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ИЗУЧЕНИЕ АНТИОКСИДАНТНОЙ АКТИВНОСТИ 
НОВЫХ ПОТЕНЦИАЛЬНЫХ ИНГИБИТОРОВ JNK 
КИНАЗ

Поиск новых ингибиторов JNK киназ является актуальной проблемой современной фармакологии. 
Ранее показано, что некоторые ингибиторы киназ JNK проявляют антиоксидантную активность. Целью на-
стоящего исследования было изучение антиоксидантной активности группы потенциальных ингибиторов 
JNK. В работе определяли содержание ТБК-реактивных продуктов и диеновых конъюгатов, а состояние фер-
ментативного звена антиоксидантной защиты определяли по активности супероксиддисмутазы (СОД) 
и каталазы. Вещества Х0001, G0002, G0003 снижали содержание ТБК-РП, ДК и активность СОД. При этом 
вещества G0002 и G0003 проявляли активность только в концентрации 100 мкМ, а Х0001 – в обеих концентра-
циях. Наибольшую активность показало вещество Х0001.
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ВВЕДЕНИЕ
С-jun N-концевые киназы (JNK) – подкласс ми-

тоген активируемых протеинкиназ (МАРК), которые 
участвуют в передаче сигналов от клеточной мемб- 
раны к ядру и аппарату генной транскрипции, играют 
ключевую роль в развитии многих заболеваний че-
ловека, в частности, различных видов опухолей, сер-
дечно-сосудистых расстройств, диабета, нейродеге-
неративных заболеваний, нарушений иммунитета [9,   
12]. В настоящее время JNK является важной тера-
певтической мишенью, а поиск новых ингибиторов 
JNK –  актуальной проблемой фармакологии.

Ранее мы исследовали активность ряда потен-
циальных ингибиторов JNK. Было показано, что це-
лый ряд соединений ингибирует активность JNK ки- 
наз, которую стимулировали под действием ацета-
минофена. 

Известно, что в активацию JNK вовлечены раз-
личные факторы и сигнальные пути. Взаимодейст- 
вие факторов роста и некоторых цитокинов приво-
дит к активации МАР-киназных сигнальных путей, 
активирующие JNK [8]. Активация JNK также проис-
ходит под влиянием ряда физических факторов, ко-
торые генерируют образование активных форм кис-
лорода и развитие оксидативного стресса в клетке [10].

Имеются данные о том, что некоторые ингиби-
торы JNK киназ проявляют антиоксидантную актив-

ность. Показано, что JNK в гладкомышечных клетках 
ингибируется в присутствии антиоксидантов [10]. 
Аналог куркумина (2E,6E)-2,6-бис(2-(трифлуорометил) 
бензилиден) циклогексан, антиоксидант, который по-
давляет развитие диабетической кардиомиопатии, 
тормозит образование фосфорилированной формы 
JNK в кардиомиоцитах [15]. Применение антиокси-
дантов приводит к ингибированию JNK в миобластах 
крыс и восстанавливает чувствительность клеток к 
инсулину [14]. В то же время данные об антиокси-
дантной активности исследуемых потенциальных 
ингибиторов JNK отсутствуют.

Поэтому целью настоящей работы было изуче-
ние антиоксидантной активности соединений – по-
тенциальных ингибиторов JNK киназ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Опыты были проведены на белых крысах массой 

180-200 г, которые содержались на стандартном ра-
ционе вивария Национального фармацевтического 
университета. При выполнении экспериментов при-
держивались «Общих этических принципов экспери-
ментов на животных» (Украина, 2001), гармонизиро- 
ванных с «Европейской конвенцией о защите позво-
ночных животных, используемых для эксперименталь-
ных и других научных целей». 

Животных декапитировали под хлоразоло-уре-
тановым наркозом. Печень перфузировали in situ фи-
зиологическим раствором. Печень измельчали на хо- 
лоде и готовили 10 %-ный гомогенат на 50 мM трис-
HCl буфере, содержащем 50 мM NaCl. 
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Исследуемые ингибиторы (Х0001, G0002, G0003,  
G0004, G0005, G0006, G0007) вносили в пробы в кон-
центрации 50 и 100 мкM. В качестве препарата сравне-
ния был использован гарцинол (камбоджинол) (Sig 
ma-Aldrich, США) в концентрации 25 мкM [7]. Суспен-
зии исследуемых веществ готовили с добавлением 
твина-80. Суспензия контрольных клеток содержала 
твин-80 соответствующей концентрации.

Для определения содержания ТБК-реактивных 
продуктов к гомогенату печени добавляли 10 % раст- 
вор трихлоруксусной кислоты и центрифугировали 
при скорости 3000 об/мин. К супернатанту добавляли 
0,75 % раствора ТБК. Пробы инкубировали на про-
тяжении 15 минут на кипящей водяной бане, охлаж-
дали. Оптическую плотность измеряли при длине 
волны 532 нм [1]. 

Уровень кетодиенов определяли по методу, опи-
санному в работе [2]. Активность супероксиддисму-
тазы (СОД, КФ 1.15.1.1) определяли по В. И. Чумакову, 
активность фермента выражали в условных ед./г бел-
ка [6], активность каталазы (КФ 1.11.1.6) – по мето-
ду М. А. Королюка и соавт. [2]. Cодержание белка в 
гомогенате печени определяли по методу Лоури [5].

Статистическую обработку полученных данных 
проводили с использованием программы STATISTICA 
(StatSoft Inc., США, версия 6.0). Значимость межгруп-
повых отличий оценивали по t-критерию Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе уровень развития оксида-

тивного стресса, а также антиоксидантные свойства 
исследуемых соединений оценивали по содержанию  
первичных продуктов ПОЛ – диеновых коньюгатов 
(ДК), а также вторичных – соединений, вступающих 
в реакцию с тиобарбитуровой кислотой (ТБК-РП) [3]. 
Полученные результаты представлены в табл. 1, 2.

Было показано, что при внесении в среду инку-
бации веществ Х0001, G0002, G0003 наблюдалось сни-
жение уровня ТБК-реактивных продуктов (табл. 1). 
Внесение вещества Х0001 в концентрации 50 мкМ в 
среду инкубации гомогената снижало уровень ТБК-РП 
на 21 %, а в концентрации 100 мкМ – на 18 %. Соеди-
нения G0002 и G0003 оказывали действие только в 
концетрации 100 мкМ и снижали уровень ТБК-РП на 
24 % и 18 %, соответственно. Внесение вещества Х0001 
в концентрации 50 мкМ в среду инкубации гомоге-
ната снижало уровень ДК на 26 %, а в концентрации 
100 мкМ – на 29 %. Соединения G0002 и G0003 оказы-
вали действие только в концетрации 100 мкМ и сни-
жали уровень ТБК-РП на 12 % и 26 %, соответственно.  
Полученные данные свидетельствуют о том, что дан-
ные вещества проявляют антиоксидантную актив-
ность. При этом наибольшую активность проявило 
вещество Х0001, тогда как соединения G0002 и G0003 
оказывали эффект только в концентрации 100 мкМ.

Таблица 1

ВЛИяНИЕ ИССЛЕДУЕМЫХ ВЕщЕСТВ 
НА ОБРАЗОВАНИЕ ТБК-РЕАКТИВНЫХ 

ПРОДУКТОВ В ГОМОГЕНАТЕ ПЕЧЕНИ КРЫС 
(нмоль/мг БЕЛКА, M ± m, n = 6)

Условия эксперимента
вещество концентрация

Интакт 0,567 ± 0,013

Х0001
50 мкМ 0,453 ± 0,021*

100 мкМ 0,484 ± 0,019*

G0002
50 мкМ 0,529 ± 0,018

100 мкМ 0,432 ± 0,024*

G0003
50 мкМ 0,499 ± 0,028

100 мкМ 0,467 ± 0,024*

G0004
50 мкМ 0,566 ± 0,019

100 мкМ 0,535 ± 0,022

G0005
50 мкМ 0,544 ± 0,021

100 мкМ 0,552 ± 0,016

G0006
50 мкМ 0,550 ± 0,018

100 мкМ 0,547 ± 0,023

G0007
50 мкМ 0,569 ± 0,018

100 мкМ 0,565 ± 0,014

G0008
50 мкМ 0,497 ± 0,028

100 мкМ 0,570 ± 0,013

Гарцинол
50 мкМ 0,467 ± 0,021*

100 мкМ 0,430 ± 0,019*

Примечание: * – отклонение достоверно относительно 
интакта (р ≤ 0,05).

Таблица 2

ВЛИяНИЕ ИССЛЕДУЕМЫХ ВЕщЕСТВ НА УРОВЕНЬ 
ДИЕНОВЫХ КОНъюГАТОВ В ГОМОГЕНАТЕ 

ПЕЧЕНИ КРЫС (УСЛОВНЫЕ ЕДИНИЦЫ, 
Е232/220, M ± m, n = 6)

Условия эксперимента
вещество концентрация

Интакт 0,340 ± 0,013

Х0001
50 мкМ 0,253 ± 0,021*

100 мкМ 0,244 ± 0,019*

G0002
50 мкМ 0,402 ± 0,024

100 мкМ 0,301 ± 0,018*

G0003
50 мкМ 0,319 ± 0,012

100 мкМ 0,252 ± 0,014*

G0004
50 мкМ 0,355 ± 0,018

100 мкМ 0,372 ± 0,024

G0005
50 мкМ 0,309 ± 0,028

100 мкМ 0,332 ± 0,014

G0006
50 мкМ 0,319 ± 0,018

100 мкМ 0,299 ± 0,027

G0007
50 мкМ 0,319 ± 0,017

100 мкМ 0,345 ± 0,014

G0008
50 мкМ 0,351 ± 0,012

100 мкМ 0,333 ± 0,013

Гарцинол
50 мкМ 0,251 ± 0,015*

100 мкМ 0,233 ± 0,017*

Примечание: * – отклонение достоверно относительно 
интакта (р ≤ 0,05).
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Протекание свободнорадикальных процессов в 
организме уравновешивается активностью эндоген-
ной антиоксидантной системы. Антиоксидантная сис- 
тема защищает клетки, органы и ткани от избытка 
АФК, удаляет или переводит их в менее реакционные 
соединения, поддерживая таким образом баланс между 
продукцией АФК и их утилизацией. В настоящей ра-
боте уровень ферментативного звена антиоксидант-
ной защиты определяли по активности супероксид-
дисмутазы (СОД) и каталазы.

Нами было показано, что внесение веществ Х0001, 
G0002, G0003 в среду инкубации гомогената печени 
влияет на активность СОД (табл. 3). Так, соединение 
Х0001 в концентрации 50 мкМ снижало активность 
фермента на 21 %, а в концентрации 100 мкМ – на 18 % 
(табл. 3). Соединения G0002 и G0003 также снижали 
активность фермента на 23 % и 27 %, соответственно.

Наблюдаемое снижение активности СОД при вне-
сении в среду инкубации гомогената исследуемых сое- 
динений может быть обусловлено тем, что данные ве-
щества проявляют антиоксидантные свойства, свя-
зывая АФК, в т. ч. супероксидный радикал, который 
выступает по отношению к СОД активирующим фак-
тором [8]. Следует отметить, что исследуемые ве-
щества не влияют на активность каталазы в пробах 
(табл. 4). Падение активности ферментов антиокси-
дантной защиты закономерно коррелировало со сни-

жением процессов ПОЛ, о чем свидетельствовало сни- 
жение уровня ТБК-РП и ДК (табл. 1, 2).

ВЫВОДЫ
1. Вещества Х0001, G0002, G0003 снижали содержа-

ние ТБК-РП и ДК в пробах. При этом вещества 
G0002 и G0003 проявляли активность только в 
концентрации 100 мкМ, а Х0001 – в обеих кон-
центрациях. 

2. Вещества Х0001, G0002, G0003 снижали актив-
ность СОД в гомогенате печени. При этом вещества 
G0002 и G0003 проявляли активность только в 
концентрации 100 мкМ, а Х0001 – в обеих кон-
центрациях.

3. Наибольшую активность показало вещество Х0001.
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Таблица 3

ВЛИяНИЕ ИССЛЕДУЕМЫХ ВЕщЕСТВ 
НА АКТИВНОСТЬ СОД В ГОМОГЕНАТЕ ПЕЧЕНИ 

КРЫС (ед./мг БЕЛКА, M ± m, n = 6)
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вещество концентрация
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Таблица 4

ВЛИяНИЕ ИССЛЕДУЕМЫХ ВЕщЕСТВ 
НА АКТИВНОСТЬ КАТАЛАЗЫ В ГОМОГЕНАТЕ 

ПЕЧЕНИ КРЫС (мккат НА 1 мг БЕЛКА,  
M ± m, n = 6)

Условия эксперимента
вещество концентрация

Интакт 7,11 ± 0,72
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Пошук нових інгібіторів JNK киназ є актуальною проблемою сучасної фармакології. Раніше 
показано, що деякі інгібітори кіназ JNK виявляють антиоксидантну активність. Метою цього 
дослідження було вивчення антиоксидантної активності групи потенційних інгібіторів JNK. 
У роботі визначали вміст ТБК-реактивних продуктів і дієнових кон’югатів (ДК), а стан фер-
ментативної ланки антиоксидантного захисту визначали за активністю супероксиддисму-
тази (СОД) і каталази. Речовини Х0001, G0002, G0003 знижували вміст ТБК-РП, ДК і актив-
ність СОД. При цьому речовини G0002 і G0003 проявляли активність тільки в концентрації 
100 мкМ, а Х0001 – в обох концентраціях. Найбільшу активність показала речовина Х0001.
Ключові слова: печінка; JNK; супероксиддисмутаза; каталаза; дієнові кон’югати; ТБК-реак- 
тивні продукти
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STUDY ANTIOXIDANT ACTIVITY OF NEW POTENTIAL INHIBITORS OF JNK KINASES

The search for new inhibitors of JNK kinases is an actual problem of modern pharmacology. Previously 
it was demonstrated that a few of JNK kinases inhibitors exhibit antioxidant activity. The aim of this 
study was to investigate the antioxidant activity of a group of potential inhibitors of JNK. In this pa-
per we determined the TBARS and diene conjugates (DC) content, and the state of the enzymatic 
antioxidant defense level was determined by the activity of superoxide dismutase (SOD) and cata-
lase. Substances X0001, G0002, G0003 reduced TBARS and DC content and SOD activity. G0002 and 
G0003 were effective only at 100 µM, and X0001 at both concentrations. X0001 was the most active 
substance.
Key words: liver; JNK; superoxide dismutase; catalase; diene conjugates; TBARS
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