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Показано, что альфа-токоферол (альфа-Т) при длительной (18 ч) преинкубации с ним достоверно по-
вышает жизнеспособность клеток нейрональной линии РС12, подвергнутых окислительному стрессу,
в микромолярных и наномолярных концентрациях; а при 30-минутной преинкубации он эффективен
только в микромолярных концентрациях. Методом полимеразной цепной реакции в реальном време-
ни (RT-PCR) показано, что перекись водорода в большей мере увеличивает в клетках PC12 экспрессию
проапоптотического белка Bax, чем антиапоптотического белка Bcl-xL. Напротив, преинкубация кле-
ток с альфа-Т до действия перекиси водорода увеличивает экспрессию Bcl-xL, не меняя экспрессию
Bax, что, очевидно, способствует нормализации под влиянием альфа-Т отношения Bax/Bcl-xL в клет-
ках РС12, увеличенного при действии прооксиданта. Найдено, что альфа-Т достоверно увеличивает
экспрессию обладающих разнообразными функциями, в частности, активирующих биогенез митохон-
дрий, факторов транскрипции NRF-2 и TFAM (но не NRF-1) в контрольных клетках PC12; кроме того,
он снижает в них отношение Bax/Bcl-xL, что показано методом иммуноблоттинга. При этом перекись
водорода и преинкубация с альфа-Т не вызывали достоверных изменений в экспрессии NRF-1, NRF-2 и
TFAM в клетках PC12. Преинкубация с альфа-Т повышает экспрессию супероксиддисмутазы 2 (SOD2)
в клетках PC12 на более ранних сроках после добавления перекиси водорода, чем при действии одного
прооксиданта. Таким образом, в защитный эффект альфа-Т на клетки PC12 при окислительном стрес-
се, по-видимому, вносят вклад нормализация отношения Bаx/Bcl-xL и сравнительно раннее увеличе-
ние экспрессии SOD2. Увеличение альфа-Т экспрессии NRF-2 и TFAM в контрольных клетках РС12
позволяет предполагать небольшое усиление им процесса биогенеза митохондрий. Но в условиях
окислительного стресса, для которого характерен дефицит макроэргов, активации под влиянием аль-
фа-Т энергоемкого процесса биогенеза митохондрий в клетках РС12 не выявлено.
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ВВЕДЕНИЕ

Одной из основных причин гибели нервных
клеток при ишемических, нейродегенеративных и
травматических поражениях мозга является чрез-
мерная активация свободнорадикальных реакций
в нервных и других клетках мозга. Для мозга харак-

терно очень высокое потребление кислорода. Его
структуры особенно чувствительны к интенсифи-
кации свободнорадикальных реакций и обладают
слабой способностью к регенерации [1, 2]. Нару-
шения равновесия между процессами образования
свободных радикалов и способностью систем ан-
тиоксидантной защиты нейтрализовать или ослаб-

УДК 612.8.015:576.345

СРАВНИТЕЛЬНАЯ И ОНТОГЕНЕТИЧЕСКАЯ ФИЗИОЛОГИЯ



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 56  № 3  2020

ДЕЙСТВИЕ АЛЬФА-ТОКОФЕРОЛА НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ КЛЕТОК 233

лять их действие в конечном итоге приводят к раз-
рушению белков, липидов и ДНК в клетках [3–5].
Активные формы кислорода (АФК) генерируются
в различных органеллах клетки, но основным ис-
точником свободных радикалов считаются мито-
хондрии [3, 6]. Митохондрии – не только источни-
ки энергии, в них синтезируется большая часть
АТФ, но их можно рассматривать и как центры ре-
гуляции продукции АФК и клеточной гибели в ре-
зультате некроза, апоптоза или аутофагии [7–9].
Нарушения функциональной активности мито-
хондрий нервных клеток являются, как предпо-
лагают, скорее причиной нейродегенеративных
заболеваний, а не их следствием [см., например,
10–11].

Альфа-Т является одним из компонентов ви-
тамина Е. Всего в состав этого витамина входят 8
соединений: альфа-, бета-, гамма- и дельта-токо-
феролы и альфа-, бета-, гамма- и дельта-токот-
риенолы. Все они обладают антиоксидантными
свойствами и способностью модулировать сиг-
нальные пути в клетках. Но альфа-Т является пре-
обладающей формой витамина Е в организме жи-
вотных и человека. В исследованиях, посвященных
изучению механизма действия витамина Е, пред-
почитают использовать альфа-Т (а не витамин Е),
т.к. это позволяет получать воспроизводимые ре-
зультаты. При использовании же смеси разных то-
коферолов и токотриенолов из растительных ис-
точников достичь воспроизводимости результатов
значительно труднее.

Альфа-Т представляет собой не только основ-
ной, но и наиболее активный компонент витамина Е.
Альфа-Т и другие составляющие витамина Е могут
непосредственно реагировать со свободными ра-
дикалами и превращать их в соединения, не имею-
щие неспаренного электрона. Этот эффект альфа-Т
особенно ярко проявляется при короткой преин-
кубации с ним до индукции окислительного стрес-
са в клетках. Механизм защитного действия альфа-
Т и других компонентов витамина Е на клетки яв-
ляется сложным, его изучение необходимо для их
успешного применения в клинической практике.
Важную роль в защитном эффекте этих соедине-
ний играет модуляция ими активности сигнальных
путей и уровня экспрессии генов [12–19]. Воздей-
ствие альфа-Т и сходных соединений приводит к
стабилизации митохондрий и нормализации их
функций, что способствует предотвращению нару-
шений метаболизма и функций других клеточных
органелл. Одним из важных показателей стабиль-
ности митохондрий является отношение в клетках
проапоптотического белка Bax к антиапоптотиче-
скому белку Bcl-2 или Bcl-xL.

Повышение жизнеспособности клеток, в част-
ности нейронов, может быть и результатом усиле-
ния экспрессии таких транскрипционных факто-
ров, как ядерный респираторный фактор 1 (NRF-1),

ядерный респираторный фактор 2 (NRF-2), ми-
тохондриальный транскрипционный фактор А
(TFAM) и коактиватор PGC-1 (PRC) [20–22]. Они
осуществляют регуляцию транскрипции и репли-
кации митохондриальной ДНК; усиливают экс-
прессию генов рецепторов ряда медиаторов; осу-
ществляют координацию транскрипции ядерных и
митохондриальных генов, участвующих в синтезе
белков митохондрий, в том числе белков дыхатель-
ной цепи, регулируют взаимосвязь между нейро-
нальной активностью и энергетическим метаболиз-
мом; способствуют усилению биогенеза митохон-
дрий [23–27]. Увеличение числа митохондрий при
усилении их биогенеза повышает количество АТФ,
синтезируемого клетками, что может приводить к
предотвращению энергодефицита, к повышению
жизнеспособности отдельных клеток и организма в
целом. Но при этом сам процесс биогенеза митохон-
дрий является весьма энергозатратным.

По современным представлениям митохондрии
не являются статичными. Они вовлечены в про-
цессы деления и слияния, что важно для удале-
ния деполяризованных митохондрий, и в про-
цессы митохондриального биогенеза, приводя-
щие к созданию новых митохондрий [28–30].
Биогенез митохондрий – это сложнейший про-
цесс, требующий согласованной транскрипции
генов в ядре и небольшого количества генов
мтДНК, ответственных за синтез белков мито-
хондрий. Транскрипционным факторам NRF-1,
NRF-2, TFAM и PGC-1alpha принадлежит важ-
ная роль в координации работы двух геномов.
Данных о действии альфа-Т на экспрессию этих
факторов транскрипции в первичных культурах
нейронов или в клетках нейрональных линий в
литературе нам не встретилось.

Целью нашей работы является изучение влия-
ния альфа-Т и перекиси водорода на экспрессию
про- и антиапоптотических белков (Bax и Bcl-xL
соответственно), факторов транскрипции TFAM,
NRF-1 и NRF-2 и PGC-1alpha и одного из фермен-
тов антиоксидантной защиты – митохондриальной
супероксиддисмутазы (SOD2) – в клетках нейро-
нальной линии PC12 в норме и в условиях окисли-
тельного стресса, используя метод полимеразной
цепной реакции в реальном времени (RT-PCR).

МАТЕРИАЛЫ 
И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

2.1. Материалы. В опытах использовали пере-
кись водорода, альфа-Т фирмы Sigma (США), ин-
гибитор РНКаз фирмы Синтол (Россия), реактив
TRI Reagent (Molecular Research Center, Inc.,
США), PCR-микс 2.5х реакционную смесь (Синтол,
Россия). Среда инкубации DMEM с L-глутамином,
сыворотка крови плодов коровы, пенициллин,
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стрептомицин куплены у фирмы Биолот (Россия).
Сыворотка крови плодов коровы приобретена так-
же у фирмы HyСlone (США). Характеристика ан-
тител и других реагентов, использовавшихся в
опытах с применением метода иммуноблоттинга,
приведены в соответствующем разделе.

2.2. Условия культивирования клеток линии PC12.
Исследования проводили на клетках PC12 (АТСС).
Это клетки феохромоцитомной линии, происходя-
щие из адренергических нейронов мозгового веще-
ства надпочечников крыс. Клетки данной линии
проявляют нейрональные свойства и широко ис-
пользуются для изучения процессов, происходя-
щих в клетках нервной системы. Клетки выращи-
вались в ростовой среде DMEM с глутамином
(Биолот), содержащей 15% сыворотки крови плодов
коровы (HyClone, США), пенициллин (100 ед/мл) и
стрептомицин (100 мкг/мл) (Биолот, Россия) в
СО2-инкубаторе (концентрация СО2 5%, темпера-
тура 37°С). Для проведения опытов использовали
ту же среду, но содержащую 10% сыворотки крови
плодов коровы (Биолот, Россия). Опыты начинали
через 24 ч после посева клеток [30]. Для изучения
цитотоксичности перекиси водорода и защитного
эффекта альфа-Т на клетки PC12 эти клетки высе-
ивали в 24-луночные планшеты в количестве 2–3 ×
× 105/лунку. Для изучения влияния инкубации с
альфа-Т на экспрессию генов белков Bax и Bcl-xL и
транскрипционных факторов TFAM, NRF-1,
NRF-2 в клетках PC12 эти клетки высеивали в ко-
личестве 1.8 × 106 клеток/2 мл среды/лунку в 6-лу-
ночные планшеты. Для изучения влияния 0.3 мМ
перекиси водорода и преинкубации с альфа-Т на
экспрессию генов вышеперечисленных белков ми-
тохондрий, транскрипционных факторов и фер-
мента SOD2 клетки PC12 высеивали в количестве
1.1 × 106–1.4 × 106 клеток/2 мл среды/лунку в 6-лу-
ночные планшеты. При проведении этих опытов
клетки PC12 преинкубировали в течение 24 ч со
100 нМ и 100 мкМ альфа-Т, затем среду в лунках
меняли на свежую, добавляли перекись водорода
до конечной концентрации 0.3 мМ. Уровень мРНК
Bax, Bcl-xL и факторов транскрипции TFAM,
NRF-1 и NRF-2alpha определяли через 12 и 24 ч по-
сле добавления к пробам перекиси водорода.

2.3. Определение цитотоксичности перекиси во-
дорода и защитного действия альфа-Т на клетки
PC12. Для определения влияния перекиси водоро-
да и альфа-Т на жизнеспособность клеток PC12 из-
меряли выход лактатдегидрогеназы (ЛДГ) из раз-
рушенных клеток в среду инкубации (ЛДГ-метод).
Активность ЛДГ в среде инкубации определяли в
аликвотах после центрифугирования в течение
5 мин при 200–300 g для того, чтобы избежать по-
падания неприкрепленных клеток. Для определе-
ния суммарной активности ЛДГ в пробах (в клет-
ках и среде инкубации) проводили полный лизис
клеток, воздействуя Тритоном X-100 в конечной
концентрации 1% при комнатной температуре в

течение 30 мин, затем определяли активность ЛДГ
в пробах, подвергнутых лизису.

Активность ЛДГ определяли, измеряя для этих
целей уровень NADH в пробах. Уменьшение опти-
ческой плотности проб регистрировали при 340 нм
на спектрофотометре М 40 (Carl-Zeiss, Германия) в
течение 5–6 мин, как это было ранее описано в ли-
тературе [31]. Реакцию проводили в среде следую-
щего состава (мМ): 80 трис-HCl (pH 7.2), 200 NaCl,
1.6 пирувата, 0.2 NADH. Процент активности ЛДГ,
вышедшей из клеток в среду инкубации, определяли
как процент ферментативной активности в среде ин-
кубации от общей активности фермента в пробах.
Отсутствие живых клеток в пробах соответствует
100% активности ЛДГ в среде инкубации.

2.4. Экстракция РНК из клеток линии PC12. То-
тальную РНК выделяли из клеток PC12, используя
реактив TRI Reagent (Molecular Research Center,
Inc., США) в соответствии с протоколом произво-
дителя. Выделенную РНК растворяли в воде, не со-
держащей ДНКаз и РНКаз (Синтол, Россия). Для
повышения стабильности РНК в пробы добавляли
0.5 ед/мкл ингибитора РНКаз (Синтол, Россия).
Измерение концентрации РНК проводили на
спектрофотометре для микрообъемов Nanodrop TM

2000 (Thermo Fischer Scientific, США).
2.5. Обратная транскрипция. кДНК получали с

помощью обратной транскрипции из 1 мкг РНК (в
объеме 25 мкл) с помощью наборов ОТ-1 (Синтол,
Россия) с использованием Random праймеров
(1 мкл на 1 мкг РНК) и обратной транскриптазы
MMLV (Синтол, Россия) – 1 мкл на 1 мкг РНК.

2.6. RT-PCR. Определение относительного уров-
ня мРНК генов белков TFAM, NRF-1, NRF-2alpha
(экспрессию NRF-2 определяли по экспрессии ее
ДНК-связывающей субъединицы – NRF-2alpha),
PGC-1alpha, Bax, Bcl-xL, SOD2 и GAPDH выпол-
няли с помощью количественной RT-PCR на ам-
плификаторе CFX96 Touch Real Time PCR System
(Bio Rad Laboratories, Inc, США). Амплификация
проводилась в смеси (конечный объем 25 мкл), со-
держащей 10 мкл PCR-микс 2.5х реакционной сме-
си с SYBR Green 1 (Синтол, Россия), 13.5 мкл воды,
1.1 мкл кДНК (получена обратной транскрипцией
из 1 мкг РНК в объеме 25 мкл), прямой и обратный
праймеры в конечной концентрации 0.8 мкМ
(каждый из них добавлен в 0.2 мкл воды, лишенной
РНКаз и ДНКаз). Экспрессию генов, осуществля-
ющих синтез белков Bax, Bcl-xL, PGC-1alpha,
SOD2 и GAPDH, NRF-1, NRF-2alpha, TFAM,
определяли с помощью следующих праймеров:

Bax – GTTGCCCTCTTCTACTTTGC (For) и
ATGGTCACTGTCTGCCATG (Rev),

Bcl-xL – AGCAGTCAGCCAGAACCCTA (For) и
GAGATGGGCTCAACCAGTCC (Rev),

SOD2 – GTGGGAGTCCAAGGTTCAGG (For)
и TAAGGCCTGTGGTTCCTTGC (Rev),
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NRF-1 – AGAGACAGCAGACACGGTTG (For)
и GCTGCGCCAACCTTAAA (Rev), NRF-2alpha –
GTGGCTGAGCTCCACATGAT (For) и TCACT-
GCTTACCTGGGGAGA (Rev),

TFAM – TGGGCACAAGAAGCTGGTTA (For)
и CATTCAGTGGGCAGAAGTC (Rev),

GAPDH – AACGGACACAGTCAAGGCTGA
(For) и ACGCCAGTAGACTCCACGACAT (Rev).

Использовался следующий протокол RT-PCR-
амплификации: начальная денатурация при 92°С в
течение 2 мин, трехсегментная амплификация , со-
стоящая из 35 циклов по 45 сек при 92°С (денатура-
ция), 40 сек при 60°С (отжиг), 35 сек при 92°С (по-
лимеризация), затем пробы однократно выдержи-
вали при 72°С в течение 2 мин. В качестве контроля
использовали ген глицеральальдегид-3-фосфатде-
гидрогеназы (GAPDH). Для количественной оцен-
ки экспрессии использовали метод delta-delta Ct.
Экспрессию гена в пробах выражали в условных
единицах, принимая его экспрессию в контроль-
ных клетках за 1.0.

2.7. Иммуноблоттинг. Клетки PC12 лизировали
в буфере, содержащем ингибиторы фосфатаз и
протеаз, как это описано ранее [18], концентрацию
белка в пробах определяли по методу Лоури. Пробы,
содержащие равное количество белка (20–35 мкг),

разделяли методом электрофореза. Для окраски
мембран использовали первичные антитела к Bcl-
xL (1:1000) и Вах (1:1000) (Cell Signaling Technology,
США), в качестве вторичных антител – анти-кро-
личьи IgG (1:1000), конъюгированные с перокси-
дазой хрена – HRP (Cell Signaling Technology,
США). Сигнал HRP усиливали реактивом ECL,
приготовленным в лабораторных условиях (люми-
нол-п-кумаровая кислота-перекись водорода). Хе-
милюминесцентное свечение фиксировали на фо-
топленке Premium X-Ray film (Phenix Research
Products, США). Для нормализации данных мем-
браны окрашивали на альфа-тубулин (1:2000, Sig-
ma). Проявленные фотопленки визуализировали
на сканере Canon (CanoScan 8800F). Денситомет-
рическая обработка данных проводилась с помо-
щью программы NIH Image.

2.8. Cтатистическая обработка данных. Данные
представлены в работе как среднее ± SEM. Стати-
стическую достоверность между тремя и более
группами данных рассчитывали на основании од-
нофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с
использованием тестов для множественных срав-
нений Тьюки или Даннетта (Tukey’s test или Dun-
nett’s test). Тест Даннетта применяется для сравне-
нии данных двух и более групп с контрольными

Рис. 1. Влияние преинкубации с альфа-Т на цитотоксичность перекиси водорода при действии на клетки РС12.
Данные представляют собой среднее ± SEM из 3 параллельных определений в типичном опыте из 4 поставленных. Клет-
ки РС12 преинкубировали с разными концентрациями альфа-Т: а – в течение 30 мин, б – в течение 18 ч. Затем их подвер-
гали действию 0.3 мМ перекиси водорода в течение 24 ч. Различия достоверны согласно ANOVA при использовании теста
Tukey для множественных сравнений: * – по сравнению с контролем, p < 0.02, x – по сравнению с эффектом одной пере-
киси водорода, p < 0.02, # – по сравнению с эффектом всех более низких концентраций альфа-Т, p < 0.05.
Fig. 1. Effect of preincubation with α-tocopherol (α-T) on hydrogen peroxide cytotoxicity for PC12 cells.
Data presented as M ± SEM for 3 parallel measurements in a single typical experiment out of four. PC12 cells were preincubated with
different α-T concentrations: a – for 30 min, b – for 18 h. Then, they were exposed to 0.3 mM H2O2 for 24 h. Differences are statis-
tically significant according to ANOVA + Tukey’s multiple comparison test: * – vs. control (p < 0.02), x – vs. effect of H2O2 alone
(p < 0.02), # – vs. effect of lower α-T concentrations (p < 0.05).
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значениями. Для сравнения двух групп данных
применяли t-критерий Стьюдента и метод попар-
ных сравнений. Различия считали достоверными
при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Показано, что защитный эффект альфа-Т на

клетки PC12 зависит от его концентрации и от вре-
мени преинкубации с этим соединением. При ко-
роткой преинкубации (в течение 30 мин) альфа-Т
повышал жизнеспособность клеток нейрональной

линии PC12 в условиях окислительного стресса
только в микромолярных концентрациях (рис. 1а),
тогда как при действии 10 и 100 нМ альфа-Т его за-
щитный эффект не проявлялся. А при преинкуба-
ции с ним в течение 18 ч альфа-Т оказывает на
клетки РС12 защитный эффект не только в микро-,
но и в наномолярных (10 и 100 нМ) концентрациях.
Цитотоксический эффект перекиси водорода и за-
щитный эффект альфа-Т оценивали по выходу
ЛДГ из разрушенных клеток PC12, что характери-
зует степень поражения этих клеток при окисли-
тельном стрессе. При длительной преинкубации
защитный эффект 100 нМ альфа-Т на жизнеспо-
собность клеток РС12 в условиях окислительного
стресса практически не отличался от эффекта раз-
личных микромолярных концентраций, а защит-
ный эффект 10 нМ альфа-Т был достоверно ниже,
чем при более высоких концентрациях этого про-
тектора (рис. 1б).

Представляло интерес выяснить влияние пере-
киси водорода и преинкубации с альфа-Т на экс-
прессию проапоптотического белка митохондрий
Bax и антиапоптотического белка Bcl-xL, характер-
ного для клеток РС12. Найдено, что перекись водо-
рода через 12 и 24 ч после ее аппликации увеличи-
вает уровень мРНК проапоптотического белка Bax
в большей мере, чем уровень мРНК антиапоптоти-
ческого белка Bcl-xL (рис. 2). Так, уровень мРНК
Bax возрастал через 12 ч в 2.0 ± 0.17 раза (p < 0.01), а
уровень мРНК Bcl-xL – лишь в 1.37 ± 0.16 раза (раз-
личия между возрастанием мРНК Bax и мРНК Bcl-
xL достоверны, p < 0.05). Достоверно бóльшее воз-
растание уровня мРНК Bax, чем уровня мРНК Bcl-
xL наблюдалось в клетках PC12 и при 24-часовом
воздействии на них перекиси водорода (рис. 2).

Альфа-Т, напротив, не изменял экспрессию ге-
на Bax (рис. 3а). При этом преинкубация со 100 мкМ
альфа-Т (рис. 3б) увеличивала уровень мРНК ан-
тиапоптотического белка Bcl-xL в клетках PC12 че-
рез 12 ч после добавления прооксиданта по сравне-
нию с контролем (с 1.00 до 1.76 ± 0.23 условных
единиц) и действием одной перекиси водорода
(с 1.29 ± 0.16 до 1.76 ± 0.23 условных единиц). Раз-
личия в обоих случаях достоверны по t критерию
Стьюдента при использовании метода попарных
сравнений (p < 0.05, n = 6).

Показано также, что альфа-Т в микро- и нано-
молярной концентрации увеличивает в контроль-
ных клетках PC12 уровень Bcl-xL и уменьшает уро-
вень Bax и отношение Bax/Bcl-xL (рис. 4а и 4б), что
способствует увеличению жизнеспособности кле-
ток этой нейрональной линии. Это видно из дан-
ных иммуноблоттинга (рис. 4а). На рис. 4б показа-
но, что преинкубации в течение 24 ч с 100 нМ и
100 мкМ альфа-Т приводит к снижению отноше-
ния Bax/Bcl-xL в клетках PC12 до 82.7 ± 6.3% и
75.6 ± 3.9% соответственно от этого соотношения в

Рис. 2. Влияние перекиси водорода на уровень мРНК
Bax и уровень мРНК Bcl-xL в клетках РС12, отражаю-
щие уровень экспрессии соответствующих генов.
Данные представлены как среднее ± SEM из 6 опытов.
Клетки РС12 подвергали действию 0.3 мМ перекиси
водорода в течение 24 ч. Уровни мРНК Bax и мРНК
Bcl-xL в клетках PC12, отражающие уровни экспрессии
соответствующих генов, выражали в условных едини-
цах, принимая уровни экспрессии каждого из генов в
контрольных клетках за 1.0. Различия достоверны со-
гласно t критерию Стьюдента методом попарных срав-
нений: ** и * – по сравнению с контролем, * – p < 0.05,
** – p < 0.01, # и ## – по сравнению с увеличением
мРНК Bax на том же сроке воздействия перекиси водо-
рода, # – p < 0.05, ## – p < 0.01.
Fig. 2. Effect of hydrogen peroxide on Bax and Bcl-xL mRNA
levels in PC12 cells which reflects expression levels of the re-
spective genes.
Data are presented as M ± SEM for 6 experiments. PC12
cells were exposed to 0.3 mM H2O2 for 24 h. Bax and Bcl-xL
mRNA levels are expressed in arbitrary units, taking individ-
ual gene expression levels in control cells for 1.0. Differences
are statistically significant according to the paired Student’s
t-test: * and ** – vs. control, * – p < 0.05, ** – p < 0.01; # and
## – vs. Bax mRNA increment during the same period of
H2O2 exposure, # – p < 0.05, ## – p < 0.01.

**

* ##

**

#

2.5

– контроль/control
– Bax
– Bcl-xL

м
РН

К
 В

ах
 и

 м
РН

К
 B

cl
-x

L
, у

сл
. е

д.
B

ax
 m

R
N

A
 a

nd
 m

R
N

A
  B

cl
-x

L
,  

ar
b.

 u
ni

ts

2.0

1.5

1.0

0.5

0
0 ч 12 ч
Время инкубации с перекисью водорода
      Time of incubation with H2O2

24 ч



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 56  № 3  2020

ДЕЙСТВИЕ АЛЬФА-ТОКОФЕРОЛА НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ КЛЕТОК 237

контроле, принятого за 100% (p < 0.05 и p < 0.01 со-
ответственно, n = 7).

Повышение жизнеспособности нервных кле-
ток и клеток нейрональных линий может быть
также результатом усиления экспрессии таких
факторов транскрипции как NRF-1, NRF-2, TFAM
и PGC-1alpha. Как указывалось во введении, этим
факторам транскрипции принадлежит важная роль
в регуляции клеточного метаболизма [23–27]. Про-
верка наличия транскрипционных факторов с по-
мощью праймеров показала, что в клетках PC12
экспрессируются гены белков NRF-1, NRF-2 и
TFAM. Экспрессию PGC-1alpha в клетках PC12
показать не удалось, хотя c помощью использован-
ных в работе праймеров нами установлено наличие
этого транскрипционного фактора в первичных
культурах нейронов коры мозга. В настоящей ра-
боте изучено влияние альфа-Т на уровень экспрес-
сии NRF-1, NRF-2 и TFAM в контрольных и под-
вергнутых действию перекиси водорода клетках
PC12. Экспрессию NRF-2 оценивали по уровню
мРНК NRF-2alpha (т.е. по экспрессии ДНК-свя-
зывающей субъединицы NRF-2alpha).

Изменение экспрессии генов факторов тран-
скрипции TFAM, NRF-1 и NRF-2alpha (о котором
судили по уровню соответствующих мРНК) в кон-
трольных клетках РС12 через разные сроки после
добавления к среде инкубации альфа-Т в конечной

концентрации 100 мкМ показано на рис. 5а, 5б и 5в
соответственно. При действии на клетки PC12 аль-
фа-Т через 9 ч после его добавления в среду досто-
верно увеличивается экспрессия двух из трех
изученных факторов транскрипции. Так, экспрес-
сия NRF-2alpha достоверно увеличивалась с 1.00 в
контроле до 1.31 ± 0.05 через 9 ч после добавления
к пробам альфа-Т (p < 0.05 согласно ANOVA по тесту
Даннетта для множественных сравнений, n = 6).
NRF-2 контролирует экспрессию в ядре гена
TFAM, который содержит в промоторе специфиче-
ские последовательности для связывания с NRF-1
и NRF-2. Относительная концентрация мРНК
TFAM также достоверно увеличивается в том же
временном интервале (как и для NRF-2alpha) под
влиянием альфа-Т с 1.0 в контроле до 1.33 ± 0.15
(p < 0.05 согласно ANOVA по тесту Даннетта, n = 6).
Таким образом, выявлено небольшое, но достовер-
ное увеличение экспрессии генов NRF-2 и TFAM,
стимулирующих биогенез митохондрий, в конт-
рольных клетках PC12 под влиянием альфа-Т.

Известно, что перекись водорода способна ак-
тивировать большое количество генов. Было пока-
зано влияние перекиси водорода на экспрессию
факторов транскрипции, которые могут стимули-
ровать биогенез митохондрий, и изучено влияние
альфа-Т на этот процесс (рис. 6). Статистически
достоверных изменений в экспрессии факторов

Рис. 3. Влияние преинкубации с альфа-Т на уровень мРНК Bax и Bcl-xL мРНК в клетках РС12, подвергнутых действию
перекиси водорода, через 12 ч и 24 ч после начала действия прооксиданта.
Данные представлены как среднее ± SEM из 6 опытов. Клетки РС12 преинкубировали со 100 нМ и 100 мкМ альфа-Т и
затем подвергали действию 0.3 мМ перекиси водорода. Уровень Bax мРНК и Bcl-xL мРНК в пробах, характеризующий
экспрессию соответствующих генов, выражали в условных единицах, принимая уровень в контрольных клетках за 1.0.
Различия достоверны согласно t критерию Стьюдента при использовании метода попарных сравнений: * – по сравнению
с контролем, p < 0.05, # – по сравнению с действием одной перекиси водорода в течение того же срока (12 ч), p < 0.05.
Fig. 3. Effect of preincubation with α-T on Bax mRNA and Bcl-xL mRNA levels in PC12 cells exposed to hydrogen peroxide 12 and
24 h after the onset of the prooxidant action.
Data are presented as M ± SEM for 6 experiments. PC12 cells were preincubated with 100 nM and 100 μM α-T and then exposed to
0.3 mM H2O2. Bax and Bcl-xL mRNA levels, which characterize expression levels of the respective genes, are expressed in arbitrary
units, taking the control cells’ level for 1.0. Differences are statistically significant according to the paired Student’s t-test: * – vs. con-
trol, # – vs. effect of H2O2 alone during the same period (12 h), p < 0.05.
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транскрипции TFAM, NRF-1 и NRF-2, стимулиру-
ющих биогенез митохондрий, в клетках PC12 при
действии на них одной перекиси водорода, либо
перекиси водорода после преинкубации со 100 нМ
или 100 мкМ альфа-Т выявить не удалось (рис. 6).

При преинкубации клеток PC12 со 100 мкМ аль-
фа-Т наблюдалось достоверное увеличение уровня
мРНК SOD2 через 12 ч после добавления проокси-
данта по сравнению с эффектом одной перекиси
водорода, с контролем и с контролем+100 мкМ
альфа-Т (рис. 7). Сама перекись водорода также
увеличивала экспрессию гена, осуществляющего
биосинтез SOD2, но только на более поздних сро-
ках после добавления прооксиданта (через 24 ч).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Преинкубация с альфа-Т увеличивала жизне-
способность клеток нейрональной линии РС12,
подвергнутых действию такого природного проок-
сиданта, как перекись водорода (рис. 1а и б), при
длительной преинкубации с альфа-Т эффектив-
ным оказались не только микро-, но и наномоляр-
ные концентрации. Ранее нами было показано, что
альфа-Т достоверно уменьшает апоптотическую
гибель клеток РС12 [18] и нейронов коры мозга
[19], вызванную действием прооксиданта, причем
при длительной преинкубации с альфа-Т его эф-
фект достоверен при действии как в микро-, так и
в наномолярных концентрациях.

Рис. 4. Влияние альфа-Т на отношение про- к антиапоптотическому белку (Bax/Bcl-xL) в контрольных клетках РС12.
Клетки РС12 инкубировали со 100 нМ и 100 мкМ альфа-Т в течение 18 ч. а – Иммуноблоты, показывающие влияние аль-
фа-Т на содержание Bax и Bcl-xL в клетках РС12 в одном типичном опыте из 7 поставленных опытов. б – Данные пред-
ставляют собой M ± SEM из 7 опытов. Содержание белков Bax и Bcl-xL нормализовали относительно альфа-тубулина и
выражали в условных единицах, вычисляли отношение Bax/Bcl-xL. * и ** – различия достоверны по сравнению с контро-
лем, принятым за 100%, согласно результатам однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с использованием теста
Tukey для множественных сравнений, * – p < 0.05, ** – p < 0.01.
Fig. 4. Effect of α-T on the proapoptotic to antiapoptotic protein ratio (Bax/Bcl-xL) in control PC12 cells.
PC12 cells were preincubated with 100 nM and 100 μM αT for 18 h. a – immunoblots showing the effect of α-T on Bax and Bcl-xL
levels in PC12 cells in a single typical experiment out of 7. b – data are presented as M ± SEM for 7 experiments. Bax and Bcl-xL
levels are normalized to α-tubulin and expressed in arbitrary units, calculating Bax/Bcl-xL. * and ** – differences are statistically
significant vs. control taken for 100% according to ANOVA + Tukey’s multiple comparison test, * – p < 0.05, ** – p < 0.01.
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Защитный эффект и биологическая активность
альфа-Т и других соединений, входящих в состав
витамина Е, во многом обусловлены их способно-
стью модулировать активность сигнальных путей и
экспрессию генов в клетках различных органов.
Так, альфа-Т при длительной преинкубации
предохраняет от окислительной деструкции проте-
инкиназу B (Akt), уменьшает время максимальной
активации протеинкиназы, регулируемой внекле-
точными сигналами (ERK1/2), ингибирует актив-
ность протеинкиназы С-дельта при индукции в
клетках окислительного стресса и оказывает воз-
действие на другие сигнальные пути в нервных и
иных клетках; важную роль в повышении альфа-Т
жизнеспособности клеток играет, по-видимому,
изменение им уровня экспрессии генов, регулиру-
ющих обмен про- и антиапоптотических белков
митохондрий [12–19].

Наряду с этим альфа-Т и другие компоненты
витамина Е обладают и эффектами скэвенджеров,
способных реагировать со свободными радикала-
ми и лишать их неспаренного электрона. Одно вре-
мя предполагали, что введение высоких доз этих
соединений может предотвратить развитие окис-
лительного стресса в тканях, при этом, чем больше
этих соединений вводится, тем более выражен-
ным будет позитивный эффект. Но это предполо-
жение не оправдалось. Так, широкомасштабные

клинические испытания показали, что длитель-
ное введение людям с болезнями различной этио-
логии и в группах риска высоких доз витамина Е
приводит к неблагоприятным последствиям, до-
стоверно увеличивая смертность от разных при-
чин по сравнению с группами людей, получавших
“плацебо” [32, 33].

Интересные результаты получены нами при
изучении влияния альфа-Т и перекиси водорода на
экспрессию белков митохондрий Bax и Bcl-xL в
клетках PC12. Оказалось, что перекись водорода в
значительно большей степени повышает уровень
мРНК проапоптотического белка митохондрий
Bax, чем экспрессию гена антиапоптотического
белка Bcl-xL, что способствует проявлению ее ток-
сического эффекта на клетки PC12. Преинкубация
со 100 мкМ альфа-Т, напротив, не влияла на экс-
прессию гена Bax, но достоверно увеличивала экс-
прессию гена антиапоптотического белка Bcl-xL
(уровень мРНК Bcl-xL) в клетках PC12 через 12 ч
после начала действия прооксиданта на клетки
PC12. Эти результаты согласуются с данными об
увеличении отношения про- к антиапоптотическо-
му белку в клетках PC12 [34] и в нейронах коры
мозга [19] под влиянием перекиси водорода и с
данными о нормализации этого соотношения при
действии альфа-Т [19]. Показано увеличение “ин-
декса выживаемости” – Bcl-2/Bax (и соответствен-

Рис. 5. Влияние альфа-Т на экспрессию генов факторов транскрипции, регулирующих биогенез митохондрий (NRF-1,
NRF-2альфа и TFAM) в контрольных клетках РС12.
Данные представляют собой M ± SEM из 6 опытов. Клетки РС12 инкубировали со 100 мкМ альфа-Т от 1 ч до 24 ч. Уровни
NRF-1мРНК, NRF-2альфа мРНК и TFAM мРНК выражали в условных единицах. Уровень экспрессии каждого из генов
в контрольных клетках (не подвергнутых действию альфа-Т) принимали за 1.0. * – различия достоверны по сравнению с
контролем согласно данным однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с использованием теста Даннетта для
множественных сравнений, p < 0.05.
Fig. 5. Effect of α-T on expression of genes of the transcription factors regulating mitochondrial biogenesis (NRF-1, NRF-2α and
TFAM) in PC12 cells.
Data are presented as M ± SEM for 6 experiments. PC12 cells were incubated with 100 μM α-T for 1 to 24 h. NRF-1, NRF-2α and
TFAM мРНК levels are expressed in arbitrary units. Expression levels of individual genes in control PC12 cells (not preincubated
with α-T) are taken for 1.0. * – differences are statistically significant according to ANOVA + Dunnett’s multiple comparison test,
p < 0.05.

1.6 (a) (б) (в)*
*

1.4

1.2

1.2

1.1

1.0

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

1.0

0.8

0.6

0.4
3025201510

Время инкубации, часы/
  Time of incubation, h

   
   

   
   

м
РН

К
 T

E
A

M
, у

сл
. е

д.
/

   
   

   
 m

R
N

A
 T

E
A

M
,  

ar
b.

 u
ni

ts

   
м

РН
К

 N
R

F
-1

, у
сл

. е
д.

/
m

R
N

A
 N

R
F

-1
,  

 a
rb

. u
ni

ts

  м
РН

К
 N

R
F

-2
�

,у
сл

. е
д.

/
m

R
N

A
 N

R
F

-1
,  

 a
rb

. u
ni

ts

Время инкубации, часы/
  Time of incubation, h

Время инкубации, часы/
  Time of incubation, h

50 302520151050 302520151050

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4



240

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 56  № 3  2020

ЗАХАРОВА и др.

но снижение отношения Bax/Bcl-2) в нейронах
(клетках-зернах) мозжечка под действием преин-
кубации с альфа-Т до действия прооксиданта [35].
Эти данные также согласуются с результатами, по-
лученными в настоящей работе (рис. 4).

Данные об увеличении уровня мРНК SOD2 че-
рез 12 ч после добавления прооксиданта при пре-
инкубации клеток PC12 с альфа-Т согласуются с
представлениями о том, что альфа-Т способен мо-
дулировать экспрессию генов биосинтеза фермен-
тов антиоксидантной защиты (в частности, SOD2 и
каталазы) в клетках крови и эндотелиальных клет-
ках [36, 37]. Показано также значительное увеличе-
ние уровня мРНК и активности фермента мито-
хондриальной Mn-SOD (SOD2) в клетках крови
крыс в результате введения им 100 и 30 мг/кг веса
витамина Е дважды в неделю в течение 4 или 6 нед.
[36]. Нам не встретилось такого рода работ, выпол-
ненных на нервных клетках.

Важнейшими транскрипционными факторами,
регулирующими биогенез митохондрий, являются
NRF-1, NRF-2, TFAM и PGC-1alpha. Проверки
праймеров на данные транскрипционные факторы
показала, что в клетках PC12 экспрессируются ге-
ны белков NRF-1, NRF-2 и TFAM, тогда как ген
белка PGC-1alpha в этих клетках не выявляется.
Функции, аналогичные PGC-1 alpha, при его от-
сутствии в клетках могут выполнять PGC-1 beta
или PRC (соединение, обладающее свойствами ко-
активатора PGC-1), что, по-видимому, происходи-

ло и в нашем случае в клетках РС12. Интересно, что
в литературе есть данные о том, что мыши, нокаут-
ные по PGC-1alpha, жизнеспособны, хотя имеют
ряд системных аномалий [38, 39].

Мы показали небольшое, но достоверное увели-
чение экспрессии мРНК NRF-2 и TFAM в кон-
трольных клетках РС12 при действии на них
100 мкМ альфа-Т. Нами не выявлено изменения
экспрессии генов транскрипционных факторов
NRF-1, NRF-2 и TFAM при действии на клетки
РС12 перекиси водорода или при их преинкубации
с альфа-Т до действия на клетки этого прооксидан-
та. Данных о влиянии альфа-Т на процессы биоге-
неза митохондрий в нервных клетках в литературе
нам не встретилось. Данные же о влиянии альфа-Т
на процессы биогенеза митохондрий в клетках пе-
риферических органов единичны и в известной ме-
ре противоречивы. Так, инкубация с альфа-Т кле-
точной линии HepG2, происходящей из клеток пе-
чени человека, нормализовала процессы биогенеза
митохондрий в этих клетках, нарушенные при дей-
ствии токсина [40]. А введение альфа-Т крысам с
экспериментально вызванным гастритом, напро-
тив, оказывало неблагоприятный эффект, десин-
хронизировало адаптивные ответы, в том числе
процессы биогенеза митохондрий, а также заметно
снижало компенсаторное увеличение пролифера-
ции клеток слизистой кишечника [41].

Нами показано, что альфа-Т в микро- и нано-
молярных концентрациях существенно уменьшает

Рис. 6. Влияние перекиси водорода и преинкубации с альфа-Т на экспрессию генов факторов транскрипции NRF-1,
NRF-2 и TFAM в клетках РС12.
Клетки инкубировали в течение 24 ч со 100 нМ и 100 мкМ альфа-Т, затем их подвергали действию 0.3 мМ перекиси водо-
рода в течение 24 ч. Уровни NRF-1 мРНК, NRF-2альфа мРНК и TFAM мРНК выражали в условных единицах. Уровень
экспрессии каждого из генов в контрольных клетках принимали за 1.0. Не было выявлено достоверных изменений в экс-
прессии генов изученных факторов транскрипции под влиянием перекиси водорода или преинкубации с альфа-Т.
Fig. 6. Effect of hydrogen peroxide and preincubation with α-T on expression of genes of the transcription factors NRF-1, NRF-2
and TFAM in РС12 cells.
PC12 cells were preincubated with 100 nM and 100 μM α-T and then exposed to 0.3 mM H2O2 for 24 h. NRF-, NRF-2α and TFAM
mRNA levels are expressed in arbitrary units. Expression level of each gene in PC12 cells is taken for 1.0. No statistically significant
changes were revealed in expression of genes of the transcription factors under the effect of H2O2 or preincubation with α-T.
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отношение про- к антиапоптотическому белку ми-
тохондрий (Bax/Bcl-xL) в клетках PC12 до воздей-
ствия на них прооксиданта. Снижение альфа-Т ба-
зального отношения про- к антиапоптотическому
белку показано нами и в нейронах коры мозга [19].
Эти эффекты альфа-Т могут увеличивать жизне-
способность как нативных клеток, так и этих кле-
ток, подвергнутых впоследствии действию проок-
сиданта.

Различные прооксиданты, в том числе перекись
водорода, не только оказывают разрушающее воз-
действие на клетки, но и выполняют сигнальную
функцию, активируя большое число транскрипци-
онных факторов [42], вовлеченных в регуляцию
пролиферации, апоптоза и дифференцировки кле-
ток. В литературе имеются указания на то, что низ-
кие концентрации токсинов, обладающих проок-
сидантным действием, стимулируют, а высокие
концентрации, напротив, ингибируют биогенез
митохондрий. Так, например, действие низких
концентраций соли шестивалентного хрома на ли-
нию печеночных клеток HepG2 приводит к актива-
ции этого процесса, а действие его высоких кон-
центраций, напротив, приводит к ингибированию
митохондриального биогенеза в этих клетках [40].
Нами не выявлено достоверного изменения уровня
мРНК NRF-1, NRF-2alpha и TFAM под влиянием
перекиси водорода и в результате преинкубации со
100 мкМ или 100 нМ альфа-Т через 12 и 24 ч после
начала воздействия прооксиданта на клетки PC12.
Это, по-видимому, свидетельствует о том, что в
условиях окислительного стресса, которые мы ис-
пользовали в своих опытах, альфа-Т и перекись во-
дорода не влияют на экспрессию генов этих факто-
ров транскрипции. Поскольку биогенез митохон-
дрий является весьма энергоемким и длительным
процессом, в ходе эволюции животных могла сло-
житься такая реакция клеток на сильные стрессор-
ные воздействия, приводящие к значительной ак-
тивации свободнорадикальных процессов, которая
позволяет максимально быстро и с наименьшими
затратами усилить систему своей защиты. К таким
реакциям можно, например, отнести увеличение
экспрессии ферментов антиоксидантной защиты
и/или антиапоптотических белков, но не усиление
биогенеза митохондрий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Показано, что альфа-Т увеличивает жизнеспо-

собность клеток нейрональной линии РС12 как
при короткой (30 мин), так и при длительной (18 ч)
преинкубации с ним до действия прооксиданта.
Уменьшение отношения Bax/Bcl-xL и увеличение
экспрессии генов факторов транскрипции NRF-2
и TFAM при действии альфа-Т на контрольные
клетки PC12 приводят, очевидно, к улучшению их
функционального состояния, что может, по-види-

мому, повышать их жизнеспособность при индук-
ции окислительного стресса. Достоверных измене-
ний экспрессии факторов транскрипции NRF-1,
NRF-2 и TFAM в клетках PC12 под влиянием пере-
киси водорода и преинкубации с альфа-Т нами не
выявлено. Это, по-видимому, связано с тем, что
сильные токсические воздействия на клетки не
приводят к активации энергоемкого и длительного
процесса биогенеза митохондрий. При этом альфа-Т
увеличивает экспрессию антиапоптотического
Bcl-xL, что, очевидно, способствует нормализации
увеличенного при окислительном стрессе отноше-
ния Bax/Bcl-xL, ускоряет увеличение экспрессии
SOD2 в клетках PC12.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Работа выполнена по Госзаданию Министерства на-
уки и высшего образования РФ по направлению 4 –
АААА-А18-118012290427-7.

Рис. 7. Влияние преинкубации с альфа-Т на уровень
мРНК SOD2 в клетках РС12, подвергнутых действию
перекиси водорода (через 12 ч и 24 ч после начала дей-
ствия этого прооксиданта).
Данные представлены как среднее ± SEM из 6–7 опы-
тов. Клетки РС12 преинкубировали со 100 нМ и
100 мкМ альфа-Т и затем подвергали действию 0.3 мМ
перекиси водорода. Экспрессию гена в пробах выража-
ли в условных единицах, принимая его экспрессию в
контрольных клетках за 1.0. Различия достоверны со-
гласно t критерию Стьюдента при использовании мето-
да попарных сравнений: * – по сравнению с контролем,
p < 0.05, # – по сравнению с действием одной перекиси
водорода в течение того же срока (12 ч), p < 0.05, & – по
сравнению с контролем + 100 мкМ альфа-Т, p < 0.01.
Fig. 7. Effect of preincubation with α-T on the SOD2 mR-
NA level in PC12 cells exposed to hydrogen peroxide 12 and
24 h after the onset of the prooxidant action.
Data are presented as M ± SEM for 6–7 experiments. PC12
cells were preincubated with 100 nM and 100 μM α-T and
then exposed to 0.3 mM H2O2 for 24 h. Gene expression in
samples are exressed in arbitrary units, taking its expression
in control PC12 cells for 1.0. Differences are statistically sig-
nificant according to the paired Student’s t-test: * – vs. con-
trol, p < 0.05, # – vs. effect of H2O2 alone during the same
period (12 h), p < 0.05, & – vs. control + 100 μM α-T,
p < 0.01.
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СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Настоящая работа выполнена на клетках нейрональ-
ной линии PC12. Она не содержит результатов каких-
либо исследований с участием людей или животных в
качестве объектов исследования.
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The Effect of Alpha-Tocopherol on Viability of PC12 Cells During Oxidative Stress 
and Expression of Genes Encoding Pro- and Anti-Apoptotic Mitochondrial Proteins, 

SOD2 and Transcriptional Factors NRF-1, NRF-2 and TFAM
I. O. Zakharovaa, A. O. Akhmetshinaa, L. V. Bayunovaa,

L. R. Kizhaevaa, and N. F. Avrovaa,#

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: avrova@iephb.ru

Long-term (18 h) preincubation with an antioxidant α-tocopherol (α-T) both at micromolar and nanomolar
concentrations was shown to increase the viability of the PC12 neuronal cell line exposed to oxidative stress,
while during short-term (30 min) preincubation α-T exhibited a protective effect only at micrimolar concentra-
tions. Using real-time polymerase chain reaction (RT-PCR), it was shown that exposure of PC12 cells to a pro-
oxidant hydrogen peroxide increases expression of the proapoptotic mitochondrial protein Bax to a larger extent
than that of the antiapoptotic protein Bcl-xL. In contrast, preincubation of PC12 cells with α-T before exposure
to hydrogen peroxide increases Bcl-xL expression but does not influence Bax expression. Hence, it appears that
α-T promotes normalization of the Bax/Bcl-xL ratio increased due to the prooxidant’s effect. In control PC12
cells, α-T was found to significantly increase expression of the transcription factors NRF-2 and TFAM (but not
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оf NRF-1) which perform various functions, specifically, being able to activate mitochondrial biogenesis. In ad-
dition, α-T decreases the Bax/Bcl-xL ratio in PC12 cells, as shown by immunoblotting. At the same time, both
exposure to hydrogen peroxide and preincubation with α-T causes no significant changes in NRF-1, NRF-2 and
TFAM expression in PC12 cells. Preincubation of PC12 cells with α-T before exposure to hydrogen peroxide
evokes earlier expression of an antiapoptotic enzyme superoxide dismutase 2 (SOD2) than when the prooxidant
acts alone. Thus, it appears that a normalization of the Bax/Bcl-xl ratio and a relatively early elevation of SOD2
expression contribute to the protective effect of α-T on PC12 cells during oxidative stress. The fact that α-T in-
creases NRF-2 and TFAM expression in control PC12 cells allows suggesting that alpha-T can slightly boost mi-
tochondrial biogenesis. However, under conditions of oxidative stress, which is characterized by a deficiency of
macroergic compounds, no evidence for the α-T-induced activation of such an energy-consuming process as mi-
tochondrial biogenesis in PC12 cells was found.

Keywords: PC12 cells, oxidative stress, α-tocopherol, pro- and antiapoptotic mitochondrial proteins, superoxide
dismutase, transcription factors regulating mitochondrial biogenesis.  Abbreviations: α-T –α-tocopherol, NRF-
1 – nuclear respiratory factor-1, NRF-2 – nuclear respiratory factor-2, TFAM – mitochondrial transcription
factor A, PGC-1α – peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator-1-alpha, PGC-1β – peroxi-
some proliferator-activated receptor gamma coactivator-1-beta, PRC – substance with properties of a PGC-1
coactivator, RT-PCR – real-time polymerase chain reaction
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