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ВПЛИВ МОДУЛЯТОРІВ АТФ-ЧУТЛИВИХ КАЛІЄВИХ КАНАЛІВ 
НА ФУНКЦІОНАЛЬНИЙ СТАН МІТОХОНДРІЙ ПЕЧІНКИ ЩУРІВ: 

РОЛЬ ТРАНСАМІНАЗНИХ РЕАКЦІЙ

АТФ-чутливі калієві канали були відкриті А.Номою у 1983 році на 
ізольованих мембранах кардіоміоцитів мурчаків [9]. З тих пір увага дос­
лідників та фармакологів зосереджена на встановленні їх структури, меха­
нізмів функціонування і регуляції активності. Виявлено, що цей тип кана­
лів має виняткове значення у забезпеченні взаємозв’язку між матаболічним 
статусом і збудливістю мембрани клітини, а у деяких типах клітин (попе-
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речносмугасті і гладкі м’язи, нейрони, р-клітини підшлункової залози) 
опосередковує дію гормонів і трансмітерів. КАтф канали активуються у 
відповідь на метаболічний стрес, викликаний зниженням рівня АТФ у 
клітині [7].

Відомо, що резистентність організму до гіпоксії різного генезу 
обумовлена функціональними змінами мітохондріальних ферментних 
комплексів, які за умов зниженого парціального тиску кисню виконують 
роль регулятора і модулятора основних кисень-запежних процесів орга­
нізму [3]. Метою нашої роботи було дослідження впливу активатора К Ат ф  

каналів пінацидилу, блокаторів цих каналів глібенкламіду і толбутаміду на 
показники функціонального стану мітохондрій печінки, пов’язаних із 
роллю субстратів дихального ланцюга мітохондрій, які забезпечують ін­
тенсивне переамінування, у щурів з різною резистентністю до гіпоксії.

Матеріали і методи
Дослідження проведено на 48 щурах-самцях лінії Вістар масою 0,2- 

0,22 кг, які утримувались в умовах віварію на стандартному раціоні. Перед 
дослідженням щурів поділили на дві групи з високою (ВР) і низькою 
резистентністю (НР) до гіпоксії за методом В.Я.Березовського [1]. З цією 
метою тварин поміщали у барокамеру, в якій створювали розрідження по­
вітря, що відповідає висоті “підйому” на висоту 11000 м над рівнем моря. 
Час виживання за цих умов, які оцінювали за появою другого атонального 
вдиху або судом, слугував показником резистентності. Для щурів із ВР він 
складав 7-9 хв, а для НР -  до трьох. У дослідженнях щурів використо­
вували після 14-добової перерви з метою реабілітації. Після цього твари­
нам парентерально вводили: 1 мл фізіологічного розчину (контроль), 
пінацидил (0,06 мг/кг), глібенкламід (1 мг/кг) або толбутамід (1 мг/кг). Час 
дії препаратів складав 30 хв, після чого тварин швидко декапітували.

Мітохондрії (МХ) печінки виділяли методом диференціального цент­
рифугування зі збереженням нативності ізольованих органел. Процеси 
дихання та окиснювального фосфорилювання досліджували полярографіч­
ним методом [4] з використанням закритого електрода Кларка і полярогра­
фічного аналізатора РА-7. Середовище гомогенізації містило для печінки 
(в мМ): КСІ -  120, К2С 03 -  2, НЕРЕ5 -  10, ЕСТА -  1, рН 7,2. Функціо­
нальний стан МХ досліджували методом Чанса та Вільямса [6]. Середо­
вище інкубації містило (в мМ): КСІ -  120, КН2Р04-  2, НЕРЕ8 -  10, рН 7,2. 
Як субстрати окиснення використовували 3 мМ глутамат і ЗмМ піруват, 
ЗмМ піруват і 2,5мМ малат. У інгібіторному аналізі додатково використо­
вували з цими субстратами окиснення 2мМ амінооксиацетат -  інгібітор 
переамінування. Дихання стимулювали додаванням 200 мкМ АДФ. За 
отриманими полярограмами розраховували: швидкість фосфорилюючого 
(в метаболічному стані 3 за Чансом, У3) та контрольованого (в метаболіч­
ному стані 4, У4) дихання МХ, дихальний контроль за Чансом (У3/У4), 
коефіцієнт ефективності фосфорилювання АДФ/О та швидкість фосфори-
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лювання Уф [6; 7]. Концентрацію білка вимірювали за Лоурі [8]. Інтенсив­
ність процесів ліпопероксидації оцінювали за нагромадженням ТБК-реак- 
тивних продуктів у тканині печінки [5]. Результати досліджень обробляли 
статистично, використовуючи критерій І Стьюдента.

Результати досліджень та їх обговорення
Як засвідчують результати наших досліджень, вихідні механізми функ­

ціонального стану МХ печінки у тварин з різною резистентністю до гіпоксії 
значно відрізняються. Передусім це стосується величин У3, спряженості 
процесів дихання і фосфорилювання та ефективності процесів окиснюваль- 
ного фосфорилювання (ОФ), які є значно вищими саме для щурів з ВР. 
Отримані зміни досліджено за умов окиснення ЗмМ глутамату і ЗмМ піру- 
вату, ЗмМ пірувату і 2,5мМ малату і наведено у таблицях 1 і 2. Таким чи­
ном, вихідні механізми фізіологічної реактивності, які можуть модифіку­
вати стан процесів мітохондріального енергозабезпечення, повинні врахову­
ватися за умов дослідження впливу різних фармакологічних препаратів.

Досліджено, що парентеральне введення активатора КАтф каналів 
пінацидилу спричиняло виражену активацію мітохондріального дихання 
печінки, яке стосувалося передусім групи тварин із НР, при окисненні 
субстратів глутамату і пірувату на 32,74% (Р<0,05). Зокрема, це стосува­
лося збільшення величини дихального контролю за Чансом, але не ефек­
тивності процесів окиснювального фосфорилювання (АДФ/О). Остання 
залишалась зниженою на 10,8% порівняно з контролем, проте досліджені 
зміни мали лише тенденцію до вірогідності. Для групи тварин із ВР 
введення пінацидилу супроводжувалося зниженням як величини дихаль­
ного контролю (на 21,55%, Р<0,05), так і АДФ/О. Отже, парентеральне 
введення екзогенного активатора КАТф каналів засвідчило різноспрямовані 
ефекти впливу, які обумовлені різним вихідним функціональним станом 
організму (низька і висока резистентність до гіпоксії).

Оцінка ролі трансаміназних реакцій через переамінування, яке 
викликане окисненням субстратів глутамату і пірувату, супроводжувалося 
неоднозначними ефектами функціонального стану МХ під впливом інгібі- 
тора переамінування амінооксиацетату (АОА). Зокрема, для групи тварин 
із НР за цих умов досліджено зниження показника дихального контролю, 
що засвідчує величина спряженості процесів дихання і окиснювального 
фосфорилювання у МХ, на 15,18% (Р>0,05), проте ці зміни проходили на 
тлі вірогідного зростання інтенсивності поглинання кисню на 66,18% 
(Р<0,01). Для тварин із ВР вірогідних змін зазначених параметрів до­
сліджено не було. Отже, досліджені різнонаправлені зміни окиснення 
субстратів глутамату і пірувату у МХ, які пов’язані з функціонуванням 
аланінамінотрансферази, показують незначну роль цього метаболічного 
шляху перетворень у контрольній групі тварин.

Основною для розуміння механізму дії різних фармакологічних пре­
паратів, наприклад, активаторів КАТц> каналів, які використовуються у

Г.Ткаченко, Н.Кургалюк, О.Іккерт, С.Гордш Вплив модуляторів АТФ-чутливих калієвих
каналів на функціональний стан мітохондрій печінки щурів: роль трансаміназних реакцій
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клінічній практиці як потужні кардіопротекторні засоби, є оцінка ролі 
блокаторів цих каналів [7]. Блокатори К Ат ф  каналів (похідні сульфо- 
нілсечовини) уже понад 50 років використовуються як засоби, які стиму­
люють секрецію інсуліну у хворих на цукровий діабет II типу. Разом із 
тим, лише у 1985 році дослідники виявили клітинні структури, з якими 
взаємодіють ці сполуки, і зовсім недавно -  молекулярні механізми дії по­
хідних сульфонілсечовини. Виявилося, що останні коплексуються з певни­
ми ділянками трансмембранних доменів субодиниць КАТф каналу. Так, 
блокатор цих каналів глібенкламід комплексується з першими п’ятьма, а 
толбутамід -  з 12-17 трансмембранними канальними доменами, що свід­
чить про модульну структурну і функціональну організацію КАТФ каналів 
[10]. Тому, можливо, парентеральні ефекти впливу двох зазначених блока­
торів КАтф каналів були нерівнозначними для двох груп щурів в оцінці ролі 
протікання реакцій переамінування.

Таблиця 1. Зміни показників АДФ-стимульованого дихання мітохондрій печінки 
щурів із різною резистентністю до гіпоксії під впливом пінацидилу, глібенкламіду 

і толбутаміду при окнснениі ЗмМ глутамату, 2,5мМ малату та інгібіторе 
переамінування ІмМ амінооксиацетату (М±ш, п=6)

Вісник Прикарпатського університету Серія Біологія. Випуск ПІ.

Умови досліду Дихальний ЛДФ/О, Дихальний АДФ/О,
контроль, мкмоль АДФ/ 

нг ат О
контроль,

Vз/V4
мкмоль АДФ/ 

нг ат О
3 мМ глутамат і 2,5 мМ малат 3 мМ глутамат, 2,5 мМ 

малат і 1 мМ
амінооксиацетат

Контроль
НР 3,75±0,21 2,26±0,11 2,56+0,17 2,67+0,14
ВР
Пінацидил

3,79±0,24 2,54±0,13 2,23+0,16 1,13+0,07

НР 3,90+0,28 1,36+0,07* 2,15+0,09 1,37+0,08*
ВР
Глібенкламід

2,21 ±0,21* 1,63+0,12* 3,14+0,14* 1,04+0,04

НР
ВР
Толбутамід

2,53+0,18*
2,20±0,16*

і,37±о,и*
1,34±0,12*

2,39+0,11
1,75+0,10*

1,24+0,08*
1,31+0,07

НР
ВР 3,34±0,20 1,24+0,10* 2,33+0,13* 1,55+0,09*

1,82+0,13* 1,04±0,05* 2,37+0,11 1,31+0,09
Примітка: тут і далі * -  достовірні зміни між введенням препаратів і контролем.

Якщо для тварин із НР під впливом глібенкламіду не досліджено 
зниження величини дихального контролю, то для особин із ВР воно стано­
вило 27,87% (РОДИ) порівняно з контролем. Аналогічне зниження отри­
мали в групі тварин із ВР під впливом толбутаміду. У всіх випадках неза­
лежно від резистентності до гіпоксії показано вірогідне зниження величи­
ни ефективності процесів ОФ. Таким чином, дія блокаторів КАТФ каналів
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спрямована на зниження поглинання кисню ізольованими МХ і ефектив­
ності його утилізації.

Під впливом інгібітора переамінування АОА у МХ печінки спосте­
рігали підвищення величини дихального контролю у тварин із НР при 
введенні гілібенкламіду на 24,91% (Р<0,05) та толбутаміду -  лише на 
2,81%. Протилежні зміни досліджено для тварин із ВР: під впливом обох 
блокаторів встановлено близьке до вірогідного зниження зазначеного 
показника на 18,83% (дія глібенкламіду) і на 34,42% (Р<0,01) (дія толбу­
таміду). Для обидвох блокаторів КАТФ каналів показано достовірне зни­
ження величини ефективності ОФ, що може засвідчувати про ушкоджу- 
ваність функціонування органел.

Вивченню ролі процесів переамінування за участю аспартатаміно- 
трансферази, що показує окиснення субстратів глутамату і малату, присвя­
чений наш наступний етап роботи (табл.2). Відомо, що підвищення стій­
кості до дії гіпоксичних ушкоджень на мітохондріапьному рівні визначене 
функціонуванням “швидкого” циклу Кребса і механізмами його “шунту­
вання”. Дослідженнями показано, що роль шунта відіграє аспартатаміно- 
трансфераза, активність якої вища від активності вузьких етапів циклу -  
цитратсинтази та ізоцитратдегідрогенази -  і повністю може зіставлятися з 
активністю сукцинатдегідрогенази [2].

Таблиця 2 Зміни показників АДФ-стимульованого дихання мітохондрій печінки 
щурів із різною резистентністю до гіпоксії під впливом пінацидилу, глібенкламіду 

і толбутаміду при окисненні ЗмМ глутамату, ЗмМ пірувату та інгібіторе 
переамінування ІмМ амінооксиацетату (М±ш, п=6)
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Умови
досліду

Дихальний
контроль,

УзЛ/4

АДФ/О, 
мкмоль 
АДФ/ 
нг ат О

Дихальний
контроль,

У3/У4

АДФ/О, 
мкмоль 
АДФ/ 

нг ат О

3 мМ глута 
пірл

імат і 3 мМ 
/ват

ЗмМ глутамат, 3 мМ піруват, 
1 мМ амінооксиацегат

Контроль
НР 3,36+0,18 1,39+0,07 2,85+0,20 2,31+0,16
ВР 3,48±0,15 1,36+0,07 3,08+0,24 1,33+0,12
Пінацидил
НР 4,46+0,21* 1,24+0,04 3,13+0,18 1,29+0,10*
ВР 2,73+0,18* 1,34+0,05 3,20+0,24 1,37+0,09
Глібенкламід
НР 3,42+0,21 1,03+0,07* 3,56+0,23* 0,82+0,04*
ВР 2,51+0,18* 0,86+0,04* 2,50+0,17 0,74+0,04*
Толбутамід
НР
ВР 2,86+0,20 1,01+0,05* 2,93+0,25 0,90+0,05*

2,63+0,17* 0,76+0,04* 2,02+0,14* 0,89+0,03*
Примітка: тут і далі * -  достовірні зміни між введенням препаратів і контролем
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Введення пінацидилу супроводжувалося вірогідним зниженням вели­
чини дихального контролю на 41,69% (Р<0,01) у групі тварин із ВР і 
АДФ/О в обидвох групах тварин. Інгібітор переамінування АОА у групі 
тварин із НР викликав з тенденцією до вірогідності зниження показника 
дихального контролю, а у групі тварин із ВР, навпаки, достовірне підви­
щення цього значення. АДФ/О незалежно від резистентності до гіпоксії за­
лишалася зниженою.

Отже, активатор КАТФ каналів реалізує ефекти впливу через трансамі- 
назний шлях постачання субстратів у цикл Кребса, оскільки він нівелю­
вався введенням інгібітора переамінування. Це підтверджують також наші 
результати дослідів щодо парентерального введення блокаторів КАТФ ка­
налів глібекламіду і толбутаміду.

Зазначені зміни полягали у зниженні величин спряженості та ефектив­
ності процесів дихання та окиснювального фосфорилювання у МХ. Однак 
зростання швидкості окиснювального фосфорилювання супроводжується 
вірогідним зниженням спряженості дихання у МХ і його ефективності, що 
може виступати однією з причин інтенсифікації процесів ліпопероксидації 
(рис. 1).

Вісник Прикарпатського університету. Серія Біологія. Випуск НІ.

ТБК-реактивні продукти

Толбутамід

Глібенкламід

ГІнацидил

Контроль

нМг я н р  п в р

Рис. 1. Вміст ТБК-реактивних продуктів у тканині печінки 
за умов введення пінацидилу, глібенкламіду і толбутаміду щурам із різною 

резистентністю до гіпоксії.

Отже, отримані нами результати можуть вказувати на принципово різ­
ні шляхи реалізації впливу блокаторів КАтф каналів на процеси дихання і 
окиснювального фосфорилювання у мітохондріях печінки тварин, що зале­
жать від генетично обумовленої резистентності до гіпоксичного фактора. 
Активація мітохондріапьного дихання у тварин із НР, отримана нами при 
використанні субстратів окиснення глутамату і малату, може бути пов’я­
зана з відомою роллю аспартатамінотрансферази і опосередковує ефекти
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активаторів КАтф каналів у мітохондріях. Це може бути важливим чинни­
ком у корекції процесів гіпоксичного ушкодження, що супроводжує роз­
виток і перебіг багатьох патологічних станів організму.
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МООІЛЬАТОКЗ ОР АТР-5ЕК51ТІУЕ РОТА53ЮМ СНАМКЕБЗ ІИРШЕМСЕ П9 

МІТОСНОКОКІАЬ РШСТЮКАЕ 5ТАТЕ ОР ІЛУЕК: КОЬЕ ОР ТІШ45АМІКА5Е
КЕАСТЮИ

Оп Уі/ізіаг гаїз \уііЬ Оіїїегепі гезізіапсе Іо Ьурохіа Ьауе Ьееп зіиЬіеЛ гоїе оГ 
Ігапзатіпазе епег£у зиррогї \уауз іп тіюсЬопсІпа ууітЬ изіп§ зисії зиЬзІгаїез оГ охісіаііоп аз 
£ІиіатаІе апсі рігиуаіе (аІапіпатіпо(гапзГегазе), §1иІатаІе ап<1 шаіаіе (азрагіаіатіпоігапз- 
Гегазе) ипОег іщесііоп оГ АТР-зєпзіііує роїаззіит сЬаппеїз орепег (ріпасісШІ) ап<1 Ьіоскегз 
(§1іЬепс1атіс1е, ІоІЬиІатісІе). \Уе изесі іпЬіЬііог оГ ігапзатіпазе геасііоп 1 тМ  атіпо- 
охіасеїаіе. ТЬе іпПиепсе оГ ріпасісШ тесііаіесі Ьу Ігапзатіпазе \уау беаі \уііЬ Ьіпсііопаї 
асііуііу о ї азраПаІатіпоІгапзГегазе. ЕіТесїз оГ АТР-зєпзіііує роїаззіит сЬаппеїз Ьіоскегз 
Ьеаі \уііЬ бесгеазіп§ оГ гезрігаїогу гаїіо, еГґісасу оГ охісіаііуе рЬозрЬогуїаІіоп іп гаї ііуєг 
тіїосЬопсЬіа алеї іпІепзіГісаІіоп оПіріО регохісіаііоп ргосеззез.
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