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Принятые сокращения: Али  – алиспоривир; 
АФК – активные формы кислорода; МХ – митохондрии; 
MPT – mitochondrial permeability transition.

* Адресат для корреспонденции.
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В настоящей работе мы исследовали влияние алиспоривира (ингибитора митохондриальной поры) 
на развитие митохондриальной дисфункции при индукции гипергликемии в первичной культуре ле-
гочных эндотелиоцитов мыши. Продемонстрировано, что в условиях гипергликемии (30 мМ глюкоза 
в течение 24 часов) в эндотелиоцитах развивается митохондриальная дисфункция, которая выража-
ется в увеличении генерации активных форм кислорода, индукции митохондриальных пор и падении 
мембранного потенциала. Все это приводит к снижению жизнеспособности клеток. Инкубация эндо-
телиоцитов с 5 мкМ алиспоривиром в гипергликемических условиях приводит к восстановлению 
жизнеспособности эндотелиоцитов, уровня трансмембранного потенциала и подавлению открытия 
митохондриальных пор до контрольных значений. Продемонстрировано, что в условиях гиперглике-
мии может происходить увеличение митофагии в первичной культуре эндотелиоцитов легких мышей: 
наблюдалось увеличение степени колокализации митохондрий и лизосом и уровня экспрессии гена 
Parkin. Алиспоривир восстанавливал эти параметры до уровней, наблюдаемых в контрольных клет-
ках. Гипергликемия приводила к увеличению в эндотелиоцитах экспрессии гена Drp1, ответственного 
за синтез белка, участвующего в процессе деления митохондрий. При этом алиспоривир достоверно 
не изменял уровень экспрессии данного гена. Обсуждаются механизмы влияния алиспоривира на 
митохондриальную дисфункцию легочных эндотелиоцитов мышей в условиях гипергликемии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: митохондрии, алиспоривир, митохондриальная пора, гипергликемия, сахарный 
диа бет, митофагия.
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ВВЕДЕНИЕ

Сахарный диабет – метаболическое за-
болевание, связанное либо с нарушением се-
креции инсулина β-клетками поджелудочной 
железы (сахарный диабет I типа), либо с инсу-
линорезистентностью органов и тканей орга-
низма человека и животных (сахарный диабет 

II типа). Вследствие этого происходит развитие 
гипергликемии, которая сопровождается нару-
шением белкового и липидного обмена. Эти 
нарушения приводят к патологическим изме-
нениям в органах и тканях организма [1–5].

Общепризнано, что митохондриальная 
дисфункция является из одним процессов, во-
влеченных в развитие сахарного диабета на 
клеточном уровне [6, 7]. Действительно, для 
многих органов и тканей, а также клеточных 
линий продемонстрировано, что сахарный ди-
абет или гипергликемия приводят к усиленной 
генерации активных форм кислорода мито-
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хондриями, нарушению процессов окислитель-
ного фосфорилирования и падению мембран-
ного потенциала. Считается, что это связано с 
нарушением клеточного контроля качества ми-
тохондрий – внутриклеточной системы, ответ-
ственной за митофагию, митохондриальный 
биогенез и митохондриальную динамику [6–9].

Формирование во внутренней митохон-
дриальной мембране Са2+-зависимой поры 
(mitochondrial permeability transition pore, 
MPT) является одним из важных признаков 
дисфункции митохондрий [10, 11]. MPT-пору 
определяют как белковый мегаканал, который 
формируется во внутренней и внешней мем-
бране митохондрий в присутствии избыточной 
концентрации ионов Са2+, при развитии окис-
лительного стресса и ряде других модуляторов. 
В условиях максимальной проводимости через 
этот канал могут транспортироваться соеди-
нения с молекулярной массой до 1500 Да, что 
приводит к коллапсу мембранного потенциала, 
нарушению ионного гомеостаза, набуханию 
органелл, их разрушению [12–14]. Несмотря на 
то что исследования митохондриальной поры 
ведутся уже более 50 лет, ее структура и меха-
низм образования еще далеки от разрешения. 
Единственным доказанным белком, который 
принимает участие в индукции MPT-поры яв-
ляется циклофилин Д – белок митохондриаль-
ного матрикса. Считается, что циклофилин Д 
является регулятором MPT-поры, а ингиби-
торы данного белка (циклоспорин А, алис-
поривир) подавляют открытие MPT-поры в 
субмикромолярных концентрациях [10–16]. 
В качестве гипотетических канальных белков 
внутренней мембраны сегодня рассматрива-
ются транслокатор адениновых нуклеотидов и 
ATP-синтаза [14].

Совокупность литературных данных поз-
воляет говорить о том, что при развитии сахар-
ного диабета наблюдаются тканеспеци фические 
изменения чувствительности мито хондрий к 
индукции MPT-поры [6]. Так, в ряде органов 
и тканей (скелетная мускулатура, сердце, под-
желудочная железа) при развитии сахарного 
диабета происходит увеличение чувствитель-
ности митохондрий к открытию MPT-поры 
[6, 17–19]. В то же время митохондрии печени 
приобретают повышенную резистентность к 
образованию MPT-поры [20, 21]. Возможно, 
указанные различия и обусловливают тот факт, 
что фармакологическая и генетическая моду-
ляция MPT-поры не всегда способствует воз-
никновению терапевтического эффекта. Так, с 
одной стороны, нокаут циклофилина Д или его 
ингибирование не влияли на развитие диабе-
тической нефропатии [22]. С другой стороны, 

у мышей, нокаутированных по циклофилину Д, 
в условиях высокожировой диеты клетки ске-
летной мускулатуры проявляли способность к 
усиленному поглощению глюкозы [23], а инги-
биторы MPT-поры снижали размер зоны ин-
фаркта миокарда у  диабетических животных 
при ишемии/реперфузии [6, 24].

В предыдущих исследованиях нами было 
показано, что продолжительное (3 недели) вве-
дение ингибитора MPТ-поры алиспоривира 
(неиммуносупрессорный аналог циклоспори-
на А) мышам с индуцированным сахарным диа-
бетом приводит в скелетной и сердечной мус-
кулатуре к снятию эффектов диабетической 
митохондриальной дисфункции. Более того, 
алиспоривир увеличивает скорость утилизации 
глюкозы из крови диабетических животных 
при проведении глюкозотолерантного теста 
[25, 26]. В  настоящей работе мы продолжаем 
исследовать влияние алиспоривира на мито-
хондриальную дисфункцию, индуцированную 
гипергликемией. Исследования на клеточном 
уровне часто раскрывают молекулярные и 
внутриклеточные механизмы, которые не мо-
гут быть обнаружены в экспериментах на жи-
вотных. Таким образом, задачами настоящего 
исследования являлось: 1) определить влияние 
алиспоривира на жизнеспособность первичной 
культуры эндотелиоцитов легких мышей при 
гипергликемии; 2) оценить влияние алиспори-
вира на индуцированную гипергликемией ми-
тохондриальную дисфункцию легочных эндоте-
лиоцитов; 3) установить влияние алиспоривира 
на колокализацию митохондрий и лизосом в 
легочных эндотелиоцитах в условиях гипергли-
кемии, тем самым определить возможное вли-
яние агента на митофагию; 4) определить уро-
вень экспрессии генов белков, ответственных 
за митохондриальный биогенез, митофагию и 
митохондриальную динамику, в эндотелиоци-
тах легких в условиях гипергликемии в отсут-
ствие и в присутствии алиспоривира.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Изолирование и культивирование эндотели-
альных клеток мыши. Изолирование эндотели-
альных клеток из микрососудов легких мыши 
выполняли методом непрямой магнитной се-
парации [27, 28]. В работе использованы мыши 
линии BALB/c (самцы, масса 20–22 г). Живот-
ные были умерщвлены методом цервикальной 
дислокации. В стерильных условиях легкие из-
влекали из грудной клетки, промывали в среде 
DMEM («Gibco», США) и измельчали хирурги-
ческими ножницами. После измельчения ткань 
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инкубировали в 0,2%-ном растворе коллагена-
зы типа II («Abcam», Великобритания) в течение 
40 мин при 37 °С и постоянном перемешивании. 
Образцы ресуспендировали и пропускали че-
рез сито с диаметром пор 70 мкм («Greiner Bio-
One», Австрия). К суспензии клеток добавляли 
20%-ную сыворотку и далее двукратно центри-
фугировали при 500 g в течение 8 мин. Клетки 
ресуспендировали в фосфатно-солевом буфере 
без солей кальция и магния с добавлением 2 мМ 
ЭДТА и антител против CD31 («Abcam», разве-
дение 1 : 100) и инкубировали в течение 15 мин 
при постоянном перемешивании, затем отмы-
вали центрифугированием при 500 g в течение 
8 мин. После отмывки клетки инкубировали 
15 мин с магнитными частицами, конъюгиро-
ванными со вторичными антителами (разведе-
ние 1 : 100) («Thermo Fisher», США). Сепарацию 
CD31+ клеток выполняли с помощью магнит-
ного штатива

 
MagJET («Thermo Fisher»). Клет-

ки пятикратно отмывали фосфатно-солевым 
буфером и высевали в культуральные флаконы, 
дно которых было предварительно обработано 
раствором 0,2%-ного желатина из кожи быка 
(«Sigma-Aldrich», США). Полученные клетки 
культивировали по стандартному проколу в 
среде DMEM/F12 (1 : 1) с добавлением 10% эм-
бриональной телячьей сыворотки, 2 мМ L-глу-
тамина, 100 ед./мл пенициллина, 100 мкг/мл 
стрептомицина и 25 мкг/мл амфотерицина B 
(«Gibco») и 50 мкг/мл добавки для роста эндо-
телиальных клеток («Sigma-Aldrich»). Культу-
ра была получена путём объединения клеток 
от трёх животных [27]. В экспериментах были 
использованы клетки 7–10 пассажа с жизне-
способностью, оцениваемой по окрашиванию 
йодистым пропидием, не менее 98%. Круглые 
покровные стекла (диаметр 25 мм) по одному 
помещали в ячейки 6-луночных планшетов. 
Стекла обрабатывали раствором 0,2%-ного же-
латина, высушивали и наносили суспензию эн-
дотелиальных клеток в среде культивирования. 
Культивировали клетки в течение 3 сут. до до-
стижения конфлюэнтности 90% и выше.

Моделирование гипергликемии. Гиперглике-
мию моделировали инкубацией клеток в среде 
культивирования с повышенной концентраци-
ей глюкозы (30 мМ) в течение 24 ч в CO

2
-ин-

кубаторе («Sanyo», Япония) [29]. Контрольные 
клетки инкубировали 24 ч в среде культивиро-
вания с концентрацией глюкозы 5 мМ. Поло-
вину образцов инкубировали с 5 мкМ алиспо-
ривиром («Medchemexpress», США), который 
добавляли в среду культивирования в виде рас-
твора в DMSO (разведение 1 : 2000). Клетки без 
алиспоривира инкубировали 24 ч после добав-
ления соответствующего объема DMSO.

Определение выживаемости клеток. Для 
оценки выживаемости клетки сразу после 
окончания инкубации трижды отмывали 
раствором Хенкса и инкубировали 30 мин с 
5 мкг/мл витального красителя Hoechst 33342 
и 5 мкМ йодистого пропидия («Thermo 
Fisher») при 37 °С. Флуоресценцию клеток 
регистрировали с помощью светодиодной си-
стемы визуализации, сконструированной на 
основе инвертированного микроскопа AE31E 
(«Motic», Испания), оснащённого объективом 
Motic PLAN FLUAR 10× N.A. 0.3 [30]. Анализ 
выполняли с помощью программы Image J2, 
Fiji (NIH, США).

Определение митохондриального мем-
бранного потенциала эндотелиоцитов. Для 
определения потенциала внутренней ми-
тохондриальной мембраны использова-
ли флуоресцентный краситель родамин 123 
(«ThermoFisher»). Сразу после окончания ин-
кубации клетки трижды отмывали раствором 
Хенкса с соответствующей концентрацией 
глюкозы и окрашивали родамином 123 (дли-
на волны возбуждения – 485 нм, длина вол-
ны флуоресценции – 525 нм) в концентрации 
2,5 мкг/мл в течение 30 мин при 37 °С. После 
окончания инкубации трижды отмывали клет-
ки раствором Хенкса. Флуоресценцию клеток 
регистрировали с помощью светодиодной 
системы визуализации, указанной выше. Все 
измерения были выполнены при постоянных 
значениях силы тока источника возбуждаю-
щего света (80 мА), времени экспозиции (1 с), 
коэффициента усиления (×623) и усреднении 
пикселей (2×2). Интенсивность флуоресцен-
ции родамина 123 выражали в виде отноше-
ния интенсивности флуоресценции в каждой 
точке (F) к усредненной интенсивности флуо-
ресценции в базовых условиях (F

0
). Для оцен-

ки мембранного потенциала добавляли 2 мкМ 
FCCP и оценивали изменение интенсивности 
флуоресценции. Для удобства сравнения дан-
ных между образцами мембранный потенци-
ал выражали в процентах. За 100% принимали 
изменение интенсивности флуоресценции в 
контрольных клетках.

Определение колокализации митохондрий 
и лизосом в эндотелиоцитах. Колокализацию 
митохондрий и лизосом в эндотелиоцитах 
оценивали с помощью конфокальной микро-
скопии по колокализации в клетках флуо-
ресцентных красителей MitoTracker DeepRed 
FM (200 нМ) и LysoTracker Green (50 нМ) 
(«Thermo Fisher») [31].

Конфокальные изображения получали 
с помощью микроскопа DMI6000 («Leica», 
Германия). Аргоновый лазер с длиной вол-



СТАРИНЕЦ и др.854

БИОХИМИЯ том 87 вып. 7 2022

ны 488 нм использовали для возбуждения 
флуоресценции LysoTracker Green, которую 
измеряли при 505–530 нм. Для MitoTracker 
DeepRed использовали Ne/He лазер с длиной 
волны 638 нм, флуоресценцию измеряли при 
650–680 нм. Анализ колокализации выпол-
няли с помощью программного обеспечения 
Image J2, Fiji. Долю площади колокализации 
митохондрий и лизосом рассчитывали к об-
щей площади митохондрий в поле зрения 
(принятой за 100%). Для каждого образца 
было проанализировано не менее 10 полей 
зрения. Для каждого экспериментального ус-
ловия было выполнено 4 биологических по-
втора (покровное стекло с клетками отдель-
ной культуры).

Определение наличия митохондриальной 
поры в эндотелиоцитах. Образование митохон-
дриальной поры оценивали по флуоресцен-
ции кальцеина АМ в присутствии 1 мМ CoCl

2
 

[32, 33]. После инкубации с исследуемыми 
агентами клетки трижды отмывали раство-
ром Хенкса и инкубировали 30 мин при 37 °С 
в присутствии 1 мкМ кальцеина AM, 200 нМ 
MitoTracker Red (для визуализации структу-
ры митохондрий) и 1 мМ CoCl

2
. После окра-

шивания клетки промывали сбалансирован-
ным солевым раствором Хенкса и получали 
флуоресцентные изображения с использова-
нием конфокального микроскопа DMI6000 
(«Leica»). Митохондрии идентифицировали 
с помощью флуоресценции MitoTracker Deep 
Red FM и измеряли интенсивность флуорес-
ценции кальцеина AM в них (длина волны 
возбуждения – 494 нм, длина волны флуо-
ресценции – 517 нм). Анализ изображений 
выполняли с помощью программы Image J2, 
Fiji. Интенсивность флуоресценции фона 
вычитали из интенсивности флуоресценции 
клеток. Интенсивность флуоресценции каль-
цеина AM рассчитывали относительно ин-
тенсивности флуоресценции MitoTracker Red. 
Для каждого экспериментального условия 
было выполнены 4 биологических повтора 
(по 2 покровных стекла с клетками отдельной 
культуры).

Определение окислительного стресса в эн-
дотелиоцитах. Оценку уровня окислитель-
ного стресса проводили методом проточной 
цитофлуориметрии на проточном цитометре 
Muse Cell Analyzer («Luminex», США). Для 
проведения цитофлуориметрии эндотелио-
циты каждой группы открепляли от подложки 
с помощью раствора, содержащего трипсин 
(0,05%) и ЭДТА (0,53 мМ) в течение 10 мин 
при 37 °С. Откреплённые клетки переносили 
в 5 мл среды DMEM c 10%-ной эмбриональ-

ной телячьей сывороткой для ингибирования 
трипсина, перемешивали и центрифугирова-
ли при 350 g в течение 8 мин, осадок ресус-
пендировали в 100 мкм стерильного раствора 
Хенкса («ПанЭко», Россия). Для поддержания 
гипергликемических условий концентрацию 
глюкозы в растворе доводили до 30 мМ. Ко-
личественное измерение клеточной популя-
ции, подвергшейся действию окислительного 
стресса, оценивали с использованием Muse 
Oxidative Stress Kit (MCH100111) («Luminex»). 
Все исследования проводили строго в соот-
ветствии с протоколом производителя.

Продукцию АФК также оценивали с помо-
щью флуоресцентного красителя 2′,7′-дихлор-
дигидрофлуоресцеиндиацетата (H

2
DCFDA) 

(«Thermo Fisher»). Клетки окрашивали 
20 мкМ H

2
DCFDA в течение 30 мин при 37 °С. 

Далее клетки отмывали раствором Хенкса и 
анализировали с помощью светодиодной сис-
темы визуализации при длине волны возбуж-
дения 490 нм и эмиссии – 520 нм.

ПЦР в реальном времени. Уровень экс-
прессии генов белков, ответственных за ми-
тофагию, митохондриальный биогенез и 
митохондриальную динамику, определяли 
методом ПЦР в реальном времени с этапом 
обратной транскрипции [26]. Тотальную РНК 
из образцов клеточной суспензии получали с 
помощью реактива ExtractRNA («Евроген», 
Россия) согласно протоколу производителя. 
ПЦР в реальном времени проводили с помо-
щью амплификатора QuantStudio 1 («Thermo 
Fisher Scientific») с использованием набора 
qPCRmix-HS SYBR («Евроген»), где в каче-
стве флуоресцентного интеркалирующего 
красителя используется SYBR Green II. Вы-
бор и анализ ген-специфичных праймеров 
проводили с использованием Primer-BLAST 
[34] (последовательность олигонуклеотидов 
представлена в таблице). Нормирование про-
водили относительно гена Rplp2. Расчет ΔΔCt 
проводили по формуле ΔΔCt = ΔCt (Конт-
роль) – ΔCt (опыт); каждое значение ΔCt рас-
считывали по формуле ΔCt = Ct (исследуемый 
ген) – Ct (Rplp2) [35].

Статистическая обработка. Статистиче-
скую обработку полученных данных выпол-
няли с помощью GraphPad Prism 7.0 с при-
менением однофакторного дисперсионного 
анализа (one-way ANOVA). Для последующего 
сравнения средних значений дисперсионно-
го комплекса использовали тест Тьюки. Ре-
зультаты представлены в виде среднего зна-
чения ± среднего квадратичного отклонения 
(n = 4–8, где n – число экспериментов с раз-
ными культурами).
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Алиспоривир увеличивает жизнеспособность 
эндотелиоцитов легких мышей при гиперглике-
мии. Анализ жизнеспособности клеток первич-
ной культуры эндотелиоцитов легких мышей, 
содержавшихся в условиях нормо- (5 мМ) и 
гипергликемии (30 мМ) в отсутствие и в при-
сутствии 5 мкМ алиспоривира, представлен на 
рис. 1 и рис. S1 в Приложении. Данная концен-
трация алиспоривира была выбрана по резуль-
татам серии предварительных экспериментов 
с использованием суспензии изолированных 
митохондрий (данные не опубликованы). Про-
демонстрировано, что инкубация клеток в ги-
пергликемических условиях в течение 24 ч при-
водила к достоверному снижению числа живых 
клеток. Присутствие в инкубационной среде 
алиспоривира приводило к увеличению жизне-
способности эндотелиоцитов легких мышей в 
условиях гипергликемии.

Алиспоривир подавляет развитие митохон-
дриальной дисфункции в эндотелиоцитах легких 
мышей при гипергликемии. В предыдущих рабо-
тах мы показали, что введение алиспоривира 
in vivo мышам с экспериментальным сахар-
ным диабетом II типа нормализует функцио-
нирование митохондрий сердца и скелетной 
мускулатуры [25, 26]. В настоящей работе мы 
оценили влияние алиспоривира на функцио-
нирование митохондрий в первичной культу-
ре эндотелиоцитов легких мышей в условиях 
гипергликемии. Как показано на рис. 2, у эн-
дотелиоцитов, инкубированных в среде с вы-
сокой концентрацией глюкозы (30 мМ), был 
снижен мембранный потенциал по сравнению 
с контрольными клетками (5 мМ глюкоза). 
Инкубация клеток с 5 мкМ алиспоривиром в 
условиях гипергликемии приводила к восста-
новлению мембранного митохондриального 
потенциала до контрольных значений (рис. S2 
в Приложении).

Список ген-специфичных праймеров

Ген Прямой (5′→3′) Обратный (5′→3′)

Drp1 TTACAGCACACAGGAATTGT TTGTCACGGGCAACCTTTTA

Mfn2 CACGCTGATGCAGACGGAGAA ATCCCAGCGGTTGTTCAGG

Ppargc1a CTGCCATTGTTAAGACCGAG GTGTGAGGAGGGTCATCGTT

Pink1 TTGCCCCACACCCTAACATC GCAGGGTACAGGGGTAGTTCT

Parkin AGCCAGAGGTCCAGCAGTTA GAGGGTTGCTTGTTTGCAGG

Rplp2 CGGCTCAACAAGGTCATCAGTGA AGCAGAAACAGCCACAGCCCCAC

Рис. 1. Влияние алиспоривира (Али, 5 мкМ) на выжива-
емость эндотелиоцитов легких мышей в условиях нормо- 
(5 мМ глюкоза) и гипергликемии (30 мМ глюкоза). Пред-
ставлены средние значения ± стандартное отклонение 
(n = 6)

Рис. 2. Влияние алиспоривира (Али, 5 мкМ) на ΔΨ(%) 
митохондрий эндотелиоцитов легких мышей в условиях 
нормо- (5 мМ глюкоза) и гипергликемии (30 мМ глюко-
за). Представлены средние значения ± стандартное от-
клонение (n = 4)
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Рис. 3. Влияние алиспоривира (Али, 5 мкМ) (в, г) на продукцию АФК (ROS) легочными эндотелиоцитами в услови-
ях нормо- (5 мМ глюкоза) (а, в) и гипергликемии (30 мМ глюкоза) (б, г). а–г – Типичные диаграммы распределения 
популяции клеток четырех экспериментальных групп; д – расчёт АФК-позитивных клеток (%) в экспериментальных 
группах;  е – уровень флуоресценции DCF в клетках четырех экспериментальных групп. Представлены средние значе-
ния ± стандартное отклонение (n = 4–5)

Параллельно с митохондриальной деполя-
ризацией в условиях гипергликемии развива-
ется окислительный стресс. На рис. 3, а–г 
представлены данные проточной цитофлуори-
метрии по количеству АФК-позитивных (ус-
ловный пик М2 – популяция клеток, у кото-
рых вызванная супероксидом флуоресценция 
выше установленного порога) и АФК-негатив-
ных клеток (условный пик М1 – популяция 
клеток, у которых вызванная супероксидом 
флуоресценция ниже установленного поро-
га) в каждой группе. Можно видеть, что в этих 
условиях наблюдается увеличение АФК-пози-
тивных клеток, что свидетельствует об увели-
ченной генерации супероксид-аниона в эн-
дотелиоцитах. В  присутствии алиспоривира 
мы не обнаружили достоверного снижения 
АФК-позитивных клеток в условиях гипер-
гликемии, хотя наблюдалась тенденция к сни-
жению (рис. 3, д). Подобные результаты были 
получены методом флуоресцентной микроско-

пии с использованием зонда DCF (рис. 3, е и 
рис. S3 в Приложении).

Алиспоривир является ингибитором об-
разования MPT-поры [15]. В связи с этим в 
следующей части работы мы определили его 
влияние на открытие MPT-поры в клетках пер-
вичной культуры эндотелиоцитов легких мы-
шей, подверженных действию гипергликемии. 
Открытие MPT-поры в митохондриях эндоте-
лиоцитов оценивали по флуоресценции каль-
цеина в митохондриях в присутствии ионов ко-
бальта. При нарушении целостности мембраны 
митохондрий, в том числе и при образовании 
MPT-поры, CoCl

2
 проникает в митохондрии 

и вызывает тушение флуоресценции кальцеи-
на. Таким образом, по снижению интенсив-
ности флуоресценции кальцеина в митохон-
дриях можно судить об открытии MPT-поры. 
На рис. 4, а представлена типичная картина 
легочных эндотелиоцитов в четырех экспери-
ментальных условиях, окрашенных кальцеи-
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ном в присутствии ионов кобальта. Стоит от-
метить, что MPT-пора может находиться как 
в высокопроводящем, так и в низкопроводя-
щем состоянии [12]. При этом кобальт может 
проникнуть в митохондриальный матрикс 
в обоих состояниях. Таким образом, можно 

предположить, что тушение флуоресценции, 
наблюдаемое в контрольных клетках, связано 
со спонтанным низкопроводящим состояни-
ем MPT-поры. Можно видеть, что в условиях 
повышенного содержания глюкозы наблюда-
ется значительное снижение интенсивности 

Рис. 4. Образование MPT-поры в эндотелиоцитах легких мышей. а – Типичные фотографии флуоресценции митохон-
дриального кальцеина в присутствии CoCl

2
 в эндотелиоцитах экспериментальных групп. Шкала – 40 мкм. б – Интен-

сивность флуоресценции кальцеина в митохондриях эндотелиоцитов легких мышей четырех экспериментальных групп. 
Али – алиспоривир. Представлены средние значения ± стандартное отклонение (n = 4)

2
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флуо ресценции кальцеина в митохондриях эн-
дотелиоцитов по сравнению с контрольными 
клетками (рис. 4, а, б). Это свидетельствует в 
пользу того, что в условиях гипергликемии уве-
личивается активность открытия MPT-поры в 
эндотелиоцитах.

Инкубация клеток с алиспоривиром в ус-
ловиях гипергликемии приводит к достовер-
ному увеличению интенсивности флуоресцен-
ции кальцеина в митохондриях по сравнению 
с митохондриями эндотелиоцитов, инкубиро-
ванных лишь в присутствии 30 мМ глюкозы 
(рис. 4, б). Это говорит о том, что алиспоривир 
ингибирует открытие MPT-пор во внутренней 
мембране митохондрий эндотелиоцитов, экс-
понированных в условиях гипергликемии.

Также была рассчитана доля митохон-
дрий, не окрашенных кальцеином. В контро-
ле содержание таких митохондрий составляет 
9,5 ± 2,1%. В условиях гипергликемии доля та-
ких митохондрий достоверно увеличивалась до 
23,2 ± 6,6%. В присутствии алиспоривира на-
блюдалась тенденция к снижению количества 
не окрашенных кальцеином митохондрий до 
17,6 ± 6,2%. Это также служит подтверждением 
того, что гипергликемия стимулирует открытие 
MPT-поры в эндотелиоцитах, а алиспоривир 
ингибирует этот процесс.

Алиспоривир подавляет индуцированную 
гипергликемией колокализацию митохондрий и 
лизосом (митофагию). Одним из адаптацион-
ных ответов на гипергликемию и понижен-
ный мембранный потенциал в клетке является 
митофагия (аутофагия митохондрий) [6, 36]. 
В настоящей работе мы оценивали уровень 
митофагии по степени колокализации мито-
хондрий и лизосом, используя метод двойно-
го окрашивания клеток (MitoTracker Deep Red 
FM и LysoTracker Green). Было обнаружено, 
что в условиях 24-часовой гипергликемии сте-
пень колокализации митохондрий и лизосом 
достоверно увеличивается, что может свиде-
тельствовать об усилении митофагии. В этих 
условиях инкубация эндотелиоцитов легких 
мышей с 5 мкМ алиспоривиром приводила к 
восстановлению уровня колокализации ми-
тохондрий и лизосом до контрольных значе-
ний (рис. 5).

Влияние алиспоривира на изменения в ус-
ловиях гипергликемии уровня мРНК белков, 
ответственных за митохондриальный биоге-
нез, митохондриальную динамику и митофагию. 
В следующей части работы мы оценивали уро-
вень экспрессии генов белков, ответственных 
за митохондриальный биогенез, митофагию и 
митохондриальную динамику. Показано, что 
при гипергликемии происходит достоверное 

увеличение уровня экспрессии Drp1, что может 
косвенно свидетельствовать об увеличении со-
держания белка Drp1, участвующего в процес-
сах деления митохондрий (рис. 6). Инкубация 
клеток с 5 мкМ алиспоривиром в условиях ги-
пергликемии не приводила к достоверным из-
менениям уровня экспрессии этого гена, хотя 
наблюдалась тенденция к восстановлению к 
контрольным значениям. Во всех исследуемых 
группах не наблюдалось достоверных различий 
по уровню экспрессии гена Ppargc1a, ответ-
ственного за синтез PGC1-α, белка, участву-
ющего в митохондриальном биогенезе, и гена 
Mfn2, кодирующего митофузин 2, белок, уча-
ствующий в процессе слияния митохондрий. 
Стоит отметить, что в гипергликемических ус-
ловиях достоверно увеличивается экспрессия 
Parkin (но не Pink1), ответственного за синтез 
белка, участвующего в митофагии. Это косвен-
но подтверждает описанные выше результаты, 
показывающие, что в условиях гипергликемии 
(30 мМ глюкоза в течение 24 ч) в эндотелио-
цитах легких мышей наблюдается индукция 
митофагии. Добавление 5 мкМ алиспоривира 
к клеткам, экспонируемым в 30 мМ глюкозе, 
приводит к достоверному снижению экспрес-
сии Parkin до контрольных значений.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Митохондриальная дисфункция являет-
ся одним из основных проявлений развития 
сахарного диабета [6]. В ряде исследований 
показано, что митохондриально-направлен-
ная генная или фармакологическая терапия 
восстанавливает структурно-функциональные 
параметры митохондрий, снижает вероятность 
осложнений сахарного диабета, в том числе 
приводя к увеличению чувствительности к ин-
сулину тканей и органов и гипогликемическо-
му действию [23, 25, 37]. В предыдущих работах 
мы показали, что продолжительная терапия 
диабетических мышей алиспоривиром (инги-
битором MPT-поры) приводит как к снижению 
митохондриальной дисфункции в скелетной 
и сердечной мускулатуре, так и к увеличению 
скорости утилизации глюкозы из крови при 
проведении глюкозотолерантного теста [25]. 
В  настоящей работе мы исследовали внутри-
клеточные механизмы, которые могут лежать 
в основе защитного действия алиспоривира от 
повреждений, опосредованных высоким уров-
нем глюкозы, на эндотелиоциты легких мышей.

Как продемонстрировано в настоящей ра-
боте, экспозиция легочных эндотелиоцитов в 
условиях гипергликемии приводила к разви-
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Рис. 5. Колокализация митохондрий и лизосом в эндотелиоцитах легких мышей четырех экспериментальных групп. Сте-
пень колокализации митохондрий и лизосом определяли с использованием двойного окрашивания клеток MitoTracker 
Deep Red FM и LysoTracker Green. а – Представлены 8-битные изображения и бинарные маски каждого красителя и их 
колокализация. б – Количество митохондрий (МХ) (%), колокализованных с лизосомами в эндотелиоцитах легких мы-
шей четырех экспериментальных групп. Представлены средние значения ± стандартное отклонение (n = 4)

2*
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Рис. 6. Относительный уровень мРНК Drp1, Mfn2, Pink1, Parkin и Ppargc1a в эндотелиоцитах легких мышей четырех 
экспериментальных групп. Представлены средние значения ± стандартное отклонение (n = 6–8)

тию митохондриальной дисфункции, которая 
выражалась в повышенной генерации АФК, 
индукции MPT-поры и, как следствие этих 
факторов, митохондриальной деполяризации 
(рис. 2–5). Эти нарушения функционирования 

митохондрий могут лежать в основе клеточной 
гибели. Действительно, в условиях гипергли-
кемии наблюдалось снижение жизнеспособ-
ности легочных эндотелиоцитов (рис. 1). Ин-
кубация клеток с алиспоривиром (5 мкМ) в 
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гипергликемических условиях в значительной 
степени устраняет развитие признаков мито-
хондриальной дисфункции. Установлено, что 
происходит снижение числа пермеабилизо-
ванных митохондрий в эндотелиоцитах вслед-
ствие открытия MPT-поры и, следовательно, 
восстановление трансмембранного потенциа-
ла митохондрий, который становится сравни-
мым с митохондриальным потенциалом кон-
трольных клеток. Мы не смогли зафиксировать 
достоверное снижение продукции АФК в при-
сутствии алиспоривира в гипергликемических 
условиях (наблюдался лишь тренд к снижению 
продукции АФК по сравнению с гиперглике-
мическими условиями). Тем не менее норма-
лизация описанных выше митохондриальных 
функций алиспоривиром приводила к увели-
чению числа выживших клеток в условиях ги-
пергликемии.

Считается, что снижение трансмембран-
ного потенциала в митохондриях является од-
ним из факторов запуска митофагии [31, 38]. 
В наших экспериментах в условиях гипергли-
кемии и сниженного мембранного потенциала 
наблюдалось усиление колокализации мито-
хондрий и лизосом и увеличение в эндотелио-
цитах экспрессии участвующего в митофагии 
гена Parkin. Важно отметить, что эти методи-
ческие подходы являются косвенными доказа-
тельствами митофагии, однако они позволяют 
предполагать ее активацию в условиях гипер-
гликемии, что подтверждается литературными 
данными. Известно, что на стадии преддиабета 
наблюдается активация митофагии, тогда как 
на стадии сахарного диабета II типа – ингиби-
рование данного процесса [6, 39]. При этом ак-
тивация митофагии рассматривается в качестве 
адаптивного ответа. По-видимому, экспозиция 
первичной культуры эндотелиоцитов мыши в 
течение 24 ч в среде, содержащей 30 мМ глю-
козу, индуцирует снижение жизнеспособности 
клеток и развитие митохондриальной дисфунк-
ции. Однако при этом в клетках альтернативно 
могут активироваться процессы (в частности, 
митофагия), препятствующие этому негатив-
ному сценарию.

Инкубация клеток в условиях гиперглике-
мии с алиспоривиром приводила к тому, что 
уровень колокализации митохондрий и лизо-
сом, а также уровень экспрессии гена Parkin 
становились неотличимы от наблюдаемых в 
контрольных клетках. Таким образом, можно 
предположить, что алиспоривир в гиперглике-
мических условиях препятствует не только об-
разованию MPT-поры и снижению мембран-
ного митохондриального потенциала, но и, 
возможно, запуску митофагии в эндотелиоци-

тах. Для доказательства этого предположения 
необходимо провести дополнительные иссле-
дования по определению митофагии.

Можно дискутировать о том, насколько 
полезным для организма будет отсутствие та-
кого адаптивного ответа, как митофагия, при 
развитии сахарного диабета, однако проведен-
ные нами предыдущие исследования позволя-
ют говорить о том, что алиспоривир оказывает 
терапевтическое воздействие в ходе продол-
жительного введения диабетическим живот-
ным [25, 26]. Мы продемонстрировали, что 
в сердце диабетических мышей наблюдается 
снижение экспрессии генов Pink1 и Parkin, а 
продолжительное (в течение 3 недель) введе-
ние диабетическим животным алиспоривира 
приводило к нормализации уровня экспрес-
сии этих генов [26].

Как показано в настоящей работе, поми-
мо изменения экспрессии гена Parkin, гиперг-
ликемия вызывает увеличение содержания 
мРНК белка Drp1, ответственного за деление 
митохондрий. Эти результаты косвенно под-
тверждают имеющиеся в литературе данные, 
что при развитии сахарного диабета у человека 
и животных, а также моделировании гиперг-
ликемии на клеточных культурах наблюдает-
ся фрагментирование митохондриальной сети 
[6–8]. В наших условиях алиспоривир не смог 
достоверно восстановить уровень мРНК Drp1 
до контрольных значений.

Как было сказано выше, исследования на 
клеточном уровне позволяют определить ме-
ханизмы и таргетные молекулы, которые не 
могут быть обнаружены в экспериментах на 
животных. Алиспоривир, как и его иммуно-
супрессорный аналог циклоспорин А, имеет 
несколько мишеней [40, 41]. Помимо мито-
хондриального циклофилина Д, алиспоривир 
способен взаимодействовать с цитоплазма-
тическим циклофилином А [41]. С этим дей-
ствием связывают его способность подавлять в 
клетках репликацию различных вирусов, в том 
числе и SARS-Cov-2 [42]. Поэтому полученные 
в настоящей работе эффекты могут быть обу-
словлены не только действием данного агента 
на митохондрии. Однако очевидно, что алис-
поривир как в экспериментах in vivo на живот-
ных, так и в экспериментах на клеточной куль-
туре подавляет развитие митохондриальной 
дисфункции при сахарном диабете и способ-
ствует облегчённому течению заболевания.
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ALISPORIVIR NORMALIZES MITOCHONDRIAL FUNCTION 
OF PRIMARY MOUSE LUNG ENDOTHELIAL CELLS 

UNDER CONDITIONS OF HYPERGLYCEMIA
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The present work shows the eff ect of alisporivir (a mitochondrial permeability transition pore inhibitor) on the 
development of mitochondrial dysfunction under hyperglycemic conditions in a primary culture of mouse lung 
endothelial cells. We have demonstrated that hyperglycemia (30 mM glucose for 24 h) leads to a decrease in 
the viability of pulmonary endotheliocytes. Hyperglycemia causes mitochondrial dysfunction, manifested by a 
drop of membrane potential, an increase in superoxide anion generation and mitochondrial pore (MPT pore) 
opening activity. Incubation of endothelial cells with 5 μM alisporivir under hyperglycemic conditions leads 
to an increase in cell viability, restoration of the membrane potential level and MPT pore opening activity to 
control values. Hyperglycemia leads to increased mitophagy in lung endothelial cells: we observed an increase 
in the degree of colocalization of mitochondria and lysosomes and the expression of the Parkin gene. Alisporivir 
restored these parameters back to levels seen in control cells. Hyperglycemia led to an increase in the expression 
of the Drp1 gene in endotheliocytes responsible for the synthesis of proteins involved in the process of fi ssion 
of mitochondria. Alisporivir did not signifi cantly alter the expression of the gene. The paper discusses the 
mechanisms of alisporivir eff ect on mitochondrial dysfunction in murine pulmonary endotheliocytes under 
conditions of hyperglycemia.

Keywords: mitochondria, alisporivir, mitochondrial permeability transition pore, hyperglycemia, diabetes mellitus, 
mitophagy


