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ТИМОХИНОН-ИНДУЦИРОВАННЫЙ АПОПТОЗ  
В КЛЕТКАХ ГЛИОМЫ 

М. С. Дробыш, А. В. Маликова, М. Х. Гарлыева, Н. Г. Крылова, 
Г. Н. Семенкова, О. И. Шадыро 

Тимохинон (2-метил-5-изопропил-1,4-бензохинон, TQ), который яв-
ляется природным компонентом семян черного тмина, проявляет проти-
воопухолевую активность по отношению к различным типам рака in vivo 
и in vitro [1–2]. Показано, что TQ способен индуцировать гибель рако-
вых клеток по механизму апоптоза. Представленные в работах [1–4] дан-
ные демонстрируют, что при действии TQ могут активироваться различ-
ные внутриклеточные пути запуска апоптоза. Выявлено, что TQ подав-
ляет активацию NF-κB, модулирует активность белков семейства 
Bax/Bcl2, приводит к активации каспаз 3, 8 и 9 и белка р53. Кроме того, в 
развитие TQ-индуцированного апоптоза вовлечены продуцируемые 
опухолевыми клетками активные формы кислорода (АФК). В то же вре-
мя, молекулярные механизмы, лежащие в основе редокс-опо-
средованной противоопухолевой активности TQ, остаются до конца не 
выясненными. Целью данной работы было изучение редокс-зависимых 
механизмов TQ-индуцированного апоптоза в клетках глиомы. 

В работе оценивали пролиферативную активность и жизнеспособ-
ность клеток глиомы крысы линии С6 флуоресцентным методом с ис-
пользованием иодида пропидиума (PI). Процент апоптотической гибели 
клеток изучали с использованием аннексина V, меченого FITC, на про-
точном цитофлуориметре. Продукция пероксида водорода и уровень 
восстановленного глутатиона в клетках при действии TQ в различных 
концентрациях оценивали с использованием 2,7-дихлор-дигидро-
флуоресцеин-диацетата (DCF) и монохлоробимана, соответственно. 
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На рисунке 1 представлены результаты измерения пролиферации и 
жизнеспособности клеток глиомы при действии тимохинона (TQ) в раз-
личных концентрациях в течение 24 ч. Видно, что тимохинон оказывает 
цитотоксическое и цитостатическое действие в диапазоне концентраций 
10–100 мкМ с ID50 = 60 мкМ. При повышении концентрации тимохонона 
до 70–100 мкМ регистрировалась гибель всех клеток.  

Известно, что PI проникает только в некротические клетки, но не в 
живые или апоптотические клетки, для которых характерно сохранение 
целостности плазматической мембраны. Из рисунка 1Б видно, что при 
действии тимохинона в концентрации 30 мкМ и выше регистрируется 
увеличение доли некротических клеток: от (15±10) % при действии 30 
мкМ TQ до (49±7) % при концентрации TQ 70 мкМ. Интересно, что при 
действии TQ в концентрации 20 мкМ наблюдается значительное сниже-
ние числа клеток на (26±4) % (рисунок 1А), в то время как жизнеспособ-
ность клеток остается на уровне контрольных значений. Можно предпо-
ложить, что TQ в концентрации 20 мкМ индуцирует преимущественно 
апоптоз клеток глиомы.  

Методом проточной цитофлуориметрии с использованием аннексина-
V было установлено, что тимохинон индуцирует апоптоз в клетках 
глиомы. На рисунке 2 представлены гистограммы распределения клеток 
С6, меченых аннексин V-FITC и PI, в контрольных образцах (А) и инку-
бированных с тимохиноном в концентрации 20 мкМ (Б) и 50 мкМ (В) в 
течение 6 ч. Видно, что в образцах, подвергавшихся воздействию TQ, 
дозозависимо возрастает доля клеток, погибших по пути некроза и апоп-
тоза. Так, в контрольных образцах доля апоптотических клеток состав-
ляет около 7 %, а при действии 20 мкМ и 50 мкМ TQ это значение воз-
растает до 20 и 30 %, сответственно. 
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Рис. 1. Пролиферативная активность (А) и жизнеспособность (Б) клеток глиомы 

при 24 ч воздействии тимохинона в различных концентрациях 
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            (А)                                    (Б)                                   (В) 

 
Рис. 2. Гистограммы распределения клеток С6, меченых аннексин V-FITC и PI,  
в контрольных образцах (А) и инкубированных с тимохиноном в концентрации 

20 мкМ (Б) и 50 мкМ (В) в течение 6 ч 

Известно, что в клетках хиноны могут участвовать в редокс-цикле с 
образованием АФК: хинон восстанавливается по одно- (1е‒ ) или двух-

электронному (2е‒ ) механизму внутриклеточными редуктазами до се-
михинона или хинола, соответственно. Среди редуктаз, способных 
1е‒ восстанавливать хиноны, выделяют НАДФН-цитохром Р450-
редуктазу, НАДН-цитохром b5-редуктазу, НАДН:убихинон оксидоре-
дуктазу и др. [5] Семихиноны в свою очередь передают электроны на 
молекулы кислорода, приводя к образованию супероксидных анион-
радикалов.  

2е‒ -Восстановление осуществляется ДТ-диафоразой. Хинолы обла-
дают высоким окислительно-восстановительным потенциалом и прояв-
ляют антиоксидантную активность, однако, показано, что в зависимости 
от своих физико-химических параметров некоторые хинолы могут под-
вергать автоокислению или участвовать в реакции диспропорциониро-
вания, что приводит к дополнительной генерации АФК.  

С целью установления роли редокс-превращений TQ в процессах ги-
бели клеток С6, нами изучена продукция пероксида водорода при дейст-
вии этого хинона. Нами установлено, что воздействие тимохинона в 
концентрации выше 20 мкМ индуцирует генерацию H2O2 в клетках 
глиомы. На рисунке 3А представлена концентрационные зависимости 
интегральной интенсивности флуоресценции зонда DCF за 10 минут, ко-
торые отражают суммарный выход пероксида водорода в клетках, инку-
бированых с тимохиноном в присутствии или отсутствие дикумарола -
ингибитора ДТ-диафоразы. Видно, что в отсутствие дикумарола зависи-
мость имеет колоколообразный вид: регистрируется дозозависимое по-
вышение продукции H2O2 в диапазоне концентраций TQ от 20 до 70 
мкМ, а при дельнейшем повышении концентрации TQ до 100 мкМ, вы-
ход H2O2 снижается в 1,3 раза относительно максимума. 
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В то же время, ингибирование ДТ-диафоразы дикумаролом приводит 
к подавлению продукции H2O2 при действии 20–50 мкМ TQ и значи-
тельному (в 1,3–1,4 раза) снижению выхода H2O2 при действии 70 мкМ 
TQ. Воздействие дикумарола не влияло на образование H2O2, индуциро-
ванное добавлением TQ в концентрации 100 мкМ. Таким образом, как 
1е‒ - так и 2е‒ -восстановление вносят вклад в TQ-индуцированную про-

дукцию АФК, причем 2е‒ -восстановление имеет определяющую роли 
при действии TQ в низких концентрациях. 

Установлено, что тимохинон в диапазоне концентраций 10–100 мкМ 
дозозависимо снижает концентрацию внутриклеточного восстановлен-
ного глутатиона. Значения уровня GSH в С6 клетках после 30 мин воз-
действия TQ представлены на рисунке 3Б. 50 %-ое снижение концентра-
ции GSH регистрируется уже при 20 мкМ TQ. При действии TQ в кон-
центрации 100 мкМ детектируется полное истощение пула GSH. Из 
сравнения зависимостей выхода H2O2 и уровня GSH (рисунки 3А и 3Б) 
очевидно, что снижение GSH имеет более интенсивный характер. Это 
может быть обусловлено тем, что снижение GSH происходит не только 
за счет продукции АФК, но и при непосредственном присоединении к 
тимохинону с образованием TQ-SG конъюгатов.  
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Рис. 3. Зависимости интегральной интенсивности флуоресценции DCF за 10 мин (А) 

и концентрации GSH (Б) в клетках С6 от концентрации добавленного TQ: 
значения уровня GSH в клетках после 30 мин воздействия TQ [GSH]TQ нормированы 

на концентрацию GSH в контрольном образце [GSH]0 

С целью установления молекулярных механизмов индукции апоптоза 
был проведен ингибиторный анализ ряда редокс-зависимых киназ, уча-
стие которых в редокс-регуляции клеточных функций хорошо известно 
[6]. Выявлено, что в условиях ингибирования ERK1/2, p38 и протеинки-
назы C воздействие 20 мкМ тимохинона, также как и в контрольных об-
разцах без ингибиторов, индуцирует гибель 25–30 % клеток С6. В то же 
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время, на фоне ингибирования фосфатидилинозитол-3-киназы (PI3K) и 
JNK киназы тимохинон не влияет на пролиферацию клеток глиомы. Ме-
тодом проточной цитофлуориметрии с использованием аннексина-V 
было показано, что ингибирование PI3K снижает долю апоптотических 
клеток с 20 до 13 % при воздействии 20 мкМ TQ в течение 6 ч. Таким 
образом, в TQ-индуцированный апоптоз клеток глиомы вовлечен 
PI3K/JNK сигнальный путь.  

На основании полученных данных можно сделать следующий вывод: 
тимохинон, восстановливаясь ДТ-диафоразой до хинола, индуцирует 
образование активных форм кислорода с последующим ингибированием 
PI3K/JNK сигнального пути и развитием апоптоза в клетках глиомы. 
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СТАНДАРТНЫЕ ОБРАЗЦЫ КОЛИЧЕСТВЕННОГО 
СОДЕРЖАНИЯ ЛЕТУЧИХ КОМПОНЕНТОВ 
В СПИРТОСОДЕРЖАЩЕЙ ПРОДУКЦИИ 

А. Л. Корбан, А. А. Махомет 

Поскольку алкогольная продукция является пищевым продуктом, то 
она подлежит обязательному государственному надзору по контролю 
качеством и безопасности. Основным  показателем качества является 
содержание летучих токсичных микропримесей, наличие которых обу-
словлено технологий производства. Эти примеси в заметном количестве 
оказывают на организм человека пагубное воздействие. Государствен-
ному надзору подлежат следующие примеси: простейшие эфиры, спир-


