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Вплив нiкотину на функцiї мiтохондрiй

By fluorescent flow cytometry and immunoenzyme techniques, it is shown that nicotine influ-
ences the calcium influx into mitochondria through nicotinic acetylcholine receptors expressed
on the outer mitochondria membrane.

Нiкотиновi ацетилхолiновi рецептори (нАХР) — це лiгандозалежнi iоннi канали, якi опосе-
редковують швидку синаптичну передачу i регулюють активнiсть iнших рецепторiв та ви-
вiльнення медiаторiв у нервовiй системi [1]. Експресiю нАХР знайдено також у незбудливих
клiтинах ссавцiв, де цi рецептори є провiдниками дiї ендогенного ацетилхолiну i нiкотину,
що потрапляє в органiзм при палiннi тютюну [2, 3]. Крiм того, подiбнi рецептори знаходять
у нижчих тваринах, рослинах i навiть бактерiях [4], це свiдчить про унiверсальну роль
ацетилхолiну як еволюцiйно давнього медiатору.

Нiкотин справляє багато негативних ефектiв на тканини i органи людей: викликає стан
залежностi, порушує метаболiзм кератиноцитiв шкiри, пружнiсть судин, викликає патологiї
дихальних шляхiв, знижує iмунну реактивнiсть. Разом з цим при деяких нейродегенератив-
них захворюваннях, таких як хвороби Паркiнсона i Альцгеймера, нiкотин має позитивний
вплив, регулюючи рiвень допамiну в мозку та уповiльнюючи процеси дегенерацiї [5]. Було
припущено, що одним iз протективних механiзмiв дiї нiкотину є вплив на функцiї мiто-
хондрiй мозку [6].

Важливими функцiями мiтохондрiй є забезпечення клiтин енергiєю АТФ, що утворю-
ється в ланцюзi окисно-вiдновних реакцiй, та запуск процесiв апоптозу шляхом звiльнення
цитохрому с. Було показано, що нiкотин пiдтримував вiдновно-окиснювальний стан мiто-
хондрiй, запобiгав появi вiльного цитохрому с [7], знижував продукцiю супероксидних ра-
дикалiв, прямо зв’язуючись з комплексом I дихального ланцюга мiтохондрiй, та iнгiбував
активнiсть НАДН-убiхiнон редуктази [8]. Цi ефекти нiбито не залежали вiд рецептора до
нiкотину. Однак в роботi [9] холiнергiчний антагонiст мекамiламiн зменшував протективну
дiю нiкотину на активацiю каспази-3 i нагромадження радикалiв кисню. В iнших дослiд-
женнях специфiчний агонiст α7-вмiсного субтипу нАХР 2,4-диметоксибензiлiден анабазеїн
запобiгав зниженню мембранного потенцiалу мiтохондрiй гiпокампу пiд дiєю етанолу, i його
дiя блокувалась антагонiстом α7 нАХР метиллiкаконiтином (МЛА) [10]. Цi данi свiдчили
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про можливу участь нАХР в дiяльностi мiтохондрiй. Однак експресiю цих рецепторiв так
щiльно пов’язують виключно з плазматичною мембраною, що детальнi дослiдження їх на-
явностi на субклiтинних органелах не проводилися.

Згiдно з ендосимбiонтною гiпотезою, мiтохондрiї походять iз прадавнiх бактерiй, що збе-
регли певну автономiю у складi вищих органiзмiв [11]. Зважаючи на знаходження нАХР-по-
дiбного рецептора в бактерiальних клiтинах [4], ми поставили питання про можливу екс-
пресiю нАХР у мiтохондрiях вищих тварин.

Для з’ясування цього мiтохондрiї було видiлено iз печiнки мишей лiнiї С57Bl/6 за
стандартною методикою [12]. Чистоту видiлення контролювали протоковою цитофлуори-
метрiєю на приладi EPICS-XL (Coulter-Beckman) за включенням нонiл акридин оранжу
(НAO) — специфiчного лiганду кардiолiпiну, характерного для внутрiшнiх мембран мiто-
хондрiй. Життєздатнiсть мiтохондрiй оцiнювали за показниками мембранного потенцiа-
лу при зв’язуваннi потенцiалчутливого флуоресцентного зонду тетраметилродамiн метилу
(ТМРМ). Наявнiсть нАХР у видiленому препаратi мiтохондрiй визначали методами про-
токової цитофлуориметрiї та сендвiч-iмуноферментного аналiзу (IФА) за зв’язуванням ан-
титiл, специфiчних до рiзних субодиниць нАХР. У сендвiч-IФА використовували детер-
гентнi лiзати мiтохондрiй, видiлених з печiнки мишей дикого типу та нокаутних за гена-
ми α7 або β2 субодиниць нАХР. Планшети для IФА покривали кролячими антитiлами
проти великого позаклiтинного фрагменту α7(1–207), а зв’язування α7-вмiсного рецеп-
тора детектували за допомогою бiотинiльованих антитiл проти α7(179–190) i кон’югата
екстравiдину з пероксидазою (Sigma, USA). Включення iонiв Ca

2+ до мiтохондрiй оцiню-
вали за зниженням мембранного потенцiалу та за флуоресценцiєю Ca

2+-чутливого зонду
Fluo 3-AM.

За зв’язуванням НАО чистота видiленого препарату мiтохондрiй становила 95%. Ве-
личина мембранного потенцiалу мала середнє значення флуоресценцiї ТМРМ у межах
10–15 ум. од. та знижувалась на 90–95% при додаваннi 0,1 мкмоль iонофори СССР. За
даними електронної мiкроскопiї препарат мiстив мiтохондрiї з цiлiсними зовнiшнiми i до-
бре вираженими внутрiшнiми мембранами (рис. 1).

За даними протокової цитофлуориметрiї, видiленi мiтохондрiї зв’язували антитiла про-
ти α7, але не β2 субодиницi нАХР (рис. 2, а). У сендвiч-IФА мiтохондрiї мишей, нокаут-
них за геном α7 субодиницi нАХР, давали значно нижчий сигнал, нiж мiтохондрiї мишей
дикого типу (див. рис. 2, б ). Нiкотин, доданий до суспензiї мiтохондрiй, знижував мем-
бранний потенцiал на 10–12%. При цьому значно знижувалась вiдповiдь мiтохондрiй на
Ca

2+ (рис. 3). Додавання МЛА не впливало на мембранний потенцiал, але пригнiчувало
вiдповiдь на Ca

2+. Як показано на рис. 4, i нiкотин, i МЛА знижували кiлькiсть Ca
2+,

що надходив усередину мiтохондрiй при додаваннi його ззовнi. Очевидно, ефект нiкотину
мiг бути пов’язаний iз зниженням ним мембранного потенцiалу, в той час як дiя анта-
гонiсту була вочевидь пов’язана з нАХР. Ефект, подiбний до дiї нiкотину, спостерiгався
також при додаваннi до мiтохондрiй холiну, який є ефективним агонiстом α7 нАХР. Це
означало, що в препаратi присутнi α7-вмiснi нАХР, якi регулюють процеси входу Ca

2+ до
мiтохондрiй.

Поряд з окисно-вiдновними процесами, нагромадження Ca
2+ i його вивiльнення є однiєю

iз важливiших функцiй мiтохондрiй. За сучасними уявленнями, Ca
2+ потрапляє всередину

мiтохондрiй за допомогою двох транспортних систем, локалiзованих на внутрiшнiй мембра-
нi: так званого унiпортеру i механiзму швидкого нагромадження (rapid accumulation mode,
RaM) [12]. Незважаючи на велику кiлькiсть публiкацiй, будова i детальнi механiзми дiї цих

ISSN 1025-6415 Доповiдi Нацiональної академiї наук України, 2008, №11 165



Рис. 1. Характеристики видiленого препарату мiтохондрiй:
а — за даними електронної мiкроскопiї; б — за розмiром та гранулярнiстю в протоковiй цитофлуориметрiї;
в, г — за iнтенсивнiстю флуоресценцiї у вiдсутностi (в) або присутностi (г) НАО

систем досi не визначенi. Зокрема, фiзiологiчнi концентрацiї Ca
2+ у цитоплазмi нормальних

клiтин у 2–3 рази нижчi, нiж необхiдно для функцiонування унiпортеру. Тому вважають, що
iснують додатковi механiзми збiльшення локальної концентрацiї Ca

2+ мiж зовнiшньою та
внутрiшньою мембранами мiтохондрiй. Отриманi нами данi дозволяють припустити, що та-
ким механiзмом може бути транспорт Ca

2+, прямо чи непрямо опосередкований α7 нАХР,
локалiзованими на зовнiшнiй мембранi.

Зовнiшню мембрану мiтохондрiй довго вважали вiльно проникною для Ca
2+ завдяки

наявностi в нiй потенцiалзалежних анiонних каналiв, якi утворюють пори, достатнi для
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Рис. 2. Зв’язування антитiл проти нАХР з мiтохондрiями:
а — в протоковiй цитофлуориметрiї: 1 — антитiла проти α7 субодиницi, 2 — антитiла проти β2 субодиницi,
3 — неспецифiчнi iмуноглобулiни; б — у сендвiч-IФА: 4 — лiзат мозку мишей дикого типу, 5 — лiзат моз-
ку α7-нокаутiв, 6, 7 — лiзати мiтохондрiй мишей дикого типу, 8, 9 — лiзати мiтохондрiй β2, α7 нокаутiв
вiдповiдно; n = 5; * — p < 0,005 вiдносно lg G; ** — p < 0,005 вiдносно дикого типу

Рис. 3. Вплив нiкотину та метиллiкаконiтiну на
мембранний потенцiал мiтохондрiй та його зниже-
ння при додаваннi 0,8 мкмоль СаCl2; n = 5; * —
p < 0,005 вiдносно контролю з ТМРМ

Рис. 4. Змiни флуоресценцiї мiтохондрiй, заван-
тажених зондом Fluo-3AM, при додаваннi рiзних
комбiнацiй Ca

2+ та лiгандiв нАХР:
1 — контроль; 2 — 0,8 мкмоль СаСl2; 3 —
0,8 мкмоль СаСl2 та 1 мкмоль нiкотин; 4 — 5 нмоль
МЛА та 0,8 мкмоль СаСl2; 5 — 5 нмоль МЛА,
0,8 мкмоль СаСl2 та 1 мкмоль нiкотин; n = 3

проходження молекул невеликого розмiру. Однак останнi данi показують, що транспорт
Ca

2+ через зовнiшню мембрану — це контрольований процес [13]. нАХР α7 субтипу є ви-
соко проникними для Ca

2+, а також здатними регулювати функцiонування iнших iонних
каналiв [14]. У мембранах електричного органу морського вугра Torpedo, багатих на аце-
тилхолiновi рецептори, знайдено гомологи мiтохондрiальних потенцiалзалежних анiонних
каналiв та транспортного бiлка для АТФ/АДФ [15]. Цi данi свiдчать на користь можли-
вого зв’язку нАХР i мiтохондрiальних Ca

2+-транспортних систем, що пiдтверджує нашу
гiпотезу.
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