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Íà îñíîâàíèè äàííûõ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè îïèñàíî âëèÿíèå êðèîêîíñåðâàöèè, êðèîïðîòåêòî-
ðà, îõëàæäåíèÿ è äëèòåëüíîãî èíêóáèðîâàíèÿ â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå íà îðãàíåëëû öèòîïëàçìû
(äèêòèîñîìû, êîìïëåêñ Ãîëüäæè, öèñòåðíû ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà è ìèòîõîíäðèè) íåéðîíà
ÌÏ3 ìàëîãî ïàðèåòàëüíîãî ãàíãëèÿ èçîëèðîâàííîãî ìîçãà ìîëëþñêà. Îáíàðóæåíî, ÷òî êëåòêà îòâå÷àåò
íà âñå âîçäåéñòâèÿ ñõîäíûìè èçìåíåíèÿìè îðãàíåëë, à èìåííî äèññîöèàöèåé äèêòèîñîì àïïàðàòà Ãîëü-
äæè, íàáóõàíèåì öèñòåðí ðåòèêóëóìà è êðèñò ìèòîõîíäðèé. Ïîä äåéñòâèåì êàê çàìîðàæèâàíèÿ—îòòàè-
âàíèÿ, òàê è äèìåòèëñóëüôîêñèäà (ÄÌÑÎ) íàáëþäàëè óâåëè÷åíèå ÷èñëà ëèçîñîì, ëèïîñîì, ëàìåëëÿð-
íûõ ñòðóêòóð è ïîÿâëåíèå êðóïíûõ âàêóîëåé. Êðèîêîíñåðâèðîâàíèå â ïðèñóòñòâèè 2 Ì ÄÌÑÎ íå âûçû-
âàëî íåîáðàòèìûõ èçìåíåíèé â èññëåäóåìûõ êëåòêàõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êðèîêîíñåðâàöèÿ, ìèòîõîíäðèè, íåéðîí, êîìïëåêñ Ãîëüäæè, ýíäîïëàçìàòè÷å-
ñêèé ðåòèêóëóì.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÌÑÎ — äèìåòèëñóëüôîêñèä, ÌÏ — ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë, ÏÄ —
ïîòåíöèàë äåéñòâèÿ, ÝÏÐ — ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì, ÐÍÏ — ðèáîíóêëåîïðîòåèíîâûé ìàòåðè-
àë, ËÑ — ëàìåëëÿðíûå ñòðóêòóðû.

Ñîõðàíåíèå æèçíåñïîñîáíûõ òêàíåé è îðãàíîâ ìåòî-
äîì êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñîâðåìåí-
íóþ ïðîáëåìó ïðè ñîçäàíèè ìíîãèõ áèîëîãè÷åñêèõ è ìå-
äèöèíñêèõ òåõíîëîãèé. Èçó÷åíèå âîçìîæíîñòè äëèòåëü-
íîãî ñîõðàíåíèÿ â çàìîðîæåííîì (–196 °Ñ) ñîñòîÿíèè
íåðâíûõ êëåòîê è òêàíè áåç ïîòåðè æèçíåñïîñîáíîñòè
ïðåäñòàâëÿåò â ðàâíîé ñòåïåíè íàó÷íî-ôóíäàìåíòàëü-
íûé è ïðèêëàäíîé èíòåðåñ â ñâÿçè ñ íåîáõîäèìîñòüþ ñî-
çäàíèÿ êðèîáàíêà òðàíñïëàíòàòîâ íåðâíîé òêàíè (Ôóë-
ëåð è äð., 2003; Brunet et al., 2003).

Íåéðîíû è íåðâû ïîçâîíî÷íûõ è áåñïîçâîíî÷íûõ
æèâîòíûõ áëàãîäàðÿ ñâîéñòâàì ýëåêòðîâîçáóäèìûõ
ìåìáðàí è õîðîøî îòëàæåííûì ñïîñîáàì ðåãèñòðàöèè
ýëåêòðè÷åñêîé àêòèâíîñòè èñïîëüçóþòñÿ äëÿ èññëåäîâà-
íèé ìåõàíèçìîâ äåéñòâèÿ êðèîïðîòåêòîðîâ è íèçêèõ
òåìïåðàòóð (×åêóðîâà, 1994; Frodl et al., 1994). Â ðÿäå ðà-
áîò, âûïîëíåííûõ íà íåéðîíàõ è àêñîíàõ ïîçâîíî÷íûõ è
áåñïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ, ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå êðèî-
êîíñåðâàöèè â ïðèñóòñòâèè çàùèòíûõ àãåíòîâ âîññòà-
íàâëèâàþòñÿ ýëåêòðè÷åñêèå ïàðàìåòðû íåéðîíàëüíûõ
ìåìáðàí (Decherchi et al., 1997; Gakhova et al., 1997; Ãà-
õîâà, Äìèòðèåâà, 2003). Îäíàêî ñîõðàíåíèå ýëåêòðè÷å-
ñêèõ ñâîéñòâ íåéðîíàëüíûõ ìåìáðàí ïîñëå êðèîêîíñåð-
âèðîâàíèÿ íåéðîíîâ íå ìîæåò áûòü åäèíñòâåííûì ïîêà-
çàòåëåì æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê: íåîáõîäèìî îñîçíàòü
âåñü ñïåêòð èçìåíåíèé, ñ êîòîðûìè ñòàëêèâàþòñÿ æèâûå
ñèñòåìû, ïîääåðæèâàþùèåñÿ â ñîñòîÿíèè «âðåìåííîé
îñòàíîâêè æèçíåäåÿòåëüíîñòè». Â òî æå âðåìÿ çàêîíî-
ìåðíîñòè ðåïàðàöèè êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð ïîñëå íèçêî-

òåìïåðàòóðíîãî âîçäåéñòâèÿ äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå
âûÿñíåíû è òðåáóþò äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé. Ïîýòî-
ìó èçó÷åíèå ìîðôîôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ íåéðîíîâ
íà ìîäåëüíûõ îáúåêòàõ ïîçâîëèò îïðåäåëèòü îáëàñòè
êðèîïîâðåæäåíèé è â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ïðîãíîçèðî-
âàòü ñòåïåíü âîññòàíîâëåíèÿ êëåòîê ïîñëå îòòàèâàíèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ èñïîëüçîâàí èçîëè-
ðîâàííûé ìîçã áîëüøîãî ïðóäîâèêà Lymnaea stagnalis L.
(Gastropoda, Pulmonata, Basommatophora).

Ê ð è î ê î í ñ å ð â à ö è ÿ. Èçîëèðîâàííûé ìîçã ìîëëþ-
ñêà çàìîðàæèâàëè â ïàðàõ æèäêîãî àçîòà äî –196 °Ñ ñî
ñêîðîñòüþ 380—450 °Ñ/ìèí. Â êà÷åñòâå êðèîïðîòåêòîðà
èñïîëüçîâàëè äèìåòèëñóëüôîêñèä (ÄÌÑÎ) â êîíöåíòðà-
öèè 1.8—2.1 Ì. Ìàòåðèàë ñîõðàíÿëè â æèäêîì àçîòå îò
1 ìåñ äî 2 ëåò. Îòòàèâàíèå îñóùåñòâëÿëè íà âîäÿíîé
áàíå ïðè 22—24 °Ñ ñî ñêîðîñòüþ 380—450 °Ñ/ìèí. Ñêî-
ðîñòü çàìîðàæèâàíèÿ—îòòàèâàíèÿ èçìåðÿëè ïðè ïîìî-
ùè ìåäíî-êîíñòàíòàíîâûõ òåðìîïàð ñ êîìïüþòåðíîé ðå-
ãèñòðàöèåé äàííûõ. Äëÿ îñìîòè÷åñêîãî óðàâíîâåøèâà-
íèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé ñðåäû ñ íàðóæíûì ðàñòâîðîì äî-
áàâëåíèå è îòìûâàíèå êðèîïðîòåêòîðà îñóùåñòâëÿëè ïî-
ñòåïåííî.

Ý ë å ê ò ð î ô è ç è î ë î ã è ÷ å ñ ê è å è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ.
Ìåòîäàìè ìèêðîýëåêòðîäíîãî îòâåäåíèÿ ïîòåíöèàëîâ
áûëè èçìåðåíû ìåìáðàííûé ïîòåíöèàë (ÌÏ) è ïîòåíöè-
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àëû äåéñòâèÿ (ÏÄ) êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ íåéðîíîâ ÷å-
ðåç 30 ìèí, 1, 1.5, 2, 3 è 24 ÷ ïîñëå îòòàèâàíèÿ è èíêóáà-
öèè â ñîëåâîì ðàñòâîðå (ñîñòàâ â ìÌ: NaCl — 80, KCl —
1.6, MgCl2 — 1, CaCl2 — 2, áóôåð Hepes, pH �7.5) ïðè
4—6 °Ñ.

Ý ë å ê ò ð î í í î - ì è ê ð î ñ ê î ï è ÷ å ñ ê è å è ñ ñ ë å ä î-
â à í è ÿ. Óëüòðàñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ ïîñëå êðèîêîí-
ñåðâàöèè îïèñàíû ïî ðåçóëüòàòàì èçó÷åíèÿ èçìåíåíèé
îðãàíåëë íåéðîíà ÌÏ3 ìàëîãî ïàðèåòàëüíîãî ãàíãëèÿ
(Äüÿêîíîâà, Âåïðèíöåâ, 1970). Ýêñïåðèìåíòàëüíûì âîç-
äåéñòâèÿì ïîäâåðãàëñÿ èçîëèðîâàííûé ìîçã, ñîäåðæà-
ùèé íåéðîí. Äëÿ îïèñàíèÿ îòâåòà êëåòêè íà âîçäåéñòâèå
áûëè âûáðàíû îðãàíåëëû, çàíèìàþùèå çíà÷èòåëüíóþ
÷àñòü öèòîïëàçìû íåéðîíà è èãðàþùèå çíà÷èòåëüíóþ
ðîëü â æèçíè êëåòêè (ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì,
êîìïëåêñ Ãîëüäæè è ìèòîõîíäðèè), à òàêæå äðóãèå ñòðóê-
òóðû, â êîòîðûõ âûÿâëÿþòñÿ çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ
(ñêëàä÷àòîñòü è ÷èñëî ïîð ÿäåðíîé îáîëî÷êè, âàêóîëè,
ãðàíóëû, ëàìåëëÿðíûå ñòðóêòóðû è ëèçîñîìû). Âîçäåé-
ñòâèÿ áûëè ñëåäóþùèìè: 1) êðèîêîíñåðâèðîâàíèå, ñî-
ñòîÿùåå èç èíêóáàöèè ñ ÄÌÑÎ (20 ìèí), çàìîðàæèâàíèÿ
â ïàðàõ æèäêîãî àçîòà, õðàíåíèÿ â æèäêîì àçîòå, îòòàè-
âàíèÿ è îòìûâàíèÿ ÄÌÑÎ â òå÷åíèå 30 ìèí; 2) âîçäåéñò-
âèå êðèîïðîòåêòîðà ÄÌÑÎ (áåç çàìîðàæèâàíèÿ—îòòàè-
âàíèÿ), ñîñòîÿùåå èç äîáàâëåíèÿ ÄÌÑÎ è îòìûâàíèÿ
èçîëèðîâàííîãî ìîçãà îò ÄÌÑÎ; 3) âîçäåéñòâèå îõëàæ-
äåíèÿ îò 22 äî 4—6 °Ñ (ñîëåâîé ðàñòâîð îáúåìîì 10 ìë,
ñîäåðæàùèé ìîçã, äîñòèãàë òåìïåðàòóðû 4—6 °Ñ çà
1.5 ÷); 4) âëèÿíèå ñîëåâîãî ðàñòâîðà â òå÷åíèå 5 è 8 ÷
(ñëó÷àéíî âûáðàííûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè) ïîñëå âûäå-
ëåíèÿ ìîçãà. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè íåéðîí
ÌÏ3 ìîçãà, èíêóáèðîâàííîãî â òå÷åíèå 20 è 50 ìèí (âðå-
ìÿ äîáàâëåíèÿ 20 ìèí + âðåìÿ îòìûâàíèÿ 30 ìèí
ÄÌÑÎ) â ñîëåâîì ðàñòâîðå, òàê êàê ïî óëüòðàñòðóêòóð-
íîé îðãàíèçàöèè ýòè êëåòêè íå ðàçëè÷àëèñü. Çàìîðî-
æåííî-îòòàÿííûé ìîçã ôèêñèðîâàëè äëÿ ýëåêòðîí-
íî-ìèêðîñêîïè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé: 1) ñðàçó ïîñëå çà-
ìîðàæèâàíèÿ—îòòàèâàíèÿ (áåç îòìûâàíèÿ êðèîïðîòåê-
òîðà); 2) ïîñëå îòìûâàíèÿ êðèîïðîòåêòîðà; 3) ïîñëå èí-
êóáàöèè â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå ïðè 4—6 °Ñ â òå÷å-
íèå 1 è 4 ÷; 4) â òå÷åíèå 5 ÷; 5) â òå÷åíèå 8 ÷. Äëÿ îöåíêè
âîçäåéñòâèÿ ÄÌÑÎ èçîëèðîâàííûé ìîçã ôèêñèðîâàëè:
1) ñðàçó ïîñëå èíêóáàöèè ñ êðèîïðîòåêòîðîì; 2) ïîñëå
îòìûâàíèÿ êðèîïðîòåêòîðà; 3) ïîñëå èíêóáàöèè ïðè 6 °Ñ
â òå÷åíèå 1 è 5 ÷; 4) â òå÷åíèå 5 ÷; 5) â òå÷åíèå 8 ÷.
Äëÿ ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ìîçã
ôèêñèðîâàëè â òå÷åíèå 16 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
ñìåñüþ àëüäåãèäîâ ñëåäóþùåãî ñîñòàâà (â ìë): ãëóòà-
ðàëüäåãèä (25 %) — 1.02; ÄÌÑÎ (100 %) — 0.126; ïàðà-
ôîðì (4 %) íà 0.1 Ì êàêîäèëàòíîì áóôåðíîì ðàñòâî-
ðå — 2.3; 1 Ì êàêîäèëàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð — 0.22;
H2O — 0.78; pH 7.2 (Piccard, 1976; Ìîøêîâ, 1985); çàòåì
äîïîëíèòåëüíî ôèêñèðîâàëè 1%-íûì ðàñòâîðîì OsO4 íà
0.2 Ì êàêîäèëàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Îáåçâîæèâàíèå ïðîâîäèëè ïîñëåäîâàòåëü-
íûì ïðîâåäåíèåì ïî ñïèðòàì âîçðàñòàþùåé êîíöåíò-
ðàöèè (50, 70 è 96 %, àáñîëþòíûé ñïèðò, ïî 15 ìèí)
è äîïîëíèòåëüíî âûäåðæèâàëè â òðåõ ñìåíàõ àáñî-
ëþòíîãî àöåòîíà ïî 10 ìèí. Ïðîïèòûâàëè â ñìåñè
Ýïîí-812—àöåòîí â ñîîòíîøåíèè 1 : 1 â òå÷åíèå 1 ñóò è
â ýòîé æå ñìåñè â ñîîòíîøåíèè 3 : 1 â òå÷åíèå åùå 1 ñóò.
Ïîëèìåðèçàöèþ ïðîâîäèëè â òåðìîñòàòå ïðè 37 °Ñ
(1 ñóò) è ïðè 60 °Ñ â òå÷åíèå åùå 1 ñóò. Ýïîíîâûå áëîêè
ðåçàëè íà ïèðàìèòîìå LKB íà 10-ìèêðîìåòðîâûå ñðåçû.
Â ñâåòîâîì ìèêðîñêîïå îïðåäåëÿëè ñðåçû ñ íåéðîíîì

ÌÏ3, ýòè ñðåçû ïåðåêëåèâàëè íà äðóãèå áëîêè è ðåçàëè
óëüòðàòîíêî íà óëüòðàòîìå LKB Ultratome-3. Ñðåçû êîí-
òðàñòèðîâàëè íàñûùåííûì ñïèðòîâûì (íà 70%-íîì ýòà-
íîëå) ðàñòâîðîì óðàíèë-àöåòàòà (Serva, ÑØÀ) ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå â ïîëíîé òåìíîòå 20 ìèí è öèòðàòîì
ñâèíöà è èçó÷àëè â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå Tesla BS-500
(×åõîñëîâàêèÿ). Äëÿ êà÷åñòâåííîé îöåíêè ñòðóêòóðû
ó÷àñòêè öèòîïëàçìû ôîòîãðàôèðîâàëè ïðè óâåë. 10 000�
è 14 000�.

Ðåçóëüòàòû

Ý ë å ê ò ð î ô è ç è î ë î ã è ÷ å ñ ê è å è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ.
Êðèîêîíñåðâèðîâàííûå íåéðîíû ñðàçó ïîñëå îòòàèâàíèÿ
è îòìûâàíèÿ êðèîïðîòåêòîðà íå ãåíåðèðîâàëè ÏÄ è èìå-
ëè î÷åíü íèçêèé ÌÏ (–20 ìÂ). ×åðåç 1.5—3.0 ÷ ïîñëå èí-
êóáàöèè îòòàÿííîãî ìîçãà ìîëëþñêà ïðè 4—6 °Ñ â ôè-
çèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå çíà÷åíèÿ ÌÏ è ÏÄ íåéðîíîâ íå
îòëè÷àëèñü îò êîíòðîëüíûõ: –60— –40 è 110—170 ìÂ
ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 1, à, á), ò. å. íàáëþäàëîñü âîññòà-
íîâëåíèå óðîâíÿ ÌÏ è ÏÄ äî êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé â
òå÷åíèå ïåðâûõ 1.5—3.0 ÷ èíêóáàöèè ïðè ïîíèæåííîé
òåìïåðàòóðå. Âûñîêèå çíà÷åíèÿ ÌÏ è ÏÄ êðèîêîí-
ñåðâèðîâàííûõ íåéðîíîâ ñîõðàíÿëèñü â òå÷åíèå âñåãî
èññëåäîâàíèÿ — äî 24 ÷ ïîñëå îòòàèâàíèÿ ïðè óñëîâèè
ñîõðàíåíèÿ â õîëîäèëüíèêå. Ðåçóëüòàòû ýëåêòðîôèçèî-
ëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ñâèäåòåëüñòâóþò î ñîõðàíåíèè
öåëîñòíîñòè ìåìáðàíû êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ íåéðî-
íîâ, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ðàíåå ïîëó÷åííûìè äàííûìè
(Gakhova et al., 1997).

Ý ë å ê ò ð î í í î-ì è ê ð î ñ ê î ï è ÷ å ñ ê è å è ñ ñ ë å ä î-
â à í è ÿ. Ã ð à í ó ë ÿ ð í û é ý í ä î ï ë à ç ì à ò è ÷ å ñ ê è é ð å -
ò è ê ó ë ó ì (Ý Ï Ð). Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî â íîðìå
äëÿ íåéðîíà ÌÏ3 (íàïðèìåð, ïî ñðàâíåíèþ ñ íåéðîíîì
ÌÏ1 òîãî æå ãàíãëèÿ) õàðàêòåðíî íåðàâíîìåðíîå ðàñ-
ïðåäåëåíèå ðåòèêóëóìà â êëåòêå: êîíöåíòðèðîâàíèå öèñ-
òåðí â ïðèÿäåðíîé îáëàñòè öèòîïëàçìû, ñðåäíåå ðàñïðå-
äåëåíèå öèñòåðí ÝÏÐ â ñðåäíåé ÷àñòè è ïðèñóòñòâèå îò-
äåëüíûõ öèñòåðí íà ïåðèôåðèè êëåòêè. Ïðè ëþáîì èç
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ âîçäåéñòâèé íàáëþäàëîñü íàáóõà-
íèå öèñòåðí ðåòèêóëóìà (ðèñ. 2). Êîìïëåêñíûå âîçäåéñò-
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Ðèñ. 1. Ïðèìåð ýëåêòðè÷åñêîé àêòèâíîñòè êðèîêîíñåðâèðî-
âàííûõ íåéðîíîâ ÷åðåç 2 ÷ ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ—îòòàèâàíèÿ.

à — êîíòðîëü, á — êðèîêîíñåðâèðîâàííûé íåéðîí (I = 1 ìÀ ïðîäîë-
æèòåëüíîñòüþ 1.5 ñ). Øòðèõîâàÿ ëèíèÿ — áàçîâàÿ (ÏÏ).

Fig. 1. An example of electrical activity of cryopreserved neuron
within 2 h after freezing—thawing.

à — control, á — cryopreserved neuron (duration of depolarizing I = 1 mA
pulse is 1.5 sec). Dotted line — background (ÏÏ).



âèÿ (íàïðèìåð, êðèîêîíñåðâèðîâàíèå; ðèñ. 2, â) âûçûâà-
ëè áîëåå âûðàæåííûé îòâåò, çàêëþ÷àþùèéñÿ â íàèáîëåå
çíà÷èòåëüíîì óâåëè÷åíèè îáúåìà öèñòåðí ÝÏÐ. Òàêæå
íåîáõîäèìî îòìåòèòü çîíàëüíîñòü èçìåíåíèé ÝÏÐ —
áîëåå âûðàæåííóþ â ïðèÿäåðíîé îáëàñòè öèòîïëàçìû è
ïðàêòè÷åñêè íåçàìåòíóþ íà ïåðèôåðèè êëåòêè. Çîíàëü-
íîñòü èçìåíåíèé ÝÏÐ íàèáîëåå ñèëüíî ïðîÿâëÿåòñÿ ó
êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ íåéðîíîâ, ñëàáåå — ó ïîäâåðã-
øèõñÿ âîçäåéñòâèþ òîëüêî ÄÌÑÎ è ïðàêòè÷åñêè íåçà-
ìåòíà ó íåéðîíîâ ïîñëå îõëàæäåíèÿ. Ïðè ïðîäîëæèòåëü-
íîé èíêóáàöèè â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå â öèòîïëàç-
ìå âñåõ íåéðîíîâ íàáëþäàëàñü çàìåòíàÿ äåãðàíóëÿöèÿ
÷àñòè ÝÏÐ, ñîïðîâîæäàåìàÿ îáðàçîâàíèåì áîëüøîãî
÷èñëà ëàìåëëÿðíûõ ñòðóêòóð. Ïîëíîãî âîññòàíîâëåíèÿ
îðãàíèçàöèè ÝÏÐ êëåòîê ìîçãà ïîñëå êðèîêîíñåðâàöèè è
8-÷àñîâîé èíêóáàöèè â ñîëåâîì ðàñòâîðå ïðè 4—6 °Ñ íå
îòìå÷åíî: â öèòîïëàçìå êëåòêè ïðèñóòñòâîâàëè ó÷àñòêè
êàê ïîëíîñòüþ âîññòàíîâëåííîé ñåòè ÝÏÐ (ðèñ. 2, ã), òàê
è ôðàãìåíòèðîâàííûå ó÷àñòêè ÝÏÐ è áîëüøîå êîëè÷åñò-
âî ëàìåëëÿðíûõ ñòðóêòóð (ðèñ. 2, ä).

À ï ï à ð à ò Ã î ë ü ä æ è. Äîáàâëåíèå ÄÌÑÎ âûçûâàëî
óñèëåíèå àóòîôàãîöèòîçà, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò ïîÿâ-
ëåíèå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ðàçíîîáðàçíûõ ïî ôîðìå è
ðàçìåðó àóòîôàãîñîì è îáðàçîâàíèå áîëüøîãî ÷èñëà
ìóëüòèâåçèêóëÿðíûõ òåëåö (ðèñ. 3, á). Èçìåíåíèÿ äèêòè-
îñîì êîìïëåêñà Ãîëüäæè â îòâåò íà îõëàæäåíèå (â êîíò-
ðîëå è ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ÄÌÑÎ) è ñðàçó ïîñëå çàìîðà-
æèâàíèÿ—îòòàèâàíèÿ íîñèëè îäèíàêîâûé õàðàêòåð è
âûðàæàëèñü â îáðàçîâàíèè êîìïëåêñà ñëîæíûõ ïóçûðü-
êîâ (ðèñ. 3, á, â). 8-÷àñîâàÿ èíêóáàöèÿ â ôèçèîëîãè÷å-
ñêîì ðàñòâîðå ïðè 4—6 °Ñ íèâåëèðóåò ðàçëè÷èÿ â ñòðóê-
òóðíîé îðãàíèçàöèè äèêòèîñîì êîìïëåêñà Ãîëüäæè âñåõ
êëåòîê. Ïîñëå 8-÷àñîâîé èíêóáàöèè ìîçãà â ôèçèîëî-
ãè÷åñêîì ðàñòâîðå íàáëþäàëàñü ãèïåðòðîôèÿ àïïàðàòà
Ãîëüäæè â öèòîïëàçìå âñåõ êëåòîê íåçàâèñèìî îò õàðàê-
òåðà âîçäåéñòâèÿ (ðèñ. 3, ä, å).

Ì è ò î õ î í ä ð è è. Èçìåíåíèå ìèòîõîíäðèé â îòâåò
íà ýêñïåðèìåíòàëüíûå âîçäåéñòâèÿ íîñèëî ñõîäíûé õà-
ðàêòåð íåçàâèñèìî îò âîçäåéñòâèÿ è âûðàæàëîñü â íàáó-
õàíèè èëè âèäîèçìåíåíèè êðèñò. Êîìïëåêñíûå âîçäåé-
ñòâèÿ, íàïðèìåð èíêóáàöèÿ ñ ÄÌÑÎ è ïîñëåäóþùåå îõ-
ëàæäåíèå èëè êðèîêîíñåðâàöèÿ (ðèñ. 4, ã, ä), âûçûâàëè
áîëåå âûðàæåííûå èçìåíåíèÿ êðèñò ìèòîõîíäðèé ïðèÿ-
äåðíîé îáëàñòè ïî ñðàâíåíèþ ñî ñðåäíåé è ïåðèôåðè÷å-
ñêîé ÷àñòÿìè êëåòêè. Àíàëîãè÷íûå èçìåíåíèÿ ìèòîõîí-
äðèé ïðèÿäåðíîé îáëàñòè íàáëþäàëèñü ïðè îõëàæäåíèè
íåéðîíîâ îò 22 äî 4—6 °Ñ (ðèñ. 4, á, â). Â öèòîïëàçìå îõ-
ëàæäåííûõ íåéðîíîâ íàáëþäàëîñü ïðèëåãàíèå ê ìèòî-
õîíäðèÿì ðàçíîîáðàçíûõ ñòðóêòóð, ÷òî ìîæåò ãîâîðèòü
î ïîâûøåííîé àêòèâíîñòè ìèòîõîíäðèé. Íàïðîòèâ, â
êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ íåéðîíàõ ñðàçó ïîñëå îòòàèâà-
íèÿ òàêîãî ïðèëåãàíèÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ñòðóêòóð ê
ìèòîõîíäðèÿì íå íàáëþäàëîñü, ÷òî, âîçìîæíî, ñâÿçàíî
ñî ñíèæåíèåì èõ ôóíêöèè â ýòîò ïåðèîä. Ïðè äëèòåëü-
íîé èíêóáàöèè â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå ïðè 4—6 °Ñ
óëüòðàñòðóêòóðíûå ðàçëè÷èÿ ìèòîõîíäðèé, âûçâàííûå
îõëàæäåíèåì, ÄÌÑÎ èëè êðèîêîíñåðâèðîâàíèåì, ñãëà-
æèâàëèñü, è ÷åðåç 8 ÷ óëüòðàñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ
êðèñò ìèòîõîíäðèé âñåõ êëåòîê (íåçàâèñèìî îò âîçäåé-
ñòâèÿ) íå ðàçëè÷àëàñü (ðèñ. 4, å, æ). Äëèòåëüíàÿ èíêóáà-
öèÿ â ñîëåâîì ðàñòâîðå ñàìà ïî ñåáå âûçûâàëà äåôîðìà-
öèþ ìèòîõîíäðèé, ïîýòîìó âèäîèçìåíåíèÿ òàêîãî ðîäà
(ðèñ. 4, å) ìîæíî îòíåñòè ê âûçâàííûì êàê óñëîâèÿìè
èíêóáàöèè, òàê è óñëîâèÿìè êðèîêîíñåðâàöèè. Ñëåäî-
âàòåëüíî, ìîæíî ãîâîðèòü î íîðìàëèçàöèè ñòðóêòóð-
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Ðèñ. 2. Óëüòðàñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ ÝÏÐ.

à — íåéðîí ÷åðåç 30—50 ìèí èíêóáàöèè â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå
ïðè 22 °C. á — ïîñëå îõëàæäåíèÿ íåéðîíîâ îò 22 äî 4—6 °C; àíàëîãè÷-
íàÿ êàðòèíà èçìåíåíèé ÝÏÐ íàáëþäàëàñü ïîñëå èíêóáàöèè ñ ÄÌÑÎ, à
òàêæå íà ïåðèôåðèéíûõ ó÷àñòêàõ êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ íåéðîíîâ ñðà-
çó ïîñëå îòòàèâàíèÿ. â — ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ— îòòàèâàíèÿ, ïðèÿäåð-
íàÿ îáëàñòü êëåòêè. ã, ä — ÝÏÐ êðèîêîíñåðâèðîâàííîãî íåéðîíà ÷åðåç
8 ÷ ïîñëå îòòàèâàíèÿ è óäàëåíèÿ êðèîïðîòåêòîðà. Ìàñøòàáíûå ëèíåé-

êè — 500 íì.

Fig. 2. Ultrastructural changes of endoplasmic reticulum (ER).

à — neuron after 20—50 min incubation in physiological solution at 22 °C.
á — after cooling of neurons from 22 to 4—6 °C; similar changes of ER were
observed immediately after incubation with cryoprotectant and immediately
following thawing of cryopreserved cells in peripheral zone of cytoplasm. â —
immediately following freezing—thawing, near the nuclear zone of cytop-
lasm. ã, ä — ER of cryopreserved neurons within 8 h after thawing and cryop-

rotectant removal. Scale bars — 500 nm.



íî-ôóíêöèîíàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê ìèòîõîíäðèé êðèî-
êîíñåðâèðîâàííûõ íåéðîíîâ â ïðîöåññå íèçêîòåìïåðà-
òóðíîé èíêóáàöèè.

Ëþáîå èç èññëåäóåìûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ âîçäåé-
ñòâèé ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ ñêëàä÷àòîñòè ÿäåðíîé
ìåìáðàíû â îáëàñòè àêñîííîãî õîëìèêà. Çàìåòíî óâåëè-
÷èâàëîñü êîëè÷åñòâî ïîð ÿäåðíîé îáîëî÷êè 1) ïîñëå âîç-
äåéñòâèÿ ÄÌÑÎ è ïîñëåäóþùåãî îõëàæäåíèÿ; 2) ó êðèî-
êîíñåðâèðîâàííûõ íåéðîíîâ ïîñëå îòòàèâàíèÿ è îòìû-
âàíèÿ ÄÌÑÎ; 3) ó íåéðîíîâ ïîñëå îõëàæäåíèÿ. Ýòî
ãîâîðèò î òîì, ÷òî óâåëè÷åíèå îáìåíà ìåæäó ÿäðîì è öè-
òîïëàçìîé âûçûâàåòñÿ îõëàæäåíèåì, à íå ÄÌÑÎ. Ïðîèñ-
õîäèëî íå òîëüêî óâåëè÷åíèå ÷èñëà ïîð ÿäåðíîé îáîëî÷-
êè, íî è èõ îòêðûâàíèå. Åñëè â íîðìå îòêðûòûå ïîðû íà-
áëþäàëèñü â ðåäêèõ ñëó÷àÿõ, òî çäåñü áûëî çàìåòíî
áîëüøåå ÷èñëî îòêðûòûõ ïîð, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá
óñèëåíèè âûáðîñà èç ÿäðà ÐÍÏ. Îá óñèëåíèè ñèíòåçà è

âûáðîñà èç ÿäðà ÐÍÏ ñâèäåòåëüñòâóþò è óëüòðàñòðóê-
òóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ ÿäðûøêà (áîëüøîå ñîäåðæàíèå ãðà-
íóëÿðíîãî ìàòåðèàëà è íàëè÷èå ïóñòîò â ÿäðûøêàõ) â
ýòîò ïåðèîä, è ñêîïëåíèå ðèáîñîì â ïðèÿäåðíîé îáëàñòè
êëåòêè, íå íàáëþäàåìîå ðàíåå.
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Ðèñ. 3. Èçìåíåíèÿ óëüòðàñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè äèêòèîñîì
àïïàðàòà Ãîëüäæè.

à — êîíòðîëü (òîò æå, ÷òî è íà ðèñ. 2); á — ïîñëå èíêóáàöèè ñ ÄÌÑÎ; â —
ïîñëå îõëàæäåíèÿ íåéðîíîâ îò 22 äî 4—6 °C (ñëï — ñëîæíûå ïóçûðüêè);
ã — ñðàçó ïîñëå îòìûâàíèÿ; ä — ïîñëå 8-÷àñîâîé èíêóáàöèè ïðè 4—6 °C;
å — ÷åðåç 8 ÷ ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ—îòòàèâàíèÿ è èíêóáàöèè ïðè

4—6 °C. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà — 500 íì.

Fig. 3. Ultrastructural changes of dictyosomes of Golgi apparatus.

à — control (the same as in Fig. 2); á — immediately after incubation with cry-
oprotectant Me2SO; â — cooling neurons from 22 to 4—6 °C; ã — immediate-
ly following freezing—thawing; ä — within 8 h after incubation in physiolo-
gical solution at 4—6 °C; å — within 8 h after freezing—thawing, cryoprotec-
tant removal and incubation in physiological solution at 4—6 °C. Scale bar —

500 nm.
Ðèñ. 4. Óëüòðàñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ ìèòîõîíäðèé.

à — êîíòðîëü (òîò æå, ÷òî è íà ðèñ. 2); á, â — îõëàæäåíèå îò 22 äî
4—6 °C: ïðèÿäåðíàÿ (á) è ïåðèôåðèéíàÿ (â) îáëàñòè; ã, ä — ñðàçó ïîñëå
çàìîðàæèâàíèÿ—îòòàèâàíèÿ: ïðèÿäåðíàÿ (ã) è ïåðèôåðèéíàÿ (ä) îáëàñ-
òè; å — ÷åðåç 8 ÷ èíêóáàöèè â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå ïðè 4—6 °C;
æ — ÷åðåç 8 ÷ ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ—îòòàèâàíèÿ, óäàëåíèÿ êðèîïðî-

òåêòîðà è èíêóáàöèè ïðè 4—6 °C. Ìàñøòàáíûå ëèíåéêè — 500 íì.

Fig. 4. Ultrastructural changes of mitochondria.

à — control (the same as in Fig. 2); á, â — cooling neurons from 22 to 4—6 °C:
near the nuclear zone (á), peripheral zone (â); ã, ä — immediately following
freezing—thawing: near the nuclear zone (ã), peripheral zone (ä); å — within
8 h after incubation in physiological solution at 4—6 °C; æ — within 8 h after
freezing—thawing, cryoprotectant removal and incubation in physiological

solution at 4—6 °C. Scale bars — 500 nm.



Âî âñåõ íåéðîíàõ íåçàâèñèìî îò õàðàêòåðà âîçäåéñò-
âèÿ ïîñëå äëèòåëüíîé èíêóáàöèè íàáëþäàëèñü ñõîäíûå
èçìåíåíèÿ ÝÏÐ, ìèòîõîíäðèé (óäëèíåíèå è óïëîùåíèå),
äèêòèîñîì àïïàðàòà Ãîëüäæè (ðàçðàñòàíèå), óâåëè÷åíèå
ñîäåðæàíèÿ ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ ãðàíóë, ëèçîñîì, ëà-
ìåëëÿðíûõ ñòðóêòóð, êðóïíûõ âàêóîëåé. Âî âñåõ êëåòêàõ
íà ïåðèôåðèè öèòîïëàçìû ïðèñóòñòâîâàëè î÷àãè äåãåíå-
ðàöèè.

Îáñóæäåíèå

Íà ïðèìåðå ãèãàíòñêîãî íåéðîíà ÌÏ3 ìîëëþñêà
íàìè èçó÷åíû óëüòðàñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ êëåòîê, âû-
çâàííûå êðèîêîíñåðâèðîâàíèåì, à òàêæå ñäåëàíî çàêëþ-
÷åíèå î âîçìîæíîñòè âîññòàíîâëåíèÿ êëåòî÷íûõ ñòðóê-
òóð ïîñëå îòòàèâàíèÿ. Âûáîð ãèãàíòñêèõ íåéðîíîâ ìàëî-
ãî ïàðèåòàëüíîãî ãàíãëèÿ ìîëëþñêà â êà÷åñòâå ìîäåëè
îáúÿñíÿåòñÿ ëåãêîñòüþ èäåíòèôèêàöèè êëåòîê íà ïîâåð-
õíîñòè ãàíãëèÿ, êðóïíûìè ðàçìåðàìè (180—250 ìêì),
ñðàâíèòåëüíîé èçó÷åííîñòüþ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè
è ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê íåéðîíîâ â
íîðìå (Äüÿêîíîâà, Âåïðèíöåâ, 1970; Bocharova et al.,
1976; Pogorelaya et al., 1977; Frolkis et al., 1995).

Ðåçóëüòàòû ýòîé ðàáîòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ÄÌÑÎ, çàìîðàæèâàíèå—îòòàèâàíèå, îõëàæäåíèå è ïî-
ñëåäóþùàÿ äëèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ â ôèçèîëîãè÷åñêîì
ðàñòâîðå âûçûâàþò ñõîäíûå óëüòðàñòðóêòóðíûå èçìåíå-
íèÿ îðãàíåëë âñåõ êëåòîê. Âîçäåéñòâèå ÄÌÑÎ (áåç çàìî-
ðàæèâàíèÿ) âûçûâàåò ãèïåðàêòèâàöèþ êîìïëåêñà Ãîëü-
äæè, íàêîïëåíèå ìóëüòèâåçèêóëÿðíûõ òåëåö è ýëåêòðîí-
íî-ïëîòíûõ ãðàíóë â öèòîïëàçìå êëåòêè. Ñëåäîâàòåëüíî,
òå æå èçìåíåíèÿ (à èìåííî íàêîïëåíèå ãðàíóë, ìóëü-
òèâåçèêóëÿðíûõ òåëåö è ëèçîñîì) â ïðîøåäøèõ êðèî-
êîíñåðâàöèþ êëåòêàõ ìîæíî îòíåñòè ê âûçâàííûì â
êàêîé-òî ìåðå âîçäåéñòâèåì ÄÌÑÎ. Â ýòîì ñëó÷àå çíà-
÷èòåëüíûå (ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè âîçäåéñòâèÿìè) èç-
ìåíåíèÿ îðãàíåëë öèòîïëàçìû êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ
íåéðîíîâ (íàáóõàíèå ðåòèêóëóìà, ñîïðîâîæäàþùååñÿ
âàêóîëèçàöèåé äèêòèîñîì êîìïëåêñà Ãîëüäæè è äåñò-
ðóêöèåé êðèñò ìèòîõîíäðèé) âûçâàíû êîìïëåêñîì âîç-
äåéñòâèé, ïðè÷åì âëèÿíèå êðèîïðîòåêòîðà ïðè ýòîì èã-
ðàåò íå ïîñëåäíþþ ðîëü. Îõëàæäåíèå ñàìî ïî ñåáå âû-
çûâàåò äåñòðóêòèâíûå èçìåíåíèÿ â îðãàíèçàöèè êðèñò
ìèòîõîíäðèé è íàáóõàíèå öèñòåðí ðåòèêóëóìà (Arber et
al., 1986), âàêóîëèçàöèþ äèêòèîñîì àïïàðàòà Ãîëüäæè,
óâåëè÷åíèå ñêëàä÷àòîñòè ÿäåðíîé ìåìáðàíû è ÷èñëà ïîð
ÿäåðíîé îáîëî÷êè (óëüòðàñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ ÿä-
ðûøêà â ýòîò ïåðèîä ñâèäåòåëüñòâóåò îá àêòèâàöèè ñèí-
òåòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â ÿäðå). Âñÿ êàðòèíà óëüòðàñòðóê-
òóðíûõ èçìåíåíèé ïîä âîçäåéñòâèåì îõëàæäåíèÿ ãîâî-
ðèò îá óâåëè÷åíèè ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè êëåòêè.
Ïðè ïîñëåäóþùåì îõëàæäåíèè â öèòîïëàçìå çàìîðî-
æåííî-îòòàÿííûõ êëåòîê ïðîäîëæàëèñü ïðîöåññû âîñ-
ñòàíîâëåíèÿ: óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ãðàíóëÿðíîãî êîì-
ïîíåíòà â ÿäðûøêå ñîïðîâîæäàëîñü óâåëè÷åíèåì ÷èñëà
ïîð ÿäåðíîé îáîëî÷êè, ïðîäîëæàëàñü ñáîðêà äèêòèîñîì
àïïàðàòà Ãîëüäæè, ïðîèñõîäèëà íîðìàëèçàöèÿ ñòðóêòó-
ðû ìèòîõîíäðèé. Óìåíüøåíèå îáúåìà öèñòåðí ðåòèêó-
ëóìà, ñáîðêà èõ â åäèíóþ ñåòü, èíâîëþöèÿ ÿäðûøêà, âå-
äóùàÿ ê ñíèæåíèþ åãî àêòèâíîñòè, íàáëþäàëèñü ñðàçó
ïîñëå îòìûâàíèÿ êðèîïðîòåêòîðà è ïðîäîëæàëèñü ïðè
äàëüíåéøåé èíêóáàöèè.

Èçâåñòíî, ÷òî íà ìåìáðàíàõ ÝÏÐ îñóùåñòâëÿåòñÿ
áèîñèíòåç ðàçëè÷íûõ áåëêîâ è ëèïèäîâ, à ìåìáðàííûå

ñèñòåìû êîìïëåêñà Ãîëüäæè ó÷àñòâóþò â ñåãðåãàöèè
è íàêîïëåíèè, ñîçðåâàíèè ïðîäóêòîâ, ñèíòåçèðîâàííûõ
â ðåòèêóëóìå, à òàêæå â òðàíñïîðòèðîâêå èõ çà ïðåäå-
ëû êëåòêè. Ôðàãìåíòàöèÿ è äåãðàíóëÿöèÿ ðåòèêóëóìà,
ñîïðîâîæäàåìûå íàêîïëåíèåì ëàìåëëÿðíûõ ñòðóêòóð
(ËÑ), ëèçîñîì, ÿâëÿþòñÿ îáû÷íûì îòâåòîì êëåòîê íà
âîçäåéñòâèÿ ðàçíîãî õàðàêòåðà (Fowler et al., 1983; Arber
et al., 1986; Woods, Fowler, 1986). Ôîðìèðîâàíèå áîëü-
øîãî êîëè÷åñòâà ËÑ ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î íàðóøå-
íèè ëèïèäíîãî ñèíòåçà (Hook et al., 1986; Kanai, 1989;
Carvalho et al., 1998). Ïðèñóòñòâèå ËÑ â öèòîïëàçìå íåé-
ðîíîâ ìîëëþñêà â íîðìå èçâåñòíî äàâíî (Áîðîâÿãèí, Ñà-
õàðîâ, 1968), òàêæå èçâåñòíî è îá óâåëè÷åíèè èõ êîëè-
÷åñòâà ñ âîçðàñòîì (Frolkis et al., 1995). Òàêèì îáðàçîì,
ôîðìèðîâàíèå â öèòîïëàçìå êëåòîê ËÑ, ëèçîñîì è îñòà-
òî÷íûõ òåëåö ïîñëå èçó÷àåìûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ âîç-
äåéñòâèé íå ãîâîðèò î ãèáåëè êëåòêè, à ñêîðåå ñâèäå-
òåëüñòâóåò î ïðîöåññàõ íîðìàëèçàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî
ìåòàáîëèçìà. Äëèòåëüíàÿ èíêóáàöèÿ ïðè ïîíèæåííîé
òåìïåðàòóðå âûçûâàåò óïëîòíåíèå ìàòðèêñà ìèòîõîíä-
ðèé è èõ çàìåòíîå óäëèíåíèå (ðèñ. 4, å, æ) ó âñåõ èçó÷åí-
íûõ êëåòîê. Ñõîäíûå âèäîèçìåíåíèÿ ìèòîõîíäðèé íà-
áëþäàëè íà ðàñòèòåëüíûõ êëåòêàõ ïðè èçó÷åíèè îòâåòà
è àäàïòàöèè ðàñòèòåëüíûõ êëåòîê ê óñëîâèÿì àíàýðîáíî-
ãî ñòðåññà (Vartapetian et al., 2003). Ýòèìè æå àâòîðàìè
èçìåíåíèÿ êðèñò ìèòîõîíäðèé, ñõîäíûå ñ íàáëþäàåìû-
ìè íàìè â êëåòêàõ ïîñëå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ, áûëè
ïðèçíàíû îáðàòèìûìè. Ñëåäîâàòåëüíî, êðèîñîõðàíåíèå
â ïðèñóòñòâèè 2 Ì ÄÌÑÎ íå âûçûâàåò íåîáðàòèìûõ èç-
ìåíåíèé â óëüòðàñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ìèòîõîíä-
ðèé.

Îïèñàííûå èçìåíåíèÿ îðãàíåëë êëåòîê ïîñëå êðèî-
ñîõðàíåíèÿ íå îòëè÷àëèñü îò âûçâàííûõ, íàïðèìåð, âîç-
äåéñòâèåì òåïëîâîãî øîêà (Welch, Suhan, 1985). Ýòî ãî-
âîðèò î íåñïåöèôè÷åñêîì õàðàêòåðå îòâåòà íåéðîíîâ íà
êðèîñîõðàíåíèå â ïðèñóòñòâèè 2 Ì ÄÌÑÎ. Íåîáõîäè-
ìîñòü äëèòåëüíîé èíêóáàöèè îòòàÿííîãî ìàòåðèàëà äëÿ
ïîâûøåíèÿ åãî æèçíåñïîñîáíîñòè ïîä÷åðêèâàåòñÿ äðó-
ãèìè àâòîðàìè ïðè èññëåäîâàíèè êóëüòóðû êëåòîê (Fore-
man et al., 1993). Ïðè îáîãàùåíèè ñðåäû èíêóáàöèè ýêçî-
ãåííîé ãëþêîçîé äëèòåëüíîñòü ñîõðàíåíèÿ êëåòîê â æèç-
íåñïîñîáíîì ñîñòîÿíèè (ò. å. áåç èçìåíåíèé, òðàêòóåìûõ
êàê íåîáðàòèìûå) çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ (Vartapeti-
an et al., 2003). Óëüòðàñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ ÿäåð íåé-
ðîíîâ ïîñëå 8-÷àñîâîãî ñîõðàíåíèÿ â ïðîñòîì ñîëåâîì
ðàñòâîðå ïðè ïîíèæåííîé òåìïåðàòóðå ñâèäåòåëüñòâîâà-
ëà îá èñòîùåíèè íåéðîíîâ (ÿ÷åèñòûå ñòðóêòóðû â ÿäðå,
îïèñàííûå ïðè äëèòåëüíîé ñòèìóëÿöèè; Ìîøêîâ, Ìà-
ñþê, 1981).

Íà îñíîâàíèè ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé íàìè áûëî
ñäåëàíî çàêëþ÷åíèå î òîì, ÷òî êðèîêîíñåðâèðîâàíèå â
ïðèñóòñòâèè ÄÌÑÎ ÿâëÿåòñÿ íåñïåöèôè÷åñêèì âîçäåé-
ñòâèåì äëÿ íåéðîíîâ ìîëëþñêà è íå âûçûâàåò ëåòàëüíûõ
èçìåíåíèé â ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè
êëåòîê ïîñëå îòòàèâàíèÿ. Êðèîêîíñåðâèðîâàííûå êëåòêè
ïîñëå îòòàèâàíèÿ íóæäàþòñÿ â èíêóáàöèè íå ìåíåå 2—3 ÷
ïðè 4—6 °Ñ â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå äëÿ âîññòàíîâ-
ëåíèÿ ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê (ÌÏ è ÏÄ)
è 5—8 ÷ äëÿ íîðìàëèçàöèè óëüòðàñòðóêòóðíîé îðãàíèçà-
öèè îðãàíåëë.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 00-04-49366-à è 01-04-06625-ÌÀÑ).
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ULTRASTRUCTURAL CHANGES OF ENDOPLASMIC RETICULUM,

GOLGI APPARATUS MEMBRANES AND MITOCHONDRIA IN THE IDENTIFIED NEURON

OF MOLLUSC AFTER CRYOPRESERVATION

E. V. Dmitrieva,1 D. A. Moshkov,2 E. N. Gakhova1
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2 Institute of Theoretical and Experimental Biophysics RAS, Pushchino, Moscow region;

1 e-mail: edmitrieva3@yandex.ru

Investigation of a possibility of long-term storage of frozen (–196 °Ñ) viable neurons and nervous tissue is
one of the central present day problems. In this study ultrastructural changes in neurons of frozen—thawed snail
brain were examined as a function of time. We studied the influence of cryopreservation, cryoprotectant
(Me2SO), cooling to 4—6 °Ñ, and a prolonged incubation in physiological solution at 4—6 °Ñ on dictyosomes
of Golgi apparatus, endoplasmic reticulum (ER) cisternae and mitochondria. It has been found that responses of
these intracellular structures of cryopreserved neurons to the above influences are similar: dissociation of Golgi
dictyosomes, swelling of endoplasmic reticulum cisternae and mitochondrial cristae. Both freezing—thawing
and cryoprotectant were seen to cause an increase in the number of lysosomes, liposomes, myelin-like structu-
res, and to form large vacuoles. The structural changes in molluscan neurons caused by cryopreservation with
Me2SO (2 M) were reversible.

K e y w o r d s: cryopreservation, mitochondria, neuron, Golgi apparatus, endoplasmic reticulum.
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