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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность проблемы. Одним из экспериментальных подхо­
дов к раскрытию механизмов криоповреждения биологических объек­
тов является выяснение характера и степени структурно-функцио­
нальных изменений, происходящих после замораживания и оттаива­
ния, в зависимости от уровня организации, вида и степени диф­
ференциации.

Повреждение клеток и клеточных органелл при низкотемпера­
турном воздействии в значительной мере обусловлено криоде­
струкцией их мембран [Araki, 1977; Белоус, 1981; Бондаренко и 
др., 1982]. Среди большого числа параметров, позволяющих оце­
нивать структурно-функциональное состояние клеток в процессе 
криоконсервации и отогрева, одним из наиболее важных является 
система окислительного фосфорилирования митохондрий, весьма 
чувствительная к холодовому воздействию [Scherman, 1972; Ле- 
мешко, 1973, 1977; Петренко, 1984; Tsvetkov el аі.,1985]. Со­
вершенно очевидно, что для гибели клеток во время их заморажи­
вания достаточно повреждения митохондрий и локализованной в 
них системы генерации энергии [Greiff et al., 1961; Heber et 
al., 1964; Fuller et al., 1989], а для восстановления проли­
феративной активности криоконсервированных клеток необходима 
репарация системы митохондриального окислительного фосфорили­
рования [Федец, 1989].

Хорошо известно, что решающую роль в механизме генерации 
энергии играет внутренняя мембрана митохондрий [Mitchell,
1961], а характер криоповреждения мембран в большой степени 
зависит от их структурного состояния [Гулевский и др., 1988].
К настоящему времени показано, что структурная организация 
биомембран претерпевает заметные изменения в процессе онтоге­
неза [Frolkis et al., 1968; Hansford, 1983]. В литературе 
имется также данные, свидетельствующие в пользу предположения 
о том, что возраст животного, степень зрелости отдельно взя­
тых клеточных популяций может в значительной мере определять 
чувствительность биологических систем к действию заморажива­
ния-оттаивания [Weinbuch et al., 1959; Лемешко и др.,1983,
1986; Суббота и др.,1987, 1988; Говоруха и др.,1989]. С дру­
гой стороны, криочувствительность мембран может служить одним 
из интегральных критериев их структурных изменений в онтоге-
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незе.
После замораживания-оттаивания митохондрии способны частич­

но восстанавливать свою активность [Racker, 1972; Лемешко,
1973, Лемешко и др., 1992; Петренко, 1984], хотя механизм ре- 
паративных процессов окончательно не выяснен. Возрастные осо­
бенности этого явления не исследованы.

Цель и задачи исследования. Целью работы явилось изучение 
характера изменений окислительного фосфорилирования и ионной 
проницаемости мембран митохондрий при замораживании и после­
дующем отогреве органелл для выявления возрастных особеннос­
тей структурно-функционального состояния митохондриальных 
мембран и их репарации после криовоздействия.

Исходя из цели были определены следующие задачи:
1.Исследовать дыхательную, фосфорилирующую и АТФазную актив­

ность митохондрий печени крыс разного возраста при заморажи­
вании-оттаивании.

2.Изучить влияние замораживания-оттаивания на кинетику измене­
ния уровня восстанновленности пиридиннуклеотидов митохондрий 
печени крыс разного возраста, как кофакторов, имеющих непо­
средственное отношение к регуляции ионной проницаемости 
внутренней мембраны.

З.Оценить возможное участие Са^-зависимой белковой поры внут­
ренней мембраны в механизме криоповреждения и последующей 
репарации митохондрий.

4.Исследовать особенности репарации митохондрий печени крыс 
разного возраста после криовоздействия.

Научная новизна. Установлены характер криоповреждений и 
некоторые закономерности репаративных процессов в митохондри­
ях печени крыс разного возраста после отогрева. Показано, что 
уровень восстановленности пиридиннуклеотидов в митохондриях, 
изменяющийся с возрастом животных, играет значительную роль в 
репарации органелл после замораживания-оттаивания. Изучена ди­
намика репаративных процессов в зависимости от возраста живот­
ных и определены некоторые условия эффективного восстановления 
функционального состояния митохондрий после криовоздействия.

Основные положения, выносимые на защиту.
1.Замораживание-оттаивание митохондрий печени крыс разного 

возраста в жидком азоте вызывает в разной степени выраженное 
снижение уровня восстановленности пиридиннуклеотидов и час-
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точное разобщение окислительного фосфорилирования.
2.Степень энергетического сопряжения в митохондриях печени, 

сниженная в результате криовоздействием, частично восста­
навливается при определенных условиях инкубации органелл, 
а эффективность репаративного процесса повышается с возрас-- 
том крыс.

3.Обосновано предположение о том, что одним из механизмов 
криоразобщения окислительного фосфорилирования является ак­
тивация неселективной белковой поры внутренней мембраны ми­
тохондрий.

Теоретическая и практическая значимость. Анализ функцио­
нального состояния митохондрий печени 1-, 3-, 12- и 24-месяч- 
ных крыс в норме и под действием низких температур позволил 
выявить возрастные особенности криочувствительности и репара- 
тивной способности органелл.

Выявленный характер повреждений митохондрий при заморажи­
вании оттаивании позволил определить оптимальный возрастной 
период, в течение которого митохондрии печени крыс обладают 
наибольшей криорезистентностью, а также оценить условия, обес­
печивающие максимальную степень восстановления их энергоак­
кумулирующей функции после криоконсервации. Полученные резуль­
таты представляют практическую ценность для разработки методов 
низкотемпературной консервации биологического материала.

Материалы работы используются в лекционных курсах "Био­
энергетика" и "Структура и функция биомембран" на кафедре мо­
лекулярной и прикладной биофизики Харьковского госуниверситета.

Апробация работы. Материалы диссертации докладывались и 
обсуждались на научных конференциях радиофизического факуль­
тета ХГУ (1987-1991), Всесоюзном симпозиуме "Молекулярные и 
функциональные механизмы онтогенеза (27-29 октября 1987, Харь­
ков), 1 съезд геронтологов и гериатров УССР (4-6 октября 1988, 
Днепропетровск), 5 Всесоюзный сьезд геронтологов и гериатров 
(22-25 ноября 1988, Тбилиси), Всесоюзном совещании (Пущино, 
май 1991), Международной конференции "Достижения и перспективы 
развития криобиологии и криомедицины" (10-12 февраля 1988, 
Харьков), 2 Международной конференции "Успехи современной 
криобиологии " (21-25 апреля 1992, Харьков).

По материалам диссертации опубликовано 7 научных работ.
Структура и объем диссертации. Диссертация состоит из
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введения, главы "Обзор литературы", главы "Материалы и ме­
тоды",трех глав "Результаты и их обсуждение", заключения, вы­
водов, списка литературы, включающего 230 наименований. Ра­
бота изложена на 126 стр., включает 25 рисунков и 10 таблиц.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
В опытах использовали самцов крыс линии Вистар в возрас­

те 1, 3, 12 и 24 мес. Митохондрии печени выделяли методом диф­
ференциального центрифугирования [Jonson et al. 1967]. Часть 
суспензии свежевыделенных митохондрий (0,5 мл) замораживали 
до -196°С, погружая полиэтиленовые ампулы с образцами в жид­
кий азот. Оттаивание проводили либо на водяной бане при 40 С 
(быстрое), либо при комнатной температуре (медленное).

Концентрацию белка определяли по методу Лоури и соавт. в 
модификации Миллера [Miller, 1959].

Скорость дыхания и окислительное фосфорилирование в мито­
хондриях печени определяли полярографическим методом на первой 
и шестой минутах инкубации при 30°С. По кривым потребления кис­
лорода рассчитывали скорость дыхания в метаболических состояни­
ях 4 и 3 ( V4 и V3 ) по Чансу [Chance, 1955], в разобщенном со­
стоянии (V3p), дыхательный контроль ДК(УЗ/У4) и ДКр (V3p/V4). 
Скорость окисления НАДН регистрировали также полярографически.

Интенсивность синей флуоресценции, как отражение уровня 
восстановленности пиридиннуклеотидов, измеряли при 460 нм и 
возбуждении 330-360 нм [Лемешко, 1973].

Измерение Н'1'- АТФазной активности проводили потенциометри­
ческим методом [Болдырев, 1977].

Проницаемость внутренней мембраны митохондрий для однова­
лентных ионов (К ) оценивали по кинетике набухания органелл в 
изотонических растворах нитрата калия, регистрируемой по из­
менению оптической плотности при 620 нм [по Brierly, 1970].

Статистическую обработку результатов опытов по методу Стью- 
дента-Фишера [Терентьев и соавт., 1977] проводили на ПЭВМ 
"Электроника-85".

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Влияние замораживания-оттаивания на функциональное состоя­

ние митохондрий печени крыс разного возраста. Митохондрии ха­
рактеризуются выраженной зависимостью функции окислительного 
фосфорилирования и других эндэргонических функций от структур­
ного состояния мембран, возрастные особенности которого могут
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быть выявлены по степени нарушения функций при воздействии 
физических и физико-химических факторов, в том числе при замо- 
раживании-оттаивании. В связи с этим, различия в структурном 
состоянии мембран, изменяющемся наиболее естественным образом 
в онтогенезе крыс, могут обуславливать и различную криочувст­
вительность как мембранных структур клетки, так и клеток в це­
лом. Исходя из вышесказанного, в настоящей работе исследовали 
криочувствительность митохондрий печени 1-, 3-, 12- и 24 ме­
сячных крыс.

Как следует из полученных данных, скорость окисления суб­
стратов (глутамат с малатом, сукцинат) в состоянии 4 и 3 по 
Чансу и в присутствии разобщителя, а также величины ДК и ДКр 
при инкубации митохондрий печени крыс в полярографической 
ячейке при 30° С существенно не различались у крыс разного воз­
раста. Замораживание-оттаивание (3-0) приводило к значительно­
му снижению ДК (в 3,0-3,6 раза) и ДКр (в 2,9-3,6 раза), в ос­
новном за счет увеличения дыхания в состоянии 4 и некоторого 
ингибирования в состоянии 3 и в присутствии 2,4-динитрофенола.

Степень выраженности указанных изменений зависила от вре­
мени предварительной инкубации 3 -0  митохондрий в поярографичес- 
кой ячейке и возраста животных. Так на первой минуте инкубации 
с глутаматом и малатом 3 -0  митохондрий при 30° С V3 была досто­
верно (р<0,01) ниже по сравнению с нормой: на 18% в митохонд­
риях печени 12- и 24-мес. крыс и на 23-26% в митохондриях 1- и 
3-мес.крыс. Аналогичные изменения наблюдались при окислении 
сукцината. Максимальное снижение V3p по сравнению с нормой при 
окислении глутамата с малатом отмечено в митохондриях 1-мес. 
крыс - на 30%, а минимальное - на 16% в митохондриях 24-мес. 
крыс. Существенных отличий между значениями V3 и V3p не на­
блюдалось, что согласуется с имеющимися в литературе данными
о том, что уменьшение скорости дыхания в состоянии 3 в большей 
мере обусловлено ингибированием активности дыхательной цепи, 
чем ингибированием активности адениннуклеотидтранслоказы или 
АТФ-синтетазы [Petrenko et al, 1986; Tsvetkov et al., 1987].

После замораживания-оттаивания митохондрий печени крыс 
величина V4 повышается в 2,5 -3,0 раза по сравнению с нормой 
при окислении глутамата с малатом и сукцинатом, соответствен­
но, без выраженных возрастных различий. Вместе с тем, скорость 
окисления НАДН митохондриями молодых крыс после замораживания-
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оттаивания превышала таковую в митохондриях взрослых и старых 
животных более, чем вдвое. Сходные результаты получены как в 
среде с антимицином А и (или) цитохромом С, так и без указан­
ных добавок и, в целом, свидетельствует об увеличении прони­
цаемости, отражающей разную степень повреждения внутренней и 
наружной мембран митохондрий в зависимости от возраста живот­
ных.

При измерении Н -АТФазной активности 3 -0  митохондрий в 
среде без разобщителя, как отражающей косвенно величину про­
тонной проницаемости внутренней мембраны, было показано ее 
повышение в 2,4-2,8 раза по сравнению с нормой без достовер­
ных возрастных различий. Добавление 2,4-динитрофенола в среду 
инкубации вызывало повышение скорости гидролиза АТФ в 6-8 раз, 
тогда как в норме - в 18-27 раз, в зависимости от возраста. 
Наименьшее значение ДНФ-стимулируемой Н+ -АТФазной активности 
норме и, особенно, после замораживания-оттаивания получено 
для митохондрий 1 мес. крыс. При этом абсолютная величина са­
мой ДНФ-стимулируемой активности изменялась мало, что согла­
суется с [Bruni et al., 1978; Tsvetkov et al, 1987]. Исходя из 
имеющихся данных о том, что фактор FI Н -АТФазного комплекса 
малочувствителен к действию замораживания как в свободном, так 
и в связанном с мембраной состоянии [Рэкер, 1979; Мишнева,
1983], полученные нами данные о значительном (в 4,5-6,0 раз) 
увеличении олигомицинрезистентной Н +-АТФазной активности 3 -0  
митохондрий на первой минуте инкубации, могут указывать на 
диссоциацию факторов F1 и F0 под действием низких температур, 
что ранее обсуждалось в работах [Volger, 1978; Лемешко, 1984] 
в качестве наиболее существенной причины увеличения протонной 
проницаемости внутренней мембраны после замораживания-оттаива­
ния.

Для митохондрий показано, что ионная проницаемость внут­
ренней мембраны зависит не только от интегральных свойств ли­
пидного компонента мембраны и состояния F0-F1 комплекса, но 
также находится под влиянием метаболических процессов, в част­
ности, уровня восстановленности пиридиннуклеотидов [Lotscher 
et al., 1976; Rizzuto et al., 1987], который, в свою очередь, 
зависит от степени энергизации внутренней мембраны.

В норме максимальная интенсивность синей флуоресценции, 
как отражение уровня восстановленности пиридиннуклеотидов, на-
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блюдалась в митохондриях печени 12-мес. крыс, достоверно 
(р<0,01) отличаясь от 1- и 24-мес. После замораживания-оттаи­
вания митохондрий, в начальный момент времени инкубации при 
30 С максимальное снижение интенсивности флуоресценции - на 
65% по сравнению с нормой - наблюдали в митохондриях 1-мес. 
крыс, а минимальное - на 30% в митохондриях 24-мес.; при этом 
наиболее высокий уровень флуоресценции сохранялся в митохонд­
риях 12-мес.животных, достоверно отличаясь от такового в мито­
хондриях 1 - й  24-мес. Отмеченое изменение уровня восстановлен- 
ности пиридиннуклеотидов в митохондриях крыс может иметь непо­
средственное отношение к регуляции перекисного окисления липи­
дов [Лемешко и др., 1982], интенсивность которого может изме­
няться после криовоздействия [Бондаренко, Белоус 1982]. При 
дальнейшей инкубации, уже через одну минуту, наблюдали сущест­
венное повышение интенсивности флуоресценции в 3 -0  митохондри­
ях всех возрастных групп животных. Причем, если в митохондри­
ях 1- и 3-мес. крыс этот уровень достигал 60-80% от контроля, 
то в митохондриях 12- и 24- мес. крыс он практически прибли­
жался к норме (100% и 90%, соответственно).

Полученные данные свидетельствуют о частичном восстановле­
нии функциональной активности изолированных митохондрий в про­
цессе инкубации при 30° С после быстрого замораживания до
- 196°С и быстрого отогрева, принципиальная возможность кото­
рого была показана ранее' [Racker et al., 1972; Лемешко, 1973; 
Петренко, 1984].

Частичное восстановление структурно-функциональной целост­
ности митохондрий печени крыс после замораживания-оттаивания.

Изучение возрастных особенностей репарации митохондрий 
после замораживания-оттаивания может служить одним из путей в 
исследовании механизмов криоповреждения мембран.

Изменение структурного состояния мембран в онтогенезе 
показано в ряде работ [Grina,Barber, 1972; Tauchi, Sato, 1980;
Nohl, Kramer, 1980; Kanamura et. al., 1984; Wynne, Janies, 1990 
и др.].

Криовоздействие, вызывая нарушение барьерных свойств внут­
ренней мембраны и метаболического равновесия, приводит к сущест­
венному разобщению процесса окислительного фосфорилирования в 
митохондриях печени крыс. Значительные изменения такого рода 
наблюдались в том случае, когда измерение дыхательного контро-
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ля проводилось сразу же после внесения 3 -0  митохондрий в поля­
рографическую ячейку. Вместе с тем, предварительная, шестими­
нутная инкубация этих митохондрий в ячейке в среде с субстра­
том приводила к достоверному увеличению дыхательного контроля 
по сравнению с первой минутой инкубации на 24% - в митохондри­
ях печени 12-мес. и на 35% - в митохондриях печени 24-мес. крыс, 
при незначительном повышении этого параметра в митохондриях 
печени 1 и 3 мес. крыс. Наблюдаемое повышение степени сопряже­
ния окислительного фосфорилирования после 6 минут инкубации 
обусловлено, в основном, снижением скорости окисления глутамата 
и малата митохондриями в состоянии 4, в разной степени выражен­
ной для разных возрастных групп (таблица 1). Вместе с тем, V3 
была заметно снижена после замораживания-оттаивания как на пер­
вой минуте инкубации, так и еще в большей степени после б минут 
инкубации. Так в митохондриях 1 - й  3-месячных крыс она была на 
50% меньше, а в митохондриях 12- и 24-месячных - на 35 % - по 
сравнению с контролем. Величина V3p после замораживания-оттаи­
вания и последующей шестиминутной инкубации была также досто­
верно выше в митохондриях печени взрослых и старых крыс по 
сравнению с 1- и 3- мес., в отличие от значений V3p в норме.

Вместе с тем подобная шестиминутная инкубация митохондрий 
в норме вызывала снижение дыхательного контроля, наиболее выра­
женное для 24 мес. крыс, вследствие почти 2-х кратного увеличе­
ния V4 и достоверного снижения как V3 так и V3p.

Инкубация в течении 6 мин замороженно-оттаянных митохонд­
рий при 30° С приводила, как и в случае V4, к статистически зна­
чимому замедлению скорости гидролиза АТФ в среде без ДНФ, что 
свидетельствует об уменьшении протонной утечки через внутреннюю 
мембрану митохондрий. В то же время ДНФ-стимулируемая Н+ -АТФаз- 
ная активность практически не изменялась по сравнению с одноми­
нутной инкубацией, за исключением 1-мес. животных, для которых 
наблюдалась тенденция снижения активности по сравнению с други­
ми возрастными группами. Олигомицинрезистентная Н*" - АТФазная 
активность после шестиминутной инкубации снижалась по сравнению 
с первой минутой в 2,8 раза в митохондриях 1 - й  3-мес. крыс и в 
3,0-3,3 раза в митохондриях 12- и 24-мес.крыс, оставаясь, тем 
не менее, достоверно выше нормы. Учитывая, что к шестой минуте 
инкубации снижается как скорость дыхания в состоянии 4, так и 
величина АТФазной активности 3 -0  митохондрий, можно предпола-
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Таблица 1

Влияние замораживания-оттаивания (3-0) на дыхательную 
активность (натом О/мин мг белка) митохондрий печени 
крыс (п=6-9).

Измеряв-: Вариант : 
мый па- : опыта : 
раметр : :

Возраст животных мес. 

1 3 12 24

V4 Норма, 1 мин'*** 30,6+1,0 28,1+1,0 28,8+1,0 30,3+1,8
норма 6 мин 45,3+3,7 52,5+3,3 44,6+2,0 59,5+3,5

3 -0  , 1 мин 71,4+4,0** 70,4+3,0** 68,8+6,1** 76,3+6,4**
3 -0 , б мин 42,2+1,3 39,9+2,5 35,5+2,1* 40,2+2,8

V3 Норма, 1 мин 213+8 207+7 210+5 206+7
Норма, 6 мин 138+7 118+11 146+7 95+12

3 -0 , 1 мин 154+3** 155+5** 174+8** 162+12**
3 -0 , 6 мин 104+6 105+8 128+7 125+12

V3p Норма, 1 мин 212+8 209+7 216+4 213+8
Норма, 6 мин 139+7 138+11 172+4 109+18

3 -0 , 1 мин 154+4** 156+7** 176+8 ** 173+9**
3 -0 , 6 1>шн 115+6 121+8 147+10* 139+12*

Примечание:*-р<0,05 по сравнению с 1 мес.
**р<0,05 по сравнению с нормой.
•** - время инкубации митохондрий в полярографической 

ячейке.
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гать, что диссоциация факторов F1 и F0 является в значительной 
мере обратимой.

Полученные данные свидетельствуют, во-первых, о высокой 
надежности Н+ -АТФазного комплекса митохондрий в онтогенезе, во- 
вторых - о его устойчивости по отношению к криовоздействию 
[ Мишнева, 1983] и, в-третьих - о репарируемости F1-F0 комплек­
са после замораживания-оттаивания.

Судя по результатам шестиминутной инкубации митохондрий 
после замораживания-оттаивания, криорезистентность и степень 
выраженнной репарации характерна для митохондрий печени крыс 
среднего возраста и может служить одним из критериев относи­
тельно большой надежности системы окислительного фосфорилиро- 
вания в этот возрастной период при замораживании-оттаивании. 
Возможно, это связано как с возрастными изменениями макрострук- 
турных характеристик органелл и их метаболизма, так и с особен­
ностями липидного состава мембран митохондрий, изменяющегося 
в онтогенезе [Wynne, James, 1990; Kim et al., 1989] и, прежде 
всего, с возрастным увеличением отношения холестерин/фосфолипи­
ды.

С целью выяснения оптимальных условий репарации митохонд­
рий при их инкубации после замораживания-оттаивания в данной 
работе изменяли состав среды. При включении в среду инкубации
1 мМ ЭГТА наблюдали замедление V4 на первой минуте инкубации 
после криовоздействия, причем статистически значимое только 
для митохондрий 1-месячных крыс. На шестой минуте инкубации в 
присутствии комплексона С а^+ отмечено замедление V4 как в ми­
тохондриях 1-, так и 24-мес. крыс и снижение до нормы - в ми­
тохондриях 3- и 12-мес. животных. ЭГТА почти не влиял на изме­
нение V3 и V3p, за исключением замедления их снижения в мито­
хондриях 24-мес. крыс по сравнению со средой без ЭГТА.

Замораживание-оттаивание приводит к частичной потере фос­
фолипидов митохондриями, в связи с их ферментативным гидролизом 
и перекисным окислением [Белоус и др. 1978; Souzu et al. 1989]. 
Однако вклад реакций свободнорадикальной модификации фосфолипи­
дов в нарушение функционального состояния митохондрий печени 
крыс разного возраста после действия низких температур остается 
невыясненым. Добавление антиоксиданта ионола в среду инкубации 
достоверно снижает V4 уже на 1 мин инкубации З-О-митохондрий во 
всех возрастных группах по сравнению с инкубацией без антиокси-
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данта. Это снижение было максимально выражено (на 60%) в мито­
хондриях печени 1-мес. и минимально - (на 35%) в митохондриях 
печени 24-мес.крыс. При дальнейшей шестиминутной инкубации на­
блюдается замедленее V4, более существенное, чем при инкубации 
без ионола. Вместе с тем, добавление ионола приводило к некото­
рому снижению V3 и V3p по сравнению с инкубацией без антиокси­
данта. Интенсивность флуоресценции пиридиннуклеотидов в началь­
ный момент времени инкубации была выше на 10-25% по сравнению 
с инкубацией без антиоксиданта, в зависимости от возраста жи­
вотных.

Наличие в среде олигомицина, ингибирущего протонную про­
водимость через фактор F0, а также АДФ и отсутствие неоргани­
ческого фосфата, как условий, препятствующих Са^+-зависимому 
разобщению, приводило к полному предотвращению, индуцируемого 
замораживанием-оттаиванием повышения V4 как на первой, так и 
на шестой минутах инкубации, а также предотвращению активации 
V4 в норме в процессе длительной (6 мин) инкубации митохондрий. 
Влияние указанных условий инкубации на интенсивность флуорес­
ценции было наиболее значительным на ранней стадии инкубации 
криоповрежденых митохондрий. Важно отметить при этом, что ин­
тенсивность флуоресценции отражает более тонкие эффекты замора­
живания-оттаивания, поскольку при полном предотвращении при­
роста V4, уровень флуоресценции у молодых крыс оставался сни­
женным даже на 6 -ой минуте инкубации.

Согласно полученным результатам, митохондриям печени мо­
лодых крыс свойственна более высокая чувствительность к замо­
раживанию-оттаиванию и менее выраженная репарация внутренней 
мембраны. Существенные возрастные различия проявляются в отно­
шении ДК и ДКр, интенсивности флуоресценции пиридиннуклеотидов, 
а также эффективности репарации в различных условиях инкубации 
после криовоздействия. В целом, относительно более высокая I
криорезистентность митохондрий печени 12-месячных крыс, вместе 
с данными о сохранении ими высокого дыхательного контроля в 
широком диапазоне осмотических давлений среды [Удовикова, Ле­
мешко, 1991], может служить косвенным критерием более высокой 
структурно-функциональной надежности системы окислительного 
фосфорилирования в среднем возрасте.

Исследование возможной активации замораживанием-оттаива­
нием неспецифической Са -зависимой белковой поры внутренней
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мембраны. Механизм увеличения проницаемости мембран при пониже­
нии температуры связывают с фазовым разделением липидов [К1ее- 
man et al., 1976] и с образованием трансмембранных дефектов в 
липидном бислое [Lee et al., 1980; Белоус и др., 1987]. Вместе 
с тем , согласно гипотезе Лемешко В.В. и соавт., [Лемешко и 
др. 1992] в случае сопрягающей мембраны митохондрий увеличение 
проницаемости при действии низких температур может быть в зна­
чительной степени обусловлено активацией так называемой неспе­
цифической белковой поры [Crompton et al.,1988, Davidson et al., 
1987]. С целью исследования ее роли в механизме увеличения К + - 
проницаемости внутренней мембраны митохондрий после заморажива­
ния-оттаивания изучали кинетику набухания оршнелл в изотони­
ческом растворе нитрата калия. Замораживание-оттаивание вызы­
вает увеличение скорости набухания митохондрий как в случае 
быстрого, так и в случае медленного оттаивания по сравнению с 
интактными митохондриями. Добавление АДФ, также как и ЭГТА

и (или) в среду инкубации приводило к существенному уменьшению 
скорости набухания.

В митохондриях известно несколько криолабильных участков, 
в том числе цитохромоксидаза дыхательной цепи и фактор F1,F0. 
Сопоставляя полученные нами результаты с имеющимися в литера­
туре данными о гормонально-метаболической регуляции ионной 
проницаемости внутренней мембраны [Davidson et al., 1986], 
можно предположить, что к числу наиболее криочувствительных 
участков в структуре митохондрий можно отнести также адеденин- 
нуклеотидтранслоказу, из-за ее свойства переходить в состояние 
К +- канала, или даже неспецифической поры. В соответствии с 
этим криоактивация такой поры (канала) замораживанием-оттаива­
нием может быть наряду с другими факторами, причиной криораз­
общения окислительного фосфорилирования [Лемешко и др., 1992].

Согласно таблице 1, после замораживания-оттаивания мито­
хондрий наблюдалось значительное увеличение дыхания в состоя­
нии 4 на первой минуте инкубации в полярографической ячейке. 
Инкубация в течение 6 мин приводила к замедлению дыхания в этом 
состоянии. Если предположить, что высокая скорость дыхания в 
состоянии 4 на первой минуте инкубации обусловлена криоактива­
цией неспецифической белковой поры, то исключение неорганичес­
кого фосфата, включение олигомицина и АДФ должно способство­

или Mgr к суспензии митохондрии при замораживании-оттаивании
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вать закрыванию поры. Действительно, такой состав инкубацион­
ной среды обеспечивает снижение скорости дыхания в состоянии 4 
до уровня незамороженного контроля и значительно увеличивает 
коэффициет стимуляции дыхания 2,4-динитрофенолом.

Хорошо известно, что окисление НАДН и гидролиз НАД+ в 
матриксе является одним из необходимых условий активации не­
специфической белковой поры внутренней мембраны митохондрий 
[Crompton et al., 1986]. С другой стороны, замораживание-от­
таивание сопровождается резким снижением уровня восстанов­
ленное™ пиридиннуклеотидов, причем, интенсивность флуорес­
ценции значительно повышается в процессе инкубации органелл 
при 30 С. Изменения состава среды (исключение фосфата неорга­
нического, добавление АДФ и олигомицина) также приводили к 
повышению уровня флуоресценции даже незамороженных митохонд­
рий, хотя после замораживания-оттаивания эффект от изменения 
состава среды был значительно выше. При этом наблюдались воз­
растные особенности, которые состояли в том, что для митохонд­
рий взрослых и старых крыс интенсивность флуоресценции в сре­
де без органического фосфата с добавлением олигомицина и АДФ 
практически не отличалась от незамороженного контроля. Необ­
ходимо отметить, что указанные уровни восстановленное™ пири- 
диннуклеотадов достигались уже к концу первой минуты инкуба­
ции органелл в ячейке, когда существенно уменьшается и К + про­
ницаемость внутренней мембраны митохондрий. Условия, которые 
обеспечивают повышение уровня восстановленное™ митохондриаль­
ных пиридиннуклеотидов, окисленных в результате замораживания- 
оттаивания, предотвращают возможность развитая процесса даль­
нейшего открывания неспецифической поры внутренней мембраны, 
по-видимому, смещая равновесие этого процесса в сторону зак­
рывания поры. Таким образом, повышение уровня восстановленное - 
та пиридиннуклеотидов после замораживания-оттаивания может 
служить как отражением, так и причиной репарации митохондрий 
по механизму обратимого закрывания криоактавированной неспе­
цифической белковой поры внутренней мембраны митохондрий.

Совершенно очевидно, что при низкотемпературном воздейст­
вии имеет место определенная последовательность событий, на­
чальным звеном которых является нарушение термодинамической 
стабильное™ мембран, а завершающим - биохимическая модификация 
их структур.
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выводы

1. Установлен характер изменений функционального состояния
митохондрий печени 1-, 3-, 12- и 24-месячных крысах линии 
Вистар после быстрого замораживания в жидком азоте и после­
дующего быстрого оттаивания, проявляющийся в разной степени 
снижения дыхательного контроля, увеличения скорости окисле­
ния субстратов (малаг+тлутамат, сукцинат) в состоянии 4 и 
гидролиза АТФ, а также ингибирования дыхания в состоянии 3 
и в присутствии разобщителя.

2. Выраженные возрастные особенности изменений структурно-функ­
ционального состояния митохондрий печени после быстрого замо- 
раживания-быстрого оттаивания проявляются :

- в более высокой скорости окисления экзогенного НАДН мито­
хондриями молодых крыс по сравнению с 12- и 24—месячными 
(как в присутствии, так и в отсутствии антимицина А и экзо­
генного цитохрома С);
- в сохранении высокого уровня восстановленное™ пиридиннук- 
леотидов в митохондриях печени 12-мес. крыс, по сравнению с 
другими возрастными группами животных.

3. Показано, что уровень восстановленное™ пиридиннуклеотидов,
изменяющийся с возрастом животных, играет значительную роль 
в репарации митохондрий при 30 °С в присутствии субстратов 
(глутамат+малат) после быстрого зхамораживания-быстрого оттаи­
вания.

4. Установлено, что более высокая криорезистентность и более вы­
раженная репарация внутренней мембраны после замораживания- 
оттаивания свойственна митохондриям печени 12- месячных крыс, 
тогда как наиболее высокую криочувствительность проявляют ми­
тохондрии печени 1 месячных крыс.

6. Показано, что одним из возможных механизмов увеличения прони­
цаемости внутренней мембраны митохондрий при действии низких 
температур является криоактивация Са<г’+- и Д ̂ -зависимой бел­
ковой поры внутренней мембраны, а условия инкубации, способ­
ствующие закрыванию поры ( наличие ЭГТА, олигомицина, АДФ и 
исключение неорганического фосфата) определяют эффективность 
репарации.
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