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В ізольованих мітохондріях та пермеабілізованих ракових клітинах процеси дихання і окисного 
фосфорилювання суттєво визначаються доступністю екзогенних субстратів, які за умов цілісності 
мембран клітин обмежено проникають у мітохондріїї. Метилові естери субстратів краще транс­
портуються крізь плазматичну мембрану нормальних і ракових клітин. Метою роботи було вивчення 
швидкості дихання клітин NK/Ly стимульованої різними концентраціями протонофора FCCP за окис­
нення ендогенних та екзогенних субстратів. До базового середовища в експериментах додавали екзо­
генні субстрати (по 2 мМ): сукцинат, α-кетоглутарат та їх метилові естери (монометил-сукцинат 
і диметил-α-кетоглутарат). Після інкубації 10 млн пухлинних клітин вносили у полярографічну комірку. 
Швидкість споживання кисню визначали полярографічним методом за допомогою установки, зібраної 
на базі електрода Кларка за температури 37 °С. Максимальну окисну здатність мітохондрій клітин 
лімфоми NK/Ly досліджували за стимулювання дихання клітин різними концентраціями протонофора 
FCCP (0,25–2 мкМ).

Встановлено, що максимальну стимуляцію дихання викликали концентрації FCCP 0,5 і 1 мкМ, 
залежно від субстрату окиснення. Швидкість дихання і максимальна окисна здатність за окиснення 
екзогенних α-кетоглутарату чи сукцинату вірогідно не відрізнялися від контролю, що опосередкова­
но свідчить про непроникність вказаних форм субстратів через мембрану. За окиснення диметил-
α-кетоглутарату швидкість стимульованого FCCP дихання вірогідно зростала за концентрацій 
протонофора 0,5, 1 і 2 мкМ. За окиснення монометил-сукцинату зростання швидкості дихання не під­
тверджено методами статистики. Отже, метильована форма α-кетоглутарату може бути успіш­
но використана як енергетичний субстрат для оцінювання максимальної окисної здатності ракових 
клітин без пермеабілізації плазматичної мембрани чи ізолювання мітохондрій.
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The processes of respiration and oxidative phosphorylation in mitochondria are significantly determined 
by the transport of exogenous substrates through the plasma membrane. Methyl esters of the substrates of Krebs 
cycle better enter through the plasma membrane in normal and cancer cells. In polarographic chamber various 
substrates (2 mM) such as succinate, monomethyl-succinate, α-ketoglutarate, and dimethyl-α-ketoglutarate were 
added to 10 million NK/Ly cells. Rate of oxygen consumption was determined using polarographic method 
with Clark electrode at 37 °C. The maximum of oxidative capacity in lymphoma NK/Ly mitochondria was in­
vestigated by stimulation of oxygen uptake with different concentrations of protonophor FCCP (0.25–2 μM).
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The maximum stimulation of respiration was caused by 0.5 and 1 μM FCCP depending on the substrate 
oxidation. Basal oxygen uptake rate (without FCCP) and maximum oxidative capacity with exogenous α-keto­
glutarate or succinate did not differ significantly from control levels with energetic substrates indirectly indi­
cating limited permeability of them through membrane. For the oxidation of dimethyl-α-ketoglutarate rate of 
FCCP-stimulated respiration significantly increased by 51 % and 132 % with 0.5 and 1 μM FCCP, respectively, 
compared to the non-methylated form. For the oxidation of monomethyl-succinate an increase in FCCP-stimu­
lated respiration was not confirmed with parametric methods of statistics. Therefore, a methylated form 
of α-ketoglutarate can be successfully used as a substrate for evaluation of the maximum oxidative capacity 
in cancer cells without their permeabilization or mitochondria isolation.

Keywords: PERMEABILIZED CELLS, NK/LY, OXIDATION SUBSTRATES, THE MAXI
MAL OXIDATIVE CAPACITY
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Процессы дыхания и окислительного фосфорилирования в изолированных митохондриях и перме­
абилизованых раковых клетках существенно определяются доступом экзогенных субстратов, кото­
рые в условиях целостности клеток в митохондрии проникают ограничено. Метиловые эфиры суб­
стратов лучше транспортируются через плазматическую мембрану нормальных и раковых клеток. 
В базовою среду в экспериментах добавляли различные субстраты (по 2 мМ): сукцинат, монометил-
сукцинат, α-кетоглутарат и диметил-α-кетоглутарат. После инкубации 10 млн клеток вносили в по­
лярографическую ячейку. Расход кислорода определяли полярографическим методом с помощью уста­
новки, собранной на базе электрода Кларка при температуре 37 °С. Максимальную окислительную спо­
собность митохондрий лимфомных клеток NK/Ly исследовали, стимулируя использование кислорода 
в клетках различными концентрациями протонофора FCCP (0,25–2 мкМ).

Установлено, что максимальную стимуляцию дыхания вызвали концентрации FCCP 0,5 и 1 мкМ, 
в зависимости от субстрата окисления. Базальная скорость дыхания и максимальная окислительная 
способность при окислении экзогенных α-кетоглутарата или сукцината достоверно не отличались 
от контроля, что косвенно свидетельствует о непроницаемость этих форм субстратов через мем­
брану. При окислении диметил-α-кетоглутарата скорость дыхания, стимулированного FCCP, досто­
верно и существенно возрастала при концентрациях протонофора 0,5, 1 и 2 мкМ. При окислении 
монометил-сукцината рост скорости дыхания не был подтвержден параметрическими методами 
статистики. Таким образом, метиловый эфир α-кетоглутарата может быть успешно использован 
как энергетический субстрат для исследования максимальной окислительной способности в раковых 
клетках без пермеабилизации плазматической мембраны или изолирования митохондрий.

Ключевые слова: ПЕРМЕАБИЛИЗОВАНЫЕ КЛЕТКИ, NK/LY, СУБСТРАТЫ ОКИС
ЛЕНИЯ, МАКСИМАЛЬНАЯ ОКИСЛИТЕЛЬНАЯ СПОСОБНОСТЬ

Забезпечення мітохондрій субстрата
ми окиснення є критично важливим проце
сом для підтримання необхідного рівня син
тезу АТФ. Транспортування дво- і трикарб
оксилатних субстратів циклу Кребса через 
плазматичну мембрану, поряд з транспортом 

глюкози і амінокислот, може бути важливим 
механізмом посилення катаболічних проце
сів у мітохондріях. Перенесення дикарбокси
латних субстратів циклу здійснюється пере
важно натрій-дикарбоксилатними котранспор
терами (NaDC) низької і високої спорідне
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ності до субстрату. Встановлено, що сукци
нат (СК) переноситься за допомогою NaDC-1 
з Km 0,9 мМ у щітковій облямівці кролів, про
ксимальних трубочках нирок і тонкому кишеч
нику людини [1–2]. Високоспоріднений ко
транспортер NaDC-3 з Km для СК 20–102 мкМ 
виявлений в активній формі у плаценті, моз
ку, печінці, нирках і підшлунковій залозі лю
дини та щурів [3]. У печінці виявлені натрій-
залежні і незалежні транспортні системи для 
таких дикарбоксилатів, як α-кетоглутарат (КГ) 
і малат [6–8]. Для ракових клітин існують тіль
ки поодинокі повідомлення стосовно тран
спортних шляхів субстратів циклу Кребса. 
Wahrheit et al. [5] встановили, що у кліти
нах людської гепатоми Hep G2 транспорт СК 
і цитрату здійснюють разом високоафінний 
hNaDC-3 та натрій-цитратний (hNaCT) ко
транспортери.

Аналіз субстрат-залежного дихання 
мітохондрій дозволяє отримати цінну інфор
мацію про енергетичні процеси, які відігра
ють важливу роль у метаболізмі ракових клі
тин [1, 4, 9]. Перспективним напрямком до
слідження функціонального стану мітохон
дрій у нормі і  при патологіях є вивчення 
максимальної окисної здатності органел, які 
розміщені у клітині in situ [10, 11]. За цих 
умов можна краще зберегти природне ото
чення мітохондрій у клітині. Horbay et al. [12] 
встановили, що пермеабілізовані клітини лім
фоми NK/Ly демонстрували значне зростання 
швидкості дихання за присутності КГ та СК. 
У цій роботі автори використовували перме
абілізацію клітин дигітоніном для полегшен
ня проникнення енергетичних субстратів че
рез плазматичну мембрану. На сьогодні досте
менно не встановлено специфічні транспорт
ні механізми, за допомогою яких енергетичні 
субстрати циклу Кребса можуть потрапляти 
у цитоплазму нативних (не пермеабілізова
них) клітин лімфоми NK/Ly. За експеримен
тальних умов in vitro для покращення транс
порту крізь мембрану доступні метилові есте
ри субстратів циклу Кребса, зокрема диметил-
α-кетоглутарат (ДМКГ) та монометил-сукцинат 
(МСК). Встановлено, що метилювання СК до
зволяє цьому субстрату проникати крізь плаз
матичну мембрану [13, 14].

Лімфома NK/Ly є зручною експери
ментальною моделлю злоякісної пухлини для 
дослідження особливостей метаболізму клі
тин пухлин ссавців, з огляду на короткий час 
росту (в середньому 24–26 діб) і прояви ін
токсикації на термінальній стадії розвитку 
пухлини, які нагадують кахексію. Ця модель 
використовується, зокрема, для тестування 
протипухлинних препаратів [15–17] та ви
вчення можливості використання нанорозмір
них носіїв для хіміотерапії [18]. Її зручність 
полягає також і в короткому часі росту та до
сить значних кількостях клітин (100–150 млн 
на 1 мл асциту). Визначена початково як лімфо
лейкома, після трансформації лімфома NK/Ly 
набуває ознак лімфосаркоми. Більшість дослід
жень, проведених на моделі лімфоми NK/Ly, 
пов’язані з вивченням протипухлинної актив
ності хіміопрепаратів [12, 16, 17], однак енер
гетичний метаболізм цієї пухлини і транс
порт субстратів циклу Кребса досліджений 
недостатньо.

Метою роботи було вивчення швид
кості дихання клітин NK/Ly стимульованої 
різними концентраціями протонофора FCCP 
(0,25–2 мкМ) за окиснення ендогенних суб
стратів, кетоглутарату, сукцинату і їх мети
лових естерів.

Матеріали і методи

Дослідження проведені на білих не
лінійних самцях мишей масою 20–30 г. Усі 
маніпуляції з тваринами проводили згідно 
з Європейською конвенцією про захист хре
бетних тварин (1998), що використовуються 
для дослідних та інших наукових цілей, і За
коном України «Про захист тварин від жор
стокого поводження» (2014). Тварин утриму
вали в стаціонарних умовах віварію за по
стійної температури і змішаного раціону. Ас
цитну форму лімфоми перевивали методом 
внутрішньочеревної інокуляції мишам 10–
15 млн клітин. Асцит відбирали дренуван
ням черевної порожнини мишей стерильним 
шприцом під етерним наркозом на 7–10 до
би після інокуляції. В отриманій суспензії 
підраховували кількість клітини у камері Го
ряєва (млн/мл). Для оцінки цілісності плаз
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матичної мембрани клітини фарбували три
пановим синім (0,1 % розчин, <99 % трипан-
негативних клітин). Суспензію клітин збе
рігали за кімнатної температури у стериль
них умовах.

Клітини інкубували 15 хв у базовому 
середовищі (контроль), що містило, ммоль/л: 
NaCl — 140,0; KCl — 4,7; CaCl2  — 1,3; 
MgCl2 — 1,0; HEPES — 10,0; pH 7,4 за сте
рильних умов і температури 37 °С. До сере
довища у експериментах додавали субстра
ти (по 2 мМ): сукцинат (СК), МСК, α-кето
глутарат  (КГ) і ДМКГ. Після інкубування 
10 млн пухлинних клітин вносили у поляро
графічну комірку. Швидкість споживання кис
ню визначали полярографічним методом за 
допомогою установки, зібраної на базі елек
трода Кларка, полярографа YSI  5300, циф
рового вольтметра, комп’ютера та скляної 
термостатованої закритої комірки об’ємом 
1,6 мл за температури 37 °С. Для оцінювання 
максимальної окисної здатності клітин NK/Ly 
застосовували протонофор FCCP, який «роз
сіює» мембранний потенціал мітохондрій 
і стимулює їхнє дихання [19–21]. Перемішу
вання суспензії у полярографічній комірці 
здійснювали за допомогою пропелерної мі
шалки  [20]. Швидкість дихання розрахо
вували, вважаючи, що в 1  мл розчинено 
200 нмоль O2 [21]. Кожен експеримент по
вторювали на п’яти окремих препаратах 
клітин, отриманих від різних тварин (n=5). 
Статистичні розрахунки проводили за допо
могою комп’ютера з використанням пакету 
програм Microsoft Office Excel. Цифрові ре
зультати подані як M±m. Вірогідність різни
ці середніх арифметичних двох вибірок (P) 
визначали за t-тестом Стьюдента і непарамет
ричним критерієм Вілкоксона [23].

Результати й обговорення

На Рисунку 1 наведено типовий екс
периментальний запис дихання клітин лім
фоми за окиснення екзогенного КГ. Для оці
нювання максимальної окисної здатності 
клітин дихання стимулювали послідовними 
додаваннями протонофора FCCP у  поляро
графічну комірку в кінцевих концентраціях 

0,25, 0,5, 1, 1,5 і 2 мкМ. Зазвичай FCCP ви
користовують для зниження мембранного 
потенціалу мітохондрій, що супроводжуєть
ся інтенсивним зростанням поглинання кис
ню [21, 25].

На Рисунку 2 наведено вплив FCCP на 
швидкості дихання лімфомних клітин у трьох 
експериментальних групах: без екзогенних 
субстратів (ендогенні субстрати, ЕС), з КГ 
і ДМКГ. Як видно, FCCP у концентраціях 0,25 
і 0,5 мкМ стимулював дихання у всіх групах. 

Рис. 2. Вплив протонофора FCCP на швидкості 
дихання клітин NK/Ly за окиснення ендогенних 

субстратів (ЕС) та додавання КГ і ДМКГ. 
Вірогідні зміни: * — P<0,05 порівняно з контролем 

(ЕС), ** — P<0,01; # — P<0,05 порівняно з КГ

Рис 1. Приклад запису дихання клітин NK/Ly 
за окиснення α-кетоглутарату (2 мМ). 

Пунктирними лініями наведено лінеаризовані 
та екстрапольовані швидкості дихання, 

стрілками відзначено додавання FCCP та його 
концентрацію в комірці в мкМ
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Однак, 1 мкМ FCCP стимулював дихання тіль
ки за окиснення ДМКГ та інгібував за окис
нення ЕС і КГ. Вищі концентрації FCCP (1,5 
і 2 мкМ) інгібували дихання вже у всіх екс
периментальних групах. Вірогідної різниці 
між швидкістю дихання клітин контрольної 
групи та з додаванням КГ не було виявле
но за жодної концентрації FCCP. Це підтвер
джує робочу гіпотезу про те, що активність 
специфічного транспортера КГ є низькою 
у  мітохондріях клітин NK/Ly. Проте вста
новлено, що за таких доз протонофора, як 
0,5 і 1 мкМ, швидкість дихання клітин, ін
кубованих з диметил-α-кетоглутаратом, ста
тистично вірогідно вища порівняно як з клі
тинами з α-кетоглутаратом, так і контрольної 
проби, а за дози 2 мкМ — тільки з клітинами, 
інкубованими з α-кетоглутаратом.

Рис. 3. Вплив протонофора FCCP на швидкості 
дихання клітин NK/Ly за окиснення ендогенних 
субстратів (ЕС) та додавання сукцинату і МСК

На Рисунку  3 наведено вплив FCCP 
на швидкості дихання лімфомних клітин 
у трьох експериментальних групах: без суб
стратів (ЕС), з СК і МСК. Як видно, дихан
ня лімфомних клітин вірогідно не відрізня
лося від контрольних значень (ЕС) як за 
використання СК, так і за метил-сукцинату. 
(Єдиним винятком була вища швидкість ди
хання за концентрації FCCP 0,5 мкМ, однак 
вірогідність цього ефекту була підтверджена 
тільки за допомогою непараметричного кри
терію Вілкоксона і ефект потребує додатко
вого підтвердження).

Отже, максимальна стимуляція ди
хання лімфомних клітин NK/Ly відбувалась 
за дії 0,5 мкМ FCCP у всіх досліджуваних 
пробах, за винятком використання ДМКГ 
(1  мкМ FCCP). FCCP-стимульовані швид
кості дихання за окиснення ендогенних 
субстратів, КГ та СК вірогідно не відрізня
лися, що опосередковано свідчить про не
достатню проникність плазматичної мем
брани лімфомних клітин для цих дикарб
оксилатів або про наявність високих запасів 
ендогенних субстратів у клітинах, які «на
сичують» дихальний ланцюг відновлюваль
ними еквівалентами. У переабілізованих 
лімфомних клітинах [12] чи в їх ізольованих 
мітохондріях [9], де доступ СК і КГ до міто
хондрій вільний, ці сполуки активно окис
нюються.

За окиснення ДМКГ швидкість сти
мульованого FCCP дихання вірогідно зрос
тала за концентрацій протонофора 0,5, 1 
і 2 мкМ порівняно з контролем чи дослідом 
з КГ, що, на нашу думку, свідчить про кра
щу проникність плазматичної мембрани для 
ДМКГ. Вважають, що частково ліпофільні 
естери субстратів можуть вільно дифундува
ти крізь плазматичну мембрану клітин ссав
ців [13, 14], після чого розщеплюються есте
разами у цитоплазмі та окиснюються у міто
хондріях. З іншого боку, ці форми субстра
тів можуть бути більш спорідненими з ди
карбоксилатними транспортерами, даних про 
наявність яких у плазматичній мембрані NK/Ly 
поки що немає.

Відсутність вірогідної різниці між клі
тинним диханням за використання метильо
ваної і неметильованої форм СК може бути по
яснена тим, що поглинання СК через NaDC-3 
спряжене з активністю Na+/K+-АТФази [5], яка 
мала би відновлювати натрієвий градієнт, 
використаний як джерело енергії для ко
транспорту субстрату. Також цей ефект мож
на було б пояснити недостатньо високою ак
тивністю сукцинатдегідрогенази, що не мо
же забезпечити ще вищу окисну здатність 
навіть за наявності доступного СК.

Чи впливають метильні групи на 
афінність і/чи активність дикарбоксилатних 
транспортерів, чи вони полегшують перене
сення субстратів шляхом дифузії через ліпід
ний бішар, ще належить дослідити. Проте 
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вже сьогодні відомо, що у мітохондріях лім
фоми інтенсивність дихання за окиснення 
КГ є вищою порівняно із СК [9]. З іншого 
боку, також відомо, що ефективність окис
ного фосфорилювання за окиснення НАД-
залежного субстрату КГ (АДФ/О=2,5) пере
важає ефективність ФАД-залежного СК 
(АДФ/О=1,5) [26]. Це може свідчити про 
низьку, порівняно з α-кетоглутаратом, афін
ність до СК. Наші попередні дослідження 
показали, що протипухлинні препарати, а та
кож препарати, що обмежують ацидифіка
цію клітин (бафіломіцин), краще проявляють 
свою дію у мітохондріях NK/Ly за окиснен
ня КГ, ніж за окиснення СК [24]. Економне 
використання кисню є важливим для зазви
чай гіпоксійних ракових клітин, тому вико
ристання більш ефективних субстратів є енер
гетично виправданим.

Висновки

1.	 Максимальну окисну здатність мі
тохондрій лімфомних клітин NK/Ly можна 
досліджувати за стимуляції дихання ракових 
клітин різними концентраціями протонофо
ра FCCP.

2.	 Швидкість дихання і максимальна 
окисна здатність за окиснення екзогенних 
α-кетоглутарату чи сукцинату вірогідно не 
відрізнялись від контролю, що опосередкова
но свідчить про непроникність цих субстра
тів через непошкоджену мембрану клітин.

3.	 За окиснення диметил-α-кетоглу
тарату швидкість стимульованого FCCP ди
хання вірогідно (P<0,05) зростала за концен
трацій протонофора 0,5, 1 і 2 мкМ. За окис
нення монометил-сукцинату зростання швид
кості дихання не було підтверджено пара
метричними методами статистики.

4.	 Метильована форма α-кетоглутара
ту може бути успішно використана як енер
гетичний субстрат для дослідження макси
мальної окисної здатності у ракових кліти
нах без пермеабілізації плазматичної мем
брани чи ізолювання мітохондрій.

Перспективи подальших досліджень. 
Доцільно дослідити максимальну окисну 
здатність трансформованих ракових клітин 

для оцінювання можливих біоенергетичних 
механізмів резистентності до хіміотерапев
тичних препаратів.

Дослідження виконані в рамках проек
ту для молодих учених Львівського націо
нального університету ім. Івана Франка завдя
ки фінансовій підтримці компанії «Material 
Phases Data System» (Швейцарія).
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