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Дослiджено активнiсть окисно-вiдновлювальних реакцiй дихального ланцюга мiтохон-
дрiй гепатоцитiв щурiв методом електронного парамагнiтного резонансу спiнового зон-
да (ТЕМПОН). Встановлено, що за величиною константи швидкостi вiдновлення спi-
нового зонда температурна залежнiсть функцiонування дихального ланцюга мiтохон-
дрiй за умов штучного гiпобiозу подiбна контролю. Зменшення константи швидкостi
при виходi зi стану гiпобiозу вказує на зниження активностi окисно-вiдновлювальних
реакцiй дихального ланцюга, можливо, в результатi структурних модифiкацiй внут-
рiшньої мембрани мiтохондрiй гепатоцитiв за цих умов.

Метод електронного парамагнiтного резонансу (ЕПР) спiнового зонда широко використо-
вується для оцiнки життєдiяльностi та функцiональної активностi бiологiчних систем за
рiзних умов впливу, у тому числi температури, pH, iонної сили, iонiзуючого випромiню-
вання тощо [1, 2]. Враховуючи той факт, що водорозчинний спiновий зонд ТЕМПОН пiд-
дається вiдновленню в бiологiчних мембранах i клiтинних органелах, доведено можливiсть
його використання для оцiнки функцiональної активностi електрон-транспортного ланцюга
мiтохондрiй [3]. В еукарiотичних клiтинах мiтохондрiї є основним постачальником акуму-
льованої в АТФ енергiї, що забезпечує їх внутрiшня мембрана, яка мiстить компоненти
електрон-транспортного (дихального) ланцюга. Це є визначальним чинником для виконан-
ня клiтиною специфiчних функцiй, у тому числi формування реакцiї-вiдповiдi на зовнiшнiй
вплив [4]. За умов штучного гiпобiозу при одночаснiй дiї гiперкапнiї, гiпоксiї i гiпотермiї
у щурiв вiдбувається зниження ректальної температури, зменшення частоти серцевих ско-
рочень i дихальної активностi — розвивається гiпометаболiчний стан, який супроводжується
зниженням енергозабезпечення гомойотермного органiзму [5, 6].

Ми ставили за мету оцiнити в залежностi вiд температури функцiональну активнiсть
електрон-транспортного ланцюга мiтохондрiй гепатоцитiв щурiв за умов штучного гiпобiозу
методом ЕПР спiнового зонда.

Матерiали i методи. У дослiдах використано бiлих безпородних щурiв-самцiв масою
180–220 г. Експерименти проводилися вiдповiдно до вимог “Європейської конвенцiї про за-
хист хребетних тварин, якi використовуються з експериментальною та iншою науковою
метою” (Страсбург, 1985).
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Введення щурiв у стан штучного гiпобiозу здiйснювали за методикою Бахметьєва–
Джайя–Анжуса як детально описано в роботах [5, 7]. Тварин (загальна кiлькiсть 22 осо-
бини) роздiлили на чотири групи: I — контрольна (iнтактнi тварини); II — стан штуч-
ного гiпобiозу (ГП); III — через 2 год (ГП2), IV — через 24 год (ГП24) пiсля при-
пинення дiї чинникiв штучного гiпобiозу (гiперкапнiї, гiпоксiї i гiпотермiї). Тварин де-
капiтували в станi штучного гiпобiозу (при ректальнiй температурi 16,5 ◦С) та у вiд-
повiднi термiни пiсля виходу з гiпобiозу (при ректальнiй температурi, як i в контролi,
37,0 ◦С).

Препарати внутрiшньої мембрани мiтохондрiй (ВММх) гепатоцитiв отримували за до-
помогою диференцiйного центрифугування згiдно з методом [8], а вмiст бiлка визначали
згiдно з [9].

Метод ЕПР спiнового зонда застосовували як описано в роботах [10, 11]. Як iмiно-
ксильний радикал використовували зонд ТЕМПОН (2,2,6,6-тетра-метил-4-оксопiперидин-1-
оксил) фiрми “Аldrich” (США), який добре розчинний у водi та iнших полярних розчинни-
ках. Кiнцева концентрацiя зонда в зразках становила 0,8·10−4 М. Cпектри ЕПР реєстрували
на спектрометрi “Брукер” ER 100D (Нiмеччина) зi стандартною термоприставкою. Розгор-
тка магнiтного поля становила 100 Гс, постiйна часу — 0,5 с, час розгорнення — 100 с.
У дослiдженнях використовували склянi капiляри з внутрiшнiм дiаметром 500 нм i об’ємом
0,1 см3.

Для стандартизацiї умов експерименту одночасно iз сигналом ЕПР зонда реєстрували
сигнал стандарту, що являє собою кристал, решiтка якого вмiщує iони хрому. Як параметр
вiдновлення спiнових зондiв використовували вiдноснi змiни амплiтуди (I) середньопольо-
вого компонента спектра ЕПР спiнового зонда залежно вiд часу.

У дослiдженнях використовували препарати з однаковою концентрацiєю бiлка (однако-
вою кiлькiстю активних центрiв) при надлишку субстрату окиснення, оскiльки швидкiсть
вiдновлення даного спiнового зонда залежить вiд концентрацiї бiлка [3]. Враховуючи те,
що препарати являють собою суспензiї ВММх, для запуску каскаду окисно-вiдновних реак-
цiй за участю електрон-транспортного ланцюга використовували екзогенний субстрат —
сукцинат (у кiнцевiй концентрацiї 40 мМ).

Статистичну обробку експериментальних даних проводили загальноприйнятими ме-
тодами варiацiйної статистики. Вiрогiднiсть рiзницi показникiв оцiнювали за t-критерiєм
Стьюдента.

Результати та їх обговорення. Результати по вiдновленню спiнового зонда в динамi-
цi свiдчать про те, що для ВММх гепатоцитiв вiдновлення спiнового зонда сповiльнюється
зi зниженням температури вiд 37 до 16 ◦С (рис. 1). Це пiдтверджується попереднiми ре-
зультатами [1, 12]. Слiд вiдзначити, що для препаратiв ВММх гепатоцитiв як у контролi,
так i в разi гiпобiозу (ГП) та виходу iз цього стану (ГП2 та ГП24) спостерiгається подiбна
закономiрнiсть.

З урахуванням того, що величина максимальної амплiтуди центральної компоненти
спектра ЕПР зонда за iнших рiвних умов пропорцiйна концентрацiї зонда, стало можли-
вим обчислити константу швидкостi вiдновлення зонда. Тобто в дослiджуваних препаратах
константа швидкостi вiдновлення зонда обчислена за тангенсом кута нахилу вiдповiдних
логарифмiчних анаморфоз в координатах (lg I, t), де I — вiдноснi змiни амплiтуди серед-
ньопольового компонента спектра ЕПР зонда (вiд. од.), t — час (хв).

Величини констант швидкостi вiдновлення спiнового зонда для препаратiв ВММх гепа-
тоцитiв наведено в табл. 1. Враховуючи те, що вiдновлення спiнового зонда в препаратах

ISSN 1025-6415 Доповiдi Нацiональної академiї наук України, 2015, №4 145



Рис. 1. Вiдновлення спiнового зонда ТЕМПОН залежно вiд часу для препаратiв внутрiшньої мембрани
мiтохондрiй гепатоцитiв щурiв у температурному дiапазонi 16–37 ◦С: ГП — гiпобiоз, ГП2 — через 2 год,
ГП24 — через 24 год пiсля припинення впливу гiпобiотичних чинникiв. I — вiдноснi змiни амплiтуди сере-
дньопольового компонента спектра ЕПР зонда (вiд. од.)

ВММх описується кiнетикою реакцiї першого порядку, а умови дослiджень (вмiст бiлка,
зонда тощо) iдентичнi для всiх препаратiв, можна припустити, що константа швидкостi
вiдновлення спiнового зонда залежить вiд виду i особливостей метаболiзму дослiджуваного
об’єкта i вiдображає його структурно-функцiональнi особливостi [3].

Аналiзуючи отриманi результати, вiдзначимо, що для препаратiв ВММх гепатоцитiв,
отриманих за умов штучного гiпобiозу, константа швидкостi вiдновлення спiнового зон-

Таблиця 1. Константа швидкостi (хв−1) вiдновлення спiнового зонда для препаратiв внутрiшньої мембрани
мiтохондрiй гепатоцитiв щурiв у станi гiпобiозу (M ±m, n = 5)

Температура, ◦ С Контроль ГП ГП2 ГП24

37 0,0347 ± 0,0024 0,0382 ± 0,0020 0,0318 ± 0,0022 0,0327 ± 0,0021
30 0,0269 ± 0,0019 0,0311 ± 0,0018 0,0194 ± 0,0014∗ 0,0235 ± 0,0019
25 0,0217 ± 0,0021 0,0188 ± 0,0013 0,0155 ± 0,0011∗ 0,0148 ± 0,0012∗

19 0,0169 ± 0,0013 0,0141 ± 0,0014 — 0,0119 ± 0,0012∗

16 0,0088 ± 0,0006 0,0097 ± 0,0007 0,0058 ± 0,0004∗ 0,0075 ± 0,0006∗

Пр и м i т ка. ГП — гiпобiоз, ГП2 — через 2 год, а ГП24 — через 24 год пiсля припинення впливу гiпобiотичних
чинникiв.
∗p 6 0,05 вiдносно вiдповiдного контролю при кожному значеннi температури.
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да вiрогiдно не змiнюється при дослiджуваних значеннях температури вiдносно вiдповiд-
ного контролю (див. табл. 1). Ймовiрно, за умов гiпобiозу не вiдбувається температурної
компенсацiї функцiональної активностi дихального ланцюга мiтохондрiй гепатоцитiв. Слiд
враховувати, що температурнi компенсацiї можливi не для всiх систем клiтини, а значнi
змiни швидкостi окремих стадiй метаболiчних процесiв вимагають модифiкацiй структури
ферментiв та надмолекулярних структур. При зниженнi температури тiла може вiдбувати-
ся температурна компенсацiя метаболiчних процесiв за рахунок, зокрема, змiн активностi
ферментiв (компонентiв) дихального ланцюга, що спостерiгалось у попереднiх дослiджен-
нях [13].

Для препаратiв ВММх гепатоцитiв, отриманих за умов виходу зi стану штучного гiпо-
бiозу, константа швидкостi вiдновлення спiнового зонда зменшується при кожному значеннi
температури в середньому на 30% вiдносно вiдповiдного контролю як для ГП2, так i ГП24
(див. табл. 1).

Зменшення константи швидкостi при виходi зi стану гiпобiозу може свiдчити про зни-
ження активностi окисно-вiдновлювальних реакцiй дихального ланцюга мiтохондрiй, мож-
ливо, в результатi структурних модифiкацiй ВММх за цих умов.

Низка процесiв, у яких задiянi мембраннi структури, супроводжуються конформацiй-
ними перебудовами, якi можливi при цiлому рядi фiзико-хiмiчних процесiв i змiнi умов
середовища, у тому числi температури [3]. Це стосується i ферментних систем, що беруть
участь у перенесеннi електронiв i протонiв [14]. Оскiльки спiновий зонд безпосередньо кон-
тактує з певними дiлянками дихального ланцюга, приймаючи у них електрон, структурнi
перебудови ВММх, якi вiдбуваються за умов виходу зi стану штучного гiпобiозу, можуть
впливати на процес вiдновлення спiнового зонда при його взаємодiї з дихальним ланцюгом
мiтохондрiй.

Таким чином, для ВММх гепатоцитiв за умов штучного гiпобiозу не виявлено вiдмiн-
ностей у швидкостi вiдновлення зонда вiдносно вiдповiдного контролю (у дослiджуваному
дiапазонi температур). Зменшення величини константи швидкостi вiдновлення зонда при
виходi зi стану гiпобiозу, можливо, пов’язано зi структурними модифiкацiями мембрани за
цих умов. Iнiцiаторами структурної перебудови в мембранах мiтохондрiй можуть виступати
бiлковi структури, що не виключає змiни структурної органiзацiї лiпiдного бiшару [3].

Отже, за результатами дослiджень вiдновлення спiнового зонда ТЕМПОН у препа-
ратах ВММх гепатоцитiв методом ЕПР спiнового зонда в динамiцi при рiзних значен-
нях температури встановлено, що температурна залежнiсть функцiонування дихального
ланцюга мiтохондрiй за величиною константи швидкостi вiдновлення спiнового зонда за
умов гiпобiозу подiбна контролю. Виявлене зменшення константи швидкостi вiдновлен-
ня ТЕМПОН у препаратах ВММх пiсля припинення дiї чинникiв штучного гiпобiозу мо-
же свiдчити про зниження активностi окисно-вiдновлювальних реакцiй дихального лан-
цюга, можливо, в результатi структурних модифiкацiй ВММх при виходi зi стану гiпо-
бiозу.
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Применение метода электронного парамагнитного резонанса
для оценки функциональной активности дыхательной цепи
митохондрий гепатоцитов крыс при искусственном гипобиозе

Исследована активность окислительно-восстановительных реакций дыхательной цепи ми-
тохондрий гепатоцитов методом электронного парамагнитного резонанса спинового зонда
(ТЕМПОН). Установлено, что по величине константы скорости восстановления спинового
зонда температурная зависимость функционирования дыхательной цепи митохондрий при
искусственном гипобиозе подобна контролю. Уменьшение константы скорости при выхо-
де из состояния гипобиоза указывает на снижение активности окислительно-восстанови-
тельных реакций дыхательной цепи, возможно, в результате структурных модификаций
внутренней мембраны митохондрий гепатоцитов в этих условиях.
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Application of the electron paramagnetic resonance to assess the
functional activity of the respiratory chain of rates’ hepatocyte
mitochondria under artificial hypobiosis

The activity of oxidation-reduction reactions of the electron transport chain of the hepatocytes
mitochondria by the electron paramagnetic resonance spin probe (TEMPON) is investigated. It
is established that the temperature dependence of the functioning of the mitochondria electron
transport chain under the artificial hypobiosis is similar to the control by the constant value of
recovery spin probe rate. The reducing of the recovery rate constant at the proceeding from the
hypobiosis state indicates a decrease of the activity of oxidation-reduction reactions of the electron
transport chain, perhaps, due to structural modifications of the inner mitochondria membrane of
hepatocytes under these conditions.
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