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Ìåòîäîì ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîé ãèñòîõèìèè äëÿ âûÿâëåíèÿ àêòèâíîñòè öèòîõðîì c îêñèäà-
çû ìèòîõîíäðèé ñ èñïîëüçîâàíèåì 3,3�-äèàìèíîáåíçèäèíà (ÄÀÁ) ïîêàçàíî, ÷òî äëèòåëüíîå äåéñòâèå ãè-
ïîêñèè íà êóñî÷êè èçîëèðîâàííîé òêàíè ìèîêàðäà, âûçûâàþùåå óëüòðàñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ ìèòî-
õîíäðèé, ñîïðîâîæäàåòñÿ íàðóøåíèåì ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè îñíîâíîé ïîïóëÿöèè ìèòîõîíäðèé,
â ÷àñòíîñòè IV êîìïëåêñà äûõàòåëüíîé öåïè ìèòîõîíäðèé. Ïðè ýòîì âî âíîâü âîçíèêàþùèõ ìåëêèõ,
ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ, ìèòîõîíäðèÿõ õîðîøî âûÿâëÿåòñÿ öèòîõðîì c-îêñèäàçíàÿ àêòèâíîñòü ïî âñåé äëè-
íå îáðàçóþùèõñÿ êðèñò. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû îáñóæäàþòñÿ â ðàìêàõ ïðåäñòàâëåíèé î âíóòðèêëåòî÷-
íîé ðåãåíåðàöèè è ïðåîáðàçîâàíèÿõ ìèòîõîíäðèàëüíîãî àïïàðàòà êëåòêè ïðè ìèòîïòîçå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: óëüòðàñòðóêòóðà ìèòîõîíäðèé, êàðäèîìèîöèòû, ãèïîêñèÿ, âíóòðèêëåòî÷íàÿ
ðåãåíåðàöèÿ, àïîïòîç, ìèòîïòîç.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÀÁ — 3,3�-äèàìèíîáåíçèäèí.

Ðàíåå íàìè íà èçîëèðîâàííûõ êóñî÷êàõ ìèîêàðäà ïðè
ýêñïåðèìåíòàëüíîì ìîäåëèðîâàíèè äëèòåëüíûõ óñëîâèé
ãèïîêñèè áåç ïîñëåäóþùåé ðåïåðôóçèè áûëè îáíàðóæå-
íû íåèçâåñòíûå ðàíåå èçìåíåíèÿ óëüòðàñòðóêòóðû ìèòî-
õîíäðèé êàðäèîìèîöèòîâ (Ñàïðóíîâà è äð., 2002, 2003).

Íà ôîíå îòñóòñòâèÿ â ýêñïåðèìåíòàëüíîé òêàíè ïðè-
çíàêîâ íåêðîçà è ïðè õîðîøî âûðàæåííûõ õàðàêòåðíûõ
óëüòðàñòðóêòóðíûõ îñîáåííîñòÿõ îáùåé ìîðôîëîãèè ïî-
ïóëÿöèè ìèòîõîíäðèé êàðäèîìèîöèòîâ (ïðåæäå âñåãî íà-
ëè÷èÿ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ìåæìèòîõîíäðèàëüíûõ êîí-
òàêòîâ íàòèâíîé ñòðóêòóðû) â êàðäèîìèîöèòàõ âîçíèêàåò
îñîáàÿ ïîïóëÿöèÿ ìåëêèõ, ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ, ìèòîõîíä-
ðèé, êîòîðûå îáíàðóæèâàþòñÿ íå òîëüêî ñðåäè ìèîôèá-
ðèëë, íî è âíóòðè áîëåå êðóïíûõ ìèòîõîíäðèé êàðäèîìèî-
öèòîâ. Óáåäèòåëüíûå äîêàçàòåëüñòâà ýòîãî íåîáû÷íîãî ÿâ-
ëåíèÿ áûëè ïîëó÷åíû ìåòîäîì óëüòðàòîíêèõ ñåðèéíûõ
ñðåçîâ (Ñàïðóíîâà è äð., 2003). Ïðîñëåæåíà äèíàìèêà îá-
ðàçîâàíèÿ è ïîêàçàíû âñå ñòàäèè ðàçâèòèÿ ýòîé ñòðóêòóðû
â ìåæìåìáðàííîì ïðîñòðàíñòâå áîëåå êðóïíûõ, ýëåêòðîí-
íî-ñâåòëûõ, ìèòîõîíäðèé (Ñîëîäîâíèêîâà è äð., 2006). ßâ-
ëÿþòñÿ ëè îáíàðóæåííûå íàìè ìåëêèå, ýëåêòðîííî-ïëîò-
íûå ìèòîõîíäðèè ïîâðåæäåííûì ìàòåðèàëîì, îò êîòîðîãî
ìèòîõîíäðèè îñíîâíîé ïîïóëÿöèè ñòðåìÿòñÿ èçáàâèòüñÿ?
Èëè â óñëîâèÿõ òÿæåëîãî, ïðîäîëæèòåëüíîãî ñòðåññà ìè-
òîõîíäðèè ôîðìèðóþò âíóòðè ñåáÿ íîâóþ ìèòîõîíäðèþ,
èìåþùóþ ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü?

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðîâåëè èññëåäîâàíèå öèòî-
õðîì c-îêñèäàçíîé àêòèâíîñòè ìèòîõîíäðèé êàðäèîìèî-
öèòîâ ÷åðåç 3 ñóò èíêóáàöèè òêàíè â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè,
èñïîëüçóÿ øèðîêî èçâåñòíûé ìåòîä ýëåêòðîííî-ìèêðî-
ñêîïè÷åñêîé ãèñòîõèìèè (Seligman et al., 1968; Novikoff,

Goldfischer, 1969; Nonaka et al., 1989; Angermuller et al.,
1998; Walker, Banzer, 2004). Ìåòîä îñíîâàí íà ñïîñîáíî-
ñòè öèòîõðîìà c îêèñëÿòü 3,3�-äèàìèíîáåíçèäèí (ÄÀÁ).
ÄÀÁ ïðîíèêàåò â ìåæìåìáðàííîå ïðîñòðàíñòâî ìèòîõîí-
äðèé, íî íå ïðîíèêàåò â ìàòðèêñ ìèòîõîíäðèé. Â êîìï-
ëåêñå IV äûõàòåëüíîé öåïè ìèòîõîíäðèé íà ïåðâîì ýòàïå
öèòîõðîì c-îêñèäàçíîé ðåàêöèè ìèòîõîíäðèé ïðîèñõî-
äèò îêèñëåíèå ÄÀÁ öèòîõðîìîì c, ÷òî ïðèâîäèò ê ïîëè-
ìåðèçàöèè ÄÀÁ â ïîëèìåð. Ïîëèìåðû âñòóïàþò â ðåàê-
öèþ ñ îêñèäîì îñìèÿ, îáðàçóÿ îñìèîôèëüíûé îñàäîê.
Ïðîäóêò äàííîé ðåàêöèè â îòëè÷èå îò ìåòîäîâ, îñíîâàí-
íûõ íà Nadi-ðåàêöèè, èìååò íå êàïåëüíóþ ôîðìó, à ïðî-
ÿâëÿåòñÿ â âèäå ìåëêîäèñïåðñíîãî îñàäêà, êîòîðûé áîëåå
òî÷íî âûÿâëÿåò öèòîõðîì c îêñèäàçó â ìèòîõîíäðèÿõ, çà-
ïîëíÿÿ âíóòðèêðèñòíîå ïðîñòðàíñòâî è ïðîñòðàíñòâî
ìåæäó íàðóæíîé è âíóòðåííåé ìåìáðàíàìè ìèòîõîíä-
ðèé. Áëàãîäàðÿ ýòîìó ìåñòà àêòèâíîé ðàáîòû öèòîõðîì c
îêñèäàçû ÷åòêî âèäíû íà ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèõ
ïðåïàðàòàõ (Seligman et al., 1968).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ò ê à í å â î é ï ð å ï à ð à ò. Ñåðäöå äåêàïèòèðîâàííûõ
âçðîñëûõ êðûñ ëèíèè Wistar (150—180 ã) èçâëåêàëè,
òêàíü æåëóäî÷êîâ áûñòðî èçìåëü÷àëè íà êóñî÷êè ðàçìå-
ðîì 1—3 ìì3 â áóôåðíîì ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 0.3 Ì ñà-
õàðîçû, 250 ìêÌ ÝÄÒÀ, 5 ìÌ Òðèñ, pH 7.4, ïðè 4 °Ñ.
3—5 ã ïîëó÷åííîãî ïðåïàðàòà ïîìåùàëè â ïðîáèðêó îáú-
åìîì 10 ìë è çàëèâàëè òåì æå áóôåðîì. Óñëîâèÿ ãèïîê-
ñèè ñîçäàâàëè ïðåäâàðèòåëüíîé ïðîäóâêîé áóôåðà àçîòîì
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â òå÷åíèå 30 ìèí. Ïðîäóâêà óäàëÿëà 70—90 % êèñëîðîäà
(êîëè÷åñòâî îñòàâøåãîñÿ êèñëîðîäà êîíòðîëèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ïëàòèíîâîãî ýëåêòðîäà Êëàðêà). Îáðàçåö áûñòðî
ãåðìåòèçèðîâàëè. Äàëåå èçîëèðîâàííûå êóñî÷êè ìèîêàð-
äà èíêóáèðîâàëè ïðè 20 °Ñ â òå÷åíèå 72 ÷. Èçîëèðîâàí-
íûå êóñî÷êè êàðäèîìèîöèòîâ èíêóáèðîâàëè ïðè 20 °Ñ â
òå÷åíèå 72 ÷.

Ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Èññëåäîâàíèå àê-
òèâíîñòè öèòîõðîì c îêñèäàçû ïðîâîäèëè ïî ìåòîäèêå,
îïèñàííîé Ñåëèãìàíîì ñ ñîòðóäíèêàìè (Seligman et al.,
1968). Òêàíü ìèîêàðäà ôèêñèðîâàëè 3%-íûì ðàñòâîðîì
ãëóòàðàëüäåãèäà â áóôåðå PBS (0.15 ìÌ NaCl, 27 ìÌ KCl,
12 ìÌ NaH2PO4, pH 7.2) â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 4 °Ñ; çàòåì
òêàíü èíêóáèðîâàëè â ñëåäóþùåì ðàñòâîðå — 5 ìã
3,3�-òåòðàãèäðîõëîðèäà äèàìèíîáåíçèäèíà, 9 ìë 0.05 Ì
ôîñôàòíîãî áóôåðà, pH 7.4, 1 ìë êàòàëàçû (20 ìêã/ìë),
10 ìã öèòîõðîìà c è 750 ìã ñàõàðîçû — â òå÷åíèå 3 ÷ ïðè
37 °Ñ. Äàëåå òêàíü îòìûâàëè â PBS â òå÷åíèå 1 ÷, ïîñëå
÷åãî äîôèêñèðîâàëè 1%-íûì ðàñòâîðîì ÷åòûðåõîêèñè
îñìèÿ â òå÷åíèå 1.5 ÷ è îáåçâîæèâàëè â ðàñòâîðàõ ñïèð-
òîâ ñ âîçðàñòàþùåé êîíöåíòðàöèåé (70%-íûé ñïèðò áûë
íàñûùåí óðàíèë-àöåòàòîì). Ìàòåðèàë çàëèâàëè â ýïîê-
ñèäíóþ ñìîëó Ýïîí-812. Ñåðèéíûå óëüòðàòîíêèå ñðåçû
ãîòîâèëè íà óëüòðàìèêðîòîìå LKB-III è îêðàøèâàëè
ñâèíöîì ïî Ðåéíîëüäñó. Ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû ïðîñìàò-
ðèâàëè è ôîòîãðàôèðîâàëè â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå
HU-11B (Hitachi, ßïîíèÿ).

Èñïîëüçîâàííûå ðåàêòèâû: Òðèñ (ICN, ÑØÀ), ÝÄÒÀ
(Serva, Ãåðìàíèÿ), ñàõàðîçà (Merck, Ãåðìàíèÿ), ÄÀÁ,
êàòàëàçà, öèòîõðîì c è ÷åòûðåõîêèñü îñìèÿ (Sigma,
ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Íà ðèñ. 1 ïîêàçàíà ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêàÿ
êàðòèíà ó÷àñòêà êàðäèîìèîöèòà êîíòðîëüíîé òêàíè ìèî-
êàðäà, ïîëó÷åííàÿ â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè íà
öèòîõðîì c-îêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü. Âèäíî, ÷òî âíóòðè-
êðèñòíîå ïðîñòðàíñòâî áîëüøèíñòâà ìèòîõîíäðèé êîíò-
ðîëüíîé òêàíè çàïîëíåíî ýëåêòðîííî-ïëîòíûì îñàäêîì.
Íà ðèñ. 3, à ïîêàçàíû ìèòîõîíäðèè êàðäèîìèîöèòà êîíò-
ðîëüíîé òêàíè ìèîêàðäà ïðè áîëüøåì óâåëè÷åíèè. Ìîæ-
íî âèäåòü ýëåêòðîííî-ïëîòíûé îñàäîê ìåæäó íàðóæíîé è
âíóòðåííåé ìåìáðàíàìè, îãðàíè÷èâàþùèìè ìèòîõîíä-
ðèþ, è âî âíóòðèêðèñòíîì ïðîñòðàíñòâå.

Ïîñëå äëèòåëüíîãî äåéñòâèÿ ãèïîêñèè êàðòèíà ðåàê-
öèè ðåçêî ìåíÿåòñÿ. Íà ðèñ. 2, à äàíà îáçîðíàÿ ýëåêòðîí-
íî-ìèêðîñêîïè÷åñêàÿ ôîòîãðàôèÿ ó÷àñòêà êàðäèîìèîöèòà
èçîëèðîâàííîãî êóñî÷êà òêàíè ìèîêàðäà, èíêóáèðîâàííî-
ãî â òå÷åíèå 72 ÷ â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè. Ìîæíî âèäåòü, ÷òî
ìèòîõîíäðèè, èìåþùèå ýëåêòðîííî-ïëîòíûé ìàòðèêñ,
ïðîÿâëÿþò õîðîøî âûðàæåííóþ öèòîõðîì c-îêñèäàçíóþ
àêòèâíîñòü. Îáâîäíåííûå ìèòîõîíäðèè, â ÷àñòíîñòè ìèòî-
õîíäðèè, ñîäåðæàùèå ýëåêòðîííî-ïëîòíóþ ìèòîõîíäðèþ,
÷àñòè÷íî èëè ïîëíîñòüþ ëèøåíû îêðàñêè íà àêòèâíîñòü
IV êîìïëåêñà äûõàòåëüíîé öåïè. Â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ â
òàêèõ ìèòîõîíäðèÿõ âî âíóòðèêðèñòíîì è ìåæìåìáðàí-
íîì ïðîñòðàíñòâàõ îñàäîê îòñóòñòâóåò (ðèñ. 2, á). Îäíàêî
âíîâü îáðàçîâàííàÿ ïðè èíêóáàöèè òêàíè â óñëîâèÿõ ãè-
ïîêñèè â ìåæìåìáðàííîì ïðîñòðàíñòâå ìåëêàÿ, ýëåêòðîí-
íî-ïëîòíàÿ, ìèòîõîíäðèÿ îáëàäàåò âûðàæåííîé ðåàêöèåé
íà öèòîõðîì c-îêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü. Äåòàëüíî êàðòèíà
öèòîõðîì c-îêñèäàçíîé àêòèâíîñòè â ìåëêîé, ýëåêòðîí-
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Ðèñ. 1. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêàÿ êàðòèíà ó÷àñòêà êàðäèîìèîöèòà êîíòðîëüíîé òêàíè ìèîêàðäà â ðåçóëüòàòå ðåàêöèè íà öè-
òîõðîì c-îêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü.

Âíóòðèêðèñòíîå ïðîñòðàíñòâî ìèòîõîíäðèé çàïîëíåíî ýëåêòðîííî-ïëîòíûì îñàäêîì.



íî-ïëîòíîé, ìèòîõîíäðèè, ðàñïîëîæåííîé â ìåæìåìá-
ðàííîì ïðîñòðàíñòâå áîëåå êðóïíîé, ýëåêòðîííî-ñâåòëîé,
ïîêàçàíà íà ðèñ. 3, á. Ïðè áîëüøåì óâåëè÷åíèè ÷åòêî
âèäíî, ÷òî âíóòðè ýëåêòðîííî-ïëîòíîé ìèòîõîíäðèè ïî
âñåé äëèíå ìåìáðàí êðèñò ïðèñóòñòâóåò ìåëêîäèñïåðñ-
íûé îñàäîê, â òî âðåìÿ êàê â îñíîâíîé ìèòîõîíäðèè ðåàê-
öèÿ íà öèòîõðîì c îêñèäàçó îòñóòñòâóåò.

Ïðè ñðàâíåíèè êàðòèíû ðåàêöèè ìèòîõîíäðèè êîíò-
ðîëüíîé (ðèñ. 3, à) è ìèòîõîíäðèè ýêñïåðèìåíòàëüíîé

òêàíè, ñîäåðæàùåé ìåëêóþ, ýëåêòðîííî-ïëîòíóþ, ìèòî-
õîíäðèþ (ðèñ. 3, á), âèäíà ëîêàëüíàÿ ñîõðàííîñòü öèòî-
õðîì c-îêñèäàçíîé àêòèâíîñòè òîëüêî ëèøü â ìåëêîé,
ýëåêòðîííî-ïëîòíîé, ìèòîõîíäðèè ïðè ïîëíîì åå îòñóò-
ñòâèè â îñíîâíîé ìèòîõîíäðèè.

Îáíàðóæåííàÿ íàìè àêòèâíîñòü öèòîõðîì c îêñèäàçû
â ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ ìèòîõîíäðèÿõ, îáðàçóþùèõñÿ â
ìåæìåìáðàííîì ïðîñòðàíñòâå ìèòîõîíäðèé îñíîâíîé
ïîïóëÿöèè, ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ìåõàíèçì îáðà-
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Ðèñ. 2. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêàÿ êàðòèíà ó÷àñòêà êàðäèîìèîöèòà èçîëèðîâàííîãî êóñî÷êà òêàíè ìèîêàðäà, èíêóáèðîâàííî-
ãî 72 ÷ â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè. Ðåàêöèÿ íà öèòîõðîì c-îêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü.

à — îáùèé âèä, âèäíà ãåòåðîãåííîñòü ðåàêöèé ìèòîõîíäðèé; á — ó÷àñòîê ýëåêòðîííî-ñâåòëîé ìèòîõîíäðèè ïðè áîëüøåì óâåëè÷åíèè, ïðîÿâëÿþùèé
öèòîõðîì c-îêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü è ñîäåðæàùèé ìåëêóþ, ýëåêòðîííî-ïëîòíóþ, ìèòîõîíäðèþ ñ âûðàæåííîé öèòîõðîì c-îêñèäàçíîé àêòèâíîñòüþ.

Ðèñ. 3. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêàÿ êàðòèíà ìèòîõîíäðèé êàðäèîìèîöèòîâ â ðåçóëüòàòå ðåàêöèè íà öèòîõðîì c-îêñèäàçíóþ àê-
òèâíîñòü.

à — ìèòîõîíäðèÿ êàðäèîìèîöèòà êîíòðîëüíîé òêàíè ìèîêàðäà ñ âûðàæåííîé öèòîõðîì c-îêñèäàçíîé àêòèâíîñòüþ; á — îòñóòñòâèå öèòîõðîì c-îêñè-
äàçíîé àêòèâíîñòè â ìèòîõîíäðèÿõ êàðäèîìèîöèòîâ ÷åðåç 72 ÷ èíêóáàöèè â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè è öèòîõðîì c-îêñèäàçíàÿ àêòèâíîñòü ìåëêîé, ýëåêò-

ðîííî-ïëîòíîé, ìèòîõîíäðèè, ðàñïîëîæåííîé â ìåæìåìáðàííîì ïðîñòðàíñòâå ýëåêòðîííî-ñâåòëîé ìèòîõîíäðèè.
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Ðèñ. 4. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêàÿ êàðòèíà ðåàêöèè íà öèòîõðîì c îêñèäàçó íà ñåðèéíûõ ñðåçàõ, ïîêàçûâàþùèõ ðàííþþ ñòà-
äèþ îáðàçîâàíèÿ ìåëêîé, ýëåêòðîííî-ïëîòíîé, ìèòîõîíäðèè (à—ã).

Ðèñ. 5. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêàÿ êàðòèíà ðàñïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè öèòîõðîì c îêñèäàçû â ñòðóêòóðå ìåæìèòîõîíäðèàëü-
íîãî êîíòàêòà (ñòðåëêà).



çîâàíèÿ «ìèòîõîíäðèé âíóòðè ìèòîõîíäðèé» îòðàæàåò
ïðîöåññ «âûæèâàíèÿ» ýòèõ îðãàíåëë, ñîõðàíÿþùèõ â ðà-
áî÷åì ñîñòîÿíèè õîòÿ áû ÷àñòü ìèòîõîíäðèè, ïîñêîëüêó,
êàê èçâåñòíî, äèñôóíêöèÿ ìèòîõîíäðèé âûçûâàåò ãèáåëü
êëåòîê. Íà ðèñ. 4 ïîêàçàíà ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêàÿ
êàðòèíà îäíîé èç ñòàäèé îáðàçîâàíèÿ ìåëêîé, ýëåêòðîí-
íî-ïëîòíîé, ìèòîõîíäðèè, îïèñàííûõ íàìè ðàíåå (Ñîëî-
äîâíèêîâà è äð., 2006), ïðè ïðîâåäåíèè ðåàêöèè íà öèòî-
õðîì c-îêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü. Íà ÷åòûðåõ ïîñëåäîâà-
òåëüíûõ ñðåçàõ ìîæíî âèäåòü îäíó èç íà÷àëüíûõ ñòàäèé
ôîðìèðîâàíèÿ íîâîé ìèòîõîíäðèè âíóòðè áîëåå êðóïíîé
ìèòîõîíäðèè îñíîâíîé ïîïóëÿöèè. Âèäíî, ÷òî îñíîâíàÿ
ìèòîõîíäðèÿ åùå íå ïîëíîñòüþ óòðàòèëà ôóíêöèîíàëü-
íóþ àêòèâíîñòü. Âíóòðèêðèñòíîå ïðîñòðàíñòâî ìíîãèõ
êðèñò çàïîëíåíî ýëåêòðîííî-ïëîòíûì îñàäêîì. Â öåíòðå
ìèòîõîíäðèè ðàñïîëîæåíà çàìêíóòàÿ ïîëîñòü, îãðàíè-
÷åííàÿ ìåìáðàíîé, ïî âñåé ïîâåðõíîñòè êîòîðîé ìîæíî
âèäåòü õîðîøî âûðàæåííûé îáèëüíûé ñëîé ìåëêîäèñïåðñ-
íîãî îñàäêà. Ôîðìèðóþùèåñÿ ìåìáðàííûå ñëîè âíóòðè
ýòîé ñòðóêòóðû òàêæå äàþò âûðàæåííóþ ïîëîæèòåëüíóþ
ðåàêöèþ íà àêòèâíîñòü öèòîõðîì c îêñèäàçû, ò. å. îáðàçî-
âàíèå íîâîé ìåìáðàííîé ñòðóêòóðû âíóòðè ìèòîõîíäðèè
èäåò ïðè àêòèâíîé öèòîõðîì c îêñèäàçå âî âíîâü äèôôå-
ðåíöèðóþùåìñÿ êîìïàðòìåíòå.

Êàê íàìè áûëî ïîêàçàíî ðàíåå, óäèâèòåëüíîé îñîáåí-
íîñòüþ íàøèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèé ÿâëÿåòñÿ çíà-
÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî ìåæìèòîõîíäðèàëüíûõ êîíòàêòîâ
íàòèâíîé ñòðóêòóðû â êàðäèîìèîöèòàõ èçîëèðîâàííîé
òêàíè ìèîêàðäà ïîñëå äëèòåëüíîãî äåéñòâèÿ ãèïîêñèè,
ïðè÷åì ìåæìèòîõîíäðèàëüíûå êîíòàêòû ñîõðàíÿëèñü
äàæå â ñóñïåíçèè ìèòîõîíäðèé, èçîëèðîâàííûõ èç äàí-
íîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé òêàíè (Ñàïðóíîâà è äð., 2002;
Òîíüøèí è äð., 2003). Ïðè èññëåäîâàíèè öèòîõðîì c-îê-
ñèäàçíîé àêòèâíîñòè ìèòîõîíäðèé êàðäèîìèîöèòîâ â íà-
øèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ îêàçàëîñü, ÷òî â îáëàñ-
òè ìåæìèòîõîíäðèàëüíûõ êîíòàêòîâ âèäíà ÿðêî âûðà-
æåííàÿ ðåàêöèÿ íà öèòîõðîì c îêñèäàçó.

Íà ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîé ôîòîãðàôèè ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè öèòîõðîì c îêñèäàçû â ñòðóêòóðå
ìåæìèòîõîíäðèàëüíûõ êîíòàêòîâ â òêàíè ìèîêàðäà, èí-
êóáèðîâàííîé â òå÷åíèå 72 ÷ â óñëîâèÿõ ãèïîêñèè
(ðèñ. 5), ÷åòêî âèäíî, ÷òî â îáëàñòè ìåæìèòîõîíäðèàëü-
íîãî êîíòàêòà, â ïðîñòðàíñòâå ìåæäó íàðóæíîé è âíóò-
ðåííåé ìèòîõîíäðèàëüíîé ìåìáðàíàìè, âûÿâëÿåòñÿ öèòî-
õðîì c-îêñèäàçíàÿ àêòèâíîñòü, â òî âðåìÿ êàê â ïðîñòðàí-
ñòâå ìåæäó îãðàíè÷èâàþùèìè äàííóþ ìèòîõîíäðèþ
ìåìáðàíàìè ïðîäóêò ðåàêöèè (ìåëêîäèñïåðñíûé îñàäîê)
íå âûÿâëÿåòñÿ. Íî ñàìîå óäèâèòåëüíîå, ÷òî â ó÷àñòêå íå-
ïîñðåäñòâåííîãî êîíòàêòèðîâàíèÿ äâóõ ìèòîõîíäðèé ÷åò-
êî âûÿâëÿåòñÿ öèòîõðîì c-îêñèäàçíàÿ àêòèâíîñòü (íà
ðèñ. 5 ïîêàçàíî ñòðåëêîé).

Îáñóæäåíèå

Ðåçóëüòàòû íàøèõ èññëåäîâàíèé ïîêàçûâàþò, ÷òî ïðè
äëèòåëüíîì äåéñòâèè ãèïîêñèè â èçîëèðîâàííûõ êóñî÷-
êàõ òêàíè ìèîêàðäà ïðîèñõîäÿò óëüòðàñòðóêòóðíûå èçìå-
íåíèÿ ìèòîõîíäðèé, ñîïðîâîæäàþùèåñÿ íàðóøåíèåì
ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ìèòîõîíäðèé, â ÷àñòíîñòè
IV êîìïëåêñà äûõàòåëüíîé öåïè ìèòîõîíäðèé. Âîçíèêà-
þùèå ïðè ýòîì â ìèòîõîíäðèÿõ îñíîâíîé ïîïóëÿöèè êàð-
äèîìèîöèòîâ ìåëêèå, ýëåêòðîííî-ïëîòíûå, ìèòîõîíäðèè
îáíàðóæèâàþò õîðîøî ðàçëè÷èìóþ öèòîõðîì c-îêñèäàç-
íóþ àêòèâíîñòü ïî âñåé äëèíå îáðàçóþùèõñÿ êðèñò, â òî

âðåìÿ êàê îñíîâíàÿ ìèòîõîíäðèÿ, âíóòðè êîòîðîé ôîðìè-
ðóåòñÿ íîâàÿ îðãàíåëëà, ÷àñòè÷íî èëè ïîëíîñòüþ óòðà÷è-
âàåò öèòîõðîì c-îêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü.

Âîçíèêàþùèå â óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòàëüíî âûçâàí-
íîé êèñëîðîäíîé íåäîñòàòî÷íîñòè èçîëèðîâàííîé òêàíè
ìèîêàðäà îñîáåííîñòè ìèòîõîíäðèé íåîòäåëèìû îò íà-
ðóøåíèé ôóíêöèîíàëüíûõ ïðîöåññîâ â òêàíè ìèîêàðäà,
ëèøåííîé êèñëîðîäà. Îáøèðíàÿ ëèòåðàòóðà ïî ýëåêòðîí-
íî-ìèêðîñêîïè÷åñêèì, öèòîõèìè÷åñêèì è áèîõèìè÷å-
ñêèì èçìåíåíèÿì ìèîêàðäà èçîáèëóåò äàííûìè, ñâèäå-
òåëüñòâóþùèìè î òîì, ÷òî íàðÿäó ñ äåñòðóêòèâíûìè
ïðîöåññàìè â ïîâðåæäåííîì ìèîêàðäå, êàê ïðàâèëî, ïðî-
òåêàþò ðåãåíåðàòèâíûå ïðîöåññû (Ñàðêèñîâ, Âòþðèí,
1967; Ãëàãîëåâà, ×å÷óëèí, 1968; Ñàðêèñîâ, 1977; Àâöûí,
Øàõëàìîâ, 1979; Ðóìÿíöåâ, 1982). Ðóìÿíöåâ (1982) îïðå-
äåëÿåò æåëóäî÷êîâûå ìèîöèòû êàê â âûñøåé ñòåïåíè
ïëàñòè÷íûå êëåòêè, ñïîñîáíûå ê ðåçêîé àêòèâàöèè áèî-
ñèíòåçîâ è ãëóáîêîé óëüòðàñòðóêòóðíîé ðåîðãàíèçàöèè,
âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ íîâîîáðàçîâàíèå îãðîìíîãî ÷èñëà
ñïåöèàëèçèðîâàííûõ ñòðóêòóð è êëåòî÷íûõ îðãàíåëë.

Â ðàáîòå Ãëàãîëåâîé è ×å÷óëèíà (1968) îïèñûâàåòñÿ
íîâîîáðàçîâàíèå ìèîôèáðèëë, ìèòîõîíäðèé è äðóãèõ
âíóòðèêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð â êëåòêàõ ìèîêàðäà â óñëîâè-
ÿõ ýêñïåðèìåíòàëüíîé èøåìèè. Àâòîðû èññëåäîâàëè óëü-
òðàñòðóêòóðíóþ îðãàíèçàöèþ ìèîêàðäà íà ðàçëè÷íûõ
ñòàäèÿõ ýêñïåðèìåíòàëüíîé èøåìèè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
íà 5—7-å ñóò ïîñëå ïåðåâÿçêè êîðîíàðíîé àðòåðèè â ìû-
øå÷íûõ âîëîêíàõ ìèîêàðäà îáíàðóæèâàþòñÿ êàðäèîìèî-
öèòû, â êîòîðûõ ïðèñóòñòâóþò ñêîïëåíèÿ ìåëêèõ
(0.5—1.0 ìêì) ìèòîõîíäðèé, ñîäåðæàùèõ áîëüøîå ÷èñ-
ëîì ïëîòíî óïàêîâàííûõ êðèñò. Êàê ìû îòìå÷àëè â íà-
øèõ ïðåäûäóùèõ ïóáëèêàöèÿõ, àíàëîãè÷íûå äàííûå
áûëè ïîëó÷åíû è â áîëåå ñîâðåìåííûõ ðàáîòàõ, âûïîë-
íåííûõ íà âûñîêîì ìåòîäè÷åñêîì óðîâíå (James et al.,
1993; James, 1994).

Ðàññìîòðåííûå èçìåíåíèÿ óëüòðàñòðóêòóðû êàðäèî-
ìèîöèòîâ â ëèòåðàòóðå òðàêòóþòñÿ êàê ïðèçíàêè âíóòðè-
êëåòî÷íîé ðåãåíåðàöèè (Ñàðêèñîâ, Âòþðèí, 1967; Ãëàãî-
ëåâà, ×å÷óëèí, 1968; Ñàðêèñîâ, 1977; Àâöûí, Øàõëàìîâ,
1979; Ðóìÿíöåâ, 1982). Â ëèòåðàòóðå ñóùåñòâóåò òî÷êà
çðåíèÿ, ñîãëàñíîé êîòîðîé âîçìîæíî íå òîëüêî âîñïðîèç-
âåäåíèå íîâûõ ìèòîõîíäðèé, íî è ðåêîíñòðóêöèÿ ïîâðåæ-
äåííûõ îðãàíåëë. Òàê, Äåìëèíã ñ êîëëåãàìè (Deimling et
al., 1960) ïîêàçàëè ðåãåíåðàöèþ êðèñò ñ âíóòðåííåé ñòî-
ðîíû íàðóæíîé ìèòîõîíäðèàëüíîé ìåìáðàíû. Âîçìîæíî,
÷òî ýòè àâòîðû òàêæå íàáëþäàëè îïèñàííûé íàìè ïðî-
öåññ îáðàçîâàíèÿ ìèòîõîíäðèé âíóòðè ìèòîõîíäðèé, îä-
íàêî íåäîñòàòî÷íûé ìåòîäè÷åñêèé óðîâåíü è íèçêàÿ ðàç-
ðåøàþùàÿ ñïîñîáíîñòü ýëåêòðîííûõ ìèêðîñêîïîâ òåõ
ëåò íå ïîçâîëèëè àâòîðàì äåòàëüíî ðàçîáðàòüñÿ â îáíàðó-
æåííîì èìè ÿâëåíèè. Âíóòðèêëåòî÷íûé ðåãåíåðàòèâ-
íûé ïðîöåññ áûë íàçâàí Ãëàãîëåâîé è ×å÷óëèíûì (1968)
÷àñòüþ «áîðüáû çà ñóùåñòâîâàíèå», è ýòè àâòîðû ñäåëàëè
âûâîä î òîì, ÷òî âîññòàíîâëåíèå ìèîêàðäèàëüíûõ êëåòîê
ïðîèñõîäèò ïóòåì âíóòðèêëåòî÷íîé ðåãåíåðàöèè, êîòî-
ðàÿ, ïî èõ ìíåíèþ, ÿâëÿåòñÿ óëüòðàñòðóêòóðíîé îñíîâîé
âîññòàíîâëåíèÿ íàðóøåííîé ôóíêöèè ñåðäöà.

Îòðàæåíèåì áîðüáû çà ñóùåñòâîâàíèå, íà íàø
âçãëÿä, ÿâëÿåòñÿ è ïîâûøåííàÿ ñòàáèëüíîñòü õîðîøî âû-
ðàæåííûõ ìåæìèòîõîíäðèàëüíûõ êîíòàêòîâ â òêàíè ìèî-
êàðäà â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ. Íàìè âïåð-
âûå óäàëîñü ïîëó÷èòü ôóíêöèîíàëüíóþ õàðàêòåðèñòèêó
ýòîé ìåæìåìáðàííîé êîíòàêòíîé ñòðóêòóðû ìåòîäîì
ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîé ãèñòîõèìèè, êîòîðûé ïî-
çâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä: ìåæìèòîõîíäðèàëüíûå êîíòàêòû
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îáåñïå÷èâàþò íå òîëüêî ìåõàíè÷åñêóþ èíòåãðàöèþ ìèòî-
õîíäðèé, íî è àêòèâíóþ ìåòàáîëè÷åñêóþ êîîïåðàöèþ â
íàøèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ. Ýòè ðåçóëüòàòû ÿâ-
ëÿþòñÿ óáåäèòåëüíûì ïîäòâåðæäåíèåì ïîëó÷åííûõ íàìè
ðàíåå äàííûõ î âûñîêîé ýëåêòðîïðîâîäíîñòè ýòèõ ñòðóê-
òóð (Áàêååâà è äð., 1977; Ñêóëà÷åâ, 1989). Òàêèì îáðàçîì,
ïîëó÷åíî åùå îäíî ïîäòâåðæäåíèå òîãî, ÷òî ìåæìèòî-
õîíäðèàëüíûå êîíòàêòû ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ñèñòå-
ìîîáðàçóþùèå ýëåìåíòû êëåòî÷íîé îðãàíèçàöèè.

Íàøè ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå òàêæå ìîæíî ðàñ-
ñìàòðèâàòü ñ ïîçèöèè ðàçâèâàåìûõ Â. Ï. Ñêóëà÷åâûì ñî-
âðåìåííûõ ïðåäñòàâëåíèé î ìèòîïòîçå (ïðîöåññå ñàìî-
ëèêâèäàöèè ìèòîõîíäðèé) (Skulachev, 1998, 1999; Ñêóëà-
÷åâ, 1999, 2000, 2005; Skulachev et al., 2004). Ïî ìíåíèþ
Â. Ï. Ñêóëà÷åâà, ÿâëåíèÿ ñàìîóíè÷òîæåíèÿ (àïîïòîçà)
íåîáõîäèìî ðàññìàòðèâàòü áîëåå øèðîêî, íå òîëüêî ïðè-
ìåíèòåëüíî ê òêàíåâîé êèíåòèêå, íî è íà ñóáêëåòî÷íîì
óðîâíå. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ î÷åâèäíî, ÷òî ìèòîõîíäðèè,
ïîäîáíî êëåòêå, îáëàäàþò ïðîãðàììîé ñàìîëèêâèäàöèè
(ìèòîïòîçîì). Âîçìîæíî, ÷òî îáíàðóæåííàÿ â íàøèõ ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ äåãðàäàöèÿ îòäåëüíûõ îðãà-
íåëë èñõîäíîé ïîïóëÿöèè ìèòîõîíäðèé, ñîïðîâîæäàþ-
ùàÿñÿ ïîÿâëåíèåì ìåëêèõ, ýëåêòðîííî-ïëîòíûõ, ìèòî-
õîíäðèé, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ìåõàíèçìîâ ìèòîïòîçà,
íàïðàâëåííîãî íà âûáðàêîâêó ìèòîõîíäðèé ñ íàðóøåí-
íîé ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòüþ, ïîñêîëüêó î÷åâèäíî,
÷òî ôóíêöèè ìèòîïòîçà íå èñ÷åðïûâàþòñÿ òîëüêî àíòèîê-
ñèäàíòíîé çàùèòîé êëåòêè.
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THE CYTOCHROME C OXIDASE ACTIVITY IN MITOCHONDRIA OF CARDIOMYOCYTES

OF ISOLATED CARDIAC TISSUE UNDER LONG-TERM HYPOXIC INCUBATION

V. B. Saprunova, I. M. Solodovnikova, L. E. Bakeeva1

A. N. Belozersky Research of Physico-Chemical Biology, Institute Moscow State University;
1 e-mail: bakeeva@imec.msu.ru

Using method of electron microscopic histochemistry based upon the oxidative polymerization of 3,3�-dia-
minobenzidine (DAB) to reveal cytochrome c oxidase activity we identified that long hypoxic incubation of iso-
lated small pieces of cardiac tissue during 72 h caused changes in mitochondrial ultrastructure followed by a
breach of functional activities of mitochondria, and, in particular, complex IV of the respiratory chain. But for
all that, small electron-dense mitochondria appearing inside electron-light mitochondria («mitochondria inside
mitochondria») stained positively for cytochrome c oxidase activity along the full length of cristaes. The results
obtained are discussed in connection with conception of changes in the mitochondrial reticulum ultrastructure
during mitoptosis.

K e y w o r d s: mitochondria, cardiomyocytes, electron microscopy, intracellular regeneration, hypoxia, mi-
toptosis.
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