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Целью настоящего исследования послужило изучение взаимосвязи между антиоксидантной активностью но-
вых синтетических водорастворимых монофенолов структурно взаимосвязанного ряда и их влиянием на жизне- 
способность опухолевых клеток in vitro. Материал и методы. Синтезированы пять оригинальных гидрофиль-
ных серо- и селен-содержащих монофенолов, различающихся длиной углеводородной цепи алкилтиосульфо-
натного заместителя, находящегося в пара-положении по отношению к гидроксильной группе, количеством 
трет-бутильных орто-заместителей и варьированием фрагмента «S–S»: 3-(3'-трет-бутил-4'-гидроксифенил)
этилтиосульфонат натрия (ТС-12), 3-(3'-трет-бутил-4'-гидроксифенил)пропилсульфонат натрия (С-13), 
3-(3'-трет-бутил-4'-гидроксифенил)пропилселеносульфонат натрия (СеС-13), 3-(3'-трет-бутил-4'-гидроксифе-
нил)пропилтиосульфонат натрия (ТС-13), 3-(3',5'-ди-трет-бутил-4'-гидроксифенил)пропилтиосульфонат нат-
рия (ТС-17). Антиоксидантную активность соединений определяли в бесклеточной модельной тест-системе 
по способности ингибировать люминол-зависимую хемилюминесценцию азоинициатора AAPH, противоопу-
холевую цитотоксичность – по влиянию на жизнеспособность моноцито/макрофагоподобных клеток гистио-
цитарной лимфомы человека U937 и клеток аденокарциномы молочной железы человека MCF-7 в MTT-тесте. 
Результаты и их обсуждение. Все использованные в настоящем исследовании фенольные соединения прояв-
ляли антиоксидантную активность в бесклеточной модельной системе (ингибирование радикала азоинициатора 
AAPH•) и цитотоксичность в отношении клеток U937 и MCF-7, эффект зависел от дозы и структуры молекулы. 
Наблюдалась прямая зависимость между структурой монофенолов и их способностью угнетать жизнеспособ-
ность опухолевых клеток разных линий вне зависимости от происхождения последних, миелоидного (U937) 
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История исследований терапевтического по-
тенциала антиоксидантов берет свое начало с 
40–50-х годов XX в., с открытия роли цепных 
свободнорадикальных процессов в биологиче-
ских системах. Как это нередко бывает, бурный 
всплеск интереса к ним в 60–70-х годах и опти-
мизм в решении проблем терапии и профилак-
тики заболеваний, связанных с развитием окис-
лительного стресса, соблазнительно простым 
путем (с помощью антиоксидантов) сменился 
пессимизмом 1990–2000-х годов, когда в резуль-
тате проведения большого количества когортных 
исследований с назначением различных комби-
наций антиоксидантов не всегда удавалось до-
биться снижения риска развития сердечно-сосу-
дистых, злокачественных, нейродегенеративных 
и других патологий [9, 15]. Однако в настоящее 
время маятник начинает закономерное движение 
в обратную сторону, и выясняется, что во многих 
случаях либо задача исследования была постав-
лена неадекватно [2], либо его результаты были 
неверно обсчитаны и интерпретированы [14]. 

Вообще ни в одной области биологии нет 
такого количества прямо противоречащих друг 
другу точек зрения и экспериментальных резуль-
татов, как в области редокс-биологии [10], что 
объясняется самой природой ее составляющих: 
в определенных условиях прооксидант может 
стать антиоксидантом и наоборот. Нет и единой 
точки зрения на роль активированных кислород-
ных метаболитов при многих патологиях, и пре-
жде всего опухолевых процессах. Считается, что 
на начальной стадии антиоксиданты тормозят 
опухолевую трансформацию клеток, во многих 
ретроспективных исследованиях показана об-
ратная зависимость между потреблением антиок-
сидантов и риском развития различных неопла-
зий, особенно много таких работ по фенольным 
антиоксидантам. Так, например, установлено, 
что меньший риск заболеваемости и смертности 
от злокачественных новообразований у привер-
женцев средиземноморской диеты обусловлен, в 
частности, высоким содержанием в их рационе 
оливкового масла, фенольные компоненты кото-
рого оказывают антиканцерогенное действие бла-

годаря своим антиоксидантным свойствам и вли-
янию на передачу сигнала в опухолевых клетках, 
клеточный цикл и пролиферацию [7]; при увели-
чении потребления витамина Е снижается риск 
развития колоректального рака [11], рака легкого 
[19], при повышении поступления коэнзима Q10 – 
рака молочной железы [16]. В то же время многие 
исследователи обоснованно утверждают, что на 
поздних стадиях роста злокачественных новооб-
разований антиоксиданты могут провоцировать 
метастазирование и развитие химиорезистентно-
сти опухолевых клеток [1, 6, 8].

Целью настоящего исследования послужило 
изучение взаимосвязи между антиоксидантной 
активностью новых синтетических водораство-
римых фенольных антиоксидантов структурно 
взаимосвязанного ряда и их влиянием на жизне-
способность опухолевых клеток in vitro.

материал и методы

Для целей настоящего исследования син-
тезированы пять оригинальных гидрофильных 
сера- и селен-содержащих фенольных антиокси-
дантов, различающихся длиной углеводородной 
цепи пара-алкилтиосульфонатного заместителя, 
находящегося в пара-положении по отношению 
к гидроксильной группе – 3-(3'-трет-бутил-4'-
гидроксифенил)этилтиосульфонат натрия (ТС-12) 
и 3-(3'-трет-бутил-4'-гидроксифенил)пропилтио- 
сульфонат натрия (ТС-13), количеством трет-
бутильных орто-заместителей – 3-(3',5'-ди-трет-
бутил-4'-гидроксифенил)пропилтиосульфонат 
натрия (ТС-17), заменой атома бивалентной серы 
на атом селена в пара-пропильном заместителе – 
3-(3'-трет-бутил-4'-гидроксифенил)пропилсе-
ленсульфонат натрия (СеС-13), а также его от-
сутствием – 3-(3'-трет-бутил-4'-гидроксифенил)
пропилсульфонат натрия (С-13). 

Исследованные соединения получали из 
2,6-ди-трет-бутилфенола по последовательно-
сти превращений, представленной на рис. 1. 
Синтезы соединений С-13, ТС-13, ТС-17 и их 
предшественников ранее были описаны в [3], ал-
канола 1 – в [4]. Термолизом алканола 1 получали 
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или эпителиального (MCF-7), и типа роста (соответственно неприкрепленных и прикрепленных), а также диа-
пазона концентраций соединений (соответственно от 100 до 500 мкМ и от 2 до 150 мкМ). В то же время зави-
симость между антиоксидантной активностью монофенолов и их цитотоксичностью была реципрокной (при 
исключении из анализа СеС-13), что может быть связано как со способностью опухоли к самозащите от акти-
вированных кислородных метаболитов, так и с непрямым прооксидантным эффектом фенольных соединений. 

Ключевые слова: монофенольные антиоксиданты, клетки MCF-7, клетки U937, жизнеспособность, ток-
сичность, антиоксидантная активность.
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его моно-орто-замещенный гомолог 2, нагрева-
нием последнего с PBr3 был синтезирован соот-
ветствующий бромид 3, взаимодействие которого 
с Na2S2O3 приводило к целевому ТС-12 с выходом 
90 %. Селеносульфонат СеС-13 получали по реак-
ции бромида 4 с Na2SeSO3, образующимся in situ 
из селена и Na2SO3. Строение синтезированных 
соединений подтверждалось данными элемент-
ного анализа, ЯМР-, ИК- и УФ-спектроскопии. 
Спектры ЯМР 1H записывались на спектрометре 
Bruker DRX-500 (Bruker, Германия) с рабочей ча-
стотой 500,13 МГц в D2O, ИК-спектры – на Фу-
рье-спектрометре Vector 22 (Bruker) в KBr (150:1), 
УФ-спектры – на спектрофотометре Specord HP-
8453 (Hewlett Packard, Германия) в Н2О (табл. 1). 
Температуры плавления определяли в капилляре 
на приборе ПТП (Химлаборприбор, Россия) и на 
нагревательном столике конструкции Кофлера 
(Россия).

Для определения антиоксидантной актив-
ности соединений использовали метод Alho и 
Leinonen в собственной модификации [5], в его 
основе лежит способность азосоединений под-
вергаться спонтанному термолизу с образовани-
ем алкильных радикалов, при взаимодействии 
которых с люминолом возникает хемилюминес-
ценция (ХЛ). В кюветы вводили бес цветную 
среду Хенкса, 100 мкМ раствора люминола 
(Serva, Германия) и тестируемые соединения в 
концентрациях от 2 до 40 мкМ, термостатиро-
вали в течение 5 мин, индуцировали радикало-
образование путем добавления 10 мМ раствора 
2,2'-азобис(2-амидинопропана) дигидрохлорида 
(Sigma-Aldrich) и регистрировали ХЛ. Результа-

ты представлены в долях от единицы, за единицу 
принимали среднее значение ХЛ контрольных 
клеток. Для полученных данных выполняли при-
ближение с помощью кривых, из уравнений ап-
проксимации рассчитывали IC50 (концентрацию 
соединения, в которой оно подавляет интенсив-
ность ХЛ на 50 %).

В работе использовали моноцито/макрофа-
гоподобные клетки гистиоцитарной лимфомы 
человека U937 и клетки аденокарциномы молоч-
ной железы человека MCF-7, которые культиви-
ровали в среде, приготовленной на основе среды 
RPMI-1640 (для клеток MCF-7 – среды DMEM), 
содержащей 10 % фетальной бычьей сыворотки 
(FBS), 1 % пенициллина, 1 % стрептомицина, 
1 % глутамина. Тестируемые соединения вводи-
ли в среду культивирования в концентрациях от 0 
до 500 мкМ, через 1 сут (клетки U937) или 4 сут 
(клетки MCF-7) определяли жизнеспособность 
клеток по их способности восстанавливать бро-
мид 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил те-
тразолия (MTT, Sigma-Aldrich, США) до гранул 
формазана образующимся в дыхательной цепи 
митохондрий супероксидным анион-радикалом 
(MTT-тест) [13]. Результаты представлены в до-
лях от единицы, за единицу принимали среднее 
значение оптической плотности (OD540-620) кон-
трольных клеток; для полученных данных вы-
полняли приближение с помощью кривых, из 
уравнений аппроксимации рассчитывали IC50 
(концентрацию соединения, в которой оно пода-
вляет жизнеспособность клеток на 50 %). 

Результаты представлены в виде диаграмм 
рассеяния.

Рис. 1. Схема синтеза соединений
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результаты и их обсуждение

Наибольшую антирадикальную активность 
в использованной системе проявили ТС-13 и 
его селен-содержащий аналог СеС-13 (табл. 2, 
рис. 2, а, б). В целом по своей антиоксидантной 
активности исследуемые соединения располо-
жились в следующем порядке: СеС-13 ≈ ТС-13 > 
> ТС-12 > С-13 > ТС-17 (см. табл. 2, рис. 2).

При инкубировании с клетками линии как 
U937, так и MCF-7 селен-содержащий СеС-13 
оказался наиболее токсичным (см. табл. 2, 
рис. 3, е, рис. 4, е). Остальные соединения по 
способности угнетать жизнеспособность кле-
ток линии U937 выстроились практически в том 
же порядке, в котором падала их антиоксидант-
ная активность; наименьшую токсичность про-
являл частично экранированный тиосульфонат 
ТС-13, при этом в концентрациях 100 и 200 мкМ 
достоверно повышая жизнеспособность кле-
ток (возможно, увеличивая их пролиферацию, 
см. рис. 3, а, б). При инкубировании с клеточной 
линией MCF-7 наименьшее влияние на жизне-
способность показал С-13 (см. рис. 4, а), IC50 ко-
торого определялась далеко за пределами исполь-
зованных диапазонов концентраций (см. табл. 2); 
при исключении этого вещества из анализа на-
блюдалась прямая корреляция между величи-
нами IC50 в отношении использованных линий 
опухолевых клеток, коэффициент корреляции 
Пирсона 0,99, p = 0,007. 

Таким образом, можно заключить, что ис-
пользованная в данном исследовании линейка 
препаратов схожим образом угнетает жизнеспо-
собность опухолевых клеток разных линий вне 
зависимости от их происхождения, миелоидного 
(U937) или эпителиального (MCF-7) [18], и типа 
роста (соответственно неприкрепленных и при-
крепленных [17]), а также диапазона концентра-
ций веществ (соответственно от 100 до 500 мкМ и 
от 2 до 150 мкМ). Наименьшую токсичность про-
являет несимметрично экранированный пропил-
тиосульфонат ТС-13, укорочение пара-алкильно-
го заместителя на одно метиленовое звено, полное 
экранирование ОН-группы трет-бутильными за-
местителями и замена атома «активной» серы на 
селен последовательно увеличивают способность 
соединения подавлять рост клеток. Исключение 
составляет аналог ТС-13 без атома бивалентной 
серы С-13, проявивший довольно высокую ток-
сичность в отношении клеток U937 и слабо вли-
яющий на жизнеспособность опухолевых клеток 
линии MCF-7. 

С другой стороны, наблюдается еще одна за-
кономерность: чем выше антиоксидантная ак-
тивность соединения в использованной нами 
модельной системе, тем менее выражена его 
способность подавлять жизнеспособность опу-
холевых клеток; исключение составили высоко-
токсичный СеС-13 и малотоксичный для клеток 
MCF-7 С-13. Между величинами IC50 для анти-
оксидантной активности и токсичности в отно-

Таблица 2
Антиоксидантная и цитотоксическая активность соединений

Соединение

Ингибирование радикалов 
AAPH• Угнетение жизнеспособности клеток

Вид аппроксимации 
и ее достоверность 

(R2; p)
IC50, 
мкМ

U937 MCF-7
Вид аппроксимации 
и ее достоверность 

(R2; p)
IC50, 
мкМ

Вид аппроксимации 
и ее достоверность 

(R2; p)
IC50, 
мкМ

СеС-13 Экспоненциальная 
(1,00; 0,0000)

2,37 Экспоненциальная 
(0,96; 0,0000)

80 Экспоненциальная 
(0,96; 0,0035)

23,5

ТС-13 Экспоненциальная 
(1,00; 0,0000)

3,04 Линейная  
(0,92; 0,0000)

658* Экспоненциальная  
(0,87; 0,0025)

130,7

ТС-12 Экспоненциальная 
(1,00; 0,0000)

6,66 Линейная  
(0,94; 0,0000)

438 Экспоненциальная  
(0,98; 0,0000)

87,0

С-13 Линейная  
(0,96; 0,0000)

11,41 Линейная  
(0,95; 0,0000)

291 Линейная#  
(0,89; 0,0010)

> 10 мМ

ТС-17 Линейная  
(0,71; 0,0000)

22,57 Линейная  
(0,95; 0,0000)

302 Экспоненциальная 
(0,95; 0,0000)

52,7

Примечание. Соединения расположены по мере уменьшения антиоксидантной активности; * – данные приведены без 
учета стимулирующих концентраций; # – десятичный логарифм концентрации.

Гайнутдинов П.И. и др. Обратная зависимость между антиоксидантной активностью... /с. 22–31



СИБИРСКИЙ	НАУЧНЫЙ	МЕДИЦИНСКИЙ	ЖУРНАЛ,	ТОМ	38,	№	1,	2018	 27

шении клеток U937 (при исключении из анали-
за Се-С13) зависимость была экспоненциальной 
(R2 = 0,95, p = 0,0000). 

Возможно, наблюдаемая реципрокная за-
висимость служит иллюстрацией способности 
опухолей на определенном этапе канцерогене-
за быть «ловушкой антиоксидантов», которая 
дает им нежелательные преимущества, позволяя 
адаптироваться к гипоксии, избегать апоптоза 
и приобретать множественную лекарственную 
устойчивость. Существует и другое предполо-

жение, основанное на парадоксальной природе 
свободнорадикальных процессов. Показано, что 
важным аспектом антиканцерогенного действия 
фенолов и полифенолов является их избиратель-
ная токсичность в отношении раковых клеток в 
отличие от нормальных [6, 12]. Такая специфич-
ность не связана с их антиоксидантным действи-
ем, а объясняется, в частности, опосредованным 
прооксидантным действием – мобилизацией хро-
матин-связанных ионов меди и, соответственно, 
усилением образования ОН-радикала в реакци-

Рис. 2.  Зависимость между антирадикальной активностью синтетических монофенолов в 
системе «AAPH – люминол» и их концентрацией: а – СеС-13, б – ТС-13, в – ТС-12, г – 
С-13, д – ТС-17. Здесь и на рис. 2, 3 кружками обозначены средние значения по 2–4 экс-
периментам, пунктирной линией – аппроксимация, сплошными – 95%-я доверительная 
полоса
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ях Фентона и Габера – Вейса (известно, что при 
многих злокачественных новообразованиях со-
держание ионов меди в клетках и тканях опухоли 
повышено в 2–3 раза – «Ахиллесова пята» рака 
[12, 20]).

заключение

Использованные в настоящем исследовании 
новые синтетические водорастворимые феноль-
ные соединения структурно взаимосвязанного 
ряда схожим образом угнетают жизнеспособ-

ность опухолевых клеток разных линий вне за-
висимости от их происхождения, миелоидного 
(U937) или эпителиального (MCF-7), и типа ро-
ста (соответственно неприкрепленных и при-
крепленных), а также диапазона концентраций 
веществ (соответственно от 100 до 500 мкМ и от 
2 до 150 мкМ). В то же время зависимость между 
антиоксидантной активностью соединений в бес-
клеточной модельной системе (ингибирование 
радикала азоинициатора AAPH•) и их цитоток-
сичностью была реципрокной, что может быть 
связано как со способностью опухоли к самоза-

Рис. 3.  Влияние синтетических монофенолов на жизнеспособность клеток линии U937: 
а, б – ТС-13, в – ТС-12, г – ТС-17, д – С-13, е – СеС-13
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щите от активированных кислородных метаболи-
тов, так и с непрямым прооксидантным эффектом 
фенольных соединений.
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inverse relationship BetWeen the antioXiDant aCtivitY 
oF strUCtUrallY relateD sYnthetiC Monophenols 
anD their toXiCitY in tUMor Cells

Pavel Igorevich GAYNUTDINOV1, Peter Mikhaylovich KOZHIN1, 
Anton Vladimirovich CHECHUSHKOV1, Grigoriy Grigorievich MARTINOVICH2, 
Sergey Viktorovich KHOLSHIN3, Natal’ya Valer’evna KANDALINTSEVA3, 
Nikolay Konstantinovich ZENKOV1, Elena Bronislavovna MENSHCHIKOVA1

1 Research Institute for Experimental and Clinical and Medicine 
630117, Novosibirsk, Timakov str., 2
2 Belarusian State University
220030, Minsk, Nezavisimosti av., 4
3 Novosibirsk State Pedagogical University
630126, Novosibirsk, Viluyskaya str., 28

The aim of the study was to study investigate the relationship between the antioxidant activity of new synthetic structurally 
related water-soluble monophenols and their effect on the tumor cell viability in vitro. Material and methods. Five 
original hydrophilic sulfur- and selenium-containing monophenols with varying length of the hydrocarbon chain of 
the para-alkylthiosulfonate substituent, the amount of tert-butyl ortho-substituents and the «S–S» fragment structure 
are synthesized: sodium 3-(3'-tert-butyl-4'-hydroxyphenyl)ethyl thiosulfonate (TS-12), sodium 3-(3'-tert-butyl-4'-
hydroxyphenyl)propyl sulfonate (S-13), sodium 3-(3'-tert-butyl-4'-hydroxyphenyl)propyl seleniumsulfonate (SeS-13), 
sodium 3-(3'-tert-butyl-4'-hydroxyphenyl)propyl thiosulfonate (TS-13), sodium 3-(3',5'-di-tert-butyl-4’-hydroxyphenyl)
propyl thiosulfonate (TS-17). The antioxidant activity of the compounds was determined in a cell-free model test system 
by the ability to inhibit the luminol-dependent chemiluminescence of free radical-generating azo compound AAPH. 
Antitumor cytotoxicity was evaluated by their effect on the viability of human histiocytic lymphoma cell line U937 
(monocyte/macrophage-like cells) and human breast adenocarcinoma cell line MCF-7 in the MTT test. Results and 
discussion. All tested phenolic compounds exerted antioxidant activity in the cell-free model system (inhibition of azo 
initiator radical AAPH•) and cytotoxicity against U937 and MCF-7 cells, the effect depended on the dose and structure 
of the molecule. There was a direct relationship between the structure of monophenols and their ability to inhibit the 
viability of tumor cells of different lines, regardless of the origin of the latter, myeloid (U937) or epithelial (MCF-7), 
and growth type (respectively anchorage-independent and attached), as well as the concentration range of compounds 
(respectively from 100 to 500 μM and from 2 to 150 μM). At the same time, the relationship between the antioxidant 
activity of monophenols and their cytotoxicity was inverse (when SeS-13 was excluded from analysis), which may be 
related both to the ability of the tumor to self-defense against reactivate oxygen metabolites and to the indirect pro-
oxidant effect of phenolic compounds.

Key words: monophenolic antioxidants, MCF-7 cell line, U937 cell line, viability, toxicity, antioxidant activity.
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