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ние может быть одним из механизмов антиконвульсивного действия ке-
тогенной диеты. Следует отметить, что ß-гидроксибутират сам по себе не 
является ингибитором эндоцитоза, а действует только полная заменз 
глюкозы на негликолитический энергетический субстрат. 

Пируват, видимо, частично способен заменить кетоновые тела при 
ингибировании эндоцитоза, но значительно менее эффективен при уве-
личении pH градиента синаптических везикул. 

Таким образом, в основе синаптических механизмов нейропротек-
торного действия кетогенной диеты могут лежать ингибирование эндо-
цитоза и увеличение pH градиента синаптических везикул. 

Работа была поддержана Белорусским Республиканским Фондом 
Фундаментальных Исследований (грант Б13-066). 
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Митохондрии играют центральную роль в клеточной биологии 
Дисфункция митохондрий неизбежно приводит к нарушению структуры 
и функции клетки и далее к ее гибели по апоптотическому или некроти-
ческому механизмам [Duchen, 2004]. Электронтранспортная цепь мито-
хондрий является одним из основных источников активных форм кисло-
рода (прежде всего, супероксиданион-радикала) в клетке, генерируемых 
при неполном восстановлении молекулярного кислорода, а также актив-
ных форм азота. Несмотря на активную систему антиоксидантной защи-
ты митохондрии являются главной мишенью окислительного поврежде-
ния в клетке. Общепризнанно, что основными центрами генерации ради-
калов в митохондриях являются комплексы I и III электрон-
транспортной цепи и оксоглутаратдегидрогеназа [Turrens, 2003]. Различ-
ные патологические процессы (ишемия-реперфузия, интоксикация, эк-
сайтотоксичность) связаны с окислительным повреждением митохон-
дрий, ростом внутриклеточной концентрации Ca2^ и формированием пор 
высокой проницаемости во внутренней митохондриальной мембране 
(MPT) [Jaeschke et al., 2002; Baranov et al., 2008]. Органический трет-



бутилгидропероксид (tBHP), водорастворимый аналог гидроперекисей 
липидов, является модельным соединением, широко используемым для 
изучения механизмов клеточных окислительных повреждений и для 
оценки чувствительности клеток и клеточных компонентов к окисли-
тельному метаболическому стрессу p4ieminen et al., 1997; Krivakova et 
al., 2007]. Взаимодействие митохондрий с tBHP приводит к генерации 
метил-, трет-бутил-, трет-бутилпероксил-радикалов вследствие прямого 
восстановления оксиданта компонентов дыхательной цепи митохондрий 
[Kennedy et al., 1992]. Показано также, что реакция может быть индуци-
рована гомолитическим расщеплением tBHP комплексами цитохром 
с/кардиолипин [Belikova et al., 2009]. Подобные комплексы катализиру-
ют важную реакцию гетеролитического расщепления гидроперекисей 
жирных кислот в митохондриях [Belikova et al., 2009]. 

Настоящее исследование предпринято с целью дальнейшей оценки 
биохимических механизмов митохондриальной дисфункции при tBHP -
индуцированном повреждении, определения молекулярных мишеней 
окислительного воздействия и исследования роли ионов Ca2+ в митохон-
дриальных окислительных реакциях. Также изучен протекторный эф-
фект мелатонина при повреждении митохондрий органической гидропе-
рекисью. 

Методы. Митохондрии печени крыс были изолированы методом 
дифференциального центрифугирования. Оценены эффекты экспониро-
вания митохондрий tBHP, ионам Ca2+, и мелатонину на дыхательную ак-
тивность митохондрий, активность митохондриальных ферментов и 
редокс-баланс митохондрий. 

Результаты. Нами продемонстрировано, что tBHP в концентрации 
20-65 мкМ в среде без EDTA индуцировал разобщение процессов окис-
ления и фосфорилирования в митохондриях и уменьшал эффективность 
процесса фосфорилирования. Повреждающий эффект зависел от исполь-
зуемого субстрата и значительно уменьшался в присутствии EDTA; при-
сутствие ионов Ca2+ в среде, напротив, значительно повышало степень 
окислительных повреждений митохондрий. Инкубация митохондрий с 
tBHP (при высоких концентрациях, 0.5-2 мМ) в присутствии 0.5 мМ 
EDTA приводила к окислению восстановленного глутатиона, повыше-
нию уровня перекисного окисления липидов (ПОЛ) митохондриальных 
мембран и формированию смешанных дисульфидов глутатиона с мито-
хондриальными белками, ингибированию оксоглутаратдегидрогеназы и 
сукцинатдегидрогеназы. Ингибирование оксоглутаратдегидрогеназы 
коррелировало с нарушением редокс-баланса митохондрий (уменьшение 
уровня восстановленного GSH и увеличение уровня смешанных дисуль-



фидов митохондриальных белков с глутатионом). Одной из основнШ 
причин инактивации сукцинатдегидрогеназы может быть нарушение Sm 
лок-липидных взаимодействий трансмембранного гидрофобного домені 
фермента из-за процессов перекисного окисления липидов мембран ыш 
тохондрий. 

Экзогенный Ca2+ при невысоких концентрациях 4-30 мкМ в отс> > 
ствие EDTA дозозависимо уменьшал скорость дыхания V3 и коэффйшІ 
енты акцепторного контроля ACR и фосфорилирования ADP/0 ( скорое 
субстрат-зависимого дыхания не изменялась), отражая разобщение про-
цессов окисления и фосфорилирования и уменьшение эффективнос~ш 
электрон-транспортной цепи митохондрий. B присутствии tBHP (0.01Й 
мМ) эффект ионов Ca2+ на митохондриальное дыхание значительно вс> 
растал. 

Заключение. Анализ полученных результатов позволил предпо. d 
жить основные стадии окислительного повреждения митохондрий opi »-
ническим гидропероксидом: прямая окислительная модификация фе> 
ментных комплексов дыхательной цепи и митохондриального матрикчх 
снижение уровня митохондриального глутатиона, образование смешан 
ных дисульфидов митохондриальных белков с глутатионом, повышение 
уровня продуктов ПОЛ и избыточное накопление ионов Ca2+. B экспери-
ментах in vitro нами продемонстрировано, что мелатонин ингибиров~1 
окислительное повреждение митохондрий, предотвращая измененш 
редокс-баланса митохондрий и инактивацию сукцинатдегидрогеназы 
Ионы Ca2+ в значительной степени потенцировали повреждение респира-
торной активности митохондрий при окислительном стрессе. Мы no> 
твердили, что экспорт ионов Ca2+ из поврежденных митохондрий в ми-
тохондриальную суспензию (или в клетку) при окислительном стресс«, 
значительно влияет на процесс окислительных повреждений оставшихс* 
митохондрий. Синергизм действия ионов Ca2+ и окислителя позволяе" 
предположить, что ионы Ca2+ являются медиаторами окислительного по-
вреждения митохондрий благодаря Са2+-зависимым процессам: наруше-
нию сопряжения процессов окисления и фосфорилирования, диссипацш-
митохондриального потенциала, набуханию митохондрий [Lapidus зпс 
Sokolove, 1994], а не вследствие окисления глутатиона и генерации ПОЛ 


