä³ëåííÿ á³ëê³â âèêîðèñòîâóâàëè åëåêòðî-
äíèé áóôåð òàêîãî ñêëàäó (ììîëü/ë): òð³ñ-
HCl � 25, ãë³öèí � 192; ðîç÷èí äîäåöèë-
ñóëüôàòó Na � 0,1%; pH 8,3. Ïîïåðåäíüî
ïðîáè êèï�ÿòèëè ïðîòÿãîì 3 õâ ó áóôåð³ ç
β-ìåðêàïòîåòàíîëîì. Âì³ñò çàãàëüíîãî
á³ëêà âèçíà÷àëè çà ìåòîäîì Ëîóð³ [19].
Á³ëîê ó ê³ëüêîñò³ 100 ìêã âíîñèëè â ëóíêó
äëÿ åëåêòðîôîðåçó. Ï³ñëÿ åëåêòðîôîðå-
òè÷íîãî ðîçïîä³ëåííÿ á³ëêè ïåðåíîñèëè íà
PVDF-ìåìáðàíó (�Sigma�, ÑØÀ) çà äîïî-
ìîãîþ ñèñòåìè íàï³âñóõîãî åëåêòðîïåðåíå-
ñåííÿ Hoefer miniVE Blot Module (�Amer-
sham�, Àíãë³ÿ). Äëÿ öüîãî âèêîðèñòîâóâàëè
áóôåð òàêîãî ñêëàäó (ììîëü/ë): òð³ñ-HCl � 25,
ãë³öèí � 192; ðîç÷èí äîäåöèëñóëüôàòó Na �
0,1%, ðîç÷èí ìåòàíîëó � 20 %; pH 8,3. Ï³ñëÿ
ïåðåíåñåííÿ á³ëê³â ìåìáðàíó áëîêóâàëè
5%-ì ðîç÷èíîì ñóõîãî çíåæèðåíîãî ìîëîêà
ïðîòÿãîì 18�20 ãîä ïðè 4oÑ òà îáðîáëÿëè
ïåðâèííèìè ìîíîêëîíàëüíèìè àíòèò³ëàìè
äî ÏÇÀÊ (�Sigma�, ÑØÀ) ó ðîçâåäåíí³
1:1000 ïðîòÿãîì 2 ãîä ïðè 20oÑ. Ï³ñëÿ öüîãî

ìåìáðàíó â³äìèâàëè â òâ³í-ôîñôàòíîìó
áóôåð³ (PBS-T) òà ³íêóáóâàëè ç³ âòîðèííèìè
àíòèêðîëÿ÷èìè ³ìóíîãëîáóë³íàìè G, êîí�þ-
ãîâàíèìè ç ïåðîêñèäàçîþ õðîíó (�Sigma�,
ÑØÀ) ó ðîçâåäåíí³ 1:2000 ó PBS-T áóôåð³
ïðîòÿãîì 1 ãîä ïðè 20oÑ. Äëÿ â³çóàëüíîãî
îö³íþâàííÿ çà äîïîìîãîþ ôàðáóâàííÿ
ïåðåíåñåíèõ ³ç ãåëþ íà ìåìáðàíó á³ëê³â
âèêîðèñòîâóâàëè ñóáñòðàò-ôàðáíèê äëÿ
ïåðîêñèäàçè  3 -àì³íî-9-åòèëêàðáàçîë .
Ê³ëüê³ñíèé ðîçðàõóíîê îòðèìàíèõ ³ìóíî-
áëîò³â ïðîâîäèëè çà äîïîìîãîþ ¿õ ñêàíó-
âàííÿ òà îáðîáêîþ çà äîïîìîãîþ êîìï�þ-
òåðíî¿ ïðîãðàìè GelPro.

Ì³òîõîíäð³¿ âèä³ëÿëè ìåòîäîì äèôå-
ðåíö³éíîãî öåíòðèôóãóâàííÿ [1]. Äîñë³ä-
æåííÿ  â ³äêðèâàííÿ  ÌÏ ïðîâîäèëè çà
äîïîìîãîþ ñïåêòðîôîòîìåòðè÷íî¿ ðåºñòðà-
ö³¿ íàáóõàííÿ ì³òîõîíäð³é ñåðöÿ ùóð³â çà
íàÿâíîñò³ ³íäóêòîðà Ñà2+ â ³íêóáàö³éíîìó
ñåðåäîâèù³ [1].

Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè îáðîáëåí³ ìåòî-
äàìè âàð³àö³éíî¿ ñòàòèñòèêè ç âèêîðèñ-
òàííÿì ïðîãðàì Excel (MS Office XP) òà
Origin 6.0 (�Microcall Inc�, ÑØÀ).

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ¯Õ ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Çì³íè åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ ÏÇÀÊ ³ ÀÍÒ ó ñåðö³
äîðîñëèõ ³ ñòàðèõ ùóð³â ïðåäñòàâëåí³ íà
ðèñ. 1. Ïîêàçàíî, ùî â ñåðö³ ñòàðèõ ùóð³â
ð³âåíü åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ ÏÇÀÊ ï³äâèùåíèé
â 1 ,7  ðàçà ,  à  ìÐÍÊ ÀÍÒ �  â  1 ,8  ðàçà
ïîð³âíÿíî ç äîðîñëèìè òâàðèíàìè (äèâ.
ðèñ. 1,à,á).

Òàêèì ÷èíîì, çã³äíî ç  îòðèìàíèìè
ðåçóëüòàòàìè, ñòàð³ííÿ ñóïðîâîäæóºòüñÿ
äîñòîâ³ðíèì ï³äâèùåííÿì åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ
ÏÇÀÊ ³ ÀÍÒ â ñåðö³ ùóð³â. Çà äîïîìîãîþ
ìåòîäó Western-blott-àíàë³çó ïîêàçàíî, ùî
ð³âåíü åêñïðåñ³¿ á³ëêà ÏÇÀÊ ó ñåðö³ ñòàðèõ
ùóð³â òàêîæ çíà÷íî ï³äâèùåíèé ïîð³âíÿíî
ç äîðîñëèìè òâàðèíàìè (ðèñ. 2).

Â³äîìî, ùî ³ñíóº çâ�ÿçîê ì³æ ÏÇÀÊ ³
á³ëêàìè ñ³ìåéñòâà Bcl-2. Ðàí³øå â íàøèõ
äîñë³äæåííÿõ çà äîïîìîãîþ ìåòîäó ÏËÐ
áóëî ïîêàçàíî ï³äâèùåííÿ åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ

Ñ.Â.×îðíà, Â.ª. Äîñåíêî, Í.À. Ñòðóòèíñüêà, Ã.Ë. Âàâ³ëîâà, Â.Ô. Ñàãà÷



ISSN 0201-8489    Ô³ç³îë. æóðí., 2010, Ò. 56, ¹ 422

ïðîàïîïòîòè÷íîãî Âàõ ó ñåðö³ ñòàðèõ ùóð³â
ïîð³âíÿíî ç ìîëîäèìè [2]. Çà äîïîìîãîþ
³íøèõ ìåòîä³â (Western-blott-àíàë³çó òà
³ìóíîã³ñòîõ³¿) òàêîæ ïîêàçàíî ï³äâèùåííÿ
ð³âí³â åêñïðåñ³¿ á³ëêà Âàõ ïðè ñòàð³íí³ [5].
Âñòàíîâëåíå íàìè ï³äâèùåííÿ ð³âíÿ åêñ-
ïðåñ³¿ ìÐÍÊ á³ëêà ÏÇÀÊ, ÿêèé âçàºìîä³º ç
Bax, óçãîäæóºòüñÿ ç ðåçóëüòàòàìè âèçíà-
÷åííÿ ï³äâèùåíîãî âèõ³äíîãî ð³âíÿ åêñ-
ïðåñ³¿ ìÐÍÊ bax ó ñåðö³ ñòàðèõ ùóð³â [2].
Ïðè äîñë³äæåíí³ ë³í³¿ êë³òèí, ùî ìóòîâàí³
çà ì³òîõîíäð³àëüíîþ ÄÍÊ, òàêîæ âèçíà÷åí³
ï³äâèùåí³ ð³âí³ åêñïðåñ³¿ ì³òîõîíäð³àëüíîãî
ÏÇÀÊ. Îñòàíí³, à òàêîæ âñòàíîâëåíà çà
äîïîìîãîþ êîíôîêàëüíî¿ ì³êðîñêîï³¿ êîëî-
êàë³çàö³ÿ ÏÇÀÊ/Bax ï³äâèùóâàëè ïðîíèê-

í ³ñòü  ì ³òîõîíäð³àëüíèõ  ìåìáðàí ,  ùî
ïðèçâîäèëî äî àïîïòîçó öèõ êë³òèí [27].
Êð³ì òîãî, ó òðàíñôîðìîâàíèõ ïóõëèííèõ
êë³òèíàõ ð³âí³ åêñïðåñ³¿ ÏÇÀÊ çíà÷íî âèù³
ïîð³âíÿíî ç íîðìàëüíèìè êë³òèíàìè. Àâòî-
ðè çàêëþ÷àþòü, ùî ì³òîõîíäð³àëüí³ ÏÇÀÊ
ìîæóòü â³ä³ãðàâàòè ðîëü ôàðìàêîëîã³÷íèõ
ì³øåíåé â³äíîñíî ä³¿ àíòèêàíöåðîãåííèõ
ðå÷îâèí [24].

Ïðè äîñë³äæåí³ êîíöåíòðàö³éíîãî äîçî-
çàëåæíîãî â³ä êàëüö³þ (10-7�10-4 ìîëü/ë)
íàáóõàííÿ ì³òîõîíäð³é íàìè áóëî âñòà-
íîâëåíî ï³äâèùåíó ÷óòëèâ³ñòü ÌÏ äî
³íäóêòîðà ¿¿ â³äêðèâàííÿ â ñåðö³ ñòàðèõ
ùóð³â ïîð³âíÿíî ç äîðîñëèìè òâàðèíàìè
(ðèñ.3) íà ï³äñòàâ³ òîãî, ùî Ñà2+ â íàéìåí-

Ðèñ. 1. Åêñïðåñ³ÿ ãåíà ïîòåíö³àëçàëåæíîãî àí³îííîãî êàíàëó (ÏÇÀÊ) (à) òà àäåí³ííóêëåîòèäòðàíñëîêàçè (ÀÍÒ) (á)
â òêàíèíàõ ñåðöÿ äîðîñëèõ (1) òà ñòàðèõ (2) ùóð³â. (n = 6).* Ð<0,05 â³äíîñíî äîðîñëèõ ùóð³â; ãë³öåðàëüäåã³ä-3-
ôîñôàòäåã³äðîãåíàçè (ÃÀÄÔÃ) ÿê åíäîãåííîãî êîíòðîëþ; â � ïðèêëàä ôîòîãðàô³¿ åëåêòðîãðàìè, îòðèìàíî¿ â
ðåçóëüòàò³ ïîë³ìåðàçíî-ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿; ï.í. � ïàðà íóêëåîòèä³â
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Ðèñ. 2. Åêñïðåñ³ÿ á³ëêà ïîòåíö³àëçàëåæíîãî àí³îííîãî êàíàëó (ÏÇÀÊ) ó òêàíèíàõ ñåðöÿ äîðîñëèõ (1) òà ñòàðèõ
ùóð³â (2); n = 6

ÏÇÀÊ31 êÄà

11 1 2 2 2

Ï³äâèùåíà åêñïðåñ³ÿ ïîòåíö³àëçàëåæíîãî àí³îííîãî êàíàëó é àäåí³ííóêëåîòèäòðàíñëîêàçè
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äëÿ âèâ³ëüíåííÿ ³ç ì³òîõîíäð³é ó öèòîïëàçìó
öèòîõðîìó ñ, à á³ëîê Bcl-2 ìîæå ï³äòðè-
ìóâàòè ÏÇÀÊ ó «çàêðèòîìó ñòàí³».

Àêòèâàö³ÿ ìåõàí³çì³â ò³º¿  ÷è ³íøî¿
ôîðìè çàãèáåë³ êë³òèíè ìîæå âèçíà÷àòèñÿ
ê³ëüê³ñòþ â³äêðèòèõ ÌÏ. Òàê, â óìîâàõ
ôîðìóâàííÿ ÌÏ ó äåê³ëüêîõ ì³òîõîíäð³ÿõ,
â  êë ³òèí³  àêòèâóºòüñÿ  àó òîôàã ³ÿ ,  ïðè
â³äêðèâàíí³ ÌÏ ó á³ëüø³é ê³ëüêîñò³ ì³òî-
õîíäð³é ³í³ö³þºòüñÿ àïîïòîç, ùî, éìîâ³ðíî, º
íàñë³äêîì çá³ëüøåííÿ â öèòîïëàçì³ ê³ëüêîñò³
öèòîõðîìó ñ òà àïîïòîç³íäóêóþ÷îãî ôàêòîðà
[12]. Òàêèì ÷èíîì, ïðè á³ëüø³é ê³ëüêîñò³
â³äêðèòèõ ÌÏ ìîæëèâå ³í³ö³þâàííÿ àïîïòîçó
íà â³äì³íó â³ä òîãî, ùî ì³í³ìàëüíà ê³ëüê³ñòü
â³äêðèòèõ ÌÏ ïðèíöèïîâî íå âïëèâàº íà
ïðîöåñ êë³òèííî¿ çàãèáåë³ [26].

Îòðèìàí³ íàìè ðåçóëüòàòè äàþòü ìîæ-
ëèâ³ñòü ïðèïóñòèòè, ùî ï³äâèùåí³ ð³âí³
åêñïðåñ³¿ ÏÇÀÊ ³ ÀÍÒ ïîâ�ÿçàí³ ç³ çá³ëü-
øåííÿì ê³ëüêîñò³ óòâîðåíèõ ÌÏ ó ìåìáðà-
íàõ îðãàíåë ó ñåðö³ ñòàðèõ ùóð³â, ùî â ñâîþ
÷åðãó ìîæå ïðèçâîäèòè äî çá³ëüøåííÿ
ïðîíèêíîñò³ ì³òîõîíäð³àëüíèõ ìåìáðàí ³

Ðèñ. 3. Êîíöåíòðàö³éíà çàëåæí³ñòü ð³çíèö³ âåëè÷èíè
íàáóõàííÿ çà íàÿâíîñò³ ³îí³â êàëüö³þ ì³òîõîíäð³é ñåðöÿ
äîðîñëèõ (1) ³ ñòàðèõ (2) ùóð³â (n=5); (∆%  � ð³çíèöÿ
ì³æ ïîêàçíèêîì íàáóõàííÿ ì³òîõîíäð³é íà 15-é õâèëèí³
¿õ íàáóõàííÿ ³ ïîêàçíèêîì âèõ³äíîãî çíà÷åííÿ îïòè÷íî¿
ãóñòèíè ö³º¿ ñóñïåíç³¿ íà 1-é õâèëèí³); *P<0,05
ïîð³âíÿíî ç äîðîñëèìè ùóðàìè
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Ðèñ. 4. Ñõåìàòè÷íå çîáðàæåííÿ ïðîöåñ³â, ùî ñïðè-
÷èíÿþòü ï³äâèùåíó ÷óòëèâ³ñòü ì³òîõîíäð³àëüíî¿ ïîðè
(ÌÏ) äî êàëüö³þ òà àïîïòîç ïðè ñòàð³íí³: ÏÇÀÊ �
ïîòåíö³àëçàëåæíèé àí³îííèé êàíàë; ÀÍÒ � àäåí³í-
íóêëåîòèäòðàíñëîêàçà

ø³é êîíöåíòðàö³¿ (10-7 ìîëü/ë) ñïðè÷èíÿº
á³ëüø çíà÷íå íàáóõàííÿ ì³òîõîíäð³é ñåðöÿ
ñòàðèõ ùóð³â ïîð³âíÿíî ç äîðîñëèìè, ³ öÿ
ð³çíèöÿ ñòàíîâèòü 5 %. Íåîáõ³äíî â³ä-
ì³òèòè, ùî çà â³äñóòíîñò³ Ñà2+ ñïîñòåð³-
ãàëîñÿ íåçíà÷íå íàáóõàííÿ ì³òîõîíäð³é
ñåðöÿ ñòàðèõ ùóð³â ïîð³âíÿíî ç äîðîñëèìè
òâàðèíàìè. Öåé ôàêò ìîæå ñâ³ä÷èòè ïðî
ï³äâèùåííÿ ïðîíèêíîñò³ ìåìáðàí ì³òî-
õîíäð³é ç â³êîì.

Îäí³ºþ ³ç êëþ÷îâèõ ì³øåíåé ó ðîçâèòêó
àïîïòîçó, äî ÿêîãî çàëó÷åí³ ïðîàïîïòîòè÷í³
Âàõ ³ ÂÀÊ, º ÏÇÀÊ, ùî âçàºìîä³º ç öèìè
á³ëêàìè,  âíàñë³äîê ÷îãî çá³ëüøóºòüñÿ
ïðîíèêí³ñòü ì³òîõîíäð³àëüíèõ ìåìáðàí ïðè
ñòàð³íí³. Ñà2+ òàêîæ ñïðè÷èíþº çá³ëüøåííÿ
ïðîíèêíîñò³ ì³òîõîíäð³àëüíèõ ìåìáðàí, àëå
íåçàëåæíî â³ä ó÷àñò³ Âàõ ³ ÂÀÊ. Ïîïå-
ðåäæåííÿ çì³íè ïðîíèêíîñò³  ì³òîõîí-
äð³àëüíèõ ìåìáðàí, âèêëèêàíå ÿê Âàõ/ÂÀÊ,
òàê ³ Ñà2+ ðåãóëþºòüñÿ àíòèàïîïòîòè÷íèìè
á³ëêàìè ñ³ìåéñòâà Bcl-2. Ö³ á³ëêè ïðî-
ÿâëÿþòü øèðîêèé ñïåêòð ä³¿ â³ä ³íã³áóâàííÿ
àïîïòîçó äî éîãî ³íäóêö³¿. Òàê, Âàõ � îäèí
³ç ïðåäñòàâíèê³â öüîãî ñ³ìåéñòâà � ìîæå
çì³íþâàòè ô³çè÷í³  âëàñòèâîñò ³  ÏÇÀÊ
òàêèì ÷èíîì, ùî ðîáèòü éîãî «â³äêðèòèì»
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ï³äâèùåííÿ ÷óòëèâîñò³ ÌÏ äî ³íäóêòîðà
Ñà 2+,  ÿêèé ñïðè÷èíÿº íàáóõàííÿ ì³òî-
õîíäð³é,  ³  ÿê ðåçóëüòàò � âèâ³ëüíåííÿ
àïîïòîòè÷íèõ ôàêòîð³â ³ ðîçâèòîê àïîïòîçó
(ðèñ.  4) .  ²ñíóº ïðèïóùåííÿ éìîâ³ðíî¿
çàëåæíîñò³ ê³ëüêîñò³ óòâîðåíèõ ÌÏ â³ä
êîíöåíòðàö³¿ Ca2+ ó öèòîïëàçì³, ùî ìàº
ñóòòºâå çíà÷åííÿ â ðåãóëÿö³¿ ïðîíèêíîñò³
ì³òîõîíäð³àëüíèõ ìåìáðàí [20].

Îòæå, ï³äâèùåííÿ ð³âí³â åêñïðåñ³¿ ÏÇÀÊ
³  ÀÍÒ ÿê îñíîâíèõ ñòðóêòóðíî-ôóíê-
ö³îíàëüíèõ êîìïîíåíò³â ÌÏ ³ ï³äâèùåíà
÷óòëèâ³ñòü ÌÏ äî ä³¿ Ñà2+,  ñïðè÷èíåíà
çá³ëüøåííÿì ïðîíèêíîñò³ ì³òîõîíäð³àëüíèõ
ìåìáðàí ó ñåðö³ ñòàðèõ ùóð³â, ìîæóòü áóòè
îäíèìè ³ç øëÿõ³â ïîðóøåííÿ ¿õ áàð�ºðíèõ
âëàñòèâîñòåé  òà  ³íäóêóâàòè  çàãèáåëü
êë³òèí âíàñë³äîê äèñôóíêö³¿ ì³òîõîíäð³é.

Ñ.Â. ×åðíàÿ, Â.Å.Äîñåíêî, Í.À. Ñòðóòèíñêàÿ,
Ã.Ë. Âàâèëîâà, Â.Ô. Ñàãà÷

ÏÎÂÛØÅÍÍÀß ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÏÎÒÅÍ-
ÖÈÀËÇÀÂÈÑÈÌÎÃÎ ÀÍÈÎÍÍÎÃÎ ÊÀÍÀ-
ËÀ È ÀÄÅÍÈÍÍÓÊËÅÎÒÈÄÒÐÀÍÑËÎÊÀÇÛ
È ×ÓÂÑÒÂÈÒÅËÜÍÎÑÒÜ ÊÀËÜÖÈÉ-
ÈÍÄÓÖÈÐÎÂÀÍÍÎÉ ÌÈÒÎÕÎÍÄÐÈÀËÜ-
ÍÎÉ ÏÎÐÛ Â ÑÅÐÄÖÅ ÑÒÀÐÛÕ ÊÐÛÑ

Èññëåäîâàëè ýêñïðåññèè ìÐÍÊ è áåëêà ïîòåíöèàë-
çàâèñèìîãî àíèîííîãî êàíàëà (ÏÇÀÊ), ìÐÍÊ àäåíèí-
íóêëåîòèäòðàíñëîêàçû (ÀÍÒ), à òàêæå ÷óâñòâèòåëüíîñòü
ìèòîõîíäðèàëüíîé ïîðû (ÌÏ) ê äåéñòâèþ êàëüöèÿ â
ñåðäöå âçðîñëûõ è ñòàðûõ êðûñ. Ïîêàçàíî, ÷òî â ñåðäöå
ñòàðûõ êðûñ óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ÏÇÀÊ ïîâûøàëñÿ
â 1,7 ðàçà (Ð<0,05), à ìÐÍÊ ÀÍÒ � â 1,8 ðàçà (Ð<0,05) ïî
ñðàâíåíèþ ñî âçðîñëûìè æèâîòíûìè. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà
Western-blott-àíàëèçà ïîêàçàíî, ÷òî óðîâåíü ýêñïðåññèè
áåëêà ÏÇÀÊ â ñåðäöå ñòàðûõ êðûñ òàêæå çíà÷èòåëüíî
ïîâûøàëñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñî âçðîñëûìè æèâîòíûìè. Ïðè
èññëåäîâàíèè äîçîçàâèñèìîãî îò êàëüöèÿ (10-7�10-4ìîëü/
ë) íàáóõàíèÿ ìèòîõîíäðèé íàìè áûëà óñòàíîâëåíà
ïîâûøåííàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ÌÏ ê èíäóêòîðó åå
îòêðûòèÿ â ñåðäöå ñòàðûõ êðûñ ïî ñðàâíåíèþ ñî âçðîñëûìè
æèâîòíûìè. Òàêèì îáðàçîì, ïîâûøåíèå óðîâíåé ýêñï-
ðåññèè ÏÇÀÊ è ÀÍÒ êàê îñíîâíûõ ñòðóêòóðíî-ôóíê-
öèîíàëüíûõ êîìïîíåíòîâ ÌÏ è ïîâûøåííàÿ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü ÌÏ ê äåéñòâèþ Ñà2+, âûçâàííàÿ óâåëè÷åíèåì
ïðîíèöàåìîñòè ìèòîõîíäðèàëüíûõ ìåìáðàí ïðè
ñòàðåíèè, ìîãóò áûòü îäíèìè èç ïóòåé íàðóøåíèÿ èõ
áàðüåðíûõ ñâîéñòâ, ÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü ê äèñôóíêöèè
ìèòîõîíäðèé.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ïîòåíöèàëçàâèñèìûé àíèîííûé êàíàë,
àäåíèííóêëåîòèäòðàíñëîêàçà, ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ, ìèòî-
õîíäðèàëüíàÿ ïîðà, ñåðäöå, ñòàðåíèå.

S.V. Chorna, V.E. Dosenko, N.A. Strutynska,
G.L. Vavilova, V.F. Sagach

INCREASED EXPRESSION OF VOLTAGE-
DEPENDENT ANION CHANNEL  AND ADENINE
NUCLEOTIDE TRANSLOCASE AND THE
SENSITIVITY OF CA2+ -INDUCED MITOCHON-
DRIAL PERMEABILITY TRANSITION
OPENING PORE IN OLD RAT HEART

We investigated mRNA and protein expression of voltage-
dependent anion channel (VDAC), mRNA adenine nucleotide
translocase (ANT) as well as the sensitivity of the mitochon-
drial permeability transition pore opening (MPTP) to Ca2+ in
the adult and old rat heart. It was shown that in the old rats
hearts VDAC mRNA expression increased by 1,7 (p<0,05)
times and mRNA ANT expression increased by 1,8 (p<0,05)
times in comparison with adult animals. The Western Blot
analysis showed that the level of VDAC protein expression in
the old rat hearts also significantly increased compared with
adult animals. In the hearts of old rats, the sensitivity of MPTP
opening to calcium (10-7-10-4 mol/l)  determined by mitochon-
dria swelling, increased two-fold (p<0,05). Therefore, an in-
creased VDAC and ANT expression, as the main structural
functional components of the MPTP, and an increased sensi-
tivity of MPTP opening to Ca2+ caused an increase in the
permeability of mitochondrial membranes in aging. Each of
these factors may contribute to alterations in mitochondrial
barrier properties and lead to mitochondrial dysfunction.
Key words: voltage-dependent anion channel expression, ad-
enine nucleotide translocase, expression mRNA, mitochon-
drial permeability transition pore, heart, aging.
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