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Аннотация
Введение. Цель исследования — оценка влияния гибридных оловоорганических соединений бис(3,5–
ди–трет–бутил–4–гидроксифенилтиолат) диметилолова (Ме3) и ((3,5–ди–трет–бутил–4–гидроксифе-
нилтиолат) трифенилолова (Ме5) на уровень маркеров окислительного стресса и апоптотических про-
цессов в митохондрии при остром и субхроническом внутрижелудочном введении крысам линии Wistar 
(самки) в максимально переносимой дозе. Материалы и методы. Объекты изучения — гибридные оло-
воорганические соединения, введение которых осуществляли в максимально переносимой дозе 2000 
мг/кг (Ме3) в группе I и 750 мг/кг (Ме5) — в группе II при однократном и многократном внутрижелу-
дочном введении. Исследование проведено на 60 крысах Wistar (самки) весом 190–210 г. В митохон-
дриальных образцах печени с помощью тест-систем методом иммуноферментного анализа определяли 
концентрацию цитохрома С (нг/г белка), каспазы–9 (нг/г белка), 8–гидрокси–2'–дезоксигуанозина (8–
OHdG) (нг/г белка), малонового диальдегида (МДА) (нМ/г белка); биохимическим методом — количе-
ство белка (мг/мл) биуретовым методом. Результаты. Ме3 в обеих группах эксперимента проявил себя 
более выраженным антиоксидантом по сравнению с Ме5, который не проявлял своих антиоксидантных 
свойств. У животных I группы не отмечалось статистически достоверных отличий уровня МДА и Цит С 
по отношению к контрольной группе, не выявлено повреждения митДНК, но на 17% увеличилась ак-
тивность К9. При введении Ме5 на 55,5% увеличилось значение показателя МДА, на 12,4% — 8–OHdG и 
на 66,2% — Цит С. В контрольной группе IV количество МДА как конечного продукта перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ) увеличилось на 13,6%, в контрольной группе V — на 22,5%. При введении Ме3 
уровень Цит С был снижен на 23,5%, при введении Ме5, наоборот, незначительно повышен. Активность 
К9 была снижена в обеих опытных группах на 9,6% и 17,3% соответственно. Обсуждение. Гибридные 
ООС, содержащие фрагмент 2,6–ди–трет–бутилфенола, обладают двойственной структурой. Оловосо-
держащий компонент является прооксидантным, а радикал пространственно затрудненного фенола, 
наоборот, антиоксидантным. Именно различное соотношение описанных фрагментов в молекулах ис-
следуемых субстанций, на наш взгляд, привело к появлению разной степени влияния на метаболизм 
митохондрий. Выводы. К дальнейшему исследованию в качестве противоопухолевых лекарственных 
агентов рекомендованы обе субстанции, модулирующие изменение окислительного стресса и актив-
ности апоптотических процессов.
Ключевые слова: оловоорганические соединения, острая токсичность, доклинические исследования, 
противоопухолевые лекарственные препараты.
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Abstracts
Introduction. The aim of the study was to evaluate the effect of hybrid organotin compounds bis(3,5–di–
tert–butyl–4–hydroxyphenylthiolate) dimethylol (Me3) and ((3,5–di–tert–butyl–4–hydroxyphenylthiolate) 
triphenylolol (Me5) on the level of markers of oxidative stress and apoptotic processes in the mitochondria 
during acute and subchronic intragastric administration to Wistar rats (females) in the maximum tolerated 
dose. Materials and methods. The objects of study were hybrid organotin compounds, the administration 
was carried out at the maximum tolerated dose of 2000 mg/kg (Me3) and 750 mg/kg (Me5) with a single and 
multiple intragastric administration. The study was conducted on 60 Wistar rats (females) weighing 190-210g. 
The concentration of cytochrome C (ng / g protein), caspase-9(ng / g protein), 8-hydroxy-2' — deoxyguanosine 
(8-OHdG) (ng/g protein), malondialdehyde (MDA) (nM / g protein)was determined in mitochondrial liver 
samples using test systems by enzyme immunoassay; by the biochemical method-the amount of protein 
(mg / ml) — by the biuretic method. Results. Me3 in both series of the experiment showed itself as a more 
pronounced antioxidant than Me5, which did not show its antioxidant properties. In group I animals, there were 
no statistically significant differences in the level of MDA and Cit C in relation to the control group, no mitDNA 
damage was detected, but K9 activity increased by 17%. With the introduction of Me5, the value of the MDA 
indicator increased by 55.5%, 8 — OHdG by 12.4% and Cit C by 66.2%. In group IV, the amount of MDA as the 
final product of lipid peroxidation (POL) increased by 13.6%, in group V by 22.5%. With the introduction of Me3, 
the level of Cit C was reduced by 23.5%, with the introduction of Me5, on the contrary, it was slightly increased. 
K9 activity was reduced in both experimental groups, by 9.6% and 17.3%, respectively. Discussion. Hybrid 
OOS containing a fragment of 2,6-di-tert-butylphenol have a dual structure. The tin-containing component is 
prooxidant, and the radical of the spatially hindered phenol, on the contrary, is antioxidant. It is the different 
ratio of the described fragments in the molecules of the substances under study, in our opinion, that led to the 
appearance of different degrees of influence on the metabolism of mitochondria. Conclusion. Both substances 
that modulate changes in oxidative stress and the activity of apoptotic processes are recommended for further 
research as antitumor medicinal agents.
Keywords: organotin compounds, acute toxicity, preclinical studies, antitumor drugs.
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ВВЕДЕНИЕ
Лекарственная терапия остается одним из ос-

новных методов лечения злокачественных новоо-
бразований (ЗН) различной локализации. Спектр 
препаратов, применяемых в онкологии, чрезвы-
чайно широк и включает в себя субстанции с раз-
личным механизмом действия. Их эффективность 
ограничена неспецифическим влиянием и разви-
тием резистентности. Одной из важнейших задач 
мультидисциплинарных исследований является 
поиск и оценка эффективности новых противоо-
пухолевых агентов [1]. В этой связи актуальными 
являются исследования оловоорганических сое-
динений (ООС) с различными лигандными груп-
пировками в качестве кандидатов в лекарствен-
ные средства [2, 3]. Особый интерес представляют 
гибридные ООС, которые содержат в своем составе 
два фрагмента — биоцидный оловосодержащий и 
протекторный антиоксидантный [4-6]. Такая уни-
кальная структура позволяет достичь оптималь-
ного соотношения «активность — неспецифиче-
ская токсичность» [7, 8]. Одним из наиболее полно 
описанных механизмов влияния органических 
производных олова (IV) на клеточный метабо-
лизм является активация прооксидантного пути 
с повреждением биологических мембран, в том 
числе и митохондриальной [9]. ООС накаплива-
ются в митохондриях, и именно с этим связана их 
повышенная цитотоксичность [10]. Митохондрии 
играют роль в поддержании энергетического ба-
ланса в клетке, про/антиоксидантного равнове-
сия, а также запуске апоптоза [11]. Современные 
исследования выявили наличие митохондриаль-
ной дисфункции при различных видах опухолевой 
прогрессии. Степень выраженности и механизм 
нарушений был различным: генетические мута-
ции митохондриальной ДНК, дефекты цепи пере-
носа электронов, окислительный стресс [12, 13]. 
Гибридные ООС рассматриваются нами как пер-
спективные противоопухолевые и антиметаста-
тические агенты. Изучение влияния ООС, содер-
жащих фрагмент 2,6–ди–трет–бутилфенола, на 
метаболизм организма животного без опухолево-
го процесса расширит представление о механизме 
действия данного класса соединений, позволит 
предположить возможные побочные эффекты и 
специфичность воздействия при химиотерапев-
тическом введении.

Цель исследования — оценка влияния ги-
бридных ООС бис (3,5–ди–трет–бутил–4–ги-
дроксифенилтиолат) диметилолова (Ме3) и 
((3,5–ди–трет–бутил–4–гидроксифенилтиолат) 
трифенилолова (Ме5), на уровень маркеров апоп-
тотических процессов в митохондрии при одно-
кратном и многократном внутрижелудочном вве-
дении аутбредным крысам линии Wistar (самки) в 
максимально переносимой дозе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования (рис. 1) явились 

два ООС: бис(3,5–ди–трет–бутил–4–гидрокси-
фенилтиолат) диметилолова (Ме3) и (3,5–ди–
трет–бутил–4–гидроксифенилтиолат) трифе-
нилолова (Ме5).

Соединения были синтезированы по извест-
ным методикам [14, 15]. В предварительном ис-
следовании методами «фиксированной дозы» и 
«вверх и вниз» по протоколам OECD [16, 17] для 
каждого соединения были установлены показате-
ли безопасности применения — средняя леталь-

ная доза, максимально переносимая доза, показа-
тель токсичности. Для настоящего исследования 
была выбрана максимально переносимая доза 
(МПД, LD0), поскольку она наиболее ярко отобра-
жает воздействие ксенобиотика на организм жи-
вотного, но не сопровождается его гибелью в те-
чение всего срока эксперимента.

   

Рис. 1. Структурные формулы 
оловоорганических соединений Ме3, Ме5 

(tBu — трет–бутил, Ме — метил, Ph — фенил)

Данная работа проведена на 60 крысах Wistar 
(самки) с исходным весом 190–210 г. Лаборатор-
ные животные были получены из питомника НИЦ 
«Курчатовский институт» ПЛЖ «Рапполово». По-
сле срока изолирования (14 суток), необходимо-
го для восстановления после транспортировки и 
привыкания к новым условиям содержания, жи-
вотные были осмотрены на отсутствие внешних 
признаков заболеваний, стандартизированы по 
полу, возрасту и весу и рандомизированы с помо-
щью таблицы случайных чисел.

Все манипуляции и процедуры выполняли в 
соответствии с положениями «Европейской кон-
венция о защите позвоночных животных, исполь-
зуемых в экспериментах и в других научных целях» 
(ETS N 123 «European Convention for the protection 
of Vertebrate animale used for experimental and other 
scientific purposes», NEQ).

На первом этапе экспериментальной работы 
Ме3 и Ме5 в дозах 2000 мг/кг (Группа I) и 750 мг/
кг (Группа II) соответственно вводили однократно 
внутрижелудочно через зонд в виде взвеси, полу-
ченной путем суспензирования в 1% водном рас-
творе желатина, объемом не более 2 мл. Живот-
ным из контрольной группы III был однократно 
введен 1% водный раствор желатина в аналогич-
ных режимах и объемах. На втором этапе экспери-
мента было произведено многократное введение 
(1 раз в сутки, 14 суток) Ме3 и Ме5 в суммарной 
дозе 2000 мг/кг (Группа IV) и 750 мг/кг (Группа V). 
Животным из VI контрольной группы в течение 
14 суток вводился 1% водный раствор желатина в 
аналогичных режимах и объемах. Число животных 
во всех группах было одинаковым, по 10 особей в 
каждой. Срок наблюдения за животными на всех 
этапах испытаний составлял 14 суток. Эвтаназия 
проведена декапитацией на гильотине. Патолого-
анатомическое вскрытие, а также извлечение пе-
чени проводили по известной методике [18].

Митохондрии выделяли по классической ме-
тодике [19] после неоднократной промывки пече-
ни ледяным физиологическим раствором с приме-
нением дифференциального центрифугирования 
на высокоскоростной рефрижераторной центри-
фуге Avanti J–E, BECMAN COULTER, USA. Применяли 
механическую обработку тканей с измельчением 
ножницами и гомогенизацией в стеклянном го-
могенизаторе с тефлоновым пестиком (гомоге-
низатор Поттера–Эльвегейма). На каждый грамм 
ткани добавляли по 10 мл среды выделения (0,22 
М маннитол, 0,3 М сахароза, 1мМ ЭДТА, 2 мМ TRIS–
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HCL, 10мМ HEPES, pH 7,4). Ткани гомогенизиро-
вали и центрифугировали первый раз 10 минут 
при скорости 1000 g и температуре 0–2°С, второе 
и третье центрифугирование осуществляется при 
20000 g 20 минут при температуре 0–2°С. Между 
центрифугированием проводили процедуру ресу-
спендирования осадка митохондрий в среде вы-
деления. Митохондрии дополнительно очищали 
от лизосом, пероксисом, меланосом и т. п., центри-
фугируя в 23% градиенте Перколла. Суспензию 
субклеточных структур наслаивали на градиент 
Перколла, центрифугировали 15 минут при 21000 
g, после этого наблюдалось разделение на три 
фазы, оставляли нижний слой митохондрий и ре-
суспендировали средой выделения. Следующую 
промывку митохондрий осуществляли путем цен-
трифугирования в течение 10 минут при 15000 
g и температуре 0–2°С. В митохондриальных об-
разцах с помощью тест-систем методом иммуно-
ферментного анализа (ИФА) (Infinite F50 Tecan, 
Austria) определяли концентрации цитохрома С 
(нг/г белка) (Bioscience, Austria), каспазы–9 (нг/г 
белка) (Bioscience, Austria), 8–гидрокси–2'–де-
зоксигуанозина (8–OHdG) (нг/г белка) (Enzo Life 
Sciences, Switzerland), малонового диальдегида 
(МДА) (нМ/г белка) (BlueGene Biotech, China); био-

химическим методом — количество белка (мг/
мл) биуретовым методом (Ольвекс Диагностикум, 
Россия) на автоматическом анализаторе ChemWell 
(Awareness Technology INC, USA).

Результаты исследования выражались в виде 
средней величины показателя ± ошибка средней 
величины. Совокупность показателей в группе 
проверяли на нормальность распределения по-
средством теста Андерсона-Дарлинга. Различия 
показателей в опытной группе по отношению к 
контрольной оценивали с помощью t-критерия 
Стьюдента и считали статистически значимыми 
при вероятности выше 95%.

Исследование одобрено локальным незави-
симым этическим комитетом ФГБОУ ВО «РостГ-
МУ» Минздрава России (Протокол № 10/20 от 
28.05.2020г).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Летальных исходов в течение 14 суток ни в 

одной группе зарегистрировано не было. После 
истечения срока наблюдения исследовано изме-
нение уровней малонового диальдегида, 8–ги-
дрокси–2'–дезоксигуанозина, цитохрома С и ак-
тивности каспазы–9 в печени крыс линии Wistar 
(самки) (табл.).

Таблица 
Изменение молекулярных маркеров апоптотических процессов и МДА при остром и субхроническом введении 

оловоорганических соединений, содержащих фрагмент 2,6–ди–трет–бутилфенола
Группы животных Малоновый 

диальдегид,
нМ/г белка

8–гидрокси–2'–дезок-
сигуанозин, нг/г белка

Цитохром С,
нг/г белка

Каспаза–9,
нг/г белка

Однократное введение

I 9,41±0,41 6,18±0,40
р≤0,05

2,11±0,23 0,39±0,40
р≤0,05

II 14,31±0,86
р≤0,05

12,26±0,98
р≤0,05

2,96±0,28
р≤0,05

0,37±0,15
р≤0,05

III 9,2±0,70 10,74±1,09 1,96±0,19 0,47±0,05

Многократное введение

IV 11,22±0,79
р≤0,05

8,17±0,83
р≤0,05

2,47±0,25 0,47±0,06
р≤0,05

V 12,5±0,88
р≤0,05

14,37±1,06 2,69±0,24
р≤0,05

0,43±0,04
р≤0,05

VI 9,69±0,90 12,89±1,27 2,21±0,29 0,52±0,03

I этап. Влияние Ме3 и Ме5 в МПД при одно-
кратном внутрижелудочным введении

У животных I группы не отмечалось статисти-
чески достоверных отличий уровня МДА и Цит С 
по отношению к контрольной группе, не выявле-
но повреждения митДНК, но на 17% увеличилась 
активность К9. При введении Ме5 на 55,5% увели-
чилось значение показателя МДА, на 12,4% — 8–
OHdG и на 66,2% — Цит С. Значения исследуемых 
показателей в обеих опытных группах были до-
стоверно (р≤0,05) отличны между собой.

II этап. Влияние Ме3 и Ме5 в МПД при четыр-
надцатикратном внутрижелудочным введении

При изменении режима введения на много-
кратный тенденции к динамике маркеров апоп-
тотических процессов полностью соответствова-
ли предыдущему этапу исследования. В группе IV 
количество МДА как конечного продукта перекис-
ного окисления липидов (ПОЛ) увеличилось на 
13,6%, в группе V — на 22,5%. При введении Ме3 
уровень Цит С был снижен на 23,5%, при введении 
Ме5, наоборот, незначительно повышен. Актив-

ность К9 была снижена в обеих опытных группах 
на 9,6% и 17,3% соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ
Митохондрии являются двумембранной ор-

ганеллой клетки и выполняют множество функ-
ций: обеспечивают конечный этап катаболизма 
углеводов, белков и липидов, а также окислитель-
но-восстановительного и про/антиоксидантный 
баланс, играют центральную роль в регуляции 
апоптоза [20-22]. В митохондриях активные фор-
мы кислорода (АФК) образуются в гидрофобной 
области внутренней мембраны, их количество 
многократно увеличивается при гипоксии. Кроме 
разобщения окислительного фосфорилирования, 
что неминуемо приведет к истощению пула ма-
кроэргических соединений, избыточное содержа-
ние АФК может инициировать перекисное окисле-
ние высокомолекулярных соединений как самой 
мембраны митохондрии, так и других органелл 
клетки [23, 24]. Увеличение АФК в конечном итоге 
приводит к нарушению проницаемости биологи-
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Для оценки выраженности апоптотических 
процессов и уровня ПОЛ в клетке были выбра-
ны показатели, наиболее полно описывающие 
данные взаимозависимые процессы: уровень ма-
лонового диальдегида (МДА), 8–гидрокси–2'–де-
зоксигуанозина (8–OHdG), цитохрома С (Цит С) и 
активности каспазы–9 (К9).

Гибридные ООС, содержащие фрагмент 2,6–
ди–трет–бутилфенола, обладают двойственной 
структурой. Оловосодержащий компонент явля-
ется прооксидантным, а радикал пространственно 
затрудненного фенола, наоборот, антиоксидант-
ным. Именно различное соотношение описанных 
фрагментов в молекулах исследуемых субстан-
ций, на наш взгляд, привело к появлению разной 
степени влияния на метаболизм митохондрий.

Ме5 при остром и субхроническом введении 
не проявлял своих антиоксидантных свойств. В 
опытных группах II и V мы наблюдали накопление 
конечного продукта ПОЛ и поврежденной мито-
хондриальной ДНК с увеличением уровня Цит С. 
Значительное снижение активности К9 связано 
с дезактивацией активного центра фермента, со-
держащего цистеин. В предыдущих исследова-
ниях более простых ООС нами было доказано не-
обратимое связывание с SH группами различных 
белков. Предположительно данный механизм и 
объясняет снижение активности инициирующей 
К9.

ческой мембраны, появлению вторичных продук-
тов (малонового диальдегида, диеновых коньюга-
тов и т. д.) и повреждению митохондриальной ДНК 
(8–OHdG). Изменение структуры ДНК запускает 
апоптотический каскад, центральным звеном в 
котором является каспаза-9. Высвобождение и 
активация ферментов каспаз происходит последо-
вательно в результате протеолитического взаимо-
действия с тиол–дисульфидными группами. При 
нарушении целостности митохондриальной мем-
браны при запуске окислительного стресса Цит С 
выделяется в цитозоль клетки и служит дополни-
тельным стимулирующим фактором апоптоза при 
взаимодействии с клеточным цитозольным бел-
ком (Apaf–1), комплекс Цит С/Apaf–1 / каспаза99 
образуют апоптосому [25, 26].

Ме3 в обеих сериях эксперимента проявил 
себя как более выраженный антиоксидант по 
сравнению с Ме5. В группе I и IV отмечено сниже-
ние содержания 8–гидрокси–2'–дезоксигуанозина 
как одного из главных маркеров повреждения ми-
тохондриальной ДНК и МДА и конечного продук-
та ПОЛ, а также менее выраженная дезактивация 
каскадного механизма запуска апоптоза через К9 
и относительная стабильность структуры мем-
браны митохондрии.

Увеличение уровня Цит С отмечено как для 
Ме3, так и для Ме5. Предположительно данное 
явление связано с изменением проницаемости 
мембраны митохондрий — образованием пор во 
внешней мембране и/или ее разрывом.

Большое количество современных исследо-
ваний посвящено митохондриальной терапии 
злокачественных новообразований на различных 
моделях [27-29]. Известно, что атипичные клетки 
имеют особенности метаболизма глюкозы и маро-
эргических соединений [30], а также про/антиок-
сидантного баланса, часто находятся в условиях 
гипоксии, которая облегчает рост, миграцию и 
инвазию в виде метастатических очагов, а также 
обеспечивает их резистентность к химиотерапии 
[31, 32]. В связи с этим очень перспективным на-
правлением является изучение гибридных ООС 
как модуляторов окислительного стресса и апоп-
тотических процессов на репрезентативных моде-
лях опухолевого роста.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В проведенном исследовании установлено, 

что бис (3,5–ди–трет–бутил–4–гидроксифенил-
тиолат) диметилолова (Ме3) в максимально пе-
реносимой дозе обладает более выраженными 
антиоксидантными свойствами при остром и 
субхроническом внутрижелудочном введении 
крысам линии Wistar. (3,5–ди–трет–бутил–4–ги-
дроксифенилтиолат) трифенилолова (Ме5) об-
ладает более сбалансированным соотношением 
про/антиоксидантного действия. К дальнейшему 
исследованию в качестве противоопухолевых ле-
карственных агентов рекомендованы обе субстан-
ции, модулирующие изменение окислительного 
стресса и активности апоптотических процессов.
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