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Ìèòîõîíäðèàëüíàÿ àêîíèòàçà èíàêòèâèðóåòñÿ ïðè äåéñòâèè ìíîãèõ õèìè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé è êðè-
òè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé. Ôòîðàöåòàò (ÔÀ) — íàèáîëåå èçâåñòíîå òîêñè÷åñêîå ñîåäèíåíèå, èíãèáèðóþùåå
àêîíèòàçó. Áèîõèìèÿ òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ÔÀ äîâîëüíî õîðîøî èçó÷åíà, îäíàêî çà 60 ëåò èññëåäîâà-
íèé íå íàéäåíî ýôôåêòèâíîé òåðàïèè. Ñ öåëüþ ïîèñêà íîâûõ ïîäõîäîâ ê ðàçðàáîòêå âîçìîæíûõ àíòèäî-
òîâ áûëè ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòû in vitro ñ ìèòîõîíäðèÿìè ïå÷åíè êðûñû, êëåòêàìè àñöèòíîé êàðöèíî-
ìû Ýðëèõà (ÀÊÝ) è êàðäèîìèîöèòàìè ïðè äåéñòâèè ÔÀ èëè ôòîðöèòðàòà (ÔÖ). ÔÀ âûçûâàåò ýôôåêòû
ïðè áîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÔÖ, à â ýêñïåðèìåíòàõ ñ ìèòîõîíäðèÿìè ýòè ýôôåêòû
çàâèñÿò îò äûõàòåëüíûõ ñóáñòðàòîâ: ñ ïèðóâàòîì â êà÷åñòâå äûõàòåëüíîãî ñóáñòðàòà ÔÀ âûçûâàåò ìåä-
ëåííîå îêèñëåíèå è (èëè) óòå÷êó ïèðèäèíîâûõ íóêëåîòèäîâ (ÏÍ) è èíãèáèðîâàíèå äûõàíèÿ. Îêèñëåíèå
ÏÍ ïðåäîòâðàùàåòñÿ öèêëîñïîðèíîì A. Èññëåäîâàíèå óðîâíÿ ÏÍ è äèíàìèêè [Ca2+] â êëåòêàõ ÀÊÝ ïðè
àêòèâàöèè ÀÒÔ òàêæå âûÿâèëè óòå÷êó ÏÍ èç ìèòîõîíäðèé, êîòîðàÿ ïðèâîäèò ê ñìåùåíèþ áàëàíñà ìè-
òîõîíäðèàëüíîãî è öèòîçîëüíîãî NAD(P)H ïðè âîçäåéñòâèè ÔÀ. Êðîìå òîãî, âûÿâëåíî ïîâûøåíèå
[Ca2+] â öèòîçîëå ïðè äåéñòâèè íà êëåòêè ÔÀ, êîòîðîå îáúÿñíÿåòñÿ àêòèâàöèåé Ca2+-êàíàëîâ ïëàçìàòè-
÷åñêîé ìåìáðàíû; ýòîò ìåõàíèçì ìîæåò èìåòü âëèÿíèå íà àìïëèòóäó è ñêîðîñòü êàëüöèåâûõ âîëí â êàð-
äèîìèîöèòàõ ïðè äåéñòâèè ÔÀ. Ïîä÷åðêèâàÿ âçàèìîñâÿçü äèíàìèêè è áàëàíñà âíóòðèêëåòî÷íûõ ÏÍ è
êàëüöèÿ, ìû îáñóæäàåì ïóòè âîçìîæíîé ìîäóëÿöèè ìåòàáîëèçìà â êîíòåêñòå ðàçðàáîòêè ýôôåêòèâíîé
òåðàïèè ïðè èíòîêñèêàöèè ÔÀ è äðóãèìè èíãèáèòîðàìè àêîíèòàçû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ôòîðàöåòàò, âíóòðèêëåòî÷íûé êàëüöèé, ïèðèäèíîâûå íóêëåîòèäû, ìèòîõîíä-
ðèè, ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë.

Ìèòîõîíäðèàëüíàÿ àêîíèòàçà (ìÀê) — âåñüìà óÿçâè-
ìîå çâåíî öèêëà Êðåáñà. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îíà èíàêòè-
âèðóåòñÿ àêòèâíûìè ôîðìàìè êèñëîðîäà (ÀÊÔ) è îêñè-
äîì àçîòà (NO) (Gardner et al., 1994; Andersson et al.,
1998), êèñëîðîäíî-ãëþêîçíûì ãîëîäàíèåì è èçáûòêîì
íåéðîìåäèàòîðîâ (Li et al., 2001), à òàêæå êîñâåííûì ïó-
òåì ïðè äåéñòâèè òåòðàôòîðýòèëåíà (James et al., 2002).
Îäíàêî íàèáîëåå èçâåñòíûì è õîðîøî èçó÷åííûì èíãè-
áèòîðîì àêîíèòàçû ÿâëÿåòñÿ ôòîðàöåòàò (ÔÀ). Èçó÷åíèå
áèîõèìèè è òîêñèêîëîãèè ÔÀ ïîìîæåò ïîíÿòü îñîáåííî-
ñòè ãèáåëè êëåòîê è âîçíèêíîâåíèÿ ïàòîëîãèè íà ñèñòåì-
íîì óðîâíå.

ÔÀ — ýòî áîëüøîé ðÿä âûñîêîòîêñè÷íûõ õèìè÷å-
ñêèõ ñîåäèíåíèé ñ îáùåé ôîðìóëîé CH2FCOOR. Ìåõà-
íèçì òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ÔÀ èçó÷åí äîñòàòî÷íî õîðî-
øî (Goncharov et al., 2006). Ïðåâðàùåíèå ÔÀ âî ôòîðöèò-
ðàò (ÔÖ) âåäåò ê èíãèáèðîâàíèþ ìÀê ñ ïîñëåäóþùèì
íàêîïëåíèåì öèòðàòà (Pattison, 1959; Buffa et al., 1973).
Ïîâûøåíèå óðîâíÿ êëåòî÷íîãî öèòðàòà ïðèâîäèò ê íàðó-
øåíèÿì ìåòàáîëèçìà ãëþêîçû âñëåäñòâèå èíãèáèðîâàíèÿ

ôîñôîôðóêòîêèíàçû (Bowman, 1964; Peters, 1972). Öèòðàò
èíãèáèðóåò ãóàíèëàòöèêëàçó â ãåïàòîöèòàõ êðûñû (Dohi,
Murad, 1981). Â æèðîâîé òêàíè ÔÀ óìåíüøàåò áàçàëüíûé
è ãîðìîíñòèìóëèðîâàííûé óðîâíè öèêëè÷åñêîãî ÀÌÔ
ïîñðåäñòâîì èíãèáèðîâàíèÿ àäåíèëàòöèêëàçû è íå âëèÿåò
íà àêòèâíîñòü ôîñôîäèýñòåðàçû (Taylor et al., 1977). Â ýê-
ñïåðèìåíòàõ in vivo è in vitro ïîêàçàíî, ÷òî ïðè îñòðîì
îòðàâëåíèè ÔÀ óìåíüøàåòñÿ óðîâåíü ÀÒÔ â ñåðäöå è
äðóãèõ îðãàíàõ è òêàíÿõ (Bowman, 1964; Koenig, Patel,
1970; Cremer-Lacuara et al., 1980). Èçìåíåíèÿ êîíöåíòðà-
öèè ÀÒÔ íå ñâÿçàíû ñ ðàçîáùåíèåì äûõàíèÿ è ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ (Fairhurst et al., 1958; Stewart et al., 1970). Èìå-
þòñÿ äàííûå î ïîäàâëåíèè ãëþêîíåîãåíåçà â ãåïàòîöèòàõ
îòðàâëåííûõ æèâîòíûõ (Dickson, Langslow, 1977; Bannis-
ter, O’Neil, 1981); ýòîò ýôôåêò ñâÿçûâàþò ñ óìåíüøåíèåì
àêòèâíîñòè öèêëà Êðåáñà, ïîäàâëåíèåì àêòèâíîñòè ëàê-
òàòäåãèäðîãåíàçû, áëîêàäîé ìàëàòíîãî ÷åëíîêà, íàêîïëå-
íèåì NADH â öèòîïëàçìå è óìåíüøåíèåì ùàâåëåâî-óê-
ñóñíîé êèñëîòû. Ïðè âîçäåéñòâèè ÔÀ íàáëþäàþòñÿ
ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ ðàçëè÷íûõ îðãàíåëë, ïðåæäå âñå-
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ãî ìèòîõîíäðèé (ÌÕ): íàáóõàíèå ÌÕ è ïîòåðÿ ýëåêòðîí-
íîé ïëîòíîñòè ìèòîõîíäðèàëüíîãî ìàòðèêñà, êîòîðûå
ðàçâèâàþòñÿ â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ìèíóò; ýòè ïîâðåæäå-
íèÿ îáúÿñíÿþòñÿ íàêîïëåíèåì öèòðàòà è ðîñòîì îñìîòè-
÷åñêîãî äàâëåíèÿ (Corsi, Granata, 1967), à òàêæå óìåíüøå-
íèåì ïðîèçâîäñòâà ýíåðãèè (Buffa, Pasquali-Ronchetti,
1977). Îäíàêî èìåþòñÿ äàííûå î ïàðàìåòðàõ, íà êîòîðûå
ÔÀ íå âëèÿåò. Íàïðèìåð, ÔÀ íå èçìåíÿåò ñîäåðæàíèÿ
ÀÒÔ, ÃÒÔ è öèêëè÷åñêèõ íóêëåîòèäîâ â ãåïàòîöèòàõ
in vitro (Dohi, Murad, 1981). ÌÕ, âûäåëåííûå èç ðàçëè÷-
íûõ òêàíåé êðûñ ïðè èíòîêñèêàöèè ÔÀ, ïî-ðàçíîìó èç-
ìåíÿëè äûõàòåëüíóþ àêòèâíîñòü â çàâèñèìîñòè îò òîãî,
êàêèå äûõàòåëüíûå ñóáñòðàòû áûëè äîáàâëåíû â ñðåäó
èíêóáàöèè (Corsi, Granata, 1967; Buffa et al., 1973). Â íà-
øèõ ðàííèõ ýêñïåðèìåíòàõ íà ÌÕ ïå÷åíè êðûñû in vitro
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÔÖ ïîëíîñòüþ èíãèáèðîâàë ïîãëîùå-
íèå êèñëîðîäà íà ýíäîãåííûõ ñóáñòðàòàõ (ìåòàáîëè÷å-
ñêîå ñîñòîÿíèå v1) è ñèëüíî èíãèáèðîâàë ïîãëîùåíèå êèñ-
ëîðîäà â ïðèñóòñòâèè ÀÄÔ, Ca2+ è äèíèòðîôåíîëà (Òåï-
ëîâà è äð., 1992). Ñèíòåç ÀÒÔ áûë òàêæå ïîäàâëåí.
Èçìåíåíèå ðåäîêñ-ñîñòîÿíèÿ ïèðèäèíîâûõ íóêëåîòèäîâ
(ÏÍ), ò. å. íàðóøåíèå áàëàíñà îêèñëåííûõ è âîññòàíîâ-
ëåííûõ ôîðì ÏÍ, ìû ñ÷èòàëè ãëàâíîé ïðè÷èíîé íàðóøå-
íèÿ äûõàíèÿ ÌÕ. Â ïðèñóòñòâèè ÔÖ ÌÕ ëèøü ÷àñòè÷íî
çàõâàòûâàëè äîáàâëÿåìûé êàëüöèé, ïîñëå ÷åãî îí âûñâî-
áîæäàëñÿ ïîñðåäñòâîì ýëåêòðîíåéòðàëüíîãî 2H+/Ca2+-îá-
ìåííèêà.

Â äàëüíåéøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ìû âïåðâûå ïðîäåìîí-
ñòðèðîâàëè ÿâëåíèå ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè òðîìáîöèòîâ
ê àêòèâàòîðó ïóðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ÀÄÔ ïðè âîçäåéñò-
âèè ÔÀ, êîãäà ïðîöåññ àãðåãàöèè ðàçâèâàåòñÿ ïðè î÷åíü
íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ÀÄÔ (10—15 íÌ), ñ ïîñëåäóþ-
ùèì ïåðåõîäîì òðîìáîöèòîâ â ðåôðàêòåðíîå (íå÷óâñòâè-
òåëüíîå) ñîñòîÿíèå (Mindukshev et al., 2006).

Íåñìîòðÿ íà èìåþùèåñÿ ëèòåðàòóðíûå è ñîáñòâåí-
íûå äàííûå, âçàèìîîòíîøåíèÿ ñèãíàëüíûõ è ìåòàáîëè÷å-
ñêèõ ïóòåé êëåòîê â íîðìå è ïàòîëîãèè îñòàþòñÿ íåÿñíû-
ìè. Èíãèáèðîâàíèå ìÀê ïðèâîäèò, ñ îäíîé ñòîðîíû, ê èí-
ãèáèðîâàíèþ öèêëà Êðåáñà, ÷òî ìîæåò ñòàòü ïðè÷èíîé
äåýíåðãèçàöèè è ãèáåëè êëåòîê, ñ äðóãîé — ê íàêîïëåíèþ
öèòðàòà, êîòîðûé ìîæåò èçìåíèòü áàëàíñ âíóòðèêëåòî÷-
íîãî Ca2+ è òåì ñàìûì íàðóøèòü âíóòðèêëåòî÷íóþ ñèãíà-
ëèçàöèþ, ïîýòîìó ñëîæíî ïðåäñêàçàòü ïåðâè÷íóþ ðåàê-
öèþ êëåòîê ðàçíîãî òèïà è òåì áîëåå îðãàíèçìà. Ýòî ÿâ-
ëÿåòñÿ ãëàâíîé ïðè÷èíîé òîãî, ÷òî äî ñèõ ïîð íå ðåøåíà
îäíà èç ãëàâíûõ çàäà÷ òîêñèêîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé
ÔÀ — ðàçðàáîòêà ýôôåêòèâíîé òåðàïèè îñòðûõ îòðàâëå-
íèé.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — èçó÷åíèå âíóòðèêëåòî÷-
íûõ ìåõàíèçìîâ, êîòîðûå ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ íàðóøå-
íèåì áàëàíñà ÏÍ è âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ ïðè äåéñò-
âèè ÔÀ è ÔÖ — èíãèáèòîðîâ öèêëà Êðåáñà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå ð å à ê ò è â û: íàòðèåâàÿ
ñîëü ÔÀ (ñèíòåçèðîâàíà â ÍÈÈ ãèãèåíû, ïðîôïàòîëîãèè
è ýêîëîãèè ÷åëîâåêà, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã); ñðåäà DMEM, ñî-
ëåâîé ðàñòâîð Õåíêñà, ýìáðèîíàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ ñûâîðîòêà
(FBS), ÀÄÔ, ÀÒÔ è ÔÖ (Sigma, ÑØÀ); àöåòàò íàòðèÿ
è ICN—HEPES (Merck, Ãåðìàíèÿ); öèêëîñïîðèí A, ðî-
òåíîí, îëèãîìèöèí, carbonyl cyanide 4-trifluoro-methoxy-
phenylhydrazone (FCCP) è õëîðòåòðàöèêëèí (ÕÒ) (Fluka,
Øâåéöàðèÿ); äèãèòîíèí (Calbiochem, ÑØÀ); Fluo-4 ace-

toxymethyl ester (Fluo-4AM), Indo-1AM, tetramethylrho-
damine methyl ester (TMRM) è Pluronic (Molecular
Probes, ÑØÀ); ñîëè è ãëþêîçà îòå÷åñòâåííîãî ïðîèç-
âîäñòâà.

Â û ä å ë å í è å è è ñ ñ ë å ä î â à í è å ì è ò î õ î í ä ð è é
ï å ÷ å í è ê ð û ñ û. Ýêñïåðèìåíòû áûëè âûïîëíåíû íà
ÌÕ, âûäåëåííûõ èç ïå÷åíè êðûñû ïî èçâåñòíîìó ìåòîäó
(Schneider, 1948). Äûõàòåëüíûå õàðàêòåðèñòèêè ÌÕ áûëè
ïîëó÷åíû ìåòîäîì ïîëÿðîãðàôèè (Ôðàíê è äð., 1973). Èç-
ìåðåíèÿ ïðîâîäèëè â òåðìîñòàòèðóåìîé ÿ÷åéêå (37 °Ñ) ñî
âñòðîåííûì êèñëîðîäíûì ýëåêòðîäîì. ÌÕ èíêóáèðîâàëè
â ñðåäå, ñîäåðæàùåé (â ìÌ): KCl — 120, KH2PO4 — 2,
HEPES — 10, pH 7.4, à òàêæå äûõàòåëüíûå ñóáñòðàòû.
Äëÿ èçó÷åíèÿ ñîñòîÿíèÿ ÏÍ èçìåðÿëè ôëóîðåñöåíöèþ
NAD(P)H íà ôëóîðèìåòðå Hitachi F4000 ïðè äëèíàõ âîëí
âîçáóæäåíèÿ è ýìèññèè ñîîòâåòñòâåííî 340 è 460 íì. Âå-
ëè÷èíó EC50 (êîíöåíòðàöèþ äåéñòâóþùåãî ñîåäèíåíèÿ,
âûçûâàþùóþ 50%-íîå äåéñòâèå) ðàññ÷èòûâàëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ïðîãðàììû «Origin 7».

È ç î ë è ð î â à í è å è è ñ ñ ë å ä î â à í è å ê ë å ò î ê à ñ -
ö è ò í î é ê à ð ö è í î ì û Ý ð ë è õ à (À Ê Ý). Êëåòêè ÀÊÝ
âûäåëÿëè íà 7-å èëè 8-å ñóò ïîñëå âíóòðèáðþøèí-
íîé òðàíñïëàíòàöèè ìûøàì NMRI/BÁLB. Êëåòêè
(2�107—5�107 êë./ìë) èíêóáèðîâàëè ñ 2 ìêÌ Indo-1AM è
0.005 % Pluronic ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 40 ìèí â ðàñòâîðå
Õåíêñà, ñîäåðæàùåì 10 ìÌ HEPES, pH 7.2. Çàòåì êëåòêè
äâàæäû ïðîìûâàëè ñâåæåé ñðåäîé, ðåñóñïåíäèðîâàëè äî
ïðåæíåé êîíöåíòðàöèè â ñðåäå áåç êðàñèòåëÿ è èñïîëüçî-
âàëè â ýêñïåðèìåíòàõ â òå÷åíèå 1 ÷. Äëÿ èçìåðåíèÿ êîí-
öåíòðàöèè êàëüöèÿ â öèòîïëàçìå ([Ca2+]i) êëåòêè â êîí-
öåíòðàöèè 5�106 êë./ìë ïîìåùàëè â òåðìîñòàòèðóåìóþ
(28 °Ñ) êþâåòó ñïåêòðîôëóîðèìåòðà ñ ìàãíèòíîé ìåøàë-
êîé â ðàñòâîðå Õåíêñà, ñîäåðæàùåì (â ìÌ): NaCl — 140,
KCl — 5, CaCl2 — 1.3, MgSO4 — 1, KH2PO4 — 1, Na2HPO4

è NaHCO3 — ïî 1, ãëþêîçà — 6, HEPES — 20, pH 7.4.
Äëèíà âîëíû âîçáóæäåíèÿ 365 íì, ýìèññèþ èçìåðÿëè ïðè
äëèíàõ âîëí 405/490 íì. Ôëóîðåñöåíöèþ ýíäîãåííîãî
NAD(P)H èçìåðÿëè ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ è ýìèñ-
ñèè ñîîòâåòñòâåííî 365 è 465 íì. Ca2+-÷óâñòâèòåëüíûé
êðàñèòåëü õëîðòåòðàöèêëèí (ÕÒ) èñïîëüçîâàëè äëÿ ðåãè-
ñòðàöèè èçìåíåíèé [Ca2+] â ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì ðåòèêó-
ëóìå. Â ýòèõ ýêñïåðèìåíòàõ ñóñïåíçèþ êëåòîê ÀÊÝ èíêó-
áèðîâàëè 40 ìèí â ïðèñóòñòâèè 12 ìêÌ ÕÒ ïðè 37 °Ñ. Çà-
òåì êëåòêè, íàãðóæåííûå ÕÒ, ïîìåùàëè â êþâåòó
ñïåêòðîôëóîðèìåòðà áåç ïðåäâàðèòåëüíîé ïðîìûâêè.
Äëèíû âîëí âîçáóæäåíèÿ è ýìèññèè 405 è 530 íì ñîîò-
âåòñòâåííî.

È ç î ë è ð î â à í è å ê à ð ä è î ì è î ö è ò î â. Êàðäèîìèî-
öèòû âûäåëÿëè èç êðûñ Wistar ìàññîé 150—180 ã ñ ïîìî-
ùüþ ðàñòâîðà êîëëàãåíàçû, ñîäåðæàùåãî ñëåäóþùèå
êîìïîíåíòû (â ìÌ): NaCl — 120, KCl — 5.8, MgSO4 —
1.5, KH2PO4 — 1.4, NaHCO3 — 4.3, ãëþêîçà — 14, HE-
PES — 10, pH 7.0, ïðè 37 °Ñ ïî îïèñàííîìó ìåòîäó (Po-
well et al., 1980). Ïîëó÷àëè 85—90 % æèçíåñïîñîáíûõ
êàëüöèé-òîëåðàíòíûõ êëåòîê õàðàêòåðíîé ïðÿìîóãîëüíîé
ôîðìû. Ñóñïåíçèþ êàðäèîìèîöèòîâ ïîìåùàëè â ÷àøêè
Ïåòðè, ïîêðûòûå êîëëàãåíîì. Ïî èñòå÷åíèè 60 ìèí íå-
ïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè óáèðàëè. Ïðèêðåïèâøèåñÿ êëåò-
êè èñïîëüçîâàëè â ýêñïåðèìåíòàõ.

È ç ì å ð å í è å [C a 2+]i è ì å ì á ð à í í î ã î ï î ò å í ö è à -
ë à Ì Õ. Ïåðåä èçìåðåíèåì [Ca2+]i êàðäèîìèîöèòû èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 40 ìèí ïðè 37 °Ñ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé
5 ìêÌ ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà Fluo-4AM è 0.005 % Pluro-
nic â ðàñòâîðå Õåíêñà. Äëÿ îäíîâðåìåííîãî èçìåðåíèÿ
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ÌÕ çà 15 ìèí äî îêîí÷àíèÿ èí-
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êóáàöèè äîáàâëÿëè 20 íÌ TMRM (ôëóîðåñöåíòíûé çîíä
äëÿ èçìåðåíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ÌÕ). Ïðè òàêîé
(ìàëîé) êîíöåíòðàöèè TMRM óâåëè÷åíèå åãî ôëóîðåñ-
öåíöèè ñîîòâåòñòâóåò óâåëè÷åíèþ ïîòåíöèàëà. Êëåòêè
ïðîìûâàëè 3 ðàçà HBSS è ÷àøêó Ïåòðè çàêðåïëÿëè íà
ïðåäìåòíîì ñòîëèêå êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Carl Ze-
iss LSM 510. Ðàáî÷èé îáúåì ñîñòàâëÿë 1.5 ìë. Èçìåðåíèÿ
âûïîëíÿëè, èñïîëüçóÿ âîçäóøíî-èììåðñèîííûé îáúåê-
òèâ Zeiss PlanNeofluar 20� è âîäíî-èììåðñèîííûé îáúåê-
òèâ Zeiss PlanNeofluar 63�. Ôëóîðåñöåíöèþ Fluo-4 âîç-
áóæäàëè àðãîíîâûì ëàçåðîì (488 íì) è ðåãèñòðèðîâàëè,
èñïîëüçóÿ îòñåêàþùèé ôèëüòð BP500—550 íì. Äëÿ èçìå-
ðåíèÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ÌÕ ôëóîðåñöåíöèþ
TMRM âîçáóæäàëè ãåëèé-íåîíîâûì ëàçåðîì (543 íì) è
ðåãèñòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîïóñêàþùåãî ôèëüòðà
LP560 íì. Îáðàáîòêó è àíàëèç èçîáðàæåíèÿ îñóùåñòâëÿ-
ëè, èñïîëüçóÿ ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå Kinetic Imaging
(Liverpool, Âåëèêîáðèòàíèÿ) è OriginPro 7.0.

Ðåçóëüòàòû

Â ë è ÿ í è å Ô À í à ô ó í ê ö è î í à ë ü í û å õ à ð à ê ò å -
ð è ñ ò è ê è Ì Õ ï å ÷ å í è ê ð û ñ û. Ýôôåêòû ÔÀ ðàçâèâà-
þòñÿ ïðè áîëåå çíà÷èòåëüíûõ êîíöåíòðàöèÿõ, ÷åì ýôôåê-
òû ÔÖ, è çàâèñÿò îò äûõàòåëüíîãî ñóáñòðàòà. Íà ðèñ. 1
ïîêàçàíî âëèÿíèå ÔÀ íà ðåäîêñ-ïîòåíöèàë ÏÍ è îêèñëè-
òåëüíîå ôîñôîðèëèðîâàíèå ÌÕ ïå÷åíè êðûñû ñ ïèðóâà-
òîì â êà÷åñòâå äûõàòåëüíîãî ñóáñòðàòà. ÔÀ â êîíöåíòðà-
öèè 4 ìÌ èíäóöèðóåò ìåäëåííîå ñïîíòàííîå îêèñëåíèå
ÏÍ è èíãèáèðîâàíèå ÎÔ (ðèñ. 1, à ). Âðåìÿ îêèñëèòåëü-
íîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ è óðîâåíü îêèñëåíèÿ ÏÍ âîçðà-
ñòàþò ëèíåéíî ñ óâåëè÷åíèåì êîíöåíòðàöèè ÔÀ â ñðåäå
(ðèñ. 1, á). Íà ðèñ. 2 âèäíî ðåçêî âûðàæåííîå èíãèáèðî-
âàíèå ÀÄÔ-èíäóöèðîâàííîãî è îñîáåííî ðàçîáùåííîãî
äûõàíèÿ ÌÕ. Ýôôåêòèâíûå êîíöåíòðàöèè ÔÀ è ÔÖ ðàç-
ëè÷àþòñÿ íà òðè ïîðÿäêà, íî èíãèáèðîâàíèå îêèñëè-
òåëüíîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ òàêæå îáóñëîâëåíî èíãèáè-
ðîâàíèåì äûõàòåëüíîé öåïè, êàê áûëî ïîêàçàíî íàìè
ðàíåå ïðè äåéñòâèè ÔÖ (Òåïëîâà è äð., 1992). Â ïðèñóòñò-

âèè ñóêöèíàòà èëè ãëóòàìàòà â êà÷åñòâå äûõàòåëüíîãî
ñóáñòðàòà ìû ëèáî íå íàáëþäàëè ôóíêöèîíàëüíûõ èçìå-
íåíèé ÌÕ, ëèáî îíè áûëè íåçíà÷èòåëüíû (çäåñü íå ïîêà-
çàíî).

Íà ðèñ. 3 ïîêàçàíî, ÷òî âëèÿíèå ÔÀ (10 ìÌ) íà îêèñ-
ëåíèå ÏÍ ïðåäîòâðàùàåòñÿ èíêóáàöèåé ÌÕ ñ öèêëîñïî-
ðèíîì A, èíãèáèòîðîì ìèòîõîíäðèàëüíîé òðàíçèòîðíîé
ïîðû. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ïðè äåéñòâèè ÔÀ ïèðèäèíîâûå
íóêëåîòèäû ìîãóò âûòåêàòü èç ÌÕ ÷åðåç ïîðó, íî ýòîò
ïðîöåññ îáðàòèì è ïðåäîòâðàùåíèå îêèñëåíèÿ è (èëè)
âûõîäà ÏÍ èç ÌÕ ìîæåò âåðíóòü èõ â íîðìàëüíîå ôóíê-
öèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå.

Ä å é ñ ò â è å Ô À í à ê ë å ò ê è à ñ ö è ò í î é ê à ð ö è í î -
ì û Ý ð ë è õ à (À Ê Ý). Ýêñïåðèìåíòû íà ÌÕ ïå÷åíè êðûñ
äàâàëè îñíîâàíèå ïðåäïîëàãàòü, ÷òî äåéñòâèå ÔÀ íà êëåò-
êè áóäåò â ïåðâóþ î÷åðåäü ñâÿçàíî ñ âëèÿíèåì íà ìåìá-
ðàííûé ïîòåíöèàë ÌÕ, óðîâåíü NAD(P)H è áàëàíñ âíóò-
ðèêëåòî÷íîãî Ca2+. Èçìåðåíèå ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà
îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà TMRM
ïðè ìàëûõ êîíöåíòðàöèÿõ, êîãäà íàêîïëåíèå çîíäà â ÌÕ
è óâåëè÷åíèå ïîòåíöèàëà âûçûâàþò óâåëè÷åíèå ôëóîðåñ-
öåíöèè.

Êëåòêè ÀÊÝ ÿâëÿþòñÿ óäîáíîé ìîäåëüþ äëÿ èññëåäî-
âàíèÿ. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îêîëî 80 % ñîáñòâåííîé
ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ è
ýìèññèè ñîîòâåòñòâåííî 350 è 470 íì îáóñëîâëåíî ôëóî-
ðåñöåíöèåé ìèòîõîíäðèàëüíîãî NADH (Çèí÷åíêî è äð.,
1982). Ìû èññëåäîâàëè óðîâåíü ÏÍ è êàëüöèåâûé îòâåò,
ãåíåðèðóåìûé â êëåòêàõ ÀÊÝ ïðè àêòèâàöèè ìåòàáî-
òðîïíîãî ðåöåïòîðà P2Y äîáàâëåíèåì ÀÒÔ. Òàê êàê ÔÀ
íå âûçûâàåò íåìåäëåííûõ èçìåíåíèé ôëóîðåñöåíöèè
NAD(P)H â êëåòêàõ ÀÊÝ (çäåñü íå ïîêàçàíî), ìû ðåøèëè
èññëåäîâàòü êëåòêè ïîñëå äëèòåëüíîé èíêóáàöèè ñ ÔÀ
(2—5 ÷). Íà ðèñ. 4 âèäíû èçìåíåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè
NAD(P)H â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ è êëåòêàõ, èíêóáèðîâàí-
íûõ ñ 30 ìÌ ÔÀ â òå÷åíèå 3.5 ÷, â îòâåò íà èíãèáèðîâà-
íèå îêèñëèòåëüíîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ îëèãîìèöèíîì,
÷àñòè÷íîå ðàçîáùåíèå ÌÕ ðàçëè÷íûìè äîçàìè ðàçîáùè-
òåëÿ FCCP è áëîêèðîâàíèå îêèñëåíèÿ NADH ðîòåíîíîì.
Óðîâåíü ôëóîðåñöåíöèè íèæå â ïðèñóòñòâèè ÔÀ ïðè
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ôòîðàöåòàòà (ÔÀ) íà äûõàíèå ìèòîõîíäðèé (ÌÕ) ïå÷åíè êðûñû.

à — âëèÿíèå ÔÀ (êðèâàÿ 2) íà îêèñëèòåëüíîå ôîñôîðèëèðîâàíèå (ÎÔ) è ðåäîêñ-ñîñòîÿíèå ïèðèäèííóêëåîòèäîâ ïðè èñïîëüçîâàíèè ïèðóâàòà â êà÷åñò-
âå äûõàòåëüíîãî ñóáñòðàòà; êðèâàÿ 1 — êîíòðîëü; ñîñòàâ ñðåäû èíêóáàöèè: KCl — 120 ìÌ, KH2PO4 — 2, HEPES — 10 (pH 7.2) è ïèðóâàò — 5 ìÌ; áå-
ëîê ÌÕ — 1 è ÔÀ — 4 ìã/ìë; ÀÄÔ — 120 è ðàçîáùèòåëü ÎÔ FCCP — 1 ìêÌ. á — çàâèñèìîñòü âðåìåíè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ (÷åðíûå êðóæêè) è ñòåïåíè
îêèñëåíèÿ NADH (÷åðíûå êâàäðàòû) îò êîíöåíòðàöèè ÔÀ; ñóáñòðàòû — ïèðóâàò è ìàëàò; èçìåíåíèÿ îáîèõ èçìåðÿåìûõ ïàðàìåòðîâ ïðîïîðöèîíàëü-
íû êîíöåíòðàöèè ÔÀ è îòðàæàþò èíãèáèðîâàíèå äûõàíèÿ íà óðîâíå öèêëà Êðåáñà. Âåðòèêàëüíûå ñòðåëêè — âíåñåíèå äîáàâîê â ñðåäó èíêóáàöèè, ãî-

ðèçîíòàëüíàÿ ñòðåëêà — óâåëè÷åíèå âðåìåíè ÎÔ.



ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè. Ïåðâîíà÷àëüíîå ïà-
äåíèå èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëà îáóñëîâëåíî ïåðåíîñîì
êëåòîê â íàñûùåííóþ êèñëîðîäîì ñðåäó è îòðàæàåò ïî-
âûøåíèå íàãðóçêè íà âíóòðèêëåòî÷íóþ ÀÒÔàçó (ôëóî-
ðåñöåíöèÿ â ïðèñóòñòâèè ÀÄÔ). Ïîñëå ýòîãî óðîâåíü
ôëóîðåñöåíöèè â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ íå èçìåíÿåòñÿ,
òîãäà êàê ïðè äåéñòâèè ÔÀ ôëóîðåñöåíöèÿ ìåäëåííî ñíè-
æàåòñÿ. Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ ýêñïåðèìåíòàìè íà èçîëè-
ðîâàííûå ÌÕ è, î÷åâèäíî, ñâÿçàíî ñ ÷àñòè÷íûì èíãèáè-
ðîâàíèåì öèêëà Êðåáñà. Èíãèáèðîâàíèå îêèñëèòåëüíîãî
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ îëèãîìèöèíîì ëèøü íåçíà÷èòåëüíî
âîññòàíàâëèâàåò NAD(P)H â êëåòêàõ, èíêóáèðîâàííûõ
ñ ÔÀ, ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè, ÷òî ñâè-

äåòåëüñòâóåò î ïðåäøåñòâóþùåì èíãèáèðîâàíèè îêèñëè-
òåëüíîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ è óìåíüøåíèè ìåìáðàííîãî
ïîòåíöèàëà ÌÕ â ðåçóëüòàòå äåéñòâèÿ ÔÀ. Ââåäåíèå íå-
áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ðàçîáùàþùåãî àãåíòà (FCCP, 5 íÌ)
ïðèâîäèò ê ÷àñòè÷íîìó îêèñëåíèþ NAD(P)H, ïðè ýòîì
î ò í î ñ è ò å ë ü í û é óðîâåíü îêèñëåíèÿ âûøå â ïðèñóòñò-
âèè ÔÀ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûì ðàçîáùåíèåì áåç
âîçäåéñòâèÿ ÔÀ, ÷òî òàêæå óêàçûâàåò íà ïðåäøåñòâóþ-
ùåå èíãèáèðîâàíèå äûõàòåëüíîé öåïè ÌÕ è, î÷åâèäíî,
ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé âûøåóïîìÿíóòîãî èíãèáèðîâàíèÿ
îêèñëèòåëüíîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ. Ïîëíîå îêèñëåíèå
ìèòîõîíäðèàëüíîãî NAD(P)H ïðè äåéñòâèè FCCP ñ ïî-
ñëåäóþùèì âîññòàíîâëåíèåì ñ ïîìîùüþ ðîòåíîíà âûÿ-
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Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè äûõàíèÿ ÌÕ îò êîíöåíò-
ðàöèè ôòîðàöåòàòà (ÔÀ) èëè ôòîðöèòðàòà (ÔÖ) â ïðèñóòñòâèè

1 ìêÌ FCCP.

Ñóáñòðàòû — ïèðóâàò è ìàëàò. Âåëè÷èíû EC50 ñîñòàâëÿþò 7—10 ìêÌ è
7—13 ìÌ äëÿ ÔÖ è ÔÀ ñîîòâåòñòâåííî.

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ÔÀ íà ðåäîêñ-ñîñòîÿíèå ïèðèäèíîâûõ íóêëåî-
òèäîâ è îêèñëèòåëüíîå ôîñôîðèëèðîâàíèå ÌÕ ïå÷åíè êðûñ è

ïðåäîòâðàùåíèå ýôôåêòà öèêëîñïîðèíîì A.

Â êà÷åñòâå äûõàòåëüíîãî ñóáñòðàòà èñïîëüçîâàëè ïèðóâàò; ñîñòàâ ñðåäû
èíêóáàöèè ñ äîáàâêàìè ñì. â ïîäïèñè ê ðèñ. 1. 1 — êîíòðîëüíûé ýêñïå-
ðèìåíò, 2 — 10 ìÌ ÔÀ, 3 — 10 ìÌ ÔÀ â ïðèñóòñòâèè 1 ìêÌ öèêëîñïî-

ðèíà A.

Ðèñ. 4. Èçìåíåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè NAD(P)H â êëåòêàõ ÀÊÝ â
îòâåò íà äåéñòâèå 1 ìêã/ìë îëèãîìèöèíà, 5 íÌ èëè 1 ìêÌ

FCCP (1 è 2 ñîîòâåòñòâåííî) è 1 ìêã/ìë ðîòåíîíà.

1 — êîíòðîëü, 2 — 30 ìÌ ÔÀ (3.5 ÷, 28 °Ñ).

Ðèñ. 5. Èçìåíåíèÿ [Ca2+]i â êëåòêàõ ÀÊÝ ïðè àêòèâàöèè ïóðè-
íîâûõ ðåöåïòîðîâ 10 ìêÌ ÀÒÔ. Èçìåðåíèÿ èíòåíñèâíîñòè

ôëóîðåñöåíöèè Ca2+-çàâèñèìîãî çîíäà Indo-1AM.

1 — êîíòðîëüíûå êëåòêè; 2 — êëåòêè, èíêóáèðîâàííûå ñ 10 ìÌ ÔÀ â òå-
÷åíèå 2.5 ÷.



âèëî îáùåå óìåíüøåíèå ïóëà ìèòîõîíäðèàëüíîãî
NAD(P)H â êëåòêàõ, èíêóáèðîâàííûõ ñ ÔÀ. Ýòî ñâèäå-
òåëüñòâóåò î ïîòåðå èëè óòå÷êå ÏÍ èç ÌÕ, ÷òî ïðèâîäèò ê
èçìåíåíèÿì â áàëàíñå ìèòîõîíäðèàëüíîãî è öèòîçîëüíî-
ãî NAD(P)H.

Íà ðèñ. 5 ïîêàçàíû èçìåíåíèÿ [Ca2+]i â êëåòêàõ ÀÊÝ â
îòâåò íà ñòèìóëÿöèþ ïóðèíîðåöåïòîðîâ äîáàâëåíèåì
ÀÒÐ. Ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè áåç âîçäåé-
ñòâèÿ ÔÀ èñõîäíûé óðîâåíü [Ca2+]i áûë íåñêîëüêî âûøå â
êëåòêàõ, èíêóáèðîâàííûõ ñ 10 ìÌ ÔÀ â òå÷åíèå 2.5 ÷
(ðèñ. 5). Óðîâåíü ïëàòî ïîñëå èìïóëüñíîãî ïîäúåìà Ca2+

òàêæå ïîâûøåí; ýôôåêò íàáëþäàëñÿ ïðè êîíöåíòðàöèÿõ
ÔÀ 5, 10, 15 è 20 ìÌ. Äåéñòâèå ÔÀ, âåðîÿòíî, ïðèâîäèò ê
èñòîùåíèþ âíóòðèêëåòî÷íûõ Ca2+-äåïî è àêòèâàöèè âõî-
äà âíóòðèêëåòî÷íîãî Ca2+ ÷åðåç äåïîçàâèñèìûå êàíàëû.
Ãëàâíîé îñîáåííîñòüþ ýòèõ êàíàëîâ ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî îíè
àêòèâèðóþòñÿ â ðåçóëüòàòå ñíèæåíèÿ Ca2+ âíóòðè äåïî, íî
íå â ðåçóëüòàòå ïîâûøåíèÿ [Ca2+]i (Parekh, Penner, 1997;
Parekh, Puthey, 2005). Áîëåå òîãî, óâåëè÷åíèå [Ca2+]i íå
îáÿçàòåëüíî ñâÿçàíî ñ îïóñòîøåíèåì âíóòðèêëåòî÷íûõ
Ca2+-äåïî. Îòêðûòèå äðóãèõ êàëüöèåâûõ êàíàëîâ, òàêèõ
êàê TRPV5 è TRPV6 (Hoenderop et al., 2003; Van Abel et
al., 2005; Van de Graaf et al., 2006), êîòîðûå îñòàþòñÿ
èíàêòèâèðîâàííûìè ïðè óâåëè÷åíèè [Ca2+]i è, íàîáîðîò,
àêòèâèðóþòñÿ ïðè ïîíèæåíèè [Ca2+]i, ïîáóäèëî íàñ ê èç-
ìåðåíèÿì óðîâíÿ êàëüöèÿ â ðåòèêóëÿðíûõ ñòðóêòóðàõ
êëåòêè.

Äëÿ ýòîãî ìû èñïîëüçîâàëè ìåòîä ðåãèñòðàöèè Ca2+ â
ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå (ÝÐ) ïîñðåäñòâîì õëîð-
òåòðàöèêëèíà (ÕÒ). Èçìåðèâ [Ca2+] â ÝÐ, ìîæíî ïîëó÷èòü
èíôîðìàöèþ îá àêòèâíîñòè P2Y- è (èëè) IP3-ðåöåïòîðîâ
(ïî ñêîðîñòè óìåíüøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ÕÒ), î êîëè÷å-
ñòâå êàëüöèÿ, âûõîäÿùåãî èç ÝÐ (ïî àìïëèòóäå ïîíèæå-
íèÿ ñèãíàëà), à òàêæå î ñêîðîñòè è âðåìåíè âîçâðàùåíèÿ
êàëüöèÿ â ÝÐ (ïî ñêîðîñòè óâåëè÷åíèÿ ñèãíàëà ê èñõîäíî-
ìó óðîâíþ). Ïðåæäå âñåãî ìû èññëåäîâàëè äåéñòâèå ìèê-
ðîìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèé ÔÖ, ïðèâíåñåííûõ â ñóñïåí-
çèþ ÀÊÝ ïåðåä äîáàâëåíèåì ÀÒÔ. Èñïîëüçîâàíèå ÕÒ â
êà÷åñòâå ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà äëÿ ðåãèñòðàöèè [Ca2+] â
ÝÐ ïîçâîëèëî âûÿâèòü, ÷òî ÀÒÔ âûçûâàåò öèêëè÷åñêèå
èçìåíåíèÿ êîíöåíòðàöèè Ca2+ â ýòèõ îðãàíåëëàõ: ñíà÷àëà

ïðîèñõîäèò âûõîä Ca2+ èç ÝÐ, çàòåì ìåäëåííûé âõîä îá-
ðàòíî (ðèñ. 6). Íà ðèñ. 6 ïîêàçàíû èçìåíåíèÿ êîíöåíòðà-
öèè Ca2+ â ÝÐ êëåòîê ÀÊÝ ïîñëå âíåñåíèÿ ÀÒÔ (4.5 ìêÌ)
â êîíòðîëüíîì ýêñïåðèìåíòå (ðèñ. 6, 1) è ïðè äåéñòâèè 10
è 20 ìêÌ ÔÖ (ðèñ. 6, 2 è 3 ñîîòâåòñòâåííî). Âèäíî, ÷òî
ÔÖ íå âëèÿåò íà ñêîðîñòü âûõîäà Ca2+ èç ÝÐ; òàêèì îáðà-
çîì, ñèñòåìà ïåðåäà÷è ñèãíàëà îò P2Y-ðåöåïòîðà ÷åðåç
G-áåëîê, ñêîðåå âñåãî, íå èíãèáèðóåòñÿ â êëåòêàõ ÀÊÝ
ïðè äåéñòâèè ÔÖ. Îäíàêî ÔÖ íåçíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâà-
åò àìïëèòóäó âûõîäà Ca2+ è ñêîðîñòü åãî çàêà÷êè îáðàòíî
â ÝÐ. Â äðóãîì ýêñïåðèìåíòå êëåòêè áûëè èíêóáèðîâàíû
ñ 20 ìÌ ÔÀ èëè àöåòàòà íàòðèÿ â òå÷åíèå 2.5 ÷. Ïîñëå
ýòîãî ìû ðåãèñòðèðîâàëè îòâåò êëåòîê ÀÊÝ íà äîáàâ-
êó 4.5 ìêÌ ÀÒÔ. Êàê è â ñëó÷àå ñ ÔÖ, ÔÀ íå âëèÿåò
íà ñêîðîñòü âûõîäà Ca2+ èç ÝÐ, íî óâåëè÷èâàåò àìïëèòóäó
îòâåòà è ñêîðîñòü çàêà÷êè Ca2+ â ÝÐ. Ñêîðîñòü îáðàòíîãî
òðàíñïîðòà Ca2+ â ïðèñóòñòâèè àöåòàòà íàòðèÿ áûëà
î÷åíü ìåäëåííîé, ìåíüøå, ÷åì â êîíòðîëå (çäåñü íå ïîêà-
çàíî).

Ñëåäóåò îòìåòèòü äîâîëüíî áîëüøîé ïåðèîä îáðàòíî-
ãî âõîäà êàëüöèÿ â ÝÐ (8—10 ìèí). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî ïîñëå ìîáèëèçàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî Ca2+ è åãî
âûõîäà èç ÝÐ â öèòîçîëü Ca-ÀÒÔàçà ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíû áûñòðî âûêà÷èâàåò èîíû êàëüöèÿ èç êëåòîê,
çíà÷èòåëüíî óìåíüøàÿ [Ca2+]i, ïðè êîòîðîé èîíû êàëüöèÿ
òðàíñïîðòèðóþòñÿ îáðàòíî â ÝÐ. Ðàíåå ìû äåìîíñòðèðî-
âàëè (Zinchenko et al., 2001), ÷òî ñêîðîñòü îáðàòíîãî
òðàíñïîðòåðà Ca2+ â ÝÐ ïîñëå åãî ìîáèëèçàöèè îãðàíè÷å-
íà âõîäîì âíåøíåãî Ca2+ â êëåòêó, ò. å. çàâèñèò îò àêòèâ-
íîñòè êàëüöèåâûõ êàíàëîâ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû.
Òàêèì îáðàçîì, èçìåðÿÿ ñêîðîñòü îáðàòíîãî âõîäà Ca2+ â
ÝÐ, ìîæíî ñóäèòü îá àêòèâíîñòè êàëüöèåâûõ êàíàëîâ
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû. Äàííûå, ïîëó÷åííûå â íàøèõ
ýêñïåðèìåíòàõ, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ÔÀ èíäó-
öèðóåò âõîä Ca2+ â êëåòêè ÀÊÝ ÷åðåç äåïîçàâèñèìûå êà-
íàëû.

Ä å é ñ ò â è å Ô À í à ê à ð ä è î ì è î ö è ò û. Íà
ðèñ. 7, à, á ïîêàçàíû èçìåíåíèÿ [Ca2+]i è ìåìáðàííîãî ïî-
òåíöèàëà ÌÕ ñîîòâåòñòâåííî â êàðäèîìèîöèòàõ, íàõîäÿ-
ùèõñÿ â ïîëå çðåíèÿ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà. ÔÀ âû-
çûâàåò óâåëè÷åíèå áàçàëüíîé [Ca2+]i, ÷òî ñòèìóëèðóåò ïî-

Âçàèìîñâÿçü âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ è ìåòàáîëè÷åñêèõ ïóòåé 1027

Ðèñ. 6. Èçìåíåíèÿ [Ca2+]i â ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå (ÝÐ) êëåòîê ÀÊÝ â îòâåò íà äåéñòâèå ÀÒÔ (4.5 ìêÌ) â ïðèñóòñòâèè
ÔÖ, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî õëîðòåòðàöèêëèíà.

à: 1 — êîíòðîëü, 2 — íà ôîíå 10 ìêÌ ÔÖ, 3 — íà ôîíå 20 ìêÌ ÔÖ; á — çàâèñèìîñòü ñêîðîñòè îáðàòíîãî âõîäà Ca2+ â ÝÐ îò êîíöåíòðàöèè ÔÖ; ïîâû-
øåíèå ñêîðîñòè âîçâðàòà Ca2+ ïðè äåéñòâèè ÔÖ èìååò äîçîçàâèñèìûé õàðàêòåð.



ÿâëåíèå êàëüöèåâûõ âîëí, ðàñïðîñòðàíÿþùèõñÿ ïî
ïîâåðõíîñòè ñàðêîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà, èëè æå
çíà÷èòåëüíîå óñèëåíèå óæå ñóùåñòâóþùèõ âîëí è ñêî-
ðîñòü èõ ðàñïðîñòðàíåíèÿ. Îäíîâðåìåííî íàáëþäàëè
ìåäëåííîå óâåëè÷åíèå ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ÌÕ.
Îëèãîìèöèí è ðîòåíîí óìåíüøàþò ôëóîðåñöåíöèþ
TMRM, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò óìåíüøåíèþ ìåìáðàííîãî ïî-
òåíöèàëà ÌÕ (ðèñ. 7, á). Äîáàâëåíèå îäíîãî îëèãîìèöèíà
ê êîíòðîëüíûì êëåòêàì ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ ìåìáðàí-
íîãî ïîòåíöèàëà ÌÕ (òî æå îòíîñèòñÿ ê êëåòêàì ÀÊÝ), íî
ýôôåêò ñíèìàåòñÿ äîáàâëåíèåì FCCP èëè ñîâîêóïíûì
äåéñòâèåì ðîòåíîíà è îëèãîìèöèíà (çäåñü íå ïîêàçàíî).
Âåðîÿòíî, ïîâûøåíèå [Ca2+]i îáóñëîâëèâàåò åãî òðàíñ-
ïîðò â ÌÕ ñ ïîñëåäóþùèì èíãèáèðîâàíèåì ïðîòîííîé
ÀÒÔàçû, ÷òî ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ìåìáðàííîãî ïîòåí-
öèàëà. Â íàøèõ ðàííèõ ðàáîòàõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÌÕ
ïå÷åíè è ñåðäöà êðûñû ïî-ðàçíîìó îòâå÷àþò íà íåáîëü-
øîå ïîâûøåíèå [Ca2+]i: òðàíñïîðò Ca2+ èç öèòîçîëÿ â ÌÕ
óñèëèâàë ÀÄÔ-çàâèñèìîå îêèñëèòåëüíîå ôîñôîðèëèðî-
âàíèå â ÌÕ ïå÷åíè, íî èíãèáèðîâàë ýòîò îòâåò â ÌÕ ñåð-
äöà. Ýòè ýôôåêòû ñîïðîâîæäàëèñü íåáîëüøèì óìåíüøå-
íèåì ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ÌÕ ïå÷åíè, íî óâåëè÷åíè-
åì åãî â ÌÕ ñåðäöà è ìîçãà (Teplova et al., 1985;
Êàðàäæîâ è äð., 1988). Ìåõàíèçì ýòîãî ÿâëåíèÿ áûë ðàñ-
êðûò ïîçæå è îáúÿñíÿåòñÿ äåéñòâèåì Ca2+-çàâèñèìîãî
áåëêà, èíãèáèðóþùåãî H+-ÀÒÔàçó (Hubbard, McHugh,
1996; Åâòîäèåíêî è äð., 2000).

Ïîâûøåíèå ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ÌÕ ïðè àêòèâà-
öèè âõîäà Ca2+ â öèòîçîëü è (èëè) â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè
áûëî ïîêàçàíî äðóãèìè èññëåäîâàòåëÿìè, íî òîëüêî íà
íåéðîíàõ ìîçãà è íà êàðäèîìèîöèòàõ. Òàê, ïåðâè÷íîé ðå-
àêöèåé êàðäèîìèîöèòîâ íà ãèïîêñèþ áûëî óâåëè÷åíèå
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ÌÕ ñ ïîñëåäóþùèì íàðàñòàíè-
åì àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ) (Zorov et al., 2000).
Âñëåä çà òåì óðîâåíü öèòîçîëüíîãî Ca2+ ìåäëåííî óìåíü-
øàëñÿ. Êðîìå òîãî, íà íåéðîíàõ ãèïïîêàìïà â êóëüòóðå
ïîêàçàíî, ÷òî ïðè äåéñòâèè ãëóòàìàòà è óâåëè÷åíèè
[Ca2+]i ñíà÷àëà âîçíèêàåò êðàòêîâðåìåííîå óìåíüøåíèå, à
çàòåì óâåëè÷åíèå ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ÌÕ, êîòîðîå,
âåðîÿòíî, ñâÿçàíî ñ íàêîïëåíèåì Ca2+ â ÌÕ è èíãèáèðî-
âàíèåì H+-ÀÒÔàçû (Khodorov, 2004). Â ýòîì ñëó÷àå ýô-

ôåêò áûë ãîðàçäî áîëåå âûðàæåí, ïîñêîëüêó ãëóòàìàò
äîáàâëÿëè íà ôîíå íåêîòîðîé äåýíåðãèçàöèè ÌÕ, âûçâàí-
íîé ñ ïîìîùüþ äåçîêñèãëþêîçû.

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åííûå â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ äàííûå ïîêàçû-
âàþò, ÷òî ÔÀ âëèÿåò íà ôóíêöèè ÌÕ òîëüêî â ïðèñóòñò-
âèè ïèðóâàòà â êà÷åñòâå äûõàòåëüíîãî ñóáñòðàòà. Òàêæå
ìû ïîêàçàëè, ÷òî èçìåíåíèå ðåäîêñ-ñîñòîÿíèÿ ÏÍ è (èëè)
èõ óòå÷êà èç ÌÕ ìîãóò áûòü êðèòè÷åñêèìè ôàêòîðàìè,
íàðóøàþùèìè äûõàíèå ÌÕ è ïðèâîäÿùèìè ê ãèáåëè
êëåòîê. Îòêðûòèå ïîðû ÌÕ — îáðàòèìûé ôåíîìåí: ïðåä-
îòâðàùåíèå îêèñëåíèÿ è (èëè) óòå÷êè NAD(P)H èç ÌÕ
ïðèâîäèò ê âîññòàíîâëåíèþ íîðìàëüíîãî ôóíêöèîíàëü-
íîãî ñîñòîÿíèÿ ÌÕ. Íàïðèìåð, êîãäà â êà÷åñòâå äûõà-
òåëüíûõ ñóáñòðàòîâ èñïîëüçîâàëè ñóêöèíàò èëè ãëóòàìàò,
ÔÀ íå âëèÿë íà ôóíêöèè ÌÕ in vitro. Ýòî ñîîòâåòñòâóåò
íàøèì äàííûì î ãëóòàìàòå êàê àíàïëåðîòè÷åñêîì àãåíòå,
ñïîñîáíîì âîññòàíàâëèâàòü ôóíêöèè òðîìáîöèòîâ, íàðó-
øåííûå âîçäåéñòâèåì ÔÀ in vitro è in vivo (Mindukshev et
al., 2006). Â áîëåå ðàííèõ èññëåäîâàíèÿõ äðóãèõ àâòîðîâ
òàêæå áûëî âûäâèíóòî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ïðè
áëîêàäå ìÀê ôòîðàöåòàòîì ãëóòàìàò ìîæåò áûòü èñïîëü-
çîâàí â öèêëå Êðåáñà ÷åðåç ãëóòàìàòäåãèäðîãåíàçó èëè
òðàíñàìèíàçû (Yu et al., 1976; Liang, 1977).

×òî êàñàåòñÿ äðóãèõ àëüòåðíàòèâíûõ ñóáñòðàòîâ, òî
èì, âåðîÿòíî, ìîæåò áûòü öèòðàò, íàêàïëèâàþùèéñÿ â
êëåòêàõ ïðè áëîêàäå ìÀê. Ñ îäíîé ñòîðîíû, öèòðàò îêà-
çûâàåò ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà ðÿä âíóòðèêëåòî÷íûõ
ïðîöåññîâ, ïðè÷åì íå òîëüêî âñëåäñòâèå ñäâèãà âíóòðè-
êëåòî÷íîãî pH è èíãèáèðîâàíèÿ ôîñôîôðóêòîêèíàçû, íî
è ïî ïðè÷èíå õåëàòèðîâàíèÿ êàëüöèÿ. Èçâåñòíî, ÷òî óâå-
ëè÷åíèå óðîâíÿ öèòðàòà ïðÿìî ñâÿçàíî ñ äûõàòåëüíîé àê-
òèâíîñòüþ êëåòîê: ìåòàáîëè÷åñêè àêòèâíûå òêàíè, òàêèå
êàê ñåðäöå, ïî÷êè è ñåëåçåíêà, íàêàïëèâàþò öèòðàò â ìèë-
ëèìîëÿðíûõ êîíöåíòðàöèÿõ (Stewart et al., 1970). Ýòî ïðå-
âûøàåò óðîâåíü âíåêëåòî÷íîãî è òåì áîëåå âíóòðèêëå-
òî÷íîãî Ca2+, êîíöåíòðàöèÿ êîòîðîãî íà 3—4 ïîðÿäêà
íèæå. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïå÷åíü, äûõàòåëüíàÿ è ìåòàáî-
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à — [Ca2+]i, ôëóîðåñöåíöèÿ Fluo-4AM; á — ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë, ôëóîðåñöåíöèÿ TMRM â îòâåò íà 10 ìÌ ÔÀ èëè ñîâìåñòíîå äåéñòâèå 1 ìêã/ìë ðî-
òåíîíà ñ 1 ìêã/ìë îëèãîìèöèíà. Ïðèâåäåíû êðèâûå äëÿ òðåõ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â ïîëå çðåíèÿ ìèêðîñêîïà.



ëè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü êîòîðîé òàêæå âûñîêà, àêêóìóëèðó-
åò íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî öèòðàòà (Cole et al., 1955; Twigg
et al., 1986). Áîëåå òîãî, ìèòîõîíäðèè êëåòîê ìîçãà è ñêå-
ëåòíûõ ìûøö ìîãóò íå èìåòü îòðèöàòåëüíûõ ïîñëåäñò-
âèé âñëåäñòâèå íàêîïëåíèå öèòðàòà (Corsi, Granata, 1967;
Buffa et al., 1973).

Áîëåå 40 ëåò íàçàä áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÔÖ íå îêàçû-
âàåò äåéñòâèÿ íà öèòîïëàçìàòè÷åñêóþ àêîíèòàçó (öÀê) è
÷òî íàêàïëèâàþùèéñÿ öèòðàò ìîæåò ïåðåìåùàòüñÿ èç ÌÕ
â öèòîçîëü ñ ïîñëåäóþùåé óòèëèçàöèåé ïîñðåäñòâîì öÀê
è NADP-çàâèñèìîé èçîöèòðàäåãèäðîãåíàçû (ÈÖÄÃ)
(Max, Purvis, 1965; Buffa et al., 1972). Â êëåòî÷íûõ êóëüòó-
ðàõ àñòðîãëèè è ìèêðîãëèè àêòèâíîñòü ÈÖÄÃ ïðèìåðíî
ïîðîâíó ðàñïðåäåëåíà ìåæäó öèòîçîëåì è ÌÕ, òîãäà êàê
â êóëüòóðå íåéðîíîâ è îëèãîäåíäðîöèòîâ îêîëî 75 % àê-
òèâíîñòè ÈÖÄÃ ïðèõîäèòñÿ íà öèòîçîëüíóþ ôðàêöèþ
(Minich et al., 2003). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåò äàííûõ î ñî-
îòíîøåíèè ìèòîõîíäðèàëüíîé è öèòîïëàçìàòè÷åñêîé
àêîíèòàç â êëåòêàõ íåðâíîé ñèñòåìû. Îäíàêî ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî â êëåòêàõ ïå÷åíè èìååò ìåñòî áëèçêîå ñîîòíî-
øåíèå ìèòîõîíäðèàëüíîé è öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ÈÖÄÃ
(Ðàõìàíîâà, Ïîïîâà, 2006), ïðè ýòîì àêòèâíîñòü öÀê ïå-
÷åíè ñîñòàâëÿåò îêîëî 65 % àêòèâíîñòè àêîíèòàç ïå÷åíè
(Konstantinova, Russanov, 1996). Ïîýòîìó ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü äîâîëüíî ýôôåêòèâíûé ïóòü óòèëèçöèè öèòðàòà è
ñèíòåçà NAD(P)H â íåéðîíàõ è äðóãèõ êëåòêàõ â ñëó÷àå
èíãèáèðîâàíèÿ ìÀê. Ýòîò àëüòåðíàòèâíûé ìåòàáîëè÷å-
ñêèé ïóòü ìîæåò èãðàòü ïîçèòèâíóþ ðîëü, âûïîëíÿÿ àäàï-
òèâíûå ôóíêöèè: ïîòðåáëåíèå êèñëîðîäà ñíèæàåòñÿ, ïî-
ñêîëüêó îáðàçóþùèéñÿ NADPH íå íóæäàåòñÿ â îêèñëå-
íèè â äûõàòåëüíîé öåïè, íî ìîæåò áûòü ïîëåçåí äëÿ
òàêèõ NADPH-çàâèñèìûõ ïðîöåññîâ, êàê àíàáîëè÷åñêèå
ðåàêöèè è ãåíåðàöèÿ òåïëà, âîññòàíîâëåíèå ãëóòàòèîíà è
ñèíòåç NO, ðàñøèðåíèå èëè ñóæåíèå ñîñóäîâ ïîñðåäñò-
âîì ãåíåðàöèè ÀÔÊ (Winkler et al., 1986; Bobyleva et al.,
1993; Lee, Yu, 2002; Gupte, Wolin, 2006).

Ðàíåå óêàçûâàëîñü íà òî, ÷òî èññëåäîâàíèÿ, ñôîêó-
ñèðîâàííûå íà ïåíòîçíîì öèêëå êàê åäèíñòâåííîì èñòî÷-
íèêå NADPH, íóæäàþòñÿ â ïåðåîöåíêå ñ ó÷åòîì ìåòàáî-
ëè÷åñêîé àêòèâíîñòè è ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòè òîé
èëè èíîé òêàíè (Winkler et al., 1986). NADP-çàâèñèìàÿ
öèòîïëàçìàòè÷åñêàÿ ÈÖÄÃ íàðÿäó ñ ìàëèê-ôåðìåíòîì è
íèêîòèíàìèäíóêëåîòèäòðàíñãèäðîãåíàçîé ó÷àñòâóåò â ðå-
ãåíåðàöèè NADPH, íåîáõîäèìîãî äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ
ãëóòàòèîí-äèñóëüôèäà â ìèòîõîíäðèÿõ ìîçãà (Vogel et al.,
1999), íî, êàê áûëî ïîêàçàíî â ýêñïåðèìåíòàõ ñ ñåò÷àòêîé
êðûñû, öèòîïëàçìàòè÷åñêàÿ ÈÖÄÃ îáåñïå÷èâàåò áîëåå
÷åì ñåìèêðàòíîå ïðîèçâîäñòâî NADPH ïî ñðàâíåíèþ ñ
ìàëèê-ôåðìåíòîì (Winkler et al., 1986). Áûëè ïîëó÷åíû
ïðÿìûå äîêàçàòåëüñòâà ñâÿçè ìåæäó àêòèâíîñòüþ öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîé ÈÖÄÃ è ðåäîêñ-ñîñòîÿíèåì êëåòîê, ÷òî
òàêæå ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü âàæíóþ ðîëü ýòîãî ôåð-
ìåíòà â ìåõàíèçìàõ çàùèòû (Lee et al., 2002, 2004).

Êðîìå òîãî, óðîâåíü öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî NADPH
ìîæåò ñóùåñòâåííî âëèÿòü íà êàëèåâûå êàíàëû è áàëàíñ
âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ (Wolin et al., 2005; Gupte, Wo-
lin, 2006). Â èññëåäîâàíèÿõ in vitro ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÔÀ
âûçûâàåò ìåäëåííîå ïîâûøåíèå [Ca2+]i â ðàçëè÷íûõ êëåò-
êàõ. Íàáëþäàåìîå ïîâûøåíèå [Ca2+]i ïðè âîçäåéñòâèè ÔÀ
ñâèäåòåëüñòâóåò îá àêòèâàöèè êàëüöèåâûõ êàíàëîâ ïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû; ýòîò ïðîöåññ íå ïîäâåðæåí âëèÿ-
íèþ ÔÀ, ñëåäîâàòåëüíî, îí íå òðåáóåò ÀÒÔ äëÿ ñâîåé ðå-
àëèçàöèè, ïî êðàéíåé ìåðå â ãëèàëüíûõ êëåòêàõ (Lian,
Stringer, 2004). Âîçìîæíî, ýòîò ìåõàíèçì ÿâëÿåòñÿ îáùèì
äëÿ ðàçíûõ êëåòîê, ÷òî ìîãëî áû îáúÿñíèòü ãèïåð÷óâñò-

âèòåëüíîñòü òðîìáîöèòîâ ê ÀÄÔ ïðè äåéñòâèè ÔÀ (Min-
dukshev et al., 2006). Ïîâûøåíèå [Ca2+]i êàðäèîìèîöèòîâ
ìîæåò âûçâàòü ïîâûøåíèå èõ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíî-
ñòè, ïîñêîëüêó çà ýòèì ïîâûøåíèåì ñëåäóåò íàðàñòàþ-
ùèé âõîä Ca2+ â ÝÐ, ÷òî, ïî-âèäèìîìó, îáóñëîâëèâàåò íà-
áëþäàåìîå íàìè óñèëåíèå àìïëèòóäû è ñêîðîñòè êàëüöè-
åâûõ âîëí â êàðäèîìèîöèòàõ. Êðîìå òîãî, ýòî
ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîâûøåíèåì ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà
ÌÕ, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè äðóãèõ èññëåäîâàòå-
ëåé, ïîêàçàâøèõ îñîáóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èîíàì Ca2+

ñèñòåì îêèñëèòåëüíîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ÌÕ ñåðäöà è
ìîçãà.

×òî êàñàåòñÿ ìîäóëèðóþùèõ ýôôåêòîâ Ca2+ íà áèî-
ýíåðãåòèêó ÌÕ, ñëåäóåò âñïîìíèòü î «êëàññè÷åñêîé» àê-
òèâàöèè ýòèì èîíîì äåãèäðîãåíàç öèêëà Êðåáñà ñ ïîñëå-
äóþùèì ïîâûøåíèåì ïîòåíöèàëà ÌÕ è ãåíåðàöèåé
NADH. Êàê áûëî ïîêàçàíî, ìèøåíÿìè äëÿ èîíîâ êàëüöèÿ
ñëóæàò òðè äåãèäðîãåíàçû: 2-îêñîãëóòàðàòäåãèäðîãåíàçà
è NAD-çàâèñèìàÿ èçîöèòðàòäåãèäðîãåíàçà, êîòîðûå àêòè-
âèðóþòñÿ ïî àëëîñòåðè÷åñêîìó ìåõàíèçìó, è ïèðóâàòäå-
ãèäðîãåíàçà, êîòîðàÿ àêòèâèðóåòñÿ ïðè äåôîñôîðèëèðî-
âàíèè Ca2+-çàâèñèìîé ôîñôàòàçîé (McCormack et al.,
1990; Hansford, 1994). Ðîëü ýòèõ äåãèäðîãåíàç â áèîýíåð-
ãåòè÷åñêîì ñòàòóñå ÌÕ ïðè äåéñòâèè ÔÀ òðåáóåò îòäåëü-
íîãî èññëåäîâàíèÿ, õîòÿ ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â
óñëîâèÿõ áëîêàäû ìÀê îñîáóþ «âûãîäó» èç òàêîé àêòèâà-
öèè ìîãëà áû èçâëå÷ü 2-îêñîãëóòàðàòäåãèäðîãåíàçà, åñëè
îíà áóäåò îáåñïå÷åíà ýêçîãåííûì è (èëè) ýíäîãåííûì
ñóáñòðàòîì — 2-îêñîãëóòàðàòîì. Îñòàåòñÿ îòêðûòûì âî-
ïðîñ î õàðàêòåðå è ñòåïåíè ìîäóëÿöèè êàëüöèåâîãî áà-
ëàíñà â ðàçëè÷íûõ êëåòêàõ íåêîòîðûìè ðåäîêñ-àãåíòàìè,
êîòîðûå ìîãëè áû ìåíÿòü íàïðàâëåííîñòü ìåòàáîëè÷å-
ñêèõ ïóòåé èçìåíåíèåì ñîîòíîøåíèÿ NADH/NADPH â
ÌÕ è öèòîçîëå. Ýòà ïðîáëåìà ÿâëÿåòñÿ ïðåäìåòîì íàøèõ
äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû BioIndustry Initiative Ãîñäåïàðòàìåíòà ÑØÀ
(ÌÍÒÖ BII-2629).
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Mitochondrial aconitase has been shown to be inactivated by a spectrum of substances or critical states.
Fluoroacetate (FA) is the most known toxic agent inhibiting aconitase. The biochemistry of toxic action of FA is
rather well understood, though no effective therapy has been proposed for the past six decades. In order to reveal
novel approaches for possible antidotes to be developed, experiments were performed with rat liver mitochond-
ria, Ehrlich ascite tumor cells and cardiomyocytes, exposed to FA or fluorocitrate in vitro. The effect of FA de-
veloped at much higher concentrations in comparison with fluorocitrate and was dependent upon respiratory
substrates in experiments with mitochondria: with pyruvate, FA induced a slow oxidation and/or leak of pyridi-
ne nucleotides and inhibition of respiration. Oxidation of pyridine nucleotides was prevented by incubation of
mitochondria with cyclosporin A. Studies of the pyridine nucleotides level and calcium response generated in
Ehrlich ascite tumor cells under activation with ATP also revealed a loss of pyridine nucleotides from mitochon-
dria resulting in a shift in the balance of mitochondrial and cytosolic NAD(P)H under exposure to FA. An incre-
ase of cytosolic [Ca2+] was observed in the cell lines exposed to FA and is explained by activation of plasma
membrane calcium channels; this mechanism, could have an impact on amplitude and rate of Ca2+ waves in
cardiomyocytes. Highlighting the reciprocal relationship between intracellular pyridine nucleotides and calcium
balance, we discuss metabolic pathway modulation in the context of probable development of an effective thera-
py for FA poisoning and other inhibitors of aconitase.

K e y w o r d s: fluoroacetate, intracellular calcium, pyridine nucleotides, mitochondria, membrane potential.
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