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P-ãëèêîïðîòåèí, îáóñëîâëèâàþùèé ìíîæåñòâåííóþ ëåêàðñòâåííóþ óñòîé÷èâîñòü

Ìèòîõîíäðèàëüíîíàïðàâëåííûå àíòèîêñèäàíòû ñåìåéñòâà SkQ, íàêàïëèâàÿñü â ýíåðãèçîâàííûõ ìè-
òîõîíäðèÿõ, çàùèùàþò êëåòêè îò îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, ïîâûøàÿ óðîâåíü âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèî-
íà è ïîíèæàÿ ãèáåëü êëåòîê, èíäóöèðîâàííóþ äîáàâëåíèåì ïåðîêñèäà âîäîðîäà. Íà ïðèìåðå ðÿäà òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ ëèíèé êëåòîê ÷åëîâåêà ïîêàçàíî, ÷òî SkQR1 (ôëóîðåñöèðóþùèé ïðåäñòàâèòåëü ñåìåé-
ñòâà SkQ) îòêà÷èâàåòñÿ èç êëåòîê, ðåçèñòåíòíûõ ê õèìèîòåðàïèè, ïîñðåäñòâîì Ð-ãëèêîïðîòåèíà —
îäíîãî èç îñíîâíûõ òðàíñïîðòíûõ áåëêîâ, îòâå÷àþùèõ çà ìíîæåñòâåííóþ ëåêàðñòâåííóþ óñòîé÷è-
âîñòü, òèïè÷íóþ äëÿ áîëüøîãî ÷èñëà îïóõîëåâûõ íîâîîáðàçîâàíèé. Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî îòêà÷êà SkQR1
òîðìîçèòñÿ èíãèáèòîðàìè Ð-ãëèêîïðîòåèíà (âåðàïàìèëîì è ïëóðîíèêîì L61). Â ýêñïåðèìåíòàõ ñ êëåò-
êàìè K562 âûÿñíèëîñü, ÷òî ñóáëèíèÿ, ÷óâñòâèòåëüíàÿ ê õèìèîòåðàïèè, çàùèùàåòñÿ ïîñðåäñòâîì SkQR1
îò àïîïòîãåííîãî äåéñòâèÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà. Â ñëó÷àå ðåçèñòåíòíîé ñóáëèíèè òàêàÿ çàùèòà èìåëà
ìåñòî òîëüêî ïîñëå âûêëþ÷åíèÿ Ð-ãëèêîïðîòåèíà åãî èíãèáèòîðàìè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìèòîõîíäðèè, àíòèîêñèäàíòû, îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, ìíîæåñòâåííàÿ ëåêàðñò-
âåííàÿ óñòîé÷èâîñòü, Ð-ãëèêîïðîòåèí, SkQ.

Òî÷êà çðåíèÿ, ñîãëàñíî êîòîðîé ìèòîõîíäðèè îòâåò-
ñòâåííû çà ïðîäóêöèþ çíà÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâ àêòèâíûõ
ôîðì êèñëîðîäà â êëåòêå â ïîñëåäíèå ãîäû ïîëó÷àåò âñå
áîëüøåå ïîäòâåðæäåíèå (Ñêóëà÷åâ, 2007). Ïîýòîìó áûëà
ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà ñîçäàòü àíòèîêñèäàíòû, ñïåöè-
ôè÷åñêè àäðåñîâàííûå âíóòðü ìèòîõîíäðèé. Ñîåäèíèâ
çàðÿæåííûå ïîëîæèòåëüíî ãèäðîôîáíûå èîíû äåöèë-òðè-
ôåíèëôîñôîíèÿ, ïðîíèêàþùèå ÷åðåç ôîñôîëèïèäíûé
áèñëîé áèîëîãè÷åñêèõ ìåìáðàí (Liberman et al., 1969; Ba-
keeva et al., 1970; Liberman, Skulachev, 1970), ñ ïðèðîä-
íûì àíòèîêñèäàíòîì KoQ, Ìåðôè c êîëëåãàìè (Kelso et
al., 2002; Murphy, Smith, 2007) ïîëó÷èëè íîâîå âåùåñò-
âî — MitoQ, çàùèùàþùåå êëåòêè îò îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà. Â ëàáîðàòîðèè Â. Ï. Ñêóëà÷åâà áûë ñèíòåçèðî-
âàí äðóãîé ðÿä àíòèîêñèäàíòîâ, àäðåñîâàííûõ â ìèòîõîí-
äðèè (ñåìåéñòâî SkQ), ñîñòîÿùèõ èç ïëàñòîõèíîíà (Q),
îñóùåñòâëÿþùåãî àíòèîêñèäàíòíóþ çàùèòó, ïðîíèêàþ-
ùåãî êàòèîíà (Sk), îáåñïå÷èâàþùåãî äîñòàâêó âåùåñòâà â
ìèòîõîíäðèè, è äåêàíîâîãî èëè ïåíòàíîâîãî ëèíêåðà. Íà
ïëîñêèõ áèñëîéíûõ ôîñôîëèïèäíûõ ìåìáðàíàõ áûëè
îòîáðàíû ïðîèçâîäíûå SkQ ñ íàèáîëüøåé ïðîíèêàþùåé
ñïîñîáíîñòüþ. Ñèíòåçèðîâàííûå àíòèîêñèäàíòû îáëàäà-
ëè çíà÷èòåëüíî áîëåå âûñîêèìè çàùèòíûìè ôóíêöèÿìè
ïî ñðàâíåíèþ ñ MitoQ è ïðèíöèïèàëüíî á*îëüøèì êîí-
öåíòðàöèîííûì «îêíîì» ìåæäó àíòèîêñèäàíòíûìè è
ïðîîêñèäàíòíûìè ñâîéñòâàìè. Ïðåäñòàâèòåëè ñåìåéñòâà
SkQ ÿâëÿþòñÿ ðåãåíåðèðóåìûìè àíòèîêñèäàíòàìè ìíî-

ãîêðàòíîãî äåéñòâèÿ è, îñóùåñòâèâ àíòèîêñèäàíòíóþ çà-
ùèòó, áûñòðî âîññòàíàâëèâàëèñü êîìïëåêñàìè I è II äûõà-
òåëüíîé öåïè ìèòîõîíäðèé äëÿ ïîâòîðíîãî àíòèîêñè-
äàíòíîãî àêòà (Àíòîíåíêî è äð., 2008). Â íàñòîÿùåé ðàáî-
òå áûëè èçó÷åíû äâà ïðåäñòàâèòåëÿ ýòîãî ñåìåéñòâà
(ðèñ. 1), à èìåííî ïëàñòîõèíîíèë-äåöèë-òðèôåíèëôîñôî-
íèé (SkQ1) è ïëàñòîõèíîíèë-äåöèë-ðîäàìèí 19 (SkQR1),
â àñïåêòå èõ âîçìîæíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ Ð-ãëèêîïðîòå-
èíîì ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè
(ÌËÓ).

ÌËÓ — ýòî íåâîñïðèèì÷èâîñòü êëåòîê îäíîâðåìåí-
íî ê öåëîìó ðÿäó àíòèîïóõîëåâûõ õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèõ
ïðåïàðàòîâ ðàçíîãî õèìè÷åñêîãî ñòðîåíèÿ (Van der Bliek,
Borst, 1989; Ñòàâðîâñêàÿ, 2000). Òàêîé øèðîêèé ñïåêòð
íåâîñïðèèì÷èâîñòè îáóñëîâëèâàåòñÿ «îòêà÷êîé» ýòèõ âå-
ùåñòâ èç êëåòîê ïîñðåäñòâîì Ð-ãëèêîïðîòåèíîâ (Pgp) —
ìåìáðàííûõ áåëêîâ-òðàíñïîðòåðîâ, óçíàþùèõ ðàçíîîá-
ðàçíûå ãèäðîôîáíûå îðãàíè÷åñêèå ñîåäèíåíèÿ (Higgins,
Gottesman, 1992; Íåéôàõ, 2003). Òðàíñïîðòåðû âûâîäÿò
ýòè âåùåñòâà èç öèòîïëàçìû â íàðóæíóþ ñðåäó, ÷åì çà-
ùèùàþò êëåòêè îò ìíîæåñòâà ãèäðîôîáíûõ ÿäîâ, ðàçëè-
÷àþùèõñÿ ïî ñòðóêòóðå (Lewis, 1994). Íàèáîëåå èçó÷åí
Pgp ñ ìîë. ìàññîé 170—190 êÄà, ÿâëÿþùèéñÿ òðàíñïîðò-
íîé ÀÒÔàçîé ñóïåðñåìåéñòâà ÀÂÑ. Ðgp — ïðîäóêò ãåíà
ñåìåéñòâà mdr (Ng et al., 1989; Ambudukar et al., 1999).
Áëàãîäàðÿ ãèäðîôîáíîñòè è ïîëîæèòåëüíîìó çàðÿäó ïðî-
íèêàþùåãî êàòèîíà, âõîäÿùåãî â ñîñòàâ ìèòîõîíäðèàëü-
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íî-àäðåñîâàííûõ àíòèîêñèäàíòîâ, ýòè àíòèîêñèäàíòû ñî
çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíüþ âåðîÿòíîñòè ìîãëè áû, ñîõðàíÿ-
ÿñü â íîðìàëüíûõ òêàíÿõ, âûâîäèòüñÿ èç áîëüøîãî ÷èñëà
îïóõîëåâûõ íîâîîáðàçîâàíèé, îáëàäàþùèõ ÌËÓ, ñ ïî-
ìîùüþ òðàíñïîðòíîãî áåëêà Ðgp. Ýòîé ïðîáëåìå ïîñâÿ-
ùåíà íàñòîÿùàÿ ñòàòüÿ (ïðåäâàðèòåëüíîå ñîîáùåíèå ñì.:
Fetisova et al., 2010), â çàäà÷è êîòîðîé âõîäèëî îõàðàêòå-
ðèçîâàòü ìèòîõîíäðèàëüíîíàïðàâëåííûå àíòèîêñèäàíòû,
èññëåäîâàòü âûâåäåíèå ýòèõ ñîåäèíåíèé èç êëåòîê, îáëà-
äàþùèõ ÌËÓ, è îöåíèòü èõ ñïîñîáíîñòü çàùèùàòü êëåò-
êè îò îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Èñïîëüçîâàëè êóëüòóðû ñëåäóþùèõ êëå-
òîê: ýïèòåëèé ðàêà øåéêè ìàòêè ÷åëîâåêà HeLa, êëåòêè
ëèìôîìû ÷åëîâåêà U937, íîðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû êîæè
÷åëîâåêà, à òàêæå ÷óâñòâèòåëüíûå è ðåçèñòåíòíûå (îáëà-
äàþùèå ÌËÓ) ñóáëèíèè êëåòîê ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû
÷åëîâåêà MCF-7 è ýðèòðîëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562.
Îáå ðåçèñòåíòíûå ñóáëèíèè áûëè ïîëó÷åíû ïîñðåäñò-
âîì îáðàáîòêè ÷óâñòâèòåëüíûõ êëåòîê äîêñîðóáèöèíîì.
Äàííûå ëèíèè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé êëàññè÷åñêóþ ìîäåëü
êëåòîê, îáëàäàþùèõ ÌËÓ, è øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ ïðè
èçó÷åíèè ÌËÓ (Kalininà et al., 2006). Êóëüòóðû âûðà-
ùèâàëè íà ñðåäax DMEM è RPMI-1640 ïðîèçâîäñòâà
ÏàíÝêî (Ðîññèÿ) ñ äîáàâëåíèåì 10 % òåëÿ÷üåé ýìáðèî-
íàëüíîé ñûâîðîòêè (HyClone, ÑØÀ), ãëþòàìèíà è àíòè-
áèîòèêîâ ñòðåïòîìèöèíà è ïåíèöèëëèíà (ïî 100 Å/ìë
êàæäîãî). Êëåòêè ñîäåðæàëè â òåðìîñòàòå ïðè 37 °Ñ è
5 % ÑÎ2.

Ä ë ÿ â è ç ó à ë è ç à ö è è ì è ò î õ î í ä ð è é èñïîëüçî-
âàëè ìèòîõîíäðèàëüíûé êðàñèòåëü ìèòîòðåêåð çåëåíûé
(Mitotracker Green, Molecular Probes, ÑØÀ). Íàêîïëåíèå
SkQ â êëåòêàõ èçó÷àëè, èñïîëüçóÿ SkQR1 — ôëóîðåñöåíò-
íûé ïðåäñòàâèòåëü ñåìåéñòâà SkQ, â êîòîðîì êàòèîííàÿ
ãðóïïà òðèôåíèëôîñôîíèÿ çàìåùåíà íà ðîäàìèí 19 (Ñêó-
ëà÷åâ, 2007; Àíòîíåíêî è äð., 2008). Äèíàìèêó íàêîïëå-
íèÿ è âûõîäà SkQR1 èçó÷àëè, èñïîëüçóÿ ïðîòî÷íûé öèòî-
ôëóîðèìåòð FC500 (Beckman Coulter, ÑØÀ). Ïðè îäíî-
âðåìåííîì äîáàâëåíèè SkQR1 è ìèòîòðåêåðà çåëåíîãî ïî
êîëîêàëèçàöèè êðàñíîé è çåëåíîé îêðàñîê (æåëòîìó öâå-
òó) îòñëåæèâàëè íàêîïëåíèå àíòèîêñèäàíòà âíóòðè ìèòî-
õîíäðèé, èñïîëüçóÿ êîíôîêàëüíûé ìèêðîñêîï Carl Zeiss ñ
ïðèñòàâêîé LSM 510 (Ãåðìàíèÿ).

Ä ë ÿ ï î ä à â ë å í è ÿ Ì Ë Ó áûëè èñïîëüçîâàíû êàê
øèðîêî èçâåñòíûå, òàê è íåäàâíî ñèíòåçèðîâàííûå èíãè-
áèòîðû Ð-ãëèêîïðîòåèíà — âåðàïàìèë è ïëóðîíèê L61.
Âåðàïàìèë, äàâíî èçâåñòíûé áëîêàòîð êàëüöèåâûõ êàíà-
ëîâ, ÿâëÿåòñÿ òàêæå øèðîêî èñïîëüçóåìûì èíãèáèòîðîì
Ð-ãëèêîïðîòåèíà (Safa, 1988; Tsuruo, Yusa, 1989). Ïëóðî-

íèê L61 âõîäèò â ãðóïïó ïîëèìåðîâ-ïëóðîíèêîâ, íåäàâíî
îòêðûòûõ íàèìåíåå òîêñè÷íûõ èíãèáèòîðîâ Ð-ãëèêîïðî-
òåèíà (ïëóðîíèêè — ïîëèìåðû, ñîñòîÿùèå èç áëîêîâ ýòè-
ëåí- è ïðîïèëåíîêñèäîâ (Kabanov et al., 2002; Demina et
al., 2005; Æèðíîâ è äð., 2006)).

Í à ê î ï ë å í è å S k Q R 1 â ðåçèñòåíòíûõ è ÷óâñòâè-
òåëüíûõ ñóáëèíèÿõ êëåòîê ÌÑF—7 è K562 èçó÷àëè â
ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå èíãèáèòîðîâ Ð-ãëèêîïðîòåè-
íà. Ñ ýòîé öåëüþ êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå, ñîäåð-
æàùåé 50 íÌ SkQR1, â òå÷åíèå 1.5—3 ÷. Â ðÿäå îïûòîâ
ïîñëå ýòîãî SkQR1 îòìûâàëè è êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè
0.5—2 ÷ áåç SkQR1. Èíãèáèòîðû âåðàïàìèë (50 ìêÌ) èëè
ïëóðîíèê L61 (30 ìêã/ìë) äîáàâëÿëè çà 15—20 ìèí äî
ââåäåíèÿ SkQR1 è ñîõðàíÿëè â òå÷åíèå âñåãî ýêñïåðèìåí-
òà (â òîì ÷èñëå è ïîñëå óäàëåíèÿ SkQR1). Ôëóîðåñöåí-
öèþ èçìåðÿëè, èñïîëüçóÿ ïðîòî÷íûé öèòîôëóîðèìåòð
FC 500 (Beckman Coulter, ÑØÀ).

Ì å ì á ð à í í û é ï î ò å í ö è à ë ì è ò î õ î í ä ð è é
ñáðàñûâàëè ðàçîáùèòåëåì FCCP (êàðáîíèëöèàíèä-ï-
òðèôòîðîìåòîêñèôåíèëãèäðàçîíîì, Sigma, ÑØÀ) â êîí-
öåíòðàöèè 10 ìêÌ.

Í à ê î ï ë å í è å ô ë ó î ð å ñ ö è ð ó þ ù è õ à í ò è î-
ê ñ è ä à í ò î â èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà UPLC ñ
ÓÔ- è ÌÑ/ÌÑ-äåòåêöèåé. Àíàëèç ïðîâîäèëè ìåòîäîì
UPLC/MS íà õðîìàòîãðàôå Waters Acquility ñ äèîä-
íî-ìàòðè÷íûì ÓÔ-äåòåêòîðîì è òàíäåìíûì êâàäðóïîëü-
íûì MC-äåòåêòîðîì TQD (Waters). Óñëîâèÿ àíàëèçà: îáú-
åì ïðîáû 11.2 ìêë (ïîëíàÿ ïåòëÿ); êîëîíêà 0.21�5.0 ñì
Acuility UPLC BEH C18 (1.7 ìêì); òåìïåðàòóðà êîëîíêè
35 °Ñ; ãðàäèåíò îò 5 äî 100 % àöåòîíèòðèëà çà 3 ìèí â
ïðèñóòñòâèè 20 ìÌ ìóðàâüèíîé êèñëîòû; ñêîðîñòü ïîòî-
êà 0.5 ìë/ìèí; ÓÔ-äåòåêöèÿ â äèàïàçîíå 200—500 íì;
ÌÑ-äåòåêöèÿ â ðåæèìå ïîçèòèâíûõ èîíîâ; ñóùåñòâåííûå
ïàðàìåòðû äåòåêòîðà: íàïðÿæåíèå íà êàïèëëÿðå +3 êÂ;
íàïðÿæåíèå íà êîíóñå +55 Â; òåìïåðàòóðà êàïèëëÿðà
450 °Ñ; òåìïåðàòóðà èñòî÷íèêà 120 °Ñ; ñêîðîñòü ïîòîêà
îñóøàþùåãî ãàçà 800 ë/÷, ñêîðîñòü ïîòîêà ãàçà â êîíóñå
50 ë/÷ è ñêàíèðîâàíèå â äèàïàçîíå ìàññ îò 100 äî 1000 åä.

Ç à ù è ò í û é ý ô ô å ê ò S k Q 1 (10 í ì) è S k Q R 1
( 2 0 í ì) ïðè âîçäåéñòâèÿõ, âûçûâàþùèõ îêèñëèòåëüíûé
ñòðåññ, èçó÷àëè ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê ñ àíòèîêñèäàíòàìè â òå÷åíèå îïðåäåëåííîãî âðå-
ìåíè (28 ÷ èëè 6 ñóò (Saretzki et al., 2003)). Â êà÷åñòâå èí-
äóêòîðà îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà èñïîëüçîâàëè ïåðîêñèä
âîäîðîäà (100—400 ìêÌ, 20 ÷). Äîëþ àïîïîòîòè÷åñêèõ
êëåòîê îïðåäåëÿëè ïîñëå 1-÷àñîâîé îáðàáîòêè êëåòîê
ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì Õ¸õñòîì 33342 (Hoechst
33342; Sigma, ÑØÀ), ñ÷èòàÿ ïî 500 êëåòîê â êàæäîì èç
òðåõ ýêñïåðèìåíòîâ. Êîëè÷åñòâî âûæèâøèõ êëåòîê îöå-
íèâàëè ïî âîññòàíîâëåíèþ 3-(4,5-äèìåòèëòèàçîë-2)-
2,5-äèôåíèëòåòðàçîëèÿ (ÌÒÒ) ñ ïîìîùüþ ðèäåðà (Mul-
tyscan, Thermolabsystems) ïðè äëèíå âîëíû 541 íì (Panne-
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Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðíûå ôîðìóëû ïðåäñòàâèòåëåé ñåìåéñòâà SkQ — ïëàñòîõèíîíèë-äåöèë-òðèôåíèëôîñôîíèÿ (SkQ1) è ïëàñòîõèíî-
íèë-äåöèë-ðîäàìèíà 19 (SkQR1).



couque et al., 2008). Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî îïðåäåëåíèþ âîñ-
ñòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà (GSH) ïåðîêñèä âîäîðîäà èñ-
ïîëüçîâàëè â êîíöåíòðàöèè 1 ìÌ.

Ä ë ÿ î ï ð å ä å ë å í è ÿ ê î í ö å í ò ð à ö è è G S H èñ-
ïîëüçîâàëè ðåàêöèþ âîññòàíîâëåíèÿ ÄÒÍÁ (5,5R-äè-
òèî-áèñ-2-íèòðîáåíçîéíîé êèñëîòû) ïî ìåòîäó Ãðèôôèòà
(Griffith, 1985). Êëåòêè K562 ðàçðóøàëè õîëîäíûì ðàñ-
òâîðîì, ñîäåðæàùèì 10 % HClO4, 5 % Òðèòîíà X-100 è
5 ìÌ ÝÄÒÀ ïðè ñîîòíîøåíèè îáúåìîâ 1 : 1. Äåíàòóðèðî-
âàííûé áåëîê îñàæäàëè ïðè 4 °Ñ. Ñóïåðíàòàíò äîáàâëÿëè
â ôîñôàòíûé áóôåð, ñîäåðæàùèé 125 ìÌ ôîñôàòà íà-
òðèÿ, 6 ìÌ ÝÄÒÀ, ðÍ 7.5, è 6 ìÌ ÄÒÍÁ. GSH íåýíçèìà-
òè÷åñêè âîññòàíàâëèâàåò ÄÒÍÁ äî ÒÍÁ (2-íèòðî-5-òèî-
áåíçîéíîé êèñëîòû), êîíöåíòðàöèþ êîòîðîé îïðåäåëÿëè
ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ïðè 412 íì. Äëÿ êàëèáðîâêè èñ-
ïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûå ðàñòâîðû GSH.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íàêîïëåíèå SkQR1 èçó÷àëè â ðàçëè÷íûõ êóëüòèâèðó-
åìûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà. Ðîäàìèí 19, âõîäÿùèé â ñîñòàâ
SkQR1, ôëóîðåñöèðóþùèé â êðàñíîé îáëàñòè ñïåêòðà,
ïîçâîëÿë îòñëåæèâàòü ëîêàëèçàöèþ âåùåñòâà â êëåòî÷-
íûõ îðãàíåëëàõ. Îäíîâðåìåííîå äîáàâëåíèå SkQR1
(êðàñíîãî öâåòà) è ìèòîõîíäðèàëüíîãî êðàñèòåëÿ ìèòî-

òðåêåðà çåëåíîãî (çåëåíîãî öâåòà) ê êóëüòóðàì êëåòîê ëè-
íèè HeLa è ê íîðìàëüíûì ôèáðîáëàñòàì ÷åëîâåêà
ïðèâîäèëî ê îêðàøèâàíèþ îäíèõ è òåõ æå îðãàíåëë, ÷òî
ïðîÿâëÿëîñü â íàëîæåíèè êðàñíîé è çåëåíîé îêðàñîê è
ïîÿâëåíèþ æåëòîãî öâåòà. Ýòî ñâèäåòåëüñòâîâàëî îá îäè-
íàêîâîé âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè SkQR1 è ìèòîòðå-
êåðà çåëåíîãî (ðèñ. 2), ò. å. î íàêîïëåíèè SkQR1 âíóòðè
ìèòîõîíäðèé. Ïîñëåäíåå, ïî-âèäèìîìó, îáóñëîâëèâàëîñü
òåì, ÷òî ìèòîõîíäðèàëüíûé ìàòðèêñ ÿâëÿåòñÿ åäèíñòâåí-
íûì îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûì âíóòðèêëåòî÷íûì êîì-
ïàðòìåíòîì. Äîáàâëåíèå ðàçîáùèòåëÿ îêèñëèòåëüíîãî
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ FCCP, ñáðàñûâàþùåãî ìåìáðàííûé
ïîòåíöèàë, ïðåïÿòñòâîâàëî íàêîïëåíèþ àíòèîêñèäàíòà
âíóòðè ìèòîõîíäðèé (ðèñ. 3), ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî îá
èçáèðàòåëüíîì íàêîïëåíèè SkQR1 òîëüêî âíóòðè ýíåðãè-
çîâàííûõ ìèòîõîíäðèé.

Í à ê î ï ë å í è å S k Q R 1 â ê ë å ò ê à õ H e L a è å ã î
â û õ î ä è ç ê ë å ò î ê. Ïðåäâàðèòåëüíî ïðîâåäåííûé àíà-
ëèç ìåòîäîì UPLC êëåòî÷íûõ ýêñòðàêòîâ ïîêàçàë, ÷òî,
êðîìå ïèêà SkQR1, â êëåòêå íå íàêàïëèâàåòñÿ äðóãèõ
êîìïîíåíòîâ, èìåþùèõ ïîãëîùåíèå â îáëàñòè 500 íì. Íà
ýòîì îñíîâàíèè ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî âîçìîæ-
íûå ïðîäóêòû äåãðàäàöèè SkQR1 íå èìåþò ïîãëîùåíèÿ â
îáëàñòè 528 íì è, ñëåäîâàòåëüíî, íå ñïîñîáíû ôëóîðåñ-
öèðîâàòü ïîäîáíî SkQR1. Êëåòêè HeLa êóëüòèâèðîâàëè â
ïðèñóòñòâèè SkQR1 (50 íÌ) â òå÷åíèå 3 ÷. Çàòåì SkQR1
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Ðèñ. 2. Íàêîïëåíèå SkQR1 â ìèòîõîíäðèÿõ ýïèòåëèÿ êàðöèíîìû øåéêè ìàòêè ÷åëîâåêà HeLa (à) è íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ
êîæè ÷åëîâåêà (á).

Êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ SkQR1 (50 íÌ, 3 ÷) è ìèòîòðåêåðîì çåëåíûì (200 íÌ, 15 ìèí), àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà. Êîëî-
êàëèçàöèÿ êðàñíîé ôëóîðåñöåíöèè SkQR1 è çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèè ìèòîòðåêåðà (æåëòûé öâåò) ñâèäåòåëüñòâóåò î íàêîïëåíèè SkQR1 âíóòðè ìèòî-

õîíäðèé.
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Ðèñ. 3. Íàêîïëåíèå SkQR1 â êëåòêàõ HeLa â ïðèñóòñòâèè ðàçîáùèòåëÿ îêèñëèòåëüíîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ FCCP.

à — íàêîïëåíèå SkQR1 â êëåòêàõ, êóëüòèâèðóåìûõ â ïðèñóòñòâèè SkQR1 (20 íÌ) â òå÷åíèå 5 ÷; á — FCCP (10 ìêÌ) äîáàâëåí çà 1 ÷ äî SkQR1.

Ðèñ. 4. Äèíàìèêà íàêîïëåíèÿ SkQR1 â êëåòêàõ HeLa.

à — êëåòêè HeLa êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè SkQR1 (50 íÌ) â òå÷åíèå 3 ÷, çàòåì ñðåäó çàìåíÿëè íà ñðåäó, íå ñîäåðæàùóþ SkQR1; á — êèíåòèêà
âûõîäà SkQR1 èç êëåòîê HeLa ÷åðåç 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè SkQR1. Â ÷àñòü ïðîá ïðè îòìûâêå áûë äîáàâëåí FCCP (10 ìêÌ).

Ðèñ. 5. Çàùèòà êëåòîê àíòèîêñèäàíòîì SkQR1 îò îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, âûçâàííîãî ïåðîêñèäîì âîäîðîäà.

à — êëåòêè êàðöèíîìû ìîëî÷íîé æåëåçû ÷åëîâåêà MCF-7 êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè SkQR1 (20 íÌ) â òå÷åíèå 28 ÷; á — êëåòêè ëèìôû ÷åëîâåêà
U937 êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè SkQR1 (10 íÌ) â òå÷åíèå 6 ñóò; â îáîèõ ñëó÷àÿõ ïåðîêñèä âîäîðîäà (400 ìêÌ) äîáàâëÿëè íà 20 ÷ ïîñëå îòìûâêè

îò SkQR1. Êóëüòèâèðîâàíèå ñ àíòèîêñèäàíòîì ñíèæàëî äîëþ àïîïòè÷åñêèõ êëåòîê, èíäóöèðîâàííûõ ïåðîêñèäîì.



óäàëÿëè ñìåíîé ñðåäû è êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè â ñðåäå
áåç àíòèîêñèäàíòà, ÷òî ïðèâîäèëî ê ìåäëåííîìó âûõîäó
SkQR1 èç êëåòîê. Íà ãðàôèêå (ðèñ. 4, à) ìîæíî âèäåòü,
÷òî íàêîïëåíèå SkQR1 â êëåòêàõ ïðîèñõîäèëî â òå÷åíèå
ïðèìåðíî 1 ÷, ïîñëå ÷åãî êðèâàÿ ôëóîðåñöåíöèè âûõîäè-
ëà íà ïëàòî. Ïðè ýòîì êèíåòèêà íàêîïëåíèÿ íå çàâèñåëà
îò êîíöåíòðàöèè àíòèîêñèäàíòà. (Íà ðèñóíêå ïðèâåäåíû
äàííûå òîëüêî äëÿ îäíîé êîíöåíòðàöèè SkQR1 (50 íÌ).

Äàííûå äëÿ äðóãèõ êîíöåíòðàöèé íå ïðèâåäåíû. Ðàçîá-
ùèòåëü äûõàíèÿ FCCP ñòèìóëèðîâàë âûõîä âåùåñòâà èç
êëåòîê, ðàíåå èíêóáèðîâàííûõ ñ SkQR1 (ðèñ. 4, á).

Ç à ù è ò à ê ë å ò î ê î ò î ê è ñ ë è ò å ë ü í î ã î ñ ò ð å ñ-
ñ à , â û ç â à í í î ã î ï å ð î ê ñ è ä î ì â î ä î ð î ä à. Ïåðåä
äîáàâëåíèåì ïåðîêñèäà âîäîðîäà êëåòêè ëèíèé MCF-7 è
U937 êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè SkQR1 â òå÷åíèå
îïðåäåëåííîãî âðåìåíè (îò 28 ÷ äî 6 ñóò), ÷òî ïðèâîäèëî
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Ðèñ. 6. Âëèÿíèå SkQ íà óðîâåíü âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà (GSH) â êëåòêàõ.

à — êëåòêè HeLa, èíêóáàöèÿ ñ SkQ1 è SkQR1; FCCP áëîêèðóåò çàùèòíûé ýôôåêò SkQ. á — êëåòêè K562, êóëüòèâèðîâàíèå â ïðèñóòñòâèè SkQR1. SkQ1
è SkQR1 äîáàâëÿëè íà 4 ÷, ïîñëå ÷åãî êëåòêè îáðàáàòûâàëè ïåðîêñèäîì âîäîðîäà (1 ìÌ, 2 ÷) è îïðåäåëÿëè óðîâåíü GSH. FCCP äîáàâëÿëè çà 30 ìèí äî

ââåäåíèÿ SkQ.



ê çàùèòå êëåòîê îò àïîïòîãåííîãî äåéñòâèÿ ïåðîêñèäà âî-
äîðîäà. Íà ðèñ. 5 ìîæíî âèäåòü, ÷òî êóëüòèâèðîâàíèå ñ
àíòèîêñèäàíòîì ñíèæàåò êîëè÷åñòâî àïîïòîòè÷åñêèõ êëå-
òîê, èíäóöèðîâàííûõ ïåðîêñèäîì.

Â ë è ÿ í è å à í ò è î ê ñ è ä à í ò î â í à ó ð î â å í ü G S H
ï ð è î ê è ñ ë è ò å ë ü í î ì ñ ò ð å ñ ñ å. GSH, îäèí èç îñíîâ-
íûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ àíòèîêñèäàíòîâ, îïðåäåëÿëè â
êëåòêàõ HeLa è â êëåòêàõ ýðèòðîëåéêåìèè ÷åëîâåêà K562.
Äîáàâëåíèå ïåðîêèñèäà âîäîðîäà ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ
óðîâíÿ GSH, ÷òî óêàçûâàëî íà ðàçâèòèå îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà (Schulz et al., 2000). SkQ è SkQR1 â î÷åíü íèçêèõ
êîíöåíòðàöèÿõ (0.5 íÌ) ïðåäîòâðàùàëè îêèñëåíèå GSH.
FCCP áëîêèðîâàë çàùèòíûé ýôôåêò SkQ (ðèñ. 6).

Â ë è ÿ í è å è í ã è á è ò î ð î â P - ã ë è ê î ï ð î ò å è í à
( P g p ) í à í à ê î ï ë å í è å ì è ò î õ î í ä ð è à ë ü í î í à-
ï ð à â ë å í í û õ à í ò è î ê ñ è ä à í ò î â. Ïðè èçó÷åíèè âíóò-
ðèêëåòî÷íîãî íàêîïëåíèÿ SkQR1 áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî
êëåòêè HeLa àêêóìóëèðóþò â 2—3 ðàçà ìåíüøå SkQR1,
÷åì íîðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû êîæè ÷åëîâåêà (ðèñ. 7).
Ýòî íå áûëî ñâÿçàíî íè ñ ðàçìåðîì êëåòîê, íè ñ êîëè÷åñò-
âîì ìèòîõîíäðèé, òàê êàê ïðÿìûå èçìåðåíèÿ ïîêàçàëè,
÷òî êëåòêè îáîèõ òèïîâ áûëè áëèçêè ïî ðàçìåðó è ñîäåð-
æàëè ðàâíîå êîëè÷åñòâî ìèòîõîíäðèé (ðèñ. 7). Ïîñêîëüêó

ôåíîìåí ÌËÓ ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðíûì äëÿ ìíîãèõ îïóõî-
ëåâûõ êëåòîê, îäíîé èç ïðè÷èí ðàçëè÷èÿ â íàêîïëåíèè
SkQR1 ìîãëî îêàçàòüñÿ åãî îòêà÷èâàíèå èç êëåòîê HeLa
ïîñðåäñòâîì Pgp. Äåéñòâèòåëüíî, äîáàâëåíèå èíãèáèòî-
ðîâ (âåðàïàìèëà èëè ïëóðîíèêà L61) íàèáîëåå ðàñïðî-
ñòðàíåííîé èçîôîðìû Pgp 170 ïðèâîäèëî ê óâåëè÷åíèþ
íàêîïëåíèÿ SkQR1 â êëåòêàõ HeLa ïî÷òè äî óðîâíÿ åãî
íàêîïëåíèÿ ôèáðîáëàñòàìè (ðèñ. 7, 8). Ïî-âèäèìîìó, Pgp
170 ýêñïðåññèðóåòñÿ â êëåòêàõ HeLa, êàê è âî ìíîãèõ äðó-
ãèõ îïóõîëåâûõ êëåòêàõ. Íåáîëüøîå óâåëè÷åíèå íàêîï-
ëåíèÿ SkQR1 ïîñëå äîáàâëåíèÿ èíãèáèòîðîâ íàáëþäà-
ëè òàêæå è â êóëüòóðàõ íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êîæè
÷åëîâåêà (ðèñ. 7, 8). Ýêñïðåññèÿ ôèáðîáëàñòàìè êîæè ÷å-
ëîâåêà ñïåöèôè÷åñêèõ òðàíñïîðòíûõ áåëêîâ, àññîöèè-
ðîâàííûõ ñ ÌËÓ, ÿâëÿåòñÿ õîðîøî èçâåñòíûì ôåíîìåíîì
è ñâÿçàíà ñ ó÷àñòèåì ýòèõ êëåòîê â âîñïàëèòåëüíûõ ðåàê-
öèÿõ êîæè (Dreuw et al., 2005). Èíãèáèðîâàíèå ýòèõ áåëêîâ
ïðèâîäèëî íå òîëüêî ê ðåçêîìó ïîâûøåíèþ ÷óâñòâèòåëü-
íîñòè êëåòîê ê ïðîòèâîîïóõîëåâûì ïðåïàðàòàì, íî òàêæå
è ê îñëàáëåíèþ âîñïàëèòåëüíûõ ðåàêöèé îðãàíèçìà. Ïî-
ñëåäíåå, âåðîÿòíî, ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ðÿä ÷ëåíîâ ñåìåéñòâà
òðàíñïîðòåðîâ ÌËÓ èìååò îòíîøåíèå ê ñåêðåöèè ëåéêîò-
ðèåíîâ è ïðîñòàãëàíäèíîâ (Dreuw et al., 2005).
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Ðèñ. 7. Ñðàâíåíèå íàêîïëåíèÿ SkQR1 â êëåòêàõ HeLa è â íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ êîæè ÷åëîâåêà.

Îòíîñèòåëüíûå ðàçìåðû êëåòîê îïðåäåëÿëè ïî ñâåòîðàññåèâàíèþ íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå. Ñîäåðæàíèå ìèòîõîíäðèé îïðåäåëÿëè ïî ñóììàð-
íîé ôëóîðåñöåíöèè ìèòîòðåêåðà çåëåíîãî íà 1 êëåòêó. Â óêàçàííûõ ïðîáàõ íàêîïëåíèå SkQR1 èçìåðÿëè â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà ìíîæåñòâåííîé ëå-
êàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè (ÌËÓ) ïëóðîíèêà L61 (5 ìêã/ìë). Ïðèâåäåíû äàííûå îäíîãî ýêñïåðèìåíòà ñ îäíîâðåìåííûì îáñ÷åòîì ðàçëè÷íûõ ïîêàçà-
òåëåé. Äåìîíñòðàöèÿ íà îäíîé äèàãðàììå îáóñëîâèëà íåîáõîäèìîñòü ïðèíÿòèÿ çà 100 % òðåõ ðàçíûõ ïàðàìåòðîâ. Ðàçìåð êëåòîê è êîëè÷åñòâî ìèòî-
õîíäðèàëüíîãî ìàòåðèàëà â êëåòêàõ HeLa è íàêîïëåíèå SkQR1 â ôèáðîáëàñòàõ ÷åëîâåêà (áåç ïëóðîíèêà L61) ïðèíÿòû çà 100 %. Äîâåðèòåëüíûå

èíòåðâàëû â íèõ ðàâíû íóëþ.

Ðèñ. 8. Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ ÌËÓ íà íàêîïëåíèå SkQR1 â êëåòêàõ HeLa è â íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ êîæè ÷åëîâåêà.

Êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ SkQR1 (50 íÌ) â òå÷åíèå 3 ÷. Âåðàïàìèë (50 ìêÌ) è ïëóðîíèê L61 (5 ìêã/ìë) äîáàâëÿëè çà 1 ÷ äî ââåäåíèÿ SkQR1 è ïîâòîðíî
ïîñëå îòìûâêè îò SkQR1. Óðîâåíü íàêîïëåíèÿ SkQR1 îöåíèâàëè ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, èñïîëüçóÿ ïðîòî÷íûé öèòîôëóîðèìåòð.



Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ òîãî, ÷òî SkQR1 äåéñòâèòåëüíî
âûâîäèòñÿ èç êëåòîê ïîñðåäñòâîì Pgp, áûëî ïðîâåäåíî
èçó÷åíèå íàêîïëåíèÿ SkQR1 êëåòêàìè êàðöèíîìû ìîëî÷-
íîé æåëåçû ÷åëîâåêà ÌÑF-7 è ýðèòðîëåéêåìèè ÷åëîâåêà
K562, îáëàäàþùèìè î÷åíü âûñîêîé ÌËÓ. Êàæäàÿ èç ýòèõ
êóëüòóð áûëà ïðåäñòàâëåíà äâóìÿ ñóáëèíèÿìè êëåòîê —
÷óâñòâèòåëüíîé è ðåçèñòåíòíîé. Ðàíåå ðåçèñòåíòíûå ñóá-
ëèíèè MCF-7 è K562 áûëè ïðîòåñòèðîâàíû íà ýêñïðåñ-
ñèþ â íèõ Pgp. Ìåëèê-Íóáàðîâûì è Äåìèíîé ïîêàçàíî
(Äåìèíà, 2007), ÷òî â ðåçèñòåíòíûõ ñóáëèíèÿõ êëåòîê
ÌÑF-7 è K562 èìåííî ôóíêöèîíèðîâàíèå Pgp ÿâëÿåòñÿ
ïðåîáëàäàþùèì ìåõàíèçìîì ÌËÓ. Äëÿ ïîäàâëåíèÿ ÌËÓ
áûëè èñïîëüçîâàíû èíãèáèòîðû Pgp âåðàïàìèë è ïëóðî-
íèê L61. SkQR1 â êîíöåíòðàöèè 20 íÌ äîáàâëÿëè ê ðåçè-
ñòåíòíûì è ÷óâñòâèòåëüíûì ñóáëèíèÿì êëåòîê â ïðèñóòñò-
âèè è â îòñóòñòâèå èíãèáèòîðîâ Pgp ñ ïîñëåäóþùèì èçó-
÷åíèåì êëåòîê ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà.

Íàêîïëåíèå SkQR1 (20 íÌ, 3 ÷) â ÷óâñòâèòåëüíûõ
ñóáëèíèÿõ MCF-7 è K562 çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàëî åãî íà-
êîïëåíèå â ðåçèñòåíòíûõ ñóáëèíèÿõ, â êîòîðûõ SkQR1
ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâîâàë. Äîáàâëåíèå èíãèáèòîðîâ Pgp
ïðèâîäèëî ê àêêóìóëÿöèè SkQR1 êëåòêàìè ðåçèñòåíòíûõ
ñóáëèíèé (ðèñ. 9, 10). Òàêèì îáðàçîì, íà êà÷åñòâåííîì
óðîâíå áûëî ïîêàçàíî Pgp-îïîñðåäîâàííîå îòêà÷èâàíèå
SkQR1 èç ðåçèñòåíòíûõ êëåòîê, îáëàäàþùèõ ÌËÓ. Äàëü-

íåéøèå ýêñïåðèìåíòû áûëè íàïðàâëåíû íà êîëè÷åñòâåí-
íóþ îöåíêó íàêîïëåíèÿ SkQR1 â òàêèõ êëåòêàõ. Äëÿ ýòîé
öåëè áûë èñïîëüçîâàí ìåòîä ïðîòî÷íîé öèòîôëóîìåòðèè.
Áûëî ïîñòàâëåíî äâà òèïà ýêñïåðèìåíòîâ. Â ýêñïåðèìåí-
òàõ ïåðâîãî òèïà êëåòêè 3—4 ÷ êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå,
ñîäåðæàùåé SkQR1 (50 íÌ), â ïðèñóòñòâèè èëè â îòñóòñò-
âèå âåðàïàìèëà (50 ìêÌ), ïîñëå ÷åãî îïðåäåëÿëè ñîäåð-
æàíèå SkQR1 â êëåòêàõ. ×òîáû ðàçîáùèòü ïîñòóïëåíèå
SkQR1 â êëåòêè è åãî îòêà÷èâàíèå èç êëåòîê, ñòàâèëè ýêñ-
ïåðèìåíòû âòîðîãî òèïà, â êîòîðûõ àíòèîêñèäàíò îòìûâà-
ëè. Ñíà÷àëà êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè 1 ÷ â ïðèñóòñòâèè
SkQR1 è âåðàïàìèëà. Çàòåì SkQR1 óäàëÿëè, ñîõðàíÿÿ âå-
ðàïàìèë â ñðåäå, ÷òîáû íå âûçâàòü îòêà÷èâàíèÿ íàêîïëåí-
íîãî àíòèîêñèäàíòà, è âûäåðæèâàëè êëåòêè åùå 30—60
ìèí, ïîñëå ÷åãî îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå SkQR1 â êëåòêàõ.
Â îáîèõ ñëó÷àÿõ ïðîÿâëÿëîñü ÿðêî âûðàæåííîå îòëè÷èå â
íàêîïëåíèè SkQR1 ðåçèñòåíòíûõ êëåòîê îò ÷óâñòâèòåëü-
íûõ. Íà ðèñ. 11 âèäíî, ÷òî íàêîïëåíèå SkQR1 â ðåçèñòåíò-
íûõ ñóáëèíèÿõ K562 è MCF-7 áûëî ñðàâíèòåëüíî ñëàáûì.
Óðîâåíü íàêîïëåíèÿ SkQR1 â ÷óâñòâèòåëüíûõ ñóáëèíèÿõ
êëåòîê çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàë åãî óðîâåíü â ðåçèñòåíòíûõ
è íå ìåíÿëñÿ ïðè äîáàâëåíèè èíãèáèòîðîâ Pgp. Äîáàâëå-
íèå èíãèáèòîðîâ Pgp ê ðåçèñòåíòíûì ñóáëèíèÿì êëåòîê
óâåëè÷èâàëî íàêîïëåíèå SkQR1 â ýòèõ êëåòêàõ äî óðîâíÿ
åãî íàêîïëåíèÿ â ÷óâñòâèòåëüíûõ ñóáëèíèÿõ.

P-ãëèêîïðîòåèí, îáóñëîâëèâàþùèé ìíîæåñòâåííóþ ëåêàðñòâåííóþ óñòîé÷èâîñòü 1037

Ðèñ. 9. Íàêîïëåíèå SkQR1 â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ ñóáëèíèé ýïèòåëèÿ ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû ÷åëîâåêà MCF-7. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðî-
ñêîïèÿ.

à, á — ÷óâñòâèòåëüíàÿ è ðåçèñòåíòíàÿ ñóáëèíèè ñîîòâåòñòâåííî; êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ SkQR1 (20 íÌ) â òå÷åíèå 3 ÷, íàêîïëåíèå SkQR1 â ðåçèñòåíò-
íûõ ñóáëèíèÿõ ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâóåò. â — ðåçèñòåíòíàÿ ñóáëèíèÿ â ïðèñóòñòâèè 50 ìêÌ âåðàïàìèëà (àêêóìóëÿöèÿ SkQR1).

Ðèñ. 10. Íàêîïëåíèå SkQR1 â ðàçëè÷íûõ ñóáëèíèÿõ ýðèòðîëåéêåìèè K562. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ SkQR1 (20 íÌ) â òå÷åíèå 3 ÷. à—â — òî æå, ÷òî è íà ðèñ. 9.



Â ðåçèñòåíòíûõ ñóáëèíèÿõ êëåòîê MCF-7 íàêîïëåíèå
SkQR1 â îòñóòñòâèå âåðàïàìèëà áûëî ñíèæåíî ïî ñðàâíå-
íèþ ñ åãî íàêîïëåíèåì â ïðèñóòñòâèè âåðàïàìèëà â ýêñ-
ïåðèìåíòàõ ïåðâîãî è âòîðîãî òèïîâ â 3 è 9 ðàç ñîîòâåòñò-
âåííî, à â ðåçèñòåíòíûõ ñóáëèíèÿõ K562 — ñîîòâåòñòâåí-
íî â 7 è 10 ðàç.

×òîáû îöåíèòü óðîâåíü ÌËÓ ïðè íàêîïëåíèè SkQR1,
ìû ñðàâíèëè åãî ñ íàêîïëåíèåì ðîäàìèíà 6G, êîòîðûé
ÿâëÿåòñÿ êëàññè÷åñêèì àãåíòîì äëÿ òåñòèðîâàíèÿ ÌËÓ.
Ðîäàìèí 6G äîáàâëÿëè â òîé æå êîíöåíòðàöèè, ÷òî è
SkQR1 (50 íM), ê ÷óâñòâèòåëüíûì è ðåçèñòåíòíûì êëåò-
êàì K562 íà 3 ÷ â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå âåðàïàìèëà.
Îòìåòèëè 30-êðàòíîå óâåëè÷åíèå íàêîïëåíèÿ ðîäàìèíà
6G ðåçèñòåíòíûìè êëåòêàìè ïîñëå äîáàâëåíèÿ âåðàïàìè-
ëà (ðèñ. 12, à). Àíàëîãè÷íûå äàííûå áûëè ïîëó÷åíû äëÿ
êëåòîê HeLa ïðè äîáàâëåíèè TMRM (50 íÌ) — äðóãîãî
ñîåäèíåíèÿ, ñîäåðæàùåãî ðîäàìèí 6G (ðèñ. 12, á). Âî
âñåõ ñëó÷àÿõ äîáàâëåíèå ðàçîáùèòåëÿ îêèñëèòåëüíîãî

ôîñôîðèëèðîâàíèÿ FCCP ïðåïÿòñòâîâàëî àêêóìóëÿöèè
ðîäàìèíñîäåðæàùåãî ñîåäèíåíèÿ áëàãîäàðÿ ñíèæåíèþ
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà.

Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ èññëåäîâà-
íèé íà êëåòêàõ HeLa è êëåòêàõ äâóõ ðåçèñòåíòíûõ ñóáëè-
íèé — K562 è MCF-7, îáëàäàþùèõ âûñîêîé ÌËÓ, ìîæíî
ñ÷èòàòü äîêàçàííûì, ÷òî ñîåäèíåíèÿ ñåìåéñòâà SkQ ìî-
ãóò âûâîäèòüñÿ èç ðåçèñòåíòíûõ êëåòîê â îêðóæàþùóþ
ñðåäó ïîñðåäñòâîì ìóëüòèëåêàðñòâåííîãî òðàíñïîðòåðà
Ðgp 170.

Èç-çà îòñóòñòâèÿ íàêîïëåíèÿ SkQR1 â ìèòîõîíäðèÿõ
ðåçèñòåíòíûõ êëåòîê åãî äîáàâëåíèå íå ïðèâîäèëî ê çà-
ùèòå êëåòîê îò îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, èíäóöèðîâàííîãî
ïåðîêñèäîì âîäîðîäà. Â îòëè÷èå îò ðåçèñòåíòíûõ êëåòîê
K562, â ÷óâñòâèòåëüíûõ êëåòêàõ íèçêèå êîíöåíòðàöèè
SkQR1 (20 íÌ) ñíèæàëè òîêñè÷íîñòü ïåðîêñèäà âîäîðî-
äà, ïîâûøàÿ âûæèâàåìîñòü êëåòîê (ðèñ. 13), êîòîðóþ
îöåíèâàëè ïî ÌÒÒ-òåñòó. Èñïîëüçîâàíèå ìàëîòîêñè÷íîãî

1038 Å. Ê. Ôåòèñîâà, À. Â. Àâåòèñÿí è äð.

Ðèñ. 11. Íàêîïëåíèå SkQR1 êëåòêàìè MCF-7 è K562. Äàííûå ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè.

Èíãèáèòîðû P-ãëþêîïðîòåèíà âåðàïàìèë (50 ìêÌ) è ïëóðîíèê L61 (5 ìêã/ìë) äîáàâëÿëè çà 1 ÷ äî SkQR1. Íàêîïëåíèå SkQR1 èçìåðÿëè â òå÷åíèå
3.5 ÷. Äîáàâëåíèå èíãèáèòîðîâ ïðèâîäèëî ê àêêóìóëÿöèè SkQR1 êëåòêàìè ðåçèñòåíòíûõ ñóáëèíèé.

Ðèñ. 12. Íàêîïëåíèå ðîäàìèíîâ êëåòêàìè K562 (à) è HeLa (á). Äàííûå ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè.

à — íàêîïëåíèå ðîäàìèíà 6G (50 íÌ) â ðàçëè÷íûõ ñóáëèíèÿõ êëåòîê K562 èçìåðÿëè â òå÷åíèå 4 ÷, êîíöåíòðàöèÿ âåðàïàìèëà 50 ìêÌ; á — êèíåòèêà
íàêîïëåíèÿ TMRM (50 íÌ) â êëåòêàõ HeLa. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ SkQR1 (50 íÌ) â òå÷åíèå 3 ÷. Âåðàïàìèë è ïëóðîíèê L61 (5 ìêã/ìë) äîáàâëÿëè çà

1 ÷ äî ââåäåíèÿ SkQR1 è ïîâòîðíî ïîñëå îòìûâêè îò SkQR1; òàì, ãäå óêàçàíî, FCCP (10 ìêÌ) äîáàâëÿëè ïðè îòìûâêå îò TMRM.



èíãèáèòîðà Pgp ïëóðîíèêà L61 äàëî âîçìîæíîñòü èíãè-
áèðîâàòü ÌËÓ íå òîëüêî ïðè êðàòêîâðåìåííîì, íî è ïðè
ìíîãîäíåâíîì êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ñ SkQR1. Êóëüòè-
âèðîâàíèå ðåçèñòåíòíûõ êëåòîê ñ SkQR1 â ïðèñóòñòâèè
ïëóðîíèêà L61 ïðåäîòâðàùàëî îòêà÷êó SkQR1 èç ýòèõ
êëåòîê, áëàãîäàðÿ ÷åìó SkQR1 çàùèùàë ðåçèñòåíòíûå
êëåòêè îò òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà, ïî-
âûøàÿ èõ âûæèâàåìîñòü (ïî ÌÒÒ-òåñòó) (ðèñ. 13).

Õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèå àíòè-
îïóõîëåâûå ïðåïàðàòû ÷àñòî âûâîäÿòñÿ èç ìàëèãíèçèðî-
âàííûõ êëåòîê ñ ïîìîùüþ ìóëüòèëåêàðñòâåííûõ òðàíñ-
ïîðòåðîâ (Van der Bliek, Borst, 1989), ÷òî ÿâëÿåòñÿ ñåðü-
åçíûì ïðåïÿòñòâèåì íà ïóòè ëå÷åíèÿ çëîêà÷åñòâåííûõ
íîâîîáðàçîâàíèé. Òåì íå ìåíåå ñóùåñòâóåò öåëûé ðÿä òå-
ðàïåâòè÷åñêèõ àãåíòîâ, íå èìåþùèõ îòíîøåíèÿ ê ÌËÓ.
Ýòî ðàçíîãî ðîäà îáëó÷åíèÿ, ôèçèêî-õèìè÷åñêèå âîçäåé-
ñòâèÿ, íåêîòîðûå õèìè÷åñêèå âåùåñòâà (öèñïëàòèí è äð.).
Â îñíîâå äåéñòâèÿ ìíîãèõ èç íèõ ëåæàò îáðàçîâàíèå àê-
òèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà è èíäóêöèÿ îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà. Â èäåàëå ïðîòèâîîïóõîëåâûå ïðåïàðàòû äîëæíû
áûëè áû ðàçðóøàòü òîëüêî çëîêà÷åñòâåííûå êëåòêè, íå
îêàçûâàÿ íåãàòèâíîãî âëèÿíèÿ íà íîðìàëüíûå òêàíè. Îä-
íàêî îãðîìíîå áîëüøèíñòâî öèòîñòàòèêîâ íå îáëàäàåò
ñïåöèôè÷íîñòüþ äåéñòâèÿ è êðîìå îïóõîëåâûõ êëåòîê
ïîðàæàåò òàêæå è íîðìàëüíûå òêàíè îðãàíèçìà. Ñîçäàíèå
íîâûõ ïðåïàðàòîâ è èíòåíñèôèêàöèÿ ðåæèìîâ öèòîñòàòè-
÷åñêîé òåðàïèè, ïîâûøàÿ ýôôåêòèâíîñòü ëå÷åíèÿ, îäíî-
âðåìåííî óâåëè÷èâàþò åãî òîêñè÷íîñòü. Ìíîãî÷èñëåí-
íûå, íî íå èìåþùèå çíà÷èòåëüíîãî óñïåõà èññëåäîâàíèÿ
íàïðàâëåíû íà ïîèñê àãåíòîâ, íå âëèÿþùèõ íà ýôôåêòèâ-
íîñòü õèìèîòåðàïèè, íî ñíèìàþùèõ åå òîêñè÷åñêîå âîç-
äåéñòâèå íà íîðìàëüíûå òêàíè. Â ñâåòå ýòîãî ïåðñïåê-
òèâíîé âèäèòñÿ âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ â èíòåðåñàõ

áîëüíîãî ïðèñóùåå îïóõîëåâûì êëåòêàì ñâîéñòâî ÌËÓ,
îáû÷íî ðàññìàòðèâàåìîå êàê ñåðüåçíîå ïðåïÿòñòâèå
íà ïóòè ëå÷åíèÿ ðàêà. Ïðè ïðîòèâîîïóõîëåâîé òåðàïèè
(ïîäîáðàííîé ïî «íå÷óâñòâèòåëüíîñòè» ê ÌËÓ) ìèòîõîí-
äðèàëüíî-àäðåñîâàííûå àíòèîêñèäàíòû áóäóò âûâîäèòü-
ñÿ èç îïóõîëåâûõ êëåòîê è íå áóäóò ïðåïÿòñòâîâàòü ýô-
ôåêòèâíîñòè àíòèðàêîâîé òåðàïèè. Â òî æå âðåìÿ, ñîõðà-
íÿÿñü â íîðìàëüíûõ òêàíÿõ, íå îáëàäàþùèõ ÌËÓ,
àíòèîêñèäàíòû óìåíüøàò ïîâðåæäàþùåå äåéñòâèå òåðà-
ïèè è çàùèòÿò îò íåå îáû÷íûå (íåìàëèãíèçèðîâàííûå)
êëåòêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 08-04-01165).
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MULTIDRUG RESISTANCE P-GLYCOPROTEIN INHIBITS THE ANTIAPOPTOTIC ACTION

OF MITOCHONDRIA-TARGETED ANTIOXIDANT SkQR1

E. K. Fetisova,1 A. V. Avetisyan, D. S. Izumov, M. V. Korotetskaya, V. N. Tashlitsky,

V. P. Skulachev, B. V. Chernyak

A. N. Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology of Moscow State University; e-mail: fetis@belozersky.msu.ru

Mitochondria-targeted antioxidants of the SkQR1 family, being accumulated in energized mitochondria,
protect cells from oxidative stress by increasing the level of reduced glutathione and decreasing the cell-dama-
ging effect induced by hydrogen peroxide. Using various human transformed cell lines and SkQR1 (a fluores-
cent member of the SkQ family), we show that SkQR1 is ejected from chemotherapy-resistant cells by P-gly-
coprotein — one of the main transport proteins determining multidrug resistance typical for many neoplastic
cells. It is also shown that SkQR1 ejection is neutralized by P-glycoprotein inhibitors (verapamil and pluronic
L61). In experiments on K562 cells, it was found that the subline sensitive to chemotherapy is protected by
SkQR1 from apoptotic action of hydrogen peroxide. Protection of the resistant subline occurs only after inhibiti-
on of P-glycoprotein.

K e y w o r d s: mitochondrion, antioxidants, oxidative stress, multidrug resistance, P-glycoprotein, SkQ.
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