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Реакцией кумарина пеурутеницина с α,ω-дибромалканами синтезированы соответствующие 7-(ω-
бромалкилокси)кумарины, взаимодействием которых с азидом натрия получены 7-(ω-азидоал-
кил)-замещенные производные пеурутеницина, проявившие высокую активность в Cu(I)-катали-
зируемой реакции Хьюзгена с пропаргиловым эфиром бетулоновой кислоты. В результате реак-
ции синтезированы 28-O-(хроменоалкил-триазолилметил)лупеноны. Взаимодействие пропаргила-
та бетулоновой кислоты с 2-азидоореозелонами в присутствии водного сульфата меди и аскорбата
натрия приводит к соответствующим (фурохромен-триазолил)-20(29)-лупеноатам. У вновь синте-
зированного гибридного соединения тритерпеноидфурокумарина, содержащего триазольный лин-
кер, выявлены противовоспалительные свойства на модели гистаминового воспаления.

Ключевые слова: тритерпеноиды, бетулин, кумарины, фурокумарины, азиды, 1,3-диполярное цикло-
присоединение
DOI: 10.31857/S0132342320010194

ВВЕДЕНИЕ

Бетулин (I) и бетулоновая кислота (II), полу-
чаемая из бетулина, обладают комплексом важ-
ных биологических свойств и представляют инте-
рес для создания фармакологически перспектив-
ных агентов [2, 3]. Так, химические модификации
бетулина и бетулоновой кислоты по положению
С28 привели к получению противовоспалитель-
ных, гепатопротекторных, антипаразитарных, про-
тивовирусных и противоопухолевых агентов [3–7].
Существенный интерес для создания селектив-
ных лекарственных агентов представляет син-
тез гибридных соединений, объединяющих в
своей структуре две или более фармакофорные
субъединицы. При этом биологически активные
фрагменты комбинируются, образуя соединение
лидер, имеющее более высокий аффинитет.

Недавние исследования показали, что введе-
ние в состав гибридных молекул фрагмента бе-

тулоновой кислоты, приводит к созданию эф-
фективных агентов, обладающих минимальными
побочными эффектами. Так, в качестве перспек-
тивных противовоспалительных агентов извест-
ны тритерпеноиды лупанового ряда, содержа-
щие фрагменты 1,3,4-оксадиазолов и оксадиазол-
2-оксидов. [7]. Описана интересная библиотека
анти-ВИЧ-агентов, включающих фрагменты бе-
тулина (или бетулиновой кислоты), соединенные
триазольным линкером с 3-азидо-26,3'-дезокси-
тимидином (AZT) [8]. Синтезированы конъюга-
ты лупановых тритерпеноидов с аскорбиновой
кислотой, обладающие противовирусной актив-
ностью в отношении вируса гриппа H1N1 [9].
Реакцией азид-алкинового циклоприсоединения
алкиниламидов бетулоновой кислоты с алифати-
ческими и ароматическими азидами синтезиро-
ваны производные, проявляющие антиоксидант-
ную и противовоспалительную активности [10].
Описаны триазолы 28-O-пропаргилового эфира
бетулина, для которых выявлена противоопухо-
левая и антимикробная активность [11, 12].

Потенциал Сu-катализируемой реакции азид-
алкинового циклоприсоединения (CuAAC-реак-

1 Сообщение 17 cм. [1].
2 Сокращения: AZT – 3-азидо-26,3'-дезокситимидин.
# Автор для связи: (тел.: +7 (383) 330-85-33; факс:

+7 (383) 330-97-52; эл. почта: schultz@nioch.nsc.ru).

УДК 547.587.51.057
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ции) с участием производных лупановых тритер-
пеноидов в качестве одного из фармакофорных
фрагментов обсужден в обзорах [13, 14]. Следует
отметить, что гибридные соединения типа кума-
рин-тритерпеноид ранее не были синтезированы.
Однако синтез таких соединений весьма перспек-
тивен, поскольку описанные нами ранее 7-триа-
золилзамещенные кумарины и 2-триазолилфу-
рокумарины, проявляют антикоагулянтную [15],
противоопухолевую [16] и антибактериальную [17]
активности. Известны также противовоспали-
тельные агенты, содержащие 1,2,3-триазольный
фрагмент в качестве линкера [18, 19]. Целью на-
стоящей работы является синтез гибридных со-
единений, сочетающих фрагменты бетулоновой
кислоты и кумаринов (фурокумаринов), конъ-
югированные через алкилтриазольный линкер, а
также оценка противовоспалительной активно-
сти тритерпеновых производных новых типов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В качестве исходного соединения использовали

пропаргиловый эфир бетулоновой кислоты (III),
синтезированный по методике [20]. Новые про-
изводные кумаринов – 7-(ω- азидоалкилокси)-6-
метоксикабронилкумарины (IVa–в) получали из
растительного кумарина пеурутеницина (V) [21].
Взаимодействие (V) с дибромалканами (VIa–в) в
присутствии K2CO3 в DMF гладко приводило к
соответствующим 7-(ω-бромалкилокси)кумари-
нам (VIIа-в) (выход 75–92%). Реакцией кумари-
нов (VIIа–в) с азидом натрия синтезировали ази-
ды (IVа–в) (выход 86–88%) (cхема 1). Реакцию
терминального алкина (III) с азидами (IVа–в)
проводили в присутствии СuSO4 (5 мол. %) и ас-
корбата натрия (15 мол. %) в системе CH2Cl2–вода,
1 : 1 (в условиях работы [22]). После перекристал-
лизации выделяли соответствующие 1,4-дизаме-
щенные 1,2,3-триазолы (VIIIa–b) (выход 72–75%).

Схема 1. Синтез гибридных соединений (VIIIa–в).

Для получения тритерпеноид-фурокумарино-
вых гибридов изучили взаимодействие пропарги-
лового эфира бетулоновой кислоты (III) c 2-ази-
доореозелоном (IXa) и 2-азидо-9-(N-метилпипе-
разинометил)ореозелоном (IXб) (схема 2), синтез

которых описан нами ранее [16]. Полная конвер-
сия исходных соединений достигалась при прове-
дении CuAAC-реакции при нагревании в течение
12 ч. Выход гибридных соединений (Xа,б) состав-
ляет 78–82%.
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Схема 2. Синтез гибридных соединений (Xa,б).

Cостав и строение новых соединений устанавли-
вали по данным спектроскопии ИК, ЯМР 1Н и 13C и
элементного анализа. Спектры ЯМР 1Н и 13C синте-
зированных гибридных соединений (VIIIa–в),
(Xа,б) содержат характерный набор сигналов три-
терпенового, кумаринового фрагментов и три-
азольного цикла. Протону 1,2,3-триазольного
цикла в спектрах ЯМР 1H отвечает синглет, рас-
положенный в области 7.88–7.99 м.д. Атомам уг-
лерода этого гетероцикла в спектрах ЯМР 13C соот-
ветствуют сигналы при 122.26–125.49 (дублет ато-
ма С5 в спектрах записанных в режиме J-MOD) и
139.01–143.06 м.д. (синглет атома С4). Эти дан-
ные подтверждают образование 1,4-дизамещен-
ных 1H-1,2,3-триазолов в результате СuAAС-ре-
акции [23]. Характерной особенностью спектров
ЯМР 1Н и 13С соединений (Xа,б) является удвое-
ние сигналов метильных групп изопропильной

группы в положении С-2' фурокумаринового за-
местителя, что свидетельствует об образовании
гибридных соединений в виде смеси 2(R)- и 2(S)-
диастереомеров.

ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНАЯ 
АКТИВНОСТЬ

Изучение противовоспалительной активности
гибридных соединений (VIIIa–в), (Xa,б), бетуло-
новой кислоты (II), пеурутеницина (III) и препа-
рата сравнения индометацина проводили на белых
беспородных мышах массой 18–20 г (56 особей
обоего пола) на гистаминовой модели воспаления.
Результаты исследования приведены в табл. 1.
Значительной противовоспалительной актив-
ностью обладало соединение (Xa) – конъюгат
лупанового тритерпеноида с фурокумарином
ореозелоном. Указанное соединение статисти-
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Таблица 1. Сравнительная противовоспалительная (ПВ) активность соединений (VIIIa–в), (Xa,б), бетулоновой
кислоты (II), пеурутеницина (III) и препарата индометацина

a P < 0.05;
b P < 0.005 относительно препарата сравнения;
c P < 0.05 относительно контроля.
* Индекс отека – это процент воспаления по отношению к здоровой лапе (см. экспериментальную часть). 100% -ный отек:
Это отек лапы в группе животных без введения препарата (вводятся физ. раствор, затем гистамин).

Соединение Доза,
мг/кг Индекс отека*, % Размер отека относительно 

контроля, % ПВ-активность, %

Контроль (Н2О + гистамин) – 37.9 ± 0.27 100 0
(II) 50 32.1 ± 0.12 84 16
(III) 50 31.8 ± 0.08a 83 17

(VIIIa) 50 31.4 ± 0.05а 82 18

(VIIIб) 50 36.8 ± 0.28 97 3
(VIIIв) 50 35.7 ± 0.12 94 6

(Xa) 50 24.5 ± 0.013b 64 36

(Xб) 50 35.9 ± 0.67 95 5
Индометацин 20 22.4 ± 0.72c 59 41
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чески значимо снижало отек лапы, вызванный
введением гистамина. Введение дополнительно-
го заместителя в положение С9 фурокумарина
ореозелона приводило к потере противовоспали-
тельной активности [соединение (Xб)]. Из гибри-
дов бетулоновой кислоты с кумарином пеуруте-
ницином слабый противовоспалительный эф-
фект проявило соединение (VIIIa), содержащее
линкерный алкилтриазольный фрагмент, с корот-
кой трехзвенной алкильной цепочкой. Это соеди-
нение статистически значимо снижало отек, вы-
званный гистамином; его эффект был вдвое мень-
ше эффекта конъюгата (Xa). Удлинение алкильной
цепи линкера приводило к потере противовоспали-
тельной активности [соединения VIIIб,в)].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, Cu(I)-катализируемой реак-
цией азид-алкинового циклоприсоединения ази-
дов кумаринов с пропаргиловым эфиром бету-
лоновой кислоты синтезированы гибридные со-
единения, сочетающие фрагменты бетулоновой
кислоты и кумаринов или фурокумаринов, со-
единенные триазольным ланкером с дополни-
тельной алифатической цепочкой. Для конъюга-
та бетулоновой кислоты с растительным фуро-
кумарином ореозелоном, выявлена достоверная
противовоспалительная активность, сравнимая
с эффектом нестероидного противовоспалитель-
ного препарата индометацина на модели гиста-
минового воспаления.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Спектры ЯМР 1H и 13С растворов соединений
в CDCl3 зарегистрированы на спектрометрах
Bruker AV-400 (400 и 100 МГц соответственно).
Химические сдвиги (δ, м.д.) приведены с исполь-
зованием в качестве внутреннего стандарта сиг-
налов хлороформа (H – δ 7.24, С – δ 76.90 м.д.).
Отнесение сигналов в спектрах соединений вы-
полнено на основе анализа спектров ЯМР 1Н и
13С (JMOD) с привлечением литературных дан-

ных для бетулоновой кислоты (II) [24]. Масс-
спектры высокого разрешения записаны на масс-
спектрометре DFS ThermoScientific, США (темпе-
ратура испарителя 200°С, ионизация ЭУ, 70 эВ).
Величины удельного вращения [α]D измерены на
поляриметре PolAAr 3005 (Великобритания).

Температура плавления измерена в термоси-
стеме Mettler Toledo FP900 (CША). ИК-спектры
(ν, см–1) сняты на Фурье-спектрометре Vector-22 в
таблетках c KВr. УФ-спектры поглощения
(λмакс, нм (lgε)) получены на спектрометре HР
8453 UV-Vis в растворе EtOH. Элементный анализ
проведен на приборе Elemental Analyzer EA3000
(Германия). Контроль за ходом реакций осуществ-
лен методом ТСХ на пластинах Silufol UV-254 с ис-
пользованием систем: хлороформ, хлороформ–
этанол, 10 : 1. Проявление в йодной камере и в
УФ-свете.

Анализ чистоты веществ (Xa,б) проведен мето-
дом ВЭЖХ на приборе NexeraX2 (неподвижная
фаза – сорбент Nucleosil 100-C18, 3 мкм, длина
колонки 250 мм, внутренний диаметр – 2.1 мм;
детекция пиков с помощью диодно-матричного
детектора с диапазоном 190–700 нм). Бетулоно-
вая кислота (II) [24], пропаргиловый эфир бету-
лоновой кислоты (III) [20], пеурутеницин (V) [21]
и 2-азидоореозелоны (IXа,б) [16] синтезированы
по известным методикам. Используемые в работе
реагенты: аскорбат натрия, дибромалканы (IVа–в),
азид натрия, медный купорос приобретены у
фирмы “Alfa Aesar”. Растворители (хлористый
метилен, DMF) очищены по стандартным мето-
дикам.

Химический синтез и характеристика соединений
Метил-7-(ω-бромалкилокси)-2-оксо-2Н-хро-

мен-6-карбоксилатов (VIIа–в). К раствору 0.5 г
(2.27 ммоль) пеурутеницина (V) в 50 мл DMF до-
бавили 1.1 экв (2.5 ммоль) соответствующего дибро-
малкана (IVа–в) и 0.46 г (3.3 ммоль, 1.5 экв) K2CO3.
Реакционную смесь перемешивали 12 ч при ком-
натной температуре. По окончании реакции от-
фильтровали осадок, раствор вылили на чашку

Рис. 1. Структуры лупановых тритерпеноидов.
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Петри для свободного испарения. Сухой остаток
кипятили в хлористом метилене (20 мл) в течение
20 мин, нерастворившийся осадок отфильтрова-
ли, раствор упарили в вакууме и высушили с азот-
ной ловушкой.

Метил-7-(3-бромпропокси)-2-оксо-2Н-хромен-
6-карбоксилат (VIIа). Получен из 0.5 г пеурутени-
цина (V), 0.25 мл 1,3-дибромпропана и 0.46 г K2-
CO3. Выход 0.58 г (75%). Желтое масло. Найдено,
%: С 49.76; Н 4.04; Br 23.55. С14H13BrO5.. Вычисле-
но, %: С 49.29; Н 3.84; Br 23.42. 1Н-ЯМР: 2.34 (м,
2Н, Н2'), 3.64 (м, 2Н, Н3'), 3.84 (c, 3Н, ОCH3), 4.17
(м, 2Н, Н1'), 6.22 (д, 1Н, J 9.8, Н3), 6.80 (с, 1Н,
Н8), 7.59 (д, 1H, J 9.8, H4), 7.95 (с, 1Н, Н5). 13C-
ЯМР: 29.23, 29.62 (C2',C3'), 52.12 (OCH3), 68.35
(C1'), 100.80 (C8), 111.52 (C4a), 111.65 (C3), 113.97
(C6), 132.02 (C5), 142.91 (C4), 157.98 (C8a), 160.14
(C2), 161.47 (C7), 165.10 (C=O). ИК-спектр: 3074,
3056, 2946, 2921, 2852, 1739, 1699, 1623, 1444, 1382,
1282, 1257, 1228, 1216, 1207, 1155, 1132, 1076, 829,
750. УФ-спектр: 213 (4.36), 242 (4.2), 270 (3.79), 322
(4.12).

Метил-7-(4-бромбутокси)-2-оксо-2Н-хромен-
6-карбоксилат (VIIб). Получен из 0.5 г пеуруте-
ницина, 0.3 мл 1,4-дибромбутана и 0.46 г K2CO3.
Выход 0.72 г (90%). Т. пл. 103–104°С (эфир).
Найдено, %: С 50.74; Н 4.16; Br 22.87. С15H15BrO5.
Вычислено, %: С 50.72 ; Н 4.26; Br 22.50. Масс
спектр: m/z 354.00972 [M]+. Рассчитана M 354.0097
(С15H15BrO5). 1Н-ЯМР: 2.00–2.10 (м, 4Н, Н2',H3'),
3.49 (м, 2Н, Н4'), 3.86 (c, 3Н, ОСН3), 4.08 (м, 2Н,
Н1'), 6.23 (д, 1Н, J 9.8, Н3), 6.77 (с, 1Н, Н8), 7.60
(д, 1H, J 9.8, H4), 7.95 (с, 1Н, Н5). 13C-ЯМР: 27.37,
29.23, 33.15 (C2',C3',C4'), 52.12 (OCH3), 68.35
(C1'), 100.65 (C8), 111.65 (C4a), 111.68 (C3), 113.97
(C6), 132.02 (C5), 142.91 (C4), 157.79 (C8a), 160.07
(C2), 161.23 (C7), 165.10 (C=O). ИК-спектр: 3457,
3083, 3062, 2950, 2927, 2852, 1733, 1702, 1621, 1444,
1380, 1288, 1280, 1220, 1205, 1153, 1132, 1106, 1076,
823, 750. УФ-спектр: 212 (4.35), 243 (4.18), 268
(3.8), 323 (4.12).

Метил-7-(6-бромгексилокси)-2-оксо-2Н-хромен-
6-карбоксилат (VIIв). Получен из 0.5 г пеурутени-
цина, 0.375 мл 1,6-дибромгексана и 0.46 г K2CO3.
Выход 0.79 г (92%). Т. пл. 114–115°С (эфир). Най-
дено, %: С 53.12; Н 4.94; Br 20.88. С17H19BrO5. Вы-
числено, %: С 53.28; Н 5.00; Br 20.85. 1Н-ЯМР:
1.52–1.85 (м, 8Н, H2', H3', H4', H5', 4 × × CH2),
3.39 (м, 2Н, Н6'), 3.86 (c, 3Н, ОCH3), 4.04 (м, 2Н,
Н1'), 6.23 (д, 1Н, J 9.8, Н3), 6.78 (c, 1Н, Н8), 7.60 (д,
1H, J 9.8, H4), 7.94 (с, 1Н, Н5). 13C-ЯМР: 27.21,
27.65, 28.56, 32.52, 33.50 (C2',3',4',5',6'), 52.07
(OCH3), 69.18 (C1'), 100.68 (C8), 111.53 (C4a),
111.62 (C3), 113.88 (C6), 131.96 (C5), 142.94 (C4),
157.83 (C8a), 160.13 (C2), 161.49 (C7), 165.13 (C=O).
ИК-спектр: 3118, 3081, 2929, 2854, 1741, 1702, 1623,

1442, 1500, 1382, 1288, 1278, 1222, 1207, 1155, 1132,
1108, 825, 750. УФ-спектр: 213 (4.35), 243 (4.18),
268 (3.78), 323 (4.13).

Метил-7-(ω-азидоалкилокси)-2-оксо-2Н-хро-
мен-6-карбоксилатов (IVа–в).

К раствору 1 ммоль бромида (VIIa–в) в 50 мл
DMF добавили 1.1 экв. азида натрия. Смесь на-
гревали при 70°С 10 ч, затем вылили на чашку
Петри для свободного испарения. Сухой остаток
растворили в 20 мл CH2Cl2, промыли насыщен-
ным раствором соли, высушили над MgSO4 и упа-
рили. После перекристаллизации из эфира полу-
чили азиды (IVа–в).

Метил-7-(3-азидопропокси)-2-оксо-2Н-хромен-
6-карбоксилат (IVа). Выход 86% (0.59 г). Т. пл. 62–
65°С (эфир). Найдено, %: С 55.72; Н 4.12; N 13.77.
С14H13N3O5. Вычислено, %: С 55.45; Н 4.32; N 13.86.
1Н-ЯМР: 2.02 (м, 2Н, Н2′), 3.52 (м, 2Н, Н3'), 3.78
(c, 3Н, ОСН3), 4.06 (м, 2Н, Н1'), 6.16 (д, 1Н, J 9.8,
Н3), 6.73 (c, 1Н, Н8), 7.55 (д, 1H, J 9.8, H4), 7.89 (с,
1Н, Н5). 13C-ЯМР: 29.16 (C2'), 51.58 (C3'), 68.28
(C1'), 52.04 (OСН3), 101.16 (C8), 111.44 (C4a),
111.59 (C3), 113.82 (C6), 131.87 (C5), 142.83 (C4),
157.91 (C8a), 160.05 (C2), 161.40 (C7), 165.02
(C=О). ИК-спектр: 2948, 2929, 2850, 2100, 1726,
1666, 1621, 1442, 1380, 1286, 1257, 1218, 1207, 1153,
1105, 1076, 825, 750.

Метил-7-(4-азидобутокси)-2-оксо-2Н-хромен-
6-карбоксилат (IVб). Выход 0.63 г (88%). Т. пл. 98–
99°С (эфир). Найдено, %: С 56.87; Н 4.85; N 13.12.
С15H15N3O5. Вычислено, %: С 56.78; Н 4.77; N 13.24.
1Н-ЯМР: 1.79-1.91 (м, 4Н, Н2', H3'), 3.34 (м, 2Н,
Н4'), 3.82 (c, 3Н, ОСH3), 4.04 (м, 2Н, Н1'), 6.19 (д,
1Н, J 9.8 Н3), 6.74 (c, 1Н, Н8), 7.57 (д, 1H, J 9.8,
H4), 7.91 (с, 1Н, Н5). 13C-ЯМР: 27.63, 29.49
(C2',3'), 50.15 (C4'), 52.37 (OCH3), 68.61 (C1')
100.91 (C8), 111.91 (C4a), 114.23 (C3), 117.52 (C6),
132.28 (C5), 143.16 (C4), 158.41 (C8a), 160.32 (C2),
161.13 (C7), 165.07 (C=O). ИК-спектр: 3087, 2946,
2867, 2100, 1724, 1621, 1467, 1375, 1282, 1201, 1153,
1132, 1106, 1076, 825, 750.

Метил-7-(6-азидогексилокси)-2-оксо-2Н-хромен-
6-карбоксилат (IVв). Выход 0.67 г (86%). Т. пл.
104–105°С (эфир). Найдено, %: С 58.76; Н 5.32;
N 12.19. С17H19N3O5. Вычислено, %: С 59.12; Н 5.55;
N 12.17. 1Н-ЯМР: 1.52-1.92 (м, 8Н, Н2', H3', H4',
H5', 4 × CH2), 3.35 (м, 2Н, Н6'), 3.95 (c, 3Н,
ОCH3), 4.12 (м, 2Н, Н1'), 6.30 (д, 1Н, J 9.8, Н3),
6.85 (c, 1Н, Н8), 7.71 (д, 1H, J 9.8, H4), 8.01 (с, 1Н,
Н5). 13C-ЯМР: 24.97, 25.84, 28.25 (C2',3',4',5'),
50.78 (C6'), 68.77 (C1'), 51.70 (OCH3), 100.16 (C8),
111.10 (C4a), 113.17 (C3), 116.73 (C6), 131.65 (C5),
143.01 (C4), 157.31 (C8a), 160.16 (C2), 161.11 (C7),
164.85 (C=O). ИК-спектр: 3066, 2939, 2860, 2096,
1731, 1702, 1621, 1456, 1444, 1380, 1288, 1278, 1218,
1205, 1153, 1132, 1105, 825, 750.
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(1-{3-[6-(Метоксикарбонил)-2-оксо-2H-хро-
мен-7-илокси]алкил}-1H-1,2,3-триазол-4-илме-
тил)-3-оксо-луп-20(29)ен-28-оаты (VIIIa–в). К
раствору 0.8 ммоль азида (IVa–в) в 10 мл хлори-
стого метилена прибавили предварительно рас-
творенные в 10 мл воды 15 мол. % аскорбата на-
трия и 5 мол. % СuSO4 ⋅ 5H2O. В последнюю оче-
редь добавили 0.4 г (0.8 ммоль) пропаргилата
бетулоновой кислоты (III). Реакционную смесь
перемешивали 3 ч при 20°C и 1 ч при 40°С. Смесь
обработали 10 мл воды, слои разделили, дополни-
тельно продукт извлекли хлористым метиленом
(4 × 5 мл), объединенные экстракты промыли во-
дой, сушили MgSO4, осушитель отфильтровали,
растворитель упарили. После обработки эфиром
выделили соединения (VIIIa–в).

(1-{3-[6-(Метоксикарбонил)-2-оксо-2H-хро-
мен-7-илокси]пропил}-1H-1,2,3-триазол-4-илме-
тил)-3-оксо-луп-20(29)ен-28-оат (VIIIa) получен из
250 мг (0.8 ммоль) азида (IVа), 400 мг (0.8 ммоль)
пропаргилата бетулоновой кислоты (III) в при-
сутствии 25 мг (0.12 ммоль, 15 мол. %) аскорбата
натрия, 10 мг (5 мол. %, 0.04 ммоль) СuSO4 ⋅ 5H2O.
Выход 0.46 г (72%). Т. пл. 174–175°С (диэтиловый
эфир). [α]D + 13.6 (с 1.00, CHCl3). Найдено, %: С
70.68; Н 7.46; N 5.03. С47H61N3O8. Вычислено, %: С
70.92; Н 7.72; N 5.28. 1Н-ЯМР: 0.88, 0.93, 0.95,
0.98, 1.03 (все с, 15Н, H25, H24, H26, H27, H23,
5 × СН3), 1.10–1.13 (м, 2Н, Н5, H9), 1.22–1.38 (м,
15Н, СН, СН2), 1.65 (с, 3Н, Н30), 1.69 (1H, м,
Н12), 1.80–1.89 (4Н, м, Н1, H21, H22, H16), 2.25
(м, 1Н, Н13), 2.37 (м, 2Н, Н2'''), 2.42–2.46 (2Н, м,
Н2, H19), 3.69 (м, 2Н, Н3'''), 3.87 (c, 3Н, ОCH3),
4.21 (м, 2Н, Н1'''), 4.59 (уш.с, 1H, H29), 4.65 (м,
2Н, Н6''), 4.70 (уш.c, 1H, H29), 6.26 (д, 1Н, J 9.4,
Н3'), 6.84 (с, 1Н, Н8'), 7.62 (д, 1H, J 9.4, H4'), 7.96
(с, 1Н, Н5'), 7.99 (с, 1Н, Н5′′). 13C-ЯМР: 14.56
(C27), 15.87 (C26), 15.90 (C25), 19.31 (C30), 19.34
(C6), 20.95 (C24), 21.31 (C11), 25.43 (C12), 26.54
(C23), 29.61 (C21), 29.63 (C2'''), 30.65 (C15), 31.72
(C3'''), 31.74 (C16), 34.06 (C7), 36.82 (C2), 36.83
(C22), 38.24 (C10), 39.57 (C13), 40.66 (C1), 42.38
(C8), 42.43 (C14), 46.73 (C19), 46.90 (C4), 49.32
(C9), 49.83 (C18), 51.28 (C6''), 52.16 (OСН3), 54.85
(C5), 56.46 (C17), 66.44 (C1'''), 100.83 (C8'), 109.68
(C29), 111.80 (C4'a), 114.15 (C3'), 116.98 (C6'), 125.26
(C5''), 132.20 (C5'), 141.42 (C4''), 142.94 (C4'), 150.26
(C20), 157.96 (C8'a), 160.25 (C2'), 161.54 (C7'),
165.17 (C=0), 175.07 (C28), 211.11 (C3). ИК-спектр:
3077, 2948, 2931, 2869, 1729, 1621, 1461, 1454, 1444,
1378, 1286, 1257, 1207, 1153, 1132, 1105, 1076, 825, 786,
750. УФ-спектр: 242 (4.39), 268 (3.94), 322 (4.31).

(1-{3-[6-(Метоксикарбонил)-2-оксо-2H-хро-
мен-7-илокси]бутил}-1H-1,2,3-триазол-4-илме-
тил)-3-оксо-луп-20(29)ен-28-оат (VIIIб) полу-
чен из 255 мг (0.8 ммоль) азида (IVб) и 400 мг
(0.8 ммоль) (III) в присутствии 25 мг аскорбата
натрия и 10 мг СuSO4 ⋅ 5H2O. Выход 0.5 г (77%).

Т. пл. 181–182°С (эфир). [α]D + 14.4 (с 1.00, CHCl3).
Найдено, %: С 71.26; Н 8.17; N 5.25. С48H63N3O8.
Вычислено, %: С 71.17; Н 7.84; N 5.19. 1Н-ЯМР:
0.89, 0.93, 0.95, 0.99, 1.04 (все с, 15Н, H25, H24,
H26, H27, H23, 5 ×СН3), 1.09–1.13 (м, 2Н, Н5, H9),
1.22–1.45 (м, 15Н, СН, СН2), 1.59 (1H, м, Н12),
1.66 (с, 3Н, Н30), 1.78–1.91 (4Н, м, Н1, H21, H22,
H16), 2.03 (м, 2Н, Н3'''), 2.15 (м, 2Н, Н2'''), 2.25 (м,
1Н, Н13), 2.38–2.46 (2Н, м, Н2, H19), 3.48–3.53
(м, 2Н, Н4'''), 3.89 (c, 3Н, ОСH3), 4.10 (м, 2Н,
Н1'''), 4.59 (уш.с, 1H, H29), 4.65 (м, 2Н, Н6''), 4.71
(уш.c, 1H, Н29), 6.27 (д, 1Н, J 9.4, Н3'), 6.81 (с, 1Н,
Н8'), 7.62 (д, 1H, J 9.4, H4'), 7.96 (с, 1Н, Н5'), 7.98
(с, 1Н, Н5''). 13C-ЯМР: 14.68 (C27), 15.75 (C26),
15.80 (C25), 19.49 (C30), 19.57 (C6), 20.96 (C24),
21.33 (C11), 25.45 (C12), 26.55 (C23), 27.37, 29.25
(C2'',3''), 29.28 (C21), 30.40 (C15), 31.81 (C16), 33.30
(C4'''), 34.09 (C7), 36.70 (C2), 36.84 (C22), 38.26
(C10), 39.56 (C13), 40.66 (C1), 42.38 (C8), 42.40
(C14), 46.75 (C19), 47.28 (C4), 49.33 (C9), 49.83
(C18), 51.31 (C6''), 52.26 (ОCH3OССР3Щ3), 54.87
(C5), 56.48 (C17), 68.27 (C1'''), 100.65 (C8'), 109.68
(C29), 111.67 (C4'a), 112.95 (C3'), 114.05 (C6'),
122.26 (C5''), 132.16 (C5'), 141.11 (C4''), 143.02 (C4'),
150.29 (C20), 157.84 (C8'a), 160.24 (C2'), 161.21
(C7′), 165.17 (C=O), 175.10 (C28), 218.25 (C3). ИК-
спектр: 3143, 3075, 2947, 2868, 1728, 1620, 1579,
1455, 1444, 1378, 1287, 1256, 1219, 1205, 1152, 1130,
1105, 1075, 964, 823, 784, 749. УФ-спектр: 242
(4.45), 302 (4.31), 323 (4.39).

(1-{3-[6-(Метоксикарбонил)-2-оксо-2H-хромен-
7-илокси]гексил}-1H-1,2,3-триазол-4-илметил)-
3-оксо-луп-20(29)ен-28-оат (VIIIв) получен из
250 мг (0.72 ммоль) азида (IVв) и 350 г (0.72 ммоль)
(III) в присутствии 21 мг аскорбата натрия
(15 мол. %) и 9 мг (5 мол%) СuSO4 ⋅ 5H2O. Выход
0.45 г (75%). Т.пл. 188–189°С (эфир). [α]D + 23.02
(с 1.00, CHCl3). Найдено, %: С 71.31; Н 8.30; N 5.12.
С50H67N3O8. Вычислено, %: С 71.66; Н 8.06; N 5.01.
1Н-ЯМР: 0.89, 0.93, 0.95, 0.99, 1.04 (все с, 15Н,
H25, H24, H26, H27, H23, 5×СН3), 1.09-1.13 (м,
2Н, Н5, H9), 1.22–1.42 (м, 15Н, СН, СН2), 1.53 (м,
4Н, Н3''', H4'''), 1.60–1.63 (1H, м, Н12), 1.66 (с, 3Н,
Н30), 1.79–1.93 (8Н, м, Н1, H21, H22, H16, 2 Н2''',
2 H5'''), 2.21–2.27 (м, 1Н, Н13), 2.37–2.48 (2Н, м,
Н2, H19), 3.39–3.45 (м, 2Н, Н6'''), 3.88 (c, 3Н,
ОCH3), 4.06 (м, 2Н, Н1'''), 4.58 (уш.с, 1H, H29),
4.65 (м, 2Н, Н6''), 4.71 (уш.c, 1H, Н29), 6.25 (д, 1Н,
J 9.8, Н3'), 6.81 (c, 1Н, Н8'), 7.61 (д, 1H, J 9.8, H4'),
7.94 (с, 1Н, Н5′), 7.97 (с, 1Н, Н5''). 13C-ЯМР: 15.68
(C27), 15.91 (C26), 15.93 (C25), 19.34 (C30), 19.38
(C6), 20.98 (C24), 21.34 (C11), 25.05 (C12), 26.11
(C23), 27.53, 27.70 (C3''', 4'''), 28.59 (C5'''), 28.86
(C21), 30.12 (C15), 31.82 (C16), 32.54 (C2'''), 33.64
(C6'''), 34.09 (C7), 36.83 (C2), 36.85 (C22), 38.26
(C10), 39.69 (C13), 40.69 (C1), 42.33 (C8), 42.38
(C14), 47.25 (C19), 47.28 (C4), 49.35 (C9), 49.50
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(C18), 51.31 (C6''), 52.07 (OCH3), 54.89 (C5), 56.49
(C17), 69.16 (C1'''), 100.67 (C8'), 109.72 (C29), 113.91
(C4'a), 113.94 (C3'), 117.21 (C6'), 125.49 (C5''),
132.07 (C5''), 139.01 (C4''), 143.03 (C4′), 150.26
(C20), 157.96 (C8'a), 160.25 (C2'), 161.54 (C7′),
165.17 (C=O), 175.07 (C28), 211.11 (C3). ИК-спектр:
3147, 3081, 2928, 1731, 1620, 1579, 1461, 1456, 1378,
1287, 1256, 1218, 1205, 1151, 1129, 1105, 1075, 1012,
967, 824, 785, 749. УФ спектр, λмакс, нм (lgε): 242
(4.32), 268 (3.91), 323 (4.27).

{[1-(2-Изопропил-3,7-диоксо-3,7-дигидро-2H-
фуро[3,2-g]хромен-2-ил)-1H-1,2,3-триазол-4-ил]-
метил}-3-оксо-20(29)-лупен-28-оат (Xa). Смесь
350 мг (1 ммоль) 2-азидоореозелона (IXa), 492 мг
(1 ммоль) пропаргилата бетулоновой кислоты (III),
13 мг (0.5 ммоль) CuSO4 ⋅ 5H2O и 40 мг (2 ммоль) ас-
корбата натрия в растворе CH2Cl2/H2O (в соотно-
шении 2 : 1) перемешивали при 40°С 12 ч. Реакци-
онную смесь охлаждали и разбавляли небольшим
количеством H2O, продукт экстрагировали CH2Cl2
(4 × 10 мл). Объединеный экстракт сушили над
MgSO4, растворитель удаляли в вакууме, получен-
ное вещество подвергали сушке в вакууме масля-
ного насоса. Выход: 0.647 г (82%). Чистота по
ВЭЖХ 95%. Т. пл. 245–246°С (эфир). Найдено, %:
С 72.21; Н 7.87; N 5.21. С47H59N3O7. Вычислено, %:
С 72.56; Н 7.64; N 5.40. 1Н-ЯМР: 0.71, 0.85, 0.90,
0.97, 0.99 (все с, 15Н, 5 × СН3), 0.86 (м, 1Н, СН5),
0.99, 1.01 (оба д, 6Н, J 7.0, 2 × СН3, i-Pr), 1.02–1.05
(м, 1Н, СН9), 1.19–1.39 (м, 15Н, СН, СН2), 1.51–
1.55 (2H, м, Н1,H12), 1.62 (с, 3Н, Н30), 1.77–1.89
(3Н, м, Н21, H22, H16), 2.14-2.21 (м, 1Н, Н13),
2.30–2.48 (2Н, м, Н2, H19), 3.17 (м, 1Н, Н-iPr),
4.55 (уш.с, 1H, H29), 4.65 (уш.с, 2Н, Н6''), 4.72
(уш.c, 1H, Н29), 6.39 (д, 1Н, J 9.7, Н6'), 7.09 (c, 1Н,
Н9′), 7.70 (д, 1H, J 9.7, H5'), 7.80 (с, 1Н, Н4'), 7.88
(с, 1Н, Н5''). 13C ЯМР: 14.50 (C27), 15.36 (C26),
15.51, 15.68 (2 × СH3, i-Pr), 15.90 (C25), 19.21 (C11),
19.50 (C6), 20.99 (C24), 21.02 (C6), 25.33 (CH),
25.37 (C12), 25.89 (C23), 29.44 (C21), 30.33 (C15),
31.76 (C16), 33.93 (C7), 36.78 (C2), 37.25 (C22),
39.02 (C10), 39.52 (C13), 40.47 (C1), 42.33 (C8),
42.36 (C14), 46.80 (C19), 47.25 (C4), 49.13 (C9),
49.76 (C18), 51.32 (C6''), 54.87 (C-5), 56.45 (C17),
98.43 (C2'), 101.17 (C9'), 109.73 (C29), 115.70 (C3'a),
115.79 (C4'a), 116.45 (C6'), 123.87 (C5''), 125.74
(C4'), 142.83 (C5'), 143.06 (C4''), 150.13 (C20),
158.53 (C9'a), 161.78 (C8'a), 171.58 (C7'), 175.99
(C28), 191.42 (C3'), 217.87 (C3). ИК спектр, ν, см–1:
3083, 3060, 3023, 2956, 2925, 2869, 2854, 1733, 1675,
1629, 1579, 1490, 1444, 1432, 1394, 1342, 1299, 1236,
1213, 1141, 1108, 1076, 948. УФ спектр, λмакс, нм
(lgε): 220 (4.11), 225 (4.09), 245 (4.31), 287 (3.97),
305 (3.92), 323 (4.01).

2-[1-(2-Изопропил-9-[(4-метилпиперазин-1-
ил)метил]-3,7-диоксо-3,7-дигидро-2H-фуро[3,2-
g]хромен-2-ил}-1H-1,2,3-триазол-4-ил)метил]-

3-оксо-20(29)-лупен-28-оат (Xб). Смесь
350 мг (0.9 ммоль) 2-азидо-9-замещенного орео-
зелона (IXб), 443 мг (0.9 ммоль) пропаргилата бе-
тулоновой кислоты (III), 11 мг (0.045 моль) CuSO4 ⋅
⋅ 5H2O и 2.7 мг (0.14 моль) аскорбата натрия в сме-
си CH2Cl2–H2O (2 : 1, v/v) перемешивали при
40°С 12 ч. Реакционную смесь охлаждали и раз-
бавляли небольшим количеством H2O, продукт
экстрагировали CH2Cl2 (4 × 10 мл). Экстракт су-
шили над MgSO4, растворитель удаляли в вакуу-
ме, полученное вещество подвергали сушке в ва-
кууме масляного насоса. Выход: 0.54 г (78%). Чи-
стота по ВЭЖХ 94%. Т. пл. 184–185°С (эфир).
Найдено, %: С 71.11; Н 8.94; N 7.92. С53H71N5O7.
Вычислено, %: С 71.51; Н 8.04; N 7.87. 1Н-ЯМР:
0.88, 0.90, 0.92, 0.96, 0.98 (все с, 15Н, 5СН3), 0.84–
0.93 (м, 1Н, Н5), 1.15, 1.09 (оба д, 6Н, J 7.0, 2 × СН3,
i-Pr), 1.04–1.10 (м, 1Н, Н9), 1.28–1.45 (м, 15Н, СН,
СН2), 1.53–1.69 (2H, м, Н1, Н12), 1.65 (с, 3Н, Н30),
1.75–1.92 (м, 7Н, 3Н, СН2-16,21,22 и 4Н, пипера-
зино), 2.21 (с, 3Н, СH3), 2.16–2.41 (м, 5Н, Н13 и
4Н, пиперазино), 2.32–2.49 (м, 2Н, Н2, H19),
3.26–3.36 (м, 1Н, СН), 4.57 (уш.с, 1H, H29), 4.61
(уш.с, 2Н, Н6''), 4.66 (уш.с, 2Н, СН2-при С9'), 4.70
(уш.c, 1H, Н29), 6.65 (уш.д, 1Н, J 9.7, Н6'), 7.61
(уш.д, 1H, J 9.7, H5′), 7.72 (с, 1Н, Н4'), 7.99 (с, 1Н,
Н5''). 13C-ЯМР: 14.44 (C27), 15.30 (C26), 15.85
(CH3), 15.88 (CH3), 15.91 (C25), 19.42 (C30), 19.44
(C6), 20.93 (C24), 21.20 (C11), 25.31 (CH), 25.40
(C12), 26.14 (C23), 29.38 (C21), 30.27 (C15), 31.70
(C16), 33.87 (C7), 36.73 (C2), 37.28 (C22), 39.18
(C10), 39.46 (C13), 40.42 (C1), 42.12 (C8), 42.27,
46.07 (4С, пиперазино), 42.36 (C14), 46.68 (C19),
47.23 (C4), 47.38 (CH2 при С9'), 49.07 (C9), 49.70
(C18), 51.21 (C6''), 54.17 (NMe), 54.65 (C5), 56.39
(C17), 98.43 (C2'), 101.11 (C9'), 110.42 (C29), 115.64
(C3'a), 116.32 (C4'a), 116.39 (C6'), 125.14 (C5''),
125.26 (C4'), 142.77 (C5'), 143.00 (C4''), 150.07
(C20), 158.47 (C9'a), 161.72 (C8'a), 169.50 (C7'),
175.00 (C28), 193.03 (C3'), 216.68 (C3). ИК-спектр:
3103, 3060, 3013, 2946, 2908, 2875, 2814, 1733, 1677,
1629, 1576, 1487, 1442, 1419, 1394, 1342, 1218, 1206,
1203, 1141, 1105, 1006, 945. УФ-спектр: 220 (4.30),
255 (4.18), 294 (3.99), 306 (3.85).

Изучение противовоспалительной активности

Животные. Животных (белых беспородных мы-
шей) для исследования, полученных из вивария
ФИЦ института цитотологии и генетики СО РАН,
содержали в стандартных условиях со свободным
доступом к пище и воде.

Противовоспалительную активность изучали
на модели гистаминового отека [25]. Животных
делили на группы по 8 особей в каждой. Исследу-
емые соединения вводили однократно в желудок
в водно-твиновой суспензии. Через 1 ч после вве-
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дения исследуемых веществ вводили 0.1% раствор
гистамина (0.05 мл) под апоневроз левой задней
лапы. По прошествии 5 ч после введения флого-
гена животных умерщвляли, отрезали задние ла-
пы по линии запястного сустава и измеряли их
массу. Противовоспалительную активность пред-
ставляли в виде среднего для каждой группы зна-
чения процента воспаления. Процент воспале-
ния (индекс отека) рассчитывали для каждой мы-
ши по следующей формуле: ИО = [(MВЛ – MКЛ) :
MКЛ] × 100%, где MВЛ – масса воспаленной лапы,
MКЛ – масса не воспаленной лапы [25].
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Study of Plant Coumarins. 18. Coumarin Conjugates with Lupane Triterpenoids
and 1,2,3-triazoles: Synthesis and Anti-inflammatory Activity

A. V. Lipeeva*, М. Р. Dolgikh*, T. G. Tolstikova**, and E. E. Shults*, **, #

*Novosibirsk Institute of Organic Chemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,
Lavrent’ev Avenue 9, Novosibirsk, 630090, Russian Federation

**Novosibirsk State University, ul. Pirogova, 1, Novosibirsk, 630090, Russian Federation
#Phone: +7 (383) 330-85-33; fax: +7 (383) 330-97-52; e-mail: schultz@nioch.nsc.ru

The reaction of peuruthenicin with α,ω-dibromoalkanes afforded 7-(ω-bromoalkyloxy)coumarins by treatment
of which with sodium azide yielded 7-(ω-azidoalkyl)substituted derivatives of peuruthenicin, which showed
high activity in CuAAC reaction with betulonic acid propargyl ether. As a results of the reaction, 28-O-(chrom-
enoalkyl-triazolylmethyl)-20(29)-lupen-3-ones were synthesized. The interaction of betulonic acid propargyl
ether with 2-azidooreoselones in the presence of aq. copper sulfate and sodium ascorbate in DMF led to
the corresponding (furocoumarin-triazolyl)-20(29)-lupen-3-ones. The newly synthesized hybrid com-
pound (Xa) possessed anti-inflammatory properties in a histamine inflammation model.

Keywords: Triterpenoids, Betulin, Coumarin, Furocoumarin, Azides, CuAAC-reaction
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С целью создания 5-алкилтиометильных производных 2'-дезоксиуридина, проявляющих антибак-
териальную активность, предложено три варианта их синтеза на основе конденсации 3',5'-диаце-
тил-5-бромметил-2'-дезоксиуридина с соответствующими 1-меркаптанами. Синтезированы 5-гек-
силтиометил-, 5-октилтиометил-, 5-бис(октилтио)метил-2'-дезоксиуридин, а также α и β аномеры
5-децилтиометил-2'-дезоксиуридина. Показана выраженная цитотоксичность ряда синтезирован-
ных соединений в культуре клеток A549. 5-Гексилтиометил-2'-дезоксиуридин подавлял in vitro рост
штамма Mycobacterium smegmatis mc2155 со значением МПК 200 мкг/мл. Остальные соединения не
проявили антибиотического действия в отношении двух штаммов M. smegmatis и не ингибировали
рост Staphylococcus aureus.

Ключевые слова: нуклеозиды, радикальное бромирование, 5-алкилтиометил-2'-дезоксиуридины, 1-мер-
каптаны, антибактериальная активность, цитотоксичность
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ВВЕДЕНИЕ
В двадцатом веке выделены из природных ис-

точников и/или синтезированы антибиотики и
противовирусные препараты, позволившие зна-
чительно снизить смертность от инфекционных
заболеваний. К настоящему времени большин-
ство патогенных микроорганизмов и вирусов вы-
работали резистентность к основному пулу ис-
пользуемых для их терапии лекарств, что делает
необходимым поиск новых классов соединений,
ингибирующих патогены, обладающих направ-
ленностью действия и низкой токсичностью [1].

Нам представлялось целесообразным синтези-
ровать новые производные природных нуклеози-
дов и изучить их возможную антибактериальную
эффективность. Нуклеотиды и нуклеозиды, явля-
ясь основными структурными единицами ДНК и
РНК, участвуют в биосинтезе белков, выступают

как кофакторы многих биохимических циклов,
регулируют активности ферментов метаболизма
нуклеотидов. В связи с этим даже небольшие мо-
дификации нуклеинового основания или сахар-
ного фрагмента нуклеозида могут оказывать суще-
ственное влияние на узнавание и ингибирование
соответствующих ферментов, и, таким образом, на
его активность как антипатогена. В настоящий мо-
мент аналоги и производные компонентов нуклеи-
новых кислот являются важными элементами про-
тивораковой, противовирусной и, в значительно
меньшей степени, противогрибковой терапии
[3–7]. В то же время, среди представителей при-
родных нуклеозидов [8, 9] и их синтетических
аналогов антибактериальная активность обнару-
жена лишь недавно [10, 11], и эта область активно
развивается [12].

Только в начале XXI века появились сообще-
ния о нескольких группах модифицированных
нуклеозидов, продемонстрировавших заметное
антимикобактериальное действие in vitro [13–16].
В частности, 5-модифицированные пиримиди-

Сокращения: МПК – минимальная подавляющая концен-
трация, ЦД50 – цитотоксическая доза.

# Автор для связи: (тел.: +7 (499)-135-60-65; факс +7 (499)
135-14-05; эл. почта: ala2004_07@mail.ru).
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новые нуклеозиды с протяженными 1-алкиниль-
ными, алкилоксиметильными и алкилтриазолил-
метильными заместителями в гетероцикличе-
ском основании обладают in vitro ингибирующей
активностью в отношении Mycobacterium tubercu-
losis и/или M. avium и M. bovis [17–23]. Несмотря
на интенсивные исследования, биологические
мишени и механизм действия этой группы соеди-
нений пока не выявлены. Гердевайн и сотр. пока-
зали, что 5'-монофосфаты 5-модифицированных
2'-дезоксиуридинов эффективно ингибируют
уникальный фермент – флавин-зависимую ти-
мидилатсинтазу M. tuberculosis ThyX, практически
не затрагивая основной фермент тимидилатсин-
тазу M. tuberculosis ThyA [24–27]. Поэтому можно
предположить, что одной из возможных мише-
ней действия 5-модифицированных 2'-дезокси-
уридинов является этот фермент [24–27]. С дру-
гой стороны, нами было показано, что не спо-
собные фосфорилироваться 5'-иод-, азидо- и
амино-производные 5-додецилоксиметил-2'-
дезоксиуридина [21] и карбоциклические d4-5'-
нор-5-(1-алкинил)уридины с протяженными
1-алкинильными [22], алкилоксиметильными и
алкилтриазолилметильными [23] заместителями
обладают значительной ингибирующей активно-
стью in vitro в отношении микобактерий M. tuber-

culosis, связанной, скорее всего, с разрушением
клеточной стенки микобактерии [23]. Молеку-
лярный докинг 5'-монофосфатов 5-алкилтиоме-
тильных производных 2'-дезоксиуридина проде-
монстрировал их возможное связывание в актив-
ном сайте фермента M. tuberculosis ThyX. Поэтому
мы предположили, что 5-алкилтиометильные про-
изводные 2'-дезоксиуридина могут ингибировать
рост M. tuberculosis. Настоящая работа посвящена
синтезу и изучению антибактериальной активно-
сти неизвестных ранее 5-алкилтиометильных про-
изводных 2'-дезоксиуридина.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Химический синтез

Ключевым соединением в синтезе соедине-
ний (III) и (IVа) (cхема 1) являлся 5-бромметил-
3',5'-ди-О-ацетил-2'-дезоксиуридин (IIa), кото-
рый получали радикальным бромированием
3',5'-ди-O-ацетилтимидина по опубликованно-
му ранее методу [28]. Нуклеофильное замещение
брома на соответствующие 1-меркаптаны по
аналогии с разработанным нами ранее методом
[29] и последующее удаление защитных групп
позволили получить целевые соединения.

i: Br2, дихлорэтан, hν, Δ; ii: RSH, DMF, 37°С; iii: NH3(водн.), этанол, 20°С
Схема 1. Синтез 5-тиоалкилметильных производных 2'-дезоксиуридина (III) и (IVa, b).

Обычно в стандартных условиях проведения
реакции радикального бромирования действием
Br2 в кипящем дихлорэтане в атмосфере аргона об-
разуется, наряду с целевым β-производным (IIа),
незначительное количество α-аномера 5-бром-
метил-3',5'-ди-О-ацетил-2'-дезоксиуридина (IIb),
который легко отделяется при последующей хро-
матографической очистке. Конденсацией соеди-
нения (IIа) с 1-гексилмеркаптаном и последую-
щим деблокированием продукта водно-спирто-
вым раствором аммиака нами был синтезирован
5-гексилтиометил-2'-дезоксиуридин (III).

Нам представлялось также целесообразным
синтезировать α-аномер 5-децилтиометил-2'-
дезоксиуридина (IVb), поскольку ранее было пока-
зано, что в ряде случаев α-аномеры модифициро-
ванных нуклеозидов проявляют антибактериаль-
ную активность не только сравнимую с действием
β-производных [21], но иногда и значительно пре-
вышающую ее [30, 31]. Проведение бромирования
в более концентрированном растворе брома поз-
волило нам получить смесь α,β аномеров в соотно-
шении 1 к 2. Конденсация смеси аномеров (IIа, b)
с 1-децилмеркаптаном, последующее деблокиро-
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вание водно-спиртовым раствором аммиака, и
хроматография на силикагеле позволили синте-
зировать и выделить индивидуальные β- и α-ано-
меры 5-децилтиометил-2'-дезоксиуридина (IVa)
и (IVb) (схема 1).

При синтезе 5-тиооктилового производного 5а
нами был применен альтернативный метод с ис-
пользованием N-бромсукцинимида в качестве
бромирующего агента и азобисизобутиронитрила
в качестве инициатора реакции (схема 2).

i: N-бромсукцинимид, азобисизобутиронитрил, дихлорэтан, ∆; ii: C8H17SH, DMF, 37°С; iii: NH3(водн.), эта-
нол, 20°С

Схема 2. Синтез 5-моно- и 5-бис(октилтио)метильных производных 2'-дезоксиуридина.

Данный метод является более удобным для
синтеза только производных β-аномера, т.к. в хо-
де реакции не образуется HBr, способствующий
процессу аномеризации. Более того, в качестве
побочного продукта образуется 5-дибромметил-
3',5'-ди-О-ацетил-2'-дезоксиуридин (Vb), кото-
рый может служить исходным соединением для
синтеза 5-бис(алкилтио)метильных производ-
ных. Нами было показано, что использование из-
бытка N-бромсукцинимида при проведении ре-
акции позволяет получить 5-дибромметильное
производное в качестве основного продукта. Та-
ким образом, нами были разработаны условия
синтеза различных 5-алкилтиометильных произ-
водных 2'-дезоксиуридина и синтезированы 5-ал-
килтиометильные производные 2'-дезоксиуриди-
на (III), (IVa), (IVb), и (Vа) и 5-бис(октилтио)ме-
тил-2'-дезоксиуридин (Vb).

Структура и чистота всех полученных соедине-
ний подтверждена с помощью УФ-, 1Н- и 13С-ЯМР-
спектроскопии, а также масс-спектрометрии высо-
кого разрешения.

Цитотоксичность синтезированных соединений.
Цитотоксичность липофильных соединений с
протяженным децильным заместителем (IVa), (IVb)
и 5-бис(октилтио)метил-2'-дезоксиуридин (Vb),
растворенных в DMSO, не удалось определить, по-
скольку они выпадали в осадок при добавлении к
культуральной среде. Соединения (III) и (Vа) про-
демонстрировали выраженную цитотоксичность со
значениями ЦД50 14 и 58 мкг/мл соответственно.

Антибактериальное действие полученных соеди-
нений изучали по их способности ингибировать
рост микроорганизмов разработанным ранее ме-
тодом [32]. В качестве тест-объектов для предва-

рительной оценки антимикобактериальной ак-
тивности и отбора перспективных соединений
для последующего тестирования против штаммов
возбудителей туберкулеза M. tuberculosis исполь-
зовали два коллекционных тест-штамма M. smeg-
matis: mc2155 и VKPM Ac 1339. Для этих штаммов
при лечении туберкулеза минимальные подавля-
ющие концентрации (МПК) антибиотиков пер-
вого ряда рифампицина и изониазида различны.
Из-за низкой растворимости исследуемых ве-
ществ в воде использовали смесь вода–метанол
(1 : 1) или вода–метанол–Твин-80 (50 : 45 : 5).
Растворы исследуемых соединений в данных сме-
сях не превышали 10 об. % в питательной среде и
сами смеси в данной концентрации не оказывали
воздействия на рост бактерий. Соединения (IVa),
(IVb) и (Vb) были нерастворимы в концентрациях,
необходимых для проведения экспериментов. Рас-
творимые соединения были активны только в мак-
симальных исследованных концентрациях, являю-
щихся МПК. Для соединения (Va) не удалось до-
стигнуть активной концентрации. Установлено,
что только 5-гексилтиометил-2'-дезоксиуридин
(III) подавлял in vitro рост штамма M. smegmatis
mc2155 со значением МПК 200 мкг/мл, но был не-
активен в отношении штамма VKPM Ac 1339. Од-
нако, значение МПК получено на пределе рас-
творимости этого вещества и в 14 раз превышает
цитотоксическую концентрацию, что делает не-
возможным его использование в качестве проти-
вобактериального препарата. Структура соедине-
ний (III) и (Va) будет принята нами во внимание
при разработке антибактериальных средств.

В работе также использовали два штамма золо-
тистого стафилококка, широко применяемые для
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определения антибиотической активности: тест-
штамм S. aureus FDA 209P и клинический изолят
данного вида INA 00761 с множественной лекар-
ственной устойчивостью. Исследованные соеди-
нения не проявили антибиотического действия в
отношении указанных штаммов.

Таким образом, осуществлены три варианта
синтеза 5-алкилтиометильных производных 2'-
дезоксиуридина, позволившие синтезировать
α- и β-аномеры 5-алкилтиометил-2'-дезоксиури-
дина. Показана противобактериальная активность
соединения (III) с наименьшим из использованных
(гексильным) углеводородным заместителем. Удоб-
ный метод синтеза 5-модифицированных производ-
ных 2'-дезоксиуридина позволит в дальнейшем полу-
чить новые серии нуклеозидов для создания эффек-
тивных ингибиторов репликации бактерий.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали коммерческие реакти-

вы фирм “Fluka” (Германия), “Aldrich”, “Sigma”
(США) и “Acrus” (Бельгия). Растворители очи-
щали по стандартным методикам.

Колоночную хроматографию проводили с исполь-
зованием силикагеля Kieselgel 60 (40–63 мкм) (Merck,
Германия). Спектры ЯМР (δ, м.д., КССВ, Гц) ре-
гистрировали в DMSO-d6 на спектрометре Avance
III (Bruker, США) с рабочей частотой 300 МГц для
1Н-ЯМР (внутренний стандарт – Me4Si), 75 МГц
для 13C-ЯМР (внутренний стандарт – Me4Si). УФ-
спектры снимали на спектрофотометре Perkin
Elmer lambda 25 (Perkin Elmer, США) в метаноле.
Масс-спектры высокого разрешения получали на
приборе Bruker Daltonics micrOTOF-Q II методом
электрораспылительной ионизации (ESI). Измере-
ния выполнены на положительных ионах, в соот-
ветствии с примененными ранее условиями [32].

Цитотоксичность синтезированных соедине-
ний в культуре клеток человека A549 (линия кле-
ток легочной аденокарциномы) оценивали мето-
дом МТТ-теста [33] с применением среды DMEM
(Gibco, США) с 10% содержанием эмбриональ-
ной сыворотки теленка (HyClone, США). Для
стерилизации растворов использовали мембраны
с диаметром пор 0.22 мкм MILLEX®GP (Milli-
pore, Ирландия).

Антибактериальную активность определяли
методом серийных двукратных разведений [34].
В качестве тест-штаммов использовали S. aureus
(FDA 209P и INA 00761) и M. smegmatis (VKPM Ac
1339 и mc2 155). Бактерии инкубировали при 37°С
в течение 20 ч (S. aureus) и 48 ч (M. smegmatis). Об
антибактериальной активности судили по нали-
чию или отсутствию роста бактерий.

Синтез 3',5'-ди-O-ацетил-5-бромметил-2'-
дезоксиуридина (IIа,b)2, и 3',5'-ди-O-ацетил-5,5-

дибромметил-2'-дезоксиуридина (IIс)
Метод 1: Синтез β- и α-аномеров (IIа) и (IIb)

проводили по модифицированному методу [28].
К кипящему раствору 3',5'-ди-O-ацетилтимидина (I)
(6.7 г, 20 ммоль) в дихлорэтане (100 мл) добавляли
по каплям раствор Br2 (1.86 мл, 7.5 ммоль) в 40 мл
дихлорэтана в течение 3 ч под током сухого арго-
на и освещении лампой 300 В. При необходимо-
сти получения смеси аномеров поддерживали вы-
сокую концентрацию Br2 в растворе. Затем реак-
ционную смесь охлаждали, продували аргоном
еще 1 ч и упаривали в вакууме. Полученную смесь
использовали без выделения в следующей стадии.

Метод 2: Синтез 5-моно- и 5-дибромпроиз-
водных (IIа) и (IIc) проводили по аналогии с ме-
тодом [35]. К раствору 3',5'-ди-O-ацетилтимиди-
на (1.5 г, 4.6 ммоль) в дихлорэтане (70 мл) добав-
ляли N-бромсукцинимид (2.5 г, 13.8 ммоль) и
азобисизобутиронитрил (189 мг, 1.15 ммоль). Ре-
акционную смесь кипятили под током сухого ар-
гона в течение 3 ч. Затем реакционную смесь
охлаждали, продували аргоном еще 1 ч и упарива-
ли в вакууме. Полученную смесь использовали
без выделения в следующей стадии.

Общий метод синтеза 5-алкилтиометил-2'-
дезоксиуридинов (III)–(V)

Реакционную смесь, содержащую соедине-
ние (IIa), растворяли в 5 мл DMF и добавляли со-
ответствующий тиол (4.5–6.4 мл, 30 ммоль – для
метода 1; 1.2 мл, 6.9 ммоль – для метода 2). Реак-
ционную смесь оставляли на 24 ч при 37°С в атмо-
сфере аргона. Затем растворитель упаривали в ва-
кууме, остаток растворяли в этаноле (20 мл), до-
бавляли водный раствор аммиака (20 мл) и
оставляли на ночь при комнатной температуре.
Полученную реакционную смесь упаривали в ва-
кууме, остаток растворяли в системе хлороформ–
этанол (5–10 мл) наносили на колонку (3 × 20 см)
с силикагелем, элюировали смесью растворите-
лей хлороформ–этанол 20 : 1.

5-Гексилтиометил-2'-дезоксиуридин 3
5-Гексилтиометил-2'-дезоксиуридин (III полу-

чен взаимодействием β-3',5'-ди-O-ацетил-5-
бромметил-2'-дезоксиуридина (IIа) и гексантио-
ла с выходом 2.94 г (41%). 1H-ЯМР: 11.37 (1H, с,
H3), 7.83 (1H, с, H6), 6.17 (1H, т, J 6.8, Н-1'), 5.23
(1Н, уш. с., 3'-ОН), 5.00 (1Н, уш.с., 5'-ОН), 4.25
(1H, дт, J 6.3, 3.4, Н3'), 3.79 (1H, тд, J 3.7, 3.7, Н4'),
3.62–3.52 (2H, м, Н5'), 3.32 (2H, с, Н5), 2.43 (2H, т, J
7.2, SСН2), 2.15–2.03 (2H, м, Н2'), 1.50 (2H, тт, J 7.5,
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6.9, SСН2СH2), 1.34–1.22 (6H, м, SCH2CH2(CН2)3),
0.85 (3H, т, J 7.1, S(CН2)5CH3). 13C-ЯМР: 162.95 (C4),
150.68 (C2), 137.53 (C6), 111.50 (C5), 87.87 (C4'),
84.50 (C1'), 70.97 (C3'), 61.87 (C5'), 40.01 (C2'),
31.45–22.50 (S(CH2)5 + C5), 14.36 (S(CH2)5CH3).
MS (ESI) рассчитано для C16H26N2O5S 359.1512
[M + H]+, найдено 359.1508. УФ: λmax 269.6 нм
(ε 9800).

5-Октилтиометил-2'-дезоксиуридин (Va) полу-
чен взаимодействием производного (IIа) и октан-
тиола с выходом 0.8 г (45%). 1H ЯМР: 11.36 (1H, с,
H3), 7.83 (1H, с, H6), 6.17 (1H, т, J 6.8, Н1'), 5.25
(1Н, д, J 4.2, 3'-ОН), 5.01 (1Н, т, J 5.1, 5'-ОН), 4.25
(1H, тд, J 5.8, 3.7 Н3'), 3.80 (1H, тд, J 3.6, 3.6, Н4'),
3.63–3.51 (2H, м, Н5'), 3.32 (2H, с, Н5), 2.43 (2H, т, J
7.2, SСН2), 2.16–2.02 (2H, м, Н2'), 1.49 (2H, тт, J 7.4,
7.0, SСН2СH2), 1.32–1.24 (10H, м, SCH2CH2(CН2)5),
0.84 (3H, т, J 7.0, (CН2)7CH3). 13C-ЯМР: 162.96 (С4),
150.67 (С2), 137.54 (С6), 111.51 (С5), 87.88 (С4'), 84.54
(C1'), 70.99 (C3'), 61.87 (C5'), 40.07 (C2'), 31.69–22.52
(S(CH2)7 + H5), 14.38 (S(CH2)7CH3). MS (ESI) рас-
считано для C16H26N2O5S 387.1948 [M + H]+, най-
дено 387.1950. УФ: λmax 267.2 нм (ε 9800).

5-Бис(октилтио)метил-2'-дезоксиуридин (Vb)
получен взаимодействием 3',5'-ди-O-ацетил-5,5-
дибромметил-2'-дезоксиуридина (IIс) и октан-
тиола с выходом 0.69 г (39%). 1H-ЯМР: 11.34 (1H,
с, H3), (1H, с, H3), 8.00 (1H, с, H6), 6.19 (1H, т, J
6.8, Н1'), 4.90 (1H, с, Н5), 4.25 (1H, дт, J 5.5, 2.7,
Н3'), 3.84 (1H, дт, J 3.4, 2.5, Н4'), 3.61–3.51 (2H, м,
Н5'), 2.62–2.42 (4H, м, (SСН2)2), 2.16 (1H, ддд, J
13.2, 6.0, 2.9, Н2'a), 2.03 (1H, ддд, J 13.2, 7.7, 5.7,
Н2'b), 1.56–1.47 (4H, м, (SСН2СH2)2), 1.38–1.23
(20H, м, (SCH2CH2(CН2)5)2), 0.88–0.83 (6H, т, J
7.0, (S(CН2)7CH3)2). 13C-ЯМР: 161.81 (С4), 150.18
(С2), 138.08 (С6), 113.60 (С5), 88.09 (С4'), 85.06
(С1'), 71.36 (С3'), 62.10 (С5'), 44.11 (C5), 40.41 (С2'),
31.95–22.56 ((S(CH2)7)2), 14.34 ((S(CH2)7CH3)2).
MS (ESI) рассчитано для C26H46N2O5S2 531.2802
[M + H]+, найдено 531.2805. УФ: λmax 267.7 нм
(ε 9800).

5-Децилтиометил-2'-дезоксиуридин (β-аномер)
(IVа) получен взаимодействием β-аномера 3',5'-ди-
O-ацетил-5-бромметил-2'-дезоксиуридина (IIa) и
декантиола с выходом 2.98 г (36%). 1H-ЯМР: 11.34
(1H, с, H3), 7.84 (1H, с, H6), 6.18 (1H, т, J 6.8, Н1'),
5.19 (1Н, уш. с., 3'-ОН), 4.98 (1Н, уш. с., 5'-ОН-),
4.25 (1H, дт, J 6.1, 3.1, Н3'), 3.80 (1H, тд, J 3.5, 3.4,
Н4'), 3.62–3.52 (2H, м, Н5'), 3.31 (2H, с, Н5), 2.42
(2H, т, J 7.2, SСН2), 2.15–2.02 (2H, м, Н2'), 1.50
(2H, тт, J 7.4, 7., SСН2СH2), 1.36–1.24 (14H, м,
SCH2CH2(CН2)7), 0.88-0.84 (3H, т, J 6.9 Гц,

S(CН2)9CH3). 13C-ЯМР: 162.93 (C4), 150.65 (C2),
137.50 (C6), 111.49 (C5), 87.91 (C-4'), 84.54 (C1'),
71.02 (C-3'), 61.87 (C-5'), 40.16 (C2'), 31.77–22.57
(S(CH2)9 + H5), 14.39 (S(CH2)9CH3). MS (ESI) рас-
считано для C20H24N2O5S 415.2240 [M + H]+, найдено
415.2242. УФ: λmax 271.8 нм (ε 9800).

5-Децилтиометил-2'-дезоксиуридин (α-аномер)
(IVb) получен взаимодействием α-аномера 3',5'-
ди-O-ацетил-5-бромметил-2'-дезоксиуридина (IIb)
и декантиола с выходом 2.65 г (32%). 1H-ЯМР:
11.29 (1H, с, H3), 7.84 (1H, с, H6), 6.11 (1H, дд,
J 7.6, 2.6, Н1'), 4.25 (1H, дт, J 6.1, 1.9, Н3'), 4.16 (1H,
тд, J 4.6, 1.7 Гц, Н4'), 3.40 (2H, д, J 4.5 Гц, Н5'), 3.31
(2H, с, СН5), 2.61–2.54 (1Н, м, Н2'(a)), 2.47–2.41
(3Н, м, Н2'(б) + SСН2), 1.50 (2H, тт, J 7.9, 7.1,
SСН2СH2), 1.36–1.24 (14H, м, SCH2CH2(CН2)7),
0.85 (3H, т, J 6.9, S(CН2)9CH3). 13C-ЯМР: 163.17 (C4),
150.69 (C2), 138.53 (C6), 110.45 (C5), 89.92 (C4'), 86.24
(C1'), 70.94 (C3'), 62.21 (C5'), 40.66 (C2'), 31.79–22.58
(S(CH2)9 + H5), 14.38 (S(CH2)9CH3). MS (ESI) рас-
считано для C20H24N2O5S 415.2240 [M + H]+, най-
дено 415.2237. УФ: λmax 272 нм (ε 9800).
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5-Alkylthiomethyl Derivatives of 2'-Deoxyuridine: Synthesis and Antibacterial Activity
S. D. Negrya*, D. A. Makarov*, P. N. Solyev*, I. L. Karpenko*, O. V. Chekhov*, ***,

A. A. Glukhova**, B. F. Vasilyeva**, I. G. Sumarukova**, O. V. Efremenkova**,
S. N. Kochetkov*, and L. A. Alexandrova*, #

*Engelhardt Institute of Molecular Biology Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 32, Moscow, 119991 Russia
**Gause Institute of New Antibiotics, ul. Bol’shaya Pirogovskaya 11, Moscow, 119021 Russia

***Moscow Institute of Physics and Technology, Inctitutckij per. 9, Mockovckaya oblact’, Dolgoppudnyj, 141700 Russia

In order to make nucleoside derivatives exhibiting antibacterial activity, we have proposed three ways of 5-al-
kylthiomethyl derivatives of 2'-deoxyuridine synthesis based on condensation of 3',5'-diacetyl-5-bro-
momethyl-2'-deoxyuridine with the corresponding 1-mercaptans. 5-Hexylthiomethyl-, 5-octylthiomethyl-,
5-bis(octylthio)methyl-2'-deoxyuridine and α and β anomers of 5-decylthiomethyl-2'-deoxyuridine were
synthesized. A notable cytotoxicity of a number of the synthesized compounds in A549 cell culture was
shown. 5-Hexylthiomethyl-2'-deoxyuridine inhibited in vitro growth of the Mycobacterium smegmatis mc2155
strain with a MIC value of 200 μg/mL. The remaining compounds did not inhibit the growth of two strains
of Mycobacterium smegmatis and Staphylococcus aureus.

Keywords: nucleosides, radical bromination, 5-alkylthiomethyl-2'-deoxyuridines, 1-mercaptans, antibacterial
activity, cytotoxicity
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Получены две серии новых гомосерин лактонов на основе халкона и исследована их способность
ингибировать чувство кворума in vitro в штамме Pseudomonas aeruginosa. В частности, исследована
способность полученных соединений модулировать LasR-зависимую систему чувства кворума у
P. aeruginosa. Среди полученных соединений (S)-2-((4-(3-(4-бромо-2-флуорофенил)акрилоил)фе-
нид)амино)-N-(2-оксотетрагиброфуран-3-ил)ацетамид ингибировал LasR-зависимую систему чув-
ства кворума, в отличие от бромированного фуранона C30. Стоит отметить, что результатом работы
стали новые эффективные ингибиторы систем чувства кворума (QSIs, quorum sensing inhibitors), ко-
торые ингибировали продукцию вирулентных факторов в штамме P. aeruginosa дикого типа.
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ВЛИЯНИЕ АГЕНТОВ, ЧУВСТВИТЕЛЬНЫХ К КВОРУМУ,
ПРОТИВ Pseudomonas aeruginosa1
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Злоупотребление антибиотиками в терапии привело к развитию резистентности в организмах-ми-
шенях. Неспособность представленных антибиотиков бороться с инфекциями делает необходимым
поиск варианта доступных в настоящее время лекарств. Чувство кворума (QS) используется многи-
ми бактериями для регулирования экспрессии генов в соответствии с плотностью популяции по-
средством использования сигнальных молекул или аутоиндукторов. QS используется популяциями
бактерий для координации их групповых взаимодействий, которые применяются патогенами в ин-
фекционных процессах. Пути QS в бактериях состоят из нескольких частей, включая популяции
бактерий, сигнальные молекулы, белковые активаторы и гены-мишени. Патогенность многих бак-
терий регулируется сигнальными системами QS. Система ингибирования QS может вызывать сни-
жение вирулентности и защиту от бактериальных инфекций. QS является основным регулятором
вирулентности и образования биопленок у Pseudomonas aeruginosa и других соответствующих бакте-
рий. У P. aeruginosa экспрессия многих факторов вирулентности, по-видимому, контролируется с
помощью QS. Таким образом, в соответствии с ролью этого механизма в регуляции и выработке
многих факторов вирулентности, чтобы вызвать заболевание и инфекцию для P. aeruginosa требует-
ся функция QS. В этой статье мы обсуждаем механизм QS у грамотрицательных и положительных
бактерий, рассматривая подробнее P. aeruginosa. Разнообразные растения показали свое влияние на
вирулентность P. aeruginosa. Экстракт различных растений контролирует регуляторные гены QS и
факторы, оказывающие незначительное влияние на рост бактерий. Механизмы кворума (QQ) не
связаны со статическими или цидальными эффектами. На самом деле, анти-QS уже показали мно-
гообещающие результаты в борьбе с инфекциями P. aeruginosa.

Ключевые слова: противомикробные препараты, аутоиндукторы, этноботаники, кворум-зондирова-
ние, Pseudomonas aeruginosa, бактериальные инфекции, терапевтическая мишень
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С целью поиска соединений, способных уменьшать концентрацию интерлейкина-8 в плазме крови
человека проведено молекулярное моделирование, позволившее выявить ряд пептидных последо-
вательностей. Показано, что замена остатка глутаминовой кислоты в пептидах Glu-His-OMe и
Glu-His-Trp-OMe на ее циклическую форму, а также введение остатков DTyr и DAla в последова-
тельность Asp-Tyr-Ala-Pro, приводит к двукратному увеличению способности их связывания интер-
лейкина-8.

Ключевые слова: пептидный синтез, интерлейкин-8, связывание в плазме крови, молекулярный докинг
DOI: 10.31857/S0132342320020104

ВВЕДЕНИЕ
Интерлейкин 8 (IL-8) – альфа-хемокин, про-

дукт многих клеток, включая кератиноциты,
фибропласты и макрофаги, который стимулирует
хемотаксис нейтрофилов, базофилов, лимфоци-
тов, кератиноцитов, а также стимулирует осво-
бождение ферментов нейтрофилами [1, 2]. В
настоящее время он включается в семейство хе-
мокинов. Основные биологические эффекты
хемокинов связаны с их хемоаттрактантной актив-
ностью, особенно это касается IL-8. Так, у боль-
ных идиопатическим фиброзом легких была обна-
ружена повышенная экспрессия mRNA для IL-8,
что коррелировало с содержанием IL-8, числом
нейтрофилов в бронхоальвеолярной жидкости
и с тяжестью заболевания. Высокий уровень
IL-8 в легких обнаружен при остром воспале-
нии. У больных респираторным дистресс-син-
дромом содержание IL-8 и количество нейтрофи-
лов коррелировало со смертностью. Хемокины

также являются медиаторами аллергического вос-
паления. У больных бронхиальной астмой наблю-
дается повышенная экспрессия IL-8 эпителиаль-
ными клетками бронхов [3, 4]. В научной литера-
туре имеется также информация об участии IL-8
в патогенезе сепсиса [5, 6].

Таким образом, поиск способов регулирова-
ния концентрации IL-8 в плазме крови является
актуальной и перспективной задачей современ-
ной медицинской науки. Это подтверждается ре-
зультатами эффективного применения следую-
щих известных ингибиторов:

1. Репариксин (химическая формула – (αR)-α-
метил-4-(2-метилпропил)-N-(метилсульфонил)-
бензенеацетамид L-лизина) является неконку-
рентным аллостерическим ингибитором актива-
ции рецепторов хемокинов CXCR1 и CXCR2 под
действием IL-8 (IC50 = 1 и 100 нМ соответствен-
но). Он блокирует ряд активностей, связанных с
передачей сигналов IL-8, включая рекрутирова-
ние лейкоцитов (IC50 = 1 нМ) и другие воспали-
тельные реакции [7].

2. HuMax-IL8 – полностью гуманизированное
моноклональное антитело, которое связывает и
ингибирует IL-8 [8]. Сейчас проходит 1-я фаза
клинических испытаний данного препарата.

 Сокращения: IL-8 – интерлейкин 8; Boc – трет-бутилок-
сикарбонил; DCC – N,N'-дициклогексилкарбодиимид;
DMF – N,N-диметилформамид; HOBt – N-гидроксибен-
зотриазол; Bzl – бензил; TEA – триэтиламин; Pfp – пен-
тафторфенил; ESI – ионизация распылением в электриче-
ском поле.

# Автор для связи: (тел.: +375-(17)2678263; эл. почта: olymel-
nik@yandex.ru).
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3. Пептидные ингибиторы [9]. Находятся на
стадии доклинических испытаний.

Пептидные ингибиторы наиболее предпочти-
тельны из соображений безопасности и стоимо-
сти продукции. Однако применение синтетиче-
ских пептидных ингибиторов имеет существенный
недостаток: пептидные молекулы чрезвычайно
быстро метаболизируются пептидазами в орга-
низме человека. Поэтому необходима разработка
способов защиты пептидных молекул от фермен-
тативного разрушения.

РЕЗУЛЬТЫТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Целью настоящей работы являлся поиск и ис-
следование пептидов, способных уменьшать кон-
центрацию IL-8 в плазме крови человека, а также
разработка способов их защиты от разрушения
пептидазами.

Этапы исследований включали анализ струк-
туры комплексов IL-8 с лигандами и выбор воз-
можных участков связывания, модификацию, син-
тез отобранных соединений, изучение их биоло-
гической активности.

На первом этапе работы в ProteinDataBank
осуществили поиск пространственных структур
IL-8 и его комплексов с лигандами различной
природы. Отобрали структуру, которая по своим
свойствам наилучшим образом подходила для
расчетов и прогноза потенциальных участков
связывания белка-лиганда с IL-8 (1ILQ, ком-
плекс IL-8 с цитокинсвязывающей областью
CXCR-1). С использованием программного ком-
плекса были рассчитаны предполагаемые участки
связывания белка-лиганда и цитокинов. На осно-
вании этих расчетов были смоделированы олиго-
пептиды, потенциально способные связывать IL-8.
Молекулярный докинг (или молекулярные сты-
ковки) — это метод молекулярного моделирова-

ния, который позволяет предсказать наиболее вы-
годную для образования устойчивого комплекса
ориентацию и положение одной молекулы по от-
ношению к другой. Для докинга указывается об-
ласть структуры белка, в которой будет происхо-
дить поиск места для связывания. Задают его как
куб с центром. Координаты центра и размеры ку-
ба определяются визуально исходя из структуры
изучаемого цитокина. В данной работе использо-
вали pdb-файл 1IKL – мономерная форма IL-8.
Координаты центра – Cx:0 Cy:-5 Cz:0. Размеры
куба – Sx:60 Sy:60 Sz:50. В табл. 1 представлены
результаты математических расчeтов свободной
энергии связывания IL-8 с пептидами.

Для дальнейшей модификации и химического
синтеза были выбраны следующие пептидные
последовательности: Glu-His (2), Glu-His-Trp (4),
Asp-Tyr-Ala-Pro (9). Модификацию пептидов (2)
и (4) осуществляли заменой остатка глутамино-
вой кислоты Glu на остаток пироглутаминовой
кислоты, что согласно работе [10], является из-
вестным способом защиты против атак протеаз.
Последовательность Asp-Tyr-Ala-Pro (9) модифи-
цировали введением D-аминокислот – DTyr и
DAla вместо их L-аналогов.

Основными моментами, которые должны
быть учтены при синтезе модифицированных
олигопептидов Glp-His-OMe (I) и Glp-His-Trp-
OMe (III), являются специфические свойства ги-
стидина и пироглутаминовой кислоты: повышен-
ная склонность остатка His к рацемизации и воз-
можность протекания побочных реакций по
имидазольному кольцу, лабильность пирролидо-
нового цикла при кислых и сильно щелочных
значениях pH [11]. Приемлемыми растворителя-
ми для исходных включаемых соединений (пиро-
глутаминовая кислота и метиловый эфир ги-
стидина) оказались ацетонитрил и хлористый
метилен. Использование гидроксибензотриазола
(HOBt) совместно с DCC позволило обеспечить
высокий выход дипептида Glp-His-OMe (I) и вы-
сокий уровень его удельного оптического вращения
(80%) и –17°…–19°. Очистка дипептида (I) состояла
в избирательном растворении компонентов сме-
си, содержащей неочищенный дипептид. Выде-
ленный из реакционной смеси осадок, состоящий в
основном из Glp-His-OMe и дициклогексилмоче-
вины, промывали метанолом для перевода дипеп-
тида в раствор. Полученный после упаривания
метанола кристаллический осадок дипептида об-
рабатывали хлороформом и смесью эфир-мета-
нол для очистки от примесей исходных соедине-
ний. Такие процедуры позволили получить хро-
матографически однородный дипептид. При
синтезе трипептида (III) для конденсации N-кон-
цевого дипептида с метиловым эфиром трипто-
фана мы выбрали азидный способ, который обес-
печивает отсутствие рацемизации, позволяет из-

Таблица 1. Значения свободной энергии связывания
экспериментальных олигопептидов с IL-8

* Разница достоверна с р = 0.0069.

Пептид Структура Энергия связывания IL-8, 
ккал/моль

(1) Gly-Ser 6.05 (5.57; 6.25)
(2) Glu-His 6.30 (6.02; 6.47)*
(3) Pro-Gly 5.40 (5.40; 5.50)
(4) Glu-His-Trp 6.45 (6.30; 6.52)*
(5) Tyr-Phe-Val 5.90 (5.55; 6.30)
(6) Phe-Glu-Gly 5.40 (5.27; 5.42)
(7) Phe-Gly-Gln-Gly 5.90(5.55; 6.30)
(8) Trp-Ala-Thr-His 6.20 (6.00; 6.22)*
(9) Asp-Tyr-Ala-Pro 5.40 (5.20; 5.40)
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бежать стадии щелочного гидролиза Glp-His-OMe
для отщепления метильной защиты (схема 1).

Схема 1. Схема синтеза Glp-His-OMe (I)
и Glp-His-Trp-OMe (III).

Вторая стадия синтеза трипептида Glp-His-
Trp-OMe – получение гидразида Glp-His-N2H3.
Для полного перевода метилового эфира в гидра-
зид использовали пятикратный избыток гидра-
зингидрата, выход продукта практически количе-
ственный. Азидную конденсацию Glp-His-N3 и
Trp-OMe проводили в DMF – растворителе,
обеспечивающем хорошую растворимость всех
компонентов и способствующем протеканию ре-
акции. Для перевода гидразида в азид использо-
вали изоамилнитрит, необходимую реакцию сре-
ды создавали добавлением HCl в этилацетате и
триэтиламина. Реакцию проводили при темпе-
ратуре –15…–20°С. Для получения хроматогра-
фически однородного пептида (III) проводили
очистку путем многократных переосаждений на
первом этапе, заключительной стадией являлась
колоночная хроматография на силикагеле с ис-
пользованием в качестве элюэнта смеси хлоро-
форм–метанол 2 : 1.

Тетрапептиды Asp-DTyr-Ala-Pro (IX) и Asp-
DTyr-DAla-Pro (X) синтезировали по схеме 2 + 2
(схема 2).

Схема 2. Схема синтеза тетрапептидов Asp-DTyr-Ala-Pro (IX) и Asp-DTyr-DAla-Pro (X).

Дипептид Boc-Asp(OBzl)-DTyr-OH (IV) получа-
ли методом активированных эфиров, пентафтор-
фениловый эфир эфира β-бензилового эфира
трет-бутилоксикарбонил-аспарагиновой кисло-
ты вводили в реакцию с DTyr без выделения.
С-Концевой пролин в виде бензилового эфира
вводили в синтез с Boc-Ala-OH или Boc-DAla-OH
для получения Boc-Ala-Pro-OBzl и Boc-DAla-Pro-
OBzl соответственно. В качестве основного кон-

денсирующего агента использовали DCC с добав-
лением HOBt. Для блокирования α-аминогрупп
применяли Вос-защитную группу. Ее отщепле-
ние проводили обработкой 4.5 М раствором HCl в
этилацетате. Гидрохлориды пептидов после от-
щепления Вос-защитной группы, которое проте-
кало с выходами, близким к количественным
(93–98%), использовали в синтезе после опреде-
ления их однородности методом тонкослойной

Glp-OH + H-His-OMe

Glp-His-OMe (I)

Glp-His-N3 + H-Trp-OMe

Glp-His-N2H3

Glp-His-Trp-OMe (III)

DCC/HOBt

N2H4

1. HCl/CH3COOC2H5
2. (CH3)2CHCH2CH2ONO/TEA

Boc-Asp(OBzl)-OH + Pfp-OH

DCC

Boc-Asp(OBzl)-OPfp + H-DTyr-OH

Boc-Asp(OBzl)-DTyr-OH (IV)     +    HCl · H-Ala(DAla)-Pro-OBzl

Boc-Ala(DAla)-OH + HCl · H-Pro-OBzl

Boc-Ala(DAla)-Pro-OBzl (V, VI)

TEA, DCC/HOBt

HCl/CH3COOC2H5

TEA, DCC/HOBt

Boc-Asp(OBzl)-DTyr-Ala(DAla)-Pro-OBzl (VII, VIII)

H2/Pd

Boc-Asp(OH)-DTyr-Ala(DAla)-Pro-OH

HCl/CH3COOC2H5

HCl · H-Asp(OH)-DTyr-Ala(DAla)-Pro-OH (IX, X)
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хроматографии. Полной характеризации гидро-
хлоридов не проводили, так как кислотный гид-
ролиз Вос-группы протекает, как правило, без ра-
цемизации и изменения структуры пептидной
цепи [12]. β-Бензильные группы аспарагиновой
кислоты и С-концевого пролина удаляли гидри-
рованием пептида над катализатором – паллади-
евой чернью, в растворе уксусной кислоты.

Идентификацию целевых соединений выпол-
няли методом масс-спектрометрии, гомогенность
подтверждали хроматографическими методами.

Иммунологическое тестирование пептидов
заключалось в исследовании их связывания с
IL-8. Оценку связывания пептидов проводили с
использованием плазмы крови 5 условно здоро-
вых доноров (N = 35) с IL-8 в концентрации
>300.00 нмоль/мл. Концентрацию IL-8 определяли
методом ИФА с применением иммуноферментного
набора Интерлейкин-8-ИФА-Бест (Вектор Бест,
Россия). Работу проводили согласно утвержденной
для набора инструкции от 30.06.2017. Эффек-
тивность олигопептидов оценивали как процент
уменьшения концентрации интерлейкина в опыт-
ной пробе по сравнению с контролем. Результаты
представлены в табл. 2.

Из табл. 2 следует, что модификация пептидов
существенно увеличивает их эффективность свя-
зывания IL-8. Замена двух аминокислот в после-
довательности Asp-Tyr-Ala-Pro на D-форму уве-
личивает процент связывания в 2 раза. Аналогич-
ный результат наблюдается при замене в пептиде
Glu-His-OMe глутаминовой кислоты на ее цик-
лическую форму.

Таким образом, полученные результаты поз-
воляют считать доказанным связывание синтези-
рованных соединений с IL-8. Мы предполагаем,
что на основе исследуемых соединений возможно
создание эффективного гемосорбента, способно-
го элиминировать IL-8 при ряде патологических
процессов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Синтез пептидов

В работе были использованы аминокислоты,
реагенты, растворители (Sigma, США, Fluka,
Швейцария, Acros Organics, Бельгия). Процессы
синтеза соединений, удаления защитных групп
контролировали методом ТСХ на пластинках с
закрепленным слоем силикагеля (Sorbfil, Россия)
в системах растворителей: хлороформ–метанол–
20%-ный аммиак, 60 : 40 : 10 (А); бутанол–уксус-
ная кислота–вода, 40 : 10 : 10 (Б), этилацетат–пи-
ридин–уксусная кислота–вода, 50 : 30 : 30 : 10 (В).
Вещества обнаруживали на пластинках с помо-
щью хлор-бензидинового реагента.

Аналитическую ВЭЖХ проводили на хрома-
тографе Agilent 1200 с масс-детектором QQQ
(Triple Quadrupole) Agilent 6410, колонка Vydac
201HS52 RP C18 (2.1 × 250 мм). Использовали гра-
диент концентраций ацетонитрила от 10 до 95%
в 8 мM растворе ацетата аммония. Скорость потока
1 мл/мин.

Масс-спектры c химической ионизацией при
атмосферном давлении (APCI-MS) регистриро-
вали на масс-хроматографе Accela-LCQ Fleet
(Thermo Scientific, США).

Температуры плавления (некорректируемые)
определяли на приборе Кофлера. Удельное вра-
щение соединений измеряли на спектрополяри-
метре J-20 “Jasco” (Япония). Аминокислотный
состав пептидов, гидролизированных 6 М HCl в
запаянных ампулах при 110°С в течение 20 ч, про-
водили на автоматическом аминокислотном ана-
лизаторе LMV (Швеция).

Glp-His-OMe (I). К охлажденной до 3°С
взвеси 0.65 г (5.0 ммоль) пироглутаминовой
кислоты в 18.0 мл хлористого метилена прибав-
ляли 0.68 г (5.0 ммоль) HOBt и охлажденный
раствор 1.24 г (6.0 ммоль) DCC в 2.5 мл хлори-
стого метилена. После перемешивания в тече-
ние 30 мин к реакционной смеси добавляли 1.21 г
(5.0 ммоль) His-OMe ⋅ 2HCl и прикапывали 1.38 мл
(10.0 ммоль) ТEА, продолжали перемешивание
при 4–8°С в течение 1 и 15 ч при комнатной тем-
пературе. Осадок отфильтровывали, промывали
хлористым метиленом (2 × 3.0 мл), затем метано-
лом (5 × 3.0 мл). Метанольный фильтрат упарива-
ли, твердый остаток переносили на фильтр и про-
мывали хлороформом (5 × 3.0 мл), смесью эфир–
метанол, 3 : 1 (4 × 3.0 мл). Сушили в вакууме над
P2O5. Выход Glp-His-OMe – 0.91г (65%) с т. пл.

193–195°С, – 20° (c 1, MeOH), Rf 0.45 (A),
0.62 (B). Данные аминокислотного анализа: Glu
1.02 (1), His 0.97 (1).

Glp-His-N2H3 (II). К раствору 0.84 г (3.0 ммоль)
соединения (I) в 6.0 мл этанола, охлажденному до
3–5°С, прибавляли по каплям при перемешива-
нии 0.73 мл (15.0 ммоль) гидразингидрата. Реак-

20[ ]Dα

Таблица 2. Эффективность связывания IL-8 из плаз-
мы крови экспериментальными олигопептидами in vi-
tro (результаты представлены в виде Ме (25‰; 75‰)

№ п/п Олигопептид Эффективность 
связывания IL-8, %

1 Glu-His-OMe 12.36 (10.47; 15.38)
2 Glu-His-Trp-OMe 13.25 (8.35; 15.46)
3 pGlu-His-OMe 35.72 (23.11; 37.24)*
4 pGlu-His-Trp-OMe 21.54 (8.33; 48.51)*
5 Asp-Tyr-Ala-Pro 44.41 (32.60; 51.47)
6 Asp-DTyr-Ala-Pro 46.63 (40.12; 50.32)
7 Asp-DTyr-DAla-Pro 84.00 (75.14; 88.11)*



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 2  2020

МОДИФИКАЦИЯ ОЛИГОПЕПТИДОВ 137

ционную смесь перемешивали 2 ч при охлажде-
нии и оставили на 15 ч в холодильнике при 5°С.
Выпавший осадок отделяли фильтрованием, про-
мывали его изопропанолом, метанолом, эфиром.
Получили 0.75 г (89%) Glp-His-N2H3 с т. пл. 241–

244°С,  – 15° (c 1, вода), Rf 0.14 (A), 0.28 (В).

Glp-His-Trp-OMe (III). К взвеси 0.56 г
(2.0 ммоль) Glp-His-N2H3 в 15.0 мл DMF, охла-
жденной до –20°С, прибавляли по каплям 3.0 мл
(12.0 ммоль) 4 М HCl в этилацетате при интенсив-
ном перемешивании, при этом происходило
растворение взвеси, затем 0.38 мл (2.8 ммоль)
изоамилнитрита. Реакционную смесь переме-
шивали 30 мин при –15…–20°С, затем прибав-
ляли 1.66 мл (14.0 ммоль) ТEА и 0.94 г (2.0 ммоль)
Н-Trp-OMe ⋅ HCl, следя за температурными гра-
ницами. Реакционную смесь перемешивали
при –10…–15°С 1 ч и 1 ч при –5°С. Осадок соли
триэтиламина отделяли фильтрованием, к филь-
трату прибавляли 55.0 мл эфира до полного оса-
ждения продукта реакции. Выпавший осадок
промывали эфиром, затем переосаждали из мета-
нола эфиром и сушили в вакууме. Высушенный
трипептид с примесями растворяли в 1.5 мл мета-
нола и наносили на колонку с силикагелем Merk
40–60 mesh. В качестве элюента использовали
смесь хлороформ–метанол, 2 : 1. Фракции, содер-
жащие трипептид, объединяли, упаривали, перео-
саждали из метанола эфиром и сушили до посто-
янного веса. Выход Glp-His-Trp-OMe 0.57 г (59%),
т. пл. 241–244°С,  – 20° (c 1, вода, Rf 0.34 (A),
0.48 (В). Масс-спектр ESI, m/z: 485.2 [M + H]+.
Данные аминокислотного анализа: Glu 1.01 (1),
His 0.98 (1), Trp не определяли.

Boc-Asp(OBzl)-DTyr-OH (IV). К раствору 1.61 г
(5.0 ммоль) Boc-Asp(OBzl)-OH в 7.0 мл диоксана
прибавляли 1.01 г (5.5 ммоль) пентафторфенола.
После охлаждения до 0°С в реакционный сосуд
прибавляли 1.23 г (6.0 ммоль) DCC. Перемешивали
1 ч при охлаждении и 2 ч при комнатной темпера-
туре. После окончания реакции осадок дицик-
логексилмочевины отфильтровали, а полученный
раствор пентафторфенилового эфира β-бензи-
лового эфира трет-бутилоксикарбониласпараги-
новой кислоты добавляли к 6.0 мл охлажденного
водного раствора, содержащего 0.72 г (4.0 ммоль)
D-тирозина и 1.0 мл 1 М NaOH. После окончания
реакции (12 ч) диоксан упаривали, реакционную
смесь нейтрализовали до рН 4–5 9% лимонной
кислотой. Продукт экстрагировали этилацетатом
трижды по 5.0 мл. Этилацетатный раствор суши-
ли над Na2SO4. После сушки этилацетат упарива-
ли, а к маслообразному остатку добавляли 10.0 мл
петролейного эфира. После сушки в вакууме над
P2O5 получили 1.51 г (78%) кристаллического со-
единения (IV) с т. пл. 135–138°С, Rf 0.86 (В), 0.79 (Б).

20[ ]Dα

20[ ]Dα

Boc-Ala-Pro-OBzl (V). К раствору 1.21 г
(5.0 ммоль) хлоргидрата бензилового эфира про-
лина в 5.5 мл DMF прибавляли 0.73 мл (6.0 ммоль)
TEA. Реакционную смесь перемешивали в тече-
ние 20 мин и затем добавляли 0.94 г (5.0 ммоль)
Вос-Ala-ОН. После охлаждения до 0°С в реакци-
онный сосуд прибавляли последовательно 0.70 г
(5.2 ммоль) HOBt и 1.23 г (6.0 ммоль) DCC. Реак-
ционную смесь перемешивали в течение 3 ч при 0°С
и 4 ч при комнатной температуре, осадок отфиль-
тровывали, промывали на фильтре 1.0 мл DMF.
В фильтрат добавляли 15.0 мл этилацетата, и по-
лученный раствор промывали 9% раствором ли-
монной кислоты, 5% раствором NaHCO3, насы-
щенным раствором NaCl, водой, затем сушили
над Na2SO4. После сушки этилацетат упаривали, а
образовавшийся маслообразный остаток дважды
переосаждали из эфира метанолом и сушили над
Р2О5. После сушки в эксикаторе получили 1.58 г
(84%) маслообразного соединения (V). Rf 0.93 (A),
0.74 (Б). Масс-спектр ESI, m/z: 276.93 [M – 100]+,
377.4 [M + H]+, 399.0 [M + Na]+.

Boc-DAla-Pro-OBzl (VI). К раствору 1.21 г
(5.0 ммоль) хлоргидрата бензилового эфира про-
лина в 5.5 мл DMF прибавляли 0.73 мл (6.0 ммоль)
TEA. Реакционную смесь перемешивали в тече-
ние 20 мин и затем добавляли 0.94 г (5.0 ммоль)
Вос-DAla-ОН. После охлаждения до 0°С в реак-
ционный сосуд прибавляли последовательно 0.70 г
(5.2 ммоль) HOBt и 1.23 г (6.0 ммоль) DCC. Реак-
ционную смесь перемешивали в течение 3 ч при
0°С и 4 ч при комнатной температуре. Очистку и
выделение дипептида (VI) проводили аналогично
описанному для соединения (V). Выход маслооб-
разного продукта составил 1.45 г (77%). Rf 0.94 (A),
0.70 (Б). Масс-спектр ESI, m/z: 276.93 [M – 100]+,
377.40 [M + H]+, 399.00 [M + Na]+.

Boc-Asp(OBzl)-DTyr-Ala-Pro-OBzl (VII). К рас-
твору 0.34 г (1.1 ммоль) хлоргидрата бензилового
эфира аланилпролина (получен обработкой соеди-
нения (V) 4.5 М HCl в этилацетате) в 3.0 мл DMF до-
бавляли 0.19 мл (1.4 ммоль) ТЕА, перемешивали в
течение 20 мин и вносили 0.55 г (1.1 ммоль) соеди-
нения (IV). Охладив реакционную колбу до 0°С, в
реакционный сосуд добавляли последовательно
0.13 г (1.1 ммоль) HOBt и 0.29 г (1,4 ммоль) DCC.
Реакционную смесь перемешивали в течение 3 ч
при 0°С и 10 ч при комнатной температуре. Очист-
ку и выделение тетрапептида (VII) проводили как
описано для соединения (V). Выход продукта со-
ставил 0.61 г (74%), т. пл. 86–89°С, Rf 0.93 (A),
0.74 (Б). Масс-спектр ESI, m/z: 643.68 [M – 100]+,
743.08 [M-H]+, 767.04 [M + Na]+.

Boc-Asp(OBzl)-DTyr-DAla-Pro-OBzl (VIII). К
раствору 0.45 г (1.4 ммоль) хлоргидрата бензило-
вого эфира D-аланил-пролина (получен обработ-
кой соединения (VI) 4.5 М HCl в этилацетате) в
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3.5 мл DMF добавляли 0.23 мл (1.7 ммоль) ТЕА,
перемешивали в течение 20 мин и внесли 0.68 г
(1.4 ммоль) соединения (IV). Охладив реакцион-
ную колбу до 0°С, в реакционный сосуд вносили
последовательно 0.20 г (1.5 ммоль) HOBt и 0.35 г
(1.7 ммоль) DCC. Реакционную смесь перемеши-
вали в течение 3 ч при 0°С и 4 ч при комнатной тем-
пературе. Очистку и выделение тетрапептида (VIII)
проводили как описано для соединения (V). Вы-
ход продукта составил 0.78 г (75%) с т. пл. 90–
92°С, Rf 0.93 (A), 0.74 (Б). Масс-спектр ESI, m/z:
643.68 [M – 100]+, 743.08 [M – H]+, 767.04 [M + Na]+.

HCl · H-Asp-DTyr-Ala-Pro-OH (IX). Через рас-
твор 0.22 г (0.3 ммоль) соединения (VII) в смеси
1.0 мл уксусной кислоты и 2.0 мл метанола про-
пускали в течение 2 ч ток водорода в присутствии
катализатора – 2.5 мг палладиевой черни – при
постоянном перемешивании. После деблокиро-
вания пептида (контроль ТСХ) катализатор от-
деляли фильтрованием, фильтрат упаривали, а к
остатку добавляли 1.0 мл этилацетата и 1.7 мл 4.5 М
раствора HCl в этилацетате. Перемешивали взвесь
в течение 45 мин, растворитель упаривали, а оста-
ток промывали этилацетатом, эфиром, сушили в
эксикаторе над NaOH. Выход соединения (IX) со-
ставил 0.14 г (94%), Rf 0.90 (А), 0.82 (Б). По дан-
ным ВЭЖХ содержание целевого пептида (IX) –
96%. Масс-спектр ESI, m/z: 465.16 [M + H]+, 463.35
[M – Н]+, 929.54 [2M]+, 950.00 [2M – Н + Na]+.
Данные аминокислотного анализа: Asp 1.06 (1),
Ala 1.00 (1), DTyr 0.94 (1), Pro 1.02(1).

HCl · H-Asp-DTyr-DAla-Pro-OH (X). Получали
аналогично соединению (IX). Выход тетрапепти-
да (X) составил 0.16 г (82.5%) в перерасчете на 0.23 г
(0.4 ммоль) исходного соединения (VIII), Rf 0.60 (А),
0.86 (Б). По данным ВЭЖХ содержание целевого
пептида (X) – 98%. Масс-спектр ESI, m/z: 465.16
[M + H]+, 463.35 [M – Н]+, 501.35 [M + НCl]+,
929.54 [2M]+, 950.00 [2M – Н + Na]+. Данные ами-
нокислотного анализа: Asp 1.04 (1), DAla 1.02 (1),
DTyr 0.96 (1), Pro 0.98 (1).

Молекулярное моделирование

Построение пептидной последовательности
экспериментальных пептидов в PDB-формате про-
водили в программе PyMol. Визуализацию ком-
плекса лиганд-рецептор – в программе Chimera.
Молекулярный докинг осуществляли в програм-
ме Chimera с помощью программного обеспече-
ния AutodockVina. Для решения задач докинга ис-
пользовали модели белковых молекул, находя-
щиеся в базе данных NCBI [13]. Для изучения и
анализа использовали следующие структуры: 1ILQ
(комплекс IL-8 с цитокинсвязывающей областью
CXCR-1), 1IKL (мономерная форма IL-8) и 1IL8
(димерная форма IL-8).

Иммуноферментный анализ
Поскольку концентрация IL-8 в плазме крови

практически здоровых доноров низкая, проводи-
ли предварительную активацию продукции IL-8
нейтрофилами крови человека. Для этого к 2.0 мл
цельной крови человека добавляли 1.0 мл дрож-
жевого экстракта (гликопротеин клеточной стен-
ки пекарских дрожжей), инкубировали в течение
90 мин при 37°С, затем центрифугировали, от-
бирали надосадок, содержащий плазму крови с
высокой концентрацией IL-8, и замораживали
для дальнейших исследований. Для определения
эффективности олигопептидов размораживали
заготовленную заранее фракцию, содержащую
плазму крови человека с IL-8 в концентрации
>300.00 нмоль/мл. Затем в опытной пробе к 100 мкл
фракции добавляли 100 мкл раствора олигопеп-
тида (1.0 мг/мл), в контрольной – к 100 мкл
фракции добавляли 100 мкл 0.9% раствора NaCl.
Инкубировали 1 ч при 37°С и 18 ч при 20°С (для
достижения термодинамического равновесия). Из-
менение концентрации IL-8 оценивали методом
ИФА до и после контакта надосадочной фракции
с исследуемыми пептидами на спектрофотометре
Bio-rad T100 Termal (США). Статистическую обра-
ботку и построение графиков проводили с помо-
щью программы Statistica 10.0 и Graph PadPrism 6.
Разницу считали статистически достоверной при
р < 0.05. Все данные представлены медианой (25–
75 квартили).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Все применимые международные, национальные

и/или институциональные принципы при работе с
людьми были соблюдены.

Настоящая статья не содержит каких-либо иссле-
дований с участием животных в качестве объектов ис-
следований.
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In order to search for compounds capable of reducing the concentration of interleukin-8 in human blood
plasma, molecular modeling was carried out, which made it possible to identify a number of peptide sequenc-
es. It is shown that the replacement of the glutamic acid residue in the compounds Glu-His-OMe and Glu-
His-Trp-OMe by its cyclic form, as well as the introduction of the residues DTyr and DAla into the sequence
Asp-Tyr-Ala-Pro, leads to double the ability to bind interleukin-8.
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Мутантная форма L-аспарагиназы Wolinella succinogenes (WASm), содержащая две замены V23Q и
K24T в N-концевой подвижной петле, ограничивающей активный центр, имеет на порядок мень-
шую глутаминазную активность по сравнению с исходным ферментом (WAS). Пространственная
структура WASm определена для апо-формы и комплексов WASm c L-аспарагиновой и L-глутами-
новой аминокислотами при разрешении 1.70, 1.65 и 2.0 Å соответственно. Аминокислотные остатки
подвижной петли локализованы на картах электронной плотности только частично. В активных
центрах тетрамерной молекулы фермента в соответствующих комплексах локализованы с полной
заселенностью аспарагиновая и глутаминовая аминокислоты и описано их окружение; их располо-
жение в исходном и мутантном ферменте совпадает. Описано состояние активных центров в иссле-
дованных молекулах. Показано, что во всех субъединицах апо-фермента WASm и комплекса
WASm/Glu активный центр находится в открытой конформации, в то время как в комплексе
WASm/Asp активные центры трех субъединиц закрыты, а одной – открыты. Сравнение строения
комплексов исходного и мутантного фермента позволяет предположить, что уменьшение глутами-
назной активности WASm вызвано увеличением подвижности остатков N-концевой петли, что за-
трудняет образование каталитически активной закрытой формы при связывании менее специфич-
ного субстрата (глутамина).

Ключевые слова: L-аспарагиназа, пространственная структура, фермент
DOI: 10.31857/S0132342320020165

ВВЕДЕНИЕ
Белки семейства аспарагиназ, широко распро-

страненные среди микроорганизмов, относятся к
классу амидогидролаз (КФ 3.5.1.1) и катализиру-
ют гидролиз аспарагина до аспарагиновой кисло-
ты и аммиака [1]. При физиологических условиях
эта реакция практически необратима. Большин-
ство известных бактериальных аспарагиназ спо-
собно также гидролизовать L-глутамин с актив-
ностью, в некоторых случаях сравнимой с аспара-
гиназной [2, 3].

Замечательной особенностью L-аспарагиназ
является их ярко выраженная антиопухолевая ак-
тивность, связанная с тем, что в ряде опухолевых

клеток отсутствует фермент аспарагинсинтетаза,
вследствие чего этот тип клеток не способен син-
тезировать аспарагин и зависит от доставки дан-
ной аминокислоты из внешних источников [4, 5].
Поэтому ряд представителей семейства L-аспара-
гиназ (E. coli, E. chrisanthemi, E. сarotovora) находит
широкое применение в качестве эффективных
противоопухолевых агентов при лечении ост-
рых лимфобластных лейкозов, лимфо- и рети-
кулосарком [6, 7]. Однако антиопухолевая актив-
ность аспарагиназ сопровождается рядом побоч-
ных эффектов. Существенным недостатком
аспарагиназ в качестве медицинских препаратов
является их токсичность, частично связанная с
присутствием глутаминазной активности. L-Глу-
тамин играет важную роль в транспорте азота в
крови, и длительное отсутствие этой аминокис-
лоты при аспарагиназной терапии приводит к
серъезным нарушениям в организме. Другим не-

Сокращения: WAS – L-аспарагиназа Wolinella succinogenes;
WASm – мутантная форма L-аспарагиназы Wolinella succi-
nogenes.

# Автор для связи: (тел.: +7 (903) 169 79 56; эл.почта: in-
na@ns.crys.ras..ru).

УДК 577.3
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достатком препарата аспарагиназ является отно-
сительно низкая стабильность фермента в усло-
виях применения [8, 9].

L-Аспарагиназа Wolinella succinogenes (WAS)
отличается от ферментов из E. coli и E. chrisanthemi
предельно низкой глутаминазной активностью,
демонстрирует низкие побочные эффекты и вы-
сокую антиопухулевую активность, что делает ее
наиболее пригодной для создания на ее основе
оптимального фермента для медицинского при-
менения [10–14].

Е.П. Санниковой и др. были проведены экспе-
рименты по созданию на основе WAS аспарагина-
зы, сочетающей низкую иммуногенность с про-
должительным действием [15]. Введением двух
мутаций (V23Q, K24T) в N-концевую подвижную
петлю молекулы WAS, ограничивающую актив-
ный центр и содержащую два каталитически важ-
ных остатка (Thr14, Tyr27), был получен фермент,
устойчивый к действию трипсина (в данной рабо-
те обозначен как WASm) [15]. Мутантный фер-
мент практически полностью сохранил исходную
аспарагиназную активность, имел большую устой-
чивость к трипсину, а его глутаминазная актив-
ность оказалась на порядок ниже исходной [15].

В настоящей работе, с целью исследования
особенностей строения мутантной формы, при-
водящих к изменению соотношения глутами-
назной и аспарагиназной активности, были уста-
новлены пространственные структуры аспара-
гиназы WASm в апо-форме и в комплексах с
продуктами реакции: L-аспарагиновой и L-глута-
миновой кислотами. Проведен анализ получен-
ных структур и их сравнение с соответствующими
структурами исходной формы фермента WAS.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Пространственная структура L-аспарагиназы

Wolinella succinogenes, установленная в 1996 г., бы-
ла первой для бактериальных L-аспарагиназ [16].
В настоящее время пространственные структуры
аспарагиназ, в том числе и в комплексах с про-
дуктами реакции – L-аспарагиновой и L-глута-
миновой аминокислотами – известны для фер-
ментов из разных источников [17–21]. Недавно
была установлена пространственная структура
комплексов с продуктами реакции для двух форм
L-аспарагиназы W. succinogenes, которые отлича-
ются только одной заменой в полипептидной це-
пи (WASPro121 и WASSer121), но имеют разную
глутаминазную активность [22].

Интерес к изучению структуры и функции
L-аспарагиназ в значительной степени связан с
широким применением этих белков в медицине.
Однако задача получения идеального фермента,
обладающего повышенной устойчивостью и ми-
нимальной токсичностью, частично связанной с

побочной глутаминазной активностью, до сих
пор не решена.

На рис. 1 приведено сравнение аминокислот-
ных последовательностей ряда аспарагиназ. В
ферменте, рассматриваемом в данной работе
(WASm), аминокислотные остатки валина и ли-
зина в положениях 23 и 24 заменены соответ-
ственно на глутамин и треонин. Аминокислотные
последовательности аспарагиназ очень схожи и
содержат консервативный участок TGGTIAG на
N-конце молекулы. N-Концевые аминокислот-
ные остатки (12–40 в WAS) образуют подвижную
петлю, ограничивающую активный центр. В по-
движной петле расположены два остатка, при-
нимающие участие в катализе. В аспарагиназе
W. succinogenes это Thr14 и Tyr27 [16].

Предполагается [5, 17], что гидролиз амидной
связи осуществляется посредством нуклеофиль-
ной атаки амидного атома углерода аспарагина
гидроксильной группой треонина (Thr14 для WAS)
с образованием ацилированного фермента и по-
следующим гидролизом промежуточного соеди-
нения молекулой воды, связанной в активном
центре [5, 17]. Расположенный в петле консерва-
тивный остаток тирозина (Tyr27 в WAS) поддер-
живает ориентацию треонина, оптимальную для
нуклеофильной атаки. Большая часть аминокис-
лотных остатков активного центра, участвующих
в связывании субстрата, расположены в строго
фиксированных участках полипептидной цепи, в
то время как ограничивающая активный центр
петля (остатки 12–40) изменяет свое положение в
процессе катализируемой реакции, обеспечивая
переход между открытой и закрытой конформа-
циями активного центра. При закрытой кон-
формации каталитически важный остаток трео-
нина сближается с субстратом, в то время как в
открытом состоянии активного центра остаток
треонина удаляется от субстрата, вследствие че-
го реакция прекращается. Таким образом, на по-
следовательных стадиях катализируемой реакции
подвижная петля закрывает активный центр,
приближая атакующий нуклеофил к субстрату
(закрытая активная конформация) или открывает
его после гидролиза амидной связи, способствуя
удалению образовавшегося продукта реакции.

До недавнего времени низкую по сравнению
с аспарагиназной глутаминазную активность
фермента связывали преимущественно с про-
странственными затруднениями, возникающи-
ми при связывании глутамина, имеющего боль-
ший объем по сравнению со специфическим
субстратом – аспарагином. В работе [22] было
показано, что глутаминазная активность L-ас-
парагиназы W. succinogenes зависит от природы
аминокислотного остатка в положении 121. Две
формы аспарагиназы, отличающиеся только этим
остатком (WASPro121 и WASSer121), на порядок
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различаются по глутаминазной активности, не-
смотря на то, что остаток 121 не каталитический и
не взаимодействует со связанным субстратом не-
посредственно. Авторы показали, что в WASPro121
закрытое состояние фермента дополнительно ста-
билизировано из-за CH/π-взаимодействия колец
пролина 121 и каталитического тирозина [22, 23]. В
результате повышается стабильность закрытой
конформации активного центра и вероятность ее
образования при связывании менее специфиче-
ского субстрата глутамина, что и приводит к бо-
лее высокой глутаминазной активности.

Е.Р. Санниковой и др. [15] в экспериментах по
инженерии фермента, устойчивого к действию
трипсина, на основе L-аспарагиназы Wolinella
succinogenes (WAS, идентична WASPro121) было
обнаружено, что замена двух аминокислотных
остатков – V23Q и K24T в ограничивающей ак-
тивный центр подвижной петле – не только обес-
печивает бóльшую устойчивость фермента к гид-
ролизу трипсином, но и на порядок уменьшает
его глутаминазную активность, несмотря на при-
сутствие пролина в положении 121. Мутантная
форма L-acпарагиназы WASPro121, содержащая
замены V23Q и K24T, обозначена здесь как WASm.

Чтобы исследовать возможные причины по-
нижения глутаминазной активности при замене
двух аминокислотных остатков в подвижной пет-
ле и проследить влияние замен на конформацию
активного центра, мы установили простран-
ственные структуры WASm в апо-форме и в ком-
плексах c L-аспарагиновой и L-глутаминовой

аминокислотами – WASm/Asp и WASm/Glu.
Кристаллы вырастили методом диффузии паров
растворителя; дифракционные наборы собрали на
источнике синхротронного излучения SPring 8 [25].

Кристаллы апо-формы и обоих комплексов
фермента, принадлежащие к пространственной
группе Р21, содержали тетрамерную молекулу
фермента в независимой части ячейки. Про-
странственные структуры апо-формы и обоих
комплексов WASm установлены методом молеку-
лярного замещения с использованием в качестве
модели координат L-аспарагиназы Wolinella succi-
nogenes (PDB_ID: 1WSA). Статистические пара-
метры уточнения приведены в табл. 1.

Гомотетрамерная молекула WASm (а именно
эта форма фермента обладает биологической ак-
тивностью) показана на рис. 2. При совмещении
субъединиц тетрамера по Cα-атомам среднеквад-
ратичное отклонение между субъединицами не-
значительно и колеблется от 0.08 до 0.117 Å. Мо-
лекула состоит из двух димеров, каждый из кото-
рых содержит два полностью сформированных
активных центра (так называемые интимные ди-
меры, в WASm это димеры AC и BD). Каждый ак-
тивный центр включает аминокислотные остатки
из обеих субъединиц димера.

Как и в большинстве пространственных струк-
тур L-аспарагиназ, не все аминокислотные
остатки подвижной петли были локализованы
на картах электронной плотности. Не были ло-
кализованы и остатки Glu23 и Thr24, где произ-

Таблица 1. Статистические характеристики набора и уточнения структур аспарагиназы в апо-форме и в ком-
плексах с аспарагиновой и глутаминовой кислотами

* В скобках приведены значения для последней оболочки.

PDB ID 6RUD 6RUE 6RUF

Разрешение, Å 30.0–1.7 (1.74–1.7)* 30.0–1.65 (1.69–1.65) 30.0–2.0 (2.07–2.0)
Количество рефлексов 119 054 (8759) 138668 (10211) 76386 (5543)
Rcryst, % 16.2 (17.2) 16.9 (20.0) 21.5 (26.4)
Rfree, % 19.4 (20.4) 19.9 (24.7) 25.9 (31.1)

Средний B-фактор, A2 10.97 17.17 18.59

Количество уточненных атомов
Белка 9469 9412 9466
Растворителя 969 770 413
Лигандов – 36 40

RMS
По длинам связей, Å 0.012 0.012 0.007
По углам, град 1.747 1.768 1.529

Карта Рамачандрана
Наиболее благоприятные области, % 98.5 99.0 98.0
Допустимые области, % 1.5 1.0 2.0
Запрещенные области, % 0.0 0.0 0.0
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ведены замены, а также каталитически важный
остаток тирозина (Tyr27). Однако предполагаемый
нуклеофил – Thr14 – виден во всех структурах.

Лиганды – L-аспарагиновая и L-глутамино-
вая аминокислоты, связанные в активных цен-
трах соответствующих комплексов WASm/Asp и
WASm/Glu, – локализованы с полной заселенно-
стью (рис. 3). Конформация активного центра в
каждой из субъединиц обоих комплексов была
охарактеризована на основе анализа ближайшего
окружения связанных лигандов.

На рис. 4а, 4б показана аспарагиновая кислота
в активных центрах субъединиц А и С интимного
димера АС комплекса WASm/Asp. В обеих субъ-
единицах в связывании кислородов α-карбок-
сильной группы участвуют атом азота основной
цепи и γ-гидроксил Ser60. α-Аминогруппа лиган-
да, являющаяся главным детерминантом специ-
фичности аспарагиназ, имеет водородную связь с
карбонильным кислородом Gln61 и карбоксиль-
ной группой Asp94. В связывании α-аминогруп-
пы участвует также карбоксильная группа Glu287
из соседней субъединицы димера.

β-Карбоксильная группа связана с азотом ос-
новной цепи Ala118. Главное отличие в окруже-
нии лигандов в разных субъединицах касается
расстояния между каталитически важным остат-
ком треонина Thr14 и лигандом. В субъединице С,
также как и в субъединицах B и D комплекса
WASm/Asp, расстояние между OD2 атомом
β-карбоксильной группы аспарагиновой кислоты
и OG1_Thr14 составляет 3.08 Å, т.е. лиганд и оста-
ток треонина находятся на расстоянии водород-
ной связи. В субъединице А соответствующее
расстояние составляет 12.3 Å. Известно, что близ-
кое расположение Thr14 и лиганда наблюдается
только при закрытой конформации активного
центра [22, 24]. Следовательно, в субъединицах В,
C и D комплекса WASm/Asp активный центр на-
ходится в закрытой конформации и только в
субъединице А – в открытой.

При совмещении субъединицы А комплекса
WASm/Asp последовательно со всеми субъедини-
цами комплекса WASm/Glu оказалось, что окру-
жение глутаминовой кислоты во всех четырех
активных центрах этого комплекса практически

Рис. 1. Сравнение последовательностей некоторых бактериальных L-аспарагиназ. Стрелками и спиралями указаны
соответствующие элементы вторичной структуры в L-аспарагиназе WASm.
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совпадает с окружением аспарагиновой кислоты
в субъединице А, имеющей открытую конформа-
цию активного центра, хотя из-за большего объе-
ма глутаминовой кислоты расстояния между ли-
гандом и группами ближайшего окружения в
двух комплексах несколько отличаются (рис. 4в).
При этом расстояние между атомами OE1_Glu и
OG1_Thr14Å во всех субъединицах превышает 12 Å,
что говорит об открытой конформации активного

центра в данном комплексе. Показано также, что
все активные центры в апо-ферменте WASm на-
ходятся в открытой конформации.

Таким образом, в мутантном ферменте WASm,
как и в других аспарагиназах, образование закрытой
конформации активного центра при связывании
глутаминовой кислоты и глутамина затруднено.

Установленное состояние активных центров
подтверждается и сравнением данных структур

Рис. 2. Тетрамерная молекула мутантной формы L-аспарагиназы W. succinogenes (WASm). Темно-серым и светло-се-
рым цветом обозначены два интимных домена, содержащих полностью сформированные активные центры. Сферами
показан связанный в активных центрах лиганд (аспарагиновая кислота).

A B

C D

Рис. 3. Молекулы аспарагиновой (а) и глутаминовой (б) кислот, локализованные в активном центре L-аспарагиназы
WASm. Электронная плотность рассчитана с коэффициентами |Fo|–|Fc| при σ = 2. Лиганд был исключен при расчете
карт электронной плотности.

(а) (б)
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со структурами комплексов L-аспарагиназы
WAS (WASPro121и WASSer121), описанными в
работе [22], где впервые на картах электронной
плотности были локализованы все аминокислот-
ные остатки подвижной петли. В подвижной петле
авторы выделили три ключевых шарнирных амино-
кислотных остатка Gly12, Ile15, Thr33, которые
обеспечивают повороты этого участка полипептид-
ной цепи и контролируют переходы между откры-
той и закрытой конформациями активного центра.
Два первых остатка входят в консервативную для
аспарагиназ последовательность TGGTIAG. Пер-

вый шарнирный остаток Gly12 позволяет петле
поворачиваться к лиганду или от него. Около
Ile15, который действует как внешний шарнир,
полипептидные цепи в открытой и закрытой
формах встречаются и снова расходятся у следую-
щего остатка.

На рис. 5а, 5б показаны участки N-концевой
подвижной петли в совмещенных по Сα-атомам
структурах исходной L-аспарагиназы (WAS) и
мутантного фермента WASm, представляющих
соответственно закрытую (а) и открытую (б) кон-

Рис. 4. Окружение лигандов в активном центре комплексов WASm с аспарагиновой (WASm/Asp) и глутаминовой
(WASm/Glu) кислотой. (а) L-Аспартат в субъединице А (открытая конформация), (б) в субъединице С (закрытая кон-
формация); (в) L-глутамат в субъединице А WASm/Glu (открытая конформация). Лиганды показаны утолщенными
черными линиями. Черные сферы – молекулы воды. Светло серым показан аминокислотный остаток Thr14.
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формации петли. Несмотря на то, что в мутант-
ном ферменте WASm ряд аминокислотных
остатков петли не локализован, первый и второй
реперные остатки, Gly12 и Ieu15, где меняет на-
правление полипептидная цепь, следуя далее по
открытому либо закрытому пути, хорошо видны.
Как представлено на рис. 5, после реперного
остатка Ieu15 направление полипептидной цепи в
мутантном ферменте меняется и следует по направ-
лению, приводящему соответственно к закрытой
(a) и открытой (б) конформации активного центра.

Сравнение структур комплексов мутантного
фермента с соответствующими структурами ис-
ходной L-аспарагиназы (WAS), где локализованы
все аминокислотные остатки подвижной петли,
показывает, что замены в WASm расположены на
участке, достаточно удаленном от связанного ли-
ганда: расстояния между Сα-атомами Val23, Lys24
и ближайшим атомом кислорода β-карбоксиль-
ной группы аспарагиновой кислоты при закры-
той конформации петли равны соответственно
16.00 и 14.65 Å. Следовательно, введенные замены
не могут влиять на глутаминазную активность,
непосредственно взаимодействуя с субстратом.
Однако замены могут оказывать влияние на сте-
пень подвижности петли, поскольку изменяется
характер взаимодействия остатков в положении
23 и 24 с ближайшим окружением.

Мутации остатков 23 и 24 были промоделиро-
ваны с использованием координат L-аспарагина-
зы WAS. На рис. 6а–6г показано взаимодействие
с ближайшим окружением остатков 23 и 24 в ис-
ходном ферменте и в модели мутантного фермен-
та при открытой и закрытой конформации актив-
ного центра. Видно, что характер взаимодействия
боковых цепей остатков 23 и 24 с ближайшим
окружением в исходном и мутантном ферменте
различны. Так, в закрытой форме при замене V23
на Q23 наблюдается короткий контакт (1.6 Å) с
A43 из соседней субъединицы (рис. 6г), что делает
невыгодной такую закрытую конформацию петли.
Кроме того, после введения замен V23Q, K24T су-
щественно меняется и электростатический потен-
циал поверхности на данном участке (рис. 7а–7б).

Таким образом, перечисленные факторы мо-
гут увеличить подвижность гибкой петли в му-
тантном ферменте и тем самым затруднить обра-
зование закрытой конформации активного цен-
тра в присутствии глутамина, испытывающего
стерические препятствия при связывании. Об уве-
личении подвижности петли после введения за-
мен можно судить и по отсутствию на картах
электронной плотности WASm консервативного
остатка тирозина (Tyr27), обычно хорошо опреде-
ляемого в структурах аспарагиназ. Возможно, боль-
шая подвижность каталитически важного остат-
ка тирозина препятствует СН/π-взаимодействию

Рис. 5. Участки подвижных петель в совмещенных по Сα-атомам субъединицах соответствующих комплексов исход-
ной (WSA) и мутантной (WSAm) L-аспарагиназы (а): WAS/Аsp и субъединица С WASm/Аsp (закрытые конформации);
(б): WAS/Glu и субъединица А WASm/Glu (открытые конформации).
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между ароматическим кольцом тирозина и ато-
мами водорода пролина 121. Отсутствие такого
взаимодействия дестабилизирует закрытую форму
и приводит к уменьшению глутаминазной ак-
тивности мутантного фермента. Более точно опре-
делить поведение аминокислотных остатков по-
движной петли в мутантном ферменте предпола-
гается с использованием метода молекулярной
динамики.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Мутантная L-аспарагиназа V23Q, L24T (WASm)
получена, как описано в [15, 16].

Кристаллы апо-формы и комплексов WASm с
L-аспарагиновой и L-глутаминовой аминокис-
лотами выращены cокристаллизацией в присут-
ствии соответствующих лигандов методом диф-
фузии паров растворителя в висячей капле, как
описано в [25]. Все кристаллы принадлежали
пространственной группе Р21 и содержали одну
тетрамерную молекулу фермента в независимой
части ячейки. Дифракционные наборы экспери-
ментальных данных от предварительно заморо-
женных кристаллов свободного фермента и его
комплексов были собраны в токе паров азота при
температуре 100 К на источнике синхротронного
излучения SPring-8 (Япония), как описано в [16].

Рис. 6. Ближайшее окружение (≥4 Å) фрагмента петли 21–26, содержащего аминокислотные остатки 23 и 24, в исход-
ной и мутантной формах L-аспарагиназы W. succinogenes: (а, в) открытая конформация, (б, г) закрытая конформация.
Остатки 23 и 24 обозначены утолщенными линиями черного цвета. Серым цветом показаны аминокислотные остатки
из соседней субъединицы. Серые сферы – молекулы воды.
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Структуры аспарагиназы в апо-форме и в ком-
плексах с L-аспарагановой и L-глутаминовой
кислотами решены методом молекулярного заме-
щения с использованием программы Phaser [26] и
координат аспарагиназы (PDB_ID: 1WSA) в ка-
честве стартовой модели. Для уточнения структу-
ры использовали программу Refmac [27]. Ручную
правку моделей проводили при помощи програм-
мы Coot [28], используя карты электронной плот-
ности, рассчитанные с коэффициентами 2|Fo|–|Fc|
и |Fo|–|Fc|. На картах электронной плотности ло-
кализованы молекулы воды, а в активных цен-
трах комплексов на разностных синтезах найдена
электронная плотность, соответствующая аспа-
рагиновой или глутаминовой кислоте (рис. 1а, 1б).
На картах электронной плотности во всех струк-
турах не были локализованы аминокислотные
остатки 1–2, в структуре апо-формы в соответ-
ствующих субъединицах аминокислотные остатки
18А-27А, 21В-27В, 18С-28С, 20D-28D; в комплексе

с аспарагиновой кислотой – остатки 18А-27А,
18В-31В, 18С-30С, 20D-30D; в комплексе с глута-
миновой кислотой – остатки 19–29 (субъедини-
цы А, B, D), 17С-27С.

Статистические характеристики уточнения
приведены в табл. 1. Координаты атомных моде-
лей депонированы в Международный банк бел-
ковых данных (PDB_ID: 6RUD, 6RUE, 6RUF).

Анализ и сравнение пространственных струк-
тур проводили с использованием программ COOT,
LSQ из пакета CCP4, PISA, PyMol [19–22]. Меж-
молекулярные и межсубъединичные контакты
были определены с использованием программы
CONTACT комплекса ССР4 и PISA [29, 30]. Мо-
делирование замен 23 и 24-го остатков было про-
ведено программой PyMol на основе координат ис-
ходного фермента [31]. Электростатический потен-
циал поверхности в окружении аминокислотных
остатков 23 и 24 в открытой и закрытой конфор-

Рис. 7. Электростатический потенциал поверхности в окружении аминокислотных остатков 23 и 24 при открытой
(слева) и закрытой (справа) конформации активного центра: (а) в исходном ферменте WAS, (б) в модели мутантного
фермента WASm. Участки с отрицательным потенциалом обозначены черным, участки с положительным потенциа-
лом – серым цветом. Шкала оттенков представлена в единицах kT/e в интервале от −10 до +10.
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мации активного центра определен программой
PyMol с использованием метода, описанного в [32].
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The Peculiarity of Three Dimensional Structure of Mutant Form
of L-Asparaginase Wolinella succinogenes Complexed with L-Aspartic

and L-Glutamic Acid
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The mutant form of L-asparaginse Wolnella succinogenes (WASm) which contains two replacements V23Q
and K24T in the N-terminal f lexible loop limiting an active site has a glutaminase activity one order of mag-
nitude lower than original enzyme (WAS). The three dimensional structure was determined for apo form and
complexes of WASm with L-aspartic and L-glutamic acids at resolution 1.70, 1.65 и 2.0 Å respectively. The
residues of N-terminal f lexible loop were partly localized. An aspartic and glutamic acids in corresponding
complexes were localized with full occupancy in all active sites of the tetrameric enzyme molecules and their
nearest vicinity was described. Using comparison with the structure of corresponding complexes of an origi-
nal enzyme it was shown that positions of bound ligands in original and mutant enzymes coincide. The con-
formation of active sites in all molecules was considered. It was found that all active sites in apo enzyme and
in complex of WASm with glutamate (WASm/Glu) have open conformation whereas the active sites in three
subunits of WASm/Asp complex have closed conformation and only in one subunit the conformation is open.
Based on the comparison of three dimensional structures of mutant and original enzyme and evaluating the
impact of replacements, it was assumed that the decrease in glutaminase activity of WASm is caused by high
mobility of the residues of N-terminal loop which complicates the formation of a catalytically active closed
form of the active site after binding of less specific substrate (glutamine).

Keywords: L-asparaginase, protein spatial structure, enzyme
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Выполнен молекулярный докинг 3D модели бычьей тестикулярной гиалуронидазы с димерами и
тримерами хондроитина. Установлено наличие на поверхности глобулы фермента восьми мест при-
соединения его лигандов. При биологических концентрациях хондроитиновых лигандов наиболее
значимыми центрами их присоединения к биокатализатору оказываются позиции, обозначенные 6,
3 и 1, в результате чего обратимо искажается 3D структура белка. Взаимодействия 3D модели гиалу-
ронидазы с лигандами хондроитина обусловлены, в основном, электростатическими силами. Для
молекулы свободной гиалуронидазы (без лигандов) при температурах выше 300 К отмечались кон-
формационные переходы, ведущие к инактивации фермента. Ее доминирующее проявление опре-
делялось притяжением молекулярного участка около аминокислотного остатка Glu-105 и белковых
областей вокруг Arg-59 и Arg-96, которое оказывалось необратимым, когда снижение температуры
не вызывало восстановления исходного вида 3D структуры молекулы фермента. Присоединение к
ней лигандов хондроитина по центрам 6, 3 и 1 повышало температуру денатурации биокатализатора
примерно на десять градусов. Наиболее заметный эффект стабилизации структуры гиалуронидазы
вызывало связывание лиганда хондроитина по центру 6. Отмеченный эффект превосходил эффек-
ты тримеров хондроитинсульфата в отношении ингибирования фермента тетрамером гепарина, для
чего требуется связывание четырех-пяти лигандов хондроитинсульфата на молекулярной поверх-
ности биокатализатора.

Ключевые слова: бычья тестикулярная гиалуронидаза, пространственная структура белка, гликозами-
ногликановые лиганды, хондроитин, молекулярный докинг, стабилизация структуры фермента
DOI: 10.31857/S0132342320020153

ВВЕДЕНИЕ
Микроокружение гиалуронидаз предстает од-

ним из факторов регуляции их активности. Такое
рассмотрение интересно с позиций понимания
функционирования гликозидаз (проявляющих
эндогликозидазную и трансгликозилазную ак-
тивность), а так же в отношении направленного
изменения тканевой проницаемости в терапевти-
ческих целях. Моделировать микроокружение ги-
алуронидаз можно в результате ковалентного
присоединения к ферменту гликанов. Ранее было
продемонстрировано, что при глубоких степенях
модификации декстраном (96–98% по поверх-
ностным аминогруппам белка от их исходного

количества в нативном ферменте, главным обра-
зом, по Lys остаткам) гиалуронидаза приобретает
выраженную резистентность к ингибированию
гепарином [1]. Модификация аминогрупп биока-
тализатора декстрансульфатом (после его актива-
ции бензохиноном) уже при ее низких степенях
(~15%) приводила к существенному снижению
эндогликозидазной активности фермента, замет-
но ингибируемой избытком гепарина [2]. Можно
полагать, что в результате сульфатирования ней-
трального гомополимерного декстрана [Glc(α1-6)]n
его структура становится более объемной и жест-
кой (с развитием в сульфатированном произ-
водном электростатических взаимодействий) и
усиливается инактивирующее воздействие (по-
средством деформирующих конформационных
и стерических затруднений) молекулы декстран-
сульфата на структуру гиалуронидазы [2]. Известно,
что тестикулярная гиалуронидаза быстрее деструк-
турирует гиалуронан, чем хондроитинсульфат [3],

Сокращения: 3D – пространственная (третичная) структу-
ра белка; БТГ – бычья тестикулярная гиалуронидаза;
ГАГ – гликозаминогликан; ГП – гепарин; ХН – хондрои-
тин; ХС – хондроитинсульфат.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 414-60-25; эл. почта: alex.
v.maks@mail.ru).
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подчеркивая влияние эффекта сульфатирования
взаимодействующих компонентов. Более того, от-
мечена сходная активность гиалуронидазы с гиа-
луронаном и хондроитином (ХН) без сульфогрупп
в их составе [4]. Экспериментальные данные де-
монстрируют, что ковалентное присоединение к
гиалуронидазе гликозаминогликанов (ГАГ) раз-
ного вида вызывает инактивацию фермента сопо-
лимерными ГАГ (как гепарин (ГП) и дерматан-
сульфат), а связывание с хондроитинсульфатом
(ХС, полимерный ГАГ) стабилизирует биоката-
лизатор против гепаринового ингибирования.
Разнонаправленное (стабилизация/инактива-
ция) влияние декстрана и декстрансульфата на гиа-
луронидазу может предполагать наличие на моле-
кулярной поверхности фермента участков/цен-
тров лимитирующих взаимодействий с этими
полисахаридами [2].

Экспериментальное изучение взаимодействий
в области поверхностных контактов гиалурони-
дазы с ГАГ весьма затруднено высокомолеку-
лярной природой последних. В настоящее время
обоснованным и продуктивным предстает вы-
полнение молекулярного докинга короткоцепо-
чечных фрагментов/лигандов ГАГ. Следует заме-
тить, что для такого теоретического (расчетного)
исследования взаимодействия одной молекулы
фермента с лигандами их размер не должен пре-
вышать по длине линейный размер белковой мо-
лекулы (для нашего случая не более двенадцати
глюкозных звеньев полимерной цепи). Докинг
тримеров ХС и тетрамеров ГП на бычью тестику-
лярную гиалуронидазу (БТГ) был проведен нами
и обнаружил на молекулярной поверхности фер-
мента наличие восьми потенциальных мест свя-
зывания ГАГ лигандов [5]. В соответствии с рас-
четами ГП лиганд может инактивировать фер-
мент (при вхождении в его активный центр), а ХС
лиганды могут оказывать протективное действие
(так при занятости ими четырех-пяти центров
связывания на биокатализаторе полностью предот-
вращалась инактивация БТГ лигандом ГП). Про-
веденные вычисления указывали на возможную
регуляцию стабильности БТГ в результате конку-
рентных взаимодействий разных ГАГ лигандов с
биокатализатором, обусловленных, главным об-
разом, электростатическими силами. Последова-
тельное составление расширенной картины до-
кинга, оценка влияния сульфатирования его
небольших компонентов, выявление взаимодей-
ствий перспективных для модифицирования БТГ
с целью дизайна новых белковых структур меди-
цинского назначения обосновывали значимость
и определили задачи последующего этапа выпол-
нения молекулярного докинга БТГ с короткоце-
почечными лигандами (димер, тример) ХН. В на-
стоящей работе предпринята попытка анализа
механизма тепловой денатурации БТГ и влияния
на нее ГАГ лигандов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Проведение молекулярного докинга 3D-моде-
ли БТГ [6] с димерами и тримерами ХН (несуль-
фатированная форма ГАГ вида ([–4)GlcA(β1-
3)GalNAc(β1–]n), где n равняется 2 или 3 соответ-
ственно [7]) выявило на поверхности глобулы
фермента восемь потенциальных центров связы-
вания этих лигандов (рис. 1). Отмеченные участ-
ки весьма близки, но не идентичны тем, по кото-
рым предсказывалось связывание тримера ХС и
тетрамера ГП [5]. Следует напомнить об ограни-
чениях построенной нами 3D модели БТГ, в ко-
торой отсутствуют 36 аминокислот с N-конца и
несколько десятков аминокислот с С-конца [6].
Весьма вероятно, что N конец размещается в об-
ласти между местами связывания ГАГ лигандов
по центрам 1 и 2, тогда как расположение С-кон-
ца пока не определено даже предположительно.

Статистически, при 12 кратном избытке ХН
над БТГ (в “большой” ячейке) при температуре
300 К (27°С) структура, показанная на рис. 1, ни-
когда не наблюдалась. Большей частью отмеча-
лось образование комплексов с четырьмя лиган-
дами на одну молекулу БТГ. Остальные лиганды
были в свободном состоянии. Осуществлялось
связывание с молекулой белка и трех лигандов
(25%), очень редко двух, и никогда – пяти. Почти
всегда были заняты позиции, обозначенные 1, 3 и
6 (нумерация центров связывания та же, что и при
докинге лигандов ХС [5]). Среди указанных на
белковой поверхности позиций наибольшей ве-
личиной свободной энергии связывания отличал-
ся центр 6 (–(620–690) ккал/моль). Для центра 3
эта величина составляла –(310–420) ккал/моль, а
для центра 1 –(280–320) ккал/моль (при последова-
тельном насыщении центров 6, затем 3 и 1). В роли
четвертого центра присоединения ХН лигандов с
равной вероятностью могли выступать позиции 2 и 7,
характеризуемые величиной свободной энергии
связывания –(150–180) и –(120–140) ккал/моль
(при условии, что центры 6, 3 и 1 заняты, а при
связывании со свободной БТГ величина свобод-
ной энергии связывания на 160–200 ккал/моль
выше). Довольно редко были заняты центры 8 и 5,
только один раз 4. Следует отметить, что величи-
на энергии самих свободных ХН лигандов в вод-
ном растворе хлористого натрия (три катиона на-
трия вблизи тримера ХН и два катиона натрия
около димера ХН) оказывается для тримера ХН
ориентировочно как –320 ккал/моль, для его ди-
мера –(180–220) ккал/моль. Сравнение приве-
денных величин свидетельствует, что при биоло-
гических концентрациях ХН интерес представля-
ют центры связывания ХН с БТГ по местам 6, 3 и 1,
тогда как значимостью остальных вполне можно
пренебречь.

БТГ в комплексе с природным субстратом (со-
гласно расчетам [5]) стабильна против тепловой
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денатурации до 340 К. В отсутствие субстрата или
других ГАГ олигосахаридов она должна денатури-
ровать уже при температуре 320 К. Основной дви-
жущей силой деформации молекулы БТГ, приво-
дящей к денатурации, является разность потен-
циалов между положительно заряженой средней
частью молекулы и отрицательно заряжеными
участками правой и левой периферийными зона-
ми (рис. 1 и 2).

Вся система, изображенная на рис. 1 и 2, за-
ключена в непроницаемое пространство, образо-
ванное 14 гексагональными гранями одинакового
размера. Система состоит из молекулы гиалуро-
нидазы при рН 7.5. При этом все Asp и Glu
предполагаются электроотрицательными, Lys и
Arg – положительно заряженными, а His, Cys и
Tyr – электронейтральными. Возможности репо-
ляризации соседних аминогрупп лизина и карбок-
силов Asp и Glu с переносом протона и нейтрали-
зации обоих в данной работе не учитывалась.
Также игнорировался перенос протона между со-
седними His и Tyr с Asp или Glu. Молекула фер-
мента имеет заряд +8.5 ае (атомных единиц) и ди-
польный момент 631 дебай с направленным вверх
вектором (по рис. 1). Он в основном складывает-
ся из двух векторов, направленных под углом 45°
к вертикали справа от 426 и 427 аминокислот к
центральной плоскости и слева от 171, 104 и 105
аминокислот к центральной поперечной к рисун-
ку плоскости молекулы. Хондроитиновые лиган-
ды заряжены отрицательно: тримеры –3.2, а ди-
меры –2.5. Вся система, показанная на рис. 1, со-
держит 8600 молекул воды и электронейтральна
за счет избытка 15 ионов Na над Cl. Слои воды
при конструировании водной оболочки разделе-
ны на три слоя под разными именами. Первый
слой 1200 молекул, заполняющий пространство,
отстоящее от макромолекулы на 5 Å, второй слой
7400 молекул, заполняющий 14-гранное про-
странство (показано на рис. 1), и третий – самый
обширный слой, заполняющий шестигранную
коробку с прямоугольными гранями, размеры ко-
торых вдвое превышали размеры длины макромо-
лекулы вдоль ее осей инерции (77.5; 51.9; 53.8 Å)
или зеркальный шар с радиусом 56 Å, описанный
вокруг Tyr-265, локализованного вблизи центра
инерции БТГ. Такая система содержит около
20000 молекул воды и позволяет разместить око-
ло 100 ионов Na и Cl и 12 молекул олигосахарида,
способствуя последним находить свои места на
поверхности БТГ в динамике при 300 К. Основ-
ные расчеты тепловой денатурации производи-
лись для системы с 14 гексагональными гранями
с 8600 молекулами воды. Докинг или анализ заня-
тости БТГ лигандами проводились в “большой”
ячейке. Разные названия для молекул воды поз-
воляли при демонстрации структур либо вовсе не
показывать воду, либо показывать только внут-
реннюю воду (1200 молекул воды), либо 8600.

Слои воды в динамике, естественно, частично пе-
ремешивались.

Участки БТГ, ассоциированные с 1 участком
вероятного связывания ГАГ, обогащены лизином
(непосредственно K430, K446, K447 и R448 и в
небольшом удалении R391, K392), ассоциирован-
ные со 2 участком – обогащены аргининами
K244, R245, R246, R289 и K292, с 3 участком – ар-
гининами (R59, R63 и R64). С 4 участком соседству-
ют K106, K109, K122, K127, с 5 – R72, K416, с 6 –
R82, R96, K160, K162, R152, R307, с 7 – K152,
R157, R166, K187, K190 и K198, с 8 – К122, К127,
К129, K206, K209, R212.

Рис. 3 показывает динамику изменения струк-
туры БТГ в отсутствие ГАГ при температуре выше
37°С. Деформация 3D структуры свободной БТГ
без лигандов ХН была заметна уже при 37°С/310 К.
С ростом температуры процесс сильно ускоряет-

Рис. 1. Присоединение по восьми центрам/позициям
связывания димеров и тримеров ХН (обозначенных
как 1, 2, 3 и т.д.) на молекулярной поверхности БТГ.
Молекула гиалуронидазы на рисунке ориентирована
параллельно главной оси инерции белка вдоль гори-
зонтальной оси, а субстратная долина так, что глав-
ная ось инерции додекамерного субстрата перпенди-
кулярна плоскости рисунка. Молекула гиалуронида-
зы представлена в ленточной форме, альфа-
спиральные участки показаны красным, бета-струк-
тура – зеленым, остальные желтым. ГАГ лиганды
представлены в виде мелких шариков, соединенных
цилиндрами, ионы Na и Cl – мелкими шариками, а мо-
лекулы воды – тонкими голубыми линиями. Участки
1, 2, 3 и 7 расположены в плоскости рисунка (1 и 7 по-
середине, 2 ближе к наблюдателю, а 3 дальше от на-
блюдателя), 4, 5 и 8 с дистальной стороны молекулы
белка, а 6 занимает субстратную долину и его позиция
перпендикулярна плоскости рисунка.
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ся. При температуре 320 К движение отрицатель-
но заряженного белкового участка с Asp-104 и
Glu-105 у его вершины по направлению к поло-
жительно заряженой зоне, образованной Arg-59,
Arg-63, Arg-64 у участка 3 и Arg-96 в удаленном
конце субстрат-связывающей долины, приводит к
ее быстрому (за 35–40 пс) перекрыванию (рис. 3а,
3б, 3в). Такие конформационные изменения БТГ
в отсутствии лигандов ХН были необратимы и
снижение температуры не вызывало восстановле-
ния исходного вида структуры молекулы фермента
(рис. 3г). Полученные данные внятно прогнозиро-
вали термоинактивацию биокатализатора. При
этом интересны изменения расстояний между
определенными аминокислотными остатками в
3D структуре БТГ (при 320 К в зависимости от
времени наблюдения /пс/) (рис. 4). Наиболее за-
метным оказалось перемещение между позиция-
ми Glu-105 и Arg-59 (т.е. между пиком белковой
цепи с Glu-105 на его вершине и положительно
заряженным участком вокруг R59), представляю-
щими важный начальный этап рассчитанной де-
натурации БТГ. Расстояния между другими ами-
нокислотными остатками БТГ (ответственными за
каталитическое действие аминокислотами Asp-147

и Glu-149, располагающимися в активном центре,
и аминокислотами рядом и вокруг них Asp-147 и
Asn-150, Glu-149 и Lys-162, Glu-149 и Trp-148) не
оказались столь изменчивыми, но относительная
ориентация отмеченных аминокислотных остат-
ков изменялась значительно. Эти данные демон-
стрировали существенное искажение активного
центра БТГ и полное закрытие входа для проник-
новения к нему субстрата, что определенно про-
гнозирует инактивацию фермента. Другие обла-
сти БТГ также испытывали значительные изме-
нения (рис. 3).

Симуляция поведения БТГ в комплексе с ли-
гандами ХН обнаруживает их стабилизирующее
действие на 3D структуру фермента при 320 и
340 К (рис. 5а–5в) в сравнении с рис. 3 для сво-
бодной БТГ. Присоединение лигандов ХН по цен-
трам 6, 3 и 1 БТГ повышало виртуальную темпера-
туру денатурации фермента примерно на 10–15 K,
значительно замедляло процессы деформации
структуры БТГ и изменяло характер конформа-
ционных переходов в молекуле биокатализатора.
Следует отметить значимый защитный эффект
стабилизации структуры БТГ в результате присо-

Рис. 2. Электростатический потенциал молекулы БТГ в воде (рН 7.5) без учета влияния ионов Na и Cl. Изопотенци-
альные поверхности обозначены синим +1.6 В и красным цветом –1.2 В. Между правой и левой стороной субстратной
долины (выделена черной окружностью) имеется существенная разность потенциалов. При низкой температуре под
влиянием ионов Na и Cl разность потенциалов существенно снижается, и молекула БТГ сохраняет структуру даже в
отсутствие субстрата. Но при повышении температуры, благодаря увеличению подвижности ионов, происходит де-
формация молекулы, приводящая к инактивации фермента. На заднем плане зеленым цветом показана поверхность
молекулы БТГ. Цифрами обозначены центры присоединения ХН лигандов (позиция 8 расположена с дистальной сто-
роны молекулы белка, как показано на рис. 1).
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единения лиганда ХН именно по центру 6 на бел-
ковой поверхности. Присутствие лиганда в пози-
ции 6 не позволяло белковому пику с Glu-105
блокировать вход в субстратную долину, хотя
движение в сторону смыкания с Arg-59, Arg-63,
Arg-64 наблюдалось. Расчеты, симулирующие
поведение системы при снижении температуры, в
этом случае предсказывают высокую вероятность
обратимости денатурации БТГ в присутствии ХН
лиганда в субстратной долине (рис. 5г).

Необходимо отметить, что связывание ХН ли-
гандов по центрам 6, 3 и 1 на молекуле БТГ
(рис. 5а–5г) не вызывает заметных и необратимых
конформационных изменений структуры фер-
мента. Отметим, что ранее мы показали стабили-
зирующее действие субстрата (додекасахарида ги-
алуронана) БТГ на структуру фермента [5].

Интересно отметить, что малореалистичная (на
экспериментальной практике) ситуация, когда
ХН связан только по участкам 1, 2 и 3, виртуально
также оказывает протективное действие на теп-
ловую денатурацию БТГ, повышая температуру
денатурации до 345 K и на порядок замедляя ско-
рость реакции.

Учитывая, что в докинге БТГ с ХН лигандами
с заметной вероятностью могут быть заняты на

Рис. 3. Кинетика тепловой денатурации свободной от ГАГ лигандов гиалуронидазы при температуре 320 К со време-
нем расчетного наблюдения: (а) 1 пс, (б) 17 пс, (в) 40 пс, (г) 20 пс после снижения температуры до 287 К.

R59R63R64

R63R64

R94

D104E105

D104E105

(а) (б)

(в) (г)

Рис. 4. Изменение расстояний между позициями
аминокислотных остатков E105R59 – 1, D147N150 – 2,
E149W148 – 3, D147E149 – 4, E149K162 – 5 в зависимо-
сти от времени расчетного наблюдения (пс) при 320 К.
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глобуле биокатализатора только центры 1, 2, 3 и 6,
целесообразно оценить влияние ХН лигандов на
структуру фермента.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Стереоконфигурация специфического суб-
страта БТГ гиалуронана и использованного нами
при выполнении молекулярного докинга ХН от-
личаются лишь конфигурацией атома С(4) в гек-
созаминовом остатке [8]. Предположительно, та-
кие тонкие структурные различия лигандов могут
заметно регулировать соотношение структура-
функция гиалуронидаз. Полученные в работе дан-
ные демонстрируют, что ХН (в форме димера или
тримера), N-ацетилированный по галактозному
остатку, но несульфатированный, обладает стаби-
лизирующим эффектом на 3D структуру БТГ (бла-
годаря присоединению лиганда к ней, главным об-
разом, по центру 6) при ее расчетной термоинакти-
вации. Отметим, что влияние ХН лиганда
превосходит влияние ХС лигандов в отношении
ингибирования фермента тетрамером ГП, для че-
го необходимо присоединение четырех-пяти ХС
лигандов по центрам их связывания на молеку-
лярной поверхности биокатализатора [5]. Стаби-

лизирующее влияние на 3D структуру БТГ три-
мерных лигандов ХС и ХН против различных
воздействий (ингибирование гепарином и термо-
инактивация биокатализатора соответственно)
обуславливает актуальность прямого сравнитель-
ного теоретического изучения эффектов этих ли-
гандов с учетом взаимодействий БТГ с другими
ГАГ компонентами природного микроокружения
фермента.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
3D-модель БТГ в свободном виде, построен-

ная нами ранее [6], была использована в качестве
исследуемой молекулы фермента для выполне-
ния расчетного молекулярного докинга с димер-
ными и тримерными лигандами ХН.

Программы UCSF Chimera, Amber и DOCK бы-
ли использованы для осуществления молекулярно-
го докинга [9–11]. Выбор ХН лигандов проводили с
базы данных Pubchem.ncbi.nlm.nih.gov, используя
димер и тример ([–4)GlcA(β1-3)GalNAc(β1– ]n), где
n равняется 2 или 3 соответственно [7]) ХН. Их
докинг на молекулярной поверхности БТГ (в ви-
де смеси десяти димеров и десяти тримеров ХН на
одну молекулу фермента) воспроизводили сто раз

Рис. 5. Кинетика тепловой денатурации БТГ в комплексе с ХН в положениях 1, 3 и 6 при температуре 340 К со време-
нем наблюдения: (а) 3 пс, (б) 18 пс, (в) 36 пс, (г) 36 + 18 пс после снижения температуры до 287 К.

(а) (б)

(в) (г)
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(при рН 7.5, 0.1 М NaCl, 18 M H2O (обычное зна-
чение концентрации воды), при 300, 310, 320, 330
и 340 К). Пояснение о различии слоев воды в
ячейке для расчетного рассмотрения докинга
указано в четвертом абзаце раздела Результаты и
обсуждение. При таких же условиях рассчитыва-
ли термоинактивацию свободной молекулы БТГ
(без лигандов ХН). За обратной динамикой 3D
структуры БТГ следили после снижения темпера-
туры (от указанных выше величин) до 287 К.
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Dimers and Trimers of Chondroitin in Molecular Docking
of Bovine Testicular Hyaluronidase

A. V. Maksimenko*, # and R. Sh. Beabealashvili*
#Phone: +7(495)414-60-25; e-mail: alex.v.maks@mail.ru

*Institute of Experimental Cardiology, National Medical Research Center for Cardiology,
3-rd Cherepkovskaya ul. 15A, Moscow, 121552 Russia

Molecular docking of 3D model of bovine testicular hyaluronidase was been performed with dimers and tri-
mers of chondroitin. Eight centers/positions of its ligands coupling was estimated on molecular surface of hy-
aluronidase globule. The most significant centers for chondroitin ligand coupling were positions in enzyme
structure noted as 6, 3, 2 and 1. The 3D model of hyaluronidase structure was strained reversible alterations
herewith. The interactions of enzyme structure with chondroitin ligands are determined by electrostatic forc-
es in the main. Free hyaluronidase molecule (without ligands) at temperature above 300 K has been assayed
the conformational transfers bringing to the enzyme inactivation. Its dominate display was determined with
irreversible attraction of molecular site around aminoacid residue Glu-105 to protein area about Arg-59 and
Arg-96, when temperature decrease did not induced the restoration of initial view of 3D structure of enzyme
molecule. The binding to enzyme structure the chondroitin ligands (according to positions 6, 3 and 1) in-
creased the denaturation temperature of biocatalyst approximately ten grades. The most significant effect of
enzyme structure stabilization was provided with chondroitin ligand binding with hyaluronidase on site 6.
This effect of protein structure stabilization was exceeded the chondroitin sulfate trimers effects against hep-
arin tetramer inhibition of biocatalyst. For latter it is necessary the coupling of four-five chondroitin sulfate
ligands on molecular surface of enzyme.

Keywords: bovine testicular hyaluronidase, tertiary protein structure, glycosaminoglycan ligands, chondroitin,
molecular docking, stabilization of enzyme structure
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Методом компьютерного моделирования проведен сравнительный анализ взаимодействия химер-
ного белка BCR-ABL – нормального типа и с мутацией T315I, с известными ингибиторами, а также
с предложенными соединениями, потенциально способными к ингибированию мутантного белка.
Показано, что предложенные соединения встраиваются в структуру белка с сохранением основных
водородных связей и межмолекулярных взаимодействий. Осуществлен синтез двух структур, содер-
жащих пиррольный цикл, которые оказались наиболее перспективными на основании результатов
компьютерного моделирования.

Ключевые слова: ингибиторы тирозинкиназы BCR-ABL, AutoDock Vina, производные пиррола
DOI: 10.31857/S0132342320020086

ВВЕДЕНИЕ
Тирозинкиназа BСR-ABL – гибридный белок,

продукт гибридного гена Bcr-Abl1, формирующе-
гося в результате реципрокной транслокации
между хромосомами 9 и 22 (филадельфийская
хромосома). Белок BCR-ABL является конститу-
тивно активной тирозинкиназой, ответственной
за онкогенную трансформацию клеток онкобел-
ком. Постоянная активность этой тирозинкина-
зы делает клетку нечувствительной к воздей-
ствию факторов роста и вызывает ее избыточную
пролиферацию. Формирование белка BCR-ABL
провоцирует 95% случаев хронического миело-
лейкоза и 20–50% случаев острого В-лимфобласт-
ного лейкоза взрослых [1].

Хронический миелоидный лейкоз поддается
лечению таргетной (целевой) терапией ингиби-
торами тирозинкиназ: иматинибом, нилотини-
бом, дазатинибом и др. Терапия значительно
улучшает показатели выживаемости. Однако ис-
пользование данных препаратов со временем
приводит к появлению резистентности у пациен-
тов вследствие развития точечных мутаций в
BCR-ABL-белке. Появление мутации T315I в ти-
розинкиназе BCR-ABL приводит к потере ключе-
вой водородной связи между белком и ингибито-

ром и становится критичным для связывания
белка с большинством известных ингибиторов. В
настоящее время ведется поиск эффективных
препаратов, которые способны ингибировать ак-
тивность белока с наличием мутации T315I [2].

В работе представлены результаты моделиро-
вания взаимодействия белка BCR-ABL, в том
числе с мутацией T315I, с основными известными
ингибиторами тирозинкиназ, а также с предло-
женными новыми структурами. Были синтезиро-
ваны перспективные для дальнейшего исследова-
ния соединения с наличием фрагмента пиррола в
структуре.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Первым специфическим ингибитором тиро-

зинкиназы BCR-ABL, прошедшим клинические
испытания и в настоящее время используемым
для лечения больных хроническим миелоидным
лейкозом, является иматиниб (рис. 1).

Иматиниб связывается с неактивной конфор-
мацией белка [3] и образует при этом 6 водород-
ных связей и большое число ван-дер-ваальсов-
ских взаимодействий. Ключевыми для связыва-
ния с ингибитором являются в белке остатки
Met-318, Thr-315, Glu-286 , Asp-381 (рис. 2) [4].

Появление мутации T315I ведет к потере одной из
основных водородных связей между белком и моле-
кулой иматиниба из-за исчезновения ОН-группы
треонина. Также при появлении мутации возни-

Сокращения: DMF-DMA – диметилформамида диметил-
ацеталь; DMAP – 4-диметиламинопиридин; DCC – ди-
циклогексилкарбодиимид; ПЭ – петролейный эфир.

# Автор для связи: (тел.: +3 (754) 479-257-04; эл. почта: ar-
tem.fedorkevich@gmail.com).

УДК 547.853+544.165
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кают серьезные cтерические препятствия для
встраивания ингибитора в активный центр белка.
Иматиниб не встраивается в структуру такого му-
тантного белка, что критически влияет на его ин-
гибирующую способность (рис. 3).

Основная идея данной работы состоит в том,
чтобы сконструировать молекулу ингибитора та-
ким образом, чтобы фрагмент молекулы, кото-
рый вызывает стерические затруднения при
встраивании в структуру белка, был более гибким
и менее объемным. Это позволит ингибитору
встраиваться в струткуру белка с наличием мута-
ции T315I с сохранением ингибирующей актив-
ности. Для этого один из шестичленных циклов в
молекуле иматиниба был заменен на пятичлен-
ный пирролльный фрагмент, сочленение с пири-
дин-пиримидиновым фрагментов стало более
гибким в случае структуры (2) (рис. 4). Оценку
эффективности взаимодействия белка и лиганда
проводили с помощью молекулярного докинга в
программе AutoDock Vina.

Процесс молекулярного докинга может быть
разделен на три стадии: подготовка молекулы
белка, подготовка молекулы лиганда и расчет эф-

фективности взаимодействия белка и лиганда.
Первый шаг предполагает оптимизацию структу-
ры белка. В качестве исходной структуры была
взята человеческая тирозинкиназа ABL в ком-
плексе с иматинибом [5]. Структура комплекса
получена методом дифракции рентгеновских лу-
чей с разрешением 2.4 Å. Оптимизация была про-
ведена с использованием силового поля AMBER,
частичные заряды были получены из AMBER
ff99SB, из структуры белка были удалены молеку-
лы растворителя, ковалентно-несвязанные ионы,
добавлены недостающие протоны аминокислот,
присутствующие при физиологических значени-
ях pH. Структура лигандов оптимизирована пу-
тем минимизации энергии структуры в програм-
ме ChemBio 3D в силовом поле MMFF94. Резуль-
таты расчета энергии взаимодействия белка и
предложенных лигандов, в сравнении с извест-
ными ингибиторами, представлены в табл. 1.

Из данных табл. 1 можно сделать вывод, что
структуры (1) и (2) имеют более высокое абсолют-
ное значение энергии связывания, чем ингибито-
ры, взятые для сравнения, и, следовательно, по-
тенциально будут эффективнее взаимодейство-

Рис. 1. Структура иматиниба.
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вать с молекулой белка. Анализ состояния
лигандов в комплексе с молекулой белка указы-
вает на сохранение для них основных водородных
связей, характерных для иматиниба (рис. 4–7).

В отличие от известных ингибиторов, а именно
иматиниба и нилотиниба [6], соединения (1) и (2)
не образуют водородные связи с изолейцином-
360 и гистидином-361 (рис. 4, 5). Так как данные
связи не являются ключевыми [4], можно ожи-
дать, что их отсутствие не будет критично сказы-
ваться на ингибирующей способности рассмат-
риваемых соединений.

Результаты молекулярного докинга показыва-
ют, что предложенные структуры, в отличие от
иматиниба и нилотиниба, способны встраиваться
в тирозинкиназу BCR-ABL с мутацией T315I
(рис. 8–11).

В рамках данной работы осуществлен синтез двух
предложенных ингибиторов. Синтез ключевых бло-
ков представлен ниже, на схеме.

Рис. 2. Иматиниб в структуре комплекса с тирозинкиназой Bcr-Abl: в неактивной конформации “DFG-out” (а) и с
T315I-мутацией (б).

(а) (б)

STI-571

THR 315

STI-571

ILE 315

Таблица 1. Результаты компьютерного моделирова-
ния взаимодействия Bcr-Abl-белка без мутаций и с
T315I мутацией с иматинибом, нилотинибом и потен-
циальными ингибиторами (1) и (2)

* Иматиниб и нилотиниб не встраиваются в структуру белка
с наличием мутации T315I.

Bcr-Abl 
тирозинкиназа

ΔG, ккал/моль

иматиниб нилотиниб (1) (2)

Без мутаций –9.9 –10.4 –11.7 –11.5
С T315I-мутацией –* –* –10.6 –10.8

Рис. 3. Структуры потенциальных ингибиторов (1) и (2) Bcr-Abl-тирозинкиназы.
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Схема 1.

Альдегидокислота (7) синтезирована из ком-
мерчески доступного пиррола (3). Первая стадия
предполагает ацилирование пиррола хлорангид-
ридом трихлоруксусной кислоты. Выход соеди-
нения (4) оказался высоким (81%), несмотря на
сильное обугливание реакционной смеси. Ис-
пользование эквивалентного по отношению к
хлорангидриду количества Et3N для связывания
выделяющегося HCl не изменяет данную тенден-
цию. Реакция соединения (4) с каталитическим
количеством метилата натрия в метаноле прохо-
дит быстро при комнатной температуре и легко
контролируется с помощью ТСХ. Очистка про-
дукта на данной стадии не требуется. Очистка
продукта, а также разделение образующихся изо-
меров обязательны на стадии формилирования
соединения (5).

Соединение (5) получено с выходом 95%. В
спектре 1Н-ЯМР присутствует синглет при 3.86 м.д.
с интегральной интенсивностью, равной трем.
Данный сигнал указывает на наличие метильной
группы в полученном соединении. В целом, спек-
тральные характеристики полученного соедине-
ния совпали с описанными в литературе [8].

Реакция формилирования по Вильсмейеру-Ха-
аку, используемая для получения соединения (6),
проходила достаточно легко. Средний выход в
54% на данной стадии можно объяснить побоч-
ным образованием 4-региоизомера альдегидо-
эфира (6). Выход основного 5-изомера значи-
тельно зависит от температуры проведения реак-
ции. В данной работе раствор хлориминиевой
соли, образующейся при смешивании диметил-
формамида и POCl3, в CH2Cl2 добавляли при –
25°С, далее температуру реакционной смеси мед-
ленно доводили до комнатной и затем кипятили
полчаса. При –25°С хлориминиевая соль и эфир
(5) практически не реагируют, поэтому пониже-
ние температуры смешивания реагентов почти не
влияет на выход целевого вещества (6). Если на-
гревание вести не плавно, а быстро нагревать ре-
акционную смесь, то выход снижается до 40%. В
1Н-ЯМР-спектре соединения (6) присутствует
сигнал протона альдегидной группы при 9.67 м. д.

Гидролиз метилового эфира (6) проходил в соот-
ветствии с описанными методиками [7]. 1Н-ЯМР-
спектр показывает отсутствие сигнала метильной
группы и наличие уширенного синглета карбок-
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Рис. 4. Ингибитор (1) в модельном комплексе с тирозинкиназой Abl (водородные связи с Met-318, Thr-315, Glu-286, Asp-381).
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Рис. 6. Ингибитор (1) в активном центре тирозинкиназы BCR-ABL (показана поверхность потенциальной энергии
белка).

Рис. 5. Ингибитор (1) в активном центре тирозинкиназы BCR-ABL (водородные связи с Met-318, Thr-315, Glu-286,
Asp-381). Ингибитор (2) в активном центре тирозинкиназы BCR-ABL (водородные связи с Met-318, Thr-315, Glu-286,
Asp-381).



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 2  2020

КОМПЬЮТЕРНОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ 163

Рис. 8. Ингибитор (1) в активном центре тирозинкиназы BCR-ABL с мутацией T315I (водородные связи с Met-318,
Glu-286, Asp-381).

Рис. 7. Ингибитор (2) в активном центре тирозинкиназы BCR-ABL (показана поверхность потенциальной энергии
белка).
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Рис. 9. Ингибитор (1) в активном центре тирозинкиназы BCR-ABL с мутацией T315I (показана поверхность потенци-
альной энергии белка).

сильной группы при 12.85 м.д. Общий выход кис-
лоты (7) составил 33%.

Соединение (10) получено исходя из коммер-
чески доступного 3-ацетилпиридина (8) (схема 2).
Кипячение в DMF-DMA приводит к образованию
единственного продукта (9). В его спектре 1Н-
ЯМР присутствуют два синглета от двух метиль-
ных групп при 2.95 и 3.18 м.д.; также присутствуют
протоны при двойной связи при 5.68 и 7.84 м.д.
Большая константа спин-спинового взаимодей-

ствия, равная 12.5 Гц, указывает на Е-конфигура-
цию двойной связи [8].

Образование амина (10) происходило путем
кипячения в течение 12 ч раствора соединения (9)
с 1 эквивалентом гуанидингидрохлорида и 1.1 экв.
NaOH в н-бутаноле [9]. Соединение образуется
практически чистым и не требует дополнитель-
ной очистки после реакции. Его 1Н-ЯМР-спектр
совпал с описанным в литературе [9]. Выход со-
единения (10) в расчете на 3-ацетилпиридин со-
ставил 72%.

Схема 2.

Синтез ингибиторов (1) и (2) представлен на
схемах 3 и 4.

Соединение (11) получено из амина (10) и аль-
дегидокислоты (7). Умеренный выход на данной
стадии (45%) можно объяснить низкой нуклео-
фильностью аминогруппы соединения (10). Даль-
нейшее окисление альдегидопиррола (11) в кисло-
ту проходило с достаточно высоким выходом.
Конденсация кислоты (12) с коммерчески доступ-

ным 3-(3-метил-1Н-пиррол-1-ил)-5-(трифторме-
тил)анилином (13), который используется в син-
тезе известного ингибитора Bcr-Abl-тирозинкина-
зы – нилотиниба [10], происходило в стандартных
условиях с применением DСС в качестве конденси-
рующего реагента и бензотриазола в качестве акти-
ватора карбоксильной группы. Соединение (1) по-
лучено с общим выходом 11% в расчете на пиррол.
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Рис. 10. Ингибитор (2) в активном центре тирозинкиназы BCR-ABL с мутацией T315I (водородные связи с Met-318,
Glu-286, Asp-381).

Рис. 11. Ингибитор (2) в активном центре тирозинкиназы BCR-ABL с мутацией T315I (показана поверхность потен-
циальной энергии белка).
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Схема 3.

Конденсация кислоты (7) с амином (10) про-
ходила с достаточно низким выходом ввиду малой

нуклеофильности амина (10). Соединение (2) по-
лучено с общим выходом 12% исходя из пиррола.

Схема 4.

Все устойчивые соединения были выделены и
охарактеризованы с использованием 1H-, 13С-ЯМР.

Таким образом, в работе методом компьютер-
ного моделирования охарактеризованы структу-
ры предложенных ингибиторов в комплексе с ти-
розинкиназой BCR-ABL как с наличием мутации
T315I так и без нее. Показано, что сохраняются
ключевые водородные связи с остатками Met-318,
Thr-315, Glu-286, Asp-381. Предложенные соеди-
нения синтезированы и охарактеризованы. Ре-
зультаты исследования биологической активно-
сти разработанных новых ингибиторов BCR-
ABL-тирозинкиназы будут представлены в от-
дельном сообщении.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы и методы исследования

Исходные вещества. Использованные в ходе
работы реактивы и растворители имели квалифи-
кацию “ч” и “чда”. Очистку и высушивание рас-
творителей производили в соответствии с реко-
мендациями [11]. В качестве исходных соедине-
ний использовали пиррол, 3-ацетилпиридин и
амин (13) фирмы “Acros”.

Методы анализа. Моделирование взаимодей-
ствия белка с лигандом осуществляли с использо-
ванием программы UCSF Chimera 1.10.2, модуль
AutoDock Vina. Кристаллографические данные о

целевом белке взяты из базы RCSB Protein Data
Bank. Файлы: “Human Abl kinase domain in com-
plex with imatinib” – белок без мутаций в комплек-
се с иматинибом (ингибитор BCR-ABL-тирозин-
киназы первого поколения). “The crustal structure
of human abl1 kinase domain T315I mutant in complex
with DCC-2036” – структура белка с T315I-мутаци-
ей в комплексе с потенциальным ингибитором.
Данные файлы были загружены в формате *.pdb.

Оценку индивидуальности синтезируемых ве-
ществ и наблюдение за ходом проводимых реак-
ций осуществляли методом ТСХ на пластинках
Silufol UV-254. При проявлении использовали уль-
трафиолетовую лампу с длинной волны 254 нм,
1% раствор KMnO4 в воде, 5% раствор фосфоро-
молибденовой кислоты в этаноле. В качестве
элюента использовали смеси петролейного эфи-
ра, этилацетата, а также метанола и хлороформа,
метанола и метилена, толуола и ацетона в различ-
ных соотношениях. Выделение и очистку инди-
видуальных веществ осуществляли с помощью
перекристаллизации из петролейного эфира, а
также методом колоночной хроматографии на
силикагеле 60 Merck (70–230 mesh), с использова-
нием в качестве элюента смесей тех же раствори-
телей.

Спектры 1Н-ЯМР синтезированных соедине-
ний (δ, м.д.; J, Гц) записывали для растворов в
CDCl3 или DMSO-d6 на приборе Bruker AC 500 с

N
H

OHC
HN

O

N

N

N

N
H

HOOC
HN

O

N

N

N

+

H2N

N
(11) (12)

(13)

(1)(7) + (10) DCC

DMAP
CH2Cl2
  45%

KMnO4

H2O-acetone
96%

DCC, BtOH

DMAP, CH2Cl2
73%

CF3

+

N
H

HOOC
HN

N

N

N

+

H2N

N

(7)

(14) (13)

(2)(10) NaBH(OAc)3, MeOH

50%

DCC, BtOH
DMAP, CH2Cl2

71%

CF3



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 2  2020

КОМПЬЮТЕРНОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ 167

рабочей частотой 500 МГц относительно сигнала
остаточных протонов в дейтерохлороформе (δ
7.26 м.д.) и DMSO-d6 (2.50 м.д.). Спектры 13С-ЯМР
записывали для растворов в CDCl3 или DMSO-d6
на приборе Bruker АС 500 с рабочей частотой
100.6 МГц. Химические сдвиги указаны относи-
тельно сигнала CDCl3 (δ 77.00 м.д.) и DMSO-d6
(39.43 м.д.). ИК-спектры снимали на FT-IR-спек-
трофотометре “PerkinElmer Spectrometer 100” в таб-
летке с KBr.

(2-Трихлороацетил)-1Н-пиррол (4). К переме-
шиваемому раствору трихлорацетилхлорида
(37.00 г, 0.23 моль) в сухом Et2O (100 мл) добавля-
ли пиррол (12.50 г, 0.18 моль) по каплям за 3 ч при
комнатной температуре и далее реакционную
смесь перемешивали 1 ч при комнатной темпера-
туре и нейтрализовали 20% водным раствором
K2CO3 (100 мл) до pH 8–9. Органическую фазу от-
деляли, водную экстрагировали Et2O (3 × 25 мл).
Объединенную органическую фазу промывали
последовательно насыщенным водным раство-
ром NaHCO3 и насыщенным водным раствором
NaCl, сушили Na2SO4. Осушитель отфильтровы-
вали, растворитель удаляли при пониженном дав-
лении. Продукт (4) очищали методом колоночной
хроматографии на силикагеле (ПЭ–EtOAc, 15 : 1–
5 : 1) и получали в виде белых кристаллов (34.04 г,
89%). Rf 0.44 (ПЭ–EtOAc, 5 : 1), Тпл 75.5°С. Спек-
тральные характеристики совпали с описанными
в литературе [7]. Спектр 1H-ЯМР (CDCl3): 6.34–
6.37 (м, 1H), 7.16–7.17 (м, 1 H), 7.38–7.40 (м, 1H),
9.51 (уш. с., 1 H).

Метил-1Н-пиррол-2-карбоксилат (5). В сухом
MeOH (64 мл) растворяли Na (0.223 г, 9.7 ммоль)
при комнатной температуре. К полученному пе-
ремешиваемому раствору добавляли (2-три-
хлороацетил)-1Н-пиррол (14.700 г, 69.2 ммоль)
шестью порциями за 30 мин. Реакционную смесь
перемешивали 2 ч при комнатной температуре
(контроль ТСХ). Растворитель упаривали, оста-
ток разбавляли Et2O (80 мл). К раствору добавля-
ли 3 М НСl (5 мл). Органическую фазу отделяли,
водную экстрагировали Et2O (3 × 15 мл). Объеди-
ненную органическую фазу промывали последова-
тельно насыщенным водным раствором NaHCO3 и
насыщенным водным раствором NaCl, сушили
Na2SO4. Осушитель отфильтровывали, раствори-
тель упаривали при пониженном давлении. Про-
дукт использовали в следующей стадии без допол-
нительной очистки. Эфир (5) получали в виде бе-
лых кристаллов (8.215 г, 95%). Rf 0.31 (ПЭ–EtOAc,
5 : 1). Тпл 73.0°С. Спектральные характеристики
совпали с описанными в литературе [6]. Спектр
1H-ЯМР (CDCl3): 3.86 (с, 3H), 6.26–6.28 (м, 1H),
6.91–6.93 (м, 1H), 6.95–6.97 (м, 1H), 9.27 (м, 1 H).

Метил-5-формил-1Н-пирол-2-карбоксилат (6).
К охлажденному до 0°С сухому DMF (2.890 г,

39.6 ммоль) добавляли POCl3 (6.070 г, 39.6 ммоль)
за 15 мин. Реакционную смесь перемешивали до
полной кристаллизации (30 мин). Смесь отогре-
вали до комнатной температуры; полученную ими-
ниевую соль растворяли в сухом CH2Cl2 (20 мл) и
охлаждали до –25°С. Раствор метил-1Н-пиррол-
2-карбоксилата (5) (3.536 г, 28.3 ммоль) в CH2Cl2
(20 мл) добавляли шприцом за 1 ч при 0°С. Рас-
твор доводили до комнатной температуры и затем
кипятили 30 мин при перемешивании. Реакцион-
ную смесь охлаждали до комнатной температуры,
добавляли насыщенный водный раствора NaHCO3
до pH 8–9 и кипятили 15 мин. Органическую фазу
отделяли, водную экстрагировали Et2O (3 × 10 мл).
Объединенную органическую фазу промывали насы-
щенным водным раствором NaCl, сушили Na2SO4.
Осушитель отфильтровывали, растворитель
удаляли при пониженном давлении. Метил-5-
формил-1Н-пирол-2-карбоксилат (6) (2.770 г,
64%) выделяли методом колоночной хроматогра-
фии на силикагеле (ПЭ–EtOAc, 15 : 1–3 : 1) в виде
белых кристаллов. Rf 0.37 (ПЭ–EtOAc, 65 : 35). Тпл
96.2°С. Также был получен побочный продукт –
метил-4-формил-1Н-пирол-2-карбоксилат (0.736
г, 17%). Спектральные характеристики совпали с
описанными в литературе [7]. Спектр 1H-ЯМР
(CDCl3): 3.92 (с, 3H), 6.94 (м, 2H), 9.67 (с, 1H), 9.88
(уш. с, 1H).

5-Формил-1Н-пирол-2-карбоновая кислота (7).
Раствор метилкарбоксилата (6) (1.00 г, 6.53 ммоль)
и KOH (0.403 г, 7.18 ммоль) в EtOH (8 мл) и H2O
(2 мл) кипятили 3 ч. Растворитель упаривали,
осадок растворяли в H2O (8 мл). Раствор подкис-
лили 3 М НСl до pH 4–6, осадок отфильтровали
промывали H2O, сушили при 100°С до постоянной
массы. Альдегидокислоту (7) получали в виде блед-
но-желтых кристаллов (0.817 г, 90%). Rf 0.44 (ПЭ–
EtOAc, 1 : 1). Тпл 188°С (с разложением). Спектраль-
ные характеристики совпали с описанными в лите-
ратуре [7]. Спектр 1H-ЯМР (DMSO-d6,): 6.82–6.84
(м, 1H), 6.93–6.95 (м, 1H), 9.69 (с, 1H), 12.85 (уш.
с., 1H), 13.06 (уш. с., 1H).

(Е)-3-(Диметиламино)-1-фенилпроп-2-ен-1-он
(9). Смесь 3-ацетилпиридина (2.428 г, 20 ммоль) и
DMF-DMA (4.760 г, 40 ммоль) кипятили при пе-
ремешивании до исчезновения 3-ацетилпириди-
на (контроль ТСХ) около 6 ч. Смесь охлаждали,
растворитель упаривали. Осадок перекристалли-
зовывали из ПЭ. Продукт (9) получали в виде жел-
тых кристаллов (3.115 г, 89%). Rf 0.43 (EtOAc).
Тпл 90.2°С. Спектральные характеристики совпали
с описанными в литературе [10]. Спектр 1H-ЯМР
(CDCl3.): 2.95 ( с., 3Н), 3.18 (с, 3Н), 5.68 (д., J 12.3,
1Н), 7.35 (м, 1Н), 7.84 (д., J 12.3, 1Н), 8.19 (д., J 7.9,
1H), 8.66 (д., J 4.8, 1Н), 9.08 (д., J = 2.2, 1Н).

4-(Пиридин-3-ил)пиримидин-2-иламин (10). Рас-
твор продукта (9) (6.400 г, 36.3 ммоль), гуанидин-
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гидрохлорида (3.056 г, 36.3 ммоль) и NaOH
(1.595 г, 39.9 ммоль) в н-бутаноле (40 мл) кипяти-
ли 12 ч. Раствор охлаждали, осадок отфильтровы-
вали, промывали на фильтре 96% этанолом, затем
холодной водой. Полученные кристаллы сушили
в вакууме при 40°С. Продукт (10) получали в виде
серо-белых кристаллов (5.162 г, 82%). Rf 0.20
(EtOAc). Тпл 188.2°С. Спектральные характери-
стики совпали с описанными в литературе [10].
Спектр 1H-ЯМР (500 МГц,): 5.21 (с, 2H), 7.11 (д,
J 5.2, 1H), 7.45 (дд, J 4.8, 8.0, 1H), 8.35 (д, J 8.0,
1H), 8.44 (д, J 5.2, 1H), 8.75 (д, J 4.8, 1H), 9.24 (д,
J 2.2, 1H).

N-(4-(Пиридин-3-ил)пиримилин-2-ил)-5-фор-
мил-1Н-пиррол-2-карбоксамид (11). К суспензии
соединения (7) (139 мг, 1 ммоль), в 10 мл CH2Cl2 по-
следовательно добавляли, DMAP (122 мг, 1 ммоль),
раствор амина (10) (172 мг, 1 ммоль) в 5 мл СH2Cl2.
Далее в реакционную смесь всыпали DCC (227 мг,
1.1 ммоль). Реакционную смесь перемешивали
12 ч. Осадок отфильтровали, промыли на фильтре
CH2Cl2. К реакционной смеси добавляли насы-
щенный раствор NaHSO3 (20 мл). Водный слой
отделяли, подкислили 2 М HCl до pH 4. Экстраги-
ровали EtOAc (3 × 20 мл). Объединенную органи-
ческую фазу промывали насыщенным водным
раствором NaCl (1 × 20 мл), сушили Na2SO4. Осу-
шитель отфильтровывали, растворитель упаривали
при пониженном давлении. Продукт (11) (132 мг,
45%) выделяли методом колоночной хроматогра-
фии на силикагеле (толуол–ацетон, 7 : 3) в виде
белых кристаллов. Rf 0.24 (толуол–ацетон, 7 : 3).
Тпл 174.3°С. Спектр 1H-ЯМР (DMSO-d6): 7.03–
7.05 (м, 1H), 7.06–7.08 (м, 1 H), 7.13 (д, J 5.3, 1H),
7.55 (дд, J 4.7, 8.1, 1H), 8.18 (д, J 8.1, 1H), 8.67 (д,
J 5.3, 1H), 8.73 (д, J 4.7, 1H), 9.04 (с, 1H), 9.32 (с,
1H), 11.95 (уш. с., 1H), 12.26 (уш. с., 1H). Спектр
13С-ЯМР (DMSO-d6): 106.55, 107.98, 109.73,
115.28, 122.01, 124.55, 132.91, 135.645, 136.63, 147.32,
150.58, 157.53, 159.47, 160.12, 175.44.

5-((4-(Пиридин-3-ил)пиримидин-2-ил)карба-
моил)-1Н-пиррол-2-карбоновая кислота (12). К 2 мл
раствора карбоксамида (11) (132 мг, 0.42 ммоль) в
ацетоне добавляли суспензию перманганата ка-
лия (135 мг, 0.85 ммоль) в 8 мл смеси ацетон–вода
(1 : 1) за 1 ч. Раствор перемешивали дополнитель-
но 1 ч при 40°С и еще 1 ч при комнатной темпера-
туре. Тиосульфат натрия добавляли порциями до
обесцвечивания раствора. Ацетон удаляли при
пониженном давлении, водный слой подкисляли
до pH 3–4 5% раствором HCl. Полученный оса-
док фильтровали, промывали водой на фильтре.
Белый осадок сушили при пониженном давле-
нии. Продукт (12) (130 мг, 96%) использовали в
следующей стадии без дополнительной очистки.
Rf 0.19 (MeOH–CHCl3, 1 : 8). Тпл 197.3°С. Спектр 1H-
ЯМР (DMSO-d): 7.04–7.05 (м, 1 H), 7.06–7.08 (м,

1H), 7.14 (д, J 5.2, 1H), 7.57 (дд, J 4.7, 8.0, 1H), 8.16 (д,
J 8.0, 1H), 8.65 (д, J 5.2, 1H), 8.75 (д, J 4.7, 1H), 9.02 (с,
1H), 10.71 (с, 1H), 11.65 (уш. с., 1H), 12.06 (уш. с.,
1H). Спектр 13С-ЯМР (DMSO-d6): 107.55, 110.98,
111.73, 115.08, 121.01, 124.55, 138.91, 139.58, 140.33,
149.47, 154.59, 155.88, 157.43, 160.12, 160.34.

5-(4-Пиридин-3-илпиримидин-2-ил)аминоме-
тил-1Н-пиррол-2-карбоновая кислота (14). К сус-
пензии NaBH4 (2.00 г, 53 ммоль) в 22 мл CHCl3 до-
бавляли безводную AcOH (14 мл, 244 ммоль) при
0–5°С за 1 ч. Смесь перемешивали при 0–5°С до-
полнительно 1.5 ч. Альдегидокислота (7) (3.480 г,
25 ммоль) и раствор амина (10) (4.472 г, 26 ммоль)
в CHCl3 (12 мл) были добавлены к образованной
суспензии. Смесь перемешивали при 0–5°С 1 ч,
затем 12 ч при комнатной температуре. К смеси
добавляли H2O (15 мл) и Na2CO3 до pH 9–10. Вод-
ную фазу промывали CHCl3 (3 × 10 мл). Далее pH
раствора доводили до 4 1 М раствором HCl. Оса-
док отфильтровывали, промывали H2O на филь-
тре. Полученные желтые кристаллы сушили в ва-
кууме при комнатной температуре. Выход 50%
(3.688 г). Rf 0.23 (MeOH–CHCl3 1 : 8). Тпл 186.2°С.
Спектр 1H-ЯМР (DMSO-d6): 2.48 (с, 2Н), 4.52 (м,
1Н), 6.01 (м, 1Н), 6.60 (м, 1Н), 7.23 (д, J 5.16, 1Н),
7.55 (уш. с, 1Н), 7.58 (дд, J 4.94, 8.03, 1Н), 8.39 (д, J
5.00, 1Н), 8.50 (м, 1Н), 8.68 (д, J 5.00, 1Н), 9.25 (м,
1Н), 11.48 (уш. с, 1Н). Спектр 13С-ЯМР (DMSO-d,
δ6): 37.70, 106.56, 107.99, 109.71, 115.27, 122.02, 124.56,
132.90, 135.65, 136.64, 147.33, 150.59, 159.47, 162.01,
164.45. ИК-спектр (в KBr, υ, см–1): 3436, 1668.

N2-(3-(4-Метил-1Н-имидазол-1-ил)-5-(триф-
трометил)фенил)-N5-(4-пиридин-3-ил)пиримидин-
2-ил)-1Н-пиррол-2,5-дикарбоксамид (1). К рас-
твору кислоты (12) (105 мг, 0,34 ммоль) в смеси
CH2Cl2–DMF (10 мл, 1 : 1) были последовательно
добавлены бензотриазол (BtOH) (50 мг, 0.38 ммоль),
DMAP (46 мг, 0.38 ммоль), раствор амина (13)
(91 мг, 0.38 ммоль) в 5 мл СH2Cl2. Далее в реакци-
онную смесь всыпали DCC (79 мг, 0.38 ммоль) и
перемешивали 16 ч. Осадок отфильтровывали,
промывали на фильтре CH2Cl2. Растворитель упа-
ривали до объема в 5 мл при пониженном давле-
нии, остаток выливали в 50 мл воды при переме-
шивании. Образующийся осадок отфильтровы-
вали. Промывали на фильтре водой, 2 мл 96%
EtOH. Кристаллы перекристаллизовывали из
изопропанола. Продукт (1) получали в виде бело-
го порошка (132 мг, 73%). Тпл 228.6°С. Rf 0.29
(MeOH–CHCl3, 1 : 4). Спектр 1H-ЯМР (DMSO-d6):
3.34 (с, 3H), 4.68 (с, 2H), 6.06 (м, 1Н), 6.28 (м, 1H),
7.30 (д, J 5.0, 1H), 7.41 (д, J 4.0, 1H), 7.53 (д, J 8.1,
1H), 7.65 (м, 1H), 7.78 (м, 1H), 7.90 (т, J 7.8, 1H),
8.04 (д, J 8.1, 1H), 8.45 (м, 2H), 8.69 (д, J 5.0, 1H),
9.29 (с, 1H), 12.35 (уш. с. 2Н). Спектр 13С ЯМР
(DMSO-d6): 13.62, 37.15, 88.03, 108.33, 109.88
110.03, 110.20, 110.38, 112.84, 114.18, 115.36, 122.6,
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125.45, 127.55, 128.80, 135.06, 135.96, 137.66, 140.39,
145.55, 149.47, 150.32, 153.77, 157.21, 160.50, 161.68.

N-(3-(4-Метил-1Н-имидазол-1-ил)-5-(три-
фторметил)фенил)-5-(((4-(пиридин-3-ил)пирими-
дин-2-ил)амино)метил)-1Н-пиррол-2-карбоксамид
(2). Соединение (2) получали из килоты (14) по
методике, аналогичной методике получения со-
единения (1), в виде бледно-желтого порошка
(124 мг, 71%). Тпл 204.2°С. Rf 0.35 (MeOH : CHCl3,
1 : 4). Спектр 1H-ЯМР (DMSO-d6): 3.32 (с, 3H),
6.08 (м, 1Н), 6.20 (м, 1H), 7.26 (д, J 4.9 , 1H), 7.39
(д, J 4.0, 1H), 7.33 (д, J 8.0, 1H),7.64 (м, 1H), 7.78
(м, 1H), 7.90 (т, J 8.0, 1H), 8.06 (д, J 8.0, 1H), 8.43 (м,
2H), 8.54 (д, J 5.0, 1H), 9.31 (с, 1H), 11.98 (уш. с. 2Н).
Спектр 13С-ЯМР (DMSO-d6): 13.62, 107.06, 108.36,
109.88, 110.04, 110.06, 112.23, 114.18, 114.63, 115.38,
122.06, 122.60, 125.71, 128.80, 129.73, 138.34, 140.33,
144.41, 149.47, 150.72, 154.59, 155.88, 156.90, 157.31,
157.40 158.28.
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Computer Modeling and Synthesis of Potential Inhibitors
of the BCR-ABL Tyrosine Kinase with T315I Mutation
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#Phone: +3 (754) 479-257-04; e-mail: artem.fedorkevich@gmail.com

*Institute of Physical Organic Chemistry of the National Academy of Sciences of Belarus,
ul. Surganova 13, Minsk, 220072 Belarus

A comparative analysis of the interaction of chimeric BCR-ABL protein of normal type and with mutation
T315I with known inhibitors, as well as with the proposed compounds which potentially inhibit the activity
of the protein with mutation was carried out by computer modeling. It is shown that the proposed compounds
are incorporated in the structure of the protein with the saving of the basic hydrogen bonds and intermolec-
ular interactions. The synthesis of two structures containing the pyrrol cycle, which showed the most prom-
ising results according to the data of computer modeling, was carried out.

Keywords: BCR-ABL tyrosine kinase inhibitors, AutoDock Vina, synthesis of pyrrole derivatives
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ОДНОВРЕМЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ТИРЕОТРОПНОГО ГОРМОНА
И СВОБОДНОГО ТИРОКСИНА В СУХИХ ПЯТНАХ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ФОСФОРЕСЦЕНТНЫХ НАНОЧАСТИЦ
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На основе технологии фосфоресцентного анализа (ФОСФАН) разработана экспериментальная те-
стовая система для одновременного определения маркеров состояния функции щитовидной желе-
зы – свободного тироксина (fT4) и тиреотропного гормона (TSH) – в высушенных образцах крови
человека. Иммуноанализ гормонов проводили с использованием специфических микроэрреев
(диаметр 0.35 мм), напечатанных на дне лунок полистиролового 96-луночного микропланшета, и
системы детекции на основе полистироловых наночастиц (диаметр 46 ± 14 нм), содержащих инкор-
порированную длительно люминесцирующую фосфоресцентную метку (1960 молекул на частицу)
на основе хелатных комплексов Eu(III). Интенсивность флуоресценции измеряли в режиме временного
разрешения. Исследованы значения аналитических параметров и возможные ограничения разработан-
ной системы. Система обеспечивала одновременное обнаружение высокомолекулярных и низкомоле-
кулярных соединений в клинически значимых диапазонах концентраций – от 2.0 до 50 пмоль/л для fT4
и от 0.8 до 50 мкМЕ/мл для TSH. Чувствительность анализа составила 1.0 ± 0.2 пмоль/л (fT4) и 0.3 ±
± 0.1 мкМЕ/мл (TSH), что соответствовало порогам обнаружения 3 × 10–18 моль Т4 и 0.9 × 10–9 МЕ TSH.
Тест правильно определил концентрации TSH и Т4 в стандартных образцах, используемых в про-
граммах оценки качества, а также тиреоидный статус исследованных пациентов (n = 48). Результаты
определения гормонов в высушенных пятнах крови с помощью экспериментальной тестовой систе-
мы хорошо коррелировали с результатами определения гормонов в образцах сыворотки с использо-
ванием коммерческих наборов (r = 0.9730 для TSH и r = 0.8585 для свободного Т4). Основной недо-
статок системы состоит в высокой вариабельности результатов измерений (до 20%), что ограничи-
вает возможность ее использования для количественного определения уровня гормонов в крови
пациента. Мы считаем, что эта система может быть полезна для выявления нарушений функции
щитовидной железы в рамках существующих программ неонатального скрининга на врожденный
гипотиреоз, а также при массовых скрининговых обследованиях групп риска взрослого населения,
в частности в экологически неблагоприятных регионах.

Ключевые слова: наночастицы, фосфоресцентный анализ (ФОСФАН, PHOSPHAN), микрозоны (mi-
croarrays), тиреотропный гормон (TSH), свободный тироксин (fT4), сухие пятна крови (DBS)
DOI: 10.31857/S0132342320020074

ВВЕДЕНИЕ

Перспективное направление в развитии со-
временных иммуноаналитических методов связа-
но с созданием мультиплексных тестовых систем
для одновременного определения в исследуемом

образце нескольких (множества) аналитов. Реги-
страция сигнала от каждого из аналитов в мульти-
плексном формате становится возможной благо-
даря использованию метчиков с различными
спектрально-люминесцентными свойствами [1, 2]
либо вследствие пространственного разделения

Сокращения: Bi – биотин; BSA – бычий сывороточный альбумин; DBS – сухие пятна крови (Dried blood spots); DMSO –
диметилсульфоксид; EDC – водорастворимый карбодиимид; fT4 – свободный тироксин; Ilum – интенсивность люминес-
ценции; SD – стандартное отклонение (standard deviation); Str – стрептавидин; TRF – флуоресценция (люминесценция) с
временным разрешением (Time-resolved fluorescence); TSH– тиреотропный гормон (Thyroid stimulating hormone); TSH-эр-
реи – микроэрреи (microarrays) для выявления TSH; Т4-эрреи – микроэрреи для выявления Т4; ИФА – иммуноферментый
анализ; МКА – моноклональные антитела; ФОСФАН (PHOSPHAN) – фосфоресцентный анализ (Phosphorescence analysis).

# Автор для связи: (тел.: +7(903)180-52-85, эл. почта: nibeckman@mail.ru).

УДК 577.4.088:616.441-074:543.43
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аналитов на твердой поверхности [3–8]. Второй
подход был реализован нами при создании отече-
ственной технологии фосфоресцентного анализа
(ФОСФАН); в этом случае биочипы (микроэр-
реи) формируют на дне лунок многолуночного
полистиролового микропланшета и используют
длительно люминесцирующие метчики, сигнал
от которых регистрируется в режиме временного
разрешения (TRF) при сканировании поверхно-
сти лунки с помощью импульсного индикатора
фосфоресценции [9]. Были предложены мульти-
плексные тестовые системы для выявления ряда
биологически активных соединений [10, 11], в том
числе при проведении скрининговых программ
обследования населения [12, 13].

Применение мультиплексных тестов несо-
мненно актуально для решения такой важной за-
дачи, как ранняя диагностика дисфункции щито-
видной железы человека. В качестве основных
маркеров тиреоидных заболеваний обычно ис-
пользуют гормон щитовидной железы тироксин
(Т4) и тиреотропный гормон гипофиза (TSH) [14].
Определение их уровня обычно проводится при
исследовании сывороток венозной крови [15].
Однако для массовых скрининговых исследова-
ний более перспективным источником биологи-
ческого материала могут служить высушенные на
фильтровальной бумаге образцы капиллярной кро-
ви (DBS); это связано со снижением стоимости сбо-
ра, транспортировки и хранения таких образцов,
а также снижением травматичности и инфекцион-
ной опасности проводимого исследования [16–18].

Ранее нами предложен подход к одновремен-
ному определению TSH и Т4 в сухих образцах крови
человека с использованием технологии ФОСФАН
и длительно люминесцирующего комплекса Pt-ко-
пропорфирина в качестве метчика биомолекул [19].
Метод позволял измерять уровни TSH и общего Т4
в диапазонах концентраций, применяемых при
скрининге новорожденных на врожденный гипо-
тиреоз. Однако чувствительность этого подхода
оказалась недостаточной для обследования взрос-
лых пациентов, что было обусловлено рядом при-
чин. Во-первых, у взрослых пациентов концен-
трация TSH может быть очень низкой [20]. Кроме
того, при обследовании таких пациентов большей
диагностической ценностью обладает определение
свободной, не связанной с белками фракции Т4
(fT4), доля которой составляет лишь 0.03% от об-
щего количества Т4 в крови [21]. Более того, по-
скольку для анализа используют бумажный диск
диаметром 3.2 мм, способный впитать всего 3 мкл
цельной крови человека, то экстрагируемый из
него объем пробы примерно в 100 раз ниже, чем
объем сывороточных проб. Попытки увеличить
число исследуемых дисков приводили к сниже-
нию специфичности и необходимости введения
стадии предварительной экстракции исследуе-

мой пробы из диска, что усложняло процедуру
проведения анализа.

Повышение чувствительности теста для одно-
временного определения указанных гормонов в
сухих пятнах крови взрослых пациентов стало
возможным с появлением новых методов детекции
на основе фосфоресцентных наночастиц [22, 23].
Синтезированы и детально охарактеризованы
полистироловые наночастицы, покрытые стреп-
тавидином и содержащие инкорпорированную
фосфоресцентную метку (хелатные комплексы
Eu3+/2-нафтоилтрифторацетон) [22]; продемон-
стрирована возможность их применения для со-
здания высокочувствительной системы для опре-
деления TSH [23].

В настоящей работе исследована возможность
совмещения в едином формате конкурентной
(выявление fT4) и неконкурентной (выявление
TSH) схем анализа с применением детектирую-
щей системы на основе фосфоресцентных нано-
частиц с целью создания тестовой системы для
одновременного количественного определения
уровня гормонов fT4 и TSH в сухих пятнах крови
человека.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для разработки тестовой системы одновре-

менного определения маркеров щитовидной же-
лезы TSH и fT4 в сухих пятнах крови использова-
ли технологию ФОСФАН [9]. На дне лунок стан-
дартных полистироловых 96-луночных планшетов
для микроанализа (рис. 1а) иммобилизовали мик-
роэрреи (микрозоны диаметром 0.35 мм), предна-
значенные для выявления TSH (TSH-эрреи) или Т4
(Т4-эрреи). На стадии иммуноанализа гормоны
экстрагировали из исследуемого образца (про-
питанного кровью бумажного диска диаметром
3.2 мм) в раствор, где взаимодействовали со спе-
цифическими биотинилированными антителами
(рис. 1б). При этом в реакционном растворе одно-
временно осуществлялся сэндвич-анализ TSH и
конкурентный анализ Т4 (рис. 1б). Образующиеся
в результате иммунных реакций комплексы на
микроэрреях TSH и Т4 детектировали с помощью
универсального реагента, представляющего со-
бой полистироловые наночастицы с инкорпори-
рованным хелатом европия, покрытые ковалент-
но связанным стрептавидином (рис. 1в). Для ре-
гистрации результатов анализа дно лунки
планшета сканировали в режиме TRF с помощью
специального прибора-индикатора.

В основу проведения иммуноанализа была по-
ложена схема, оптимизированная ранее для сэнд-
вич-анализа TSH [23]. С учетом этого, было необ-
ходимо оценить пригодность выбранных для де-
текции TSH условий (длительность отдельных
стадий иммуноанализа, концентрация биотини-
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лированных антител и детекторных наночастиц)
для конкурентного анализа свободной фракции
гормона Т4. Определение данного низкомолеку-
лярного гормона проводили с использованием
биотинилированных моноклональных анти-Т4-
антител и Т4-эрреев, содержащих конъюгиро-
ванный с белком аналит. Так как метод опреде-
ления fT4 в сухих пятнах крови должен обладать
очень высокой чувствительностью (порог обна-
ружения не более 3 × 10–18 моль Т4 из образца, со-
держащего 3 мкл крови), мы использовали извест-
ный гетерологичный подход к построению имму-
ноанализа низкомолекулярных соединений [24].

На Т4-эрреях иммобилизовали конъюгат
трииодтиронина Т3-BSА, с которым используе-
мые моноклональные анти-Т4-антитела связыва-
лись несколько слабее, чем с Т4, обеспечивая тем
самым более сильное ингибирование связывания
при низких уровнях аналита в исследуемой пробе.
Для оптимизации иммуноанализа fT4 было изуче-
но влияние количества анти-Т4-антител в реак-
ционной смеси на характер кривых ингибирова-
ния сигнала люминесценции, регистрируемого
на Т4-эрреях (рис. 2). Максимальный наклон кри-
вых ингибирования достигался при добавлении 1 нг
биотинилированных антител на лунку (рис. 2).
Остальные условия, выбранные ранее для опре-
деления TSH, являлись оптимальными и для детек-
ции fT4. При этом обеспечивался 1000-кратный ди-
намический диапазон сигналов люминесценции,
регистрируемых на Т4-эрреях: от 100000 отн. ед. при
исследовании образцов, не содержащих Т4, до

фоновых значений менее 100 отн. ед. при иссле-
довании образцов с высоким уровнем Т4, обеспе-
чивающим полное ингибирование специфиче-
ского связывания анти-Т4-антител с Т4-эрреями.
Имеряемые концентрации охватывал клинически
важный диапазон 0 (2)–50 пмоль/л fT4 (рис. 2).

Совмещение конкурентного иммуноанализа fT4
и сэндвич-анализа TSH в едином формате не ока-
зывало влияния на специфичность определения
гормонов из сухих образцов цельной крови чело-
века, что подтверждалось отсутствием перекрест-
ной реактивности компонентов иммунореакции.
Наличие в пробе TSH в высокой концентрации
(до 250 мкМЕ/мл) не влияло на результат определе-
ния fT4 (вариации в уровне сигнала не выходили за
пределы приборной ошибки измерений); и наобо-
рот, высокая концентрация fT4 (до 200 пмоль/л) не
оказывала влияния на результат определения TSH.
Использование в реакционной смеси биотинили-
рованных анти-Т4-антител в выбранной концен-
трации (1 нг на лунку) не приводило к росту фо-
нового сигнала, регистрируемого на TSH-эрреях.
С другой стороны, для сохранения невысокого
(не более 100 отн. ед.) уровня фонового сигнала
на Т4-эрреях требовалось некоторое снижение
содержания биотинилированных анти-TSH-ан-
тител. Добавление в реакционную смесь бумаж-
ного диска, пропитанного кровью человека, не
содержащей Т4 и TSH, не приводило к заметному
изменению уровня сигнала, регистрируемого на
Т4- и TSH-эрреях; это свидетельствовало об от-
сутствии неспецифического влияния различных

Рис. 1. Схема одновременного определения TSH и fT4 методом ФОСФАН с использованием фосфоресцентных нано-
частиц, где (а) – лунка 96-луночного планшета с нанесенными на дне микроэрреями для выявления TSH и Т4; (б) –
иммунореакции TSH и Т4, экстрагирующихся из исследуемого сухого образца крови (DBS), с меченными биотином
(Bi) специфическими антителами и микроэрреями; (в) – детекция образовавшихся иммунных комплексов с помощью
покрытых стрептавидином (Str) наночастиц с инкорпорированным европием (Eu).
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компонентов крови человека или бумажных во-
локон из диска на результат анализа.

При создании калибровочных проб для двой-
ного теста (высушенные на бумаге пятна крови,
содержащие смесь двух гормонов) возникла про-
блема выбора методов, способных правильно из-
мерить содержание свободной (несвязанной с бел-
ками) фракции Т4 или очень низкие уровни TSH.
Так как аттестованные наборы для решения этих
задач отсутствуют, мы разработали свои подходы
к ориентировочной оценке концентрации обоих
гормонов в калибровочных пробах. При подго-
товке калибровочных проб путем добавления
определенных количеств Т4 в раствор эритроци-
тарной массы, предварительно очищенной от
гормонов и доведенной сывороточными белка-
ми, получаемые уровни свободной фракции Т4 не
зависели линейно от уровня добавленного Т4.
При увеличении уровня Т4 в крови доля гормона,
связанного с белками крови, снижалась, что вы-
звано, по-видимому, ограниченным количеством
мест связывания с Т4 на соответствующих белках
крови. Высушивание проб крови на бумаге и по-
следующая экстракция гормона в реакционный
раствор вносили дополнительные изменения в
состояние равновесия гормон-белок. В связи с
этим, для правильной оценки уровня fT4 в калиб-
ровочных пробах были приготовлены специаль-
ные стандарты в виде высушенных пятен крови,
получаемой смешением отмытой эритроцитар-
ной массы с сыворотками крови человека с из-

вестным содержанием fT4. Концентрацию TSH в
изготовленных калибровочных пробах измеряли
с помощью коммерческого набора реагентов для
неонатального скрининга. Так как чувствитель-
ность этого набора недостаточна для измерения
уровней TSH ниже 2 мкМЕ/мл, была примене-
на модифицированная методика анализа [20],
включавшая стадию предварительной экстрак-
ции гормона из 5 дисков с последующим изме-
рением концентрации TSH в полученном экс-
тракте. Диапазоны измеренных таким образом
концентраций в калибровочных пробах составили
0 (2)–50 пмоль/л fT4 и 0 (0.8)–50 мкМЕ/мл TSH.

Оценена возможность повышения чувстви-
тельности анализа обоих гормонов путем увели-
чения их концентрации в реакционном растворе
за счет использования меньшего объема буфера,
экстрагирующего гормоны из бумажного диска.
Благодаря проведению реакции на микроэрреях,
объем буферного раствора в лунке можно было
снизить с 200 до 15 мкл. Однако, в ходе этих опы-
тов было обнаружено, что наряду с ожидаемым
повышением чувствительности анализа суще-
ственно возрастала вариабельность результатов.
Яркость результирующего свечения микроэрре-
ев, расположенных в центре дна некоторых лунок
планшета, становилась заметно слабее или пол-
ностью исчезала, при этом доля таких лунок мог-
ла достигать 20%. Вероятно, наблюдаемый эф-
фект вызван использованием интенсивного пере-
мешивания при проведении реакции, что было
необходимо для полной экстракции исследуемых
гормонов из образца, но могло приводить к меха-
ническому стиранию микроэрреев бумажным
диском в центре дна лунки планшета. В результа-
те коэффициент вариации (КВ) измеряемых зна-
чений концентрации гормонов резко возрастал,
особенно, при определении fT4, когда КВ мог
превышать 50%. Существенное возрастание ошиб-
ки измерения fT4, по-видимому, свидетельствует
о том, что конкурентный тип твердофазного им-
муноанализа более чувствителен к вариациям в
содержании иммобилизованных на твердой фазе
аналитов, чем сэндвич-анализ. Выбранный объ-
ем реакционного буфера, при котором доля обна-
руженных “дефектных” лунок не превышала 0.1%,
составил 100 мкл. Увеличение объема не снижало
вариабельность результатов, но приводило к про-
порциональному уменьшению чувствительности
анализа гормонов. Таким образом, в ходе прове-
денных исследований были выявлены определен-
ные ограничения в использовании преимуществ
метода микроэрреев при анализе высушенных на
бумаге пятен биологических жидкостей.

Рис. 2. Зависимость интенсивности регистрируемого
сигнала на Т4-эрреях от концентрации гормона fT4 в
исследуемом образце по результатам иммуноанализа в
присутствии различных количеств биотинилирован-
ных анти-Т4-антител (1 – 2.0 нг/лунка; 2 – 1.0 нг/лун-
ка; 3 – 0.5 нг/лунка и 4 – 0.25 нг/лунка).
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Достигнутые параметры
мультиплексной системы

Разработанная тестовая система позволяет
проводить одновременное определение гормо-
нов fT4 и TSH в диапазонах концентраций, кли-
нически важных для обследования как новорож-
денных, так и взрослых пациентов. Калибровоч-
ные кривые имеют линейный характер в диапазоне
от 2 до 50 пмоль/л тироксина (рис. 3а) и от 0.8
до 50 мкМЕ/мл тиротропина (рис. 3б). Чувстви-
тельность анализа (рассчитана по формуле,
описанной в эксперимент. ч.), составила 1.0 ±
± 0.2 пмоль/л fT4 и 0.3 ± 0.1 мкМЕ/мл TSH, что
соответствует порогам обнаружения в сухом об-
разце 3 × 10–18 моль Т4 и 0.9 × 10–9 МЕ TSH. По
данному параметру двойной тест значительно
опережает коммерческие тестовые системы для
анализа fT4 (40 × 10–18 моль Т4), но уступает наи-
более чувствительным из существующих в настоя-
щее время тестам на TSH (0.1 × 10–9 МЕ TSH) [15].
Однако, следует учитывать, что коммерческие те-
сты предназначены для анализа жидких сыворо-
ток, а не высушенных образцов цельной крови.

Воспроизводимость и правильность измерений
концентрации гормонов оценивали по результа-
там анализа контрольных проб с известным содер-
жанием гормонов (процедура расчета этих показа-
телей описана в эксперимент. ч.). Двойной тест
позволил правильно определить концентрации
TSH и Т4 в стандартных образцах, полученных в
рамках международных и российских программ

внешней оценки качества измерений (табл. 1).
Исследование воспроизводимости метода выяви-
ло значительную вариабельность (до 20%) резуль-
татов анализа обоих гормонов как в одной поста-
новке, так и между постановками анализа. Со-
гласно ГОСТ Р 51352-2013, допустимое значение
коэффициента вариации результатов при коли-
чественном определении аналитов в высушен-
ных на бумаге пятнах крови составляет 15%. На-
блюдаемые в двойном тесте более высокие значе-
ния этого показателя связаны, по-видимому, с
использованием меченых наночастиц, часть ко-
торых может десорбироваться с микроэрреев в
составе крупных иммунокомплексов.

Таким образом, использование детекторной
системы на основе фосфоресцентных наночастиц
позволяет кардинально (более чем в 10 раз) повы-
сить чувствительность анализа, однако приводит
к существенному увеличению вариабельности его
результатов. Экспериментальные подходы к улуч-
шению воспроизводимости результатов прораба-
тываются нами в настоящее время.

Исследование клинических образцов
Аналитические характеристики двойного те-

ста оценивали при анализе клинических образ-
цов крови от пациентов с различным тиреоидным
статусом, в том числе от 24 пациентов с эутирео-
зом (TSH и Т4 в норме), 14 пациентов с гипоти-
реозом (Т4 снижен и/или TSH повышен) и 10 па-
циентов с гипертиреозом (Т4 повышен и/или TSH

Рис. 3. Типичные калибровочные графики для одновременного определения TSH (а) и fT4 (б) в сухих пятнах крови:
кривая зависимости интенсивности люминесценции (Ilum) на TSH-эррреях от концентрации TSH в исследуемых образцах

и кривая зависимости степени ингибирования интенсивности люминесценции  на Т4-эрреях от концентрации
fT4 в исследуемых образцах. Приведены средние значения интенсивностей при 10 повторных измерениях.
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снижен). Сыворотки крови этих пациентов были
аттестованы по содержанию тиреоидных гормо-
нов соответствующими коммерческими наборами
для ИФА. Сравнение результатов детекции гор-
монов в сухих пятнах и в сыворотках крови пока-
зало высокую степень корреляции при анализе
ТТГ (r = 0.9730, n = 48) (рис. 4а). Корреляция ре-
зультатов определения fT4 была несколько ниже
(r = 0.8585, n = 48) (рис. 4б); это можно объяснить
тем, что разные методы определения уровня сво-
бодного, несвязанного с белками, гормона вносят
свои искажения в равновесие гормон – белок,
особенно при использовании различных типов
исследуемых образцов (сывороток или высушен-
ных на бумаге пятен цельной крови).

Важным условием для применения разрабо-
танного двойного теста для диагностики состоя-
ний функции щитовидной железы является спо-
собность правильно оценивать тиреоидный статус
пациента по результатам исследования высушен-
ных образцов крови. Было показано, что у здоро-
вых пациентов измеренные концентрации обоих
гормонов соответствовали нормальным значени-
ям (3.0–8.0 пмоль/л fT4 и 0.15–1.8 мкМЕ/мл TSH);
у всех 4 пациентов с высоким уровнем fT4 в сыво-
ротке обнаружены повышенные значения fT4 в
сухих образцах; и, наконец, у всех 5 пациентов с
пониженным содержанием fT4 в сыворотке выяв-
лены низкие уровни fT4 в двойном тесте. Анало-
гичная корреляция результатов была выявлена
при измерении концентрации TSH в сухих образ-
цах и сыворотках крови от 9 и 6 пациентов с высо-
ким и низким уровнем этого гормона соответ-

ственно. У 4 пациентов, в сыворотках которых
(по данным ИФА) были определены очень низ-
кие уровни ТТГ (менее 0.001 мкМЕ/мл), значе-
ния его концентрации в двойном тесте были су-
щественно ниже расчетной чувствительности
анализа. В целом, проведенные исследования по-
казали, что использование двойного теста для из-
мерения уровня TSH и fT4 в сухих пятнах крови
позволило правильно оценить тиреоидное состо-
яние всех обследованных пациентов.

Таким образом, разработана тестовая система
для одновременного определения основных мар-
керов состояния функции щитовидной железы
(TSH и fT4) в высушенных образцах крови чело-
века. Исследованы возможности и ограничения
таких систем для выявления высокомолекуляр-
ных (TSH) и низкомолекулярных (Т4) соедине-
ний при совмещении технологии микроэрреев
и детекторных фосфоресцентных наночастиц в
многолуночном формате полистироловых план-
шетов. Аналитические параметры теста позволя-
ют проводить измерение гормонов в клинически
важных диапазонах концентраций. Используя
результаты анализа, можно правильно диагно-
стировать тиреоидный статус пациента – эути-
реоз, гипотиреоз или гипертиреоз. Высокая вариа-
бельность результатов ограничивает возможность
использования тестовой системы для количе-
ственного обследования уровня гормонов у кон-
кретного пациента. Предложенный подход более
применим для массовых скрининговых исследо-
ваний с целью выявления тиреоидных патологий
как у новорожденных, так и в группах риска

Таблица 1. Результаты одновременного определения концентрации TSH и fT4 в стандартных образцах сухих пятен
крови человека

* Centers for Disease Control and Prevention (Atlanta, USA).
** Федеральная система внешней оценки качества (Россия).

Исследуемый материал
Концентрация TSH, мкМЕ/мл Концентрация fT4, пмоль/л

заданная измеренная
тестовой системой заданная измеренная

тестовой системой

Стандартный образец из тестовой 
системы

6.5–11.2 7.8 ± 1.2 5.2– 9.1 7.0 ± 1.1

Стандартные образцы CDC*
лот 1411 8.0–14.3 9.3 ± 1.4
лот 1412 14.9–23.6 18.3 ± 2.9
лот 1413 30.2–49.1 39.4 ± 6.1
лот 1302 5.0–8.6 7.4 ± 1.2
лот 1303 8.8–14.1 11.4 ± 1.8
Стандартные образцы ФСВОК**
лот 1–17 3.9–6.1 4.8 ± 0.8
лот 2–17 18.5–28.1 24.2 ± 3.8
лот 3–17 11.8–18.1 14.7 ± 2.3
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взрослого населения, особенно в экологически
неблагополучных регионах, для которых характе-
рен высокий уровень развития патологий щито-
видной железы.

Полученные результаты могут быть использо-
ваны при создании мультиплексных систем для
одновременного иммунохимического определе-
ния аналитов (TSH, иммунореактивный трип-
син, Т4 и 17α-гидроксипрогестерон) в рамках су-
ществующих программ неонатального скринин-
га, а также при разработке других программ
массового обследования населения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Биологические материалы и реагенты, исполь-
зованные в работе, перечислены ниже:

– стандартные образцы сухих пятен крови с
известным содержанием TSH и Т4, полученные
из Centers for Disease Control and Prevention (CDC,
Atlanta, USA) в рамках международной програм-
мы контроля качества измерений в неонатальном
скрининге (NSQAP);

– стандартные образцы сухих пятен крови с
известным содержанием TSH, полученные из
Центра внешнего контроля качества клиниче-
ских лабораторных исследований (Россия) в рам-
ках Федеральной системы внешней оценки каче-
ства (ФСВОК);

– стандартные образцы сывороток крови че-
ловека с известным содержанием fT4 (Bio-Rad);

– пятна крови от 48 пациентов, сыворотки
крови которых были предварительно охарактери-
зованы по содержанию TSH и fT4 в лаборатории
ХЕМА. Из них у 9 пациентов уровень TSH был
повышен и у 6 пациентов – понижен, fT4 повы-
шен у 4 пациентов и понижен у 5 пациентов;

– первичные (немеченые) моноклональные
антитела (МКА) к β-субъединице молекулы TSH
(ИММУНОСКРИН, Россия) для иммобилиза-
ции в виде улавливающих микроэрреев в лунках
планшета;

– детекторные МКА к другому эпитопу β-субъ-
единицы молекулы TSH (ИММУНОСКРИН) и
МКА к Т4 (ИММУНОСКРИН) в виде конъюга-
тов с биотином, синтезированных по стандарт-
ной методике в соответствии с инструкцией для
биотин-N-гидроксисукцинимидному эфиру ком-
пании “Sigma”. Концентрация белка в конъюга-
тах – 1 мг/мл, нагрузка биотина – 5–10 моль/
моль белка.

Получение конъюгированного антигена Т3-BSA.
Для синтеза использовали Т3 – 3,3',5-трийодо-
тиронин (triiodo-L-thyronine, Sigma, 95–98%),
DMSO (Helicon, ACS Grade, 99.9%), BSA (Sigma,
99%) и водорастворимый карбодиимид EDC (Sig-
ma). 5 мг Т3 растворяли в 5 мл смеси DMSO и ди-
стиллированной воды (1 : 1) и приливали в рас-
твор 5 мг BSA в 2 мл воды. Добавляли 20 мг EDC.
Перемешивали в течение 24 ч при температуре 2–
8°С, диализовали против дистиллированной во-
ды и концентрировали до 1 мг/мл. Полученный
конъюгат содержал 15 моль Т3 на 1 моль BSA.

Рис. 4. Сравнение результатов одновременного определения гормонов TSH (а) и fT4 (б) в высушенных образцах крови
пациентов с результатами исследования сывороток крови этих пациентов коммерческими ИФА-тестами фирмы ХЕМА.
Для удобства сравнения значения концентрации гормонов приведены в пересчете на содержание в крови.
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Формирование эрреев. Для формирования эр-
реев использовали планшеты полистироловые
96-луночные с плоским дном (Nunc, MaxiSorb).
Микроэрреи печатали контактным способом с
помощью наноплоттера (ИММУНОСКРИН) с
использованием игл диаметром 0.5 мм. На дне
каждой лунки планшета формировали по 4 оди-
наковые микрозоны для TSH- и Т4-эрреев (схема
расположения микрозон приведена на рис. 1а), с
использованием, соответственно, первичных ан-
ти-TSH-МКА и Т3-BSA в концентрации 0.1 мг/мл.
Планшет инкубировали в течение 18 ч при темпе-
ратуре 4°С, затем отмывали промывочным рас-
твором (0.01 М Трис-HCl-буфер, pH 7.75, содер-
жащий Tween-20 – 0.02%, NaCl – 8.7 мг/мл и
NaN3 – 0.02%), вносили блокировочный раствор
(0.5% раствор BSA) по 100 мкл в лунку и инкуби-
ровали в течение 1 ч при комнатной температуре
с последующей аспирацией и высушиванием на
воздухе.

Приготовление сухих калибровочных проб. Для
приготовления проб использовали бланки из
фильтровальной бумаги (Watman, 903), L-тирок-
син (Sigma), TSH (НИИ Эндокринологии, актив-
ность 7 МЕ/50 мкл) и эритроцитарную массу кро-
ви доноров, очищенную от гормонов Т4 и TSH
(не более 5 нмоль/л Т4 и 0.001 мкМЕ/мл TSH).
Для приготовления 6 калибровочных проб в рас-
твор эритроцитарной массы (значение гемато-
крита 50–55%) добавляли TSH и L-тироксин в
соотношении: 0/0; 0.8/2.5; 2/30; 5/60, 15/120;
50/240 мкМЕ/мл TSH/нмоль/л Т4, перемеши-
вали и наносили по 100 мкл на бумажные блан-
ки с последующим высушиванием на воздухе.
Полученные пробы аттестовали по уровню TSH
с помощью тест-системы TSH-НЕОСКРИН
(ИММУНОСКРИН) с использованием методи-
ки постановки анализа, модифицированной, как
описано ранее [23]. Для аттестации проб по уров-
ню fT4 использовали образцы сухих пятен крови,
приготовленные добавлением сывороток крови
человека с известным содержанием fT4 в очищен-
ную эритроцитарную массу (значение гематокри-
та 50–55%).

Характеристика наночастиц для детекции. В
работе использованы биоспецифичные наноча-
стицы, синтезированные по методике, подробно
описанной в работе [22]. Диаметр синтезирован-
ных наночастиц находился в диапазоне от 40 до
60 нм (среднечисленный диаметр 46 ± 14 нм).
Включение фосфоресценцентной метки соста-
вило 1960 молекул на частицу. Для покрытия по-
верхности наночастиц стрептавидином применя-
ли одностадийный метод с использованием EDC.
Полученная нагрузка – 123 молекул стрептавиди-

на на частицу. Концентрация полученных био-
специфичных наночастиц 1012 частиц/мл.

Одновременное определение TSH и fT4 с ис-
пользованием фосфоресцентных наночастиц. В
лунки планшета с иммобилизованными эррея-
ми вносили по 1 диску диаметром 3.2 мм, выре-
занному панчером из калибровочных проб. За-
тем в лунки наливали по 100 мкл реакционного
буфера (0.05 М Трис-HCl-буфер, pH 7.75, содер-
жащий BSA – 0.5% и NaN3 – 0.01%), инкубирова-
ли при встряхивании при 750 об./мин в течение
5 мин, добавляли в каждую лунку по 25 мкл смеси
биотинилированных анти-TSH-МКА (2 нг на
лунку) и анти-Т4-МКА (1 нг на лунку), инкубиро-
вали при встряхивании в течение 1 мин и продол-
жали процедуру инкубации в течение 18 ч при
температуре 4°С. После удаления дисков (Dis-
cRemover, Perkin Elmer) и промывки планшета в
лунки добавляли суспезию покрытых стрептави-
дином фосфоресцентных наночастиц в реакци-
онном буфере (4 × 108 частиц на лунку). После за-
вершения 2-часовой инкубации при встряхивании
при 200 об./мин и проведения 6-кратной промыв-
ки (3 раза промывным буферным раствором и 3
раза дистиллированной водой) планшет высуши-
вали и измеряли интенсивность фосфоресцен-
ции путем последовательного сканирования от-
дельных участков дна лунки планшета лазерным
лучом с длиной волны излучения 340 нм в режиме
выделения длительной люминесценции с макси-
мумом 615 нм. Использовали индикатор фосфо-
ресценции импульсный ИФИ-03 “Диагем” (ре-
гистрационное удостоверение № ФСР 2012/13913
от 08.08.2013 г., ИММУНОСКРИН). Результаты
сканирования представляли в виде цветовой диа-
граммы пространственного распределения интен-
сивности регистрируемого сигнала по дну лунок
планшета, а также в цифровом формате в виде
средних значений сигналов, измеренных при
сканировании 4 микрозон, предназначенных для
выявления каждого аналита. Регистрируемая ин-
тенсивность люминесценции TSH-эрреев, была
прямо пропорциональна, а интенсивность лю-
минесценции Т4-эрреев, – обратно пропорцио-
нальна концентрации гормона в крови.

Чувствительность, воспроизводимость и пра-
вильность определения TSH и fT4. Чувствитель-
ность и воспроизводимость рассчитывали в соот-
ветствии с ГОСТ Р 51352-2013. При оценке чув-
ствительности для каждого исследуемого гормона
на оси ординат соответствующего графика зави-
симости интенсивности люминесценции (Ilum) от
концентрации гормона откладывали среднее ариф-
метическое значение Ilum  для калибровоч-ср

lum( )I
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ной пробы, не содержащей гормонов, плюс (в
случае TSH) или минус (в случае Т4) удвоенное
среднеквадратичное отклонение (SD) и по графи-
ку определяли соответствующее значение на оси
абсцисс (минимально достоверно определяемая
концентрация гормона). Воспроизводимость оце-
нивали величиной коэффициента вариации, ко-
торый рассчитывали (в процентах) как отноше-
ние среднеквадратичного отклонения к среднему
арифметическому значению концентрации гор-
мона в контрольных пробах (число повторных из-
мерений не менее 10). Правильность измерений
концентраций TSH и fT4 проверяли по результа-
там исследования стандартных образцов сухих
пятен крови человека. Если полученные значе-
ния находились в пределах заданного диапазона
концентраций, то результат анализа считали пра-
вильным.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Для проведения исследования использовались

образцы крови пациентов. Сведения о пациентах
и полученные от них пробы анализировали ре-
троспективно, после удаления информации, поз-
воляющей идентификацию результатов, следова-
тельно, информированное согласие пациентов не
требовалось.
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Simultaneous Detection of Thyroid-Stimulating Hormone and Free Thyroxin
in Dried Spots of Human Blood by Using Phosphorescent Nanoparticles

N. I. Bekman*, #, S. Yu. Laricheva*, T. A. Bychenkova**, V. G. Pomelova*, and N. S. Osin**
#Phone: +7 (903) 180-52-85; e-mail: nibeckman@mail.ru

*State Research Institute of Biological Engineering, Volokolamskoe shosse 75/1, Moscow, 125424 Russia
**Immunoscreen Closed Joint Stock Company, Volokolamskoe shosse 75/1, Moscow, 125424 Russia

A Phosphorescence Analysis (PHOSPHAN) – based test system was developed for simultaneous detection of
thyroid-stimulating hormone (TSH) and free thyroxin (fT4), the markers of thyroid function, in dried human
blood samples. The immunoassay was performed at the bottom of polystyrene 96-well microplate wells cov-
ered with analyte-specific microarrays (0.35 mm in diameter). The detection system consisted of polystyrene
nanoparticles (46 ± 14 nm in diameter) with incorporated long luminescent Eu(III) chelate complexes
(1960 molecules/particle). Fluorescence intensity was measured in time-resolved mode (TRF). Human
blood – impregnated 3.2 mm paper disks were used as samples for analysis. Analytical parameter values and
possible limitations of this experimental system were investigated. The system allowed for simultaneous de-
tection of high-molecular weight and low-molecular weight compounds in clinically relevant concentration
ranges, from 2.0 to 50 pmol/L for free T4, and 0.8 to 50 μIU for TSH. The sensitivity of the analysis was 1.0 ±
± 0.2 pmol/L (fT4) and 0.3 ± 0.1 μIU/mL (TSH), which corresponded to the detection thresholds of 3 × 10–18

mol T4 and 0.9 × 10–9 IU TSH. The test determined correctly the TSH and T4 concentrations in standard
samples used in quality assessment programs, as well as the thyroid status of the patients investigated (n = 48).
Results of hormone detection in dried blood spots with our experimental test system correlated well with the
results of hormone detection in serum samples using commercial kits (r = 0.9730 for TSH and r = 0.8585 for
fT4). The main drawback of the system was associated with high variability of measurement results (up to
20%), which limits the possibility of its using to quantify the level of hormones in patient blood. We believe
that this system can be useful for detecting thyroid disorders both in the existing programs of neonatal screen-
ing for congenital hypothyroidism and in mass screening surveys in risk groups of the adult population, in
ecologically unfavorable regions in particular.

Keywords: nanoparticles, Phosphorescence Analysis (PHOSPHAN), microareas (microarrays), Thyroid Stimu-
lating Hormone (TSH), free thyroxin ( fT4), dried blood spots (DBS)
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ИДЕНТИФИКАЦИЯ И ХАРАКТЕРИСТИКА микроРНК Batrachuperus 
karlschmidti C ПОМОЩЬЮ ПЛАТФОРМЫ ГЛУБОКОГО 
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МикроРНК играют критически важную роль в регуляции многих биологических процессов в эука-
риотах. Batrachuperus karlschmidti – вид саламандр под угрозой вымирания, эндемичный для Китая,
который привлек внимание в силу его высокой ценности для палеонтологии и эволюционной ис-
тории, а также снижающейся численности популяции. Большая часть микроРНК была обнару-
жена в животных, однако микроРНК B. karlschmidti ранее не изучались. В данной работе с по-
мощью технологии глубокого секвенирования идентифицированы и проанализированы мик-
роРНК B. karlschmidti. Всего получено 13377954 прочтения. Из них 2724630 уникальных прочтений
соответствуют 866 известным и трем новым микроРНК. Все идентифицированные микроРНК бы-
ли подтверждены с помощью метода ОТ-ПЦР шпилек. Дополнительно 5452 кандидатов генов-ми-
шеней были предсказаны. Анализ терминов GO и KEGG показал, что большинство мишеней за-
действованы в широком спектре биологических и метаболических процессов. Также результаты
свидетельствуют о том, что некоторые из генов-мишеней являются факторами транскрипции, ко-
торые могут быть связаны с адаптацией к экологическим условиям. В целом, полученные результа-
ты представляют собой первый крупномасштабный анализ микроРНК B. karlschmidti. Характери-
стика микроРНК B. karlschmidti вносит вклад в понимание сложной роли микроРНК-зависимых ре-
гуляторных сетей в экспрессии генов для регуляции разнообразных биологических процессов и
значительно облегчает дальнейшие исследования микроРНК этого вида.
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Оптимизирован метод твердофазного синтеза и очистки бета-амилоида человека последовательно-
сти 1-40, позволяющий получить продукт с высоким выходом и гомогенностью более 95%. Синте-
тический пептид способен формировать олигомеры, что подтверждено с помощью электрофореза
в полиакриламидном геле с последующим иммуноблотом и методом флуоресцентной спектрофо-
тометрии с использованием красителя тиофлавина Т. Предложен доступный метод, позволяющий
получать с высоким титром антитела, специфичные к бета-амилоиду (1-40) и распознающие как
мономер, так и олигомеры пептида в иммуноблоте.
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ВВЕДЕНИЕ
Бета-амилоид (Аβ) — это общее название для

группы пептидов, образующихся в результате
протеолитического расщепления трансмембран-
ного белка-предшественника, называемого APP
(amyloid precursor protein), и проявляющих высо-
кую способность к агрегации с образованием как
растворимых олигомеров, так и нерастворимых
фибрилл [1–4]. Фибриллы Аβ являются основны-
ми компонентами так называемых амилоидных
бляшек – патологических образований, наблюда-
емых при различных заболеваниях, таких как бо-
лезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, син-
дром Дауна и др. [2]. Олигомеры Аβ считаются ос-
новным токсическим агентом, вызывающим
гибель нейронов [5, 6]. Аβ продуцируется различ-
ными типами клеток, такими как нейроны, аст-
роциты, фибробласты, тромбоциты, причем наи-
более высокий уровень экспрессии наблюдается
в нейронах и клетках гладкой мускулатуры. Это
свидетельствует о важной роли Аβ в развитии

клеток, при этом его функции в норме до конца
не выяснены [1–3].

Для изучения механизма патологического дей-
ствия бета-амилоида исследователям необходимо
располагать достаточным его количеством. Бета-
амилоидные пептиды содержат от 37 до 43 а. о.,
что делает привлекательным их получение с по-
мощью химического синтеза [4]. Однако такой
синтез представляет собой трудную задачу. Бета-
амилоидные пептиды характеризуются последо-
вательностью, в которой 28 N-концевых амино-
кислотных остатков, в основном, являются по-
лярными, а неполярные остатки сосредоточены в
оставшейся С-концевой части. В результате при
нейтральном значении рН пептиды проявляют
высокую склонность к агрегации. Мономеры бе-
та-амилоидов могут самоорганизовываться в ди-
меры, тримеры и более высокомолекулярные
олигомеры, которые формируют устойчивую вто-
ричную структуру с преобладанием β-складчатой
структуры и, в конечном итоге, образуют нерас-
творимые фибриллы. Трудность синтеза бета-
амилоидных пептидов заключается в том, что
даже растущая пептидная цепь на полимерной
основе в органических растворителях склонна к
агрегации, но особенно быстро агрегация проис-
ходит в водных растворах после деблокирования

Сокращения: Аβ – бета-амилоид; Fmoc – 9-флуоренилме-
тилоксикарбонил, TBTU – тетрафторборат О-(бензотриазол-
1-ил)-N,N,N',N'-тетраметилмочевины; Trt – тритил; Pbf –
2,2,4,6,7-пентаметилдигидробензофуран-5-сульфонил.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 336-57-77; эл. почта: tdvol@
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пептида, что чрезвычайно затрудняет очистку
продукта. Все это приводит к низкому выходу це-
левого продукта.

В литературе описано несколько примеров син-
теза бета-амилоидных пептидов, как Аβ(1-40), так
и наиболее фибриллогенного Аβ(1-42) [7–10], а
также С-концевых гидрофобных фрагментов пеп-
тида Аβ(1-42) [11] и ковалентно сшитых гомоди-
меров его различных фрагментов [12], однако
сложность методики или неудовлетворительная
степень гомогенности полученных продуктов де-
лает разработку эффективного способа синтеза и
очистки бета-амилоидных пептидов с помощью
ВЭЖХ по-прежнему актуальной. Нами был пред-
принят синтез Аβ(1-40) человека, который вместе
с Аβ(1-42) входит в состав амилоидных бляшек и
при этом является более подходящей аллофор-
мой для использования в экспериментах in vitro,
поскольку обладает менее высокой гидрофобно-
стью и не такой высокой скоростью агрегации,
как Аβ(1-42).

Для широкомасштабных исследований, на-
правленных на изучение молекулярных процес-
сов с участием Аβ, необходимо также располагать
большими количествами антител, способных свя-
зываться с ним как в условиях ИФА или вестерн-
блота, так и в срезах тканей или на клетках. В на-
стоящей работе представлен доступный метод,
позволяющий с высоким выходом получать анти-
тела, специфичные к β-амилоидам.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Аβ(1-40) был синтезирован твердофазным ме-
тодом в автоматическом режиме на п-алкокси-
бензильном полимере с низким содержанием
гидроксильных групп (0.2 ммоль/г). Аминокис-

лотная последовательность Аβ(1-40) приведена в
табл. 1.

Использовали Fmoc-производные аминокис-
лот с защитой боковых функций остатков Ser и Tyr с
помощью But-группы, Asp и Glu – OBut-группы,
Lys – Boc-группы, His – Trt- и Arg – Pbf-группы.
Наращивание полипептидной цепи проводили
при помощи однократных конденсаций TBTU-
методом, применяя 7.5-кратные избытки защи-
щенных аминокислот. Основной проблемой,
обычно затрудняющей синтез Аβ-пептида, явля-
ется его агрегация даже на полимере в органиче-
ских растворителях. Для повышения солюбили-
зации растущей пептидной цепи и препятствия
ее агрегации в растворитель для реакций кон-
денсации, а также отщепления Fmoc-защитной
группы, добавляли диметилсульфоксид. Кроме
того, для минимизации агрегации молекул β-ами-
лоида и побочных реакций конденсацию проводи-
ли 30 мин вместо стандартных 2 ч. Таким образом,
синтез 40-членного пептида при помощи автомати-
ческого синтезатора продолжался 2 сут.

Отщепление пептида от полимера с одновре-
менным удалением боковых защитных групп про-
водили смесью TFA со стандартными добавками,
предотвращающими протекание побочных реак-
ций. Сырой продукт синтеза высаживали этил-
ацетатом. Зачастую после деблокирования Аβ-
пептиды не подвергают ВЭЖХ, ограничиваясь
гель-фильтрацией или только осаждением [7–9].
Описана ВЭЖХ очистка Аβ(1-42) на специальной
колонке (PLRP-S) в основных условиях (5 мМ
ацетат аммония в ацетонитриле, рН 8.0) [10]. В
настоящей работе была успешно проведена очист-
ка методом обращенно-фазовой ВЭЖХ на стан-
дартной колонке Jupiter С4 в градиенте концен-
трации ацетонитрила в 0.1% TFA. Для нанесения
на колонку пептид растворяли в 50% DMSO в во-
де. Было получено, исходя из 100 мг полимера,
12.5 мг Аβ(1-40), то есть в расчете на содержание
гидроксильных групп в исходном полимере вы-
ход составил 13%. Индивидуальность полученно-
го пептида последовательности (1-40) была под-
тверждена данными масс-спектрометрии и ана-
литической обращенно-фазовой ВЭЖХ (табл. 2).
Степень гомогенности по данным аналитической
ВЭЖХ составила более 95%.

Следует отметить, что хроматография была ре-
зультативной только для Аβ(1-40), осажденного
этилацетатом после деблокирования. В случае
попытки повторной ВЭЖХ лиофилизованного

Таблица 1. Аβ(1-40) и его укороченный фрагмент Аβ(1-17)

Пептид Аминокислотная последовательность

1-40 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV
1-17 DAEFRHDSGYEVHHQKL-G

Таблица 2. Характеристики синтетического Аβ(1-40) и
фрагмента Аβ(1-17) по данным масс-спектрометрии и
ВЭЖХ

* ВЭЖХ на колонке Jupiter 10μ C18 300A 10 × 250 мм (Phe-
nomenex, США) в градиенте концентрации ацетонитрила
10–70% в 0.1% TFA за 1 ч при расходе элюента 1 мл/мин.

Пептид Мтеор [МН]+ Время удерживания*, 
мин

1-40 4327.15 4330.29 12.06
1-17 2124 2125 7.81
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продукта происходила необратимая сорбция пеп-
тида на колонке, что говорит, вероятно, о том, что
во время пребывания в водном растворе после
очистки пептид переходит в агрегированное со-
стояние. Синтетический Аβ(1-40) после лиофи-
лизации дезагрегировали путем растворения в
гексафторизопропаноле, делили на аликвоты и
растворитель упаривали. Дезагрегированный пеп-
тид использовали для дальнейших опытов.

Таким образом, сокращение времени синтеза
благодаря использованию 7.5-кратных избытков
аминокислот, добавление DMSO как в реакцион-
ную смесь при конденсации и деблокировании в
ходе синтеза (30%), так и при нанесении на ко-
лонку (50%), а также минимизация пребывания
пептида в водных растворах (после хроматогра-
фии) позволили получить продукт с высокой сте-
пенью гомогенности и высоким выходом.

Следующей задачей было получение антител,
распознающих Аβ(1-40)-пептид. Для этого был
синтезирован N-концевой фрагмент 1-17 его по-
следовательности(табл. 1). Синтез этого пептида
проводили стандартным TBTU-методом на п-ал-
коксибензильном полимере со средним содержа-
нием гидроксильных групп (0.5 ммоль/г), с исполь-
зованием 3-кратных избытков Fmoc-производных
аминокислот с соответствующими боковыми за-
щитными группами. В качестве С-концевого
аминокислотного остатка был использован до-
полнительный остаток Gly.

Отщепление пептида от полимера с одновре-
менным удалением боковых защитных групп про-
водили смесью TFA со стандартными добавками,
предотвращающими протекание побочных реак-
ций. Сырой продукт синтеза осаждали диэтило-
вым эфиром. Очистку проводили методом обра-
щенно-фазовой ВЭЖХ на колонке Jupiter С18 в
градиенте концентрации ацетонитрила в 0.1% TFA.
Индивидуальность Аβ(1-17)-фрагмента была под-
тверждена данными масс-спектрометрии и анали-
тической обращенно-фазовой ВЭЖХ (табл. 2). Сте-
пень гомогенности пептида составила более 98%.

Для получения антител к пептиду проводили
иммунизацию кроликов его конъюгатом с гемо-
цианином улитки (KLH). У кроликов отбирали
кровь и готовили иммунную сыворотку, которую
анализировали на содержание противопептид-
ных антител и подвергали аффинной хроматогра-
фии на сефарозе 4В с иммобилизованным пепти-
дом Аβ(1-17). В результате выделяли фракцию ан-
тител с высоким титром (разведение 1/1280000),
строго специфичных к пептиду (1-17). Способ-
ность очищенных антител связываться с Аβ(1-40)-
пептидом была проверена в ИФА. Антитела свя-
зывались с синтетическим Аβ(1-40)-пептидом с
таким же титром, как и с пептидом Аβ(1-17).

Известно, что β-амилоиды оказывают свое не-
гативное воздействие при ряде нейропатологий

за счет формирования олигомеров, проявляющих
цитотоксические свойства в тканях головного
мозга [13, 14]. Поэтому представляло интерес оце-
нить способность синтетического Аβ(1-40) обра-
зовывать стабильные олигомеры.

В ряде работ показано, что амилоидные оли-
гомеры устойчивы к денатурирующим условиям
SDS-электрофореза и вестерн-блота, что делает
возможным использование этих методов для изу-
чения олигомеризации и детекции конкретных
типов олигомеров [15]. Раствор Аβ(1-40) инкуби-
ровали в Tris-буфере рН 7.4 в течение 48 ч при
37°С, после чего подвергали электрофорезу и им-
муноблоттингу с применением полученных анти-
тел к Аβ(1-17)-фрагменту. Проводили сравнение
результатов с данными, полученными для свеже-
приготовленного раствора Аβ(1-40) (рис. 1).

Анализ результатов показал, что полученные
антитела против фрагмента (1-17) обнаруживают
как мономер Аβ(1-40), так и его олигомеры. В ре-
зультате иммуноблота исходного раствора Аβ(1-40)
были получены две белковые полосы, находящие-
ся в области масс ниже 12 кДа (рис. 1а). Основная
зона соответствует мономеру Аβ(1-40) (М 4.3 кДа).
Размытость границ этой зоны обусловлена низ-
кой разрешающей способностью стандартного
SDS-электрофореза по Лэммли четко разделять
белки с массой менее 10 кДа. Вторая полоса с
меньшей интенсивностью окрашивания, вероят-
но, соответствует димеру Аβ(1-40) (М 9 кДа). На-
личие этой зоны показывает, что синтетический
Аβ(1-40) сразу после растворения в воде начинает
агрегировать. Эти же полосы ниже уровня 12 кДа

Рис. 1. Иммуноблот с антителам к Аβ(1-17)-фрагмен-
ту для Аβ(1-40) до инкубации (а) и после инкубации в
Tris-буфере, рН 7.4 при 37°С в течение 48 ч (б).

(а) (б)

Пентамер

Тетрамер

Тример

Димер

Мономер

кДа

17

12
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можно наблюдать и в результате иммуноблота
раствора после инкубации в течение 48 ч (рис. 1б).
Однако кроме этих зон обнаруживаются полосы с
большей массой, которые соответствуют тримеру
(М 13.5 кДа), тетрамеру (М 18 кДа) и пентамеру
(М 22.5 кДа) Аβ(1-40). При этом интенсивность
окрашивания зон падает постепенно от мономера
к пентамеру.

Основываясь на результатах иммуноблота, мож-
но сделать несколько выводов. Во-первых, синте-
тический Аβ(1-40) в водном растворе способен
формировать олигомеры, стабильные в денатури-
рующих условиях. Во-вторых, аффинно очищен-
ные поликлональные антитела против фрагмента
(1-17) можно использовать для детекции мономера
и олигомеров Аβ(1-40) с помощью иммуноблота.

Способность синтетического Аβ(1-40) агрегиро-
вать с образованием характерных для бета-амилои-
дов высокомолекулярных олигомеров с β-структу-
рой была доказана в опытах с использованием флу-
оресцентного красителя тиофлавина Т (ThT). Этот
краситель повышает интенсивность своей флуо-
ресценции при встраивании в β-складчатые струк-
туры, которые формируются при агрегации мо-
номеров Аβ в олигомеры и далее до протофиб-
рилл и фибрилл [16]. Перед добавлением буфера к
Аβ(1-40) его растворяли в небольшом объеме
DMSO, то есть содержание амилоидных олигоме-
ров в начале эксперимента было минимальным.
Как видно из рис. 2, через 2.5 ч после начала ин-
кубации происходил резкий рост интенсивности
флуоресценции, который к 4 ч достигал максиму-
ма и выходил на плато. Эти данные подтвержда-
ют, что синтетический Аβ(1-40) за 4 ч формирует
в водном растворе агрегаты с β-структурой, ха-
рактерной для протофибрилл и фибрилл Аβ.

Таким образом, двумя методами было показа-
но, что синтетический Аβ(1-40) образует как низ-
комолекулярные олигомеры (ди-, три-, тетра- и
пентамеры), показанные на рис. 1, так и высоко-
молекулярные олигомеры, формирующие фиб-
риллы, характерные для β-амилоидов.

В итоге, в настоящей работе представлен опти-
мизированный метод получения путем твердо-
фазного химического синтеза Аβ-пептида челове-
ка последовательности (1-40) с высоким выходом
и высокой гомогенностью. Кроме того, предло-
жен метод получения очищенных антител, высо-
ко специфичных к бета-амилоиду, распознаю-
щих как мономер, так и олигомеры Аβ(1-40) раз-
личными иммунохимическими методами.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Для синтеза пептидов использовали реактивы
и производные аминокислот (Merck, ФРГ; Fluka,
Швейцария). ВЭЖХ проводили при помощи хро-
матографа Стайер (Аквилон, Россия) с использо-
ванием колонок Jupiter 5μ C4 300A 4.6 × 250 мм и
Jupiter 5μ C18 300A 4.6 × 250 мм (Phenomenex,
США) для аналитической хроматографии, а также
Jupiter 10μ C4 300A 10 × 250 мм и 10μ C18 300A 10 ×
× 250 мм (Phenomenex, США) – для препаратив-
ной хроматографии. Масс-спектрометрию осу-
ществляли методом MALDI на приборе VISION
2000 (Bioanalysis, Великобритания). Аминокис-
лотный анализ проводили на приборе Biotronik
LC-3000 (ФРГ) после гидролиза пептидов смесью
6 M HCl–TFA (2 : 1) в течение 45 мин при 170°С.

Для иммунизации использовали самок кроли-
ков породы Шиншила весом 2–3 кг (питомник
“Алькона”, Россия).

Для аффинной хроматографии использовали
колонку (Whatman, Англия) размером 10 × 100 мм,
детектор (Uvicord LKB Bromma 2238, Швеция,
λ 280 нм) и коллектор фракций (Multirack LKB
Bromma 2111, Швеция).

Электрофорез проводили в мини-камере для
гель-электрофореза (Hoefer-Mighty Small Vertical
Electrophoresis system, США), перенос белков на
мембрану осуществляли в камере для влажного
электропереноса (Hoefer-TRANSPHOR, США),
источник тока для электрофореза и электропере-
носа (Pharmacia Biotech, Швеция).

Твердофазный синтез и очистка пептидов. Син-
тез Аβ(1-40) проводили на пара-алкоксибензиль-
ном полимере с содержанием гидроксильных
групп 0.2 ммоль/г. Наращивание пептидной цепи
выполняли последовательно с использованием
7.5-кратных избытков защищенных аминокислот.
Временную Fmoc-защиту удаляли 20% раствором
4-метилпиперидина в 30% DMSO–70% DMF.
Конденсацию проводили при помощи TBTU, рас-

Рис. 2. Динамика агрегации Аβ(1-40) в Tris-буфере,
рН 7.4 (анализ по реакции с тиофлавином Т). Каждая
точка является средним значением, рассчитанным по
результатам измерения флуоресценции для четырех
проб, отобранных в одно время. Для каждого средне-
го показана стандартная ошибка (SEM).
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творенного в такой же смеси DMSO–DMF. Вре-
мя реакции конденсации составляло 30 мин.

Синтез фрагмента Аβ(1-17) проводили на пара-
алкоксибензильном полимере с содержанием
гидроксильных групп 0.5 ммоль/г. Для последо-
вательного наращивания пептидной цепи приме-
няли 3-кратные избытки защищенных амино-
кислот. Удаление временной Fmoc-защитной
группировки и конденсацию выполняли так же,
как для Аβ(1-40), но в чистом DMF, без добавле-
ния DMSO в реакционную смесь. Время реакции
конденсации – 2 ч.

Отщепление пептидов от полимера с одновре-
менным деблокированием функциональных групп
боковых цепей проводили смесью TFA (94%), три-
изопропилсилана (1%), этандитиола (2.5%) и во-
ды (2.5%) из расчета 1–2 мл смеси на 100 мг пеп-
тидилполимера. Сырой Аβ(1-40) высаживали
этилацетатом, осадок промывали этилацетатом,
затем эфиром. Сырой фрагмент Аβ(1-17) высажи-
вали эфиром.

Пептиды очищали с помощью обращенно-фа-
зовой ВЭЖХ в градиенте концентрации ацето-
нитрила 10–70% в 0.1% TFA за 1 ч при расходе
элюента 3 мл/мин. Оптическое поглощение элю-
ата измеряли при длине волны 226 нм. Очистку
Аβ(1-40) выполняли на колонке Jupiter 10μ C4
300A 10 × 250 мм (Phenomenex, США). Для нане-
сения на колонку пептид растворяли в 50% DMSO в
воде. Очистку фрагмента (1-17) выполняли на ко-
лонке Jupiter 10μ C18 300A 10 × 250 мм (Phenome-
nex, США). Пептид наносили на колонку в виде
водного раствора.

Синтетические пептиды характеризовали дан-
ными аналитической ВЭЖХ, масс-спектромет-
рии MALDI и аминокислотного анализа. Анали-
тическую ВЭЖХ пептидов проводили в условиях,
аналогичных препаративной ВЭЖХ, при расходе
элюента 1 мл/мин.

Конъюгат пептида (1-17) с гемоцианином улитки
KLH получали, как описано в работе [17]. К рас-
твору 2.4 мг пептида в 2.1 мл раствора KLH в PBS
(137 мМ NaCl, 2.7 мM KCl, 8 мM NaH2PO4, 1.5 мM
KH2PO4, рН 7.4) с концентрацией белка 5.8 мг/мл
при перемешивании в течение 1 ч добавляли
1.2 мл 0.25% раствора глутарового альдегида в
PBS. Полученный раствор перемешивали 15 ч и
диализовали против PBS в течение 20 ч с двукрат-
ной сменой буфера.

Противопептидные антитела к пептиду (1-17).
Для получения антител к пептиду (1-17) двух кро-
ликов иммунизировали двукратно с интервалом в
44 дня подкожно конъюгатами пептида с KLH в до-
зе 1 мг пептида на животное как описано ранее [18].
Для первой иммунизации суспензию KLH-конъ-
югата в PBS в концентрации 0.8–1.2 мг/мл (в пе-
ресчете на пептид) смешивали с равным объемом
полного адъюванта Фрейнда до получения эмуль-

сии, для второй иммунизации суспензию KLH-
конъюгата смешивали c равным объемом непол-
ного адъюванта Фрейнда. Кровь отбирали из уш-
ной вены на 14-е сутки после второго введения
препаратов. Приготовленные сыворотки хранили
при температуре –20°С.

Конъюгат пептида (1-17) с овальбумином (OVA)
получали как описано в работе [17]. К 1 мг пепти-
да добавили 2 мл водного раствора, содержащего
0.5 мл OVA. В течение 1 ч при перемешивании до-
бавляли 50 мкл 0.2% раствора 1-этил-3-(3-диме-
тиламинопропил)-карбодиимида в PBS. Полу-
ченный раствор перемешивали 15 ч и диализова-
ли против PBS в течение 20 ч.

Титр противопептидных антител определяли с
помощью твердофазного ИФА как описано в ра-
боте [18]. На планшет наносили конъюгат пепти-
да (1-17) с OVA либо Аβ(1-40) в объеме 0.1 мл на
лунку в концентрации 30 мкг/мл в расчете на пеп-
тид. За титр антител принимали значения наи-
большего разведения сыворотки или антител, да-
ющего окрашивание более 0.1 ОЕ492 и превышаю-
щего поглощение контрольных антител в 3 раза. В
качестве контроля при определении титров про-
тивопептидных сывороток использовали преим-
мунные сыворотки кроликов. При исследовании
аффинно очищенных антител в качестве контро-
ля использовали очищенные иммуноглобулины
кролика.

Для получение аффинного сорбента с иммоби-
лизованным (1-17)-пептидом 1 г CNBr-активиро-
ванной сефарозы 4B суспендировали в 6 мл 1 мМ
HCl в течение 15 мин до образования прозрачного
геля и промывали 1 мМ HСl (5 × 10 мл). Пептид
(2.8 мг) растворяли в 4 мл конденсирующего бу-
фера (0.1 М NaHCO3, 0.1 M NaCl, pH 8.0), добав-
ляли к сефарозе и при периодическом перемеши-
вании оставляли на 1 ч при 20°С. После промыв-
ки конденсирующим буфером (5 × 3 мл) к
сефарозе добавляли блокирующий буфер (0.2 M
Gly, 0.1 M NaCl, pH 8.0) и выдерживали в течение
2 ч. Затем сефарозу промывали поочередно аце-
татным (0.1 M NaOCOCH3, 0.1 M NaCl, pH 4.0) и
боратным буферами (0.1 M Na2B4O7 · 10H2O, 0.1 M
NaCl, pH 8.1) (5 × 10 мл).

Аффинная хроматография противопептидных сы-
вороток. При проведении аффинной хроматогра-
фии 2 мл сыворотки наносили на колонку с 3.5 мл
аффинного носителя, промытую PBS1 (0.15 М
NaCl, 0.01 М Na2HPO4, pH 7.4), и инкубировали
при комнатной температуре в течение 40–60 мин.
Затем колонку промывали 35 мл PBS1 и 35 мл
элюирующего буфера (0.2 М раствор глицина в
0.1 М NaСl, pH 2.5). В отобранных фракциях элю-
ата значения рН доводили до 6.5–8.0 с помощью
1 М Tris, pH 10. Содержание белка определяли
спектрофотометрически, измеряя ОЕ280 и исходя
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из того, что оптическое поглощение раствора IgG
с концентрацией 1 мг/мл равно 1.4 ОЕ280.

Электрофорез в ПААГ и иммуноблот

Приготовление образцов. 0.12 мM раствор
Аβ(1-40) в 200 мM Tris-HCl, 200 мM NaCl (pH 7.4)
инкубировали 48 ч при 37°C либо использовали
без инкубации. Для электрофореза образцы гото-
вили стандартным образом по методу Леммли [19].

Электрофорез проводили на пластинках ПААГ
(20% акриламида в разделяющем геле; 5% – в
концентрирующем) в денатурирующих условиях
при постоянной силе тока 10 мА/гель [19].

Электроперенос осуществляли на нитроцеллю-
лозные мембраны Immobilon-NC при 20°C и по-
стоянной силе тока 400 мА в 0.025 М натрий-би-
карбонатном буфере, pH 9.0, содержащем 20%
метанола и 0.1% SDS, в течение 1 ч. Для иммуно-
окрашивания мембраны инкубировали в тече-
ние 10 ч с антителами к пептиду (1-17) в разведе-
нии 1 : 200 при 4°С. Затем мембраны обрабаты-
вали овечьими антителами против суммарных
иммуноглобулинов кролика, конъюгированными с
пероксидазой хрена (Sigma, Aldrich, USA), в разве-
дении 1 : 1500. Для окрашивания белковых полос к
мембранам добавляли 25 мл раствора 50 мМ Tris-
HCl (pH 7.6), содержащего 12.5 мг диаминобензи-
дина и 30 мкл 50% раствора перекиси водорода.
Проявляли в течение 5–10 мин в темноте.

Определение олигомеризации Аβ(1-40) с помо-
щью тиофлавина Т. Синтетический Аβ(1-40) рас-
творяли в DMSO из расчета 1 мг пептида в 0.05 мл
DMSO. К 10 мкл раствора Аβ(1-40) в DMSO до-
бавляли при перемешивании 1500 мкл буфера
(20 мM Tris-Cl, 100 мM NaCl, pH 7.4) и вносили
по 75 мкл этого раствора в лунки планшета немед-
ленно после приготовления раствора, а также че-
рез 1 ч, 2 ч 30 мин, 4 и 6 ч инкубации при 37°С. В
эти же лунки вносили по 25 мкл 50 мкМ тиофла-
вина Т (Sigma) в том же буфере. Итоговая концен-
трация бета-амилоида составила 25 мкМ, ThT –
12.5 мкМ. Флуоресценцию образцов измеряли
при λвозб = 450 нм, λисп = 486 нм с помощью план-
шетного ридера Clariostar (BMG LABTECH).
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Optimization of Solid-Phase Synthesis of Beta-Amyloid (1-40) and Obtaining Antibodies 
Revealing It under Immunoblot Conditions
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The method of solid-phase synthesis and purification of human beta-amyloid sequence (1-40) allowing to
obtain a product with a high yield and homogeneity more than 95%, has been optimized. The received syn-
thetic peptide is capable to form oligomers, which was confirmed by polyacrylamide gel electrophoresis with
subsequent immunoblot and fluorescence spectrophotometry using thioflavin T dye. An accessible method
allowing to obtain highly specific anti-beta-amyloid antibodies able to recognize both monomeric and oligo-
meric forms of the beta-amyloid peptide (1-40) under immunoblot conditions, has been offered.

Keywords: beta-amyloid, synthetic peptides, antipeptide antibodies, oligomers
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Получены новые соединения с антибактериальной активностью, которые в своей структуре сочета-
ют сульфонамидный и бензодиоксановый фрагменты. Структуры полученных производных суль-
фонамида определены методами ИК, 1H и 13С ЯМР, а также масс-спектрометрии с ионизацией
электроспреем. Потенциальная антибактериальная активность соединений подтверждена методом
ингибирования роста бактериальной биопленки Escherichia coli и Bacillus subtilis. Результаты показы-
вают, что два из полученных соединений являются достаточно активными ингибиторами этих двух
патогенных штаммов. Согласно данным исследования гемолитической активности, большинство
из полученных молекул умеренно цитотоксичны и таким образом могут быть использованы как
безопасные антибактериальные препараты.
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Ранее нами был предложен способ синтеза триметилзамещенного фуродигидрохинолина (ФДГХ) –
нового потенциального фотосенсибилизатора для лечения псориаза методом фотохимиотера-
пии (ФХТ). Предполагалось, что ФДГХ способен заменить используемые в настоящее время про-
изводные псораленов: 8-метоксипсорален (8-МОП), 5-метоксипсорален (5-МОР) и триметилпсо-
рален (ТМП). Преимуществом ФДГХ перед псораленами является его большая безопасность для
больного. Однако практическое применение ФДГХ оказалось невозможным в связи с недостаточной
растворимостью его в разрешенных к клиническому применению растворителях. Для решения этой
проблемы был выполнен синтез шести ранее неизвестных производных ФДГХ с боковыми заместите-
лями в 5 положении бензольного ядра, повышающими растворимость соединения: с карбаматной, аце-
тамидной и сульфогруппами: N-(6,8,8-триметил-8,9-дигидрофуро[3,2-h]хинолин-5-ил)ацетамид (W);
трет-бутил (6,8,8-триметил-8,9-дигидрофуро[3,2-h]хинолин-5-ил)карбамат (К); трет-бутил ацетил
(6,8,8-триметил-8,9-дигидрофуро[3,2-h]-хинолин-5-ил)-карбамат (WK); N-метил-N-(6,8,8-триме-
тил-8,9-дигидрофуро[3,2-h] хинолин-5-ил) ацетамид (WС1); N-октил-N-(6,8,8-триметил-8,9-ди-
гидрофуро[3,2-h] хинолин-5-ил) ацетамид (WС8); ацетил (6,8,8-триметил 8,9-дигидрофуро[3,2-
h]хинолин-5-ил сульфамат натрия (S). Полученные на клеточных моделях T-клеточного лимфолей-
коза (Jurkat), В-клеточной лимфомы (Raji) и иммортмализованных фибробластах человека данные
показали наличие оптимальных фотосенсибилизирующих свойств у соединения S. По соотноше-
нию темновой и световой токсичности (облучение светом UVB диапазона с длиной волны 302 нм)
на модельных линиях оно может рассматриваться в качестве кандидата на создание нового эффек-
тивного и безопасного соединения для фототерапии псориаза.

Ключевые слова: фурогидрохинолин, ФДГХ, фотосенсибилизатор, терапия, псориаз, фототоксичность,
Jurkat, Raji
DOI: 10.31857/S0132342320020116

ВВЕДЕНИЕ
Псориаз представляет собой системное хрони-

ческое заболевание, встречающееся примерно у
2% представителей населения Земли [1]. Наибо-

лее распространенной формой заболевания явля-
ется обыкновенный (вульгарный) псориаз, на до-
лю которого приходится 85–90% всех выявлен-
ных случаев [2].

Заболевание имеет системный характер: пора-
жается не только кожа, но и суставы. Поражение#  Автор для связи: (эл. почта: mbarbotko@yandex.ru).

УДК 535.71
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кожи при псориазе характеризуется появлением
очагов воспаления и гиперплазии эпидермиса.
Одним из характерных патоморфологических
признаков поражения кожи при обыкновенном
псориазе является инфильтрация дермы лимфо-
цитами и нейтрофилами [3].

Предполагается, что в формировании псориа-
тических высыпаний принимают участие керати-
ноциты, дендритные клетки, моноциты (макро-
фаги), нейтрофилы, тучные клетки и Т-лимфо-
циты типа Th-17 и Th-1 [4]. Псориаз нередко
рассматривают в качестве аутоиммунного заболе-
вания, индуктором которого служит перенесен-
ная бактериальная инфекция. При этом в каче-
стве кандидатных аутоантигенов называют ан-
тибактериальные пептиды кателицидин (LL37),
β-дефензины (hBD2 и hBD3), а также лизоцим,
экспрессируемые лимфоцитами типа Th-17 (клю-
чевой компонент антибактериального ответа на
прорыв бактериальных патогенов через базаль-
ную мембрану), а в качестве ключевого сигналь-
ного фактора – IL-22, представляющий собой
один из основных регуляторов местного ответа на
бактериальную инфекцию [5]. Показано, что сти-
муляция дендритных клеток больных псориазом
катионными антибактериальными пептидами
LL37, hBD2 и hBD3 в культуре повышает уровень
экспрессии в них рецептора TLR9, что делает их
более чувствительными к активации внеклеточ-
ной ДНК.

В работе [6] приводятся данные, полученные
на модели трансгенных мышей, экспрессирую-
щих ген фактора роста TGF-β1 человека, кото-
рый в норме характерен исключительно для дер-
мы. У этих животные наблюдаются поражения
кожи, сходные с симптомами псориаза у челове-
ка. В частности, у них образуются субэпидер-
мальные скопления лимфоцитов типа Th-17. Ав-
торы высказывают гипотезу о том, что TGF-β1,
в краткосрочных экспериментах проявляющий
противовоспалительную активность, при длитель-
ном воздействии на лимфоциты типа Treg (отве-
чающие за поддержание иммунологической толе-
рантности в отношении собственных антигенов)
способен индуцировать их трансформацию в лим-
фоциты типа Th-17. Этот факт убедительно дока-
зывает важную роль TGF-β1 в развитии псориаза.
Авторы рассматривают также важную роль в раз-
витии псориаза таких цитокинов, как IL-23 (про-
дуцируется дендритными клетками миелоидного
ряда), IL-17 и IL-22 (продукты лимфоцитов типа
Th-17), IL-12, IFN-γ и TNF-α (продукты лимфо-
цитов типа Th-1).

Хотя псориаз считается заболеванием, опосре-
дованным Т-клетками, некоторые авторы стави-
ли вопрос о роли В-клеток в индукции этого забо-
левания. Авторы [7] сообщают о более высоком
уровне B-клеток с фенотипом CD19+ в перифери-
ческой крови пациентов с псориазом, по сравне-
нию с пациентами без патологии. Более того, до-
ля таких клеток положительно коррелировала с

тяжестью заболевания. Однако, в исследовании,
опубликованном в 2018 г. Томасом и др., сделан
вывод, что повышение доли В-клеток в циркуля-
ции является лишь эпифеноменом, который не
должен рассматриваться в качестве этиотропного
фактора развития псориаза [8].

Интересно, что ряд исследований показывает
ключевую роль фибробластов кожи в инициации
эпидермальных аномалий, наблюдаемых при псо-
риатических поражениях [9, 10]. Так в работе [10]
описывается роль фибробластов в дифференци-
ровке кератиноцитов. На различных экспери-
ментальных моделях показано, что фибробласты
из пораженных псориатическими бляшками участ-
ков кожи, а в меньшей мере, фибробласты из
непораженных участков кожи от пациентов с
псориазом выделяют растворимый фактор, спо-
собствующий гиперплазии и гиперпродукции ке-
ратина кератиноцитами, повышению в них уров-
ня экспрессии фактора внутриклеточного факто-
ра STAT3 [10]. Кроме того, было обнаружено
снижение активности cAMP-зависимой проте-
инкиназы [11, 12] и повышение активности су-
пероксиддисмутазы (SOD) в фибробластах паци-
ентов с псориазом, по сравнению с фибробласта-
ми здоровых доноров [13].

Одним из широко распространенных методов
лечения псориаза является ФХТ (синоним PUVA-
терапия – сокращение от “psoralen – ultraviolet A”),
основанная на сочетанном использовании псорале-
новых фотосенсибилизаторов длинноволнового
ультрафиолетового излучения (UVA) с длиной вол-
ны 320–400 нм. Реже псораленовые фотосенсиби-
лизаторы сочетают с облучением кожи средневол-
новым ультрафиолетовым излучением (UVB) [14].
Помимо псориаза ФХТ применяется для лечения
таких заболеваний кожи, как витилиго, склеро-
дермия, грибовидный микоз, красный плоский
лишай, реакция “трансплантат против хозяина”
и др. [15]. Псоралены применяются перорально,
местно путем нанесения на пораженные участки
кожи крема или спиртового раствора, а также в
виде ванн с водным раствором. Облучению могут
подвергаться либо отдельные области тела, либо
весь кожный покров. Используется также прин-
цип фотофереза, представляющего собой экстра-
корпоральное облучение полученной от больного
лейковзвеси (после предварительного введения
псораленового фотосенсибилизирующего препа-
рата) с последующим ее возвратом в кровоток.

Псоралены впервые были обнаружены в рас-
тениях, в частности в Ammi majus L. (Apiaceae). В
настоящее время в фармакопею входят псорален-
содержащие лекарственные средства как расти-
тельного (например, препарат Аммифурин про-
изводства ЗАО Фармцентр ВИЛАР), так и синте-
тического происхождения (препараты Оксорален и
Меланоцил, Franco-Indian Pharmaceuticals Pvt Ltd).

Псоралены представляют собой линейные три-
циклические ароматические соединения класса
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кумаринов, состоящие из фуранового пятичлен-
ного цикла, конденсированного с кумариновым
бициклом, содержащим гетероатомы азота и кис-
лорода. Основными псораленами, используемы-
ми в настоящее время в клинической практике,
являются 8-метоксипсорален (8-МОР), 5-меток-
сипсорален (5-МОР) и 4,5',8-триметилпсорален
(ТМР) [16].

В ряде исследований установлено подавление
пролиферации кератиноцитов и лимфоцитов пе-
риферической крови у больных, подвергавшихся
облучению UVA после сенсибилизации 8-MOP
[17–19].

В работе [18] показали, что ФХТ уменьшает ин-
фильтрацию кожи иммунными клетками, в том
числе T-клеток, несущих рецептор IL-2 (CD25).
Сайто и соавт. [20] утверждают, что ФХТ примене-
нием 8-МОР в виде погружения в ванну с 0.0001%
водным раствором вещества вызывает массиро-
ванный выход из лимфоузлов в кровоток лимфо-
цитов типа Treg с фенотипом CD4+CD25+Foxp3+.
При этом при умеренных (но не максимальных)
дозах облучения наблюдалось повышение доли
активированных лимфоцитов Treg, несущих по-
верхностный маркер CTLA4, при одновременном
уменьшении доли наивных лимфоцитов Treg с
фенотипом CD45RA. В работах [6] и [14] на мы-
шиной модели и при испытаниях на пациентах
показано, что PUVA-терапия снижает долю лим-
фоцитов Th-17 в периферической крови.

Кроме того, было показано, что клетки пере-
виваемой линии лимфобластной лимфомы в ре-
зультате облучения в присутствии псоралена по-
гибали преимущественно за счет апоптоза [21].
Сходные результаты были получены на линии кле-
ток промиелоцитарного лейкоза человека HL-60:
сочетанное воздействие псораленов и UVA-излу-
чения индуцировало апоптоз клеток, в частности,
вызывало активацию каспазы-3 [22]. В погибающих
клетках наблюдался высокий уровень продукции
ROS и продуктов окисления кардиолипина [23].

В последнее время опубликован ряд данных,
доказывающих, что ФХТ с использованием фу-
рокумаринов приводит к возникновению опас-
ных побочных эффектов: индукции плоскокле-
точного и базальноклеточного рака кожи. Этот
механизм обусловлен фотогенотоксичностью. С
биохимической точки зрения существование фо-
тогенотоксичности обусловлено наличием в мо-
лекулах псораленов двух независимых фотоак-
тивных центров, ответственных за образование
кросс-сшивок между комплементарными цепями
ДНК, а также конъюгатов ДНК с белками под
действием UVA [16, 24]. Предпринятые рядом
групп попытки поиска соединений, способных
подобно псораленам избирательно вызывать ги-
бель Т-лимфоцитов кожи, но не обладающих фо-
тогенотоксичностью, привели к обнаружению та-
ких свойств у производных фурохинолона. По
строению они напоминают фурокумарины, но

имеют в первом положении амидный атом азота
вместо сложноэфирного кислорода. Испытания
показали, что фурохинолоны незначительно от-
личаются от псораленов по механизму фотоинду-
цированного действия: использование их в каче-
стве фотосенсибилизаторов in vivo приводит к об-
разованию конъюгатов белков с ДНК с ненулевой
длиной линкера (DPC). Ввиду этого по показате-
лям фотогенотоксичности они в 3–5 раз менее
опасны для пациента, чем псоралены [16]. Кроме
того, все известные фурохинолоны, в отличие от
псораленов, отличаются высокой гидрофобно-
стью, препятствующей их проникновению в оча-
ги псориатического поражения кожи.

К соединениям, наиболее близким по строе-
нию к фурохинолонам, можно отнести фуроди-
гидрохинолины (ФДГХ). В ходе изучения воз-
можности использования фуродигидрохинолинов
в качестве фотосенсибилизаторов в работе [25]
впервые был разработан принцип получения
производных фуродигидрохинолина, позволив-
ший осуществить синтез 7,7,9-триметил-6,7-ди-
гидрофуро[3,2-f]хинолина (ФДГХ-1). Предло-
женный принцип заключается в конденсации ами-
нобензофурана с ацетоном в присутствии кислот
Льюиса и Н+ кислот, при температуре 105–120°С.
Описанный в этой работе способ синтеза ФДГХ-1
является прототипным: именно он использован в
настоящей работе для получения новых произ-
водных ФДГХ-1.

Поскольку терапевтическая активность и псо-
раленов, и ФДГХ-1 обусловлена генерацией ак-
тивных форм кислорода, вызывающих гибель
лимфоцитов в коже, мы поставили цель провести
сравнение световой и темновой токсичности
вновь созданных производных на модели Т-кле-
точного лимфобластного лейкоза человека – ли-
ния Jurkat (ATCC – TIB-152), В-клеточного лей-
коза человека – линия Raji (ATCC – CCL-86) и
иммортализованной линии фибробластов чело-
века hFB-hTERT6, сопоставив ее с аналогичными
эффектами 8-МОР. Кроме того, была поставлена
задача по оценке растворимости синтезирован-
ных соединений в воде, как наиболее доступном
и безопасном растворителе.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Методы синтеза и очистки производных ФДГХ-1

Получение N-(6,8,8-триметил-8,9-
дигидрофуро[3,2-h]хинолин-5-ил)ацетамида (W)

N
H

O

NHO
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Растворяли N-(7-амино-1-бензофуран-4-ил)
ацетамида (3.8 г, 20 ммоль) в 30 мл сухого ацетона.
К раствору прибавляли 1.0 г (2 ммоль) трифлата
скандия и кипятили при перемешивании в тече-
ние 8 часов. Контролировали ход реакции мето-
дом ТСХ (силикагель sorbfil ПТСХ-АФ-В-УФ,
этилацетат). Растворитель отгоняли при пони-
женном давлении. Продукт очищали методом ко-
лоночной хроматографии (силикагель, элюент –
этилацетат). Выход продукта после перекристалли-
зации из этилацетата составил 1.48 г (выход 27.4%).

Получение трет-бутил (6,8,8-триметил-8,9-
дигидрофуро[3,2-h]хинолин-5-ил)карбамата (К)

К раствору трет-бутил ацетил (6,8,8-триметил-
8,9-дигидрофуро[3,2-h]-хинолин-5-ил)-карбама-
та (3.17 г, 8.56 ммоль) в 64 мл ацетонитрила при-
бавили 0.85 г 100% гидразин гидрата при комнат-
ной температуре и перемешивали при 50°C. Ко-
гда ТСХ (петролейный эфир : этилацетат/3 : 1)
показала отсутствие исходного, растворитель
отогнали при пониженном давлении. Остаток об-
работали метиленхлоридом (60 мл) и промыли
водой (3 × 20). Органический слой сушили над
cульфатом магния. Растворитель отогнали при
пониженном давлении.

Остаток перекристаллизовывали из петролейно-
го эфира. Получили 2.1 г (выход 75%). Т пл. 125°C.

Получение трет-бутил ацетил
(6,8,8-триметил-8,9-дигидрофуро[3,2-h]-

хинолин-5-ил)-карбамата (WK)

Смесь 5.00 г (18.5 ммоль) N-(6,8,8-триметил-
8,9-дигидрофуро[3,2-h]хинолин-5-ил)ацетами-
да, 8.08 г Boc2 и 190 мг DMAP в 250 мл метилен-
хлорида перемешивали при кипячении под арго-
ном 12 ч. Растворитель отгоняли при пониженном
давлении, остаток обрабатывали петролейным

N
H

O

NH

O

O

N
H

O

N

O

O

O

эфиром. Выпавший осадок отфильтровывали и
промывали петролейным эфиром. Получили 6.37 г
(выход 93%). Т пл. 128°C.

Получение N-метил-N-(6,8,8-триметил-8,9-
дигидрофуро[3,2-h]хинолин-5-ил)

ацетамида (WС1)

К раствору N-(6,8,8-триметил-8,9-дигидрофу-
ро[3,2-h](хинолин-5-ил)ацетамида (0.54 г, 2 ммоля)
в 6 мл сухого ДМФА прибавляли 0.08 г 60%
(0.02 моль) гидрида натрия после окончания вы-
деления водорода смесь перемешивали еще 3 ч. К
полученной Na соли прикапывали раствор метил
иодида (0.284 г, 0.125 мл) в 3 мл метиленхлорида.
Смесь перемешивали 25 ч, затем выливали в 30 мл
воды, и экстрагировали этилацетатом. Экстракт
троекратно промывали 10 мл воды, высушивали
под вакуумом над сульфатом магния. После от-
гонки растворителя, Остаток вакуумировали при
70°C/1 мм.рт.ст. Получили 0.48 г (выход 84.5%).
Т пл. 152–153°C.

Получение N-октил-N-(6,8,8-триметил-8,9-
дигидрофуро[3,2-h]хинолин-5-ил)ацетамид (WС8)

К раствору N-(6,8,8-триметил-8,9-дигидрофу-
ро[3,2-h](хинолин-5-ил)ацетамида (0.54 г, 2 ммоль)
в 5 мл сухого ДМФА прибавляли 0.09 г 60%
(1 ммоль) гидрида натрия после окончания выде-
ления водорода смесь перемешивали еще 3 ч. К
полученной Na соли прикапывали раствор 1-бром-
октана (0.4 г, 2 ммоля) в 2 мл метиленхлорида.
Смесь перемешивали 52 ч при комнатной темпе-
ратуре, затем выливали в 30 мл воды и экстраги-
ровали петролейным эфиром, 20 мл. Экстракт
промывали водой. Органический слой сушили
над сульфатом магния. Растворитель отгоняли при
пониженном давлении. В остатке слегка желтое гу-
стое масло, которое чистили методом КЖХ на си-
ликагеле. Элюент петролейный эфир : этилацетат
2 : 1. Остаток вакуумировали при 70°C/1 мм.рт.ст.
Получили 0.68 г (выход 88.9%).
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Получение ацетил (6,8,8-триметил 8,9-
дигидрофуро[3,2-h]хинолин-5-ил сульфамата 

натрия (S)

К смеси N-(6,8,8-триметил-8,9-дигидрофу-
ро[3,2-h]хинолин-5-ил)ацетамида [2] (2.70 г,
10 ммолей) и пиридина (0.8 мл, 10 ммоль) под ар-
гоном, в 50 мл дихлорэтана, при 0°C прибавляли
хлорсульфоновую кислоту (1.17 г, 10 ммоль). Смесь
перемешивали при комнатной температуре 24 ча-
са, затем обрабатывали 30 мл воды. Водный слой
промывали метиленхлоридом и нейтрализовали
бикарбонатом натрия до нейтральной реакции.
Полученный раствор отфильтровывали, воду от-
гоняли при пониженном давлении. Остаток трое-
кратно промывали 20 мл теплого этанола, высу-
шивали в вакууме. Получили 1.2 г (выход 32%).

Подтверждение структуры
производных ФДГХ-1 с помощью спектроскопии 

ядерного магнитного резонанса
Спектры ЯМР были зарегистрированы на при-

боре Bruker AM 300. Масс-спектры высокого раз-
решения были зарегистрированы на приборе
BrukermicrOTOF II методом электрораспыли-
тельной ионизации (ESI). Измерения выполнены
на положительных (напряжение на капилляре –
4500 B) или отрицательных (напряжение на ка-
пилляре 3200 В) ионах. Диапазон сканирования
масс – m/z от 50 до 3000 Да, калибровка – внешняя
или внутренняя (ElectrosprayCalibrantSolution,
Fluka). Использовался шприцевой ввод вещества
для растворов в ацетонитриле, метаноле или воде,
скорость потока — 3 мкл/мин. Газ-распылитель –
азот (4 л/мин), температура интерфейса – 180°C.

W
Элементный анализ: обнаружено С (71.15%),

Н (6.92%), N (10.24%). Вычислено С (71.09%),
Н (6.71%), N (10.36%).

1Н NMR (300 MHz, DMSO-D6) δ, ppm 1.24
(s, 6H), 1.97 (s, 3H), 2.03 (s, 3H), 5.24 (s, 1H), 6.04 (s,
1H), 6.59 (s, 1H), 6.78 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.89 (d, J =
2.6, 1H), 9.38 (s, 1H).

13С NMR (500 MHz, DMSO-D6) δ, ppm 168.33,
145.65, 140.83, 130.43, 129.76, 129.45, 128.18, 126.07,
113.43, 107.03, 49.94, 29.05, 23.11, 21.60.

Масс-спектр [М + Н+] 271 (ESI).

N
H

O

NH

CH3

O
CH3

CH3

CH3

S
Na+O− O

O

K
Элементный анализ: найдено C (69.49%) H

(7.37%) N (8.53%)).
Вычислено С (69.61%), Н (7.46%), N (8.38%).
1НNМR (300 МГц, d6-ДМСО) δ ppm 1.25 (s 6H),

1.42 (ws 9H), 2.05 (s 3H), 5.24 (s 1H), 6.00 (1H), 6.54
(1H), 6.78 (1H), 7.89 (1H), 8.47 (ws 1H).

HRMS 329.1858 (M + H+)/z, 351.1679 (M + Na+)/z,
367.1414 (M + K+)/z.

WK
Элементный анализ: найдено C (68. 09%) H

(7.07%) N (7.56%).
Вычислено С (68.11%), Н (7.12%), N (7.52%).
1НNМR (300 МГц, d6-ДМСО) δ ppm 1.20 (s 3H),

1.30 (s 3H), 1.33 (s 3H), 2.46 (s 3H), 5.33 (1H), 6.07
(s 1H), 6.54 (s 1H), 6.82 (s 1H), 7.94 (s 1H).

HRMS 370.1877 (M), 393.1783 (M + Na+)/z,
409.1524 (M + K+)/z.

WC1
Элементный анализ: найдено C (71.81%) H

(7.09%) N (9.85%).
Вычислено С (71.93%), Н (7.15%), N (9.72%).
1Н NМR (300 МГц, d6-ДМСО) δ ppm 1.21 (s 3H),

1.28 (s 3H), 1.72 (s 3H), 1.86(s 3H), 3.09 (s 3H), 5.39
(s 1H), 6.28 (s 1H), 6.71 (s 1H), 6.84 (s 1H), 7.97 (s 1H).

HRMS 420.1157 (M + H+)/z, 442.0975 (M + Na+)/z.

WC8
Элементный анализ: найдено C (75.35%) H

(8.96%) N (7.32%).
Вычислено: С (75.28%), Н (9.07%), N (7.45%).
1НNМR (500 МГц, CDCl3) δ ppm 0.87 (J = 7.5 Гц,

3H), 1.25 (m, 13H), 1.39 (s 3H), 1.68 (m, 2H), 1.92 (3H),
2.00 (s 3H), 2.77 (m 1H), 4.24 (m 1H), 4.41 (s 1H), 5.43
(s, 1H), 6.65 (s 1H), 6.71 (J = 2.05 Гц), 7.61 (J = 2.05 Гц).

HRMS 383.2684 (M + H+)/z, 405.2500 (M +
+ Na+)/z.

S
1НNМR (500 МГЦ, d6-ДМСО) δ ppm 1.14 (s, 3H),

1.36 (s, 3H), 1.85 (s, 3H), 1.99 (s, 3H), 5.19 (s, 1H), 6.21
(1H), 7.22 (J = 1.95 Гц, 1H), 7.81 (d, J = 1.91 Гц, 1H),
9.61 (s, 1H).

13CNMR (500 МГц, d6-ДМСО) δ ppm 20.77,
23.90, 27.52, 29.53, 49.91, 109.09, 114.49, 121.15,
123.97, 127.81, 128.82, 129.53, 131.00, 139.49, 144.52,
168.68.
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HRMS 373.0812 (M + Na+)/z, 395.0636 (M +
+ 2Na+ – H+)/z, 411,0380 (M + K+)/z.

Работа с клеточными культурами
В качестве модельных объектов для исследова-

ния токсичности производных ФДГХ-1 при облу-
чении UVA и в отсутствии облучения использова-
ли опухолевые клеточные линии: Т-клеточного
лимфобластозного лейкоза – Jurkat (ATCC – TIB-
152), В-клеточной лимфомы Беркитта – Raji
(ATCC – CCL-86) и фибробласты кожи человека
hFB-hTERT6.

Клеточные линии Jurkat (T-клеточный лим-
фолейкоз) и Raji (В-клеточная лимфома Беркит-
та) были получены из Американской типовой
коллекции тканей и клеток (ATCC) и предостав-
лены О.С. Буровой (ФГБУ “НМИЦ онкологии
им. Н.Н. Блохина” Минздрава России). Иммор-
тализованная линия фибробластов кожи челове-
ка hFB-hTERT6 была получена путем лентиви-
русной трансдукции генно-инженерной ДНК-
конструкции, содержащей полноразмерный ген
TERT под контролем промотора CMV. Линия
hFB-hTERT6 сконструирована и любезно предо-
ставлена Э.Б. Дашинимаевым (институт молекуляр-
ной биологии им. В.А. Энгельгардта РАН) (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2743981/).

Клеточные линии Jurkat и Raji культивировали
на среде RPMI-1640 (Gibco, США), а фибробла-
сты кожи человека линии hFB-hTERT6 – в среде
DMEM с содержанием глюкозы 4.5 г/л (Gibco,
США). Во всех случаях в среды добавляли также
10% телячьей эмбриональной сыворотки (Hy-
Clone, США), 2 мМ L-глутамина (Sigma, США),
10 МЕ/мл пенициллин-стрептомицина (ПанЭко,
Россия). Клетки поддерживали в логарифмиче-
ской фазе роста постоянным пересевом культуры
через 3–4 дня при 37°C в атмосфере с содержани-
ем CO2 5%.

Для исследования использовали конечные
концентрации соединений ФДГХ в культураль-
ной среде: 1, 10, 100, 1000 мкМ. Определение ци-
тотоксической активности препаратов осуществ-
лялось колориметрическим методом с использо-
ванием МТТ-теста [26].

Опухолевые клетки и фибробласты в концен-
трации 5 × 104 клеток/мл засевали в 96-луночные
стерильные плоскодонные планшеты для культу-
ральных работ (Sarstedt, Германия). В качестве
растворителя для приготовления стоковых рас-
творов использовали ДМСО. Стоковые растворы
тестируемых соединений с концентрацией 0.5 М
вносили в количестве 1/100 объема, затем разво-
дили с шагом в 10 раз и инкубировали 1 ч в СО2
инкубаторе. Каждую концентрацию каждого пре-
парата исследовали в трех независимых повтор-
ностях.

Один из планшетов подвергали облучению UVB
светом, длиной волны 302 нм, в течение 10 мин
с использованием трансиллюминатора TR-302
(Spectroline, США), имеющего в составе люми-
несцентные лампы и рассеивающий светофильтр.
Источник света закрепляли в штативе над по-
верхностью бокса на таком расстоянии, чтобы доза
облучения у дна планшета составляла 0.65 Дж/см2.
Выбор такой дозы обусловлен обеспечением вы-
живаемости клеток наиболее чувствительной ли-
нии Jurkat не менее 80%. В качестве контроля ис-
пользовали три лунки, в которых клетки облуча-
ли светом в отсутствие фотосенсибилизирующего
препарата. В ходе облучения контролировали из-
менение температуры в лунках с помощью ртут-
ного термометра с точностью измерения 0.1°С.
Клетки инкубировали в той же среде, в которой
проводилось облучение, в течение 72 часов после
его окончания. Со вторым планшетом выполня-
ли все те же операции, что и с первым, за исклю-
чением стадии облучения.

По окончании инкубации проводили оценку
доли выживших клеток с помощью МТТ-теста по
стандартной методике [26]. Долю выживших кле-
ток определяли по формуле (среднее значение ОП
в опыте/среднее значение ОП в контроле) × 100%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Подтверждение структуры новых соединений
Структура всех соединений была подтвержде-

на с использованием масс-спектрометрического
анализа, ЯМР и методом инфракрасной спектро-
скопии.

Оценка растворимости производных ФДГХ
с целью приготовления растворов

для тестирования биологической активности
Было установлено, что все тестируемые произ-

водные ФДГХ обладают хорошей растворимо-
стью в диметилсульфоксиде, благодаря чему уда-
лось добиться полного растворения каждого из
них при концентрации 0.5 М. Эти растворы ис-
пользовались в качестве маточных для проведе-
ния испытаний темновой и фотоиндуцированной
фототоксичности на клеточных культурах.

Путем разведения маточных растворов в воде
было установлено, что при концентрации 10 мМ
все соединения кроме S, имеющего сульфогруппу
в своей структуре, частично или полностью выпа-
дают в осадок. При концентрации 1 мМ все со-
единения сохраняли стабильность в растворе, что
было подтверждено сопоставлением A440 водных
растворов соединений, имеющих номинальную
концентрацию 1 и 0.1 мМ.

Таким образом, было установлено, что раство-
римость тестируемых соединений в водных рас-
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творителях низка: единственным исключением яв-
ляется соединение S. Растворимость соединения S в
воде превышает 0.5 М, что было подтверждено по-
лучением устойчивого раствора с этой концентра-
цией, A440 которого пропорционально снижалось
при разведении раствора до концентрации 0.05 М.

Исследования темновой
и фотоиндуцированной фототоксичности

производных ФДГХ на клеточных культурах

В качестве клеточной модели использовались
линии Т-клеточного лимфобластозного лейкоза –
Jurkat, В-клеточного лейкоза – Raji и иммортали-
зованные фибробласты человека. Анализирова-
лась как темновая токсичность препаратов, так и
их фототоксический эффект после облучения
светом длиной волны 302 нм в течение 10 минут.
Поскольку температура среды может существен-
но влиять на жизнеспособность культивируемых
клеток в стрессовых условиях и их физиологиче-
ские реакции, в ходе облучения контролировали
температуру в лунках планшета. До облучения
она составляла 24 ± 0.5°С, после его окончания
34 ± 0.5°С, что не превышает допустимой физио-
логической нормы.

Эксперимент выявил наличие темновой токсич-
ности 8-МОР в отношении клеток Т-клеточного
лейкоза в диапазоне концентраций 100–1000 мкМ и
фибробластов кожи – в концентрации 1000 мкМ.
Клетки В-клеточного лейкоза были не чувстви-
тельны к 8-МОР даже при максимальной испы-
танной концентрации 1000 мкМ.

Ранее рядом авторов были опубликованы дан-
ные о гибели клеток лимфобластного лейкоза [21]
и промиелоцетарного лейкоза человека HL-60 [22]
в результате облучения UVA в присутствии псора-
лена. Результаты МТТ-теста, полученные нами

на линии клеток Т-клеточного лейкоза при воз-
действии 8-МОР в сочетании с последующим об-
лучением UVB светом (302 нм) (рис. 1), подтвер-
ждают сведения о высокой цитотоксической ак-
тивности 8-МОР. Уже при концентрации 1 мкМ
выживаемость клеток линии Jurkat составляла
62%, а при концентрациях 100 и 1000 мкМ в жи-
вых оставались только единичные клетки.

Чувствительность клеток Raji (В-клеточная
лимфома Беркитта) к фотосенсибилизирующе-
му действию 8-МОР оказалась значительно ни-
же, чем у клеток Jurkat. Выживаемость клеток
Raji в отсутствии облучения оставалась неизмен-
ной при всех концентрациях псоралена, что гово-
рит об отсутствии темнового токсического дей-
ствия 8-МОР на клетки этого типа. При иссле-
довании фотоиндуцированной токсичности IC50
8-МОР для клеток Raji соответствовала концентра-
ции псоралена 10 мкМ. При концентрации 100 мкМ
в живых оставалось только 25% клеток.

Результаты, полученные на фибробластах ко-
жи человека, качественно сходны с данными,
полученными на клетках линии Jurkat, но выжи-
ваемость клеток была несколько выше, как в
эксперименте с облучением, так и в отсутствии
облучения.

Далее нами был проведен анализ результатов
МТТ-теста, для всех соединений, производных
ФДГХ-1 на тех же клеточных линиях. Выживае-
мость клеточных линий Jurkat, Raji и фибробла-
стов кожи человека при воздействии соединений
WK и WC1 как после облучения, так и в его отсут-
ствии была одинаковой, что не позволяет рас-
сматривать их как фотосенсибилизаторы. При
этом при концентрации выше 100 мкМ оба соеди-
нения вызывают гибель всех исследуемых кле-
точных линий Jurkat и фибробластов человека.
Клеточная линия Raji продемонстрировала устой-

Рис. 1. Воздействие 8-МОР на клеточные линии. Синие кривые – доля выживших клеток в присутствии препарата без
облучения (определение темновой токсичности), красные – доля выживших клеток после обработки препаратом и
облучения UVB светом (λ = 302 нм) в течение 10 мин (определение световой токсичности).
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чивость к соединению WK. Динамика гибели всех
клеточных линий в зависимости от концентра-
ции WC1 была сходной.

Близкие между собой значения темновой и
световой токсичности были получены для соеди-
нений K и WC8. Для соединения K только при
концентрации выше 100 мкМ доля выживших
клеток после облучения оказалась значительно
ниже доли выживших клеток в отсутствии облу-
чения. В линейке производных ФДГХ наиболее
сильный цитотоксический эффект показало со-
единение WC8, но чувствительность к нему раз-
личных клеточных линий была неодинаковой.
При концентрации WC8 10 мкМ после облучения
UVB (302 нм) доля выживших клеток линии Jurkat
составляла 37%, фибробластов кожи человека –
68%, цитотоксичность по отношению к Raji про-
являлась только при концентрации WC8 >100 мкМ.
При этом надо отметить, что доля выживших кле-
ток после облучения с 8-МОР была ниже для всех
анализируемых клеточных линий.

В отсутствии облучения в диапазоне концен-
траций 1–1000 мкМ соединения K и S не прояв-
ляли цитотоксического эффекта: при максималь-
ной концентрации наблюдалась гибель не более
20% клеток. Это справедливо для всех анализиру-
емых клеточных линий. Вместе с тем, соединение K
даже после облучения вызывало гибель клеток
Jurkat и фибробластов кожи человека только при
концентрации выше 100 мкМ. Клетки линии Raji
даже после облучения в присутствии соединения K
демонстрировали выживаемость на уровне 70%.

Наиболее интересные результаты были полу-
чены при испытаниях фотоиндуцированной ци-
тотоксичности соединения S. Как уже упомина-
лось, в отсутствии облучения наблюдалась совсем
незначительная гибель клеток (или 100% выжи-
ваемость – в случае Raji). Вместе с тем, наблюда-
лась заметная гибель клеток Jurkat после сочетан-
ного воздействия соединения S и облучения UVB
светом: доля выживших клеток при концентра-
ции 100 мкМ составляла ∼30%. Сопоставимый
цитотоксический эффект 8-МОР отмечался при
концентрации менее 10 мкМ. Однако, в отсут-
ствии облучения гибель клеток наблюдалась уже
при концентрации 8-МОР 100 мкМ.

Чувствительность фибробластов кожи челове-
ка к сочетанному воздействию соединения S и
UVB (302 нм) оказалась промежуточной по срав-
нению с линями Jurkat и Raji: соединение S вызы-
вало заметное снижение количества живых кле-
ток лишь при концентрации фотосенсибилизато-
ра >100 мкМ. Клетки Raji продемонстрировали
полную устойчивость как к темновому, так и к фо-
тосенсибилизирующему действию соединения S.

Соединения K, WK и WC1 обладали выражен-
ной темновой токсичностью для фибробластов
кожи человека при концентрации 1000 мкМ, а со-

единение WC8 – при концентрации 100 мкМ и
1000 мкМ. Однако, все эти четыре соединения не
могут рассматриваться в качестве фотосенсиби-
лизаторов, так как темновая цитотоксичность
при облучении практически не увеличивалась по
сравнению с контрольной группой, не получав-
шей облучения. Соединение W, в отличие от со-
единений K, WK, WC8 и WC1, не проявляло ни
темновой цитотоксичности, ни фотосенсибили-
зирующей активности.

Самая низкая темновая токсичность среди
всех испытанных соединений (не более 20% по-
гибших клеток при концентрации 1000 мкМ) по-
лучена для соединения S. По этому показателю
соединение S превосходило даже малотоксичное
соединение W. Эффект фотосенсибилизации по от-
ношению к клеточной линии Raji у соединения S не
обнаружен, а по отношению к человеческим фиб-
робластам и клеткам линии Jurkat он находился
на сопоставимом уровне с другими производны-
ми ФДГХ.

Таким образом, согласно полученным нами
данным, соединение S по фотосенсибилизирую-
щей способности уступало 8-MOP. Однако, бла-
годаря существенно меньшей темновой токсич-
ности и безопасности для нелимфоидных клеток
оно предположительно может быть использовано
в клинической практике в более высоких дози-
ровках, что позволит в конечном итоге добивать-
ся более эффективного воздействия на Т-лимфо-
циты. Важным преимуществом соединения S над
аналогами является его высокая растворимость в
воде, что упрощает разработку лекарственной
формы.

Проведенные эксперименты показали, что клет-
ки линии Jurkat проявляли наибольшую чувстви-
тельность к 8-MOP и всем производным ФДГХ как
без воздействия света, так и при облучении. Чув-
ствительность фибробластов кожи человека к со-
единению S оказалась несколько выше, чем у
клеток линии Jurkat. Клетки линии Raji проде-
монстрировали наименьшую чувствительность
ко всем испытанным соединениям: ФДГХ S, WK
и K, которые оказались безопасными для этих
клеток даже в максимальных концентрациях.

В результате проведенных экспериментов раз-
работан оригинальный высокоэффективный
метод синтеза производных фуродигидрохино-
лина (ФДГХ), которые могут быть использованы
в качестве фотосенсибилизирующих средств при
проведении фотохимиотерапии псориаза. Выход
синтеза соединений настолько высок, что они
могут использоваться для проведения биологиче-
ского тестирования без дополнительной очистки.

В отличие от существующих фотосенсибили-
заторов с двумя фотоактивными центрами, тра-
диционно применяемых для фотохимиотерапии
псориаза (8-метоксипсорален, 5-метоксипсолра-
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лен, триметоксипсорален), новые производные
ФДГХ имеют один фотоактивный центр. Благо-
даря этому, при фотоактивации в комплексе с
ДНК и белками они не способны вызывать обра-
зование кросс-сшивок цепей ДНК и конъюгатов
белков друг с другом и ДНК, что позволяет ожи-
дать у них полного отсутствия фотогенотоксич-
ности.

Большинство полученных и испытанных про-
изводных ФДГХ: K, WK, WC1 и WC8 обладают
темновой токсичностью в линии фибробластов
кожи человека, что делает их потенциально опас-
ными при использовании в качестве средств для
фотохимиотерапии псориаза. Хотя применяемое
в практике соединение 8-МОР, подобно K, WK,
WC1 и WC8, также обладает выраженной темно-
вой токсичностью, при достаточно низких кон-
центрациях оно остается пригодным к терапевти-
ческому применению благодаря своей высокой

фотосенсибилизирующей способности. Фотосен-
сибилизирующая способность соединений K, WK,
WC1 и WC8 низка: цитотоксичность незначи-
тельно повышается при облучении UVB (302 нм).
Соединение W существенно менее токсично, чем
K, WK, WC1 и WC8, однако оно не обладает зна-
чительной фотосенсибилизирующей активностью,
что не позволяет ожидать от него высокой эффек-
тивности в качестве средства для фотохимиотера-
пии псориаза.

Наиболее эффективным фотосенсибилизато-
ром среди всех испытанных соединений оказа-
лось соединение S. Оно обладает наименьшей
темновой токсичностью ко всем трем испытан-
ным типам клеток, существенно превосходя по
этому показателю 8-MOP. При этом соединение S
имеет наибольшую среди всех испытанных со-
единений избирательность действия к Т-клет-
кам по сравнению с фибробластами кожи чело-

Рис. 2. Воздействие производных ФДГХ-1 на различные клеточные линии. Синие кривые – доля выживших клеток в
присутствии препарата без облучения (определение темновой токсичности), красные – доля выживших клеток в при-
сутствии препарата после десятиминутного облучения UVB светом (λ = 302 нм) (определение световой токсичности).
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века: различие в IC50 составляет 15–20 раз (30 мкМ
и 500 мкМ). Для сравнения, этот показатель для
8-MOP составляет всего 2–3 раза. Таким обра-
зом, можно ожидать, что соединение S будет без-
опаснее в применении в качестве средства для
фотохимиотерапии псориаза, поскольку способ-
но обеспечить гибель лимфоцитарных инфиль-
тратов в дерме, не влияя на жизнеспособность ке-
ратиноцитов и фибробластов. Иными словами,
терапевтический эффект будет заметен в случае
применения дозы облучения кожи существенно
ниже минимальной фототоксической. Следова-
тельно, риск развития ожога кожи (эритемы) бу-
дет снижен.

Как для фурохинолонов, так и для большин-
ства замещенных фуродигидрохинолинов харак-
терна низкая растворимость в неполярных рас-
творителях. Это не позволяет использовать их для
создания готовых лекарственных форм фотосен-
сибилизирующих препаратов с применением фар-

мацевтически приемлемых растворителей: 10%
водного диметилсульфоксида, 20% водного эта-
нола или воды. Эта физико-химическая особен-
ность практически не позволяет ввести их в кли-
ническую практику. В связи с этим, практически
важной особенностью соединения S является его
высокая растворимость в воде.

Существенным различием избирательности
фотосенсибилизирующего действия соединения S
по сравнению с 8-MOP является практически
полная неспособность вызывать гибель клеток ли-
нии Raji. Можно предполагать, что соединение S,
в отличие от 8-MOP окажется полностью без-
опасным для В-лимфоцитов при использова-
нии в качестве фотосенсибилизатора. С учетом
недостаточности сведений о вкладе Т- и В-лим-
фоцитов в этиологию псориаза, в частности,
представленности лимфоцитов этих классов с
субэпидермальных скоплениях псориатических
повреждений, вопрос желательности такой изби-
рательности фототоксического у соединения S

Рис. 2. Окончание
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остается открытым. Однако, необходимо отме-
тить, что лимфоциты типа Th17, которые рас-
сматриваются в качестве главного этиотропного
фактора развития псориаза, относятся к классу Т-
лимфоцитов, что позволяет надеяться на положи-
тельный результат испытаний соединения S in vivo.

Полученные данные позволяют рассматривать
использованную модель трех клеточных линий
(Jurkat, Raji и иммортализованные фибробласты
человека) в качестве возможного прототипа уни-
версальной тест-системы для экспресс-скринин-
га панелей перспективных средств терапии псо-
риаза. Окончательный вывод о целесообразности
использования такого подхода может быть сделан
по результатам испытаний терапевтической эф-
фективности соединения S в качестве средства фо-
тохимиотерапии псориаза на животных моделях.
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Study of Phototoxicity of the Novel Substituted Derivatives
of Furodihydroquinoline, Putative Medicines for Phototherapy of Psoriasis

E. N. Khodot*, A. B. Shevelev**, ***, A. V. Shibaeva**, M. S. Smirnova***, #, N. V. Pozdniakova****, 
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*Zelinsky Institute of Organic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Leninskij pr. 47, Moscow, 119991 Russia

**Emanuel Institute of Biochemical Physics, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia
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****Blokhin Russian Cancer Research Centre, Kashirskoe sh. 24, Moscow, 115478 Russia
*****Moscow Scientic and Practical Center of Dermatovenereology and Cosmetology, Leninskij pr. 17, Moscow, 119071 Russia

Previously a method of synthesis of tremethyl substituted furodihydroquinoline (FDHQ), a putative photo-
sensitizer for the therapy of the psoriasis was disclosed in patent RU #2614248. Presumably, FDHQ was able to
substitute derivatives of the psoralen (8-methoxypsoralen – 8MOP, 5-methoxypsoralen – 5-MOP and
trimethylpsoralen – TMP) actually applied for this purpose. FDHQ has an advantage over psoralens in safety
for a patient. However, practical use of FDHQ was found to be impossible due to its insufficient solubility in
any clinically permitted solvents. To solve this problem, a synthesis of six earlier unknown derivatives of
FDHQ with side substitutes in position 5 of the benzene nucleus (carbamate, acetamide, and sulfuric moi-
eties) were synthesized: N-(6,8,8-trimethyl-8,9-dihydrofuro[3,2-h]quinoline-5-yl)acetamide (W); tret-butyl
(6,8,8-trimethyl-8,9-dihydrofuro[3,2-h]quinoline-5-yl)carbamate (К); tret-butylacetyl (6,8,8-trimethyl-
8,9-dihydrofuro[3,2-h]quinoline-5-yl)-carbamate (WK); N-methyl-N-(6,8,8-trimethyl-8,9-dihydrofu-
ro[3,2-h]quinoline-5-yl) acetamide (WС1); N-octyl-N-(6,8,8-trimethyl-8,9-dihydrofuro[3,2-h]quinoline-
5-yl) acetamide (WС8); sodium acetyl (6,8,8- trimethyl dihydrofuro[3,2-h]quinoline-5-yl) sulfamate (S). In
vitro testing on T-cell lympholeukosis (Jurkat), В-cell lymphoma (Raji) cell lines and immortalized human
fibroblasts demonstrated optimal photosensitizing properties in S compound. Ratio between dark toxicity
and phototoxicity of this compound (irradiation with UV light with λ = 302 nm) on the chosen model cell
lines allows to suggest it as a putative efficient and safe medicine for phototherapy of the psoriasis.

Keywords: furodihydroquinoline, FDHQ, photosensitizer, therapy, psoriasis, phototoxicity, Jurkat, Raji
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Осуществлен синтез и проведена оценка противомикробной активности новых производных глиц-
ирретовой кислоты, содержащих гидразидные фармакофорные группы. Наибольшую противомик-
робную активность проявил 3-О-ацетил-N'- (4-гидроксибензилиден)гидразид глицирретовой кис-
лоты. Это соединение оказывало антибактериальное действие как в отношении бактерий Escherichia
coli, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus, Citrobacter diversus, Enterobacter aero-
genes, Pseudomonas aeruginosa, Ent. cloace, так и противогрибковую активность в отношении грибка
вида Сandida albicans. Минимальные ингибирующие концентрации этого соединения и пимафуци-
на для С. albicans оказались аналогичны.

Ключевые слова: глицирретовая кислота, гидразиды, противомикробная активность
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ВВЕДЕНИЕ
Поиск и разработка новых противомикробных

препаратов остается одной из актуальных про-
блем современной медицинской химии и микро-
биологии, что обусловлено распространяющейся
резистентностью патогенных микроорганизмов к
существующим химиотерапевтическим препара-
там, а также утратой клинической значимости ря-
да антибиотиков. Возникновение устойчивости к
антибиотикам приводит к снижению эффектив-
ности и длительности лечения заболеваний, ро-
сту числа госпитализаций, и увеличению видов
бактериальных инфекций, не поддающихся лече-
нию известными антибиотиками [1, 2].

Одним из перспективных путей создания но-
вых противомикробных препаратов служит хи-
мическая модификация структур известных анти-
биотиков, природных соединений, в том числе –
выделенных из растений [3–6].

Показано, что основные биологически актив-
ные компоненты как самого экстракта корней со-
лодки голой и уральской (Glycyrrhiza glabra L,
Gl. uralensis Fisher) (Leguminosae), так и выделяе-

мые из них индивидуальные природные соедине-
ния, проявляют разнообразную биологическую и
фармакологическую активность – противови-
русную, противоопухолевую, противовоспалитель-
ную, противоязвенную, антиоксидантную, гепа-
топротекторную, антимикробную и др. [7]. Экс-
тракты и компоненты экстрактов солодкового
корня обнаружили противомикробную актив-
ность в отношении ряда грамположительных и
грамотрицательных патогенных микроорганиз-
мов, а также противогрибковую активность в от-
ношении ряда грибков, тких как Phytium ultimum,
Trichophyton mentagrophytes и Candida albicans [8, 9].

Основной пентациклический тритерпеноид,
выделенный из экстрактов солодкового корня, гли-
цирретовая (глицирретиновая) кислота (ГЛК) (I),
проявляет активность в отношении тест-микро-
бов стафилококковой, кишечной и спорообразу-
ющей групп [7]. ГЛК обнаружила защитное
действие при грибковой инфекции C. albicans в
мышиных моделях [8], а также при стафилокок-
ковой пневмонии, вызванной бактериями Staphy-
lococcus aureus [9].

Глицирренат натрия показал in vitro выражен-
ную противомикробную активность относительно
золотистого стаффилококка и микобактерий [7].
Установлена антибактериальная активность суль-
фонамидных производных ГЛК в отношении грам-

Сокращения: ГЛК – глицирретовая кислота; МПБ – мя-
сопептонный бульон; МИК – минимальная ингибирую-
щая концентрация.

# Автор для связи: (тел.: : +7 (347) 235-52-88; эл. почта: balti-
na@anrb.ru).

УДК 547.598.458.22
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положительных (St. aureus, Bacillus antherasis, Cryni-
bacteria bovis) и грамотрициательных (Klebsiella
pheumonie, Proteus vulgaris, Escherichia coli) бакте-
рий [7]. Однако использование ГЛК в качестве
базовой структуры (скаффолда) для синтеза ее
биологически активных производных, а также
изучение зависимости структура–активность до
сих пор остаются малоизученным направлением.

Настоящая работа посвящена синтезу ряда
азотсодержащих производных ГЛК, модифици-
рованных по карбоксильной группе гидразидны-
ми фармакофорными группами, а также оценке
их противомикробной и противогрибковой ак-
тивности на панели штаммов грамположитель-
ных и грамотрицательных бактерий и грибков.
О противомикробных свойствах данной группы
производных ГЛК в литературе не сообщалось.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Синтез исходного гидразида ГЛК (IV) (схема 1)

проводили обработкой гидразингидратом в хло-
ристом метилене полученного хлорангидрида
3-О-ацетата глицирретовой кислоты (III), (вы-

ход 75%) [7]. Взаимодействием ацилгидразида (IV)
с ароматическими альдегидами в этаноле при ки-
пячении в течение 6 ч получены бензилиденгид-
разиды (V)–(IX) c выходами 70–75%, структура
которых подтверждена спектрами ИК, ЯМР 1Н и
13С, а также элементным анализом. В спектрах
ЯМР 1Н соединений (V)–(IX) в области слабого
поля присутствуют дополнительные сигналы про-
тонов CONH- и N=СН-групп и ароматических
протонов (9.9–7.3 м.д.). В спектрах ЯМР 13С на-
блюдаются сигналы ароматических атомов угле-
рода (132.2–111.0 м.д.). Для соединений (IV), (VI)
и (VII) сняты ЯМР 1Н (500 МГц) и 13С спектры
высокого разрешения и проведено полное отне-
сение сигналов протонов и атомов углерода. Так,
в спектрах ЯМР 1Н соединений (VI) и (VII) прото-
ны ОСН3-группы ароматических остатков обна-
руживаются при 3.88 и 3.86 м.д., протоны N=CH
находятся в слабом поле (8.88–8.76 м.д.). Прото-
ны N(CH3)-группы в спектре соединения (IX)
обнаруживаются при 3.07 и 2.99 м.д. соответ-
ственно.

Схема 1.

Проведена оценка противомикробной актив-
ности ГЛК и ее производных в отношении грам-

положительных и граммотрицательных бакте-
рий St. aureus, K. pneumonia, E. coli, Ps. aeruginosa,
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Pr. vulgaris, Citrobacter diversus, Ent. aerogenes,
Ent. cloace и патогенных грибов C. albicans соглас-
но [10, 11]. В качестве препаратов сравнения ис-
пользовали антибиотик цефтриаксон (Шрея, Ин-
дия) и противогрибковый препарат пимафуцин
(Астеллас, Нидерланды). В табл. 1 представлены
полученные нами данные по противомикробной
активности исследованных соединений.

Результаты исследования показали, что моди-
фикация гидразида (IV) путем введения различных
ароматических групп приводит к усилению проти-
вомикробной активности полученных бензили-
денгидразидов. Наибольшей противомикробной
активностью обладают ГЛК и N'-(4-гидроксибен-
зилиденгидразид) (VIII). Соединение (VIII) оказы-
вало как антибактериальное действие в отноше-
нии всех исследованных грамположительных и
грамотрицательных бактерий, так и противогриб-
ковую активность в отношении патогенных гри-
бов C. albicans, что свидетельствует о широком
спектре его действия. Величина минимальной
ингибирующей концентрации (МИК) в отноше-
нии исследованных бактерий для ГЛК и соедине-
ния (VIII) оказалась выше, чем у препарата срав-
нения цефтриаксона. Величина МИК (VIII) в от-
ношении грибов С. albicans (0.001 мг/мл) была
равной величине МИК препарата сравнения – пи-
мафуцина. Величины МИК гидразидов (V)–(VII)
во всех случаях оказались значительно выше, чем
соответствующая величина для ГЛК и соедине-
ния (VIII) (1 мг/мл). Исходный гидразид (IV) был
неактивен (МИК > 10 мг/мл) как в отношении
исследованных бактерий, так и грибков. Таким
образом, введение бензилиденгидразидных фар-
макофорных групп по С30 положению ГЛК
оказывает существенное влияние на противомик-
робную активность соединений. Выявленное со-
единение–лидер (VIII) перспективно для даль-

нейших исследований в качестве противогрибко-
вого агента.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Спектры ЯМР 1Н и 13С регистрировали на
импульсном спектрометре Brüker Avance-III (Гер-
мания) с рабочей частотой 500.13 (1Н) и 125.47 МГц
(13С) или Bruker АМХ-300 (Германия) с рабочей
частотой 300 (1Н) и 75.5 (13С) МГц в CDCl3. Хими-
ческие сдвиги приведены в м.д. относительно
сигнала внутреннего стандарта – тетраметилси-
лана (TMC), J – в герцах. Отнесение сигналов в
спектрах ЯМР проведены с использованием стан-
дартного пакета программ спектрометра Bruker
Avance-III и литературных данных для производ-
ных ГЛК и бензальгидразидов бетулиновой кис-
лоты [12, 13]. ИК-спектры записаны на спектро-
фотометре IR Prestige-21 (Shimadzu, Япония) в па-
сте с вазелиновым маслом. Оптическую активность
измеряли на поляриметре Perkin-Elmer 341 (США) в
трубке длиной 1 дм при 20–22°С (λNa 546 нм). Тем-
пературы плавления определяли на микростоли-
ке Boetius (Германия) и не исправляли. Элемент-
ный анализ проводили на приборе CHNS-анали-
затор Hekatech (Германия).

Хроматографию в тонком слое проводили на
пластинках Сорбфил (Сорбополимер), используя
систему растворителей бензол–этанол, 10 : 1 (А).
Пятна веществ обнаруживали 5% раствором Н2SO4
в этаноле с последующим нагреванием при 120–
125°С в течение 2–3 мин. Для колоночной хрома-
тографии использовали силикагель КСК (фракция
50–150, сухая классификация) (Сорбополимер).
Очистку растворителей проводили по описанным
методикам [14]. Растворители упаривали в вакуу-
ме при температуре 40–45°С. ГЛК (I) получали
гидролизом глицирризиновой кислоты согласно

Таблица 1. Противомикробная (бактериостатическая и фунгиостатическая) активность ГЛК и ее производных

Примечание. Ec – Escherichia coli; Pv – Proteus vulgaris; Kp – Klebsiella pneumonia; Sa, Staphylococcus aureus; Cd – Citrobacter diversus;
Ea – Enterobacter aerogenes; Pa – Pseudomonas aeruginosa; Ecl – Enterobacter cloace; Ca – Candida albicans. Приведены средние ре-
зультаты двух измерений МИК.

Соединение
Минимальная ингибирующая концентрация (МИК) (мг/мл)

Ec Рv Кp Sa Сd Еa Рa Ecl Сa

ГЛК (I) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 1.0
(IV) >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10
(V) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 10
(VI) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
(VII) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
(VIII) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.001
(IX) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 10
Цефтриоксон 0.5 0.05 0.05 0.5 0.05 0.05 0.05 – 0.05
Пимафуцин – – – – – – – – 0.001
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методике [7]. Т. пл. 293–295°С,  + 163° (с 0.04,
CHCl3). (Лит. [7]: т. пл. 290–292°С,  + 165°
(с 0.04, CHCl3)). 3-О-ацетат ГЛК (II) синтезиро-
вали обработкой ГЛК уксусным ангидридом в
пиридине [7]. Т. пл. 315–317°С.  + 165° (c 0.4;
CHCl3). (Лит. [7]: т. пл. 317–321°С;  + 140–145°
(CHCl3)). Хлорангидрид 3-О-ацетил-ГЛК (III)
получали обработкой соединения (II) SOCl2 в бен-
золе и использовали без дальнейшей очистки [7].

Гидразид 3-О-ацетил-глицирретовой кисло-
ты (IV). К раствору 2.0 г (3.8 ммоль) хлорангидри-
да 3-О-ацетил-ГЛК (III) в 50 мл хлористого мети-
лена при перемешивании и охлаждении в бане со
льдом (0–5°С) прибавляли по каплям 11.0 мл
(36 ммоль) гидразин-гидрата (85%) и перемеши-
вали 1 ч. Затем промывали смесь 5% раствором
NaHCO3 (100 мл), водой (100 мл), сушили MgSO4
и упаривали. Остаток хроматографировали на
колонке с СГ, элюируя смесью бензол–этанол,
300 : 1, 200 : 1, 100 : 1 (по объему). Выход 1.5 г,
75%. Rf 0.60 (А).  + 175° (с 0.04, СН2Сl2). ИК
(ν, см–1): 3387 (NH), 1733 (OAc), 1658 (C11=O).
Спектр 1Н-ЯМР (500 МГц): 8.52 (уш.с., 1Н,
CONH), 5.53 (c, 1H, H12), 4.50 (дд, 1H, J 11.6 и 4.5,
H3), 2.80 (дд, 1H, J 10.6 и 3.4, H18), 2.32 (м, 1H,
Н1b), 2.31 (с, 1Н, Н9), 2.18 (дт, 1Н, J 12.8 и 2.5,
H1a), 2.06 (c, 3H, COCH3), 2.05–1.85 (м, 3H, Н16b,
H2b ), 1.80 (тд, 1H, J 13.7 и 4.1, H2a), 1.70–1.52 (м,
7H, 2Н6, Н19b, H15b, H21b, H22b), 1.50–1.30 (м,
7H, Н7а, Н15а, Н16а, Н19а, Н22а, NH2), 1.31 (c, 3H,
C27Н3), 1.25 (c, 3H, C26H3), 1.12 (c, 3H, C25H3), 1.09
(c, 3H, C29H3), 1.00 (м, 1Н, Н21а), 0.88, 0.87 (2 с,
6H, С23Н3, С24Н3), 0.80 (м, 1Н, Н5), 0.75 (с, 3Н,
С28Н3). Спектр 13С-ЯМР (125 МГц): 200.1 (С11),
174.8 (С30), 171.0 (СОСН3), 170.0 (С13), 127.9
(С12), 80.6 (С3), 61.7 (С9), 55.0 (С5), 48.6 (С18),
45.4 (С20), 43.3 (С14), 43.2 (С8), 40.7 (С19), 38.8
(С1), 38.0 (С4), 37.4 (С22), 36.9 (С10), 32.7 (С7),
31.8 (С17), 31.3 (С21), 29.0 (С29), 28.5 (С38), 28.0
(С28), 26.5 (С16), 26.2 (С15), 23.5 (С2), 23.3 (С27),
21.4 (СОСН3), 18.9 (С26), 17.3 (С6), 16.6 (С24), 16.1
(С25). Найдено, %: С 72.65, Н 9.52, N 5.22.
C32H50O4N2. Вычислено, %: С 72.96, Н 9.67, N 5.32.
m/z 526.73 [М+].

Общая методика получения N'-бензилиденгид-
разидов (V)–(IX). Смесь 0.5 ммоль (0.26 г) гидра-
зида (IV) и соответствующего ароматического
альдегида (0.5–0.6 ммоль) в 10 мл этанола кипя-
тили 6 ч. Затем реакционную смесь разбавляли
1% раствором соляной кислоты (10 мл), осадок
отфильтровывали, промывали водой, сушили и
хроматографировали на колонке с СГ, элюируя
бензолом и смесью бензол–этанол, 300 : 1, 200 : 1,

20[ ]Dα
20[ ]Dα

20[ ]Dα
20[ ]Dα

20[ ]Dα

100 : 1 (по объему). Индивидуальные по ТСХ
фракции объединяли и упаривали.

N'-Бензилиденгидразид 3-ацетокси-18βН-оле-
ан-12-ен-11-он-30-овой кислоты (V). Выход 0.22 г,
72%. Rf 0.60 (А),  + 144° (с 0.06, CHCl3). ИК
(ν, см–1): 3330 (NH), 1729 (Ac), 1652 (C11=O), 1647,
1620 (C6H5). Спектр 1Н-ЯМР (300 МГц): 8.95, 8.50
(оба с., 2Н, СОNH, N=CH), 7.54–7.26 (м, 5Н,
С6Н5), 5.67 (c, 1H, H12), 4.52 (м, 1Н, Н3), 2.04 (с,
3Н, СОСН3), 1.85–1.1.50 (м, СН, СН2 в пентацик-
лическом скелете), 1.30 (c, 3H, C27H3), 1.25 (c, 6H,
C26H3, C25H3), 1.17 (c, 3H, C29H3), 1.00 (c, 3H, С28Н3),
0.86 (c, 6H, C23H3, С24Н3), 0.73 (с, 3Н, С28Н3).
Спектр 13С-ЯМР (75.5 МГц): 200.2 (С11), 175.0
(С30), 171.1 (COCH3), 170.1 (C13), 149.0 (N=CH),
130.0–122.0 (С1'–С6', С12), 80.6 (С3), 61.6 (С9),
55.0 (С5), 48.4 (С18), 45.4 (С20), 43.3 (С14), 43.2
(С8), 40.7 (С19), 38.8 (С1), 38.0 (С4), 37.4 (С22),
36.8 (С10), 32.7 (С7), 31.9 (С17), 31.2 (С21), 29.2
(С29), 28.4 (С23), 28.0 (С28), 26.4, 26.3 (C16, С15),
23.5 (С2), 23.3 (С27), 21.8 (COCH3), 18.7 (С26), 17.3
(С6), 16.6 (С24), 16.3 (С25). Найдено, %: С 75.95,
Н 8.72, N 4.42. С39Н54N2O4. Вычислено, %: С 76.18,
Н 8.85, N 4.56. m/z 614.83 [М+].

N'-(4-Метоксибензилиден)гидразид 3-О-ацеток-
си-18βН-олеан-12-ен-11-он-30-овой кислоты (VI).
Выход 0.22 г, 70%. Rf 0.52,  + 152° (c 0.05, СНCl3).
ИК-спектр, ν, см–1: 3360 (NH), 1729 (Ac), 1658
(C11=O), 1596, 1588 (C6H4). Спектр 1Н-ЯМР
(500 МГц): 9.83, 8.76 (оба с., 2H, CONH, N=CH),
8.01, 7.83 (оба д, 2Н, J 8.6, Н2', Н6'), 7.01, 6.90 (оба
д, 2Н, J 8.9, Н3', Н5'), 5.65 (с, 1Н, Н12), 4.50 (дд,
1Н, J 11.8 и 4.5, Н3), 3.88 (с, 3Н, ОСН3), 2.75 (дд,
1Н, J 11.6 и 3.5, Н18), 2.29 (с, 1Н, Н9), 2.17 (дд, 1Н,
J 12.3 и 3.3, Н1b), 2.01 (c, 3H, COCH3), 2.00–1.90
(м, 4H,  Н2b, H16b), 1.73 (тд, 1H, J 13.1 и 4.5,
Н2а), 1.70–1.50 (м, 7Н, 2Н6, Н7b, H19b, H15b, H21b,
H22b), 1.45–1.30 (м, 5H, Н7а, Н15а, Н16а, Н22а,
Н19а), 1.29 (с, 3Н, С27Н3), 1.23 (с, 3Н, С26Н3), 1.21
(с, 3Н, С25Н3), 1.15 (с, 3Н, С29Н3), 1.05 (с, 3Н,
С28Н3), 0.95 (м, 1Н, Н21а), 0.83, 0.81 (оба с, 6Н,
С23Н3, С24Н3), 0.75 (м, 1Н, Н5). Спектр 13С-ЯМР
(75.5 МГц): 200.0 (С11), 174.7 (С30), 171.0
(СОCH3), 169.8 (С13), 164.5, 159.5 (N=CH, C4'),
131.9–114.3 (С1'–C3', C5', C6', C12), 80.6 (С3), 61.7
(С9), 55.5, 55.0 (C5, ОСН3), 48.4 (С18), 45.4 (С20),
43.3 (С14), 43.2 (С8), 40.8 (С19), 38.8 (С1), 38.0
(С4), 37.4 (С22), 36.9 (С10), 32.7 (С7), 31.8 (С17),
31.3 (С21), 29.0 (С29), 28.5 (С23), 28.0 (С28), 26.5
(С16), 26.2 (С15), 23.5 (C2), 23.3 (С27), 21.3 (СOCН3),
18.9 (С26), 17.3 (С6), 16.6 (С24), 16.1 (С25). Найде-
но, %: C 74.30, H 8.64, N 4.22. C40H56N2O6. Вычис-
лено, %: C 74.49, H 8.76, N 4.34. М 644.86.

20[ ]Dα

20[ ]Dα

a
'H1 ,
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N'-(3-Метоксибензилиден)гидразид 3-О-ацеток-
си-18βН-олеан-12-ен-11-он-30-овой кислоты (VII).

Выход 0.24 г, 75%. Rf 0.65(А),  + 146° (с 0.08,
CHCl3). ИК-спектр, ν, см–1: 3214 (NH), 1727 (Ас),
1658 (C11=O), 1609, 1600, 1586 (C6H4). Спектр
1Н-ЯМР (500 МГц): 9.97, 8.88 (оба с., 2Н, CONН,
N=CH), 7.69 (д, 1H, J 7.7, H6''), 7.60 (c, 1H, H2'),
7.45 (д, 1H, J 7.5, H4'), 7.35 (т, 1H, J 7.9, H5'), 7.14
(д, 1H, J 7.8, H3'), 5.70 (c, 1H, H12), 4.50 (дд, 1H,
J 11.5 и 4.7, Н3), 3.86 (с, 3Н, ОСН3), 2.78 (дд, 1Н,
J 13.3 и 3.4, Н18), 2.30 (с, 1Н, Н9), 2.18 (м, 1H,
Н1b), 2.04 (c, 3H, COCH3), 2.00-1. 93 (м, 3Н, Н1а,
H2b, Н16b), 1.77 (тд, 1Н, Н2а, J 13.3 и 4.4), 1.70–1.50
(м, 7Н, 2Н6, Н7b, H19b, H15b, H21b, H22b), 1.45–
1.30 (м, 5H, Н7а, Н15а, Н16а, Н19а, Н22а), 1.32 (с,
3Н, С27Н3), 1.25 (с, 3Н, С26Н3), 1.15 (3Н, с, С25Н3),
1.08 (с, 3Н, С29Н3), 0.86, 0.84 (оба с, 6Н, С23Н3,
С24Н3), 0.79 (м, 1Н, Н5), 0.75 (с, 3Н, С28Н3).
Спектр ЯМР 13С (125 МГц): 200.0 (С11), 175.2
(С30), 171.0 (СОСН3), 169.7 (С13), 160.2, 159.6
(N=CH, С3'), 130.9–114.5 (С1', С2', С4'–С6', C12),
80.7 (C3), 61.7 (C9), 55.4, 55.1 (C5, OCH3), 48.3
(C18), 45.4 (C20), 43.3 (C14), 43.2 (C8), 40.9 (C19),
38.8 (C1), 38.0 (C4), 37.4 (C22), 36.9 (C10), 32.7
(C7), 31.8 (C17), 31.5 (C21), 29.0 (C29), 28.5 (C23),
28.0 (C28), 26.5 (C16), 26.3 (C15), 23.5 (C2), 23.3
(C27), 21.2 (COCH3), 18.8 (C26), 17.3 (C6), 16.6
(C24), 16.2 (C25). Найдено, %: С 74.25, Н 8.73,
N 4.25. C40H56N2O5. Вычислено, %: C 74.49, H 8.76,
N 4.34. М 644.86.

N'-(4-Гидроксибензилиден)-гидразид 3-О-ацеток-
си-18βН-олеан-12-ен-11-он-30-овой кислоты (VIII).

Выход 0.23 г, 74%. Rf 0.55 (А),  + 162° (c 0.04,
CHCl3). ИК-спектр, ν, см–1: 3408 (NH), 1733 (Ac),
1661 (C11=O), 1620, 1604 (C6H5). Спектр ЯМР 1Н
(300 МГц, CDCl3, δ, м.д.): 9.82, 8.85 (оба c, 2H,
CONH, N=CH), 7.75–6.98 (м, 4H, Н2', H3', H5',
Н6'), 5.65 (c, 1H, H12), 4.51 (дд, 1H, J 11.1 и 4.6,
Н3), 2.83 (д, 1Н, J 12.9, H18), 2.30 (c, 1H, H9), 2.04
(c, 3H, COCH3), 1.90–1.36 (м, СН, СН2 в пента-
циклическом скелете), 1.31 (с, 3Н, С27Н3), 1.27 (с,
3Н, С26Н3), 1.16 (с, 3Н, С25Н3), 1.08 (с, 3Н, С29Н3),
0.86, 0.84 (с, 6Н, С23Н3, С24Н3), 0.72 (с, 3Н, С28Н3).
Спектр ЯМР 13С (75.5 МГц), 200.3 (С11), 175.0
(С30), 171.1 (СОCH3), 170.1 (С13), 162.8, 159.9
(N=CH, C4'), 132.2–116.1 (C1'–C3', C5', C6', C12),
80.7 (С3), 61.7 (С9), 55.1 (С5), 48.5 (С18), 45.5
(С20), 43.4 (С14), 43.2 (С8), 40.8 (С19), 38.8 (С1),
38.0 (С4), 37.4 (С22), 36.9 (С10), 32.7 (С7), 31.8
(С17), 31.3 (С21), 29.1 (С29), 28.5 (С23), 28.1 (С28),
26.5 (С16), 26.2 (С15), 23.5 (C2), 23.3 (С27), 18.9
(С26), 17.3 (С6), 16.6, 16.1 (С24, C25). Найдено, %:
С 74.19, Н 8.62, N 4.26. C40H54N2O5. Вычислено, %:

20[ ]Dα

20[ ]Dα

C 74.25, H 8.63, N 4.44. М 630.83. m/z, 631.5 [M +
+ H]+, 629.5 [M – H]–.

N'-(4,4-Диметиламино-бензилиден)гидразид
3-О-ацетокси-18βН-олеан-12-ен-11-он-30-овой
кислоты (IX). Выход 0.23 г, 72%. Rf 0.58 (А),  +
+ 150° (c 0.07, CHCl3). ИК-спектр, ν, см–1: 3408
(NH), 1733 (Ac), 1662 (C11=O), 1620, 1599 (Ph).
Спектр ЯМР 1Н (300 МГц): 9.73, 8.55 (2Н, с,
CONH, N=CH), 7.74–6.67 (2H, м, H2', H3', H5',
H6'), 5.71 (1H, c, H12), 4.49 (1H, дд, J 11.0 и 4.0,
Н3), 3.07, 2.99 (6H, оба с, N(CH3)2), 2.04 (3H, c,
COCH3), 1.80–1.50 (м, СН, СН2 в пентацикличе-
ском скелете), 1.36 (3Н, с, С27Н3), 1.22 (3Н, с, С26Н3),
1.15 (3Н, с, С25Н3), 1.10 (3Н, с, С29Н3), 0.88 (6Н, с,
С23Н3, С24Н3), 0.80 (3Н, с, С28Н3). Спектр ЯМР 13С
(75.5 МГц), 200.1 (С11), 174.8 (С30), 171.0 (СОСН3),
169.4 (С13), 154.4, 144.5 (N=CH, С4'), 132.0–111.0
(C1'–C3', C12), 80.7 (C3), 61.7 (C9), 55.0 (C5), 48.1
(C18), 45.4 (C20), 43.3 (C14), 43.2 (C8), 40.1 (C19),
38.8 (C1), 38.0 (C4), 37.4 (C22), 36.9 (C10), 32.7
(C7), 31.8 (C17), 31.3 (C21), 29.2 (C29), 28.5 (C23),
28.1 (C28), 26.5 (C16), 26.4 (C15), 23.6 (C2), 23.3
(C27), 21.3 (CH3), 18.76 (C26), 17.4 (C6), 16.7 (C24),
16.3 (C25). Найдено, %: С 73.91, Н 8.82, N 6.50.
C39H57N3O4. Вычислено, %: C 74.13, H 9.09, N 6.65.
М 631.86.

Изучение противомикробной
активности соединений

В работе были использованы депонированные
штаммы микроорганизмов ГИСК (Государствен-
ный научно-исследовательский институт стан-
дартизации и контроля медицинских биологиче-
ских препаратов им. Тарасевича Минздрава
России) музея кафедры микробиологии и виру-
сологии ГБОУ ВПО БГМУ Минздрава России:
Escherichia coli, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumo-
nia, Staphylococcus aureus, Citrobacter diversus, En-
terobacter aerogenes, Pseudomonas aeroginosa, Entero-
bacter cloace и Candida albicans.

Противомикробную активность исследуемых
соединений определяли методом “диффузии в
агар” и десятикратных серийных разведений в
мясопептонном бульоне (МПБ) согласно [10, 11].
Предварительно готовили раствор, содержащий
100 мг изучаемого соединения в 1 мл DMSO с по-
следующим разведением МПБ до рабочей кон-
центрации 10 мг/мл. В ряд пробирок с последова-
тельными десятикратно убывающими концентра-
циями исследованных соединений в МПБ
вносили тестовые культуры микроорганизмов.
При этом микробная нагрузка составила 2.0 × 106

микробных тел в 1 мл питательной среды. Посевы
инкубировали при 37°С в течение 72 ч и при 25°С
в течение 48 ч, после чего визуально оценивали
наличие или отсутствие роста тест-культур. Дан-

20[ ]Dα
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ные МИК выражены как среднее значение двух
измерений. В качестве препаратов сравнения ис-
пользовали цефтриаксон (Шрея, Индия) и пима-
фуцин (Астеллас, Нидерланды).

ФОНДОВАЯ ПОДДЕРЖКА

Работа выполнена по теме № АААА-А17-11701191025-6
с использованием оборудования ЦПК “Химия”.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Настоящая статья не содержит каких-либо иссле-
дований с участием людей и животных в качестве объ-
ектов исследований.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта инте-
ресов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Rice L.B. // Biochem. Pharmacol. 2006. V. 71.
P. 991–995.

2. Barlocco D., Meneghetti F. // Molecules. 2017. V. 22.
P. 1127.

3. Тевяшова А.Н., Олсуфьева Е.Н., Преображен-
ская М.Н. // Успехи химии. 2015. Т. 84. С. 61–97.

4. Covan M.M. // Clin. Microbiol. Rev. 1999. V. 12.
P. 564–582.

5. Cain R., Narramore S., McPhillie M., Simmons K., Fish-
wick C.W.G. // Bioorg. Chem. 2014. V. 55. P. 69–76.

6. Fontany S., Grare M., Mayer J., Finance Ch., Duval R.E. //
J. Ethnopharm. 2008. V. 120. P. 272–276.

7. Толстиков Г.А., Балтина Л.А., Гранкина В.П., Кон-
дратенко Р.М., Толстикова Т.Г. Солодка: биораз-
нообразие, химия, применение в медицине. Ново-
сибирск: Акад. Изд-во “Гео”, 2007. 311 с.

8. Wang L., Yang R., Yaun B., Liu Y., Liu Ch. // Acta
Pharm. Sinica B. 2015. V. 5. P. 310–315.

9. Li H.-E., Qiu J.-Zh., Yang Zh.-Q., Dong J., Wang J.-F.,
Luo M.-J., Pan J., Dai X.-H., Zhang Y., Song B.-L.,
Deng X.-M. // Fitoterapia. 2012. V. 83. P. 241–248.

10. Руководство по проведению доклинических иссле-
дований лекарственных средств / Под ред. Мироно-
ва А.Н. Часть первая. М.: Гриф и К, 2012. 672 с.

11. Балтина Л.А., Булгаков А.К., Губайдуллин А.Г., Кон-
дратенко Р.М. // Евразийский Союз ученых. 2018.
С. 36–39.

12. Baltina L.A., Jr., Khudobko M.V., Mikhailova L.R., Baltina
L.A., Fedorova V.A., Orshanskaya Ya.A., Zarubaev V.V.,
Kiselev O.I. // Chem. Nat. Compd. 2014. V. 50.
P. 473–477.

13. Flekhter O.B., Boreko E.I., Nigmatullina L.R., Pav-
lova N.I., Nikolaeva S.N., Savinova O.V., Eremin V.F.,
Baltina L.A., Galin F.Z., Tolstikov G.A. // Russian J. Bio-
org. Chem. 2003. V. 29. P. 296–301.

14. Гордон А.Дж., Форд Р.А. Спутник химика. Пер. с англ.
М.: Мир, 1976.

Synthesis and Anti-Microbial Activity
of Glycyrethic Acid Benzylidenhydrazides
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The synthesis was carried out and the antimicrobial activity of the new derivatives of Glycyrrhetic acid con-
taining hydrazide pharmacophore groups was evaluated. The greatest antimicrobial activity was shown by
3-O-acetyl-N'-(4-hydroxybenzylidene) glycyrrhetic acid hydrazide. This compound had an antibacterial ef-
fect against Escherichia coli, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus, Citrobacter diver-
sus, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloace, as well as antifungal activity against
the fungus Candida albicans. The minimum inhibitory concentrations of this compound and pimafucin for
Candida albicans were similar.
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Васкулогенная мимикрия – формирование васкулярных каналов, выстланных опухолевыми клет-
ками с высоко злокачественным фенотипом – сегодня рассматривается как дополнительная систе-
ма кровоснабжения опухоли. Экспериментальные исследования in vivo неоднократно демонстриро-
вали, что васкулярные каналы формируются в областях опухоли c низкой плотностью кровеносных
сосудов. Предполагается, что формирование сети таких каналов внутри опухоли поддерживают го-
меостаз и предотвращает ранний некроз внутри опухоли. В работе исследовались бифункциональ-
ные соединения на основе сочетания в одной молекуле хиназолина и гидроксамовой кислоты на их
способность ингибировать миграцию опухолевых клеток и васкулогенную мимикрию.

Ключевые слова: гидроксамовые кислоты, производные хиназолина, меланома, рак молочной железы, рак
почки, миграция, васкулогенная мимикрия
DOI: 10.31857/S0132342320020177

ВВЕДЕНИЕ
Концепция о том, что VEGF-индуцируемый

ангиогенез действительно является фактором,
лимитирующим рост опухоли, сегодня принята
всеми. По данным ряда клинических исследова-
ний антиангиогенная терапия достоверно увели-
чивает общую выживаемость онкологических
больных [1]. В то же время накапливаются факты,
свидетельствующие о том, что большинство опу-
холей практически не отвечают на анти-VEGF те-
рапию [2]. Одной из причин выживаемости опу-
холевых клеток в условиях антиангиогенной те-
рапии может быть гетерогенность кровеносных
сосудов. Формирование сосудов в опухоли про-
исходит на фоне неконтролируемой митогенной
стимуляции и измененного внеклеточного мат-
рикса. Это приводит к замещению эндотелия в
сосудах опухолевыми клетками, иногда эндоте-

лиальные клетки могут и вовсе отсутствовать.
Термин “васкулогенная мимикрия” (ВМ) – фор-
мирование опухолевыми клетками васкулярных
каналов, покрытых базальной мембраной, был
введен в самом конце 1999 года [3]. Образование
васкулярных каналов, высланных опухолевыми
клетками, является уникальной способностью
клеток с высоко злокачественным клеточным фе-
нотипом. Обнаружена высокая статистическая
корреляция между появлением в опухоли ВМ и
частотой метастазирования [4]. Детальное иссле-
дование роли ряда используемых в клинике анти-
ангиогенных препаратов на модулирование ВМ
in vitro показало, что эти препараты не влияют на
формирование васкулярной сети опухолевыми
клетками [5].

Сегодня не известно ни одного физиологиче-
ского процесса – аналога ВМ у взрослых или де-
тей. Единственным примером ВМ, встречающим-
ся у человека, является формирование в плацен-
те в ходе эмбриогенеза васкулярных каналов
цитотрофобластами – и потому процесс ВМ
можно считать опухолеспецифичным. Этот факт
открывает новые возможности блокирования ро-

Сокращения: HOBt – N-гидроксибензтриазол; NMM – N-
метилморфолин; TBTU – 2-(1H-бензотриазол-1-ил)-
1,1,3,3- тетраметиламиниум тетрафторборат; VEGF – вас-
кулогенный эпителиальный фактор роста, ЭТС – эмбрио-
нальная телячья сыворотка, ВМ – васкулярная мимикрия,
СПС – сосудистоподобные структуры.

# Автор для связи: (тел.: +7 (916) 412-61-43; эл. почта:
ovn65@yandex.ru).

УДК 547.856.1;616-006.81-091.8
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ста опухоли с минимальным эффектом на нор-
мальные физиологические процессы.

Одной из перспективных стратегий в создании
новых фармацевтических препаратов в настоя-
щее время является проектирование и синтез ги-
бридных соединений, состоящих из двух или более
различных биоактивных фрагментов, и действу-
ющих через активацию/блокирование несколь-
ких мишеней. Совмещение двух активных групп
в одной молекуле может приводить к более выра-
женному терапевтическому эффекту. Определен-
ными преимуществами многоцелевые гибриды об-
ладают также по сравнению с комбинированным
терапевтическим подходом. Их отличает лучшая
биодоступность, низкая токсичность, прогнози-
руемый фармакокинетический и фармакодина-
мический профиль, более простое соблюдение
пациентом режима применения, более высокая
эффективность лечения, а также снижение стои-
мости лечения (cм. обзор [6]). Обладая способно-
стью образовывать комплексы с ионами железа,
цинка, магния и кальция, гидроксамовые кисло-
ты блокируют активность многих металлсодержа-
щих белков. Производные гидроксамовых кислот
также проявляют гипотензивное [7], антималя-
рийное [8], противотуберкулезное [9] и фунги-
цидное действие [10]. С другой стороны хиназо-
линовый цикл присутствует в молекулах более
100 лекарственных препаратов. В настоящее вре-
мя в клинической практике уже применяются
различные производные хиназолина и дигидро-
хиназолина [11]. 

Современные методы химического синтеза
позволяют вводить гидроксаматную группу в раз-
нообразные природные и синтетические соеди-
нения, в том числе и в известные фармацевтиче-
ские препараты [12], увеличивая их терапевтиче-
ский эффект. Мы предположили, что объедение в
одной молекуле хиназолинового фрагмента и
гидроксамовой кислоты позволит создать новые
перспективные противоопухолевые препараты.

Целью данной работы является скрининг со-
единений, сочетающих в одной молекуле хиназо-
линовый цикл и гидроксаматную группу, на их
способность влиять на миграцию опухолевых
клеток и ВМ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Формирование микрососудов на основе уже

существующей в ткани сети сосудов, или неоан-
гиогенез, – необходимое условие для роста опу-
холи [13]. Большое количество микрососудов в
опухоли способствует ее быстрой пролиферации
в результате постоянного поступления питания и
кислорода и выведению токсических продуктов

метаболизма. За последние годы более 40 антиан-
гиогенных препаратов прошли II и III фазы кли-
нических испытаний, и некоторые из них при
комбинировании с химиотерапией оказались эф-
фективными [1]. Однако большинство опухолей
не отвечают на антиангиогенную терапию [2]. Ге-
терогенность опухолевых сосудов может быть
ключевым фактором: в опухоли классический ан-
гиогенез идет параллельно с формированием мо-
заичных сосудов, наблюдается также кооптация
сосудов (vessel co-option), при которой опухоль
растет вдоль уже существующих в ткани сосу-
дов [14]. В многочисленных исследованиях, про-
водимых в последние годы, было показано, что
присутствие компонентов ВМ в опухолевом ма-
териале больных коррелирует с быстрой прогрес-
сией опухоли, повышением метастазирования и,
как следствие, короткой выживаемостью боль-
ных [3]. Интересно отметить, что васкулярные
каналы, выстланные опухолевыми клетками, об-
наруживаются в тех участках опухоли, где низкая
плотность кровеносных сосудов. Полученные на-
ми за последние годы результаты позволили
сформулировать концепцию, что антиангиоген-
ная терапия активирует формирование васкуляр-
ных каналов и переводит опухоль в фазу более
агрессивного роста [15]. Учитывая тот факт, что
васкулярные каналы формируют опухолевые
клетки с высоко злокачественным фенотипом
(убивать такие клетки сегодня мы не можем), во-
прос поиска низкомолекулярного ингибитора ВМ
становится все более актуальным. Задачами на-
шего исследования явились синтез бифункцио-
нальных соединений и скрининг на их способ-
ность блокировать ВМ.

Синтез

Мы предположили, что бифункциональные
молекулы, состоящие из двух различных биоак-
тивных фрагментов, и действующих через акти-
вацию/блокирование нескольких мишеней смог-
ли бы эффективно ингибировать ВМ. Для этого
нами синтезировано несколько групп соедине-
ний, содержащих хиназолиновый цикл и гидрок-
саматную функцию. Соединения (IV) и (VII) син-
тезированы общим методом (cхема 1). Из амино-
кислот на первом этапе получали эфиры, затем
взаимодействием с изатовым ангидридом полу-
чали производные амидов антраниловой кисло-
ты, далее метиловые эфиры кислот переводили в
гидроксаматы реакцией с гидроксиламином. На
заключительной стадии проводили конденсацию
гидроксамовых кислот с 4-хлорхиназолином с
образованием целевых соединений (IV) и (VIII).
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Схема 1. Реагенты и условия: (i) SOCl2/MeOH; (ii) изатовый ангидрид/Na2CO3/DMF/H2O;
(iii) HCl × H2NOH/MeONa/MeOH; (iv) 4-хлорхиназолин/DMF/Δ.

Для синтеза соединений (XIIa, b) сначала кон-
денсировали метил-4-аминобензоат с 4-хлорхи-
назолином, гидролизовали эфир, затем присо-

единяли аминоэфиры (Ia) и (Ib), и на завершаю-
щей стадии получали гидроксамовые кислоты
(схема 2).

Схема 2. Реагенты и условия: (i) 4-хлорхиназолин/DMF/Δ; (ii) LiOH/MeOH/H2O; (iii) (Ia) или 
(Ib)/TBTU/HOBt/NMM/DMF; (iv) HCl × H2NOH/MeONa/MeOH.

Соединения (XIIIa–c) получали конденса-
цией (III) с различными карбонильными со-
единениями (схема 3). Реакцию проводили в

кипящем метаноле или этаноле в присутствии
каталитических количеств пара-толуолсуль-
фокислоты (PTSA).
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Схема 3. Реагенты и условия: MeOH или EtOH/PTSA.

Реакция 4,5-диметокси-2-формилбензойной кис-
лоты с соединением (III) в этих условиях приводит к
сложной смеси продуктов. Синтез в этом случае про-
водили в две стадии используя соединение (II) как

исходный реагент, при этом образовывался конден-
сированный тетрацикл (XIIId) (схема 4), аналогич-
ный описанным в работе [16].

Схема 4. Реагенты и условия: (i) PhCl/PTSA/Δ; (ii) HCl × H2NOH/MeONa/MeOH.

Соединения (XVa–c) получали конденсацией
гидроксиамида антраниловой кислоты с различны-
ми карбонильными соединениями, в результате по-
лучали производные циклической гидроксамовой

кислоты (схема 5). При использовании производных
2-формилбензойной кислоты также образовывались
конденсированные тетрациклы.

Схема 5. Реагенты и условия: MeOH или PhCl/PTSA/Δ.
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Определение цитотоксической активности
Васкулогенная мимикрия (ВМ) представлена

неодинаково в разных типах опухолей. Так, при
меланоме кожи более 60% кровоснабжения осу-
ществляется через каналы ВМ; при тройном не-
гативном раке молочной железы – 50%, при раке
почки – около 40%, при саркоме мягких тканей –
более 35%; при раке яичника более 15%; при раке
толстой кишки – около 10% [15]. На фоне край-
него несовершенства циркуляции крови в опухо-
ли каналы ВМ в количестве 10–15% вряд ли что-то
изменят, однако 40–60% явно могут иметь суще-
ственное значение. Исходя из вышеизложенных
аргументов, цитотоксическую активность соеди-
нений определяли для линий клеток меланомы,
клеток рака молочной железы и клеток рака почки. 

Соединения (IV), (XIIIa–d) с IС50 меньше
10 мкМ (табл. 1) были отобраны для дальнейших
исследований функциональной активности.

Все остальные тесты (миграционный и фор-
мирование сосудоподобных структур) проводили
на нецитотоксических концентрациях соедине-
ний – IC10 (90% живых клеток через 24 часа). Ис-
пользование этого принципа позволяет избе-
жать ложноположительного результата, когда,
например, эффект блокирования миграции на
60% от контроля связан с гибелью клеток в те-
чение 24 часов.

Ингибирование миграционной способности
В последние десятилетия усилия многих онко-

логов были направлены на исследование меха-
низмов инициации и прогрессии злокачествен-
ной опухоли. Со временем стало понятно, что ос-
новная угроза рака – его распространение по
всему организму. Больные со злокачественными
опухолями умирают не от исходной опухоли, а от
метастазов, дезорганизирующих функциониро-
вание пораженных ими тканей. Метастазирова-
ние, или процесс миграции клеток опухоли из
первичного очага с последующим формировани-
ем вторичных опухолевых очагов (метастазов), –
одна из главных трудностей в лечении онкологи-
ческих заболеваний. Миграция опухолевых кле-
ток сегодня рассматривается как ключевой этап
процесса метастазирования. Поиск препаратов,
ингибирующих перемещение опухолевых клеток
из первичного очага в соседние или отдаленные
органы, имеет фундаментальное значение и мо-
жет позволить создание новых противоопухоле-
вых препаратов, повышающих эффективность
терапии.

Миграцию опухолевых клеток оценивали
методом “заживления раны” с некоторыми мо-
дификациями. Монослой клеток разрушали со-
скабливанием и ширину миграционной по-
верхности анализировали через 24 часа после до-

бавления соединений (IV), (XIIIa–d). В качестве
положительного контроля использовали моно-
слой клеток, инкубировавшихся в культуральной
среде, содержащей 10% эмбриональной теля-
чьей сыворотки (ЭТС). Отрицательным контро-
лем, определяющим ширину “раны” – бесклеточ-
ного пространства на поверхности лунки, служи-
ли клетки, растущие в среде без сыворотки.
Показано, что соединения (IV), (XIIIa–b, d) при
нецитотоксических концентрациях (IC10) блоки-
руют миграцию клеток в область “раны” всех трех
типов опухолевых клеток по сравнению с контро-
лем в диапазоне от 35 до 65%. В качестве препара-
та сравнения был использован таргетный инги-
битор VEGFR2 cунитиниб (Selleckchem) в нецито-
токсической концентрации 1 мкМ, вызывающей
торможение миграционной активности на уровне
22.3% для клеток Mel Z, 28.9% – для MCF-7,
38.5% – для SN-12C. На клетках меланомы Mel Z и
на клетках рака почки SN-12C наибольшей ингиби-
рующей активностью обладало соединение (IV) –
торможение миграционной активности составило
63.5 и 65.4 соответственно (рис. 1). На клетках
РМЖ MCF-7 соединения (XIIIa) и (XIIId) вызы-
вали торможение миграции 64.9 и 69.3% соответ-
ственно. Незначительное ингибирование мигра-
ции (28–30%) клеток меланомы и РМЖ наблюда-
лось соединением (XIIIc). На клетках рака почки
SN-12C с соединением (XIIIc) ширина миграци-
онной поверхности была сравнима с контроль-
ным образцом (2.3%). Данные о влиянии соеди-
нений (IV), (XIIIa–d) на миграцию опухолевых
клеток представлены в табл. 2. Блокирование ми-
грации соединением (IV) было максимальным
для клеток рака почки SN-12C (65.4%) и клеток
меланомы Mel Z (63.5%). Эффективным ингиби-
тором миграции клеток РМЖ MCF-7 оказалось
соединение (XIIId) – 64.9%. По всей видимости,
соединения (IV) и (XIIId) действуют на один из
регуляторных путей, лежащих в основе перестро-
ек актинового цитоскелета клетки. Полученные
нами результаты позволяют сделать вывод о целе-
сообразности создания новых аналогов на основе
соединения (IV), и возможно, соединения (XIIId),
как потенциальных ингибиторов миграции опу-
холевых клеток.

Ингибирование формирования
сосудистоподобных структур

Формирование васкулярных каналов опухоле-
выми клетками характеризуется рядом последо-
вательных событий: миграцией клеток, узнава-
нием себе подобных, формированием контактов
клетка-клетка, вытягиванием клетки и образо-
ванием структур, подобным пчелиным сотам
(honey-like comb). Тестом для ВМ in vitro служит
формирование опухолевыми клетками сосудо-
подобных структур (СПС) в 3D-культуре [17]. В
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своих исследованиях мы в качестве гелевой мат-
рицы использовали Матригель, лиофилизирован-
ный природный внеклеточный матрикс. Как от-
мечалось ранее, соединения (IV) и (XIIId) облада-
ли наибольшей ингибирующей миграцию клеток
активностью. Эти соединения в той или иной сте-
пени должны блокировать и формирование СПС,
так как миграция – основной этап ВМ. Однако в
многоступенчатом процессе ВМ могли участво-
вать и остальные три соединения. И поэтому мы
исследовали влияние всех пяти соединений на
формирование СПС в 3D-культуре. В контроле,
на Матригеле, три типа выбранных нами опухо-
левых клеток формировали СПС. Когда клетки
меланомы росли с соединениями (IV) и (XIIIa),
формирование СПС ингибировалось на 54.4 и
47.4% соответственно. Сунитиниб ингибировал
образование сети из клеток Mel Z – общая длина
СПС 64.3% от контроля. На Матригеле можно
было видеть наряду с формированием небольших
кластеров клеток также “островки” сети, харак-
терные для ВМ. Соединения (XIIIb–d) практиче-
ски не влияли на способность клеток меланомы
участвовать в ВМ. Несколько неожиданно силь-
ным оказалось влияние соединения (IV) на фор-
мирование СПС клетками рака почки SN-12C,
оно ингибировало формирование СПС на 72.7%
(рис. 2). Соединения (XIIIa, b, d) на тех же клетках
ингибировали формирование СПС от 56.4 до
5.3%. Сунитиниб вызывал блокирование СПС из
клеток SN-12C – 47.2% от контроля (табл. 3).

Следует отметить, что ни одно из пяти соеди-
нений не влияло на формирование СПС клетка-
ми РМЖ (данные не приводятся).

Таким образом, синтезированы новые произ-
водные гидроксамовой кислоты, связанной с хи-

назолиновым циклом. Изучено их влияние на ми-
грацию опухолевых клеток и формирование СПС.
Нами показано, что соединение (IV) заметно бло-
кирует миграцию клеток меланомы, РМЖ и рака
почки, определенной по методу “заживления ра-
ны”. Также, в присутствии соединения (IV) зна-
чительно снижалось способность клеток рака
почки к коммуникации, необходимой для фор-
мирования СПС. На клетках метастатической ме-
ланомы эффект этот был несколько ниже. Ни од-
но из пяти соединений не оказывало существен-
ного влияния на формирования СПС клетками
РМЖ. Становление ВМ – сложный биологиче-
ский процесс, в котором кроме миграции и го-
мотипического узнавания клеток задействованы
также несколько сигнальных путей. По всей ви-
димости, соединение (IV) каким-то образом во-
влекается в драйверные сигнальные пути, под
контролем которых находится ВМ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Все реактивы и растворители получены из
коммерческих источников и использовались без
дополнительной очистки. Спектры ЯМР реги-
стрировали на Фурье ЯМР-спектрометре Bruker
AVANCE III NanoBay 300 МГц (для 1H-ЯМР) и
76 МГц (для 13C ЯМР). Спектры регистрировали в
режиме стабилизации по дейтерию, термостаби-
лизация 25°С, внутренний стандарт – тетраме-
тилсилан) в ДМСО-d6. Химические сдвиги при-
ведены в миллионных долях (δ), КССВ – в гер-
цах. Масс-спектры с ионизацией электроспреем
(ESI-MS) получали на хроматографической систе-
ме Agilent LC/MS 1200 с масс-детектором Agilent
Ion Trap 6310. Регистрацию масс-спектров высоко-

Таблица 1. Цитотоксическая активность соединений на клеточных линиях почечно-клеточного рака SN-12C,
метастатической меланомы человека Mel Z и раке молочной железы MCF-7 in vitro

Номера 
соединений

SN-12С Mel Z MCF-7

IC50, мкМ IC10, мкМ IC50, мкМ IC10, мкМ IC50, мкМ IC10, мкМ

(IV) 4.7 ± 1.5 2.1 ± 0.5 4.1 ± 0.8 0.9 ± 0.1 9.5 ± 1.58 2.8 ± 1.1
(VIII) >50 >50 >50 >50 >50 >50
(XIIa) >50 25.0 ± 3.2 >50 23.0 ± 4.8 >50 28.6 ± 2.7
(XIIb) 41.7 ± 11.1 6.2 ± 0.6 28.7 ± 11.2 6.6 ± 2.7 >50 >50
(XIIIa) 3.8 ± 1.2 1.7 ± 0.2 8.1 ± 0.3 1.2 ± 0.3 7.6 ± 2.8 0.7 ± 0.2
(XIIIb) 4.8 ± 0.8 3.1 ± 0.9 8.9 ± 1.3 >50 7.0 ± 0.1 0.7 ± 0.3
(XIIIc) 1.3 ± 0.6 0.7 ± 0.2 1.9 ± 0.3 0.9 ± 0.3 1.8 ± 0.5 0.7 ± 0.2
(XIIId) 5.7 ± 0.2 1.6 ± 0.3 5.7 ± 1.4 5.5 ± 1.2 24.4 ± 4.6 4.7 ± 1.8
(XVa) >50 >50 >50 >50 >50 >50
(XVb) >50 >50 >50 >50 >50 >50
(XVc) >50 >50 >50 >50 >50 >50
Сунитиниб 2.4 ± 0.3 1.0 ± 0.5 2.7 ± 0.4 1.2 ± 0.3 2.9 ± 0.3 1.3 ± 0.2
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го разрешения проводили с использованием ана-
литической станции ВЭЖХ-МС Agilent Infinity
1260/Thermo Scientific Orbitrap Fusion Lumos в ре-
жиме электрораспылительной ионизации. Тем-
пературу плавления определяли в открытом ка-
пилляре на анализаторе температуры плавления
Mettler Toledo MP 90.

Метил (6-аминогексаноат) хлоргидрат (Ia). К
50 мл метанола при –5°С прикапывают 6.0 г
(50 ммоль) хлористого тионила. Затем прибавля-
ют 6.6 г (25 ммоль) 6-аминогексановой кислоты.
Перемешивают при комнатной температуре 3 ча-

са. Отгоняют растворитель в вакууме, добавляют
20 мл метанола и еще раз отгоняют растворитель.
Выход 6.9 г (95.0%), белые кристаллы. 1H-ЯМР:
8.17 (с, 3H), 3.57 (с, 3H), 2.71 (т, J = 7.4, 2H), 2.28
(т, J = 7.4, 2H), 1.65 – 1.42 (м, 4H), 1.36 – 1.20 (м,
2H). ESI-MS, m/z: 146.1 [М + H+].

Метил(7-аминогептаноат) хлоргидрат (Ib). По-
лучают аналогично из 7-аминогептановой кисло-
ты. Выход 54.2%, белые кристаллы 1H-ЯМР: 8.11
(уш.с, 3H), 3.57 (с, 3H), 2.77–2.65 (м, 2H), 2.29 (т,
2H, J = 7.4), 1.61–1.44 (м, 4H), 1.36 – 1.18 (м, 4H).
ESI-MS, m/z 160.1 [М + H+].

Рис. 1. Ингибирование миграции клеток меланомы Mel Z, рака почки SN-12C и рака молочной железы MCF-7 (окрас-
ка трипановым синим). a – отрицательный контроль – ширина “раны”; б – положительный контроль – прирост мо-
нослоя клеток в полной среде через 24 ч, в – прирост монослоя клеток в полной среде c соединением (IV) в концен-
трации IC10 через 24 ч, г – прирост монослоя клеток в полной среде c сунитинибом в концентрации IC10 через 24 ч.

(а) (б) (в) (г)

Mel Z

SN-12C

MCF-7

Таблица 2. Торможение миграционной активности опухолевых клеток под действием производных гидроксамо-
вой кислоты в концентрациях IC10 на клеточных линиях метастатической меланомы человека Mel Z, почечно-
клеточного рака SN-12C, раке молочной железы MCF-7

Соединение
OVFV

Торможение миграции для опухолевых клеточных линий
(% от клеток без соединений)

SN-12С Mel Z MCF-7

(IV) 65.4 63.5 55.8
(XIIIa) 58.6 48.5 64.9
(XIIIb) 14.1 35.5 54.1
(XIIIc) 2.3 34.1 28.0
(XIIId) 45.7 62.0 69.4
Сунитиниб 38.5 22.3 28.9
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Метил trans-4-аминометилциклогексан-1-карбок-
силат хлоргидрат (V). Получают аналогично из
trans-4-аминометилциклогексанкарбоновой кис-
лоты (транексамовой кислоты). Выход 93.4%, бе-
лые кристаллы. 1H ЯМР: 8.14 (уш.с, 3H), 3.57 (с,
2H), 2.60 (д, 2H, J = 6.9), 2.24 (тт, 1H, J = 12.2, 3.5),
1.97 – 1.75 (м, 4H), 1.64 – 1.47 (м, 1H), 1.28 (кд, 2H,
J = 12.9, 3.2), 0.97 (кд, 2H, J = 12.9, 3.3). ESI-MS,
m/z 172.1 [М + H+].

Метил 6-(2-аминобензамидо)гексаноат (II).
Метиловый эфир 6-аминогексановой кислоты
15 г (83 ммоль) растворяют в 20 мл воды, 10%-ным
раствором гидрокарбоната натрия доводят рН
раствора до 7–8. Полученный раствор приливают
к суспензии 10 г (61 ммоль) изатового ангидрида в
100 мл диметилформамида в плоскодонной колбе
объемом 250 мл, полученную смесь перемешива-
ют 2 часа при комнатной температуре. Смесь вы-
ливают в 200 мл воды, 10%-ным раствором ли-

монной кислоты доводят рН раствора до 3–4.
Экстрагируют серным эфиром 2 по 100 мл, орга-
нический слой промывают 50 мл воды. Отгоняют
растворитель, остаток кристаллизуют из 50 мл
гексана. Выход 15.0 г (92%), белые кристаллы,
т. пл. 53–55°С. 1H ЯМР: 8.16 (т, 1H, J = 5.7), 7.46
(дд, 1H, J = 7.9, 1.5), 7.15–7.08 (м, 1H), 6.68 (дд, 1H,
J = 8.3, 1.2), 6.36 (уш. с, 2H, NH2), 3.58 (с, 3H),
3.26–3.13 (м, 2H), 2.30 (т, 2H, J = 7.4), 1.64–1.42 (м,
4H), 1.39–1.22 (м, 2H). ESI-MS, m/z 265.1 [М + H+].

Метил 4-((2-аминобензамидо)метил)циклогек-
сан-1-карбоксилат (VI). Получают аналогично из
метилового эфира транексамовой кислоты. Вы-
ход 14.3 г (89%), белые кристаллы, т. пл. 100–
103°С. 1H ЯМР: 8.17 (т, 1H, J = 5.8), 7.47 (дд, 1H,
J = 8.0, 1.5), 7.15 – 7.08 (м, 1H), 6.67 (дд, 1H, J = 8.2,
1.2), 6.54 – 6.46 (м, 1H), 6.36 (уш. с, 2H, NH2), 3.58
(с, 3H), 3.06 (т, 2H, J = 6.3), 2.33 – 2.17 (м, 1H), 1.90
(дд, 2H, J = 13.4, 3.5), 1.77 (дд, 2H, J = 13.2, 3.4),
1.59 – 1.40 (м, 1H), 1.28 (кд, 2H, J = 13.0, 3.3), 0.96
(кд, 2H, J = 12.9, 3.4). ESI-MS, m/z 292.2 [М + H+].

2-Амино-N-(6-(гидроксиамино)-6-оксогексил)-
бензамид (III). К раствору 2.64 г (0.01 моля) соеди-
нения (II) в 30 мл метанола прибавляют 30 мл рас-
твора гидроксиламина в метаноле, полученного
из 1.15 г (0.05 моля) натрия и 2.10 г (0.03 моля) хл-
оргидрата гидроксиламина. Перемешивают реак-
ционную смесь 6 часов при комнатной темпера-
туре. Отгоняют метанол в вакууме, добавляют 20
мл воды, подкисляют 5%-ной лимонной кисло-
той до pH 4, отфильтровывают осадок, промыва-
ют 10 мл воды. Выход 2.20 г (83.3%), белые кри-
сталлы, т. пл. 125–126°С. 1H ЯМР: 10.28 (с, 1H,

Рис. 2. Влияние соединения (IV) на формирование СПС на Матригеле клетками рака почки SN-12C и клетками мела-
номы Mel Z. а – клетки в полной среде RPMI-1640, б – клетки, в полной среде RPMI-1640 c соединением (IV) в кон-
центрации IC10, в – клетки, в полной среде RPMI-1640 c сунитинибом в концентрации IC10.

(а) (б) (в)

Mel Z

SN-12C

Таблица 3. Образование СПС под действием произ-
водных гидроксамовой кислоты

Соединение
OVFV

Длина СПС в составе сети,
(% от контроля)

SN-12С Mel Z

(IV) 27.3 45.6
(XIIIa) 43.6 52.6
(XIIIb) 71.8 77.2
(XIIIc) 94.7 80.3
Сунитиниб 47.2 64.3
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NH-OH), 8.60 (с, 1H, NH-OH) 8.11 (т, 1H, CH2NH,
J = 5.6), 7.44 (дд, 1H, Ar, J = 8.0, 1.5), 7.14 – 7.08 (м,
1H, Ar), 6.67 (дд, 1H, Ar, J = 8.2, 1.2), 6.55–6.45 (м,
1H, Ar), 6.30 (уш. с, 2H, NH2), 3.19 (тд, 2H, NCH2,
J = 7.5, 5.6), 1.95 (т, 2H, COCH2, J = 7.5), 1.51 (м,
4H, 2CH2), 1.28 (п, 2H, CH2, J = 7.5). ESI-MS,
m/z 266.2 [М+H+].

4-((2-аминобензамидо)метил)циклогексан-1-
гидроксиаминокарбамид (VII). Получают анало-
гично соединению (III) из 164 мг (1 ммоль) соеди-
нения (VI). Выход 97.4%, белые кристаллы. 1H
ЯМР: 10.33 (с, 1H, NH-OH), 8.62 (с, 1H, NH-OH),
8.16 (т, 1H, J = 5.5), 7.46 (дд, 1H, Ar, J = 7.9, 1.1),
7.12 (тд, 1H, Ar, J = 8.2, 1.4), 6.67 (дд, 1H, Ar, J = 8.1,
1.3), 6.50 (тд, 1H, Ar, J = 8.0, 1.1), 6.34 (уш. с, 2H,
NH2), 3.05 (т, 2H, CH2, J = 5.5), 2.31–2.14 (м, 1H),
1.88 (дд, 2H, CH2, J = 13.2, 3.5), 1.75 (дд, 2H, CH2,
J = 13.2, 3.5), 1.57–1.41 (м, 1H), 1.27 (кд, 2H, CH2,
J = 13.0, 3.3), 0.95 (кд, 2H, CH2, J = 12.9, 3.4). ESI-
MS, m/z 290.3 [М+H+].

N-(6-(Гидроксиамино)-6-оксогексил)-2-(хина-
золин-4-иламино)бензамид (IV). К раствору 164 мг
(1 ммоль) 4-хлорхиназолина в 5 мл ДМФА прибав-
ляют раствор 265 мг (1 ммоль) соединения (III) в
5 мл ДМФА. Реакционную смесь перемешивают
при температуре 40–50°С в течение 30 мин, охла-
ждают до комнатной температуры. Осадок от-
фильтровывают, промывают 5 мл ДМФА, 2 × 10 мл
серного эфира. Выход 384 мг (97.6%), светло-бе-
жевые кристаллы, т. пл. 180.8–187.5°С. 1H ЯМР:
12.60 (с, 1H, NH-OH), 10.33 (с, 1H, NH-OH), 8.98
(д, 1H, NH, J = 1.2), 8.90 (т, 1H, CH2NH, J = 5.6),
8.72 (с, 1H, Ar), 8.66 (с, 1H, Ar), 8.17 (д, 1H, Ar,
J = 8.2), 7.95–7.81 (м, 3H, Ar), 7.75 (т, 1H, Ar, J = 7.5),
7.60 (т, 1H, Ar, J = 7.4), 7.19 (тд, 1H, Ar, J = 7.6, 1.2),
3.18 (тд, 2H, J = 6.9, 4.7), 1.94 (т, 2H, COCH2, J = 7.3),
1.62–1.45 (м, 4H, CH2), 1.38–1.21 (м, 2H, CH2). 13C
ЯМР: 169.58, 169.24, 169.17, 157.23, 154.73, 149.78,
140.26, 140.11, 133.73, 132.38, 128.72, 128.55, 127.82,
122.73, 121.89, 121.34, 115.97, 32.65, 28.99, 26.54,
25.32. HRMS: m/z 394.1874 [M]+. Вычислено для
(C21H23N5O3)+: 394.1877.

N-((4-(гидроксикарбамоил)циклогексил)метил)-
2-(хиназолин-4-иламино)-бензамид (VIII). Получа-
ют аналогично соединению (IV) из 164 мг
(1 ммоль) 4-хлорхиназолина и 291 мг (1 ммоль)
соединения (VII). Выход 97.4%, белые кристаллы,
т. пл. 200.6–201.8°С. 1H ЯМР: 12.48 (с, 1Н, NH-OH),
10.32 (с, 1Н, NH-OH), 8.94 (д, 1Н, NH, J = 1.2),
8.87 (т, 2Н, CH2NH, J = 5.0), 8.71 (с, 1H, Ar),
8.62 (с, 1H, Ar), 8.16 (д, 1Н, Ar, J = 7.8), 7.95–
7.80 (м, 3H, Ar), 7.75 (т, 1Н, Ar, J = 7.2), 7.60 (т,
1Н, Ar, J = 7.8), 7.20 (т, 1Н, Ar, J = 7.6), 3.18 (т, 2H,
CH2, J = 6.3), 2.01–1.85 (м, 1H, CH), 1.79 (д, 2H,
CH2, J = 12.7), 1.64 (д, 2H, CH2, J = 11.8), 1.34 (кв,
2H, CH2, J = 12.6), 0.95 (кв, 2H, CH2, J = 12.4). 13C

ЯМР: 172.23, 172.15, 168.89, 156.87, 156.78, 154.36,
149.54, 139.72, 139.56, 133.22, 131.90, 128.33, 128.26,
127.29, 122.31, 121.38, 115.52, 45.33, 45.21, 41.18,
36.77, 29.67, 28.62. HRMS: m/z 420.2030 [M]+. Вы-
числено для (C23H25N5O3)+: 420.2034.

4-(Хиназолин-4-иламино)бензойная кислота (X).
К раствору 230 мг (2 ммоль) 4-хлорхиназолина в
5 мл ДМФА прибавляют раствор 300 мг (2 ммоль)
метил 4-аминобензоата в 5 мл ДМФА. Реакцион-
ную смесь перемешивают при температуре 40–
50°С в течение 30 мин, охлаждают до комнатной
температуры. Осадок отфильтровывают, промы-
вают 5 мл ДМФА, 2 × 10 мл серного эфира. К по-
лученному соединению (IX) добавляют раствор
120 мг (3 ммоль) NaOH в смеси 5 мл воды и 10 мл
метанола. Смесь кипятят 2 часа, добавляют 10 мл
воды, подкисляют 5%-ной лимонной кислотой до
pH 4, отфильтровывают осадок, промывают 10 мл
воды. Выход 416 мг (78.5%), белые кристаллы,
т. пл. 296.1–299.2°С (разл.). 1H ЯМР: 10.67 (с,
1H, OH), 8.85 (с, 1H, NH), 8.68 (д, 1H, Ar, J = 8.3),
8.06–7.97 (м, 5H, Ar), 7.87 (д, 1H, Ar, J = 7.2), 7.79
(т, 1H, Ar, J = 7.7).

Метил 6-((4-(хиназолин-4-иламино)бензоил)ами-
но)гексаноат (XIa). К раствору 642 мг (2 ммоль)
TBTU, 304 мг (2 ммоль) гидрата гидрокси-
бензтриазола и 606 мг (6 ммоль) N-метилморфо-
лина в 20 мл ДМФА прибавляют 530 мг (2 ммоль)
соединения (X), затем 362 мг (2 ммоль) хлоргид-
рата метил 6-аминогексаноата. Перемешивают
5 часов при комнатной температуре. Добавляют
30 мл воды и экстрагируют 2 × 25 мл этилацетата,
органический слой промывают 20 мл 5%-ной ли-
монной кислоты, 10 мл воды, 10 мл 5%-ного рас-
твора бикарбоната натрия, 10 мл воды. Отгоняют
растворитель в вакууме. Выход 576 мг (73.5%) бе-
жевые кристаллы. ESI-MS, m/z 393.2 [М + H+].
Без дополнительной очистки использовали в
дальнейших синтезах.

Метил 7-((4-(хиназолин-4-иламино)бензоил)ами-
но)гептаноат (XIb). Получали аналогично соедине-
нию (XIa) с использованием 390 мг (2 ммоль) хлор-
гидрата метил 7-аминогептаноата. Выход 610 мг
(75.1%). ESI-MS, m/z 407.3 [М + H+]. Без допол-
нительной очистки использовали в дальнейших
синтезах.

N-(6-(гидроксиамино)-6-оксогексил)-4-(хина-
золин-4-иламино)бензамид (XIIa). К раствору ме-
тилата натрия, полученному растворением на-
трия (92 мг, 4.00 ммоль) в метаноле (10 мл) при
0°С, добавляют гидрохлорид гидроксиламина
(208 мг, 3.00 ммоль), перемешивают при 0°C в те-
чение 20 мин, затем прибавляют соединение (XIa)
(392 мг, 1 ммоль). Реакционную смесь перемеши-
вают при комнатной температуре в течение 5-ти
часов (ТСХ контроль), добавляют 10 мл воды, под-
кисляют 5%-ной соляной кислотой до pH 4–5, от-
гоняют метанол. Выпавший осадок отфильтровы-
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вают, промывают водой, и сушат на воздухе. Вы-
ход 320 мг (81.2%), белые кристаллы, т. пл. 212.9°С.
1H ЯМР: 10.34 (с, 1Н, NH-OH), 9.94 (с, 1Н, NH-
OH), 8.67 (уш. c, 2H, NH + Ar), 8.59 (д, 1H, Ar,
J = 8.3), 8.37 (т, 1H, CH2NH, J = 5.5), 8.01 (д, 2H,
Ar, J = 8.5), 7.93–7.79 (м, 4H, Ar), 7.67 (т, 1H, Ar,
J = 7.5), 3.30–3.19 (м, 1H, CH2NH), 1.96 (т, 2H,
COCH2, J = 7.3), 1.61 – 1.45 (м, 4H, CH2), 1.38–
1.20 (м, 2H, CH2). HRMS: m/z 394.1800 [M]+. Вы-
числено для (C21H23N5O3)+: 394.1877.

N-(7-(гидроксиамино)-7-оксогептил)-4-(хина-
золин-4-иламино)бензамид (XIIb). Получают ана-
логично соединению XIIa из 406 мг (1 ммоля) со-
единения XIb. Выход 310 мг (76.1%), белые кри-
сталлы, т. пл. 237.8–238.3°С. 1H ЯМР: 10.34 (c, 1H,
NHOH), 9.95 (c, 1H, NHOH), 8.66 (уш. с, 2H,
NH + Ar), 8.60 (д, 1H, Ar, J = 8.4), 8.37 (т, 1H,
CH2NH, J = 5.6), 8.01 (д, 2H, Ar, J = 8.4), 7.93–7.79
(м, 4H, Ar), 7.67 (т, 1H, Ar), 3.30–3.18 (м, 2H, CH2),
1.95 (м, 2H, CH2, J = 7.3), 1.60–1.41 (м, 4H, 2CH2),
1.39–1.24 (м, 4H, 2CH2). 13C ЯМР: 169.19, 165.62,
157.49, 154.33, 149.74, 141.72, 133.21, 129.35, 127.88,
127.63, 126.47, 123.08, 121.00, 115.22, 32.25, 29.13,
28.39, 26.28, 25.12. HRMS: m/z 408.2030 [M]+. Вы-
числено для (C22H25N5O3)+: 408.2034.

N-Гидрокси-6-(2-(4-хлорфенил)-4-оксо-1,2-
дигидрохиназолин-3(4H)-ил)гексамид (XIIIa). Рас-
твор 265 мг (1 ммоль) соединения (III) и 147 мг
(1.05 ммоль) 4-хлорбензальдегида в 5 мл этанола
перемешивают при кипении в атмосфере аргона в
течение 6 часов, отгоняют растворитель в вакууме.
Полученный твердый остаток растирают в 5 мл ди-
этилового эфира и сушат на воздухе. Выход 289 мг
(74.8%), т. пл. 111.4–112.3°С. 1H ЯМР: 10.31 (с, 1Н,
NH-OH), 7.63 (д, 1Н, Ar, J = 7.4), 7.45–7.29 (м, 4Н,
Ar), 7.19 (т, 1Н, Ar, J = 7.6), 6.70–6.57 (м, 2Н, Ar),
5.86 (с, 1Н, N-CH-N), 3.96–3.79 (м, 1H, NCH2),
2.79–2.64 (м, 1H, NCH2), 1.91 (т, 2Н, СОСН2, J =
7.3), 1.61–1.37 (м, 4H, 2CH2), 1.33–1.16 (м, 2H,
CH2CH2-CO). HRMS: m/z 388.1422 [M]+. Вычис-
лено для (C20H22ClN3O3)+: 388.1426.

N-Гидрокси-6-(2-(3-метоксифенил)-4-оксо-1,2-
дигидрохиназолин-3(4H)-ил)гексамид (XIIIb). Рас-
твор 265 мг (1 ммоль) соединения (III) и 147 мг
(1.05 ммоль) 4-хлорбензальдегида в 5 мл этанола
перемешивают при кипении в атмосфере аргона в
течение 6 часов, отгоняют растворитель в вакууме.
Полученный твердый остаток растирают в 5 мл ди-
этилового эфира и сушат на воздухе. Выход 299 мг
(78.1%), т. пл. 119.0–120.2°С. 1H ЯМР: 10.31 (с, 1Н,
NH-OH), 7.66 (дд, 1Н, Ar, J = 7.9, 1.6), 7.28 (тд, 1H,
Ar, J = 8.2, 1.8), 7.18 (тд, 1H, Ar, J = 7.6, 1.4), 7.13 (д,
1H, Ar, J = 7.6), 7.05 (д, 1H, Ar, J = 8.2), 6.86 (т, 1H,
Ar, J = 7.5), 6.70–6.60 (м, 2H, Ar), 6.14 (c, 1H, N-
CH-N), 3.96–3.82 (м, 1H, NCH2), 3.70 (с, 3H,
OCH3), 2.80–2.63 (м, 1H, NCH2), 1.91 (т, 2Н, СО-

СН2, J = 7.3), 1.63–1.40 (м, 4H, 2CH2), 1.37–1.17 (м,
2H, CH2-CH2-CO). 13C ЯМР: 169.09, 162.22, 159.31,
146.18, 142.77, 133.13, 129.64, 127.34, 118.14, 117.15,
115.03, 114.22, 113.25, 112.36, 69.81, 55.05, 44.29,
32.17, 27.22, 25.94, 24.85. HRMS: m/z 384.1918 [M]+.
Вычислено для (C21H25N3O4)+: 384.1922.

N-Гидрокси-6-(2-(4-метокси)-3-(2-фторфе-
нокси)метилфенил)-4-оксо-1,2-дигидрохиназо-
лин-3(4H)-ил)гексамид (XIIIc). Раствор 159 мг
(0.60 ммоль) соединения (III) и 164 мг (0.63 ммоль)
4-метокси-3-(2-фторфенокси)метилбензальде-
гида в 5 мл метанола перемешивают при кипении
в атмосфере аргона в течение 6 часов, отгоняют
растворитель в вакууме. Полученный твердый
остаток растирают в 5 мл диэтилового эфира и су-
шат на воздухе. Выход 301 мг (98.8%), т. пл. 102.8–
104.7°С. 1H ЯМР: 10.30 (с, 1Н, NH-OH), 7.61 (дд,
1H, Ar, J = 7.8, 1.6), 7.42 (д, 1H, Ar, J = 2.3), 7.32–
7.06 (м, 6H, Ar), 7.03 (д, 1H, Ar, J = 8.6), 6.98–6.88
(м, 1H, Ar), 6.67–6.58 (м, 2H, Ar), 5.79 (s, 1H, N–
CH–N), 5.06 (s, 2H, OCH2), 3.88–3.80 (м, 2H,
NCH2), 3.79 (c, 3H, OCH3), 2.74–2.58 (м, 1H,
NCH2), 1.90 (т, 2Н, СО–СН2, J = 7.3), 1.60–1.33
(м, 4H, 2CH2), 1.25–1.11 (м, 2H, 2CH2). 13C ЯМР:
169.11, 162.21, 157.04, 153.46, 150.24, 146.28, 146.23,
146.15, 133.06, 132.96, 127.41, 127.35, 124.78, 124.74,
124.23, 121.31, 121.22, 117.08, 116.15, 115.92, 115.42,
114.98, 114.19, 110.94, 69.64, 65.66, 55.68, 44.04,
32.19, 27.12, 25.97, 24.83. HRMS: m/z 508.2242 [M]+.
Вычислено для (C28H30FN3O5)+: 508.2246.

Метил 6-(9,10-диметокси-5,11-диоксоиндоло[2,1-
a]хиназолин-6(5H,6aH,11H)-ил)гексаноат (XIV).
Раствор 264 мг (1.0 ммоль) соединения (IIa) и
242 мг (1.15 ммоль) 2,3-диметокси-6-формилбен-
зойной кислоты в 5 мл хлорбензола в присутствии
каталитического количества п-толуолсульфокис-
лоты моногидрата кипятят в течение 4-х часов,
охлаждают до комнатной температуры, добавля-
ют 10 мл диэтилового эфира. Выпавший осадок
отфильтровывают, сушат на воздухе. Выход
392 мг (89%), белые кристаллы, т. пл. 123.9–
124.4°C. 1H ЯМР: 8.04–7.90 (м, 2H, Ar), 7.75–7.64
(м, 1H, Ar), 7.60 (д, 1H, Ar, J = 8.3), 7.46 (д, 1H, Ar,
J = 8.3), 7.36 (т, 1H, Ar, J = 7.6), 6.40 (с, 1H,
NCHN), 3.92 (с, 3H, OCH3), 3.91 (с, 3H, OCH3),
3.71–3.63 (м, 2H, NCH2), 3.56 (с, 3H, CO2CH3),
2.22 (т, 2H, CH2, J = 7.3), 1.56–1.35 (м, 4H, 2CH2),
1.34–1.07 (м, 2H, CH2). ESI-MS, m/z 439.5 [М + H+].

6-(9,10-диметокси-5,11-диоксоизоиндоло[2,1-
a]хиназолин-6(5H,6aH,11H)-ил)-N-гидроксигек-
санамид (XIIId). К раствору метилата натрия, по-
лученному растворением 69 мг (3 ммоля) натрия в
метаноле (7 мл) при 0°С, добавляют 139 мг (2 ммоля)
гидрохлорида гидроксиламина, перемешивают при
0°C в течение 20 мин, затем прибавляют 378 мг
(0.86 ммоль) соединения (XIV). Реакционную смесь
перемешивают при комнатной температуре в тече-
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ние 3-х часов (ТСХ контроль), добавляют 5 мл
воды, подкисляют 5%-ной соляной кислотой до
pH 4–5, упаривают метанол. Выпавший осадок
отфильтровывают, промывают водой, и сушат на
воздухе. Выход 200 мг (52.9%), белые кристаллы,
т. пл. 136.1–141.8°C. 1H ЯМР: 10.31 (с, 1H, NHOH),
8.65 (с, 1H, Ar), 7.97 (д, 1H, Ar, J = 6.9), 7.94 (д,
1H, Ar, J = 7.3), 7.68 (т, 1H, Ar, J = 7.9), 7.59 (д,
1H, Ar, J = 8.3), 7.47 (д, 1H, Ar, J = 8.3), 7.36 (т,
1H, Ar, J = 7.6), 6.40 (с, 1H, NCHN), 3.92 (с, 3H,
OCH3), 3.91 (с, 3H, OCH3), 3.79–3.54 (м, 2H,
NCH2), 1.88 (т, 2H, COCH2, J = 7.3), 1.54–1.36 (м,
4H, 2CH2), 1.34–1.10 (м, 2H, CH2). 13C ЯМР:
169.05, 162.71, 162.58, 153.83, 147.09, 136.51, 133.07,
130.75, 128.32, 124.99, 123.82, 121.64, 120.46, 120.24,
117.53, 68.85, 61.84, 56.44, 41.97, 32.13, 27.66, 25.80,
24.80. HRMS: m/z 440.1816 [M]+. Вычислено для
(C23H25N3O6)+: 440.1819.

3-Гидрокси-2-(3-(4-метокси-(2-фторфенокси)ме-
тил)-фенил)-2,3-дигидрохиназолин-4(1H)-он (XVa).
Смесь 0.30 г (2 ммоль) 2-аминобензгидроксамо-
вой кислоты и 0.52 г (2 ммоль) 3-((2-фторфенок-
си)метил)-4-метоксибензальдегида в 7 мл мета-
нола в присутствии каталитического количества
пара-толуолсульфокислоты моногидрата кипятят
с обратным холодильником в течение 4-х часов в
атмосфере аргона, охлаждают до температуры
‒15°C и оставляют на 8 часов. Выпавший осадок
отфильтровывают, фильтрат упаривают в вакуу-
ме, полученный остаток растирают с 10 мл диэти-
лового эфира, сушат на воздухе. Выход 0.62 г
(79%), кристаллы телесного цвета, т. пл. 209.7°C
(разл.). 1H NMR: 9.64 (с, 1H, NOH), 7.65 (дд, 1H,
Ar, J = 8.0, 1.6), 7.54 (д, 1H, NH, J = 2.3), 7.41 (дд,
1H, Ar, J = 8.5, 2.3), 7.36 (д, 1H, J = 1.8), 7.28–7.15
(м, Ar, 4H), 7.15–7.03 (м, Ar, 2H), 7.01–6.88 (м, Ar,
1H), 6.76 – 6.63 (м, Ar, 2H), 5.87 (д, 1H, J = 1.7),
5.07 (с, 2H, CH2), 3.81 (с, 3H). 13C ЯМР: 162.94,
157.35, 153.41, 150.18, 146.48, 146.35, 146.22, 134.59,
133.35, 131.74, 131.70, 129.50, 128.52, 128.39, 127.28,
127.19, 127.10, 124.85, 124.80, 121.31, 121.23, 121.15,
117.34, 114.06, 110.75, 74.60, 65.80, 55.74. HRMS: m/z
395.1402 [M]+. Вычислено для (C22H19FN2O4)+:
395.1405.

6-Гидрокси-6,6a-дигидроизоиндоло[2,1-a]хина-
золин-5,11-дион (XVb). Раствор 0.45 г (3.30 ммоль)
гидроксиамида антраниловой кислоты и 0.50 г
(3.30 ммоль) 2-формилбензойной кислоты в при-
сутствии каталитического количества пара-толу-
олсульфокислоты моногидрата в 13 мл хлорбен-
зола кипятят в течение 7-ми часов, реакционную
смесь упаривают досуха и растирают с 10 мл ди-
этилового эфира. Осадок отфильтровывают, су-
шат на воздухе до постоянного веса. Выход 0.77 г
(96%), белые кристаллы, т. пл. 198–199°C. 1H
ЯМР: 9.41 (с, 1H, NOH), 8.08 (дд, 1H, Ar, J = 8.2,
0.6), 7.97 (дд, 1H, Ar, J = 7.8, 1.6), 7.89 (уш. д, 2H,

Ar, J = 8.1), 7.79 (тд, 1H, Ar, J = 7.4, 1.3), 7.74–7.64
(м, 2H, Ar), 7.35 (тд, 1H, Ar, J = 7.6, 1.1), 6.52 (с, 1H,
NCHN). 13C ЯМР: 165.26, 164.88, 139.55, 136.41,
133.68, 133.22, 131.27, 130.58, 128.22, 126.72, 125.24,
123.85, 120.00, 119.25, 72.72. HRMS: m/z 267.0764
[M]+. Вычислено для (C15H10N2O3)+: 267.0769.

6-Гидрокси-9,10-диметокси-6,6a-дигидроизо-
индоло[2,1-a]хиназолин-5,11-дион (XVc). Раствор
0.45 г (3.30 ммоль) амида антраниловой кислоты и
0.80 г (3.80 ммоль) 6-формил-2,3-диметоксибен-
зойной кислоты в присутствии каталитического
количества пара-толуолсульфокислоты моногид-
рата в 15 мл хлорбензола кипятят в течение 7-ми
часов, реакционную смесь упаривают досуха и рас-
тирают с 10 мл диэтилового эфира. Осадок отфиль-
тровывают, сушат на воздухе до постоянного веса.
Выход 0.94 г (92%), белые кристаллы, т. пл. 240°C
(разл.). 1H ЯМР: 9.28 (с, 1H, NOH), 8.04 (д, 1H, Ar,
J = 7.8), 7.95 (дд, 1H, Ar, J = 7.8, 1.6), 7.68 (тд, 1H,
Ar, J = 7.8, 1.6), 7.52 (д, 1H, Ar, J = 8.3), 7.44 (д, 1H,
Ar, J = 8.3), 7.33 (тд, 1H, Ar, J = 7.6, 1.1), 6.36 (с, 1H,
NCHN), 3.91 (с, 3H, OCH3), 3.88 (с, 3H, OCH3).
13C ЯМР: 164.76, 163.40, 153.81, 146.70, 136.47,
133.51, 131.79, 128.13, 125.16, 123.26, 122.27, 120.25,
119.39, 117.80, 71.65, 61.76, 56.50. HRMS: m/z 327.0903
[M]+. Вычислено для (C17H14N2O5)+: 327.0979.

Культивирование клеточных линий
В работе были использованы линии клеток ме-

ланомы Mel Z, выведенных в клеточную линию
из метастатических узлов больной меланомой ко-
жи, проходившей лечение в “НМИЦ онкологии
им. Н.Н. Блохина” Минздрава России [18]. Клетки
рака молочной железы MCF-7 (ATCC® HTB-22™)
и клетки рака почки SN-12C [19] были получены
из банка клеточных культура “НМИЦ онкологии
им. Н.Н. Блохина” Минздрава России.

Опухолевые клетки линии Mel Z и SN-12C
культивировали на полной ростовой среде RPMI-
1640 (Gibco), содержащей 10% ЭТС (HyClone),
2 мM глутамина, 50 мг/мл пенициллина-стрепто-
мицина (“ПанЭко”, Россия) на культуральных
флаконах (Eppendorf) при 37°С в атмосфере 5%
CO2. Клетки MCF-7 культивировали на полной
ростовой среде DMEM (Gibco), содержащей 10%
ЭТС (HyClone), 2 мM глутамина, 50 мг/мл пени-
циллина-стрептомицина (“ПанЭко”, Россия) на
культуральных флаконах (Eppendorf) при 37°С в
атмосфере 5% CO2. Клетки поддерживали в лога-
рифмической фазе роста постоянным пересевом
культуры через 2–3 дня.

МТТ тест
Цитотоксическую активность соединений оце-

нивали c помощью стандартного МТТ-теста с ис-
пользованием МТТ-реагента (3,4,5-диметилтиа-
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зол-2-ил-2,5-дифенилтетразолиум бромид), ос-
нованного на способности дегидрогеназ живых
метаболически активных клеток восстанавливать
МТТ-реагент до голубых нерастворимых кри-
сталлов формазана. Для каждого соединения
строили график зависимости “концентрация–
эффект” и определяли IС50 и IС10 при помощи
программы GraphPad Prizm 5.0 (GraphPad).
Ошибка измерений в экспериментах не превы-
шала 5%.

Опухолевые клетки линий MCF-7, Mel Z и
SN-12C (5 × 104 клеток/мл) вносили в лунки 96-
луночного планшета (Nunc) в полной ростовой
среде RPMI-1640 или DMEM (для MCF-7), со-
держащей 10% эмбриональной сыворотки телен-
ка – ЭТС (HyClone), 2 мM глутамина, 50 мг/мл
пенициллина-стрептомицина (“ПанЭко”, Рос-
сия). Спустя 24 часа наносили соединения в диа-
пазоне концентраций 10–4–10–10 и инкубировали
в течение 48 часов, затем добавляли в каждую
лунку по 10 мкл раствора МТТ в конечной кон-
центрации 0.5 мг/мл, (Sigma, Chemical Co, CША).
Клетки инкубировали еще 4 часа, далее клетки
осаждали центрифугированием планшетов при
1000 об./мин в течение 3 мин на центрифуге Het-
tich 460R (Hettich), среду отбирали и добавляли к
клеткам 200 мкл ДМСО. Клетки ресуспендирова-
ли и инкубировали 10 мин при 37°С, после чего
немедленно определяли оптическую плотность
раствора формазана на микропланшетном фото-
метре Multiskan FC при 570 нм (Thermo Scientific),
используя ДМСО как нулевой контроль.

Метод оценки блокирования миграционной 
способности клеток по методу “заживления раны”

Опухолевые клетки (3 × 105 клеток/мл) вносили
в лунки 24-луночного планшета (Nunc) в среде
RPMI-1640 или DMEM содержащей 10% эмбрио-
нальной сыворотки теленка – ЭТС (HyClone),
2 mM глутамина, 50 мг/мл пенициллина-стреп-
томицина (“ПанЭко”, Россия) и инкубировали
до образования монослоя. Затем монослой нару-
шали путем соскабливания части клеток по пря-
мой через центр лунки (наконечником 200 мкл).
В течение 24 часов клетки инкубировали в пол-
ной культуральной среде RPMI-1640 или DMEM,
содержащей 10% ЭТС, 2 мМ глутамина и нецито-
токсические концентрации IC10 каждого из ис-
следуемых соединений. В качестве отрицатель-
ного контроля, определяющего ширину “раны”,
использовали клетки, культивируемые в бессы-
воротной среде RPMI-1640 или DMEM, положи-
тельным контролем, определяющим максималь-
ный прирост монослоя клеток в область “раны”,
являются клетки, растущие в полной среде RPMI-
1640 или DMEM с 10% ЭТС без соединений. В ка-
честве препарата сравнения использовали суни-

тиниб в нецитотоксической концентрации 1 мкМ
(Selleckchem). После окончания инкубирования,
монослой клеток на планшетах, дважды промы-
вают PBS и окрашивают его красителем трипано-
вым синим (“ПанЭко”). Результаты ингибирова-
ния миграционной активности определяли как
соотношение (в процентах) прироста площади
монослоя клеток под действием исследуемых со-
единений по отношению к приросту клеток в по-
ложительном контроле. Ширину раны в отрица-
тельном контроле используют в качестве базово-
го значения для расчета ширины “раны”.

Культивирование клеток в 3D-системе

Матригель (Corning) размораживали при 4°С и
наносили по 100 мкл лунки 24-луночного план-
шета (Nunc) на льду и оставляли в стерильных
условиях для полимеризации матрикса в течение
1 часа при комнатной температуре и 30 мин при
37°С в СО2 инкубаторе. Клетки линий Mel Z и
SN-12C в концентрации 4 × 105 клеток/мл в пол-
ной ростовой среде RPMI-1640 (Gibco), содержа-
щей 10% ЭТС, наносили на гель и инкубировали
при 37°С в течение 12 ч с добавлением исследуе-
мых соединений в нецитотоксических концен-
трациях (IС10). В качестве положительного кон-
троля использовали клетки, инкубируемые в сре-
де RPMI-1640 (Gibco), содержащей 10% ЭТС без
добавления исследуемых соединений. После
окончания инкубации делали серию фотосним-
ков образовавшейся сети сосудистоподобных
структур при помощи цифровой фотокамеры
(Canon) и оценивали длину сосудисто-подобных
структур из опухолевых клеток в составе замкну-
той сети при помощи программы Image J v.1.73
(NIH, USA, freeware).

Статистический анализ

Все эксперименты проводились 3 раза незави-
симо друг от друга. Данные представлены как
среднее значение ± стандартное отклонение. Раз-
личия считались статистически значимыми, ко-
гда значения P были менее 0.05. Все статистические
анализы были выполнены с использованием про-
граммного обеспечения GraphPad Prism (GraphPad
Software, La Jolla, Сан-Диего, Калифорния, США).
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The Influence of Hydroxamic Acid Derivatives on Vasculogenic Mimicry
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In recent years, another mechanism of tumor vascularization has been identified that does not involve endo-
thelial cells, a process called vasculogenic mimicry (VM). VM describes the unique ability of highly aggressive
tumor cells to form vessel-like networks by virtue of their high plasticity. The formation of vascular channels
lined with tumor cells is typical for those areas of the tumor where there is a low density of blood vessels. It is
assumed that the formation of a channel network within the tumor is expected to maintain homeostasis and
prevent premature necrosis within the tumor. Bifunctional compounds based on the combination of quinazo-
line and hydroxamic acid in one molecule on their ability to inhibit the migration of tumor cells and vascu-
logenic mimicry were studied.

Keywords: quinazoline, hydroxamic acid, melanoma, breast cancer, kidney cancer, migration, vasculogenic mimicry
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Для эмульсионной ПЦР-амплификации комбинаторных библиотек олигонуклеотидов оптимизи-
рованы условия стабильной генерации эмульсий “вода-в-масле” с каплями оптимального разме-
ра при использовании 3% силиконового эмульгатора ABIL EM 180 с добавлением 0.5% Triton Х100
в минеральном масле в режиме контролируемого механического перемешивания.

Ключевые слова: аптамеры, SELEX, эмульсионная ПЦР, ePCR, ABIL EM 180
DOI: 10.31857/S0132342320020128

Аптамерами называются короткие одноцепо-
чечные олигонуклеотиды, обладающие опреде-
ленной пространственной структурой и, благода-
ря этому, способные с высокой аффинностью и
специфичностью связываться с молекулами-ми-
шенями различной природы [1]. Аптамеры полу-
чают направленным отбором in vitro из комбина-
торных библиотек олигонуклеотидов, содержа-
щих вырожденные последовательности длиной
40 нт, фланкированные константными участками
длиной около 20 нт, которые при селекции ис-
пользуют в качестве зон отжига праймеров для
ПЦР-амплификации [2].

Важным этапом при селекции аптамеров из
библиотеки олигонуклеотидов является проведе-
ние реакции амплификации после раунда отбора
(SELEX) связавшихся с молекулой-мишенью ва-
риантов аптамеров [3]. Применение традицион-
ного метода ПЦР приводит к избирательному на-
коплению ампликонов, а также к появлению
длинноцепочечных ПЦР-продуктов [4–6], обра-
зование которых можно минимизировать прове-
дением ПЦР в водно-масляной эмульсии. Высо-
коэффективная ПЦР в эмульсии предполагает
проведение процесса в миллионах изолирован-

ных микрореакторов и позволяет получить тыся-
чи копий единственного фрагмента ДНК. Прин-
цип проведения эмульсионной ПЦР заключается
в добавлении водного раствора компонентов
ПЦР в смесь минерального масла и эмульгатора с
таким расчетом, чтобы каждая молекула ДНК ока-
залась в изолированной водной микрокапле [6].
Этот подход позволяет минимизировать потери
отдельных исходных матриц [7]. Для того чтобы
выполнять манипуляции с эмульсией, такие, как
воспроизводимая генерация, амплификация при
высокой температуре, перенос эмульсии, важно
использовать эмульгаторы, дающие стабильные
эмульсии воды в масле. В большинстве случаев
такие эмульгаторы являются амфифильными мо-
лекулами с гидрофобными и гидрофильными
группами [8]. Наиболее простым решением этих за-
дач является использование высокоэффективных
биосовместимых эмульгаторов (Span 80, Tween 20,
Triton X100 [6, 9]; ABIL EM 90 и Triton X100 [6, 10,
11]; ABIL EM 180 [12]; Span 80 и brij 35 [13], Span 80 и
brij L4 [14]) и минерального, а также синтетиче-
ского (Tegosoft Dec, ABIL WE09) масла [15, 16].
Поверхностно-активные вещества (ПАВ) адсор-
бируются на границе раздела “масло–вода” и
снижают поверхностное натяжение, что препят-
ствует слиянию капель и придает им метаста-
бильность [17]. Взаимодействие биологических
молекул (белков, ДНК, РНК) с границей раздела
“масло-вода” может привести к денатурации и
локализации молекул на поверхности [18]. Диф-
фузия молекул в масляную фазу может привести к

Сокращения: SELEX (systematic evolution of ligands by expo-
nential enrichment – систематическая эволюция лигандов
путем экспоненциального обогащения); ПАВ – поверх-
ностно-активные вещества; эПЦР – эмульсионная поли-
меразная цепная реакция.

# Автор для связи: (тел.: +7 (499) 135-98-00; факс (495) 135-
14-05; эл. почта: chud@eimb.ru).

УДК 577.151.35,577.113.4:577.2.08
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потере ПЦР-продукта и перекрестной контами-
нации в микрокаплях [19].

В качестве непрерывной фазы применяли ми-
неральное масло (Sigma-Aldrich Corp., США) с
добавлением ПАВ, представленных в табл. 1.
ABIL EМ 180 [12, 17] обладает хорошей термоста-
бильностью и совместимостью с электролитами,
а его применение в парфюмерной промышленно-
сти свидетельствует о хорошей биосовместимо-
сти. В качестве дисперсной фазы использовали
раствор ПЦР-смеси постоянного состава. По ре-
зультатам исследований определены режимы и
условия стабильной генерации эмульсий с капля-
ми оптимального размера, такие как температура,
интенсивность перемешивания, концентрации
ПАВ и дисперсной фазы.

Воспроизводимые результаты при формиро-
вании эмульсии получены при использовании
ABIL EM 180 с концентрацией 3% с добавлением
0.5% Triton Х100 в режиме механического переме-
шивания со скоростью 1400 об./мин. Было пока-
зано, что сочетание состава масляной фазы и раз-

ных видов магнитных перемешивающих элемен-
тов позволяет добиться устойчивой генерации
эмульсии c микрокаплями оптимального размера
(табл. 1).

Скорость перемешивания оказывает сильное
влияние на размер микрокапель дисперсной фа-
зы в эмульсиях, получаемых методом механиче-
ского перемешивания. Экспериментально найде-
но, что при недостаточно высокой скорости пере-
мешивания происходит коалесценция (слияние)
капель в получаемой эмульсии, а увеличение ин-
тенсивности перемешивания (центрифуга – вор-
текс Микроспин FV-2400) приводит к уменьше-
нию размера капель, что в свою очередь снижает
выход продуктов амплификации ДНК в ходе
эмульсионной ПЦР.

Нами изучено влияние концентрации эмуль-
гатора и доли дисперсной фазы на эффективность
амплификации комбинаторной библиотеки ДНК,
которая непосредственно связана с размером мик-
рокапель дисперсной фазы. С ростом концентра-
ции ПАВ до определенного предела средний раз-
мер капель в эмульсиях уменьшается [20], в то
время как низкая концентрация эмульгатора при-
водит к коалесценции капель. Такое же влияние
оказывает высокая концентрация дисперсной фа-
зы, при которой водные микрокапли находятся
на более близком расстоянии друг от друга, что
приводит к их слиянию и увеличению диаметра.

Для проведения эмульсионной ПЦР оптими-
зированы различные параметры, такие как на-
чальная концентрация матрицы, температура
отжига и концентрация праймеров, концентра-
ция ДНК-полимеразы. Помимо температурной
устойчивости капель начальная концентрация
матрицы является наиболее важным параметром
эмульсионной ПЦР. Слишком высокая концен-
трация ДНК-матрицы в реакционной смеси ин-
гибирует ПЦР, а также приводит к неспецифиче-
ской амплификации.

Другим важным параметром является концен-
трация бычьего сывороточного альбумина, (BSA),
который добавляют к дисперсной фазе [11, 16].
Присутствие глобулярного белка в водной мик-
рокапле необходимо для предотвращения сорб-
ции ДНК-полимеразы на поверхности раздела фаз
“масло-вода” и ее денатурации. Эксперименталь-
но определена оптимальная концентрация BSA,
составившая 0.5 мг/мл, для проведения ПЦР-ам-
плификации с высокой эффективностью (рис. 1).
Отсутствие BSA или его высокая концентрация в
дисперсной фазе привела к резкому уменьшению
эффективности ПЦР-амплификации.

Результаты исследований по изучению темпе-
ратурной стабильности эмульсии показали, что
добавление 3% ABIL EM 180 и 0.5% Triton X100 в
минеральное масло позволяет обеспечить темпе-
ратурную устойчивость эмульсии (72°С в течение,

Рис. 1. Гель-электрофорез в 2% агарозном геле про-
дуктов эмульсионной ПЦР-амплификации ДНК-
библиотеки, полученных с добавлением BSA в кон-
центрации 0, 0.5, 1 мг/мл (дорожки 2–4 соответствен-
но). Положительный контроль, продукты традици-
онной ПЦР-амплификации ДНК-библиотеки (до-
рожка 5), отрицательный контроль – результаты
эмульсионной ПЦР-амплификации ДНК-библиоте-
ки, полученные при отсутствии матрицы (дорожка 6);
маркеры длин дцДНК GeneRuler 50 п.н. (дорожки 1 и 7).

100 п.н.

7654321

50 п.н.
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как минимум, 4 ч), что необходимо для реализа-
ции ПЦР-амплификации. Таким образом, в ра-
боте продемонстрированы преимущества и усло-
вия проведения ПЦР в водно-масляной эмульсии
для амплификации комбинаторных библиотек
олигонуклеотидов с высокой степенью эффек-
тивности.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Библиотеку одноцепочечных ДНК (оцДНК-
библиотеку) получали стандартными методами
синтеза однонитевых олигонуклеотидов, при
синтезе вырожденной части в реакцию добавляли
смесь всех четырех производных дезоксирибо-
нуклеотидов. Для ферментативного получения
немодифицированной универсальной иницииру-
ющей ДНК-библиотеки сконструированы и син-
тезированы матричные олигонуклеотиды с вы-
рожденной центральной частью и взаимно ком-
плементарными фланкирующими частями (5'–3'):

матрица GCT CCT GAC GAT CGA CGA CCG
AG-(N)40-GCA ACT GCA GCA TGC TTC GCA TT;

прямой праймер GCT CCT GAC GAT CGA
CGA CCG AG;

обратный праймер AAT GCG AAG CAT GCT
GCA GTT GC.

Для создания органической фазы эмульси-
онной ПЦР использовали минеральное масло
(Sigma-Aldrich, США), эмульгатор Abil EM 180
(Evonik, Германия), Triton X100 (Sigma Aldrich,
США). Предварительно получали эмульсию ABIL
EM 180 с концентрацией 3% с добавлением 0.5%
Triton X100 в минеральном масле в режиме механи-
ческого перемешивания со скоростью 1000 об./мин
при 50°С в течение 8 ч. Полученную эмульсию
хранили при 5°С, перед использованием тща-
тельно перемешивали на магнитной мешалке в
течение 15 мин при комнатной температуре. Водно-
масляную эмульсию получали при использовании
пробирки типа Эппендорф с замком объемом 2 мл и
магнитного перемешивающего элемента (Sigma-
Aldrich, 23226, США). Охлажденный до 5°С раствор
ПЦР-смеси (100 мкл) в течение 2 мин добавляли
порциями по 13 мкл к раствору масляной фазы
(600 мкл) при перемешивании на магнитной ме-
шалке (Heidolph MR Hai-tec, Германия) при
1400 об./мин на льду и продолжали перемешива-
ние в течение 6 мин.

Водная фаза содержала 10-кратный ПЦР-бу-
фер (Sibenzyme, США), 2.5 мМ MgSO4, dATP,
dCTP, dGTP и dTTP (Thermo Scientific, США), каж-
дый в концентрации 0.4 мМ, праймеры прямой и
обратный, каждый в концентрации 0.6 мкМ, мат-
рицу в концентрации 0.01 нМ, 0.5 мг/мл BSA (Fer-
mentas, США) и ДНК-полимеразу Taq (Sibenzyme,
США) в концентрации 0.1 ед. акт./мкл.

Амплификацию проводили на автоматиче-
ском термоциклере (Bio Rad DNA Engine DYAD
Thermal Cycler, США) с использованием актив-
ного точного режима регулирования температуры
и следующего температурно-временного профи-
ля: предварительный прогрев при 95°С в течение
5 мин, за которым следовали 30 циклов: 95°С – 30 с,
65°С – 30 с, 72°С – 1 мин. Завершающую элонга-
цию проводили при 72°С в течение 5 мин.

Полученные продукты ПЦР выделяли из вод-
но-эмульсионной смеси последовательной экс-
тракцией диэтиловым эфиром и н-бутанолом с
переосаждением 2% раствором перхлората лития
в ацетоне [6].

Для проведения электрофореза использовали
2% агарозный гель в буфере ТВЕ (Sigma-Aldrich,
США). Пробы смешивали с буфером для нанесе-
ния, содержащим краситель SYBRGreen (Sigma-
Aldrich, США). Электрофорез проводили в буфе-
ре TBE при напряжении 110 В. По окончании
электрофореза ДНК визуализировали в ультра-
фиолетовом свете при длине волны 254 нм на
трансиллюминаторе (LKB, Швеция).
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Amplification of Random DNA Libraries in Aptamer Selection by Water-in-Oil Emulsion
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The conditions of stable generation of emulsions with drops of optimal size were selected using ABIL EM 180
silicone emulsifier with concentration of 3% with addition of 0.5% Triton Х100 in mineral oil in the mode of
controlled mechanical mixing for amplification of combinatorial libraries of oligonucleotides.
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