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Одним из путей метаболизма монокарбоновых
жирных кислот у млекопитающих и человека явля-
ется их ω-окисление, происходящее, главным об-
разом, в клетках печени и почек и приводящее к
образованию соответствующих α,ω-дикарбоновых
кислот [1]. В нормальных физиологических усло-
виях только 5–10% свободных жирных кислот ме-
таболизируется по пути ω-окисления. Однако этот
путь значительно усиливается под влиянием раз-
личных ксенобиотиков, при потреблении этанола,
а также при различных нарушениях метаболизма
свободных монокарбоновых жирных кислот [1].

Ранее нами установлено, что одна из насыщенных
длинноцепочечных α,ω-дикарбоновых кислот –
α,ω-гексадекандикарбоновая кислота (ГДК) при
добавлении к митохондриям печени, предвари-
тельно нагруженных Ca2+ или Sr2+, в присутствии
циклоспорина А (ЦсА) способна индуцировать вы-
сокоамплитудное набухание органелл, выход этих
ионов из матрикса и падение ΔΨ [2]. Это рассмат-
ривалось как свидетельство индукции ГДК ЦсА-
нечувствительной неспецифической пермеабили-
зации внутренней мембраны митохондрий печени
[2]. В опытах на модельных мембранных системах –
липосомах показано, что механизм индукции α,ω-
дикарбоновыми кислотами Ca2+-зависимой неспе-
цифической проницаемости связан с процессами
слияния и/или агрегации мембран [2].

Известно, что липидный и белковый состав мито-
хондриальных мембран, а следовательно, и их физи-
ческие свойства, зависят от типа ткани и возраста жи-
вотного [3]. Предполагается, что это может оказывать
существенное влияние на процессы образования в
мембранах липидных пор. В частности, ранее было
показано, что одна из самых распространенных при-
родных жирных кислот – пальмитиновая, наибо-
лее эффективно индуцирует открытие подобного
типа Са2+-зависимых пор в митохондриях печени

крыс и менее эффективна при добавлении к орга-
неллам, выделенным из сердца [4]. Также установ-
лено, что образование такой поры в митохондриях
печени крысы существенно облегчается с увеличе-
нием возраста животного [4].

В настоящей работе изучено действие продукта
ω-окисления пальмитиновой кислоты – ГДК как
индуктора Са2+-зависимой пермеабилизации ми-
тохондрий, выделенных из различных тканей лабо-
раторных крыс, а также зависимость эффективно-
сти индукции такой пермеабилизации от возраста
экспериментальных животных.

Митохондрии из печени, почек и сердец белых
крыс-самцов массой 210–250 г выделяли общепри-
нятым методом дифференциального центрифуги-
рования с последующим освобождением от эндоген-
ных жирных кислот с помощью БСА в соответствии с
описанной ранее методикой [2]. В отдельных опы-
тах использованы крысы-самцы в возрасте 1, 4, 8 и
18 мес. Среда выделения содержала 250 мМ сахаро-
зы, 1 мМ EGTA (2 мМ для митохондрий сердца),
5 мМ MOPS-Tris, рН 7.4. Одновременно выделя-
лись митохондрии (один препарат митохондрий)
из печени одной взрослой крысы или из печени
двух месячных крысят. Набухание митохондрий
указанных органов регистрировали по изменению
оптической плотности суспензии митохондрий (А)
при длине волны 540 нм, как подробно описано ра-
нее [2]. Среда инкубации содержала 200 мМ саха-
розы, 20 мМ KCl, 20 мкМ ЭГТА, 5 мМ янтарной
кислоты, 2 мкМ ротенона, 1 мкМ ЦсА и 10 мМ
МОПС-Трис, рН 7.4. Проницаемость внутренней
мембраны митохондрий для Ca2+ и тетрафенил-
фосфония (ТФФ+) определяли с помощью Ca2+- и
ТФФ+-селективного электрода соответственно.
В этих экспериментах среда инкубации была до-
полнена 1.6 мкМ ТФФ+.
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Как показано ранее [2] и подтверждено в насто-
ящей работе, добавление 20 мкМ ГДК к митохон-
дриям печени половозрелых крыс-самцов, инку-
бируемых в сахарозной среде, в присутствии
50 мкМ Ca2+ и 1 мкМ ЦсА приводит к высокоам-
плитудному набуханию органелл при формирова-
нии неспецифической ЦсА-нечувствительной
проницаемости внутренней мембраны (рис. 1). На-
бухание органелл сопровождается падением мем-
бранного потенциала органелл и выходом ионов
кальция из матрикса (не показано). Подобная кар-
тина наблюдается и в случае добавления хлорида
кальция и ГДК к митохондриям, выделенным из
почек и сердца (рис. 1). Как видно на рисунке, ско-
рость набухания митохондрий сердца ниже по
сравнению с таковой митохондрий почек и печени
крыс.

Полученные результаты свидетельствуют о том,
что митохондрии сердца проявляют большую рези-
стентность к ГДК как индуктору Са2+-зависимой
пермеабилизации, чем митохондрии печени и по-
чек крыс. Это может быть обусловлено разным как
липидным, так и белковым составом митохондри-
альных мембран этих тканей. В частности, в мито-
хондриях печени и почек крыс, по сравнению с ми-
тохондриями сердца, увеличено соотношение кар-

диолипина к общим фосфолипидам [3], который,
как известно, способствует образованию подобно-
го типа липидных пор в мембране [4]. Кроме того,
различия в амплитуде набухания митохондрий
сердца, почек и печени, по литературным данным,
могут быть обусловлены существенно большим со-
держанием АТФ:креатин-N-фосфотрансферазы
(КФ 2.7.3.2) – белка, участвующего в формирова-
нии контактных сайтов между митохондриальны-
ми мембранами, в митохондриях сердца и почек по
сравнению с митохондриями печени [5].

В настоящей работе также были изучены пара-
метры индукции ГДК/Са2+-активируемой пермеа-
билизации внутренней мембраны в митохондриях,
выделенных из печени крыс 4 возрастных групп: 1,
4, 8 и 18 мес. Известно, что с возрастом в митохон-
дриях снижается мембранный потенциал, актив-
ность электрон-транспортной цепи в целом и ее
отдельных комплексов, меняются состав и свой-
ства митохондриальных мембран [3, 6].

В таблице 1 приведены значения скоростей
ЦсА-нечувствительного Са2+-зависимого набуха-
ния митохондрий печени крыс разного возраста,
индуцированного ГДК в концентрации 5, 10, 20 и
40 мкМ. Видно, что митохондрии печени молодых
неполовозрелых крыс в возрасте 1 и 4 мес. проявля-
ют значительно большую резистентность к ГДК
как индуктору Са2+-зависимой пермеабилизации
по сравнению с митохондриями печени половозре-
лых особей возрастом 8 мес. и старых крыс возрас-
том 18 мес. В то же время для индукции пермеаби-
лизации в митохондриях печени старых крыс необ-
ходима меньшая концентрация ГДК. Полученные
данные указывают на существенное снижение ре-
зистентности митохондрий к действию ГДК как к
индуктору такой пермеабилизаии с возрастом.
Можно предположить, что это может быть связано
со структурно-функциональными изменениями,
облегчающими пермеабилизацию мембран, в част-
ности, с развитием окислительного стресса. Одним
из путей моделирования in vitro окислительного
стресса в изолированных митохондриях является
их инкубация с различными окисляющими агента-
ми, в частности, с трет-бутилгидропероксидом
(ТБГ) [7]. Как известно, инкубация митохондрий с
ТБГ приводит к окислению пиридиновых нуклео-
тидов и глутатиона и сопровождается образовани-
ем метильного и других свободных радикалов, а
также повышением уровня продуктов перекисного
окисления липидов – диеновых конъюгатов [7].
В настоящей работе мы применяли ТБГ в концен-
трации 200 мкМ, известно, что в концентрации
этот агент не оказывает влияния на дыхание и
окислительный синтез АТФ [7]. Установлено, что
предварительная инкубация митохондрий печени
крыс возрастом 4 мес. c 200 мкМ ТБГ приводит к
увеличению скорости набухания митохондрий,
индуцированного 50 мкМ Са2+ и 5 мкМ ГДК,

Рис. 1. Влияние ионов кальция и ГДК на кинетику
ЦсА-нечувствительного изменения оптической плот-
ности суспензии митохондрий печени (а), почек (б) и
сердца (в) крыс. Условия эксперимента и состав среды
инкубации приведены в тексте. V – скорость
ГДК/Са2+-индуцированного набухания митохондрий
(ΔА/мин на 1 мг белка), приведены средние значения ±
± стандартная ошибка среднего (n = 4). Концентрация
митохондриального белка в ячейке – 0.8 мг/мл. Добав-
ки: 50 мкМ хлорида кальция (Са2+), 20 мкМ ГДК.
Представлены данные типичного эксперимента, полу-
ченные на одном препарате митохондрий. Аналогич-
ные результаты были получены еще в четырех незави-
симых экспериментах.
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с 0.092 ± 0.006 до 0.131 ± 0.004 ΔА/мин на 1 мг белка
(n = 3). Таким образом, окислительный стресс, ин-
дуцированный ТБГ, оказывает слабое влияние на
индукцию митохондриальной ГДК/Са2+-зависи-
мой пермеабилизации. Можно предположить, что
снижение резистентности митохондрий к дей-
ствию ГДК как индуктору Са2+-зависимой пермеа-
билизации с возрастом обусловлено и другими
факторами, в частности, с увеличением содержа-
ния холестерина и свободных жирных кислот в ми-
тохондриальных мембранах с возрастом [3], кото-
рые, как считается, облегчают индукцию липид-
ных пор [4].
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Таблица 1. Сравнение скоростей ЦсА-нечувствительного набухания митохондрий (МХ) печени крыс в возрасте 1, 4,
8 и 18 мес., индуцированного 50 мкМ Са2+ и различными концентрациями ГДК

Примечание. * Выявлены статистически значимые различия между скоростями ГДК/Са2+-индуцированного набухания мито-
хондрий печени половозрелых крыс возрастом 8 мес. и указанных групп животных, p < 0.05 (критерий Стьюдента). Условия опы-
та и состав среды инкубации описаны в тексте. Приведены средние значения ± стандартная ошибка среднего (n = 4).

Скорость набухания митохондрий (ΔА/мин на 1 мг белка)

5 мкМ ГДК 10 мкМ ГДК 20 мкМ ГДК 40 мкМ ГДК

МХ печени крысы 1 мес. 0.099 ± 0.001* 0.185 ± 0.001 0.238 ± 0.001* 0.282 ± 0.006*
МХ печени крысы 4 мес. 0.139 ± 0.005* 0.194 ± 0.003 0.263 ± 0.001 0.307 ± 0.001*
МХ печени крысы 8 мес. 0.169 ± 0.004 0.181 ± 0.024 0.281 ± 0.016 0.417 ± 0.003
МХ печени крысы 18 мес. 0.171 ± 0.006 0.237 ± 0.020* 0.373 ± 0.015* 0.482 ± 0.021*



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


