
АКАДЕМІЯ НАУК УКРАЇНИ 

ІНСТИТУТ ПРОБЛЕМ КРІОБІОЛОГІЇ І КРЮМЕДИЦИНИ

На правах рукопису 

УДК 57.043:812.35:354.3

ПЕТРЕНКО ОЛЕКСАНДР ЮРІЙОВИЧ

ЕНЕРГЕТИЧНИЙ СТАН ТА  МЕТАБОЛІЗМ КСЕНОБЇОТИКІВ В 

ІЗОЛЬОВАНИХ ГЕПАТОЦИТАХ В ЗАЛЕЖНОСТІ ВІД УМОВ 

ВИДІЛЕННЯ ТА  КРІОКОНСЕРВУВАЇШЯ КЛІТИН

0 3.00.22 - кріобіологія 

03.00.04 - біохімія

АВТОРЕФЕРАТ 

дисертації на здобуття вченого ступім» доктора 

біологічних наук

Харків - 1993



Дисертація виконана в Інституті проблем кріобюлогії £ 

кріомедицини Академії наук України

Науковий консультант: 

члек-кореспондент АН України АЖ ВІЛОУС

Офіційні ошнекти:
доктор медичних наук, професор ВІГУБСЬКИЙ 

доктор біологічних наук, професор &ЙЛУГОВИЙ 

доктор біологічних наук, професор АЛВЛЕЧОТКЙН

Ведуча установа: Інститут біохімії ім. АЗЛалладіна АН України 

(Київ)

Захист відбудеться *2 4 ' і&ОІроку о "/2 f  _■ годині

ш  засіданні спехралізоааної ради Д 016.60.01 яри Інституті 

проблем кріобюлогії і крюмедицшіи АН України 

(310015, Харкі$--І5, зул. Нереяслівська, 23),

З дисерт&ціею можна ознайомишся в бібліотеці Інституту 

проблем кріобіології і кріомедицини АН України

Автореферат розісланий "________________________________ " ______  1993 року

Вчений секретар спеціалізованої ради, доктор медичних наук, 

професор АЖ ГОЛЬЦЕВ



Актум&чіеть_темн« Сучасний етап розвитку експерименталь­
ної кріобіології характеризується підвищеною увагою шодо 
дсюліджень механізмів ггруктурних та функціональних геребуду- 
зань мембранних структур, які у  великій мірі визначають 
життєздатність клітин. На ізольованих органелах було встановлено, 
що мітохондрії, які відповідають за генерацію енергії, мають 
високу чутливість щодо заморожування-відігрівання [Sherman, 
1972; Лемешко, 1073; Петренко, 1984], а система біотрапсформації 
ксенобіотиків, яка локалізована в мембранах ендоплазма гичного 
ретикулума, виявилась більї: стійкою [Borton, 1974; Ash vood-
Smith, 1977, Кудокоцева, 1982; Лемешко, 1978]. Була виявлена 
здатність мітохондрій частково відновлювати ефективність окис­
лювального фосфорилювання після а морожузания-відігрівавня 
[Racker, 1972; Петренко 1984; Лемешко та ін., 1992], однак механізм 
кріопошкодлсеїшя та репарації мембран залишається нез'ясованим. 
Разои з тим, мало вивченою є реакція на чію низьких температур 
субклітинних структур у  с; ладі більш високо організованих 
об’єктів, хоча існує думка, що їх  порушення є однією з причин 
загибелі клітин після кріоконсервування [Greiff et aL, 1961; Heber 
et aL, 1964; Fuller et aL, 1985; McGann et aL, 1988]. Ізол звані 
клітини печінки (гепатоцити) на теперішній час знаходять усе 
більш широке застосування у сфері фундаментальних досліджень 
та прикладних галузях біології та медицини. Зберігаючи селективні 
властивості плазматичної мембрани та інтактність 
внутрішньоклітинних структур, ізольовані гепатоцити адекватно 
відображають специфічні реакції печінки [Krebs, 1974; Лук ’янова. 
1985]. їх  застосування як біологічного об’єкту має великий інтерес 
для розуміння механізмів клітинного рівня регуляції, а 
використання у  фармакології та токсикології дозволяє водночас 
вивчати особливості біотрансфор іації та цитотоксичність ксе- 
нобіотиків [Chesne et aL, 1991].

У  останній час інтенсивно розробляються також питання за­
стосування ізольованих гепатоцитів у клініці з метою корекції па­
тологічного становища, яке викликане порушеннями 
функціонального стану печінки [Островерхое та ін., 1979; Маргуліс 
та ін., 1985; Matas et al., 1976; Mito et aL, 1979, 1986; Michiakr 
Matsushita, 1906]. ’Конкретні механізми позитивної дії суспензії
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ізольованих клітин печінки ще не вивчені, але, очевидно, вони 
пов'язані з елімінацією з кров’яного руст  токсичних сполук 
Можна вважати, що більшу ефективність иатимул» суспензії ге- 
патоцитів, в яких процеси поглинання та біограясформаці ї хсг- 
нобіотиків протікають більш активно. В зв'язку з дим стає вельми 
актуальним питання стимуляції дєтоксикаційної функції клітин.

Широке використання ізольованих гевдтоцитія у біології та 
медицині гальмується відсутністю достатньо простих методів їх 
шзділеяня та тривалого зберігання. На цей час загальновизнаним 
методом виділення метаболічно активних гепатоцшів е фермента­
тивний, який передбачае застосування колагенази для послаблення 
міжклітинних взаємодій {Berry, 1969; Howard, 196В; Seglen, 1972, 
1976]. Однак цей метод е достатньо складним і дорогим,

Найбільш перспективним рішенням проблеми зберігання 
ізольованих клітин печінки на теперішній момент с створення 
банку кріо консервованих гепатоцшів. В літературі висвітлюються 
питання підбору кріопротехторів, адекватних режимів та середо­
вищ заморожування зідігрівання [Le Cam, 1976; Fuller, 1980, 1982; 
Chesne, 1988, 1991]. Результати кріоконсервування суспензії 
поцінюються as. збереженніетю плазматичної мембрани та спе­
цифічних функцій печінки, таких як синтез сечовини, глюкози, 
білків, метаболізм ксенобкотксів {Fuller, 1980; De Loecker et aL, 
1990; Powis et aL, 1987]. При цьому необхідно відзначити вельми 
виражену прикладну спрямованість досліджень, які проводяться, 
відсутність аналізу причин виявлених зрушень. З метою 
з'ясування основних закономірностей реакції ііліїин на низькотем­
пературну дію доцільно досліджувати інтегральні функції клітини, 
такі як енергетичний стан і транспорт Іонів, що регулюють спря­
мованість метаболічних шляхів.

Метою роботи е  дослідження механізму змін енергетичного 
стаяу та метаболізму ксенобіотиків в ізольованих гепатоцитах 
щурів у залежності від методу їх  зиділення та умов низькотемпе­
ратурної дії.

1. Розробити нефермента .іШРИй мегод еиділєрня гепатоцитів 
щурів та провєети порівняльний аналіз їх  морфо-функціональних
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властивостей відносно клітин, одержаних традиційним 
(ферментативним) методом.

2. Дослідити енергетичний стан, дихальну активність, мем­
бранний потенціал, транспорт та внутрішньоклітинний розподіл К+ 
за різних умов виділення та інкубації гепатицитів.

3. З'ясувати рівень кріочутливості ізольованих мікросом та 
мітохондрій, а також дослідити характер змін у системі окислю­
вального фосфорилювання та іонного транспорту мітохондрій після 
заморожування-відігрівання а метою наукового обгрунтування 
шляхів їх репарації після кркжюшкоджевня.

4. Дослідити дію ти лсих температур на фунюцю 
шіутрішньоклітиіших структур (мітохондрій та ендоплазматичного 
ретикулума) у складі гепатоцитів та визначити головні причини 
утиску дихально! та детоксикаційної акти ноетей клітин по аамо- 
рожуванні-відігіріванні

5. Дослідити основні характеристики та визначити швидкість- 
лімітуючі стадії поглинання та біотрансфопмації ксенобіотиків в 
ізольованих гепатоцитах щурів у залежності від вихідного стяну 
тварини та методу виділення клітин і на цій підста і виявити 
шляхи стимуляції іх детоксикаційної функції

G. З'ясувати особливості впливу кріопротекторів, умов замо­
рожування та відігрівання на життєздатність ізольованих гепьто- 
цитів з метою розробки методу їх кріоконсервуяання.

7. Провести гюрівпяльпе дослідження активностей АТР-гене- 
руючих та A TP-споживаючих систем, біотрансформації ксе­
нобіотиків та внутрішнь клітинного рзподілу К+ в суспензіях 
сяіжовиділених та кріоконсервованих гепатоціггів однакової 
життєздатності

Наук£ща_ийвизіш Основні результати роботи отримані вперше. 
Розроблено нефе рментативпий метод одержання функціонально 
активних геиатоцитів щурів, які можуть бути використані в 
експериментальній та клінічній медицині В роботі вперше 
здійснено паралельне дослідження кінетичних параметрів 
поглинання та метаболізму ксенобіотиків гепатоцитами в залеж ­
ності від вихідного стану тварини, умов виділення та інкубації 
клітин. При цьому показано, що за низьких концентрацій ксе-
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нобіотика процес поглинення маже* лімітувати біотр<шсформаціго, a 
введення тварюгам фенобарбіталу індукує не тільки метаболізм, 
але й поглинання дос-лджуемої сполуки. Порівняльна оцінка 
функціональної активності свіжовиділених та деконсервопаних 
суспензій гепатоцитів однакової життєздатності дозволила встано­
вити, що зниження швидкості накопичення А Т Р  після 
крюконсервувакнл зумовлене збільшенням активності Na+ /K+ - 
АТРази, спрямованої па відновлення внутрішньоклітинного рівня 
К + . Вперше встановлено, що роз'єднання окислювального фосфо- 
рилюваяня мітохондрій після заморожування-шдігршання у саха­
розному середовищі є вдаваним, оскільки головна його причина - 
виникнення протонної провідності через АТРазпий канал - 
ліквідується за присутності ADP.

Теоретичне та практичне значення. Загальнобіологічнє зна­
чення мають дані щодо регуляції дихальної актшшості та мета­
болізму ксекобіотиків «  ізольованих клітинах. Теоретично значу­
щими е результати, які показують, що порушення бар’єрних вла­
стивостей біологічних мембран після дії низьких температур може 
бути обумовлене утворенням іонних каналів у результаті струк­
турної переорієнтації субодиниць ферментних комплексів. Дані 
щодо можливості реаеоціації субодовг ць ферментів, яка супро­
воджується відновленням бар'єрішх властивостей, також носять 
принциповий характер.

Практичне пначешш мають розробки методів виділення та 
крюкопсервування гепатоцитів, захищені 4 авторськими 
свідоцтвами. Гепатоцити, одержані яеферментативнкм методом, 
можуть знайти широке застосування у різних галузях біології та 
медицини. З метою підвищення ефективності детоіссикаціі крові 
хворий, у  медичній практиці результати роботи дозволяють реко­
мендувати використання свіжоаиділених та кріоконсервованих ге- 
патоцитів сит; їх самців, підданих дії індуктора фенобарбіталу. 
Дезагрегація тканини за допомогою вібрації з метою одержання 
клітин та субклітинних структур також може знайти пракіичне 
впровадження.

Матеріал;! робота використовуються у  відповідних лекційних 
курсах на кафедрі молекулярної та прикладної біології
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Харківського держун ерситету, а також на кафедрі фізіології 
Української Фармацевтичної Академії

Основні положення, шо вшгеея'гьсА ва^адисх:
1. Неферментативннії метод виділення гепатоцитів щурів, 

який включає перфузій розчином з комплексонами Са2+, дезагре- 
гацію фрагментів печінки та розподіл клітин в ізотонічному саха­
розному середовищі, дозволяє одержати суспензію інтактних та 
функціонально активних гепатоцитів.

2. Головним механізмом роз'єднання окислювального фоефо- 
рилювання ізольованих штпхондрій після заморожуванчя- 
відігрівання у сахарозному середовищі с виникнення протонно! 
провідності через АТРазний канал, яка спонтанно ліквідується в 
процесі інкубації за умови пригнічення Са2+ -залежних патентних 
пошкоджень.

3. Порушення бютрансформації ксенобістиків та зниження 
дихальної активності після заморожування-відігрівання 
ізольованих гепатоцитів у середовищі без і ̂ іопротектора обумов­
лені втратою субстратів та піркдино&их нуклеотидів внаслідок не­
оборотного пошкодження плазматичної та мітохондріальної мем-

4. Розроблений метод кріоконсервування гепатоцитів дозволяє 
в значній мірі зберегти життєздатність, рівні АТР та іонів калію, 
дихальну та детоксгасаційну активність клітин, а також їх 
здатність утворювати моношар за культивування.

Апробація роботи. Матеріали дисертаційної роботи доклада­
лися та обговорювалися на І Всесоюзному біофізичному з'їзді 
(Москва, 1982), IV--VI Українських біохімічних з'їздах (Івано- 
Франківськ, 1982, Київ, 1987, 1992), П and ПІ International 
Conference on Water & Ions in Biologycal Systems (Bucharest, 
Romania, 1982, 1984), II Всесі. озній конференції по анабіозу (Рига, 
1984), П Всесоюзній конференції “Елоантиоксидант” (Черноголовка, 
1986), ХП з'іаді Українського фізіологічного товариства ім. 
LII-Павлова (Львів, 1986), Всесоюзному симпозіумі "Молекулярні 
механізми та регуляція енергетичного обміну” (Пущино, 1986), 
Societies for low temperature Biology of United Kingdom and 
Czechoslovakia (Bohemia, Czechoslovakia, 1990), Всесоюзній науковій

*
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конференції "Актуальні проблем)» лікарської токсикології" 
(Купавна, 1990), IV  Congress of the World Federation of Ukrainian 
Medical Association (Kharkov, 1992), U Міжнародній конференції 
"Успіхи сучасної кріобіолсгії" (Харків, 1992), I European Conference 
эп Tissue Banking and Clinical Application (Germany, Berlin, 1991), 
16th Annual Meeting American Association of Tissue Banks (USA, 
San Diego, 1992), 27, 29 and 30 Annual Meetings of Society for 
Cryobiology (USA, 1990, 1992, 1993).

Публікації. Основні положення роботи опубліковані у 81 нау­
ковій праці

Обсяг та структура роботи. Дисертація викладена на ____
сторінках машинописного тексту, складається з вступу, огляду 
літератури, опису матеріалів та методів дослідження, восьми 
розділів власних досліджень та їх обговорення, закінчення, 
висновків, містить 23 таблиці та 71 малюнок. Список використаної 
літератури нараховує 300 найменувань.

За об'єкт досліджень правили гепатодити, мікросоми та 
мі/охондрії печінки щурів. Експерименти здійснювали на стате­
возрілих ситих щурах лінії Вістар вагою тіла 200-300 г та твари­
нах, игі голодували протягом 48 годин.

Ізольовані клітини печінки видаляли методом колагеназної 
перфуаії аа Seglen, 1976 та розробленим нефермев .ативним мето­
дом, який включає перфузію in situ ізотермічним середовищем а 
154 мМ NaCl, 6 мМ КС1, 3 мМ ИаНСОз, 2 мМ ЕДТА та 20 мМ 
тріс-НСІ, pH 7.4, швидкістю 40-50 мл/хв протягом 20-25 хвилин, 
дезагрегацію фрагментів за допомогою вібрації частотою 50 гц і 
тривалістю 60 сех та відокремлення пошкоджених клітин за низь­
ка шидкісного центрифугування (109 g) у середовищі такого скла­
ду: 250 мМ сахарози, 5 мМ КС1, 0.4 мМ КН2РО4, 0.4 мМ Na2HP04, •
0.8 мМ MgS04, 1.2 мМ СаСІ2, 10 тМ  тріс-НСІ та 1% бичого 
сироваткового альбуміну (БСА), pH 7,4. Розподілення гепатоциггів 
також проводили у градієнті густини перкояу як описано у роботі 
[Berry, 1983]. Пермеабілізовані гепатодити одержували обробкою

МЕТОДИ ТА МАТЕРІАЛИ ДОСЛІДЖЕНЬ
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клітин дигітоїшюм ьЗ методом [Katz, 1985] а деякими мо­
дифікаціями.

Мітохондрії та мікросоми виділили методами дифе­
ренціального центрифугування згідно Мосоловій та ін., 1975 та 
Карузиній, Арчакоау, 19*77, відповідна

Швидке ааморожування-швидке відігрівання суспензій 
ізольованих гепатоцитів, макросом та мітохондрій у середовищі без 
кріопротекторів здійснювали у  поліетиленових пробірках об'ємом 1 
мл шляхом швидкою занурювання у  рідкий азот (швидкість 
заморожування 300*400°С/хв). Відіпрівання проводили на водяній 
бані гфи 38°С до 0-2°С (швидкість відігрівання 400-500®С/хв).

Кріоконсервування клітин здійснювали шляхам швидкого 
двохступеневого заморожування до -196°С а 20-ти хвилинною *у -  
шшкою при -20+-25°С у  присутності 10% ДМСО та швидкого 
відігрівання на водяній бані при 38°С. Швня^еість охолоджуваній; та 
відігрівання контролювали за допомогою мідькоистантанояої 
термопари.

Життєздатність одержано, суспензії визначали через за­
барвлення клітин вітальним красителем трипановим сипім [Seglen, 
1976], за флуоресценцією флуоресцеіндіацетату та броміду етідія 
[Friin et а]., 1980], а також через стимуляцію дихання сукцінап м. 
Концентрацію клітин визначали у камері Горяєва. Кількість білку 
поцішовали за методом Лоурі у модифікації Міллера 
[Марцишаускас та ін., 1977].

Вміст метаболітів визначали в перебігу інкубації гепатоцитів 
(концентрація 2x10^ клгиш/мл) при 37°С з постійним пе­
ремішуванням. Кількість АТР у кислотному екстракті визначали 
за допомогою люциферин-люциферазиого методу [Аттаулаханов, 
1981] иа біохемілюмінометрі ВХЛ-06 або ‘ Luminometer 1251“ (LKB, 
Швеція). Вміст глюкози, лактату та пірувату визначали за фер­
ментативними методами [Bergmeyer 1974]-

Дихальну активність ізольованих гепатоцитів та мітохондрій 
вимірювали полярографічно у камері об'ємом 1 мл при температурі 
26°С або 37°С за допомогою закритого платинового кисневого 
електроду Кларка на полярографі LP-7E,

Інтенсивність перекисного окислення ліпідів визначали через 
накопичення малонового діальдегіду [Владимиров, Арчаков, 1972].

9
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Кількість цитэхрому Р-450 визяачалк sa методом дііфе- 
ренціяльної спектроскопії Omura і Sato, 1964 за спектрофотометр' 
Specord UV-VIS. Bud yr біфетлу (БФ) у середовищі інкубації 
вимірювали після екстракції в н-гептані при 318 ам (Хлб.*=270 нм) 
на спектрофлуоріметрі Hitachi MPF-2A (Японія), згідно {Bridges, 
1965]. Кількість р-нітроакізолу (р-НА) визначали спектрофотомет­
рично при 317 нм. Віотрансфсрмацію ВФ визначали через утво­
рення продукту реакції 4- гідроксібіфеяілу (4-ГБФ) за методом 
[Creaven, 1965] на спектрофлуоріметрі Hitachi MPF-2A при 400 нм 
(Хзб.“ 270 нм). Швидкість метаболізму р-НА визрачали через ут­
ворення О-деметальованого продукту реакції р-яітрофенолу (р  
НФ) як описано у роботах [Parke et aL, 1975; LeCam et aL, 1977; 
Holme et aL, 1982]. Для визначення загального 4-ГБФ та р-НФ 
(вільний +  кон'югонаний) проби перед екстракцією піддавали кис­
лотному гідролізу у присутності 0.2 н НС1 згідно [Holme et aL, 1982].

Транспорт К+ , Са2+ та тетрафенілфосфонію (ТФ Ф + ) визна­
чали за домотаю іон-селективних електродів у камері об'ємом 5 мл 
за постійного перемішування. К + -АТРазну активіїість вимірювали 
потенціометричним методом [Болдирсв, 1977].

Н+ проникність внутрішньої мембрани мітохондрій 
по- .інюаали за набуханням в ізотонічному розчині нітрату амонія 
при 546 км [Вгіегіу, 1970].

Електроактивігість реєстрували описано у роботі [Зінчешсо, 
Моісеєа, 1989]. Реєстрацію акустичної емісії проводили за 
допомогою п’єзоелектричного датчика.

Культивування ізольованих клітин печінки щурів проводили у 
поживному середовищі Лейбович Л-15 ("Serva") з глютаміном, яке 
містить в собі 10% ембріональної сироватки теляти та доповнене 
антибіотиками. Гістологічні дослідження проводили за методом 
[Меркулов, 1961]. Огляд препаратів здійснювали на мікроскопі 
МБЦ-15 або МБР-3.

Для електрошіо-мікроскопічних досліджень суспензію клітин 
або мітохондрій фіксували глутаровим альдегідом та обробляли за 
Reynolds, 1963.

Отримані результати обооблапися статистично за методом 
Ст'юдснт і-Фішера [Аншарін, і075] на ЕОМ IBM. У  разі побуду-
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ашшл прямих залежностей використовувався метод найменыних 
квадратів [Келеті, 1090).

РЕЗУЛЬТАТИ Т А  ОБГОВОРЕННЯ

Розроблено неферментативпий метод виділення гепатоцитів
щурів (Ал. №1463757 від 8.11.1988], куди входять перфузія розчи­
ном, що містить в собі комплеьсони іонів Са2+ ( дезагрегація фраг­
ментів печінки з використанням вібршцї та відокремлені* 
інтактних клітин від пошкоджених. Варіант розробленого вами ме­
тоду дезагрегацп печінки за допомогою вібрації захищений ав­
торським свідоцтвом [А.с. М ій  10426 від 15.01.1987} Залежно від 
умов підготовки печінки до механічної дезагрегації - перфузія або 
подрібнювання за допомогою юисільвот пр 'у  - близькі параметри 
вібрації (частота -  50-70 гц, тривалість -■ 1 -ї ха) дозволяють 
виділяти або інтактні клітини печінки або мітохондрії, відповідно. 
При цьому останні характеризуються більш високими 
біоенергетичними показниками, ніж виділен' традиційним методом 
в використанням гомогенізації. Після перфуаії печінки вастосу- 
вашш вібрації приводило до дезагрегацп 70% її маси ha одиничні 
клітини, близько 40% яких мали інтактну плазматичну мембрану. 
Низькошвидкісне центрифугування цісі первинної суспензії в 
ізотонічному сахарозному середовищі викликало розподілеїшя 
осаду на два шари різного відтінку. Нижній темний шар містив в 
собі понад 80% клітин, плазматична мембрана яких була непро­
никною щодо трипанового синього, а верхній (більш світлий шар) 
складався на близько 90% а пошкоджених гепатоцитів. На підставі 
цього спостереження розроблено метод розподілу інтактних та 
пошкоджених гепатоцитів, який захищено авторським свідоцтвом 
(Ас. М\і1510356 від 2iS.05.1989]. В кінцевій суспензії практично були 
відсутні непаренхіматозні клітини печінки, гепатоцити мали ок­
руглу форму з нерівними криями. Протягом інкубації кількість та 
життєздатність клітин в суспензії практично не змінювалися, за 
культивування вони прикріплялися до колагенової підложкл і іе- 
рез добу утворювали моношар.

Гепатоцити, виділені неферментативним методом, відповідали 
загальновизнаним критеріям інтакпгості не тільки за забарвленням 
трипановим синім, флуоресценцією флуоресцеіндіацетату та



броміду етідія (відсоток пошкоджених клітки ке перебільшував 
20%). але й за "сукцінятішм тестем" - екзогенний сукцінат не 
більш, ніж на 30% стичулював швидкість ендогенного дихання, яка 
становила 11-13 нмолів 0 2 /хв/10в клітин. Було встановлено, що 
для виключення впливу прониклого до клітини сукцінзту, 
визначення життєздатності суспензії ан "еукцінатним тестом" 
більш коректно проводити в присутності роз'єднувача.

М ая 1. Дихальна активність гепатощг.із щурм, виділених нвфермеитативним 
тодож. Над кривими наведені швидкості дихання у  нмолях O j /xb/JxIO® клітин. 
Добавки: гепатоцити (Гц) -  2x10е клітин, супцінат (Сук.) -  2 мМ, N aC N  - 2 мМ, 
Д Н Ф  -  50 мкМ, Х К Ц Ф  -  1 мкМ, антикіцин А  (Аит.) -  2 ккМ, ші.гоиіциіі (Оліг.) -  5 
мкг, атрактнловід (Атрквт.) -  20 икМ, диНтонін (Диг.) -  40 мкг

Ендогенне дихання залишалося постійним за інкубації гепа­
тоцитів у середовищах зовнішньоклітишюго типу на протязі 2 год і 
було зумовлене споживанням кисню мітохондріями, ось льки 
інгібувалося іціанідом та антиміїданом А  на 95% і 80%, відповідно 
(мал 1.). На тлі сталого рівня дихання гепатоцитів у  перебігу 
інкубації збільшувався вміст А ТР  до фізіологічних значень та 
спостерігався синтез глюкози за рахунок глюконеогенезу зі 
швидкістю 2.33*0.31 нмолів глюкози/106 клітин/хв. Роз'єднувачі 
окислювального фосфорилювання - ДНФ, ХКЦФ - збільшували 
швидкість дихання у  1.6 рази- Інгібітор мітохондріальної АТРааи
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олігоміцил те інгібітор транспорту аденінових нуклесггидів до мат­
риксу мітохондрій атрактилозид більш ніж у 2 рази пригнічували 
споживання кисню. Пошкодження плазматичної мембрани 
дигітоюиом приводило до забарвлення клітин трипяповим синім та 
анижетш швидкості споживашія кисню, а подальша добавка 
еукцінату збільшувала її до 50 нмолів Оа/хв/ІО® клітин. 
Інгібіторний аналіз дихання показує, що мітохондрії у складі 
інтактної клітини функціонують не у максимальному режимі, а 
знаходяться у проміжному мет аболічному стані і їх активність об­
межується кількістю субстратів та ADP.

Гепатоцити здатні акуму; .оватя ліпофільний катіон тет. а- 
февілфосфоній (ТФ Ф + ). Головний внесок у мембрагачій потенціал 
гепатоцитІв, який реєстрували за поглинанням ТФФ"’", вносять 
внутрішньоклітинні мітохондрії, оскільки інгібітори та роз'єднувачі 
окислювального фосфорилювання мітохі ^фій вимикали вихід 
більшої частини акумульованого катіону. Повне вивільнення ТФ Ф + 
досягалося за добавки дигітоніну. Таким чином, у середовищі 
зовнішньоклітинного типу мембранний потенціал реєструється 
тільки в інтактних гепатоцитах. Дослідження транспорту ТФ Ф 4" 
дозволяє оцінити величину мембранного потенціалу 
внутрішньоклітинних мітохондрій та плазматичної мембрани 
клітин

Протягом інкубації гепатоцити не втрачали іонів К+ а, на­
впаки, поглинали їх з середовища. Інгібітори та роз'єднувачі окис­
лювального фосфорилювання мітохондрій викликали повільне, а 
дигітонін -  швидке вивіл іення іонів К+ . Після зв'язування іонів 
Са2+ у середовищі інкубації за допомогою ЕГТА дигітонін 
вивільнював лише частину ендогенного калію, а подальша добавка 
інгібіторів або роз'єднувачів окислювального фосфорилювання 
викликала повний вихід К+ з клітин- Таким чином, роздільна до­
бавка дигітоніну та мітохондріальних інгібіторів у безкальцієвому 
середовищі дозволила визначити вміст К+ у мітохондріальному та 
немітохондріальному (цитоплазматичному) компартментах клітини.

1
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Мал. 2. Поглинання (АЗ) та біогграисфориа̂ я (CJ0 р-мітроаьіаоиу 
іаовьоайними гепатоцигами іцурів. І - утворення загального (цільний + 
кои'югоосший) р-НФ; 2 - утворення вільного р-ЯФ. В.Д - залежність ІдІ-Хофсті для 
поглинань* (В) та О-деиетялтовалМя (Д) р-НА

Гепатоцити здатні поглинати та метаболізуваги ксенобіотики. 
Характер поглинання залежав від ступеню гідрофобності 
досліджуваної сполуки. Елімінація з середовища біфенілу, якому 
властива висока гідрофобність, здійснювалась протягом кількох 
секунд незалежно від температури інкубації та життєздатності 
суспензії. В елімінації менш гідрофобного сполучення - р - 
нітроонізолу - спостерігалися дві фьзи: фаза швидкого зв'язування 
Та фаза лінійної залежності поглинутого ксенобіс ику нід трива­
лості інкубації. Графік Іді-Хофсті щодо поглинання //-НА 
клітинами печінки у  координатах V(V/S2) мав яскраво виражений 
біфазний характер: ділянка графіку щодо високих концентрацій р- 
нітроанізолу (>9.1 мМ) становила собою пряму, яка йшла прак­
тично паралельно до осі ординат, що вказує на проникнення ксє - 
нс'їіотика в клітину шляхом дифузії. Процес поглинання р- 
нітроанізолу в ділянці низьких концентрацій був насичуваним, ха­
рактеризуй ався вдаваними величинами Vmax та Km - 0.623 нмолів 
/т-НА/хв/2х10б клітин та 0.031 мМ, відповідно, що дозволяє при­
пускати на участь у  ньому певної транспортної системи.

Динаміка утворення продуктів біотрансформацП біфенілу та 
/т-кітроанізолу протягом інкубації гепатоцитів мала подібний ха~



рмктер. Вміст загального продукту реакції (вільний + 
кон'юговакий) у середовищі постійно зб; іьшувався, а кількість 
вільного продукту зростала лише у перші хвилини інкубації і иотім 
підтримувалась в» її стійкому ріалі, що свідчить про сба- 
Лінооааність реакцій І та II фази оіотраксформації.

Швидкість цитох}ММ Р-450-залежного гідроксилювання суб­
стратів залежали від концентрації біфенілу та р-нітроанізолу в 
середошіщі інкубації- Графіки V/S свідчать про підлеглість цього 
процесу дай обок речовин кінетиці Міхаеліса-Ментен Однак, якщо 
графік Іді-Хофсті - V/(V/S) - щодо О-гідроксилюв&ння біфенілу 
виявляє тільки один  процес з л т  вд=0 0064 мМ і Vmax вд=0.048 
ш іолів  БФ/хв/2х10в клітин, то для О-деметилювашш р-НА графік 
мав характерний вигин, який свідчить про наявність двох процесів 
-  з низькою та високою вдаваною Кт. Близькі значення Vmax вд. 
щодо внсокоафінного процессу О-деметижавання та наси'*уваної 
компоненти поглинання дозволяють припустити, що двохфазний 
характер гідроксилювання за низьких концентрацій р-НА 
обумовлений обмеженістю з боку поглинання ксенобіотика.

Було встановлено, що вміст цитохрому Р-450 і 
біотрансформація р-нітроаніасшу в гепатоцитах самців щурів на 
45% вищі, ніж у клітинах самок. Метаболізм ксенобіотикіа в не чмі 
обумовлюється вмістом у гепатоцитах цитохрому Р-450, може об­
межуватися швидкістю проникнення ксенобіотика в клітину і не 
лімітується доступністю NADPHL Індукція системи 
мікросомалмюго окислення введенням тваринам «і^нс’бврбіталу 
збільшувала загальний вміст цитохрому Р-450 в клітинах, а також 
Іх спроможність поглинати та метаболізупати ксенобіотик р- 
нітроанізол. При цьому швидкість-лімітуючмм чинником 
біотрансформації за високих концентрацій ксенобіогика ставав не 
вміст цитохрому Р-450, а доступність відновлюючих еквівалентів. 
Цей чинник обумовлював також достовірне зниження швидкості О- 
деметилювання р-нітроанізолу в клітинах, які виділені з тварин, 
що голодували протягом 48 годин.

За умов, коли швидкість-лімітуючилі чинником моноиксиге- 
назної системи е рівень від-ювлюва пості піридинових нуклоотидів 
(голодування, введення індуктора) присутність субстратів у сере­
довищі може збільшува ти шьидкість метаболізму кеенобіотик ів.
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Використаная за перфузії як комплеяссщу Са?+ а вміси. ЕДТ/Г 
цитрату стимулотьало метаболізм р-ЯА  я геп&тоцитах, які виділе»' 
а тварин, що голодуват.

З метою детоксикації кропі хворих у медичній практиці 
доцільно використовувати гепатоцити а підкмщеннпю делэхси- 
ка/цйиою активністю, Оптимальний підбір тварин за статтю -  
самці, введення індуктора фенобарбіталу та перфузія печінки се­
редовищем, яке містить субстрат -  цитрат дозволяють отримувати 
клітини, що в 2J рази афект тугіше біотрансформують р~ 
нітровнізоя, ніж гепатоцити самот.

Порівняльне вивчення функціональних властивостей гепато- 
цитів, виділених розробленим неферментатианим та фермента 
тшнжм [Scglen, 1976] методами не виявило глибоких відмінностей у 
бар'єрних властивостях плазматичної та мітохондрізльної мембран, 
рдаргетичному стані, транспорті іонів К+ , активності 
глюконеогенезу тя швидкості біотрансформацП коезобіотиків. 
Об'єктивним доказом функціональної повноцінності гепатоцитів,- 
виділених розробяеьдо неферменгативним методом, е їх здатність 
прикріплятися, розпластуватися і утворювати моношар за куль­
тивування, тобто цроявляти множинні біосинтетичні властивості

У  клітині різні метаболічні системи знаходяться в складній 
взаємодії одна в одною. Через це раніше ніж досліджувати дію 
низьких температур на функціональну активність субклітинних 
структур у складі клітини необхідно вивчити механізми їх 
крісетошкодження в ізольованому стані Було з'ясовано, що 
мітохондрії га мікромам мають різну кріочутлие’сть. 
Мінросомальна система біотраНеформаци ксенобіотиків, 
функціонування якої залежить, головним чином, від активності 
електрон-траяспортного ланцюгу, виявляє високу кріпстій і̂сть. 
Система окислювального фосфорилазванта* мітохондрій більш 
крі^лабільна, таму що для П роботи необхідна такозК і збере 
женність бар'єрних властивостей мембран, які в більшій мірі за­
знають порушень за дії низьких температур, ніж електро­
транспортні ланцюга.

м



Дослідження на Ізольованих мітохондріях показали, що, в аа- 
лежності від умов кріодіі, вид пошкоджень та їх глибина можуть 
різнитися. Швидке замо.ггжуваїшя-швидка відігрівання у сольо­
вому еередодащі призводять до утворення веоборотних пошкод­
жень в структурі мембран мітохондрій. У  випадку сахарозного се­
редовища заморожування подальше інкубація виявляє дві часові 
стадії реакції систем іонного транспорту та окислювального фос- 
форшшншшя міто- 
хондрій на дію «т&ьких 
температур, що відоб­
ражає наявність двох 
ршкаспрямованих про­
цесів. З мал. 3. видно, 
що на першій стадії 
досліджувані показ­
ники мітохондрій
прагнуть до віднов­
лення (шйидкієгь ди- 
.’іяшін у стані 2, мем­
бранний потенціал) або
не змінюються (вну­
трішні. ОМІТОХОНД р Ш ЛЬ - Мал. 3. Зміна амш&рьяного потенціалу, транспорту 
вий вміст іонів К+  та “ Hie К+ ■ Ca*+ та швидкості окислення суіщінату у 
, пл,. п етані 2 в процесі інкубації иітоияидрій після запоре-

ВщПОВЛЄННЯ жування-відігрівання. 
ефективності окислю­
вального фосфоршоован. л мітохондрій, яке спостерігається на 
першій стадії, не залежить від температури, присутності АТР, 
кисню, роз'єднувача, тобто не є енергозалежним процесом і, 
очевидно, обумовлене спонтанним замиканням трансмембранних 
дефектів, які утворюються в перебігу кріодіі. Замикання мембран 
залемсить від умов кріодіі (реалізується лише за найменш 
пошкоджуючих з них) та складу с;редоаища інкубації- Шиидкісгь 
замикання зростала зі збільшенням іонної сили та зниженням ос­
мотичного тиску середовища інкубації.

Процеси, що розвиваються на другій'стадії інкубації, можна 
розглядати як "латентні кріапашкоджеяня". У їх  розвитку 
яр»іймають участь іони С а ^  і фосфату, процеси перекислого
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окиллеыт та тдраашу. ліпідів фосфолЗпаэою А 2- Взасмі «зв'язок між 
системами іонного транспорту та ліпідовото обміну пдУ&ттлься 
системою глутатюау, активність якої обумовлюється № niiatj 
відновленпості піридшківих иуклеотидіп у матриксі Сумісні- або 
роздільне введення інгібіторів перекислого окислення або іійролЬу 
ліпідів, ксмгійексошв іонів Са2+, NADfPVaanewHKX субстратів до 
є* гаду середовища інкубації або заморожування забезпечує 
пригнічення латентних кріопошкоджень і створює умови для 
реалізації репаративних процеси». Результати покае.ють, що 
латентні кріопошкодженяя не є прямим наслідком зажорожування- 
відігрівшшя, а розвиваються в результаті зрушень метаболічної 
рівноваги у мітохоздріях.

Була здійснена спроба виявити іонтранспортируючі системи, 
які призводять до роз'едшшяя окислювального фосфоршповання 
мітохондрій безпосередньо після заморожуканпя-в'дігріпашія за 
умов, що виключають протікання латентних кріопошкоджень. 
Встановлено, що інгібітор АТРаая олішміцин пригнічує швидкість 
споживання гсиешо у  стані 2 і збільшує швидкість акумуляції 
ТФ Ф +  заморожено-відіїрітиті мітохендріямм до рівня коїггроль- 
шк. ADP їакож збільшував швидкість поглинання ТФ Ф + . І 
ол’ітоміцин, і ADF інгібували набухання заморожеяо-вщігрітих 
М/ охондрій в ізотонічному розчині NII4NO3, яке зумовлене Н е­
провідністю внутрішньої мембрани [Вгіегіу, 1370} Після заморо- 
жувамня-відігрішшня виявлялась олгоніцин-резистемтна АТРазна 
а&гивність, що свідчить про відокремлення фактора Т\ від 
мембраші При дисоціації факторів ¥\ і F0, хтаїшій може 
функціонувати як протоаш*й канал. Отримав! результати дозво­
ляють вважати, що головною причиною роз'єднання окислюваль­
ного фосфорилюяакня .мітохондрій після заморожуяання- 
відігріваняя є виникнення прстонкоі провідіюсті через АТРазний 
канал, яка пригнічується ояігоміцивга. та ADP.

Експерименти щодо прямого вимірювання утворення А ТР  
показали, що ADP, доданий пракгично відразу Після заморожено-, 
відігрітих мітохоцдрій, здатний фосформлюватися до АТР  зі 
швадкістю, порівнюваною зі свіжовиділеішми мітохоцдріями, Ці 
результа ги показують, що ргз’едну а&няя окислювального фосфо- 
рилювакня, яке спостерігалося безпосередньо після заморожу-
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в&ннявідігршаюія мітохоцдрій і визначалося через швидкість 
споживання кисню, є вдаваним, оскільки ADP фосфорюооється до 
АТР, а на мембрані існує AT.

Наведені результати свідч*»* про те, що структурні пору­
шення, які розвиваються за заморожувонЕЯ-відігріааншг 
ізольованих мітохондріЙ у сахарозному середовищі без 
кріопротекторів, можуть ліквідуватися за повернення у  фізіологічні 
умови шляхам скеровано! регуляції метаболізму. Разом з тим, за 
заморожування-відігрівшвш мітох^ндрій у  складі гепатоцитів 
подібні механізми не реалізуються. З'ясовано, що пригнічення 
дихальної активності після заморожуваннд-відігрівання гепатоцитів 
є наслідкам не тільки порушення ціяосност! плазматичної 
мембрани і вивільнення субстратів з- цитоплазми, але й 
пошкодження внутрішньої мембрани мітохоцдрій. Внаслідок цього 
мітохондрії втрачають ендогенні піридинові пуклеотиди і здатність 
окислювдги N ADCPJ-залеяші субстрат Більш глибокі 
пошкодження иітохондрій у складі гепатоцитів Пов'язані з  іогашм 
складом цитопла зми. Заміна внутрішньоклітинного середовища на 
ізотонічну сахарозу дозволяє знизити величину кріолошкоджекяя і 
створює умови для відвовлешія біоенергетичних показників 
мітохоцдрій у складі г* чтощггів.

Слід зазначиш, що втрата клітиною низькомолекулярних 
субстратів і піридинових нуклеотидів у циклі заморожувакня- 
відігріваї ня є також головною причиною зниження коноокеигеназ- 

, но! активності ізольованих гепатоцитів.

Ширше застосування ізольованих гепатоцитів у біологічних 
та медичних дослідженнях потребує створення банка клітин і, от- 
;же, розробки методів їх  довготривалого зберігання. При розробці 
метода кріоконсервуваннл враховували, що виживання гепатоцитів 
корелює з утворенням внутрішньоклітинних кристалів льоду. З 
мал. 4. видно, що 88% клітин, в яких За охолоджування було вик­
рито внутріклітинний лід, забарвлювались бромідом етідія, непро- 
никлого через плазматичну мембрану, а 87% клітин, у  цитоплазмі 
яких лід не утворювався, мали інтенсивну зелену флуоресценцію 
за інкубації з флуоресцеіпдіацетатом, тобто залишалися 
інтактними. Було встановлено, що »  метою запобігання утворенню
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швидкості охолодження.

анутрішш 'оклітинного льоду важливо, щоб швидкість охо­
лоджування у температурній зоні кристалізації до перебільшувала 
20°С/хв незалежно від початкової 
вимога може бути 
забезпечена вико­
ристанням не тільки 
повільного охолод­
ження суспензії а 
ПОСТІЙНОЮ швид­
кістю, але й експо­
ненціальним заморо­
жуванням з високою 
швидкістю на пер­
шому етапі і зупин­
кою в температурній м&л. 4. 
зоні кристалізації.

Вплив внутрішньоклітинно! кристалізації на 
життєздатність гепатоцитів, яка поцікгаватась за флуо- 

Р,иичр.™ я піпню  Р*сивИ1<1«» броміду етідія (BE) та флуоресцеімяіацетату 
^  (ФДЛ). 1 -  клітини баз внутрішньоклітинною льоду, 2 -  

пошкодження на клітини *  внутрішньоклітинним ЛЬОДОІІ.

кожному окремому етапі дозволило розробити метод 
кріоконсервування гепатоцитів [Заявка на винахід №4870736/14, 
пріор. 02.10.90 Ке 308. Позитивне рішення від 14.11.01]. Загибель 
клітин була мінімальною за повільного введення кріопротектора на 
льоду, швидкого двохступеневого заморожування суспензії 
густиною Іи15х108 клітин/мл з зупинкою в ділянці -20+-25°С, 
швидкого відігрівання і відмивання ДМСО середовищем, яке 
містить 0.5 М глюкозу або сахарозу. Ефективність данного методу 
кріоконсервування ізольованих гепатоцитів порівнювана з кращими 
результатами, одержаними за інших програм заморожування 
(Coundouria et aL, 1987; Chesne et aL, 1988; Powia et al., 1988; De 
Іюескег et aL, 1990]. Разом з тим, швидке заморожування мае ряд 
переваг, тому що знижує тривалість контакту клітин з 
гіпертонічним розчином кріоиротектору, здатного на токсичну дію, 
і не потребує спеціального обладнання.

Після кріоконсервураїшя вищеописаним засобом збереженість 
суспензії дорівнювала б4±4% за початкового значення 87±1%- В 
процесі інкубації деконсе рииваних гепатоцитів досліджувані 
параметри (рівень АТР, дихальна активність, життєздатність)
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знижувалися. Розподіл деконсервовоних клітин у розчині перколу 
довяолив підвищити життєздатність кінцевої суспензії до рівня 
свіжовиділспо! (&6±2%). Після відокремлення загиблих клітин 
швидкість ендогенного дихання в перебігу інкубації зберігалась на 
постійному рівні, а вміст ATР збільшувався При цьому дихальна 
активність деконсервовяких гепатоцитів мало відрізнилась від 
сяЬковцділепих, а швидкість накопичення АТР була нижча в 2 
рази. Причиною цього може бути встановлена втрата частки ци­
топлазматичного, але не мітохондріального, калію в процесі 
кркжансервуваккя. За перенесення деконсервованих гепатоцитін у 
фізіологічні умови вони поглинають калій а середовища, що 
супроводжується збільшенням активності Na+ /K+ -ATPa3H і при­
зводить до зниження швидкості накопичення АТР.

Кркжонсервув&ння дозволяє в значній мірі (до 78%) зберегти 
не тільки детоксикаційну активність гелатаритів, виділених з кон­
трольних цурів, ;іле й стимульовану внаслідок модифікації метода 
виділення, підбору та підготовки тварин, що дозволяє рекоменду­
вати використання в медичній практиці кріоконсервоваНих гепа­
тоцитів з стимульованою системою поглинання та біотрансформаціі 
ксепобіотиків.

Кріоконсервовані гепатоцити зберігали акгиьність глюконео- 
генезу, прикріплялися до колагенової підложки та розпластували- 
ся за культивування, що свідчить про їх метаболічну повноцінність 
і можливість застосування в експериментальній біології як моделі 
печінки.

ВИСНОВКИ

1. Гепатоцити, виділені розробленим нефермеїггативним ме­
тодом, куди входять иерфуаія печінки розчином, що містить 
комллехсони іонів Са2+ , її дезагрегація а використанням вібрації і 
відокремлення інтактних клітин від пошкоджених, характеризу­
ються високим ендогенним диханням, володіють здатністю нако­
пичувати АТР та синтезувати глюкозу, метаболізузати ксе- 
нобктіки, утворювати моношар за культивування, пстенціал-за- 
лежно поглинати ліпофільний катіон тетрафенілфосфоній.

2. Застосування вібрації дозволяє отримувати або мітохондрії 
з високими показниками ефективності окислювального фосфори-
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лиошишя ибо суспензію одиничних клітин, яка за низь­
ко! найд кі спот центрифугування в ізотонічному сахарозному сере­
довищ* розділяється на дві фракції, одна а яких містить в собі ге- 
патоцктк з інтактною плазматичною мембраною, а друга - а 
пошкодженою. Клітини з пошкодженою плазматичною мембраною 
оберігають здатність /ч> біотрансформаціі ксенобіотиків і 
функціональну активність мітохондрій у  середовищі 
Бнутрішньоклітишюго тилу.

3. Порівняльний аналіз гепатоцитів, виділених нес^рмета- 
тивиим та ферментативним методами, не виявив істотних 
відмінностей у бар'єрних властивостях цитоплазматичної та 
мітохондріальиої у.ембран, здатності клітин до культивування, а 
також біотрансформаціі ксенобіотиків. Часткове зниження енерге­
тичного потенціалу і рівня калію в гепатоцитах, виділених нефер- 
ментативпим методом, носить оборотний характер і відновлюється 
за інкубації клітин у фізіологічних умовах.

4. Поглинання і біотрансформація ксенобіотиків біфенілу та р~ 
ютроанізолу гегіатоцитами іцурів залежать від вихідного стану 
тварини (статі, споживання), умов виділення та інкубації клітин. 
Максимальний рівень детоіссикаційної функції було одержане на 
гепатоцитах ситих самців щурів, що отримували фенобарбітал. У  
випадку, коли швидкість-лічітуючим чинником біотрансформаціі 
ксенобіотиків є низький рівень відновлешюсті піридинових нукле- 
отидів (голодування, Індукція монооксигеназної системи), введення 
цитрату у середовище перфузії ггечішш збільшує детоксикаційву 
активність ізольованих клітин.

5. Встановлена різна кріочутлиаість ізольованих субклітинних 
органел: після заморожування-відігріванпя у середовищі без 
кріопротекторі» аіствність мікросомальної системи 
біитранефирмації ксеиобіотинів зберігається, а функція мітохондрій 
порушується. Головною причиною роз'єднання мітохондрій є 
витиснення протонної провідності через АТРазний канал, яка 
обумовлена дисоціацією факторій ї 'і  і F(J фермента і 
пригнічується інгібіторами АТРази та ADP.

6. За умеш високої іоинаі проникності у мембранах замороже­
но-відігрітих мітохондрій розвивається послідовність Са^-Т-аалеж- 
іоіх біохімічних реакцій (латентні кріопошкоджешія), які включа­
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ють окислення піридинових нуклеотидів, індукцію переписного 
окислення та гідролізе ліпідів; їх пригнічення забезпечує значне 
відновлення функціональної активності, яке обумовлене спонтан­
ним замиканням мембран внаслідок реасоціації субодиннць 
АТРази..

7. Процес замикання мембран мітохондрій найбільш повно 
реалізується після заморожупаняя-відігріяігаш у середовищі не- 
електроліта, а його ншидкдагь підлягає ріппянпю кінетики реакції 
першого порядку, залежить від температури, іонноі сили та осмо­
тичного тиску середовища інкубації.

8. Заморожування-відігрівання гептгоцитів у середовищі без 
кріопротекторів призводить до необоротних пошкоджень плазма­
тичної мембрани, пригнічення фушсцій внутрішньоклітинних 
мітохондрій і ендоплазматичного ретикулуму, збільшенню актив­
ності гліколізу. Головною причиною зниження монооксигеназно'! та 
дихально і активностей є втрата хдотеплазматичних та 
мітохондріальїшх субстратів і кофакторів.

9. Заморожяіо-відігріті гепатоцити можуть бути використані 
як модель для. вивчення взаємодії цитоплазматичних та 
мітохондріальяих ферментних систем, оскільки зберігають 
внутрішньоклітинну просторову організацію, активність гліколізу, 
циклу КреЄса та дихального ланцю 17 мітохондрій.

10. Розроблено метод кріоконсервуванид гепатоцитів, який 
дозволяє в значній мірі зберегти життєздатність, рівень АТР, ди­
хальну активність клітин, а також детоксихаційну акіивність як 
контрольних щурів, так і стимульовану внаслідок модифікації ме­
тод і виділення клітин, підбору та підготовки тварин.

11. За використання кріоконсервованих гепатоцитів для 
вивчення детоксикаційної функції доцільно використовувати як 
кріопротектор гліцерин, який по кріозахисним властивостям 
декілька поступається ДМСО, але не пригнічує цитохром Р-450- 
залежні реакції, що дозволяє виключити етап відмивання від 
кріопро гектора.

12. Характер змін параметрів функціональної активності де- 
консервованих гепатоцитів н процесі інкубації залежить від 
життєздатності суспензії. Після відокремлення пошкоджених в 
процесі кріоксшсервуиаітня клітин в градієнті густини лєрколу
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інтактні гепатоцити зберігають активність глюкоиеоі'еиезу, здатні 
накопичувати АТР, метаболізувати ксевобютихи, утворювати мо- 
нсшар за культивування. Встановлене снижении швидкості нако­
пичування АТР після кріоконсервуваїшя обумовлене втратою 
частки цитоплазматичного калію, рівень якого відновлюється за 
повернення у фізіологічні умови за рахунок роботи Na+ /K'*'~ 
АТРази.
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