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Резюме

Одним из перспективных направлений современной фармакологии является разработка «непрямых антиокси-
дантов», способных активировать редокс-чувствительные сигнальные системы, прежде всего систему Keap1/
Nrf2/ARE. К числу ее химических индукторов относится разрабатываемый нами гидрофильный монозамещен-
ный монофенол (3’-трет-бутил-4’-гидроксифенил)пропилтиосульфонат натрия (ТС-13). Целью настоящего 
исследования послужило изучение антипролиферативной активности ТС-13 в отношении опухолевых клеток 
линии BT-474 in vitro и острой пероральной токсичности для мышей in vivo. Материал и методы. Определяли 
зависимость между концентрацией ТС-13 и пролиферативной активностью клеток линии протоковой карцино-
мы молочной железы человека BT-474 в MTT-тесте с вычислением IC50, сравнивали с полученными ранее значе-
ниями для линии MCF-7 и сопоставляли с функциональными свойствами клеток на основе уровня экспрессии 
генов (in silico анализ GSEA). Острую токсичность in vivo исследовали на 50 самках мышей линии C57Bl/6y, 
которым per os с помощью внутрижелудочного зонда вводили раствор ТС-13 в дистиллированной воде в раз-
ных дозах. Сравнивали полученную экспериментально LD50 и предсказанную in silico с помощью веб-сервиса 
GUSAR. Результаты и их обсуждение. Величина IC50 ТС-13 для клеток линии BT-474, вычисленная из урав-
нения экспоненциальной аппроксимации, составила 59,5 мкМ – в 2,2 раза меньше, чем полученная ранее для 
клеток MCF-7. Возможно, это обусловлено функциональными различиями линий BT-474 и MCF-7, о чем свиде-
тельствуют результаты анализа GSEA. Установленная в эксперименте in vivo величина LD50 составила 936 мг/кг 
массы тела мышей, полученное значение удовлетворительно соответствует предсказанной in silico (561 мг/кг), 
хотя в действительности соединение оказалось несколько менее токсичным, чем можно было ожидать исходя 
из его структуры. Заключение. Исследование острой токсичности нового водорастворимого монофенола ТС-13 
позволяет отнести его к 4-му классу опасности по шкале Ходжа – Стернера (слаботоксичные соединения) или к 
3-му классу опасности согласно ГОСТ 12.1.007-76 (вещества умеренно опасные). 

Ключевые слова: острая токсичность, пролиферативная активность, LD50, IC50, ТС-13, мыши, линия BT-
474, сигнальная система Keap1/Nrf2/ARE.
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Abstract

One of the promising areas of modern pharmacology is the development of «indirect antioxidants» capable of 
activating redox-sensitive signaling systems, primarily the Keap1/Nrf2/ARE system. Among its chemical inductors is 
the hydrophilic monosubstituted monophenol (3’-tert-butyl-4’-hydroxyphenyl)sodium propylthiosulfonate (TS-13) in 
development. The aim of the study was to investigate TS-13 antiproliferative activity against tumor cell line BT-474 in 
vitro and acute oral toxicity in mice in vivo. Material and methods. The relationship between TS-13 concentration and 
proliferative activity of human breast ductal carcinoma cell line BT-474 was determined using the MTT test, the IC50 was 
calculated and compared to the previously obtained for MCF-7 line; results were correlated with the functional properties of 
cells based on gene expression (in silico GSEA). In vivo acute toxicity was studied in 50 female C57Bl/6J mice, who received 
a TS-13 solution in distilled water at various doses by intragastric gavage. LD50 obtained experimentally and predicted in silico 
using the GUSAR web service were compared. Results and discussion. TS-13 inhibited the proliferation of BT-474 cells in a 
concentration-dependent manner (exponential approximation, IC50 = 59.5 μM) and was 2.2 times more toxic than for MCF-7 
cells. This may be due to functional differences between the BT-474 and MCF-7 lines, as evidenced by the GSEA results. The 
LD50 value established in the in vivo experiment was 936 mg/kg body weight, the obtained value satisfactorily corresponds 
to the predicted in silico (561 mg/kg), although in reality the compound turned out to be somewhat less toxic than could be 
expected based on its structure. Conclusions. A study of the acute toxicity of the new water-soluble monophenol TC-13 
allows the classification of it as slightly toxic (toxicity rating level 4) according to the Hodge – Sterner scale) or as moderately 
hazardous (hazard class 3) according to GOST 12.1.007-76.

Key words: acute toxicity, proliferative activity, LD50, IC50, TS-13, mice, BT-474 line, Keap1/Nrf2/ARE signaling 
system.
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Введение
Окислительный стресс выступает в каче-

стве этиопатогенетического звена практически 
всех заболеваний и патологических состояний 
[1]. В то же время сложилась на первый взгляд 
парадоксальная ситуация: соединения с непо-
средственной антиоксидантной/антирадикальной 
активностью («прямые антиоксиданты») имеют 
достаточно ограниченную область применения 
в клинике [2]. Главным образом это обусловлено 
отсутствием специфичности их действия, а так-

же, в силу необходимости эффективной страте-
гии защиты, наличием многоуровневой антиокси-
дантной системы – эшелонированной обороны от 
возможного повреждающего действия постоянно 
образующихся в организме высокореакционных 
активных форм кислорода, азота и хлора (активи-
рованных кислородных метаболитов, АКМ). 

Кроме того, для свободнорадикальных окис-
лительных процессов чрезвычайно характерен 
феномен гормезиса – как недостаток, так и из-
быток и АКМ, и антиоксидантов может сопрово-
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ждаться разнонаправленными биологическими 
проявлениями; как правило, оптимальной явля-
ется некая условная «зона Златовласки» [3]. В 
особенности неоднозначный эффект можно по-
лучить при попытке назначения редокс-активных 
препаратов при опухолевых процессах. Так, если 
на начальной стадии антиоксиданты тормозят 
опухолевую трансформацию клеток, то на более 
поздней стадии могут провоцировать метастази-
рование и развитие химиорезистентности опухо-
левых клеток [4]. 

В этой связи одним из перспективных направ-
лений современной фармакологии является разра-
ботка «непрямых антиоксидантов», для которых 
на первый план выступает не непосредственное 
влияние на редокс-баланс, а способность активи-
ровать или ингибировать редокс-чувствительные 
сигнальные системы [5–7]. В первую очередь это 
относится к системе антиоксидант-респонс(ив)
ного элемента Keap1/Nrf2/ARE – главного регу-
лятора, изменения состояния которого как прямо, 
так и косвенно влияют на сигнальные и метаболи-
ческие пути организма [4, 8, 9]. Среди химических 
индукторов системы Keap1/Nrf2/ARE многочис-
ленную группу составляют фенолы природного 
и синтетического происхождения, к их числу от-
носится синтезированный нами гидрофильный 
монозамещенный монофенол (3’-трет-бутил-
4’-гидроксифенил)пропилтиосульфонат натрия 
(ТС-13). Способность ТС-13 активировать систе-
му Keap1/Nrf2/ARE показана в многочисленных 
исследованиях in vitro и in vivo, установлена его 
антипролиферативная активность в отношении 
ряда линий опухолевых клеток, показана пер-
спективность применения при злокачественных 
новообразованиях [10–12]. В то же время нельзя 
забывать, что индукция сигнального пути Nrf2/
Keap1/ARE может оказывать как анти-, так и про-
канцерогенный эффект, как повышать, так и ин-
гибировать пролиферацию опухолевых клеток, 
что во многом обусловливает неопределенность 
и неоднозначность действия его экзогенных ре-
гуляторов.

Целью настоящего исследования послужило 
изучение антипролиферативной активности ТС-
13 в отношении опухолевых клеток линии BT-474 
in vitro и острой пероральной токсичности для 
мышей in vivo.

Материал и методы
Оригинальный монофенол ТС-13 синтезиро-

ван из 2,6-ди-трет-бутилфенола по последова-
тельности превращений, описанной ранее [12, 13], 

его строение подтверждали данными элементно-
го анализа, ЯМР-, ИК- и УФ-спектроскопии.

В работе использовали линию клеток про-
токовой карциномы молочной железы человека 
BT-474, которые культивировали в среде RPMI-
1640, содержащей 10 % FBS, 1 % пенициллина, 
1 % стрептомицина, 1 % глутамина. ТС-13 вводи-
ли в среду культивирования в концентрациях от 
0 до 150 мкМ, через 72 ч определяли жизнеспо-
собность клеток по их способности восстанав-
ливать бромид 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенилтетразолия (MTT, Sigma-Aldrich, США) 
до гранул формазана супероксидным анион-ради-
калом, образующимся в дыхательной цепи мито-
хондрий (MTT-тест) [14]. 

С целью выявления функциональных свойств 
клеток на основе уровня экспрессии групп генов, 
относящихся к определенным функциональным 
категориям, и сравнения их метаболических и 
молекулярных характеристик выполнен анализ 
обогащения по функциональной принадлежно-
сти (gene set enrichment analysis, GSEA). Для это-
го из базы данных Expression Atlas [15] извлекали 
данные об уровне экспрессии генов клеток линий 
MCF-7 и BT-474, полученные сведения загружа-
ли в онлайн-программу PANTHER classification 
system версии 14.1 (http://pantherdb.org/about.jsp) 
и анализировали насыщенность генов определен-
ных категорий. Проводили несколько подходов с 
разделением генов по категориям «GO molecular 
function complete» и «GO biological process 
complete», таким образом, гены группировались 
либо по принципам молекулярных взаимодей-
ствий, либо по функциональным принципам. При 
выполнении анализа GSEA из всего функцио-
нального диапазона выбраны функции, имеющие 
отношение к окислительному фосфорилирова-
нию, реакциям на окислительный стресс и ги-
поксию, метаболизм органических соединений. 
Результаты анализа GSEA представлены только 
для значений p < 0,0001.

Острую токсичность in vivo исследовали 
на 50 самках мышей линии C57Bl/6J в возрасте 
двух месяцев с массой тела 21–23 г, полученных 
из питомника лабораторных животных Государ-
ственного научного центра вирусологии и био-
технологии «Вектор» Роспотребнадзора. Мышей 
содержали в соответствии с правилами, приня-
тыми Европейской конвенцией по защите живот-
ных, используемых для научных целей (Страс-
бург, 1986), в условиях лабораторного вивария 
в клетках по 5 особей в каждой, при свободном 
доступе к воде и нормальном световом режиме. 
Раствор ТС-13 в дистиллированной воде вводи-
ли per os с помощью внутрижелудочного зонда в 
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трех дозах – 1600, 1000 и 800 мг/кг массы тела, по 
0,2 мл на мышь. 

Для прогноза острой токсичности in silico 
использовали программу T.E.S.T., версия 5.1.1 
(https://www.epa.gov/chemical-research/toxicity-
estimation-software-tool-test), веб-сервисы ProTox-
II (https://tox-new.charite.de/protox_II/) [16] и 
GUSAR (http://www.way2drug.com/gusar/acutox-
predict.html) [17].

Результаты изучения влияния ТС-13 на жиз-
неспособность клеток BT-474 представлены в 
долях от единицы (за единицу принимали сред-
нее значение оптической плотности (OD540-620)) 
контрольных клеток; для полученных данных 
выполняли приближение с помощью кривых, из 
уравнения аппроксимации рассчитывали IC50. 
Для определения достоверности различий между 
кривыми выживаемости мышей, построенными 
по методу Каплана – Майера, применяли логран-
говый тест, LD50 определяли с помощью аппара-
та программы GraphPadPrism. При выполнении 
сравнительного анализа острой токсичности не-
которых известных простых фенольных соедине-
ний, сходных по структуре с ТС-13, их прогнози-
руемую LD50 определяли с помощью описанного 
выше веб-сервиса GUSAR, установленную экс-
периментально получали из информационной 
системы ChemIDplus (https://chem.nlm.nih.gov/
chemidplus/).

Результаты и их обсуждение
Зависимость между концентрацией ТС-13 в 

культуральной среде и пролиферативной актив-
ностью клеток линии BT-474 представлена на 
рис. 1. Величина IC50, вычисленная из уравнения 
аппроксимации

y = y0 + A1 × e – х/t1 ,
где y = 0,5; y0 = 0,07817; A1 = 0,88705; 
x = IC50;  t1 = 80,09847, составила 59,5 мкМ. Таким 
образом, в отношении клеток BT-474 ТС-13 ока-
зался в 2,2 раза токсичнее, чем для клеток другой 
линии протоковой карциномы молочной железы 
человека MCF-7 [12]. Возможно, это обусловлено 
функциональными различиями линий BT-474 и 
MCF-7 (рис. 2). В целом клетки MCF-7 характе-
ризуются большей представленностью генов, во-
влеченных в функции митохондрий, ответ на ги-
поксию, циклические органические соединения, 
окислительный стресс. В то же время некоторые 
функциональные свойства характерны только для 
клеток линии BT-474: получение энергии окисле-
нием органических соединений, катаболизм суб-
станций (в целом).

Для прогноза острой токсичности in silico ис-
пользовали программу и веб-сервисы ProTox-II 

и GUSAR. Программа T.E.S.T. в нашем случае 
оказалась неприменимой – она не только не опе-
рирует соединениями, содержащими натрий, но и 
при замене атома натрия на водород не позволяет 
сделать надежное консенсусное предсказание ве-
личины LD50 для крыс. При использовании веб-
сервиса ProTox-II полученное значение составило 
675 мг/кг, однако на него сложно ориентировать-
ся, так как нет конкретизации, для мышей или для 
крыс оно рассчитано (в целом «для грызунов»). 
Оптимальным оказался веб-сервис GUSAR, уста-
новленная с его помощью величина LD50 для 
крыс при назначении per os составила 1112 мг/кг 
с пометкой «соединение попадает в область при-
менимости моделей», при пересчете в эквивалент 
дозы для мышей согласно [18] – 561 мг/кг. В це-
лом данный сервис позволяет достаточно точно 
предсказать величину показателя: коэффициент 
корреляции Спирмена между прогнозируемым и 
экспериментально полученным значением LD50 
некоторых простых фенольных соединений для 
крыс составил 0,9429 (p = 0,0048) (рис. 3, а), для 
мышей – 0,8571 (p = 0,0137) (рис. 3, б) (прогнози-
руемое значение для мышей вычислено согласно 
[18]). Величина LD50 ТС-13, полученная при про-
ведении настоящего исследования, удовлетвори-
тельно соответствует предсказанной, хотя в дей-
ствительности соединение оказалось несколько 
менее токсичным, чем можно было ожидать ис-
ходя из его структуры.

Кривые выживаемости мышей при однократ-
ном введении per os ТС-13 и зависимость между 
временем выживания и концентрацией раствора 

Рис. 1.  Влияние ТС-13 на жизнеспособность клеток 
линии BT-474 (экспоненциальная аппрокси-
мация, R2 = 0,96, приближение достигнуто). 
Сплошная линия – аппроксимация, пунктир-
ные линии – 95%-й доверительный интервал

Fig. 1.  Effect of TS-13 on BT-474 cell viability 
(exponential approximation, R2 = 0.96, fit status: 
succeeded). Solid lines – approximation, dotted lines – 
95% confidence interval
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Рис. 2. Результаты анализа представленности функциональных групп генов в клетках MCF-7 и BT-474 
Fig. 2. Results of analysis of gene functional group representation in MCF-7 and BT-474 cells
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нее LD50 при внутрибрюшинном введении ТС-13 
мышам равняется 450 мг/кг массы тела, т.е. в 2,2 
раза меньше полученной в настоящем исследова-
нии. Действительно, известно, что, как правило, 
при парентеральном способе введения соедине-
ния более токсичны, чем при пероральном. 

Клиническая картина острой интоксикации 
развивалась в течение 1–3 часов после введения 
больших доз ТС-13. У животных отмечались 
адинамия и нарушение походки, затрудненное и 
учащенное дыхание, снижение аппетита. В даль-

представлены на рис. 4. Вычисленная с помощью 
инструмента «Inhibitor vs. response» (GraphPad 
Prism 8.0.1) LD50 составила 936 мг/кг массы тела, 
что позволяет отнести ТС-13 к 4-му классу опас-
ности (слаботоксичные соединения) по класси-
фикации Организации экономического сотрудни-
чества и развития (шкала Ходжа – Стернера) или 
к 3-му классу опасности согласно ГОСТ 12.1.007-
76 «Система стандартов безопасности труда. 
Вредные вещества. Классификация и общие тре-
бования безопасности». Установленная нами ра-

Рис. 3.  Линейная зависимость между полученными экспериментально (ChemIDplus) и предсказанными in silico 
(GUSAR) величинами LD50 простых фенольных соединений для крыс (а) и мышей (б). Сплошные линии – 
аппроксимация, пунктирные линии – 95%-й доверительный интервал 

Fig. 3.  Linear relationship between experimentally obtained (ChemIDplus) and predicted in silico (GUSAR) LD50 
values of simple phenolic compounds for rats (a) and mice (б). Solid lines – approximation, dotted lines – 95 % 
confidence interval

Рис. 4.  Кривые выживаемости мышей C57Bl/6J после однократного внутрижелудочного введения раствора 
ТС-13 в концентрациях 1,6 (черные кружки), 1,0 (серые кружки) и 0,8 г/кг массы тела (белые кружки) 
(а) и зависимость между временем выживания и концентрацией раствора (б; сплошная линии – ап-
проксимация, пунктирные линии – 95%-й доверительный интервал; экспоненциальная аппроксимация, 
R2 = 0,34, приближение достигнуто)

Fig 4.  Survival curves of C57Bl/6J mice after a single intragastric injection of TS-13 solution at concentrations of 
1.6 (black circles), 1.0 (gray circles) and 0.8 g/kg body weight (white circles) (a) and the relationship between 
survival time and solution concentration (б; solid lines – approximation, dotted lines – 95 % confidence 
interval; exponential approximation, R2 = 0.34,  fit status: succeeded)
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нейшем – полная неподвижность (лежа на боку), 
тремор, глаза полуприкрыты. На вскрытии: как 
правило, тонкий кишечник содержит свернув-
шуюся кровь или вздут, желудок вздут (обилие 
газов), кровоизлияние в легких, бронхи содержат 
кровь.

Заключение
Исследование острой токсичности нового 

водорастворимого монофенола ТС-13 при пе-
роральном введении самкам мышей C57Bl/6J 
позволило установить, что его LD50 составля-
ет 936 мг/кг массы тела, что позволяет отнести 
ТС-13 к 4-му классу опасности по классификации 
Организации экономического сотрудничества или 
к 3-му классу опасности согласно ГОСТ 12.1.007-
76 (вещества умеренно опасные). Полученное 
экспериментально значение хорошо согласуется 
с прогнозируемым in silico на основании струк-
туры соединения. Неблагоприятные последствия 
при воздействии ТС-13 в больших концентрациях 
на организм мышей носят общетоксический ха-
рактер. При изучении цитотоксичности ТС-13 in 
vitro в отношении опухолевых клеток линии BT-
474 величина IC50 составила 59,5 мкМ. В то же 
время для адекватного вывода о противоопухоле-
вой активности ТС-13 на основании эксперимен-
тов in vitro необходимо проведение дополнитель-
ных исследований по определению опухолевой 
специфичности соединения (соотношения 50%-й 
цитотоксической концентрации для нормальных 
и опухолевых клеток).
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