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Аннотация 
Активаторы аутофагии рассматриваются как перспективные молекулы для лечения онкологических и нейродегенера-

тивных заболеваний. Мы обнаружили шесть новых активаторов аутофагии среди двух классов молекул: производных (2’-де-
зокси)аденозина и аналогов феноксазина. Эти соединения активируют аутофагию по AMPK-зависимому пути и превосходят 
по активности известный модулятор аутофагии — AICAr.

Abstract 
Autophagy inducers are regarded as a promising class of molecules with potential for use in the treatment of cancer and neu-

rodegenerative diseases. A total of six novel autophagy activators have been identified, belonging to two distinct chemical classes: 
2’-deoxyadenosine derivatives and phenoxazine analogues. These compounds activate autophagy by the AMPK-dependent pathway, 
and exhibit greater activity than the known autophagy modulator AICAr.

Аутофагия — один из фундаментальных молекулярных процессов, служащих для удаления поврежденных 
компонентов клетки. В естественных условиях основными стимулами для активации аутофагии служат энер-
гетическое и аминокислотное голодание, запускающие разветвленный каскад регуляции аутофагии, ключевым 
участником которого является AMP-зависимая протеинкиназа (AMPK). 

Нарушение этого процесса приводит к нейродегенеративным заболеваниям [1] и ожирению [2]. Активация 
аутофагии с помощью фармакологических препаратов способствует улучшению состояния при инфаркте миокар-
да, различных видах кардиомиопатии и атеросклерозе [3]. Известным активатором аутофагии по AMPK-зависи-
мому пути является AICAr, однако он вызывает множество побочных эффектов [4]. 

Основная цель нашей работы — поиск новых активаторов аутофагии среди синтезированных химических 
аналогов AICAr и исследование механизма их действия. В данном исследовании мы рассмотрели производные 
(2’-дезокси)аденозина и феноксазиноподобных структур.

Для оценки способности исследуемых соединений активировать аутофагию мы использовали флуорес-
центный клеточный репортерный анализ. В данной репортерной системе RFP (red fluorescent protein) диффузно 
распределен по клеточной цитоплазме, и аутофагия значимо не влияет на уровень его флуоресценции. GFP (green 
fluorescent protein) вместе с LC3 включается в аутофагосомы при активации аутофагии. При слиянии аутофаго-
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сомы и лизосомы снижается pH внутри везикулы, что приводит к уменьшению флуоресцентного сигнала GFP 
в клетке. Таким образом, сравнивая отношение красного и зеленого сигналов в клетках в различных условиях, 
можно сделать вывод об уровне активности аутофагии. Для соединений, обладающих наибольшей активностью, 
полученные результаты были подтверждены с помощью иммуноблоттинга на маркер аутофагии — белок LC3. 
Из каждой группы веществ были выбраны лучшие активаторы аутофагии (см. таблицу).

Структуры лидерных соединений

Производные (2’-дезокси)аденозинов Аналоги феноксазина
oxo-rA oxo-dA SG31 AR493 AR953 AR900

 

Для определения механизма действия лидерных соединений мы проанализировали статус фосфорилирова-
ния основных участников каскада активации аутофагии. Мы показали, что соединения из обоих классов преиму-
щественно активируют AMPK/ULK1-зависимый путь, так как их действие способствовало накоплению фосфо-
рилированных форм (S555 и S317) основного субстрата AMPK — ULK1 (см. рисунок). При этом все соединения, 
кроме AR900, также вызывали значительное увеличение уровня фосфорилирования AMPK.

Помимо этого, производные (2’-дезокси)аденозина (oxo-dA и oxo-rA) вызывали снижение активирующего 
фосфорилирования AKT (T308), а обработка клеток SG31 привела к снижению фосфорилирования ULK (Ser 757) 
и 4E-BP1, что косвенно свидетельствует об ингибировании mTOR — центрального регулятора аутофагии. 

Изучение механизма действия лидерных соединений: а — изучение статуса фосфорилирования 
основных участников каскада активации аутофагии; б — схема предполагаемого механизма 

действия лидерных соединений

а б
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Для проверки специфичности действия молекул на AMPK-зависимый путь мы использовали клеточные 
линии, нокаутные по гену AMPK и его вышестоящего регулятора SIRT1. Инактивация данных генов значительно 
повлияла на активность AR493 и AR953, что подтверждает гипотезу о том, что основной механизм активации 
аутофагии для этих молекул — это AMPK-зависимый путь. 

Таким образом, в ходе исследования мы обнаружили шесть новых активаторов аутофагии, действую-
щих по AMPK-зависимому пути и превосходящих активность ранее описанного соединения AICAr более чем 
в 2 раза [5]. При этом два из выявленных активаторов аутофагии обладают значительной специфичностью дей-
ствия по отношению к AMPK-зависимому пути.
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