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Вплив аденозиндифосфату на дихання мітохондрій 
in situ ацинарних клітин підшлункової залози щурів 

Досліджено вплив адензиндифосфату (АДФ) на дихання мітохондрій in situ ацинарних клітин під-
шлункової залози. Для цього використано модель оброблених дигітоніном панкреатичних ацинусів. 
Встановлено, що сукцинат або суміш пірувату, глутамату і малату інтенсифікували дихання 
пермеабілізованих клітин. АДФ у низькій концентрації (100 мкмоль/л) не впливав на швидкість 
споживання кисню. Тоді як за вищої його концентрації (750 мкмоль/л) спостерігалася короткочасна 
інтенсифікація дихання у номінально безкальцієвому середовищі. За зниження вмісту Са2+ у середо-
вищі до 100 нмоль/л АДФ не впливав на споживання кисню, а швидкість дихання, стимульованого 
сумішшю пірувату, глутамату і малату, зросла. Швидкість сукцинатстимульованого дихання не 
залежала від вмісту Ca2+ у середовищі. Наявність АТФ у середовищі знижувало стимулювальну 
дію АДФ, але збільшувало її тривалість. Однак ефекти АДФ не блокувались олігоміцином як за 
окиснення сукцинату, так і суміші пірувату, глутамату і малату. Отже, інтенсифікація дихання 
пермеабілізованих ацинарних панкреацитів при додаванні у середовище АДФ, яка проявляється 
лише за підвищеного вмісту Са2+ у середовищі, не пов’язана з окисним фосфорилюванням. Виявле-
ний ефект АДФ може бути новим «функціональним маркером» розвитку патологічних процесів у 
мітохондріях ацинарних панкреацитів.
Ключові слова: ацинарні панкреацити, мітохондрії in situ, споживання кисню, Са2+, АДФ.

ВСТУП

У фізіології важливо застосовувати ті методи, 
які дають можливість найкраще спостерігати 
за певним процесом і чинять на нього міні-
мальний вплив. Це стосується і біоенергети-
ки. Останнім часом спостерігається відхід 
від класичних методів, які давали змогу 
досліджувати кінетику окисних процесів 
на субклітинних елементах: ізольованих 
мітохондріях, мікросомах, екстрактах водо-
розчинних ферментів чи їхніх системах, а 
також ізольованих мембранних ферментах, 
вбудованих у штучні мембрани. Застосування 
такого підходу дало знання про структуру, 
функції та можливості регуляції окисних сис-
тем клітини. Проте це аж ніяк не значить, що 
ми можемо перенести ці знання на реальну 
динаміку окисних процесів у живій клітині 
за різних її станів. Саме для цього розробля-
ють методи, які дають змогу аналізувати стан 
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мітохондрій у клітинах. До таких належать, 
зокрема, ядерно-магнітний резонанс і флуо-
ресцентні методи. І хоча останні дають мож-
ливість з високою точністю та наближеністю 
до умов in vivo в реальному часі аналізувати 
вміст ключових «діючих осіб» мітохондріаль-
ного окиснення – відновленого нікотинаміда-
деніндинуклеотиду (НАДH), відновленого 
флавінаденіндинуклеотиду (ФАДH2), АТФ, 
мітохондріального мембранного потенціалу 
[16, 22–24], вони втрачають переваги методів-
попередників. А саме, обмежується доступ 
до мітохондрій речовин, непроникних через 
плазматичну мембрану – іонів, субстратів 
окиснення, аденілових нуклеотидів, деяких 
специфічних активаторів чи інгібіторів; це 
не дає можливості повністю контролювати 
чи модифікувати склад внутрішньоклітин-
ного середовища для виявлення та аналізу 
механізмів дії певних досліджуваних чинни-
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ків. Щоб подолати ці недоліки, проникність 
плазматичної мембрани для досліджуваних 
речовин збільшують за допомогою хімічної 
пермеабілізації або застосовуючи методи 
patch-clamp і двофотонної лазерної мікро-
скопії [7, 8, 23].

Нашу увагу привернув метод дослідження 
дихання мітохондрій у пермеабілізованих 
клітинах, або за умов in situ, апробований на 
м’язових клітинах [14, 19], гепатоцитах [1] і 
клітинах лімфоми [11]. Цей підхід є одним 
із способів поєднати переваги дослідження 
дихання ізольованих мітохондрій та цілісних 
клітин. Він полягає у селективній пермеабілі-
зації плазматичної мембрани неіонним детер-
гентом дигітоніном із подальшою реєстрацію 
споживання кисню за різних метаболічних 
станів мітохондрій, які близькі до станів 
ізольованих мітохондрій, описаних Чансом 
та Вільямсом [5]. Як стверджують піонери 
цього методу [14, 19], такий підхід має кілька 
переваг: збережені взаємозв’язки мітохондрій 
з іншими органелами, мітохондрії не зазна-
ють пошкоджень у процесі пермеабілізації 
плазматичної мембрани, для аналізу достат-
ньо порівняно невеликої кількості тканини.

У попередньому дослідженні [15] ми 
підібрали умови пермеабілізації та спробува-
ли змоделювати стани мітохондрій in situ 
ацинарних панкреацитів, близькі до станів 
за Чансом. Однак ми не виявили стимулю-
вальної дії АДФ на дихання пермеабілізо-
ваних ацинарних панкреацитів. Метою цієї 
роботи було детально дослідити вплив АДФ 
на дихання мітохондрій in situ ацинарних 
панкреацитів за різних умов інкубації. 

МЕТОДИКА

Досліди виконані на білих нелінійних щурах-
самцях масою 250–300 г. Тварин утримували 
в стаціонарних умовах віварію за постійної 
температури на основному раціоні. Щурів 
наркотизували хлороформом, після чого дека-
пітували, робили розтин черевної порожнини 
і швидко видаляли підшлункову залозу.

Усі маніпуляції з тваринами проводились 
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».

Суспензію ізольованих панкреатичних 
ацинусів отримували з використанням ко-
лагенази (220  од./мл) за модифікованим 
методом Вільямса і співавт. [25], як описано 
раніше [15]. Клітини (мінімальна кількість 
400) підраховували за допомогою камери 
Горяєва. Для оцінки цілісності плазматичної 
мембрани клітини фарбували трипановим 
синім (0,1 %). Кількість клітин з цілісними 
плазматичними мембранами становила не 
менше ніж 90 %. Після виділення ацинуси 
зберігали у базовому позаклітинному серед-
овищі у відкритій конічній колбі, струшуючи 
із частотою 120 циклів за 1 хв, за кімнатної 
температури. У колбу подавали свіже повітря, 
як і під час інкубації з колагеназою.

Для дослідження дихання мітохондрій 
in situ за окиснення екзогенних субстратів 
ми здійснювали пермеабілізацію плазматич-
ної мембрани з використанням дигітоніну. 
Ізольовані ацинуси центрифугували і замі-
нювали позаклітинне середовище на одне 
з середовищ інкубації пермеабілізованих 
панкреацитів. Після внесення суспензії у по-
лярографічну комірку додавали дигітонін (у 
розрахунку 50 мкг/106 клітин у 1 мл суспензії) 
[15]. Тривалість дії дигітоніну перед внесен-
ням субстрату окиснення становила 5 хв.

Швидкість споживання кисню визначали 
полярографічним методом [5]. Значення ди-
фузного струму реєстрували за допомогою 
полярографічної установки, зібраної на базі 
електрода Кларка, полярографа YSI 5300, 
потенціометра КСП-4, магнітної мішалки 
для розмішування суспензії та скляної тер-
мостатованої закритої комірки об’ємом 1,6 
мл. Дихання мітохондрій панкреатичних 
ацинусів in situ реєстрували за температури 
інкубації 37°С. Для активації ФАД-залежного 
шляху використовували як субстрат окиснен-
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ня сукцинат (5 ммоль/л), а для максимальної 
активації НАД-залежних шляхів – суміш 
пірувату, глутамату і малату (по 5 ммоль/л). 
Для стимуляції окисного фосфорилювання 
додавали АДФ до концентрації 100 або 750 
мкмоль/л. Кількість фосфорильованого АДФ 
розраховували, помноживши кількість по-
глинутого кисню у фазі стимуляції дихання 
АДФ на величину загальноприйнятих кое-
фіцієнтів P/O (1,6 – для сукцинату, 2,3 – для 
НАД-залежних субстратів [10]). Швидкість 
дихання розраховували, вважаючи, що в 1 мл 
розчинено 200 нмоль O2 [4].

Базове позаклітинне середовище містило 
(ммоль/л): NaCl – 140,0, KCl – 4,7, CaCl2 – 
1,3, MgCl2 – 1,0, HEPES–10,0, глюкоза – 10,0; 
бичачий сироватковий альбумін – 2,5 мг/
мл, соєвий інгібітор трипсину – 0,1 мг/мл; 
pH 7,4. У деяких випадках склад розчину 
модифікували: додавали колагеназу («Sig-
ma» або «Gibco», type IV, 220 од./мл) або 
підвищували вміст альбуміну до 40 мг/мл. 
Базове (ЕГТА-вмісне) середовище інкубації 
пермеабілізованих панкреацитів містило 
(ммоль/л): КCl – 127,0, NaCl – 20,0, KH2PO4 
– 2,0, MgCl2 – 1,0, ЕГТА – 1,0, CaCl2 – 0,28 
([Ca2+] = 10-7 моль/л), HEPES – 10,0; соєвий 
інгібітор трипсину – 0,1%; pH 7,2 [8]. Кон-
центрація вільного Са2+ була розрахована 
за допомогою програми Ca/Mg/ATP/EGTA 
Calculator v1 (http://maxchelator.stanford.edu). 
Також це середовище модифікували: не до-
давали ЕГТА і CaCl2, створюючи номінально 
безкальцієве середовище. Концентрація Ca2+ 
у ньому, визначена з допомогою Са2+-селек-
тивного електрода Corning Calcium 476041, 
становила 6,54±2,86 мкмоль/л (n = 6). Крім 
того, у деяких дослідженнях додавали АТФ 
у концентрації 2 ммоль/л.

Кожну серію досліджень проводили на 
3–5 окремих препаратах ацинусів, отрима-
них із різних тварин. Необхідні статистич-
ні розрахунки здійснювали за допомогою 
комп’ютера з використанням пакету програм 
Microsoft Office Excel. Результати представ-
лені як M ± m. Вірогідність різниці середніх 

арифметичних двох вибірок оцінювали за 
критерієм t Стьюдента. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Дослідження впливу АДФ на дихання перме-
абілізованих панкреацитів у різних середо-
вищах

Проникнення субстратів мітохондріаль-
ного окиснення через плазматичну мембрану 
клітини є обмеженим. Відомо, що плазматич-
на мембрана гепатоцитів майже непроникна 
для сукцинату та глутамату [9]. Доведено 
проникність через інтактну плазмалему аци-
нарних клітин підшлункової залози лише для 
пірувату [26] і глутамату [12]. Однак у наших 
попередніх дослідженнях піруват, глутамат, 
малат, сукцинат чи субстрат АТФ-синтази 
АДФ не стимулювали дихання суспензії ін-
тактних панкреатичних ацинусів [15]. Навіть 
якщо деяка кількість цих речовин і проникала 
у клітину, цього недостатньо для стимуляції 
дихання.

Власне, це й зумовило необхідність ви-
користання методу пермеабілізації плазма-
тичної мембрани для дослідження дихання 
мітохондрій in situ. Для цього ми застосували 
дигітонін – неіонний детергент, який селек-
тивно зв’язується із холестерином, утворює з 
ним нерозчинні комплекси, що й призводить 
до виникнення пор у плазматичній мембрані 
[17]. Вміст холестерину в плазмалемі на кіль-
ка порядків вищий, ніж у інших мембранах 
клітини [6]. Це дає змогу селективно перме-
абілізувати плазмалему, підібравши опти-
мальну концентрацію дигітоніну, що і було 
здійснено у попередніх дослідженнях [15].

Для того щоб перевірити проникність 
плазматичної мембрани для субстратів та 
інтактність мітохондрій пермеабілізованих 
клітин, експеримент проводили за такою 
схемою. У полярографічну комірку вносили 
суспензію інтактних ацинусів та протягом 
декількох хвилин реєстрували дихання. 
Після цього здійснювали пермеабілізацію 
плазматичної мембрани панкреацитів, дода-
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ючи дигітонін. Через 5 хв вносили субстрат 
окиснення, а згодом – 750 мкмоль/л АДФ. 

За інкубації у номінально безкальцієвому 
середовищі швидкість ендогенного дихання 
інтактних ацинарних панкреацитів, зібраних 
у ацинуси, становила 0,26 ± 0,04 нмоль О2 / 
(с . 106 клітин; рис. 1). Це дещо більше, ніж 
дихання повністю ізольованих ацинарних 
панкреацитів [13, 20]. Після додавання дигі-
тоніну ми спостерігали поступове зниження 
швидкості дихання, яка стабілізувалася 
приблизно через 3–5 хв. Новий стан виникав, 
очевидно, внаслідок заміни іонного складу 
цитозолю та виходу ендогенних субстратів 
окиснення із клітини в процесі пермеабілі-
зації і характеризувався нижчою на 35–45 % 
швидкістю споживання кисню порівняно з 
диханням інтактних ацинусів (P ≤ 0,05, n = 
5; рис. 1,а,б). Як і в попередніх дослідженнях 
на інших тканинах [1, 11], ФАД-залежний 
субстрат сукцинат суттєво інтенсифікував 
споживання кисню до 0,34 ± 0,04 нмоль 
О2 / (с . 106 клітин) (P ≤ 0,01, n = 5; див. рис. 
1,а). Наступне додавання АДФ інтенсифіку-

вало дихання ще на 98 ± 13 % (P ≤ 0,01, n = 
5; див. рис. 1,а, фаза 1). Після завершення 
стимулювальної дії АДФ швидкість дихання 
зменшувалась і була така сама, як і перед 
його додаванням (див. рис. 1,а, фаза 2). За 
використання ЕГТА-вмісного середовища 
швидкість дихання інтактних чи пермеабілі-
зованих панкреацитів у більшості випадків не 
відрізнялася від попередніх результатів (див. 
рис. 1,а,б). Однак, парадоксально, додавання 
до ЕГТА-вмісного середовища АДФ не сти-
мулювало дихання (див. рис. 1,а).

Дещо інші результати отримано за окис-
нення суміші пірувату, глутамату і малату 
(НАД-залежні субстрати). Додавання до 
номінально безкальцієвого середовища цих 
субстратів стимулювало дихання до 0,19 ± 
0,01 нмоль О2 / (с . 106 клітин) (P ≤ 0,01, n = 
5; див. рис. 1,б). Внесення АДФ на їхньому 
тлі призвело до стимуляції дихання ще на 
136 ± 21 % (P ≤ 0,01, n = 5; див. рис. 1,б, 
фаза 1). Як і в попередній серії, через деякий 
час швидкість дихання знижувалася до того 
самого рівня, як і перед додаванням АДФ 

Рис. 1. Вплив середовища інкубації на дихання пермеабілізованих ацинарних панкреацитів за окиснення сукцинату (а) 
або суміші пірувату, глутамату і малату (б): I – номінально безкальцієве середовище, II – ЕГТА-вмісне середовище; 1 – 
дихання інтактних клітин; 2 – додано дигітонін; 3 – додано субстрат окиснення; 4 – додано АДФ, фаза 1; 5 – АДФ, фаза 
2; * статистично вірогідна різниця щодо попереднього показника з P≤0,05, **P≤0,01; *** статистично вірогідна різниця 
щодо показника у номінально безкальцієвому середовищі з P≤0,05, **** з P≤0,001
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(див. рис. 1,б, фаза 2). У середовищі з ЕГТА 
субстрати окиснення сильніше стимулювали 
споживання кисню клітинами – до рівня, який 
на 27,1 ± 8,7% вищий, ніж за їх інкубації у 
номінально безкальцієвому середовищі. Як і 
за окиснення сукцинату, АДФ не стимулював 
дихання ацинарних клітин. Правда, у трьох 
окремих експериментах (результати не пред-
ставлені) ми не спостерігали інтенсифікації 
дихання за внесення АДФ незалежно від 
складу середовища.

Дослідження природи АДФ-стимульова-
ного дихання пермеабілізованих ацинарних 
клітин підшлункової залози

Під час подальшого аналізу показників 
окисного дихання і окисного фосфорилюван-
ня нашу увагу привернула надто короткочас-
на тривалість перебігу фази інтенсифікації 
споживання кисню після додавання АДФ 
за використання номінально безкальцієвого 
середовища (табл. 1). Відомо, що за умов 
in situ фаза АДФ-стимульованого дихання 
є здебільшого набагато тривалішою, ніж 
при дослідженні ізольованих мітохондрій 
(до декількох хвилин), і не припиняється 
навіть у часових рамках досліду [1, 11, 14, 
19]. Це можливо через високу активність 
внутрішньоклітинних АТФаз, які постійно 
підтримують достатню для окисного фосфо-
рилювання концентрацію АДФ.

Відповідно до незначної тривалості «ста-
ну фосфорилювання» значення коефіцієнтів 
P/O, розраховані як співвідношення кількості 
доданого АДФ до кількості поглинутого ато-
марного кисню у фазі стимуляції (див. рис. 
1,а,б, фаза 1), виявилися парадоксально ви-
сокими за всіх умов досліду. Так, відомо, що 

при інтактності мітохондрій ці коефіцієнти 
становлять, в середньому, 2,3 за окиснення 
субстратів НАД-залежних дегідрогеназ і 1,6 – 
за окиснення сукцинату [10]; для ізольованих 
мітохондрій не виявлено вищих коефіцієн-
тів, ніж 4 [10]. Одним з пояснень феномену 
надвисоких стехіометричних відношень P/O 
може бути те, що за умов підвищених концен-
трацій Ca2+ у внутрішньоклітинному середо-
вищі лише незначна частина доданого АДФ 
зазнає фосфорилювання. Якщо припустити, 
що за цих умов відношення P/O залишаються 
нормальними, то згідно з розрахунками фос-
форилюється лише 1–3% екзогенного АДФ 
(див. табл. 1). Отже, ймовірно, мітохондрії 
швидко втрачають здатність фосфорилювати 
АДФ у номінально безкальцієвому середови-
щі. Варто зазначити також, що визначення 
співвідношення P/O для окисного фосфо-
рилювання мітохондрій in situ може бути не 
зовсім коректним, оскільки вміст ендогенних 
аденілових нуклеотидів невідомий.

З іншого боку, можливим є і те, що сти-
муляція дихання за додавання АДФ взагалі 
не пов’язана з окисним фосфорилюванням. 
Для перевірки цієї гіпотези ми дослідили 
зміни швидкості дихання при послідовному 
внесенні різних доз АДФ. Вміст АДФ у ін-
тактних ацинарних панкреацитах становить 
0,36–1,07 нмоль / 106 клітин [13], а у дослі-
дженнях мітохондріального дихання застосо-
вують АДФ у концентраціях 0,1–1 ммоль/л [5, 
14, 19]. Якщо під час АДФ-стимульованого 
дихання відбувається фосфорилювання, три-
валість ефекту мала б залежати від доданої 
його кількості. Зазвичай активація окисного 
фосфорилювання ізольованих мітохондрій 

Таблиця 1. Показники окисного фосфорилювання мітохондрій ацинарних панкреацитів in situ за використан-
ня номінально безкальцієвого середовища

Умови досліду
Тривалість «стану 

фосфорилювання», с
Відношення 

P/O

Кількість фос-
форильованого 

АДФ, нмоль

Кількість  
фосфорильованого АДФ,  

% від доданого
Сукцинат 18,8±3,0 127,8±34,2 19,7±6,0 1,6±0,5

Піруват, глутамат, малат 17,5±2,3 140,8±17,7 20,7±2,9 1,7±0,2

Б.О. Манько, В.В. Манько
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проходить за досить низьких концентрацій 
АДФ (на рівні 10-4 моль/л). Але у наших 
дослідженнях внаслідок додавання у поляро-
графічну комірку 0,16 нмоль АДФ (кінцева 
концентрація 100 мкмоль/л) дихання не ін-
тенсифікувалося (n = 3; рис. 2,а,б). Наступ-
не внесення 1,2 нмоль/л АДФ (збільшення 
концентрації на 750 мкмоль/л) спричиняло 
тимчасову інтенсифікацію дихання. Якщо ж 
після завершення фази стимуляції повторно 
вносили ще 1,2 нмоль/л АДФ (збільшення 
концентрації ще на 750 мкмоль/л), його 
ефект на дихання був значно меншим, ніж 
попередній. Тобто меншими були швидкість 
стимульованого дихання (див. рис. 2,а,б), 
тривалість АДФ-стимульованого стану, і, 
відповідно, кількість кисню, поглинутого у 
цьому стані (P ≤ 0,05, n = 3; табл. 2). А тео-
ретично за умов повного фосфорилювання 
перших 1,2 нмоль/л АДФ ефект наступних 
1,2 нмоль/л мав би бути таким самим.

Для додаткової перевірки, чи АДФ-ін-
дукована стимуляція споживання кисню 
пов’язана з окисним фосфорилюванням, ми 
застосували інгібітор АТФ-синтази олігомі-
цин. Виявлено, що дихання інтактних клітин 
у номінально безкальцієвому середовищі 

приблизно наполовину знижується після 
додавання цього інгібітора (P ≤ 0,01, n = 3; 
див. рис. 2,а,б). Ендогенне дихання пермеа-
білізованих клітин не змінювалося внаслідок 
додавання олігоміцину. Швидкості субстрат- 
чи субстрат+АДФ-стимульованого дихання 
за наявності олігоміцину були нижчими на 
10–25 % (n = 3; див. рис. 2,а,б), однак ці зміни 
не виявилися статистично вірогідними. І це є 
парадоксальним, адже олігоміцин не усував 
стимуляції дихання при додаванні високих доз 
АДФ. Тому отримані результати підтверджують 
те, що АДФ-індукована стимуляція дихання не 
пов’язана із його фосфорилюванням. Причиною 
цього може бути порушення мітохондріальних 
функцій внаслідок того, що у номінально без-
кальцієвому середовищі концентрація Ca2+ є 
значно вищою, ніж фізіологічна.

Так, у недавніх дослідженнях, проведених 
на ізольованих мітохондріях панкреацитів 
[18], показано, що вже за мікромолярних кон-
центрацій Ca2+ деполяризується внутрішня 
мембрана мітохондрій підшлункової залози. 
Цікаво, що класичний блокатор мітохон-
дріальної пори неспецифічної проникності 
циклоспорин А лише наполовину блокував 
деполяризацію мітохондріальної мембрани і 
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Рис. 2. Вплив олігоміцину та різних доз АДФ на дихання пермеабілізованих ацинарних панкреацитів у номінально без-
кальцієвому середовищі за окиснення сукцинату (а) або суміші пірувату, глутамату і малату (б): I – контроль; II – оліго-
міцин; 1 – дихання інтактних клітин; 2 – додано дигітонін; 3 – додано субстрат окислення; 4 – додано 0,16 нмоль АДФ; 
5 – додано 1,2 нмоль АДФ, фаза 1; 6 – АДФ, фаза 2; 7 –додано ще 1,2 нмоль АДФ, фаза 1; 8 – АДФ, фаза 2;* статистично 
вірогідна різниця щодо контролю з P≤0,05
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не пригнічував вихід цитохрому с з них. Нато-
мість, блокатор мітохондріального транспор-
тера аденінових нуклеотидів бонгкрекова 
кислота, а також АДФ у високій (!) концен-
трації повністю інгібували вихід цитохрому 
с і запобігали деполяризації [18]. Вважають, 
що цей транспортер є або компонентом ак-
тивної циклоспоринчутливої пори неспеци-
фічної проникності, або суттєво впливає на 
її стан [2]. Отже, АДФ, як і бонгкрекова кис-
лота, зв’язуючись із транспортером, якимось 
чином впливає на функціонування циклоспо-
ринчутливої пори неспецифічної проникності 
за перевантаження мітохондрій Ca2+.

Ми припустили, що інтенсифікація дихан-
ня мітохондрій in situ ацинарних панкреатитів 
внаслідок додавання АДФ теж пов’язана зі 
зміною стану мітохондріального транспор-
тера аденінових нуклеотидів. На наступному 
етапі було досліджено вплив АТФ (речовини, 
що також впливає на стан цього транспор-
тера) на АДФ-індуковані зміни дихання за 
окиснення субстратів НАД-залежних дегід-
рогеназ. Для цього здійснювали преінкубацію 
пермеабілізованих клітин з АТФ (2 ммоль/л) 
у номінально безкальцієвому середовищах 
протягом 15 хв. АТФ статистично вірогідно 
підвищував швидкість субстратстимульо-
ваного дихання, але до внесення у комірку 
АДФ. Швидкість АДФ-стимульованого ди-
хання, навпаки, знижувалася (P ≤ 0,05 або ≤ 

0,01, n = 5; рис. 3). Ймовірно, що швидкість 
субстратстимульованого дихання зростала 
внаслідок кращого збереження клітинних 
функцій за наявності АТФ, наприклад, 
уможливлення функціонування Са2+-помп 
ендоплазматичного ретикулума, що усували б 
надлишковий Са2+ із середовища [21]. Проте 
не виключаємо можливості збільшення пулу 
ендогенного АДФ за активації внутрішньо-
клітинних АТФаз. Відсутність впливу АТФ 
на дихання після додавання АДФ вказує на 
зміну функціонального стану мітохондрій, 
природа якої залишається невідомою.

Рис. 3. Вплив АТФ та АДФ на дихання пермеабілізованих 
ацинарних панкреацитів: I – контроль; II – АТФ; 1 – суб-
стратстимульоване дихання; 2 – АДФ (фаза 1, стимуляція); 
3 – АДФ (фаза 2, після стимуляції); * статистично вірогідна 
різниця щодо контролю, P≤0,05, **P≤0,01

Таблиця 2. Параметри АДФ-стимульованого дихання пермеабілізованих ацинарних панкреацитів за дії оліго-
міцину

Умови досліду 
Тривалість активного дихання  

після додавання АДФ, с

Кількість поглинутого кисню  
у стані активного дихання після  

додавання АДФ, нмоль О2

контроль олігоміцин Контроль олігоміцин

Сукцинат
АДФ 1 50,7±24,6 39,3±17,8 6,24±0,92 4,42±0,86

АДФ 2 21,3±9,4 12,6±4,3 1,21±0,34* 0,82±0,48*

Піруват, глута-
мат, малат

АДФ 1 21,3±4,7 22,0±3,8 4,73±1,17 4,71±1,76

АДФ 2 9,97±2,7 15,0±5,0 0,93±0,31* 1,98±1,02*
Примітка: АДФ 1 – перше внесення 1,2 нмоль АДФ; АДФ 2 – друге внесення 1,2 нмоль АДФ; * стати-
стично вірогідна різниця щодо показника при першому внесенні АДФ з P≤0,05.
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АТФ, поряд із зниженням швидкості 
АДФ-стимульованого дихання, статистично 
вірогідно підвищив тривалість цієї фази від 
21,96±1,64 до 63,18±16,50 с (P ≤ 0,05, n = 5). 
Фактично, наявність АТФ не вплинула на 
кількість спожитого кисню у фазу АДФ-сти-
мульованого дихання, а лише «розтягнула» 
ефект АДФ у часі. Оскільки АДФ-індукована 
інтенсифікація дихання не пов’язана із фос-
форилюванням, інгібіторний вплив АТФ ре-
алізується, очевидно, через модуляцію актив-
ності транспортера аденінових нуклеотидів.

Варто зазначити, що у пермеабілізованих 
ацинарних панкреацитах наявна, ймовірно, 
достатня кількість ендогенного АДФ для 
підтримання фосфорилювання. Адже відомо, 
що після пермеабілізації у цитозолі та мі-
тохондріях гепатоцитів залишаються високі 
його запаси [3]. Це підтверджується тим, що 
у середовищі із фізіологічною концентра-
цією Ca2+ (100 нмоль/л) олігоміцин суттєво 
знижував швидкість субстратстимульовано-
го дихання [15]. Тобто вже після додавання 
екзогенних субстратів до пермеабілізованих 
ацинарних панкреацитів виникає стан мі-
тохондрій, подібний до стаціонарного стану 
3 за Чансом [5].

Натомість у середовищі з підвищеною 
концентрацією Ca2+ (номінально безкальціє-
вому) спостерігався аномальний ефект АДФ 
зниження швидкості дихання за окиснення 
субстратів НАД-залежних дегідрогеназ. Ви-
ходячи з наведених даних, ми припускаємо, 
що за умов підвищеної концентрації Ca2+ та, 
ймовірно, деполяризації мітохондрій [18], 
екзогенний АДФ у високій концентрації здат-
ний стимулювати дихання завдяки зв’язуван-
ню з транспортером аденінових нуклеотидів 
та/або зміною стану циклоспоринчутливої 
пори неспецифічної проникності [2]. Ін-
гібування пори при додаванні АДФ повинне 
впливати на такі характеристики мітохондрій, 
як мембранний потенціал, внутрішньомі-
тохондріальний іонний склад чи набрякання. 
Очевидно, це відображається у зафіксованій 
нами короткочасній інтенсифікації дихання. 

Проте для підтвердження цієї гіпотези слід 
провести дослідження впливу АДФ на інші 
мітохондріальні показники, зокрема, потен-
ціал мітохондрій з використанням потенціал-
чутливих мітохондріальних барвників.

За використання номінально безкальцієво-
го середовища мітохондрії зберігають певну 
функціональну активність, а не гинуть повні-
стю. Про це свідчить стимуляція дихання пер-
меабілізованих клітин субстратами окиснення. 
Відомо також, що у номінально безкальцієвому 
середовищі мітохондрії пермеабілізованих 
ацинарних панкреацитів здатні впродовж три-
валого періоду інтенсивно акумулювати Са2+ 
[20]. Тому ми вважаємо, що за умов викори-
стання номінально безкальцієвого середовища 
мітохондрії in situ характеризуються лише 
частковим порушенням функцій, що відповідає 
початковим етапам розвитку патологічних про-
цесів, зокрема, апоптозу [18]. У зв’язку із цим 
виявлений ефект короткочасної інтенсифікації 
дихання за дії високої концентрації АДФ може 
бути новим «функціональним маркером» па-
тологічних процесів у мітохондріях підшлун-
кової залози, а також ключем для розуміння 
механізмів їх розвитку.

Автори висловлюють щиру подяку доцен-
тові кафедри анатомії і фізіології Львівського 
державного університету фізичної культури, 
кандидатові біологічних наук Гриньків М. Я. 
за надану методичну допомогу.

Б.А. Манько, В.В. Манько 

ВЛИЯНИЕ АДЕНОЗИНДИФОСФАТА  
НА ДЫХАНИЯ МИТОХОНДРИЙ IN SITU 
АЦИНАРНЫХ КЛЕТОК ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ 
ЖЕЛЕЗЫ КРЫС

Исследовано влияние адензиндифосфата (АДФ) на дыха-
ния митохондрий in situ ацинарных клеток поджелудочной 
железы. Для этого использована модель обработанных 
дигитонином панкреатических ацинусов. Установлено, 
что вследствие добавления сукцината или смеси пирувата, 
глутамата и малата дыхание пермеабилизованых клеток 
интенсифицировалось. АДФ в низкой концентрации (100 
мкмоль/л) не влиял на скорость поглощения кислорода. 
Тогда как при более высокой его концентрации (750 
мкмоль/л) наблюдалась кратковременная интенсифика-
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ция дыхания в номинально безкальциевой среде. При 
снижении содержания Са2+ в среде до 100 нмоль/л АДФ 
не влиял на поглощения кислорода, а скорость дыхания, 
стимулированного смесью пирувата, глутамата и малата, 
выросла. Скорость сукцинатстимулированного дыхания 
не зависела от содержания Са2+ в среде. Наличие АТФ в 
среде снижало стимулирующее действие АДФ, но уве-
личивало его продолжительность. Однако эффекты АДФ 
не блокировалась олигомицином как при окислении сук-
цината, так и смеси пирувата, глутамата и малата. Таким 
образом, интенсификация дыхания пермеабилизованих 
ацинарных панкреацитов при добавлении в среду АДФ, 
проявляющаяся только при повышенной содержания Са2+ 
в среде, не связана с окислительным фосфорилированием. 
Обнаруженный эффект АДФ может быть новым «функци-
ональным маркером» развития патологических процессов 
в митохондриях ацинарных панкреацитов.
Ключевые слова: ацинарные панкреациты, митохондрии 
in situ, поглощение кислорода, Са2+, АДФ.
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INFLUENCE OF ADENOSINE DIPHOSPHATE 
ON RESPIRATION OF RAT PANCREATIC 
ACINAR CELLS MITOCHONDRIA IN SITU

The influence of adenosine diphosphate (ADP) on respiration 
of pancreatic acinar cell mitochondria in situ was studied. The 
model of digitonin-treated pancreatic acini was used. It was 
found that succinate or a mixture of pyruvate, glutamate and 
malate intensified respiration of permeabilized cells. Low ADP 
concentration (100 μM) did not influence the rate of oxygen 
uptake, whereas at higher concentration (750 μM) brief inten-
sification of respiration was observed when using nominally 
Ca2+-free medium. When the medium with 100 nM Ca2+ was 
used, ADP had no effect on oxygen uptake, while the rate of 
respiration stimulated by a mixture of pyruvate, glutamate 
and malate increased. Rate of succinate-stimulated respiration 
did not depend on Ca2+ content in medium. The presence of 
ATP in the medium reduced the stimulatory effect of ADP, but 
increased its duration. Intensification of respiration by ADP, 
occurred only at elevated Ca2+ content, was not associated with 
oxidative phosphorylation because oligomycin did not inhibit 
it. The effect of ADP might be a novel “functional marker” of 
development of pathological processes in the mitochondria 
of acinar pancreacytes.
Key words: acinar pancreacytes, mitochondria in situ, oxygen 
uptake, Ca2+, ADP.
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