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Резюме

Понимание роли активированных кислородных метаболитов в формировании эустресса (редокс-баланс) и дис-
тресса (окислительный стресс) ставит перед биомедиками и фармакологами новые задачи в поиске соединений, 
способных не только обладать непосредственным антиоксидантным (антирадикальным) действием, но и вли-
ять на редокс-чувствительные сигнальные пути, в первую очередь систему Keap1/Nrf2/ARE. Цель настоящего 
исследования состояла в изучении влияния синтезированных нами водорастворимых структурно-родственных 
монофенолов на систему Keap1/Nrf2/ARE по воздействию на ключевые элементы ее индукции (активность 
Nrf2-подконтрольных ферментов, состояние системы глутатиона и внутриклеточное перераспределение транс-
крипционного фактора Nrf2). Материал и методы. В экспериментах на клетках линий U937 и J774 прове-
ден сравнительный анализ способности структурно взаимосвязанного ряда пяти оригинальных гидрофильных 
монофенолов, отличающихся количеством трет-бутильных орто-заместителей, длиной пара-алкильного за-
местителя и наличием в нем атома двухвалентной серы или селена (в качестве препарата сравнения использова-
ли феноксан, калиевую соль фенозан-кислоты), индуцировать синтез Nrf2-подконтрольных ферментов II фазы 
детоксикации ксенобиотиков и антиоксидантных ферментов (NAD(P)H:хиноноксидоредуктазы 1 (NQO1), 
глутатион-S-трансфераз (GST), глутатионпероксидаз, глутатионредуктазы; биохимическими спектрофотоме-
трическими методами изучали их активность после 24-часовой инкубации с клетками), а также влиять на со-
стояние системы глутатиона (спектрофотометрия) и транслокацию транскрипционного фактора Nrf2 в ядро 
(иммунофлуоресцентное окрашивание, конфокальная микроскопия) (ключевые моменты активации сигнальной 
системы Keap1/Nrf2/ARE). Результаты и их обсуждение. Установлено, что наиболее эффективным индуктором 
указанных ферментов в клетках U937 среди структурных аналогов является монофенол ТС-13, при этом для ре-
ализации данного эффекта важны строение пара-алкильного заместителя и степень экранирования ОН-группы; 
ТС-13 также эффективно усиливал импорт Nrf2 в ядро клеток J774. NQO1- и GST-индуцирующие способности 
тестируемых соединений тесно взаимосвязаны, что указывает на возможность координированной индукции 
данных ферментов и наличие общей регуляторной системы, обеспечивающей их активацию в ответ на обработ-
ку клеток фенольными антиоксидантами.
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Введение

Активированные кислородные метаболиты 
(прооксиданты) непрерывно генерируются in 
vivo и играют двойную роль – выступают в ка-
честве либо физиологического сигнального мес-
сенджера (эустресс), либо повреждающего фак-

тора (дистресс [1, 2], наиболее часто называемый 
окислительным стрессом [3, 4]). Прооксиданты, 
синтезирующиеся регулируемым и контролируе-
мым образом, избирательно реагируют с биоло-
гическими молекулами, давая начало специфи-
ческим продуктам и дирижируя сигнальными 
каскадами, в то время как их гиперпродукция 
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Abstract

Understanding the role of reactive oxygen and nitrogen species in eustress (redox balance) and distress (oxidative stress) 
development poses new challenges for biomedical scientists and pharmacologists in the search for compounds that 
can not only have a direct antioxidant (antiradical) effect, but also affect redox-sensitive signaling pathways, primarily 
Keap1/Nrf2/ARE system. Aim of the study was to investigate the influence of novel water-soluble structurally related 
monophenols on key elements of Keap1/Nrf2/ARE system induction (activity of Nrf2-driven enzymes, the state of the 
glutathione system, and intracellular redistribution of transcription factor Nrf2). Material and methods. Five original 
hydrophilic structurally related monophenols, differing in the number of tert-butyl ortho-substituents, the length of the 
para-alkyl substituent, and the presence of a divalent sulfur or selenium atom in it were investigated (phenoxane, the 
potassium salt of phenosan acid, was used as a reference compound). Cell lines U937 and J774 were cultured for 24 
h in the presence of tested compounds, and comparative analysis was performed of its ability to induce the synthesis 
of Nrf2-driven enzymes of phase II xenobiotic detoxification pathway and antioxidant enzymes (NAD(P)H: quinone 
oxidoreductase 1 (NQO1), glutathione S-transferases (GST), glutathione peroxidases, glutathione reductase (biochemical 
spectrophotometric methods were used to study their activity), as well as to influence the state of glutathione system 
(spectrophotometry) and translocation of transcription factor Nrf2 into the nucleus (immunofluorescent staining, confocal 
microscopy) (key events of Keap1/Nrf2/ARE signaling system activation). Results and discussion. Monophenol 
TS-13 have found to be the most effective inducer of tested enzymes in U937 cells among the structural analogs, while 
the structure of the para-alkyl substituent and the degree of OH group hindrance are important for the implementation of 
this effect; TS-13 also effectively enhanced Nrf2 import into J774 cell nucleus. The NQO1- and GST-inducing abilities 
of structurally related monophenols are closely interrelated, which indicates the possibility of coordinated induction of 
these enzymes and the presence of a common regulatory system that ensures their activation in response to cell treatment 
with phenolic antioxidants.
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запускает так называемое нерегулируемое окис-
ление липидов, белков и нуклеиновых кислот, 
вносящее весомый вклад в возникновение и про-
грессирование множества патологических про-
цессов и заболеваний, в том числе связанных со 
старением (воспаление, атеросклероз, онколо-
гические и нейродегенеративные заболевания и 
многие другие) [1–3].

Формирование представлений об окисли-
тельном стрессе как универсальном патогенети-
ческом факторе в последние десятилетия значи-
тельно актуализировало исследования в области 
изучения биоантиоксидантных и фармакологи-
ческих свойств фенольных соединений. Несмо-
тря на то что фенольные антиоксиданты широко 
представлены в природе (более 8000 разновид-
ностей [5]), по всему миру ведутся целенаправ-
ленные работы по созданию новых веществ с за-
данными свойствами. К таким свойствам можно 
отнести не только усиление непосредственной 
антиоксидантной и антирадикальной активности, 
но и повышение водорастворимости (большин-
ство природных полифенолов липофильны, что 
существенно ограничивает их биологическую 
доступность и ограничивает фармацевтический 
потенциал [6]), конструирование полифункцио-
нальных, или «гибридных», антиоксидантов ком-
бинированного действия, сочетающих за счет 
внутри- и межмолекулярного синергизма антира-
дикальную и антипероксидную активность, анти-
оксидантную и биологическую эффективность 
(противовоспалительную, антиканцерогенную, 
нейропротекторную и т.д.). 

Разработка таких веществ является одним из 
чрезвычайно перспективных направлений, по-
скольку наличие у инновационных соединений 
непрямой биологической активности позволяет 
им реализовывать свое действие через сигналь-
ные пути, опосредованные NF-κB и LPS/TLR-4 
(провоспалительные каскады), STAT3 и MAP-
киназами, PI3K/Akt/mTOR (аутофагия), рецепто-
рами, сопряженными с G-белком [7]. Наибольший 
интерес в этом ряду представляет редокс-зависи-

мая система антиоксидант-респонсивного эле-
мента Keap1/Nrf2/ARE, во многом определяющая 
трансдукцию сигнала по другим регуляторным 
каскадам [3, 8]. Цель настоящего исследования 
состояла в изучении влияния синтезированных 
нами водорастворимых структурно-родственных 
монофенолов на систему Keap1/Nrf2/ARE на 
основании воздействия на ключевые элементы 
ее индукции (активность Nrf2-подконтрольных 
ферментов, состояние системы глутатиона и вну-
триклеточное перераспределение транскрипци-
онного фактора Nrf2).

Материал и методы

Синтезированы пять оригинальных гидро-
фильных фенольных соединений структурно вза-
имосвязанного ряда: 3-(3′-трет-бутил-4′-гидро- 
ксифенил)этилтиосульфонат натрия (ТС-12), 
3-(3′-трет-бутил-4′-гидроксифенил)пропилтио- 
сульфонат натрия (ТС-13), 3-(3′,5′-ди-трет-
бутил-4′-гидроксифенил)пропилтиосульфонат 
натрия (ТС-17), 3-(3′-трет-бутил-4′-гидрокси-
фенил)пропилселеносульфонат натрия (СеС-13) 
и 3-(3′-трет-бутил-4′-гидроксифенил)пропил-
сульфонат натрия (С-13); в качестве препарата 
сравнения использовали феноксан (калиевую 
соль фенозан-кислоты) (рис. 1). Соединения по-
лучали из 2,6-ди-трет-бутилфенола по последо-
вательности превращений, описанной ранее [9, 
10], их строение подтверждали данными элемент-
ного анализа, ЯМР-, ИК- и УФ-спектроскопии.

В работе использовали моноцито/макрофаго-
подобные клетки гистиоцитарной лимфомы чело-
века U937 и гистиоцитарной саркомы мыши J774, 
полученные из Банка клеточных культур ФГБУН 
Институт цитологии РАН (г. Санкт-Петербург, 
Россия). Клетки культивировали в среде, содер-
жащей 90 % RPMI-1640, 10 % фетальной бычьей 
сыворотки (FBS) (Hyclone, США), 1 % пени-
циллина, 1 % стрептомицина, 1 % глутамина в 
CO2-инкубаторе при 37 °С и 8 % CO2, пересева-
ли каждые 3–4 дня в зависимости от плотности 
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Рис. 1. Строение синтетических монофенолов, использованных в настоящем исследовании
Fig. 1. The structure of the synthesized monophenols used in the study
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клеточного слоя. С исследуемыми соединениями 
в концентрациях 5, 20 и 100 мкМ клетки инкуби-
ровали в течение 24 часов.

Для приготовления лизатов клетки U937 
отмывали фосфатно-солевым буфером (PBS) 
(Invitrogen, США), ресуспендировали в 0,5 мл ли-
зирующего буфера, содержащего 10 мМ Tris-HCl 
и 250 мМ сахарозы (Лаборатория Медиген, Рос-
сия), рН 7,4, после чего озвучивали на льду ультра-
звуковым аппаратом МУЗА 01/22-М Надежда-3 
(Россия), центрифугировали 10 минут на скорости 
13 000 об/мин и отбирали супернатант для изме-
рений. Активность ферментов, содержание белка 
и глутатиона определяли спектрофотометрически 
при 25 °С в 96-луночных плоскодонных планше-
тах для иммунологических измерений на микро-
планшетном анализаторе ELx808 (BioTek, США) 
(NAD(P)H:хиноноксидоредуктаза 1 (NQO1), об-
щий белок, глутатион) или в кварцевых кюветах 
на спектрофотометре SmartspecTM Plus (Bio-Rad 
Laboratories, США) (глутатион-S-трансферазы 
(GST), селен-зависимые глутатионпероксидазы 
(GPx) и глутатионредуктаза (GR)). В качестве 
«пустой» пробы использовали рабочий раствор 
без добавления клеточного лизата. Результаты 
измерений активности ферментов нормировали 
на общее количество белка, содержание которого 
определяли по методу Bradford [11].

Активность NQO1 измеряли по скорости 
реакции NADPH-зависимого двухэлектронно-
го окисления дихлориндофенола [12]. Для этого 
рабочий раствор, содержащий 50 мМ Tris-HCl, 
pH 7,5, 0,08 % Triton X-100 (Лаборатория Меди-
ген, Россия), 0,25 мМ NADPH (Reanal, Венгрия), 
80 мкМ 2,6-дихлориндофенола (Fluka, Швейца-
рия), разливали по 140 мкл в лунки 96-луночного 
планшета, инициировали реакцию добавлением 
10 мкл клеточного лизата и измеряли изменение 
оптической плотности на длине волны 600 нм в 
кинетическом режиме. Реакцию с каждым образ-
цом проводили дважды – в присутствии 60 мкМ 
дикумарола и без него, после чего вычисляли 
чувствительную к дикумаролу способность об-
разцов восстанавливать 2,6-дихлориндофенол. 
Изменение оптической плотности пересчитывали 
в изменение концентрации субстрата, используя 
коэффициент экстинкции 21,0 × 10–3 М–1см–1. 

Активность GST определяли по скорости 
образования конъюгатов глутатиона с 1-хлор-
2,4-динитробензолом [13]. Для этого рабочий 
раствор, содержащий 100 мМ PBS, 1 мМ GSH, 
1 мМ 1-хлор-2,4-динитробензола, разливали в 
кварцевые кюветы по 1400 мкл. Реакцию запус-
кали добавлением к рабочему раствору 100 мкл 
клеточного лизата, после чего на 1 и на 10 ми-
нутах измеряли оптическую плотность на длине 

волны 340 нм. Изменение оптической плотно-
сти пересчитывали в изменение концентрации 
продукта, используя коэффициент экстинкции 
9,6 × 10–3 М–1см–1. 

Активность GPx определяли по скорости 
окисления восстановленного глутатиона (GSH) 
экзогенной Н2О2 в присутствии NADPH [14]. 
В реакционную смесь, содержащую 1 мМ ЭДТА, 
1 мМ NaN3, 10 мМ GSH и 2,4 ЕД/мл GR и 100 мкл 
клеточного лизата, вводили 100 мкл 1,5 мМ 
NADPH и измеряли базовое окисление последне-
го в течение 3 мин при 340 нм, после чего ини-
циировали реакцию добавлением 100 мкл 1,5 мМ 
Н2О2 и измеряли оптическую плотность на длине 
волны 340 нм в течение 3 мин; 1 ЕД активности 
GPx соответствует 1 мкМ окисленного за 1 мин 
NADPH.

Активность GR измеряли по скорости окисле-
ния NADPH, расходующегося на восстановление 
окисленного глутатиона (GSSG) [13]. Для этого 
рабочий раствор, содержащий 50 мМ Tris-HCl, 
0,1 мМ EDTA, 0,14 мМ NADPH, 1 мМ окисленного 
глутатиона, разливали в кюветы по 1400 мкл, ре-
акцию запускали добавлением 100 мкл клеточно-
го лизата, после чего измеряли оптическую плот-
ность на длине 340 нм на 1 и 20 минутах реакции. 
Изменение оптической плотности пересчитывали 
в изменение концентрации субстрата, используя 
коэффициент экстинкции 6,2 × 10–3 М–1см–1. 

Для определения содержания глутатиона кле-
точные лизаты депротеинизировали добавлени-
ем 50%-го водного раствора сульфосалициловой 
кислоты (1 : 1, объем : объем) с последующим 
центрифугированием (10 мин, 13 000 об/мин). 
Суммарное содержание глутатиона (GSH и GSSG) 
определяли по скорости его взаимодействия с 
5,5′-дитиобис-2-нитробензойной кислотой [15]. 
Для этого в лунки 96-луночного планшета к 
150 мл рабочего раствора (100 мМ калиево-фос-
фатный буфер, содержащий 1 мМ ЭДТА, рН 7, 
0,1 мМ 5,5′-дитиобис-2-нитробензойной кислоты 
и 0,44 Ед/мл GR) вносили по 10 мкл клеточно-
го лизата. Реакцию инициировали добавлени-
ем 50 мкл 0,19 мМ раствора NADPH (40 мг/мл) 
и в кинетическом режиме измеряли изменение 
оптической плотности на длине волны 450 нм. 
Калибровочную кривую строили по образцам с 
известной концентрацией GSH. Для определения 
содержания GSSG каждую пробу предваритель-
но инкубировали с 2,5 % 2-винилпиридина для 
необратимой конъюгации GSH и проводили из-
мерение, как описано выше. Концентрацию GSH 
определяли как разность содержания суммарного 
глутатиона и GSSG.

Для иммунофлуоресцентного окрашивания 
антителами к транскрипционному фактору Nrf2 
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клетки линии J774 снимали трипсином и сажали 
на стекла с полилизиновым покрытием в пол-
ную культуральную среду, после распластыва-
ния добавляли раствор исследуемого вещества 
и инкубировали 4 ч. Затем клетки фиксировали 
4%-м формалином в течение 15 мин (эту и все 
последующие стадии приготовления препаратов 
проводили при комнатной температуре) и пер-
меабилизировали 0,15%-м раствором Тритона 
Х-100 в PBS в течение 3 мин, после чего дважды 
отмывали в PBS в течение 5 мин. После инкуба-
ции в блокирующем буфере (0,05 мг/мл бычьего 
сывороточного альбумина (Amresco-Inc., США) в 
PBS) в течение 40 мин препараты инкубировали 
3 ч с кроличьими поликлональными антителами 
к Nrf2 (ab31163, Abcam, Великобритания), после 
чего дважды отмывали в PBS в течение 10 мин. 
Затем препараты инкубировали со вторичными 
антителами к иммуноглобулинам кролика, конъю-
гированными с флуорохромом Texas Red (Abcam, 
США), в течение 1 ч в темноте и после двукрат-
ной десятиминутной отмывки в PBS заключали 
в монтирующую среду Fluoroshield, содержащую 
интеркалирующий краситель DAPI для окраски 
ядер (Abcam, США). Внутриклеточную локали-
зацию Nrf2 исследовали на лазерном сканирую-
щем конфокальном микроскопе LSM 710 (Zeiss, 
Германия).

Количественные данные на предварительном 
этапе статистического анализа оценивали на нор-
мальность распределения по критерию Шапи-
ро – Уилка. Поскольку распределения отличались 
от нормального, переменные представлены на 
рисунках в виде медианы (столбики) и межквар-
тильных интервалов («усы»). Для оценки разли-
чий данных использовали критерии Манна – Уит-
ни и Данна. Связь между признаками определяли 
с помощью корреляционного анализа величиной 
коэффициента корреляции Спирмена (r). Крити-
ческий уровень значимости нулевой статистиче-
ской гипотезы (р) принимали равным 0,05.

Результаты и их обсуждение

Сравнительный анализ способности феноль-
ных антиоксидантов данного структурно взаи-
мосвязанного ряда индуцировать в клетках ми-
елоидной линии U937 синтез ARE-зависимых 
ферментов II фазы детоксикации ксенобиотиков 
и антиоксидантных ферментов был проведен на 
модели индукции суммарной активности GST, 
катализирующих реакции химической модифи-
кации ксенобиотиков с участием GSH (реакции 
конъюгации и нуклеофильного замещения ксено-
биотиков и GSH и восстановление органических 
пероксидов до спиртов с образованием GSSG), и 

NQO1, катализирующей реакции двухэлектрон-
ного восстановления широкого спектра хинонов, 
предотвращая образование высокореактивных 
семихинонов, и функционирующей как эффек-
тивный скэвинджер супероксид-радикала [16]. 

С-13 не оказывал значимого влияния на ак-
тивность NQO1 и GST (рис. 2, а; 3, а). ТС-12 не 
влиял на активность NQO1 и существенно повы-
шал активность GST (в бóльшей степени в кон-
центрациях 5 и 100 мкМ, линейная зависимость 
эффекта от дозы: достоверность аппроксимации 
R2 = 0,50, p = 0,0023; коэффициент корреляции 
Спирмена rS = 0,79, p = 0,0003) (рис. 2, б; 3, б). 
ТС-17 значимо увеличивал активность обо-
их ферментов только в концентрации 100 мкМ, 
практически не влияя на их индукцию в более 
низких дозах (рис. 2, в; 3, в), в то же время за-
висимость эффекта от дозы была линейной – для 
NQO1 достоверность аппроксимации R2 = 0,37, 
p = 0,0073; коэффициент корреляции Спирмена 
rS = 0,58, p = 0,0112, для GST достоверность ап-
проксимации R2 = 0,73, p = 0,0000; коэффициент 
корреляции Спирмена rS = 0,39, p = 0,1107. 

Феноксан (рис. 2, г; 3, г) и СеС-13 (рис. 2, д; 
3, д) во всех концентрациях достоверно повы-
шали активность как NQO1, так и GST, однако 
эффект был умеренным. Кроме того, если для 
феноксана зависимость эффекта от дозы была 
однозначно линейной для обоих ферментов (для 
NQO1 достоверность аппроксимации R2 = 0,35, 
p = 0,0103; коэффициент корреляции Спирме-
на rS = 0,71, p = 0,0011, для GST достоверность 
аппроксимации R2 = 0,24, p = 0,0462; коэффици-
ент корреляции Спирмена rS = 0,68, p = 0,0024), 
то для СеС-13 она не была столь очевидной (для 
NQO1 достоверность аппроксимации R2 = 0,25, 
p = 0,0477; коэффициент корреляции Спирме-
на rS = 0,72, p = 0,0018, для GST достоверность 
аппроксимации R2 = 0,13, p = 0,1649; коэффици-
ент корреляции Спирмена rS = 0,57, p = 0,0212). 
Здесь необходимо отметить, что СеС-13 доволь-
но токсичен: при инкубировании в течение 24 ч с 
100 мкМ соединения погибает более 50 % клеток 
U937 [10], что и может объяснять колебания эф-
фекта.

Наибольшим же индуцирующим эффектом 
обладает ТС-13 (рис. 2, е; 3, е), который эффек-
тивно повышал активность NQO1 в концентра-
циях 5 мкМ (увеличение в 2,2 раза по сравне-
нию с контролем), 20 мкМ (в 2,3 раза) и 100 мкМ 
(в 2,6 раза), линейная зависимость эффекта от 
дозы (достоверность аппроксимации R2 = 0,37, 
p = 0,0074; коэффициент корреляции Спирмена 
rS = 0,78, p = 0,0002). Инкубация клеток U937 с 
ТС-13 также приводила к увеличению в них ак-
тивности GST (нелинейная зависимость), при 
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этом интересно, что в данном случае вновь про-
явился обнаруженный нами ранее [17] гормети-
ческий эффект ТС-13 – в более низких концен-
трациях (5 и 20 мкМ) соединение дозозависимо 
ее повышало (соответственно в 1,29 и 1,86 раза), 
в то время как при увеличении дозы до 100 мкМ 
стимулирующий эффект исчезал.

Основополагающим моментом, служащим в 
качестве триггера для индукции системы Keap1/
Nrf2/ARE, является изменение редокс-баланса 
биологической системы в сторону преобладания 
прооксидантов, в том числе развитие окислитель-
ного стресса. Наиболее адекватным показателем 
окислительно-восстановительного равновесия 
служит соотношение восстановленных и окис-

ленных SH-групп в белках, непосредственно за-
висящее от специализированной системы три-
пептида глутатиона, к которой можно отнести 
сам глутатион в окисленной (GSSG) и восста-
новленной (GSH) форме, использующие послед-
ний в качестве кофактора ферменты (GPx, GST) 
и GR, восстанавливающую дисульфидную связь 
окисленного глутатиона до его сульфгидрильной 
формы. 

Обнаружено, что ТС-13 дозозависимо уве-
личивает активность GPx и GR в клетках U937 
(рис. 4). При этом максимальным активирующим 
эффектом на GPx ТС-13 обладает в дозе 100 мкМ 
(рис. 4, а), тогда как в наибольшей степени акти-
вирует GR в дозе 20 мкМ (аналогично влиянию на 

Рис. 2.  Влияние С-13 (а), ТС-12 (б), ТС-17 (в), феноксана (г), СеС-13 (д) и ТС-13 (е) на активность NQO1 
в клетках U937; здесь и на рис. 3–5 звездочкой обозначено статистически значимое (р < 0,05) 
отличие от величины показателя группы контроля 

Fig. 2.  Effect of S-13 (а), TS-12 (б), TS-17 (в), phenoxan (г), SeS-13 (д) and TS-13 (е) on NQO1 activity in U937 
cells; here and in figures 3–5 an asterisk denotes a statistically significant (p <0.05) difference from the 
value of the control group
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GST), увеличивая данный показатель в 1,75 раза 
по сравнению с контролем, а при дальнейшем по-
вышении конечной концентрации происходит ин-
версия эффекта (рис. 4, б). Последний феномен 
можно объяснить уже упоминавшимся явлением 
гормезиса, часто встречающимся у индукторов 
системы Keap1/Nrf2/ARE: их низкие концентра-
ции повышают экспрессию ARE-зависимых ге-
нов, а высокие, напротив, снижают [18]. 

Полученные данные свидетельствуют о нали-
чии у фенольного антиоксиданта ТС-13 способ-
ности увеличивать экспрессию и активность ком-
плекса антиоксидантных ферментов и ферментов 
II фазы детоксикации ксенобиотиков, контроли-
руемых антиоксидант-респонсивным элементом 
на уровне транскрипции соответствующих ге-
нов, что в сочетании с особенностями химиче-

ского строения соединения косвенно подтверж-
дает его принадлежность к индукторам системы 
Keap1/Nrf2/ARE. Для получения дополнитель-
ных доказательств данного предположения на 
основании сведений о поэтапном механизме ак-
тивации Nrf2 нами изучена способность ТС-13 
инициировать ядерную транслокацию молекулы 
Nrf2, являющуюся ключевым моментом актива-
ции системы Keap1/Nrf2/ARE. Установлено, что 
в интактных клетках J774 Nrf2 равномерно ло-
кализован как в цитоплазме, так и в клеточном 
ядре; спустя 4 часа после добавления ТС-13 про-
исходит его перераспределение в ядро. Наиболь-
ший эффект достигался при концентрации ТС-13 
20 мкМ (рис. 5, а), при этом до 50 мкМ он зависел 
от дозы (достоверность аппроксимации R2 = 0,35; 
p = 0,000001; коэффициент корреляции Спирмена 

Рис. 3.  Влияние С-13 (а), ТС-12 (б), ТС-17 (в), феноксана (г), СеС-13 (д) и ТС-13 (е) на общую активность 
GST в клетках U937

Fig. 3.  Effect of S-13 (а), TS-12 (б), TS-17 (в), phenoxan (г), SeS-13 (д) and TS-13 (е) on GST total activity in 
U937 cells
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rS = 0,60, p = 0,000005) (рис. 5, б), а при концен-
трации 100 мкМ транспорт молекулы Nrf2 в ядро 
уменьшался, что может быть связано с эффектом 
гормезиса индуктора, активацией исследуемым 
фенолом конкурирующих сигнальных путей, тор-
мозящих активацию антиоксидант-респонсивно-
го элемента, либо с активацией Nrf2 в данных 
условиях на более ранних сроках, тогда как через 
4 часа после воздействия преобладают уже меха-
низмы инактивации данного сигнального пути.

Таким образом, в настоящей работе показано, 
что водорастворимые фенольные антиоксиданты 
существенно различаются по способности акти-
вировать NQO1 и GST в клетках моноцитарно-
макрофагальной линии U937 в зависимости от 
своей химической структуры. Наибольшим сти-
мулирующим эффектом обладает несимметрич-
но экранированный фенол ТС-13, в то время как 
укорочение пара-алкильного заместителя на одно 

метиленовое звено (соединение ТС-12, рис. 6, а), 
замена в его структуре бивалентного атома серы 
на атом селена (соединение СеС-13, рис. 6, б) 
или удаление (соединение С-13, рис. 6, в), полное 
экранирование фенольной группы (соединение 
ТС-17, рис. 6, г) приводит к частичной (от уме-
ренной до почти полной) потере биологической 
активности.

Эти факты свидетельствуют, что для реали-
зации биологической активности исследуемых 
соединений важно присутствие в структуре па-
ра-алкильного заместителя атома двухвалентной 
серы и степень экранирования ОН-группы; наи-
более выраженной эффективностью обладает ча-
стично экранированный монофенол ТС-13. При 
этом отмечено, что NQO1- и GST-индуцирующие 
способности тестируемых соединений тесно 
взаимосвязаны (рис. 7), что указывает на воз-
можность координированной индукции данных 

Рис. 4.  Влияние ТС-13 на активность GPx (а) и GR (б), внутриклеточное содержание общего глутатиона 
(в) и GSH (г) и соотношение GSH/GSSG (д) в клетках U937

Fig. 4.  Effect of TS-13 on GPx (а) and GR activity (б), on intracellular content of total glutathione (в), GSH (г) 
and on GSH/GSSG ratio (д) in U937 cells
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ферментов и наличие общей регуляторной си-
стемы, обеспечивающей их активацию в ответ на 
обработку клеток фенольными антиоксидантами. 
В то же время, помня о прямой антирадикальной 
активности соединений, нельзя не упомянуть ин-
тересный факт: их способность перехватывать 
радикалы в модельной реакции [10] прямо связа-
на с индукцией NQO1, при исключении из ана-
лиза токсичного для клеток СеС-13 коэффициент 
корреляции Спирмена rS = 0,71 (p = 0,002740).

Наиболее вероятным механизмом активации 
NQO1 и GST фенольными антиоксидантами яв-
ляется усиление экспрессии соответствующих 
генов, так как через сутки в водных растворах 
происходит полный гидролиз большинства ис-
следуемых фенолов, что исключает наличие 
аллостерических эффектов на сами ферменты. 
Поскольку экспрессия этих генов является ARE-
зависимой, а структура соединений отвечает кри-
териям индукторов ARE, можно сделать вывод 
об их возможном активирующем влиянии на сиг-
нальную систему Keap1/Nrf2/ARE. Об этом сви-
детельствуют и другие доказательства способ-
ности данных соединений влиять на ключевые 
элементы активации системы Keap1/Nrf2/ARE: 
повышать экспрессию мРНК гена GSTP1-1 в 
клетках гепатокарциномы человека линии HepG2 
[19], усиливать транслокацию Nrf2 в ядро (пока-

Рис. 5.  Влияние ТС-13 на ядерно-цитоплазматическое соотношение содержания Nrf2 в клетках 
J774: а – медианы значений и разбросы, б – диаграмма рассеяния в диапазоне концентраций 
ТС-13 от 0 до 20 мкМ (здесь и на рис. 6 кружки – отдельные значения, сплошная линия – 
линейная аппроксимация, пунктирная – 95%-й доверительный интервал)

Fig. 5.  Effect of TS-13 on Nrf2 nuclear/cytoplasm ratio in J774 cells: a – medians and spreads, b – scatter 
diagram in the range of TS-13 concentrations from 0 to 20 μM (circles – individual values, solid 
line – linear approximation, dashed line  95% confidence interval)

Рис. 6.  Схематическое изображение зависимо-
сти между структурой соединений и их 
биологической активностью

Fig. 6.  Relationship between compound structure 
and biological activity (scheme)
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занное в настоящем исследовании (см. рис. 5) на 
клетках линии J774 и ранее на клетках аденокар-
циномы молочной железы человека MCF-7 [20]), 
in vivo увеличивать экспрессию мРНК, содержа-
ние белка и активность GSTP1, а также образо-
вание комплексов ядерных белков с олигонуклео-
тидной последовательностью, соответствующей 
ARE (гель-ретардационный анализ) [21]).
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