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Возрастная макулярная дегенерация (ВМД) – комплексное нейродегенеративное заболевание, которое ста�
новится основной причиной снижения и потери зрения людьми пожилого возраста. В основе патогенеза су�
хой, наиболее распространенной формы ВМД (~80% случаев), лежат дегенеративные изменения ретиналь�
ного пигментного эпителия (РПЭ), тесно связанные с нарушением аутофагии с возрастом. Воздействия,
направленные на их восстановление, рассматриваются как перспективная мишень для терапии этого неиз�
лечимого заболевания. Цель настоящего исследования – оценка связи ранее выявленных ретинопротектор�
ных эффектов митохондриального антиоксиданта пластохинонил�децил�трифенилфосфония (SkQ1) с его
влиянием на процессы аутофагии. Работа выполнена на преждевременно стареющих крысах OXYS (конт�
роль – крысы Вистар), у которых развивается ретинопатия, аналогичная ВМД у людей. Прием SkQ1 в пе�
риод активной прогрессии заболевания (250 нмоль/кг массы тела с возраста 12 до 18 месяцев) полностью
предотвратил прогрессию клинических проявлений ретинопатии у крыс OXYS, подавил атрофические из�
менения клеток РПЭ и активировал процесс аутофагии в сетчатке, на что указывает существенное сниже�
ние уровня мультифункционального адаптерного белка p62/Sqstm1 и повышение уровня мРНК гена Beсlin1.
Полученные ранее и в настоящем исследовании результаты свидетельствуют о перспективности использо�
вания SkQ1 для профилактики и подавления прогрессии ВМД у людей.
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ВВЕДЕНИЕ

Возрастная макулярная дегенерация (ВМД) –
комплексное нейродегенеративное заболева�
ние, которое становится основной причиной
снижения и потери зрения людьми старше 60
лет. Заболеваемость ВМД растет на фоне старе�
ния населения развитых стран и, по прогнозам,
со 196 млн человек в 2020 г. достигнет 288 млн к
2040 г. [1]. В то время как достигнут значитель�
ный прогресс в лечении влажной (или экссуда�
тивной) формы ВМД с использованием ингиби�
рования фактора роста эндотелия сосудов
(VEGF), наиболее распространенная сухая, ат�
рофическая форма заболевания (~80% случаев),
остается неизлечимой, а её патогенез – до конца

не ясным. Причиной гибели фоторецепторов,
которая и приводит к потере центрального зре�
ния при сухой форме ВМД, становится дегене�
рация ретинального пигментного эпителия
(РПЭ), критическую роль в которой играют
окислительный стресс и нарушение с возрастом
аутофагии – процесса доставки компонентов
цитоплазмы (в том числе органелл) для деграда�
ции в лизосомы, поддерживающего клеточный
гомеостаз и производство энергии. Аутофагия,
модулируя клеточный метаболизм и цитоплаз�
матический контроль качества, по определению
Kaarniranta et al. [2], находится на перекрестке
выживания и гибели клеток. Её дисфункция
приводит к нарушению гомеостаза, накоплению
поврежденных органелл и нефункциональных
и/или токсических белков. Дисфункция аутофа�
гии может приводить к нарушению функций
митохондрий и окислительному стрессу [3], ко�
торые, в свою очередь, негативно сказываются
на процессе аутофагии и повышают риск разви�
тия нейродегенеративных заболеваний [4]. По�
давление аутофагии приводит к митохондриаль�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ВМД – возрастная маку�
лярная дегенерация; РПЭ – ретинальный пигментный
эпителий; SkQ1 – 10�(6′�пластохинонил)�децил�трифе�
нилфосфоний; ФИТЦ – флуоресцеин�изотиоцианат;
TFAM – митохондриальный фактор транскрипции А;
VDAC1 – потенциал�зависимый анионный канал.
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ной дисфункции и накоплению поврежденных
органелл, белков и усиленной генерации АФК,
что в конечном счете влияет на жизнеспособ�
ность клеток и может вызывать их гибель [5].
Появились данные, указывающие на прямую
связь между состоянием клеточной системы
контроля качества, прежде всего  –  аутофа�
гии/митофагии, и изменениями динамики ми�
тохондрий при ассоциированных со старением
заболеваниях [6]. Предполагается, что наруше�
ние взаимодействия процессов аутофагии и би�
огенеза митохондрий вносит вклад и в развитие
ВМД, а воздействия, направленные на их вос�
становление, рассматриваются как потенциаль�
ная терапевтическая мишень для профилактики
заболевания [7]. Ранее на моделях светового
повреждения [8] и в наших работах, выполнен�
ных на преждевременно стареющих крысах
OXYS [9–13], было показано, что значительным
ретинопротекторным потенциалом обладает
митохондриальный антиоксидант пластохино�
нил�децил�трифенилфосфоний (SkQ1). Рети�
нопатия, аналогичная ВМД у людей, развивает�
ся у крыс OXYS уже в молодом возрасте и прояв�
ляется характерными для этого заболевания
признаками: дистрофическими изменениями и
истончением сетчатки, нарушением микроцир�
куляции в хороидее, изменением нейротрофи�
ческого обеспечения, накоплением липофусци�
на и амилоида β, характерными для ВМД струк�
турно�функциональными изменениями РПЭ
[14–17]. Первые клинические проявления рети�
нопатии выявляются при офтальмоскопических
осмотрах у ~20% крыс OXYS в возврате 5–6 не�
дель, а в возрасте 3�х месяцев регистрируются
практически у всех животных. Патологические
изменения прогрессируют и достигают выра�
женных стадий, предполагающих потерю или
существенное ухудшение остроты зрения, к воз�
расту 14–18 мес. Развитие ретинопатии в комп�
лексе с другими ассоциированными со старени�
ем заболеваниями у крыс OXYS происходит на
фоне дисфункции митохондрий [18] и наруше�
ний аутофагии, которые были выявлены в сет�
чатке [19], коре головного мозга [20] и почках
[21]. Мы показали, что прием SkQ1, начатый в
молодом возрасте, предупреждает и/или суще�
ственно замедляет развитие, а у взрослых крыс
OXYS – подавляет прогрессию всех проявлений
преждевременного старения, включая нейроде�
генеративные изменения сетчатки и головного
мозга –  признаки ВМД и болезни Альцгеймера.
При этом нейропротекторные эффекты SkQ1
были связаны с улучшением состояния митохон�
дриального аппарата мозга. Целью настоящего
исследования явилась оценка связи ретинопро�
текторных эффектов SkQ1 с его влиянием на

процессы аутофагии.  Работа была выполнена
на годовалых крысах OXYS с выраженными кли�
ническими признаками ВМД, которые получа�
ли SkQ1 в течение 6 месяцев.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные и эксперименты над ними. Работа
выполнена на крысах – самцах линии OXYS и
Вистар (контрольная линия) на базе Центра
коллективного пользования «Генофонды лабо�
раторных животных» Института цитологии и ге�
нетики СО РАН (RFMEFI61914X0005 и RFME�
FI61914X0010). С возраста 4�x недель животных
содержали группами по 5 особей в клетках раз�
мером 57 × 36 × 20 см при температуре 22 ± 2 °С
в условиях фиксированного режима освещения
(12 ч свет /12 ч темнота) при свободном доступе
к воде и пище – стандартному гранулированно�
му корму для лабораторных животных (ЗАО
«Ассортимент�Агро», Россия).

Для оценки эффектов приёма SkQ1 подо�
пытные группы крыс OXYS и Вистар после оф�
тальмологического осмотра, начиная с возраста
12 месяцев, в течение шести месяцев  6 раз в не�
делю получали стандартный рацион + сухарик с
добавлением SkQ1 (250 нмоль/кг массы тела);
крысы контрольных групп получали стандарт�
ный рацион + сухарик. В каждой группе было
по 23–25 животных. В возрасте 18 месяцев жи�
вотные были ингаляционно анестезированы уг�
лекислотой и декапитированы в вечернее время.
Хориоретинальный комплекс был забран для
молекулярно�генетических исследований в
жидкий азот и хранился при –70 °С.

Офтальмологический осмотр. Офтальмологи�
ческие осмотры проводили с помощью прямого
офтальмоскопа «Betta» (Германия) после расши�
рения зрачков 1%�ным раствором тропокамида.
Наличие и степень выраженности изменений
сетчатки оценивали согласно общепринятой в
клинической практике классификации в соответ�
ствии с протоколом Age�Related Eye Disease
Study (AREDS) (http://eyephoto.ophth.wisc.edu):
0 баллов – изменения отсутствуют; 1 балл – 1�я
неэкссудативная стадия заболевания, при кото�
рой появляются точечные кровоизлияния, оте�
ки, друзы в заднем полюсе глаза, дефекты в пиг�
ментном эпителии, перераспределение пигмен�
та, атрофия хориокапиллярного слоя и пигмент�
ного эпителия; 2 балла – 2�я экссудативная ста�
дия с экссудативной отслойкой ретинального
пигментного эпителия, нейроэпителия; 3 бал�
ла – 3�я стадия –экссудативно�геморрагическая
отслойка пигментного и/или нейроэпителия
сетчатки, неоваскуляризация, рубцевание.
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ТЕЛЕГИНА и др.

ПЦР в реальном времени. Выделение тоталь�
ной РНК из сетчатки крыс с помощью
TRI®Reagent («Ambion», США) проводили по
методу производителя. Концентрации мРНК
измеряли на приборе NanoDrop2000.

Синтез одноцепочечной кДНК на РНК�мат�
рице проводили с помощью обратной тран�
скриптазы M�MLV согласно протоколу произ�
водителя («Promega»,  СШA). ПЦР в реальном
времени проводили с помощью набора реаген�
тов БиоМастер Hot Start�qPCR SYBR Blue (2x)
(«БиолабМикс», Новосибирск, Россия) на амп�
лификаторе CFX96 («Bio�Rad», США) по три
технических повтора на образец. Нуклеотидные
последовательности праймеров («Биосан», Рос�
сия) приведены в таблице.

Специфичность реакции устанавливали на
основе анализа кривых плавления и электрофо�
реза ПЦР продуктов в агарозном геле. Уровень
экспрессии оценивали относительно экспрес�
сии двух референсных генов методом Pfaffl [22].

Эффективность праймеров определяли с по�
мощью калибровочных кривых, полученных на
основе серийных разведений «усредненного»
раствора из всех полученных образцов кДНК.
Для нормализации использовали среднее гео�
метрическое значений ECq,ref (контроль�препарат) для
генов Rpl30 и Gabarapl1, определенных как наи�
более стабильные по экспрессии согласно алго�
ритму Normfinder [23].

Вестерн<блот<анализ. Белок выделяли лизи�
рующим буфером RIPA: 50 мM Tris�HCl, pH 7,4,
150 мM NaCl, 1%�ный Triton Х100, 1%�ный де�
зоксихолат натрия, 0,1%�ный додецилсульфат
натрия (SDS), 1 мM EDTA, ингибиторы протеаз
и фосфатаз («Sigma�Aldrich»). После тщательно�
го гомогенизирования раствор белка центрифу�
гировали на 12 000 g при 4 °С в течение 10 мин.
Супернатант собирали, разделяли на аликвоты
для дальнейшего использования, замораживали
и хранили при �20° С. Концентрацию тотально�
го белка определяли с помощью метода Бред�
форда.

Образцы белка смешивали с 5 х буфером для
загрузки (10%�ный SDS, 15%�ный меркаптоэта�
нол, 50%�ный глицерин, 0,3 М Tris�HCl, pH 6,8,
бром�феноловый синий), инкубировали 10 мин
при комнатной температуре и затем прогревали
10 мин при 95 °С. Белки разделяли электрофоре�
зом в 12%�ном полиакриламидном геле в трис�
глициновом буфере (25 мM Tris, 190 мM глицин,
0,1%�ный SDS) по 30 мкг на дорожку. Перенос
белков из геля на нитроцеллюлозную мембрану
(Hybond�CExtra, «Amersham») проводили в ка�
мере для «влажного» переноса. Качество пере�
носа белков контролировали окрашиванием
мембраны в растворе Понсо S в 1%�ной уксус�

ной кислоте. Далее мембрану блокировали в 5%�
ном БСА в растворе PBST (0,01 М фосфатно�со�
левой буфер с 0,1%�ным Tween20) и инкубиро�
вали 18 ч с первичными антителами (ab14734,
ab133528, ab6276, ab56416 и ab131607) в 5%�ном
БСА в растворе PBST (1 : 1000, «Abcam») при
4 °С. После отмывок первичных антител прово�
дили инкубацию с соответствующими вторич�
ными антителами в растворе PBST (1 : 5000,
«Abcam) в течение 1 ч при комнатной темпера�
туре. Интенсивность свечения оценивали с по�
мощью программы ImageJ (NIH, Bethesda, MD).

Лазерная сканирующая микроскопия. Глаза
фиксировали в 4%�ном параформальдегиде, за�
тем отделяли переднюю камеру глаза, хрусталик и
нейроретину от задней камеры глаза. Оставшийся
слой РПЭ с подлежащей сосудистой оболочкой
инкубировали в растворе фаллоидина, меченного
флуоресцеин�изотиоцианатом (ФИТЦ) (1 : 500,
P5282, «Sigma�Aldrich», СШA) в PBS при 4 °C в
течение 18 ч. После инкубации препараты поме�
щали на стекла, покрытые полилизином, нано�
сили монтирующую среду с красителем DAPI
(ab104139, «Abcam», Cambridge, UK) и накрыва�
ли покровным стеклом. Анализ проводили на
лазерном сканирующем микроскопе LSM 510
META (Zeiss).

Статистический анализ. Cтатистические рас�
четы производили с помощью программного па�
кета Statistica 10.0 («Statsoft», США). Соответ�
ствие распределений условию нормальности
проверяли в тесте Шапиро–Уилка. Оценку одно�
родности дисперсий проводили в тесте Левена.
Для нормально распределенных выборок с одно�
родными дисперсиями использовали факторный
дисперсионный анализ ANOVA с пост�хок срав�
нением групповых средних (критерий Ньюме�
на–Кейлса). Как независимые факторы рассмат�
ривали генотип и препарат. Статистические раз�
личия для выборок с неоднородными дисперси�
ями (уровень белков Atg7 и Tfam, уровень мРНК
Atg7, p62 и Nbr1) анализировали с помощью не�
параметрического критерия Краскела–Уоллиса с
внутригрупповым сравнением в тесте Ман�
на–Уитни. Результаты ANOVA�анализа пред�
ставлены как среднее ± ошибка среднего (Mean ±
± SEM). Результаты непараметрического анали�
за (Краскел–Уоллис/Манна–Уитни) представ�
лены в виде медианы, интерквартильных разма�
хов (25–75%), минимума и максимума. Различия
считали достоверными при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Офтальмологический осмотр проводили
дважды: в возрасте 12 мес. до начала приема ан�
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тиоксиданта и по окончании курса в возрасте
18 мес. При предварительном осмотре группы
контрольных и подопытных крыс OXYS по вы�
раженности клинических проявлений ретино�
патии не различались (рис. 1, а). При повтор�
ном осмотре выраженность патологических из�
менений у получавших антиоксидант крыс
OXYS была меньше, чем у животных из конт�

рольной группы (F1,92 = 32,4, p < 0,000000). Так,
у животных контрольной группы в 33% глаз из�
менения соответствовали 3, тяжелой стадии
ВМД, в 67% – второй. У крыс OXYS, получав�
ших SkQ1, только в 2% глаз изменения соответ�
ствовали 3 стадии, в 73% – второй и в 12 % –
первой стадии заболевания (рис. 1, б). Согласно
зависимым парным сравнениям, ретинопатия у
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Ген

Atg7

Becn1

Gabarapl1

Map1lc3b

Nbr1

p62/Sqstm1

Rpl30

Нуклеотидный состав используемых праймеров

Размер
продукта, п.н.

182

191

204

184

200

182

143

Температура отжига,
°С

60

61,5

61

61

60

61,5

60�61,5

Нуклеотидная последовательность

AGCCTGTTCATCCAAAGTTCT

CTGTGGTTGCTCAGACGGT

GCGTCGGGGCCTAAAGAATG

CTCCTGGCTCTCTCCTGGTT

CCTCCGACCTCACTGTTGG

TGCCTCATTTCCCGTAGACAC

GGAGCTTCGAACAAAGAGTGG

TGCAGGCGCCTTCTAATTATCT

TAGTCCCAGAAGTGGCAGGA

ATTGTGGTGCCTTGAGTGGT

CTGAGTCGGCTTCTGCTCCAT

ATCTTCTGTGCCTGTGCTGGA

ATGGTGGCTGCAAAGAAGAC

CAAAGCTGGACAGTTGTTGG 

Forward/
reverse

F

R

F

R

F

R

F

R

F

R

F

R

F

R

Рис. 1. Прием SkQ1 с возраста 12 до 18 мес. (250 мг/кг массы тела в день) предупредил прогрессию ретинопатии у крыс
OXYS. а – Выраженность патологических изменений сетчатки крыс OXYS в баллах, соответствующих стадии заболевания,
при предварительном осмотре и после лечения. Данные представлены как среднее ± ошибка среднего. Различия досто�
верны: # – по сравнению с предварительным осмотром, р < 0, 5; достоверный эффект препарата – *р < 0,05; б – процент
глаз контрольных (n = 46) и получавших SkQ1 (n = 48) крыс OXYS, соответствующих стадиям (0, 1, 2 и 3) ретинопатии
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контрольных крыс OXYS прогрессировала
(p < 0,0005), в то время как SkQ1 предупредил
дальнейшее развитие заболевания – значимых
изменений состояния сетчатки не выявлено
(p = 0,280). У крыс Вистар патологических изме�
нений сетчатки не было выявлено ни при пред�
варительном, ни при повторном осмотре конт�
рольных и получавших SkQ1 животных.

Влияние длительного приема SkQ1 на морфо<
логию клеток ретинального пигментного эпителия.
Ранее было показано, что прогрессия ВМД�по�
добной ретинопатии у крыс OXYS происходит
на фоне характерных патоморфологических из�
менений клеток РПЭ, плотность которых при

этом не отличается от таковой у крыс Вистар
[15]. Для оценки влияния приема SkQ1 на мор�
фологию клеток РПЭ проводили его окрашива�
ние ФИТЦ�меченым фаллоидином, связываю�
щим F�актин цитоскелета. Исследование пока�
зало, что у 18�мес. крыс Вистар подавляющее
большинство клеток РПЭ имеет характерную
гексагональную форму и содержит не более двух
ядер, которые локализованы в центре клетки.
Наблюдались также отдельные клетки РПЭ с
потерей формы и увеличением количества ядер
(рис. 2, а). В отличие от крыс Вистар, у конт�
рольных крыс OXYS в возрасте 18 мес. выявлены
множественные нарушения морфологии клеток
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Рис. 2. Влияние длительного приема SkQ1 на морфологию клеток ретинального пигментного эпителия крыс OXYS. По�
казаны клетки РПЭ с потерей гексагональной формы (а) и смещением ядер к периферии (в), места скопления гипертро�
фированных клеток РПЭ с полиплоидией и накоплением аутофлуоресцирующего содержимого у крыс OXYS (б). Показа�
ны примеры нарушения цитоскелета (указаны стрелками): фокальным расщеплением (г), утолщением (д) и истончением
границ клеток (ж), округление клетки (д, ж) и фрагментацией (е) цитоскелета. Границы клеток РПЭ окрашены ФИТЦ�
фаллоидином, ядра окрашены DAPI
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РПЭ: потеря гексагональной формы в результа�
те изменения структуры цитоскелета, фокаль�
ные расщепления цитоскелета двух соседних
клеток и фрагментация F�актина, скопления ги�
пертрофированных клеток РПЭ с полиплоиди�
ей, смещение ядер к периферии клеток и накоп�
ление в цитоплазме аутофлуоресцирующего со�
держимого (рис. 2, б, г–ж). Все эти изменения
указывают на атрофию клеток РПЭ у 18�мес.
крыс OXYS. Длительный прием SkQ1 подавил
атрофические изменения клеток РПЭ у крыс
OXYS (рис. 2, в), т.е. уменьшил количество и
площадь очагов гипертрофированных клеток
РПЭ и уровень аутофлуоресценции, что хорошо
согласуется с результатами офтальмологических
осмотров. Тем не менее у крыс OXYS, принимав�
ших SkQ1, сохранялось повышенное по сравне�
нию с крысами Вистар содержание клеток РПЭ
с полиплоидией и нарушением гексагональной
формы (рис. 2, в).

Влияние SkQ1 на уровень мРНК генов, вовле<
ченных в аутофагию. Было исследовано влияние
SkQ1 на уровень мРНК генов, продукты кото�
рых участвуют в аутофагии на разных её стадиях:
Beclin1 (инициация), Atg5 и Atg7 (образование
фагофора), Map1lc3b и Gabarapl1 (удлинение и
созревание аутофагосом) и Sqstm1 (кодирующе�

го белок р62) и Nbr1 (селективная аутофагия).
Как показал ANOVA�анализ, уровень мРНК ге�
на Beclin1 в сетчатке не зависел от генотипа жи�
вотных (F1,22 = 0,5, p = 0,49) и на него влиял ан�
тиоксидант SkQ1 (F1,22 = 17,01, p < 0,00045)
(рис. 3). Однако сравнение групповых средних
(пост�хок Ньюмена–Кельса) показало, что дос�
товерным это повышение было только у крыс
OXYS (р < 0,02) (рис. 3). Достоверных различий
в уровне экспрессии других исследованных ге�
нов выявлено не было.

Влияние SkQ1 на уровень белков Atg7, p62,
VDAC1 и TFAM в сетчатке крыс Вистар и OXYS.
Исследовали влияние приема SkQ1 на уровень
в сетчатке белков, ассоциированных с аутофа�
гией (p62/Sqstm1, Atg7) и митохондриями
(VDAC1, TFAM). Обнаружено, что прием SkQ1
не влиял на уровень белка Atg7, при этом суще�
ственно снизил уровень белка p62/Sqstm1 в сет�
чатке как крыс OXYS, так и крыс Вистар
(F1,20 = 4,701, p < 0,02) (рис. 4). Уровень митохон�
дриального белка VDAC1 в сетчатке крыс OXYS
был на 30% ниже, чем у крыс Вистар
(F1,20 = 7,32, p < 0,001). Прием SkQ1 понизил
уровень VDAC1 у крыс Вистар и не изменил его
у крыс OXYS, в результате чего межлинейные
различия нивелировались. При этом уровень
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Рис. 3. Влияние приема SkQ1 на уровень мРНК вовлеченных в аутофагию генов в сетчатке крыс Вистар и OXYS. Данные
представлены как ± SEM (n = 6) для мРНК генов Beclin1, Gabarapl1 и Map1lc3b и представлены в виде медианы, интер�
квартильных размахов (25–75%), минимумом и максимумом для Atg7, p62 и Nbr1. (*) Достоверный эффект препарата,
р < 0,05 (ANOVA, пост�хок Ньюмена–Кельса)
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транскрипционного фактора TFAM, ключевого
регулятора транскрипции и репликации
мтДНК, не различался между линиями, и на не�
го не влиял прием SkQ1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ранее было показано, что как диетические
добавки с SkQ1, так и глазные капли с SkQ1
способны предупреждать развитие и подавлять
прогрессию ретинопатии у крыс OXYS [9–13].
Также мы показали, что у крыс OXYS развитие
ретинопатии, аналогичной ВМД, происходит
на фоне изменения в сетчатке уровня белков,
участвующих в аутофагии [16], и снижения ре�
активности аутофагии – способности усили�
вать активность аутофагии в ответ на стресс
[19]. В данном исследовании была оценена
связь терапевтического эффекта митохондри�
ального антиоксиданта SkQ1 (его способность
подавлять развитие у крыс OXYS развитие рети�
нопатии) с его влиянием на процесс аутофагии
в сетчатке.

Прием SkQ1 в период активной прогрессии
признаков ВМД (c возраста 12 до 18 мес.) пол�
ностью предотвратил развитие клинических
проявлений ретинопатии у крыс OXYS, а также
уменьшил проявления атрофии РПЭ. РПЭ –
монослой постмитотических поляризованных
эпителиальных клеток, расположенный между
фоторецепторами и хориокапиллярами, кото�
рый формирует гематоретинальный барьер,
обеспечивает доставку питательных веществ и
удаление отходов, ионный гомеостаз, синтез и
высвобождение факторов роста, фагоцитоз на�
ружных сегментов фоторецепторов [24]. Много�
численными исследованиями показано, что на�
рушение функций клеток РПЭ способствует де�
генерации нейронов сетчатки и накоплению
гранул липофусцина в друзах и, возможно, яв�
ляется основной причиной развития ВМД [25].
Исследования на животных – моделях ВМД – и
клинические наблюдения показывают, что на�
рушение и/или дисфункция аутофагии может
приводить к накоплению поврежденных белков
и органелл, липофусциновых гранул и, как след�
ствие, снижать митохондриальную активность и
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Рис. 4. Влияние приема SkQ1 на уровень ассоциированных с аутофагией белков в сетчатке крыс Вистар и OXYS. Данные
представлены как mean±SEM (n = 5) для белков p62 и VDAC1 и в виде медианы, интерквартильных размахов (25–75%),
минимумом и максимумом для Atg7 и TFAM. Межлинейные различия, (^) р < 0,05; эффект препарата, (*) р < 0,05
(ANOVA, пост�хок Ньюмена–Кельса)
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способствовать дисфункции клеток РПЭ [1].
Как и в предыдущих исследованиях, у крыс
OXYS при прогрессии признаков ретинопатии
наблюдали атрофические изменения клеток
РПЭ – гипертрофию, полиплоидию, потерю
гексагональной формы и накопление аутофлуо�
ресцирующего содержимого [15, 16]. Обнаруже�
но, что длительный прием SkQ1 тормозит разви�
тие нарушений морфологии клеток РПЭ и сни�
жает накопление аутофлуоресцирующих гранул
у крыс OXYS, что может указывать на усиление
аутофагии в клетках РПЭ.

Прием SkQ1 снизил в сетчатке крыс обеих
линий уровень белка p62/Sqstm1, но не изменил
уровень мРНК кодирующего его гена. Мульти�
функциональный адаптерный белок p62 являет�
ся связующим звеном между селективной ауто�
фагией, которая обеспечивает направленное
устранение поврежденных органелл и белковых
агрегатов, и сигнальным путем Keap1/Nrf2/
ARE, ответственным за защиту клеток от окис�
лительного стресса и поддержание окислитель�
но�восстановительного баланса. Ранее был по�
казан терапевтический эффект плазмиды, коди�
рующий р62/Sqstm1, на развитие ретинопатии у
крыс OXYS [26]. Белок р62/Sqstm1 селективно
включается в аутофагосомы через прямое свя�
зывание с LC3�II и эффективно разрушается в
аутолизосоме. Соответственно, общий уровень
белка p62/Sqstm1 отрицательно коррелирует с
активностью аутофагии [27]. Одним из началь�
ных этапов аутофагии является образование
комплекса фосфатидилинозитол�3�киназы
класса III, ключевым белком которого является
Beclin�1. Прием SkQ1 повысил у крыс OXYS
уровень мРНК этого гена. От уровня Beclin�1 за�
висят стадия инициации аутофагии и формиро�
вание фагофора – двухмембранной структуры,
которая поглощает цитоплазматический мате�
риал с образованием аутофагосомы [28]. Таким
образом, снижение уровня p62/Sqstm1 у крыс
OXYS и Вистар и повышение экспрессии гена
Beсlin1 у крыс OXYS свидетельствуют об усиле�
нии аутофагии при длительном приеме SkQ1.
Полученные результаты согласуются с ранее вы�
явленными снижением уровня амилоида�β и
подавлением активности mTOR в сетчатке крыс
OXYS при профилактическом приеме SkQ1 с
возраста 1,5 до 22 месяцев [12].

Исследованные в сетчатке изменения уров�
ней мРНК, ассоциированных с аутофагией ге�
нов в ответ на ее активацию голоданием и по�
давление хлорохином,  показали, что на тран�
скрипционном уровне ответ на модуляцию ау�
тофагии у крыс OXYS выражен слабее, чем у
Вистар [19]. Межлинейные различия в измене�
нии уровня мРНК генов Atg5, Atg7, Beclin1,

Nbr1, p62 и Gabarapl1 в ответ на активацию ауто�
фагии голоданием в сетчатке в возрасте 16 мес.
были более существенными, чем в возрасте 4
мес. на ранней стадии ретинопатии. В ответ на
подавление аутофагии хлорохином изменения
уровней мРНК этих генов у крыс OXYS и Вис�
тар также различались. Нарушения реактивнос�
ти системы аутофагии в период прогрессии
признаков ВМД в сетчатке крыс OXYS подтве�
рждает и пониженное количество аутофагосом
в сетчатке в условиях блокирования аутофаго�
сомно�лизосомального слияния, свидетель�
ствующее о сниженной скорости их формиро�
вания [19]. Следует отметить, что базальные
уровни мРНК генов Atg5, Atg7, Beclin1, Lc3,
Gabarapl1 и Nbr1 в эксперименте по модуляции
аутофагии у крыс OXYS и Вистар не различа�
лись [19], что согласуется с результатами данно�
го исследования. В то же время базальный уро�
вень мРНК гена p62 был достоверно выше у ин�
тактных крыс OXYS по сравнению с интактны�
ми крысами Вистар [19]. Отсутствие межлиней�
ных различий в этом показателе, возможно,
обусловлено неодинаковой выраженностью па�
тологических изменений сетчатки, которые в
ранее проведенном исследовании на клиничес�
ком уровне не оценивали.

Снижение активности аутофагии в старею�
щем организме рассматривается как  одна из
причин неэффективного удаления поврежден�
ных белков и органелл в клетках [29]. Ранее мы
выявили повышенные уровни белков LC3A/B,
Atg7 и Atg12–Atg5 в сетчатке OXYS при мани�
фестации ретинопатии в возрасте 3 мес. Напро�
тив, в возрасте 18 мес. у крыс OXYS с прогресси�
рующей стадией ретинопатии уровни белков
Atg7 и Atg12–Atg5 были существенно ниже, чем
у крыс Вистар [16]. Можно полагать, что такое
увеличение является адаптивным и компенси�
рует накопление с возрастом агрегированных
белков у крыс Вистар. Таким образом, результа�
ты предыдущих исследований [16, 19] свиде�
тельствуют о раннем истощении процессов ау�
тофагии в сетчатке крыс OXYS, что согласуется с
их фенотипом преждевременного старения. В то
же время в настоящем исследовании  не было
обнаружено значимых различий в содержании
белка Atg7 в сетчатке 18�мес. крыс OXYS и Вис�
тар. Причины такого расхождения результатов
не совсем понятны. Различия в содержании бел�
ка Atg7, как и мРНК гена p62, могли быть обус�
ловлены как неодинаковой выраженностью па�
тологических изменений сетчатки у крыс OXYS,
так и суточными колебаниями регуляции ауто�
фагии [30], поскольку в настоящем исследова�
нии забор образцов проводили в вечернее вре�
мя.
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p62/Sqstm1 является неотъемлемым компо�
нентом системы поддержания биогенеза и
функций митохондрий, хотя точный механизм
его действия in vivo пока не ясен. Так, показано,
что p62/Sqstm1 в физиологических условиях
(при отсутствии стресса) локализуется в митохон�
дриях, влияет на мембранный потенциал и яв�
ляется частью митохондриальной динамики, ре�
гулирует митохондриальный транскрипцион�
ный фактор TFAM и таким образом поддержи�
вает стабильность митохондриального генома
[31]. TFAM (митохондриальный фактор тран�
скрипции А) синтезируется в цитоплазме и им�
портируется в митохондрии, где регулирует
транскрипцию и репликацию митохондриаль�
ной ДНК (мтДНК) [32]. Прием SkQ1 не повли�
ял на содержание белка TFAM в сетчатке крыс
обеих линий. Поскольку изменение уровня
TFAM прямо связано с количеством мтДНК
[33], то можно предположить, что длительный
прием SkQ1 не повлиял на количество мтДНК.
В пользу этого свидетельствуют полученные на�
ми ранее данные, согласно которым длитель�
ный прием SkQ1 снизил уровень протяженной
делеции мтДНК 4834 п.н., но не повлиял при
этом на общее количество мтДНК в гиппокампе
крыс OXYS [34].

Несмотря на активные исследования роли
p62/Sqstm1 в аутофагии, его вклад в селективное
удаление митохондрий остается спорным. Так,
одни авторы сообщают, что p62/Sqstm1 накап�
ливается в деполяризованных митохондриях и
способствует направлению поврежденных ми�
тохондрий в аутофагосомы через связывание с
LC3 [35]. Другие авторы утверждают, что
p62/Sqstm1 необходим только для перинуклеар�
ной кластеризации деполяризованных митохон�
дрий и не участвует в Parkin�зависимой аутофа�
гии [36, 37]. Однако для любого из вариантов
необходим митохондриальный порин VDAC1
(потенциал�зависимый анионный канал).
VDAC1, с одной стороны, является ключевым
белком митохондриального канала, изменяю�
щего проницаемость мембраны митохондрий, а
с другой – служит митохондриальным стыко�
вочным узлом для импорта Parkin (остаток Е3
убиквитин лигазы) из цитозоля в дефектные ми�
тохондрии и их последующего убиквитинирова�
ния [38]. Мы обнаружили, что у крыс OXYS уро�
вень белка VDAC1 на 30% ниже, чем у крыс Вис�
тар. Такой результат согласуется с характерным
для крыс OXYS снижением удельного количест�
ва и площади митохондрий, которое было выяв�
лено в мозге [18] и миокарде [39]. Неожиданно
для нас, длительный прием SkQ1 снизил уро�
вень VDAC1 в сетчатке крыс Вистар и не повли�
ял на уровень этого белка у крыс OXYS. Сниже�

ние уровня белка VDAC1 в сетчатке может ука�
зывать на усиление функций митохондрий у
крыс Вистар, поскольку показано, что у гетеро�
зиготных по нокауту VDAC1+/– мышей генера�
ция АФК и уровень перекисного окисления ли�
пидов снижены, а активность цитохромоксида�
зы (комплекс IV) и уровень АТФ – повышены
[40, 41]. Также этот феномен может быть связан
с усилением митофагии и активным удалением
поврежденных митохондрий у крыс Вистар на
фоне приема SkQ1.

Таким образом, было подтверждено, что
SkQ1 способен не только замедлять развитие
признаков ВМД в период их манифестации у
крыс OXYS, но и подавлять прогрессию заболе�
вания у животных с уже выраженными клини�
ческими проявлениями заболевания. Ранее бы�
ло показано, что преждевременное старение
крыс OXYS тесно связано с нарастающей с воз�
растом дисфункцией митохондрий, но не с уве�
личением генерации ими АФК [18]. Соответ�
ственно, нейропротекторные эффекты SkQ1
обусловлены позитивным влиянием на струк�
турно�функциональные параметры митохонд�
рий и не определяются только его антиоксидант�
ной активностью, а реализуются за счет норма�
лизации активности многих сигнальных путей и
процессов, включая mTOR�, MAPK�, Са2+� и
Wnt�сигнальные пути [12, 42–44]. Как показали
результаты настоящего исследования, терапев�
тический эффект SkQ1 связан с подавлением ат�
рофических изменений РПЭ и активацией про�
цессов аутофагии в сетчатке, на что указывает
существенное снижение уровня мультифункци�
онального адаптерного белка p62/Sqstm1. Полу�
ченные ранее и в настоящем исследовании ре�
зультаты свидетельствуют о перспективности
использования митохондриального антиокси�
данта SkQ1 для профилактики и подавления
прогрессии ВМД у людей.
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Age�related macular degeneration (AMD) is a complex neurodegenerative disease, a main cause of vision loss in
elderly people. The pathogenesis of dry AMD, the most common form of AMD (~ 80% cases), involves degenerative
changes in the retinal pigment epithelium (RPE), which are closely associated with the age�associated impairments
in autophagy. Reversion of these degenerative changes is considered as a promising approach for the treatment of this
incurable disease. The purpose of our study was to assess the relationship between previously identified retinoprotec�
tive effects of the mitochondrial antioxidant plastoquinonyl�decyl�triphenylphosphonium (SkQ1) and its influence
on the autophagy process in senescence�accelerated OXYS rats characterized by the development of AMD�like
retinopathy (Wistar rats were used as a control). The treatment with SkQ1 (250 nmol/kg body weight) during the peri�
od of active disease progression (from 12 to 18 months of age) completely prevented progression of clinical manifes�
tations of retinopathy in the OXYS rats, suppressed atrophic changes in the RPE cells and activated autophagy in the
retina, which was evidenced by a significant decrease in the content of the multifunctional adapter protein
p62/Sqstm1 and increase in the level of the Beclin1 gene mRNA. In general, the results obtained earlier and in the
present study have shown that SkQ1 is a promising agent for prevention and suppression of AMD.
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