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Воздействие высоких концентраций глутамата (Glu) на первичные культуры нейронов из мозга
крысы приводит к сильной деполяризации митохондрий, развивающейся синхронно со вторичным
подъемом внутриклеточной концентрации свободного Са2+ (отсроченной кальциевой дисрегуля-
цией, ОКД). В данной работе одновременно с измерениями внутриклеточной концентрации сво-
бодного Ca2+ ([Ca2+]i) были измерены pH в матриксе митохондрий (рНm) и цитозоле (рНс) нейро-
нов, при действии токсической дозы Glu (100 мкМ). Для этого в первичных культурах из гиппокам-
па новорожденных крыс была достигнута экспрессия pH-чувствительного зеленого белка mtYFP в
митохондриях и рН-чувствительного красного белка mKate в цитозоле. Полученную нейрональную
культуру нагружали Ca2+-индикатором Fura-FF и в тех нейронах, которые экспрессировали сов-
местно mtYFP и mKate, одновременно измеряли [Ca2+]i, рНm и рНс. Обнаружено, что во время пер-
вой фазы Ca2+-ответа на Glu, когда наблюдается частичная деполяризация митохондрий, происхо-
дит увеличение градиента pH между матриксом митохондрий и цитозолем (ΔpH), которое компен-
сирует снижение электрического компонента митохондриального потенциала (∆Ψm), поддерживая
тем самым постоянство электрохимического потенциала митохондрий. Развитие ОКД приводит к
резкому снижению ∆Ψm и ΔpH в соме нейронов, однако полного коллапса ΔpH не наблюдается. Это
может означать, что ОКД не обусловлена неспецифической мегапорой во внутренней мембране ми-
тохондрий (мРТР), как это принято считать. Либо часть митохондрий в соме нейронов сохраняет
барьерные свойства внутренней мембраны и не формирует мРТР даже при развитии ОКД и дости-
жении высокого Ca2+-плато.
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ВВЕДЕНИЕ

Глутамат (Glu) – основной возбуждающий
нейротрансмиттер в центральной нервной си-
стеме, контролирует различные клеточные и
синаптические функции [1]. Glu принимает уча-
стие в развитии таких заболеваний, как эпилеп-
сия и нейродегенеративные расстройства [2–5].
В области, окружающей зону поражения при че-

репно-мозговой травме и инсульте, Glu превра-
щается в сильнейший нейротоксин [6–8].

Детальное изучение изменений внутриклеточ-
ной концентрации свободных ионов кальция
([Ca2+]i) при действии Glu привело к открытию
явления, названного отсроченной кальциевой
дисрегуляцией (ОКД) [9, 10]. Динамика измене-
ний [Ca2+]i имеет сложный трехфазный характер
и тесно связана с изменениями электрического
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компонента трансмембранного потенциала внут-
ренней мембраны митохондрий (∆Ψm) [11, 12].
В настоящее время считается, что митохондрии,
как основной производитель ATP и самое емкое
внутриклеточное Са2+-депо, играют ведущую
роль в развитии ОКД [11–15].

Применение флуоресцентного белкового ATP-
сенсора позволило обнаружить ряд ранее неиз-
вестных особенностей воздействия Glu на нейро-
ны в культуре [16]. Сопоставление кинетики из-
менений концентрации ATP в цитозоле ([ATP]c)
и [Ca2+]i показало, что падение [ATP]c в каждом
нейроне, экспрессировавшем ATP-сенсор, всегда
опережало развитие ОКД, которое начиналось
при достижении [ATP]c ~16% от уровня в покоя-
щихся нейронах. В фазе высокого [Ca2+]i-плато
[ATP]с опускалась до ~10% от уровня покоя. Эти
величины в 4–6 раза ниже значений [ATP]с, полу-
ченных с помощью физико-химических или био-
химических методов анализа в среднем по кле-
точной популяции [17–20]. Причина расхожде-
ния, по крайней мере отчасти, связана с ATP,
поступающим из глиальных клеток, 15–35% ко-
торых всегда присутствуют в нейрональных куль-
турах [21]. Полностью подавить рост глиальных
клеток не удается, даже применяя цитостатик
Ara-C при концентрациях, не убивающих нейро-
ны (см., например, рис. 2A в [21] и Материалы и
методы, первый абзац).

Стимуляция ионотропных глутаматных ре-
цепторов при патологических процессах вызыва-
ет не только мощный вход Са2+, но и сильное за-
кисление цитоплазмы и митохондрий, обуслов-
ленное работой Са2+-ATP-аз и Na+/H+-
обменников плазмалеммы [22] и митохондриаль-
ным Са2+/H+-обменом [23, 24]. В этой связи pH-
зависимость сигналов флуоресцентных белковых
сенсоров является не только недостатком, ослож-
няющим интерпретацию сигналов [16], но может
быть и достоинством, позволяющим использо-
вать их в качестве pH-индикаторов в интересую-
щем компартменте клетки, например, только в
матриксе митохондрий или только в цитозоле
[24–26].

Главные функциональные характеристики
митохондрий, а именно, способность синтезиро-
вать ATP, захватывать из цитоплазмы Ca2+ и дру-
гие катионы, транспортировать белки в матрикс,
удерживать факторы апоптоза, обусловлены
трансмембранным электрохимическим потенци-
алом их внутренней мембраны (ΔμH) [27, 28]. Этот
важнейший интегральный показатель функцио-
нального состояния митохондрий определяется

суммой электрического трансмембранного по-
тенциала (ΔΨm) и трансмембранного градиента
рН между матриксом митохондрий и цитозолем
(ΔpH). Изменения ∆Ψm в нейронах во время пер-
вой фазы Ca2+-ответа на нейротоксическое дей-
ствие Glu и при развитии ОКД почти “зеркально”
отражают изменения [Ca2+]i [10, 11], тогда как от-
носительно изменений ΔpH в индивидуальных
нейронах, насколько нам известно, нет экспери-
ментальных данных. Поэтому в данной работе
одновременно с измерениями [Ca2+]i были изме-
рены pH в матриксе митохондрий (рНm) и цито-
золе (рНс) нейронов, подвергнутых токсическому
воздействию Glu. Для этого в первичных культу-
рах из гиппокампа новорожденных крыс экс-
прессировали pH-чувствительный зеленый белок
mtYFP в митохондриях и рН-чувствительный
красный белок mKate в цитозоле. Обнаружено,
что во время первой фазы Ca2+-ответов нейронов
на глутамат происходит увеличение ΔpH, которое
компенсирует, по крайней мере отчасти, сниже-
ние ΔΨm. При развитии ОКД и установлении вы-
сокого [Ca2+]i-плато ΔpH резко падает, однако
полного коллапса ΔpH не происходит. Вероят-
но, развитие ОКД не обусловлено образованием
неспецифической поры высокой проводимости,
либо такая пора возникает не во всех митохон-
дриях в соме нейронов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Первичные нейрональные культуры из гиппо-

кампа новорожденных крыс получали, как описа-
но в [29]. Кратко, животных анестезировали, де-
капитировали, извлекали мозг и затем гиппокам-
пы. Суспензию клеток (106 клеток/мл) получали,
обрабатывая гиппокампы папаином (10 ед/мл),
диссоциируя 15-кратным пипетированием, и от-
мывали от разрушенных клеток двукратным оса-
ждением в центрифуге (1000 об/мин). Суспензию
(200 мкл) переносили на покровные стекла, при-
крепленные к лункам 35 мм пластиковых чашек
Петри (MatTek, США). Стекла предварительно
покрывали полиэтиленимином (10 мг/мл). Через
час добавляли 1.5 мл нейробазальной среды, со-
держащей 2% Supplement B-27 и 0.5 мМ L-глута-
мина. Клетки содержали при 37°C в атмосфере
5% СО2/95% воздуха при 100% влажности. На 3–
4 день добавляли арабинозид С (Ara-C, 2 мкМ) для
подавления роста глиальных клеток. Культуры ис-
пользовали на 8–10 день после посева (3–4 день
после трансфекции).

Эксперименты на животных выполняли в со-
ответствии с этическими принципами и норма-
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тивными документами, рекомендованными Ев-
ропейской конвенцией о защите позвоночных
животных, используемых в экспериментах (Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals: Eighth
Edition, 2010), а также в соответствии с “Правила-
ми надлежащей лабораторной практики”, утвер-
жденными приказом Министерства здравоохра-
нения РФ № 199н от 01.04.2016 г.

Микрофлуориметрические измерения выполне-
ны при температуре 27–29°C в буфере, содержа-
щем (мM): 135 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2,
20 HEPES, 5 D-глюкозы; pH 7.4 устанавливали,
добавляя 20 мМ HEPES и дотитровывая 1 М HCl.
Номинально бескальциевые растворы вместо
CaCl2 содержали 0.1мМ EGTA и 2 мМ MgCl2.
Смену растворов осуществляли 2 × 2 мл заме-
ной содержимого чашки с клетками за время не
более 30 с.

Для измерения [Ca2+]i клетки нагружали
Fura-FF в форме ацетоксиметилового (АМ) эфи-
ра (концентрация маточного раствора 2 мМ в
ДМСО). Fura-FF/АМ предварительно смешивали с
неионным детергентом Pluronic F-127 (Molecular
Probes, США) для предотвращения образования в
буфере суспензий АМ-эфиров индикаторов. На-
грузку проводили при температуре 25–26°C в ука-
занном выше буфере в течение 40–50 мин. Кон-
центрации Fura-FF/АМ и Pluronic F-127 состав-
ляли соответственно 3–5 мкМ и 0.02%.

Для измерения pH митохондрий и цитозоля
плазмиды, несущие гены соответствующих белков,
доставляли в клетки, используя Lipofectamine-2000
(LF-2000). Плазмиду (2–3 мкг ДНК/100 мкл
OptiMem) смешивали с LF-2000 (4–6 мкл/100 мкл
OptiMem) и через 20 мин, когда завершалось об-
разование комплекса ДНК с LF-2000, вносили
смесь в клеточную культуру. Перед этим конди-
ционированную клеточную среду временно заме-
няли на Transfect Medium (200 мкл в лунке с клет-
ками) и в каждую лунку вносили 50 мкл комплек-
са ДНК с LF-2000, после чего помещали клетки в
СО2-инкубатор. Через 2 ч удаляли Transfect Medi-
um, ополаскивали клетки нейробазальной средой
и возвращали клеткам ту кондиционную среду, в
которой они находились перед трансфекцией.
Калибровку pH-зависимости сигналов флуорес-
центных белковых сенсоров в нейронах прово-
дили как описано в [24] с небольшими измене-
ниями в способе расчета, используя растворы с
ионофорами, обеспечивающими выравнивание
pH между буфером и внутриклеточной средой.
Калибровочные растворы имели состав (мМ):
0.005 нигерицина, 0.001 FCCP, 134 глюконата калия,
1 MgCl2, 20 HEPES. Для доведения pH использо-

вали 1 М растворы HCl или КОН. Для предотвра-
щения работы митохондриальной ATP-азы в
прямом или реверсивном режиме, что могло по-
тенциально повлиять на воспроизводимость ка-
либровочных кривых, в калибровочные растворы
добавляли олигомицин (2.5 мкг/мл).

В тех нейронах, которые экспрессировали од-
новременно mtYFP и mKate, выполняли измере-
ния [Ca2+]i, рНm и рНс. Флуоресцентно-микро-
скопические измерения проводили на установ-
ках, включающих инвертированный микроскоп
Olympus IX-71, систему освещения Sutter Labmda
10-2 с ксеноновой лампой 175 Вт (Sutter Instru-
ments) и CCD-камеру CoolSNAP HQ2 (Photomet-
rics), управляемых через компьютерную програм-
му MetaFluor (Molecular Devices, США). Возбуж-
дающий свет от лампы проходил поочередно
через светофильтры 340 ± 8 и 380 ± 8 нм для Fura-
FF и через 485 ± 10 и 565 ± 15 нм соответственно
для mtYFP и mKate и отражался на образец трех-
полосным зеркалом (максимумы отражения 300–
400 нм, 485 ± 15 и 560 ± 20 нм; полосы пропуска-
ния 460 ± 20, 525 ± 20 и выше 580 нм). Для реги-
страции сигналов Fura-FF и mtYFP использовали
один и тот же эмиссионный светофильтр 525 ± 15 нм.
Для регистрации эмиссии mKate использовали
пороговый светофильтр, имеющий пропускание
590–700 нм. Светофильтры и дихроичные зерка-
ла производства Omega (США).

Все реагенты фирмы Sigma (США). Флуорес-
центный Ca2+-индикатор Fura-FF приобретен у
Invitrogen (США). Плазмиды, кодирующие флуо-
ресцентные белковые сенсоры, были любезно
предоставлены Dr. R. Rizzuto (University of Ferrara,
Италия) и проф. Д. Чудаковым (ИБХ им. М.М. Ше-
мякина и Ю.А. Овчинникова РАН).

Для обсчета флуоресцентных сигналов и по-
строения графиков, а также для статистиче-
ской обработки данных использовали програм-
мы MetaFluor Analyst, Excel, GraphPad Prizm 6.1 и
Origin 7.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Применение смеси двух плазмид, содержащих

гены флуоресцентных белковых рН-сенсоров
(имеющих разные спектры возбуждения и эмис-
сии), приводит к трансфекции как нейронов, так
и астроцитов. Следует отметить, что трансфекция
терминально дифференцированных клеток с
применением Lipofectamine-2000 не очень высо-
кая. В наших экспериментах доля трансфициро-
ванных нейронов в культурах гиппокампа ново-
рожденных крыс обычно не превышала 0.1%.
Эффективность трансфекции астроцитов была в
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3–5 раз выше. Соотношение флуоресцентных
сигналов может значительно различаться как
между индивидуальными клетками, так и в каж-
дой трансфицированной клетке, если она экс-
прессирует более одного флуоресцентного белка.
На рис. 1 и 2 представлены изображения нейронов,
в митохондриях которых экспрессируется зеленый
флуоресцентный белок mtYFP [24] (рис. 1а и 2а), а в
цитозоле красный флуоресцентный белок mKate
[30] (рис. 1б и 2б). При использовании объектива
с относительно высоким увеличением и разреше-
нием хорошо видно, что mtYFP заполняет часть
перинуклеарного пространства в соме и в виде
пунктиров расположен в дендритах и аксоне
(рис. 1а). Аналогичный характер флуоресценции
наблюдается при окрашивании нейронов митот-

рекерами [31] или митохондриальными потенци-
ал-чувствительными зондами [21, 32].

В отличие от mtYFP, красный флуоресцент-
ный белок mKate, не имеющий адресной пептид-
ной последовательности, заполняет цитозоль и
ядро (рис. 1б). В ядерной оболочке имеются по-
ры, размер которых позволяет диффундировать
из цитозоля в ядро и обратно молекулам разме-
ром до 20–40 кДа [33, 34], что согласуется с разме-
ром мономерных флуоресцентных белков, в част-
ности mKate [30].

На рис. 1г, 3а, 3б показаны графики измене-
ний [Ca2+]i для группы нейронов, окрашенных
Fura-FF (рис. 1в). Видно, что процедура транс-
фекции (см. Материалы и методы) не отменила

Рис. 1. Экспрессия одновременно двух флуоресцентных белков не изменяет характер Ca2+-ответов на глутамат. Флу-
оресцентные изображения первичной культуры клеток гиппокампа крысы, экспрессирующих в одном из нейронов
зеленый pH-чувствительный белок mtYFP в митохондриях (а) и красный pH-чувствительный белок mKate в цитозоле (б).
На панели в приведено изображение всех клеток в поле наблюдения, нагруженных низкоаффинным флуоресцентным
Ca2+-индикатором Fura-FF. Графики изменений [Ca2+]i, индуцированные глутаматом (Glu, 100мкМ в безмагниевом
буфере в присутствии 10 мкМ глицина), представлены на панели г; пунктиром выделен график изменений [Ca2+]i в
нейроне, экспрессировавшем одновременно mtYFP и mKate. Цифрами 1, 2 и 3 отмечены клетки, в которых за время
действия Glu развилась ОКД. Изображение в соответствует 1770 с на панели г или 1170 с с момента добавления Glu.
Длины волн возбуждения и испускания флуоресценции см. Материалы и методы; объектив (40×/NA = 1.35 oil). Мас-
штабный отрезок на панелях а, б, в соответствует 20 мкм.
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индивидуальности ответов нейронов на Glu.
Часть нейронов смогла противостоять токсиче-
скому действию Glu и в них не возникла ОКД
(11 из 14 на рис. 1г). В трех нейронах развилась
ОКД (обозначены цифрами 1, 2 и 3 на рис. 1в; их
графики отмечены 1, 2 и 3 на рис. 1г), в том числе
и в том, который экспрессировал mtYFP и mKate
(рис. 1). Индивидуальность развития ОКД в ней-
ронах в ответ на Glu хорошо документирована
[11]. Если процедура трансфекции подобрана

корректно, то индивидуальность Ca2+-ответов со-
храняется даже в тех случаях, когда используют
субъединичные флуоресцентные белковые сен-
соры, молекулярная масса которых в 3 раза пре-
вышает массу mtYFP и mKate [16, 35].

Чтобы выяснить, как соотносятся изменения
рНm и рНс с изменениями [Ca2+]i в индивидуаль-
ных нейронах, клеточную культуру нагружали
Fura-FF и выбирали участок, в котором находи-

Рис. 2. Экспрессия одновременно двух флуоресцентных белков и окрашивание нейронов Ca2+-индикатором позво-
ляет сопоставить изменения pH в митохондриях и цитозоле (pHm и pHc) с изменениями [Ca2+]i. Изображения гиппо-
кампальных нейронов, (а) экспрессирующих зеленый pH-чувствительный белок mtYFP в митохондриях, (б) красный
pH-чувствительный белок mKate в цитозоле и (в) нагруженных низкоаффинным Са2+-индикатором Fura-FF (возб. 340,
380, испуск. 525 нм). г – Графики изменений pHm и pHc одного из нейронов, показанных на изображениях (ROI 9;
обведен кружком) при действии токсических доз глутамата (Glu), а также ингибитора дыхания цианида (CN, 3 мМ),
ингибитора митохондриальной ATP-азы олигомицина (Oligo, 2.5 мкг/мл) и протонофора FCCP (1 мкМ). д – Графики
изменения [Ca2+]i и градиента pH между матриксом митохондрий и цитозолем (ΔpH) того же нейрона (ROI 9). Объ-
ектив 20×/NA = 0.70. Концентрация Glu и условия регистрации флуоресцентных сигналов как на рис. 1. Масштабный
отрезок на панелях а, б, в соответствует 40 мкм.
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лось как можно больше нейронов, экспрессиро-
вавших одновременно mtYFP и mKate. Пример
участка нейрональной культуры, в котором со-
держится группа таких нейронов, представлена
на рис. 2а, 2б, 2в. Изменения рНm, рНс, их разно-
сти (ΔpH) и [Ca2+]i в этих нейронах, а также в ча-
сти клеток, не экспрессировавших белковые сен-
соры, показаны на рис. 3.

Сразу после добавления Glu одновременно со
скачком [Ca2+]i (рис. 2д, 3а, 3б) происходило
снижение рНm и рНс (рис. 2г, 3в, 3г). Динамика
изменений рНm и рНс заметно различалась, что
приводило к росту ΔpH. По мере стабилизации
изменений [Ca2+]i во время лаг-периода, предше-
ствующего началу ОКД, стабилизировались так-
же изменения ΔpH (рис. 2д, 3д).

Выполненные ранее нами [11, 36] и другими [37]
исследования показали, что изменения [Ca2+]i в
ответ на токсическую концентрацию Glu имеют
“зеркальный” характер относительно изменений
ΔΨm. В момент добавления Glu происходит срав-
нительно небольшой скачок [Ca2+]i от базального
~100 нМ [38] до нескольких микромолей/литр
(первая фаза подъема [Ca2+]i) [11, 38, 39]. Этот не-
большой подъем [Ca2+]i стабилизируется на пери-
од от единиц до десятков минут и сопровождается
снижением ΔΨm на ~60 мВ [10, 32]. Это умеренное
снижение ΔΨm во время первой фазы Ca2+-ответа
на Glu компенсируется ростом ΔpH (рис. 2д, 3д, 3е).

При продолжительном действии Glu наступа-
ет вторая фаза изменений [Ca2+]i, названная ОКД,
при которой [Ca2+]i поднимается до десятков
микромолей/литр [39]. Этот подъем осуществля-
ется с лаг-периодом, индивидуальным для каж-
дого нейрона (например, рис. 1г и  3а, 3б) и про-
исходит всегда синхронно с сильным падением
ΔΨm [11, 29]. До конца не ясно, от чего в большей
степени зависит вторичный подъем [Ca2+]i – про-
исходит ли выброс Ca2+ из митохондрий одновре-
менно с деполяризацией или же больше сказыва-
ется поступление Ca2+ извне. В развитие ОКД и
стабилизацию [Ca2+]i на уровне высокого плато

вовлечены, по-видимому, различающиеся про-
цессы, поскольку удаление Ca2+ из буфера в са-
мом начале ОКД быстро снижает [Ca2+]i, тогда
как смена буфера на бескальциевый в фазе высо-
кого [Ca2+]i-плато влияет на [Ca2+]i гораздо слабее
[11, 36].

При возникновении ОКД происходило допол-
нительное снижение pHm, тогда как падение pHc
замедлялось или даже сменялось его ростом
(рис. 2г, 3в, 3г), в результате чего ΔpH быстро па-
дала (рис. 2д). Обращает внимание то, что ΔpH
уменьшался до ~0.5 единиц рН (рис. 2д и 3д, 3е),
т.е. до уровня, наблюдаемого в покоящихся ней-
ронах.

Отмывание Glu бескальциевым буфером при-
водило к снижению [Ca2+]i в тех клетках, в кото-
рых не наступила ОКД (рис. 3а, 3б). Если в клет-
ках развилась ОКД, то восстановление низкой
[Ca2+]i происходило с задержкой, а в некоторых
не восстанавливалась за время измерений. Во
время Ca2+-плато происходило постепенное за-
щелачивание матрикса, которое ускорялось в по-
стглутаматный период при восстановлении низ-
кой [Ca2+]i (рис. 2г и 3в).

В цитозоле падение рН сменялось ростом при
наступлении ОКД, а также при прекращении
действия Glu (рис. 2г и 3г). Другими словами, в
постглутаматный период происходило постепен-
ное выравнивание градиента рН между матрик-
сом митохондрий и цитозолем, однако ни в одной
из клеток за время действия Glu не наступило
коллапса ∆pH (рис. 3д, 3е).

Добавление в постглутаматный период инги-
битора комплекса IV дыхательной цепи цианида
(NaCN, 3 мМ) в сочетании с ингибированием
F1F0ATP-азы олигомицином (Oligo, 2.5 мкг/мл),
вызывающее коллапс ΔΨm, быстро увеличивал
[Ca2+]i в результате мобилизации Ca2+ из мито-
хондрий в цитозоль (рис. 2д и 3а, 3б). К подобно-
му подъему [Ca2+]i приводила замена цианида на
ингибиторы комплексов I или III дыхательной
цепи (соответственно, ротенон или антимицин A;

Рис. 3. Изменения [Ca2+]i и pH в цитозоле (pHc) и в матриксе митохондрий (pHm) клеток гиппокампа крысы, изобра-
жения которых представлены на рис. 2. а – Изменения [Ca2+]i в клетках, экспрессировавших одновременно флуорес-
центные белковые pH-сенсоры в цитозоле (mKate) и митохондриях (mtYFP). б – Изменения [Ca2+]i в клетках, не экс-
прессировавших mtYFP и mKate. в – Изменения сигналов mtYFP, (г) mKate и (д) ∆pH. е – Максимальные значения
∆pH во время действия Glu и через ~200 с после отмывки. Для сравнения сигналы одного из нейронов, приведенных
на рис. 2 (ROI 9), выделены цветными линиями; сигналы остальных нейронов представлены серыми линиями. На па-
нели е точки, соответствующие нейрону (ROI 9), отмечены цветными точками; столбики “∆pH макс с ОКД” и “∆pH
макс без ОКД” соответствуют максимальным значениям ∆pH в каждом индивидуальном нейроне, не имевшем ОКД
или во время первой фазы подъема [Ca2+]i, предшествующей ОКД в тех нейронах, где ОКД развилась; столбики “∆pH
после ОКД (1510 с)” соответствуют значениям ∆pH при максимальном подъеме [Ca2+]i в результате развития ОКД
(примерно 1510 с на панелях а–д); “∆pH без ОКД (1510с)” – значения ∆pH в тех нейронах, в которых ОКД не произошла.
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данные не показаны). Причиной роста [Ca2+]i яв-
лялась, очевидно, ликвидация электрофоретиче-
ской силы, удерживавшей Ca2+ в матриксе мито-
хондрий [11, 13].

Цианид резко закислял матрикс и ускорял за-
щелачивание цитозоля, сближая величины pHm и
pHc (рис. 2г и 3в, 3г). Это указывает на то, что при
остановке дыхательной цепи утечка протонов
сквозь внутреннюю мембрану митохондрий спо-
собна ликвидировать ∆pH за несколько минут
(рис. 2д и 3д).

Отмывание NaCN быстро понижало [Ca2+]i в
большинстве клеток (в 16 из 26), в которых Glu
индуцировал подъем [Ca2+]i (рис. 3а, 3б). Очевид-
но, в результате разблокирования комплекса IV
дыхательной цепи происходило восстановление
∆Ψm и возобновление электрофоретического за-
хвата Са2+ митохондриями.

Отмывание цианида также быстро восстанав-
ливало pHm до уровня, предшествовавшего дей-
ствию митохондриального яда (рис. 3в). Это на-
блюдение согласуется с тем, что дыхательная
цепь возобновила выкачивание протонов из мат-
рикса в цитозоль, повышая тем самым pHm.

Протонофор FCCP (1мкМ), добавленный че-
рез 5 мин после отмывания цианида, резко увели-
чивал [Ca2+]i и уменьшал разницу между pHm и
pHc (рис. 3). Напомним, что добавление FCCP ча-
сто используют как методический прием, чтобы
вызвать коллапс ΔΨm и проверить наличие Са2+ в
митохондриях [11, 13]. Скачок [Ca2+]i, индуциро-
ванный FCCP, согласуется с тем, что понижение
[Ca2+]i после удаления NaCN обусловлено имен-
но поглощением Ca2+ митохондриями, а не отка-
чиванием наружу.

Примечательно, что при отмывании FCCP
часть клеток смогла начать понижение [Ca2+]i
(рис. 3а, 3б). В этих же нейронах происходило по-
вышение ∆pH (рис. 3д). Это показывает, что даже
после таких разнообразных воздействий, как ток-
сические дозы глутамата и митохондриальные
яды, клетки сохранили способность поддержи-
вать функциональную активность митохондрий.
Другими словами, процедура трансфекции и экс-
прессия чужеродных белков в цитозоле и в мито-
хондриях не нарушила работоспособность нейро-
нов, по крайней мере в течение ~2 ч в минималь-
ном солевом буфере при температуре, близкой к
комнатной.

Необходимо отметить, что часть клеток не ре-
агировала ростом [Ca2+]i на Glu и, соответствен-
но, на митохондриальные яды в постглутаматный

период (рис. 3б). Эти клетки реагировали только
на добавление Са2+-ионофора иономицина (Iono)
на завершающей стадии эксперимента. Вероят-
но, эти нейроны не содержали ионотропных глу-
таматных рецепторов, либо были клетками глии.
Отметим, что добавление иономицина в конце
эксперимента для определения максимального
сигнала Ca2+-индикатора (Fura-FF), неизменно
вызывало защелачивание митохондрий и цитозо-
ля (рис. 3). Этот ионофор является Са2+/H+-об-
менником, поэтому перенос Са2+ в цитозоль и за-
тем в митохондрии сопровождается удалением
протонов в буфер, т.е. повышением как pHm, так
и pHc.

ОБСУЖДЕНИЕ

Одновременные измерения [Ca2+]i, pHm и pHc
в одном и том же нейроне позволили обнаружить
рост ΔpH, компенсирующий снижение ΔΨm во
время первой фазы Ca2+-ответа на глутамат. За
счет процессов дыхания и Ca2+/H+-обмена между
матриксом митохондрий и цитозолем умеренное
снижение ΔΨm на ~60 мВ во время первой фазы
Ca2+-ответа на Glu [10, 32] компенсируется ро-
стом ΔpH на ~1 (рис. 2д, 3в, 3г). Согласно уравне-
нию Нернста [13, 27, 28] такой рост ΔpH соответ-
ствует росту электрохимического потенциала ми-
тохондрий на ~60 мВ и происходит за счет
Ca2+/H+-обмена, осуществляемого совокупным
действием Ca2+-унипортера, протонных насосов
дыхательной цепи (комплексов I, III и IV) и систе-
мой Са2+/3Na+- и Na+/H+-обменников [13, 27, 28].

Недавно появились данные о том, что полость
внутри крист внутренней мембраны митохон-
дрий не является резервуаром для протонов, по-
ступающих из межмембранного пространства и
служащих “субстратом” для F1F0-ATP-азы ([40] и
ссылки там). Предполагается, что плотная упа-
ковка ферментов окислительного фосфорилиро-
вания в мембранах крист обеспечивает локальную
кинетическую связь экструзии протонов дыха-
тельной цепью с F1F0-ATP-азой, потребляющей
эти протоны. В этом случае значения ΔpH, полу-
ченные в настоящей работе, завышены. На наш
взгляд, истина где-то посередине и обмен прото-
нами между цитозолем, межмембранным про-
странством митохондрий и внутренним про-
странством крист, соединенным с межмембран-
ным пространством, существует, по крайней
мере, при действии глутамата на нейроны. Иначе
поступление Са2+ в митохондрии не влияло бы на
рН цитозоля ([16, 23, 24] и данное исследование).
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Такая компенсация сохраняет (а возможно,
даже увеличивает) способность митохондрий
поддерживать необходимую скорость синтеза
ATP в условиях его повышенного потребления
ионными насосами плазматической мембраны.
При развитии ОКД этот компенсаторный эф-
фект, если не исчезает, то значительно ослабева-
ет, однако полного коллапса ΔpH не происходит,
по крайней мере в начальный период ОКД. Это
свидетельствует о том, что, если повышение про-
тонной проводимости внутренней мембраны ми-
тохондрий вносит вклад в развитие ОКД и силь-
ной митохондриальной деполяризации, то повы-
шение этой проводимости едва ли является
классической мегапорой (mitochondrial permea-
bility transition pore, мРТР). В противном случае
ΔpH стал бы равен нулю [14, 27, 28, 41]. Либо
мРТР формируется не во всех митохондриях, ло-
кализованных в соме нейронов. В пользу отсут-
ствия “классической” циклоспорин-А чувстви-
тельной поры, по крайней мере на начальном эта-
пе ОКД, свидетельствует также то, что замена
Ca2+ на Sr2+, который препятствует мРТР [41, 42],
не отменяла возникновения отсроченной “строн-
циевой дисрегуляции” [24, 43]. Более того, в при-
сутствии Sr2+ и циклоспорина-А наблюдалось
кратковременное увеличение градиента pH меж-
ду матриксом и цитозолем, совпадающее с нача-
лом ОКД [24], чего не должно быть, если бы раз-
витие ОКД было полностью обусловлено мРТР.
Более детальный анализ формирования поры и ее
структуры дан, например, в обзорах [44, 45], в том
числе при нейродегенеративных заболеваниях [46].

Стоит также отметить, что меньшее снижение
pHm, чем pHc во время первой фазы Ca2+-ответа
на Glu, препятствует сильному увеличению рас-
творимости Ca2+-фосфатных комплексов в мат-
риксе митохондрий, предотвращая более значи-
тельное падение их Ca2+-буферной емкости в
условиях снижения ΔΨm [46].

Деполяризация митохондрий в бескальциевом
буфере в постглутаматный период, когда они на-
копили много Са2+, вызывает высвобождение
Са2+ в цитозоль, сопряженное с захватом мито-
хондриями протонов. Возникающее закисление
матрикса митохондрий вызывает, по-видимому,
растворение Са2+-фосфатных комплексов [47] и
дополнительное высвобождение Са2+ из мито-
хондрий, обеспечивая дополнительное поступле-
ние протонов в матрикс. Формально, подобный
процесс работает по принципу положительной
обратной связи, или “порочного круга” (vicious
cycle). Эта гипотеза механизма развития ОКД,
при которой одновременно происходит рост

[Ca2+]i, деполяризация митохондрий и закисле-
ние их матрикса, была предложена Борисом Из-
раилевичем Ходоровым за несколько лет до опи-
санных в данной работе результатов [11].
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pH Changes in the Mitochondrial Matrix and Cytosol during Glutamate Deregulation 
of Ca2+ Homeostasis in Cultured Rat Hippocampal Neurons
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Application of glutamate (Glu) in high concentrations to the rat brain primary neuronal cultures leads to a
secondary rise in the intracellular free Ca2+ concentration (delayed calcium deregulation, DCD), which de-
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velops synchronously with a strong mitochondrial depolarization. In this work, pH in the mitochondrial ma-
trix (pHm) and cytosol (pHc) was measured simultaneously with the intracellular concentration of free Ca2+

([Ca2+]i) in the soma of cultured neurons exposed to a toxic concentration of Glu (100 μM). To this end, we
performed the expression of the pH-sensitive f luorescence proteins, green mtYFP in the mitochondria and
red mKate in the cytosol, in primary cultures from the hippocampus of newborn rats. To measure [Ca2+]i si-
multaneously with pHm, and pHc neuronal cultures were loaded with low affinity Ca2+-sensitive indicator
Fura-FF. It was found that during the first phase of the Ca2+-response to Glu, when only partial depolariza-
tion of mitochondria occurs, there is an increase in the pH gradient between the mitochondrial matrix and
cytosol (ΔpH). The increase in ΔpH compensates for the decrease in the electrical mitochondrial potential
(∆Ψm), maintaining a relatively constant electrochemical mitochondrial potential and maintaining ATP
synthesis at least until DCD begins. The development of DCD led to a sharp decrease both in ∆Ψm and ΔpH
in the soma of neurons; however, a complete collapse of ΔpH was not observed. This probably means that
DCD (1) is not caused by a nonspecific pore in the mitochondrial inner membrane (mPTP), as it is com-
monly thought, or (2) some of the mitochondria in the soma of neurons retain the barrier properties of the
inner membrane and do not form mPTP even at high [Ca2+]i plateau.

Keywords: glutamate, f luorescent proteins, pH measurements, delayed calcium deregulation, mitochondria,
neuronal cultures
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