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При.некоторых.нейродегенеративных.заболеваниях,.та-
ких. как.болезнь.Паркинсона,.болезнь.Альцгеймера.и.др.,.
наблюдается.дисфункция.митохондрий.и.нарушения.мито-
хондриогенеза,.что.приводит.к.патологическим.изменениям.
в.центральной.нервной.системе..В.связи.с.этим,.большой.
интерес. вызывают. изменения. в. работе. электрон-транс-
портной.цепи.митохондрий,.приводящие.к.энергетической.
дисфункции.в.нервных.клетках,.а.также.клетках.соедини-
тельной.ткани.в.норме.и.при.патологии..Фибробласты.уча-
ствуют.в.формировании.микроокружения.различных.типов.
специализированных.клеток,.в.том.числе.и.нервной.систе-
мы,.и.их.дисфункция.также.может.вносить.вклад.в.патоге-
нез.заболеваний..Нами.были.созданы.стрессовые.условия,.
приближающие.фибробласты.человека.к.патологическому.
фенотипу,.наблюдаемому.при.болезни.Паркинсона..Изуче-
на.экспрессия.и.активность.основных.белковых.комплексов.
дыхательной.цепи.митохондрий,.в.том.числе.транслоказы.
tOM20,. в. условиях. ингибирования. НАД-Н. дегидрогеназы..
и.окислительного.стресса..

Ключевые слова:. митохондриальные. заболевания,.
tOM20,.OXPHOS,.болезнь.Паркинсона,.ротенон,.клеточная.
линия.Bj.

Certain. neurodegenerative. diseases,. such. as. Parkinson.
and. Alzheimer,. are. characterizing. by. an. impairment. in.
mitochondrial. function. and. biogenesis,. which. may. lead. to.
pathological. changes. in. the. central. nervous. system.. From.
this. putative. link. stems. a. growing. interest. in. changes. to.
the.mitochondrial. electron. transport. chain. and. the. ensuing.
energy. dysfunction. in. neuronal. cells. and. connective. tissue.
cells. under. normal. and. pathological. conditions.. Fibroblasts.
involved. in. the. formation. of.microenvironments. of. different.
types.of.specialized.cells.from.the.nervous.system.and.their.
dysfunction.may.contribute.to.the.pathogenesis.of.disease.as.
well..In.this.regard,.we.have.obtained.stressful.conditions.of.
human. dermal. fibroblasts. approximating. of. the. pathological.
phenotype. observed. in. Parkinson’s. disease.. Was. studied.
the.expression.and.activity.of.the.protein.complexes.of.the.
mitochondria.respiratory.chain.including.translocase.tOM20.
under. inhibition. of.NADH.dehydrogenase. and.maintaining. of.
oxidative.stress.

Keywords:. mitochondrial. diseases,. tOM20,. OXPHOS,.
Parkinson’s.disease,.rotenone,.Bj.cell.line.

Введение

Известно,. что. старение. характеризуется. струк-
турными. и. нейрофизиологическими. изменениями.
в.головном.мозге,.что.приводит.к.когнитивным.на-
рушениям. различной. степени,. и. зачастую. сопро-
вождается. нейродегенеративными. заболеваниями...
С. увеличением. продолжительности. жизни. нейро-
дегенеративные.расстройства.становятся.все.более.
распространенными.и.представляют.одну.из.основ-
ных. проблем. здравоохранения.. При. этом. этиоло-
гия.заболеваний,.таких.как.болезнь.Альцгеймера.и.
Паркинсона,.изучена.недостаточно.и.является.очень.
сложной.и.многофакторной. [1,.2]..Некоторые.слу-
чаи. указанных. заболеваний. связывают. с. генети-
ческой. предрасположенностью,. тогда. как. большая.
часть,.как.показано,.зависит.от.экзогенных.факторов.
[3]..Современные.исследования.патогенеза.болезни.
Паркинсона.демонстрируют,.что.изменения.в.регуля-
ции.функций.митохондрий.в.нервных.клетках.могут.
влиять.на.развитие.болезни.[4]..Нарушения.функции.
и. структуры.митохондрий.ведет. к. увеличению.про-
ницаемости.их.мембраны.для.катионов,.разобщению.
дыхания. и. окислительного.фосфорилирования,. что.
является. одним. из. основных. факторов. в. процессе.
старения. и. демиелинизации. [5,. 6].. Известно,. что.
митохондриальная. недостаточность. и. дисрегуляция.
металлопротеиназ.семейства.AAA.и.транслоказ.на-
ружной. мембраны. митохондрий. семейства. tOM,.

ответственных.за.созревание.белковых.комплексов.
дыхательной.цепи,.могут.быть.связаны.со.многими.
нейродегенеративными.заболеваниями,.в.том.числе.
и. болезнью. Паркинсона. [7].. На. клеточной. модели.
данного. заболевания. in. vitro. показано,. что. проце-
дуры,.направленные.на.восстановление.гомеостаза.
митохондрий,.являются.весьма.эффективными.для.
возможной. реверсии. заболевания. и. восстановле-
ния. работы. дофаминэргических. нейронов. [8,. 9]..
Таким. образом,. накопление. продуктов. окисления. и.
нарушение.митохондриогенеза. приводит. к. тому,. что.
основная.функция.митохондрий.в.нейронах.–.поддер-
жание.трансмембранного.градиента.и.энергетическо-
го.обмена.при.синапсической.передаче,.а.также.Ca2+.
гомеостаза.нарушается.[10–12]..Также.митохондрии.
являются.главными.производителями.токсичных.сво-
бодных.радикалов.в.клетке,.поэтому.мутации.в.их.ДНк.
происходят.чаще,.чем.в.ядерной.ДНк.клеток.[13,.14]..
Показано,.что.нарушение.функций.митохондрий.при-
водит. к. развитию. нейродегенеративных. изменений,.
сопровождающихся.нарушением.энергетического.об-
мена.и.синаптической.передачи.в.нейронах.[15]..

Дефицит. дофаминэргических. нейронов. могут.
восполнить.клетки.собственного.организма,.а.именно.
основные.клетки.соединительной.ткани.–.фибробла-
сты..Недавно.был.предложен.метод.репрограммиро-
вания.фибробластов.до.стадии.плюрипотентных.ство-
ловых. клеток,. а. затем. нового. «программирования».
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(дифференцировки).этих.клеток.в.нейроны..Ученые.
Гарвардского. университета. подобным. образом. по-
лучили. нейроны. из. фибробластов,. выделенных. от.
обезьян,. больных. болезнью.Паркинсона..Показано,.
что.полученные.нейроны.экспрессировали.дофамин.
и.были.успешно.трансплантированы.в.мозг.больных.
обезьян.. При. этом. была. зарегистрирована. кратко-
временная.регрессия.заболевания.[16]..Однако.пути.
эффективного. репрограмирования. фибробластов..
с.последующим.восстановлением.митохондриогене-
за. в. нейронах. к. настоящему. времени. не. найдены..
Таким.образом,.для.более.глубокого.понимания.про-
цессов.клеточного.и.митохондриального.метаболиз-
ма.нами.были.созданы.и.оптимизированы.клеточные.
модели. с. митохондриальной. дисфункцией. на. базе.
иммортализованной. клеточной. культуры.фибробла-
стов.человека.Bj.(BJ.AtCC®.CRL-2522™)..

В.ходе.нашего.исследования.клетки.линии.Bj.куль-
тивировали.в.среде.с.содержанием.галактозы.вме-
сто.глюкозы.и.ингибировали.комплекс.I.дыхательной.
цепи.митохондрий.ротеноном.[17]..Нами.были.подо-
браны.условия,.приближенные.к.патологическим.при.
болезни.Паркинсона.и.оптимизированы.условия.для.
поддержания. клеток. в. стрессовом. состоянии. [18]..
Благодаря.этому,.мы.смогли.проследить.некоторые.
аспекты. поведения. митохондрий,. в. частности. экс-
прессию.белковых.комплексов.дыхательной.цепи.и.
ферментативную. активность. дегидрогеназ. внутри.
клетки. в. условиях. стресса.. Также. была. подобрана.
оптимальная. концентрация. ротенона,. поддержива-
ющего.клетки.в.состоянии.окислительного.стресса,.
при.этом.сохраняя.их.жизнеспособность.

Материал и методы
Варианты культивирования Bj 
Для. оценки. экспрессии. белковых. субъединиц.

электрон-транспортной. цепи. фибробластов. клетки.
линии.Bj.пассажа.13.и.15.(BJ.AtCC®.CRL-2522™).
выращивали.в.чашках.Петри.на.среде.DMEM.(Sigma,.
США). (1. мМ. пируват. натрия,. 21. мМ. бикарбонат.
натрия,. 25. мМ. глюкозы. или. 10. мМ. галактозы,..
4.мМ.глутамина,.10%.FBS;.Рh.7,2–7,3),.до.70–80%.
плотности.монослоя..концентрация.сахаров.25.мМ.
или. 10. мМ. галактозы. принята. за. 100%.. Пересев.
клеток.проводили.в.соотношении.1:4..Затем.при.до-
стижении.50%.плотности.монослоя.клетки.были.по-
мещены.в.среду.с.50%.галактозы.–.50%.глюкозы,.
75%.галактозы.–.25%.глюкозы.и.100%.галактозы.
соответственно..Через.72.ч..культивирования.клетки.
были.помещены.в.среду.DMEM.со.100%.галактозы..
контрольные.клетки.в.среде.со.100%.глюкозы.были.
помещены. в. новую. среду. со. 100%. глюкозы,. в. то.
же.время,.что.и.экспериментальная. группа.клеток...
После. 24. ч.. клетки. при. 90%. плотности. монослоя.
пересевали,.и.часть.клеток.была.осаждена.и.замо-
рожена.на.-80°С.для.дальнейшего.анализа..

клетки,.выращенные.в.среде.со.100%.содержа-
нием.глюкозы.до.80%.плотности.монослоя.(слияние,.
конфлюэнтность).пересевали.1:3.и.заменяли.среду.
на.DMEM.c.содержанием.50%.галактозы,.50%.глю-
козы,.75%.галактозы,.25%.глюкозы,.и.100%.галак-
тозы,.контролем.послужили.клетки.в.среде.со.100%.
содержанием. глюкозы.. клетки,. культивируемые. в.
среде.со.100%.содержанием.галактозы,.не.выжи-
ли..клетки. c.50%.cодержанием. галактозы.и.50%.
глюкозы.были.выращены.до.80%.плотности.моно-
слоя.и.заморожены.для.иммуноблоттинга,.контроль-
ные.клетки.также.были.заморожены.на.этом.этапе..

клетки,.выращенные.в.среде.со.100%.содержанием.
глюкозы.до.90%.плотности.монослоя.были.пассиро-
ваны.1:6.и.культивировались.в.среде.с.50%.галак-
тозы,.50%.глюкозы,.75%.галактозы,.25%.глюкозы.
и.100%.глюкозы.как.контрольные.клетки..Затем.по-
сле.24.ч..инкубации.клетки.были.помещены.в.среду.
с. различным. содержанием. глюкозы. и. галактозы;.
после.достижения.80%.плотности.монослоя.клетки.
пересевали.1:2..Часть.клеток.использовали.для.по-
следующего.анализа.экспрессии.белковых.комплек-
сов.дыхательной.цепи.методом.иммуноблоттинга..

Иммуноблоттинг (вестерн-блот) 

Осадок.клеток.был.разморожен.на.льду.и.раство-
рен.в.20–50.мкл.1Х.лизирующего.буфера.(thermo.
scientific.MSDS.lysis.buffer.10.x,.США).с.последую-
щим.криолизом..концентрацию.белка.в.лизатах.кле-
ток. определяли. с. использованием. набора. Pierce™.
BCA.Protein.Assay.kit..Далее. клеточные.лизаты.Bj.
экспериментальных.и.контрольных.групп.были.алик-
вотированы. с. добавлением. коктейля. ингибиторов.
протеаз.(Sigma,.США)..

Использовали.первичные.антитела.к.белку.tOM20.
(Santa.Cruz.Biotechnology,.США).и.к.белковым.субъ-
единицам. электрон-транспортной. цепи. –. OXPHOS.
(Abcam,. Великобритания). 1:500.. Вторичные. анти-
тела:. Goat. anti. rabbit. SC2007. and. Goat. anti. mice.
SC2009. (Santa. Cruz. Biotechnology,. США). исполь-
зовались. в. рекомендованной. для. иммуноблоттинга.
концентрации..

Электрофорез.и.перенос.белков.на.PVDF.мембра-
ну.был.произведен.с.использованием.стандартного.
протокола. для. электрофореза. белков. в. денатури-
рующих. условиях.. Для. визуализации. результатов.
использовался. раствор. Ponceau. S. (Sigma,. США). и.
набор. реагентов. для. хемилюминесцентной. детек-
ции.Vistra. ECFtM. (Sigma,.США)..Для. количествен-
ной.оценки.результатов.была.использована.система.
визуализации.(Biospectrum.500,.США).и.программ-
ное. обеспечение. ImageJ.. Валидацию. результатов.
проводили. с. помощью. программного. обеспечения.
ImageJ. по. отношению. яркости. пикселей. окрашива-
ния.Ponceau.S.и.ECFtM.

Измерения активности комплекса I 
дыхательной цепи митохондрий в условиях 
добавления различных концентраций  
ротенона

клетки.линии.Bj.15.и.16.пассажа.культивировали.
в.чашках.Петри.до.90%.плотности.монослоя,.после.
обработки. различными. концентрациями. ротенона,.
разведенного.в.70%.этаноле..Далее.клетки.в.концен-
трации.7×106,.эквивалентные.примерно.2.мг.белка,.
трипсинизировали. и. промывали. фосфатно-солевым.
буфером.(ФСБ).(ПанЭко,.Россия).с.дальнейшим.цен-
трифугированием.500.g.в.течение.10.мин..при.4°С,.
и.ресуспендированы.в.ФСБ.при.4°С..клетки.содержа-
лись.при.-80°С.до.использования.

Осадок.клеток.растворяли.в.50.мкл.лизирующего.
буфера. с. последующим. криолизом. и. определени-
ем.концентрации.белка..Для.измерения.активности.
комплекса.I.дыхательной.цепи.митохондрий.исполь-
зовали.буфер.(25.мМ.k2HPO4,.рН.7,4,.5.мМ.MgCl2,.
0,25%. бычий. сывороточный. альбумин,. 3,7. мкМ..
антимицина.и.2.мМ.kCN).в.объеме,.согласно.коли-
честву.образцов.(120.мкл.анализируемой.смеси.на.
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1.лунку.96-луночного.планшета).а.также.количество,.
необходимое.для.разбавления.образцов.

Образцы. клеток. после. оттаивания. и. лизиса.
были.разведены.в.буфере.для.измерения.до.75.и.
37,5.мкг.белка.на.лунку..В.тестовые.и.контрольные.
лунки. 96-луночного. планшета. был. добавлен. бу-
фер.для.измерения.активности.комплекса.I..Далее.
в. опытные. лунки. было. добавлено. по. 5. мкл. 70%.
этанола.и.по.5.мкл.5,7.мМ.НАД-Н,.в.контрольные.
лунки.было.добавлено.по.5.мкл.0,36.мМ.ротенона.
в.70%.этаноле.и.по.5.мкл.5,7.мМ.НАД-Н..Затем.
в. контрольные. и. экспериментальные. лунки. было.
добавлено.по.10.мкл.клеточных.лизатов.до.задан-
ных.конечных.концентраций..Смесь.инкубировали.в.
течение. 5. мин.. при. 37°С.. Реакцию. инициировали.
добавляя.2,8.мМ.Coq1.(коэнзим.q).во.все.лунки..
Измерение.уменьшения.оптической.плотности.в.те-
чение.15.мин..определяли.при.длине.волны.340.нм.
с.референсным.значением.380.нм.

Скорость.реакции.(Δ.поглощение. /.мин.).с.уче-
том. молярного. коэффициента. экстинкции. НАД-Н.
(4,8.мм-1.см-1;.при.340.нм).была.рассчитана.соглас-
но.методу.Шервуда.и.Херста.[18]..

Активность. комплекса. I. дыхательной. цепи. была.
рассчитана. путем. вычитания. скоростей. реакций. в.
присутствии.и. в. отсутствие.ротенона,. по.формуле:.
ЕА/мг. клеточного. белка. =. ((Δ. поглощение. /. мин).
×. (коэффициент. разбавления). ×. (1. /. ε). (1. /. 0,18).
(1000.мкг. /.мг)). /. (мкг. /.мкл. белка). =.активность.
фермента. /. мг. белка,. где. Δ. поглощение. /. мин.. –..

изменение. оптического. поглощения. в. мин.;. длина.
пути.ячейки.спектрофотометра.уже.была.рассчитана.
в. машине. во. время. кинетики;. и. ε. –. молярный. ко-
эффициент. поглощения,. для.окисления.НАД-Н.при..
340.нм.ε.=.6,81.mmol.×. L-1x.cm-1.согласно.методу.
[18].

Статистическую. обработку. результатов. проводи-
ли.с.использованием.непараметрического.критерия.
Манна.–.Уитни.

Результаты и обсуждение

Оценка экспрессии белковых субъединиц 
OXPHOS и белка TOM20 в зависимости  
от условий культивирования. 

В. ходе. исследования. было. использовано. два.
пути.адаптации.фибробластов.к.безглюкозной.сре-
де. DMEM. D5030. (среда. OXPHOS). с. различным.
процентным. содержанием. галактозы. при. сменах.
среды. или. пересева. клеток.. Предполагалось,. что.
данная. среда. приведет. клетки. линии.Bj. к. услови-
ям. стресса. и. усилению. работы. дыхательной. цепи..
митохондрий.

Согласно. первому. способу. культивирования. фи-
бробластов,. наблюдалось. повышение. экспрессии.
(p≤0,01).белковых.субъединиц.V.и.III.–.АТФ-синтазы.
и. цитохром. bc1. комплекса,. 54. и. 48. кДа. соответ-
ственно,. по. отношению. к. клеткам,. выращенным..
в.среде,.содержащей.100%.глюкозы.(рис..1)..

Рис. 1. Результаты иммуноблоттинга OXPHOS после первого метода культивирования: 
А – К+-митохондриальный экстракт бычьего сердца из набора OXPHOS MS601 с конечной концентрацией белка 
на лунку геля 22,5 мкг. Глю100 – лизат клеток Bj, выращенных в среде со 100% глюкозы, концентрация белка  
на лунку 12,5 мкг. Глю100 – лизат клеток Bj, выращенных в среде со 100% глюкозы, 25 мкг. Гал75 – лизат 
клеток Bj, 25% глюкоза и 75% галактоза, 25 мкг. Гал100 – лизат клеток Bj, 100% галактоза, 25 мкг.  
Гал50 – лизат клеток Bj, 50% глюкоза и 50% галактоза, 25 мкг. Понсо – краситель белков по петидным группам; 
Б – количественное представление результатов иммуноблоттинга экспрессии V комплекса АТФ-синтазы; 
В – III комплекса цитохрома bc1; I – НАД-Н дегидрогеназа; IV – цитохром c-оксидаза
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Также.по.отношению.к.контролю.(клетки,.выра-
щенные. на. глюкозной. среде.DMEM). наблюдалась.
незначительная. экспрессия. I. и. IV. белковых. ком-
плексов.НАД-Н.дегидрогеназы.и.цитохром.c.окси-
дазы,. 18. и.30. кДа. соответственно..Отмечено. от-
сутствие.экспрессии.комплекса.II.дыхательной.цепи.
сукцинат.дегидрогеназы..Можно.предположить,.что.
отсутствие.ввода.в.дыхательную.цепь.дополнитель-
ных.электронов.за.счёт.окисления.сукцината.не.яв-
ляется. обязательным. для. фибробластов. линии. Bj.
при.данных.условиях.культивирования..рис..1)..

В.клетках.линии.Bj.в.стрессовых.условиях,.до-
стигнутых. при. использовании. первого. пути. куль-
тивирования.в.OXPHOS.среде.с.различным.%.со-
держанием. галактозы,. наблюдалось. достоверное.
повышение. (p≤0,01). экспрессии. транслоказы.
tOM20,. принимающей. участие. в. созревании. бел-
ковых. субъединиц. электрон-транспортной. цепи,.
прямо.пропорциональное.повышению.уровня.галак-
тозы.в.среде.(рис..2)..Это.подтверждает.получен-
ные.нами.данные.по.повышению.экспрессии.белко-
вых.субъединиц. III.–.и.цитохром.bc1.комплекса.и.
V.–.АТФ-синтазы..

Согласно. второму. пути. культивирования. фибро-
бластов,.где.был.использован.более.жесткий.подход.к.
адаптации.клеток.линии.Bj.к.среде.OXPHOS.с.исполь-
зованием. пересева. клеток. было. обнаружено. анало-
гичное.повышение.экспрессии.белковых.субъединиц.
III.–.цитохром.bc1.комплекса.и.V.–.АТФ-синтазы.по.
отношению.к.клеткам,.выращенным.в.среде,.содер-
жащей. 100%. глюкозы. и. более. выраженное. повы-
шение.экспрессии.I.и.IV.белковых.комплексов.НАД-Н.
дегидрогеназы.и.цитохром.c-оксидазы.по.отношению.
к.контрольным.клеткам,.выращенным.в.среде.DMEM.
со.100%.содержанием.глюкозы.(рис..3)..Отмечено,.
что.наибольшее.повышение.экспрессии.I.и.IV.белко-
вых. комплексов. наблюдалось. в. случае. 75%. содер-
жания. галактозы,. что,. вероятно,. является. наиболее.
оптимальным.для.индукции.стресса.клеток.линии.Bj.
(p≤0,05)..Наблюдалось. также.достоверное.повыше-
ние.экспрессии.транслоказы.tOM20.(p≤0,05).по.от-
ношению.к.контрольным.клеткам,.но.меньше,.чем.при.
первом. варианте. культивирования,. что. может. быть.
связано.с.нарушением.метаболизма.клеток.при.пере-
севе,.в.связи.с.более.жесткой.непостепенной.адапта-
цией.клеток.к.среде.OXPHOS.(рис..4).

Рис. 2. Результаты иммуноблоттинга ТOM20 после первого метода культивирования: 
А – К+ – митохондриальный экстракт из бычьего сердца из набора OXPHOS MS601 с конечной концентрации 
белка на лунку 22,5 мкг; Глю100 – Bjs лизат, клеток, выращенных в среде со 100% глюкозы, 12,5 мкг белка  
на лунку; Глю100 – Bjs лизат, клеток, выращенных в среде со 100% глюкозы, 25 мкг; Гал75 – Bjs лизат,  
25% глюкоза и 75% галактоза, 25 мкг; Гал100 – Bjs лизат, 100% галактоза, 25 мкг; Гал50- Bjs лизат,  
50% глюкоза и 50% галактоза, 25 мкг; Понсо – краситель белков по петидным группам; 
Б – Количественное представление результатов иммуноблоттинга экспрессии белков TOM20 после первого 
варианта культивирования: Глю – глюкоза, Гал – галактоза
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Рис. 3. Результаты иммуноблоттинга OXPHOS после второго метода культивирования: 
А – К+ – митохондриальный экстракт из бычьего сердца из набора OXPHOS MS601 с конечной концентрации 
белка на лунку 22,5 мкг; Глю100 – Bjs лизат, клеток, выращенных в среде со 100% глюкозы, 12,5 мкг;  
Глю100 – Bjs лизат, клеток, выращенных в среде со 100% глюкозы, 25 мкг; Гал100 – Bjs лизат, 100% 
галактоза, 25 мкг; Гал75 – Bjs лизат, 25% глюкоза и 75% галактоза, 25 мкг; Гал50- Bjs лизат, 50% глюкоза  
и 50% галактоза, 25 мкг белка на лунку. Понсо – краситель белков по петидным группам; 
Б – Количественное представление результатов иммуноблоттинга экспрессии V комплекса АТФ-синтазы; 
В – III комплекса цитохрома bc1.
Г – I – НАД-Н дегидрогеназы и IV – цитохром c-оксидазы
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На.основании.полученных.результатов.можно.за-
ключить,.что.клетки.Bj,.выращенные.в.OXPHOS.сре-
де,. характеризовались. значительным. увеличением.
экспрессии.белковых.субъединиц.дыхательной.цепи.
и.транслоказы.tOM20.по.сравнению.с.клетками,.вы-
ращенными.в.среде.DMEM,.содержащей.100%.глю-
козы.(p≤0,05)..клетки.после.первого.пути.адаптации.
имеют.более.выраженную.экспрессию.по.сравнению.
с. клетками,. адаптированными. вторым. путем. куль-
тивирования.с.помощью.пересева..Bj. клетки.после.
второго.пути.адаптации.в.среде,.содержащей.100%.
галактозы,.оказались.нежизнеспособны..

Фибробласты,. в. частности. иммортализирован-
ные,. отличаются. достаточно. медленным. механиз-

мом. активации. митохондрий. и. адгезии.. Мгновен-
ное.повышение.свободных.радикалов.и.разобщение.
окислительного. фосфорилирования. в. галактозной.
OXPHOS. среде. может. привести. к. нарушению. це-
лостности.и.функционирования.электрон-транспорт-
ной.цепи.митохондрий.фибробластов.и.наступления.
апоптоза.[19,.20].

Мы.предполагаем,.что.адаптация.к.стрессовым.
условиям. также. зависит. от. плотности. монослоя.
клеток,.так.как.первый.путь.адаптации.клеток.при.
плотности. монослоя. более. 80%. и. без. пересева.
клеток. является. наиболее. эффективным. в. индук-
ции.стресса.при.сохранении.высокой.жизнеспособ-
ности.клеток.
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Оценка активности комплекса I фибробластов 
человека линии Bj в присутствии различных  
доз ротенона

клетки. линии. фибробластов. пассажа. 15. и. 16.
были.выращены.до.плотности.монослоя.90%.в.ус-
ловиях.добавления.различных.доз.ингибитора.ком-
плекса. I. дыхательной. цепи. ротенона. (инкубация..
24. ч.).. После. проведения. подготовки. интактных.
клеток. было. произведено. измерение. активности.

комплекса. I. дыхательной. цепи. в. течение. 15. мин...
в. отсутствии. и. в. присутствии. ротенона,. согласно.
протоколу,.описанному.в.материалах.и.методах.

Результаты. энзиматической. кинетики. показали.
значительное.снижение.активности.НАД-Н.дегидроге-
назы.с.увеличением.дозы.ротенона,.что.подтвержда-
ется. отсутствием.окисленного. комплексом. I.НАД-Н,.
которое.было.рассчитано.путем.вычитания.скоростей.
реакций.c.учетом.Δ.Поглощения.(340–380.нм).в.при-
сутствии.и.в.отсутствие.ротенона.(рис..6).

Рис. 4. Результаты иммуноблоттинга ТOM20 после второго метода культивирования:  
A – К+ – митохондриальный экстракт из бычьего сердца из набора OXPHOS MS601 с конечной концентрации 
белка на лунку 22,5 мкг; Глю100 – Bjs лизат, клеток, выращенных в среде со 100% глюкозы, 12,5 мкг;  
Глю100 – Bjs лизат, клеток, выращенных в среде со 100% глюкозы, 25 мкг; Гал100 – Bjs лизат, 100% 
галактоза, 25 мкг; Гал75 – Bjs лизат, 25% глюкоза и 75% галактоза, 25 мкг; Гал50 – Bjs лизат, 50% глюкоза  
и 50% галактоза, 25 мкг; Понсо – краситель белков по петидным группам; 
Б – Количественное представление результатов иммуноблоттинга экспрессии белков TOM20 после второго 
метода культивирования: Гал – галактоза, Глю – глюкоза

А

Б

Рис. 5. Коэффициенты активности комплекса I дыхательной цепи Bj: 
А – R0.5(0.15) – клетки, обработанные ротеноном в концентрации 0,5 мкМ с конечной концентрацией 0,15 мкг 
клеточного белка; R1(0,15) – 1 мкМ и 0,15 мкг клеточного белка; R5(0,15) – 5 мкМ и 0,15 мкг клеточного 
белка. Фон – фон реакции без клеток; контроль – клетки, инкубированные в отсутствие ротенона  
с концентрацией 0,15 мкг клеточного белка; 
Б – средняя ферментативная активность (ЕА) на мг белка в течение 16 мин. после инкубации клеток Bj  
в присутствии различных доз ротенона; контроль – без ротенона, 0,15 мкг клеточного белка 
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Исходя.из.полученных.данных,.можно.заключить,.
что.добавление.1.и.5.мкМ.ингибитора.комплекса. I.
ротенона.приводит.к.значительному.снижению.фер-
ментативной.активности.НАД-Н.дегидрогеназы..Так-
же.происходит.снижение.жизнеспособности.фибро-

бластов.линии.Bj..Использование.0,5.мкМ.конечной.
концентрации. ротенона. приводит. к. достоверному.
снижению. ферментативной. активности. комплекса.
I. и. незначительному. снижению. жизнеспособности.
клеток.линии.Bj.(рис..7)..

Таким. образом,. оптимизированные. протоколы.
иммуноблоттинга.и.измерения.ферментативной.ак-
тивности.комплекса.I.фибробластов.Bj.в.совокупно-
сти. с. полученными. данными. позволят. продолжить.
изучение.метаболической.и.физиологической.актив-
ности.фибробластов. в. стрессовых. условиях,.моде-
лирующих.митохондриальные.дисфункции.при.ней-
родегенеративных.заболеваниях.[21,.22].

В.дальнейшем.планируется.провести.модифика-
цию.функционирования.митохондрий.при.нейродеге-
неративной. патологии. с. использованием. новейших.
эпигенетических. подходов,. например,. с. помощью.
малых.интерферирующих.РНк.с.целью.приостанов-
ления.и.реверсии.заболевания.[23].
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