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TRO19622 (олесоксим, холестерин-подобный цитопротектор) – экспериментальный препарат, раз-
работанный для потенциальной терапии ряда неизлечимых дегенеративных заболеваний. Основ-
ной молекулярной мишенью данного соединения в клетке служат пориновые белки внешней мито-
хондриальной мембраны, которые выполняют ключевую роль в регуляции обмена метаболитами
между митохондриями и остальной частью клетки. Нарушения активности данных каналов может
вызывать развитие митохондриальной дисфункции в здоровых клетках. В работе проведена оценка
основных показателей функционирования митохондрий и индекса жизнеспособности клеток в
культурах после их инкубации с TRO19622. Установлено, что TRO19622 в концентрациях 15–
30 мкМ ингибирует скорости фосфорилирующего и разобщенного дыхания изолированных мито-
хондрий (состояния 3 и 3UDNP) при использовании сукцината в качестве субстрата, однако не вли-
яет на ферментативную активность комплексов I–IV дыхательной цепи. Показано, что TRO19622
в исследуемых дозах не влияет на скорость образования H2O2 в митохондриях и параметр кальцие-
вой емкости, отражающий резистентность органелл к открытию кальций-зависимой неспецифиче-
ской поры. Инкубация фибробластов кожи человека и клеток аденокарциномы молочной железы
(MCF-7) с 30 мкМ TRO19622 в течение 48 ч не оказывает влияния на продукцию активных форм
кислорода и жизнеспособность клеток. Обсуждаются механизмы действия TRO19622 на систему
окислительного фосфорилирования и перспективы использования данного митохондриально-на-
правленного терапевтического агента.

Ключевые слова: VDAC, митохондрии, митохондриальное дыхание, окислительное фосфорилирование,
АФК, жизнеспособность клеточных культур.
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Работа клеток в нормальных условиях зависит
от скоординированного обмена метаболитами
между клетками и внутриклеточными структура-
ми. Митохондрии играют центральную роль в ре-
гуляции метаболизма клеток. Они обеспечивают
клетки энергией, высвобождаемой в результате
окисления субстратов в ходе реакций окисли-
тельного фосфорилирования, и участвуют в це-
лом ряде других жизненно важных процессов, та-
ких как кальциевая сигнализация, клеточный
цикл, коммуникация между органеллами, кле-

точная дифференцировка, пролиферация и за-
программированная гибель. Таким образом, ми-
тохондрии часто выступают как ключевой центр,
определяющий судьбу клетки при физиологиче-
ских и патологических состояниях [1–3]. 

Ключевыми белками внешней митохондри-
альной мембраны, обеспечивающими транспорт
большинства водорастворимых метаболитов (вклю-
чая молекулы АТФ, АДФ и т.д.) и ионов, являют-
ся потенциал-зависимые ионные каналы (VDAC),
или порины. Это группа порообразующих белков
с β-баррельной структурой, кодируемых тремя
разными генами у эукариот и имеющих молеку-
лярную массу 30–35 кДа [4]. Все три изоформы
VDAC-каналов экспрессируются в разных тканях

Сокращения: VDAC – потенциал-зависимые ионные кана-
лы, MPTP – кальций-зависимая неселективная порa (mi-
tochondrial permeability transition pore), АФК – активные
формы кислорода. 
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и играют важную роль в энергетическом метабо-
лизме клеток. В полностью открытом состоянии
VDAC-каналы имеют диаметр 2.5–3.0 нм и про-
пускают основные метаболиты и анионы, тогда
как в закрытом состоянии диаметр поры сокра-
щается до 1.8 нм и их транспорт резко снижается,
но ускоряется транспорт ионов кальция в 4−10
раз. Такие изменения в активности VDAC проис-
ходят при модуляции мембранного потенциала
на внешней мембране митохондрий (переход от 0
мВ к ± 20−40 мВ) или действии ряда соединений-
эффекторов, способных изменять потенциал-за-
висимые характеристики каналов [5]. Хотя за-
крытие VDAC может способствовать установле-
нию стабильного состояния и предотвращению
изменения объема митохондриального матрикса
за счет подавления транспорта одновалентных
ионов, чрезмерное накопление ионов Са2+ спо-
собно вызвать открытие кальций-зависимой не-
селективной поры (mitochondrial permeability
transition pore, MPTP) в митохондриях и запу-
стить программируемую клеточную гибель [6]. 

Исследования продемонстрировали, что
VDAC1- и VDAC2-каналы участвуют в регуляции
митохондриального апоптоза, вступая во взаимо-
действие с белками семейства Bcl2, обладающи-
ми как про-, так и антиапоптотической активно-
стью. VDAC1 способен образовывать во внешней
мембране олигомерные поры, через которые про-
исходит выход проапоптотических белков. Также
предполагается, что VDAC1 играет важную роль в
активации и стабилизации пор, образованных
белками Bax, что приводит к высвобождению
проапоптотических факторов и запуску апоптоза.
В то же время обнаружено, что взаимодействие с
VDAC2 подавляет олигомеризацию белка Bak и
апоптоз [7]. Недавно было установлено, что
VDAC3 участвует в регуляции образования актив-
ных форм кислорода и контроле качества мито-
хондрий. Убедительные доказательства важной
роли VDAC в регуляции митохондриальной
функции и метаболизма позволяют рассматри-
вать модуляцию активности данных белков как
потенциальную стратегию для коррекции нару-
шений энергетического обмена при различных

патологиях, таких как сахарный диабет, онколо-
гические, нейродегенеративные и другие заболе-
вания [8].

TRO19622 (олесоксим), холестерин-подобное
синтетическое соединение – это эксперимен-
тальный препарат, который был разработан для
потенциальной терапии ряда неизлечимых деге-
неративных заболеваний нервно-мышечной си-
стемы, включая боковой амиотрофический скле-
роз, спинальную мышечную атрофию и другие
(рис. 1) [9]. Исследования показали, что основ-
ной цитопротекторный эффект TRO19622 связан
с его взаимодействием с VDAC-белками мито-
хондрий. Было установлено, что ингибирование
активности VDAC при помощи TRO19622 оказы-
вает нейропротекторное действие за счет подав-
ления избыточного транспорта ионов кальция в
митохондрии и предотвращения гибели нейро-
нов. TRO19622 прошел доклинические испыта-
ния и продемонстрировал нейропротекторные
свойства в моделях дегенеративных заболеваний
[10]. Однако клинические испытания 3-й фазы
были прекращены, а эффективность этого соеди-
нения и безопасность для человека не была под-
тверждена. Также на данный момент отсутствуют
комплексные исследования механизмов дей-
ствия данного ингибитора на функционирование
митохондрий, включая параметры энергетиче-
ского, ионного и окислительного обмена в этих
органеллах.

В связи с этим целью данной работы было изу-
чение влияния TRO19622 на основные показате-
ли функционирования митохондрий и индекс
жизнеспособности культивируемых клеток. Мы
оценили способность TRO19622 оказывать влия-
ние на биоэнергетические функции изолирован-
ных митохондрий, митохондриальный мембран-
ный потенциал, ферментативную активность
комплексов митохондриальной дыхательной це-
пи, скорость образования пероксида водорода в
митохондриях и восприимчивость этих органелл
к открытию кальций-зависимой неселективной
поры, участвующей в выходе ионов кальция и ак-
тивации апоптоза. Кроме того, мы исследовали
действие TRO19622 на продукцию активных

Рис. 1. Структура TRO19622.
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форм кислорода и жизнеспособность клеток ли-
нии MCF-7 (аденокарциномы молочной железы)
и фибробластов кожи человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реактивы и материалы. В работе использовали

соединение TRO19622 (Tocris bioscience, Ref.
2906, Bio-Techne SAS, Франция). KCl, HEPES,
АДФ и остальные реактивы были приобретены у
фирмы-производителя Sigma-Aldrich (США), ес-
ли не указано иначе. В серии контрольных экспе-
риментов вместо TRO19622 добавляли 1 мкл рас-
творителя (диметилсульфоксид). Концентрация
диметилсульфоксида в пробах не превышала
0.1%.

Условия культивирования клеток и определение
их жизнеспособности. Клеточная линия аденокар-
циномы молочной железы человека MCF-7 была
получена из Российской коллекции клеточных
культур (Институт цитологии РАН, Санкт-Пе-
тербург, Россия). Фибробласты кожи человека,
полученные из участка кожи здоровых доноров
(n = 3), были получены из биобанка Института
регенеративной медицины Московского государ-
ственного университета имени М.В. Ломоносова,
идентификатор коллекции: MSU_FB
(https://human.depo.msu.ru). Клетки культивиро-
вали в среде DMEM с низким содержанием глю-
козы (#11885084, Gibco, США), содержащей 10%
фетальной бычьей сыворотки (#SH30071.02HI,
HyClone, США), 1% раствора противогрибкового
антибиотика (Pen/стрептококк/фунгизон)
(#SV30079.01, HyClone, США) и 1 мг/мл инсули-
на (MCF-7).

Для оценки жизнеспособности клетки трижды
промывали сбалансированным солевым раство-
ром Хэнкса и инкубировали с 5 мкМ пропидий йо-
дида (λex = 493 нм, λem = 636 нм) и 5 мкг/мл краси-
теля Hoechst 33342 (λex = 361 нм, λem = 497 нм) при
37°C [11]. 

Продукцию активных форм кислорода (АФК)
в клетках измеряли с помощью флуоресцентного
красителя 2',7'-дихлордигидрофлуоресцеинди-
ацетата (λex = 490 нм, λem = 520 нм). Клетки в экс-
периментальных группах инкубировали с 20 мкМ
красителя в течение 30 мин при 37°C [11]. Не ме-
нее 200–400 клеток из разных полей зрения было
проанализировано для каждого образца.

Уровни флуоресценции определяли с помо-
щью системы визуализации клеток Evos Floid
(Thermo Fisher Scientific, США), а дальнейший
анализ данных проводили с использованием про-
граммного обеспечения Image J2 (Национальный
институт здравоохранения, Бетесда, США).

Выделение митохондрий и оценка их функцио-
нальной активности. Митохондрии были выделе-
ны из ткани печени крыс самцов линии Wistar ме-

тодом дифференциального центрифугирования,
как описано ранее [12]. Буфер для гомогенизации
содержал 70 мМ сахарозы, 210 мМ D-маннита,
1 мМ ЭДТА и 10 мМ HEPES/KOH (рН 7.4). По-
следующее центрифугирование проводили в том
же буфере, за исключением того, что вместо
ЭДТА использовали 100 мкМ ЭГTA. Полученные
суспензии содержали 60–70 мг митохондриаль-
ного белка/мл. Концентрацию белка в суспензии
митохондрий определяли по методу Брэдфорда,
используя обезжиренный бычий сывороточный
альбумин в качестве стандарта. 

Измерение поглощения кислорода изолиро-
ванными митохондриями проводили полярогра-
фическим методом в герметичной термостатиру-
емой ячейке объемом 1 мл с постоянным переме-
шиванием магнитной мешалкой с помощью
респирометра Oxygraph Plus (Hansatech Instru-
ments Ltd., Великобритания) [13]. Среда инкуба-
ции содержала 130 мМ KCl, 5 мМ NaH2PO4 и
10 мМ HEPES/KOH (рН 7.4). В работе использо-
вали 2.5 мм глутамата калия + 2.5 мМ малата ка-
лия или 5 мМ сукцината калия (в присутствии
1 мкМ ротенона) в качестве физиологических
субстратов окисления для комплексов I и II дыха-
тельной цепи соответственно. Cкорость погло-
щения кислорода регистрировались в последова-
тельных метаболических состояниях митохон-
дрий: а) скорость фосфорилирующего дыхания
после добавки 200 мкМ АДФ (состояние 3);
б) скорость дыхания после завершения фосфори-
лирования (состояние 4); в) максимальная ско-
рость дыхания в присутствии разобщителя –
50 мкМ 2,4-динитрофенола (состояние 3UDNP).
Данные параметры в их комбинации позволяют
получить оценку состояния биоэнергетики изо-
лированных митохондрий.

Мембранный потенциал митохондрий (ΔΨ)
оценивали с помощью флуоресцентного зонда
сафранина O (длина волны возбуждения 520 нм;
длина волны излучения 580 нм) с использовани-
ем спектрофлуориметра Panorama Fluorat-02
(«Люмекс», Россия) [14]. Инкубационная среда
содержала 210 мМ D-маннита, 70 мМ сахарозы,
10 мкМ ЭГТА и 10 мМ HEPES/KOH (рН 7.4). В
качестве субстратов дыхания использовали
2.5 мМ глутамата + 2.5 мМ малата калия или 5 мМ
сукцината калия в присутствии 1 мкМ ротенона.
Сафранин О добавляли в среду в концентрации
10 мкМ. Концентрация митохондриального бел-
ка в кювете составляла 0.5 мг/мл.

Активность комплексов электрон-транспорт-
ной цепи (I, II, III, IV) оценивали по скорости
специфических окислительно-восстановитель-
ных реакций в соответствии с ранее описанными
протоколами [15, 16] с помощью планшетного
ридера Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific,
США). Анализ проводили на предварительно
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разрушенных путем трехкратного заморажива-
ния/оттаивания (–20/+30°С) митохондриях, сус-
пендированных в 10 мМ Трис-HCl-буфере
(pH 7.6). Концентрация митохондриального бел-
ка в пробах составляла 50 мкг/мл.

Скорость образования пероксида водорода в
митохондриях измеряли с помощью флуорес-
центного зонда Amplex Red (длины волн возбуж-
дения 560 нм; длина волны излучения 590 нм) на
планшетном ридере Tecan Spark 10M (Tecan
Group Ltd., Швейцария) при 37°C [14]. Митохон-
дрии в концентрации 0.15 мг/мл инкубировали в
среде, содержащей 70 мМ сахарозы, 210 мМ
D-маннита, 1 мМ KH2PO4, 10 мкМ ЭГТА,
1 Ед./мл пероксидазы хрена, 10 мкМ Amplex Red,
10 мМ HEPES/KOH (pH 7.4). Регистрировали из-
менение флуоресценции в течение 3 мин. Коли-
чество образовавшегося пероксида водорода рас-
считывали по калибровочной кривой [14].

Концентрацию ионов кальция в среде опреде-
ляли с использованием индикатора Арсеназо III
при длинах волн 675–685 нм на планшетном ри-
дере Spark 10M (Tecan Group Ltd., Швейцария)
[17]. Митохондрии в концентрации 0.5 мг/мл ин-
кубировали в среде, содержащей 70 мМ сахарозы,
210 мМ D-маннита, 5 мМ сукцината калия, 1 мМ
KH2PO4, 1 мМ ротенона, 10 мМ ЭГТА, 10 мМ
HEPES/KOH (pH 7.4). Затем в пробу последова-
тельно добавляли CaCl2 (10 мкМ) до полного вы-
хода ионов из митохондрий вследствие открытия
МРТP-поры. Общее количество Ca2+, внесенно-
го в митохондрии до открытия МРТP-поры, рас-
сматривали как показатель кальциевой емкости
митохондрий и выражали в нмолях Ca2+/мг ми-
тохондриального белка.

Статистическая обработка данных. Статисти-
ческий анализ данных проводился с использова-
нием программного обеспечения GraphPad Prism
версии 8.4 (GraphPad Software Inc., США). Дан-
ные представлены как среднее значение ± стан-
дартная ошибка среднего (n = 3–6). Для проверки
нормальности распределения данных использо-
вался тест Шапиро–Уилка. В случае нормального
распределения значений применяли однофак-
торный дисперсионный анализ ANOVA с после-
дующим множественным сравнением групп по
критерию Тьюки. Различия между группами рас-
ценивали как статистически значимые при значе-
нии p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

TRO19622 не оказывает влияния на продукцию
активных форм кислорода и жизнеспособность кле-
ток линии MCF-7 и фибробластов кожи человека. В
настоящей работе было исследовано влияние
TRO19622 на продукцию активных форм кисло-
рода и жизнеспособность клетoк аденокарцино-
мы молочной железы линии MCF-7 и первичной
культуры фибробластов кожи человека. Стоит от-
метить, что, согласно литературным данным, ис-
пользуемая концентрация данного агента состав-
ляет 0.1–10 мкМ [10]. Можно видеть, что
TRO19622 в концентрациях 0.1–30 мкМ (48 ч ин-
кубации) не влияет на жизнеспособность клеток
линии MCF-7 и фибробластов кожи человека
(рис. 2). Параллельно с этим, TRO19622 в кон-
центрации 30 мкМ достоверно не влиял на про-
дукцию АФК в раковых клетках линии MCF-7 и в
фибробластах кожи человека, хотя наблюдался
тренд к увеличению их продукции (рис. 3).

Рис. 2. Влияние 30 мкМ TRO19622 на жизнеспособность опухолевых клеток молочной железы линии MCF-7 (а) и
первичной культуры фибробластов кожи человека (HF) (б). Результаты представлены в виде средних значений ±
± стандартная ошибка среднего (n = 4).
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TRO19622 вызывает ингибирование окисли-
тельного фосфорилирования в изолированных ми-
тохондриях. В работе была проведена оценка вли-
яния TRO19622 на биоэнергетические параметры
изолированных митохондрий. В табл. 1 представ-
лены данные о влиянии TRO19622 на параметры
дыхания и окислительного фосфорилирования
изолированных митохондрий печени крыс в при-
сутствии субстратов комплексов I и II дыхатель-
ной цепи (2.5 мМ глутамата + 2.5 мМ малата ка-
лия или 5 мМ сукцината калия соответственно).
Можно видеть, что TRO19622 дозозависимо сни-
жает скорости АДФ-стимулированного (состоя-
ние 3) и разобщенного (состояние 3UDNP) дыха-
ния митохондрий при окислении сукцината в ка-
честве физиологического субстрата. Параллельно

наблюдалось снижение коэффициента дыхатель-
ного контроля, отражающего степень сопряже-
ния митохондриального дыхания и окислитель-
ного фосфорилирования. Так, TRO19622
(30 мкМ) снижал этот параметр на 24% при окис-
лении сукцината. При этом TRO19622 в исследу-
емых концентрациях не влиял на скорость мито-
хондриального дыхания в состоянии покоя
(состояние 4), а также на скорость митохондри-
ального дыхания при окислении субстратов ком-
плекса I.

На рис. 4 приведены данные о влиянии
TRO19622 на митохондриальный мембранный

Рис. 3. Оценка влияния TRO19622 (30 мкМ) нa уро-
вень образования АФК в первичной культуре фиб-
робластов кожи человека (HF) и опухолевых клеток
молочной железы линии MCF-7. Результаты пред-
ставлены в виде средних значений ± стандартная
ошибка средней (n = 5).

Рис. 4. Типичные кинетические кривые интенсивно-
сти флуоресценции сафранина О, которые отражают
изменение мембранного потенциала изолированных
митохондрий в присутствии субстратов комплекса I
(2.5 мМ глутамата калия + 2.5 мМ малата) (пунктир-
ная линия) или субстратов комплекса II (5 мМ сукци-
ната калия в присутствии 1 мкМ ротенона) (сплош-
ная линия). Добавки: 15 мкМ TRO19622, 50 мкМ
ДНФ. Показаны типичные кривые (n = 5).

Таблица 1. Влияние TRO19622 на параметры дыхания изолированных митохондрий в разных метаболических
состояниях

TRO19622, мкM
Скорость митохондриального дыхания, 

нмоль O2·мин−1·мг−1 белка Дыхательный контроль 
(V3/V4)Состояние 3 Состояние 4 Состояние 3UDNP

Сукцинат калия + ротенон
0 70.3 ± 3.6 24.4 ± 1.2 72.6 ± 2.8 2.9 ± 0.2
15 61.8 ± 3.5* 25 ± 1.2 65 ± 1.3* 2.5 ± 0.1*
30 58.2 ± 3.5* 25.6 ± 1.0 62.8 ± 0.3* 2.2 ± 0.1*

Глутамат + малат калия
0 45.3 ± 1.8 12 ± 2.5 51.5 ± 1.8 3.9 ± 0.1
15 42.3 ± 0.7 11.3 ± 0.5 51.9 ± 2.7 3.9 ± 0.2
30 42.6 ± 0.5 11.4 ± 0.8 47.8 ± 2.6 3.8 ± 0.3

Примечание. Результаты представлены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего (n = 5); * – p < 0.05 – различия 
достоверны относительно контрольных значений (0 мкМ TRO19622).
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потенциал, оцененный с помощью флуоресцент-
ного зонда сафранина О. Две последовательные
добавки 15 мкМ TRO19622 не приводили к изме-
нению мембранного потенциала митохондрий,
окисляющих глутамат/малат или сукцинат калия
в качестве субстратов дыхания.

Далее мы оценили действие TRO19622 на фер-
ментативную активность комплексов I, II, III и IV
дыхательной цепи в изолированных митохондри-
ях. Как показано в табл. 2, TRO19622 не оказывал
влияние на активность митохондриальных ком-
плексов I−IV в исследуемых концентрациях.

TRO19622 не приводит к гиперпродукции H2O2
и снижению резистентности митохондрий к откры-
тию кальций-зависимой неселективной поры. Из-
вестно, что модуляция активности VDAC может
способствовать усилению продукции активных

форм кислорода и открытию кальций-зависимой
неселективной МРТ-поры [5]. В связи с этим в
следующей части работы мы оценили влияние
TRO19622 на продукцию H2O2 и параметр каль-
циевой емкости изолированных митохондрий.

Как показано на рис. 5, инкубация митохон-
дрий с TRO19622 в концентрациях 15–30 мкМ не
приводила к повышению скорости образования
H2O2, вне зависимости от используемого суб-
страта дыхания.

На рис. 6 показано, что 30 мкМ TRO19622 не
вызывал снижения параметра кальциевой емко-
сти митохондрий. Результаты свидетельствуют о
том, что TRO19622 в используемой концентрации
не влияет на резистентность митохондрий к от-
крытию МРТ-поры.

Таблица 2. Влияние TRO19622 на ферментативную активность изолированных комплексов дыхательной цепи

TRO19622, мкM Ферментативная активность, % от контроля

Комплекс I Комплекс II Комплекс III Комплекс IV

0 100 ± 3.5 100 ± 4.2 100 ± 3.4 100 ± 3.3

15 95.4 ± 3.3 101.5 ± 7 96.0 ± 1.5 89.7 ± 3

30 96.7 ± 3.3 110.9 ± 6.4 102.4 ± 2.8 96.0 ± 6.3

Примечание. В отсутствие TRO19622 (контроль, 0 мкМ) ферментативная активность комплексов I–IV составляла 25 ± 1,
614 ± 10, 743 ± 14, 340 ± 30, 1016 ± 25 нмоль·мин−1·мг−1 белка соответственно. Значения активности в отсутствие TRO19622
были приняты за 100%. Результаты представлены в виде средних значений ± стандартная ошибка среднего (n = 3–5).

Рис. 5. Влияние TRO19622 на генерацию митохондриями печени крыс H2O2, окисляющего сукцинат (5 мМ) в
присутствии ротенона (а) и 2.5 мМ глутамата калия + 2.5 мМ малата калия (б). Инкубационная среда содержала
210 мM маннитола, 70 мM сахарозы, 1 мM KH2PO4, 10 мкM ЭГТА и 10 мM HEPES–KOH, pH 7.4. Результаты
представлены в виде средних значений ± стандартная ошибка среднего (n = 5).
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ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящее время регуляция активности

VDAC является одним из важнейших механизмов
метаболического перепрограммирования клеток,
а также рассматривается в качестве перспектив-
ного терапевтического подхода при многих забо-
леваниях [2, 3]. Показано, что ингибирование
олигомеризации VDAC1 во внешней мембране
митохондрий предотвращает инициацию апопто-
за [2]. С другой стороны, эффекторные молеку-
лы, закрывающие VDAC, могут, наоборот, вызы-
вать избыточное накопление ионов Ca2+ в мито-
хондриальном матриксе, открывать МРТ-пору и
вызывать гибель клетки. Баланс этих разнона-
правленных процессов зависит от концентрации
регуляторных молекул и определяет их использо-
вание при различных патологических состояниях
[18].

Обнаружено, что TRO19622 (олесоксим) обла-
дает цитопротекторным действием за счет подав-
ления избыточного транспорта ионов кальция в
митохондрии и предотвращения гибели клеток в
моделях бокового амиотрофического склероза,
болезни Альцгеймера, сахарного диабета и других
[10]. Исследования показали, что терапевтиче-
ский эффект TRO19622 может быть опосредован
его взаимодействием с VDAC каналами внешней
мембраны митохондрий. Однако недавние
клинические испытания выявили негативные по-
бочные эффекты этого препарата. Мы предполо-
жили, что TRO19622, вероятно, способствует раз-
витию дисфункции митохондрий в клетках, осо-
бенно при его избыточном накоплении. В данной
работе мы исследовали, может ли TRO19622 нега-
тивно влиять на функциональную активность

изолированных митохондрий и митохондриаль-
ных ферментов, а также жизнеспособность кле-
точных культур.

Наши данные показывают, что TRO19622 ока-
зывает дозозависимое торможение скорости по-
требления кислорода изолированными митохон-
дриями в фосфорилирующем состоянии V3 при
окислении субстрата комплекса II (сукцинатде-
гидрогеназы) сукцината. Наряду с этим,
TRO19622 подавляет скорость ДНФ-стимулиро-
ванного (разобщенного) дыхания и параметр ды-
хательного контроля, что указывает на снижение
максимальной окислительной мощности мито-
хондрий и эффективности окислительного фос-
форилирования. Полученные данные свидетель-
ствуют о том, что TRO19622 способен сам по себе
подавлять процесс синтеза АТФ в митохондриях
при окислении сукцината, но не субстратов ком-
плекса I (NADH:убихинон-оксидоредуктазы)
глутамата и малата. Обнаруженная нами суб-
страт-специфическая регуляция митохондриаль-
ного дыхания с помощью TRO19622 может быть
связанa с разной эффективностью транспорта
протонов и электронов от субстратов FAD- и
NADH-зависимых дегидрогеназ. Известно, что
окисление сукцината митохондриями может ге-
нерировать более высокую протон-движущую
силу для синтеза АТФ в дыхательной цепи, чем
окисление NADH-зависимых субстратов (глута-
мата и малата) [19]. Кроме того, ингибиторы
VDAC каналов существенно подавляют транс-
порт анионных метаболитов, таких как АТФ и
АДФ в митохондриальный матрикс [10, 18]. Это
может способствовать подавлению процесса
окислительного фосфорилирования с участием
сукцинатдегидрогеназы, локализованной на
внутренней поверхности внутренней митохон-
дриальной мембраны. 

С другой стороны, анализ активности ком-
плексов дыхательной цепи в присутствии
TRO19622 показал, что данное соединение не
оказывает непосредственного влияния на катали-
тические свойства комплексов I−IV электрон-
транспортной цепи. Кроме того, TRO19622 не
вызывает изменения мембранного потенциала
внутренней митохондриальной мембраны. От-
сутствие деполяризующего эффекта TRO19622
при использовании субстратов комплексов I и II
электрон-транспортной цепи позволило нам
предположить, что мишенями данного соедине-
ния могут являться как VDAC-каналы, транспор-
тирующие фосфонуклеотиды, так и, возможно,
FoF1-АТФ-синтетаза или ферменты цикла Креб-
са в матриксе митохондрий.

Рис. 6. Оценка действия TRO19622 на параметр
кальциевой емкости митохондрий печени крыс.
Результаты представлены в виде средних значений ±
стандартная ошибка среднего (n = 4).
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Ранее было показано, что накопление
TRO19622 в митохондриях может ингибировать
клеточную гибель посредством его взаимодей-
ствия с белками, участвующими в индукции
MPT-поры. Считалось, что это свойство лежит в
основе нейро- и кардиопротекторных свойств
TRO19622. Вместе с тем, мы не обнаружили уве-
личение параметра кальциевой емкости мито-
хондрий печени в присутствии TRO19622. Кроме
того, в работе не обнаружено усиление генерации
пероксида водорода при инкубации митохондрий
с данным соединением. Эти наблюдения нахо-
дятся в соответствии с литературными данными о
том, что TRO19622, в отличие от циклоспорина А,
практически не влиял на параметры образования
MPT-поры в митохондриях [2].

Наши данные также свидетельствуют о том,
что TRO19622 в исследуемых концентрациях
не влияет на индекс жизнеспособности и продук-
цию активных форм кислорода в клетках линии
MCF-7 и первичной культуры фибробластов ко-
жи человека. Стоит отметить, что в работе мы ис-
пользовали достаточно высокие концентрации
данного агента (30 мкМ) со временем инкубации
48 ч. Все это позволяет говорить об отсутствии не-
гативного токсического действия TRO19622 на
клеточные культуры в исследуемых условиях. По-
добные наблюдения TRO19622 были отмечены
также и для других клеточных культур при сход-
ных экспериментальных условиях [2, 5]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе мы продемонстрировали,
что митохондриально-направленное соединение
TRO19622 в концентрациях до 30 мкМ (при дей-
ствующих концентрациях около 10 мкМ) может
оказывать ингибирующее действие на биоэнерге-
тические параметры митохондрий, окисляющих
сукцинат. Недавние данные указывают на то, что
сукцинат накапливается в клетках при целом ряде
патологических состояний, включая рак, воспа-
ление, эпилепсию, ишемию и другие, что может
вызывать его неконтролируемое окисление и ме-
таболическое перепрограммирование [19–21].
Согласно литературным данным, TRO19622 яв-
ляется относительно новым терапевтическим
агентом (в том числе взаимодействующим с
VDAC), однако его клинические испытания для
лечения нервно-мышечных заболеваний потер-
пели неудачу [22, 23]. Полученные нами данные
углубляют представления о механизме действия
данного соединения на функциональное состоя-
ние митохондрий и клеток и могут быть исполь-
зованы для дальнейшей разработки перспектив-
ных соединений, способных целенаправленно

модулировать работу биоэнергетического аппа-
рата клетки.
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ИЛЬЗОРКИНА и др.

 Effect of TRO19622 (Olesoxime) on the Functional Activity 
of Isolated Mitochondria and Cell Viability

 A.I. Ilzorkina*, **, N.V. Belosludtseva*, **, A.A. Semenova*, M.V. Dubinin*, and K.N. Belosludtsev*
*Mari State University, pl. Lenina 1, Yoshkar-Ola, 424000 Russia

**Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

TRO19622 (olesoxime), a cholesterol-like cytoprotector, is an experimental drug developed as a potential
treatment for a range of incurable degenerative diseases. Recent studies have shown that the main molecular
targets of this compound in the cell are porins of the outer mitochondrial membrane, which play a crucial
role in regulating the exchange of metabolites between mitochondria and the rest of the cell. Disruption of
this channel activity may lead to mitochondrial dysfunction in healthy cells. In this study, key indicators of
mitochondrial function and the viability of cells in cultures after incubation with TRO19622 were assessed. It
was found that TRO19622 at 15–30 μM concentrations inhibits the coupled and uncoupled respiration rates
in isolated mitochondria (state 3 rate and 3UDNP) with succinate as substrate, but does not affect the enzy-
matic activity of respiratory chain complexes I–IV. It was shown that TRO19622 at the studied doses has no
effect on the rate of H2O2 formation in mitochondria and the calcium retention capacity index, which reflects
the resistance of the organelles to the calcium-dependent nonspecific pore opening. Incubation of human
skin fibroblasts and mammary adenocarcinoma cells (MCF-7) with 30 μM TRO19622 for 48 h has no impact
on ROS production and cell viability. How TRO19622 works in the oxidative phosphorylation system and
therapeutic prospects for using this mitochondrial-targeted agent are discussed.

Keywords: VDAC, mitochondria, mitochondrial respiration, oxidative phosphorylation, ROS, cell viability


