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Â. À. Ïîïêîâ è äð.
Êîëè÷åñòâåííûå ïîäõîäû ê ïðèæèçíåííîìó àíàëèçó ìîðôîëîãèè ìèòîõîíäðèé

Ñòðóêòóðíàÿ îðãàíèçàöèÿ ìèòîõîíäðèé ÿâëÿåòñÿ îòðàæåíèåì èõ ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ è â
çíà÷èòåëüíîé ìåðå ÿâëÿåòñÿ ïîêàçàòåëåì æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòêè. Êîñâåííûì ïàðàìåòðîì îöåíêè
ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ ìèòîõîíäðèè è êëåòêè ÿâëÿåòñÿ ñòåïåíü ôðàãìåíòàöèè, ò. å. ñîîòíîøåíèå
ïðîòÿæåííûõ èëè ðàçâåòâëåííûõ ìèòîõîíäðèàëüíûõ ñòðóêòóð ê îêðóãëûì ìèòîõîíäðèÿì. Íàñóùíàÿ
íåîáõîäèìîñòü òàêîé îöåíêè òðåáóåò âûðàáîòêè ïîäõîäîâ, ïîçâîëÿþùèõ íà îñíîâàíèè êîíôîêàëüíûõ
èçîáðàæåíèé ìèòîõîíäðèé, îêðàøåííûõ ôëóîðåñöåíòíûìè çîíäàìè, âîññîçäàòü öåëîñòíóþ êàðòèíó
òðåõìåðíîé îðãàíèçàöèè ìèòîõîíäðèîìà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íàìè áûëè îïðîáîâàíû òðè ïîäõîäà ê
àíàëèçó ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ìèòîõîíäðèé êëåòîê â íîðìå è ïðè ôðàãìåíòàöèè, èíäóöèðîâàííîé
îêèñëèòåëüíûì ñòðåññîì. Âûÿâëåíî, ÷òî íàèáîëåå èíôîðìàòèâíûì ñïîñîáîì àíàëèçà ÿâëÿåòñÿ òðåõìåð-
íîå ðåêîíñòðóèðîâàíèå íà îñíîâå ñåðèè êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæåíèé ïî îñè z, îäíàêî ñ ðÿäîì îãðàíè÷å-
íèé âîçìîæíî ïðèìåíåíèå è áîëåå ïðîñòûõ ñèñòåì àíàëèçà, â òîì ÷èñëå è ïî åäèíè÷íûì äâóõìåðíûì
èçîáðàæåíèÿì. Äàëüíåéøàÿ ðàçðàáîòêà ïîäîáíûõ ìåòîäèê àíàëèçà èçîáðàæåíèé ïîçâîëèò èññëåäîâàòü
áîëåå òîíêóþ îðãàíèçàöèþ ìèòîõîíäðèé â óñëîâèÿõ íîðìû è ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé.
Ýòî ïîçâîëèò îáåñïå÷èòü êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó ìíîæåñòâà ïàðàìåòðîâ, õàðàêòåðèçóþùèõ ìîðôî-
ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå ìèòîõîíäðèé (ïðåæäå âñåãî èõ àáñîëþòíûõ è îòíîñèòåëüíûõ îáúåìîâ) è äà-
þùèõ äîïîëíèòåëüíóþ èíôîðìàöèþ î õîäå ïðîöåññîâ òðåõìåðíîé îðãàíèçàöèè ìèòîõîíäðèîìà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìèòîõîíäðèè, ôðàãìåíòàöèÿ, êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, òðåõìåðíàÿ ðåêîí-
ñòðóêöèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÈÐ — èøåìèÿ—ðåîêñèãåíàöèÿ, SkQ1 — ïëàñòîõèíîíèë-äåöèëòðèôå-
íèëôîñôîíèé, TMRE — ýòèëîâûé ýôèð òåòðàìåòèëðîäàìèíà.

Ïîìèìî ãåíåðàöèè ÀÒÔ ìèòîõîíäðèè â êëåòêå âû-
ïîëíÿþò öåëûé ðÿä ðàçíîîáðàçíûõ ôóíêöèé, òàêèõ êàê
ðåãóëÿöèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ðåäîêñ-ñòàòóñà, áèîñèíòåç
ðÿäà ìåòàáîëèòîâ è ðåãóëÿòîðîâ, òåðìîãåíåç, ó÷àñòèå â
ïðîãðàììèðóåìîé ãèáåëè êëåòêè è äåòîêñèêàöèÿ (Zorov
et al., 1997). Äîêàçàííûì ÿâëÿåòñÿ ó÷àñòèå ìèòîõîíäðèé â
ðàçâèòèè ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, òàêèõ
êàê èøåìè÷åñêèå ïîâðåæäåíèÿ îðãàíîâ è ðàçíîîáðàçíûå
çàáîëåâàíèÿ, âõîäÿùèå â ñôåðó ìèòîõîíäðèàëüíîé ìåäè-
öèíû (Çîðîâ è äð., 2013) è ïîêà åùå íàïðÿìóþ íå êëàññè-
ôèöèðîâàííûå êàê ìèòîõîíäðèàëüíûå áîëåçíè, íàïðèìåð
áîëåçíè Àëüöãåéìåðà è Ïàðêèíñîíà, â ïàòîãåíåçå êîòî-
ðûõ ïðèíèìàþò ó÷àñòèå ìèòîõîíäðèè (Friedland-Leuner
et al., 2014; Picone et al., 2014; Wang et al., 2014; Ñèëà÷åâ
è äð., 2015; Benek et al., 2015; Cenini, Voos, 2016). Âîçäåé-
ñòâèÿ, íàïðàâëåííûå íà çàùèòó ìèòîõîíäðèé, îáåùàþò â
ñêîðîì âðåìåíè ñòàòü êëèíè÷åñêè çíà÷èìûìè ïîäõîäàìè
äëÿ ëå÷åíèÿ òàêèõ ïàòîëîãèé. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèç-

ìà ó÷àñòèÿ ìèòîõîíäðèé â íîðìàëüíîì è ïàòîëîãè÷åñêîì
òå÷åíèè âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ íåîáõîäèì àíàëèç
ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ ìèòîõîíäðèé â êëåòêàõ, è
íåìàëîâàæíóþ ðîëü â ýòîì àíàëèçå èãðàåò îöåíêà ñòðóê-
òóðíîé îðãàíèçàöèè ìèòîõîíäðèé. Íåîäíîêðàòíî ïîêàçà-
íî, ÷òî ðàçìåðû è ôîðìû ìèòîõîíäðèé â êëåòêå íåïîñòî-
ÿííû è ÷òî ìåæäó ïðîöåññàìè ôðàãìåíòàöèè è ñëèÿíèÿ
ìèòîõîíäðèé ñóùåñòâóåò îïðåäåëåííîå ðàâíîâåñèå (Fre-
deric, Chevremont, 1952; Bakeeva et al., 1978; Smith, Ord,
1983). Ðàâíîâåñèå ðåçêî ñìåùàåòñÿ â ñòîðîíó ôðàãìåíòà-
öèè (ðàñùåïëåíèÿ) ïðè ïàòîëîãè÷åñêèõ âîçäåéñòâèÿõ,
êîãäà ïðàêòè÷åñêè âñÿ ïîïóëÿöèÿ ìèòîõîíäðèé â êëåòêå
ïðåäñòàâëåíà ìàëûìè îêðóãëûìè ìèòîõîíäðèÿìè (ïåðå-
õîä íèòü—çåðíî) (Vorobjev, Zorov, 1983; Skulachev et al.,
2004; Chan, 2006).

Ýòè ñòðóêòóðíûå ïåðåõîäû îïðåäåëÿþòñÿ ðåäîêñ-ñî-
ñòîÿíèåì êëåòêè. Íàïðèìåð, ïîêàçàíî, ÷òî ïðè îêèñëè-
òåëüíîì ïîâðåæäåíèè êëåòîê ïî÷åê â êóëüòóðå è â òêàíè
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ìèòîõîíäðèè ôðàãìåíòèðóþòñÿ, ÷òî ìîæåò ÿâëÿòüñÿ îä-
íèì èç ïåðâûõ ïðèçíàêîâ äåãðàäàöèè êëåòêè (Plotnikov
et al., 2007, 2008). Ýòî äèíàìè÷åñêîå ðàâíîâåñèå íå òîëü-
êî âàæíî äëÿ íîðìàëüíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòêè, íî,
âèäèìî, ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ìåõàíèçìîì, îáåñïå÷èâàþ-
ùèì ðåïàðàöèþ ïîâðåæäåííûõ ìèòîõîíäðèé. Àíàëèç
ñòåïåíè ôðàãìåíòàöèè, à òàêæå ñêîðîñòè âîññòàíîâëåíèÿ
íîðìàëüíîé ñòðóêòóðû ìèòîõîíäðèé ÿâëÿåòñÿ êðàéíå
âàæíûì äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ ðàçâèòèÿ ïàòîëî-
ãèé, à òàêæå äëÿ îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè òåðàïåâòè÷åñêèõ
ïîäõîäîâ.

Ñîâðåìåííûå ìåòîäû àíàëèçà èçîáðàæåíèé, ïîëó÷åí-
íûõ ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé èëè ëàçåðíîé êîíôî-
êàëüíîé ìèêðîñêîïèè, ïîçâîëÿþò êîëè÷åñòâåííî îöåíèòü
ïàðàìåòðû, îòðàæàþùèå ñîñòîÿíèå è ìîðôîëîãèþ ìèòî-
õîíäðèé â êëåòêå. Áîëåå òîãî, ïðîãðàììíûé àíàëèç ïî-
çâîëÿåò ïîëó÷èòü êà÷åñòâåííî íîâóþ èíôîðìàöèþ, êîòî-
ðóþ î÷åíü òðóäíî îöåíèòü íåâîîðóæåííûì ãëàçîì. Êðî-
ìå ýòîãî, àâòîìàòèçèðîâàííûå ìåòîäû àíàëèçà ïîçâîëÿþò
èçáåæàòü ñóáúåêòèâíîñòè ïðè àíàëèçå è çíà÷èòåëüíî ñî-
êðàòèòü âðåìåíí*ûå çàòðàòû.

Åñòü äâà îñíîâíûõ ïîäõîäà äëÿ êîëè÷åñòâåííîé
îöåíêè ôðàãìåíòàöèè ìèòîõîíäðèé â êëåòêàõ — äâóõ-
ìåðíûé è òðåõìåðíûé. Îáà ïîäõîäà òðåáóþò ôëóîðåñ-
öåíòíîãî ìå÷åíèÿ ìèòîõîíäðèé. Ýòîãî ìîæíî äîñòè÷ü ñ
ïîìîùüþ ëèáî ôëóîðåñöåíòíûõ çîíäîâ, íàêàïëèâàþ-
ùèõñÿ â ìèòîõîíäðèÿõ â çàâèñèìîñòè îò âåëè÷èíû ìåìá-
ðàííîãî ïîòåíöèàëà, ëèáî ãåíåòè÷åñêè êîäèðóåìûõ
ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêîâ, èìåþùèõ àäðåñíóþ (ìèòîõîíä-
ðèàëüíóþ) ëîêàëèçàöèþ. Äëÿ äâóõìåðíîãî ìåòîäà îöåíêè
ñòðóêòóðû äîñòàòî÷íî îäíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî èçîáðà-
æåíèÿ êëåòêè, åñëè ìèòîõîíäðèè íà íåì õîðîøî ðàçðåøå-
íû. Òðåõìåðíûé ìåòîä òðåáóåò íàëè÷èÿ òàê íàçûâàåìîãî
z-ñòåêà — íàáîðà êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæåíèé èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè êëåòêè ïî îñè z, ñîîòâåòñòâóþùåé
òîëùèíå êëåòêè, ïîëó÷àåìûõ ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîãî ñêà-
íèðóþùåãî êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðèìåíèëè îáà ýòèõ àëãîðèò-
ìà îöåíêè ìîðôîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ ìèòîõîíäðèé
êëåòîê ïîñëå èøåìè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ è ñðàâíèëè èõ
âîçìîæíîñòè, îöåíèâàÿ ìàêñèìàëüíî øèðîêèé íàáîð ïà-
ðàìåòðîâ ìîðôîôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ ìèòîõîíä-
ðèé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ä â ó õ ì å ð í û é è ï î ë ó ò ð å õ ì å ð í û é à í à ë è ç.
Äëÿ äâóõìåðíîãî àíàëèçà áûëè èñïîëüçîâàíû ñòàíäàðò-
íûå àëãîðèòìû «àíàëèçà ÷àñòèö», êîòîðûå âõîäÿò â òàêèå
ïàêåòû àíàëèçà èçîáðàæåíèé, êàê ImagåJ (NIH, ÑØÀ) è
Fiji (LOCI, ÑØÀ). Äîïîëíèòåëüíî ìû èñïîëüçîâàëè àëãî-
ðèòì, ñïåöèàëüíî íàïèñàííûé äëÿ àíàëèçà ôðàãìåíòàöèè
ìèòîõîíäðèé (Herbert et al., 2014; Lautenschlager et al.,
2015). Äàííûé àëãîðèòì âûäåëÿåò èçîáðàæåíèå ìèòî-
õîíäðèé â äâóõìåðíûõ êîîðäèíàòàõ è îöåíèâàåò èõ äëè-
íó, à òàêæå ïëîùàäü êëåòêè (âû÷èòàÿ ïëîùàäü, çàíèìàå-
ìóþ ÿäðîì). Àëãîðèòì ïîçâîëÿåò îöåíèòü ñðåäíþþ äëèíó
ìèòîõîíäðèé â êëåòêå, à òàêæå ñðåäíåå ÷èñëî ìèòîõîíä-
ðèé íà ïëîùàäü öèòîïëàçìû. Ñ ïîìîùüþ ýòîãî æå ìîäó-
ëÿ ìû ïðîâåëè àíàëîãè÷íûé àíàëèç äëÿ íàáîðà èçîáðàæå-
íèé ïî òîëùèíå êëåòêè (z-ñòåêà) («ïîëóòðåõìåðíûé àíà-
ëèç»), êîòîðûé ïîçâîëÿåò ñîîòíåñòè èíôîðìàöèþ î äëèíå
è êîëè÷åñòâå âûäåëåííûõ ìèòîõîíäðèé íå ñ ïëîùàäüþ, à
ñ îáúåìîì êëåòêè.

Ò ð å õ ì å ð í û é à í à ë è ç. Äëÿ àíàëèçà êîíôèãóðàöèè
ìèòîõîíäðèîìà ìû èñïîëüçîâàëè íåçàâèñèìûé ïðîãðàì-
ìíûé ìîäóëü äëÿ ïàêåòà Fiji (Bolte, Cordelières, 2006).
Â ýòîì ïîäõîäå âûäåëÿþòñÿ âñå ôëóîðåñöèðóþùèå îáú-
åêòû â êëåòêå êàê åäèíûé îáúåêò. Äëÿ àíàëèçà èñïîëüçó-
åòñÿ èíôîðìàöèÿ î ñóììàðíîì îáúåìå ìèòîõîíäðèé è èõ
ñóììàðíîé ïëîùàäè ïîâåðõíîñòè. Ñóììàðíàÿ ïëîùàäü
ïîâåðõíîñòè ïîçâîëÿåò êîñâåííî îöåíèòü ôîðìó ìèòî-
õîíäðèé: ÷åì áîëüøå îáúåêò (è ÷åì áëèæå åãî ôîðìà ê
ñôåðå), òåì áîëüøå ñîîòíîøåíèå åãî îáúåìà ê åãî ïëîùà-
äè ïîâåðõíîñòè; ÷åì ìåíüøå îáúåêòû, çàíèìàþùèå òîò
æå ñóììàðíûé îáúåì, òåì áîëüøå ñóììàðíàÿ ïëîùàäü èõ
ïîâåðõíîñòè è òåì ìåíüøå ýòî ñîîòíîøåíèå. Òàêèì îáðà-
çîì, óìåíüøåíèå ñîîòíîøåíèÿ îáúåìà ê ïëîùàäè êîñâåí-
íî ãîâîðèò î ñòåïåíè ôðàãìåíòàöèè ìèòîõîíäðèé.

Äëÿ òðåõìåðíîãî àíàëèçà ñ àâòîìàòè÷åñêîé ñåãìåíòà-
öèåé, ò. å. ñ âûäåëåíèåì îòäåëüíûõ ìèòîõîíäðèé, ìû èñ-
ïîëüçîâàëè àëãîðèòì spot segmentation èç ïàêåòà (Ollion
et al., 2013). Ñ ïîìîùüþ ýòîãî ïîäõîäà ìîæíî ïîëó÷èòü
èíôîðìàöèþ î ðàçìåðå, ôîðìå, èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè è ïðî÷èõ ïàðàìåòðàõ îòäåëüíûõ ìèòîõîíäðèé, â
òîì ÷èñëå è ïàðàìåòðîâ, àíàëèçèðóåìûõ îïèñàííûìè
âûøå àëãîðèòìàìè.

Ý ê ñ ï å ð è ì å í ò û í à ê ó ë ü ò ó ð å ê ë å ò î ê ï î ÷ å ÷ -
í î ã î ý ï è ò å ë è ÿ. Ó 3—7-ñóòî÷íûõ êðûñÿò àñåïòè÷åñêè
óäàëÿëè ïî÷êè, êîòîðûå èçìåëü÷àëè è ïîìåùàëè â ñáà-
ëàíñèðîâàííûé áóôåðíûé ñîëåâîé ðàñòâîð Õåíêñà,
ðÍ 7.4. Ïîñëå îòìûâêè òêàíü ïîìåùàëè â 0.1%-íûé ðàñò-
âîð êîëëàãåíàçû â ðàñòâîðå Õåíêñà è èíêóáèðîâàëè â òå-
÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 °C, óäàëÿëè êðóïíûå êóñêè òêàíè, à
ñóïåðíàòàíò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 200 g â òå÷åíèå
3 ìèí. Îñàäîê êëåòîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñìåñè ñðåä
DMEM/F12 (1 : 1), ñóñïåíçèþ êëåòîê îñòàâëÿëè â ïðîáèð-
êå íà 10—12 ìèí, ïîñëå ÷åãî îòáèðàëè îñàäîê, â êîòîðîì
ñîäåðæàëèñü ïî÷å÷íûå êàíàëüöû. Êëåòêè êóëüòèâèðîâà-
ëè â ñðåäå DMEM/F12, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé
áû÷üåé ñûâîðîòêè, äî äîñòèæåíèÿ 60—70%-íîãî ìîíî-
ñëîÿ, ïîñëå ÷åãî èñïîëüçîâàëè äëÿ ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðè-
ìåíòîâ. Èøåìèþ ìîäåëèðîâàëè â ðàñòâîðå Õåíêñà ïóòåì
åãî ïðîäóâàíèÿ àçîòîì äëÿ ñîçäàíèÿ àíîêñè÷åñêèõ óñëî-
âèé. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè â àíîêñè÷åñêîé ñðåäå 24 ÷ ïðè
37 °Ñ, çàòåì ðàñòâîð çàìåíÿëè íà ñòàíäàðòíóþ ïèòàòåëü-
íóþ ñðåäó, èíäóöèðóÿ ðåîêñèãåíàöèþ. Äëÿ îöåíêè òðàíñ-
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà ìèòîõîíäðèé êëåòêè èíêóáèðî-
âàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ñ çîíäîì ýòèëîâîãî ýôèðà òåòðàìå-
òèëðîäàìèíà (TMRE, 200 íM). Â êà÷åñòâå çàùèòíîãî
àãåíòà èñïîëüçîâàëè ìèòîõîíäðèàëüíî íàïðàâëåííûé àí-
òèîêñèäàíò SkQ1 (120 íÌ) (Áàêååâà è äð., 2008), ñ êîòî-
ðûì êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 6 ñóò ïåðåä ìîäåëè-
ðîâàíèåì èøåìèè. Èçîáðàæåíèÿ ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ
ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà
LSM510 (îáúåêòèâ ñ ìàñëÿíîé èììåðñèåé Plan-Neofluar
63�/1.25 Oil, âîçáóæäåíèå ïðè 543 íì, ýìèññèÿ â äèàïà-
çîíå 560—590 íì).

Ñ ò à ò è ñ ò è ê à. Äëÿ êàæäîãî èçîáðàæåíèÿ ñ÷èòàëè
îêîëî 500 ìèòîõîíäðèé. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå
ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ è åãî ñòàíäàðòíîé îøèáêè (SEM).

Ðåçóëüòàòû

Ä â ó õ ì å ð í û é è ï î ë ó ò ð å õ ì å ð í û é à í à ë è ç
ô ð à ã ì å í ò à ö è è. Ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðî-
ñêîïà ïîëó÷åíû 3 ñåðèè èçîáðàæåíèé êëåòîê — êîíò-
ðîëüíûõ, ïîäâåðãøèõñÿ èøåìèè—ðåîêñèãåíàöèè (ÈÐ) è
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Ðèñ. 1. Êîíôîêàëüíûå èçîáðàæåíèÿ êëåòîê ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ïî÷êè, íàãðóæåííûõ çîíäîì TMRE (200 íÌ), â êîíòðîëå (à), ïîñ-
ëå èøåìèè—ðåîêñèãåíàöèè (ÈÐ, á) è ïîñëå ÈÐ íà ôîíå ïðåäîáðàáîòêè 120 íÌ ìèòîõîíäðèàëüíî àäðåñîâàííûì àíòèîêñèäàíòîì

SkQ1 (â).

Ðèñ. 2. Ïàðàìåòðû ìèòîõîíäðèé, îïðåäåëåííûå ñ ïîìîùüþ àëãîðèòìà äâóõìåðíîãî (à—á) è ïîëóòðåõìåðíîãî (â—ã) àíàëèçà ôðàã-
ìåíòàöèè â êîíòðîëå, ïîñëå ÈÐ è ïîñëå ÈÐ íà ôîíå ïðåäîáðàáîòêè SkQ1 (120 íÌ).

à — ñðåäíÿÿ äëèíà ñåãìåíòîâ; á — êîëè÷åñòâî ñåãìåíòîâ îòíîñèòåëüíî ïëîùàäè êëåòêè (áåç ïëîùàäè ÿäðà); â, ã — ñðåäíÿÿ äëèíà ñåãìåíòîâ è êîëè÷å-
ñòâî ñåãìåíòîâ îòíîñèòåëüíî îáúåìà êëåòêè (áåç ÿäðà), ïîñ÷èòàííûå ñ ïîìîùüþ àëãîðèòìà ïîëóòðåõìåðíîãî àíàëèçà (Lautenschlager et al., 2015).



ïîäâåðãøèõñÿ ÈÐ íà ôîíå îáðàáîòêè SkQ1 (ðèñ. 1). Ïðè
âèçóàëèçàöèè ìèòîõîíäðèé ñ ïîìîùüþ çîíäà ÒÌRÅ âû-
ÿâëåíî, ÷òî â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ ìèòîõîíäðèàëüíûé
ðåòèêóëóì ïðåäñòàâëåí â îñíîâíîì â âèäå íèòåé è ïàëî-
÷åê (ðèñ. 1, à), ò. å. ñòðóêòóð, èìåþùèõ âûñîêîå ñîîòíî-
øåíèå äëèíà/øèðèíà. Ïîñëå ÈÐ âèçóàëüíî íàáëþäàþòñÿ
äðîáëåíèå ìèòîõîíäðèé è ïåðåõîä èõ â ñîñòîÿíèå «çåð-
íî» (ðèñ. 1, á), òîãäà êàê ïðè ïðåäîáðàáîòêå SkQ1 ýòî ÿâ-
ëåíèå âûðàæåíî â ìåíüøåé ñòåïåíè. Ïîñêîëüêó âèçóàëü-
íàÿ îöåíêà èçîáðàæåíèé íå ìîæåò äàòü îáúåêòèâíîé è êî-
ëè÷åñòâåííîé îöåíêè ñòåïåíè ïîäîáíîé ôðàãìåíòàöèè,
ìû èñïîëüçîâàëè äàëåå ðàçëè÷íûå ìåòîäû ïðîãðàììíîãî
àíàëèçà äàííûõ èçîáðàæåíèé. Äåéñòâèòåëüíî, äâóõìåð-
íûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ïîñëå èøåìèè ïðîèñõîäèò ôðàã-
ìåíòàöèÿ ìèòîõîíäðèé, ÷òî âûðàæàåòñÿ â óìåíüøåíèè
ñðåäíåé äëèíû ìèòîõîíäðèé â êëåòêå (ðèñ. 2, à) è îäíî-

âðåìåííîì óâåëè÷åíèè êîëè÷åñòâà êîðîòêèõ ôðàãìåíòîâ
(ðèñ. 2, á), ïðè ýòîì ìèòîõîíäðèàëüíî íàïðàâëåííûé àí-
òèîêñèäàíò SkQ1 ïðåäîòâðàùàë óìåíüøåíèå äëèíû ìè-
òîõîíäðèé. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî îáùåå êîëè÷åñòâî
ôðàãìåíòîâ â êëåòêå â ñëó÷àå çàùèùàþùåãî àãåíòà ñíè-
çèëîñü (ðèñ. 2, á). Àíàëîãè÷íûå èçìåíåíèÿ çàôèêñèðîâà-
íû è ïðè èñïîëüçîâàíèè ïîëóòðåõìåðíîãî àíàëèçà, êîãäà
àíàëèçèðîâàëè ñåðèþ êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæåíèé îäíîé
êëåòêè ïî åå òîëùèíå (z-ñòåê). Â ýòîì ñëó÷àå ïîñëå ÈÐ
òàêæå íàáëþäàëè çíà÷èìîå ñíèæåíèå ñðåäíåé äëèíû ñåã-
ìåíòîâ (ðèñ. 2, â) è óâåëè÷åíèå èõ êîëè÷åñòâà â êëåòêå
(ðèñ. 2, ã), òîãäà êàê îáðàáîòêà SkQ1 ïðåäîòâðàùàëà ýòè
èçìåíåíèÿ.

Ò ð å õ ì å ð í û é à í à ë è ç ì è ò î õ î í ä ð è î ì à. Ñ ïî-
ìîùüþ ýòîãî àíàëèçà ìû âûÿâèëè, ÷òî ñóììàðíûé îáúåì
ìèòîõîíäðèé, íîðìèðîâàííûé íà îáúåì êëåòêè, ïàäàåò
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Ðèñ. 3. Ñóììàðíûé îáúåì âñåõ ìèòîõîíäðèé (ÌÒ) â êëåòêå, íîðìèðîâàííûé íà îáúåì êëåòêè (à), è îòíîøåíèå ñóììàðíîãî îáúåìà
âñåõ ÌÒ ê èõ ñóììàðíîé ïëîùàäè, çàíèìàåìîé ÌÒ-ïðîôèëÿìè (á), ïîñ÷èòàííûå ñ ïîìîùüþ òðåõìåðíîãî àíàëèçà (Bolte, Cordeli-

eres, 2006).

Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 2.

Ðèñ. 4. Ñðåäíèé îáúåì (à) è óäëèíåííîñòü (á) ìèòîõîíäðèé, ïîñ÷èòàííûå ñ ïîìîùüþ àëãîðèòìà òðåõìåðíîãî àíàëèçà ñ ñåãìåíòà-
öèåé (Ollion et al., 2013).

Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 2.



ïîñëå ÈÐ êëåòîê, à îáðàáîòêà SkQ1 íå âëèÿåò íà ýòè èçìå-
íåíèÿ (ðèñ. 3, à). Ýòîò ðåçóëüòàò îòëè÷àåòñÿ îò ïîëó÷åí-
íîãî ïðè äâóõìåðíîì è ïîëóòðåõìåðíîì àíàëèçå äëèíû
ìèòîõîíäðèé, ãäå ñðåäíÿÿ äëèíà ìèòîõîíäðèé âûøå ïðè
îáðàáîòêå SkQ1 (ðèñ. 2, à, â). Ñîîòíîøåíèå îáúåìà ìèòî-
õîíäðèé ê ïëîùàäè èõ ïîâåðõíîñòè ñíèæàåòñÿ ïîñëå ÈÐ
(ðèñ. 3, á), íî îñòàåòñÿ íà óðîâíå êîíòðîëÿ â ñëó÷àå çàùè-
òû SkQ1. Ýòî êîñâåííî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ïîñëå ÈÐ áåç
çàùèòû SkQ1 ìèòîõîíäðèè ìåëü÷å, ÷åì â ñëó÷àå êîíòðî-
ëÿ èëè íàëè÷èÿ çàùèòû. Êðîìå ýòîãî, äàæå áåç ñèñòåìíî-
ãî àíàëèçà âèäíî, ÷òî, õîòÿ SkQ1 íå ïðèâîäèò ê óâåëè÷å-
íèþ ñóììàðíîãî îáúåìà ìèòîõîíäðèé, îòíîøåíèå îáúå-
ìà ìèòîõîíäðèé ê ïîâåðõíîñòè óâåëè÷èâàåòñÿ, ÷òî ìîæåò
ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá èíèöèàöèè àíòèîêñèäàíòîì ïðî-
öåññà ñëèÿíèÿ ìèòîõîíäðèé.

Òðåõìåðíûé àíàëèç ñ ïðîãðàììíîé ñåãìåíòàöèåé
îáúåêòîâ ïðÿìî ïîêàçàë, ÷òî ñðåäíèé îáúåì ìèòîõîíäðèé
â êëåòêå ïîñëå ÈÐ ïàäàåò (ðèñ. 4, à), êàê è èõ óäëèíåí-
íîñòü (ðèñ. 4, á), à îáðàáîòêà SkQ1 ïðåäîòâðàùàåò ýòè èç-
ìåíåíèÿ.

Îáñóæäåíèå

Â æèâîé êëåòêå ìèòîõîíäðèè îáû÷íî íàõîäÿòñÿ â ñî-
ñòîÿíèè äèíàìè÷åñêîãî ðàâíîâåñèÿ â ðåçóëüòàòå ïîñòîÿí-
íî èäóùèõ ïðîöåññîâ ñëèÿíèÿ è ðàñùåïëåíèÿ, ÷òî è ïðî-
ÿâèëîñü â íàçâàíèè ýòîé ñòðóêòóðû (ìèòîñ — íèòü è
õîíäðîñ — çåðíî). Â 1983 ã. îáíàðóæåíî ÿâëåíèå ãëî-
áàëüíîé ìèòîõîíäðèàëüíîé ôðàãìåíòàöèè, ïðèâîäÿùåé ê
òîìó, ÷òî â îòâåò íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ âñÿ êëåòî÷íàÿ
ïîïóëÿöèÿ ìèòîõîíäðèé (ìèòîõîíäðèîì) ðàñùåïëÿåòñÿ
íà ìåëêèå ôðàãìåíòû (Vorobjev, Zorov, 1983). Ìåõàíèçì
ìèòîõîíäðèàëüíîé ôðàãìåíòàöèè äîñòàòî÷íî ñëîæåí è
èäåò ñ ó÷àñòèåì ìíîæåñòâà áåëêîâ, êîòîðûå àêòèâèðóþò-
ñÿ â îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ìèòîõîíäðèé è êëåòêè (Ïîëÿ-
êîâà è äð., 1995; Skulachev et al., 2004; Chan, 2006; Plotni-
kov et al., 2007; Çîðîâ è äð., 2015). Ìû ïðåäïîëîæèëè,
÷òî ôðàãìåíòàöèÿ (ðàñùåïëåíèå) ìèòîõîíäðèé åñòü àäàï-
òèâíûé îòâåò ìèòîõîíäðèé è êëåòêè, ïðèâîäÿùèé ê ðåç-
êîìó óâåëè÷åíèþ ÷èñëà ìèòîõîíäðèàëüíûõ ôðàãìåíòîâ;
ýòî ÿâëÿåòñÿ íå ñòîëüêî ïðèçíàêîì äåãðàäàöèè êëåòêè,
ñêîëüêî ïðèçíàêîì óñêîðåííîãî ïðîöåññà ñåãðåãàöèè
ìèòîõîíäðèàëüíîãî ñîäåðæèìîãî è óòèëèçàöèè ïîâðåæ-
äåííûõ êîìïîíåíòîâ çà ñ÷åò àóòîôàãèè, ò. å. ìåõàíèç-
ìîì êîíòðîëÿ çà êà÷åñòâîì ìèòîõîíäðèé. Ñòàíîâèòñÿ ÿñ-
íûì, ÷òî òðåõìåðíàÿ îðãàíèçàöèÿ ìèòîõîíäðèé ÿâëÿåòñÿ
ðåïîðòåðîì íîðìàëüíîñòè èëè íåíîðìàëüíîñòè ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ êëåòêè. Ó÷èòûâàÿ ýòî, íåîáõîäèìî îáú-
åêòèâíî è ìàêñèìàëüíî ïîëíî îöåíèâàòü òðåõìåðíóþ îð-
ãàíèçàöèþ ìèòîõîíäðèîìà â êëåòêå, ÷òî ìîæåò áûòü
îáåñïå÷åíî ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîãî àíàëèçà èçîáðà-
æåíèé.

Ïåðâûì î÷åâèäíûì ïðåèìóùåñòâîì ïðîãðàììíîãî
àíàëèçà èçîáðàæåíèé ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü êîëè÷åñòâåí-
íîé îöåíêè èíòåðåñóþùèõ íàñ ïàðàìåòðîâ. Ýòî ìîæåò
áûòü îñîáåííî âàæíî, íàïðèìåð, ïðè íåîáõîäèìîñòè îöå-
íèòü ýôôåêòèâíîñòü êàêîãî-ëèáî çàùèùàþùåãî àãåíòà,
êàê â ñëó÷àå íàñòîÿùåé ðàáîòû. Îòëè÷èòü âèçóàëüíî
êëåòêó ñ ôðàãìåíòèðîâàííûìè è íåôðàãìåíòèðîâàííûìè
ìèòîõîíäðèÿìè ìîæíî, íî ðàçëè÷èòü, à òåì áîëåå äîêà-
çàòü ðàçíèöó â äåñÿòêè ïðîöåíòîâ ñòåïåíè ôðàãìåíòàöèè
áåç êîëè÷åñòâåííûõ ìåòîäîâ îöåíêè íåâîçìîæíî.

Íà ïðèâåäåííûõ íàìè ïðèìåðàõ ìû ïîêàçàëè, ÷òî
ïîëíîöåííûé àíàëèç èçîáðàæåíèé ìîæåò äàòü êà÷åñòâåí-

íî íîâóþ èíôîðìàöèþ. Òàê, ñ ïîìîùüþ îöåíêè ðàçëè÷-
íûõ ïàðàìåòðîâ ìû ñìîãëè ïîêàçàòü, ÷òî çàùèùàþùèé
àãåíò ïîçâîëÿåò ñîõðàíÿòü íîðìàëüíóþ ìîðôîëîãèþ ìè-
òîõîíäðèé (ðèñ. 2, à, â; 4, à, á), íî ïðè ýòîì îí íå çàùèùà-
åò îò îáùåãî ïàäåíèÿ îòíîñèòåëüíîãî îáúåìà (êîëè÷åñò-
âà) ìèòîõîíäðèé â êëåòêå (ðèñ. 2, á, â; 3, à). Ýòî â ñâîþ
î÷åðåäü ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü êîíêðåòíûå äåòàëè ìåõà-
íèçìà çàùèòû, êîòîðûå ìû íå ñìîãëè áû âûäâèíóòü, íå
ïðîâåäÿ òàêîãî àíàëèçà. Â ÷àñòíîñòè, àíàëèçèðóÿ äàííûé
ïðèìåð, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî çàùèùàþùèé àãåíò
óñêîðÿåò ñëèÿíèå ìèòîõîíäðèé ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ, íî íå
ìîæåò ïðåäîòâðàòèòü ñàìî ïîâðåæäåíèå, òàê êàê ñíèæå-
íèå îáúåìà ìèòîõîíäðèé îêàçûâàåòñÿ òàêèì æå, êàê è áåç
çàùèòû.

Èç äîïîëíèòåëüíûõ ïàðàìåòðîâ, êîòîðûå ìîæíî àíà-
ëèçèðîâàòü ñ ïðèìåíåíèåì îïèñàííûõ àëãîðèòìîâ, ñòîèò
îòìåòèòü ñðåäíþþ ôëóîðåñöåíöèþ îòäåëüíûõ ìèòîõîíä-
ðèé è ðàçëè÷íûå ïàðàìåòðû «ôàêòóðíîñòè» ìèòîõîíäðèé
(êîòîðûå ìîãóò èíôîðìèðîâàòü î ãåòåðîãåííîñòè âíóò-
ðåííåãî ñîäåðæèìîãî ìèòîõîíäðèé). Íàïðèìåð, òàêèì
îáðàçîì ìîæíî îáíàðóæèòü çàâèñèìîñòü ìåæäó ðàçìåðà-
ìè ìèòîõîíäðèé è èõ òðàíñìåìáðàííûì ïîòåíöèàëîì
(ïðè èñïîëüçîâàíèè çîíäà TMRE) èëè óðîâíåì ãåíåðàöèè
àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà ñ ïîìîùüþ çîíäà äèõëîðôëóî-
ðåñöåèíà. Êðîìå òîãî, åñòü âîçìîæíîñòü èññëåäîâàòü ðàñ-
ïðåäåëåíèå äàííûõ ïàðàìåòðîâ â ïîïóëÿöèè ìèòîõîíä-
ðèé: íàïðèìåð, àíàëèçèðóåìûå êëåòêè ìîãóò íå ðàçëè-
÷àòüñÿ ïî ñðåäíèì çíà÷åíèÿì ïàðàìåòðà, íî â îäíîé èç
íèõ ýòîò ïàðàìåòð áóäåò èìåòü áîëåå øèðîêîå èëè äàæå
áèìîäàëüíîå ðàñïðåäåëåíèå, ÷òî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâî-
âàòü î íàëè÷èè ðàçíûõ ïîïóëÿöèé ìèòîõîíäðèé.

Îäíèì èç âàæíåéøèõ ïðåèìóùåñòâ êîìïüþòåðíîé
îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé ÿâëÿåòñÿ ñêîðîñòü, ñ êîòîðîé åå
ìîæíî ïðîèçâîäèòü. Ïðîñòûå è òî÷íûå ïîäõîäû, íå òðå-
áóþùèå òùàòåëüíîé ïðîâåðêè ðåçóëüòàòîâ äëÿ êàæäîãî
èçîáðàæåíèÿ, ìîãóò îáðàáàòûâàòü ñîòíè èçîáðàæåíèé â
äåíü. Äàæå ïðè òùàòåëüíîé ïðîâåðêå ðåçóëüòàòîâ ðàáîòû
ñëîæíûõ àëãîðèòìîâ ðåàëüíî îáðàáàòûâàòü íåñêîëüêî
èçîáðàæåíèé çà 1 ÷. Àíàëîãè÷íàÿ îáðàáîòêà â ðó÷íîì ðå-
æèìå ïîòðåáóåò äåñÿòêè ÷àñîâ íà îäíî-åäèíñòâåííîå
èçîáðàæåíèå.

Ïðèâåäåííûå ïîäõîäû íå ëèøåíû îïðåäåëåííûõ íå-
äîñòàòêîâ, êîòîðûå íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü ïðè ïðîâåäå-
íèè àíàëèçà, õîòÿ ìíîãèå èç íèõ íèâåëèðóþòñÿ áîëüøîé
ñòàòèñòèêîé, êîòîðóþ ãîðàçäî ëåã÷å íàðàáîòàòü ñ ïîìî-
ùüþ àâòîìàòè÷åñêîé îáðàáîòêè. Âàæíûì óçêèì ìåñòîì
ÿâëÿåòñÿ êà÷åñòâî èçîáðàæåíèÿ: îíî íå äîëæíî ïðèíöè-
ïèàëüíî ìåíÿòüñÿ îò ãðóïïû ê ãðóïïå, ïîòîìó ÷òî ýòî ìî-
æåò äîñòàòî÷íî ñèëüíî âëèÿòü íà ðàáîòó àâòîìàòè÷åñêèõ
àëãîðèòìîâ. Íåîáõîäèìî ïîìíèòü, ÷òî àâòîìàòè÷åñêàÿ
ðàáîòà àëãîðèòìîâ íå ìîæåò çàìåíèòü ðàáîòó èññëåäîâà-
òåëÿ, êîòîðûé äîëæåí ñëåäèòü çà òåì, ÷òî îáðàáîòêà âå-
äåòñÿ êîððåêòíî è ó÷èòûâàþòñÿ èìåííî îáúåêòû èññëå-
äîâàíèÿ, à íå àðòåôàêòû ñúåìêè. Êðîìå òîãî, ñëåäóåò
ó÷èòûâàòü öåëè èññëåäîâàíèÿ: äëÿ íåêîòîðûõ çàäà÷ áó-
äåò äîñòàòî÷íî óñëîâíûõ îòíîñèòåëüíûõ ïàðàìåòðîâ, ñ
ïîìîùüþ êîòîðûõ ìîæíî ñðàâíèòü ðàçíûå ýêñïåðèìåí-
òàëüíûå ãðóïïû, äëÿ äðóãèõ íåîáõîäèìû ïîäõîäû, èçìå-
ðÿþùèå ðåàëüíûå ïàðàìåòðû áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè íåñêîëüêî
îáùåäîñòóïíûõ ïðîãðàììíûõ àëãîðèòìîâ, íåêîòîðûå èç
êîòîðûõ äàâàëè áîëüøå èíôîðìàöèè, ÷åì äðóãèå. Ê ñîæà-
ëåíèþ, óñëîæíåíèå ïîäõîäà âåäåò íå òîëüêî ê óâåëè÷å-
íèþ îáúåìà ïîëó÷àåìîé èíôîðìàöèè, íî è ê ñíèæåíèþ
íàäåæíîñòè îáðàáîòêè è óâåëè÷åíèþ âåðîÿòíîñòè îøè-
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áîê. Íèæå ìû ïîïûòàåìñÿ îïèñàòü îñíîâíûå îñîáåííî-
ñòè êàæäîãî èç ïîäõîäîâ (ñóììèðîâàíû â òàáëèöå).

Àâòîðû àëãîðèòìà äâóõìåðíîãî àíàëèçà äëèíû ìèòî-
õîíäðèé óáåäèòåëüíî ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî èõ àëãî-
ðèòì äîñòàòî÷íî òî÷íî âûäåëÿåò êîíôèãóðàöèþ ìèòî-
õîíäðèè íà ñðåçå (Lautenschlager et al., 2015). Ãëàâíûì
íåäîñòàòêîì ýòîãî ïîäõîäà ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî äâå ìèòîõîí-
äðèè, âèäèìûå íà êîíêðåòíîì ñðåçå êàê äâà îòäåëüíûõ
ïðîôèëÿ, ïîòåíöèàëüíî ìîãóò ñëèâàòüñÿ âûøå èëè íèæå
óðîâíÿ îïòè÷åñêîãî ñðåçà, à â êëåòêå â äåéñòâèòåëüíîñòè
ìîæåò áûòü òîëüêî îäíà ñèëüíî ðàçâåòâëåííàÿ ìèòîõîíä-
ðèÿ, èìåþùàÿ â êàæäîì ñå÷åíèè ìíîæåñòâî îòäåëüíûõ
ïðîôèëåé. Òàêèì îáðàçîì, ñ ïîìîùüþ ýòîãî ïîäõîäà èç-
ìåðÿþòñÿ íå àáñîëþòíûå ïàðàìåòðû îòäåëüíûõ ìèòîõîí-
äðèé, à îòíîñèòåëüíûå ïàðàìåòðû ìèòîõîíäðèé íà êîíê-
ðåòíîì êîíôîêàëüíîì ñðåçå êëåòêè. Îäíàêî, ïîñêîëüêó
ýòà óñëîâíîñòü îäèíàêîâî âëèÿåò íà âñå ýêñïåðèìåíòàëü-
íûå ãðóïïû, ýòîò ïîäõîä âïîëíå êîððåêòíî èñïîëüçîâàòü
äëÿ èõ ñðàâíåíèÿ.

Ïîëóòðåõìåðíûé àíàëèç äëèíû ìèòîõîíäðèé âî âñåé
êëåòêå ÿâëÿåòñÿ ðàñøèðåíèåì ïðåäûäóùåãî íà íåñêîëüêî
îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ. Â ýòîì ïîäõîäå îçâó÷åííàÿ óñëîâ-
íîñòü ñòàíîâèòñÿ íàèáîëåå î÷åâèäíîé. Ìèòîõîíäðèè íà
êàæäîì ñðåçå ñ÷èòàþòñÿ êàê îòäåëüíûå, ò. å. ìèòîõîíä-
ðèÿ, ïîïàâøàÿ íà ìíîãî ñðåçîâ, íà êàæäîì áóäåò ó÷òåíà
êàê íîâàÿ. Ê ñ÷àñòüþ, â ïðèêðåïëåííîé ê ïîäëîæêå êëåòêå
ìèòîõîíäðèè ðàñïîëàãàþòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî ãîðèçîí-
òàëüíî, ÷òî ïî÷òè èñêëþ÷àåò âåðîÿòíîñòü íàëè÷èÿ äëèí-
íûõ, âåðòèêàëüíî ðàñïîëîæåííûõ ìèòîõîíäðèé, êîòîðûå
àíàëèçîì áóäóò âîñïðèíÿòû êàê ìíîæåñòâî êîðîòêèõ èç-çà
òîãî, ÷òî íà êàæäûé ñðåç îíè ïîïàëè â ïîïåðå÷íîì ñå÷åíèè.
Â öåëîì è äâóõìåðíûé, è ïîëóòðåõìåðíûé ïîäõîäû îöå-
íèâàþò, ñêîðåå, àáñòðàêòíóþ ðàçâåòâëåííîñòü ìèòîõîíä-
ðèîìà, à íå àáñîëþòíûå ïàðàìåòðû ìèòîõîíäðèé, ïîýòîìó
êîððåêòíî èõ ïðèìåíÿòü òîëüêî äëÿ ñðàâíåíèÿ ãðóïï.

Àíàëèç ñóììàðíîãî ìèòîõîíäðèîìà ÿâëÿåòñÿ íàèáî-
ëåå êîððåêòíûì ñ òî÷êè çðåíèÿ àáñîëþòíûõ ïàðàìåòðîâ è
òî÷íîñòè âûäåëåíèÿ, íî ïðè ýòîì íàèìåíåå èíôîðìàòè-
âåí. Îí ïîçâîëÿåò äîñòàòî÷íî òî÷íî îöåíèòü ñóììàðíûé
îáúåì ìèòîõîíäðèé, õîòÿ îöåíèòü ãåîìåòðè÷åñêèå õàðàê-
òåðèñòèêè ìèòîõîíäðèé ìîæåò ëèøü ïî êîñâåííûì ïðè-
çíàêàì (ñîîòíîøåíèå ñ ïëîùàäüþ ïîâåðõíîñòè, êîòîðàÿ
èçìåðÿåòñÿ ìåíåå òî÷íî).

Òðåõìåðíàÿ ñåãìåíòàöèÿ îòäåëüíûõ ìèòîõîíäðèé ÿâ-
ëÿåòñÿ íàèáîëåå èíôîðìàòèâíûì è áèîëîãè÷åñêè êîððåê-
òíûì, íî è ñàìûì íåíàäåæíûì. Ãëàâíûì åãî íåäîñòàò-
êîì ÿâëÿþòñÿ î÷åíü ñèëüíûå ôëóêòóàöèè â òî÷íîñòè âû-
äåëåíèÿ îòäåëüíûõ ìèòîõîíäðèé, êîòîðûå çàâèñÿò îò

êà÷åñòâà èçîáðàæåíèé, ãåîìåòðè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê
êëåòêè, âçàèìíîãî ðàñïîëîæåíèÿ ìèòîõîíäðèé è íàñòðî-
åê ïðîãðàììû îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé. Ýòîò àëãîðèòì
äîñòàòî÷íî êîððåêòíî ìîæåò âûäåëèòü è ïðîàíàëèçèðî-
âàòü îòäåëüíî ëåæàùèå ìèòîõîíäðèè, íî ñòàíîâèòñÿ íå-
äîñòàòî÷íî òî÷íûì ïðè óìåíüøåíèè ðàññòîÿíèÿ ìåæäó
ìèòîõîíäðèÿìè: â çàâèñèìîñòè îò íàñòðîåê îí ìîæåò êàê
èçëèøíå äðîáèòü åäèíûå ìèòîõîíäðèè, òàê è îáúåäèíÿòü
â îäíó áëèçêî ëåæàùèå îòäåëüíûå ìèòîõîíäðèè. Â ðå-
çóëüòàòå íåîáõîäèìà ïðîâåðêà òîãî, ÷òî êîíêðåòíî âûäå-
ëÿåò àëãîðèòì. Îïðåäåëåííàÿ ñòåïåíü íåòî÷íîñòè áóäåò
ïðèñóòñòâîâàòü â ëþáîì ñëó÷àå, ãëàâíîå, ÷òîáû îíà íå
ðàçëè÷àëàñü ìåæäó ãðóïïàìè; èìåííî äëÿ ýòîãî âàæíî,
÷òîáû êà÷åñòâî èçîáðàæåíèé è óñëîâèÿ ñúåìêè íå ðàçíè-
ëèñü ìåæäó ãðóïïàìè; áîëåå êîððåêòíî èìåòü îáå ãðóïïû
â íåîïòèìàëüíîì, íî îäèíàêîâîì êà÷åñòâå.

Íàèáîëåå áèîëîãè÷åñêè êîððåêòíûì, èíôîðìàòèâ-
íûì è ëèøåííûì íåòî÷íîñòåé ïîäõîäîì, áåçóñëîâíî, ÿâ-
ëÿåòñÿ âûäåëåíèå êàæäîé îòäåëüíîé ìèòîõîíäðèè â ðó÷-
íîì ðåæèìå. Åäèíñòâåííûì îáúåêòèâíûì íåäîñòàòêîì
ýòîãî ïîäõîäà ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî íà îáðàáîòêó îäíîé êëåòêè
íåîáõîäèìî ïîòðàòèòü äåñÿòêè ÷àñîâ, ÷òî ïî ñóòè ïîë-
íîñòüþ èñêëþ÷àåò âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ýòîãî
ïîäõîäà äëÿ ðåàëüíûõ èññëåäîâàíèé.

Ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî àâòîìàòèçèðîâàííûå ñïîñîáû
îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé îáëàäàþò çíà÷èòåëüíûìè ïðå-
èìóùåñòâàìè: îíè íå î÷åíü çàòðàòíû ïî âðåìåíè, íåòðó-
äîåìêè äëÿ èññëåäîâàòåëÿ, ëèøåíû ñóáúåêòèâíîñòè, ïî-
çâîëÿþò íå òîëüêî êîëè÷åñòâåííî îöåíèòü èìåþùóþñÿ
èíôîðìàöèþ, íî è ñïîñîáíû äàòü êà÷åñòâåííî íîâóþ èí-
ôîðìàöèþ, êîòîðóþ íåâîçìîæíî ïîëó÷èòü âèçóàëüíî.
Ìíîãèå ïîäîáíûå àëãîðèòìû âõîäÿò â áåñïëàòíûå ïðî-
ãðàììíûå ïàêåòû è äîñòàòî÷íî ïðîñòû â èñïîëüçîâàíèè,
÷òî äåëàåò èõ ëåãêîäîñòóïíûìè äëÿ øèðîêîãî êðóãà èñ-
ñëåäîâàòåëåé. Ýòè ïîäõîäû ïðèìåíèìû íå òîëüêî äëÿ
àíàëèçà ôðàãìåíòàöèè ìèòîõîíäðèé â êëåòêå, íî ïîäõî-
äÿò è äëÿ ìíîãèõ äðóãèõ çàäà÷, äëÿ ðåøåíèÿ êîòîðûõ íå-
îáõîäèìî àíàëèçèðîâàòü èçîáðàæåíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ
îáúåêòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-15-00147).
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Structural organization of mitochondria reflects their functional status and largely is an index of the cell vi-
ability.The indirect parameter to assess the functional state of mitochondria and cells is the degree of fragmen-
tation, i. e. a ratio of long or branched mitochondrial structures to rounded mitochondria. The critical need for
such evaluations requires the creation of an approach, that allows on the basis of confocal images of mitochond-
ria stained with a fluorescent probe, to create an integral picture of the three-dimensional organization of mito-
chondria. In the present study, we tested three approaches to analyze the structural architecture of mitochondria
under norm and fission induced by oxidative stress. We have revealed that while the most informative way of
analysis is a three-dimensional reconstruction based on series of confocal images taken in Z-dimension, how-
ever, with some limitations it is plausible to use more simple algorithms of analysis, including that one that uses
unitary two-dimensional images. Further improvement of these methods of image analysis will allow more
comprehensive analysis of mitochondrial architecture under norm and different pathological states. It may also
provide quantification of a number of mitochondrial parameters determining morpho-functional state of mito-
chondria primarily their absolute and relative volumes and give additional information on three-dimensional or-
ganization of mitochondriome.
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