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Митохондрии в эндотелиальных клетках выполняют важные регуляторные функции как при нормальных
физиологических процессах, так и при патологических состояниях, связанных с воспалением. Мы исследо!
вали влияние низких концентраций разобщителей окислительного фосфорилирования на воспалительную
активацию эндотелиальных клеток, использовав как классические разобщители 2,4!динитрофенол (ДНФ)
и 4,5,6,7!тетрахлоро!2!трифторметилбензимидазол (ТТФБ), так и митохондриально!направленный кати!
онный разобщитель додецилтифенилфосфоний (С12ТРР). Было показано, что разобщители подавляли
экспрессию E!селектина и молекул адгезии ICAM1 и VCAM1, а также адгезию нейтрофилов на поверхнос!
ти эндотелия, стимулированную фактором некроза опухолей (TNF). Механизм противовоспалительного
действия разобщителей был, по крайней мере, отчасти, связан с подавлением активации транскрипцион!
ного фактора NFκB за счет снижения фосфорилирования его ингибирующей субъединицы IκBα. Диапазон
концентраций С12ТРР, при которых наблюдалось подавление экспрессии ICAM1, был на 3 порядка шире,
чем у классических разобщителей. Предположительно при снижении мембранного потенциала уменьшает!
ся накопление проникающих катионов в митохондриях, что снижает их разобщающую активность и предот!
вращает дальнейшее падение потенциала. Восстановление мембранного потенциала после удаления разоб!
щителей не отменяло их противовоспалительное действие. Таким образом, «мягкое» разобщение может
быть стимулом для активации механизмов, обеспечивающих резистентность эндотелиальных клеток к
действию TNF. Мы не обнаружили заметного влияния разобщителей на биогенез митохондрий и актива!
цию аутофагии, однако было отмечено уменьшение фракции фрагментированных митохондрий, что указы!
вало на вероятное изменение их сигнальных свойств. Ранее мы показали, что как классические, так и ми!
тохондриально!направленные антиоксиданты подавляют NFκB!зависимую активацию эндотелия под
действием TNF. Полученные данные позволяют предположить, что противовоспалительное действие «мяг!
кого» разобщения связано с его антиоксидантным действием.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: воспаление, эндотелий, молекулы адгезии, митохондрии, разобщение окислитель!
ного фосфорилирования, проникающие катионы семейства SkQ.
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Повышение уровня фактора некроза опухо!
лей (TNF) в крови вызывает аномальную акти!
вацию эндотелия и его повреждение (эндотели!
альные дисфункции) [1–4]. Один из основных
механизмов активации эндотелия под действи!
ем воспалительных цитокинов заключается в
индукции экспрессии молекул адгезии (таких
как ICAM1 и VCAM1) и селектинов (таких как
Е!селектин и Р!селектин) на поверхности эндо!
телиальных клеток. Эти молекулы обеспечива!
ют адгезию и последующую трансмиграцию
лейкоцитов через сосудистый барьер в ткани [5].
Основной регулятор экспрессии молекул адге!
зии при действии TNF – транскрипционный
фактор NFκB [6]. 

Исследования последних лет показали, что
митохондрии модулируют ответ различных кле!
ток на воспалительные стимулы [7–9]. В эндо!
телиальных клетках митохондрии, не являясь
основным источником АТФ [10], играют важ!
нейшую сигнальную роль как в норме, так и при
патологических состояниях эндотелия [9,
11–13]. Предполагается, что митохондрии эндо!
телиальных клеток являются гомеостатически!
ми регуляторами кальциевой сигнальной систе!
мы [14], а также генерации NO и активных форм
кислорода (АФК) [15]. Показано, что активация
эндотелия, вызванная TNF, снижается под
действием ингибитора первого комплекса дыха!
тельной цепи митохондрий и ингибиторов отк!
рытия митохондриальной поры [16]. АФК игра!
ют важную роль в сосудистой физиологии и па!
тофизиологии [17]. Ранее мы показали, что в эн!
дотелиальных клетках митохондриальные АФК
передают сигнал апоптоза, вызванного высоки!
ми дозами TNF [18]. Известно, что TNF вызы!
вает продукцию АФК, в т.ч. митохондриальных
[19, 20]. Недавно мы показали [21], что у старых
мышей, длительное время получавших митохонд!
риально!направленный антиоксидант SkQ1,
снижается экспрессия молекул адгезии в аортах.
В эндотелиальных клетках SkQ1, а также класси!
ческие антиоксиданты в тысячекратно более вы!
соких концентрациях ингибировали TNF!зави!
симую активацию NFκB [21]. Активация NF!κB
может регулироваться различными редокс!
чувствительными компонентами сигнальных
путей, однако противоречивые данные, полу!
ченные в разных лабораториях, не позволяют
составить полную картину происходящего [22].

Известно, что небольшое снижение мемб!
ранного потенциала митохондрий, не останав!
ливая синтез АТФ (так называемое «мягкое» ра!
зобщение), может значительно снизить генера!
цию АФК в митохондриях [23–25]. В клетках
эндотелия как разобщители окислительного
фосфорилирования, так и повышенная экс!

прессия митохондриальных разобщающих бел!
ков (UCP) снижали генерацию АФК митохонд!
риями [26–29]. В модели ex vivo на коронарных
артериях старых крыс разобщитель карбонил!
цианид!4!трифторметоксифенилгидразон
(FCCP) снижал митохондриальный окисли!
тельный стресс и NFκB!зависимую экспрессию
молекул адгезии [30]. Предполагается, что в
клетках разобщители могут действовать, во!пер!
вых, не допуская гиперполяризации митохонд!
рий и тем самым подавляя генерацию АФК [25],
и, во!вторых, индуцируя экспрессию антиокси!
дантных ферментов [31].

Ранее было показано, что проникающие ка!
тионы могут проявлять свойства «мягких» мито!
хондриально!направленных разобщителей [24,
25]. Эти соединения способствуют циклическо!
му трансмембранному переносу жирных кислот,
стимулируя их протонофорную активность.
Снижение мембранного потенциала уменьшает
накопление катионов в митохондриях и тем са!
мым снижает их разобщающую активность. Та!
ким образом, липофильные катионы приобре!
тают свойства саморегулирующихся разобщите!
лей, вызывая ограниченную деполяризацию
мембраны митохондрий в широком диапазоне
концентраций. 

Целью нашей работы было изучение меха!
низма действия митохондриально!направлен!
ных разобщителей на воспалительную актива!
цию клеток эндотелия. Мы показали, что дли!
тельное воздействие липофильного катиона
C12TPP, а также классических разобщителей
(ДНФ, ТТФБ) приводит к подавлению NFκB!
зависимой экспрессии молекул адгезии и сни!
жению сорбции нейтрофилов на поверхности
клеток эндотелия, стимулированных TNF. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Клеточные культуры. Человеческие эндоте!
лиальные клетки линии EA.hy926 растили на
среде DMEM («Gibco», США), содержавшей
10% эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС)
(«HyClone», США) и HAT (гипоксантин/ами!
ноптерин/тирозин) («Sigma», США). Первич!
ные эндотелиальные клетки пупочной вены че!
ловека (HUVEC), которые были любезно пре!
доставлены М.А. Лагарьковой (Институт общей
генетики РАН), выращивали на среде для пер!
вичных культур эндотелиальных клеток, содер!
жавшей все необходимые добавки (EGM!2
BulletKit, «Lonza», США), и использовали в экс!
периментах на 2–4 пассажах. Культуральные мат!
расы и планшеты, используемые для HUVEC,
предварительно обрабатывали 2%!ным водным
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раствором желатина («Sigma», США). Клетки
человеческой промиелоцитной лимфомы линии
HL!60 выращивали на среде RPMI 1640 («Gibco»,
США), содержавшей 10% ЭТС («HyClone»,
США). Все клетки культивировали при 37° в
присутствии 5%!ного CO2.

Проникающие катионы (С12TPP и SkQ1;
синтезированы Г.А. Коршуновой и Н.В. Сумба!
тян, НИИ ФХБ им. А.Н. Белозерского, МГУ
им. М.В. Ломоносова); разобщители (ДНФ и
ТТФБ), олигомицин и дезоксиглюкозу («Sigma»,
США) добавляли к полностью конфлюэнтному
монослою клеток EA.hy926 за 3 ч до измерения
мембранного потенциала митохондрий или за
12 ч до измерения содержания АТФ. Во всех ос!
тальных опытах эндотелиальные клетки культи!
вировали до полностью конфлюэнтного моно!
слоя (3 дня) в присутствии проникающих кати!
онов, разобщителей и антиоксидантов, а затем
меняли культуральную среду на новую, содер!
жавшую 0,2%!ную ЭТС, и через 12 ч добавляли
TNF (любезно предоставлен Л.Н. Шингаровой,
ИБХ РАН).

Оценка мембранного потенциала митохондC
рий. Мембранный потенциал митохондрий оце!
нивали, используя флуоресцентный зонд TMRM
(«Sigma», США), который электрофоретически
накапливается в митохондриях. Клетки инкуби!
ровали с TMRM (100 нМ, 15 мин), затем снима!
ли с планшетов раствором трипсина с ЭДТА
(«Gibco», США) и измеряли флуоресценцию с
помощью проточного цитофлуориметра (Beckman
Coulter Cytomics FC 500, «Beckman Coulter», США).

Измерение содержания АТФ в клетках. Со!
держание АТФ в клетках измеряли, используя
набор «ATP Bioluminescence Assay Kit CLS II»
(«Hoffmann!La Roche», Швейцария). Пробы под!
готавливали согласно рекомендациям произво!
дителя. Измерения проводили на планшетном
люменометре (Victor X5, «PerkinElmer», США).

Выделение ДНК, РНК и обратная транскрипC
ция. ДНК выделяли с помощью набора «DNeasy
Blood & Tissue» («Qiagen», США), а РНК – с по!
мощью набора «RNeasy Mini Kit» («Qiagen»,
США). Качество выделенной РНК определяли
спектрофотометрически, измеряя отношение
поглощения А260/А280 и А260/А230. РНК обрабаты!
вали ДНКазой («Fermentas», Литва). кДНК по!
лучали следующим образом: 2 мкг денатуриро!
ванной РНК, 0,1 мкг случайных гексамерных
праймеров, 0,2 мкг oligo!dT и 0,5 мМ дНТФ ин!
кубировали в 1× буфере («Invitrogen», США) с
200 ед ревертазы Superscript III в течение 50 мин
при 43°. 

ПЦР в реальном времени проводили на амп!
лификаторе iCycler iQ («Bio!Rad», США). Для
определения экспрессии целевых генов исполь!

зовали смесь EVA Green («Синтол», Россия) сог!
ласно протоколу производителя. Последова!
тельности праймеров приведены в таблице. 

Перед началом реакции смесь прогревали
при 95° в течение 3 мин. ПЦР проводили по
протоколу (45 циклов): денатурация (95°) – 15 с,
отжиг (56°) – 30 с, элонгация (72°) – 30 с. На ста!
дии элонгации фиксировалась интенсивность
флуоресценции. После завершения ПЦР для
определения специфичности реакции анализи!
ровали кривую плавления в диапазоне 55–95°.
Для каждого образца ДНК или кДНК использо!
вали три повтора. Эффективность амплифика!
ции с выбранными парами праймеров составила
95–102%. Расчеты уровня экспрессии проводи!
ли с учетом эффективности амплификации
праймеров. Значения экспрессии мРНК целе!
вых генов нормировали на значения экспрессии
генов RPL32, аналогичным образом определяли
относительный уровень мтДНК/яДНК.

Оценка адгезии нейтрофилов на эндотелии.
Клетки линии EA.hy926 инкубировали с 5 нг/мл
TNF в течение 8 ч, дважды промывали свежей
средой RPMI 1640 и затем инкубировали 30 мин
при 37° с суспензией клеток HL!60, меченых
BCECF!DA («Molecular Probes», США). Несвя!
завшиеся клетки смывали RPMI 1640, фиксиро!
вали препарат 2%!ным параформальдегидом и
получали изображения с помощью флуоресцент!
ного микроскопа Axiovert 250 («Carl Zeiss», Гер!
мания). 

ВестернCблот. Иммуноблоттинг проводили,
как описано ранее [18]. Использовались первич!
ные антитела против p!IκBα, GAPDH и COXIV
(«Cell Signaling», США) и тубулина («Sigma»,
США). В качестве вторичных антител использо!
вали меченые пероксидазой хрена антитела про!
тив иммуноглобулинов кролика или мыши
(«Sigma», США). Визуализацию проводили с на!
бором ECL («Amersham», США) в соответствии
с протоколом производителя.

Оценка количества аутофагосом и структуры
митохондриального ретикулума. Аутофагосомы
визуализировали в живых клетках, используя
набор Cyto!ID® Autophagy Detection Kit («Enzo»,
США) согласно рекомендациям производителя.
Одновременно для выявления митохондрий к
клеткам добавляли 200 нМ MitoTracker Red
(«Molecular Probes», США). Изображения полу!
чали с использованием флуоресцентного мик!
роскопа Axiovert 250 («Carl Zeiss», Германия).
Число аутофагосом и длину митохондрий в
клетках определяли в автоматическом режиме с
помощью программы MotionTracking 8.84.3
(http://motiontracking.mpi!cbg.de). Митохонд!
рии считали фрагментированными, если их
длина была менее 2 мкм.
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Статистическая обработка результатов. Изоб!
ражения анализировали, используя программу
ImageJ (http://imagej.nih.gov/). Статистическую
обработку результатов проводили в программе
«Статистика 6.0». На всех гистограммах и графи!
ках данные представлены в виде средних значе!
ний и стандартной ошибки среднего. Статисти!
ческую значимость определяли, используя t!кри!
терий Стьюдента. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние проникающих катионов и классичесC
ких разобщителей на мембранный потенциал миC
тохондрий и синтез АТФ. Ранее было показано,
что проникающие катионы семейства SkQ явля!
ются митохондриально!направленными разоб!
щителями окислительного фосфорилирования
[24, 25]. Сейчас мы подтвердили, что в клетках
EA.hy926 липофильные катионы C12TPP и SkQ1
снижают мембранный потенциал митохондрий
(рис. 1, а), как и классические разобщители
(рис. 1, б). Любопытно, что в этой клеточной
модели C12TPP оказался более эффективным
разобщителем по сравнению с SkQ1, что не со!
ответствует данным, ранее полученным на изо!
лированных митохондриях [24]. Возможно,
присутствие реакционноспособного остатка хи!
нона в молекуле SkQ1 приводит к его частично!
му связыванию с клеточными структурами и
снижает эффективность накопления в мито!
хондриях. Мы обнаружили, что небольшое (на
7–10%) снижение мембранного потенциала под
действием низких концентраций катионных со!
единений и классических разобщителей не соп!
ровождалось полным прекращением окисли!
тельного фосфорилирования в клетках EA.hy926.
Этот вывод основан на том, что ингибитор АТФ!
синтазы митохондрий олигомицин (5 мкг/мл)

повышал мембранный потенциал в присутствии
С12ТРР (20 нМ), ДНФ (5 мкМ) и ТТФБ (0,1 мкМ)
(рис. 1, в). 

Следует отметить, что даже полное блокиро!
вание митохондриальной АТФ!синтазы олиго!
мицином существенно не влияло на уровень
АТФ в клетках EA.hy926, и лишь подавление
гликолиза добавлением 5 мМ дезоксиглюкозы
приводило к его снижению (рис. 1, г). Эти ре!
зультаты хорошо согласуются с литературными
данными о том, что в эндотелии АТФ образует!
ся главным образом за счет гликолиза [10]. Та!
ким образом, при выбранных концентрациях
как проникающие катионы, так и классические
разобщители вызывают «мягкое» разобщение,
снижая мембранный потенциал митохондрий
без полной остановки окислительного фосфо!
рилирования и падения уровня АТФ.

«Мягкое» разобщение подавляет NFκκBCзавиC
симую активацию эндотелиальных клеток, стимуC
лированных TNF. Для исследования действия
«мягкого» разобщения на воспалительный ответ
эндотелиальных клеток (EA.hy926 и HUVEC)
мы использовали подходы in vitro, в которых ак!
тивацию клеток проводили TNF [21]. Критери!
ями для оценки активации были возрастание
экспрессии мРНК молекул адгезии (ICAM1 и
VCAM1) и Е!селектина и возрастание адгезии
клеток промиелоцитарной лимфомы линии
HL!60 к монослою эндотелиальных клеток. Ра!
нее мы показали, что TNF в этих условиях также
стимулирует накопление молекул адгезии на по!
верхности клеток и секрецию провоспалитель!
ных интерлейкинов!6 и !8 [21]. Из данных,
представленных на рис. 2, а видно, что в эндоте!
лиальных клетках линии EA.hy926 проникаю!
щие катионы C12TPP и SkQ1 подавляли
экспрессию ICAM1 в широком диапазоне кон!
центраций (0,2–20 нМ), и их эффективность ма!
ло различалась. ДНФ и ТТФБ в концентрациях,
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Мишень
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ICAM1

Е!селектин

VCAM1

MnSOD

яДНК

мтДНК

прямой

5'!CATCTCCTTCTCGGCATCA!3'

5'!TGTCATCATCACTGTGGTAGC!3'

5'!TGGTTGAGTGTGATGCTGTG!3'

5'!CTTCTCGTGCTCTATTTTG!3'

5'!CGTGACTTTGGTTCCTTTG!3'

5'!ACCTGCTCCTGAATGACTA!3'

5'!ACCCTATGTCGCAGTATCTGTC!3'

обратный

5'!AACCCTGTTGTCAATGCCTC!3'

5'!CTTGTGTGTTCGGTTTCATGG!3'

5'!CGTTGGCTTCTCGTTGTCC!3'

5'!TTGACTTCTGTGCTTCTAC!3'

5'!GCTCCCACACATCAATCC!3'

5'!GATTCTGGTATGTGGTGTCTT!3'

5'!ATGATGTCTGTGTGGAAAGTGG!3'

Праймеры для определения содержания мРНК методом ПЦР в реальном времени

Праймеры
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при которых деполяризация митохондрий не
превышала 7–10%, также подавляли экспрес!
сию ICAM1, однако небольшое повышение
концентрации разобщителей отменяла или даже
обращала этот эффект (рис. 2, б). Диапазон
действующих концентраций у классических ра!
зобщителей был значительно (на 3 порядка)
уже, чем у проникающих катионов C12TPP и
SkQ1 (рис. 2, а, б). Различия между двумя типа!
ми разобщителей, возможно, связаны с тем, что
при снижении мембранного потенциала умень!
шается накопление проникающих катионов в
митохондриях, что снижает их разобщающую
активность и ведет к стабилизации потенциала.
Важно отметить, что проникающие катионы и
разобщители подавляли экспрессию ICAM1 в

той же мере, что и классические антиоксиданты
(рис. 2, в).

«Мягкое» разобщение ингибировало и дру!
гие признаки активации эндотелия под действи!
ем TNF. На эндотелиальных клетках HUVEC
проникающие катионы C12TPP (0,2 нМ) и SkQ1
(0,2 нМ), так же как и классические разобщите!
ли ДНФ (5 мкМ) и ТТФБ (0,1 мкМ), наряду с
ICAM1, подавляли экспрессию Е!селектина и
VCAM1 (рис. 2, г).

Молекулы адгезии и селектины обеспечива!
ют остановку роулинга и прикрепление лимфо!
цитов к эндотелию сосудов, что необходимо для
трансмиграции лимфоцитов в ткани [5]. Для
оценки функциональной активности молекул
адгезии мы исследовали адгезию клеток проми!
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Рис. 1. Влияние проникающих катионов и классических разобщителей на мембранный потенциал митохондрий в клет!
ках EA.hy926. Деполяризация митохондрий: а – под действием проникающих катионов (1 – С12ТРР, 2 – SkQ1), б – под
действием разобщителей (3 – ТТФБ, 4 – ДНФ). в – Олигомицин (5 мкг/мл) предотвращает деполяризацию митохондрий,
вызванную низкими дозами C12TPP (0,2 нМ), ДНФ (5 мкМ) и ТТФБ (1 мкМ); г – действие олигомицина (5 мкг/мл) и де!
зоксиглюкозы (5 мМ) на содержание АТФ в клетках
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елоцитарной лимфомы человека линии HL!60
(эти клетки экспрессируют на своей поверхнос!
ти лиганды для молекул адгезии и селектинов) к
монослою клеток EA.hy926. Как проникающие
катионы, так и классические разобщители по!
давляли адгезию клеток HL!60 к поверхности
эндотелиальных клеток (рис. 2, д).

Основным регулятором экспрессии молекул
адгезии при активации эндотелия под действи!
ем TNF является транскрипционный фактор
NFκB [6]. Ранее мы показали, что ингибирова!
ние NFκB в клетках EA.hy926 в значительной
мере подавляет стимулированную TNF экспрес!
сию ICAM1 [21]. Активация NFκB под действи!

ем TNF включает фосфорилирование и после!
дующий протеолиз ингибирующей субъедини!
цы IκBα, которая удерживает NFκB в цитоплаз!
ме [32]. Все использованные нами разобщители
подавляли фосфорилирование IκBα в тех же
концентрациях, в которых они подавляли
экспрессию ICAM1 (рис. 3).

Таким образом, было показано, что длитель!
ное «мягкое» разобщение окислительного фос!
форилирования приводит к подавлению NFκB!за!
висимой активации эндотелиальных клеток под
действием TNF.

«Мягкое» разобщение может индуцировать
механизмы, обеспечивающие резистентность энC
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Рис. 2. Проникающие катионы, классические разобщители и антиоксиданты подавляют активацию эндотелиальных кле!
ток, вызванную TNF. а–в – Экспрессия мРНК ICAM1 в клетках EA.hy926 после стимуляции TNF (0,25 нг/мл, 4 ч). 1 –
SkQ1, 2 – С12ТРР, 3 – ТТФБ, 4 – ДНФ. г – Экспрессия мРНК ICAM1, VCAM1 и Е!селектина в клетках HUVEC. д – Ад!
гезия клеток HL!60 к клеткам EA.hy926, активированным TNF (5 нг/мл, 12 ч). Концентрации добавленных соединений
(в–д): SkQ1 (0,2 нМ), C12TPP (0,2 нМ), ДНФ (5 мкМ), ТТФБ (1 мкМ), NAC (5 мМ) и Trolox (200 мкМ). N � 4, * р � 0,05,
** р � 0,01, *** р � 0,001
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дотелиальных клеток к активирующему действию
TNF. Противовоспалительное действие прони!
кающих катионов C12TPP и SkQ1 проявлялось
лишь после длительной (3 дня) обработки ими
клеток. Подобное отложенное действие SkQ1
мы наблюдали ранее во многих клеточных моде!
лях [18, 33–35]. Мы обнаружили, что удаление
из среды как проникающих катионов (C12TPP,
SkQ1), так и классических разобщителей (ДНФ и
ТТФБ) за 12 ч до добавления TNF не влияло на
их способность подавлять экспрессию ICAM1 и
других маркеров воспаления (см. раздел «Мето!
ды исследования»). Используя высокие концент!
рации разобщителей, мы показали, что удале!
ние из среды ДНФ (400 мкМ) приводит к полно!
му восстановлению мембранного потенциала
митохондрий, в то время как после удаления из
среды C12TPP (1 мкМ) митохондрии остаются
деполяризованными по крайней мере в течение
12 ч. Это указывало на то, что классические ра!
зобщители способны индуцировать механизмы,
которые ингибируют провоспалительное
действие TNF в отсутствие разобщения. В то же
время действие проникающих катионов может
помимо этого обеспечиваться их прямым разоб!
щающим эффектом.

Одним из основных индуцибельных антиок!
сидантных ферментов митохондрий является

марганцевая супероксиддисмутаза (MnSOD).
Мы проверили возможность ее индукции, но не
обнаружили стимуляции экспрессии этого фер!
мента под действием разобщителей (рис. 4, а).

Возможные механизмы индукции противовосC
палительных эффектов «мягкого» разобщения.
Слабые митохондриальные стрессы, такие как
частичная деполяризация мембраны, торможе!
ние синтеза АТР, усиление генерации АФК, из!
быточное накопление Ca2+, способны индуци!
ровать механизмы усиления биоэнергетических
функций, контроля качества и антиоксидант!
ной защиты митохондрий, что ведет к усилению
адаптации клеток к неблагоприятным условиям
[31]. Например, у мышей длительный прием
низких доз ДНФ приводил к увеличению сред!
ней продолжительности жизни, и при этом наб!
людалось подавление окислительных поврежде!
ний мембран, белков и ДНК, а также стимуля!
ция биогенеза митохондрий в мышцах и жиро!
вой ткани [36, 37].

Мы оценили влияние длительного «мягкого»
разобщения на количество и структуру митохонд!
рий, а также на общую аутофагию и специфи!
ческую аутофагию митохондрий (митофагию).
В клетках EA.hy926 разобщители не вызывали
существенного изменения содержания мтДНК
(рис. 4, б) и экспрессии маркерного белка внут!
ренней мембраны – субъединицы IV цитохром!
оксидазы (COXIV) (рис. 4, в, г). Можно предпо!
лагать, что частичное разобщение в этих услови!
ях не запускает механизмы «ретроградного сиг!
налинга», которые включаются, например, при
голодании, и стимулируют биогенез митохонд!
рий, поскольку уровень АТР в этих клетках
практически не зависел от окислительного фос!
форилирования (рис. 1, г).

«Мягкое» разобщение может способствовать
повышению качества митохондриальной попу!
ляции, стимулируя механизмы контроля качест!
ва и элиминации поврежденных органелл. При
высоких концентрациях разобщители вызывают
интенсивное накопление аутофагосом [38]. В то
же время длительная инкубация с разобщителя!
ми в низких концентрациях, вызывавших про!
тивовоспалительное действие, не приводила к
усилению липидизации белка LC3, которая не!
обходима для индукции аутофагии (рис. 5, а, б),
и не влияла на содержание аутофагосом в этих
клетках (рис. 5, в, г). Полученные результаты
свидетельствуют об отсутствии стимуляции мас!
совой аутофагии при «мягком» разобщении, од!
нако не позволяют судить о митофагии. Для
анализа этого процесса мы одновременно окра!
шивали митохондрии и аутофагосомы, но суще!
ственной колокализации аутофагосом с митохонд!
риями не наблюдалось ни в исходных клетках,
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Рис. 3. Проникающие катионы, классические разобщите!
ли и антиоксидант подавляют стимулированное TNF фос!
форилирование IκBα. Клетки EA.hy926 стимулировали
TNF (0,5 нг/мл, 15 мин). Концентрации добавленных сое!
динений – как на рис. 2, в–д. а – Результаты типичного
вестерн!блота; б – статистическая обработка результатов ден!
ситометрического анализа вестерн!блотов. N = 5, * р � 0,05

б

*

а
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ни после инкубации с разобщителями (данные
не приведены).

Не увеличивая содержание митохондрий в
клетках эндотелия, длительное «мягкое» разоб!
щение приводило к изменению структуры ми!
тохондриального ретикулума (рис. 5, в, д). Ранее
мы показали, что митохондрии в клетках
EA.hy926, которые образуют полностью конф!
люэнтный монослой, чрезвычайно гетероген!
ны. Среди них наблюдалась ярко выраженная
популяция раздробленных митохондрий с низ!
ким потенциалом [18]. Аналогичная гетероген!
ность митохондрий наблюдалась и в фиброблас!
тах [34]. Длительная обработка (4 дня) эндоте!
лиальных клеток низкими концентрациями
C12TPP (0,2 нМ) и ДНФ (5 мкМ) приводила к
снижению количества полностью фрагментиро!
ванных митохондрий в клетках (рис. 5, в, д). Эти
изменения могли явиться следствием одновре!
менной активации биогенеза митохондрий и из!
бирательной митофагии без изменения общего

количества митохондрий. С другой стороны, вли!
яние длительного «мягкого» разобщения на струк!
туру митохондрий могло быть следствием анти!
оксидантного действия. Ранее мы показали, что
митохондрии являются чувствительными сенсо!
рами окислительного стресса в клетках. Проок!
сиданты вызывали фрагментацию протяженных
митохондрий, а антиоксиданты, как классические,
так и митохондриально!направленные, предотвра!
щали этот эффект [39]. Можно предполагать, что
уменьшение фракции фрагментированных мито!
хондрий с низким потенциалом может способ!
ствовать снижению митохондриальной продук!
ции АФК. Основным указанием на то, что меха!
низм противовоспалительного действия разоб!
щителей может быть связан со снижением со!
держания АФК, является тот факт, что класси!
ческие антиоксиданты NAC (1–5 мМ) и Trolox
(100–200 мкМ) заметно подавляли вызванную
TNF активацию NFκB (рис. 3) и экспрессию
ICAM1 в клетках EA.hy926 (рис. 2, а).
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Рис. 4. Проникающие катионы и разобщители не влияют на содержание мтДНК и митохондриального белка COXIV, а
также на экспрессию MnSOD в эндотелиальных клетках. а – Экспрессия мРНК MnSOD в клетках HUVEC; б – содержа!
ние мтДНК в клетках EA.hy926. Содержание COXIV в клетках EA.hy926: в – типичный вестерн!блот; г – статистическая
обработка результатов денситометрического анализа вестерн!блотов, N = 3. Концентрации добавленных соединений –
как на рис. 2, в–д
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Рис. 5. Влияние С12ТРР и ДНФ на количество аутофагосом и структуру митохондрий в клетках EA.hy926. Содержание
двух форм белка LC!3, исходной (I) и липидизированной (II): а – типичный вестерн!блот; б – статистическая обработка
результатов денситометрического анализа вестерн!блотов, N = 3; в – флуоресцентная микроскопия, масштабная линей!
ка – 15 мкм; г – количество аутофагосом на клетку, N = 11–15; д – относительное содержание полностью фрагментиро!
ванных митохондрий на клетку. N = 7–10, * р � 0,01, ** р � 0,001
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Полученные данные указывают на то, что
длительное «мягкое» разобщение окислитель!
ного фосфорилирования приводит к индукции
резистентности эндотелиальных клеток к про!
воспалительному действию TNF, активирующе!
му NFκB!зависимый сигнальный путь. Возмож!
но, одной из причин их противовоспалительно!
го действия является снижение генерации АФК
в митохондриях. Известно, что повышенный
уровень TNF в крови сопутствует множеству па!
тологических состояний, а также старению [40].
Основной мишенью повреждающего действия
TNF является эндотелий, дисфункции которого
приводят к развитию различных сердечно!сосу!
дистых патологий [41]. Ранее в моделях ишеми!
ческого поражения почек и мозга была показана
высокая терапевтическая эффективность кати!
онных разобщителей [42]. Мы предполагаем,
что основным механизмом, обусловливающим
терапевтическое действие разобщителей, явля!
ется их противовоспалительное действие на эн!
дотелий сосудов.

Мы впервые обнаружили, что даже неболь!
шое снижение мембранного потенциала мито!
хондрий способно изменить физиологическое
состояние эндотелия и защитить его от деструк!
тивного действия провоспалительных цитоки!
нов. Эти результаты открывают перспективы
использования «мягких» митохондриально!

направленных разобщителей в качестве эффек!
тивных ангиопротекторов для терапии различ!
ных патологий, связанных с избыточным воспа!
лением.
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Mitochondria in endothelial cells play an important regulatory role in physiology as well as in pathophysiology relat!
ed to excessive inflammation. We have studied the effect of low doses of mitochondrial uncouplers on inflammatory
activation of endothelial cells using classic uncouplers 2,4!dinitrophenol (DNP) and 4,5,6,7!tetrachloro!2!trifluo!
romethylbenzimidazole (TTFB) as well as mitochondria!targeted cationic uncoupler dodecyltriphenylphosphonium
(C12TPP). All studied uncouplers suppressed expression of E!selectin, adhesion molecules ICAM1 and VCAM1, as
well as adhesion of neutrophils to endothelium induced by tumor necrosis factor (TNF). The antiinflammatory action
of the uncouplers was at least in part mediated by the inhibition of NFκB activation due to decrease in phosphoryla!
tion of the inhibitory subunit IκBα. The dynamic concentration range for inhibition of ICAM1 expression by C12TPP
was three orders of magnitude higher than with the classic uncouplers. Probably decrease in membrane potential
inhibited accumulation of penetrating cations into mitochondria, thus lowering uncoupling activity and preventing
further loss of mitochondrial potential. Membrane potential recovery after removal of the uncouplers did not abolish
its antiinflammatory action. Thus, mild uncoupling could induce TNF resistance in endothelial cells. We did not find
significant stimulation of mitochondrial biogenesis and autophagy by the uncouplers. However, we observed a
decrease in the relative amount of fragmented mitochondria. The latter might significantly change signaling proper!
ties of the mitochondria. Earlier, we showed that both classic and mitochondria!targeted antioxidants inhibited TNF!
induced NFκB!dependent activation of endothelium. The present data suggest that the antiinflammatory effect of
mild uncoupling is related to its antioxidant action.

Key words: inflammation, endothelium, adhesion molecules, mitochondria, uncoupling of oxidative phosphorylation,
penetrating cations of SkQ family


