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Известно, что наиболее токсичными считаются активированные производные длинноцепочечных
жирных кислот ацилкарнитины (LCАC), которые наряду с кальцием могут участвовать в индукции
митохондриальной поры, вовлекая различные типы фосфолипаз. В данной работе исследовано
влияние ингибиторов Ca2+-независимых и Са2+-зависимых фосфолипаз, а также ингибитора кар-
нитин-пальмитоилтрансферазы на индукцию поры D,L-пальмитоилкарнитином (РС, C16:0).
В экспериментах на изолированных митохондриях печени крыс исследовали влияние РС на ско-
рость дыхания митохондрий, мембранный потенциал (ΔΨm) и набухание митохондрий при окисле-
нии глутамата и пирувата или сукцината. Показано, что ингибиторы карнитин-пальмитоилтранс-
феразы-1 этомоксир 2, Ca2+-зависимой фосфолипазы сPLA2 аристолоховая кислота или Ca2+-не-
зависимой фосфолипазы iPLA2γ бромоенол лактон и PACOCF3 вызывали увеличение критических
концентраций D,L-пальмитоилкарнитина (РС*), необходимых для снижения мембранного потен-
циала и индукции набухания митохондрий. В активированном ADP состоянии (ADP + Mg2++гек-
сокиназа) этомоксир 2 и аристолоховая кислота усиливали ингибирование дыхания и падение по-
тенциала, вызванные избытком PC, в то время как ингибиторы фосфолипазы iPLA2γ PACOCF3 и
бромоенол лактон, оказывали выраженный защитный эффект. Ингибирование iPLA2γ препятство-
вало снижению ΔΨm и ингибированию дыхания митохондрий, вызванных PC. Таким образом, по-
лученные результаты свидетельствуют о вовлечении митохондриальной фосфолипазы iPLA2γ в ин-
дукцию митохондриальной поры длинноцепочечными ацилкарнитинами.

Ключевые слова: длинноцепочечные ацилкарнитины, митохондриальная пора, ингибиторы фосфо-
липаз, кальций независимая фосфолипаза iPLA2γ
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ВВЕДЕНИЕ
Индукция митохондриальной циклоспорин А

(CsA)-зависимой поры (mPTP) считается ключе-
вым фактором гибели клеток различных органов
и тканей при ишемии-реперфузии, нейродеге-
неративных заболеваниях, действии различных
токсинов и др. [1–4]. Ионы кальция рассматрива-
ются в качестве основного индуктора этой поры.
Однако хорошо известно, что в условиях ише-
мии-реперфузии концентрации длинноцепочеч-
ных жирных кислот (LCFA) и их карнитиновых
производных (LCАC) в очаге поражения клеток
могут превышать десятки мкМ [5, 6]. Наиболее
токсичными считаются LCАC, активированные
производные LCFA, концентрации которых в
крови пациентов с ожирением, стеатогепатитом и
диабетом 2 типа (T2D), а также при некоторых
сердечно-сосудистых заболеваниях могут в 2–4 ра-

за превышать контрольные значения, что увели-
чивает риск инфаркта/инсульта в несколько раз
[7, 8]. Исследования последних лет показывают,
что LCАC и соответствующие ацил-КоА (Acyl-
CoA) могут накапливаться в постишемических
митохондриях в больших концентрациях [9]. Пред-
полагается, что образующиеся в клетках из LCАC
длинноцепочечные ацил-КоА являются основны-
ми токсинами, вызывающими подавление энер-
гетики митохондрий вследствие ингибирования
ключевых NAD-зависимых дегидрогеназ мито-
хондрий и различных транспортеров [10–16] и ак-
тивации открытия CsA-зависимой поры [3, 8, 14, 16].

Также известно, что LCFA могут вызывать об-
разование кальций-зависимой липидной поры
[17–19]. Насыщенные жирные кислоты: мири-
стиновая (С14:0), пальмитиновая (С16:0), стеари-
новая (C18:0) и эйкозаноевая (C20:0), имеющие в
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сравнении с другими LCFA высокое сродство к
Са2+, могут образовывать в мембранах липидную
пору. Образование такой обратимой липидной
поры не чувствительно к действию CsA и предот-
вращается в присутствии EGTA, что свидетель-
ствует о формировании комплексов LCFA и Са2+

[18, 19]. Поэтому можно допустить, что деацили-
рование пальмитоил-КоА или миристоил-КоА в
митохондриях с образованием свободных жир-
ных кислот и Коэнзима А (КоА), может приво-
дить к локальному накоплению соответствующих
жирных кислот и индукции Са2+-зависимой ли-
пидной поры.

Наши предыдущие исследования, проведен-
ные на изолированных митохондриях печени
крыс, показали, что D,L-ацилкарнитины с раз-
личной длиной углеродной цепи (от С6:0 до
С16:0) могут вызывать ингибирование дыхания
митохондрий и индукцию митохондриальной по-
ры. Влияние этих D,L-ацилкарнитинов на ско-
рость дыхания митохондрий, набухание и сниже-
ние митохондриального потенциала было обрат-
но-пропорционально длине углеродной цепи
[20]. Наиболее токсичными оказались D,L-мири-
стоилкарнитин (МС) и D,L-пальмитоилкарни-
тин (РС), критические концентрации которых
(50–70 мкМ), вызывающие индукцию поры в ми-
тохондриях печени и сердца крыс, уменьшались в
присутствии кальция в среде, свидетельствуя о
синергичном действии LCAC и Са2+ на индукцию
поры [20–22]. Однако индукция поры с участием
МС и РС в наших экспериментах наблюдалась
также в присутствии EGTA, CsA, ADP и Mg2+, на-
личие которых в среде в 2–3 раза увеличивало
критические концентрации LCАC, что свиде-
тельствует об участии LCAC в активации CsA-за-
висимой поры [20], но не исключает возможное
вовлечение других дополнительных механизмов.

В экспериментах, проведенных на изолиро-
ванных кардиомиоцитах, также было показано [22],
что добавки в среду инкубации клеток 15–20 мкМ
МС или РС вызывали, после лаг-периода в 8–
15 мин, сокращение (контрактуру) и гибель кле-
ток вследствие перераспределения Са2+ из сарко-
плазматического ретикулума в митохондрии, кол-
лапса энергетики и выхода Са2+ из митохондрий.
Длительность лаг-периода увеличивалась, а ко-
личество погибших клеток уменьшалось в при-
сутствии неорганического фосфата (Pi), CsA,
ингибиторов Ca2+/кальмодулин-зависимой про-
теинкиназы II (CaMKII), Са2+-зависимой фосфо-
липазы А2 (cPLA2) и фосфолипазы С (PLC) [22].

В настоящее время установлено, что в период
после ишемии-реперфузии и при сердечной недо-
статочности, кроме активации CaMKIIδ, cPLA2α
и PLCβ,γ, усиливается также ферментативная ак-
тивность Са2+-независимой фосфолипазы А2

(iPLA2γ), что затрудняет восстановление миокарда
и способствует индукции mPTP ионами кальция
[23–27]. Однако участие фосфолипазы iPLA2γ в
индукции митохондриальной поры посредством
LCАC в настоящее время изучено недостаточно.
Поэтому задачей нашей работы было исследова-
ние возможного вклада iPLA2γ в индукцию поры
PC в митохондриях печени крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Условия выделения митохондрий и проведе-
ния экспериментов описаны ранее [20]. Все про-
цедуры на животных выполнялись в соответствии
с директивой ЕС 86/609/EEC и были одобрены
комитетом по этике Института теоретической и
экспериментальной биофизики РАН. Самцов крыс
линии Вистар 6–8 недель содержали в одинако-
вых условиях в кондиционированных и провет-
риваемых помещениях при температуре 20–22°С
(свет/темнота = 12/12 ч). Митохондрии печени
выделяли с использованием стандартных мето-
дик дифференциального центрифугирования в
среде, содержащей 300 мМ сахарозу, 1 мМ EGTA
и 10 мМ Трис-HCl (рН 7.4). Митохондриальные
препараты дважды промывали средой выделения,
не содержащей EGTA, ресуспендировали в среде
того же состава и хранили на льду. Инкубацион-
ная среда для митохондрий содержала 125 мМ
KCl, 3 мМ KH2PO4, 10 мМ HEPES (pH 7.4), 1 мМ
MgCl2. Содержание митохондриального белка
определяли методом Лоури с бычьим сывороточ-
ным альбумином в качестве стандарта.

Скорость потребления кислорода митохон-
дриями определяли полярографическим методом
с помощью закрытого кислородного электрода
(Кларка) в термостатируемой ячейке объемом 1 мл
при 27°С и постоянном перемешивании. Раз-
ность электрических потенциалов (ΔΨm) на внут-
ренней мембране митохондрий определяли по
распределению липофильного катиона тетрафе-
нилфосфония (ТРР+), концентрацию которого
во внешней среде [ТРР+]out регистрировали с по-
мощью ТРР+-селективного электрода. Среда ин-
кубации содержала 125 мМ KCl, 3 мМ KH2PO4,
1 мМ MgSO4, 10 мМ HEPES (рН 7.4), 2 мкМ ТРР+.
Стационарную скорость дыхания в состоянии V3
при добавлении 1мМ ADP обеспечивали внесе-
нием в среду инкубации 5 мМ глюкозы и 0.5 ед.
гексокиназы. В работе использовали реактивы
Sigma (США), Tocris (Великобритания).

Набухание митохондрий определяли спек-
тральным методом при длине волны 540 нм с ис-
пользованием спектрофотометра Ocean Optic
USB-4000 (США). Митохондрии (0.3–0.4 мг/мл)
инкубировали в среде, содержащей 125 мМ KCl,
1.5 мМ KH2PO4, 10 мМ HEPES (pH 7.4), в каче-
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стве субстрата окисления использовали сукцинат
(5 мМ).

Статистический анализ экспериментальных
данных проводили с использованием t-критерия
для сравнения пар величин с помощью програм-
мы Сигма-Плот 11. Данные представлены как
среднее значение S.E.M. n = 6 независимых экс-
периментов. За уровень значимости принято p <
< 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние D,L-пальмитоилкарнитина (РС) на ми-
тохондриальный потенциал и набухание митохон-
дрий в присутствии ингибиторов фосфолипаз. Ри-
сунок 1а, 1б характеризует влияние РС на мито-
хондриальный потенциал в Состоянии 2 (без
ADP, Mg2+ и гексокиназы в среде). Репрезента-
тивные кривые представлены на рис. 1а. В кон-
троле три последовательные добавки 20 мкМ РС
вызывали рассеивание мембранного потенциала,
обеспечивая критическую величину РС* = 60 мкМ
(сплошная кривая). Введение в среду инкубации
25 мкМ аристолоховой кислоты (Aristolochic acid,
Arist), ингибитора Са2+-зависимой фосфолипазы
сPLA2, увеличивало величину РС* до 80 мкМ.
Лучший защитный эффект наблюдался при ин-
кубации митохондрий с бромоенол лактоном
((R/S)-bromoenol lactone, BEL, 25 мкМ) и
PACOCF3 (PAC, 25 мкМ), ингибиторами Са2+-
независимой фосфолипазы iPLA2γ. В присут-
ствии этих ингибиторов критическая концентра-
ция РС* превышала 100 мкМ. Средние величины
РС* для Arist, BEL и PAC составляли 95, 110 и
125 мкМ соответственно (рис. 1б). Ингибирова-
ние карнитин-пальмитоилтрансферазы-1 (СРТ1)
этомоксиром (Etomoxir 2, Eto, 25 мкМ) увеличи-
вало РС* до 85 мкМ. Наилучший защитный эф-
фект обеспечивало ингибирование iPLA2γ по-
средством PAC, приводящее к увеличению РС*
на 60–75% в сравнении с контролем.

Репрезентативные кривые, характеризующие
влияние представленных выше ингибиторов на
набухание митохондрий, показаны на рис. 1в–1ж.
Критическая концентрация РС*, при которой
происходило полное набухание митохондрий,
была 20 мкМ в контроле и возрастала до 50 мкМ в
присутствии ингибитора iPLA2γ PAC (40 мкМ).
Менее выраженным был защитный эффект инги-
битора сPLA2 Arist (РС* = 40 мкМ), тогда как эф-
фективность BEL и Eto (РС* = 30 мкМ) не превы-
шала 60% от величины защитного эффекта PAC.
Как показано на рис. 1ж, эффект CsA был значи-
тельно слабее по сравнению с действием ингиби-
торов фосфолипаз. Средние критические кон-
центрации РС* для PAC, Arist, BEL, Eto и CsA
представлены на панели 1з. Сравнение этих вели-
чин также свидетельствует о высокой эффектив-

ности PAC в предотвращении набухания мито-
хондрий. В сравнении с контролем (РС* = 20 ±
± 4 мкМ) ингибирование iPLA2γ посредством
PAC увеличивало РС* более чем в 2.5 раза, до 50–
60 мкМ.

Таким образом, можно заключить, что в Со-
стоянии 2 (без ADP) снижение митохондриаль-
ного потенциала и активация набухания в при-
сутствии РС происходят с вовлечением митохон-
дриальной фосфолипазы iPLA2γ.

Влияние РС на митохондриальный потенциал и
дыхание митохондрий в Состоянии 3 в присутствии
ингибиторов фосфолипаз или СРТ1. Рисунок 2 по-
казывает влияние РС на мембранный потенциал
(ΔΨm) и дыхание митохондрий в Состоянии 3
(наличие ADP, Mg2+ и гексокиназы в среде) при
введении в среду инкубации ингибиторов фосфо-
липаз или СРТ1. Средняя критическая концен-
трация D,L-пальмитоилкарнитина (РС*), при ко-
торой происходит рассеивание ΔΨm в митохон-
дриях печени крыс, при окислении пирувата и
L-глутамата составляет 60–70 мкМ. В этих усло-
виях аристолоховая кислота оказывает противо-
положный эффект, вызывая падение ΔΨm и
ингибирование дыхания даже в присутствии до-
пороговых концентраций РС равных 50 мкМ
(рис. 2а, 50 мкМ Arist, штриховые кривые). В то
же время, при более низких концентрациях РС
(20–30 мкМ), даже 100 мкМ Arist не оказывает ка-
кого-либо влияния на ΔΨm и дыхание митохон-
дрий (рис. 2б), что указывает на отсутствие пря-
мого мембранотропного эффекта этого ингиби-
тора. Сходный негативный эффект наблюдается
при ингибировании СРТ1. На рис. 2в показано,
что наличие 20 мкМ EGTA в среде не препятству-
ет открытию поры, индуцируемой 80 мкМ РС
(рис. 2в, штриховые кривые), а ингибитор СРТ1
этомоксир (Eto, 20 мкМ) усиливает действие РС,
ускоряя снижение ΔΨm и ингибируя дыхание ми-
тохондрий (точечные кривые).

В отличие от аристолоховой кислоты и это-
моксира ингибиторы iPLA2γ BEL и PAC в Состо-
янии 3 также обеспечивают защитный эффект,
препятствуя индукции поры избытком РС.
Рисунок 2г показывает, что введение в среду инку-
бации 30 мкМ BEL предотвращает рассеивание
ΔΨm в присутствии 80 мкМ РС. Ингибирование
iPLA2γ, вызываемое 40 мкМ PAC, также приво-
дит к реактивации дыхания и предотвращает па-
дение ΔΨm при действии РС в высоких концен-
трациях, 100–120 мкМ (рис. 2г). Представлен-
ные выше результаты свидетельствуют о том, что
индукция поры избытком РС в Состоянии 3 так-
же происходит с вовлечением митохондриаль-
ной iPLA2γ.
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Рис. 1. Влияние пальмитоилкарнитина и ингибиторов фосфолипаз и карнитин-пальмитоилтрасферазы на мембран-
ный потенциал и набухание митохондрий. Влияние последовательных добавок D,L-пальмитоилкарнитина (РС,
20 мкМ) и ингибиторов фосфолипаз (Arist, BEL, PAC) и карнитин-пальмитоилтрасферазы (Eto) в концентрации
25 мкМ на мембранный потенциал (а, б) и набухание митохондрий, индуцированное РС (10 мкМ каждая добавка) в
контроле и в присутствии 25 мкМ PAC (в), BEL (г), Arist (д), Eto (е) и 1 мкМ CsA (ж). Средние критические концен-
трации РС*, индуцирующие набухание в присутствии этих ингибиторов, представлены на панели з. В среде инкуба-
ции 5 мМ сукцината и 0.4 и 1.2 мг/мл митохондриального белка при измерении набухания и мембранного потенциала
соответственно. Концентрации ингибиторов и РС приведены в мкМ. n = 6, ** p < 0.01, * p < 0.05.
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Са2+-независимая фосфолипаза iPLA2γ лока-
лизована в митохондриях и пероксисомах [27] и
активируется в присутствии только высоких (мил-
лимолярных) концентраций двухвалентных метал-

лов, включая Mg2+и Ca2+ [28]. Активация iPLA2γ
приводит к увеличению продукции арахидоновой
кислоты (АА, С20:4) и продуктов ее превращения –
сигнальных молекул-лейкотриенов и простаглан-
динов. Ряд данных свидетельствует об участии

Рис. 2. Влияние РС на митохондриальный потенциал и дыхание митохондрий в Состоянии 3 в присутствии ингиби-
торов фосфолипаз или СРТ1. а, б – влияние D,L-пальмитоилкарнитина в допороговых концентрациях (РС, a – 50,
б – 30 мкМ) на мембранный потенциал (ТРР+) и дыхание митохондрий в контроле (сплошные кривые) и в присутствии
ингибитора фосфолипазы cPLA2 аристолоховой кислоты (а – 100 мкМ Arist, штриховые кривые; б – 50 и 100 мкМ Arist,
штрих-пунктирные и штриховые кривые соответственно). в – влияние РС (80 мкМ) на мембранный потенциал и ды-
хание митохондрий в контроле (сплошные кривые) и в присутствии ингибитора карнитин-пальмитоилтрасферазы
(Eto, 20 мкМ, точечные кривые) или 20 мкМ EGTA (штриховые кривые) в среде. г, д – защитные эффекты ингибито-
ров фосфолипазы iPLA2γ бромоенол лактона (г – 30 мкМ BEL, штриховая кривая) и PACOCF3 (д – 40 мкМ PAC,
штрих-пунктирная кривая) при ингибировании дыхания и падении мембранного потенциала, вызываемых PC (г – 60,
д – 140 мкМ). В среде инкубации присутствовали: 1 мМ пируват, 10 мМ глутамат и 1 мг/мл митохондриального белка.
Добавки ADP – 1мМ. Концентрации ингибиторов и РС приведены в мкМ.
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iPLA2γ в поддержании базального перекисного
окисления липидов и ее цитопротекторной роли
при окислительном стрессе [29]. Однако как уве-
личение, так и подавление экспрессии iPLA2γ
in vivo вызывает митохондриальные аномалии и
дисфункцию, а также развитие ряда заболеваний,
включая онкологические [25–27].

Окислительный стресс и деэнергизация мито-
хондрий также могут приводить к активации
iPLA2γ, накоплению АА, токсичных продуктов ее
окисления и стимуляции Са2+ CsA-зависимой по-
ры [30, 31]. Ингибирование или нокаут iPLA2γ
в клетках сердца [32] и печени [33] уменьшает ве-
роятность открытия такой поры. Показано, что
активация этой фосфолипазы при сердечной не-
достаточности или жировой диете приводит к ак-
тивации липоксигеназного пути окисления АА в
клетках сердца и печени и генерации токсичных
12-гидрокси-эйкозатетраеновых кислот (12-НЕТЕ),
участвующих в индукции поры. Эти данные поз-
воляют считать сигнальный путь с участием ли-
поксигеназы-12 (LOX-12) одним из важных сиг-
нальных путей, участвующих в активации Са2+-
зависимой поры [34, 35].

Представленные результаты показывают, что
ингибирование iPLA2γ бромоенол лактоном или
PACOCF3 препятствует индукции митохондри-
альной поры PC. Противоречивые эффекты ин-
гибиторов Ca2+-зависимой PLA2 и СРТ1 на мем-
бранный потенциал в Состояниях 2 и 3 (рис. 1б
и 2) отчасти могут быть связаны с их неспецифи-
ческим действием. Учитывая известное мембра-
нотропное действие ингибиторов фосфолипаз,
таких как PACOCF3 и AACOCF3 [36], в данной
работе мы использовали минимальные концен-
трации бромоенол лактона (30 мкМ) и PACOCF3
(40 мкМ), обеспечивающие защитный эффект.

Локализованная на внешней мембране мито-
хондрий СРТ1 участвует в превращении цито-
плазматического пальмитоил-КоА в пальмитоил-
карнитин (РС). Ее ингибирование этомоксиром
не препятствует транспорту РС в митохондрии.
Более того, этомоксир усиливает токсическое
действие РС на митохондриальный потенциал и
вызывает ингибирование дыхания (рис. 2а). По-
этому предполагаемое использование этомокси-
ра как протектора токсического действия свобод-
ных жирных кислот при реперфузии может быть
неэффективным.

Таким образом, представленные данные ука-
зывают на то, что Са2+-независимая iPLA2γ мо-
жет быть вовлечена в индукцию митохондриаль-
ной поры D,L-пальмитоилкарнитином. Меха-
низмы прямой или опосредованной активации
iPLA2γ и липоксигеназы-12 с участием карнити-
новых и КоА производных жирных кислот пока
неизвестны и могут представлять задачу для даль-
нейших исследований.

Конфликт интересов. Авторы заявляют, что у
них нет конфликта интересов.

Источники финансирования. Работа выполнена
в рамках Государственного контракта 075-00381-
21-00 Института теоретической и эксперимен-
тальной биофизики РАН (ИТЭБ РАН).

Соответствие принципам этики. Исследование
проводилось в соответствии с этическими прин-
ципами, сформулированными в Хельсинкской
декларации по использованию лабораторных жи-
вотных. Все процедуры на животных были одоб-
рены комитетом по этике ИТЭБ РАН (Протокол
19/2022, 05 марта 2022 г.).
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Involvement of the Mitochondrial Ca2+-Independent Phospholipase iPLA2 
in the Induction of Mitochondrial Permeability Transition Pore 

by Long-Chain Acylcarnitines
N. I. Fedotcheva1, E. V. Grishina1, V. V. Dynnik1, *

1Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia
*e-mail: dynnik@rambler.ru

It is known that activated derivatives of long-chain fatty acids acylcarnitines (LCAC) are considered the most
toxic, which, along with calcium, can participate in the induction of mitochondrial permeability transition
pore, involving various types of phospholipases in the complex mechanisms of pore activation. In this work,
we investigated the influence of different inhibitors of phospholipases and carnitine palmitoyltransferase-1
(CPT1) on the induction of mitochondrial permeability transition pore by D,L-palmitylcarnitine (PC,
C16:0). In the experiments on isolated rat liver mitochondria, the effects of PC on mitochondrial respiration
rate, mitochondrial potential (ΔΨm), and mitochondrial swelling were examined. It was shown that the ap-
plication of the inhibitors of carnitine palmitoyltransferase-1 (Etomoxir 2), Ca2+-dependent phospholipase
cPLA2 (Aristolochic acid), or Ca2+-independent phospholipase iPLA2γ ((R/S)-bromoenol lactone (BEL)
and PACOCF3) caused an increase in the critical concentrations of D,L-palmitylcarnitine (PC*) required for
ΔΨm dissipation and mitochondrial swelling. The most pronounced protective effect was caused by
PACOCF3 and BEL. In state 3 of respiration (ADP + Mg2+ + hexokinase), Etomoxir 2 and Aristolochic acid
enhanced respiration inhibition induced by excess D,L-palmitylcarnitine and promoted dissipation of ΔΨm,
while-the inhibitors of iPLA2γ prevented the dissipation of ΔΨm evoked by D,L-palmitylcarnitine and
caused an increase in the rate of mitochondrial respiration. Thus, the results obtained indicate the involve-
ment of mitochondrial iPLA2γ in the induction of mitochondrial permeability transition pore by long-chain
acylcarnitines.

Keywords: long chain acylcarnitines, mitochondrial permeability transition pore, calcium-independent iPLA2γ
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