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Резюме 

Митохондрии участвуют в энергетическом обмене, регуляции 

иммунных ответов и апоптозе. Для поддержания их функционального 

состояния клетки используют митофагию – селективную форму аутофагии, 

обеспечивающую удаление повреждённых митохондрий. Канонический путь 

митофагии запускается при потере митохондриального мембранного 

потенциала, сопровождающейся стабилизацией PINK1 и активацией Parkin. 

Нарушения в этом каскаде могут снижать эффективность митофагии. В связи 

с этим особый интерес представляют альтернативные PINK1/Parkin-

независимые механизмы.  

Арахидоновая кислота является полиненасыщенной жирной кислотой, 

участвующей в регуляции воспалительных процессов и в синтезе медиаторов 

воспаления. В настоящее время арахидоновая кислота рассматривается как 

потенциальный модулятор процессов аутофагии. Ранее было показано, что она 

способна усиливать аутофагию в ряде клеточных типов, включая клетки 

Сертоли, адипоциты и моноциты. Однако молекулярные механизмы, лежащие 

в основе этих эффектов, остаются недостаточно изученными и требуют 

дальнейшего уточнения. 

В настоящем исследовании мы оценивали роль арахидоновой кислоты 

как потенциального модулятора митофагии в клетках с нарушениями в 

митофагии. Были использованы две цибридные клеточные культуры на основе 

THP-1: HSM2 (митофагия активировалась в ответ на добавление FCCP) и 

HSM1 (митофагия не активировалась). Клетки обрабатывали FCCP (2 μМ) или 

арахидоновой кислотой (20 μМ) в течение 2 ч. Митофагию оценивали по 

степени колокализации митохондрий (MitoTracker Green) и лизосом 

(LysoTracker Deep Red), которая рассчитывалась с использованием 

коэффициента Мандерса. Анализ проводили на изображениях, полученных 

методом прижизненной конфокальной микроскопии клеток, предварительно 

окрашенных митохондриальными и лизосомальными флуоресцентными 

зондами. 
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Было показано, что FCCP активировал митофагию в HSM2, но не в 

HSM1. Арахидоновая кислота усиливала митофагию как в HSM2, так и в 

HSM1. Дополнительно анализ экспрессии генов выявил, что в HSM2 

арахидоновая кислота и FCCP индуцировали повышение экспрессии PRKN, 

ATG7, ULK2, ATG4B и TBK1, а также LAMP2, DNM1L и BNIP3, что указывало 

на усиление аутофагии. В HSM1 транскрипционный ответ на FCCP был 

ослаблен, тогда как арахидоновая кислота преимущественно повышала 

экспрессию ATG7, TBK1, ULK2 и GABARAP, что согласовывалось с 

активацией альтернативных путей митофагии. 

Таким образом, полученные результаты демонстрировали, что 

арахидоновая кислота усиливала митофагию даже при нарушении 

классического PINK1/Parkin-зависимого ответа, вероятно, за счёт активации 

альтернативных путей аутофагии. 

 

Ключевые слова: цибриды, арахидоновая кислота, митофагия, 

аутофагия, FCCP, митохондрии. 

 



АРАХИДОНОВАЯ КИСЛОТА В ЦИБРИДАХ 

ARACHIDONIC ACID IN CYBRIDS                                                                      10.46235/1028-7221-17561-AAE 

Medical Immunology (Russia)                                                             ISSN 1563-0625 (Print)  

     ISSN 2313-741X (Online) 

Abstract 

Mitochondria are involved in energy metabolism, regulation of immune 

responses, and apoptosis. To maintain their functional integrity, cells utilize 

mitophagy, a selective form of autophagy responsible for the removal of damaged 

mitochondria. The canonical mitophagy pathway is triggered by a loss of 

mitochondrial membrane potential, accompanied by stabilization of PINK1 and 

activation of Parkin. Disruptions in this cascade may reduce the efficiency of 

mitophagy. Therefore, alternative PINK1/Parkin-independent mechanisms are of 

particular interest. 

Arachidonic acid is a polyunsaturated fatty acid involved in the regulation of 

inflammatory processes and the synthesis of inflammatory mediators. Currently, 

arachidonic acid is considered a potential modulator of autophagy-related processes. 

It has previously been shown to enhance autophagy in several cell types, including 

Sertoli cells, adipocytes, and monocytes. However, the molecular mechanisms 

underlying these effects remain insufficiently understood and require further 

clarification. 

In the present study, we evaluated the role of arachidonic acid as a potential 

modulator of mitophagy in cells with impaired mitophagic function. Two cybrid cell 

cultures based on the THP-1 cell line were used: HSM2 (mitophagy was activated 

in response to FCCP treatment) and HSM1 (not activated). Cells were treated with 

FCCP (2 μM) or arachidonic acid (20 μM) for 2 hours. Mitophagy was assessed by 

quantifying the colocalization of mitochondria (MitoTracker Green) and lysosomes 

(LysoTracker Deep Red), calculated using Mander’s coefficient. Analysis was 

performed on images obtained by live-cell confocal microscopy of cells stained with 

mitochondrial and lysosomal fluorescent probes. 

It was shown that FCCP activated mitophagy in HSM2 but not in HSM1. In 

contrast, arachidonic acid enhanced mitophagy in both HSM2 and HSM1. 

Additional gene expression analysis revealed that in HSM2, arachidonic acid and 

FCCP induced increased expression of PRKN, ATG7, ULK2, ATG4B, and TBK1, as 

well as LAMP2, DNM1L, and BNIP3, indicating enhanced autophagy. In HSM1, the 
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transcriptional response to FCCP was attenuated, whereas arachidonic acid 

predominantly increased the expression of ATG7, TBK1, ULK2, and GABARAP, 

consistent with activation of alternative mitophagy pathways. 

Thus, the obtained results demonstrated that arachidonic acid enhanced 

mitophagy even under conditions of impaired canonical PINK1/Parkin-dependent 

responses, likely through activation of alternative autophagy pathways. 

 

Keywords: cybrids, arachidonic acid, mitophagy, autophagy, FCCP, 

mitochondria.
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1 Введение 1 

Митохондрии – это органеллы, участвующие в энергетическом обмене, 2 

регуляции иммунных ответов и апоптозе [13]. Для поддержания качества 3 

митохондрий клетки используют специализированный механизм селективной 4 

аутофагии – митофагию, которая обеспечивает удаление повреждённых или 5 

дисфункциональных митохондрий [2]. Канонический механизм митофагии 6 

запускается при потере митохондриального мембранного потенциала, что 7 

приводит к накоплению PINK1 на внешней мембране митохондрий и 8 

последующей активации Parkin. Этот процесс способствует формированию 9 

аутофагосом, после чего происходит лизосомальная деградация митохондрий 10 

[3]. Однако нарушения могут возникать на различных этапах этого пути, 11 

потенциально снижая эффективность митофагии [12]. В условиях, когда 12 

канонический путь нарушен, особый интерес представляют альтернативные 13 

механизмы митофагии, функционирующие независимо от PINK1 и Parkin [14].  14 

Одним из возможных регуляторов митофагии является арахидоновая 15 

кислота – полиненасыщенная жирная кислота, участвующая в синтезе 16 

липидных медиаторов и регуляции воспаления. Ранее было показано, что 17 

арахидоновая кислота могут модулировать процессы, связанные с аутофагией 18 

[4, 6, 8, 11]. В нашей предыдущей работе были выявлены цибридные 19 

клеточные культуры, различающиеся по FCCP-стимулированной митофагии. 20 

В частности, некоторые цибриды не демонстрировали усиления митофагии 21 

после обработки FCCP [9]. На основании этих наблюдений были отобраны две 22 

цибридные клеточные культуры (HSM1 и HSM2): с нарушениями и без 23 

нарушений в FCCP-стимулированной митофагии.  24 

Таким образом, целью настоящего исследования было определить, 25 

может ли арахидоновая кислота усиливать митофагию в клетках с 26 

нарушениями митофагии. 27 

2 Материалы и методы 28 

Ранее в нашей лаборатории были получены цибриды на основе 29 

моноцитарной клеточной линии THP-1. Эти цибриды были получены путём 30 
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слияния тромбоцитов пациентов, несущих различный митохондриальный 31 

геном, с клетками THP-1, лишёнными собственных митохондрий. В 32 

результате каждая цибридная культура содержала ядерный геном THP-1 и 33 

митохондриальный геном донора [10]. Для настоящего исследования были 34 

выбраны две цибридные клеточные культуры – HSM1 и HSM2. 35 

Цибриды культивировали в среде RPMI-1640, дополненной глутамином 36 

(PanEko), 10% фетальной бычьей сывороткой (Biolot), 100 Ед/мл пенициллина 37 

и 100 μг/мл стрептомицина (PanEko). Среду меняли каждые три дня при 38 

поддержании плотности клеток на уровне 300 000 клеток/мл. 39 

Митофагию оценивали методом конфокальной микроскопии с 40 

использованием MitoTracker Green (100 нМ) для окрашивания митохондрий и 41 

LysoTracker Deep Red (50 нМ) для окрашивания лизосом. После обработки 42 

FCCP (2 μМ, 2 ч) или арахидоновой кислотой (20 μМ, 2 ч) клетки высевали в 43 

конфокальные чашки для визуализации живых клеток и анализировали на 44 

конфокальной микроскопе Leica DMi8 STELLARIS 5. Параметры получения 45 

изображений оставались одинаковыми для всех экспериментальных групп. 46 

Количественный анализ изображений выполняли с использованием 47 

CellProfiler 4.2. Уровень митофагии оценивали как степень колокализации 48 

митохондрий и лизосом. Для каждого поля зрения анализировали три канала 49 

– митохондрии, лизосомы и проходящий свет (для идентификации клеток). 50 

Сначала с помощью модуля IdentifyPrimaryObjects выполняли сегментацию 51 

клеток, после чего для каждой клетки колокализацию оценивали с 52 

использованием модуля MeasureColocalization. В качестве показателя 53 

использовали коэффициент Мандерса, отражающий долю митохондриального 54 

сигнала, перекрывающегося с лизосомальным сигналом. Коррекция фона и 55 

пороговая обработка выполнялись автоматически с помощью встроенных 56 

алгоритмов CellProfiler. В каждом образце анализировали не менее 500 клеток 57 

[1]. 58 

Для определения уровня экспрессии генов цибриды обрабатывали FCCP 59 

(2 μМ) или арахидоновой кислотой (20 μМ) в течение 2 ч. После обработки 60 
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клеточную суспензию собирали в эппендорфы, центрифугировали и удаляли 61 

супернатант. К клеточному осадку добавляли реагент ExtractRNA (Evrogen). 62 

Выделение РНК проводили методом фенол-хлороформной экстракции в 63 

соответствии с инструкцией производителя ExtractRNA. Обратную 64 

транскрипцию выполняли с использованием набора MMLV RT kit (Evrogen) 65 

согласно инструкции производителя. Количественную ПЦР в реальном 66 

времени проводили с использованием 5X qPCRmix-HS SYBR (Evrogen). 67 

Использованные праймеры: PRKN (F: gtgtttgtcaggttcaactcca; R: 68 

gaaaatcacacgcaactggtc), MAP1LC3B (F: aagcagcttcctgttctggat; R: 69 

gattggtgtggagacgctga), LAMP2 (F: gtgagttgtattggggttgatgtta; R: 70 

caatgatacttgtctgctggctac), DNM1L (F: aggagaagaaaatggggtggaag; R: 71 

tgtcgaatttcatcaaaatccgtgt), BNIP3 (F: cctcagcatgaggaacacga; R: 72 

aaaaggtgctggtggaggtt), ATG7 (F: cgttgcccacagcatcatct; R: caccatccttggtcccatgc), 73 

TBK1 (F: accctttgaagggcctcgta; R: acaggcatgtctccactcca), GABARAP (F: 74 

agggcgagaagatccgaaag; R: agctcggagatgaattcgctt), ULK2 (F: ttgcaatggtggagacctcg; 75 

R: tgcgattggcataggacagc), ATG4B (F: gactgggaagatggacgcag; R: 76 

cccagtatccaaacgggctc), RPL37 (F: tggctctaaggcctaccacc; R: gcctcattcgaccagttccg). 77 

Статистический анализ проводили с использованием программы IBM 78 

SPSS Statistics. Для данных, не подчиняющихся нормальному распределению, 79 

применяли U-критерий Манна-Уитни, а для нормально распределённых 80 

данных – t-критерий Стьюдента. Значение p < 0,05 считали статистически 81 

значимым. 82 

3 Результаты и обсуждение 83 

В нашей предыдущей работе было показано, что добавление FCCP 84 

цибридам не усиливало митофагию в некоторых культурах клеток [9]. При 85 

этом арахидоновая кислота способна активировать митофагию в различных 86 

типах клеток, включая адипоциты, клетки Сертоли и др. [4, 6, 8, 11]. В связи с 87 

этим мы решили проверить, может ли арахидоновая кислота индуцировать 88 

митофагию в клетках с нарушением митофагии при стимуляции FCCP. 89 
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Для оценки способности арахидоновой кислоты модулировать 90 

митофагию были использованы две цибридные клеточные культуры: HSM1 91 

(митофагия не активировалась на добавление FCCP) и HSM2 (митофагия 92 

активировалась). Клетки инкубировали в течение 2 ч с арахидоновой кислотой 93 

(20 μМ) или FCCP (2 μМ) (рис. 1A). 94 

Обработка FCCP активировала митофагию в HSM2, но не в HSM1. 95 

Напротив, обработка арахидоновой кислотой сопровождалась усилением 96 

митофагии как в HSM2, так и в HSM1 (рис. 1B). 97 

Далее, для оценки механизмов, активируемых при усилении митофагии 98 

в цибридных клетках, мы провели ПЦР в реальном времени для ряда генов, 99 

связанных с митофагией и аутофагией. В HSM2 после обработки FCCP и 100 

арахидоновой кислотой наблюдалась выраженная активация ряда генов, 101 

связанных с митофагией и аутофагией, включая PRKN, ATG7, ULK2, ATG4B 102 

и TBK1, а также повышение экспрессии LAMP2, DNM1L и BNIP3, что 103 

согласуется с активацией нескольких митофагических и аутофагических 104 

процессов (рис. 2). 105 

HSM1 демонстрировал более ограниченный транскрипционный ответ. 106 

После обработки FCCP экспрессия нескольких генов, включая MAP1LC3B, 107 

DNM1L, BNIP3 и ATG4B, снижалась, тогда как экспрессия PRKN возрастала. 108 

Обработка арахидоновой кислотой в HSM1 преимущественно повышала 109 

экспрессию ATG7, TBK1, GABARAP и ULK2, что может указывать на 110 

активацию альтернативных путей, связанных с митофагией (рис. 2). 111 

4 Обсуждение 112 

FCCP вызывает деполяризацию митохондриального мембранного 113 

потенциала и широко используется как активатор канонической PINK1/Parkin-114 

зависимой митофагии [5]. После деполяризации митохондрий PINK1 115 

накапливается на внешней мембране митохондрий и активирует Parkin, 116 

инициируя убиквитинирование, которое способствует формированию 117 

аутофагосом и последующей деградации повреждённых митохондрий в 118 

аутолизосомах [3]. 119 
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В HSM1 обработка FCCP в условиях настоящего эксперимента не 120 

приводила к увеличению митофагии, что позволяет предположить, что 121 

канонические механизмы митофагического ответа на FCCP могли быть 122 

функционально нарушены в этой цибридной культуре клеток. 123 

В недавних исследованиях показано, что жирные кислоты могут 124 

рассматриваться как потенциальные модуляторы митофагии [7]. В частности, 125 

в ряде работ показано, что арахидоновая кислота выступает регулятор 126 

аутофагии и митофагии. При тепловом стрессе в клетках Сертоли мыши 127 

количество арахидоновой кислоты возрастало и через ROS-зависимую 128 

активацию KEAP1/NRF2 сопровождалась повышением LC3 и LAMP2, то есть 129 

индукцией аутофагии [6]. При протоковой аденокарценоме поджелудочной 130 

железы (мышиная модель) высокая концентрация арахидоновая кислота 131 

запускала митохондриальную Ca2+-перегрузку, митофагию и пироптоз [4]. В 132 

ROS1+/ALK+ немелкоклеточном раке лёгкого (человеческие опухолевые 133 

клеточные линии) арахидоновая кислота, усиливала аутофагический поток и 134 

уменьшала накопление аутофагосом [8]. Наконец, при репродуктивном 135 

старении арахидоновая кислота улучшала качество ооцитов и повышала 136 

лизосомальную активность в стареющих ооцитах мыши [11]. 137 

В настоящем исследовании добавление арахидоновой кислоты 138 

приводило к усилению митофагии в HSM1 и HSM2, а также увеличению 139 

экспрессии генов, связанных с аутофагией. 140 

В совокупности наши данные и данные литературы указывали на то, что 141 

арахидоновая кислота могла усиливать митофагию даже в условиях 142 

отсутствия её активации при обработке FCCP. Поскольку FCCP являлся 143 

классическим индуктором PINK1/Parkin-зависимой митофагии, полученные 144 

результаты свидетельствовали о возможной активации митофагии 145 

арахидоновой кислотой через альтернативные механизмы. 146 

5 Заключение 147 

В заключение, при нарушении PINK1/Parkin-зависимого пути 148 

митофагии в клетке могут активироваться альтернативные механизмы её 149 
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регуляции. В HSM2 FCCP и арахидоновая кислота усиливали митофагию, 150 

тогда как в HSM1 эффект наблюдался только при обработке арахидоновой 151 

кислотой. Эти данные указывали на вовлечение альтернативных путей 152 

регуляции митофагии при обработке арахидоновой кислотой. Для уточнения 153 

механизмов её эффекта необходимы дальнейшие исследования. 154 

Работа выполнена при поддержке Российского Научного Фонда (Грант 155 

№ 22-15-00273-П). 156 

Мы благодарим Центр коллективного пользования ИБГ РАН за 157 

возможность использования оборудования.  158 
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РИСУНКИ 

 

Рисунок 1. Митофагия в цибридах. 

Figure 1. Mitophagy in cybrids. 

 

Примечание: (A) Конфокальные изображения культур цибридов HSM1 

(сверху) и HSM2 (снизу). Зелёный цвет – MitoTracker Green (митохондрии), 

красный – LysoTracker Deep Red (лизосомы). Белые окружности обозначают 

области колокализации. Слева – контроль, в центре – FCCP (2 ч, 2 μМ), справа 

– арахидоновая кислота (2 ч, 20 μМ). (B) График KDE, показывающий 

распределение уровня митофагии в двух цибридных культурах. По оси X – 

уровень митофагии (доля митохондрий, колокализованных с лизосомами), по 

оси Y – число клеток. Пунктирные линии обозначают медианы. * – p < 0,01 

(U-критерий Манна-Уитни). Масштаб – 10 μм. 

Notes: (A) Confocal images of cybrid cell cultures HSM1 (top) and HSM2 (bottom). 

Green – MitoTracker Green (mitochondria), Red – LysoTracker Deep Red 

(lysosomes). White circles indicate regions of colocalization. Left – Control, middle 

– FCCP (2 h, 2 μM), right – Arachidonic acid (2 h, 20 μM). (B) Kernel density 

estimate (KDE) plot of mitophagy distribution in cells from the two cybrid cell 

cultures. The x-axis shows mitophagy level (fraction of mitochondria colocalized 
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with lysosomes), the y-axis shows cell count. Dashed lines indicate medians. * – p 

< 0.05 (Mann-Whitney U test). Scale – 10 μm. 

 

Рисунок 2. Относительная экспрессия генов, связанных с 

митофагией/аутофагией. 

Figure 2. Relative expression of mitophagy/autophagy genes. 

 

Примечание: Экспрессия генов в культурах цибридных клеток HSM1 и HSM2 

после 2 ч обработки FCCP – белые столбцы или арахидоновой кислотой (АК) 



АРАХИДОНОВАЯ КИСЛОТА В ЦИБРИДАХ 

ARACHIDONIC ACID IN CYBRIDS                                                                      10.46235/1028-7221-17561-AAE 

Medical Immunology (Russia)                                                             ISSN 1563-0625 (Print)  

     ISSN 2313-741X (Online) 

– серые столбцы. Анализируемые гены: (A) PRKN, (B) MAP1LC3B, (C) LAMP2, 

(D) DNM1L, (E) BNIP3, (F) ATG7, (G) TBK1, (H) GABARAP, (I) ULK2, (J) 

ATG4B. Данные представлены как среднее ± SD. * – p < 0,05 (t-критерий 

Стьюдента). 

Notes: Gene expression in cybrid cell cultures HSM1 and HSM2 after 2 h treatment 

with FCCP – white column or arachidonic acid (AA) – grey column. Genes: (A) 

PRKN, (B) MAP1LC3B, (C) LAMP2, (D) DNM1L, (E) BNIP3, (F) ATG7, (G) TBK1, 

(H) GABARAP, (I) ULK2, (J) ATG4B. Data are presented as mean ± SD. * – p< 0.05 

(Student t-test). 
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