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Àêòèâàöèÿ àóòîôàãèè è Nrf2-çàâèñèìîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè â êëåòêàõ àäåíîêàðöèíîìû...

Ñ öåëüþ ïîèñêà íîâûõ ïðåïàðàòîâ äëÿ ïðîôèëàêòèêè ðàçâèòèÿ íåîïëàñòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ è âñïî-
ìîãàòåëüíûõ ñðåäñòâ òåðàïèè çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé èññëåäîâàëè in vitro ñïîñîáíîñòü íî-
âûõ âîäîðàñòâîðèìûõ ìîíîôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé ñòðóêòóðíî âçàèìîñâÿçàííîãî ðÿäà âëèÿòü íà àêòèâ-
íîñòü äâóõ âàæíåéøèõ ìåõàíèçìîâ ïîääåðæàíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ãîìåîñòàçà — àóòîôàãèè è ðå-
äîêñ-÷óâñòâèòåëüíîé ñèãíàëüíîé ñèñòåìû Keap1/Nrf2/ARE — â êëåòêàõ àäåíîêàðöèíîìû ìîëî÷íîé
æåëåçû ÷åëîâåêà MCF-7. Èñïîëüçîâàëè êîíôîêàëüíóþ ìèêðîñêîïèþ. Ïðîöåññû àóòîôàãèè àíàëèçèðî-
âàëè ïî èçìåíåíèþ ñîäåðæàíèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ âåçèêóë, ïîçèòèâíûõ ïî ìàðêåðó àóòîôàãîñîì
(LC3B), íàëè÷èå ñïîñîáíîñòè àêòèâèðîâàòü ñèñòåìó Keap1/Nrf2/ARE îïðåäåëÿëè ïî âëèÿíèþ ñîåäèíå-
íèé íà òðàíñëîêàöèþ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Nrf2 â ÿäðî. Óñòàíîâëåíî, ÷òî èññëåäîâàííûå âåùå-
ñòâà ïî-ðàçíîìó âëèÿëè íà ñêîðîñòü îáðàçîâàíèÿ àóòîôàãîñîì â çàâèñèìîñòè îò ñòðóêòóðû è êîíöåíòðà-
öèè; ïðè äîïîëíèòåëüíîì ââåäåíèè â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ áëîêàòîðà àóòîôàãîñîìàëüíî-ëèçîñîìàëü-
íîãî ñëèÿíèÿ õëîðîõèíà îáíàðóæåíî, ÷òî â êîíöåíòðàöèè 20 ìêÌ íåñèììåòðè÷íî ýêðàíèðîâàííûå
òðåò-áóòèëüíûìè ãðóïïàìè ôåíîëû ñ òèîñóëüôîíàòíîé (ÒÑ-13) è ñóëüôîíàòíîé ãðóïïàìè â ïàðà-ïðî-
ïèëüíîì çàìåñòèòåëå óâåëè÷èâàþò ñêîðîñòü óäàëåíèÿ àóòîôàãîñîì â êëåòêàõ MCF-7, óêîðî÷åíèå ïà-
ðà-àëêèëüíîãî çàìåñòèòåëÿ íà îäíî ìåòèëåíîâîå çâåíî îòìåíÿåò ýôôåêò, à äîáàâëåíèå âòîðîãî îð-
òî-òðåò-áóòèëüíîãî çàìåñòèòåëÿ — îáðàùàåò. Èç äâóõ ïðîòåñòèðîâàííûõ ñîåäèíåíèé îáà óñèëèâàëè
òðàíñëîêàöèþ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Nrf2 â ÿäðî êëåòîê MCF-7 (êëþ÷åâîé ìîìåíò àêòèâàöèè ñèñ-
òåìû Keap1/Nrf2/ARE): íåñèììåòðè÷íî ýêðàíèðîâàííûå òðåò-áóòèëüíîé ãðóïïîé ôåíîëû ñ ñåëåíî-
ñóëüôîíàòíîé ãðóïïîé â ïàðà-ïðîïèëüíîì çàìåñòèòåëå (5—100 ìêÌ) — ÷åðåç 4 ÷, ÒÑ-13 (5—
100 ìêÌ) — ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ â ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ. Èñõîäÿ èç ïîëó÷åííûõ íàìè ðàíåå
ñâåäåíèé îá îñîáåííîñòÿõ òîêñè÷íîñòè äàííîé ãðóïïû ñîåäèíåíèé â îòíîøåíèè êëåòîê MCF-7 ìîæíî
çàêëþ÷èòü, ÷òî îíè ñâÿçàíû ñ ðàçëè÷èåì âëèÿíèÿ âåùåñòâ íà àóòîôàãèþ è àêòèâàöèþ ñèãíàëüíîé ñèñòå-
ìû àíòèîêñèäàíò-ðåñïîíñèâíîãî ýëåìåíòà Keap1/Nrf2/ARE.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êëåòêè MCF-7, ñèñòåìà Keap1/Nrf2/ARE, ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîå ñîîòíî-
øåíèå, àóòîôàãîñîìû, LC3B, õëîðîõèí, ñèíòåòè÷åñêèå ìîíîôåíîëû

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ÒÑ-12 — 3-(3R-òðåò-áó-
òèë-4R-ãèäðîêñèôåíèë)ýòèëòèîñóëüôîíàò íàòðèÿ, ÒÑ-13 — 3-(3R-òðåò-áóòèë-4R-ãèäðîêñèôåíèë)ïðîïèë-
òèîñóëüôîíàò íàòðèÿ, ÒÑ-17 — 3-(3R,5R-äè-òðåò-áóòèë-4R-ãèäðîêñèôåíèë)ïðîïèëòèîñóëüôîíàò íàòðèÿ,
Ñ-13 — 3-(3R-òðåò-áóòèë-4R-ãèäðîêñèôåíèë)ïðîïèëñóëüôîíàò íàòðèÿ, ÑåÑ-13 — 3-(3R-òðåò-áóòèë-
4R-ãèäðîêñèôåíèë)ïðîïèëñåëåíîñóëüôîíàò íàòðèÿ, ßÖ — ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîå ñîîòíîøåíèå,
ARE — àíòèîêñèäàíò-ðåñïîíñ(èâ)íûé ýëåìåíò, FBS — ôåòàëüíàÿ áû÷üÿ ñûâîðîòêà, LC3B — ëåã-
êàÿ öåïü 3b àññîöèèðîâàííîãî ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè áåëêà 1A/1B, Nrf2 — ôàêòîð 2, ðîäñòâåííûé NF-E2,
Keap1 — Kelch-ïîäîáíûé áåëîê 1, àññîöèèðîâàííûé ñ ECH, p62/SQSTM — óáèêâèòèíñâÿçûâàþùèé áå-
ëîê p62, îí æå ñåêâåñòîñîìà 1.

Àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà (ÀÔÊ) è àçîòà ðàäè-
êàëüíîé (O

2

–• , NO• , RO• è äð.) è íåðàäèêàëüíîé (Í2Î2,
HONOOH è RÎÎÍ) ïðèðîäû â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ ÿâ-
ëÿþòñÿ âàæíûìè ðåãóëÿòîðàìè áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåñ-

ñîâ, îäíàêî ÷àñòî, îñîáåííî ïðè ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåñ-
ñàõ, èõ äåéñòâèå ñòàíîâèòñÿ òîêñè÷íûì è äåñòðóêòèâíûì.
Ýòî ÿâëåíèå ïîëó÷èëî íàçâàíèå îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ
(Niki, 2016; Sies et al., 2017; Chikara et al., 2018; Kapuy
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et al., 2018). Äëÿ ïîääåðæàíèÿ íèçêîãî óðîâíÿ ÀÔÊ â
êëåòêàõ ñëóæèò ìíîãîóðîâíåâàÿ ñèñòåìà àíòèîêñèäàíòîâ
ôåðìåíòàòèâíîé (ñóïåðîêñèääèñìóòàçà, êàòàëàçà, ãëóòà-
òèîíïåðîêñèäàçà è äð.) è íåôåðìåíòàòèâíîé (ãëóòàòèîí è
äðóãèå SH-ñîäåðæàùèå ñîåäèíåíèÿ, ôåíîëû) ïðèðîäû.
Äëèòåëüíîå âðåìÿ àíòèîêñèäàíòíàÿ àêòèâíîñòü ôåíîëîâ
ðàññìàòðèâàëîñü ñ ïîçèöèé èõ àíòèðàäèêàëüíîãî äåéñò-
âèÿ è ñïîñîáíîñòè âûñòóïàòü õåëàòîðàìè èîíîâ ìåòàëëîâ
ïåðåìåííîé âàëåíòíîñòè, òåì ñàìûì ïðåðûâàÿ öåïíûå
ïðîöåññû ñâîáîäíîðàäèêàëüíîãî îêèñëåíèÿ (Ìåíüùèêî-
âà è äð., 2012). Â ïîñëåäíèå ãîäû âûÿâëåíû è ñòàëè àê-
òèâíî èçó÷àòüñÿ ìåõàíèçìû íåïðÿìîãî çàùèòíîãî äåéñò-
âèÿ ôåíîëîâ ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå, à èìåííî èõ
ñïîñîáíîñòè èíäóöèðîâàòü àóòîôàãèþ è àêòèâèðîâàòü
ñèãíàëüíóþ ñèñòåìó àíòèîêñèäàíò-ðåñïîíñèâíîãî ýëå-
ìåíòà Keap1/Nrf2/ARE (Çåíêîâ è äð., 2016; Nabavi et al.,
2017; Shabalala et al., 2017; Zhao et al., 2018).

Àóòîôàãèÿ êàê îñíîâíîé ñïîñîá äåãðàäàöèè âíóòðè-
êëåòî÷íûõ êîìïîíåíòîâ (áåëêîâ, íóêëåèíîâûõ êèñëîò,
æèðîâûõ íàêîïëåíèé è îðãàíåëë) ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
âàæíûé ýëåìåíò çàùèòû ïðè îêèñëèòåëüíîì è êàðáî-
íèëüíîì ñòðåññàõ. Ñ åå ïîìîùüþ óäàëÿþòñÿ ïîâðåæäåí-
íûå ìèòîõîíäðèè è ïåðîêñèñîìû, âûñòóïàþùèå ýôôåê-
òèâíûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè èñòî÷íèêàìè ÀÔÊ, à òàêæå
áåëêîâûå è ëèïèäíûå àãðåãàòû, îáðàçîâàíèå êîòîðûõ ÿâ-
ëÿåòñÿ ãëàâíîé ïðè÷èíîé öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ
êàðáîíèëüíûõ ñîåäèíåíèé (Fedorova et al., 2014; Giordano
et al., 2014).

Ñåãîäíÿ èçâåñòíî áîëåå 20 ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíûõ
ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè, ñðåäè êîòîðûõ îñîáîå ìåñòî çà-
íèìàåò Nrf2, ðåãóëèðóþùèé ýêñïðåññèþ ãåíîâ, ñîäåðæà-
ùèõ â ñâîèõ ïðîìîòîðàõ àíòèîêñèäàíò-ðåñïîíñèâíûé
ýëåìåíò ARE. Â êëåòêàõ Nrf2 íàõîäèòñÿ ïîä ïîñòîÿí-
íûì êîíòðîëåì ðåïðåññîðíîãî áåëêà Keap1, ÿâëÿþùåãîñÿ
ñâîåîáðàçíûì ìîëåêóëÿðíûì ñåíñîðîì èçìåíåíèÿ âíóò-
ðèêëåòî÷íîãî ðåäîêñ-áàëàíñà. Ãëàâíûì íàçíà÷åíèåì ðå-
äîêñ-÷óâñòâèòåëüíîé ñèãíàëüíîé ñèñòåìû Keap1/Nrf2/
ARE ÿâëÿåòñÿ ïîääåðæàíèå âíóòðåííåãî ãîìåîñòàçà ïðè
àïîïòîçèíäóöèðóþùèõ, êàíöåðîãåííûõ è ñòðåññîâûõ
âîçäåéñòâèÿõ. ARE êîíòðîëèðóåò ýêñïðåññèþ áîëåå
500 ãåíîâ, ñðåäè êîòîðûõ ìîæíî âûäåëèòü äâå áîëüøèå
ãðóïïû àíòèîêñèäàíòíûõ ôåðìåíòîâ è ôåðìåíòîâ II ôàçû
äåòîêñèêàöèè êñåíîáèîòèêîâ (Òóðïàåâ, 2013). Áèîëîãè÷å-
ñêàÿ âàæíîñòü ñèñòåìû Keap1/Nrf2/ARE, ðåãóëèðóþùåé
âíóòðèêëåòî÷íûé ðåäîêñ-áàëàíñ, îïðåäåëÿåòñÿ òåì, ÷òî
îíà êîíòðîëèðóåò àêòèâíîñòü øèðîêîãî ñïåêòðà ðå-
äîêñ-÷óâñòâèòåëüíûõ ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè, à òàêæå
ìåòàáîëè÷åñêèõ ïðîöåññîâ ñ ó÷àñòèåì ôîñôàòàç è êèíàç;
äîêàçàíî âçàèìíîå óñèëåíèå àêòèâíîñòè Nrf2-îïîñðåäî-
âàííûõ ïðîöåññîâ è àóòîôàãèè, îáóñëîâëåííîå êàê äåãðà-

äàöèåé Keap1 ïðè ó÷àñòèè àäàïòåðíîãî áåëêà àóòîôàãèè
p62/SQSTM (Çåíêîâ è äð., 2017), òàê è íàëè÷èåì ýëåìåí-
òîâ ARE â ïðîìîòîðàõ ìíîãèõ ãåíîâ àóòîôàãèè (Pajares
et al., 2017). Ïîýòîìó â ïîñëåäíèå ãîäû èäåò àêòèâíûé
ïîèñê è èññëåäîâàíèå íîâûõ àêòèâàòîðîâ è èíãèáèòîðîâ
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè Nrf2 è àóòîôàãèè â öåëÿõ
ïðîôèëàêòèêè è òåðàïèè øèðîêîãî ñïåêòðà çàáîëåâàíèé
(Çåíêîâ è äð., 2013; Gazaryan, Thomas, 2016; Chu et al.,
2017).

Ïðàêòè÷åñêîå ïðèìåíåíèå è èññëåäîâàíèå ïðèðîä-
íûõ ôåíîëîâ âî ìíîãîì çàòðóäíåíû èõ ãèäðîôîáíîñòüþ
è ñëîæíîñòüþ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ìîëåêóë. Ðàíåå
íàìè âûïîëíåí öèêë ðàáîò, â êîòîðûõ óäàëîñü óñòàíî-
âèòü âçàèìîñâÿçü ìåæäó ñòðîåíèåì ñòðóêòóðíî ñâÿçàííî-
ãî ðÿäà îðèãèíàëüíûõ ãèäðîôèëüíûõ ìîíîôåíîëîâ è èõ
àíòèîêñèäàíòíîé è áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ â ñèñòå-
ìàõ in vitro è in vivo, ïîêàçàíà ñïîñîáíîñòü âåùåñòâ íå
òîëüêî ïðÿìî èíãèáèðîâàòü ñâîáîäíîðàäèêàëüíûå îêèñ-
ëèòåëüíûå ïðîöåññû ñ ó÷àñòèåì ÀÔÊ, íî è ïîäàâëÿòü
ðàçâèòèå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà îïîñðåäîâàííî ÷åðåç
àêòèâàöèþ âíóòðèêëåòî÷íûõ çàùèòíûõ ñèñòåì.

Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ — èçó÷åíèå çàâèñè-
ìîñòè ìåæäó ñòðóêòóðîé íîâûõ ñèíòåòè÷åñêèõ ìîíîôå-
íîëüíûõ àíòèîêñèäàíòîâ è èõ ñïîñîáíîñòüþ âëèÿòü íà
àêòèâíîñòü àóòîôàãèè è Nrf2-îïîñðåäîâàííûõ ïðîöåññîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ñèíòåçèðîâàíû ïÿòü îðèãèíàëüíûõ ãèäðîôèëüíûõ
ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé ñòðóêòóðíî âçàèìîñâÿçàííîãî
ðÿäà: 3-(3R-òðåò-áóòèë-4R-ãèäðîêñèôåíèë)ýòèëòèîñóëü-
ôîíàò íàòðèÿ (ÒÑ-12), 3-(3R-òðåò-áóòèë-4R-ãèäðîêñèôå-
íèë)ïðîïèëòèîñóëüôîíàò íàòðèÿ (ÒÑ-13), 3-(3R,5R-äè-
òðåò-áóòèë-4R-ãèäðîêñèôåíèë)ïðîïèëòèîñóëüôîíàò íà-
òðèÿ (ÒÑ-17), 3-(3R-òðåò-áóòèë-4R-ãèäðîêñèôåíèë)ïðî-
ïèëñåëåíîñóëüôîíàò íàòðèÿ (ÑåÑ-13) è 3-(3R-òðåò-áó-
òèë-4R-ãèäðîêñèôåíèë)ïðîïèëñóëüôîíàò íàòðèÿ (Ñ-13),
ñòðóêòóðíûå ôîðìóëû êîòîðûõ ïîêàçàíû íà ðèñ. 1. Ñîå-
äèíåíèÿ ïîëó÷àëè èç 2,6-äè-òðåò-áóòèëôåíîëà ïî ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè ïðåâðàùåíèé, îïèñàííîé ðàíåå (Îëåéíèê
è äð., 2007; Ãàéíóòäèíîâ è äð., 2018), èõ ñòðîåíèå ïîä-
òâåðæäàëè äàííûìè ýëåìåíòíîãî àíàëèçà, ßÌÐ-, ÈÊ- è
ÓÔ-ñïåêòðîñêîïèè.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êëåòêè àäåíîêàðöèíîìû ìî-
ëî÷íîé æåëåçû ÷åëîâåêà MCF-7, êîòîðûå êóëüòèâèðîâà-
ëè â ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % ôåòàëüíîé áû÷üåé
ñûâîðîòêè (FBS), 1 % ïåíèöèëëèíà è 1 % ñòðåïòîìèöèíà,
1 % ãëóòàìèíà. Ïîñëå äîñòèæåíèÿ êóëüòóðîé 90%-íîé
êîíôëþýíòíîñòè êëåòêè ñíèìàëè ïèïåòèðîâàíèåì è ïàñ-
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Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðíûå ôîðìóëû èñïîëüçîâàííûõ ñèíòåòè÷åñêèõ ìîíîôåíîëîâ.

Îáúÿñíåíèÿ ñì. â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà».



ñèðîâàëè â êîëè÷åñòâå 25�103 íà ëóíêó ñòåðèëüíîãî òîí-
êîäîííîãî ïëàíøåòà. Ýêñïåðèìåíòàëüíîå ôàðìàêîëîãè-
÷åñêîå âîçäåéñòâèå íà êëåòêè îñóùåñòâëÿëè ÷åðåç 24 ÷
ïîñëå ðåêóëüòèâèðîâàíèÿ. Òåñòèðóåìîå ñîåäèíåíèå ðàç-
âîäèëè â ïðåäâàðèòåëüíî ðàçîãðåòîé ñòåðèëüíîé äåèîíè-
çèðîâàííîé âîäå êà÷åñòâà miliQ, òàê ÷òîáû êàæäàÿ àëèê-
âîòà ÿâëÿëàñü 200-êðàòíûì ñòîêîâûì ðàñòâîðîì äëÿ êàæ-
äîé èññëåäóåìîé êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòà. Àëèêâîòû
äîáàâëÿëè â êóëüòóðàëüíûå ñðåäû â îòäåëüíûõ ïðîáèð-
êàõ íà 5 ìèí ïðè 37 °C, ïîñëå ÷åãî ïîëó÷åííûìè ðàñòâî-
ðàìè çàìåíÿëè êóëüòóðàëüíûå ñðåäû êëåòîê, ïîäãîòîâ-
ëåííûõ äëÿ ýêñïåðèìåíòà, è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå
24 ÷. Äëÿ ñðàâíåíèÿ âûðàæåííîñòè îáðàçîâàíèÿ àóòîôà-
ãîñîì è ñêîðîñòè èõ ëèçîñîìàëüíîé äåãðàäàöèè êàæäóþ
ýêñïåðèìåíòàëüíóþ òî÷êó äóáëèðîâàëè ýêñïåðèìåíòîì, â
êîòîðîì â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ÷åðåç 23 ÷ ïîñëå äîáàâëå-
íèÿ òåñòèðóåìîãî ñîåäèíåíèÿ ââîäèëè 60 ìêÌ õëîðîõèíà
(áëîêàòîð ñëèÿíèÿ àóòîôàãîñîì è ëèçîñîì; C6628, Sigma,
ÑØÀ) è êóëüòèâèðîâàëè åùå â òå÷åíèå 1 ÷.

×åðåç 24 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ òåñòèðóåìûõ ñîåäèíåíèé
ñðåäó óäàëÿëè, êëåòêè ôèêñèðîâàëè â 10%-íîì ôîðìàëè-
íå, ïåðìåàáèëèçèðîâàëè â 0.15%-íîì ðàñòâîðå òðèòîíà
Õ-100, ïîñëå ÷åãî ïîêðûâàëè 200 ìêë áëîêèðóþùåãî ðàñ-
òâîðà (PBS, ñîäåðæàùèé 5 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî
àëüáóìèíà è 0.05 % Òðèòîíà X-100) è èíêóáèðîâàëè â
øåéêåð-òåðìîñòàòå (40 ìèí, 37 °C). Äàëåå áëîêèðóþùèé
ðàñòâîð ìåíÿëè íà àíàëîãè÷íûé (íî áåç ñûâîðîòêè), ñî-
äåðæàùèé àíòèòåëà êðîëèêà ïðîòèâ áåëêà LC3B ìëåêî-
ïèòàþùèõ (L10382, Invitrogen, ÑØÀ), è ïðîâîäèëè ãèá-
ðèäèçàöèþ (60 ìèí, 37 °C). Ïîñëå òðåõêðàòíîé 5-ìèíóò-
íîé îòìûâêè áåññûâîðîòî÷íûì áëîêèðóþùèì ðàñòâîðîì
âûïîëíÿëè ãèáðèäèçàöèþ ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ êðîëè÷ü-
èõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ôëóîðîõðîìîì Alexa

Fluor 488 (Abcam, ÑØÀ) (30 ìèí, 37 °C), çàòåì PBS óäà-
ëÿëè êîðîòêèì ïðîìûâàíèåì äåèîíèçèðîâàííîé âîäîé è
çàêëþ÷àëè êëåòêè â ìîíòèðóþùóþ ñðåäó FluoroShield,
ñîäåðæàùóþ èíòåðêàëèðóþùèé êðàñèòåëü DAPI äëÿ
îêðàñêè ÿäåð (Abcam, ÑØÀ). Âíóòðèêëåòî÷íóþ ëîêàëè-
çàöèþ LC3B èññëåäîâàëè íà ëàçåðíîì ñêàíèðóþùåì êîí-
ôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå LSM 710 (Zeiss AG, ÔÐÃ), èñ-
ïîëüçóÿ îáúåêòèâ Plan-Apochromat 63�/1.4.

Èçîáðàæåíèÿ àíàëèçèðîâàëè è îáðàáàòûâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû CellProfiler (http://cellprofiler.org). Äëÿ
êîìïüþòåðíîãî àíàëèçà ñåãìåíòèðîâàëè ÿäðà êëåòîê ïî
ìàðêåðó DAPI (ðèñ. 2, I, à), çàòåì äëÿ âûäåëåíèÿ êëåòîê
ñåãìåíòèðîâàëè ñóììàðíûé ñèãíàë îò LC3B (èçîáðàæå-
íèÿ ñîîòâåòñòâóþùåãî êàíàëà ôëóîðåñöåíöèè òðàíñôîð-
ìèðîâàëè ãàóññîâûì ôèëüòðîì), àññîöèèðîâàííîãî ñ
êàæäûì ÿäðîì (ðèñ. 2, I, á), ïîñëå ÷åãî ðàçäåëÿëè êàæ-
äûé îáúåêò íà öèòîïëàçìàòè÷åñêèé è ÿäåðíûé êîìïàðò-
ìåíòû (ðèñ. 2, I, â) è íàêëàäûâàëè ïîëó÷åííûå êîíòóðû
öèòîïëàçìû íà èñõîäíîå èçîáðàæåíèå ñ öåëüþ ñåãìåíòè-
ðîâàíèÿ âåçèêóë è èõ àññîöèàöèè ñ öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèìè êîìïàðòìåíòàìè (ðèñ. 2, I, ã ), äëÿ êîòîðûõ ñî-
áèðàëè äàííûå î ñóììàðíîé è ñðåäíåé èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè ôëóîðîõðîìà, îòðàæàþùåé êîëè÷åñòâî
áåëêà LC3B.

Íàëè÷èå ó ñèíòåçèðîâàííûõ ñîåäèíåíèé ñïîñîáíîñòè
àêòèâèðîâàòü ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíóþ ñèãíàëüíóþ ñèñòå-
ìó Keap1/Nrf2/ARE îïðåäåëÿëè ïî èõ âëèÿíèþ íà òðàíñ-
ëîêàöèþ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Nrf2 â ÿäðî (Çåíêîâ
è äð., 2017). Äëÿ ýòèõ èññëåäîâàíèé âûáðàíû ñîåäèíåíèÿ
ÒÑ-13 è ÑåÑ-13 êàê ïðîÿâèâøèå ñîîòâåòñòâåííî ìèíè-
ìàëüíóþ è ìàêñèìàëüíóþ òîêñè÷íîñòü â îòíîøåíèè îïó-
õîëåâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà (Ãàéíóòäèíîâ è äð., 2018).
Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê MCF-7, èíêóáèðîâàíèå ñ òåñòè-

1010 Å. Á. Ìåíüùèêîâà è äð.

Ðèñ. 2. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñåãìåíòèðîâàíèÿ êëåòîê ïðè èññëåäîâàíèè àóòîôàãèè (I) è ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî ñîîòíîøå-
íèÿ Nrf2 (II).

a — ñåãìåíòèðîâàíèå ÿäåð; á — ñåãìåíòèðîâàíèå öèòîïëàçìû âîêðóã ÿäåð; â — ôîðìèðîâàíèå îáëàñòåé öèòîïëàçìû; ã — èäåíòèôèêàöèÿ âåçèêóë
âíóòðè îáëàñòåé öèòîïëàçìû (I) èëè íàëîæåíèå êîíòóðîâ öèòîïëàçìû íà èñõîäíîå èçîáðàæåíèå (II). Ïñåâäîöâåòà íà ôðàãìåíòàõ (à—â) ïðèñâîåíû

äëÿ óäîáñòâà âîñïðèÿòèÿ îòäåëüíûõ êëåòîê.



ðóåìûìè ñîåäèíåíèÿìè è ïîäãîòîâêó ïðåïàðàòîâ ïðîâî-
äèëè â óñëîâèÿõ, àíàëîãè÷íûõ îïèñàííûì âûøå; èñïîëü-
çîâàëè äâà âðåìåíí*ûõ èíòåðâàëà — 4 è 24 ÷. Ãèáðèäèçà-
öèþ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè êðîëèêà ê Nrf2 (ab31163,
Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ) ïðîèçâîäèëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè
37 °Ñ, çàòåì êëåòêè 3 ðàçà îòìûâàëè, âûïîëíÿëè ãèáðèäè-
çàöèþ ñî âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ
ôëóîðîõðîìîì Alexa Fluor 488 (30 ìèí, 37 °Ñ), è ïîñëå
îòìûâêè çàêëþ÷àëè â ìîíòèðóþùóþ ñðåäó Fluoroshield,
ñîäåðæàùóþ êðàñèòåëü DAPI. Âíóòðèêëåòî÷íóþ ëîêàëè-
çàöèþ Nrf2 èññëåäîâàëè íà òîì æå ëàçåðíîì ñêàíèðóþ-
ùåì êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå LSM 710.

Èçîáðàæåíèÿ àíàëèçèðîâàëè è îáðàáàòûâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû CellProfiler îïèñàííûì âûøå ñïîñî-
áîì: äëÿ êîìïüþòåðíîãî àíàëèçà ÿäåðíîé òðàíñëîêàöèè
Nrf2 ñåãìåíòèðîâàëè ÿäðà êëåòîê ïî ìàðêåðó DAPI
(ðèñ. 2, II, à), çàòåì äëÿ âûäåëåíèÿ êëåòîê ñåãìåíòèðîâàëè
ñèãíàë îò Nrf2, àññîöèèðîâàííîãî ñ êàæäûì ÿäðîì
(ðèñ. 2, II, á), ïîñëå ÷åãî ðàçäåëÿëè êàæäûé ñåãìåíòèðî-
âàííûé îáúåêò íà öèòîïëàçìàòè÷åñêèé è ÿäåðíûé êîì-
ïàðòìåíòû (ðèñ. 2, II, â) è íàêëàäûâàëè ïîëó÷åííûå êîí-
òóðû íà èñõîäíîå èçîáðàæåíèå (ðèñ. 2, II, ã). Äëÿ êàæäîãî
êîìïàðòìåíòà ñîáèðàëè äàííûå î ñóììàðíîé è ñðåäíåé
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè Alexa Fluor 488, îòðàæàþ-
ùåé êîëè÷åñòâî áåëêà Nrf2. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà âñå
ñåãìåíòèðîâàííûå êëåòêè êàæäîé ãðóïïû îáúåäèíÿëè â
îäíó êëåòî÷íóþ ïîïóëÿöèþ, ïîñëå ÷åãî èññëåäîâàëè ðàñ-
ïðåäåëåíèå çíà÷åíèé ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî ñîîò-
íîøåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè è èíòåíñèâíîñòåé ôëóîðåñöåí-
öèè â ÿäðå è öèòîïëàçìå.

Êîëè÷åñòâåííûå äàííûå íà ïðåäâàðèòåëüíîì ýòàïå
ñòàòèñòè÷åñêîãî àíàëèçà îöåíèâàëè íà íîðìàëüíîñòü ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ ïî êðèòåðèþ Øàïèðî-Óèëêà. Íåïðåðûâíûå
ïåðåìåííûå ïðåäñòàâëåíû ïðè íîðìàëüíîì ðàñïðåäåëå-
íèè â âèäå ñðåäíåãî àðèôìåòè÷åñêîãî è ñðåäíåêâàäðàòè-
÷åñêîãî îòêëîíåíèÿ, ïðè ðàñïðåäåëåíèè, îòëè÷íîì îò
íîðìàëüíîãî, — â âèäå ìåäèàíû è ìåæêâàðòèëüíûõ èí-
òåðâàëîâ. Äëÿ îöåíêè ðàçëè÷èé êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ
èñïîëüçîâàëè êðèòåðèè Ìàííà—Óèòíè è Äàííà. Êðèòè-
÷åñêèé óðîâåíü çíà÷èìîñòè íóëåâîé ñòàòèñòè÷åñêîé ãè-
ïîòåçû (Ð) ïðèíèìàëè ðàâíûì 0.05.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Êàê ñêàçàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà», âûðà-
æåííîñòü àóòîôàãèè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ âèçóàëèçàöèè
àóòîôàãîñîì, âíóòðèêëåòî÷íûõ âåçèêóë, ïîçèòèâíûõ ïî
ìàðêåðó LC3B. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â êëåòêàõ MCF-7 â
íîðìå íàáëþäàåòñÿ îïðåäåëåííîå êîëè÷åñòâî âåçèêóëÿð-
íûõ ñòðóêòóð ðàçëè÷íîé èíòåíñèâíîñòè è ðàçìåðîâ. Ïî-
ñêîëüêó ðàçìåð áîëüøèíñòâà àóòîôàãîñîì â äåéñòâèòåëü-
íîñòè íèæå ïðåäåëà ðàçðåøàþùåé ñïîñîáíîñòè îïòè÷å-
ñêîãî ìèêðîñêîïà (çà èñêëþ÷åíèåì ñèñòåì êëàññà
SuperResolution), åäèíñòâåííûì îáúåêòèâíûì êðèòåðèåì
âûäåëåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî îáúåêòà â êà÷åñòâå àóòîôà-
ãîñîìû ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðèñòèêà èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíòíîãî ñèãíàëà îò âåçèêóëû.

Äëÿ âñåõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ òî÷åê áûëî ïðîâåäåíî
èññëåäîâàíèå ñ õëîðîõèíîì è áåç íåãî. Çîëîòûì ñòàíäàð-
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ìîíîôåíîëîâ íà ñîäåðæàíèå LC3B-ïîçèòèâíûõ àóòîôàãîñîìíûõ âåçèêóë (à) è âåëè÷èíó êîýôôèöèåíòà kCQ (á)
â êëåòêàõ MCF-7 â êîíòðîëå è â ïðèñóòñòâèè õëîðîõèíà (1 ÷).

Ïðåäñòàâëåíû ìåäèàíû çíà÷åíèé è èíòåðêâàðòèëüíûå ðàçìàõè; çâåçäî÷êîé ïîêàçàíà äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èé îò ñîîòâåòñòâóþùåãî êîíòðîëÿ
(P < 0.05).



òîì ïðè îïðåäåëåíèè àêòèâíîñòè àóòîôàãèè ñëóæèò ðåãè-
ñòðàöèÿ àóòîôàãè÷åñêîãî ïîòîêà (autophagic flux): â õîäå
íåïðåðûâíîãî ïðîöåññà LC3B-ïîçèòèâíûå àóòîôàãîñîìû
ïîñòîÿííî äåãðàäèðóþò â ëèçîñîìàõ, à äîáàâëåíèå õëîðî-
õèíà áëîêèðóåò àóòîôàãîñîìíî-ëèçîñîìíîå ñëèÿíèå, è

íàáëþäàåìîå ïðè ýòîì êîëè÷åñòâî àóòîôàãîñîì îòðàæàåò
èíòåíñèâíîñòü èõ ôîðìèðîâàíèÿ. Ñîîòíîøåíèå êîëè÷å-
ñòâà àóòîôàãîñîì â ãðóïïàõ ñ õëîðîõèíîì è áåç íåãî (êî-
ýôôèöèåíò kCQ) îòðàæàåò ñïîñîáíîñòü êëåòîê óäàëÿòü
âíîâü ôîðìèðóþùèåñÿ àóòîôàãîñîìû (Klionsky et al.,
2016), ÿâëÿÿñü âàæíûì ïîêàçàòåëåì çàùèòíûõ ñâîéñòâ
àóòîôàãèè.

Â ñèëó âûñîêîé òîêñè÷íîñòè ñåëåíñîäåðæàùåãî àíà-
ëîãà ÷åðåç 24 ÷ èíêóáèðîâàíèÿ ñ ÑåÑ-13 êëåòêè MCF-7
óòðà÷èâàëè ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðèçíàêè àäãåçèîííûõ êëå-
òîê, àíàëèç âíóòðèêëåòî÷íîãî îáðàçîâàíèÿ è ðàñïðåäåëå-
íèÿ àóòîôàãîñîì (LC3B-ïîçèòèâíûõ âåçèêóë) â ýòîé âðå-
ìåíí*îé òî÷êå áûë íåâîçìîæåí, ïîýòîìó äàííûõ ïî ýòîìó
ñîåäèíåíèþ íå ïðåäñòàâëåíî. Äëÿ êîíòðîëüíûõ êëåòîê
íàáëþäàëè õàðàêòåðíîå ðàçëè÷èå êîëè÷åñòâ äåòåêòèðóå-
ìûõ àóòîôàãîñîì ïðè âîçäåéñòâèè õëîðîõèíîì è áåç íåãî
(ðèñ. 3, à). Èññëåäîâàííûå ñîåäèíåíèÿ, çà èñêëþ÷åíèåì
ÒÑ-13, â êîíöåíòðàöèè 5 ìêÌ íåñêîëüêî ñíèæàëè ñêî-
ðîñòü ôîðìèðîâàíèÿ íîâûõ àóòîôàãîñîì (ãðóïïà ñ õëîðî-
õèíîì, ðèñ. 3, à) è òåìïû óäàëåíèÿ îáðàçîâàâøèõñÿ àóòî-
ôàãîñîì (êîýôôèöèåíò kCQ, ðèñ. 3, á), â òî âðåìÿ êàê ïðè
áîëåå âûñîêîé êîíöåíòðàöèè ñîåäèíåíèé (20 ìêÌ) ýòîò
ïîêàçàòåëü íåèçìåííî óâåëè÷èâàëñÿ, ñðàâíèâàÿñü ñ êîíò-
ðîëåì (â ñëó÷àå ñ ÒÑ-12) ëèáî ïðåâûøàÿ åãî (ÒÑ-13 è
Ñ-13); äëÿ ñîåäèíåíèÿ ÒÑ-17 (ïîëíîñòüþ ýêðàíèðîâàííî-
ãî ìîíîôåíîëà) îòìå÷àþòñÿ íèçêèå ïîêàçàòåëè óäàëåíèÿ
àóòîôàãîñîì, ÷òî îòðàæàåòñÿ â óìåíüøåíèè êîýôôèöèåí-
òà kCQ.

Ïðè èññëåäîâàíèè âëèÿíèÿ ìîíîôåíîëîâ íà àê-
òèâíîñòü Nrf2-çàâèñèìîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè îáíàðóæåíî,
÷òî ÷åðåç 4 ÷ èíêóáèðîâàíèÿ ÑåÑ-13 ñïîñîáñòâîâàë âûðà-
æåííîìó äîçîçàâèñèìîìó óâåëè÷åíèþ ñîäåðæàíèÿ Nrf2
â ÿäðå êëåòîê MCF-7 (ðèñ. 4, à), â êîíöåíòðàöèè
100 ìêÌ — çà ñ÷åò ïîâûøåíèÿ ÿäåðíîé òðàíñëîêàöèè
òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà (ðèñ. 4, á). Êàê óïîìÿíóòî
âûøå, ÷åðåç 24 ÷ äåéñòâèÿ ÑåÑ-13 êëåòêè MCF-7 óòðà÷è-
âàëè ìîðôîëîãè÷åñêèå ïðèçíàêè àäãåçèîííûõ êëåòîê, äå-
ëàÿ íåâîçìîæíûì àíàëèç âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ
è ðàñïðåäåëåíèÿ â íèõ Nrf2; ñ òîêñè÷íîñòüþ æå, âåðîÿò-
íî, ñâÿçàíà è ñïîñîáíîñòü ñîåäèíåíèÿ èíäóöèðîâàòü ãî-
ìåîñòàòè÷åñêóþ ñèñòåìó Keap1/Nrf2/ARE. Ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè êëåòîê â ïðèñóòñòâèè ÒÑ-13 ñóììàðíûé àíàëèç
êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ïîêàçàë, ÷òî ìîíîôåíîë âíà÷àëå
óìåíüøàë ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîå (ßÖ) ñîîòíîøå-
íèå, íå âëèÿÿ íà êîíöåíòðàöèþ Nrf2 â ÿäðå (4 ÷), à çàòåì

1012 Å. Á. Ìåíüùèêîâà è äð.

Ðèñ. 4. Ñîäåðæàíèå Nrf2 â ÿäðå (à) è ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêîå (ßÖ) ñîîòíîøåíèå ñîäåðæàíèÿ Nrf2 â êëåòêàõ MCF-7 (á)
÷åðåç 4 è 24 ÷ äåéñòâèÿ ìîíîôåíîëîâ ÒÑ-13 è ÑåÑ-13 â êîí-

öåíòðàöèÿõ 5, 20 è 100 ìêÌ.

Ïîêàçàíû ñðåäíèå è ñðåäíåêâàäðàòè÷íûå îòêëîíåíèÿ, à òàêæå äîñòîâåð-
íîñòü îòëè÷èé îò âåëè÷èí êîíòðîëÿ (çâåçäî÷êà) è ïðåäûäóùåãî ñðîêà
èíêóáèðîâàíèÿ (ðåøåòêà) (P < 0.05). ×åðåç 24 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ
ÑåÑ-13 àíàëèç âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ è ðàñïðåäåëåíèÿ Nrf2 â

êëåòêàõ MCF-7 íåâîçìîæåí (ñì. òåêñò).

Ðèñ. 5. Ïðèìåðû ãèñòîãðàìì ðàñïðåäåëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ñóììàðíîé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè (à, á) è åå ñðåäíèõ çíà÷åíèé ïî îò-
äåëüíûì ïîëÿì çðåíèÿ (â, ã) â çàâèñèìîñòè îò ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî (ßÖ) ñîîòíîøåíèÿ ñîäåðæàíèÿ Nrf2 â êëåòêàõ MCF-7
â êîíòðîëå (1) è ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ïðèñóòñòâèè ìîíîôåíîëîâ ÒÑ-13 (2) è ÑåÑ-13 (3) â êîíöåíòðàöèè 20 ìêÌ â òå÷åíèå ðàç-

íîãî âðåìåíè.



(24 ÷) óâåëè÷èâàë êàê ñîäåðæàíèå Nrf2 â ÿäðå, òàê è åãî
ßÖ-îòíîøåíèå (ðèñ. 4). Èíòåðåñíîé îñîáåííîñòüþ ïîëó-
÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ, âûÿâëåííûõ â ðåçóëüòàòå àíàëèçà,
ÿâëÿåòñÿ ðàçëè÷èå ãèñòîãðàìì ðàñïðåäåëåíèÿ ôëóîðåñ-
öåíöèè ñóììàðíîé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè (ðèñ. 5, à, á) è
ãèñòîãðàìì ðàñïðåäåëåíèÿ ñðåäíèõ çíà÷åíèé ôëóîðåñ-
öåíöèè ïî îòäåëüíûì ïîëÿì çðåíèÿ (ðèñ. 5, â, ã): â ïåðâîì
ñëó÷àå ðàñïðåäåëåíèÿ áîëåå êîíñîëèäèðîâàíû, ÷åì âî
âòîðîì, êîãäà ñòàíîâèòñÿ î÷åâèäíîé ðàçíèöà ìåæäó êëåò-
êàìè ïî âåëè÷èíå ßÖ-îòíîøåíèÿ ñîäåðæàíèÿ Nrf2: òàê,
ïðè èíêóáèðîâàíèè êëåòîê â ïðèñóòñòâèè 20 ìêÌ ÒÑ-13
îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîé ïóë êëåòîê îòâå÷àåò ðåçêèì
óâåëè÷åíèåì (áîëåå ÷åì â 3 ðàçà) âåëè÷èíû ïîêàçàòåëÿ, â
òî âðåìÿ êàê ñóììèðîâàíèå è óñðåäíåíèå äàííûõ ñâèäå-
òåëüñòâóþò î åãî êàæóùåìñÿ óìåíüøåíèè, êàê óêàçàíî
âûøå.

Ïðîòèâîîïóõîëåâûé ýôôåêò âûÿâëåí ó ìíîãèõ ðàñòè-
òåëüíûõ ôåíîëîâ, ïðè ýòîì îòìå÷àåòñÿ ìíîæåñòâåííîñòü
ìåõàíèçìîâ èõ äåéñòâèÿ. Ðîëü àóòîôàãèè â êàíöåðîãåíåçå
è òåðàïèè ðàêà ñëîæíà è çàâèñèò îò ñòàäèè ïðîöåññà,
óñëîâèé ìèêðîîêðóæåíèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê è ñöåíàðèÿ
ëå÷åíèÿ. Ñ îäíîé ñòîðîíû, íåîáðàòèìîå ñàìîðàçðóøåíèå,
âûçâàííîå ìàññèâíîé àóòîôàãèåé, ïðèâîäèò ê ãèáåëè êëå-
òîê çëîêà÷åñòâåííîãî íîâîîáðàçîâàíèÿ (Klimaszew-
ska-Wisniewska et al., 2016). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, èíãè-
áèðîâàíèå àóòîôàãèè êàê ïðåäîõðàíèòåëüíîãî ìåõàíèçìà
îïóõîëåâûõ êëåòîê ïîçâîëÿåò ïðåîäîëåòü èõ õèìèîðåçè-
ñòåíòíîñòü (Wang et al., 2018). Â ýòîì ïëàíå ïîêàçàòåëü-
íî, ÷òî ÒÑ-17, îáëàäàâøèé íàèáîëüøåé òîêñè÷íîñòüþ (èç
÷åòûðåõ ïðîòåñòèðîâàííûõ íàìè ñîåäèíåíèé) â îòíîøå-
íèè êëåòîê MCF-7, óãíåòàë êàê ñêîðîñòü îáðàçîâàíèÿ, òàê
è òåìïû óäàëåíèÿ àóòîôàãîñîì, îñòàëüíûå ïðåïàðàòû â
êîíöåíòðàöèè 20 ìêÌ óñèëèâàëè àóòîôàãèþ (êîýôôèöè-
åíò kCQ) â ñòåïåíè, ðåöèïðîêíîé èõ òîêñè÷íîñòè (Ãàéíóò-
äèíîâ è äð., 2018). Â ýòîé ñâÿçè ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî ÷åì ñèëüíåå êëåòêà îòâå÷àåò íà ñîåäèíåíèå èíäóê-
öèåé àóòîôàãèè (ìåõàíèçìà ñàìîçàùèòû), òåì ìåíåå âû-
ðàæåí ïðîòèâîîïóõîëåâûé ýôôåêò (Lee et al., 2016). Ýòî
ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî ïàðàäîêñàëüíûì ïðîîêñèäàíò-
íûì ýôôåêòîì èññëåäóåìûõ âåùåñòâ, ÷òî êîñâåííî ïîä-
òâåðæäàåòñÿ îáðàòíîé çàâèñèìîñòüþ ìåæäó èõ àíòèîêñè-
äàíòíîé àêòèâíîñòüþ â áåñêëåòî÷íîé ñèñòåìå è òîêñè÷-
íîñòüþ â îòíîøåíèè êëåòîê MCF-7 (Ãàéíóòäèíîâ è äð.,
2018).

Ê îäíîìó èç êëþ÷åâûõ ìåõàíèçìîâ ïðîòèâîîïóõîëå-
âîãî äåéñòâèÿ ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé îòíîñèòñÿ èõ ñïî-
ñîáíîñòü àêòèâèðîâàòü ñèñòåìó Keap1/Nrf2/ARE (Rajago-
pal et al., 2018). Ñåòè òðàíñêðèïöèîííûõ ïðîãðàìì,
óïðàâëÿåìûõ ôàêòîðîì Nrf2 (ãëàâíûì îáðàçîì àíòèîêñè-
äàíòíûõ è äåòîêñèêàöèîííûõ), ïîçâîëÿþò êëåòêå àäàïòè-
ðîâàòüñÿ è âûæèâàòü â ðàçëè÷íûõ ñòðåññîâûõ óñëîâèÿõ,
÷òî íàðÿäó ñ åãî ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíûì äåéñòâèåì è
âëèÿíèåì íà ôóíêöèîíèðîâàíèå ìèòîõîíäðèé è ïðîìå-
æóòî÷íûé ìåòàáîëèçì ëåæèò â îñíîâå õèìèîïðîôèëàêòè-
÷åñêèõ ýôôåêòîâ Nrf2, ñïîñîáíîñòè ïîäàâëÿòü êàíöåðîãå-
íåç íà ñòàäèè ïðîìîöèè (Dinkova-Kostova et al., 2017).
Â òî æå âðåìÿ êëåòêè óæå ñôîðìèðîâàâøåéñÿ îïóõîëè
ñïîñîáíû ýôôåêòèâíî èñïîëüçîâàòü Nrf2, ñïðàâåäëèâî
íàçûâàåìûé «äâóëèêèì ßíóñîì», äëÿ ñîáñòâåííîé çàùè-
òû, è åãî âûñîêàÿ àêòèâíîñòü â ðàçíûõ îáðàçöàõ çëîêà÷å-
ñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé äàåò ïëîõîé ïðîãíîç òåðàïèè,
êîððåëèðóÿ ñî ñíèæåíèåì ïðîäîëæèòåëüíîñòè æèçíè
áîëüíûõ (Kitamura, Motohashi, 2018). Ìû ñêëîííû ïðåä-
ïîëàãàòü, ÷òî îáíàðóæåííàÿ íàìè èíäóêöèÿ ñèñòåìû Ke-
ap1/Nrf2/ARE â êëåòêàõ MCF-7 â îòâåò íà äâà ïðîòåñòè-

ðîâàííûõ ñèíòåòè÷åñêèõ ìîíîôåíîëà â äàííûõ óñëîâèÿõ
îáóñëîâëåíà íå ñòîëüêî èõ íåïîñðåäñòâåííîé ñïîñîá-
íîñòüþ óâåëè÷èâàòü ñòàáèëüíîñòü òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà Nrf2, ñêîëüêî ñëóæèò ïðîÿâëåíèåì ñàìîçàùèòû
îïóõîëåâûõ êëåòîê â îòâåò íà óìåíüøåíèå ðåäîêñ-áóôåð-
íîé åìêîñòè (Ìàðòèíîâè÷ è äð., 2017), òàê æå êàê è óñè-
ëåíèå àóòîôàãèè (Kapuy et al., 2018).

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ñïîñîáíîñòü
íîâûõ âîäîðàñòâîðèìûõ ìîíîôåíîëüíûõ àíòèîêñèäàí-
òîâ, ðàçëè÷àþùèõñÿ êîëè÷åñòâîì òðåò-áóòèëüíûõ çàìå-
ñòèòåëåé è ñòðîåíèåì ïàðà-àëêèëüíîãî çàìåñòèòåëÿ
ÎÍ-ãðóïïû, óãíåòàòü æèçíåñïîñîáíîñòü îïóõîëåâûõ êëå-
òîê ëèíèè MCF-7 (Ãàéíóòäèíîâ è äð., 2018) ñîïðîâîæäà-
åòñÿ àêòèâàöèåé ñèãíàëüíîé ñèñòåìû àíòèîêñèäàíò-ðåñ-
ïîíñèâíîãî ýëåìåíòà Keap1/Nrf2/ARE è àóòîôàãèè; ýô-
ôåêò çàâèñèò îò ñòðóêòóðû è êîíöåíòðàöèè ñîåäèíåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 16-54-00050 Áåë_à) è ÁÐÔÔÈ (ïðîåêò M16P-022) ñ
èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäîâàíèÿ ÖÊÏ «Ñîâðåìåííûå îï-
òè÷åñêèå ñèñòåìû».
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In order to find new drugs for neoplastic prevention and adjunct to anti-cancer treatment, we have studied
the effect of novel water-soluble structurally related monophenolic compounds on the activity of two most im-
portant mechanisms of maintaining intracellular homeostasis, such as autophagy and the redox-sensitive signal
system Keap1/Nrf2/ARE, in human breast adenocarcinoma cell line MCF-7 has. The investigation was perfor-
med using confocal microscopy. When studying the effect of synthesized compounds on autophagy, a change in
the content of intracellular LC3B-positive vesicles (autophagosomes) was analyzed and the ability of the com-
pounds to activate the Keap1/Nrf2/ARE system was determined by their effect on the translocation factor Nrf2
into the nucleus. The influence of tested substances on the rate of autophagosome biogenesis varied depending
on their structure and concentration. When inhibitor of autophagosome-lysosomal fusion, chloroquine had been
added in culture medium, asymmetrically hindered by tert-butyl-group phenols with thiosulfonate (TS-13) and
sulfonate group in the para-propyl substituent (20 mM) increased the rate of autophagosome elimination in
MCF-7 cells, and the shortening of the para-alkyl substituent by one methylene unit abolished the effect. But
the addition of the second ortho-tert-butyl substituent restored it. Of the two tested compounds, both enhanced
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the translocation of the transcription factor Nrf2 into the nucleus of MCF-7 cells (the key point to activation of
the Keap1/Nrf2/ARE system): phenol asymmetrically hindered by tert-butyl-group and having selensulfonate
group in para-propyl substituent after 4 hours of incubation (5—100 mM), TS-13 — after 24 hours of incubati-
on (5—100 mM). Based on our data earlier provided on the toxicity features of this group of compounds in rela-
tion to MCF-7 cells, we can conclude that they are related to the difference in the effect of substances on autop-
hagy and the activation of the signal system of the antioxidant-responsive element Keap1/Nrf2/ARE.

K e y w o r d s: MCF-7 cell line, Keap1/Nrf2/ARE system, nuclear/cytoplasmic ratio, autophagosome,
LC3B, chloroquine, synthetic monophenols, hindering
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