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ВСТУП 

Актуальність теми. Дослідження взаємозв’язків між процесами клітин-

ного сигналювання та метаболічними шляхами є актуальною проблемою су-

часної фізіології. Процеси енергозабезпечення клітини відіграють винятково 

важливу роль у життєдіяльності організму, й іони Са
2+ 

здійснюють на них ваго-

мий вплив [43]. Так, відомо про існування взаємодій між Са
2+

-сигналізацією та 

мітохондріальним окисненням у ацинарних клітинах привушних залоз [45], клі-

тинах гладеньких м’язів [48], секреторних клітинах слинних залоз личинки 

дзвінця [6], ацинарних клітинах підшлункової залози [27, 209] і, особливо важ-

ливо, у гепатоцитах [82, 183]. Адже порушення взаємовпливів між цими проце-

сами у клітинах печінки пов’язано з розвитком деяких патологічних станів ор-

ганізму, зокрема, ожиріння чи цукрового діабету [34]. Але досі не досліджено 

Са
2+

-регуляції дихання мітохондрій in situ у гепатоцитах за умов збереження 

їхніх морфо-функціональних зв'язків з іншими органелами. Це є дуже важли-

вим з огляду на тісний контакт мітохондрій in vivo з ендоплазматичним ретику-

лумом та комплексом Гольджі [28, 67, 181,], а також на те, що окисне фосфори-

лювання регулюється сусідніми органелами зміною споживання АТФ та конце-

нтрації Са
2+

 у цитозолі [182]. 

Однією з фізіологічно активних речовин, які впливють на дихання змі-

нюючи Са
2+

-сигналізацію є таурин. Він належить до найбільш поширених амі-

носульфонових кислот у ссавців і задіяний у підтриманні Са
2+

-гомеостазу та 

функціонування мітохондрій [109]. Лобо зі співавт. [135] виявили, що найвища 

концентрація таурину є якраз у мітохондріях. Таурин вже за 1 ммоль/л спричи-

няє зростання рівня поглинання Са
2+

 мітохондріями гепатоцитів [168]. Однак, 

особливості окиснення різних субстратів у мітохондріях пермеабілізованих клі-

тин під впливом таурину та за різних концентрацій Са
2+

 є недослідженими. 

Процеси енергозабезпечення також перебувають під чітким контролем 

нейрогуморальної регуляції. Чільне місце у метаболізмі вуглеводів належить 
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інсуліну [134, 185, 213]. Він забезпечує регуляцію транспортування глюкози 

через плазматичну мембрану багатьох клітин, але не гепатоцитів. Тим не мен-

ше, інсулін збільшує активність піруватдегідрогенази клітин печінки щурів 

[103], підвищує максимальну здатність мітохондрій скелетних м’язів синтезу-

вати АТФ [199]. Але немає відомостей щодо впливу інсуліну на окисні процеси 

у мітохондріях in situ ізольованих клітин печінки. Дані ж щодо змін процесів 

енергетичного забезпечення у мітохондріях за умов цукрового діабету є супе-

речливими [76, 165, 189, 224]. Так, у деяких роботах показано зниження спожи-

вання кисню мітохондріями серця, печінки діабетичних щурів [165, 189]. І на-

впаки, Сінг і співавт. [194] зареєстрували інтенсифікацію дихання клітин нирок, 

а Гартман і співавт. [95] – мононуклеарних клітин периферійної крові. Проте 

досі не було досліджено впливу Са
2+

 на перебіг процесів дихання пермеабілізо-

ваних гепатоцитів за умов стрептозотоциніндукованого діабету. 

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисерта-

ція виконана на кафедрі фізіології людини і тварин біологічного факультету 

Львівського національного університету імені Івана Франка у рамках науково-

дослідних тем: ―Роль фізіологічно активних пептидів у функціонуванні секре-

торних клітин травних залоз‖ (2008–2009 рр., № держреєстрації 0108U000747), 

―Розробка тест-системи для з’ясування взаємозалежності функціонування Са
2+

-

транспортувальних систем і мітохондріального дихання in situ‖ (2010–2011 рр., 

№ держреєстрації 0110U001356), ―Вплив таурину на функціонування Са
2+

-

транспортувальних систем і мітохондріальне дихання секреторних клітин‖ 

(2012–2013 рр., № держреєстрації 0112U001264) та за часткової підтримки За-

хідно-Українського біомедичного дослідницького центру (WUBMRC). 

Мета і завдання дослідження. Мета роботи – дослідити залежність ди-

хання мітохондрій in situ гепатоцитів від Ca
2+

 за різних функціональних станів 

організму. 
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Для досягнення цієї мети були поставлені такі завдання: 

1. З’ясувати оптимальні умови дослідження дихання мітохондрій in situ 

гепатоцитів щурів. 

2. Дослідити залежність інтенсивності дихання пермеабілізованих гепа-

тоцитів від концентрації Ca
2+

 у середовищі. 

3. Проаналізувати кінетику процесів дихання  клітин печінки у середови-

щах з різною концентрацією Са
2+

 за тривалої дії таурину in vivo. 

4. З’ясувати особливості дихання гепатоцитів за умов коротко- та довгот-

ривалої гіперінсулінемії. 

5. Дослідити залежність процесів дихання клітин печінки від концентрації 

Са
2+

 у середовищі за умов стрептозотоциніндукованого діабету. 

Об’єкт досліджень: процеси енергозабезпечення клітин печінки. 

Предмет досліджень: мітохондріальне дихання гепатоцитів та його 

Ca
2+

-регуляція. 

Методи дослідження. Фізіологічні – дослідження інтенсивності дихання 

ізольованих гепатоцитів та мітохондрій in situ, моделювання гіперінсулемії, цу-

крового діабету та станів після тривалого введення таурину in vivo; препарати-

вні – отримання ізольованих гепатоцитів та пермеабілізація їхньої плазматичної 

мембрани; фізико-хімічні – полярографічне визначення змін напруження кисню 

у суспензії клітин, дослідження флуоресценції трипанового синього та родамі-

ну 123; біохімічні – визначення активності сукцинатдегідрогенази, каталази, 

супероксиддисмутази, вмісту ТБК-активних продуктів; кінетичні – розрахунок 

параметрів рівняння Хілла із застосуванням модифікованих координат Іді-

Гофсті; статистичні – описова статистика, лінійна регресія; t-тест Стьюдента, 

F-тест Фішера. 

Наукова новизна одержаних результатів. Уперше встановлено, що для 

ефективної пермеабілізації плазматичної мембрани необхідно враховувати 

співвідношення між кількостями детергента і клітин, а не його концентрацію; 
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оптимальне співвідношення між кількістю дигітоніну та кількістю гепатоцитів 

у суспензії для дослідження дихання мітохондрій in situ становить 20–22 мкг на 

1 млн клітин. Уперше показано, що за окиснення як сукцинату, так і суміші ма-

лату, глутамату і пірувату найсуттєвіші зміни окисних процесів відбуваються 

внаслідок збільшення [Ca
2+

] у середовищі від 0,1 до 1 мкмоль/л. Уперше вста-

новлено, що залежність швидкості дихання мітохондрій in situ гепатоцитів від 

концентрації як сукцинату, так і пірувату на фоні малату описується рівнянням 

Хілла. З'ясовано, що кінетичні параметри окиснення сукцинату на тлі ротенону 

не відрізняються за 0,1 і 1 мкмоль/л Са
2+

 у середовищі. Виявлено, що за окис-

нення пірувату на тлі малату у пермеабілізованих гепатоцитах з підвищенням 

концентрації Ca
2+

 показники Vmax суттєво зростають, а K0,5 значно знижуються. 

Показано, що за високих концентрацій і сукцинату, і пірувату за 1 мкмоль/л 

Ca
2+

 розвивається субстратне інгібування окисних процесів мітохондрій in situ 

клітин печінки. Уперше виявлено, що таурин in vivo практично не змінює сук-

цинатстимульованого ротеноннечутливого дихання пермеабілізованих гепато-

цитів у стані S3, але частково нівелює відмінності у кінетиці за окиснення піру-

вату на тлі малату за різних [Са
2+

]. Встановлено, що субстратне інгібування, яке 

притаманне залежності швидкості дихання від концентрації пірувату за 1 

мкмоль/л Са
2+

 у середовищі, внаслідок тривалої дії таурину розвивається за 

вищої, ніж у контролі, концентрації субстрату. Уперше показано, що лише піс-

ля одноразового введення інсуліну in vivo швидкість дихання пермеабілізова-

них гепатоцитів у стані S3 за окиснення сукцинату й α-кетоглутарату збільшу-

ється, а за короткочасної дії цього гормона in vitro, чи після 6- і 12-денного вве-

дення in vivo – залишається незмінною. Уперше виявлено, що на ранніх етапах 

розвитку цукрового діабету знижується чутливість процесів клітинного дихан-

ня клітин печінки до токсичного рівня Ca
2+

. 

Практичне значення отриманих результатів. Одержані результати по-

глиблюють знання про закономірності енергетичних процесів у клітинах печін-
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ки та вплив на них Ca
2+

. За результатами дослідження оформлено Патент Укра-

їни на корисну модель ―Спосіб дослідження дихання мітохондрій in situ‖. 

Отримані дані можуть бути корисними для подальшого пошуку вирішення 

проблем терапії таких станів, як гіперінсулінемія і цукровий діабет І типу.  

Основні положення дисертаційної роботи впроваджені у навчальний про-

цес і використовуються у Львівському національному університеті імені Івана 

Франка при викладі матеріалу загального курсу ―Фізіологія людини і тварин‖ та 

спецкурсів ―Фізіологія травлення‖, ―Біоенергетика‖, ―Ендокринологія‖. Мето-

дичні й експериментальні розробки використовують студенти під час виконан-

ня курсових і дипломних робіт. Вони можуть бути використані для підготовки 

спеціалістів медико-біологічного профілю у вищих навчальних закладах Украї-

ни. 

Особистий внесок здобувача полягає у виконанні всього обсягу експе-

риментальної частини дисертації, статистичному опрацюванні результатів, по-

шуку й аналізуванні даних літератури, а також за участю наукового керівника і 

співавторів публікацій плануванні наукової роботи, інтерпретуванні отриманих 

результатів. 

Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації були 

представлені на V, VI і X Міжнародній науковій конференції студентів і аспі-

рантів ―Молодь і поступ біології‖ (Львів, 2009; 2010; 2014), XVIII з’їзді Україн-

ського фізіологічного товариства з міжнародною участю (Одеса, 2010), XIX 

з’їзді Українського фізіологічного товариства ім. П.Г. Костюка з міжнародною 

участю (Львів, 2014), Міжнародній конференції ―Механізми функціонування 

фізіологічних систем‖ (Львів, 2014), III Міжнародному симпозіумі: ―Внутріш-

ньоклітинна сигналізація та дизайн біоактивних молекул‖ (Львів, 2012), а також 

на наукових семінарах кафедри фізіології людини і тварин біологічного факу-

льтету, щорічних звітних наукових конференціях працівників біологічного фа-

культету Львівського національного університету імені Івана Франка. 
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Публікації. За темою дисертації опубліковано 5 статей у фахових науко-

вих журналах, 1 патент на корисну модель і 7 тез доповідей на міжнародних та 

вітчизняних конференціях. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається з розділів 

―Вступ‖, ―Огляд літератури‖, ―Матеріали та методи досліджень‖, ―Результати 

досліджень та їх обговорення‖, ―Узагальнення‖, ―Висновки‖ та ―Список вико-

ристаних джерел‖. Робота викладена на 142 сторінках друкованого тексту, ілю-

стрована 53 рисунками. Список цитованих джерел  містить 224 найменувань. 
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РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

1.1. Роль Са
2+

 гомеостазу в регуляції процесів 

мітохондріального дихання 

Мітохондрії є унікальними органелами, основна функція яких пов’язана з 

синтезом АТФ шляхом окисного фосфорилювання. Також мітохондрії відігра-

ють важливу роль у Са
2+

-сигналізації, оскільки вони виконують функції внут-

рішньоклітинного депо Са
2+

 і здатні впливати на характер та поширення Са
2+

-

сигналу у цитозолі [182]. Крім того, мітохондрії сприяють більшому спусто-

шенню клітинних депо Са
2+

 і, тим самим, – активації за фізіологічних умов де-

покерованих Са
2+

-каналів плазматичної мембрани [170]. Також мітохондрії під-

тримують усі АТФ-залежні процеси, а це і роботу Са
2+

-помп плазматичної мем-

брани і ендоплазматичного ретикулуму [23]. 

1.1.1. Са
2+

-транспортувальні системи мітохондрій 

Акумуляція Са
2+

 у матриксі мітохондрій можлива завдяки наявності у 

внутрішній мітохондріальній мембрані уніпортера [15]. Процес транспортуван-

ня Са
2+

 чи у мітохондрії, чи з них пов’язані з їхнім енергетичним станом [142]. 

Ефективність роботи Са
2+

-уніпортера залежить від мітохондріального мем-

бранного потенціалу і визначається концентраційним градієнтом катіонів Cа
2+

 

[2]. У свою чергу мітохондріальний мембранний потенціал генерується внаслі-

док активності електронтранспортного ланцюга внутрішньої мембрани мітохо-

ндрій [114]. 

У внутрішній мембрані мітохондрій наявний Са
2+

-уніпортер, він здійснює 

транспорт катіонів Са
2+

 у мітохондрії за рахунок електрохімічного градієнта Н
+
 

[13]. У мітохондріях у вільному стані міститься менше 1% депонованого Са
2+

. 
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Решта катіонів Са
2+

 перебуває у зв’язаному, проте здатному до обміну стані 

[92].  

Акумуляція кальцію мітохондріями здійснюється значно швидше, ніж 

процес вивільнення Са
2+

 з мітохондрій, який характеризується значною трива-

лістю [77].  У мітохондріях печінки виявлено і досить детально охарактеризо-

вано Nа
+
–Са

2+
- і Н

+
–Са

2+
-обмінники [30]. Наявність у мітохондріях поряд з 

Са
2+

-уніпортером Nа
+
–Са

2+
-обмінником і Н

+
–Са

2+
-обмінника має важливе зна-

чення, оскільки попереджує перевантаження цих органел іонами Са
2+

 [28].  

Na
+
–Ca

2+
-обмінник забезпечує вихід кальцію з мітохондрій [14], він пере-

важає у збудливих клітинах. Також системою, яка забезпечує вивільнення Са
2+

 і 

здебільшого поширена у незбудливих клітинах, є H
+
–Ca

2+
-обмінник [144]. У 

внутрішній мембрані мітохондрій наявна циклоспоринчутлива мітохондріальна 

пора, активація якої відбувається внаслідок перевантаження матриксу катіона-

ми Ca
2+

 [1, 22, 157]. 

Досліджено, що Na
+
–Са

2+
- і Ca

2+
–H

+
- обмінники мітохондрій за фізіологі-

чних [Na
+
] і [Н

+
] у цитозолі забезпечують процес виходу Са

2+
 з цих органел. 

Na
+
–Са

2+
- обмінник функціонує зі стехіометрією 1Са

2+ 
: 2Na

+
, а Ca

2+
–H

+
- обмін-

ник – зі стехіометрією 1Ca
2+ 

: 2H
+
 [30]. 

Вважається, що активація поглинання мітохондріями Са
2+

 є результатом 

тісного контакту між ними й ендоплазматичним ретикулумом [171, 181]. Було 

запропоновано ―концепцію мікродоменів‖ для транспортування Са
2+

 мітохонд-

ріями [46]. Ця концепція полягає в наступному: надходження Са
2+

 ззовні чи ви-

вільнення його з депо створює обмежені домени з високою концентрацією Са
2+

 

(20 мкмоль/л і більше), яка є достатньою для активації поглинання Са
2+

 низько-

афінною системою сусідньої мітохондрії.  

Власне, одним із аспектів функціонування Са
2+

-мікродоменів є їх роль у 

забезпеченні здійснення мітохондріями накопичення Са
2+

. Підвищення концен-

трації цитозольного Са
2+

 (цитозольні Са
2+

-спайки) веде до підвищення внутрі-
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шньомітохондріальної концентрації Са
2+

 (мітохондріальні Са
2+

-спайки) і має 

важливе значення для стимуляції окисного фосфорилювання у мітохондріях 

[61, 149]. Поглинання Са
2+

 мітохондріями може впливати на динаміку цитозо-

льних Са
2+

-сигналів [102, 112].  

Встановлено, що мітохондрії починають акумулювати Ca
2+

 вже за конце-

нтрації 100 нмоль/л Ca
2+

 у цитозолі [53], не зважаючи на те, що афінність уні-

портера 10 мкмоль/л. Крім того, було виявлено, що дихання мітохондрій визна-

чає активаційні/деактиваційні властивості депо-керованого входу Са
2+

, що має 

важливе значення для повторного наповнення депо кальцієм, втраченим під час 

стимуляції клітин агоністами [87]. Поглинання мітохондріями Са
2+

 може мати 

важливе значення для регуляції секреції [154].  

1.1.2. Вплив Са
2+

 на процеси мітохондріального дихання 

Поглинання Са
2+

 мітохондріями має важливе фізіологічне значення, оскі-

льки Са
2+

 активує три ферменти циклу трикарбонових кислот: піруватдегідро-

геназу, α-кетоглутаратдегідрогеназу та ізоцитратдегідрогеназу [12, 150]. При-

чому стимуляція Са
2+

 дихання пропорційна швидкоті транспорту катіона в мі-

тохондрії [121]. Активація піруватдегідрогенази здійснюється завдяки збіль-

шенню кількості активної нефосфорильованої форми ензиму через стимуляцію 

фосфатази піруватдегідрогенази [161]. Тоді як активація ізоцитрат- і α-

кетоглутаратдегідрогеназ відбувається алостерично [32], при цьому первинним 

є зменшення Km щодо субстратів.  

Стимулюючий вплив Са
2+

 на процеси окисного фосфорилювання є мож-

ливим лише за мікромолярних його концентрацій у позамітохондріальному се-

редовищі, коли транспорт не спричиняє суттєвого зменшення ∆μH [161]. Так як 

АТФ-синтаза здатна проявляти зворотну активність, то спад електрохімічного 

потенціалу, спричинений поглинанням Са
2+

, може супроводжуватись не тільки 
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компенсаторним активуванням дихального ланцюга, але і швидким гідролізом 

АТФ матриксу [161]. 

1.2. НАД- та ФАД-залежний шляхи окиснення субстратів 

Мітохондрії є одними із депо кальцію [162], проте основна їх біологічна 

функція у клітині й організмі полягає в синтезі АТФ з АДФ та неорганічного 

фосфату [66, 152]. 

Реакції біологічного окиснення складають молекулярну основу тканинно-

го дихання. Саме мітохондріальне дихання є біологічною основою утворення та 

акумуляції вільної хімічної енергії, яка використовується в ендергонічних про-

цесах [9]. Окиснення субстратів відбувається шляхом дегідрування. Ферменти, 

які каталізують цей процес, називаються дегідрогеназами. Розрізняють дві гру-

пи дегідрогеназ: флавін- та нікотинаміддинуклеотидні.  

За окиснення субстратів функцію безпосередніх акцепторів відновлюва-

льних еквівалентів здійснюють коферменти дегідрогеназ [18]. Роль кофермен-

тів нікотинамідних дегідрогеназ виконують такі нуклеотиди: нікотинамідадені-

ндинуклеотид (НАД) та нікотинамідаденіндинуклеотид-фосфат (НАДФ) [172]. 

Флавіновими коферментами є флавінаденіндинуклеотид (ФАД) та флавінмоно-

нуклеотид (ФМН) [79]. Ці коферменти передають електрони на подальші біохі-

мічні акцептори, утворюючи ланцюги передавання відновлювальних еквівален-

тів у біологічних системах [164, 210]. Залежно від того, які дегідрогенази окис-

люють субстрати (ФАД-залежні чи НАД-залежні) та далі передають атоми гід-

рогену на коензим Q, розрізняють НАД- та ФАД-залежний шляхи окиснення 

субстратів [19]. 
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1.2.1. Нікотинамідні дегідрогенази 

Нікотинамідні дегідрогенази (НАД(Ф)-залежні дегідрогенази) є групою 

ферментів, коферментом яких є НАД [172]. Кофермент цих дегідрогеназ є ак-

цептором гідрогену. НАД і НАДФ є коферментними формами вітаміну РР – ні-

котинаміду [80]. У піридинзалежних дегідрогеназ зв’язок між коферментом та 

білковою частиною ферменту є нестійкий, у процесі каталітичного циклу він 

утворюється і руйнується, і це дозволяє вважати нікотинамідні нуклеотиди бі-

льше субстратами, ніж простетичними групами [132]. Під час ферментативної 

реакції від субстрату відщеплюються два атоми гідрогену, один з яких приєд-

нується до піридинового кільця у формі гідридіона, а інший надходить у реак-

ційне середовище у вигляді протона. Відділившись від дегідрогеназ, відновлені 

коферменти (НАДН і НАДФН), внаслідок перенесення електронів до акцепто-

ра, зв’язаного з іншим ферментом, знову окислюються [71].  

У живих клітинах НАД(Ф)-залежні дегідрогенази виконують функції ана-

еробних дегідрогеназ і здійснюють процес відщеплення протонів та електронів 

від субстратів, тим самим відновлюючи НАД чи НАДФ. Далі відновлювальні 

еквіваленти передаються на інші акцептори [220]. 

НАД-залежні дегідрогенази каталізують окислювально-відновні реакції 

гліколізу, циклу трикарбонових кислот, β-окислення жирних кислот, дихально-

го ланцюга мітохондрій. НАДФ-залежні дегідрогенази беруть участь у проце-

сах відновлювального синтезу, вони постачають атоми гідрогену у синтезі жи-

рних кислот та стероїдів [220]. 

У клітині більша частина дегідрогеназ атоми гідрогену від субстратів пе-

реносить на НАД
+
, в свою чергу, відновлений НАДН передає електрони на ди-

хальний ланцюг [111], при цьому звільняється енергія, яка запасається у формі 

АТФ [179]. 
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1.2.2. Флавінові дегідрогенази 

Флавінові дегідрогенази за своєю структурою представлені складними бі-

лками флавопротеїнами. Як простетичну групу вони містять похідне вітаміну 

В2 (рибофлавіну) – ФМН або ФАД [203]. Активною частиною молекули ФАД 

або ФМН, яка акцептує два атоми гідрогену від субстрату, є ізоалоксазинове 

кільце рибофлавіну. Флавінові дегідрогенази каталізують реакції дегідрування 

субстратів. Внаслідок приєднання двох атомів гідрогену коферменти з окисне-

ної форми (ФМН чи ФАД) перетворюються у відновлену (ФМНН2 чи ФАДН2). 

На відмінну від піридинзалежних дегідрогеназ коферменти ФАД та ФМН міцно 

зв'язані з білковою частиною і не відщеплюються від неї на жодній стадії ката-

літичного циклу, а також флавінові коферменти зв’язують обидва протони 

[201].  

Розрізняють анаеробні та аеробні дегідрогенази. До анаеробних дегідро-

геназ належить НАДН-дегідрогеназа, яка приймає електрони від НАДН і пере-

дає їх на більш електропозитивні компоненти дихального ланцюга мітохондрій 

[208]. Наступні ферменти є ФАД-залежними дегідрогеназами. Сукцинатдегід-

рогеназа окислює бурштинову кислоту у циклі трикарбонових кислот [17]. Глі-

церол-3-фосфат-дегідрогеназа окислює гліцерол-3-фосфат у мітохондріях [155]. 

Наступним типом згаданих дегідрогеназ є дигідроліпоїлдегідрогеназа. Вона бе-

ре участь в окислювальному декарбоксилуванні піровиноградної кислоти [207].  

Серед аеробних дегідрогеназ виділяють: дегідрогеназу (оксидаза) L-

амінокислот – ФМН-залежний фермент нирок [221], ксантиноксидазу (ксанти-

ндегідрогеназу) – окислює пурини до сечової кислоти [204] та глюкозоксидазу 

– рослинний фермент, який використовується для кількісного визначення глю-

кози в біологічних рідинах [176, 218]. Два останні білки належать до ФАД-

залежних ферментів. 
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1.3. Ланцюг транспорту електронів 

У матриксі мітохондрій є ферменти, за участю яких відбувається окис-

нення субстратів. У процесі біологічного окиснення здійснюється дегідрування 

органічних субстратів. Електрони від субстратів окиснення переносяться на кі-

нцевий акцептор – кисень. Процес транспорту електронів можливий завдяки 

наявності у внутрішній мембрані мітохондрій проміжних переносників – тран-

спортерів електронів і протонів. Ця система білків-переносників організована у 

вигляді ланцюга електронного транспорту, або дихального ланцюга мітохонд-

рій [179]. Локалізація білків-переносників та коферментів у дихальному ланцю-

зі визначається значенням стандартного окисно-відновного потенціалу [131]. 

У складі дихального ланцюга мітохондрій є 4 білкові комплекси (компле-

кси І, II, III та IV), які забезпечують його функціонування. Також до складу 

комплексів входять залізо-сіркові білки, які містять іони негемового заліза (у 

вигляді FeS) та два рухомі переносники – убіхінон (коензим Q) і цитохром с 

[49]. Відновні еквіваленти вводяться в дихальний ланцюг за участю НАД- та 

ФАД-залежних дегідрогеназ, які окислюють відповідні субстрати [31]. 

Комплекс І (НАДН-дегідрогеназа) передає відновлювальні еквіваленти на 

убіхінон. НАДН-дегідрогеназа окислює НАДН
.
Н

+
, та переносить від нього 2 

електрони на убіхінон, а 4Н
+
 транспортує з матриксу у міжмембранний простір. 

[70, 212] Цей комплекс може транспортувати відновні еквіваленти за рахунок 

того, спочатку відбувається відновлення, а потім окиснення ФМН. Також до 

складу комплексу, як проміжні транспортери електронів, входять FeS-білки 

[122].  

Комплекс II (сукцинатдегідрогеназа); сукцинат; убіхінон (коензим Q)-

редуктаза) є флавопротеїном, ФАД-залежною сукцинатдегідрогеназою, асоці-

йованою з FeS-білками. Цей комплекс є додатковим шляхом для входу елект-

ронів у дихальний ланцюг за рахунок окиснення сукцинату [175]. Коензим Q 
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(убіхінон) акцептуює протони й електрони не тільки від НАДН-дегідрогенази, а 

й від ФАД-залежних дегідрогеназ мітохондрій [47].  

До складу комплексу III (убіхінон-цитохром с-оксидоредуктаза; цитохром 

с-редуктаза) входять цитохроми b, c1 та FeS-білок. Цитохром с-редуктаза тран-

спортує 2 електрони з убіхінону на цитохром с та забезпечує викачування 4 

протонів з матриксу в міжмембранний простір [130]. У подальшому ці протони 

будуть використані для утворення води [69].  

Цитохром с – водорозчинний білок з молекулярною масою 12,5 кДа, який 

переносить електрони між комплексами III та IV дихального ланцюга. Цито-

хром с є гемвмісним хромопротеїном (гемопротеїном). Подібно до інших цито-

хромів, гемова група цитохрому с здатна до транспорту електронів шляхом 

приєднання та відщеплення одного електрона з поперемінним переходом окис-

ної форми заліза [Fe(III)] в закисну [Fe(II)] [105]. 

Комплекс IV (цитохром с оксидаза) складається з цитохромів а та а3, а та-

кож містить два іони міді змінної валентності (Сu
+
 – Сu

2+
). Цей комплекс тран-

спортує 2 електрони на кисень та одночасно переносить 2 протони в міжмемб-

ранний простір. Так послідовністю цитохромів електрони з убіхінону переда-

ються на кисень [127]. У складі цитохрому а3 наявний іон заліза, який зв’язує 

цей кисень подібно до приєднання кисню у молекулі гемоглобіну. Кожен з ато-

мів О2 приєднує по 2 протони і 2 електрони – відбувається відновлення кисню 

до ендогенної води [188]. 

1.4. Цикл трикарбонових кислот і його біологічна роль 

Цикл трикарбонових кислот (цикл лимонної кислоти, цикл Кребса) пред-

ставлений циклічною послідовністю ферментативних реакцій, у результаті яких 

ацетил-КоА окислюється до двоокису карбону з утворенням атомів гідрогену. 

Сам ацетил-КоА (CH3-CO~S-КоА) є продуктом катаболізму основних видів ме-
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таболічного палива (вуглеводів, жирів, амінокислот), а атоми гідрогену викори-

стовуються для відновлення нікотинамідних або флавінових коферментів [81].  

Цикл трикарбонових кислот – це загальний кінцевий шлях окислюваль-

ного катаболізму клітини в аеробних умовах. Реакції і ферменти циклу трикар-

бонових кислот локалізовані у матриксі та внутрішній мембрані мітохондрій. 

Робота циклу Кребса спряжена з роботою дихального ланцюга мітохондрій, за-

вдяки якому відбувається вивільнення енергії, яка акумульована у відновних 

еквівалентах НАДН
.
Н та ФАДН2 [152].  

Послідовність реакцій циклу трикарбонових кислот не лінійна, а цикліч-

на. Цикл починається з конденсації двокарбонової ацетильної групи зі щавле-

вооцтовою кислотою (з чотирма атомами карбону). У результаті виникає ли-

монна кислота (з шістьма атомами карбону) [37]. Далі в реакції декарбоксилу-

вання виділяються 2 молекули СО2 і в останній реакції циклу знову утворюєть-

ся щавлевооцтова кислота [215].  

1.5. Інсулін та його значення у процесах метаболізму 

1.5.1. Загальна характеристика інсуліну 

Інсулін – поліпептидний гормон із молекулярною масою 5,7 кДа. Його 

молекула складається з двох ланцюгів – А і В, які мають, відповідно, 21 та 30 

амінокислотних залишків. Пептидні ланцюги сполучені дисульфідними 

зв’язками [42]. У різних видів тварин амінокислотний склад інсуліну різний і 

відрізняється від гормону людини кількома амінокислотними залишками. Най-

ближчим за складом до людського є свинячий інсулін. Він відрізняється від 

людського гормону лише тим, що замість треоніну містить аланін, тому володіє 

меншою антигенною активністю, аніж інсуліни інших видів тварин [42].  

Інсулін розчинний у воді та у 80%-ному спирті, нерозчинний у більшості 

органічних розчинників, руйнується нагріванням і протеолітичними фермента-
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ми. Він легко полімеризується, утворюючи частинки з молекулярною масою до 

48000. Високомолекулярні комплекси інсуліну містять цинк [62]. 

Із підшлункової залози інсулін потрапляє в кров безперервно, але рівень 

його секреції змінюється залежно від різних обставин та впливів. У плазмі час-

тина інсуліну зв’язується з білком і це з’єднання називається ―зв’язаним інсулі-

ном‖. З крові інсулін досить швидко переходить у тканини. Особливо інтенсив-

но захоплюють його скелетні м’язи [110], печінка [153] і нирки [184]. У цих 

тканинах відбувається інактивація інсуліну внаслідок розщеплення його моле-

кул різноманітними протеолітичними ферментами. Сукупність таких фермен-

тів, які утворюються в печінці, називаються інсуліназою. Частина інсуліну ви-

водиться з організму зі сечею [184]. 

Широкий діапазон біологічної дії інсуліну зумовлює досить ефективне 

його застосування при різних захворюваннях. Зокрема, це основний і специфіч-

ний засіб при лікуванні цукрового діабету [57, 123, 206, 211]. Крім того, у ме-

дичній практиці його використовують як препарат, який стимулює обмін речо-

вин, зокрема, процеси біосинтезу білків [199], глікогену [60], ліпідів [187], а та-

кож для посилення репаративних процесів, зокрема, після травм, при опіках 

тощо [98, 139]. 

1.5.2. Молекулярні механізми дії інсуліну 

Молекулярні основи біохімічних та фізіологічних ефектів інсуліну зали-

шаються не повністю розшифрованими [118]. Рецептори для інсуліну локалізо-

вані у мембранах гормоночутливих клітин. Вони суттєво відрізняються від ре-

цепторів для білково-пептидних гормонів як за структурною організацією, так і 

за механізмами трансдукції гормонального сигналу. Інсулінові рецептори ма-

ють спільні принципи біохімічної організації та функціонування з рецепторами 

пептидних факторів росту. Вони отримали назву рецепторних тирозинкіназ 
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[104]. Цей клас рецепторів поєднує у собі функції як самого рецептора, так і 

трансдуктора [192]. 

Для деяких тканин характерний феномен надлишкової продукції інсуліну. 

Він полягає у тому, що максимальний біологічний ефект реєструється при вза-

ємодії гормону лише з 2–5 % ділянок, які знаходяться на поверхні клітин і 

зв’язують інсулін. Надлишок рецепторів дозволяє клітині реагувати на гормон 

навіть при відносно низьких його концентраціях. Однак, гепатоцити володіють 

невеликим надлишком рецепторів інсуліну [41]. 

За своєю молекулярною організацією рецептори інсуліну є гетеродиме-

рами, обидві субодиниці яких є глікозильованими. α-Субодиниця розташована 

ззовні клітини і містить інсулін-зв’язуючі ділянки; β-субодиниця є трансмемб-

ранним білком, цитозольний домен якого має тирозинкіназну активність [104]. 

1.5.3. Гормональна активність інсуліну та наслідки її порушення 

Основне фізіологічне значення інсуліну полягає у регуляції вуглеводного 

обміну [78, 100, 197]. А, отже, цукровий діабет – хвороба, пов’язана з пору-

шенням синтезу, секреції інсуліну чи реактивності інсулінових рецепторів [113, 

125] – характеризується стійкою гіперглюкоземією, порушеннями вуглеводного 

обміну та метаболічно зв’язаних з обміном глюкози перетворень ліпідів і амі-

нокислот [159]. 

Метаболічні процеси, які відбуваються у печінці, жировій тканині та 

м’язах, контролюються інсуліном і його антагоністами: глюкагоном, катехола-

мінами, глюкокортикоїдами і гормонами росту [174, 222]. Як правило, при під-

вищенні концентрації інсуліну, секреція його антагоністів пригнічується, і, на-

впаки, при дефіциті інсуліну виникає тенденція до підвищення кількості анта-

гоністів. Надлишок інсуліну також небезпечний для організму. Він зумовлює 

анаболічні процеси, такі як синтез глікогену, жирних кислот і триацилгліцеро-
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лів, а також синтез білка [51]. У той же час підвищена кількість антагоністів 

полегшує катаболічні процеси, тобто гідроліз триацилгліцеролів, окислення 

жирних кислот, ектогенез, протеоліз, глікогеноліз. 

Виділяють 4 групи біологічних ефектів інсуліну: 1) дуже швидкі (секунд-

ні) – гіперполяризація мембран деяких клітин, зміна мембранного транспорту 

глюкози й іонів [133]; 2) швидкі (хвилинні) – активація та гальмування багатьох 

ферментів, що веде до переважання деяких анаболічних процесів, наприклад, 

глікогенезу, ліпогенезу і синтезу білка; одночасно відбувається інгібування ка-

таболічних процесів [187]; 3) повільні (від хвилини до декількох годин) – під-

вищене поглинання амінокислот клітинами, вибіркова індукція чи репресія си-

нтезу ферментів [138]; 4) найповільніші (від годин до днів) – мітогенез і розм-

ноження клітин [141, 198]. 

За недостатньої секреції інсуліну знижується здатність тканин використо-

вувати глюкозу. Розвивається захворювання – цукровий діабет [205]. При цьо-

му спостерігаються різного роду біохімічні порушення. Їх класифікують так: 

1. Гіперглікемія (при цукровому діабеті) виникає внаслідок: підви-

щення надходження глюкози у кров з печінки (розпад глікогену); порушення 

поглинання глюкози тканинами, активація глюконеогенезу у разі припинення 

інгібуючої дії інсуліну на синтез ключових ензимів глюконеогенезу, посилення 

секреції глюкокортикоїдів, які стимулюють активність ферментів глюконеоге-

незу в печінці та нирках [126, 166]. 

2. Глюкозурія та поліурія, які зумовлені порушенням здатності нирко-

вих канальців до реабсорбції глюкози [85]. 

3. Кетонемія та кетонурія, які виникають, оскільки дефіцит глюкози 

у клітинах призводить до інтенсивнішого використання ліпідів, як джерела ене-

ргії. Зростає ліполіз, ацетил-КоА не цілковито розщеплюється у циклі трикар-

бонових кислот – частина його витрачається на синтез кетонових тіл (β-



24 

 

оксимасляна, ацетооцтова кислоти, ацетон). Унаслідок цього кетосполуки 

з’являються у плазмі (кетонемія) і в сечі (кетонурія) [140]. 

4. Кетосполуки спричиняють метаболічний ацидоз [216]. 

Всі ефекти інсуліну відтворюються при його дії в різних концентраціях і 

виникають у різний час після введення гормону. Така гормональна дія інсуліну 

зумовлена певними біохімічними механізмами. 

1.5.3.1. Вплив інсуліну на обмін вуглеводів 

Вплив інсуліну на обмін вуглеводів реалізується кількома шляхами: 

1 Стимуляція транспорту глюкози з екстрацелюлярного простору через 

плазматичні мембрани всередину клітини. Такий ефект спостерігається здебі-

льшого в клітинах м’язів, адипоцитах жирової тканини та лімфоцитах [72, 115, 

195]. Він є основною причиною дуже швидкого зниження глюкоземії після 

ін’єкції інсуліну. Але інсулін не впливає на мембранний транспорт глюкози в 

гепатоцитах, клітинах головного мозку, нирок, оскільки стимуляція поглинання 

глюкози цими тканинами при дії інсуліну спричиняється активацією гормоном 

швидкої внутрішньоклітинної утилізації глюкози [191]. 

2. Сприяння утилізації глюкози в м’язах, печінці, жировій тканині тощо 

через гліколіз, пентозофосфатний шлях та синтез глікогену: 

– стимуляція гліколізу в гепатоцитах відбувається за рахунок активації 

інсуліном синтезу (індукції) глюкокінази – ферменту, який перетворює глюкозу 

на глюкозо-6- фосфат [145], а також фосфофруктокінази та піруваткінази; 

– стимуляція пентозофосфатного шляху глюкози відбувається завдяки ак-

тивації глюкозо-6-фосфат-дегідрогеназної реакції [119] (цей ефект інсуліну 

особливо важливий для жирової тканини та печінки, бо створює метаболічні 

умови, сприятливі для ліпогенезу); 

– інсулінзалежна стимуляція глікогенезу зумовлюється такими фермента-

тивними механізмами, як: а) збільшення глюкокіназної активності, що призво-
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дить до додаткового утворення глюкозо-6-фосфату, який може перетворювати-

ся на глюкозо-1-фосфат [146]. Він є безпосереднім субстратом глікогонезу; б) 

активація глікогенсинтази: інсулін сприяє переходу ферменту в дефосфорильо-

вану – активну форму [129] (ефект зумовлений зниженням під впливом інсулі-

ну рівня цАМФ внаслідок активації фосфодіестерази циклонуклеотидів і, від-

повідно, зменшення активності протеїнкінази, яка фосфорилює глікогенсинтазу 

[200]); в) зменшення активності глікогенфосфорилази (що також зумовлено па-

дінням концентрації цАМФ і активності відповідної протеїнкінази). Сукупність 

цих (б, в) метаболічних ефектів інсуліну спрямована на запасання глікогену в 

тканинах [167] (анаболічна дія гормону). 

3. Гальмування процесів глюконеогенезу в печінці: інсулін призводить до 

інгібування синтезу глюконеогенних ферментів – фосфоенолпіруваткінази, 

фруктозо-1,6- дифосфатази, глюкозо-6-фосфатази – цей процес є повільнішим 

(порівняно із впливом інсуліну на транспорт глюкози, гліколіз та глікогенез) і 

потребує для свого прояву декілька годин [36, 97]. 

Отже, якщо немає інсуліну, або його недостатньо, то фосфорилювання і 

засвоєння глюкози затримується, що призводить до нагромадження цукру в 

крові та виведення його зі сечею. 

1.5.3.2. Роль інсуліну в обміні ліпідів 

Інсулін характеризується стимуляцією анаболічних шляхів, ліпідного об-

міну і збільшеним депонуванням нейтральних жирів у клітинах, що проявля-

ється здебільшого в жировій тканині та печінці [116]. Ліпогенні ефекти інсуліну 

зумовлені такими біохімічними механізмами:  

1) активацією синтезу вищих жирних кислот за рахунок збільшення 

притоку відповідних субстратів: ацетил-КоА та НАДФН, які утворюються при 

метаболізмі глюкози; 
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2) активацією синтезу триацилгліцеролів із жирних кислот та гліце-

рил-3-фосфату, який також постачається у збільшеній кількості при гліколітич-

ному розщепленні глюкози (утворюється з діоксіацетонфосфату в гліцерил-3-

фосфатдегідрогеназні реакції ) [160]; 

3) гальмуванням ліполізу в адипоцитах, що зумовлено зменшенням 

концентрації цАМФ, необхідного для активації тригліцеридліпази та протидією 

ліполітичному впливу катехоламінів і глюкагону [101]. 

Згідно із вище зазначеними фактами, цукровий діабет характеризується 

активацією тригліцеридліпази жирової тканини, утворенням кетонових тіл (ке-

тогенезом) та виникненням при некомпенсованій течії захворювання кетоаци-

дозу. Утворені кетонові тіла дифундують у кров і використовуються поза печі-

нковими тканинами як джерела енергії. У печінці відбувається активне окис-

лення жирних кислот і кетонові тіла утворюються у значних кількостях. При 

цьому ацетоацетат неферментативно декарбоксилюється, що супроводжується 

утворенням ацетону, тому для кетозу характерний запах ацетону у видихувано-

му повітрі [216]. 

Окрім цього, оскільки інсулін зменшує в печінці утворення основних тра-

нспортерів триацилгліцеролів та холестерину – ліпопротеїдів низької щільності 

та ліпопротеїдів дуже низької щільності, цукровий діабет ІІ типу характеризу-

ється розвитком атеросклерозу й ожиріння [68]. 

1.5.3.3. Вплив інсуліну на обмін амінокислот і білків 

Найбільше дія інсуліну на амінокислотний і білковий обмін виражена у 

м’язах, печінці, нирках, сполучній тканині. Вона має анаболічний ефект і хара-

ктеризується : 

1) стимуляцією транспорту нейтральних амінокислот через плазмати-

чні мембрани (цей ефект найбільше виражений у м’язах); 
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2) активацією процесів рибосомальної трансляції, синтезу рРНК і де-

яких мРНК (у м’язах, печінці, нирках, сполучній тканині) [75]. 

При нестачі синтезу інсуліну порушується надходження амінокислот у 

клітини і ускладнюється білковий синтез. Порушуються імунологічні властиво-

сті організму, у зв’язку з чим погано заживають рани, розвиваються гнійні про-

цеси [90]. 

1.5.3.4. Участь інсуліну у процесах клітинного росту 

Інсулін володіє ростостимулюючими властивостями, які пов’язані як зі 

стимуляцією надходження у клітини енергетичних і пластичних субстратів для 

росту (глюкози, жирних кислот, амінокислот), так і з безпосереднім активую-

чим впливом на біосинтез (реплікацію) ДНК. Інсулін здійснює позитивний 

вплив на проліферацію тваринних клітин у культурі, подібний до дії пептидних 

факторів росту – фактора росту епідермісу, фактора росту фібробластів, тром-

боцитарного фактора росту, біологічні ефекти яких також підсилюються інсу-

ліном [151]. 

1.5.3.5 Цукровий діабет як наслідок патологічних змін 

гормональної активності інсуліну 

Дефіцит інсуліну зумовлює розвиток найпоширенішого ендокринного за-

хворювання – цукрового діабету. Цукровий діабет – це хвороба, яка характери-

зується генетично детермінованим або відносним дефіцитом гормону підшлун-

кової залози – інсуліну. В основі розвитку цукрового діабету лежить зниження 

продукції інсуліну в β-клітинах острівцевого апарату залози або нездатність ві-

дповідних клітинних рецепторів реагувати на інсулін. Оскільки виникає дефі-

цит інсуліну, рівень глюкози значно підвищується [63]. 
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Глюкоза необхідна людському організму, оскільки є головним джерелом 

енергії. Але постійно підвищений рівень глюкози, який спостерігається при ді-

абеті, викликає пришвидшене старіння організму і збільшується ризик виник-

нення ускладнень, до яких належать інфаркти, інсульти, тяжкі ураження нирок 

(нефропатія, ниркова недостатність), сліпота, ураження нервів і судин тощо 

[33]. Виявлені значні порушення у системі кровообігу, зокрема, напруження 

кисню в артеріальній крові є значно нижчим від норми, знижений є також і 

вміст гемоглобіну [202]. У середньому віці у хворих на цукровий діабет спосте-

рігаються симптоми тканинної гіпоксії . 

За етіопатогенетичними чинниками розрізняють спонтанний і вторинний 

цукровий діабет. Спонтанний цукровий діабет спостерігається найчастіше. Роз-

різняють два його типи, різні за етіологією та патогенезом: 

1. Інсулінозалежний цукровий діабет І типу – розвивається внаслідок 

руйнування значної кількості (до 90%) секретуючих інсулін β-клітин. Інсуліно-

залежний діабет складає приблизно 5–10% всіх випадків [64]. Він проявляється 

гіперглікемією і схильністю до кетонемії та кетоацидозу. Ця форма цукрового 

діабету розвивається звичайно в ранньому віці (до 30 років), найчастіше у дітей 

та підлітків [33]. 

2. Інсулінонезалежний цукровий діабет ІІ типу – форма, за якої у бі-

льшості хворих зберігаються β-клітини в інсулярній частині підшлункової зало-

зи, але порушені специфічні реакції клітин на дію інсуліну або регуляція його 

секреції під впливом збільшеної концентрації глюкози крові [59]. Такий тип ро-

звивається звичайно у дорослих (осіб після 30 років) та осіб похилого віку і 

проявляється гіперглікемією та ожирінням. 

Точна причина виникнення діабету І типу й досі не з’ясована. Відомо, що 

у більшості людей з таким типом власна імунна система їх організму помилко-

во знищує острівці Лангерганса, які виробляють інсулін у підшлунковій залозі. 
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Тобто, у цьому випадку діабет – автоімунне захворювання. Певну роль у цьому 

процесі відіграє генетична схильність, а також деякі віруси [35]. 

Діабет ІІ типу дуже рідко діагностується на початкових стадіях, оскільки 

гіперглікемія розвивається поступово і хворі роками не відчувають змін у са-

мопочутті [64].  

Майже завжди цукровий діабет буває ―первинним‖. Проте також є таке 

поняття, як «вторинний» цукровий діабет, який супроводжує певні захворю-

вання, стани та синдроми. Зокрема, це хвороби підшлункової залози, напри-

клад, панкреатит, гемохроматоз, пухлини тощо; гормонально активні пухлини 

органів ендокринної системи – акромегалія, глюкагонома, синдром Кушинга; 

ускладнення, викликані прийомом лікарських препаратів, наприклад, діаксози-

ду та глюкокортикоїдів, особливо у великих дозах; генетичні порушення проін-

суліну та інсуліну; генетичні синдроми, наприклад спадкове захворювання 

Прадера-Уіллі тощо. Проте у цих випадках діабет як наслідок виникає рідко. 

Окремо виділяють так званий гестаційний діабет, який виникає під час 

вагітності. У цьому випадку діагностують підвищення рівня глюкози, який в 

більшості після народження дитини повертається до норми [63]. 

1.5.3.6 Особливості цукрового діабету І типу 

Цукровий діабет І типу – автоімунне захворювання, для якого властиве 

поступове руйнування β-клітин підшлункової залози із наступним розвитком 

стійкої нестачі інсуліну. У більшості випадків процес руйнування β-клітин пос-

туповий і повільний, і лише коли 80–95 % їх гине, розвивається абсолютний 

дефіцит інсуліну з тяжкими метаболічними розладами. При цьому важливу 

роль відіграє генетично зумовлена низька здатність цих клітин до регенерації. 

Поєднання зовнішніх несприятливих чинників і спадкової схильності запускає 

автоімунну реакцію проти клітин Лангерганса у генетично чутливих осіб [35]. 
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У нормі після їди рівень глюкози в крові підвищується, що призводить до 

виходу інсуліну з підшлункової залози. У людини з цукровий діабет І типу у 

зв'язку з недостатнім рівнем інсуліну глюкоза не може бути використана, як 

джерело енергії. Тому організму хворого доводиться використовувати жир і 

м'язи, а це, в свою чергу, призводить до втрати ваги. Тому одним зі симптомів 

цукрового діабету І типу є зменшення маси тіла [63].  

Після того як розвинувся діабет І типу, не існує способу відновити зруй-

новані клітини підшлункової залози, які виробляють інсулін. Спроби пересади-

ти нормальну підшлункову залозу або лише її β-клітини, ще перебувають на 

стадії експерименту [143]. Тому лікування від діабету цього типу інсуліном є 

обов'язковим протягом усього життя хворого. 

Найбільш характерним клініко-біохімічним проявом цукрового діабету є 

збільшення рівня глюкози в крові натщесерце або після прийому їжі, який пе-

ревищує значення, характерні для фізіологічної, так званої аліментарної гіперг-

люкоземії, досягаючи значень 500 мг% і більше. При легких формах захворю-

вання гіперглюкоземія не спостерігається в постабсорбтивному стані і виявля-

ється лише за умов визначення толерантності організму до глюкози, яке здійс-

нюється шляхом ―цукрового навантаження‖ [147]. 

Важливо відзначити, що рівень цукру може бути підвищений і в тих осіб, 

у яких немає цукрового діабету. Це стосується людей, які отримали травму, за-

знавали тяжких хірургічних операцій, пацієнтів, які хворіють грипом, ГРВІ, 

пневмонією, ангіною чи іншими гострими захворюваннями. Окрім цього, під-

вищує рівень глюкози прийом деяких лікарських препаратів [54, 108]. 

У разі зростання рівнів глюкоземії більше 180 мг% (це ―нирковий поріг‖ 

для глюкози), вона починає виводитися зі сечею – глюкозурія. Важкі форми не-

компенсованого цукрового діабету супроводжуються значними порушеннями 

ліпідного обміну, як вже зазначалося – кетонемією та кетонурією. Також відбу-
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вається підвищення катаболізму білків і амінокислот із розвитком азотемії та 

азотурії. 

На даний час в багатьох країнах світу проводяться численні дослідження, 

пов'язані з лікуванням цукрового діабету. Є певні перспективи у застосуванні 

нікотинаміду, здатного попередити розвиток інсулінозалежного цукровий діа-

бет у посередництві зі зміною функцій макрофагів [25]. 

1.6. Біологічна роль таурину в тваринному організмі 

Таурин був виділений в 1827 р. з бичачої жовчі, у зв'язку з чим і отри-

мав свою назву: ―taurus‖ у перекладі з латинської мови означає ―бик‖. Ця амі-

нокислота представлена в тваринному організмі у вигляді вільної незв'язаної 

форми або в поєднанні з жовчними кислотами. Особливої уваги до таурину 

не було, поки дослідники не встановили, що ця речовина регулює внутріш-

ньоклітинний рівень кальцію в серці [65, 124, 148, 190]. Було також виявлено, 

що у деяких тварин, наприклад кішок, нестача таурину в їжі призводить до 

смерті [96, 120]. Показано, що таурин одночасно є потужним антиоксидан-

том, мембраностабілізатором, регулятором іонних потоків, біоенергетиком, 

детоксикатором, попереджає передчасну загибель клітин [40, 91]. 

Одна з основних функцій таурину – участь у синтезі жовчних кислот. 

Він прискорює утворення таурохолевої кислоти, активуючи гени, відповіда-

льні за синтез ензиму 7-альфа гідроксилази. Жовч складається в основному з 

холестерину. Жовчні (холева) кислоти сприяють засвоєнню жирів і полегшу-

ють перетравлення ліпідів травними ензимами. Таурин у складі жовчних (та-

урохолевих) кислот виводить холестерин з організму, знижуючи його конце-

нтрацію в крові. Таурин знижує також синтез і секрецію тригліцеридів гепа-

тоцитами і зменшує атерогенний індекс (відношення ліпопротеїдів низької 

щільності до ліпопротеїдів високої щільності), запобігає накопиченню черев-

ного жиру, який вважається найбільш небезпечним для здоров'я, зменшує ін-
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сулінорезистентність. Всі перераховані ефекти сприяють профілактиці серце-

вих захворювань і діабету [52]. 

Таурин, проявляючи антиоксидатну дію, захищає організм від пору-

шень з боку міокарда і судин. У результаті боротьби з інфекціями імунні клі-

тини вивільняють вільні радикали – нестабільні кисневі метаболіти, які зни-

щують клітинні мембрани чужорідних мікроорганізмів і вбивають їх. Але ті ж 

вільні радикали здатні пошкоджувати і власні тканини тварини. При норма-

льному рівні таурину в організмі він сприяє зменшенню надлишку вільних 

радикалів [93]. 

Таурин знижує артеріальний тиск, нівелює негативний вплив надмірно-

го споживання солі. Він захищає серце ще й тим, що впливає на осмотичний 

тиск, який може порушуватися при зміні електролітного складу. Надлишок 

кальцію може швидко призвести до некротичних змін у клітині – цьому про-

тистоїть таурин. Крім того, таурин регулює баланс натрію і калію в серцевих 

волокнах, підтримуючи тим самим роботу серця [107]. 

За даними епідеміологічних досліджень, був виявлений зв'язок між 

споживанням таурину з їжею (а це в основному рибна дієта і споживання 

морських продуктів) і смертністю від коронарних захворювань серця – чим 

більше людина споживає таурину, тим меншою є імовірність летального ре-

зультату, причиною якого можуть бути порушення з боку серцево-судинної 

системи [214].  

Таурин – необхідний елемент живлення. Регулярне споживання таури-

ну  – це профілактика великої кількості захворювань, які виникають при де-

фіциті цієї сульфоамінокислоти. Існують випадки, при яких необхідно спожи-

вати додаткову кількість таурину. Так, наприклад, критичним є момент, коли 

міокард втрачає таурин і одночасно знижується його концентрація в крові. У 

людини ризик розвитку подібних подій може виникнути за умов серцевої не-

достатності або опромінення великими дозами радіації. Дефіцит таурину в 
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організмі спостерігається також при цукровому діабеті. Прийом таурину в та-

ких випадках дозволяє стабілізувати перебіг хвороби, уникнути несприятли-

вого результату і збільшити тривалість життя [117]. 

У 25 % людей чутливість організму до інсуліну знижена, тому підшлу-

нкова залоза змушена виробляти підвищену кількість гормону. Інсулінорези-

стентність – одна з причин виникнення метаболічного синдрому, для якого 

характерні також відкладення жиру, підвищений рівень ліпідів і холестерину 

в крові та інші порушення обміну речовин. Відомо, що метаболічний синдром 

є основним фактором ризику розвитку серцево-судинних захворювань, таких 

як гіпертонічна хвороба, ішемічна хвороба серця, атеросклероз судин нижніх 

кінцівок, хронічна ішемічна хвороба, захворювання органів травлення [177]. 

Таурин відіграє значиму роль у терапії вище вказаних захворювань [106]. При 

серцево-судинній недостатності його прийом сприяє зменшенню застійних 

явищ в малому і великому колі кровообігу, знижує внутрішньосерцевий діас-

толічний тиск, збільшує скоротливість міокарда (підвищує максимальну шви-

дкість скорочення і розслаблення, поліпшує індекси скоротливості і релакса-

ції) [219]. 

За даними кількох клінічних досліджень, таурин здатний ефективно 

знижувати рівень глюкози в крові у хворих з цукровим діабетом II типу як до 

прийому їжі, так і після нього. При монотерапії таурином цукрового діабету 

II типу 20–30% пацієнтів досягали ідеальної компенсації вуглеводного обмі-

ну. У низки пацієнтів, які спочатку отримували комбіновану терапію цукро-

знижувальними препаратами з таурином, через три місяці лікування спостері-

галося достовірне зниження рівня глюкози в крові через дві години після їди. 

Зниження глікемії під впливом таурину поєднувалося зі зменшенням резисте-

нтності до інсуліну, причому, чим вище були вихідні порушення, тим вираз-

ніше була позитивна динаміка [50]. 
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Таурин необхідний для обміну речовин кожній клітині будь-якого орга-

ну. У цьому сенсі він незамінний. Існує велика потреба у таурині для норма-

льного розвитку людини, починаючи з внутрішньоутробного періоду і до по-

хилого віку [56]. Після пологів концентрація таурину в жіночому молоці про-

тягом вже першої доби зростає в кілька разів. Після того як було встановлено, 

що відсутність таурину при штучному вигодовуванні немовлят призводить до 

порушення розвитку м'язів і центральної нервової системи [83, 180], в молоч-

ні суміші стали додавати таурин.  

Таурин покращує показники скоротливості міокарда і гемодинаміку. На 

тлі його прийому зникає задишка у денний і нічний час. Хворі відзначають 

зникнення болів у ділянці серця, збільшення працездатності. Терапія таури-

ном веде до поступової нормалізації артеріального тиску і зниження маси ті-

ла, причому останній показник є чи не найважливішим у терапії цукрового 

діабету, ускладненого серцево-судинними захворюваннями. Так застосування 

таурину як у моно-, так і в поєднаній терапії при цукровому діабеті та серце-

вій недостатності приводить до нормалізації вуглеводного і жирового обміну, 

що значно покращує перебіг цих захворювань [106]. 

Таурин міститься у яйцях, рибі, м’ясі, молоці, але не зустрічається в бі-

лках рослинного походження [196]. Він синтезується з цистеїну в печінці і з 

метіоніну в інших органах і тканинах організму, за умови достатньої кількості 

вітаміну В6. При генетичних або метаболічних порушеннях, які заважають 

синтезу таурину, потрібен прийом біологічно активних добавок з цією аміно-

кислотою. Позитивний ефект таурину виявлено також при неалкогольній жи-

ровій хворобі печінки (гепатити, цироз печінки та ін.) [136]. 

Підсумок. Процеси енергозабезпечення та Са
2+

-сигналювання багатьох 

типів клітин є детально вивченими, але дослідження залежності дихання мі-

тохондрій in situ гепатоцитів від Са
2+

 за різних функціональних станів органі-

зму і досі залишається актуальним. 
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РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

2.1. Методи роботи із піддослідними тваринами 

2.1.1. Умови утримання лабораторних тварин 

Тварин утримували в стаціонарних умовах віварію за постійної темпера-

тури на основному раціоні. 

2.1.2. Групи піддослідних тварин 

Досліди виконували використовуючи нелінійних статевозрілих щурів-

самців масою 180–250 г (для розробки моделі пермеабілізованих гепатоцитів, у 

серії досліджень короткотермінового впливу інсуліну на процеси їх енергоза-

безпечення, при встановленні особливостей дихання клітин печінки за умов 

стрептозотоциніндукованого діабету); нелінійних щурів-самців масою 280–360 

г (у серії дослідів, які стосувались вивчення довготривалої дії інсуліну на ди-

хання гепатоцитів); щурів-самців лінії Wistar, масою 180–210 г (у експеримен-

тах щодо довготривалого введення таурину).  

2.1.3. Основні засади поводження із піддослідними тваринами 

Декапітацію здійснювали у лабораторії, ізольовано від інших щурів. Тва-

рин наркотизували діетиловим ефіром, після чого декапітували, робили розтин 

черевної порожнини і швидко виділяли печінку. Усі маніпуляції зі щурами про-

водили згідно з Європейською конвенцією про захист хребетних тварин, що 

використовуються для дослідних та інших наукових цілей, та Законом України 

―Про захист тварин від жорстокого поводження‖. 
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2.1.4. Моделювання тривалого впливу таурину 

Для дослідження впливу таурину на процеси дихання гепатоцитів за три-

валої його дії, дослідним тваринам впродовж 28-діб щоденно внутрішньошлун-

ково через зонд вводили водний розчин таурину (40 мг/кг маси), а контрольним 

– воду (рис. 2.1). 

 

Рис. 2.1. Схема досліду для моделювання тривалого впливу таурину 

2.1.5. Моделювання гіперінсулінемії 

З метою дослідження процесів дихання гепатоцитів за умов гіперінсулі-

немії, тваринам дослідної групи одноразово, або впродовж шести чи дванадця-

ти діб щоденно в той самий час вводили інсулін МОНОДАР-Б (0,5 од. на 100 г 

маси тварини) внутрішньочеревно. Контрольним щурам внутрішньочеревно 

вводили 0,9% водний розчин NaCl (125 мкл). За одноразового введення інсулі-

ну тварин декапітували через 4 год після ін’єкції, а за тривалого – на 7-му чи 

13-ту добу (після шестиденного і дванадцятиденного введення відповідно). 

Ін’єкцію виконували швидко стерильним інсуліновим шприцом. У експеримен-

тах in vitro ізольовані гепатоцити інкубували протягом 15 хв у базовому сере-

довищі, що містило інсулін МОНОДАР-Б у концентрації (20 нмоль/л). 

Тест толерантності до глюкози проводили, вводячи внутрішньочеревно 

глюкозу (3 мг/г маси тіла), розчинену у 2 мл 0,9% розчину NaCl. Перед тестом 

тварин не годували протягом 12 годин. Тест розпочинали в один і той самий 

час доби (о 8 год ранку). Концентрацію глюкози у крові вимірювали за допомо-
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гою глюкометра One Touch Ultra Easy, до та через 30, 60, 90 і 120 хв після поча-

тку тесту. 

 

Рис. 2.2. Схема досліду для моделювання гіперінсулінемії 

2.1.6. Моделювання стрептозотоциніндукованого цукрового діабету 

У серії експериментів на діабетичних щурах тварин було поділено на ко-

нтрольну та дослідну групи. Щурам дослідної групи внутрішньоочеревинно 

вводили стрептозотоцин (50 мг/кг; 1 мл), а тваринам контрольної групи – фізіо-

логічний розчин (1 мл) (рис.2.3).  

 

Рис. 2.3. Схема досліду для моделювання стрептозотоциніндукованого діабету 

Розвиток цукрового діабету контролювали за вмістом глюкози у крові, 

який визначали глюкозооксидазним методом із використанням стандартного 

набору реактивів (Філісіт-Діагностика, Україна) на 3-тю та 14-ту добу після 
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введення стрептозотоцину. Для подальших досліджень використовували тва-

рин, рівень глюкози у крові яких становив не менше 14 ммоль/л (після 18-

годинного голодування). На 15-у добу експерименту, після наркотизації діети-

ловим ефіром, тварин декапітували та швидко виділяли печінку. 

2.2. Методика ізолювання гепатоцитів 

Гепатоцити ізолювали двостадійним методом Сеглена [193]. Відразу піс-

ля декапітації тварини печінку виділяли та перфузували безкальцієвим зовніш-

ньоклітинним розчином для відмивання від крові. Наступним етапом була ре-

циркуляторна перфузія печінки протягом 10–15 хв розчином колагенази (120 

од./мл). Після завершення руйнування колагенового матриксу з метою вими-

вання колагенази печінку послідовно промивали базовим зовнішньоклітинним 

розчином. Для забезпечення безперервної перфузії печінки було сконструйова-

но спеціальну установку, під’єднану до ультратермостата, аератора та периста-

льтичної помпи. Всі вище перелічені процедури проводили при 37 °С. Швид-

кість потоку розчинів була постійною і становила приблизно 20 мл/хв. Зважаю-

чи на здатність колагенази до автопротеолізу, її розчиняли безпосередньо перед 

дослідом. 

Після перфузії печінку поміщали у базовий зовнішньоклітинний розчин 

та ізолювали гепатоцити легким піпетуванням. Суспензію фільтрували від згус-

тків клітин через нейлоновий фільтр та тричі центрифугували при 50 g для ви-

лучення метаболітів, залишків позаклітинного матриксу та пошкоджених клі-

тин. Для перевірки цілісності плазмалеми гепатоцити фарбували 0,1% розчи-

ном трипанового синього, після чого досліджували застосовуючи світлову або 

флуоресцентну мікроскопію (Nikon Optiphot-2) за довжини хвилі емісії > 600 

нм і довжини хвилі збудження < 560 нм. Кількість клітин з цілісними плазма-

тичними мембранами становила 80–90 %. Підрахунок гепатоцитів здійснювали 

за допомогою камери Горяєва.  
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Щоб оцінити здатність мітохондрій гепатоцитів підтримувати мембран-

ний потенціал, вивчали флуоресценцію потенціалчутливого барвника родаміну 

123 (1 нмоль/л, 10 хв преінкубації) у діапазоні хвилі випромінювання > 560 нм 

при збудженні світлом з довжиною хвилі 485 нм. Флуоресценція родаміну 123 в 

пермеабілізованих гепатоцитах свідчить про функціональну активність мітохо-

ндрій (здатність зберігати мембранний потенціал) та інтактність їх внутрішньої 

мембрани. 

2.3. Полярографічне вимірювання інтенсивності дихання 

біологічних суспензій 

Метод базується на реєстрації електрохімічного відновлення фізично роз-

чиненного кисню на катоді при накладанні потенціалу 0,6–0,7 В: 

О2+2Н
+
 +2е

– 
=Н2О2 

Н2О2+2Н
+
+2е

– 
=Н2О 

Величина струму, який при цьому виникає є прямо пропорційною до кі-

лькості молекул кисню, які дифундують до контактної поверхні вимірювально-

го катода. Якщо у замкнутому об’ємі полярографічної комірки є споживачі ки-

сню (наприклад, клітини), то за зменшенням концентрації кисню в цьому об’ємі 

можна обчислити швидкість дихання [4]. 

Величину дифузного струму реєстрували за допомогою полярографічної 

установки, зібраної на базі закритого електрода Кларка, кисневого монітора 

YSI5300, самописця КСП-4 або мультиметра UT-60Е, магнітної мішалки для 

розмішування суспензії та скляної термостатованої закритої комірки об’ємом 

1,6 мл. 

Частина експериментів проведена з використанням сапописця КСП-4. 

При цьому реєстрація зміни напруження кисню у суспензії гепатоцитів була 

виконана на міліметровий папір. Для обчислення інтенсивності споживання ки-

сню клітинами печінки спершу визначали тангенс кута α нахилу кривої запису, 



40 

 

потім множили його на коефіцієнт напруження кисню у полярографічній комі-

рці, який розраховували окремо для кожного дня досліду. Після цього отрима-

ний показник ділили на кількість живих клітин у кожній пробі.  

При використанні мультиметра UT-60Е дані щодо змін напруження кис-

ню у суспензії гепатоцитів автоматично знімались з кисневого монітора щосе-

кунди і передавались на носії оперативної пам’яті комп’ютера через роз’єм RS-

232, а дослідник мав змогу їх спостерігати у реальному часі на екрані монітора. 

Збереження показників напруження кисню у мВ відбувалось у вигляді файлу 

програми Microsoft Office Excel. У цій же програмі і виконувалось подальше 

опрацювання результатів досліджень. При цьому тангенс кута α нахилу кривої 

полярографічного запису розраховували за рівнянням лінії тренду певної ділян-

ки. Потім обчислювали швидкість споживання кисню суспензією клітин вико-

нуючи ті самі кроки, що і за використання самописця. 

За допомогою полярографічного методу ми реєстрували дихання цілісних 

і пермеабілізованих гепатоцитів. 

2.4. Методика дослідження дихання ізольованих 

інтактних і пермеабілізованих гепатоцитів 

Ми адаптували методику вимірювання споживання кисню мітохондріями 

in situ для гепатоцитів. Спочатку ми реєстрували дихання інтактних гепатоци-

тів. Проте за умов цілісності плазматичної мембрани гепатоцитів неможливо 

детально вивчити процеси окисного фосфорилювання мітохондрій, оскільки 

мембрана непроникна для екзогенних субстратів [10, 99]. Тому ми пермеабілі-

зували клітини дигітоніном, який утворює комплекси з холестерином плазма-

тичної мембрани, внаслідок чого у мембрані виникають своєрідні ―пори‖. Пер-

меабілізацію здійснювали у внутрішньоклітинному розчині впродовж 10 хв за 

температури 37 °С. 
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Споживання кисню пермеабілізованими гепатоцитами реєстрували за 

окиснення сукцинату (0,35 або 5 ммоль/л), α-кетоглутарату (0,35 або 1 

ммоль/л), суміші малату, глутамату і пірувату (по 5 ммоль/л) при температурі 

37 °С. Дихання стимулювали додаванням АДФ (концентрація у полярографіч-

ній комірці 750 мкмоль/л). Така висока концентрація була вибрана для переви-

щення внутрішньоклітинної концентрації АДФ. Для оцінки максимальної окис-

ної здатності мітохондрій до полярографічної комірки вносили динітрофенол 

(0,1 ммоль/л). 

Досліджуючи кінетичні параметри процесів дихання пермеабілізованих 

клітин печінки субстрати додавали до суспензії гепатоцитів, яка вже містила 

АДФ, у наростаючих концентраціях: піруват – 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,35, 1, 3 і 5 

ммоль/л; сукцинат – 0,1, 0,2, 0,35, 1, 3, 5 ммоль/л. Окиснення пірувату дослі-

джували на фоні малату (1 ммоль/л). Сукцинат додавали у полярографічну ко-

мірку або на фоні ротенону (10 мкмоль/л), або без нього. 

За даних умов досліду неможливо трактувати результати з точки зору 

класичних станів за Чансом [49], оскільки у пермеабілізованих гепатоцитах, на 

відміну від ізольованих мітохондрій, є досить високі концентрації АДФ та ен-

догенних субстратів. У дослідженнях на пермеабілізованих гепатоцитах ми ре-

єстрували швидкості дихання за трьох метаболічних станів клітин: 

1) дихання на ендогенних субстратах окислення за відсутності екзогенно-

го АДФ. За цих умов швидкість дихання мала і лімітується кількістю ендоген-

них субстратів окислення, а не рівнем АДФ у клітині, оскільки його концентра-

ція є досить високою. 

2) до пермеабілізованих гепатоцитів додають екзогенний субстрат. Шви-

дкість дихання зростає порівняно із попереднім станом і лімітується або конце-

нтрацією АДФ у клітині, або активністю ферментів циклу трикарбонових кис-

лот і дихального ланцюга. 
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3) крім екзогенного субстрату, до середовища інкубації додають АДФ. 

Якщо його концентрація значно перевищує цитозольну, швидкість дихання 

зростає до субмаксимальних величин і обмежується лише функціональним ста-

ном ферментів циклу трикарбонових кислот і дихального ланцюга. 

Досліджуючи дихання пермеабілізованих гепатоцитів необхідно мати на 

увазі, що воно складається не лише з мітохондріального, а й з мінорних мікро-

сомального та ядерного. 

2.5. Методи визначення активності ензимів  

З метою більш повного аналізу оксигензалежних процесів у мітохондріях 

гепатоцитів щурів зі стрептозотоциніндукованим діабетом визначали показни-

ки активності ензимів системи антиоксидантного захисту, сукцинатдегідроге-

нази, а також вміст ТБК-реактивних продуктів (малонового діальдегіду). 

2.5.1. Визначення активності супероксиддисмутази 

Активність СОД у тканині печінки визначали за методом В.А. Костюка, 

А.І. Потаповича, Ж.І. Ковальової [21]. Він ґрунтується на окисленні кверцетину 

(вітаміну Р), який знебарвлюється внаслідок взаємодії з супероксидним радика-

лом. Реакцію окислення кверцетину реєстрували спектрофотометрично. Вико-

ристані реактиви: ЕДТА (0,08 мМ); N,N,N,N- тетраметилетилендиамід (ТЕ-

МЕД); 0,1 моль/л фосфатний буфер; кверцетин. Для визначення активності су-

пероксиддисмутази тваринний матеріал гомогенізували в 0,25 моль/л сахароз-

ному буфері (рН 7,8) й екстрагували впродовж 30 хв при кімнатній температурі. 

Супернатант, отриманий після центрифугування (20 хв, 4500 g), додавали до 

інкубаційного середовища, що містило 0,33 ммоль/л ЕДТА, 0,4 ммоль/л нітро-

синій тетразолій, 0,01 ммоль/л феназинметсульфат  та 0,8  ммоль/л НАДФН. 
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Оптичну густину  розчину вимірювали спектрофотометрично за довжини хвилі 

540 нм. Активність СОД виражали в міжнародних одиницях. 

2.5.2. Визначення активності каталази  

Активність каталази визначали методом М.А. Королюка, А.І. Іванової, 

І.Т. Майорової [20]. Використані реактиви:0,03% водний розчин Н2О2; 0,25 н р-

н Н2SO4 , 0,5 н р-н Н2SO4, 4 % молібдат амонію на 0,025 н Н2SO4. Принцип ме-

тоду визначення активності каталази базується на здатності пероксиду гідроге-

ну утворювати з солями молібдену стійкий кольоровий комплекс. Хід визна-

чення. Реакцію запускають додаванням 0,1 мл гемолізату або гомогенату тка-

нини (100 мг тканини на 1 мл тріс-НСІ-буферу 0,05 моль/л рН7,8) до 2 мл 

0,03% розчину пероксиду гідрогену. У холосту пробу вносять 0,1 мл дистильо-

ваної води. Реакцію зупиняють через 10 хв. Додаванням 1 мл 4% молібдату 

амонію. Інтенсивність забарвлення вимірюють при 410 нанометрів проти конт-

рольної проби, до якої додавали 2 мл дистильованої води. Активність визнача-

ють за формулою:
  
Е = (

 
Ахол- Адосл)×V×t×K (мкат/л), де Е – активність ката-

лази; АяолтаАдосл-екстинції холостої та до слідної проби; V - об'єм; t- час; К-

коефіцієнт мілімолярної екстинції гідроген пероксиду, дорівнює 22,2 × 10
3
 

ммоль/л
-1

× см
-1

. 

2.5.3. Визначення активності сукцинатдегідрогенази  

Активність сукцинатдегідрогенази визначали за методом Н.Д. Єщенко, 

Г.Т. Вольського [16]. Принцип методу полягає у відновленні ферриціаніду ка-

лію (жовтого кольору) до безколірного ферроціаніду калію сукцинатом під дією 

сукцинатдегідрогенази. Активність ферменту пропорційна кількості відновле-

ного ферроціаніду. Реакція  відбувається за такою схемою: сукцинат+2 

[Fe(CN)6]
3- 

= фумарат + 2Н
+
 + [Fe(CN)6]

4 
. 
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Ферриціанід є цілком специфічним акцептором електронів від сукцинату. 

Було використано такі реактиви: 0,1 СКЦ, 25 мМ К3[Fe(CN)6, 150 ммоль/л азид 

Na, 25 мМ ЕДТА, тріс-HCl буфер, 20% ТХО. Надважливим у проведенні даного 

досліду є чітка послідовність. Розходження активності сукцинатдегідрогенази в 

паралельних пробах при строгому дотриманні часових і температурних параме-

трів не перевищує 10%. Активність ферменту (в молях сукцинату/хв. на 1 мг 

білка) вираховували за формулою: А= 1000 m / 2 Mat, де m – кількість віднов-

леного ферроціаніду в пробі (мкг); а – вміст білка у пробі (мг); М – мол. маса 

ферроціаніду калію; t – час інкубації (хв). 

2.5.4. Визначення кількості білка за методом Лоурі 

Метод ґрунтується на визначенні інтенсивності забарвлення, яке дає роз-

чин білка в кольорових реакціях – біуретовій і реакції Фоліна (ароматичні амі-

нокислоти і цистеїн) [137]. При взаємодії білка з лужним розчином купруму 

сульфату утворюються комплексні сполуки (біуретова реакція), які своїми ти-

розиновими і цистеїновими радикалами відновлюють суміш фосфатно-

вольфраматної і фосфатно-молібдатної кислот з утворенням комплексної спо-

луки синього кольору (реактив Фоліна). Незважаючи на високу чутливість, ме-

тод Лоурі має деякі вади, оскільки цю реакцію дають і інші речовини, напри-

клад фенольної природи, а також вільні ароматичні амінокислоти. Визначення 

проводять так: 1 мл розчину досліджуваного фармпрепарату, який містить 

0,025—0,25 мг білка, поміщають у пробірку, приливають 2 мл реактиву 1 і за-

лишають при кімнатній температурі на 10 хв. Потім додають 0,5 мл реактиву 

Фоліна∙, перемішують і через 30–40 хв вимірюють оптичну густину на спект-

рофотометрі при довжині хвилі 750 нм у кюветі з товщиною шару 10 мм. Роз-

чином порівняння є суміш цих же реактивів без фармпрепарату. 
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2.5.5. Визначення вмісту ТБК-реактивних продуктів у тканині 

Вміст малонового діальдегіду (МДА) у досліджуваній тканині проводили 

згідно методу В.Б. Гаврилова, А.П. Гаврилової, Л.М. Мажуль [7]. Використані 

реактиви: фосфатний буфер (pH=7,4); 1 мМ KMnO4; 10мМ FeSO4; 0,7% ТБК. В 

основі методу лежить реакція між малоновим діальдегідом і тіобарбітуровою 

кислотою (ТБК), яка при високій температурі та кислому середовищі відбува-

ється з утворенням триметинового комплексу, що містить одну молекулу МДА 

та дві молекули ТБК. До 0,5 мл проби додають 5 мл 20% фосфорно-

вольфрамової кислоти, пробірки закривають корками, перемішують і залиша-

ють стояти на холоді 15 хв. Центрифугують за t +4°С протягом 15 хв при 2500 

об/хв. Надосадову рідину зливають, а до осаду додають 2 мл Н2О і 1 мл 0,8 % 

тіобарбітурової кислоти. Перемішують, закривають корками та інкубують одну 

годину на водяній бані при 100 °С. Охолоджують у воді. Відцентрифуговують 

10 хв при 6000 об/хв. У центрифугаті вимірюють оптичну густину на спектро-

фотометрі при довжині хвилі 535 і 580 нм, щоб виключити поглинання зафар-

бованих комплексів ТБК-речовинами неліпідної природи. Вміст ТБК-активних 

продуктів, виражену в нмоль/мл, розраховують за формулою: С=0,21+26,5×ΔД, 

де: ΔД — показник Д535–Д580. 

2.6. Розчини 

При ізолюванні гепатоцитів використовували 5 розчинів такого складу 

(ммоль/л):  

1. Для відмивання печінки від крові: NaCl – 140,0; KCl – 4,7; HEPES – 

10,0; глюкоза – 5,0; ЕГТА – 1; pH 7,4. 

2. Для перфузії печінки після ЕГТА-вмісного розчину: NaCl – 140,0; KCl 

– 4,7; HEPES – 10,0; глюкоза – 5,0; pH 7,4. 
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3. Для рециркуляторної перфузії печінки з метою руйнування її колагено-

вого матриксу: NaCl – 140,0; KCl – 4,7; CaCl2 – 3; HEPES – 10,0; глюкоза – 5,0; 

колаген аза (120 од./мл); pH 7,6. 

4. Для відмивання гепатоцитів від колагенази: NaCl – 140,0; KCl – 4,7; 

HEPES – 10,0; глюкоза – 5,0; ЕГТА – 1; MgCl2 – 1,0; бичачий сироватковий аль-

бумін – 2%; pH 7,4. 

5. Для вилучення зі середовища, у якому перебували гепатоцити, ЕГТА і 

бичачого сироваткового альбуміну виконували перфузію базовим зовнішньок-

літинним розчином: NaCl – 140,0; KCl – 4,7; CaCl2 – 1,3; MgCl2 – 1,0; HEPES – 

10,0; глюкоза – 5,0; pH 7,4. Його ж використовували і для подальшої інкубації 

ізольованих інтактних клітин печінки. 

Внутрішньоклітинний розчин, у якому інкубували пермеабілізовані гепа-

тоцити, мав наступний склад, ммоль/л: КCl – 90,0; NaCl – 15,0; MgCl2 – 1,0; 

KH2PO4 – 2; ЕГТА – 0,5; HEPES–10,0; pH 7,2. Клітини печінки пермеабілізува-

ли у цьому ж розчині, з додаванням до нього дигітоніну (20 мкг/млн клітин). 

Склад розчину в основному відповідає іонному складу внутрішньоклітинного 

середовища гепатоцитів (Gasbarrini et al., 1992). Для створення середовищ інку-

бації пермеабілізованих клітин печінки з різною концентрацією Са
2+

 (0,01, 0,1, 

1 і 10 мкмоль/л) її розраховували за допомогою програми Ca/Mg/ATP/EGTA 

Calculator v1 (http://maxchelator.stanford.edu). Для створення номінально безка-

льцієвого середовища у внутрішньоклітинний розчин не додавали CaCl2. 

2.7. Статистично-математичне опрацювання 

результатів дослідження 

Необхідні статистичні підрахунки проводили за допомогою комп’ютера з 

використанням пакету програм Microsoft Office Excel. При цьому визначали се-

реднє арифметичне (M), середньоквадратичне відхилення (σ), стандартну похи-

http://maxchelator.stanford.edu/
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бку (m), коефіцієнт варіації (CV), коефіцієнт достовірності різниці між двома 

статистичними групами за Стьюдентом (P), % змін [11]. 

Кінетичні параметри рівняння Хілла обчислювали, лінеаризуючи залеж-

ність швидкості дихання від концентрації субстрату у модифікованих коорди-

натах Іді-Гофсті {v; v/[S]
h
} методом ітерації показника h, так щоб коефіцієнт 

апроксимації R
2
 був максимально наближеним до 1 [26]. Вірогідність апрокси-

мації визначали із застосуванням F-статистики. Апроксимацію вважали вірогі-

дною за значення P < 0,05. 
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РОЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

3.1. Дослідження дихання мітохондрій in situ 

пермеабілізованих клтин печінки 

Реєстрація швидкості дихання суспензії ізольованих мітохондрій сприяла 

значному поглибленню знань про перебіг процесів мітохондріального окиснен-

ня та контроль їх саме на рівні цих органел. Проте, відсутність структурно-

функціональних зв’язків між ізольованими мітохондріями й усіма клітинними 

компонентами не дає змоги дослідити регуляцію мітохондріальних окисних 

процесів, у якій задіяні інші органели та цитозольні чинники. У клітині мітохо-

ндрії є у тісному контакті з ендоплазматичним ретикулумом та комплексом Го-

льджі [28, 67, 187], а інтенсивність окисного фосфорилювання регулюється су-

сідніми органелами, наприклад, шляхом зміни споживання АТФ та концентра-

ції Са
2+

 у цитозолі [182]. Тому дослідження ізольованих мітохондрій не можуть 

повною мірою відобразити особливостей їх функціонування in vivo. З огляду на 

це, актуальною є адаптація полярографічної реєстрації споживання кисню для 

дослідження дихання пермеабілізованих клітин (або мітохондрій in situ). 

Для встановлення залежності ступеня пермеабілізації від співвідношення 

між концентрацією дигітоніну і кількістю гепатоцитів у суспензії змінювали 

обидва параметри. Тобто, дигітонін використовували у кінцевих концентраціях 

10, 25, 50 і 100 мкг/мл, додаючи його до суспензій з різною кількістю гепатоци-

тів. Згодом експериментальні дані були об’єднані у три дослідні групи, виходя-

чи із кількості клітин у суспензії. У дослідній групі I було від 0,9 до 1,7 млн 

клітин/мл суспензії (в середньому 1,27 ± 0,09 млн/мл), у дослідній групі дослід-

ній групі II – 2,0–3,0 млн клітин/мл (2,45 ± 0,11 млн/мл), а у дослідній групі III – 

4,0–5,6 млн клітин/мл (4,67 ± 0,46 млн/мл). 

Серед ізольованих гепатоцитів (контроль) 21,67 ± 2,94% клітин зафарбо-

вувались трипановим синім. У дослідній групі I повна пермеабілізація плазма-
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тичної мембрани спостерігалась вже за концентрації дигітоніну 25 мкг/мл, у 

дослідній групі II – за 50 мкг/мл, а в дослідній групі III – лише за концентрації 

100 мкг/мл (рис. 3.1 А). За додавання детергента в нижчих концентраціях у всіх 

трьох групах пермеабілізація плазматичної мембрани відбувалась лише у час-

тини гепатоцитів.  

   А    Б 

  

Рис. 3.1. Пермеабілізація плазматичної мембрани гепатоцитів: А – залежність 

ступеня пермеабілізації від концентрації дигітоніну за різної густини 

суспензії клітин; Б – швидкість ендогенного дихання пермеабілізова-

них гепатоцитів (стан S1); * – статистично вірогідна різниця порівняно 

з контролем (P < 0,05); ** – статистично вірогідна різниця порівняно з 

контролем (P < 0,01); *** – статистично вірогідна різниця порівняно з 

контролем (P < 0,001); (n = 3–5) 

Ступінь пермеабілізації також оцінювали за швидкістю ендогенного ди-

хання та дихання, стимульованого субстратами окиснення й АДФ. Відомо, що 

клітинам із порушеною цілісністю плазматичної мембрани притаманний низь-

кий рівень ендогенного дихання [10]. Причиною цього є зниження концентрації 

субстратів окиснення у цитоплазмі внаслідок їхньої дифузії у позаклітинне се-
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редовище. Обробка дигітоніном призводила до зниження швидкості споживан-

ня кисню гепатоцитами за окиснення ендогенних субстратів. У дослідній групі 

I швидкість ендогенного дихання досягала мінімуму за концентрації дигітоніну 

25 мкг/мл, у дослідній групі II – за концентрації 50 мкг/мл, а у дослідній групі 

III – лише за концентрації 100 мкг/мл (рис. 3.1 Б). Ці дані повністю узгоджу-

ються із результатами тесту з трипановим синім. 

Внесення у полярографічну комірку з інтактними гепатоцитами α-

кетоглутарату і сукцинату практично не впливало на швидкість споживання 

кисню (рис. 3.2 А), на відміну від пермеабілізованих клітин (рис. 3.2 Б). 

А Б 

 

Рис. 3.2. Полярографічний запис змін напруження кисню у суспензії інтактних 

(А) та пермеабілізованих (Б) гепатоцитів за окиснення ендогенних 

субстратів і екзогенних α-кетоглутарату чи сукцинату: вертикальними 

стрілками позначений час додавання субстратів окиснення чи АДФ; 

[сукцинат] = 0,35 ммоль/л, [α-кетоглутарат] = 1 ммоль/л, [АДФ] = 750 мкмоль/л 

Додавання до пермеабілізованих гепатоцитів α-кетоглутарату підтриму-

вало показники дихання на стабільному рівні, дещо вищому за рівень ендоген-

ного дихання за відповідної концентрації дигітоніну, але нижчому, ніж у інтак-

тних клітин (рис. 3.3 А). За одночасної присутності α-кетоглутарату й АДФ у 
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полярографічній комірці швидкість споживання кисню пермеабілізованими ге-

патоцитами збільшувалась до рівня ендогенного дихання інтактних клітин (рис. 

3.3 Б). Тобто, внесення α-кетоглутарату за наявності АДФ відновлювало окисні 

процеси пермеабілізованих гепатоцитів.  

   А    Б 

  

Рис. 3.3. Залежність швидкості дихання пермеабілізованих гепатоцитів за окис-

нення α-кетоглутарату (А; метаболічний стан, близький до стану S4) та 

активації окисного фосфорилювання за допомогою АДФ (Б; стан S3), 

від концентрації дигітоніну: [α-кетоглутарат] = 1 ммоль/л, [АДФ] = 

750 мкмоль/л; * – статистично вірогідна різниця порівняно з контролем 

(P < 0,05); ** – статистично вірогідна різниця порівняно з контролем (P < 0,01) 

Відомо, що в інтактних клітинах дихання в основному відбувається за-

вдяки окисненню НАД-залежних субстратів. Отже, відновлення α-

кетоглутаратом споживання кисню до рівня інтактних гепатоцитів доводить те, 

що дигітонін не порушує функціонування НАД-залежних компонентів дихаль-

ного ланцюга мітохондрій. 

Внесення у комірку сукцинату значно інтенсифікувало споживання кис-

ню пермеабілізованими гепатоцитами (рис. 3.4 А), швидкість якого зростала ще 
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більше за додавання АДФ і перевищувала рівень ендогенного дихання інтакт-

них клітин (рис. 3.4 Б). 

   А    Б 

  

Рис. 3.4. Залежність швидкості дихання пермеабілізованих гепатоцитів за окис-

нення сукцинату (А; метаболічний стан, близький до стану S4) та ак-

тивації окисного фосфорилювання за допомогою АДФ (Б; стан S3), від 

концентрації дигітоніну: [сукцинат] = 0,35 ммоль/л, [АДФ] = 750 мкмоль/л; 

* – статистично вірогідна різниця порівняно з контролем (P < 0,05); 

** – статистично вірогідна різниця порівняно з контролем (P < 0,01); 

*** – статистично вірогідна різниця порівняно з контролем (P < 0,001) 

Це узгоджується з уявленнями про пріоритетність використання сукцина-

ту порівняно з іншими субстратами та про його здатність монополізувати диха-

льний ланцюг [223], забезпечуючи високий рівень інтенсивності мітохондріа-

льних процесів відповідно до потреб клітини. Залежність швидкості АДФ-

стимульованого дихання за окиснення сукцинату від концентрації дигітоніну та 

кількості клітин добре корелює з результатами тесту з трипановим синім: інте-

нсивність споживання кисню у дослідній групі I досягала максимуму за вико-
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ристання дигітоніну у кінцевій концентрації 25 мкг/мл, у дослідній групі II – за 

50 мкг/мл, а у дослідній групі III – за 100 мкг/мл (рис. 3.4 Б). 

Зважаючи на це, аналіз отриманих результатів дозволяє стверджувати, що 

визначальним в ході дослідження дихання мітохондрій in situ є співвідношення 

між кількостями дигітоніну і клітин у суспензії. Оптимальним є співвідношення 

кількості дигітоніну до гепатоцитів – 20–22 мкг/ млн
 
клітин (рис. 3.5 Б). На рис. 

3.5 А показана залежність кількості трипан-позитивних гепатоцитів від співвід-

ношення між кількістю дигітоніну та кількістю клітин печінки у суспензії: вид-

но, що для повної пермеабілізації гепатоцитів теж достатньо 20–22 мкг дигіто-

ніну на один млн клітин. Тобто, результати трипанового тесту повністю узго-

джуються з результатами, отриманими при дослідженні процесів дихання. 

А Б 

  

Рис. 3.5. Ступінь пермеабілізації плазматичної мембрани гепатоцитів (А) та 

швидкість дихання пермеабілізованих гепатоцитів (Б) за різного спів-

відношення кількості дигітоніну і клітин: вихідні експериментальні 

дані представлені на рис. 3.1, 3.3 і 3.4 

Дихальний контроль за Ларді (відношення швидкостей споживання кис-

ню у стані S3 до швидкості у стані S4), який характеризує спряженість процесів 

дихання та окисного фосфорилювання [128], теж досягає свого максимуму за 
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співвідношення дигітоніну до кількості клітин на рівні 20–22 мкг/млн (рис. 3.6). 

Зокрема, за окиснення α-кетоглутарату залежність дихального контролю від 

співвідношення кількості дигітоніну до кількості гепатоцитів має дзвоноподіб-

ний характер з максимумом у цьому діапазоні. За окиснення сукцинату цей по-

казник досягає найбільшого значення за найменшого співвідношення кількості 

дигітоніну до кількості клітин, але вже після співвідношення 21,8 мкг дигітоні-

ну до одного млн гепатоцитів – різко знижується. 

   А    Б 

  

Рис. 3.6. Ступінь спряженості дихання й окисного фосфорилювання (дихальний 

контроль за Ларді) у пермеабілізованих гепатоцитах за окиснення  

α-кетоглутарату (А) і сукцинату (Б) залежно від співвідношення між 

кількістю дигітоніну та клітин у суспензії 

Збільшення співвідношення дигітоніну до кількості клітин зумовлює зме-

ншення показника дихального контролю як за окиснення α-кетоглутарату, так і 

сукцинату. Це відбувається за рахунок зниження інтенсивності споживання ки-

сню у стані S3 або/та зростання споживання кисню у стані S4, хоча самі зміни 

швидкостей дихання є незначними і в межах статистичної похибки. Збільшення 

швидкості споживання кисню у стані S4 за зменшення дихального контролю 
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свідчить про необхідність компенсувати витік протонів через плазматичну 

мембрану мітохондрій внаслідок зміни її проникності.  

Низьке співвідношення кількості дигітоніну до клітин не забезпечує пер-

меабілізацію усіх гепатоцитів і не повністю уможливлює проникнення екзоген-

них субстратів окиснення. За високого співвідношення кількості дигітоніну до 

клітин порушується цілісність не лише плазмалеми, а й мембран внутрішньо-

клітинних органел, що негативно позначається на функціонуванні гепатоцитів і 

перешкоджає використанню їх як модельного об’єкта. 

Цілком очевидно, що оптимальне співвідношення між кількістю дигіто-

ніну і кількістю клітин у суспензії для різних тканин буде відрізнятись. Для 

адекватного підбору цього співвідношення необхідно проводити тест не лише 

на оцінку цілісності плазматичної мембрани (трипановий тест, визначення ви-

вільнення маркерних протеїнів цитоплазми), а й оцінювати функціональну ак-

тивність органел. Без проведення таких тестів неможливо не лише об’єктивно 

порівнювати результати різних авторів, але й отримати якісні препарати  

пермеабілізованих клітин і мінімізувати вплив артефактів дослідження. 

Підсумок. Густина суспензії гепатоцитів суттєво впливає на ступінь пер-

меабілізації плазматичної мембрани дигітоніном: чим більша кількість клітин, 

тим більшу концентрацію дигітоніну необхідно застосувати [Манько та ін., 

2010; Merlavsky et al., 2015].  
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u201013449; заявл. 12.11.2010; опубл. 25.06.2011, Бюл. № 12. – 6 с.  

2. Merlavsky V.M. Experimental substantiation of permeabilized hepatocytes model for investigation 

of mitochondria in situ respiration / V.M. Merlavsky, B.O. Manko, O.V. Ikkert [et al.] // Ukr. 
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3.2. Залежність інтенсивності дихання пермеабілізованих 

гепатоцитів від концентрації Ca
2+

 у середовищі 

Дослідження взаємозв’язків між процесами внутрішньоклітинного сигна-

лювання та метаболічними шляхами є актуальною проблемою сучасної фізіоло-

гії. Процеси енергозабезпечення клітини відіграють винятково важливу роль у 

життєдіяльності організму, і іони кальцію здійснюють на них вагомий вплив 

[43]. Зокрема, відомо про існування взаємодій між Са
2+

-сигналізацією та міто-

хондріальним окисненням у клітинах гладеньких м’язів [48], секреторних клі-

тинах слинних залоз личинки комара-дзвінця [6], ацинарних клітинах привуш-

них залоз [45], ацинарних клітинах підшлункової залози [27, 209] і, що особли-

во важливо, у гепатоцитах [82, 183]. Адже порушення взаємовпливів між цими 

процесами у клітинах печінки пов’язано з розвитком багатьох патологічних 

станів цілого організму, зокрема ожиріння чи цукрового діабету [34]. 

3.2.1. Дослідження дихання пермеабілізованих гепатоцитів у номінально 

безкальцієвому й ЕГТА-вмісному середовищах 

Для оцінки впливу Са
2+

 на процеси дихання мітохондрій in situ клітин пе-

чінки спершу ми використали два середовища інкубації гепатоцитів. Одне з них 

було номінально безкальцієвим, а друге містило хелатор Са
2+

 – ЕГТА 

(0,5 ммоль/л).  

Зважаючи на те, що глюкоза в процесі гліколізу метаболізується у піру-

ват, який окиснюється в циклі трикарбонових кислот, ми оцінювали зміни про-

цесів дихання за додавання суміші субстратів (малату, глутамату і пірувату) до 

суспензії пермеабілізованих гепатоцитів у різних станах за Чансом.  

За додавання лише цієї суміші субстратів (стан S4) спостерігали інтенси-

фікацію споживання кисню пермеабілізованими гепатоцитами щурів у обох се-

редовищах (номінально безкальцієвому й ЕГТА-вмісному). Проте у розчині, 
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який не містив ЕГТА ця стимуляція була більш вираженою: 110 % порівняно із 

85,1% (рис. 3.7 А).  

А Б 

  

Рис. 3.7. Показники швидкості дихання пермеабілізованих гепатоцитів за окис-

нення суміші малату, глутамату і пірувату (А) та сукцинату (Б) у но-

мінально безкальцієвому й ЕГТА-вмісному середовищах : тут і надалі 

ЕС –ендогенні субстрати, МалГлуПір – суміш 5 ммоль/л малату, 5 

ммоль/л глутамату і 5 ммоль/л пірувату, Ск – 5 ммоль/л сукцинату, 

[АДФ] = 0,75 ммоль/л, ДНФ – 0,1 ммоль/л динітрофенолу;* – зміни 

статистично достовірні щодо попереднього показника з Р < 0,05, ** – з 

Р < 0,01, ***– з Р < 0,001, ## – різниця статистично вірогідна щодо 

аналогічного показника у середовищі без ЕГТА з Р < 0,01, n = 5 

Наступне додавання у полярографічну комірку АДФ не спричиняло сут-

тєвих змін швидкості дихання пермеабілізованих гепатоцитів щурів у номіна-

льно безкальцієвому середовищі. У ЕГТА-вмісному розчині АДФ статистично 

вірогідно збільшував інтенсивність споживання кисню пермеабілізованими клі-

тинами печінки на 67,6% (Р < 0,05, n = 5). 

Додавання динітрофенолу після АДФ статистично достовірно зменшува-

ло швидкість споживання кисню пермеабілізованими гепатоцитами у номіна-

льно безкальцієвому середовищі на 17,5% (Р < 0,01, n = 5). У ЕГТА-вмісному 
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середовищі динітрофенол не впливав на швидкість дихання пермеабілізованих 

клітин печінки щурів. 

За додавання сукцинату швидкість дихання пермеабілізованих гепатоци-

тів зростала в обох середовищах (рис. 3.7 Б). Але, як і за окиснення суміші ма-

лату, глутамату і пірувату більш вираженими зміни інтенсивності споживання 

кисню були у номінально безкальцієвому середовищі. Так, сукцинат стимулю-

вав дихання пермеабілізованих гепатоцитів у розчині без ЕГТА на 352%, а в 

ЕГТА-вмісному – на 318% (Р < 0,05, n = 5). 

Наступне внесення у полярографічну комірку АДФ спричиняло незнач-

ну – на 12,2% (порівняно зі швидкістю сукцинатстимульованого дихання), про-

те статистично вірогідну (Р < 0,05, n = 5) стимуляцію процесів споживання ки-

сню пермеабілізованими клітинами печінки у номінально безкальцієвому сере-

довищі. Додавання динітрофенол не впливало на швидкість споживання кисню 

пермеабілізованими гепатоцитами у цьому розчині. 

Послідовне додавання сукцинату, АДФ і динітрофенолу до середовища, 

яке містило ЕГТА спричиняло поступове збільшення показників швидкості 

споживання кисню пермеабілізованими клітинами печінки. 

Для детальнішого аналізу процесів дихання у мітохондріях in situ гепато-

цитів нами було виконано обчислення показників дихального контролю за Лар-

ді (співвідношення швидкості АДФ-стимульованого споживання кисню до суб-

стратстимульованого). Цей параметр характеризує ступінь спряженості дихан-

ня і окисного фосфорилювання у клітині: чим більший дихальний контроль – 

тим вищий рівень спряження цих процесів. Нами виявлено, що дихальний кон-

троль був більшим у середовищі, яке містило ЕГТА, як за окиснення суміші 

малату, глутамату, пірувату, так і сукцинату. 
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3.2.2. Встановлення закономірностей дихання пермеабілізованих 

гепатоцитів у середовищах з різною концентрацією Са
2+

 

Проаналізувавши результати попередніх досліджень і виявивши певні 

особливості процесів дихання пермеабілізованих гепатоцитів за різного вмісту 

Са
2+

 у середовищі, ми вирішили виконати серію експериментів з використан-

ням середовищ, у яких концентрація Са
2+

 є чітко задана на етапі виготовлення 

цих розчинів за допомогою Са
2+

-ЕГТА-буфера.  

За окиснення лише суміші малату, глутамату і пірувату (стан S4) спостері-

гали інтенсифікацію споживання кисню пермеабілізованими гепатоцитами за 

всіх концентрацій Са
2+

 до практично одного і того ж рівня (рис. 3.8 А). Тоді як 

внесення АДФ (стан S3) збільшує швидкість дихання лише за 0,01 і 0,1 

мкмоль/л Ca
2+

 у середовищі. Динітрофенол не має вираженого ефекту на інтен-

сивність споживання кисню гепатоцитами щурів за всіх концентрацій Са
2+

. 

   А    Б 

  

Рис. 3.8. Дихання пермеабілізованих гепатоцитів за окиснення суміші малату, 

глутамату і пірувату (А) і сукцинату (Б) у середовищах з різними кон-

центраціями Ca
2+

: * – зміни достовірні відносно попереднього показ-

ника з P < 0,05, ** – з P < 0,01, *** – з P < 0,001, # – зміни достовірні, 

порівняно з відповідним показником за 0,1 мкмоль/л Ca
2+

з P < 0,05,  

## – з P < 0,01; n = 5 
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За окиснення сукцинату швидкість дихання пермеабілізованих гепатоци-

тів виявилася найвищою за 1 мкмоль/л Ca
2+

 (рис. 3.8 Б), тоді як наступні послі-

довні додавання АДФ і динітрофенолу істотно стимулювали дихання клітин 

печінки лише за нижчих концентрацій Ca
2+

 (0,01 і 0,1 мкмоль/л). 

3.2.3. Аналіз кінетичних параметрів дихання пермеабілізованих 

гепатоцитів залежно від концентрації субстратів циклу Кребса у 

середовищах із різним вмістом Са
2+

 

Дослідження кінетичних параметрів дихання розпочаті вже досить давно. 

Зроблені кінетичні аналізи окиснення сукцинату за умов низьких температур 

[39], гіпоксії [24], іммобілізаційного стрессу [186] та різних фізіологічних ста-

нів [44]. Роботами Брауна показано, що відмінності у кінетиці мітохондріаль-

них відповідей при зміні концентрації субстрату забезпечують мітохондріальну 

регуляцію метаболізму під час заціпеніння [44]. У багатьох роботах відзнача-

ється пріоритетне використання сукцинату перед іншими субстратами [39, 44, 

169, 173]. Швидкість його окиснення значно вища, ніж інших субстратів циклу 

Кребса, а потужність процесу генерації трансмембранного потенціалу настільки 

велика, що забезпечує найбільшу інтенсивність фосфорилювання АДФ Дослі-

джуючи сукцинат переважно використовують його насичуючі концентрації, 

однак використання більш широкого діапазону концентрацій дозволяє отрима-

ти цікаві закономірності. Зокрема у тварин, які впадають у сплячку, більш  ви-

сокі показники дихання отримано за концентрацій сукцинату, нижчих, ніж на-

сичуючі, що забезпечує достатній рівень енергетичних процесів під час спляч-

ки, захищає клітину і мітохондрії від ушкодження і дозволяє швидко перейти в 

активний стан [44].  

Зважаючи на те, що ендогенні субстрати роблять суттєвий внесок в окис-

нення екзогенних субстратів, з метою нівелювання їхньої дії, ми інкубували пе-

рмеабілізовані гепатоцити у дослідних середовищах з дигітоніном протягом  
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10 хв. Це забезпечує вимивання ендогенних субстратів з органел і дає можли-

вість отримати більш чіткі кінетичні характеристики процесів споживання кис-

ню. Під час розрахунків кінетичних параметрів залежності швидкості дихання 

від концентрації сукцинату віднімали показник швидкості споживання кисню, 

який був після додавання АДФ.  

3.2.3.1. Аналіз кінетичних параметрів дихання 

пермеабілізованих гепатоцитів залежно від концентрації 

сукцинату в середовищах із різним вмістом Са
2+

 

У результаті дослідження особливостей споживання кисню пермеабілізо-

ваними гепатоцитами у середовищах з різною концентрацією Ca
2+

 нами було 

виявлено, що кінетика процесів дихання за окиснення екзогенного сукцинату в 

цих клітинах добре описується рівнянням Хілла. Причому, такі кінетичні пара-

метри, як коефіцієнт Хілла h і максимальна швидкість Vmax, практично не змі-

нюються зі зростанням концентрації Ca
2+

 у середовищі від 0,1 до 1 мкмоль/л 

(рис. 3.9). Тоді як константа напівактивації K0,5 для сукцинату є у 2,1 рази мен-

шою за [Са
2+

] 1 мкмоль/л (1,05 ± 0,06 ммоль/л), ніж за 0,1 мкмоль/л (2,25 ± 0,16 

ммоль/л, n = 4; рис. 3.9). Таке підвищення спорідненості до субстрату свідчить 

про наявність певної залежності між швидкістю окисних процесів у мітохонд-

ріях гепатоцитів за окиснення сукцинату і цитозольною концентрацією Са
2+

. 

За таких умов існує ймовірність активації катіонами Са
2+

 інших мітохон-

дріальних ензимів – 2-оксоглутаратдегідрогенази, НАД
+
-залежної ізоцитратде-

гідрогенази, фосфатази піруватдегідрогенази, які є Са
2+

-залежними і можуть 

впливати на загальну інтенсивність процесів дихання [156]. Усунення ефекту 

цих ферментів є необхідним для дослідження кінетичної залежності і цього 

можна досягти, наприклад, блокуванням складових дихального ланцюга, які не 

беруть участі у використанні сукцинату. Тому у подальшому дослідженні кіне-

тичних параметрів окиснення сукцинату перед внесенням його у полярографіч-
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ну комірку ми додавали інгібітор комплексу 1 дихального ланцюга – ротенон 

[74]. 

   А    Б 

  

Рис. 3.9. Кінетичні параметри дихання пермеабілізованих гепатоцитів щурів за 

окиснення сукцинату без ротенону у середовищах з [Са
2+

] 0,1 (нижня 

лінія) і 1 (верхня лінія) мкмоль/л: А – концентраційна залежність 

впливу сукцинату в напівлогарифмічних координатах; Б – лінеариза-

ція у змінених координатах Іді–Гофсті, позначення, як на графіку А; 

швидкість споживання кисню, стимульованого АДФ, віднімали;  

[сукцинат] = 0,1–5 ммоль/л, n = 4 

Після введення ротенону у суспензію клітин контролю швидкість їх ендо-

генного дихання у середовищі з [Ca
2+

] = 0,1 мкмоль/л не змінювалась, а у роз-

чині з [Ca
2+

] = 1 мкмоль/л – знижувалась до 0,09 ± 0,02 нмоль О2/(с × млн клі-

тин), тобто на 33 ± 9% (n = 5, P < 0,05, рис. 3.10). Отже, збільшення концентра-

ції кальцію призводить до обмеження використання ендогенного сукцинату 

ізольованими гепатоцитами, можливо, як механізм захисту мітохондрій від пе-

ревантаження кальцієм, що показано в роботах Саакяна [186]. 
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Рис. 3.10. Кінетична залежність швидкості дихання пермеабілізованих клітин 

печінки від концентрації сукцинату (за наявності ротенону) у сере-

довищах з [Са
2+

] 0,1 (нижня лінія) і 1 (верхня лінія) мкмоль/л: під час 

розрахунку параметрів рівняння Хілла точками, які свідчать про роз-

виток субстратного інгібування, було знехтувано; n = 4. 

За умов інгібування комплексу І дихального ланцюга сукцинат дозозале-

жно збільшує швидкість споживання кисню гепатоцитами. Встановлено, що за 

концентрації сукцинату 0,1–3 ммоль/л споживання кисню клітинами печінки 

інтенсифікується. Цей процес досить точно описується кривою Хілла. Констан-

та напівактивації K0,5 і коефіцієнт Хілла h не залежали від [Са
2+

] у середовищі і 

становили, відповідно, 0,47–0,49 ммоль/л та 0,91. Але максимальна швидкість 

Vmax характеризується незначною залежністю від [Са
2+

]: за 0,1 і 1 мкмоль/л вона 

становила 0,98 і 1,15 нмоль О2 / (млн клітин × с) відповідно. За концентрації 

сукцинату 5 ммоль/л в обох випадках спостерігається деяке зменшення швид-

кості дихання внаслідок, очевидно, субстратного інгібування. 
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3.2.3.2. Аналіз кінетичних параметрів дихання 

пермеабілізованих гепатоцитів залежно від концентрації 

пірувату в середовищах із різним вмістом Са
2+

 

Енергетичний метаболізм має вирішальне значення у пристосуванні різ-

них типів тканин до різних навантажень. До чинників, які забезпечують макси-

мальну адаптацію відповідно до потреб є субстрати окиснення, використання 

яких регулюється Са
2+

. Понсот зі співавт. [173] провели дослідження на різних 

м’язах щурів (литковому, камабалоподібному, серцевому) з оцінкою АДФ-

стимульованого дихання за наростаючих концентрацій пірувату, пірувату з ма-

латом, глутамату з малатом, пальмітоіл-карнітину, гліцерофосфату, і зробили 

висновок про якісні відмінності метаболічних шляхів мітохондрій залежно від 

функцій. Зокрема, мітохондрії гліколітичних м’язових волокон адаптовані до 

підтримання необхідно окисно-відновного стану цих волокон, а мітохондрії се-

рцевого м’яза сформували важливу здатність використовувати жирні кислоти. 

Ґелеріх зі співавт. [84] зазначають, що цитозольний Ca
2+

 є ключовим фактором  

адаптації мітохондріального енергопостачання до потреб інтактних нейронів. 

При вищих його концентраціях (> 600 нмоль/л), мітохондрії нейронів акуму-

люють Ca
2+

, який підвищує рівень активності внутрішньомітохондріальних де-

гідрогеназ. Кальцій-індуковане зростання споживання кисню мітохондріями у 

стані S3 знижується залежно від субстрату окиснення в порядку глутамат>α-

кетоглутарат>α-гліцерофосфат>піруват [84].  

У наших дослідженнях додавання екзогенного пірувату (0,01–5 ммоль/л) 

на фоні малату (1 ммоль/л) спричиняє дозозалежне зростання швидкості спо-

живання кисню, як за 0,1, так і за 1 мкмоль/л Ca
2+

 у середовищі. Проте нами бу-

ло виявлено різницю між кінетичними параметрами процесів окиснення суб-

стратів за різних концентрацій Ca
2+

. Так, K0,5 за вищого вмісту Ca
2+

 є у 10,7 рази 

меншою, а Vmax – у 1,5 рази більшою порівняно з [Са
2+

] = 0,1 мкмоль/л (0,015 ± 

0,001 – 0,16 ± 0,01 ммоль/л та 0,4 ± 0,008 – 0,27 ± 0,01 нмоль О2/(с × млн клітин) 
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відповідно, n = 4, рис. 3.11). Це свідчить про більшу спорідненість системи до 

пірувату та більш інтенсивне його окислення за вищої концентрації Ca
2+

 і узго-

джується з тим фактом, що, зокрема, піруватдегідрогеназа належить до Ca
2+

-

залежних мітохондріальних ферментів.  

   А    Б 

  

Рис. 3.11. Кінетична залежність швидкості дихання пермеабілізованих клітин 

печінки від концентрації пірувату (на фоні малату) у середовищах з 

[Са
2+

] 0,1 (нижня лінія) і 1 (верхня лінія) мкмоль/л: під час розрахун-

ку параметрів рівняння Хілла точками, які свідчать про розвиток 

субстратного інгібування, було знехтувано; n = 4. 

Крім того, з’ясувалось що за [Са
2+

] = 1 мкмоль/л зростання інтенсивності 

споживання кисню гепатоцитами відбувається за внесення пірувату лише у діа-

пазоні концентрацій від 0,01 до 0,2 ммоль/л. При подальшому збільшенні вміс-

ту субстрату (0,35–5 ммоль/л), показники швидкості дихання починають змен-

шуватись, тобто, спостерігається розвиток ―субстратного інгібування‖. Цей 

факт можна пояснити наявністю гомеостатичних механізмів зворотного негати-

вного впливу, які при досягненні максимальної окисної активності мітохондрій 

(що відбувається за насичуючих концентрацій субстрату), ініціюють процес 
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пригнічення подальшого зростання мембранного потенціалу цих органел і, тим 

самим, знижують швидкість дихання. 

Частковим підтвердженням попереднього припущення є показники кое-

фіцієнта Хілла. А саме,– вони за обох концентрацій Са
2+

 у середовищі є мен-

шими за 1 (0,64 за [Са
2+

] = 0,1 мкмоль/л і 0,77 за [Са
2+

] = 1 мкмоль/л), що свід-

чить про існування негативних зворотних зв’язків у системі. 

Підсумок. За фізіологічних умов інтенсивність процесів дихання пермеа-

білізованих гепатоцитів залежить від концентрації Са
2+

 у середовищі. Найбіль-

шою швидкість споживання кисню клітинами печінки за окиснення як ФАД- 

так і НАД-залежних субстратів є за 1 мкмоль/л Са
2+

 у стані S4 і за 0,1 мкмоль/л 

Са
2+

 у стані S3 [Мерлавський та ін., 2015]. Внаслідок підвищення [Са
2+

] від 0,1 

до 1 мкмоль/л зростає Vmax і знижується K0,5 за окиснення пірувату, але не сук-

цинату (за дії ротенону) [Merlavsky et al., 2015]. Це свідчить про збільшення ак-

тивності ензимів НАД-залежного шляху окиснення субстратів за зростання 

[Са
2+

] у цитозолі, що є однією з ланок регуляції мітохондріального дихання ге-

патоцитів із залученням прямих позитивних зв’язків. Концентрація Са
2+

 

10 мкмоль/л є токсичною для мітохондрій гепатоцитів. 

1. Мерлавський В. Вплив Са
2+

 на процеси дихання гепатоцитів за умов стреп-

тозотоциніндукованого цукрового діабету / В. Мерлавський, О. Іккерт, В. 

Манько // Вісн. Львів. ун-ту. Серія біол. – 2015. – Вип. 70. – С. 294–304. 

2. Merlavsky V.M. Kinetic parameters of respiration in rat permeabilized 

hepatocytes upon Са
2+

 in various concentrations in medium and prolonged 

influence of taurine / V.M. Merlavsky, R.D. Ostapiv, O.V. Ikkert [et al.] // Stud. 

Biol. – 2015. – Vol. 9. – № 2. – P. 71–84. 
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3.3. Дослідження впливу Са
2+

 на кінетичні параметри 

окиснення субстратів циклу Кребса мітохондріями in situ 

гепатоцитів за тривалої дії таурину 

Таурин – одна з найбільш поширених аміносульфонових кислот у ссав-

ців  – є задіяним у підтриманні Са
2+

-гомеостазу та функціонування мітохондрій 

[109]. Лобо зі співавт. [135], використовуючи електронну мікроскопію з імуно-

гістохімічною міткою виявили, що найвища концентрація таурину у клітині є 

якраз у мітохондріях. Було показано, що таурин вже за мінімальної концентра-

ції 1 ммоль/л спричиняє зростання рівня поглинання Са
2+

 мітохондріями гепа-

тоцитів [168]. Однак, особливості окиснення різних субстратів у мітохондріях 

пермеабілізованих гепатоцитів під впливом таурину та за різних концентрацій 

Са
2+

 є недослідженими. 

Ми дослідили вплив таурину на споживання кисню ізольованими гепато-

цитами залежно від концентрації кальцію та субстратів окиснення. 

3.3.1. Вплив Са
2+

 на кінетичні параметри окиснення сукцинату в 

пермеабілізованих гепатоцитах за тривалої дії таурину 

У гепатоцитах тварин, яким вводили таурин додавання у комірку ротено-

ну спричиняло зниження швидкості споживання кисню за окиснення ендоген-

них субстратів як у середовищі з [Ca
2+

] = 0,1 мкмоль/л, так і в середовищі з 

[Ca
2+

] = 1 мкмоль/л на 47 ± 8% (n = 4, P < 0,05) і 26 ± 7% (n = 4, P < 0,01) відпо-

відно.  

За дії таурину in vivo як і у контрольних тварин, кінетичні параметри (h, 

K0,5 і Vmax) сукцинат-стимульованого, на фоні ротенону, дихання практично не 

залежать від концентрації йонів кальцію у цитозолі (рис. 3.12). Проте, показни-

ки Vmax у дослідних щурів є дещо нижчими, ніж у контрольних, як за 0,1 

мкмоль/л Са
2+

 (0,83 ± 0,03 порівняно з 0,98 ± 0,05 нмоль О2/(с × млн. клітин), n = 4), 
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так і 1 мкмоль/л Са
2+

 (0,91 ± 0,06 порівняно з 1,15 ± 0,1 нмоль О2/(с × млн. клі-

тин), n = 4). 

   А    Б 

  

Рис. 3.12. Вплив тривалого введення тваринам таурину на кінетичну залежність 

швидкості дихання пермеабілізованих клітин печінки від концентра-

ції сукцинату (за наявності ротенону) у середовищах з [Са
2+

] 0,1 (ни-

жня лінія) і 1 (верхня лінія) мкмоль/л: при розрахунках кінетичних 

параметрів залежності швидкості споживання кисню від концентра-

ції сукцинату чи пірувату віднімали показник швидкості дихання, 

який був після додавання АДФ; [ротенон] = 10 мкмоль/л,  

[сукцинат] = 0,1–5 ммоль/л, n = 4 

У щурів, яким вводили таурин, так само, як і в контрольних, за найвищої 

концентрації сукцинату (5 ммоль/л) ми спостерігали початок розвитку ―суб-

стратного інгібування‖. 
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3.3.2. Вплив Са
2+

 на кінетичні параметри окиснення пірувату в 

пермеабілізованих гепатоцитах за тривалої дії таурину 

Процеси піруватстимульованого споживання кисню пермеабілізованими 

гепатоцитами зазнають суттєвіших змін під впливом таурину, порівняно зі сук-

цинатстимульованим. У дослідних тварин зберігається залежність кінетичних 

параметрів дихання за окиснення пірувату від концентрації цитозольного Са
2+

, 

як і в контрольних. Але показники Vmax є нижчими у гепатоцитів щурів, яким 

вводили таурин, як за 0,1 мкмоль/л Са
2+

 (0,19 ± 0,002 порівняно з 0,27 ± 0,01 

нмоль О2/(с⋅млн. клітин), n = 4), так і 1 мкмоль/л Са
2+

 (0,3 ± 0,006 порівняно з 

0,4 ± 0,008 нмоль О2/(с⋅млн. клітин), n = 4) (рис. 3.13). 

   А    Б 

  

Рис. 3.13. Вплив тривалого введення тваринам таурину на кінетичну залежність 

швидкості дихання пермеабілізованих клітин печінки від концентра-

ції пірувату (на фоні малату) у середовищах з [Са
2+

] 0,1 (нижня лінія) 

і 1 (верхня лінія) мкмоль/л: при розрахунках кінетичних параметрів 

залежності швидкості споживання кисню від концентрації сукцинату 

чи пірувату віднімали показник швидкості дихання, який був після 

додавання АДФ; [малат]=1 ммоль/л, [піруват] = 0,01–5 ммоль/л, n = 4 
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Крім того, виявилось, що ―субстратне інгібування‖ за 1мкмоль/л Са
2+

 у 

досліді починає розвиватись за майже на порядок вищої концентрації пірувату, 

ніж у контролі (3 ммоль/л порівняно з 0,35 ммоль/л). Останні два факти дають 

нам підстави припустити, що за тривалої дії таурину in vivo порушуються меха-

нізми Са
2+

-залежної регуляції процесів дихання гепатоцитів. Зокрема, очевид-

но, зазнають змін зворотні гомеостатичні зв’язки у системі контролю мембран-

ного потенціалу мітохондрій, що, у свою чергу, відображається у зниженні ін-

тенсивності споживання кисню і зменшенні регуляторного впливу Са
2+

 на ці 

процеси у клітинах печінки щурів, яким вводили таурин. Підтвердженням цьо-

го порушення може служити зміна коефіцієнта Хілла у дослідних тварин, який 

за 0,1 мкмоль/л Са
2+

 стає більшим, ніж 1, що свідчить про наявність у системі 

позитивних зворотних зв’язків, тоді, як у контрольних – він за обох концентра-

цій Са
2+

 є меншим від 1, тобто, за таких умов є лише негативні зворотні зв’язки. 

Підсумок. Тривалий влив таурину in vivo не змінює сукцинатстимульова-

ного ротеноннечутливого дихання та інтенсифікує процеси піруватстимульова-

ного споживання кисню у гепатоцитах щурів. У основі цієї інтенсифікації ле-

жить зміна параметрів Са
2+

-регуляції мітохондріального дихання. Це спричиняє 

зменшення К0,5 і появу позитивної кооперативності в окисненні пірувату за  

0,1 мкмоль/л Са
2+

 у середовищі та зменшення субстратного інгібування за  

1 мкмоль/л Са
2+

 [Merlavsky et al., 2015]. 

1. Merlavsky V.M. Kinetic parameters of respiration in rat permeabilized 

hepatocytes upon Са
2+

 in various concentrations in medium and prolonged 

influence of taurine / V.M. Merlavsky, R.D. Ostapiv, O.V. Ikkert [et al.] // Stud. 

Biol. – 2015. – Vol. 9. – № 2. – P. 71–84. 
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3.4. Дослідження процесів дихання пермеабілізованих гепатоцитів 

за умов експериментальної гіперінсулінемії різної тривалості 

Відомо, що залежність швидкості дихання суспензії гепатоцитів від кон-

центрації цих клітин є нелінійною [10]. І дійсно, чим більше клітин у поляро-

графічній комірці, тим відносна швидкість дихання була меншою (рис. 3.7). 

Оптимальна (лінійна) залежність спостерігалася у діапазоні 0,8–2,0 млн/мл, то-

му саме такі кількості клітин використовувалися нами у подальших експеримн-

тах.  

 

Рис. 3.14. Залежність швидкості дихання суспензії інтактних гепатоцитів від 

їхньої кількості у полярографічній комірці: 1 – крива залежності 

швидкості дихання від концентрації гепатоцитів у суспензії, 2 – роз-

раховані швидкості дихання на один млн гепатоцитів за різних їх 

концентрацій 
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3.4.1. Дослідження впливу глюкози на процеси дихання гепатоцитів 

У живому організмі глюкоза, яка надходить з кров’ю, є основним джере-

лом енергії для гепатоцитів. Однак інкубація інтактних клітин у розчині без 

глюкози не зумовлювала статистично вірогідних змін їхнього ендогенного ди-

хання порівняно з контролем (рис. 3.15 А). Рівень ендогенного дихання пермеа-

білізованих клітин за умов їхньої інкубації у середовищі без глюкози, статисти-

чно вірогідно підвищувався на 31,2% щодо контролю (P = 0,017, n = 3, рис. 3.15 Б). 

   А    Б 

  

Рис. 3.15. Ендогенне дихання інтактних (А) і пермеабілізованих (Б) гепатоцитів 

залежно від наявності у середовищі глюкози: * – зміни статистично 

вірогідні відносно до контролю з P < 0,05 

Унаслідок додавання екзогенних субстратів окиснення – α-кетоглутарату 

або сукцинату дихання пермеабілізованих гепатоцитів, попередньо проінкубо-

ваних без глюкози, статистично вірогідно не змінювалося порівняно з контро-

лем (рис. 3.16).  

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

Ш
в

и
д

к
іс

т
ь

 д
и

х
а

н
н

я
,

н
м

о
л

ь
 О

2
 /
 (

с 
×

м
л

н
 к

л
іт

и
н

) 

контроль без глюкози

*

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

Ш
в

и
д

к
іс

т
ь

 д
и

х
а

н
н

я
,

н
м

о
л

ь
 О

2
 /
 (

с 
×

м
л

н
 к

л
іт

и
н

) 

контроль без глюкози



73 

 

   А    Б 

  
Рис. 3.16. Швидкість дихання пермеабілізованих гепатоцитів за окиснення  

екзогенних α-кетоглутарату (А) і сукцинату (Б) залежно від наявності у середо-

вищі глюкози: [α-кетоглутарат] = 1 ммоль/л, [сукцинат] = 0,35 ммоль/л 

Аналогічно, відсутність у середовищі глюкози не спричиняє статистично 

вірогідних змін між показниками швидкості споживання кисню за окиснення α-

кетоглутарату або сукцинату і за наявності у полярографічній комірці екзоген-

ного АДФ (рис. 3.17). 

   А    Б 

  
Рис. 3.17. Інтенсивність споживання кисню пермеабілізованими гепатоцитами за окиснення 

екзогенних α-кетоглутарату (А) і сукцинату (Б) з АДФ залежно від наявності у се-

редовищі глюкози: [α-кетоглутарат]=1 ммоль/л, [сукцинат]=0,35 ммоль/л, 

[АДФ]=0,75 ммоль/л 
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Підвищення рівня ендогенного дихання пермеабілізованих гепатоцитів, 

інкубованих у розчині без глюкози, можна пояснити, виходячи з таких мірку-

вань. За відсутності цього вуглевода у середовищі для забезпечення енергетич-

них потреб у клітинах відбувається розщеплення глікогену, а згодом і ліпідів, 

що вимагає активації відповідних ферментів. Відомо, зокрема, що ендогенне 

дихання пошкоджених гепатоцитів відбувається, в основному, завдяки окис-

ненню ліпідів [73]. Тому ми припускаємо, що гепатоцити, які перебували у роз-

чині без глюкози, після пермеабілізації швидше розщеплювали ендогенні ліпі-

ди, ніж контрольні, що може пояснюватись активацією відповідних ферментів. 

У наступних дослідженнях ми додавали глюкозу до базового позаклітинного 

середовища. 

3.4.2. Дихання пермеабілізованих гепатоцитів за дії інсуліну in vitro 

Зважаючи на провідну роль інсуліну в регуляції обміну вуглеводів, ми 

вивчали його вплив на дихання ізольованих інтактних і пермеабілізованих ге-

патоцитів in vitro. У результаті досліджень було встановлено, що додавання ін-

суліну до середовища інтактних гепатоцитів у концентрації 20 нмоль/л не 

впливає на їхнє дихання (рис. 3.18 А). Це узгоджується з даними інших авторів, 

які не виявили впливу інсуліну в концентрації 6 нмоль/л на дихання інтактних 

гепатоцитів [58]. 

 

 

 

 

 



75 

 

   А    Б 

  

Рис. 3.18. Швидкість ендогенного дихання інтактних (А) і пермеабілізованих (Б) 

гепатоцитів після 10 хв інкубації з інсуліном: [інсулін] = 20 нмоль/л 

Після пермеабілізації клітин печінки, преінкубованих з інсуліном швид-

кість споживання кисню за окиснення ендогенних субстратів була такою ж, як і 

у контролі – 0,139 ± 0,014 нмоль О2 / (с × млн клітин) (n = 3, рис. 3.18 Б). 

Інсулін in vitro не впливав на інтенсивність дихання пермеабілізованих 

клітин печінки і за окиснення екзогенних α-кетоглутарату чи сукцинату. За вне-

сення у полярографічну комірку α-кетоглутарату показник швидкості спожи-

вання кисню преінкубованими з інсуліном гепатоцитами практично не відріз-

нявся від контролю (0,189 ± 0,012 і 0,216 ± 0,042 нмоль О2 / (с × млн клітин) ві-

дповідно, n = 3, рис. 3.19 А).  
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Рис. 3.19. Швидкість дихання пермеабілізованих гепатоцитів за окиснення  

екзогенних α-кетоглутарату (А) і сукцинату (Б) після 10 хв інкубації 

з інсуліном: [α-кетоглутарат]=1 ммоль/л, [сукцинат] = 0,35 ммоль/л, 

[інсулін] = 20 нмоль/л 

За додавання до суспензії пермеабілізованих клітин сукцинату, між шви-

дкостями споживання кисню за умов інкубації гепатоцитів з інсуліном та у кон-

тролі теж не було статистично достовірної різниці (0,541 ± 0,093 та 0,524 ± 

0,029 нмоль О2 / (с × млн клітин) відповідно, n = 3, рис. 3.19 Б). Така ж законо-

мірність спостерігалась і за окиснення екзогенних α-кетоглутарату або сукци-

нату з наступним додаванням до полярографічної комірки АДФ (рис. 3.20). 
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Рис. 3.20. Швидкість споживання кисню пермеабілізованими гепатоцитами за 

окиснення екзогенних α-кетоглутарату (А) і сукцинату (Б) з АДФ  

після 10 хв інкубації з інсуліном: [α-кетоглутарат] = 1 ммоль/л,  

[сукцинат] = 0,35 ммоль/л, [АДФ] = 0,75 ммоль/л, [інсулін] = 20 нмоль/л 

Для визначення впливу інсуліну in vitro на ступінь спряження процесів 

дихання і окисного фосфорилювання у пермеабілізованих гепатоцитах ми об-

числили показники дихального контролю за Ларді.  

Нами встановлено, що інкубація клітин печінки з інсуліном впродовж  

10 хв не спричиняє суттєвих змін дихального контролю за окиснення як  

α-кетоглутарату, так і сукцинату (рис. 3.21).  
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Рис. 3.21. Ступінь спряження процесів дихання і окисного фосфорилювання 

(дихальний контроль за Ларді) у пермеабілізованих гепатоцитах щу-

рів, за дії інсуліну in vitro за окиснення α-кетоглутарату (А) і сукцинату (Б) 

Отже, підсумовуючи всі вищенаведені акти, можна стверджувати, що за 

короткочасної дії інсуліну in vitro процеси дихання гепатоцитів не зазнають 

жодних змін. 

3.4.3. Дихання пермеабілізованих гепатоцитів 

за одноразового введення інсуліну 

Одноразове введення тваринам інсуліну (0,5 од./100 г маси тварини) та-

кож не спричиняло вірогідних змін швидкості споживання кисню інтактними та 

пермеабілізованими гепатоцитами за окиснення ендогенних субстратів (рис. 

3.22).  
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Рис. 3.22. Швидкість ендогенного дихання інтактних (А) і пермеабілізованих (Б) 

гепатоцитів після одноразового введення інсуліну: [інсулін] = 

0,5 од./100 г маси тварини 

Проте нами виявлено статистично вірогідне інсулінспричинене підви-

щення швидкості дихання пермеабілізованих клітин за окиснення α-

кетоглутарату на 48,45% порівняно з контролем (Р = 0,032, n = 3; рис. 3.23 А). 

За окиснення сукцинату швидкість споживання кисню у досліді не відрізнялася 

від контролю (рис. 3.23 Б). 
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Рис. 3.23. Швидкість дихання пермеабілізованих гепатоцитів за окиснення  

екзогенних α-кетоглутарату (А) і сукцинату (Б) після одноразового 

введення інсуліну: [α-кетоглутарат] = 1 ммоль/л, [сукцинат] = 

0,35 ммоль/л, [інсулін] = 0,5 од./100 г маси тварини: * – різниця ста-

тистично достовірна щодо контролю з Р < 0,05, n = 3 

Унаслідок додавання АДФ швидкість дихання пермеабілізованх гепато-

цитів за окиснення α-кетоглутарату у досліді була статистично вірогідно ви-

щою на 109,02% (Р = 0,026, n = 3; рис. 3.24 А), а за окиснення сукцинату – на 

93,93%, ніж у контролі (Р = 0,04, n = 3; рис. 3.24 Б). 
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Рис. 3.24. Вплив інсуліну in vivo на дихання пермеабілізованих гепатоцитів за 

окиснення α-кетоглутарату (А) і сукцинату (Б) з АДФ: дослідження 

проводили через 4 год після введення інсуліну (0,5 од./100 г маси 

тварини): * – зміна статистично вірогідна щодо контролю з P < 0,05, n = 3 

Як і у попередній серії досліджень, нами було розраховано показники ди-

хального контролю за Ларді – для оцінки спряження процесів дихання й окис-

ного фосфорилювання у пермеабілізованих гепатоцитах за одноразового вве-

дення інсуліну. Нами виявлено, що за окиснення α-кетоглутарату статистично 

достовірної різниці між параметрами дихального контролю гепатоцитів щурів 

контрольної та дослідної груп не було (рис. 3.25 А). Тоді, як за окиснення сук-

цинату дихальний контроль був на 59% вірогідно вищим у тварин, яким одно-

разово вводили інсулін, порівняно з контрольними (рис. 3.25 Б). 

*

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0
Ш

в
и

д
к

іс
т
ь

 д
и

х
а

н
н

я
,

н
м

о
л

ь
 О

2
 /
 (

с 
×

м
л

н
 к

л
іт

и
н

) 

контроль інсулін

*

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

Ш
в

и
д

к
іс

т
ь

 д
и

х
а

н
н

я
,

н
м

о
л

ь
 О

2
 /
 (

с 
×

м
л

н
 к

л
іт

и
н

) 

контроль інсулін



82 

 

   А    Б 

  

Рис. 3.25. Показники дихального контролю за Ларді за окиснення α-

кетоглутарату (А) чи сукцинату (Б) гепатоцитами контрольних 

щурів і тварин, яким одноразово вводили інсулін: * – різниця ста-

тистично вірогідна щодо контролю з Р < 0,05, n = 3 

Модель інтактних ізольованих гепатоцитів найбільше відображає стан 

цих клітин за фізіологічного спокою тварини. Оскільки під дією інсуліну швид-

кість дихання інтактних гепатоцитів за окислення глюкози не зростає, імовірно, 

що й підвищення рівня інсуліну в крові не впливає на окислення глюкози в пе-

чінці in vivo. Тим не менше, за дії інсуліну протягом 4 год in vivo у пермеабілі-

зованих гепатоцитах інтенсифікується окислення α-кетоглутарату (НАД-

залежний субстрат) і сукцинату (ФАД-залежний субстрат), особливо за наявно-

сті екзогенного АДФ. Ми вважаємо, що цих умов швидкість дихання є субмак-

симальною внаслідок високих концентрацій екзогенних субстратів і АДФ, а 

тому відображає не стан спокою гепатоцитів, а стан високої функціональної 

активності. 

Доцільно зробити висновок, що інсулін за чотиригодинного впливу in 

vivo підвищує максимальну окисну здатність мітохондрій гепатоцитів незалеж-

но від субстрату окислення, не збільшуючи фактичної швидкості окиснення. З 
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огляду на це, цілком імовірно, що однією з функцій інсуліну в живому організ-

мі є підтримання високої окисної здатності мітохондрій гепатоцитів. Наші дані 

доповнюють відомості про підвищення максимальної окисної здатності мітохо-

ндрій кардіоміоцитів за дії інсуліну in vivo [94].  

3.4.4. Дихання пермеабілізованих гепатоцитів 

за шестиденного введення інсуліну 

Виявивши, що інсулін стимулює процеси дихання за чотиригодинного 

впливу in vivo, ми вирішили дослідити, чи будуть спостерігатись подібні тенде-

нції за тривалішої дії цього гормону. У результаті досліджень було встановле-

но, що у щурів, яким хронічно вводили інсулін протягом 6 діб, швидкість ди-

хання інтактних і пермеабілізованих гепатоцитів за окиснення ендогенних суб-

стратів не змінювалась порівняно з контрольними тваринами (рис. 3.26).  
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Рис. 3.26. Швидкість ендогенного дихання інтактних (А) і пермеабілізованих (Б) 

гепатоцитів за хронічного введення інсуліну впродовж 6-ти днів:  

[інсулін] = 0,5 од./100 г маси тварини 
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За окиснення екзогенного α-кетоглутарату чи сукцинату суттєвих змін 

показників швидкості споживання кисню пермеабілізованими гепатоцитами 

щурів, яким вводили інсулін, порівняно із контрольними тваринами не було ви-

явлено (рис. 3.27). 
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Рис. 3.27. Швидкість дихання пермеабілізованих гепатоцитів за окиснення  

екзогенних α-кетоглутарату (А) і сукцинату (Б) після хронічного 

введення інсуліну впродовж 6-ти днів: [α-кетоглутарат]=1 ммоль/л, 

[сукцинат] = 0,35 ммоль/л, [інсулін] = 0,5 од./100 г маси тварини, n = 3–4 

Так само, як і за окиснення лише субстратів, після наступного внесення у 

полярографічну комірку АДФ статистично вірогідних відмінностей між показ-

никами швидкості споживання кисню пермеабілізованими гепатоцитами щурів, 

яким вводили інсулін і контрольними тваринами не спостерігали (рис. 3.28). 
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Рис. 3.28. Інтенсивність споживання кисню пермеабілізованими гепатоцитами 

за окиснення екзогенних α-кетоглутарату (А) і сукцинату (Б) з АДФ 

після хронічного введення інсуліну впродовж 6-ти днів:  

[α-кетоглутарат] = 1 ммоль/л, [сукцинат] = 0,35 ммоль/л, [АДФ] = 0,75 ммоль/л, 

[інсулін] = 0,5 од./100 г маси тварини, n = 3–4 

У результаті аналізу показників дихального контролю за Ларді було ви-

явлено, що за окиснення α-кетоглутарату ступінь спряження дихання і окисного 

фосфорилювання є достовірно вищим на 36,2% у гепатоцитів тварин, яким 

впродовж шести днів вводили інсулін (рис. 3.29 А). За окиснення сукцинату ві-

рогідної різниці між показниками дихального контролю у контрольних та дос-

лідних тварин не було (рис. 3.29 Б). 
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Рис. 3.29. Показники дихального контролю за Ларді за окиснення  

α-кетоглутарату (А) чи сукцинату (Б) гепатоцитами контрольних 

щурів і тварин, яким хронічно впродовж шести днів вводили  

інсулін: *– різниця статистично вірогідна щодо контролю з Р < 0,05, n = 3–4 

Збільшення тривалості дії інсуліну з 4 год до 6 днів повністю нівелювало 

його вплив на окисні процеси у гепатоцитах. Можливим поясненням цього є 

виникнення резистентності до інсуліну в щурів через тривалу гіперінсулінемію. 

Застосування тесту толерантності до глюкози показало, що через 2 год після 

введення вуглеводу його концентрація у крові як контрольних, так і дослідних 

тварин поверталася до норми. Проте виявлено певні зміни толерантності до 

глюкози у щурів, яким вводили інсулін. Так, через 30 хв після введення глюко-

зи її концентрація у крові дослідних тварин зростала до 16,45 ± 1,10 ммоль/л, 

що статистично вірогідно більше на 69,23%, ніж у контрольних (P = 0,007, n = 

4; рис. 3.30). Через 90 хв концентрація глюкози у крові дослідних щурів була 

статистично вірогідно вищою на 16,8%, ніж у контрольних (P = 0,048, n = 3). 
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Рис. 3.30. Вплив шестиденного введення інсуліну на толерантність до глюкози 

у щурів: 1 – контроль, 2 – гіперінсулінемія; тваринам раз на добу 

вводили інсулін протягом шести днів (0,5 од./100 г маси тварини), на 

сьому добу їм вводили внутрішньочеревно глюкозу (3 мг/г маси тва-

рини), розчинену в 2 мл фізіологічного розчину 

Отже, шестиденне введення інсуліну дійсно спричиняє певні порушення 

толерантності до глюкози, що і може спричинити порушення чутливості до 

нього дихання пермеабілізованих гепатоцитів за окиснення ендогенних та екзо-

генних субстратів. 

3.4.5. Дихання пермеабілізованих гепатоцитів 

за дванадцятиденного введення інсуліну 

Унаслідок збільшення тривалості введення інсуліну з 6-ти до 12-ти діб ми 

отримали результати, аналогічні до попередньої серії. Тобто, швидкість дихан-

ня інтактних та пермеабілізованих гепатоцитів не змінювалась, зокрема, за оки-

снення ендогенних субстратів (рис. 3.31). 
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Рис. 3.31. Швидкість ендогенного дихання інтактних (А) і пермеабілізованих (Б) 

гепатоцитів за хронічного введення інсуліну впродовж 12-ти днів: 

[інсулін] = 0,5 од./100 г маси тварини 

Як і за 6-тиденного введення, різниці у показниках інтенсивності спожи-

вання кисню за окиснення екзогенних α-кетоглутарату чи сукцинату між конт-

рольними щурами і тваринами, яким хронічно вводили інсулін впродовж 12-ти 

днів не було (рис. 3.32). 
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Рис. 3.32. Швидкість дихання пермеабілізованих гепатоцитів за окиснення α-

кетоглутарату (А) і сукцинату (Б) після хронічного введення інсуліну 

впродовж 12-ти днів: [α-кетоглутарат] = 1 ммоль/л, [сукцинат] = 0,35 ммоль/л, 

[інсулін] = 0,5 од./100 г маси тварини, n = 4 
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Аналогічно, і за внесення до полярографічної комірки АДФ після суб-

стратів окиснення не було різниці між швидкостями дихання пермеабілізованих 

клітин печінки дослідних щурів порівняно з контрольними (рис. 3.33). 
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Рис. 3.33. Швидкість дихання пермеабілізованих гепатоцитів за окиснення ек-

зогенного α-кетоглутарату (А) і сукцинату (Б) з АДФ після введення 

інсуліну впродовж 12-ти днів: [α-кетоглутарат] = 1 ммоль/л, [сукци-

нат] = 0,35 ммоль/л, [АДФ] = 0,75 ммоль/л, [інсулін] = 0,5 од./100 г 

маси тварини, n = 4 

Дихальний контроль за Ларді пермеабілізованих клітин печінки за окис-

нення як α-кетоглутарату, так і сукцинату не зазнавав суттєвих змін під впли-

вом дванадцятиденного введення інсуліну (рис. 3.34). 
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Рис. 3.34. Ступінь спряження процесів дихання й окисного фосфорилювання (дихальний 

контроль за Ларді) за окиснення α-кетоглутарату (А) чи сукцинату (Б) у пермеабі-

лізованих гепатоцитах контрольних щурів і тварин, яким впродовж дванадцяти 

днів хронічно вводили інсулін 

Інсулін також не спричиняв порушення толерантності до глюкози при 

збільшенні тривалості його введення, оскільки динаміка змін концентрації глю-

кози була ідентичною з контролем (рис. 3.35). Очевидно, за цей час у тварин 

виникають компенсаторні реакції за участю інших гормональних систем регу-

ляції. 

 

Рис. 3.35. Вплив дванадцятиденного введення інсуліну на толерантність до глюкози у щурів: 

тваринам раз на добу вводили інсулін протягом дванадцяти днів (0,5 од./100 г 

маси тварини), на тринадцяту добу їм вводили внутрішньочеревно глюкозу (3 

мг/г маси тварини), розчинену в 2 мл фізіологічного розчину 
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Проведення кореляційного аналізу з метою встановлення взаємозв’язку 

між процесами дихання гепатоцитів і толерантністю до глюкози показало, що у 

контрольних тварин кореляції між цими показниками немає. Проте у тварин, 

яким вводили інсулін протягом 12 діб коефіцієнт кореляції між площею під 

кривою концентрації глюкози в крові (показник толерантності; чим більша 

площа, тим гіршою є толерантність) й АДФ-стимульованим диханням при оки-

сненні сукцинату пермеабілізованими гепатоцитами становить -0,86, а при оки-

сненні α-кетоглутарату – -0,96. Отже, чим вищою є толерантність до глюкози, 

тим вищим є рівень АДФ-стимульованого дихання. 

Оскільки порушення (зниження) толерантності до глюкози вказують на 

виникнення резистентності до інсуліну, то негативне значення коефіцієнта ко-

реляції означає, що максимальна окисна здатність мітохондрій гепатоцитів зна-

ходиться в оберненій залежності від резистентності до інсуліну. Це свідчить на 

користь припущення про роль інсуліну в підтриманні високої окисної здатності 

мітохондрій гепатоцитів і узгоджується з нашими даними про активацію ним 

дихання за одноразового введення. Пояснення відсутності кореляцій між мак-

симальною окисною здатністю пермеабілізованих гепатоцитів і толерантністю 

до глюкози у контрольних тварин буде предметом наступних досліджень. 

Підсумок. Отже, короткочасна дія інсуліну in vitro не впливає на швид-

кість дихання інтактних гепатоцитів, ендогенного дихання пермеабілізованих 

гепатоцитів, а також дихання пермеабілізованих гепатоцитів за окиснення сук-

цинату та α-кетоглутарату незалежно від наявності екзогенного АДФ. Інсулін 

характеризується часовою залежністю впливу на процеси дихання in vivo – з 

активацією АДФ-стимульованого окиснення сукцинату й α-кетоглутарату ізо-

льованих гепатоцитів через 4 год після ін’єкції та відсутністю ефекту при три-

валому введенні (6 і 12 діб) [Мерлавський та ін., 2010]. Очевидно,  за коротко-

часної дії реалізуються початкові впливи гормону інсуліну, а тривале його вве-

дення зумовлює розвиток резистентності до гіперінсулінемії. 
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3.5. Аналіз впливу Са
2+

 на процеси дихання гепатоцитів 

за умов стрептозотоциніндукованого діабету 

Однією з активно використовуваних моделей цукрового діабету є стреп-

тозотоциніндукований діабет [178, 217]. Стрептозотоцин (C8H15N3O7) – це при-

родний антибіотик, за будовою подібний до глюкози. Тому він надходить у β-

клітини за допомогою транспортера глюкози (GLUT2) і зумовлює алкілування 

ДНК, що призводить до активації полі-АДФ-рибозилювання, і, як наслідок, до 

виснаження клітинних запасів НАД
+
 та АТФ. Цим і пояснюється його токсич-

ність стосовно β-клітин. 

3.5.1. Оцінка активності ензимів системи антиоксидантного захисту і 

сукцинатдегідрогенази у гепатоцитах за умов цукрового діабету 

За цукрового діабету спостерігаються порушення функціонування диха-

льного ланцюга мітохондрій, ступінь прояву яких відрізняється на різних ета-

пах хвороби. Відомо, що зниження активності сукцинатдегідрогенази відбува-

ється вже на початкових етапах розвитку цукрового діабету. Зокрема, у дослі-

дженнях Маркевича В.Е. та Глущенко Н.В. [29], які вивчали особливості енер-

гетичного забезпечення дітей, хворих на цукровий діабет І типу, загальна кіль-

кість лімфоцитів з гранулами, які відображають активність сукцинатдегідроге-

нази, у пацієнтів з цукровим діабетом була майже на 36 % нижчою, ніж у конт-

рольній групі. Проте за нормалізації рівня глюкози ця різниця зменшувалась до 

19 %. 
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Підтримання показників дихання на рівні, вищому. ніж у контролі на тлі 

зниженої активності сукцинатдегідрогенази (рис. 3.36) забезпечується, на нашу 

думку, НАД-залежною ланкою системи мітохондріального дихання, зокрема 

більш активним окисненням пірувату. 

 

Рис. 3.36. Активність сукцинатдегідрогенази у печінці щурів зі стрептозотоци-

ніндукованим діабетом: * – різниця достовірна відносно контролю з 

P < 0,05, n = 5 

Гіперглікемія зумовлює аутоокиснення глюкози, яке впливає на зростан-

ня кількості активних форм оксигену і розвиток оксидативного стресу [88]. Мі-

тохондрії теж роблять важливий внесок у продукцію активних форм оксигену. 

Тому, ми оцінювали рівень процесів пероксидного окиснення ліпідів у печінці 

щурів. Встановлено, що у печінці тварин зі стрептозотоциніндукованим діабе-

том вміст ТБК-активних продуктів (малонового діальдегіду; маркер оксидатив-

ного стресу) був на 55,9 % вищим, ніж у контрольній групі (рис. 3.37). Отже, 

активування процесів пероксидного окиснення ліпідів є однією з важливих ла-

нок розвитку цукрового діабету. 
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Рис. 3.37. Вміст ТБК-активних продуктів (малонового діальдегіду) у печінці 

щурів зі стрептозотоциніндукованим діабетом: * – різниця достовір-

на відносно контролю з P < 0,05, n = 4 

Оскільки інтенсивність процесів пероксидного окиснення ліпідів, як фізі-

ологічного процесу, регулюється системою антиоксидантного захисту, то ми 

досліджували активність супероксиддисмутази та каталази. Їхня послідовна 

скоординована дія підтримує рівень активних форм оксигену в межах фізіоло-

гічної норми. Так, супероксиддисмутаза знешкоджує супероксидні аніон-

радикали шляхом їх дисмутації (диспропорціонування) і перетворення у менш 

реакційно здатні молекули гідрогену пероксиду. Вміст і активність супероксид-

дисмутази у тканинах за різних функціональних та патологічних станів зміню-

ється. Дані літератури щодо змін функціонування системи антиоксидантного 

захисту за умови цукрового діабету неоднозначні [8, 86, 163]. 

У результаті наших досліджень встановлено, що активність супероксид-

дисмутази у щурів з експериментальним цукровим діабетом зросла на 23,3 % 

щодо контролю (рис. 3.38). 
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Рис. 3.38. Активність супероксиддисмутази у печінці щурів зі стрептозотоцин-

індукованим діабетом: * – різниця достовірна відносно контролю з 

P < 0,05, n = 4 

Каталаза забезпечує підтримання кількості гідроген пероксиду в організмі 

на фізіологічному рівні [5]. Виявлено, що у печінці щурів зі стрептозотоцинін-

дукованим діабетом активність каталази зросла на 52,0 %, порівняно з контро-

лем (рис. 3.39). 

 
Рис. 3.39. Активність каталази у печінці щурів зі стрептозотоциніндукованим 

діабетом: * – різниця достовірна відносно контролю з P < 0,05, n = 4 
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Отже, отримані результати вказують на те, що на 15-у добу після введен-

ня стрептозотоцину у печінці щурів знижується активність сукцинатдегідроге-

нази, однак це не призводить до порушень енергетичного забезпечення гепато-

цитів. Тобто, на ранніх етапах розвитку діабету печінка спроможна підтримува-

ти нормальний енергетичний стан. Однак зростання рівня ТБК-активних про-

дуктів (малонового діальдегіду) не компенсується активуванням системи анти-

оксидантного захисту. 

3.5.2. Інтенсивність ендогенного дихання гепатоцитів 

за умов цукрового діабету 

На сьогодні дані щодо змін процесів енергетичного забезпечення у міто-

хондріях за умов цукрового діабету є суперечливими [76, 165, 189, 224]. Так, у 

роботах Олівейри повідомляється про зниження споживання кисню мітохонд-

ріями серця щурів зі стрептозотоциніндукованим діабетом [165]. Те ж саме по-

казано в роботах на мітохондріях печінки [189]. І навпаки, Сінг і співавт. [194] 

зареєстрували збільшення швидкостей дихання клітин нирок, а Гартман і спі-

вавт. [95] – мононуклеарних клітин периферійної крові. 

Нами встановлено, що на ранніх стадіях розвитку стрепотозотоцинінду-

кованого цукрового діабету відбувається інтенсифікація енергетичних процесів 

у мітохондріях клітин печінки. Так, швидкість дихання інтактних гепатоцитів 

за окиснення ендогенних субстратів діабетичних тварин є на 40,8 % більшою, 

ніж у контролі (P < 0,05, n = 5–6, рис. 3.40).  
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   А    Б 

  

Рис. 3.40. Швидкість споживання кисню інтактними гепатоцитами контрольних (А) 

та діабетичних (Б) тварин за окиснення ендогенних субстратів і до-

давання динітрофенолу (ДНФ): [динітрофенол] = 0,1 ммоль/л, ** – 

різниця статистично вірогідна щодо ендогенного дихання з Р < 0,01, 

† – різниця статистично вірогідна порівняно з відповідним показни-

ком у контролі з Р < 0,05, n = 5–6 

Максимальна окисна здатність, оцінена за дії динітрофенолу, є меншою у 

тварин з модельованим діабетом (збільшення швидкості споживання кисню під 

впливом динітрофенолу на 80%, а у контролі – на 145%), що на нашу думку зу-

мовлене, вищим вихідним рівнем клітинного дихання у них. Завдяки чому це 

відбувається? Щоб відповісти на це питання, необхідно дослідити, за окиснення 

яких субстратів інтенсифікується дихання у хворих тварин. 

3.5.3. Дослідження дихання пермеабілізованих гепатоцитів діабетичних 

щурів у номінально безкальцієвому й ЕГТА-вмісному середовищах 

За окиснення лише суміші малату, глутамату і піруваиу (стан S4) спосте-

рігали інтенсифікацію споживання кисню пермеабілізованими гепатоцитами 
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контрольних щурів у обох середовищах (номінально безкальцієвому та ЕГТА-

вмісному). Проте у розчині, який не містив ЕГТА ця стимуляція була більш ви-

раженою: 110 % порівняно із 85,1% (рис. 3.7 А). Така ж закономірність просте-

жувалась і у тварин зі стрептозотоциніндукованим діабетом: у номінально без-

кальцієвому середовищі збільшення показників швидкості споживання кисню 

пермеабілізованими гепатоцитами після додавання суміші малату, глутамату і 

пірувату відносно ендогенного дихання становило 143%, а в ЕГТА-вмісному – 

127% (рис. 3.41 А). 

   А    Б 

  
Рис. 3.41. Показники швидкості дихання пермеабілізованих гепатоцитів діабе-

тичних щурів за окиснення суміші малату, глутамату і пірувату (А) 

чи сукцинату (Б) у номінально безкальцієвому й ЕГТА-вмісному се-

редовищах: [АДФ] = 0,75 ммоль/л, [динітрофенол] = 0,1 ммоль/л; 

* – зміни статистично достовірні щодо попереднього показника з  

Р < 0,05, ** – з Р < 0,01, ***– з Р < 0,001, n = 5–7 

Як і у контрольних тварин наступне внесення у полярографічну комірку 

АДФ спричиняло незначну, проте статистично вірогідну стимуляцію процесів 

споживання кисню пермеабілізованими клітинами печінки у номінально безка-

льцієвому середовищі на 39,1% (Р < 0,05, n = 7). Наступне додавання динітро-

фенолу не впливало на швидкість споживання кисню пермеабілізованими гепа-
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тоцитами у номінально безкальцієвому середовищі, як і у контролі. Послідовне 

додавання сукцинату, АДФ і динітрофенолу до середовища, яке містило ЕГТА 

спричиняло поступове збільшення показників швидкості споживання кисню 

пермеабілізованими клітинами печінки до приблизно однакового рівня як у ко-

нтрольних, так і дослідних щурів (рис. 3.41 Б). 

Нами виявлено, що дихальний контроль був майже завжди більший у се-

редовищі, яке містило ЕГТА (рис. 3.42).  

   А    Б 

  

Рис. 3.42. Показники дихального контролю за Ларді за окиснення суміші мала-

ту, глутамату і пірувату (А) та сукцинату (Б) у номінально безкальці-

євому й ЕГТА-вмісному середовищах в умовах розвитку цукрового 

діабету: * – різниця статистично вірогідна щодо номінально безкаль-

цієвого середовища з Р < 0,05, ** – з Р < 0,01 

Виняток становив лише випадок окиснення суміші малату, глутамату і 

пірувату за умов цукрового діабету – тоді показники дихального контролю у 

різних середовищах були однаковими (рис. 3.42 А). Тобто внаслідок розвитку 

захворювання на цукровий діабет погіршується спряження між диханням і оки-
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сним фосфорилюванням у клітинах печінки за окиснення НАД-залежних суб-

стратів. 

3.5.4. Встановлення закономірностей дихання пермеабілізованих 

гепатоцитів у середовищах з різною концентрацією Са
2+

 за умов 

стрептозотоциніндукованого діабету 

У тварин із модельованим діабетом (рис. 3.43 А) за 0,1 мкмоль/л Ca
2+

 ви-

явлено такі ж, як і у контрольних закономірності окиснення суміші малату, глу-

тамату і пірувату (рис. 8 А). 

А Б 

  

Рис. 3.43. Споживання кисню пермеабілізованими гепатоцитами діабетичних 

щурів за окиснення суміші малату, глутамату і пірувату (А) чи сук-

цинату (Б) у середовищах з різними концентраціями Ca
2
: [АДФ] = 

0,75 ммоль/л, [динітрофенол] = 0,1 ммоль/л; * – зміни достовірні від-

носно попереднього показника з P < 0,05, ** – з P < 0,01, *** – з  

P < 0,001; # – зміни достовірні, порівняно з відповідним показником 

за 0,1 мкмоль/л Ca
2+ 

з P < 0,05, ## – з P < 0,01; † – зміни достовірні, 

порівняно з відповідним показником у контролі з P < 0,05 
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Але у середовищах з 0,01 та 1 мкмоль/л Ca
2+

 дихальні контролі за Ларді 

(відношення швидкості дихання у стані S3 до швидкості дихання у стані S4) у 

дослідних щурів є достовірно більшими (на 20,0 і 97,4% відповідно, Р < 0,01 і  

Р < 0,001, n = 5–6), ніж у контрольних тварин (рис. 3.44). 

   А    Б 

  

Рис. 3.44. Показники дихального контролю (за Ларді) пермеабілізованих гепа-

тоцитів контрольних (А) і діабетичних (Б) щурів за окиснення суміші 

малату, глутамату і пірувату у середовищах з різною концентрацією 

Са
2+

: ** – різниця статистично вірогідна порівняно з 0,1 мкмоль/л 

Са
2+

 з Р < 0,01, *** – з Р < 0,001; †† – різниця статистично достовірна 

щодо аналогічного показника у контролі з Р < 0,01, ††† – Р < 0,001 

За 10 мкмоль/л Ca
2+

 швидкість дихання гепатоцитів діабетичних щурів у 

стані S4 є найбільшою, порівняно зі середовищами з іншими концентраціями 

Са
2+

, але після внесення АДФ за таких умов швидкість споживання кисню є до-

стовірно меншою на 30,6% (P < 0,001, n = 6); тоді як у контролі статистично до-

стовірних змін не зареєстровано.  

У тварин із модельованим діабетом залежність швидкості дихання перме-

абілізованих гепатоцитів від концентрації Ca
2+

 у середовищі за окиснення сук-

цинату (як і суміші малату, глутамату і пірувату) є іншою. Найбільше цей суб-
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страт інтенсифікує споживання кисню за 10 мкмоль/л Ca
2+

, а наступні додаван-

ня АДФ і динітрофенолу стимулювали дихання на відміну від контролю вже за 

трьох концентрацій Ca
2+

 – 0,01, 0,1 і 1 мкмоль/л (рис 3.43 Б). 

   А    Б 

  

Рис. 3.45. Показники дихального контролю (за Ларді) пермеабілізованих гепа-

тоцитів контрольних (А) і діабетичних (Б) щурів за окиснення сук-

цинату у середовищах з різною концентрацією Са
2+

: * – різниця ста-

тистично вірогідна порівняно з 0,1 мкмоль/л Са
2+

 з Р < 0,05, *** – з  

Р < 0,001; †† – різниця статистично достовірна відносно аналогічного 

показника у контролі з Р < 0,01, ††† – з Р < 0,001 

За окиснення сукцинату гепатоцитами тварин-діабетиків у середовищах з 

0,01 і 1 мкмоль/л Ca
2+

 дихальні контролі за Ларді є достовірно більшими, ніж у 

контрольних щурів на 35,9 (P < 0,01, n = 5–6) та 66,5% (P < 0,001, n = 5–6) від-

повідно (рис. 3.45). 
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3.5.5. Аналіз кінетичних параметрів дихання пермеабілізованих 

гепатоцитів діабетичних тварин залежно від концентрації 

сукцинату в середовищах із різним вмістом Са
2+

 

У подальших дослідженнях ми визначали кінетичні параметри дихання 

пермеабілізованих гепатоцитів за окиснення сукцинату в середовищах з [Са
2+

] 

0,1 і 1 мкмоль/л. Такі концентрації Са
2+

 було обрано, враховуючи те, що макси-

мальна функціональна здатність мітохондрій (відповідь на додавання АДФ і 

динітрофенолу) у контрольних тварин спостерігається за 0,1 мкмоль/л Са
2+

 у 

середовищі, а у дослідних – за 1 мкмоль/л Са
2+

. 

Виявлено, що кінетика процесів дихання гепатоцитів за обох концентра-

цій Са
2+

 добре описується рівнянням Хілла як у контролі (рис. 3.46, так і за 

умов стрептозотоциніндукованого діабету (рис. 3.47). За вищої концентрації 

Са
2+

 коефіцієнт Хілла h є дещо більшим, порівняно з 0,1 мкмоль/л Са
2+

, як у ко-

нтрольній, так і дослідній групах щурів. 
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   А    Б 

  

Рис. 3.46. Кінетичні параметри дихання пермеабілізованих гепатоцитів контро-

льних тварин за окиснення сукцинату у середовищах з 0,1 і 1 мкмоль/л Са
2+

:  

А – концентраційна залежність впливу сукцинату в напівлогарифмі-

чних координатах; Б – лінеаризація у видозмінених координатах Іді-

Гофсті; при розрахунках кінетичних параметрів залежності швидкос-

ті дихання від концентрації сукцинату віднімали показник швидкості 

дихання, який був після додавання АДФ; [сукцинат]=0,1–5 ммоль/л 

Близькість коефіцієнта h до 1 за 1 мкмоль/л Са
2+

 у середовищі свідчить 

про відсутність вираженої кооперативності за таких умов. За низької ж концен-

трації Са
2+

 коефіцієнт h суттєво менший 1 – внаслідок наявності негативної ко-

оперативності, спричиненої підтоком ендогенних субстратів. 
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   А    Б 

  

Рис. 3.47. Кінетичні параметри дихання пермеабілізованих гепатоцитів діабети-

чних щурів за окиснення сукцинату у середовищах з 0,1 і 1 мкмоль/л 

Са
2+

: А – концентраційна залежність впливу сукцинату в напівлога-

рифмічних координатах; Б – лінеаризація у видозмінених координа-

тах Іді-Гофсті; при розрахунках кінетичних параметрів залежності 

швидкості дихання від концентрації сукцинату віднімали показник 

швидкості дихання, який був після додавання АДФ; [сукцинат]=0,1–5 ммоль/л 

З метою визначення кінетичних параметрів окиснення лише сукцинату, 

без впливу НАД-залежних субстратів (дегідрогенази яких є Са
2+

-

регульованими), ми використали інгібітор комплексу І дихального ланцюга мі-

тохондрій – ротенон. Внаслідок його застосування у контролі спостерігається 

нівелювання різниці між значеннями коефіцієнта Хілла за різних концентрацій 

Са
2+

, причому h стає дещо більшим від 1 в обох випадках. 

Як висновок, описана негативна кооперативність за низьких концентрацій 

Са
2+

 у попередньому досліді дійсно зумовлена підтоком ендогенних НАД-

залежних субстратів. Крім того, слід зазначити, що за 1 мкмоль/л Са
2+

 у конт-

рольних щурів внаслідок інгібування ротеноном комплексу І дихального лан-
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цюга нівелюється розвиток субстратного інгібування за найвищої концентрації 

сукцинату (5 ммоль/л, рис. 3.48). Цілком можливо, що ці два параметри залеж-

ності мітохондріального дихання від концентрації сукцинату за відсутності ро-

тенону – негативна кооперативність та розвиток субстратного інгібування – 

мають одну і ту ж природу. 

   А    Б 

  

Рис. 3.48. Кінетична залежність швидкості дихання пермеабілізованих клітин 

печінки контрольних щурів від концентрації сукцинату за наявності 

ротенону в середовищах з [Са
2+

] 0,1 і 1 мкмоль/л: А – концентраційна 

залежність впливу сукцинату на фоні ротенону в напівлогарифміч-

них координатах; Б – лінеаризація у змінених координатах Іді–

Гофсті, позначення, як на графіку А; при розрахунках кінетичних па-

раметрів залежності швидкості споживання кисню від концентрації 

сукцинату віднімали показник швидкості дихання, який був після 

додавання АДФ; [ротенон] = 10 мкмоль/л, [сукцинат] = 0,1–5 ммоль/л, n = 4 

У діабетичних щурів коефіцієнт Хілла за нижчої концентрації Са
2+

 є 

меншим від 1 (h = 0,89), а за вищої – таким як у контролі (h = 1,12, рис. 3.49). 

Отже, за нижчої концентрації Са
2+

 і без підтоку НАД-залежних субстратів у ди-
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хальній системі мітохондрій діабетичних щурів виникає негативна кооператив-

ність. 

У той же час, константа напівактивації K0,5 дещо зменшується із збіль-

шенням [Са
2+

] (причому, як у контролі, так і за модельованого діабету) лише 

коли комплекс І дихального ланцюга є незаінгібований ротеноном. Це перекон-

ливо доводить, що дещо більша швидкість мітохондріального дихання за окис-

нення сукцинату зумовлена окисненням ендогенних субстратів Са
2+

-залежних 

дегідрогеназ. 

   А    Б 

  

Рис. 3.49. Кінетична залежність швидкості дихання пермеабілізованих гепато-

цитів діабетичних тварин від концентрації сукцинату на тлі ротенону 

в середовищах з [Са
2+

] 0,1 і 1 мкмоль/л: А – концентраційна залеж-

ність впливу сукцинату на тлі ротенону в напівлогарифмічних коор-

динатах; Б – лінеаризація у змінених координатах Іді–Гофсті, позна-

чення, як на графіку А; при розрахунках кінетичних параметрів за-

лежності швидкості споживання кисню від концентрації сукцинату 

віднімали показник швидкості дихання, який був після додавання 

АДФ; [ротенон] = 10 мкмоль/л, [сукцинат] = 0,1–5 ммоль/л, n = 4 
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Значення максимальної швидкості Vmax мітохондріального дихання за 

окиснення сукцинату у всіх випадках (як у контрольних, так і у дослідних тва-

рин, з ротеноном чи без нього) є дещо вищою за вищої концентрації Са
2+

 у се-

редовищі. Більша різниця між значеннями Vmax за 0,1 та 1 мкмоль/л Са
2+

 і наяв-

ності ротенону у середовищі спостерігається у діабетичних тварин.  

Вважається, що Са
2+

-індуковані мітохондріальні дисфункції зумовлюють 

широкий спектр розладів, включно з цукровим діабетом [43, 55, 89]. 

Сатав [189] припускає, що на ранніх етапах розвитку цукрового діабету 

дихального потенціалу достатньо для забезпечення енергетичних потреб клітин 

печінки. Проте в цій роботі відзначають зниження інтенсивності процесів ди-

хання ізольованих мітохондрій діабетичних тварин за окиснення пірувату і ма-

лату, але не сукцинату. У наших попередніх роботах показано зниження актив-

ності сукцинатдедірогенази у печінці діабетичних тварин, яке, тим не менше, не 

супроводжується зниженням споживання кисню за використання сукцинату. 

Зниження активності сукцинатдегідрогенази було також показане у гепатоци-

тах щурів зі стрептозотоциніндукованим діабетом іншими авторами [158] та у 

лімфоцитах дітей з цукровим діабетом І типу [29]. 

Одним з можливих механізмів підтримання дихання мітохондрій інсулін-

незалежних тканин діабетичних тварин є зростання рівня глюкози у крові. Це 

призводить до посилення її надходження у гепатоцити, за участю мембранного 

транспортера глюкози GLUT2, і розщеплення її до пірувату. Аналогічне при-

пущення зроблене і Сінгом та співавт. [194] для клітин проксимальних трубо-

чок нирок. У цих дослідженнях зареєстровано також суттєве зростання макси-

мальної окисної здатності мітохондрій за умов діабету [194]. Нами з’ясовано, 

що максимальна окисна здатність інтактних клітин печінки є меншою у тварин 

з модельованим цукровим діабетом. Але, як свідчать результати наших дослі-

джень на пермеабілізованих гепатоцитах, ефекти динітрофенолу залежать від 
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концентрації Са
2+

 у середовищі, тому не завжди дані різних авторів можна аде-

кватно порівняти.  

Наголошуючи на важливому значенні іонів Са
2+

 у регуляції процесів ди-

хання, варто зазначити, що на ранніх етапах розвитку діабету мітохондрії гепа-

тоцитів стають менш чутливими до токсичних концентрацій Са
2+

. Зокрема, у 

діабетичних тварин максимальна концентрація Са
2+

, за якої ще зберігається 

здатність мітохондрій відповідати на додавання АДФ, зміщується від 0,1 до 1 

мкмоль/л. Крім того, за низької концентрації Са
2+

 (0,1 мкмоль/л) коефіцієнт 

Хілла h і Vmax сукцинатстимульованого дихання мітохондрій діабетичних тва-

рин зменшуються. За 1 мкмоль/л Са
2+

 у середовищі ці параметри залишаються 

такими ж, як і в контролі, що теж зумовлено, на нашу думку, зменшенням чут-

ливості мітохондрій до його токсичних концентрацій. 

Підсумок. Зменшення чутливості до токсичних концентрацій Са
2+

 є од-

ним з механізмів, який підтримує утилізацію надмірних кількостей пірувату на 

ранніх етапах розвитку діабету [Мерлавський та ін., 2015]. Це ж зменшення чут-

ливості мітохондрій до токсичних чи субтоксичних концентрацій Са
2+

 може бу-

ти причиною розбіжності даних різних авторів щодо швидкості клітинного ди-

хання за розвитку цукрового діабету. 

1. Мерлавський В. Вплив Са
2+

 на процеси дихання гепатоцитів за умов  

стрептозотоциніндукованого цукрового діабету / В. Мерлавський, О. Іккерт, 

В. Манько // Вісн. Львів. ун-ту. Серія біол. – 2015. – Вип. 70. – С. 294–304. 
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РОЗДІЛ 4. УЗАГАЛЬНЕННЯ 

У цій дисертаційній роботі охарактеризовано залежність дихання клітин 

печінки від концентрації Са
2+

 у середовищі за різних функціональних станів 

організму, а саме: за умов стрептозотоциніндукованого діабету, різнотермінової 

гіперінсулінемії, тривалої дії таурину. Встановлені нами факти доводять важ-

ливу роль Са
2+

 у регуляцї процесів енергозабезпечення гепатоцитів як за фізіо-

логічних, так і патологічних умов. На основі отриманих результатів і даних лі-

тератури пропонуємо схему взаємозв’язків між сигнальними та метаболічними 

шляхами у гепатоцитах за різного вмісту Са
2+

 у середовищі (рис. 4.1) 

 

Рис. 4.1. Схема взаємозв’язків між сигнальними та метаболічними шляхами у 

гепатоцитах за різного вмісту Са
2+

 у середовищі: ПДГ – піруватдегід-

рогеназа, СДГ – сукцинатдегідрогеназа, І – комплекс І дихального  

ланцюга мітохондрій 
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У ході виконання роботи було розроблено та обґрунтовано модель перме-

абілізованих гепатоцитів для дослідження дихання мітохондрій in situ. Саме 

таку експериментальну модель було обрано тому, що використання її дає змогу 

встановити механізми процесів енергозабезпечення клітини завдяки введенню 

екзогенних субстратів окиснення у її внутрішнє середовище, а також комплекс-

но оцінити вплив кальцію на ці процеси, оскільки зберігаються морфо-

функціональні зв’язки між органелами, прямо чи опосередковано задіяними як 

у генерації Са
2+

-сигналу [182], так і у продукції АТФ (мітохондрії, ендоплазма-

тичний ретикулум, ядро). За використання ізольованих мітохондрій такий ком-

плексний підхід до з’ясування основних аспектів поставленої проблеми є не-

можливим. 

Під час розробки моделі пермеабілізованих гепатоцитів було виявлено, 

що визначальним фактором досягнення повної пермеабілізації плазматичної 

мембрани та збереження при цьому функціональної здатності клітини є підбір 

оптимального співвідношення між кількістю детергента (у нашому випадку – 

дигітоніну) та кількістю клітин. Нами встановлено, що таким співвідношенням 

для гепатоцитів є 20–22 мкг дигітоніну на 1 млн клітин в 1 мл суспензії. 

Для дослідження регулюючого впливу Ca
2+

 на різні ланки процесів ди-

хання пермеабілізованих гепатоцитів ми використовували два типи субстратів – 

НАД-залежного шляху окиснення (малат, глутамат, піруват) і ФАД-залежного 

(сукцинат) [3]. Причиною такого вибору субстратів стало те, що дегідрогенази 

субстратів НАД-залежного шляху вважаються Са
2+

-регульованими [12, 150], 

тоді як ФАД-залежного – такими, які нечутливі до впливу Са
2+

. 

Першим етапом вивчення безпосередньо впливу Са
2+

 на процеси дихання 

гепатоцитів було дослідження змін інтенсивності споживання кисню гепатоци-

тами в ЕГТА-вмісному середовищі, та середовищі, яке не містило ЕГТА (номі-

нально безкальцієве). Такий підхід до з’ясування особливостей Са
2+

-

сигналювання є традиційним, наприклад, для електрофізіологічних досліджень 
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[28]. Нами встановлено, що стимуляція споживання кисню додаванням АДФ за 

наявності у полярографічній комірці субстратів (чи НАД-, чи ФАД-залежних) є 

більш вираженою в ЕГТА-вмісному середовищі, ніж у номінально безкальціє-

вому. Отже, спряження дихання і окисного фосфорилювання є кращим за ниж-

чої концентрації Са
2+

 у суспензії (за наявності хелатора). 

Виявивши відмінності в показниках інтенсивності споживання кисню ге-

патоцитами у ЕГТА-вмісному та номінально безкальцієвому середовищах, ми 

вважали за доцільне дослідити особливості дихальних процесів клітин печінки 

за відомого вмісту Са
2+

 у розчині. З цією метою було обрано чотири концентра-

ції цього іона: 0,01, 0,1, 1 і 10 мкмоль/л. Вибір саме цих значень було зроблено 

виходячи з таких міркувань: показники 0,01 та 0,1 мкмоль/л відповідають кон-

центрації цитозольного Са
2+

 за умов фізіологічного спокою ; 1 мкмоль/л відо-

бражає зростання вмісту Са
2+

 у цитоплазмі під час генерації збудливого Са
2+

-

сигналу [38]; 10 мкмоль/л може досягатись за деяких патологічних станів орга-

нізму. 

Нами встановлено, що за окиснення лише субстратів (як суміші малату, 

глутамату, пірувату, так і самого сукцинату) швидкість споживання кисню пе-

рмеабілізованими гепатоцитами є найбільшою за 1 мкмоль/л Са
2+

, а за окиснен-

ня субстратів з АДФ – у середовищі з 0,1 мкмоль/л Са
2+

. Крім того, ми виявили, 

що концентрація Са
2+

 10 мкмоль/л є токсичною для мітохондрій клітин печінки, 

оскільки за таких умов додавання АДФ і динітрофенолу не стимулює, а, навпа-

ки, – пригнічує окисні процеси у цих органелах. 

З метою більш детального вивчення впливу Са
2+

 на процеси дихання ге-

патоцитів нами було виконано дослідження кінетичної залежності швидкості 

споживання кисню цими клітинами від концентрації субстрату окиснення (сук-

цинату чи пірувату) у середовищах із різним вмістом Са
2+

. У цих експеримен-

тах використали середовища із 0,1 і 1 мкмоль/л Са
2+

. Це зумовлено тим фактом, 

що у попередній серії дослідів найбільші відмінності у функціональній здатно-
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сті мітохондрій відповідати на вплив субстратів, АДФ чи динітрофенолу нами 

виявлені саме при переході від 0,1 до 1 мкмоль/л Са
2+ 

у середовищі. Крім того, 

як вже було вказано раніше, ці концентрації є близькими до вмісту цитозольно-

го Са
2+

 у стані спокою (0,1 мкмоль/л Са
2+

) й активації (1 мкмоль/л Са
2+

) клітин 

печінки [38]. 

Кінетика процесів окиснення як сукцинату, так і пірувату описується рів-

нянням Хілла за обох концентрацій Са
2+

 у середовищі. При цьому, параметри 

сукцинатстимульованого ротенонечутливого дихання не залежать від Са
2+

. Тоді 

як за окиснення пірувату на тлі малату спостерігалось збільшення швидкості 

споживання кисню і зменшення константи напівнасичення з підвищенням кон-

центрації Са
2+

 у середовищі. Крім того, у середовищі з 1 мкмоль/л Са
2+

 виявле-

но розвиток субстратного інгібування за високих концентрацій пірувату. Ці фа-

кти є свідченням того, що НАД-залежна ланка окисних процесів у гепатоцитах, 

на відміну від ФАД-залежної, перебуває під впливом Са
2+

-регуляції, що узго-

джується з даними інших авторів [27, 169]. 

Після встановлення особливостей залежності процесів дихання гепатоци-

тів від Са
2+

 за фізіологічних умов, ми досліджували цю ланку регуляції енерго-

забезпечення клітин за змінених функціональних станів організму: тривалого 

впливу таурину та стрептозотоциніндукованого цукрового діабету. Нами було 

обрано саме ці дві експериментальні моделі, оскільки відомо, що як під впли-

вом таурину, так і за розвитку цукрового діабету процеси Са
2+

-сигналювання 

зазнають змін, але залишався недослідженим ефект цих метаморфоз на дихання 

гепатоцитів. 

Ми встановили, що внаслідок тривалої дії таурину показники максималь-

ної швидкості споживання кисню пермеабілізованими клітинами печінки за 

окиснення як сукцинату, так і пірувату зменшуються, порівняно з контролем, 

причому як за 0,1, так і за 1 мкмоль/л Са
2+

 у середовищі. Крім цього, субстратне 

інгібування, яке спостерігалось за окиснення пірувату на тлі малату у середо-
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вищі з 1 мкмоль/л розвивалось за вищих концентрацій субстрату, ніж у контро-

лі, що свідчить про інтенсифікацію процесів НАД-залежного шляху окиснення 

субстратів під впливом таурину. 

За умов розвитку стрептозотоциніндукованого діабету нами було виявле-

но зниження чутливості мітохондрій гепатоцитів до впливу Са
2+

 у токсичних 

концентраціях. Підставами для цього твердження послужили такі факти: швид-

кість дихання пермеабілізованих гепатоцитів діабетичних тварин у стані S4 є 

найбільшою за 10 мкмоль/л Са
2+

 у середовищі, а у стані S3 – за 1 мкмоль/л Са
2+

. 

За 0,1 мкмоль/л Са
2+

 у середовищі коефіцієнт Хілла h і Vmax сукцинатстимульо-

ваного дихання мітохондрій у стані S3 зменшуються, а за 1 мкмоль/л Са
2+

 ці па-

раметри є такими ж, як і у контролі. 

Отже, Са
2+

-залежна ланка регуляції процесів клітинного дихання задіяна 

у пристосуванні гепатоцитів до змін функціонального стану організму. 
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ВИСНОВКИ 

Відповідно до мети і завдань роботи, визначено оптимальні умови дослі-

дження дихання мітохондрій пермеабілізованих клітин печінки, з’ясовано за-

лежність інтенсивності дихання пермеабілізованих гепатоцитів від концентрації 

Ca
2+

 у середовищі, проаналізовано кінетику процесів дихання клітин печінки у 

середовищах з різною концентрацією Са
2+

 за тривалої дії таурину in vivo, вста-

новлено особливості дихання гепатоцитів за умов різнотермінової гіперінсулі-

немії, досліджено залежність дихання клітин печінки від [Са
2+

] у середовищі за 

умов стрептозотоциніндукованого діабету. 

У результаті вирішення наукового завдання зроблено такі висновки: 

1. У ході пермеабілізації плазматичної мембрани для дослідження дихання мі-

тохондрій in situ необхідно враховувати співвідношення між кількостями де-

тергенту і клітин у суспензії. За співвідношення 20–22 мкг дигітоніну на  

1 млн клітин плазматична мембрана гепатоцитів є достатньо проникна для 

трипанового синього, екзогенних субстратів окиснення й АДФ, а мітохондрії 

зберігають протонний градієнт, отже воно є оптимальним для реєстрації ди-

хання мітохондрій печінки щурів.  

2. Швидкість дихання пермеабілізованих гепатоцитів у стані S4 за окиснення як 

сукцинату, так і суміші малату, глутамату і пірувату є найбільшою за  

1 мкмоль/л Са
2+

 у середовищі, а у стані S3 – за 0,1 мкмоль/л Са
2+

. Ступінь 

спряження між диханням і окисним фосфорилюванням був найвищим за  

0,1 мкмоль/л Са
2+

. Концентрація Са
2+

 10 мкмоль/л є токсичною для мітохон-

дрій гепатоцитів, оскільки додавання динітрофенолу спричиняло зменшення 

швидкості їхнього дихання за окиснення екзогенних субстратів.  

3. Кінетична залежність швидкості дихання пермеабілізованих гепатоцитів у 

стані S3 від концентрації як сукцинату, так і пірувату (на тлі малату) у сере-

довищах із різною [Са
2+

] описується рівнянням Хілла. Внаслідок підвищення 

[Са
2+

] від 0,1 до 1 мкмоль/л зростає Vmax і знижується K0,5 за окиснення піру-
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вату, але не сукцинату (за дії ротенону). Це свідчить про те, що збільшення 

активності піруватдегідрогенази за зростання [Са
2+

] у цитозолі є однією з 

ланок регуляції мітохондріального дихання гепатоцитів із залученням пря-

мих позитивних зв’язків. 

4. Тривале введення таурину in vivo практично не впливає на сукцинатстиму-

льоване ротеноннечутливе дихання пермеабілізованих гепатоцитів у стані S3 

і спричиняє часткове нівелювання відмінностей у кінетиці за окиснення пі-

рувату на фоні малату за різних [Са
2+

]. Так, під впливом таурину різниця між 

K0,5 за переходу від 0,1 до 1 мкмоль/л Са
2+

 у середовищі зменшується, хоча 

різниця між Vmax залишається незмінною. Cубстратне інгібування, яке при-

таманне залежності швидкості дихання від концентрації пірувату за  

1 мкмоль/л Са
2+

 у середовищі, внаслідок тривалої дії таурину розвивається 

за вищої, ніж у контролі, концентрації субстрату.  

5. Короткочасна дія інсуліну in vitro не впливає на швидкість дихання інтакт-

них гепатоцитів, ендогенного дихання пермеабілізованих клітин, а також 

дихання пермеабілізованих гепатоцитів у станах S4 і S3 за окиснення сукци-

нату й α-кетоглутарату. Після одноразової ін’єкції інсуліну in vivo швидкість 

дихання пермеабілізованих гепатоцитів у стані S3 за окиснення сукцинату й 

α-кетоглутарату збільшується, а після 6- і 12-денного введення ефект нівелюється. 

6. На ранніх етапах цукрового діабету мітохондрії гепатоцитів є менш чутли-

вими до токсичних [Са
2+

]. Швидкість дихання пермеабілізованих гепатоци-

тів діабетичних тварин у стані S4 є найбільшою за 10 мкмоль/л Са
2+

 у сере-

довищі, а у стані S3 – за 1 мкмоль/л Са
2+

. За 0,1 мкмоль/л Са
2+

 у середовищі 

коефіцієнт Хілла h і Vmax сукцинатстимульованого дихання мітохондрій у 

стані S3 зменшуються, а за 1 мкмоль/л Са
2+

 ці параметри є такими ж, як і в 

контролі, що підтверджує зменшення чутливості мітохондрій до токсичних [Са
2+

]. 
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