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Цель исследования — изучение роли посттрансляционных модификаций кофилина в регуляции дыхания и аутофагии мито-
хондрий головного мозга мышей.

Материалы и методы. Эксперименты выполнены на мышах линии C57BL/6. Для получения цитоплазматической и митохон-
дриальной фракций мозга использовали метод дифференциального центрифугирования. Анализ уровня экспрессии кофилина, 
фосфокофилина, К48- и К63-ассоциированных цепей убиквитина, маркера аутофагии LC3B выполняли с помощью методов элек-
трофореза, иммунопреципитации и вестерн-блота. Для исследования процессов убиквитилирования использовали ингибитор де-
убиквитилирующих ферментов PR619. Активность дыхания митохондрий головного мозга оценивали с помощью метода высоко-
разрешающей флуороспирометрии.

Результаты. Показана модификация кофилина неканоническими К63-мультиубиквитиновыми цепями в цитоплазме и митохон-
дриях головного мозга. Выявлен разный уровень экспрессии фосфокофилина, кофилина и его убиквитилированных протеоформ. 
Ингибитор деубиквитилирующих ферментов PR619 влияет на уровень фосфорилированных и убиквитилированных форм кофили-
на в митохондриях и цитоплазме, при этом установлено изменение активности тканевого дыхания и митофагии.
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Заключение. Чувствительность кофилина к ингибитору деубиквитилирующих ферментов свидетельствует о существовании 
в клетках нового некатаболического механизма регуляции данного белка, который может быть вовлечен в регуляцию функций 
митохондрий, что проявляется в изменении активности дыхания и аутофагии митохондрий головного мозга. Полученные данные 
вносят вклад в понимание молекулярных механизмов функционирования митохондрий в норме и при патологии для разработки 
эффективных методов терапии заболеваний нервной системы.

Ключевые слова: убиквитин; кофилин; митохондрии; аутофагия; ингибитор деубиквитилирующих ферментов PR619.

Как цитировать: Kovaleva T.F., Maksimova N.S., Pchelin P.V., Pershin V.I., Tkachenko N.M., Gainullin M.R., Mukhina I.V. A new cofilin-
dependent mechanism for the regulation of brain mitochondria biogenesis and degradation. Sovremennye tehnologii v medicine 2020; 12(1): 
6–15, https://doi.org/10.17691/stm2020.12.1.01

A New Cofilin-Dependent Mechanism  
for the Regulation of Brain Mitochondria Biogenesis  
and Degradation

T.F. Kovaleva, PhD, Senior Researcher, Molecular and Cellular Technologies Department,  
Institute of Fundamental Medicine1;
N.S. Maksimova, PhD Student, Junior Researcher, Molecular and Cellular Technologies Department,  
Institute of Fundamental Medicine1;
P.V. Pchelin, Laboratory Assistant, Molecular and Cellular Technologies Department,  
Institute of Fundamental Medicine1;
V.I. Pershin, Laboratory Assistant, Molecular and Cellular Technologies Department,  
Institute of Fundamental Medicine1;
N.M. Tkachenko, Junior Researcher, Molecular and Cellular Technologies Department,  
Institute of Fundamental Medicine1;
M.R. Gainullin, MD, PhD, Senior Researcher, Molecular and Cellular Technologies Department,  
Institute of Fundamental Medicine1; Researcher2, 3;
I.V. Mukhina, DSc, Professor, Director of the Institute of Fundamental Medicine1;  
Head of the Department of Normal Physiology named after N.Y. Belenkov1; Professor,  
Department of Neurotechnologies, Institute of Biology and Biomedicine4

1Privolzhsky Research Medical University, 10/1 Minin and Pozharsky Square, Nizhny Novgorod, 603005, Russia; 
2Norwegian PSC Research Center, Department of Transplantation Medicine, Division of Surgery,  
 Inflammatory Diseases and Transplantation, Oslo University Hospital Rikshospitalet, P.O. Box 4950, Nydalen,  
 Oslo, 0424, Norway; 
3Institute of Clinical Medicine, Faculty of Medicine, University of Oslo, P.O. Box 1171, Blindern, Oslo,  
 0318, Norway; 
4National Research Lobachevsky State University of Nizhni Novgorod, 23 Prospekt Gagarina, Nizhny Novgorod,  
 603950, Russia 

The aim was to study the role of post-translational modifications of cofilin in the regulation of respiration and autophagy in murine brain 
mitochondria.

Materials and Methods. The experiments were performed with C57BL/6 mice. To obtain cytoplasmic and mitochondrial fractions of 
the brain tissue, differential centrifugation was used. Expressions of cofilin, phospho-cofilin, K48- and K63-associated chains of ubiquitin, 
and the autophagy marker LC3B were determined using electrophoresis, immunoprecipitation and Western blot methods. To study the 
processes of ubiquitination, we used PR619 — the inhibitor of deubiquitinating enzymes. Respiratory activity of brain mitochondria was 
evaluated using high-resolution fluorespirometry.

Results. Modification of cofilin by non-canonical K63 multiubiquitin chains in the cytoplasm and mitochondria from murine brain was 
demonstrated. Different levels of phospho-cofilin, cofilin, and its ubiquitinated proteoforms were found. PR619, the inhibitor of deubiquitinating 
enzymes, affects the expression of phosphorylated and ubiquitinated forms of cofilin in the mitochondria and cytoplasm, at the same time it 
changes the activity of tissue respiration and mitophagy.

Conclusion. The sensitivity of cofilin to the inhibitor of deubiquitinating enzymes indicates the existence of a new non-catabolic 
mechanism of cofilin modification, which may be involved in the regulation of mitochondrial functions, specifically, the mitochondrial 
respiration and autophagy. The data help understand the molecular mechanisms of mitochondrial function in normal and pathological 
conditions, which may be useful in developing novel methods for the treatment of diseases of the nervous system.

Key words: ubiquitin; cofilin; mitochondria; autophagy; PR619, deubiquitinating enzymes.
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Введение

Митохондрии играют важную роль во многих вну-
триклеточных процессах: синтез АТФ, обмен каль-
ция, апоптоз, синтез нуклеотидов, экспрессия ядер-
ных генов и эпигенетические изменения. Синтез АТФ 
происходит при участии электрон-транспортной сети 
митохондрий в процессе окислительного фосфори-
лирования. При этом синтез энергии в митохондри-
ях контролируется различными сигнальными путями. 
Установлено, что функционирование митохондрий во 
многом определяется активностью процессов биоге-
неза и деградации этих органелл. Важное значение в 
данной регуляции принадлежит процессу аутофагии 
митохондрий (митофагии), который направлен на се-
лективное удаление поврежденных митохондрий и 
поддержание клеточных функций [1]. Клетки способ-
ны индуцировать митофагию в ответ на потребности 
в энергии. Накопление митохондрий с измененными 
функциями нарушает дыхательную функцию клеток и 
экспрессию генов, регулирующих работу митохондри-
альной сети [2]. При этом ряд исследований показы-
вает, что для поддержания целостности митохондри-
альной ДНК решающее значение может играть именно 
аутофагия, а не митофагия [3].

Другим важным путем деградации в клет-
ке является процесс убиквитилирования белков. 
Убиквитилирование представляет собой ковалентное 
присоединение убиквитина к акцепторному лизину, 
экспонированному на поверхности белка-мишени. 
Убиквитин-протеасомальная система включает в себя 
компоненты, ответственные за узнавание белков-ми-
шеней, которые подлежат разрушению, и их после-
дующую деградацию. В результате полимеризации 
нескольких молекул убиквитина формируются так 
называемые мультиубиквитиновые цепи, структура 
которых может варьировать. Следует отметить, что 
убиквитилирование обратимо, разнообразные деуби-
квитилирующие ферменты (DUBs) способны отще-
плять убиквитин от субстратов и расщеплять муль-
тиубиквитиновые цепи. Изучение механизмов и 
молекулярно-физиологических последствий убикви-
тилирования невозможно без определения специфи-
ческих сайтов модификации, так как присоединение 
убиквитина по разным остаткам лизина различным 
образом влияет на судьбу белка-мишени и может 
регулировать разнообразные клеточные процессы. 
Механизмы убиквитин-зависимой регуляции конт-
ролируют большинство процессов в клетках: проли-
ферацию и дифференцировку, репарацию ДНК, пере-
дачу внутриклеточного сигнала, апоптоз и иммунный 
ответ [4, 5]. Нарушение работы убиквитин-протеасо-
мальной системы может приводить к развитию пато-
логий, в том числе злокачественных новообразований 
и нейродегенеративных заболеваний.

Известно, что деградация белков при участии уби-
квитин-протеасомальной системы зависит от уровня 
АТФ, который используется как для убиквитилиро-

вания, так и для присоединения субстрата к проте-
асоме. Кроме того, некоторые компоненты системы 
убиквитилирования и деубиквитилирования были 
идентифицированы среди белков внешней мембра-
ны митохондрий, которые имеют в том числе регу-
ляторные функции, включая убиквитин лигазы [6]. 
Интересно отметить, что снижение уровня клеточного 
АТФ и слабый окислительный стресс могут увеличи-
вать активность протеасомы. При митохондриальной 
патологии убиквитилирование и последующая дегра-
дация белков 26S-протеасомой ингибируются.

Митофагия также происходит при участии системы 
убиквитина. Последние исследования показывают, 
что в процессе митофагии важную роль играют киназа 
PINK1 (PTEN-induced kinase 1) и Е3-убиквитин-лигаза 
(parkin) [7]. Однако точные молекулярные механизмы 
активации митофагии до конца не выяснены. Одним 
из этапов сигнального каскада PINK1–parkin является 
ремоделирование актиновых филаментов при участии 
киназы LIMK1 и актин-связывающего белка кофили-
на [8]. Parkin может связываться с LIMK1 и снижать 
ее активность за счет убиквитилирования, что приво-
дит к дефосфорилированию и активации кофилина. 
Известно, что кофилин участвует в различных вну-
триклеточных процессах, в том числе в реорганиза-
ции актинового цитоскелета, регуляции экспрессии 
генов и программированной клеточной гибели [9, 10]. 
Изменения в структуре кофилина приводят к изме-
нениям дыхательной функции клеток [11]. При этом 
мало данных о посттрансляционных модификациях 
кофилина путем убиквитилирования и его роли в регу-
ляции функций митохондрий. Тем не менее регулятор-
ный потенциал убиквитилирования превосходит все 
известные посттрансляционные модификации, а по 
разнообразию контролируемых функций сопоставим с 
фосфорилированием.

В настоящее время воздействие на убиквитин-про-
теасомальную систему и убиквитин-подобные сиг-
нальные системы рассматривается как новое перспек-
тивное направление при лечении ряда заболеваний, в 
том числе нейродегенеративных.

Исследование роли кофилина и механизмов его 
регуляции путем убиквитилирования может внести но-
вые данные в понимание молекулярных механизмов 
регуляции функций митохондрий в норме и при пато-
логии и в разработку новых методов терапии заболе-
ваний.

Целью исследования явилось изучение роли 
пост трансляционных модификаций кофилина в регу-
ляции дыхания и аутофагии митохондрий головного 
мозга мышей.

Материалы и методы
Объект исследования. Эксперименты были вы-

полнены на мышах линии C57BL/6. Содержание жи-
вотных в сертифицированном виварии Института 
фундаментальной медицины Приволжского исследо-
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вательского медицинского университета (Н. Новгород) 
соответствовало  требованиям санитарно-эпидемио-
логических правил СП 2.2.1.3218-14, эксперименты 
выполнялись согласно международным правилам 
«Guide for the Care and Use of Laboratory Animals» 
(National Research Council, 2011), отвечали требова-
ниям Европейской конвенции по защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментальных и 
других научных целей (Страсбург, 2006), и были согла-
сованы с Этическим комитетом Приволжского иссле-
довательского медицинского университета.

Выделение цитоплазматической и митохон-
дриальной фракций мозга. Для выделения цито-
плазматической и митохондриальной фракций мозга 
использовали метод дифференциального центрифу-
гирования. После цервикальной дислокации и дека-
питации животных выполняли отсечение ствола мозга, 
мозжечка и обонятельных луковиц; полушария мозга 
промывали в среде выделения (225 мМ маннитол; 
75 мМ сахароза; 5 мМ HEPES; 1 мМ EGTA; 0,1% BSA; 
pH=7,4; 4ºС), помещали в среду инкубации (110 мМ 
сахароза; 60 мМ лактобионовая кислота; 20 мМ та-
урин; 20 мМ HEPES; 10 мМ KH2PO4; 3 мМ MgCl2; 
0,5 мМ EGTA; 0,1% BSA; pH=7,2; 4ºС). Головной мозг 
измельчали в гомогенизаторе Поттера–Эльвейема. 
Полученный гомогенат подвергали центрифугирова-
нию (100 g, 4ºС, 10 мин). Надосадочную жидкость цен-
трифугировали при 9500 g, 4ºС, 10 мин для получения 
цитоплазматической фракции (супернатант) и мито-
хондриальной фракции (осадок). Осадок ресуспенди-
ровали в среде выделения без BSA.

Полученные митохондриальную и цитоплазмати-
ческую фракции в течение 2 ч инкубировали с PBS в 
интактной группе, 0,25% DMSO (диметилсульфокси-
дом) — в контрольной и 5 мкМ ингибитором деубик-
витилирующих ферментов PR619 (Abcam, США) — в 
экспериментальной, после чего использовали в по-
следующих экспериментах.

Иммунопреципитация, электрофорез и имму-
ноблоттинг. После инкубации митохондриальную и 
цитоплазматическую фракции мозга ресуспендирова-
ли в буфере для лизиса RIPA при 4°С: 50 мМ трис-HCl; 
рН=8,0; 500 мМ NaCl; 1% NP40; 0,1% SDS; 1 мМ NEM; 
0,5 мМ коктейль ингибиторов протеаз (Sigma, США) — 
и обрабатывали ультразвуком. Затем образцы цен-
трифугировали при 14 000 g в течение 15 мин при 
4°С. Аликвоту каждого супернатанта использовали 
для следующих экспериментов. Концентрацию белка 
выравнивали во всех экспериментальных образцах. 
Иммунопреципитацию проводили с антителами про-
тив кофилина (Santa Cruz Biotechnology, США) с ис-
пользованием набора Immunoprecipitation Starter Pack 
(GE Healthcare, США) в соответствии с прилагаемой 
инструкцией.

Образцы белка (20 мкл/лунку) и маркеры молеку-
лярной массы (ThermoFisher, США) разделяли в 12% 
SDS-геле в течение 45 мин при 20 мА в рабочем буфе-
ре (0,125 М трис-основание; 0,96 М глицин; 0,5% SDS; 

рН=8,3). Образцы переносили на PVDF-мембрану в 
системе Immobilon-P (Merk Millipore, Германия) с ис-
пользованием камеры для танк-блоттинга (Bio-Rad 
Laboratories, США) полусухим методом в соответствии 
с рекомендациями производителя. Иммуноблоттинг 
выполняли с использованием системы SNAP i.d.® 2.0 
(Merk Millipore, США). Все процедуры вестерн-блоттин-
га проводили при комнатной температуре за исключе-
нием переноса на PVDF-мембрану. Мембраны бло-
кировали 1% BSA в PBST (0,02 М PBS, содержащий 
0,1% Tween-20; pH=7,4). Затем мембраны инкубирова-
ли с первичными антителами в PBST с 1% BSA.

Использовали следующие первичные антитела: 
кроличьи поликлональные антитела к убиквитину 
(Dako, США); мышиные моноклональные антитела 
к убиквитину, полимеризованному по остатку Lys63 
(Abcam, Великобритания); мышиные моноклональные 
антитела к кофилину (Santa Cruz Biotechnology); мы-
шиные моноклональные антитела к β-актину (Santa 
Cruz Biotechnology); кроличьи моноклональные ан-
титела к убиквитину, полимеризованному по остатку 
Lys48 (Abcam); кроличьи моноклональные антитела 
к белку LC3B (Abcam). Удаление избытка первичных 
антител проводили путем промывки мембран в PBST. 
Вторичные анти-мышиные или анти-кроличьи антите-
ла, конъюгированные с пероксидазой (Sigma-Aldrich, 
Германия), инкубировали с мембраной в PBST с 1% 
BSA в течение 10 мин при комнатной температуре. 
Избыток вторичных антител удаляли путем промывки 
мембран в PBST. Мембраны подвергали воздействию 
реагента ECL (GE Healthcare, США) и экспонирова-
ли на фотопленку Amersham Hyperfilm ECL (Scientific 
Laboratory Supplies, Великобритания). Детекцию и ко-
личественную оценку интенсивности сигнала выпол-
няли с использованием программного обеспечения Gel 
Analyzer.

Оценка интенсивности митохондриального 
ды хания. Оценку скорости потребления кислорода 
производили методом флуороспирометрии высоко-
го разрешения при помощи респирометра Oroboros 
Oxygraph-2k (Oroboros Instruments, Австрия). В камеры 
добавляли среду инкубации (2,1 мл). Осуществляли 
калибровку прибора при насыщении камер кислоро-
дом и при нулевом его содержании. 

В рамках проведения респирометрического экспе-
римента выполняли оценку митохондриального ды-
хания при отсутствии экзогенных субстратов (базовое 
дыхание, R). Оценивали интенсивность дыхания в 
нефосфорилирующем состоянии дыхательной цепи 
(при отсутствии АДФ), ассоциированной с комплексом 
I митохондрий, после добавления субстратов дыхания 
(5 мМ пируват, 2 мМ малат). Интенсивность дыхания 
при окислительном фосфорилировании, ассоцииро-
ванную с работой комплекса I, оценивали после до-
бавления 1,25 мМ АДФ, а ассоциированную с работой 
комплексов I и II — после добавления 10 мМ сукцина-
та (P). Затем добавляли ингибитор АТФ-синтазы оли-
гомицин (2 нг/мл) для оценки интенсивности дыхания 

Кофилин-зависимый механизм регуляции митохондрий мозга
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в нефосфорилирующем состоянии при участии ком-
плексов I и II (L). Производили оценку максимальной 
скорости дыхания, связанной с работой комплексов I 
и II, после последовательного добавления протонофо-
ра СССР — карбонил цианид м-хлорфенил гидразона 
(E), а также максимальной емкости дыхательной цепи, 
связанной с работой комплекса II после добавления 
0,5 мкМ ротенона — ингибитора комплекса I (Rot). 
После добавления 2,5 мкМ антимицина А (ингибито-
ра комплекса III) регистрировали скорость потребле-
ния кислорода, не связанную с работой дыхательной 
цепи митохондрий, но обусловленную прочими окис-
лительными реакциями. Для оценки работы дыхатель-
ной цепи митохондрий использовали контрольные 
соотношения: R/E, L/E, P/E, Rot/E, P/L (дыхательный 
конт роль). Данные респирометрии были обработаны в 
программе DatLab 5.0 и нормализованы на 1 мг белка 
для митохондрий. Содержание белка определяли ме-
тодом Брэдфорда. Скорость потребления кислорода 
(О2) выражали в пикомолях за 1 с в расчете на 1 мг 
белка митохондрий.

Статистический анализ. Данные представ-
лены как среднее  ±  стандартная ошибка среднего 

(M±SEM). Достоверность различий между экспе-
риментальными группами определяли при помощи 
t-критерия Стьюдента. Различия считали статистиче-
ски значимыми при p≤0,05.

Результаты
Исследование посттрансляционных модифи-

каций кофилина в цитоплазме и митохондриях 
головного мозга мышей

Оценка уровня экспрессии фосфокофили-
на и  кофилина. Для исследования внутриклеточно-
го уровня фосфокофилина и кофилина использовали 
метод вестерн-блоттинга. На рис. 1 показан уровень 
экспрессии фосфокофилина и мономерного кофили-
на (17 кДа) в митохондриях и цитоплазме головного 
мозга мышей. Установлено, что ингибитор деубикви-
тилирующих ферментов PR619 приводит к снижению 
уровня мономерного кофилина в митохондриях отно-
сительно интактной группы (PBS) и контроля (DMSO), 
при этом в цитоплазме отмечено увеличение уровня 
кофилина в 1,3 раза в сравнении с PBS. Анализ уров-
ня экспрессии фосфокофилина при действии PR619 

показал статистически значи-
мое увеличение его в цитоплаз-
ме относительно PBS и DMSO и 
незначительный рост — в мито-
хондриях. При этом в митохон-
дриях при инкубации с PR619 
отмечено снижение отношения 
кофилин/фосфокофилин отно-
сительно интактной группы, что 
указывает на инактивацию ко-
филина.

Анализ  у биквитилиро-
вания кофилина в  цито-
плазме и  митохондри-
ях  головного мозга. Для 
изучения процессов убикви-
тилирования кофилина были 
использованы методы иммуно-
преципитации и вестерн-бло-
та. Вестерн-блот с анти-кофи-
линовыми антителами выявил 
наличие мономерных (17 кДа) 
и среднемолекулярных форм 
(протеоформ) кофилина в лиза-
тах цитоплазмы и митохондрий, 
а также в иммунопреципитатах. 

Следующим этапом яви-
лось исследование типа уби-
квитиновых цепей, связанных 
с кофилином в цитоплазма-
тической и митохондриаль-
ной фракциях мозга. Для это-
го были проанализированы 
иммунопреципитаты кофи-
ли на с антителами против 
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Рис. 1. Уровень экспрессии кофилина и фосфокофилина в цитоплазме и ми-
тохондриях нервных клеток головного мозга мышей при действии ингибито-
ра деубиквитилирующих ферментов PR619:
а — анализ уровня мономерного кофилина и фосфокофилина методом вестерн-
блоттинга; б — изменение уровня мономерного кофилина и фосфокофилина при 
действии PR619; уровень мономерного кофилина и фосфокофилина нормализован 
по уровню экспрессии белков в интактной группе (PBS). * — статистически значи-
мые различия значений с интактной группой, р≤0,05; + — с контролем, р≤0,05
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Рис. 3. Уровень экспрессии кофилина при действии ингибитора деубиквитилирующих ферментов 
PR619 в цитоплазме и митохондриях нервных клеток головного мозга мышей при анализе методом 
вестерн-блоттинга

Lys48- и Lys63-ассоциированных цепей убиквитина 
(K63-убиквитин). Установлено присутствие в мито-
хондриях и цитоплазме головного мозга мышей про-
теоформ кофилина, модифицированных по Lys48. 
Кроме того, кофилин на уровне среднемолекулярных 
масс (30 и 70 кДа) показывал специфическую пере-
крестную  иммунореактивность с К63-цепями убикви-
тина, что указывает на модификацию кофилина K63-
мультиубиквитиновыми цепями (рис. 2).

Анализ влияния ингибитора деубиквитилирующих 
ферментов PR619 показал увеличение уровня кофи-
лина, модифицированного К63-мультицепями убикви-
тина (30 кДа), в цитоплазме в 1,5 раза относительно 
интактной группы, при этом не было разницы с конт-
ролем. В то же время PR619 не изменял уровень 

среднемолекулярных протеоформ кофилина в мито-
хондриях (рис. 3).

Исследование аутофагии в цитоплазме и ми-
тохондриях нервных клеток. Анализ активности 
процесса аутофагии в цитоплазме и митохондриях 
нервных клеток при действии ингибитора деубиквити-
лирующих ферментов PR619 показал снижение уровня 
LC3B-I, увеличение LC3B-II и рост отношения LC3B-II/
LC3B-I в митохондриях головного мозга (рис. 4). В цито-
плазме отношение LC3B-II/LC3B-I не изменялось.

Анализ митохондриального дыхания. Для ис-
следования дыхания митохондрий применяли метод 
высокоразрешающей флуороспирометрии (рис. 5).

Для оценки работы дыхательной цепи использо-
вали следующие соотношения скоростей дыхания: 

Рис. 2. Убиквитилирование ко-
филина в цитоплазме и митохон-
дриях нервных клеток головного 
мозга мышей при анализе мето-
дом вестерн-блоттинга
Убиквитилирование в иммунопре-
ципитатах кофилина идентифи-
цировали с антителами против 
К63-ассоциированных цепей уби-
кви тина
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Рис. 4. Уровень экспрессии LC3B при действии ингибитора деубиквитилирующих ферментов 
PR619 в цитоплазме и митохондриях нервных клеток головного мозга мышей при анализе мето-
дом вестерн-блоттинга
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Рис. 5. График респирометрии для митохондрий головного мозга мышей при действии ингибито-
ра деубиквитилирующих ферментов PR619: 
ПМ — пируват  +  малат; С — сукцинат; О — олигомицин; U — разобщитель СССР (карбонил цианид 
м-хлорфенил гидразон); Rot — ротенон; AmA — антимицин А. CI — скорость потребления кислорода 
после добавления пирувата, малата и АДФ; CI + II (P) — скорость потребления кислорода после добав-
ления сукцината; СII — скорость потребления кислорода при работе комплекса II дыхательной цепи. 
R — рутинное дыхание на эндогенных субстратах; L — дыхание в нефосфорилирующем состоянии при 
участии комплексов I и II;  E — максимальная скорость дыхания после титрования СССР; Rot — ско-
рость потребления кислорода после добавления ингибитора I комплекса дыхательной цепи митохонд-
рий ротенона

Показатели состояния дыхательной цепи митохондрий клеток головного мозга мышей  
линии C57BL/6 (M±SEM)

Группа R/E L/E P/E R/P P/L Rot/E
PBS (интактная) 0,10±0,03 0,19±0,04 0,92±0,01 0,11±0,04 4,69±0,02 0,29±0,07
0,25% DMSO (контрольная) 0,10±0,01 0,17±0,02 0,92±0,05 0,11±0,05 5,26±0,21* 0,28±0,06
5 мкМ PR619 (экспериментальная) 0,14±0,02*+ 0,39±0,05*+ 0,10±0,01*+ 0,08±0,02 4,65±0,16+ 0,60±0,08*+

* — статистически значимые различия значений с интактной группой, р≤0,05; + — с контролем, 
р≤0,05.

R/E, L/E, P/E, R/P, P/L (дыхательный контроль), Rot/E 
(см. таблицу). Cоотношение R/E при действии ингиби-
тора деубиквитилирующих ферментов увеличивалось 
примерно в 1,4 раза в сравнении с интактной группой  
и контролем. Был установлен рост в 2 раза соотно-
шения скоростей дыхания смеси субстратов I и II ком-
плексов дыхательной цепи и максимальной скорости 
дыхания на тех же субстратах (P/Е) при инкубации с 
ингибитором деубиквитилирующих ферментов PR619 
в сравнении с интактной группой и контролем.

Выявлены достоверно более низкие значения отно-

шения скорости дыхания на эндогенных субстратах к 
дыханию на субстратах комплексов I и II (R/P) в мито-
хондриях нервных клеток при действии PR619 относи-
тельно интактной группы и контроля и статистически 
значимое увеличение соотношения Rot/E.

Обсуждение
Изменения в энергетическом метаболизме (переход 

от окислительного фосфорилирования к гликолизу и 
наоборот) зависят от ремоделирования сети митохон-

CI CIICI+II (р)

Т.Ф. Ковалева, Н.С. Максимова, П.В. Пчелин, В.И. Першин, ..., И.В. Мухина
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дрий, включая удаление поврежденных митохондрий и 
биогенез [12]. При этом нарушение электронно-транс-
портной цепи митохондрий и синтеза АТФ может приво-
дить к изменению активности аутофагии и митофагии.

В ходе проведенных исследований были изучены 
посттрансляционные модификации кофилина и его 
роль в регуляции функций митохондрий головного 
мозга мышей. Установлено, что кофилин присутствует 
в цитоплазме и митохондриях головного мозга в фос-
форилированной и дефосфорилированной формах. 
При этом в митохондриях интактной группы преобла-
дает кофилин в неактивной фосфорилированной фор-
ме. Последние исследования показали, что деление 
митохондрий и митофагия зависят от процессов сбор-
ки/разборки актиновых филаментов, регулируемых 
актин-деполимеризационной активностью кофилина 
[13]. Фосфорилирование/дефосфорилирование — ос-
новные механизмы регуляции активности кофилина. 
Дефосфорилированный кофилин может связываться 
с G-актином и транслоцироваться в митохондрии, что 
приводит к изменениям динамики актинового цитоске-
лета, дисфункции митохондрий, высвобождению ци-
тохрома С и апоптозу [14]. Кофилин-опосредованная 
Вах-транслокация является ключевым событием в 
эксайтотоксичной гибели нейронов [15].

Следующим этапом явилось исследование про-
цесса убиквитилирования кофилина. Уби квити ли ро-
вание — один из важнейших механизмов посттран-
сляционной регуляции свойств и функций белков. 
Регуляторный потенциал убиквитилирования превос-
ходит все известные посттрансляционные модифи-
кации, а по разнообразию контролируемых функций 
сопоставим с фосфорилированием. В частности, си-
стема убиквитина вовлечена в регуляцию клеточного 
цикла, передачу внутриклеточного сигнала, апоптоз и 
репарацию ДНК, убиквитилированию отводится важ-
нейшая роль в патогенезе заболеваний [4, 5]. 

Анализ иммунопреципитатов кофилина с антите-
лами против Lys48- и Lys63-ассоциированных цепей 
убиквитина показал присутствие в митохондриях и 
цитоплазме головного мозга среднемолекулярных 
протеоформ кофилина, модифицированных по лизину 
48 и 63. Впервые показана неканоническая модифи-
кация кофилина K63-мультиубиквитиновыми цепями 
в митохондриях нервных клеток. Эти результаты соот-
ветствуют данным по модификации кофилина цепями 
убиквитина в эпителиальных клетках [16].

Установлено снижение значения отношения кофи-
лин/фосфокофилин в митохондриях головного мозга 
мышей при инкубировании ингибитора деубиквити-
лирующих ферментов PR619 с цитоплазматической 
и митохондриальной фракциями головного мозга, что 
свидетельствует об инактивации кофилина. В то же 
время анализ влияния PR619 на процессы убикви-
тилирования показал увеличение уровня кофилина, 
модифицированного К63-мультицепями убиквитина 
(30 кДа) в цитоплазме, в митохондриях при этом было 
отмечено незначительное снижение их уровня, что 

указывает на перераспределение среднемолекуляр-
ных протеоформ кофилина между цитоплазмой и ми-
тохондриями. Чувствительность кофилина к ингибито-
ру деубиквитилирующих ферментов может указывать 
на новый, некатаболический механизм регуляции дан-
ного белка. 

Таким образом, впервые было продемонстрирова-
но, что деубиквитилирование, катализируемое вну-
триклеточными деубиквитилирующими фермента-
ми, тесно связано с контролем уровня протеоформ 
кофилина. Следует отметить, что модификация ко-
филина K63-мультиубиквитиновыми цепями может 
служить сигналом для запуска различных внутрикле-
точных процессов. Согласно данным литературы, К63-
ассоциированные цепи убиквитина также могут слу-
жить сигналом для деградации убиквитилированных 
белков путем аутофагии [17]. В частности, С-концевой 
убиквитин-связывающий домен белка p62 может 
связывать как Lys48-, так и Lys63-ассоциированные 
цепи убиквитина, но имеет более высокое сродство 
к Lys63-цепям убиквитина. Известно, что и аутофа-
гия, и убиквитин-протеосомальная система являются 
двумя основными внутриклеточными механизмами 
деградации в клетке. Кроме того, показано, что Lys63-
ассоциированные цепи убиквитина регулируют акти-
вацию фактора транскрипции NF-κB, репарацию ДНК, 
иммунный ответ, удаление поврежденных белков и 
митохондрий, сплайсинг и трансляцию мРНК. 

Известно, что К63-убиквитилирование играет клю-
чевую роль в протеосомальной деградации белков 
при формировании разветвленных К48/К63-цепей 
убиквитина. Интересно отметить, что специфичные 
для К63-ассоциированных цепей убиквитина деуби-
квитилирующие ферменты блокируют эти пути. 
Анализ активности процессов аутофагии в цитоплаз-
ме и митохондриях нервных клеток головного мозга 
мышей по уровню экспрессии LC3B (микротубилин-
связанный белок легкой цепи 3)  при действии ин-
гибитора деубиквитилирующих ферментов PR619 
показал увеличение отношения LC3B-II/LC3B-I, что 
может свидетельствовать об активации процесса 
митофагии, при этом данное отношение в цитоплаз-
ме значительно не менялось. Физиологическая роль 
деубиквитилирующих ферментов в клетке заключа-
ется в регуляции стабильности белков и процессов 
убиквитилирования. Нарушение их активности мо-
жет приводить к различным патологическим процес-
сам [18]. Установлено, что USP30 деубиквитиназа 
способна ингибировать процесс апоптоза клеток и 
нарушать процесс митофагии, опосредованный бел-
ком parkin (лигаза E3) [19]. 

Согласно данным V. Seiberlich с соавт. [20], инги-
бирование деубиквитилирующих ферментов при-
водит к накоплению убиквитилированных белков, 
образованию белковых агрегатов и последующему 
ингибированию убиквитин-протеасомальной систе-
мы. Используя олигодендроглиальную клеточную ли-
нию OLN-t40, авторы показали, что ингибирование 
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деубиквитилирующих ферментов приводит к актива-
ции аутофагии. Таким образом, активация митофагии 
при действии PR619, возможно, частично компенсиру-
ет сбой в работе убиквитин-протеасомальной системы 
и указывает на взаимосвязь этих систем деградации.

Исходя из полученных данных, можно предполо-
жить, что характер убиквитилирования белков может 
коррелировать с митохондриальной дисфункцией. 
Функциональное и структурное повреждения мито-
хондрий при различных заболеваниях приводят к на-
рушению энергетического метаболизма, снижению 
уровня АТФ, увеличению продукции активных форм 
кислорода и преждевременной гибели нервных кле-
ток. В ходе данной работы на основе метода высоко-
разрешающей респирометрии установлено изменение 
активности митохондриального дыхания при действии 
ингибитора деубиквитилирующих ферментов широ-
кой специфичности PR619. Увеличение соотношения 
скорости дыхания на эндогенных субстратах и макси-
мальной скорости дыхания (R/E) при действии инги-
битора DUBs свидетельствует о работе дыхательной 
цепи митохондрий со скоростью, близкой к макси-
мальной. 

Ранее нами на основе методов конфокальной 
флуо ресцентной микроскопии и конфокальной флуо-
ресцентной микроскопии с временны' м разрешением 
[21] показано увеличение активности дыхания мито-
хондрий относительно гликолиза в культуре клеток 
гиппокампа головного мозга мышей при действии 
PR619, что согласуется с полученными результата-
ми. Рост соотношения скоростей дыхания смеси суб-
стратов I и II комплексов дыхательной цепи и макси-
мальной скорости дыхания на тех же субстратах (P/Е) 
свидетельствует о недостаточной способности мито-
хондрий использовать субстраты комплексов I и II для 
окислительного фосфорилирования. Более низкие 
значения отношения скорости дыхания на эндогенных 
субстратах к дыханию на субстратах комплексов I и 
II (R/P) в митохондриях нервных клеток при действии 
PR619 также говорят о снижении активности синте-
за АТФ. Рост соотношения Rot/E, характеризующего 
скорость разобщенного дыхания, чувствительного к 
действию ингибитора I комплекса ротенона, указы-
вает на дисфункцию I комплекса дыхательной цепи 
митохондрий при действии ингибитора DUBs. В то 
же время повышенное соотношение R/E может сви-
детельствовать о снижении мембранного потенциала 
митохондрий головного мозга. Известно, что наруше-
ние мембранного потенциала приводит к активации 
митофагии и аутофагии.

Таким образом, влияние ингибиторов деубиквити-
лирующих ферментов на активность митохондриаль-
ного дыхания и митофагии свидетельствует о вовлече-
нии убиквитин-протеасомальной системы в регуляцию 
данных процессов. Перераспределение протеоформ 
кофилина между цитоплазмой и митохондриями при 
изменении функций митохондрий указывает на вовле-
чение данного белка в зависимости от его посттран-

сляционных модификаций в регуляцию процессов 
био генеза и деградации митохондрий.

Заключение
Биогенез и деградация митохондрий влияют на раз-

личные внутриклеточные процессы и играют важную 
роль в развитии ряда заболеваний, в том числе зло-
качественных новообразований и нейродегенерации. 
Чувствительность кофилина к ингибитору деубиквити-
лирующих ферментов свидетельствует о существова-
нии нового, некатаболического механизма регуляции 
данного белка, который может быть вовлечен в ре-
гуляцию функций митохондрий, приводить к измене-
ниям активности дыхания и аутофагии митохондрий 
головного мозга. В настоящее время воздействие на 
убиквитин-протеасомальную систему и убиквитин-
подобные сигнальные системы рассматривается как 
новое перспективное направление при лечении ряда 
заболеваний. Понимание механизмов регуляции 
функций митохондрий способствует разработке новых 
стратегий профилактики и лечения заболеваний нерв-
ной системы.
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