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Для дослідження акумуляції іонів Са в ізольованих мітохондріях міометрія використовували 
метод протокової цитометрії та флуоресцентні зонди. Внесення 1 мМ Са2+ до середовища інкубації, 
яке містило навантажені зондом fluo 3-AM мітохондрії, за присутності в ньому 5 мкМ кальцієвого 
іонофору А-23187 зміщувало геометричне положення піка інтенсивності флуоресценції зонда вправо. 
Збільшення інтенсивності його флуоресценції залежало від концентрації іонів Са в середовищі: підви-
щення її від 20 мкМ до 1 мМ за наявності в суспензії кальцієвого іонофору А-23187 зумовлювало зрос-
тання інтенсивності випромінювання. В разі моделювання функціонування Са2+-уніпортеру мітохон-
дрій спостерігалось Са2+-індуковане збільшення інтенсивності флуоресценції зонда fluo 3-АМ залежно 
від концентрації катіона: за введення до суспензії 1 мкМ протонофору СССР та 20 мкМ Са2+ інтен-
сивність флуоресценції зонда залишалась на рівні контролю. У подальших експериментах вивчали вплив 
антагоністів кальмодуліну – кальмідазоліуму та трифлуопіразину – на вміст в мітохондріях іонізо-
ваного Са. Внесення 10 мкМ кальмідазоліуму або 100 мкМ трифлуопіразину до середовища інкубації 
повністю пригнічувало в органелах акумуляцію Са2+. При цьому, використовуючи потенціалочутливий 
флуоресцентний зонд TMRM, було встановлено, що антагоністи кальмодуліну також спричинюють 
деполяризацію мітохондріальної мембрани. Припускається, що гальмування надходження іонів Са до 
мітохондрій міометрія у присутності антагоністів кальмодуліну може відбуватися як через блокуван-
ня утворення комплексу Са2+–кальмодулін і, відповідно, інгібування функціонування Са2+-уніпортеру, 
так і/або дисипацію мембранного потенціалу ∆ψ – рушійної сили акумуляції Са2+ в мітохондріальному 
матриксі.

К л ю ч о в і  с л о в а: протокова цитометрія, ізольовані мітохондрії, Са2+, мембранний потен-
ціал мітохондрій, гладенькі м’язи.

Мітохондрії відіграють фундаменталь­
ну роль у контролюванні внутрішньо­
клітинних кальцієвих транзієнтів і, 

відповідно, в забезпеченні кальцієвої сигналі­
зації в цитозолі [1–3]. Водночас у дослідах із 
різними тканинами встановлено, що катіони 
Са стимулюють активність мітохондріальних 
дегідрогеназ та функціонування Na+–Ca2+-об­
мінника. Са2+-залежною є також «пора пере­
хідної неспецифічної провідності» мітохондрій 
[4]. Акумуляція іонів Са в мітохондріях забез­
печується функціонуванням Са2+-уніпортеру, 
рушійною силою якого є мембранний потен­
ціал ∆ψ. Однак механізми регуляції активності 
цієї системи ще й досі не з’ясовані і залиша­
ються актуальним питанням досліджень та нау­
кових дискусій. Так, зокрема, в експериментах, 
проведених на ізольованих мітохондріях, було 
виявлено, що субстрат транспортування – 
іони Са – алостерично регулюють активність 
уніпортеру [5]. З іншого боку, дані літератури 

свідчать про здатність кальцієвого уніпортеру 
транспортувати іони Na у безкальцієвому се­
редовищі [6].

В експериментах з вивчення трансмем­
бранного обміну іонів кальцію в мітохондріях 
використовують різні методи – ізотопний 
(45Са2+), електрометричний із застосуванням 
Са2+-селективного електрода, внутрішньоклі­
тинну Са2+-чутливу спектрофлуориметрію 
(застосовують Са2+-селективні флуоресцент­
ні індикатори) тощо [3, 7–9]. Останнім часом 
доведено доцільність залучення до цих дослі­
джень методу протокової цитометрії [10–12], 
яку нині успішно використовують, наприклад 
для виявлення змін мітохондріального потен­
ціалу та рівня активних форм кисню тощо [11, 
12]. Проте в доступній нам літературі ми не 
зустріли посилань на використання методу 
протокової цитометрії для вивчення обміну 
іонів Са в ізольованих мітохондріях. Раніше 
в експериментах із застосуванням ізотопного 
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методу (45Са2+) нами були всебічно досліджені 
властивості Са2+-транспортувальних систем 
гладенького м’яза матки [7, 8, 13–15]. Утім, 
цілком очевидно, що радіоіндикаторна техні­
ка дає можливість тестувати кількість «загаль­
ного» Са в мітохондріальному матриксі (тобто 
суму іонізованого та преципітованого катіона). 
Оскільки функціональна активність прита­
манна саме іонізованому кальцію, то важливо 
мати методи його селективного визначення.

Відомо, що Са2+-зв’язувальний білок 
кальмодулін відіграє роль посередника у ба­
гатьох внутрішньоклітинних ефектах іонів 
кальцію внаслідок оборотного утворення ком­
плексу кальмодулін–Са2+, який, у свою чергу, 
здатен регулювати різноманітні Са2+-залежні 
клітинні процеси [16]. Кальмодулін – це дуже 
консервативний білок, який належить до су­
персімейства Са2+-зв’язувальних білків, для 
яких властивий однаковий Са2+-зв’язувальний 
структурний домен. У відповідь на кальціє­
вий сигнал останній може зв’язуватись із різ­
номанітними білками-мішенями, зокрема з 
кіназою легких ланцюгів міозину, фосфодіес­
теразою, аденілатциклазою, Ca2+-залежною кі­
назою, протеїнфосфатазою, кальцінейрином, 
Ca2+-активованими K+-каналами, кальцієвими 
каналами L-типу, ріанодиновими рецептора­
ми тощо [16–20]. B. Moreau et al. опублікували 
дані щодо регуляції активності Са2+-уніпор­
теру мітохондрій клітин RBL-1 іонами Са за 
участю кальмодуліну [21]. Однак аналогічна 
інформація стосовно мітохондрій гладеньких 
м’язів матки у літературі відсутня. 

Метою роботи було дослідити методом 
протокової цитометрії вплив антагоністів каль­
модуліну на рівень іонізованого Са та мемб­
ранний потенціал в мітохондріях гладенького 
м’яза матки.

Матеріали і методи

Препарат ізольованих мітохондрій одер­
жували з міометрія невагітних щурів методом 
диференціального центрифугування [13]. Мі­
тохондрії суспендували в розчині, який містив: 
10 мМ Hepes (рН 7,4), 250 мМ сахарози, 1 мМ 
ЕГТА, 0,1% бичачого сироваткового альбуміну 
(температура – 4 °С). Концентрація білка в мі­
тохондріях, визначена методом M. M. Bradford 
[22], становила 50 мкг/мл.

Протоковий цитометр COULTER EPICS 
XLTM (Beckmam Coulter, США) з аргоновим 
лазером (λзбуд. = 488 нм) використовували для 
визначення чистоти фракції ізольованих міто­
хондрій, рівня іонізованого Са та мембранного 

потенціалу ∆ψ. Результати цих експериментів 
аналізували за допомогою програми SYSTEM 
IITM Software (Beckmam Coulter, США).

Тестування чистоти фракції ізольова­
них мітохондрій здійснювали з використан­
ням флуоресцентного маркера NAO (10-nonyl 
acridine orange; λзбуд. = 488 нм, λфл. = 525 нм) у 
концентрації 100 нМ як описано у статті [23]. 
У всіх зразках понад 95% «подій» були «NAO-
позитивними», що підтверджує їхнє мітохон­
дріальне походження. 

Навантаження органел флуоресцентним 
зондом fluo 3-AM (концентрація 2 мкМ), про­
водили в середовищі для суспендування міто­
хондрій, яке наведене вище, протягом 30 хв 
при різних температурах. Визначення наван­
таження їх зондом здійснювали в середовищі 
інкубації, яке містило: 20 мМ Hepes (рН 7,4), 
250 мМ сахарози, 2 мМ Pi (K

+-фосфатний бу­
фер з pH 7,4), 3 мМ MgCl2, 3 мМ АТР, 5 мМ 
сукцинату натрію і за наявності іонофору 
А23187 (5 мкМ) та СаCl2 в різних концентра­
ціях. Рівень накопиченого Са реєстрували в 
такому самому середовищі, але за відсутності 
в ньому іонофору А23187. Дані наведено у від­
носних одиницях інтенсивності флуоресценції 
(у присутності Са2+ порівняно з базальним рів­
нем).

Тестування відносних значень мембран­
ного потенціалу ∆ψ мітохондрій здійснювали з 
використанням потенціалочутливого флуорес­
центного зонда TMRM (tetramethylrhodamine 
methyl ester; λзбуд. = 488 нм, λфл. = 590 нм) у 
концентрації 100 нМ як описано у статті [23]. 

У роботі застосовували такі реактиви: 
D‑(+)-сахарозу, NAO, TMRM, Hepes, EГТА, 
АТР, сукцинат натрію, очищений від жирних 
кислот бичачий сироватковий альбумін (BSA 
fatty acid free), олігоміцин, протонофор СССР, 
А23187, кальмідазоліум, трифлуопіразин фір­
ми Sigma (США); рутенієвий червоний та fluo 
3-AM – фірми Fluka (Швейцарія). Інші вико­
ристані нами реактиви були вітчизняного ви­
робництва кваліфікації чда та хч.

Результати та обговорення

Метод протокової цитометрії з успіхом 
використовується у клінічних і суто наукових 
дослідженнях, об’єктами яких є субклітинні 
структури і цілісні клітини [11, 24]. У поперед­
ніх роботах ми застосовували його для тесту­
вання індукованого іонами Са набухання мі­
тохондрій міометрія [25] та реєстрації їхнього 
мембранного потенціалу [23]. 

Експериментальні роботи
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І. Визначення оптимальних умов наванта-
ження мітохондрій міометрія флуоресцентним 
зондом fluo 3-AM 

Флуоресцентний Са2+-чутливий зонд – 
ацетоксиметильне похідне fluo 3 (fluo 3‑AM) – 
був створений R. Y. Tsien та колегами для 
використання в дослідах, що проводилися 
на протоковому цитометрі та конфокальному 
мікроскопі [26]. Відомо, що він використо­
вується як індикатор Са2+ в багатьох типах клі­
тин [27]. Дані літератури свідчать, що, зазви­
чай, клітини навантажують зондом fluo 3‑AM 
у концентрації 2–10 мкМ протягом 30–45 хв 
при температурі 4, 22, 30 або 37 °С [27–30]. З 
огляду на це, ми розпочали власні досліджен­
ня з визначення оптимальних умов наванта­
ження fluo 3-AM ізольованих мітохондрій міо­
метрія, які інкубували з ним при 4, 22 та 37 °С. 
Тестування навантажених зондом мітохондрій 
проводили за відсутності та наявності в сере­
довищі інкубації 1 мМ Са2+ та у присутності 
5 мкМ А23187. Останній використовували як 
кальцієвий іонофор, що сприяє швидкому на­
копиченню Са2+ в мітохондріях.

Як випливає з рис. 1, внесення до сере­
довища інкубації мітохондрій 1 мМ Са2+ та 
5 мкМ А23187 зумовлює зміщення геомет­
ричного положення піка інтенсивності флуо­
ресценції зонда fluo 3‑AM вправо (крива 3) 
порівняно з відсутністю екзогенного Са2+ в 
розчині (крива 1 – контроль). Водночас у при­
сутності лише А23187 (крива 2) ми практично 
не виявили зміни положення піка інтенсив­
ності флуоресценції стосовно контролю. Отже, 
збільшення інтенсивності флуоресценції зонда 
у присутності кальцієвого іонофору є дійсно 
Са2+-залежним. Найінтенсивніша флуорес­
ценція у присутності іонів Са спостерігається 
в мітохондріях, які навантажували флуорес­
центним маркером при 37 °С. Дані літератури 
свідчать, що fluo 3-AM та його кислотній фор­
мі fluo 3 спонтанна флуоресценція невласти­
ва, і лише після зв’язування кислотної форми 
із Са2+ спостерігається поява флуоресцентно­
го сигналу [31]. У подальших експериментах 
ізольовані мітохондрії міометрія ми наванта­
жували fluo 3-AM у концентрації 2 мкМ при 
37 °С протягом 30 хв.

Слід відзначити, що рівень інтенсивності 
флуоресценції зонда fluo 3-AM залежить від 
концентрації іонів Са в середовищі інкубації 
(рис. 2): підвищення її від 20 мкМ до 1 мМ 
за наявності в розчині 5 мкМ кальцієвого іо­
нофору А23187 істотно збільшує інтенсивність 
флуоресценції маркера (криві 2 та 3 відповід­
но) відносно контролю (крива 1). 

ІІ. Тестування СССР-чутливої акумуляції 
іонів Са в мітохондріях у процесі моделювання 
функціонування Са2+-уніпортеру

Надходження іонів Са до мітохондрій за­
безпечується функціонуванням Са2+-уніпорте­
ру, активність якого залежить від мембранно­
го потенціалу [1–3, 7]. Як випливає з рис. 3 
(крива 1), інтенсивність флуоресценції зонда 
fluo 3-AM збільшується у часі і досягає стаціо­
нарного рівня, але знижується до нуля після 
додавання до середовища інкубації Са2+-іоно­
фору А-23187 (5 мкМ) та хелатора іонів Са – 
EГТА (1 мМ). Ці дані свідчать, що збільшення 
флуоресценції зонда fluo 3-AM дійсно віддзер­
калює накопичення кальцію в мітохондріях 
міометрія. У присутності 1 мкМ протонофору 
СССР – фактора дисипації мітохондріально­
го потенціалу – інтенсивність флуоресценції 
зонда fluo 3 не підвищується (рис. 3, крива 2).

Слід відзначити, що інтенсивність флуо­
ресценції зонда fluo 3-AM має тенденцію до 
виходу на плато у часі, величина якого зале­
жить від концентрації екзогенного катіона: 
при 100 мкМ Са2+ цей рівень більший, ніж при 
20 (рис. 4, криві 2 та 1 відповідно). Аналогіч­
ні результати ми одержали також, досліджую­
чи накопичення загального Са в мітохондріях 
міометрія ізотопним методом (45Са2+) [7,13]. 
Відомо, що збільшення концентрації катіона 
в матриксі активує системи його вивільнен­
ня з мітохондрій [1,2]. Отже, платові значення 
кількості іонізованого Са в цих органелах є на­
слідком функціонування в них як систем його 
акумуляції, так і вивільнення. Безперечно, що 
зміни до цих платових значень вмісту кальцію 
в органелах вносять також процеси комплексо­
утворення Са2+ із фосфатом та іншими Са2+-
зв’язувальними аніонами, які відбуваються в 
матриксі мітохондрій.

Одержані нами дані (рис. 3 та 4) свідчать, 
що, використовуючи метод протокової цито­
метрії та зонд fluo 3-АМ, можна надійно тесту­
вати потенціалозалежний процес накопичення 
Са2+ в мітохондріях гладенького м’яза матки.

ІІІ. Вивчення впливу антагоністів кальмо-
дуліну на СССР-чутливу акумуляцію іонів Са в 
мітохондріях міометрія і їхній мембранний по-
тенціал

Відомо, що Са2+-зв’язувальний білок 
кальмодулін є первинним внутрішньоклі­
тинним «сенсором» іонів Са і посередником 
багатьох його внутрішньоклітинних ефектів 
[16]. В опублікованих роботах обговорюється 
питання щодо можливості регуляції актив­
ності Са2+-уніпортеру мітохондрій комплексом 
кальмодулін–Са2+ [21]. Таке припущення під­
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Рис. 1. Са2+-індуковане зміщення геометричного положення піка інтенсивності флуоресценції зонда 
fluo 3-AM у середовищі інкубації мітохондрій міометрія: 1 – за відсутності Са2+ (контроль); 2 – за 
відсутності Са2+, але у присутності 5 мкМ кальцієвого іонофору А23187; 3 – у присутності 1 мМ Са2+ 
та 5 мкМ А23187. Тривалість інкубації – 1 хв

Рис. 2. Зміщення геометричного положення піка інтенсивності флуоресценції зонда fluo 3-AM у мі-
тохондріях міометрія залежно від концентрації іонів Са: 1 – за відсутності Са2+, але у присутності 
5 мкМ кальцієвого іонофору А23187, 2 – у присутності 20 мкМ Са2+ та 5 мкМ А23187, 3 – у присут-
ності 1 мМ Са2+ та 5 мкМ А23187. Тривалість інкубації – 1 хв
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Рис. 3. Зміна інтенсивності флуоресценції Са2+-чутливого зонда fluo 3 залежно від акумуляції іонів 
Са в мітохондріях міометрія: 1 – 20 мкМ Са, 2 – 1 мкМ СССР + 20 мкМ Са. Момент часу, коли 
до середовища інкубації мітохондрій додавали іонофор А23187 (5 мкМ) та ЕГТА (1 мМ), позначено 
стрілочкою

Рис. 4. Кінетика змін інтенсивності флуоресценції зонда fluo 3-AM при різних концентраціях Са2+ 
у середовищі інкубації мітохондрій міометрія: 1 та 2 – концентрація Са2+ становила 20 і 100 мкМ 
відповідно

тверджується, зокрема, пригніченням  актив­
ності Са2+-уніпортеру мітохондрій рутенієвим 
червоним, оскільки доведено, що він інгібує 
зв’язування Са2+ з кальмодуліном [32]. Тому 
слід було очікувати, що антагоністи кальмо­
дуліну впливатимуть на систему акумуляції 
Са2+ в мітохондріях. Для підтвердження або 
спростування цього припущення ми вивчали 

вплив антагоністів кальмодуліну – кальміда­
золіуму та трифлуопіразину – на рівень іонізо­
ваного Са в мітохондріях, за умов моделювання 
функціонування Са2+-уніпортеру. Порівняно з 
іншими антагоністами кальмодуліну кальмі­
дазоліум належить до найафінніших [33]. Ви­
явлено, що внесення 10 мкМ кальмідазоліуму 
(рис. 5, крива 2) або 100 мкМ трифлуопіразину 
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(рис. 5, крива 3) до середовища інкубації міто­
хондрій зумовлює повне гальмування акуму­
ляції в них Са2+. Отже, ці дані підтверджують 
імовірність регуляції Са2+-уніпортеру органел 
кальмодуліном. З іншого боку, активність 
Са2+-уніпортеру мітохондрій залежить також 
від поляризації мітохондріальної мембрани 
[1,7]. Тому важливо було з’ясувати, чи спри­

Рис. 5. Вплив антагоністів кальмодуліну на рівень іонізованого Са в мітохондріях міометрія: момент 
часу, коли додавали 5 мкМ А23187 та 1 мМ EGTA позначено стрілочкою; 1 – контроль; 2 – 10 мкМ 
кальмідозоліум; 3 – 100 мкМ трифлуоперазин

чинюють антагоністи кальмодуліну дисипацію 
мембранного потенціалу мітохондрій?

Мембранний потенціал мітохондрій ∆ψ 
визначали з використанням флуоресцентного 
зонда TMRM (100 нМ). З’ясувалося, що анта­
гоністи кальмодуліну істотно деполяризуюють 
мембрану органел: внесення 10 мкМ кальмі­
дазоліуму (рис. 6, крива 2) та 100 мкМ три­

Рис. 6. Вплив антагоністів кальмодуліну на мембранний потенціал ∆ψ мітохондрій міометрія: 1 – кон-
троль, 2 – 10 мкМ кальмідозоліум, 3 – 100 мкМ трифлуоперазин. Момент часу, коли до середовища 
інкубації додавали протонофор СССР (1 мкМ), позначено стрілкою
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флуопіразину (рис. 6, крива 3) до середовища 
інкубації мітохондрій зумовлює повну дисипа­
цію мембранного потенціалу ∆ψ відносно кон­
тролю (рис. 6, крива 1).

Опубліковані дані [4] свідчать, що у струк­
турі Са2+-залежних мітохондріальних  перенос­
ників, зокрема транспортерів АТР–Mg/Pi, є 
ділянки, які гомологічні кальмодуліну. Отже, 
зв’язування з ними антагоністів кальмодуліну 
гальмуватиме активність зазначених транс­
портерів. З огляду на це, можна припустити 
опосередкований вплив антагоністів кальмо­
дуліну на значення мембранного потенціалу 
мітохондрій і, відповідно, на функціонування 
Са2+-уніпортеру.

Таким чином, одержані нами результати 
свідчать про можливість дослідження СССР-
чутливої акумуляції іонів Са в ізольованих 
мітохондріях гладенького м’яза матки методом 
протокової цитометрії і з використанням в екс­
периментах флуоресцентного зонда fluo 3-AM. 
При цьому накопичення кальцію в органелах 
унеможливлюється у присутності антагоністів 
кальмодуліну – кальмідазоліуму та трифлуо­
піразину. Ймовірно, що гальмування ними 
акумуляції іонів Са в мітохондріях міометрія 
відбувається як шляхом інгібування функціо­
нування Са2+-уніпортеру, так/чи внаслідок ди­
сипації мембранного потенціалу.

использование метода 
проточной цитометрии 
для определения содержания 
Са2+ в митохондриях и влияние 
на него антагонистов 
кальмодулина

Л. Г. Бабич, С. Г. Шлыков, Н. В. Наумова, 
С. А. Костерин

Институт биохимии им. А. В. Палладина 
НАН Украины, Киев;

e-mail: kinet@biochem.kiev.ua

Аккумуляцию ионов Са в изолированных 
митохондриях миометрия исследовали с ис­
пользованием метода проточной цитометрии и 
флуоресцентного зонда fluo 3-AM. Внесение в 
среду инкубации 1 мМ Са2+ и 5 мкМ А23187 
приводит к смещению вправо геометрического 
положения пика интенсивности флуоресцен­
ции зонда сравнительно с отсутствием в сре­
де ионов Са. Интенсивность флуоресценции 
зонда повышается при увеличении в растворе 
концентрации Са2+. В условиях моделирования 
функционирования Са2+-унипортера интен­
сивность флуоресценции зонда также возрас­

тает с увеличением в среде концентрации Са2+, 
но не изменяется при предварительном введе­
нии в нее 1 мкМ протонофора СССР. Внесение 
в среду инкубации антагонистов кальмодули­
на – 10 мкМ кальмидазолиума или 100 мкМ 
трифлуопиразина – приводит к полному ин­
гибированию накопления Са2+ в митохондри­
ях. Эти антагонисты кальмодулина вызывают 
также деполяризацию митохондриальной мем­
браны, что было установлено в экспериментах 
с использованием потенциалчувствительного 
флуоресцентного зонда TMRM. Высказыва­
ется предположение о том, что ингибирующее 
действие антагонистов кальмодулина на акку­
муляцию ионов Са в митохондриях миометрия 
может происходить как при ингибировании 
непосредственно Са2+-унипортера, так/или 
вследствие диссипации мембранного потенциала.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: проточная цито­
метрия, изолированные митохондрии, мем­
бранный потенциал, Са2+, гладкие мышцы.

use of flow cytometry method 
to determine ca2+ content 
in mitochondria and influence 
of calmodulin antagonists 
on it
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S. O. Kosterin
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Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv;
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S u m m a r y

Ca ions accumulation in isolated myometrium 
mitochondria was investigated using flow cytomet­
ry and fluorescent probe fluo 3-AM. The addition 
of 1 mM of Ca2+ and 5 µM of A23187 to the in­
cubation medium resulted in the shift to the right 
of geometrical peak position of fluorescence probe 
intensity compared with that registered in the ab­
sence of Ca ions. The increase of Ca concentration 
in the medium resulted in the increase of fluores­
cence intensity. In the conditions of Ca2+-uniporter 
functioning modelling the probe fluorescence in­
tensity also increased depending on an increase of 
Ca concentration and did not change at primary 
presence of the 1 µM CCCP. Ca2+ accumulation in 
mitochondria was completely inhibited by 10 µМ 
calmidazolium or 100 µМ trifluoperazine, known 
as calmodulin antagonists. It was also shown that 
these calmodulin antagonists caused mitochondria 
membrane depolarization. The membrane poten­
tial was measured using fluorescent probe TMRM. 
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It is supposed that the inhibitory action of cal­
modulin antagonists on Са ions accumulation in 
myometrium mitochondria can occur due to direct 
inhibition of Ca2+-uniporter and/or due to mem­
brane potential dissipation.

K e y  w o r d s: flow cytometry, isolated mito­
chondria, membrane potential, Ca2+, smooth mus­
cles.
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