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В работе приводятся новые данные по структурным исследованиям митохондрий с помощью 
корреляционной свето-электронной микроскопии и криоэлектронной томографии  (крио-ЭТ) – 
современных методов структурной биологии, позволяющих исследовать биологические объекты 
в нанометровых масштабах с минимальным вмешательством в естественные условия. Такая 
неинвазивность позволяет сравнивать эти методы с наблюдением за животными во время са-
фари. В работе приведены два направления исследований, которые можно осуществить только 
этими методами. В частности, визуализировано расположение агрегатов амилоида Aβ42 по отно-
шению к митохондриям, и тем самым проверена одна из гипотез развития митохондриальной 
дисфункции при болезни Альцгеймера. Показано, что агрегаты Aβ42 не взаимодействуют с мито-
хондриями, хотя некоторая часть из них и имеет близкую локализацию. Таким образом, пока-
зано, что митохондриальная дисфункция не связана с прямым влиянием агрегатов на структуру 
митохондрий, а её истоки нужно искать в других процессах. Вторым уникальным направлением, 
представленным в работе, является визуализация мембран митохондрий и белков в них с высо-
ким разрешением. Анализ данных крио-ЭТ, проведённый в работе, показал наличие в ламелляр-
ных структурах крист митохондрий сердца тороидальных отверстий, в которых располагаются 
ATP-синтазы. Также был предложен новый механизм сортировки и кластеризации белковых 
комплексов в мембране на основе топологии. Согласно этому механизму, место белков системы 
окислительного фосфорилирования в мембране определяется её кривизной. Таким образом, 
томография высокого разрешения расширяет и дополняет имеющиеся представления о струк-
турно-функциональной организации митохондрий, позволяя исследовать ранее недоступные  
структурные связи белков между собой и с мембранами в естественных условиях.
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ВВЕДЕНИЕ

В последние годы существенный прорыв в 
структурной биологии был обусловлен повыше-
нием доступности и комплексным совершен-

ствованием методов криоэлектронной микроско-
пии (крио-ЭМ), произошедшим как в аппаратной 
части, связанной с улучшением качества детек-
торов и устранением шумов и аберраций, так и 
в области программного обеспечения для автома-
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тической классификации и обработки изображе-
ний [1–3]. Большое число работ по теме микроско-
пии посвящено исследованию выделенных белков 
с высоким разрешением, но в данной работе мы 
сосредоточимся на более узкой теме – исследова-
нии макромолекулярной организации фермент-
ных систем в митохондриальных мембранах в це-
лых митохондриях без выделения из них белков.  
Также будут показаны возможности корреляцион-
ной свето-электронной микроскопии (CLEM)  [4],  
которая в сочетании с генетической инженерией 
позволяет визуализировать с разрешением в не-
сколько нанометров взаимодействие между любы-
ми белками интереса, а также между белками и 
мембранами. По своей разрешающей способности 
CLEM превосходит любые чисто световые методи-
ки, в том числе микроскопию с супер-разрешени-
ем, такую как STED-микроскопия [5], позволяющую 
визуализировать мембраны, но не отдельные бел-
ки в них [6]. Будут представлены собственные но-
вые результаты, выполнен глубокий анализ ряда 
полученных в наших предыдущих работах томо-
графических данных, а также проведено обсужде-
ние литературы, посвящённой «фотоэлектронной 
охоте» на белки митохондрий в «диких» природ-
ных условиях их обитания в белково-липидных 
мембранах.

Несмотря на значительное количество струк-
турных данных о белках митохондрий, данные об 
их нативной организации в мембране и матриксе 
весьма ограничены, что затрудняет формирование 
цельной модели работы этих органелл. В послед-
нее время, во многом благодаря крио-ЭМ, этот про-
бел начал восполняться – в том числе, например, 
удалось установить, что в митохондриях млеко-
питающих ATP-синтазы находятся на сгибах скла-
док внутренней мембраны (крист), а компоненты 
дыхательной цепи – в менее искривлённых частях 
мембраны. Также появилось достаточно много 
информации о структурном взаимодействии ком-
плексов дыхательной цепи (респирасом). При этом, 
однако, многие вопросы остаются открытыми. Так, 
например, стандартными лабораторными метода-
ми выделения респирасом с мягким детергентом 
нельзя получить достоверную информацию о том, 
какой процент дыхательных комплексов образует 
респирасомы, так как часть из них все же рас-
падается в процессе выделения, а часть может 
не экстрагироваться из мембраны. В то же время 
подробный анализ томограмм крио-ЭМ позволяет 
решить эту задачу  – так, например, нам удалось 
показать, что в сердце крысы все комплексы I и III 
входят в состав респирасом  [7]. Данные многих 
научных групп показывают, что перенос протона 
между протонными помпами и ATP-синтазой про-
исходит не за счёт электрохимического градиента 
между объёмами матрикса и межмембранного 

пространства, а локализовано – латерально вдоль 
поверхности мембраны на небольшие расстояния. 
Благодаря детальному исследованию структуры 
мембран митохондрий и белков в них можно 
получить уникальную информацию, необходи-
мую для проверки имеющихся гипотез и модели-
рования процессов передачи протонов в системе 
окислительного фосфорилирования (ОКСФОС) [8]. 
Остаются неизвестными и многие структурные 
аспекты взаимодействия митохондрий с другими 
органеллами или различными агрегатами. Даже 
такой крайне актуальный, в связи с высоким рас-
пространением болезни Альцгеймера, вопрос, как 
наличие или отсутствие взаимодействия агрегатов 
амилоида с мембраной митохондрий, всё ещё не 
имеет ответа, так как колокализация флуоресцент-
ных меток не даёт достаточного разрешения для 
однозначных заключений. В  настоящей работе 
благодаря CLEM нам удалось ответить в том числе 
и на этот вопрос.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование дрожжевых клеток. В ра-
боте использовали дрожжи Yarrowia lipolytica Po1f, 
экспрессирующие конструкцию eGFP–Aβ42  [9]. 
Клетки выращивали в 250-мл колбах Эрленмей-
ера при 28 °C на роторной качалке (220 об./мин) 
в 50  мл полусинтетической среды, содержащей 
в качестве источника углерода и энергии 1,3%-ный 
сукцинат. Клетки собирали в ранней экспоненци-
альной фазе роста (ОП600 = 1,0).

Подготовка образца для крио-ЭМ. Клетки 
отмывали от среды выращивания в 50 мМ фосфат-
ном буфере (pH  =  5,5) и инкубировали с 500  нМ 
MitoTracker Red CMXRos («Thermo Fisher Scientific», 
США) в течение 30  мин. Затем клетки отмывали 
от красителя и концентрировали до ОП600 = 25. 
Перед нанесением на сетку для крио-ЭМ в сус-
пензию вводили 5%  глицерина, чтобы снизить 
количество кристаллов льда [10]. Электронно-мик-
роскопические сетки («Ted Pella», США) предвари-
тельно подвергались процедуре гидрофилизации 
с помощью установки easiGlow («Pelco», США) при 
значении силы тока 25 мА и давлении 0,26 мБар 
в течение 30 с. Суспензию клеток объёмом 5 мкл 
наносили на сетку для микроскопии. Сетки с ис-
следуемыми объектами подвергались двусторон-
нему промакиванию фильтровальной бумагой 
и быстрой заморозке в сжиженном этане, охла-
ждённом до температуры жидкого азота. В  про-
цессе нанесения образца на сетку температура в 
камере системы Vitrobot («Thermo Fisher Scientific») 
составляла 4 °С, влажность – не менее 95%. В слу-
чае использования гомогената сердечной тка-
ни или выделенных митохондрий сердца крыс  
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проводилась аналогичная процедура подготовки 
сеток, но без использования глицерина, описанная 
в ранее опубликованных работах  [7,  11]. Кратко, 
3  мкл гомогенизированной ткани сердца крысы 
линии Wistar или выделенных митохондрий серд-
ца (дифференциальным центрифугированием без 
детергентов и протеаз, как описано ранее  [12]), 
наносили на сетку для микроскопии и витрифи-
цировали с помощью системы Vitrobot.

Флуоресцентная микроскопия. Витрифици-
рованные образцы дрожжей в шаттле с жидким 
азотом помещали в криогенную камеру флуорес-
центного микроскопа THUNDER Imager EM Cryo 
CLEM («Leica», Германия), оснащённого объективом 
HC PL APO 50×/0,90 CRYO CLEM («Leica»). Флуорес-
ценцию eGFP–Aβ42 и MitoTracker Red выявляли с 
помощью соответствующих фильтров, и оцени-
вали колокализацию агрегатов eGFP–Aβ42 и ми-
тохондрий. 3D-Реконструкцию клеток дрожжей с 
последующей деконволюцией изображений прово-
дили по алгоритму «Leica Thunder» силами встро-
енного программного обеспечения  [13]. Снимки 
всей сетки позволяли получить своего рода «карту» 
для ориентации при травлении ламелей. По полу-
ченным снимкам всей сетки выбирали области 
интереса.

Получение ламелей фокусированным ион-
ным пучком  (ФИП). Микроскопические сетки 
с витрифицированным образцом переносили 
в растровый электронно-ионный микроскоп 
Versa  3D («Thermo Fisher Scientific»), оборудован-
ный криодержателем и системой загрузки образ-
цов при температуре жидкого азота Quorum 3100P 
(«Quorum Technologies», Канада). С помощью газо-
во-инжекционной системы напыляли защитный 
слой платины на поверхность всей сетки, что 
позволяло снизить накопление заряда и защи-
тить поверхность от радиационных повреждений 
в процессе эксперимента. Учитывая морфологию 
поверхности и полученные карты флуоресцент-
ной микроскопии, выбирали области для при-
готовления тонких клеточных срезов с помощью 
крио-ФИП. Выбирали области ближе к центру 
сетки с клетками, лежащими в один слой. Ламели 
прорезали в данных квадратах с расчётом про-
хождения вдоль нескольких клеток, лежащих на 
достаточном расстоянии от металлического кар-
каса сетки. Для этого использовали ионы Ga+ с 
энергией 30  кэВ и последовательное понижение 
тока от  1  нА до  30  пА для минимизации радиа-
ционных повреждений приповерхностного слоя. 
Данный подход позволяет получить срезы объекта 
толщиной 150–250 нм. Наклон плоскости среза по 
отношению к плоскости микроскопической сетки 
составлял 10–12°.

Просвечивающая крио-ЭМ и криоэлектрон-
ная томография (крио-ЭТ). Крио-ЭМ-исследования 

проводили с помощью криогенного просвечиваю-
щего электронного микроскопа Titan Krios 60–300 
(«Thermo Fisher Scientific»), оснащённого системой 
прямого детектирования электронов Falcon II при 
ускоряющем напряжении 300 кВ. Для каждой мик-
роскопической сетки отбирали участки для полу-
чения поворотных серий изображений. Каждый 
набор данных состоял из  56  изображений, полу-
ченных в результате наклона образца в диапазоне 
от –50 до 60 градусов с угловым шагом в 2°. Набор 
данных проводили в автоматическом режиме с 
помощью программного обеспечения Tomography4 
(«Thermo Fisher Scientific») в режиме малых доз, 
что позволило минимизировать радиационные 
повреждения, сохраняя нативную структуру ис-
следуемых объектов. Для набора томографических 
серий использовали увеличение 18 000× (размер 
пикселя – 0,37 нм; размер изображения – 1516 нм) 
со значением дефокусировки в диапазоне 5–8 мкм. 
Суммарное значение дозы электронов, прошедших 
через единицу площади образца, за всё время экс-
позиции не превышало ~120 е−/Å2.

Обработка данных. Для полученных дан-
ных применялась процедура томографического 
восстановления с использованием метода взве-
шенной обратной проекции (WBP, Weighted Back 
Projections) в программном пакете IMOD [14]. Вы-
равнивание поворотных серий изображений кле-
ток осуществляли с помощью вычисления кросс-
корреляции между областями томографической 
серии (процедура «patch tracking»  [15]), так как в 
образец невозможно внести наночастицы колло-
идного золота. В случае исследования фрагментов 
выделенных митохондрий для получения более 
высокого разрешения использовались коллоидные 
наночастицы золота диаметром 10 нм [7, 16].

Для уменьшения шума и анизотропии раз-
решения в разных плоскостях полученных томо-
грамм использовалась фильтрация в програм-
ме  IsoNet  [17]. Данный инструмент использует 
нейронную сеть типа U-net и обучается на неболь-
ших участках томограмм с добавлением дополни-
тельного шума. Сегментация мембран митохон-
дрий производилась в автоматическом режиме с 
использованием программы TomoSegMemTV [18]. 
Дефекты автоматической сегментации корректи-
ровали вручную на основе исходных данных томо-
граммы.

Томограммы после фильтрации использовали 
для определения положения различных молеку-
лярных комплексов в ручном режиме. Положения 
и ориентации различных макромолекул опреде-
лялись также и в автоматическом режиме посред-
ством использования трёхмерных шаблонов этих 
молекул в программе Dynamo [19] или WARP [20]. 
Для исключения ложно-выбранных координат про-
водилась последующая итерационная трёхмерная 
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классификация. Для увеличения соотношения 
сигнал/шум и пространственного разрешения [21] 
макромолекул использовалось усреднение выров-
ненных друг относительно друга небольших участ-
ков томограммы (так называемых субтомограмм), 
содержащих отдельные макромолекулы [22]. Дан-
ный процесс называется субтомографическим 
усреднением и позволяет одновременно получить 
информацию об ориентации макромолекул, кото-
рая используется для последующей визуализации 
объекта путём вставки модели усреднённой струк-
туры в нужной ориентации.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Визуализация амилоидных агрегатов в клет-
ках. На  основе данных флуоресцентной микро-
скопии ранее предполагалось, что агрегаты бета 
амилоида (Aβ42) могут взаимодействовать с мем-
бранами митохондрий, за счёт чего нарушать био-
энергетику  [9]. Для эксперимента была выбрана 
ранее использованная модель на основе дрожжей 
аэробного типа обмена Y. lipolytica, экспрессирую-
щих конструкцию eGFP–Aβ42  [9]. Авторами было 
показано, что экспрессия Aβ42 или репортёрной 
генетической конструкции eGFP–Aβ42 приводи-
ла к дисфункции и фрагментации митохондрий 
дрожжей [9]. Выявленная в работе колокализация 
амилоидных агрегатов и митохондрий привела к 
гипотезе о прямом физическом контакте амило-
идных агрегатов с мембраной митохондрий. Для 
проверки этого предположения была проведена 
работа по протоколу CLEM-микроскопии, завер-
шающаяся крио-ЭТ выбранных областей интереса. 
Важно отметить, что крио-ЭТ для данной задачи 
является единственным подходящим методом 
исследования, поскольку при процедуре витри-
фикации и дальнейшем микроскопическом иссле-
довании практически не нарушается нативность 
образцов, что является важным параметром, ведь 
флуоресцирующие объекты находятся на неболь-
шом расстоянии, и даже незначительное измене-
ние их колокализации в случае применения стан-
дартной методики фиксации и контрастирования 
образца для электронной микроскопии могло при-
вести к появлению артефактов.

Протокол криогенной CLEM предполагал 
поиск методом флуоресцентной микроскопии в 
витрифицированном образце наиболее предста-
вительных полей зрения, где предполагалась коло-
кализация митохондрий, окрашенных Mitotracker 
Red, и флуоресцирующих агрегатов eGFP–Aβ42. 
При выявлении области интереса проводилась 
съёмка z-стека изображений с реконструкцией 
трёхмерного расположения участков, содержащих 
митохондрии и агрегаты eGFP–Aβ42. На основании 

этой информации проводилась настройка ФИП 
для получения ламели, содержащей интересую-
щий участок, для которой были получены крио-
электронные томограммы. На рис. 1 изображены 
промежуточные результаты каждой стадии иссле-
дования.

В результате была получена серия подробных 
томограмм областей интереса, в которых наклады-
вается как флуоресценция митохондрий (красный 
канал, MitoTracker Red), так и агрегаты амилоида 
(зелёный канал, eGFP–Aβ42). При этом разрешение 
криоэлектронных томограмм существенно пре-
восходило разрешение флуоресцентного микро-
скопа и позволило различать как мембраны, так 
и отдельные белки в митохондриях, имеющие 
характерные особенности структуры, например, 
ATP-синтазы (рис. 1, г). Благодаря флуоресцентно-
му сигналу eGFP удалось однозначно идентифици-
ровать локализацию агрегатов амилоида, которые 
без флуоресцентной метки и использования CLEM 
нельзя было бы точно распознать. Показано, что 
агрегаты не взаимодействуют с мембраной мито-
хондрий. Как видно из рис. 1, часть агрегатов во-
обще не локализуется рядом с митохондриями, что 
видно даже при флуоресцентной микроскопии. 
Что касается неоднозначных областей, где есть 
пересечение флуоресцентных сигналов, то были 
собраны статистические данные для нескольких 
десятков агрегатов в этих зонах (рис. 2) и показано, 
что подавляющее большинство агрегатов находи-
лось на расстоянии 30–300 нм от поверхности мем-
браны митохондрий.

Среди наиболее близко расположенных аг-
регатов не найдено их физических контактов с 
мембраной митохондрий. Этот результат имеет 
большое значение для понимания механизмов раз-
вития болезни Альцгеймера, так как указывает на 
то, что нарушение биоэнергетики митохондрий, 
коррелирующее с накоплением агрегатов [23, 24], 
не вызвано прямым действием амилоидных аг-
регатов на структуру и функцию митохондрий, 
а опосредовано другими факторами.

Исследование топологии внутренней мем-
браны митохондрий и расположения белков 
системы ОКСФОС. Метод крио-ЭМ одиночных 
частиц (single-particle cryo-EM), который основан 
на компьютерной классификации и усреднении 
огромных массивов изображений, полученных 
с помощью просвечивающей  ЭМ, позволяет из-
учать структуры крупных белковых комплексов и 
суперкомплексов. Наличие или отсутствие супер-
комплексов долгое время было дискуссионной 
темой в биоэнергетике, в то время как этот факт 
является крайне важным. Наличие суперкомплек-
сов предполагает прямую передачу метаболитов 
в них с минимальным участием диффузии в этом 
процессе. Такая схема гораздо более устойчива 
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к стрессам, снижает утечку электронов и генера-
цию активных форм кислорода, что делает всю 
систему более энергоэффективной. Существова-
ние крупных суперкомплексов дыхательной цепи 
в митохондриях до использования крио-ЭМ уда-
лось доказать наличием совместной миграции 
их компонент при нативном электрофорезе после 
экстракции белка из мембран мягкими детерген-
тами [25]. В настоящее время благодаря крио-ЭМ 
одиночных частиц существование суперкомплек-
сов дыхательной цепи  – респирасом  – уже не 
вызывает ни у кого сомнений, так как их струк-
туры из разных организмов и тканей продемон-
стрированы в большом числе работ  [26–33]. Тем 
не менее остаются дискуссионными более деталь-
ные вопросы, такие как точная конфигурация и 
состав суперкомплексов в тех или иных условиях, 
их функциональная, регуляторная и структурная 
значимость для биоэнергетики. В  частности, не 
до конца ясны механизмы регуляции респирасом, 
наличие какого-либо их структурного взаимодей-
ствия с ATP-синтазами, а также роль мембраны 
в этих процессах. Для решения этих проблем мы 
провели анализ наших ранее полученных данных 
совместно с анализом новых литературных дан-
ных. На рис. 3 приведены эволюционно достаточ-
но далёкие структуры респирасом из митохондрий 
растения Arabidopsis sp. и из митохондрий сердца 
крысы, которые на удивление оказались не только 
схожи по структуре, но и схожим образом искрив-
ляют мембрану, создавая её перегиб в месте кон-
такта комплексов I и III.

Метод крио-ЭТ позволяет реконструировать 
целые области мембраны, определяя расположе-
ние в ней белков, имеющих характерные струк-
турные особенности. Такими белками, например, 

Рис. 1. Последовательность работы с образцом кле-
ток при CLEM-микроскопии в сочетании с крио-ЭТ. 
а  –  Фотография сетки с витрифицированным образ-
цом под просвечивающим световым микроскопом; 
б  –  увеличение выделенной на панели  а области с 
напылённым слоем платины и вырезанной методом 
криогенного фокусированного ионного пучка обла-
стью, в  которой оставлена тонкая ламель (выделе-
на красной рамкой). Снимок с помощью растрового 
электронно-ионного микроскопа. в  –  Корреляцион-
ная свето-электронная микроскопия  (CLEM) ламели. 
Наложение области флуоресцентной съёмки, соот-
ветствующей вытравленной ламели. Красная флуо-
ресценция  – Mitotracker Red (митохондриальный 
маркер); зелёная флуоресценция – eGFP (из конструк-
ции eGFP–Aβ42). г  –  Срез томограммы, построенной 
по области внутри ламели, на котором видны две 
митохондрии, а также другие компоненты клетки 
(клеточная стенка, рибосомы, агрегаты амилоида, 
различные везикулярные структуры); на  вставке  – 
увеличенный фрагмент кристы митохондрии, на ко-
тором красные стрелки указывают на F1-субъедини-
цы ATP-синтазы, выступающие из мембраны
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Рис. 2. Визуализация и оценка расстояний между агрегатами Aβ42 и внешней мембраной митохондрий на 
нескольких томограммах. а  –  Пример компьютерной реконструкции томограммы с автоматически разме-
ченными митохондриальными мембранами (показано голубым), агрегатами амилоида (показано жёлтым) 
и рибосомами (показано красным). б – Распределение расстояний между агрегатами и внешней митохондри-
альной мембраной, собранное на основе данных из томограмм

Рис. 3. Иллюстрация структур суперкомплекса дыхательной цепи митохондрий различных организмов. 
а,  в  –  Разные проекции структуры поверхности респирасомы из митохондрий Arabidopsis  sp., полученной 
методом крио-ЭМ одиночных частиц (разрешение ~  2Å, PDB  ID: 8BPX)  [34]. б,  г  –  Разные проекции структу-
ры респирасомы из митохондрий сердца крысы, полученной с помощью субтомографического усреднения 
без экстракции респирасом из мембраны, по данным работы Nesterov et al.  [7]. На панелях а и б цветом вы-
делены различные комплексы в составе суперкомплекса (голубой  – комплекс  I; фиолетовый  – комплекс  III; 
зелёный – комплекс IV (присутствует только в респирасомах крысы)). На панели в цветовое отображение сде-
лано по гидрофильности поверхности (синий – гидрофильный; жёлтый – гидрофобный) для более наглядной 
иллюстрации наличия изгиба мембраны
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Рис. 4. Реконструкция сложной структуры мембран митохондрий сердца. а  –  Реконструкция томограммы 
большой области в целой интактной митохондрии сердца крысы; голубым указаны ядра комплексов кето-
глутаратдегидрогеназ или дегидрогеназ кетокислот с разветвлённой цепью; зелёным  – ядра комплексов де-
гидрогеназ пирувата. б, г  –  Фрагменты, иллюстрирующие наличие отверстий тороидальной топологии.  
в  – Реконструкция фрагмента томограммы кристы митохондрии сердца крысы. Жёлтым указаны ATP-синта-
зы; голубым – комплексы I; фиолетовым – димеры комплексов  III; зелёным – комплексы IV. Мембрана пока-
зана серым цветом (не прозрачной) и закрывает гидрофобные части комплексов. д – Тонкий срез части кри-
сты в месте, показанном стрелками на панели в. Мембрана показана прозрачной, что позволяет видеть также 
гидрофобные части комплексов. Визуализация выполнена на основе томографических данных, полученных  
в ходе выполнения предыдущих работ [7, 11]
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Рис. 5. Схематичная модель предполагаемого расположения белковых комплексов системы ОКСФОС в окрест-
ности тороидальных отверстий в псевдоламеллярных участках крист. Модель построена на основе ручной 
обработки крио-ЭТ нескольких тороидальных отверстий с разметкой расположения F1-субъединиц ATP-син-
таз во внутренней мембране митохондрий сердца крыс. Жёлтым обозначены димеры ATP-синтаз; голубым – 
респирасомы; тёмно-серым – мембрана; светло-серым – межмембранное пространство

являются ATP-синтазы и комплексы  I, имеющие 
уникальную форму большой выступающей из 
мембраны гидрофильной части (рис.  4,  а  и  б). 
Помимо этого, можно выполнять реконструкцию 
трёхмерной структуры внутренней мембраны ми-
тохондрий с разрешением, которое существенно 
превышает разрешение томографии, основанной 
на анализе срезов фиксированных образцов ми-
тохондрий. В  результате на крио-ЭТ внутренние 
мембраны митохондрий сердца представлены с 
большей детализацией и представляют собой не 
волнообразные ламеллярные структуры, как они 
интерпретируются на основе просвечивающей 
электронной микроскопии (ПЭМ) ультратонких 
срезов  [35], а сложную структуру из множества 
небольших плоских фрагментов, испещрённых 
множеством трубчатых перемычек (рис. 4). Такая 
структура даёт ответ на вопрос, как димеры ATP-
синтаз размещаются во внутренней мембране 
митохондрий сердца. Наиболее распространены 
олигомеры из ATP-синтаз на перегибах крист с вы-
сокой кривизной [36], однако встречаются менее 
длинные кластеры ATP-синтаз в областях меньшей 
кривизны, где, однако, создаётся возмущённая 
структура, в которой невозможна плотная упаков-
ка респирасом и ATP-синтаз (рис. 4, б).

При меньшем масштабе (без визуализации 
отдельных мембранных белков) можно провести 
подробную реконструкцию внутренней мембраны 
митохондрий сердца с высоким разрешением, до-
ступным с помощью крио-ЭТ. Такая реконструкция  
была проведена нами недавно с целью визуа-
лизации положения крупных дегидрогеназных 
комплексов относительно мембраны в нативных  

условиях [11]. Полученные данные свидетельству-
ют о том, что митохондрии сердца представляют 
собой сложный лабиринт из сильно искривлён-
ных мембран, имеющих ламеллярно-трубчатую 
структуру  (рис.  5). При этом в полностью ламел-
лярных плоских участках не могут располагаться 
димеры ATP-синтаз [36]. С точки зрения обеспече-
ния оптимальной структуры и функциональности 
митохондрий ламеллярная структура мембраны 
получается не подходящей для размещения клю-
чевых компонентов  ОКСФОС. Отчасти это может 
решаться формированием волнообразных искрив-
лений бислоя внутренней мембраны, на искрив-
лённых участках которых могут локализоваться 
ATP-синтазы. Такая топология действительно на-
блюдается на некоторых снимках ПЭМ [37]. Одна-
ко часто структуры мембраны визуализируются 
именно как ламеллярные, что не позволяет обра-
зовываться даже напряжённым структурам с ди-
мерами ATP-синтаз, одна из которых приведена на 
рис. 4, в. Парадокс наличия видимых с помощью 
классической электронной микроскопии ламелей 
был решён нами благодаря более высокому раз-
решению крио-ЭТ. Компьютерная реконструкция 
показала, что в ламеллярных участках образуются 
тороидальные отверстия, на краях которых могут 
размещаться димеры ATP-синтаз, а около них в 
областях с меньшей кривизной  − респирасомы. 
В отличие от краёв кристы, показанных на рис. 3, 
в тороидальных отверстиях по краям может рас-
полагаться не только один ряд из димеров ATP-
синтаз, но даже два плотно стыкованных ряда 
ATP-синтаз. Это обеспечивает максимально эф-
фективное использование достаточно небольших  
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(по сравнению со всей площадью крист) искрив-
лённых областей мембраны для расположения на 
них димеров ATP-синтаз. В  тороидальных отвер-
стиях в области высокой кривизны может рас-
полагаться олигомерная структура из димеров 
ATP-синтаз, схожая с изображённой на рис.  4,  в. 
Однако предварительный ручной анализ показы-
вает в некоторых тороидных отверстиях большее 
количество структур, по размерам совпадающих с 
F1-субъединицами ATP-синтаз, что говорит о воз-
можности размещения на складке мембраны сразу 
двух рядов из димеров ATP-синтаз. Из-за высокой 
плотности белка, препятствующей получению 
высокого разрешения, точной компьютерной ре-
конструкции с усреднением ATP-синтаз в этих об-
ластях пока сделать не удалось. Схематичное ото-
бражение предполагаемого нами расположения 
комплексов ОКСФОС в таких структурах показано 
на рис. 5.

Такая сложная топология мембран митохон-
дрий может поддерживаться благодаря высокой 
концентрации в мембране липидов конической 
формы, таких как кардиолипин и фосфатидил-
этаноламин. Предположительно, перемычки мем-
браны настолько обогащены этими липидами, и 
их структура так отличается от бислоя, что ме-
тодом ЯМР они определялись как небислойная 
фаза липида  [37, 38]. Учитывая необходимость 
кардиолипина для работы системы ОКСФОС  [39] 
и оптимальность его структуры для обеспечения 
переноса протона вдоль мембраны  [8], можно 
предположить, что склонность респирасом и ATP-
синтаз создавать кривизну мембраны по крайней 
мере отчасти может быть эволюционно обусловле-
на необходимостью концентрации кардиолипина 
в приграничной зоне белков системы ОКСФОС.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Отсутствие прямого взаимодействия ами-
лоидных агрегатов с мембранами митохондрий. 
Продвинутые модели хронических заболеваний, 
связанных с дисфункцией митохондрий, на осно-
ве дрожжей аэробного типа обмена Y. lipolytica [9] 
показали себя мощным инструментом для выяв-
ления внутриклеточного действия маркеров этих 
заболеваний. В случае патологий, связанных с дис-
функцией митохондрий [40], это является важной 
задачей, поскольку митохондрии довольно глу-
боко вовлечены в работу систем клеточной сигна-
лизации, и зачастую сложно понять, является ли 
их дисфункция первичной или опосредована па-
тологическими изменениями клеточного окруже-
ния. Дрожжи Y. lipolytica, будучи одноклеточными 
организмами, лишены сложной системы межкле-
точных взаимодействий, а кроме этого, обладают 

разветвлённой системой полностью функциональ-
ных митохондрий «животного типа», содержащих 
все комплексы дыхательной цепи.

В работе Epremyan et al. [9] показано, что экс-
прессия Aβ42 в дрожжах вызывала дисфункцию 
митохондрий, характерную для ранних стадий 
развития болезни Альцгеймера в нейронах. Кроме 
того, колокализация митохондрий и амилоидных 
агрегатов позволили предположить наличие фи-
зического контакта митохондрий и амилоидных 
агрегатов, на что указывали некоторые другие 
работы  [41]. Поскольку витрификация образцов 
для криогенной микроскопии является наименее 
разрушающим методом фиксации объектов, дан-
ные, полученные в этой работе, можно считать 
наиболее достоверно показывающими отсутствие 
контакта агрегатов амилоидного белка и митохон-
дрий.

Тем не менее распределение расстояний ме-
жду агрегатами и митохондриальной мембраной 
свидетельствует о концентрации агрегатов вблизи 
митохондрий, что может иметь значение в процес-
сах транспорта митохондриальных субстратов, 
или влиянии агрегатов на биосинтез белков по 
причине большого числа рибосом, располагаю-
щихся также вблизи митохондрий.

Модель топологической связи суперком-
плексов в мембране митохондрий. Интересной 
особенностью, которую удалось установить имен-
но благодаря крио-ЭТ, оказался факт, что ATP-син-
тазы не только димеризуются (это можно обнару-
жить и с помощью нативного электрофореза), но 
ещё и образуют олигомерные ряды, которые дефор-
мируют мембрану, создавая на ней существенную 
кривизну [16, 42, 43]. Как оказалось, респирасомы 
тоже влияют на кривизну мембраны, что видно 
на криоэлектронных изображениях респирасом 
разных организмов [30, 34]. При этом взаимодей-
ствие комплекса I и димера комплекса III в респи-
расоме консервативно, и структура респирасомы 
имеет высокое сходство между видами  [44], что 
указывает и на консервативность взаимодействия 
респирасом с мембраной. Это позволяет предпо-
ложить, что связь респирасом с ATP-синтазами, 
показанная в работе Nesterov  et  al.  [7] (рис.  4,  в), 
может осуществляться в значительной степени 
за счёт механических свойств мембраны, стремя-
щейся компенсировать избыточное напряжение. 
Димеры ATP-синтаз создают около себя область 
наибольшей кривизны мембраны  [36], создавая 
тем самым напряжение в бислое и отклоняя его от 
энергетически оптимальной структуры, которая 
была бы при самоорганизации липида при отсут-
ствии белка. В области, отстоящей от ATP-синтаз, 
мембрана стремится прийти к равновесной топо-
логии ламеллярного бислоя. В то же время респи-
расомы также создают напряжение мембраны,  
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но липидный бислой вокруг них обладает суще-
ственно меньшей кривизной, чем около димеров 
ATP-синтаз. Для того чтобы респирасомы не созда-
вали отдельную область с искривлением мембра-
ны, им выгодно располагаться ближе к ATP-синта-
зам в той части мембраны, где кривизна для них 
уже и так является оптимальной и не требуется 
дополнительная энергия для механического на-
пряжения липидного бислоя. В таком случае дол-
жна наблюдаться предпочтительная ориентация 
респирасом вдоль одной оси, что действительно 
подтверждается экспериментом на митохондриях 
сердца  [7]. Таким образом, сила, притягивающая 
респирасомы к ATP-синтазе, имеет энтропийную 
топологическую природу и определяется мем-
браной, которая стремится минимизировать своё 
отклонение от равновесной приближенной к 
бислою структуры. Необходимо также отметить, 
что интегральные белковые комплексы, которые 
создают искривление митохондриальной мембра-
ны, создают вместе с тем вокруг себя мембранные 
домены (рафты) из кардиолипина и других липи-
дов, имеющих коническую форму, так как именно 
они оптимально подходят для создания кривизны 
в липидном бислое  [45]. Связь с кардиолипином 
ATP-синтаз и дыхательных комплексов (как по 
отдельности, так и собранных в респирасомы) 
многократно подтверждена экспериментами [38, 
46–53]. Способность кардиолипина формировать 
мембранные домены также показана в экспери-
менте [54].

Сортировка белков на основе их взаимодей-
ствия с липидами мембраны хорошо известна  – 
в  клетке на основе рафтов и нанорафтов функ-
ционирует система сортировки  [55]. Сортировка 
белков в мембранных рафтах происходит преиму-
щественно на основе совпадения или несовпаде-
ния толщины их гидрофобной мембранной зоны 
с толщиной определённого кластера из липидов 
мембраны (принцип гидрофобного несоответ-
ствия, hydrophobic mismatch). Вышеприведённые 
данные о мембранах митохондрий, помимо хоро-
шо известного принципа кластеризации белков 
со схожей гидрофобной зоной, позволяют доба-
вить ещё один принцип сортировки – на основе 
сродства белковых комплексов к зонам разной 
кривизны мембраны. Сложная топология внутрен-
ней мембраны митохондрий сердца и наличие в 
ней небислойных фаз наводит на мысль, что са-
моорганизация комплексов системы ОКСФОС в 
митохондриях сердца может идти по механизму, 
схожему с кристаллизацией in meso мембранных  
белков [56].

Таким образом, вышеприведённые данные по-
казывают, что структура респирасом эволюционно 
отобрана так, что посредством взаимодействия с 
липидами мембраны она обеспечивает локализа-

цию респирасом около димеров ATP-синтаз и тем 
самым кластеризацию всей системы ОКСФОС.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе показано экспериментальное при-
менение одного из самых современных методов 
структурной биологии для исследования взаимо-
действия агрегатов с мембранами, топологии са-
мих мембран и взаимного расположения мембран-
ных белков в митохондриях в нативных условиях. 
Проведён ряд новых экспериментов с использова-
нием CLEM, которые показали, что амилоидные 
агрегаты не взаимодействуют с внешней мембра-
ной митохондрий и не попадают в митохондрии. 
Также более глубоко проанализированы собствен-
ные данные последних лет и современные литера-
турные данные по криоэлектронной просвечиваю-
щей микроскопии и томографии митохондрий и 
митохондриальных мембран. Показано комплекс-
ное устройство и сложная топология мембран ми-
тохондрий сердца крыс, обогащённых крупными 
суперкомплексами, влияющими на кривизну мем-
браны. В  полном соответствии с этим мембрана 
митохондрий сердца имеет лишь незначительные 
области, в которых она близка к плоскому бислою, 
в то время как большая часть мембраны представ-
ляет собой сложную сеть из перемычек с высокой 
кривизной, на которых расположены ряды из ди-
меров ATP-синтаз и суперкомплексов дыхательной 
цепи. Те области мембраны, которые на ПЭМ тон-
ких срезов выглядят как ламеллярные, на самом 
деле испещрены множеством отверстий, в кото-
рых размещаются плотно стыкованные кластеры 
белковых комплексов системы ОКСФОС. В работе 
обсуждаются также теоретические основы, объ-
ясняющие кластеризацию мембранных белков 
системы ОКСФОС и кардиолипина минимизацией 
энергии деформации липидной части мембраны. 
Такой принцип организации мембранных белков 
предложено назвать топологическим.
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This paper presents new structural data about mitochondria using correlative light and electron mi-
croscopy and cryo-electron tomography (cryo-ET). These state-of-the-art structural biology methods al-
low the study of biological objects at nanometer scales in natural conditions. The non-invasiveness of 
these methods makes them comparable to observing animals in their natural environment on a safari.  
The paper highlights two areas of research that can only be accomplished using these methods. The study 
visualized the location of Aβ42 amyloid aggregates in relation to mitochondria to test a hypothesis for 
the development of mitochondrial dysfunction in Alzheimer’s disease. The results showed that Aβ42 
aggregates do not interact with mitochondria, although some of them are closely located. Therefore, the 
study demonstrated that mitochondrial dysfunction is not directly influenced by aggregates on mito-
chondrial structure. The source of mitochondrial dysfunction should be investigated in other processes.  
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Second unique area presented in this work is the high-resolution visualization of mitochondrial mem-
branes and proteins in them. The analysis of cryo-ET data reveals toroidal holes in the lamellar struc-
tures of cardiac mitochondrial cristae, where ATP synthases are located. The study proposes a new mech-
anism for sorting and clustering protein complexes in the membrane based on topology. According to 
this mechanism, the position of oxidative phosohorylation system proteins in the membrane is deter-
mined by its curvature. High-resolution tomography expands and complements existing ideas about the 
structural and functional organization of mitochondria. This makes it possible to study the previously 
inaccessible structural interactions of proteins with each other and with membranes in vivo.

Keywords: membrane, mitochondria, oxidative phosphorylation, supercomplex, cryo-electron microscopy, 
ATP-synthase, respirasome, Aβ42, amyloid aggregates


