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Abstract 
Functional parameters of mitochondria, such as cyclosporine sensitive megapore (mPTP), 

ATP-dependent K + channel (mitoKATP), as well as inhibition of free-radical membrane oxidation 
under the conditions of normoxia play an important role in the functioning of mitochondria, and 
the cell as a whole. Disruption of the normal functioning of these parameters occurs in various 
pathological conditions. Thus, to study the effect of a new polyphenol compound 1,4,6 tri-O-
galloyl-2,3-valoneyl-β-D-glucose, as an object of adjusting the functions of mitochondria in 
pathological conditions, in this paper we investigated the effect of this compound on ATP -
dependent K + channel and on cyclosporic sensitive time (mitochondrial permeability transition 
pore) in mitochondria from rat liver. Also, the study of the antioxidant activity of 1,4,6 tri-O-
galloyl-2,3-valoneyl-β-D-glucose showed that this compound has a high antioxidant activity in Fe2 
++ ascorbate-induced mitochondrial swelling. 

Keywords: mPTP, mitoATP, antioxidant activity, anti-radical activity, polyphenolic 
compounds, hypoxia. 

 
1. Введение 
В исследованиях последних лет установлено, что митохондрии играют огромную роль 

в регуляции процессов апоптоза и некроза клетки (Владимиров, 2002; Dave et al., 2008; 
Tsujimoto, Shimizu, 2007). Основным функциональным параметром митохондрий в участии 
данных процессов является циклоспорин А-чувствительная митохондриальная пора 
(mitochondrial permeability transition pore, mPTP), через которую могут проникать молекулы 
размером до 1,5 kDa при ее открытом состоянии (Vianello et al., 2012). mPTP, также 
называемая митохондриальная Са2+-зависимая мегапора, образована комплексом белков и 
представляет собой канал, проходящий через наружную и внутреннюю мембраны 
митохондрий (Пожилова, Левченкова и др., 2014). Открытое состояние mPTP приводит к 
массивному набуханию митохондрий, разрыву наружной мембраны и выпуску 
межмембранных компонентов в цитозоль, которые приводят к процессу апоптоза клеток. 
Накопление ионов Са2+ в митохондриальном матриксе также является непосредственным 
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регуляторным механизмом открывания митохондриальной поры – ключевого звена в 
запуске программы клеточного апоптоза (Dave et al., 2008; Tsujimoto, Shimizu, 2007). 
Образование и открытие mPTP не является единственным механизмом выхода 
межмембранных компонентов митохондрий в цитоплазму. Однако перспективным 
направлением в коррекции гипоксии может стать изыскание лекарственных веществ, 
мишенью которых станет митохондриальная мегапора (Новиков, Левченкова, 2013). 

Кроме того, в последнее время интерес к исследованию митохондриального АТФ-
чувствительного калиевого канала (митоKATP-канал) также возрос, поскольку была 
установлена, что именно его активация, играет ключевую роль в защите органов и тканей от 
последствий ишемии/реперфузии (Akao et al., 2001) и помимо его важной роли, митоKATP-
канал играет огромную роль в адаптации организма к различным стресс фактором 
(Даниленко и др., 2010; Hund, Mohler, 2011). Известно, что открытие митоKATP-канала 
приводит к деполяризации мембранного потенциала митохондрий и вызывает обратимое 
окисление флавопротеинов дыхательной цепи, тем самым увеличивая производство 
активных форм кислорода (АФК) в митохондриях (Samavati et al., 2002). Но в обзоре 
Пожилова и соавторы показывают, что природные метаболические активаторы митоКАТФ-
канала — уридин и его нуклеотиды в микромолярных концентрациях значительно снижают 
зону инфаркта миокарда, нормализуют уровень АТФ, креатинфосфата и систем 
антиокислительной защиты, уменьшая образование АФК, а также нормализуют ритм 
сердечных сокращений на модели инфаркта миокарда крыс (Пожилова и др., 2014). Также 
упоминается, что открытие митоКАТФ-канала приводит к уменьшению АФК в клетках 
тканей, тем самым регулирует ее (Facundo et al., 2007; Ferranti et al., 2003; Fornazari et al., 
2008). Таким образом, активация калиевого цикла при адаптации к стресс фактором и, 
следующее за этим снижение образования АФК, может объяснить известную защитную роль 
митоKATP-канала при ишемии/реперфузии (Garlid, Halestrap, 2012; Meng et al., 2016). 

Активация перекисного окисления липидов (ПОЛ) зачастую является одним из 
пусковых механизмов ряда заболеваний, а также является усугубляющим фактором многих 
патологических состояний (Чеснокова и др., 2009; Lobo et al., 2010; Mylonas, Kouretas, 1999). 
При этом применение антиоксидантов в терапии различных патологических состояниях 
организма замедляют протекание патологических состояний, обусловленные избытком 
свободных радикалов, поскольку антиоксиданты могут предупреждать активацию 
индуцированных свободнорадикальных реакций (Brewer, 2011). Таким образом, 
из приведенного выше материала можно заключить, что соединения, обладающие 
антиоксидантной активностью могут рассматриваться как перспективные универсальные 
средства в лечение и профилактике большого числа заболеваний. 

Учитывая вышесказанное, в настоящее время актуальным считают исследования, 
посвященные механизмам действия растительных соединений на организм на 
молекулярном, мембранном и клеточном уровнях с целью обнаружения потенциальных 
фармакологических средств. Полифенольные соединения обладают очень широким 
спектром действия на биологические объекты, проявляя антиоксидантные, 
гепатозащитные, антигипоксические, мембранотропные и многие другие эффекты (Асраров 
и др., 2015; Рустамова и др., 2005; Цыбульский и др., 2011). В проявлении физиологических 
эффектов полифенолов на клетку могут сыграть их способность изменения проницаемости 
мембран митохондрий для различных ионов.  

Таким образом, в настоящей работе изучено действие нового полифенольного 
соединения 1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкоза, выделенного из растения 
E.Canescens L. (Рисунок 1), на некоторые функциональные параметры митохондрий, таких 
как mPTP, митоKATP-канал и ПОЛ митохондрий печени крыс. 
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Рис. 1. Структурная формула 1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкозы 

 
2. Материалы и методы 

Эксперименты проводились в лаборатории молекулярной биофизики при Институте 
биоорганической химии им. акад. А.С.Садыкова АН РУз. Эксперименты выполнялись в 
соответствии с «Международными рекомендациями по проведению биомедицинских 
исследований с использованием животных», принятыми Международным советом 
медицинских научных обществ в 2012 г. (Council for International Organizations…). 

В опытах использовали белых беспородных крыс с массой тела 200-220 г. 
Митохондрии выделяли из печени крыс методом дифференциального центрифугирования 
(Schneider et al., 1948). Печень промывали охлажденным раствором, после чего измельчали 
и гомогенизировали в 6-кратном объемом среды выделение в составе (в мМ): 250 сахарозы, 
20 трис-НCl-буфера и 1 ЭДТА (рН 7,4). Для выделения митохондрий гомогенат 
центрифугировали 7 мин при 1500 об/мин (±2°С), затем супернатант центрифугировали 
15 мин при 6 000 об/мин (±2°С). Осадок суспендировали в небольшом объеме среды, не 
содержащей ЭДТА, и хранили на льду при 4°С. 

Состояние митохондриальной мегапоры, т.е. Са2+-зависимое набухание митохондрий 
регистрировали по изменению оптический плотности суспензии митохондрий (0,3-0,4 мг 
белка/мл) при 540 нм (He, Lemasters, 2003). Среда инкубации (СИ): сахароза – 200 мМ, 
КН2РО4  − 1 мМ, сукцинат − 5 мМ, Cа2+-ЭГТА-буфер 20 − мкМ, Hepes − 20 мМ, трис-HCl – 
20 мМ, ротенон – 2 мкМ, олигомицин − 1 мкг/мл, рН 7,2. 

АТФ зависимого калиевого канала митохондрий (митоKATP-канала) регистрировали 
по падению оптический плотности при длине волны 540 нм и митохондрии вносили в среду 
инкубации следующего состава (в мМ): KCl-125, Hepes-10, сукцинат-5, MgCl2-1, K2HPO4-2,5, 
KH2PO4-2,5, ротенон-0,005 и олигомицин-0,001 (Вадзюк, Костерин, 2008).  

Перекисное окисление липидов (ПОЛ) регистрировали по ингибированию 
Fe2+/аскорбат-зависимого набухания митохондрий печени крыс фотометрическим методом 
в среде инкубации КСl - 125 мМ, трис-НСl – 10 мМ, рН 7,4, концентрации: FeSO4 – 10 мкМ, 
аскорбат – 600 мкМ, при этом количестве белка в среде инкубации составляла 0,5 мг/мл 
(Schneider et al., 1948). Все эксперименты проводились при 24-26° C, чтобы целостность 
митохондрий сохранялась в течение инкубации. Содержание белка митохондрий 
определяли по методу Лоури в модификации Петерсона (Peterson, 1977). 

Для оценки АРА была использована методика, основанная на способности 
антиоксидантов восстанавливать молекулы стабильного радикала 2,2-дифенил-1-
пикрилгидразила (ДФПГ) в ходе измерения кинетики рекомбинации препаратов с ним 
(Мельничук, 1985). При добавлении исследуемых полифенолов в спиртовой раствор ДФПГ 
происходит изменение его окраски, что соответствует переходу ДФПГ в нерадикальную 
форму (Гайибов и др., 2012). 

При обработке полученных данных использованы компьютерные программы Origin 6.1 
(OriginLab Corporation, США). Величину Р<0,05 рассматривали как показатель достоверных 
различий. 
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3. Результаты и их обсуждение 
Так как в обеспечении проницаемости мембран митохондрий ключевую роль играет 

Са2+-зависимая mPTP (Акопова и др., 2013), в следующих экспериментах изучали влияние 
1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкозы на активность mPTP (Рисунок 2). Внесение 
в инкубационную среду индуктора mPTP - ионов Са2+ в концентрации 10 мкМ вызывает 
набухание митохондрий (Рисунок 2, конт.), что указывает на то, что mPTP находится в 
открытом состоянии. Циклоспорин А (ЦсА), специфический ингибитор mPTP, препятствует 
набуханию митохондрий в вышеуказанных условиях (Рисунок 2, ЦсА), т.е. mPTP остается в 
закрытом состоянии даже в присутствии ионов Са2+. По экспериментальным данным видно, 
что 1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкоза в концентрации 50 мкМ, в присутствии 
ионов Са2+, ингибирует открытие mPTP на 18,6%, а в концентрациях 200 мкМ подавляет ее 
открывание на 89,7% по сравнению с контролем. Полученные результаты показывают, что 
1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкоза в зависимости от концентрации ингибирует 
открывание mPTP печени крыс. Ранее (Гайибов и др., 2017) было изучено влияние данного 
соединения на пассивную проницаемость различных одно- и двухвалентных катионов. Было 
показано, что 1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкоза увеличивает пассивную 
проницаемость для одновалентных катионов. Можно было бы предположить, что индукция 
пассивной проницаемости мембран под действием 1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-
глюкозы, вызывает набухание органелл, падение мембранного потенциала ψ и открытие 
mPTP. Однако полученные нами результаты не соответствуют этому предположению. По 
нашим результатам, 1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкоза одновременно 
увеличивая пассивную проницаемость (Гайибов и др. 2017), оказывает ингибирующее 
влияние на mPTP. Это, возможно, связано с антиоксидантными свойствами 1,4,6 три-О-
галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкозы (Гайибов и др., 2017), оказывающий стабилизирующий 
эффект на мембраны. 
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Рис. 2. Действие различных концентраций 1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкоза 
на набухание митохондрий печени 
СИ (мМ): сахароза - 200, КН2РО4  - 1, сукцинат - 5, Cа2+-ЭГТА-буфер 0,02, Hepes – 20, трис-
HCl - 20, ротенон – 0,002, рН 7,2; белок митохондрий 0,3- 0,4 мг/мл; (**– Р<0,01, *** – 
Р<0,001; n=3-5). 
 

Ионы калия являются главным ионным компонентом не только цитоплазмы, но и 
митохондриального матрикса. Направление электрического поля на внутренней мембране 
митохондрий, благоприятствует транспорту ионов калия из цитоплазмы в матрикс. Таким 
образом, наличие любых K+-селективных каналов, включая митоKATP-канала, во 
внутренней мембране митохондрий, будет сопровождаться изменениями 
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митохондриального объема и регуляцией состояния Ca2+-зависимой mPTP. Модуляция 
проводимости митоKATP-канала лежит в основе изменения митохондриальных функций 
при разных гипоксических состояниях, однако физиологическая роль этого феномена не 
вполне ясна (Akopova et al., 2011). На Рисунке 3 приведены данные экспериментов с 
использованием 1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкозы как активатора митоKATP-
канала.  

Полученные результаты показывают, что 1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-
глюкоза начиная с концентрации 10 и 20 мкМ активирует митоKATP-канал (Рисунок 3). 
А при концентрациях 80 мкМ и выше наблюдается выход на плату. Учитывая, что действие 
1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкоза на активность митоKATP-канала 
происходит дозозависимо, следует особо отметить, что данное действие 1,4,6 три-О-
галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкоза на митоKATP-канал имеет вид графика насыщения.  
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Рис. 3. Влияние 1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкозы на активность АТФ-
зависимого К+-канала митохондрий 
СИ при содержании АТФ: 125 мМ КСl, 1 мМ MgSO4, 2,5 мМ К2НРО4, 2,5 мМ КН2РО4, 10 мМ 
Hepes, 5 мМ сукцинат, ротенон 5 мкг/мл, 1 мкг/мл олигомицин, рН 7,4. (** − Р<0,01, *** − 
Р<0,001; n=4) 

 
Согласно работе (Акопова и др., 2011) mPTP переходит в открытое состояние в 

результате индукции ПОЛ и образования АФК, и закрывается в присутствии антиоксидантов 
(Асраров и др., 2015). В связи с этим изучено действие различных концентраций 1,4,6 три-
О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкозы на процесс ПОЛ митохондриальных мембран, 
индуцированный системой Fe2+/аскорбат в опытах in vitro. Внесение в инкубационную среду 
систему Fe2+/аскорбат индуцирует ПОЛ, в результате чего нарушается барьерная функция 
митохондриальных мембран, и органеллы резко набухают по сравнению с контролем 
(Рисунок 4). В условиях индукции ПОЛ, внесение в инкубационную среду 1,4,6 три-О-
галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкозы, начиная с концентрации 2 мкМ, наблюдается 
ингибирование набухания митохондрий, что свидетельствует об его антиоксидантных 
свойствах. Эффект 1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкозы на ПОЛ в мембранах 
митохондрий зависел от его концентрации, т.е. с её увеличением в инкубационной среде 
процент ингибирования становился более выраженным. Полное ингибирование набухания 
митохондрий печени, т.е. процесса ПОЛ, отмечалось при концентрации равной 10 мкM 
изучаемого соединения. При этом значение концентрации, вызывающей полумаксимальное 
ингибирование процесса ПОЛ (IC50), для данного полифенольного соединения составило 
6,08±0,06 мкМ. Таким образом, в опытах показано, что 1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-
β-D-глюкоза обладает высокой АОА. 

 



European Journal of Medicine. Series B, 2018, 5(1) 

8 

 

конт 2 мкМ 4 мкМ 6 мкМ 8 мкМ 10 мкМ

0

20

40

60

80

100

120

**

***

***

***

**

Н
аб

у
х
ан

и
е 

м
и

то
х
о
н

д
р
и

й
, 
%

Концентрация полифенола, мкМ

 
 
Рис. 4. Действие 1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкоза на Fe2++аскорбат-
индуцированное набухание митохондрий печени крыс 
КСl – 125, трис-НСl – 10, рН 7,4; FeSO4  – 0,01, аскорбата – 0,6; белок митохондрий 0,3-0,4 
мг/мл; (** − Р<0,01, *** − Р<0,001; n=4). 

 
Определение конечных продуктов перекисного окисления липидов является 

классическим методом изучения антиоксидантных свойств биологически активных 
соединений.  

В литературе АОА полифенолов связывают как с их способностью хелатировать 
различные ионы металлов (Tripathi, Rastogi, 1981), так и непосредственно 

взаимодействовать с активными формами кислорода: О2
 (Takahama, 1985), OH-радикалами 

(Takahama, 1984) и синглетным кислородом (Takahama et al., 1984). Кроме того, полифенолы 
могут взаимодействовать и/или связывать компоненты реакционной среды (Riedl et al., 
2002), что может приводить к искажению результатов. Применение Fe2++аскорбат-
индуцированного метода не позволяет непосредственно оценить вклад каждого из этих 
эффектов в общую антиоксидантную активность препаратов. 

Кроме этого, в обзоре Надеевой и Гончаровой представлены данные о токсических 
свойствах АФК в клетках. В норме высокие концентрации АФК характерны только для 
фагоцитов, а других клетках является признаком оксидативного стресса. Оксидативный 
стресс повышает проницаемость гематотканевых барьеров; так как, АФК вносят решающий 
вклад в развитие патологии (Надеев, Гончаров, 2014). По результатам квантовохимического 
моделирования определена, что взаимодействия сульфгидрильных групп с радикалами АФК 
происходит по кислотно-основному механизму, причем гидроокси-радикалы (•ОН) 
выступает как основание, а супероксид-анион-радикалы (•ООˉ) как кислота (Solovyova, 
Kuznetsova, 2015). В этом отношении полезно использовать соединения, несущие свободную 
валентность, каковым является стабильные органические радикалы (Гайибов и др., 2017), 
которые взаимодействует с радикалами АФК (Jiménez et al., 2004). К примеру, орто-
замещенные дифенолы имеют четыре электрона, которые могут восстанавливать различные 
радикалы (Починок и др., 1985). В связи с этим антирадикальная активность полифенолов 
может быть связана непосредственно с их АОА. 

В связи с этим исследовали антирадикальную активность полифенола 1,4,6 три-О-
галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкозы. Для этого нами была использована методика, 
основанная на способности антиоксидантов восстанавливать молекулы 2,2-дифенил-1-
пикрилгидразила (ДФПГ) (Гайибов и др., 2012). Мы изучали кинетику рекомбинации 
препарата со стабильным радикалом ДФПГ. При добавлении исследуемого вещества в 
спиртовой раствор ДФПГ происходит изменение окраски раствора, что соответствует 
переходу ДФПГ в нерадикальную форму. На Рисунке 5 (экспериментальными точками) 
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представлена кинетика изменения оптической плотности раствора ДФПГ при добавлении 
исследуемого препарата. 
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Рис. 5. Кинетические изменения относительной оптической плотности спиртового раствора 
ДФПГ при изучении антирадикальной активности 1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-
глюкозы. Концентрация ДФПГ 0,1 мМ 

 
По полученным результатам видно, что исследуемое соединение обладает высокой 

антирадикальной активностью, восстанавливая свободный радикал ДФПГ в течении первых 
1,5-2 мин, и имеет высокий коэффициент корреляции с его АОА (r = 0.94).  

 
4. Заключение 
Известно, что полифенольные соединения проявляют антиоксидантное, 

противовоспалительное, иммуномодулирующее и многие другие действия, что создает 
предпосылки для создания на их основе лекарственных препаратов. При этом предпочтение 
отдается выше изученному полифенольному соединению, в связи с его меньшей 
токсичностью и способностью хорошо растворяться в воде.  

Антигипоксантная активность соединений в определенной степени определяется их 
влиянием на структуру мембран митохондрий, процессы свободнорадикального окисления 
и на процесс окислительного фосфорилирования. 

Обнаруженная ранее М.И. Асраровым и др. (Асраров и др., 2015) тенденция к 
улучшению влияния полифенольных соединений на некоторые функциональные 
характеристики митохондрий, послужила основанием для предположения о возможном 
антигипоксантном действии 1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкозы. 
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Аннотация. Функциональные параметры митохондрий, такие как 
циклоспоринчувствительная мегапора (mPTP), АТФ-зависимый К+-канал (mitoKATP), 
а также ингибирование свободно-радикального окисления мембран в условиях нормоксии 
играют важную роль при функционировании митохондрий, и клетки в целом. Нарушение 
нормального функционирования данных параметров возникает при различных 
патологических состояниях. Таким образом, для изучения действия нового полифенольного 
соединения 1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкозы, как объекта корректировки 
функций митохондрий в патологических состояниях, в данной работе исследовано влияние 
данного соединения на АТФ-зависимый К+-канал и на циклоспоринчувствительную пору 
(mitochondrial permeability transition pore) в митохондриях из печени крыс. Также изучение 
антиоксидантной активности 1,4,6 три-О-галлоил-2,3-валонеил-β-D-глюкозы показало, что 
данное соединение обладает высокой антиоксидантной активностью при Fe2++аскорбат-
индуцированном набухании митохондрий.  

Ключевые слова: mPTP, mitoATP, антиоксидантная активность, антирадикальная 
активность, полифенольные соединения, гипоксия. 

 


