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В результате проведенного исследования установлено, что введение SkQ1 в дозе 50 нмоль/кг в течение пя�
ти дней приводит к значительному повышению уровня мРНК гена фактора транскрипции Nrf2 и Nrf2�ин�
дуцируемых генов антиоксидантных ферментов SOD1, SOD2, CAT и Gрx4 в лейкоцитах периферической кро�
ви крыс. Повышение уровня экспрессии исследованных генов при введении SkQ1 сопровождается возрас�
танием в лейкоцитах активности каталазы, глутатионпероксидазы и глутатион�S�трансферазы. Получен�
ные результаты показывают, что антиоксидантное действие SkQ1 в лейкоцитах может быть связано с влия�
нием на cигнальную систему Nrf2/ARE.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: митохондриально�адресованный антиоксидант, лейкоциты, экспрессия генов, анти�
оксидантные ферменты.

В последние годы интенсивно исследуются
механизмы цитопротекторного действия нового
класса веществ – митохондриально�направлен�
ных антиоксидантов, в конструкции которых
используется проникающий катион (ион Скула�
чева), связанный с замещенным хиноном [1, 2].
Среди данного класса веществ высокой эффек�
тивностью отличаются соединения семейства
SkQ и его первый представитель SkQ1 – 10�(6'�
пластохинонил)децилтрифенилфосфоний,
представляющий собой конъюгат проникающе�
го катиона децилтрифенилфосфония и пласто�
хинона (компонента электрон�транспортной
цепи хлоропластов с мощными антиоксидант�
ными свойствами) [2]. Показано, что SkQ1 спе�

цифически накапливается во внутренней мемб�
ране митохондрий, является возобновляемым
антиоксидантом, что позволяет использовать
его в наноконцентрациях [2]. Исследованы ме�
ханизмы антиоксидантного действия SkQ1 и
родственных соединений, обусловленные пре�
дотвращением окисления митохондриального
кардиолипина [2], элиминацией образовавших�
ся АФК [1, 3], а также частичным разобщением
дыхания и фосфорилирования посредством
прямого протонофорного действия вещества
или вследствие усиления циркуляции анионов
жирных кислот, что снижает продукцию АФК
митохондриями [4–6]. 

В настоящее время установлено, что реали�
зация защитных механизмов клетки при окис�
лительном/электрофильном стрессе в большой
степени связана с активацией редокс�чувстви�
тельной сигнальной системы Keap1/Nrf2, инду�
цирующей активацию более 200 генов, среди
которых гены антиоксидантных белков, фер�
ментов детоксикации и др. [7–9]. Кроме того,
показано влияние фактора транскрипции Nrf2
на промежуточный метаболизм и митохондри�
альные функции [9]. Найдены соединения�ин�
дукторы данной системы, в частности ее ключе�
вого звена – фактора транскрипции Nrf2, среди
которых важное место отводится пара� и орто�
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гидрохинонам [10]. В связи с этим представляет
интерес исследование возможности влияния
SkQ1, содержащего в своей конструкции плас�
тохинон, на уровень экспрессии гена фактора
транскрипции Nrf2 и Nrf2�индуцируемых генов
антиоксидантных ферментов, а также их актив�
ность в лейкоцитах крови крыс в условиях фи�
зиологической нормы.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проведено на половозрелых
самцах белых крыс Rattus norvegicus массой
180–200 г. Все подопытные животные были раз�
делены на две группы по 10–23 животных. В
течение пяти дней крысам вводили SkQ1 по
50 нмоль/кг в день. Рассчитанную дозу препара�
та, растворенную в 100 мкл 0,2%�ного этанола в
дистиллированной воде, вводили в защечные
мешки животных. Животные контрольной груп�
пы получали в течение пяти дней по 100 мкл
0,2% этанола.

Эксперименты на животных проводились с
соблюдением принципов Европейской конвен�
ции о защите позвоночных животных, исполь�
зуемых в эксперименте или в научных целях
(Страсбург, 18 марта 1986 г.).

Анализ экспрессии мРНК проводили с по�
мощью метода обратной транскрипции с после�
дующей полимеразной цепной реакцией (ОТ�
ПЦР) со специфическими праймерами. Для ис�
следования брали 50 мкл крови. Тотальную РНК
выделяли методом гуанидин�тиоцианат�фенол�
хлороформной экстракции с помощью коммер�
ческого набора «РИБО�золь�B» (ООО «Интер�
ЛабСервис», Россия). Качество выделенной
РНК оценивали при помощи электрофореза в
1,2%�ном агарозном геле, количество – по оп�
тической плотности при 260 нм. Для синтеза
кДНК использовали набор реагентов для обрат�
ной транскрипции («Синтол», Россия), содер�
жащий MMLV�RT (ревертазу вируса лейкемии
мышей Молони), праймер Random�6, смесь
dNTP и ингибитор РНКаз.

Исследование уровня экспрессии генов фак�
тора транскрипции Nrf2 (Nrf2), изоферментов
супероксиддисмутазы – Cu,Zn�SOD (SOD1),
Mn�SOD (SOD2), экстрацеллюлярной SOD –
EC�SOD (SOD3), каталазы (CAT), глутатионпе�
роксидазы 4 (Gрx4) выполняли методом ПЦР в
реальном времени (ПЦР�РВ) в присутствии ин�
теркалирующего красителя EVA Green («Molecular
Probes», США) с использованием набора реа�
гентов для проведения ПЦР�РВ («Синтол», Рос�
сия) и прибора iQ5 Real�Time PCR Detection
System («Bio�Rad», США). В качестве гена срав�

нения использовали ген β�актина (BACT). Спе�
цифические праймеры подбирали с помощью
программы Primer BLAST и Primer 3. Последо�
вательности специфических праймеров представ�
лены в табл. 1. 

Для оценки эффективности (E) каждой пары
праймеров ПЦР проводили с различными раз�
ведениями (1 : 1, 1 : 2, 1 : 4, 1 : 8) кДНК с после�
дующим вычислением усредненного ΔCt. Эф�
фективность всех используемых пар праймеров
представлена в таблице 2.

ПЦР�РВ проводили при следующих услови�
ях: 95° – 5 мин, далее 40 циклов: 58 (60)° – 50 с
(детекция флуоресценции), 95° – 15 с. После за�
вершения ПЦР получали графики изменения
флуоресценции во времени. Специфичность по�
лучаемого продукта амплификации проверяли с
помощью кривых плавления продуктов ПЦР.

Анализ графиков накопления продуктов
ПЦР проводили с помощью программного
обеспечения IQ5 Optical System Software version
2.0 («Bio�Rad», США). Данные ПЦР�РВ обраба�
тывали с помощью программного обеспечения
iCycler IQ5 («Bio�Rad», США). Количественную
оценку относительного уровня экспрессии ге�
нов рассчитывали по методу ΔCt с использова�
нием гена сравнения.

Материалом для биохимических исследова�
ний служила суспензия лимфоцитов, выделен�
ных из цельной крови в градиенте плотности
фиколл�верографина (ρ = 1,077) по методу
Бойум [11]. Клетки трижды промывали и сус�
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Нуклеотидная последовательность
прямого (f ) и обратного (r) праймеров

f: 5'�agccatgtacgtagccatcc�3'
r: 5'�tcggaaccgctcattgccg�3'

f: 5'�atgtcaccagctcaagggcacagtgc�3'
r: 5'�ccatcctccccgaacctagtt�3'

f: 5'�aaccagttgtggtgtcagga�3'
r: 5'�ctcctgagagtgagatcaca�3'

f: 5'�ttaacgcgcagatcatgcag�3'
r: 5'�gtcacgcttgatagcctcca�3'

f: 5'�aggctctttctcaggcctc�3'
r: 5'�agatctccaggtctttggag�3'

f: 5'�ttctacactgaagatggtaactg�3'
r:5'�gaaagtaacctgatggagagac�3'

f: 5'�ggctacaatgtcaggtt�3'
r: 5'�ttatcaatgagaaacttggtaa�3'

Ген

BACT

Nrf2

SOD1

SOD2

SOD3

CAT

Gрx4

Таблица 1. Праймеры для ПЦР�РВ
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пендировали забуференным Tris�HCl�изотони�
ческим раствором NaCl, рН 7,4.

Активность супероксиддисмутазы (SOD) оце�
нивали по ингибированию восстановления нит�
росинего тетразолия (НТС) супероксидом, генери�
руемым при аутоокислении адреналина [12]. Ак�
тивность каталазы определяли по реакции пере�
киси водорода с молибдатом аммония [13]. Ак�
тивность глутатионпероксидазы (Gрх4) определя�
ли по скорости окисления восстановленного глу�
татиона в присутствии гидроперекиси третичного
бутила [14], активность глутатион�S�трансферазы
(GST) – по оценке скорости реакции ферментатив�
ного образования конъюгатов восстановленного
глутатиона с 1�хлор�2,4�динитробензолом [15].

Статистическая обработка данных проводи�
лась при помощи пакета программ Biostat (version
2009 Professional – сборка 5.8.4.3 Analyst Soft).
Проверка нормальности распределения прово�
дилась по критерию Колмогорова–Смирнова с
поправкой Лиллиефорса. Для данных с распреде�
лением, отличных от нормального, применялся
непараметрический U�критерий Манна–Уитни.
Статистическую обработку данных, имеющих
нормальное распределение, проводили с исполь�
зованием t�критерия Стьюдента для малых выбо�
рок. Во всех процедурах статистического анализа
критический уровень значимости р принимался
равным 0,05. При 0,05 < р < 0,1 рассматривали
тенденцию к достоверности различий.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В результате проведенного исследования уста�
новлено, что введение SkQ1 в дозе 50 нмоль/кг в
течение 5 дней приводит к повышению на 318%
уровня экспрессии гена фактора транскрипции
Nrf2 в лейкоцитах крови крыс относительно

контроля (рис. 1). Это подтверждается соответ�
ствующим повышением относительного уровня
мРНК фактора транскрипции Nrf2 по сравне�
нию с нормой. Одновременно было исследова�
но влияние введения SkQ1 на профиль экспрес�
сии Nrf2�индуцируемых генов антиоксидант�
ных ферментов – изоферментов супероксид�
дисмутазы (SOD 1–3), каталазы (CAT), глутати�
онпероксидазы 4 (GРх4) – в лейкоцитах крыс.
Проведенное исследование показывает, что в
лейкоцитах крови крыс на фоне введения мито�
хондриально�направленного антиоксиданта наб�
людается повышение количества мРНК SOD1
на 70% и мРНК SOD2 – на 77%, что указывает
на увеличение транскрипционной активности
соответствующих генов. При этом в содержании
мРНК SOD3 не выявлено достоверных различий
по сравнению с контролем (рис. 1). Кроме того,
показано, что применение SkQ1 в течение пяти
дней приводит к повышению содержания
мРНК CAT на 95%, а количество мРНК Gрx4
увеличивается на 156% в лейкоцитах крови
крыс, что свидетельствует о повышении уровня
экспрессии данных генов под влиянием катион�
ного производного пластохинона (рис. 1).

Исходя из полученных результатов, можно
заключить, что SkQ1 является позитивным регу�
лятором транскрипционной активности гена
Nrf2 и генов антиоксидантных ферментов, что
может способствовать повышению антиоксидант�
ного потенциала лейкоцитов в физиологичес�
ких условиях. 

Следующим этапом работы явилось иссле�
дование влияния SkQ1 на активность антиокси�
дантных ферментов лейкоцитов крови крыс.
Было установлено, что SkQ1 способствует акти�
вации некоторых антиоксидантных ферментов в
лейкоцитах крови крыс, это подтверждается
приростом на 54–56% активности каталазы,
Gрх4 и GST по сравнению с контролем, что спо�
собствует повышению антиоксидантного по�
тенциала лейкоцитов крови (рис. 2). При этом
общая активность SOD в лейкоцитах на фоне
введения SkQ1 остается на уровне контроля
(рис. 2), несмотря на то, что, как было показано
выше, транскрипционная активность генов
SOD1 и SOD2 повышается. В то же время в лей�
коцитах наблюдаются однонаправленные изме�
нения уровня экспрессии генов CAT и Gpx4 и ак�
тивности каталазы и глутатионпероксидазы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В результате проведенного исследования ус�
тановлено, что применение катионного произ�
водного пластохинона SkQ1 способствует повы�
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Эффективность

0,953

0,970

0,930

0,873

0,933

0, 903

0,780

Пара праймеров

BACT'f, BACT'r

Nrf2'f, Nrf2'r

SOD1'f, SOD1'r

SOD2'f, SOD2'r

SOD3'f, SOD3'r

CAT'f, CAT'r

Gрx4'f, Gрx4'r

Таблица 2. Эффективность используемых пар праймеров
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Рис. 1. Влияние SkQ1 на уровень мРНК гена Nrf2 и генов антиоксидантных ферментов в лейкоцитах крови крыс. М ± m.
Количество животных в группах – 13–26. * – Статистически значимые различия между контрольной и опытной группа�
ми (p < 0,05)
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шению транскрипционной активности гена Nrf2
(уровень мРНК возрастает в 4 раза). Известно,
что ген фактора транскрипции Nrf2 широко
экспрессируется в клетках различных типов [16,
17], в т.ч. в лимфоцитах [18]. Nrf2 (NF�E2�rela�
ted factor 2) относится к семейству Cap’n’Collar
(CNC) и входит в обширную группу ДНК�свя�
зывающих белков с «лейциновой молнией»
bZIP [9].

Известно, что активация сигнальной систе�
мы Keap1/Nrf2 сопровождается распадом комп�
лекса Nrf2 с репрессорным белком Keap1,
транслокацией фактора транскрипции в ядро,
его димеризацией с малым белком Maf или
транскрипционным фактором с�Jun и коактива�
торными белками, после чего происходит взаи�
модействие с цис�регуляторным антиоксидант�
респонсивным элементом (ARE), локализован�

ным в промоторных областях редокс�чувстви�
тельных генов [16, 17]. В настоящее время отк�
рыто множество индукторов сигнальной систе�
мы Keap1/Nrf2/ARE, среди которых хиноны
природного и синтетического происхождения
[18, 19]. Важнейшей особенностью хинонов –
индукторов Nrf2 – является наличие в структуре
молекулы ОН�групп в орто� или пара�положе�
ниях [10], что характерно также для SkQ1, со�
держащего в своем составе пластохинон (произ�
водное 1,4�бензохинона) [1]. Можно полагать
на основании полученных результатов, что бла�
годаря хинонной составляющей в молекуле
SkQ1 последний может индуцировать Nrf2.
Важно подчеркнуть, что в промоторной области
гена Nrf2 имеются две ARE�подобные последо�
вательности, что указывает на способность Nrf2
активировать собственную экспрессию [20]. По
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Рис. 2. Влияние SkQ1 на активность антиоксидантных ферментов в мононуклеарной фракции крови крыс. М ± m. Количест�
во животных в группах – 13–26. * – Статистически значимые различия между контрольной и опытной группами (p < 0,05)
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мнению Куак с соавт. [20] и Брайэн с соавт. [21]
это свидетельствует о наличии петли положи�
тельной обратной связи внутри сигнального пу�
ти Keap1/Nrf2/ARE, что существенно повышает
чувствительность системы и мощность клеточ�
ных защитных механизмов.

Проведенное исследование свидетельствует
о том, что повышение уровня экспрессии гена
Nrf2 в лейкоцитах крови крыс при введении
SkQ1 сопровождается увеличением транскрип�
ционной активности генов�мишеней антиокси�
дантных ферментов SOD1, SOD2, CAT, Gрх4. Ге�
ны данных ферментов содержат в промоторных
областях антиоксидант�респонсивный элемент
(ARE), вследствие чего возможна их стимуля�
ция транскрипционным фактором Nrf2 [9,
22–24]. В работе Морзадек с соавт. [25] проде�
монстрирована экспрессия гена Nrf2 и значи�
тельное увеличение уровня белка Nrf2, что при�
водило к повышению содержания мРНК и бел�
ковых продуктов Nrf2�индуцированных генов ан�
тиоксидантных ферментов при активации Т�лим�
фоцитов мононуклеарной фракции крови чело�
века.

Следует отметить, что при исследовании
влияния SkQ1 (250 нмоль/кг ежедневно в тече�
ние 1,5 мес.) на транскрипционную активность
генов сетчатки преждевременно стареющих
крыс OXYS и крыс Wistar не обнаружено измене�
ния экспрессии мРНК Nrf2 и Nrf2�зависимых
генов – глутатионредуктазы (Gsr) и гемоксиге�
назы 1 (Hmox1), тогда как экспрессия мРНК тио�
редоксинредуктазы 1 (Txrnd1) была снижена
только в сетчатке крыс OXYS [26].

В представленных исследованиях влияния
SkQ1 на активность важнейших антиоксидант�
ных ферментов в лейкоцитах крови крыс было
установлено повышение активности каталазы,
глутатионпероксидазы и глутатион�S�трансфе�
разы, тогда как в активности SOD не обнаруже�

но достоверных различий относительно контро�
ля. Это объясняется, по�видимому, известным
фактом, что суммарная активность ферментов
не находится в прямой зависимости от уровня
транскрипции, а может определяться скоростью
трансляции и посттрансляционной модификацией
молекул [27]. Действительно, SOD1 и SOD2 мо�
гут подвергаться различным видам посттрансля�
ционных модификаций – нитрованию, фосфо�
рилированию, глутатионилированию (для SOD1
показано, помимо прочего, гликирование), ко�
торые приводят к снижению их активности [28].
C другой стороны, обнаруженное нами повыше�
ние активности глутатион�S�трансферазы в
лейкоцитах крови крыс, получавших SkQ1, воз�
можно, было следствием активации гена Nrf2,
т.к. известно, что гены различных изоформ дан�
ного фермента (например, GSТА1, GSТМ1,
GSТР1) позитивно регулируются Nrf2 [9].

Таким образом, проведенное исследование
показало, что применение катионного произ�
водного пластохинона SkQ1 в дозе 50 нмоль/кг в
течение 5 дней приводит к повышению уровня
экспрессии гена фактора транскрипции Nrf2 и
ARE�контролируемых генов в лейкоцитах крови
крыс в условиях физиологической нормы, что
сопровождается возрастанием активности ката�
лазы, глутатионпероксидазы и глутатион�S�транс�
феразы и способствует возрастанию антиокси�
дантного потенциала клеток.
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INFLUENCE OF SkQ1 ON EXPRESSION OF TRANSCRIPTION 
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The study demonstrated that pretreatment of rats with mitochondria�targeted antioxidant SkQ1 (50 nmol/kg during
5 days) significantly increased the mRNA levels of Nrf2 gene transcription factor and Nrf2�induced genes encoding
antioxidant enzymes SOD1, SOD2, CAT, and Gрx4 in rat peripheral blood leukocytes. The increase in expression of
these genes with SkQ1 treatment was accompanied by increased activities of catalase, glutathione peroxidase, and glu�
tathione�S�transferase in leukocytes. The results indicate that the antioxidant properties of SkQ1 might be realized
via induction of the Nrf2/ARE signal system.

Key words: mitochondria�targeted antioxidant, leukocytes, gene expression, antioxidant enzymes


