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Пирроломицины С (Pyr_C) и D (Pyr_D) – антибиотики, продуцируемые Actinosporangium и Strepto-
myces, механизмом антимикробного действия которых является деполяризация мембраны бактерий 
и подавление их биоэнергетики через разобщение окислительного фосфорилирования. В основе 
данного явления лежит протонофорная активность пирроломицинов [Valderrama  et  al.  (2019) 
Antimicrob. Agents Chemother., 63, e01450-19]. В настоящей работе исследовано действие пирроломици-
нов на выделенные митохондрии печени крысы. Оказалось, что Pyr_C обладает большей активностью, 
чем Pyr_D, и разобщает митохондрии в субмикромолярном диапазоне концентраций, что проявляется 
в деполяризации мембраны митохондрий и стимуляции их дыхания. В случае препаратов митохондрий 
с нарушенной целостностью внешней мембраны различия в действии этих антибиотиков существенно 
уменьшаются. В случае «вывернутых» субмитохондриальных частиц (СМЧ) более активным разоб-
щителем, напротив, является Pyr_D, при этом СМЧ разобщаются уже при наномолярных концентра-
циях антибиотика. Протонофорное действие Pyr_D на плоской бислойной липидной мембра-
не (БЛМ) имеет максимум при рН около 9, что близко к рК

а
 этого соединения. Pyr_D работает как 

типичный анионный протонофор, активность которого снижается при добавлении дипольного мо-
дификатора флоретина. Такое же соотношение протонофорной активности Pyr_D и Pyr_C получено 
нами на липосомах, нагруженных рН-индикатором пиранином. Высказано предположение о том, что 
различие между протонофорным действием этих антибиотиков на митохондриях и на БЛМ можно 
отнести за счёт большей способности Pyr_C проникать через внешнюю мембрану митохондрий.
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ВВЕДЕНИЕ

Пирроломицины  –  антибиотики, проду-
цируемые актиномицетами и стрептомице-
тами [1–3]. Как следует из их названия, эти 
соединения содержат в своей структуре пир-
рольную группу. Пирроломицины  С  (Pyr_C) 
и  D  (Pyr_D), представляющие собой пиррол, 

соединённый через карбонильную группу с бен-
зольным кольцом, различаются только количе-
ством атомов хлора в обоих кольцах: в Pyr_C их 
четыре, а в Pyr_D – пять [4] (рис. 1). Pyr_C бо-
лее активен против грамположительных бакте-
рий по сравнению с Pyr_D. В основе антибак-
териального действия этих соединений лежит 
их протонофорная активность, которая была 
показана на искусственных липидных бисло-
ях [5], где оба соединения оказались более ак-
тивными, чем очень сильный классический ра-
зобщитель окислительного фосфорилирования 
митохондрий, карбонилцианид-м-хлорфенил-
гидразон (КЦХФ), причём Pyr_D на бислой-
ной липидной мембране (БЛМ) был заметно 
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Рис. 1. Химическая структура Pyr_C и Pyr_D

сильнее, чем Pyr_C. Целью настоящей работы 
было сравнение разобщающего действия Pyr_C 
и Pyr_D на препаратах выделенных митохон-
дрий. В  ходе подробного исследования дей-
ствия Pyr_C и Pyr_D на выделенных митохон-
дриях печени крысы мы показали, что Pyr_C 
вызывает их разобщение в субмикромолярном 
диапазоне концентраций. Причём, как и в слу-
чае бактерий, действие Pyr_C на митохондрии, 
а именно: деполяризация мембраны и стиму-
ляция дыхания митохондрий, проявляется при 
более низких концентрациях по сравнению 
с Pyr_D. Было показано также, что действие 
пирроломицинов на препаратах митохондрий, 
частично лишённых внешней мембраны, су-
щественно усиливается, причём усиление бо-
лее ярко выражено в случае Pyr_D. Высказа-
но предположение о том, что эффективность 
действия пирроломицинов на митохондрии во 
многом определяется их проницаемостью через 
внешнюю митохондриальную мембрану.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовались реагенты фирмы 
«Sigma-Aldrich» США, если не указано особо. 
Пирроломицины С (Pyr_C) и D (Pyr_D) были 
любезно предоставлены Рубеном Харткоопом 
из университета Лилля, Франция.

Митохондрии из печени крыс получали, как 
описано ранее [6]. Полученные митохондрии 
суспендировали в среде, содержащей 250 мM са-
харозы, 5  мM  MOPS (pH  7,4) и 1  мM  EGTA. 
Концентрацию белка измеряли биуретовым ме-
тодом, используя БСА в качестве стандарта.

Дыхание митохондрий измеряли при 25 °С 
полярографическим методом: по уменьшению 
концентрации кислорода в среде инкубации 

при помощи кислородного электрода Кларка 
(«Strathkelvin Instruments», Великобритания) 
с использованием системного программного 
обеспечения 782. Среда инкубации содержа-
ла 250 мМ сахарозы, 5 мМ MOPS (рН 7,4) и 
1 мМ EGTA. Концентрация митохондриально-
го белка составляла 0,4 мг/мл.

Митопласты (препараты митохондрий, ча-
стично лишённых внешней мембраны) полу-
чали в процессе инкубирования митохондрий 
печени крысы в течение 10 мин в буфере, содер-
жащем 10 мM MOPS, 1 мM EDTA, 10 мM Tris-
HCl (pH 7,4) с добавлением 25 мM KCl. После 
инкубирования суспензию центрифугировали 
при 4200  g в течение 5  мин, удаляли суперна-
тант, а осадок суспендировали в вышеописан-
ном буфере, содержащем сахарозу.

Мембранный потенциал митохондрий и ми-
топластов измеряли, используя в качестве ин-
дикатора сафранин О [7]. Среда измерения со-
держала 250 мM сахарозы, 5 мM MOPS (pH 7,4), 
1  мM  EGTA, 5  мМ  сукцинат, 2  мкМ  ротенон, 
олигомицин (2 мкг/мг белка) и 15 мкМ сафра-
нин  О. Концентрация белка митохондрий и 
митопластов составляла 0,6–0,7 мг/мл. Мем-
бранный потенциал измеряли по разности 
оптического поглощения при длинах волн  555 
и 523 нм на спектрофотометре Aminco DW-2000 
(Aminco, США) в двуволновом режиме.

Мембранный потенциал субмитохондри-
альных частиц сердца быка. Субмитохондри-
альные частицы (СМЧ), выделенные из серд-
ца быка по методу, описанному в работе 
Grivennikova et al. [8], были любезно предостав-
лены Гривенниковой В.Г. (кафедра биохимии 
биологического факультета МГУ). Измерения 
градиента рН в ответ на добавление NADH ре-
гистрировали по изменению флуоресценции 
9-амино-6-хлор-2-метоксиакридина (ACMA) 
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с помощью спектро флуориметра Панорама 
Флюорат-02 («Люмэкс», Россия) при длине 
волны возбуждения 410 нм и эмиссии – 480 нм, 
как описано в работе Deleage et al. [9]. Среда 
инкубации содержала 10 мМ HEPES (рН 7,4), 
100 мМ KCl, 5 мМ MgCl

2
 и 0,5 мкг/мл ACMA.

Проницаемость плоских бислойных фосфо-
липидных мембран для ионов водорода изме-
ряли в тефлоновой ячейке с двумя отсеками, 
разделёнными тефлоновой перегородкой с от-
верстием 0,6 мм в диаметре, на котором фор-
мировали мембрану из фосфолипида дифита-

Рис. 2. Действие пирроломицинов C (Pyr_C) и D (Pyr_D) на дыхание выделенных митохондрий. а – Действие Pyr_C 
и Pyr_D (стрелки вниз) на скорость дыхания выделенных митохондрий печени крыс до добавки ADP (стрелки вверх), 
после добавки 100 мкМ ADP и после исчерпания ADP в реакционной среде. Субстратом дыхания был сукцинат (5 мМ). 
Цифрами на кривых даны скорости дыхания в различных состояниях (нмоль О

2
/мин на 1 мг митохондриального бел-

ка). Концентрация Pyr_C была 1,2 мкМ (кривая 2) и 2 мкМ (кривая 3). Концентрация Pyr_D была 2 мкМ (кривая 4) и 
3 мкМ (кривая 5). Кривая 1 – контроль без добавления пирроломицина. В конце каждой записи добавляли 40 мкМ DNP 
(стрелки вправо) для достижения максимального дыхания. В среде измерения присутствовал БСА (0,5 мг/мл). б – За-
висимости скорости дыхания митохондрий от концентрации Pyr_C (кривая 1) и Pyr_D (кривая 2) в отсутствие БСА. 
Подробности см. в разделе «Материалы и методы». Точки данных представляют собой средние значения ± стандартные 
отклонения по меньшей мере для трёх независимых экспериментов
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Рис. 3. Действие пирроломицина С (Pyr_C, две добавки по 0,3 мкМ, панель а) и пирроломицина D (Pyr_D, две добавки 
по 0,3 мкМ, панель б) и DNP (5 добавок по 10 мкМ и 3 добавки по 20 мкМ, панель в) на мембранный потенциал митохон-
дрий (сплошные кривые) и препаратов митохондрий, частично лишённых внешней мембраны (митопласты, пунктирные 
кривые), измеренный по изменению разности поглощения сафранина О при 555 и 523 нм. Митохондрии энергизовали 
добавлением сукцината (5 мМ) в присутствии ротенона (5 мкМ) и олигомицина. г – Статистическая обработка значений 
мембранного потенциала митохондрий и митопластов в присутствии 0,3 мкМ Pyr_C и Pyr_D, а также 50 мкМ DNP (% по 
отношению к сигналу в контроле). Подробности см. в разделе «Материалы и методы». Точки данных представляют собой 
средние значения ± стандартные отклонения по меньшей мере для трёх независимых экспериментов

ноилфосфатидилхолина («Avanti Polar Lipids», 
США) в концентрации 20  мг на  мл  декана. 
Измерения тока через мембрану осуществля-
ли двумя AgCl-электродами, погружёнными в 
ячейку по обе стороны мембраны, используя 
усилитель OES-2 («Opus», Россия).

Проницаемость мембран липосом для ио-
нов водорода измеряли с помощью рН-чув-
ствительного красителя пиранина, как 
описано в работе Denisov et al. [10] по не-
сколько модифицированной методике [11]. 
Липосомы приготовляли из диолеил-
фосфатидилхолина (DOPC), диолеил фосфат-
идилглицерина (DOPG) и холесте рина в 

про порции 54/13/33. Раствор липидов в хло-
роформе (10  мг в  1  мл) был тщательно высу-
шен в токе азота, следовые остатки раство-
рителя удалены под вакуумом. Затем липиды 
были ресуспендированы в буфере, содержа-
щем 100  мM  KCl, 20  мM  MES, 20  мM  MOPS, 
20 мM Tricine (pH 6,0), с добавлением 0,5 мМ пи-
ранина. Концентрация липида в растворе соста-
вила 10 мг/мл. Смесь интенсивно встряхивали 
и замораживали при –20 °С. Операцию повто-
ряли три раза. Моноламеллярные липосомы 
получали методом экструзии через поликар-
бонатный фильтр с диаметром пор 100 нм, ис-
пользуя миниэкструдер («Avanti Polar Lipids»). 
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Внелипосомальный пиранин отделяли про-
пусканием через колонку с Sephadex G-50, 
уравновешенную тремя объёмами вышео-
писанного буфера. Измерения проводили на 
спектрофлуориметре Панорама Флюорат-02 
в условиях термостатирования (15 °С). Флу-
оресценцию регистрировали на длине волны 
505 нм при длине волны возбуждения 455 нм. 
В конце каждой записи добавляли K+/H+-об-
менник, ласалоцид А, для полного рассеива-
ния градиента протонов. Для предотвращения 
образования протонного диффузионного по-
тенциала эксперименты проводили в присут-
ствии 10 нМ валиномицина.

Статистический анализ проводили с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разобщители окислительного фосфори-
лирования стимулируют дыхание изолирован-

ных митохондрий и одновременно снижают их 
мембранный потенциал, поскольку являются 
протонофорами, а дыхательная цепь митохон-
дрий состоит из протонных помп. Стимуляция 
дыхания митохондрий под действием разоб-
щителей не сопровождается увеличением ско-
рости синтеза ATP, то есть в этих условиях про-
исходит рассеивание высвобождающейся при 
окислении химической энергии в тепло. Ранее 
было показано, что Pyr_C и Pyr_D сбрасывают 
мембранный потенциал бактерий и стимули-
руют дыхание митохондрий [5]. В настоящей 
работе мы сравнили между собой стимулирую-
щее действие Pyr_C и Pyr_D на изолированных 
митохондриях печени крысы, а также измери-
ли их действие на мембранный потенциал.

На рис. 2, а показаны примеры увеличения 
скорости дыхания митохондрий под действием 
Pyr_C (кривые 2 и 3) и Pyr_D (кривые 4 и 5) 
с последующим добавлением 100  мкМ  ADP. 
Субстратом дыхания был сукцинат. При до-
бавлении как Pyr_C, так и Pyr_D происходит 

Рис. 4. Ресопрягающее действие 6-кетохолестанола (50 мкМ) при разобщении митохондрий пирроломицином С (Pyr_C, 
100 нМ, кривая 1) и пирроломицином D (Pyr_D, 0,3 мкМ, кривая 2). Показана запись измерения мембранного потен-
циала митохондрий по изменению разности поглощения сафранина О при 555 и 523 нм. Митохондрии энергизовали 
добавлением сукцината (5 мМ) в присутствии ротенона (5 мкМ) и олигомицина. В конце опыта вводили две добавки 
по 100 мкМ DNP. Подробности см. в разделе «Материалы и методы»
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Рис. 5. Действие Pyr_C и Pyr_D на субмитохондриальные частицы. а – Действие пирроломицинов С (Pyr_C, серая 
кривая) и D (Pyr_D, чёрная кривая) на мембранный потенциал субмитохондриальных частиц (СМЧ), измеренный 
по флуоресценции ACMA (0,5 мкг/мл, возбуждение – 410 нм, эмиссия – 480 нм). СМЧ энергизовали добавлением 
NADH (200 мкМ). В конце записей добавляли грамицидин А (0,1 мкг/мл), чтобы полностью сбросить мембранный по-
тенциал СМЧ. б – Зависимости мембранного потенциала СМЧ от концентрации Pyr_C (кривая 2), Pyr_D (кривая 1) и 
КЦХФ (кривая 3). Точки данных представляют собой средние значения ± стандартные отклонения по меньшей мере 
для трёх независимых экспериментов. Среда содержала 100 мМ KCl, 10 мМ HEPES (pH 7,4), 5 мМ MgCl

2
, 0,5 мМ EGTA. 

Концентрация белка – 25 мкг/мл. Подробности см. в разделе «Материалы и методы»

удлинение времени фосфорилирующего дыха-
ния, что выражается в снижении коэффици-
ента ADP/О с  1,95 до  1,48 и далее до  1,32 для 
1,2 мкМ и 2 мкМ Pyr_C, и до 1,16 и далее до 0,97 
при 2  мкМ и  3  мкМ  Pyr_D соответственно. 
На рис. 2, б приведена зависимость скорости 
дыхания митохондрий от концентрации Pyr_C 
(кривая 2) и Pyr_D (кривая 1) в отсутствие до-

бавленного ADP. Обращает на себя внимание 
то, что действующие концентрации Pyr_C 
были ниже по сравнению с Pyr_D. В этой серии 
опытов в среде отсутствовал БСА, который, как 
было показано ранее [5], снижает действующую 
концентрацию пирроломицинов.

На рис. 3 приведены измерения мембран-
ного потенциала митохондрий (сплошные чер-
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ные кривые) при добавлении одинаковых кон-
центраций Pyr_C (рис 3, а) и Pyr_D (рис 3, б). 
В соответствии с данными по дыханию мито-
хондрий, показанными на рис. 2, Pyr_C более 
глубоко снижает мембранный потенциал ми-
тохондрий по сравнению с Pyr_D. Пунктир-
ные кривые на рис. 3 показывают аналогичные 
данные, полученные на препаратах митохон-
дрий, частично лишённых внешней мембра-
ны (митопласты). Видно, что на этих препа-
ратах Pyr_C (а) и Pyr_D (б) сильнее снижают 
мембранный потенциал по сравнению с мито-
хондриями. На рис. 3, в приведены аналогич-
ные данные для другого разобщителя, DNP, 
где различия между митохондриями и препа-
ратами, частично лишёнными внешней мем-
браны, резко уменьшаются. На рис. 3, г при-
ведены величины мембранного потенциала 
при концентрации Pyr_C и Pyr_D – 0,3 мкМ 
для мито хондрий и препаратов, частично ли-
шённых внешней мембраны. Видно, что в слу-
чае Pyr_D различия между митохондриями и 
митопластами достоверные (p < 0,001), тогда 
как в случае Pyr_C различия статистически 
не значимы.

Известно, что разобщающее действие на 
митохондрии для большинства изученных со-
единений чувствительно к 6-кетохолестанолу 
или к ингибитору ADP/ATP-антипортера кар-
боксиатрактилозиду (КАТР) [12, 13]. Например, 

эффект классических сильных разобщителей 
КЦХФ и SF6847 подавляется 6-кетохолестано-
лом  [14], а действие таких разобщителей, как 
DNP и BAM15, частично снимается карбокси-
атрактилозидом [15–17]. Оказалось, что действие 
как Pyr_C, так и Pyr_D на мембранный потен-
циал митохондрий почти полностью снимает-
ся при добавлении 6-кетохолестанола  (рис. 4), 
тогда как КАТР в обоих случаях практически 
не оказывает влияния на снижение мембран-
ного потенциала (данные не показаны). Таким 
образом, Pyr_C и Pyr_D можно отнести к раз-
ряду сильных разобщителей, чувствительных к 
6-кето холестанолу.

Обнаруженные нами существенные разли-
чия в относительной эффективности Pyr_C и 
Pyr_D на митохондриях и препаратах, частично 
лишённых внешней мембраны, указывают на 
возможную роль внешней мембраны митохон-
дрий как фактора, определяющего эти разли-
чия. Для проверки этой гипотезы мы провели 
эксперименты на СМЧ, которые представляют 
собой внутреннюю мембрану митохондрий, но 
в инвертированной ориентации, так что про-
тонные помпы в этой системе качают протоны 
внутрь таких замкнутых частиц. На  рис.  5, а 
приведён пример влияния Pyr_C и Pyr_D на 
мембранный потенциал СМЧ, оценённый с 
помощью флуоресцентного индикатора ACMA. 
В этой системе, в отличие от митохондрий, 

Рис. 6. Индукция протонной проводимости липосом под действием пирроломицинов С (Pyr_C, 0,3 нМ, кривая 1) и 
D (Pyr_D, 0,3 нМ, кривая 2). Дана зависимость флуоресценции рН-зонда пиранина (возбуждение – 455 нм, регистра-
ция – 505 нм), нагруженного в липосомы, от времени до и после добавления аликвоты KOH, которая сдвигает рН рас-
твора от 6 до 8. В конце каждой пробы добавляли K+/H+-обменник ласалоцид А (1 мкМ) для полного рассеивания гра-
диента рН на мембране
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Pyr_D действует существенно активнее, чем 
Pyr_C, снижая мембранный потенциал сильнее 
при одинаковых концентрациях. В конце опыта 
добавляли грамицидин  А, который полностью 
сбрасывает мембранный потенциал на СМЧ. 
Обращает на себя внимание тот факт, что для 
сброса потенциала в этой системе требуются 
очень низкие концентрации Pyr_D. Так, [I]

50
 для 

Pyr_D составляет около 10 нМ (рис. 5, б), что 
существенно ниже, чем у КЦХФ (500 нМ) [18]. 
Насколько мы знаем, такие низкие разобщаю-
щие концентрации Pyr_D являются рекордны-
ми для СМЧ. Более мощное протонофорное 
действие, Pyr_D, перекликается с данными, 
полученными на искусственных БЛМ, где так-
же Pyr_D был активнее Pyr_C и оба они были 
намного сильнее КЦХФ [5]. Мы решили про-
верить этот результат на другой искусственной 
мембранной системе – липосомах, нагружен-
ных рН-индикатором, пиранином.

Рис. 6 показывает, что добавление 0,3 нМ 
Pyr_D приводит к выравниванию рН на липо-
сомах примерно за 3 мин после сдвига рН с 6 
до 8 (кривая 1). Выравнивание рН при добав-
лении той же концентрации Pyr_C происходит 
медленнее (кривая 2) и требует около 10 мин 
для завершения процесса. В контрольных опы-
тах без добавления пирроломицина за 10 мин 
после сдвига внешнего рН внутренний рН из-
меняется слабо (кривая 3). В этой системе тре-
буется добавлять десятки наномолей КЦХФ, 
чтобы заметно ускорить кинетику выравнива-
ния рН [19]. Таким образом, ряд протонофор-
ной активности изученных разобщителей на 
липосомах совпадает с рядом протонофорной 
активности на плоских БЛМ [5] и с рядом раз-
общающей активности на СМЧ (рис. 5).

Важной информацией о механизме ра-
боты протонофора является рН-зависимость 
его активности, измеренная на плоской БЛМ. 
Для типичного протонофора, такого как DNP 
или КЦХФ, рН-зависимость представляет со-
бой колокол с максимумом при рН в райо-
не pK

a
 [20]. На рис. 7, а представлена рН-зави-

симость тока БЛМ, индуцированного Pyr_D. 
Экспериментальная рН-зависимость хорошо 
аппроксимируется теоретическим уравнени-
ем (серая линия), которое ранее было получе-
но для случая переноса протона переносчи-
ком [20–22]:

(1)

где K – константа протонирования прото-
нофора, ki и kn – кинетические константы 
транслокации для заряженной и нейтральной 
формы протонофора. В соответствии с пред-

положением о том, что величина kn больше, 
чем  ki, максимум рН-зависимости сдвинут 
вправо от точки pK

a
 = 7,8, которая была опре-

делена путём фиттирования эксперименталь-
ных данных уравнением (1). Оцененная вели-
чина pK

a
 близка к таковой у 2,4-дихлорфенола 

с pK
a
  =  7,9. Известно, что ток  БЛМ, который 

индуцируют анионные протонофоры (вклю-
чая КЦХФ), снижается под действием флоре-
тина, тогда как ток катионных протонофоров, 
напротив, растёт при добавлении флорети-
на [23, 24]. Это происходит потому, что фло-
ретин снижает дипольный потенциал фосфо-
липидных мембран [23]. На рис. 7, б показано 
действие флоретина на ток БЛМ, индуциро-
ванный Pyr_D. Поскольку флоретин снижает 
ток, можно сделать вывод, что Pyr_D является 
анионным протонофором.

На рис. 7, в показаны записи тока, инду-
цированного на БЛМ Pyr_D при приложении 
скачка потенциала в 25 мВ при щелочных зна-
чениях рН среды инкубации. В этих услови-
ях стационарный ток близок к нулю, однако в 
начальный момент времени наблюдается су-
щественно больший ток, который спадает в 
течение десятков миллисекунд. По аналогии 
с работой по изучению свойств протонофора 
КЦХФ [21] можно предположить, что этот про-
цесс связан с транслокацией анионной формы 
Pyr_D с одной стороны мембраны на другую 
сторону. Низкая величина стационарного тока 
говорит тут о том, что процесс связывания 
Pyr_D с поверхностью мембраны довольно 
медленный, что приводит к истощению связан-
ной формы Pyr_D с одной стороны мембраны 
через некоторое время после приложения на-
пряжения. Кинетики релаксации тока хорошо 
аппроксимируются моноэкспоненциальными 
кривыми (серые кривые на рис. 7, в). На встав-
ке к рис. 7, в дана зависимость характерного 
времени релаксации τ от рН среды. Видно, что 
с ростом рН время релаксации тока увеличи-
вается. Это означает, что в кинетику трансло-
кации вносит вклад процесс протонирования/
депротонирования Pyr_D и транспорт прото-
нированной формы через мембрану.

Суммируя, можно заключить, что в случае 
чисто липидных мембран – липосом (рис. 6) 
или БЛМ [5] – Pyr_D действительно являет-
ся более сильным анионным протонофором 
по сравнению с Pyr_C. Можно предположить, 
что более эффективное действие Pyr_C на ми-
тохондриях связано с низкой проницаемостью 
внешней мембраны митохондрий для Pyr_D. 
Действительно, Pyr_D более активен на систе-
ме СМЧ, которая представляет собой препа-
рат внутренней мембраны митохондрий. Ранее 
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Рис. 7. Действие Pyr_D на плоские БЛМ. а – рН-зависимость тока на бислойной липидной мембране (БЛМ), индуци-
рованного пирроломицином D (30 нМ). БЛМ была сформирована из деканового раствора дифитаноилфосфатидилхо-
лина. Потенциал на БЛМ был 50 мВ. Среда, омывающая мембрану, содержала 10 мМ Tris, 10 мМ MES, 10 мМ бета-ала-
нин, 10 мМ KCl. Точки данных представляют собой средние значения ± стандартные отклонения по меньшей мере для 
трёх независимых экспериментов. Серая кривая является аппроксимацией экспериментальных точек уравнением (1) 
со следующими параметрами: pK

a
 = 7,8, отношение проницаемости нейтральной и анионной формы – 970. б – Дей-

ствие флоретина (5 мкМ) на ток БЛМ, индуцированный Pyr_D (100 нМ). Опыт ставили в вышеописанных условиях 
при рН 7,0. в – Запись тока БЛМ в присутствии 30 нМ Pyr_D при приложении к мембране +25 мВ в момент времени 
t = 0 с. Серые линии – моноэкспоненциальные кривые с показателем времени 18 мс (кривая 1, рН 10,1), 20 мс (кри-
вая 2, рН 10,7), 43 мс (кривая 3, рН 11,5) и 82 мс (кривая 4, рН 11,9). Вставка: рН-зависимость времени релаксации 
тока τ. Состав среды: 50 мМ KCl, 5 мМ Na

2
B

4
O

7

3
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было показано, что действие пептидного ка-
налоформера грамицидина А на митохондрии 
также сильно затрудняется наличием у них 
внешней мембраны [25]. Грамицидин А явля-
ется очень гидрофобным соединением, и его 
выход в водную фазу из мембраны практически 
не происходит. Проницаемость веществ через 
мембраны сильно зависит от гидрофобности и 
для гидрофильных соединений растёт с ростом 
гидрофобности (так называемое правило Овер-
тона), однако при увеличении гидрофобности 
выше какого-то порога происходит снижение 
проницаемости [26] из-за «застревания» в мем-
бране. Pyr_D должен быть более гидрофобным 
по сравнению с Pyr_C, поскольку у него на один 
хлорный заместитель больше. Как известно, 
введение хлора в скелет молекулы приводит к 
увеличению коэффициента распределения ок-
танол–вода примерно в  3–5 раз. Сам перенос 
протонов по челночному механизму работы ги-
дрофобного протонофора может не требовать 
выхода в водную фазу, как это было показано в 
случае КЦХФ [27].

Ранее было показано, что один из природ-
ных пирроломицинов, диоксипирроломицин, 
который работает в наномолярном диапазоне 
концентраций, является сильным разобщи-
телем окислительного фосфорилирования на 
митохондриях [28]. Следует сказать, что в отли-
чие от Pyr_C и Pyr_D, диоксипирроломицин не 
является фенолом и его протон-транспортные 
свойства, по всей видимости, определяются 
протоном при атоме азота в пиррольном фраг-
менте. Было показано, что введение эпокси-
метильной группы в это положение приводит 
к потере разобщающей активности на изоли-
рованных митохондриях, однако полученные 
производные сохраняют сильное инсектицид-
ное действие, что связывается со способно-
стью неспецифических оксидаз насекомых к 
ферментативному отщеплению эпоксиметиль-
ной группы [29]. В то же время эти соединения 
оказывают лишь слабое токсическое действие 
на клетки млекопитающих и растений. Такие 
свойства позволили широко использовать 
препарат хлорфенапир (chlorfenapyr) в каче-
стве эффективного инсектицидного средства в 
сельском хозяйстве.

В заключение обсудим возможность ис-
пользования пирроломицинов не в качестве 
антибиотиков или инсектицидов, а в качестве 
потенциальных препаратов для борьбы с ожи-
рением. Важным преимуществом пирроло-
мицинов является то, что они представляют 
собой природные соединения. Другой природ-
ный разобщитель, усниновая кислота, широко 
используется как «сжигатель жира», при этом 
использование синтетического протонофора 
DNP было запрещено. Для того чтобы подойти 
к использованию пирроломицинов для борьбы 
с ожирением необходимо найти те дозы, кото-
рые уже стимулируют окислительный метабо-
лизм в организме животных, но ещё не вызы-
вают токсического действия или выраженных 
побочных эффектов. В качестве первого шага 
такой работы можно рассмат ривать опублико-
ванные данные для Pyr_C и Pyr_D по цитоток-
сичности для клеток HEK-293 [5]. Дальнейшая 
работа на крысах in  vivo покажет, насколько 
пирроломицины подходят для таких целей.
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THE ANTIBIOTIC PYRROLOMYCIN 
AS AN EFFECTIVE MITOCHONDRIAL UNCOUPLER

A. M. Firsov, L. S. Khailova, T. I. Rokitskaya, E. A. Kotova, and Y. N. Antonenko*

Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University, 
119991 Moscow, Russia; e-mail: antonen@belozersky.msu.ru, yuriantonenko@gmail.com

Pyrrolomycins C (Pyr_C) and D (Pyr_D) are antibiotics produced by Actinosporangium and Streptomyces. 
Their antimicrobial action consists in depolarization of the bacterial membrane, leading to suppression of 
bacterial bioenergetics through uncoupling of oxidative phosphorylation. This phenomenon is based on the 
protonophoric action of pyrrolomycins [Valderrama et al., Antimicrob Agents Chemother. (2019) 63, e01450]. 
Here, we studied the eff ect of pyrrolomycins on isolated rat liver mitochondria. Pyr_C appeared to be more 
active than Pyr_D and uncoupled mitochondria in the submicromolar concentration range, which manifested 
itself in depolarization of the mitochondrial membrane and stimulation of mitochondrial respiration. In the 
case of mitoplasts, i.e., mitochondria with impaired integrity of the outer membrane, the diff erence in the 
action of these antibiotics was signifi cantly reduced. In the case of “inverted” submitochondrial particles 
(SMPs), on the contrary, Pyr_D appeared to be a more active uncoupler, which caused collapse of membrane 
potential in SMPs at nanomolar concentrations. The protonophoric activity of Pyr_D on a planar bilayer 
lipid membrane (BLM) had a maximum at pH around 9, i.e., close to the pKa of this compound. Pyr_D 
behaved as a typical anionic protonophore, with the activity on BLM being decreased by the dipole modifi er 
phloretin. The diff erence between the protonophoric eff ects of pyrrolomycins C and D on mitochondria and 
on lipid membranes were attributed to a higher ability of Pyr_C to penetrate through the outer mitochondrial 
membrane.
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