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Мы дополняем недавно введенный нами термин «митобиота» еще одним термином «миторазнообразие»,
означающим разную степень гетерогенности фенотипа и генотипа митохондрий в пределах одной клетки
или органа. Такая гетерогенность, как следует из наших данных по значениям трансмембранного потенци#
ала митохондрий in situ и in vitro в норме и после ишемии/реперфузии органа, особенно сильно проявляется
в условиях патологии. При этом даже в патологических условиях сохраняется часть популяции митохонд#
рий с величинами потенциала, характерными для нормального состояния, что, вероятно, может служить
базой для разработки путей обращения патологического состояния в норму. Показана прямая корреляция
между значениями мембранного потенциала изолированных митохондрий и боковым светорассеянием, от#
ражающим внутреннюю структуру митохондрий. Проведен анализ возможных трактовок значений мемб#
ранного потенциала митохондрий, полученных с использованием флуоресцентных зондов. Делается пред#
положение о возможном механизме удержания флуоресцентных зондов в клетке и митохондрии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: митохондрии, гетерогенность, разнообразие, хондриом, популяционный анализ,
мембранный потенциал, ишемия, патология, повреждение.

В последнее время митохондрии привлекают
все большее внимание научного сообщества.
Разнообразие внутриклеточных функций ставит
митохондрии по важности в центр регуляции
процессов как энергообразующих, или энерго#
преобразующих, так и неэнергетических – сиг#
нальных или синтетических [1, 2]. На текущий
момент стало ясно, что нарушение ряда мито#
хондриальных функций является основой пато#
логических процессов в клетке [3].

Многообразие митохондриальных функций
позволяет рассуждать о некотором распределе#
нии части этих функций внутри митохондри#
альной популяции в клетке или ткани, т.е. пред#
положить частичную внутриклеточную специа#
лизацию разных митохондрий в хондриоме. Для
клеток эта специализация, видимо, возможна,
прежде всего, там, где хондриом представлен не

единым образованием [4, 5], а состоит из от#
дельных митохондрий [6], пусть даже осущес#
твляющих взаимный обмен за счет известного
процесса слияния и фрагментации [7, 8]. Навер#
ное, обязательным требованием доказательства
частичного распределения функций между чле#
нами митохондриального сообщества является
доказательство морфологической и функцио#
нальной гетерогенности митохондрий, особен#
но в пределах одной клетки или одного органа.
Также мы допускаем, что такая специализация
частично соответствует распределению функ#
ций у социальных видов животных (например,
пчел или колоний грызунов), у которых она
приводит к изменению фенотипа животного,
сопровождаемому изменением качества жизни.

Понимание того, что не существует совер#
шенно одинаковых биологических структур,
постепенно приходит к исследователям, как и
понимание того, что не существует совершенно
одинаковых патологий. Обоснование индивиду#
ализации/персонализации биологии и медици#
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ны все больше звучит как призыв изменить тра#
диционный подход универсального представле#
ния о сложных биологических структурах, таких
как органелла, клетка или орган.

Один из авторов данной работы (Д.Б. Зоров)
в свое время, изучая роль митохондрий при диа#
бете, столкнулся с проблемой, которая логичес#
ки предполагала гетерогенность клеточной и
митохондриальной популяций в органе. Изме#
рение уровня ионов кальция в митохондриях
кардиомиоцитов нормальных и диабетических
животных при активации сократительной дея#
тельности этих клеток показало, что в среднем
концентрации ионов кальция повышались у ди#
абетических животных не столь значительно,
как у нормальных животных [9]. Это соответ#
ствовало представлению о невозможности в
кардиомиоците диабетического животного осу#
ществить необходимую Ca2+#зависимую актива#
цию митохондриальных дегидрогеназ для уси#
ленного синтеза АТР в условиях повышенных
энергозатрат. Для получения достоверного ре#
зультата в виде статистически значимого разли#
чия между кальций#транспортирующими систе#
мами нормальных и диабетических клеток пот#
ребовался анализ значительного количества
кардиомиоцитов. В этом статистическом анали#
зе оказались скрытыми частные результаты, по#
казывавшие, что концентрации ионов кальция у
больных животных изредка были не только не
меньше, но равны, а иногда и превышали значе#
ния, определяемые у контрольных животных.
Это означало, что в диабетическом сердце сох#
ранялась малая популяция здоровых клеток.
Вывод напрашивался простой: в данном случае
диабетическая патология – это болезнь, затра#
гивающая не все сердце, а лишь основную часть
клеток, в конечном счете придающая сердцу па#
тологический фенотип. Такой вывод является
очень важным для будущих стратегий борьбы с
разными патологиями, учитывая возможную
сохранность части здоровой популяции, от ко#
торой представляется теоретически возможным
провести возврат в общий нормальный фено#
тип. Вероятно, существует определенный порог
соотношения популяции больных клеток к об#
щему числу клеток в органе для проявления па#
тологического фенотипа органа.

Такой же принцип был нами недавно разра#
ботан при анализе митохондриальной популя#
ции, в результате чего мы, по аналогии с терми#
ном «микробиота», ввели термин «митобиота»
как содружество разных по структуре и функци#
ям митохондрий в клетке или органе [10]. Пора#
зительное разнообразие митохондриальных
структур и функций, особенно в патологичес#
кой клетке, подтверждает гетерогенность мито#

хондрий с предположительным порогом для фе#
нотипического проявления митохондриальной
болезни при увеличении доли патологических
митохондрий (или мтДНК) в общем пуле мито#
хондрий в популяции [11].

Существует обширная литература, подтверж#
дающая гетерогенность митохондриальной по#
пуляции, основанная на данных о различных
физико#химических свойствах отдельных мито#
хондрий и их белковом составе. В обзоре, опуб#
ликованном в 2009 г., приведена сводная табли#
ца данных, подтверждающих гетерогенность
митохондрий [12]. Давно утвердилось деление
митохондрий в клетке скелетной мышцы на две
популяции: субсарколеммальные и интерфиб#
риллярные митохондрии [13], хотя постоянно
появляются данные о наличии субпопуляций
митохондрий и в других тканях [14–16]. В силу
легкости методических подходов (использова#
ние витальных флуоресцентных красителей для
определения мембранного потенциала) особое
внимание уделялось гетерогенности трансмемб#
ранного потенциала митохондрий [17], но дру#
гие митохондриальные параметры – изоэлект#
рическая точка [18], Са2+#сигналинг, основан#
ный на взаимодействии с ретикулумом [19], со#
держание кардиолипина [20] и различных бел#
ков, включая ключевой элемент митохондри#
ального транспорта ТОМ22 [21], – оказались
распределены неодинаково между членами ми#
тохондриальной популяции. Эти различия в
свойствах митохондрий наблюдались как in
vitro, так и in situ. Важный анализ гетерогеннос#
ти митохондриального мембранного потенциа#
ла в одной клетке был проведен в группе Черня#
ка [22], где митохондрии дискриминировались
по значению мембранного потенциала с интер#
претацией наличия разного уровня генерации
эндогенных активных форм кислорода, которые
в основном производились малой фракцией де#
энергизованных митохондрий. Гетерогенность
митохондрий по степени базовой и амплифици#
рованной генерации активных форм кислорода
в клетках прослеживалась и в других работах [23,
24]. 

Понимая, что присутствие популяции низ#
коэнергизованных митохондрий в клетке может
в большей части случаев отражать низкое каче#
ство клетки, мы предложили фракционировать
клетки по величине среднего значения транс#
мембранного потенциала митохондрий [25].
Позже по этому же принципу аналогичное
фракционирование было предложено для выде#
ления наиболее жизнеспособной популяции
клеток сперматозоидов [26].

В последние годы стало ясным, что гетеро#
генность митохондрий в частности определяется
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двумя сопряженными процессами – митохонд#
риальной динамикой (фрагментация и слияние
митохондрий) [27] и аутофагией (митофагией)
[12, 28]. Данные по митохондриальной гетеро#
генности были усилены использованием самых
современных микроскопических методов ис#
следований [29–31], все больше укрепляя пред#
положение о митохондриальном разнообразии в
клетке.

В 2007 г., исследуя состояние митохондрий в
переживающих срезах почки, подверженной
ишемии/реперфузии, мы обнаружили сущест#
венную вариацию митохондриального транс#
мембранного потенциала, измеренного по ин#
тенсивности флуоресценции митохондриально#
го зонда, этилового эфира тетраметилродамина
(TMRE) [32]. Тогда анализ такой митохондри#
альной гетерогенности не был произведен, рав#
но как и не был понятен ее смысл и механизм. В
данной работе мы представляем новый подход
для оценки гетерогенности митохондриальной
популяции в почке in situ и in vitro, сравнивая эти
значения в двух условиях: в норме и при ишеми#
ческом повреждении, и высказываем предполо#
жение о механизмах и самой сущности митохонд#
риальной вариабельности.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Моделирование ишемического повреждения.
Для моделирования ишемического поврежде#
ния почки была выбрана широко применяемая
в мировой практике модель ишемии/реперфу#
зии. Крыс наркотизировали хлоралгидратом
(300 мг/кг внутрибрюшинно), после чего вы#
полняли разрез брюшной стенки. Сосудистый
пучок почки освобождали от прилежащей жи#
ровой ткани, после чего пережимали на 40 мин
микрососудистым зажимом. Отсутствие крово#
тока оценивали визуально по изменению цвета
почки. Затем микрососудистые зажимы удаля#
лись, и в течение 10 мин почка находилась в сос#
тоянии реперфузии.

После окончания периода ишемии/репер#
фузии почку выделяли и помещали в среду ин#
кубации (стандартный раствор Хенкса для кле#
точных культур с добавлением 10 мМ Hepes#
NaOH, рН 7,4) для отмывки от крови. После от#
мывки делались срезы корковой зоны толщи#
ной 10–15 мкм. Срезы промывали средой инку#
бации (все манипуляции и инкубация срезов
проводились при 25°). Далее срезы корковой зо#
ны почки окрашивали TMRE. Срезы инкубиро#
вали в течение 10 мин в среде инкубации, содер#
жавшей 200 нМ TMRE, затем их отмывали сре#
дой инкубации от излишков TMRE.

Конфокальная микроскопия. Микроскопи#
ческое изучение витальных срезов почки произ#
водилось на лазерном сканирующем конфо#
кальном микроскопе LSM510 («Carl Zeiss», Гер#
мания) с фирменным программным обеспече#
нием. Для возбуждения флуоресценции исполь#
зовался HeNe лазер (полоса излучения 543 нм),
флуоресцентное излучение проходило через
систему стандартных запирающих фильтров и
регистрировалось в диапазоне выше 560 нм.
Изображение получали с помощью компьютера
путем усреднения результатов четырех сканиро#
ваний. Скорость сканирования, уровень усиле#
ния сигнала и разрешение получаемого изобра#
жения были одинаковы для всех экспериментов
каждой серии. Толщина конфокальной плос#
кости составляла ~1,5 мкм (pinhole 150 мкм).

Выделение митохондрий. Митохондрии по#
чек крысы выделяли методом дифференциаль#
ного центрифугирования. После проведения
всех хирургических манипуляций и окончания
периода ишемии/реперфузии почки немедлен#
но извлекали и помещали в охлажденную (2°)
среду выделения: 0,25 М сахароза, 10 мМ Tris#
HCl, 1 мМ ЭГТА, 0,1% БСА, 0,5 мМ дитиотреи#
тол, рН 7,5. Капсула, покрывающая почки, и
почечная лоханка удалялись. Почки измельчали
на фрагменты 2–4 мм, дважды промывали хо#
лодной средой выделения и гомогенизировали в
гомогенизаторе Поттера (стекло–тефлон) в 10×
объеме среды выделения на 1 г массы исходной
ткани в течение 5 мин при 4°. Гомогенат центри#
фугировали 10 мин при 800 g и 4°. Супернатант
центрифуговали 10 мин при 10 000 g и 4°. Осадок
суспендировали в среде выделения, не содержав#
шей БСА, ЭДТА и ДТТ, в 10× объеме с тем же со#
отношением на 1 г ткани и осаждали при 12 000 g
в течение 10 мин при 4°. Полученный осадок
суспендировали в среде выделения, не содержав#
шей БСА, ЭДТА и ДТТ, в объеме 100–200 мкл с
конечным содержанием белка 20–40 мг/мл. Со#
держание белка определяли с помощью бицин#
хониновой кислоты. Для контроля качества
изолированных митохондрий измерялась вели#
чина дыхательного контроля, в опытах исполь#
зовали митохондрии со значениями дыхатель#
ного контроля выше 3.

Проточная цитофлуориметрия. Проточная
цитофлуориметрия проводилась с помощью при#
бора Cytomics FC 500 («Beckman Coulter», США).
Для регистрации флуоресценции TMRE исполь#
зовался канал FL2, лазер с полосой излучения 488.
Среда инкубации содержала 120 мМ KCl, 3 мМ
HEPES, 1 мМ EGTA, 5 мМ K2PO4, 100 нМ TMRE
и субстраты дыхания (5 мкМ пируват, 5 мкМ ма#
лат), pH 7,2–7,4; конечная концентрация мито#
хондриального белка в исследуемом образце
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составляла 200 мкг/мл. Оценивали интенсив#
ность флуоресценции TMRE, отражающую ве#
личину трансмембранного потенциала митохонд#
рий, прямое светорассеяние, отражающее раз#
мер частиц, и боковое светорассеяние, отража#
ющее неоднородность внутреннего содержимого.

Анализ изображений. Анализ и обработка
изображений проводились в программе Fiji [33].
Для выделения элементов (канальцев и отдель#
ных клеток) использовался подход «анализ час#
тиц». Этот подход имеет преимущество перед
«ручным» выделением объектов в том, что он
исключает субъективность при обработке дан#
ных: все изображения автоматически проходят
одни и те же преобразования с одинаковыми
настройками и не требуют участия исследователя.

Было проанализировано более 20 изображе#
ний из каждой группы. Изображения конверти#
ровались в бинарные (определение порога про#
водилось алгоритмом, использующим метод
треугольника [34]), затем с помощью алгоритма
watershed (http://bigwww.epfl.ch/sage/soft/water#
shed) размечались границы отдельных частиц.
После этого с помощью модуля analyze particles
определялись координаты отдельных частиц,
ограниченные по площади сверху и снизу. Вы#
ходными данными работы алгоритмов являлся
набор координат отдельных небольших одно#
родных объектов (клеток или маленьких ка#
нальцев) в среднем в количестве 500–1000 в за#
висимости от размера среза. Далее анализирова#
лась интенсивность флуоресценции этих объек#
тов на исходном изображении (не прошедшем
все вышеописанные обработки). Полученные
значения экспортировались и обрабатывались в
программе MS Excel. Коэффициент эксцесса
высчитывался для всех пикселей изображения с
использованием алгоритма выравнивания фона
(Rolling Ball Background Subtraction) и определе#
нием порога по методу Shanbhag [35].

Использованные статистические коэффициенты.
Коэффициент вариации случайной величины –
мера относительного разброса случайной вели#
чины; он показывает, какую долю среднего зна#
чения этой величины составляет ее средний
разброс; исчисляется в процентах и вычисляет#
ся только для количественных данных. В отли#
чие от среднего квадратического или стандарт#
ного отклонения он определяет не абсолютную,
а относительную меру разброса значений приз#
нака в статистической совокупности и равняет#
ся среднеквадратичному отклонению, деленно#
му на математическое ожидание.

Коэффициент эксцесса – мера остроты пика
распределения случайной величины. Он равня#
ется четвертому центральному моменту случай#
ной величины, деленному на квадрат дисперсии

с поправкой на значение этого выражения для
нормального распределения, благодаря чему ко#
эффициент эксцесса выше 0 означает более
«острое» по сравнению с нормальным распреде#
ление, ниже 0 – более «пологое». Значения ни#
же –1,2 часто указывают на мультимодальное
распределение.

Коэффициент корреляции – мера линейной
зависимости двух случайных величин. Он рав#
няется ковариации этих величин, деленной на
среднеквадратичные отклонения каждой из ве#
личин. Меняется в пределах от 1 до –1, где край#
ние значения отражают прямую или обратную
линейные зависимости соответственно.

Для сравнения парных выборок использо#
вался критерий Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ конфокальных изображений срезов
почек, окрашенных TMRE, выявил значитель#
ный расброс в интенсивности флуоресценции
митохондрий клеток. На рис. 1, а и б приведены
репрезентативные изображения срезов конт#
рольной и ишемичной почки (контрастность
изображений была изменена для облегчения их
восприятия), а также распределение интенсив#
ностей флуоресценции объектов на этих срезах
(рис. 1, в, г). На срезе ишемичной почки замет#
ны как ярко флуоресцирующие канальцы, так и
почти утратившие флуоресценцию, тогда как в
контроле интенсивность флуоресценции всех
канальцев одинакова. Распределение интенсив#
ности флуоресценции объектов на срезе ише#
мичной почки шире, чем в контроле, что также
указывает на большую гетерогенность клеток и
их митохондрий в ткани. Для количественной
оценки этой гетерогенности были применены
два широко используемых в математической
статистике коэффициента: вариации и эксцес#
са. Первый отражает долю, которую составляет
разброс относительно среднего значения, вто#
рой нужен для оценки «остроты» (выше нуля)
или «пологости» (ниже нуля) распределения от#
носительно нормального. Коэффициент вариа#
ции интенсивности флуоресценции срезов по#
чек, перенесших ишемию/реперфузию, был
значительно выше, чем в контроле, что говорит
о гораздо большем разбросе значений интенсив#
ности флуоресценции, а значит, о гетерогеннос#
ти исследуемых изображений (рис. 1, д). Коэф#
фициент эксцесса распределения интенсивнос#
ти флуоресценции на срезах в случае ишемии
(рис. 1, е), напротив, гораздо ниже и уходит в от#
рицательные значения (отрицательные значе#
ния этого коэффициента могут даже указывать
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Рис. 1. Конфокальные изображения витальных срезов контрольной (а) и подвергнутой ишемии/реперфузии (б) почки,
окрашенных зондом TMRE (масштабная линейка – 50 мкм), а также распределение интенсивности свечения объектов на
этих срезах соответственно (в и г); д – коэффициент вариации распределения интенсивности флуоресценции TMRE на
срезах контрольной (n = 29) и ишемичной (n = 26) почки; е – коэффициент эксцесса распределения интенсивности флуо#
ресценции на тех же срезах. р � 0,01
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на мультимодальное распределение), что указы#
вает на более пологое распределение интенсив#
ности и также является свидетельством большей
гетерогенности.

Анализ данных проточной цитофлуоримет#
рии выделенных почечных митохондрий, инку#
бированных с TMRE, показал, что ишемия/ре#
перфузия снижает среднюю интенсивность
флуоресценции митохондрий (рис. 2, а), при
этом приводя к увеличению коэффициента ва#

риации интенсивности флуоресценции (данные
не представлены). Это выражается в сдвиге пика
флуоресценции TMRE в сторону низких значе#
ний интенсивности и увеличении доли разброса
интенсивности относительно ее среднего значе#
ния (рис. 2, а), несмотря на уменьшение абсо#
лютного значения отклонения.

Анализ бокового светорассеяния выявил су#
щественный сдвиг его интенсивности в сторону
низких значений после ишемии/реперфузии
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Рис. 2. Интенсивность флуоресценции TMRE митохондрий, выделенных из почки контрольного животного и животного,
подверженного ишемии/реперфузии, по данным проточной цитофлуориметрии (а). Интенсивность бокового (б) и пря#
мого (в) светорасеяния этих же образцов. г – График, отражающий корреляцию между средним по образцу (n = 9) боко#
вым светорассеянием митохондрий и средней интенсивностью флуоресценции TMRE (коэфффициент корреляции 0,96)
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почки (рис. 2, б), что указывает на уменьшение
неоднородности внутреннего содержимого ми#
тохондрий. В то же время показатель прямого
светорассеяния практически не изменялся пос#
ле ишемии почки (рис. 2, в) и не коррелировал с
интенсивностью флуоресценции TMRE. Это,
по всей видимости, указывает на то, что размер
изолированных митохондрий почки не связан
напрямую с их функционированием. Такое ут#
верждение, очевидно, несправедливо для натив#
ных митохондрий в клетке, поскольку процесс
выделения митохондрий из ткани может влиять
на оба эти параметра.

Также наблюдалась выраженная прямая за#
висимость (коэффициент корреляции 0,96)
между интенсивностью флуоресценции TMRE в
митохондриях и их боковым светорассеянием
(рис. 2, г): на графике, отражающем эту зависи#
мость, средние значения данных параметров для
каждого образца точно ложатся на одну прямую
с углом наклона 30°.

В выделенных после ишемии митохондриях
почки во всех опытах наблюдалась четко диск#
риминируемая субпопуляция с низкой интен#
сивностью флуоресценции TMRE с низкими
значениями бокового светорассеяния, но раз#
личными показателями прямого светорассея#
ния, что, опять же, указывает на корреляцию
сниженной флуоресценции TMRE с неоднород#
ностью внутреннего содержимого, но не с раз#
мерами митохондрий. Следует отметить, что в
случае митохондрий контрольной почки попу#
ляция с такими характеристиками всех перечис#
ленных параметров не наблюдалась, но выявля#
лась небольшая популяция митохондрий в об#
ласти низких значений флуоресценции TMRE
(рис. 2, а).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Гетерогенность биологической системы, на#
верное, является неизбежным фактом, который
надо учитывать при рассмотрении определений
нормы и патологии. По всей вероятности, не су#
ществует одинаковых клеток или внутриклеточ#
ных органелл. Механизм такого разнообразия
неясен, но он явно появляется очень рано в раз#
витии организма. Последние данные указывают
на то, что клеточная гетерогенность проявляет#
ся уже на стадии 2# и 4#клеточного эмбриона
[36]. У митохондрий, учитывая их материнскую
наследуемость и многочисленность в материнс#
кой яйцеклетке, такая гетерогенность присут#
ствует с самого начала эмбрионального разви#
тия и характерна как для яйцеклетки, так и для
эмбриона [37].

В данной работе о гетерогенности митохонд#
рий почки мы судили в частности по значениям
трансмембранного потенциала (ΔΨ) как одному
из самых значимых параметров митохондриаль#
ного метаболизма. Но надо признать, что полу#
ченные различия в значениях ΔΨ требуют кри#
тического анализа, основанного на оценке воз#
можных проблем, возникающих при измерении
трансмембранного потенциала митохондрий в
клетке при помощи проникающих флуорес#
центных катионов. Видимая гетерогенность в
интенсивности флуоресценции катионов, таких
как TMRM, TMRE, родамин 123 и др., может
быть обусловлена целым рядом причин (частич#
ный анализ возможных артефактов приведен
ранее [38]).

Причина 1. Оцениваемый с помощью флуо#
ресцентных зондов ΔΨ в митохондриях состав#
ляет хотя и основную, но все же часть протондви#
жущей силы (ΔμН+). Другая составляющая ΔpH
также может варьировать, но при этом основной
энергетический фактор ΔμН+ может оставаться
неизменным. Обычно для оценки максимально#
го значения ΔΨ, отражающего величину ΔμН+,
используют нигерицин (К+/Н+#обменник), ко#
торый обспечивает превращение ΔрН в ΔΨ.

Причина 2. Генерация ΔΨ митохондриями
конкурирует с энергопотребляющими реакция#
ми (эндэргоническими реакциями, идущими с
затратой АТР), в результате чего установивший#
ся стационарный уровень ΔΨ не отражает сте#
пень генерации ΔΨ. Для оценки уровня генера#
ции потенциала обычно добавляют олигоми#
цин, являющийся ингибитором протонного ка#
нала митохондриальной АТРазы и препятствую#
щий использованию митохондриями АТР.

Причина 3. При очень высоких значениях
ΔΨ флуоресценция закачивающегося в митохонд#
рии красителя может подвергаться самотуше#
нию. Обычно эта проблема решается использо#
ванием малых концентраций зондов, что, ко#
нечно же, вызывает технические трудности при
детекции флуоресценции.

Причина 4. Т.к. флуоресцентные катионы
являются субстратами неспецифических помп,
локализованных в клеточной мембране и отка#
чивающих ксенобиотики из клетки, видимая ге#
терогенность митохондриальной поляризации
между клетками может быть обусловлена разли#
чием в активности этих помп. Их учет или инги#
бирование – не слишком легкая задача, иногда
исследователи применяют для этих целей вера#
памил, который тормозит активность этих помп.

Причина 5. В большинстве случаев мито#
хондриальные флуоресцентные зонды (TMRE,
TMRM, родамин 123) представляют собой слож#
ные эфиры (рис. 3). Эти эфиры могут быть рас#
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щеплены внутриклеточными и внутримитохонд#
риальными эстеразами с образованием цвиттер#
иона (рис. 3). В то время как катионные формы
зондов обладают хорошей способностью прони#
кать через фосфолипидные мембраны, соответ#
ствующие цвиттер#ионы плохо проходят через
них, в результате чего они оказываются в кле#
точной или митохондриальной ловушке. На
этом принципе работает ряд клеточных зондов в
виде эфирных соединений типа Х#АМ, при от#
щеплении от которых эстеразами ацетоксиме#
тильной группы (АМ) происходит высвобожде#
ние зонда (Х) в объем. В случае с митохондри#
альными зондами типа TMRM, TMRE или ро#
дамина 123 при наличии активности эстераз
суммарная флуоресценция будет сочетать флуо#
ресценцию катионной и цвиттер#ионной форм.
В то время как накопление катионной формы в
клетке и органелле будет следовать значениям
ΔΨ по уравнению Нернста, накопление нейт#
ральной формы не будет следовать такому зако#
ну. Более того, видимо, по этой причине зачас#
тую исследователи не наблюдают при полной
деэнергизации потерю внутримитохондриаль#
ной и внутриклеточной флуоресценции зондов,
сделанных на основе родаминов. Мы можем
предположить, что обнаруженное длительное
удержание флуоресценции при окрашивании
опухолевых и мышечных клеток родамином 123,
трактуемое как удержание именно этого катио#
на в этих клетках [39], является также результа#
том активности эстераз, превращающих рода#
мин 123 в родамин 110.

Надо заключить, что обнаруживаемое гете#
рогенное распределение в клетке и ткани флуо#
ресценции митохондриальных зондов на мемб#

ранный потенциал не слишком легко, а иногда
и невозможно, интерпретировать как гетероген#
ность энергетики митохондрий. Отметим, что в
уже упомянутой работе группы Черняка гетеро#
генность флуоресценции митохондриальных
зондов сохранялась в присутствии нигерицина и
олигомицина, что исключало из рассмотрения
причины 1 и 2 [21]. В равной степени для подт#
верждения реальности наличия обнаруженной
стадии митохондриальной гиперполяризации
при открытии митохондриальной поры, изме#
ряемой при помощи TMRM, были исключены
причины 1–4 [40].

Наши данные конфокальной микроскопии
позволяют утверждать, что митохондрии в од#
ной ткани в разных клетках (вполне возможно,
и в пределах одной клетки) неоднородны по
своим энергетическим свойствам. Часть мито#
хондрий оказывается более устойчивой к ише#
мическому повреждению, сохраняя достаточно
высокий трансмембранный потенциал, тогда
как другие митохондрии при таком повреждаю#
щем воздействии сильно деэнергизуются. В
контроле подобная гетерогенность почти не
наблюдается. Таким образом, разнообразие ми#
тохондрий (мы вводим термин «миторазнообра#
зие») особенно заметно в критических условиях,
когда в клетке возникает необходимость, преж#
де всего, обеспечить выживание (наверное, за
счет сокращения затрат на поддержание клеточ#
ного гомеостаза, существующих в норме). Как
мы замечаем, наблюдающееся изменение функ#
ционирования митохондрий в патологических
состояниях все равно сопровождается сохране#
нием популяции митохондрий, которая макси#
мально приближена к норме. Видимо, по такой
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Рис. 3. Гипотетический механизм возможного удержания флуоресценции в клетке и митохондрии при окрашивании кле#
ток флуоресцентным эфиром (в данном случае приведен родамин 123). Внутриклеточные эстеразы превращают проника#
ющий делокализованный катион в непроникающий цвиттер#ион, таким образом задерживая последний внутри клетки
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же причине даже в условиях патологии в мито#
хондриях остается некоторое количество ДНК
дикого типа, при этом остальная ДНК претерпе#
вает сильные структурные изменения.

Миторазнообразие может быть аргументом в
пользу распределения функций в популяции
митохондрий, учитывая большое разнообразие
этих функций [1, 2]. Есть данные, что лишь
часть митохондрий участвует в запуске апоптоза
путем выхода цитохрома с [41, 42], т.е. существу#
ет популяция рабочих митохондрий, которые
осуществляют энергетические, сигнальные или
синтетические функции, а есть митохондрии#
убийцы, которые обеспечивают физиологичес#
ки необходимую или нежелательную функцию
уничтожения клетки. В этом виде напрашивает#
ся некоторая аналогия митохондрий в клетке и
пчел в улье.

Фенотипические проявления гетерогеннос#
ти митохондрий выражаются, прежде всего, в
разнообразии их ультраструктуры в пределах од#
ной клетки и между клетками [10]. Из ультра#
структурных исследований известно, что в де#
энергизованных митохондриях матрикс перехо#
дит из ортодоксального в более плотное, кон#
денсированное состояние [43, 44]. Наши данные
косвенно подтверждают это, исходя из анализа
соотношения уровня флуоресценции митохонд#
риальных частиц, прямого светорассеяния (от#
ражающего размер митохондрий) и бокового
светорассеяния (отражающего неоднородность
внутренней структуры митохондрий). Найден#
ные более высокие показатели бокового свето#
рассеяния у выделенных митохондрий с высо#
ким трансмембранным потенциалом (более вы#
сокой флуоресценцией TMRE) согласуются с
данными по изменению ультраструктуры мито#
хондрий. Эта замечательная прямая зависи#
мость неоднородности внутреннего содержимо#
го митохондрий и трансмембранного потенциа#
ла не является артефактом исследования: добав#
ление TMRE к пробе никак не влияло на расп#
ределение интенсивности бокового светорассе#
яния по сравнению с неокрашенными митохонд#
риями (данные не представлены). Эту зависи#
мость потенциально уже сейчас можно исполь#
зовать как способ косвенной оценки потенциа#
ла митохондрий, если другие методы по каким#
либо причинам недоступны.

Несомненным является факт уменьшения
среднего трансмембранного потенциала мито#
хондрий в результате ишемического воздей#
ствия на ткань. При этом во фракции выделен#

ных митохондрий (даже из почки, не подвергну#
той ишемии/реперфузии) помимо основной
массы митохондрий (со средними значениями
флуоресценции TMRE, бокового и прямого све#
торассеяния) существует как популяция с высо#
ким трансмембранным потенциалом, отличаю#
щаяся чуть большими размерами и заметно
большей неоднородностью внутреннего содер#
жимого, так и популяция слабо энергизованных
митохондрий, более однородных по содержимо#
му. Можно предположить, что митохондрии с
низкой флуоресценцией TMRE – это «слабые»
митохондрии, которые при ишемическом воз#
действии теряют свой трансмембранный потен#
циал в первую очередь.

У митохондрий, выделенных из ишемизиро#
ванного органа, как и у митохондрий in situ, так#
же наблюдалось увеличение гетерогенности –
коэффициент вариации интенсивности свече#
ния TMRE возрастал. С другой стороны, гетеро#
генность популяции митохондрий in vitro наб#
людалась и в контрольной группе. С учетом то#
го, что выделение митохондрий само по себе яв#
ляется повреждающим воздействием, возмож#
но, митохондрии контрольных почек исходно
обладают разной устойчивостью к поврежде#
нию, что приводит к большему разбросу внутри
популяции, который очень редко наблюдается
на срезах контрольной почки.

Как известно, при воздействии ишемии/ре#
перфузии немалый вклад в повреждающее воз#
действие вносит окислительный стресс, и
представляется обоснованным предположить,
что гетерогенность популяции митохондрий вы#
ражается в т.ч. в различной устойчивости к
окислительному стрессу. Возможно, исследова#
ния в этой области смогут предложить новые
стратегии защиты митохондрий от окислитель#
ного стресса, когда будут установлены различия,
обеспечивающие устойчивость митохондрий к
этому воздействию. Таким образом, разносто#
ронние исследования миторазнообразия могут
способствовать пересмотру стратегии терапии
разных патологических процессов, в частности
тех, что сопряжены с окислительным стрессом.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РНФ (грант 14#15#00147).
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We complement the recently our introduced term «mitobiota» with another term, «mitodiversity», indicating various
levels of heterogeneity of the phenotype and genotype of mitochondria within a single cell or organ. As follows from
our data, such heterogeneity in values of transmembrane potential in mitochondria in situ and in vitro under normal
conditions and after ischemia/reperfusion of an organ can be especially manifested under pathological conditions.
However, even pathological cells contain some portion of the mitochondrial population with values of potential char#
acteristic for a normal state, which can probably serve as a basis for developing ways of reversal of pathological phe#
notype to norm. A direct correlation between the values of the membrane potential of isolated mitochondria and side
scattering, reflecting the internal structure of mitochondria is shown. The analysis of possible interpretations of the
values of the mitochondrial membrane potential obtained using fluorescent probes is presented. A hypothesis on a
possible mechanism of retention of some fluorescent probes in cells and mitochondria is put forth.
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