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С. А. Краснова, Э. Р. Зайцева, Д. И. Рудик, Д. С. Иванов, А. А. Михайлов, М. С. Баранов 193





101

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ, 2024, том 50, № 2, с. 101–110

УДК 547.995.15;577.112.6

ГИБРИДНОЕ АНТИМИКРОБНОЕ ПОКРЫТИЕ  
НА ОСНОВЕ КОНЪЮГАТА ГИАЛУРОНОВОЙ КИСЛОТЫ 

И ПЕПТИДА LL-37 ДЛЯ ПЭO-МОДИФИЦИРОВАННЫХ 
ТИТАНОВЫХ ИМПЛАНТАТОВ

© 2024 г. Л. В. Парфенова*, #, З. Р. Галимшина*, Г. У. Гильфанова*, Э. И. Алибаева*,  
Т. М. Пашкова**, О. Л. Карташова**, Р. Г. Фаррахов***,  

В. Р. Аубакирова***, Е. В. Парфенов***

* Институт нефтехимии и катализа УФИЦ РАН, Россия, 450075 Уфа, просп. Октября, 141
** Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза УрО РАН, Россия, 460000 Оренбург, ул. Пионерская, 11

*** Уфимский университет науки и технологий, Россия, 450076 Уфа, ул. Заки Валиди, 32
Поступила в редакцию 04.07.2023 г. 

После доработки 15.07.2023 г. 
Принята к публикации 16.07.2023 г.

Впервые синтезирован конъюгат гиалуроновой кислоты и антимикробного пептида LL-37. Гибридное 
соединение было испытано в качестве антимикробного органического покрытия для крупнозернистого 
и наноструктурированного титана с неорганическим подслоем, полученным в результате плазменно-
электролитического оксидирования (ПЭО) поверхности. В результате исследований in vitro установлен 
антибактериальный эффект гибридной молекулы в составе неорганического ПЭО-покрытия, заключающийся 
в значимом (p < 0.05) подавлении способности Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus  
faecium и Escherichia coli формировать биопленки. Представленный подход может быть использован для 
последующего дизайна и разработки необрастающих антимикробных покрытий для снижения риска 
возникновения инфекционно-воспалительных заболеваний бактериальной природы при использовании 
имплантатов. 

Ключевые слова: олигопептиды, аминобифосфонаты, полисахариды, антимикробные покрытия, имплантаты,  
титан

DOI: 10.31857/S0132342324020011, EDN: ONSMFD

ВВЕДЕНИЕ
Титан (Ti) и его сплавы – самые востребованные 

материалы для ортопедии и травматологии благо- 
даря биоинертности, легкости, прочности и способ- 
ности к остеоинтеграции [1–3]. Тем не менее появле- 
ние в организме имплантата может вызывать реакцию 
на инородное тело, острое и хроническое воспаление, 
приводить к развитию грануляционной ткани и 

фиброзной инкапсуляции [4, 5]. В связи с этим в 
мировой практике для обеспечения биосовмести- 
мости имплантатов широко разрабатываются мето- 
ды, связанные с изменением архитектуры и соста- 
ва поверхностного слоя с целью придания устрой- 
ствам свойств костной ткани и клеточных мембран –  
так называемый биомиметический подход. Такое 
моделирование свойств поверхности достигается  

Сокращения: АМП – антимикробный пептид; ГК – гиалуроновая кислота; КЗ-Ti – крупнозернистый титан; нано-Ti – нанострукту-
рированный титан; ПЭО – плазменно-электролитическое оксидирование; LL-37 –антимикробный пептид семейства кателицидинов; 
EDC – 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид; DTT – дитиотреитол; EMCS – N-ε-малеимидокапроил-оксисукцинимидный 
эфир.
# Автор для связи: (тел.: +7 (347) 284-35-27; эл. почта: luda_parfenova@ipc-ras.ru).
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как за счет физико-химических методов форми- 
рования покрытий, приближающих фазовый сос- 
тав и трехмерную структуру поверхностного слоя  
к минеральным компонентам и морфологии чело- 
веческой кости, так и за счет нанесения органичес- 
кой матрицы, содержащей фрагменты, осущест- 
вляющие различные функции. Происходит широко- 
масштабный поиск вариантов покрытий – неорга- 
нических, органических и комбинированных – для 
обеспечения заданных биологических свойств по- 
верхности [6, 7]. 

Помимо биосовместимости для имплантатов важ- 
ны антибактериальные свойства, наличие которых 
снижает вероятность проведения повторной хирур- 
гической операции, связанной с возможным инфи- 
цированием при установке устройства или после опе- 
рации [8, 9]. Бактерии, принадлежащие к так назы- 
ваемой панели ESKAPE (Enterococcus faecium, Sta- 
phylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acineto- 
bacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa и виды  
Enterobacter), становятся все более распространен- 
ными и устойчивыми к традиционным антибио- 
тикам и поэтому представляют собой особенно опас- 
ную группу [10]. Для обеспечения антимикробных 
свойств поверхности, как правило, используют про- 
тивомикробные и необрастающие материалы, кото- 
рые либо высвобождают компоненты, уничтожаю- 
щие патогены при контакте, либо предотвращают их  
прикрепление и образование биопленки [11]. Среди  
антимикробных средств в последнее время значи- 
тельный интерес вызывают антимикробные пептиды 
(АМП) – молекулы-эффекторы врожденной защиты 
животных, растений и микроорганизмов, которые 
проявляют активность против бактерий, устойчивых 
к антибиотикам и находящихся в биопленках, а также  
вирусов, грибков и паразитов [12, 13]. Отмечается 
высокий потенциал их использования для модифи- 
кации поверхности медицинских устройств [14, 15]. 

Так, многофункциональный пептид LL-37 из  
группы кателицидинов, обнаруженный у человека, 
с антибактериальной, противовирусной и иммуно- 
модулирующей активностью [16–18] был иммоби- 
лизован на поверхности титана, в результате чего 

был достигнут антимикробный эффект [19], а также  
показана способность мезенхимальных стволовых 
клеток к остеогенной дифференцировке и образованию 
новой кости in vivo [20].

В качестве необрастающей основы для титано- 
вых имплантатов могут быть использованы полиса- 
хариды, в частности гиалуроновая кислота (ГК) [21],  
способная в значительной степени снижать адгезию 
и развитие патогенов на поверхности. Кроме того,  
ГК обладает ценными характеристиками: биосов- 
местимостью, влагоудерживающими и репаративно-
регенеративными свойствами, способностью обра- 
зовывать высоковязкие гидрогели [22–24]. ГК при- 
нимает участие в большинстве биологических про- 
цессов: подвижности клеток, пролиферации, орга- 
низации тканей, заживлении ран, ангиогенезе и мор- 
фогенезе, развитии скелета, его росте и реконструк- 
ции [25]. Благодаря взаимосвязи с различными ре- 
цепторами, такими как CD44 и TSG-6 (белок гена-6,  
стимулируемый фактором некроза опухоли), ГК 
является ключевым регулятором воспаления: она 
создает перицеллюлярное покрытие, которое не 
только защищает клетки от медиаторов воспаления, 
но и действует также как иммуносупрессор, предот- 
вращающий доступ к лигандам и ингибирующий 
фагоцитоз макрофагами и моноцитами [26, 27].

В продолжение наших исследований по соз- 
данию биологически активных органических пок- 
рытий на основе олигопептидов и полисахаридов 
для металлических имплантатов [21, 28–30], целью  
представленной работы стал синтез конъюгата ГК с  
антимикробным пептидом LL-37 для модифика- 
ции неорганического пористого оксидного подслоя,  
полученного в результате плазменно-электролити- 
ческого оксидирования поверхности крупнозер- 
нистого (КЗ-Ti-ПЭО) и наноструктурированного 
титана (нано-Ti-ПЭО), а также изучение антибак- 
териального действия комбинированного органо- 
неорганического покрытия в отношении Staphylococ- 
cus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus 
faecium и Escherichia coli. 
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В работе синтезирован новый органический мате- 
риал, который содержит в своем составе антимикроб- 
ный олигопептид LL-37 и низкомолекулярную гиал- 
уроновую кислоту (<0.1 MДa). Для функционали- 
зации природного полисахарида использовали дигид- 
разид 4,4′-дитиодимасляной кислоты, который был 
предварительно получен из 4,4′-дитиодимасляной 
кислоты в две стадии с высоким выходом (92%). При 
добавлении 2 экв. EDC к смеси ГК и дигидразида, 
взятых в мольных соотношениях 1 : 2, в воде и под- 
держании рН среды в пределах 4.7–4.8 образуется 
кросс-сшитый полисахарид, в котором степень прев- 
ращения СООН-групп ГК в амидные достигает зна- 
чения ~16–18%. Для получения производных ГК с 
концевыми SH-группами (III) к реакционной массе 
добавляли восстанавливающий реагент DTT – дитио- 
треитол (реагент Клеланда) [31–33]. 

Для получения гибридной молекулы ГК–LL-37 
предварительно синтезировали малеимидсодержа- 
щий конъюгат (IV) реакцией LL-37 с N-ε-малеимидо- 
капроил-оксисукцинимидным эфиром (EMCS) в  

соотношении 1 : 1 в смеси вода–ацетон (4 : 1), образо- 
вание конъюгата проходило в течение 2 ч (схема 1).  
Полученный конъюгат (IV) использовали в дальней- 
шем синтезе без очистки. Как известно [18], LL-37  
содержит в структуре 37 а.о., среди которых присут- 
ствуют 6 лизиновых фрагментов, несущих в поло- 
жении С6 первичные –NH2-группы, которые, по-види- 
мому, вступали в реакцию с EMCS, что приводило к 
получению амида (IV).

Гибридную молекулу на основе ГК и АМП LL-37 
(V) получали по реакции Михаэля, где ГК-SH (III) и 
N-малеимидное производное LL-37 (IV) были взяты  
в соотношении 9 : 1 соответственно. Реакция прохо- 
дила при 36–38°С в течение 2 ч, очистку получен- 
ного продукта проводили с помощью диализа в тече- 
ние 5 сут. 

Структура синтезированных новых производных 
установлена при помощи 1Н-ЯМР-спектроскопии 
(рис. 1). В спектре 1H-ЯМР соединения EMCS–LL-37 
(IV) кроме сигналов олигопептида наблюдали сиг- 
налы протонов двойной связи малеимидного фраг- 
мента в области 6.75 м.д., а также характерные трип- 

Схема 1. Синтез гибридной молекулы (V) на основе гиалуроновой кислоты и антимикробного пептида LL-37: i – EDC, H2O, 
pH 4.75, 18–20°С, 2 ч; ii – DTT, H2O, pH 7→8.5, 18–20°С, 24 ч; iii – ацетон–H2O, pH 7, 18–20°С, 2 ч; iv – ГК-SH (III), H2O,  
pH 4.75→7, 36–38°С, 2 ч.
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летные сигналы протонов алкандиильной части лин- 
кера C1H2 и C5H2 при 2.28 и 3.45 м.д. соответственно.

В спектре 1H-ЯМР гибридной молекулы (V) при- 
сутствовали уширенные сигналы, принадлежащие 
как полисахаридной части, так и олигопептидному 
фрагменту. При этом в спектре отсутствовал сигнал  
малеимидной группы при 6.75 м.д., что свидетель- 
ствует о полноте протекания реакции между соедине- 
ниями (III) и (IV) (рис. 1). 

Органический слой формировали на ПЭО-моди- 
фицированной поверхности крупнозернистого и нано- 
структурированного титана путем физико-химической 
адсорбции конъюгата (V) из раствора.

Антибактериальное действие покрытий и их влия- 
ние на способность бактерий формировать биоплен- 
ки изучали с использованием тест-культур S. aureus  
P 209, E. faecium Ef79OSAU, P. aeruginosa ATCC 27853 
и E. сoli ATCC 25922 (табл. 1). Эксперименты in vitro 
показали, что ПЭО-покрытие не оказывает прямого 
бактерицидного действия на тест-штаммы. Исходные 
ГК и LL-37 снижают адгезию грамположительных 
и грамотрицательных бактерий на поверхности  
КЗ-Ti-ПЭО и нано-Ti-ПЭО на 17.4–45.5%. Исключения 
составили тест-штаммы E. faecium и P. aeruginosa, 
степень их адгезии на модифицированном ГК и LL-
37 наноструктурированном титане практически не 

Рис. 1. 1H-ЯМР-спектры соединений (III–V) и антимикробного пептида LL-37 в D2O: (а) – гибридная молекула ГК–LL-37 (V); 
(б) – ГК-SH (III) (DS = 15%); (в) – конъюгат EMCS–LL-37 (IV); (г) – пептид LL-37.

(а)

(б)

(в)

(г)
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отличалась от образцов без органического покры- 
тия, а в случае ГК на нано-Ti-ПЭО количество адге- 
зированных клеток P. aeruginosa увеличивалось на 
15.4%. 

Влияние ГК на поверхности ПЭО-модифициро- 
ванного титана на способность микроорганизмов фор- 
мировать биопленки может быть связано с увели- 
чением гидрофильности поверхности за счет созда- 
ния гидратной оболочки в результате адгезии поли- 
сахарида [34 –36]. Эффект LL-37 может заключаться 
как в мембранной активности, так и в его способ- 
ности действовать непосредственно на внутрикле- 
точные мишени, в первую очередь на нуклеиновые 
кислоты (ДНК или РНК) [17]. 

Покрытие ГК–LL-37 (V) подавляло адгезию всех 
изученных тест-штаммов на поверхности КЗ-Ti-ПЭО 
и нано-Ti-ПЭО. Наибольший ингибирующий эффект 
был показан образцами КЗ-Ti-ПЭО и нано-Ti-ПЭО в 
отношении S. aureus и E. coli (на 48.9–50.0%). 

Синергетический эффект, достигаемый от хими- 
ческого связывания LL-37 с ГК, следует отметить для  
обоих типов металлических образцов в отношении об- 
разования биопленок (адгезии) S. aureus, E. faecium,  
а также P. aeruginosa и E. coli на наноструктурирован- 
ном титане. 

Таким образом, ингибирующее действие конъюгата 
ГК–LL-37 (V) на способность микроорганизмов к 
формированию биопленок может быть обусловлено 
как барьерным эффектом полисахарида, так и инги- 
бирующими свойствами АМП, активность которого 
не снижается при связывании с полисахаридной 
основой.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Для синтеза конъюгата ГК–LL-37 (V) использовали 
следующие реагенты: коммерчески доступную низко- 
молекулярную гиалуроновую кислоту (<0.1 MДa),  
олигопептид LL-37 трифторацетат (Bachem, Велико- 
британия), ε-аминокапроновую кислоту (98.5%, 
Merck, Германия), малеиновый ангидрид (>98%, 
Acros, Бельгия), N-гидрокисукцинимид (NHS, 
>98%, Acros), дициклогексилкарбодиимид (DCC, 
99%, Acros), реагент Клеланда (DTT, 98%, Abcr), 
4-аминобутановую кислоту (>99%, Acros). Дигид- 
разид 4,4′-дитиобутановой кислоты получали по  
методу Vercruysse et al. [33], SH-ГК (III) – по извест- 
ной методике Shu et al. [37]. EMCS синтезировали 
согласно методу Nielsen et al. [38].

Спектры 1H-ЯМР регистрировали на спектро- 
метре AVANCE-500 (Bruker, Германия; рабочая час- 

Таблица 1. Влияние органических покрытий ГК, LL-37 и ГК–LL-37 (V) на адгезию микроорганизмов на поверхности 
ПЭО-модифицированного крупнозернистого (КЗ-Ti-ПЭО) и наноструктурированного (нано-Ti-ПЭО) титана

Образец
S. aureus (Р 209) E. faecium (Ef79OSAU) P. aeruginosa (ATCC 27853) E. coli  (ATCC 25922)

КЗ-Ti-ПЭО нано-Ti-ПЭО КЗ-Ti-ПЭО нано-Ti-ПЭО КЗ-Ti-ПЭО нано-Ti-ПЭО КЗ-Ti-ПЭО нано-Ti-ПЭО

Без органического 
покрытия 4.6 ± 0.06 4.2 ± 0.11 3.14 ± 0.12 2.66 ± 0.08 3.6 ± 0.15 3.9 ± 0.09 3.9 ± 0.23 3.8 ± 0.19

ГК 3.8 ± 0.08**  

(–17.4%)
3.2 ± 0.23*  

(–23.8%)
2.56 ± 0.14*  

(–18.5%)
2.4 ± 0.05  
(–0.1%)

2.4 ± 0.09*  
(–33.3%)

4.5 ± 0.12  
(+15.4%)

2.85 ± 0.23*  
(–26.9%)

2.07 ± 0.12*  
(–45.5%)

LL-37 3.3 ± 0.13**  

(–28.3%)
3.4 ± 0.13*  

(–19.0%)
2.45 ± 0.23  
(–21.9%)

2.45 ± 0.15  
(–0.03%)

2.6 ± 0.04*  
(–27.8%)

3.4 ± 0.34  
(–0.03%)

2.16 ± 0.04*  
(–44.6%)

2.4 ± 0.03*  
(–36.8%)

ГК–LL-37 (V) 2.3 ± 0.08**  

(–50.0%)
3.1 ± 0.11*  

(–26.2%)
1.9 ± 0.12**  

(–39.5%)
2.2 ± 0.13*  
(–17.3%)

2.4 ± .07*  
(–33.3%)

3.3 ± 0.08  
(–15.4%)

2.32 ± 0.07*  
(–40.5%)

1.94 ± 0.06**  
(–48.9%)

Приведены значения оптической плотности и процент изменения оптической плотности относительно контрольного образца без 
органического покрытия. * p < 0.05; ** p < 0.001 (достоверность различия признаков в контроле и опыте).
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тота 500.17 MГц). В качестве растворителя исполь- 
зовали D2O. Образцы готовили в стандартной ампуле  
диаметром 5 мм. Химические сдвиги атомов водо- 
рода приведены в шкале δ (м.д.) относительно тетра- 
метилсилана (ТМС).

Синтез конъюгата EMCS–LL-37 (IV). Олиго- 
пептид LL-37 (5 мг, 0.001 ммоль) растворяли в 0.62 мл  
воды при pH 7. При интенсивном перемешивании к 
раствору LL-37 добавляли эквимольное количество 
EMCS 0.36 мг (0.001 ммоль), растворенного в 0.14 мл  
ацетона. Реакционную массу перемешивали при 
комнатной температуре в течение 2 ч, далее сушили. 
Получили соединение EMCS–LL-37 (IV) в виде 
белого порошка. Спектр 1Н-ЯМР (500.17 MГц, D2О, 
δ, м.д., J, Гц): 0.68 –0.98 (м, CH2, CH3 (Lys, Ile, Val), 
LL-37), 1.04–4.65 (м, CH, CH2, LL-37), 2.28 (т, C1H2, 
J 5.0, EMCS), 3.45 (т, 2H, C5H2, J 7.2, EMCS), 6.75  
(c, 2H, C6H2, EMCS), 6.99–7.34 (м, C6H5 (Phe), LL-37).

Синтез гибридной молекулы ГК–LL-37 (V). К 
раствору 4.8 мг SH-производного ГК (III) в 0.8 мл 
бидистиллированной воды (0.009 ммоль, 10 мМ) 
при pH 7 (pH был скорректирован добавлением  
0.1 M раствора NaOH) порционно добавляли предва- 
рительно приготовленный раствор конъюгата (IV)  
(0.001 ммоль растворяли в 0.8 мл бидистиллирован- 
ной воды). Реакционную массу перемешивали в тече- 
ние 1–2 ч при 36–38°С, затем переносили в диализ- 
ную ленту и проводили диализ против раствора дис- 
тиллированной воды с NaCl (100 ммоль NaCl в 1 л 
раствора) в течение 1 сут с последующим диализом 
против дистиллированной воды в течение 2 сут, затем 
сушили при пониженном давлении. Соединение (V)  
получали с количественным выходом в виде бесцвет- 
ной пленки. Спектр 1Н-ЯМР (500.17 MГц, D2О, δ, 
м.д.): 0.73–0.98 (м, CH2, CH3 (Lys, Ile, Val), LL-37),  
1.75–4.60 (м, CH, CH2, LL-37), 1.94 (s, C11H3), 2.16–2.29  

(м, C1H2), 2.36–2.57 (м, C10H2), 2.58–2.78 (м, C6H2, C8H2),  
3.02–4.60 (м, C5H2, C7H, CH (ГК)), 7.11 –7.36 (м, C6H5 
(Phe), LL-37).

Подготовка ПЭО-модифицированных метал- 
лических образцов. В качестве материала подлож- 
ки использовали титан Grade 4 (ASTM F67). Хими- 
ческий состав Ti Grade 4: Fe – 0.15, C – 0.05, O – 0.36,  
N – 0.007, H – 0.002, Ti – остаток. Наноструктури- 
рование титана (нано-Ti) осуществляли путем интен- 
сивной пластической деформации [39] методом 
равноканального углового прессования (РКУП-С)  
с последующей вытяжкой [40]. В результате полу- 
чили титановые стержни диаметром 8 мм. Далее из 
стержня вырезали диски толщиной 0.5 мм. Образ- 
цы крупнозернистого титана (КЗ-Ti) вырезали из  
стержней того же диаметра. Далее из стержня выре- 
зали диски толщиной 0.5 мм. 

Перед обработкой ПЭО образцы шлифовали на 
наждачной бумаге SiC зернистостью 600, 1000, 2000 
до получения значения шероховатости Ra < 0.15 мкм.  
Затем образцы промывали в дистиллированной воде,  
очищали в изопропиловом спирте с помощью ультра- 
звуковой ванны в течение 5 мин и сушили на воздухе  
при комнатной температуре. Плазменно-электроли- 
тическое оксидирование проводили на автомати- 
зированном оборудовании пиковой мощностью  
50 кВт в импульсном биполярном режиме при управ- 
лении напряжением [28–30]. Параметры процесса 
ПЭО поддерживали на заданном уровне с точностью 
±2%. Процесс ПЭО проводили в 10-литровом стек- 
лянном сосуде, снабженном теплообменником из не- 
ржавеющей стали. Детали обработки ПЭО представ- 
лены в табл. 2. В качестве держателя образца исполь- 
зовали проволоку из титанового сплава марки Grade 2 
диаметром 1 мм. Образец крепили к петле диаметром 
8 мм на конце держателя.

Таблица 2. Режим обработки ПЭО

Состав  
электролита

Положительный импульс Отрицательный импульс Частота, 
Гц Т, °C Продолжительность, мин

напряжение, V рабочий цикл, % напряжение, V рабочий цикл, %

20 г/л Na3PO4·12  
H2O

470 51 40 26 300 20 5
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Влияние образцов титана с ПЭО-покрытиями 
на способность бактерий формировать биопленки. 
Образцы титана с ПЭО-покрытием очищали ультра- 
звуком в течение 10 мин в 95%-ном этаноле и про- 
мывали деионизированной водой, сушили на воз- 
духе и стерилизовали автоклавированием при 134°С. 
Для нанесения органического покрытия металличес- 
кие образцы помещали в чашку Петри с раствором ГК,  
LL-37 или ГК–LL-37 (V) с концентрацией 1 мг/мл, стери- 
лизовали фильтрованием через фильтр СА 0.22 мкм. 
Через 3 ч образцы сушили на воздухе в ламинарном 
боксе.

Тест-культуры S. aureus P 209, E. faecium Ef79- 
OSAU, E. coli ATCC 25922 и P. aeruginosa ATCC 
27853 выращивали на агаре Мюллера–Хинтона 
(HiMedia, Индия) при 37°С в течение 18–24 ч, затем 
готовили взвесь микроорганизмов в физиологичес- 
ком растворе плотностью 0.181, 0.184 и 0.228 (для 
грамотрицательных бактерий E. coli и P. aeruginosa 
использовали одну оптическую плотность – 0.228) 
соответственно. Значения оптической плотности 
штаммов определяли при помощи спектрофотометра 
STAT FAX 2100 (Awarenes Technology, США) при 
длине волны 492 нм.

В лунки полипропиленового планшета с образ- 
цами титана с ПЭО-покрытием и без него вносили 
по 100 мкл бактериальной взвеси. Отдельный ряд в 
планшете занимали лунки со взвесью тест-штаммов 
без образцов титана, что служило контролем роста 
культуры. В другой ряд добавляли стерильный буль- 
он Мюллера–Хинтона (HiMedia, Индия) в качестве 
контроля стерильности и холостой пробы для скани- 
рования лунок. Планшеты инкубировали при 37°С. 
Через 18–24 ч образцы Ti осторожно промывали 
физиологическим раствором, а затем для определения 
количества прикрепившихся бактериальных клеток  
на поверхности титана окрашивали 0.1%-ным раство- 
ром генцианвиолета (Химреактивснаб, Россия). Далее 
клетки разрушали спиртом, измеряли оптическую 
плотность красителя, выходящего из разрушенных 
клеток, и определяли способность бактерий форми- 
ровать биопленки по методике O’Toole et al. [41]. 

Статистический анализ результатов проводили 
с помощью пакета программ Microsoft Excel 2007. 
Значимость различий средних величин показателей 
оценивали с помощью методов вариационной ста- 
тистики (t-критерий Стьюдента). Все эксперименты 
проводили в трех повторах. Статистически значимыми 
считали отличия при p < 0.05.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Получено EMCS-производное олигопептида LL-37,  
которое затем конъюгировали с SH-модифицирован- 
ной гиалуроновой кислотой с получением нового гиб- 
ридного соединения ГК–LL-37. Полученный конъю- 
гат ГК–LL-37 был испытан в качестве органичес- 
кого покрытия для ПЭО-модифицированного круп- 
нозернистого и наноструктурированного титана. На  
основе исследований in vitro установлен антибак- 
териальный эффект гибридной молекулы в составе 
неорганического ПЭО-покрытия, заключающийся в 
значимом (p < 0.05) подавлении способности S. aureus,  
P. aeruginosa, E. faecium и E. coli формировать био- 
пленки. Представленный подход может быть исполь- 
зован для последующего дизайна и разработки необ- 
растающих антимикробных покрытий для сниже- 
ния риска возникновения инфекционно-воспали- 
тельных заболеваний бактериальной природы при 
использовании имплантатов. 
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Titanium Implants
L. V. Parfenova*, #, Z. R. Galimshina*, G. U. Gil’fanova*, E. I. Alibaeva*, T. M. Pashkova**,  

O. L. Kartashova**, R. G. Farrakhov***, V. R. Aubakirova***, and E. V. Parfenov***
# Phone: +7 (347) 284-35-27; e-mail: luda_parfenova@ipc-ras.ru

* Institute of Petrochemistry and Catalysis of Russian Academy of Sciences,  
prosp. Oktyabrya 141, Ufa, 450075 Russia

** Institute of Cellular and Intracellular Symbiosis, Ural Branch of the Russian Academy of Sciences,  
ul. Pionerskaya 11, Orenburg, 460000 Russia

*** Ufa University of Science and Technology, ul. Zaki Validi 32, Ufa, 450076 Russia

A conjugate of hyaluronic acid and antimicrobial peptide LL-37 was synthesized for the first time. The hybrid 
compound was tested as an antimicrobial organic coating for titanium samples with an inorganic sublayer obtained 
by plasma electrolytic oxidation (PEO) of the surface. As a result of in vitro studies, the antibacterial effect of 
the hybrid molecule within the inorganic PEO coating was established, which consists of a significant (p < 0.05)  
suppression of the ability of Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium and  
Escherichia coli to form biofilms. The presented approach can be utilized for the subsequent design and development  
of non-fouling antimicrobial coatings to decrease the risk of infectious diseases caused by bacteria when using 
implants.
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Лигниновые полимеры и их производные активно используются в различных областях биомедицины 
для создания биосовместимых материалов, в качестве лекарственных средств, а также для образования 
наночастиц. Однако природные полимерные соединения, получаемые из растительного сырья или 
мономеров, представляют собой смесь соединений, имеющих высокую гетерогенность в химической 
структуре, что значительно усложняет определение их биологической активности. В данной работе был 
применен метод регулируемого синтеза полифенольных соединений с использованием фермента лакказы, 
при помощи которого можно получать полимеры с определенной структурой. На основе ферментативно 
синтезированных лигнин-подобных полимеров из феруловых и гентизиновых фенольных мономеров 
были сформированы стабильные в физиологических условиях наночастицы. Показано, что полученные 
наночастицы могут различаться по морфологии от глобулярных до фибриллярных структур в зависимости 
от метода их формирования. Наночастицы, полученные из лигнин-подобных полимеров феруловой и 
гентизиновой кислот, не обладают цитотоксичностью для культивируемых клеток человека Bj-5ta, MDA-
MB-231 и MCF-7, и их можно использовать для загрузки низкомолекулярными гидрофобными соединениями, 
включая противоопухолевый препарат доксорубицин. Показано, что полиферуловые наночастицы активно 
поглощаются опухолевыми клетками, растущими как в монослойной культуре, так и в составе сфероидов. 
Выявлено, что по сравнению со свободным соединением, доксорубицин в составе наночастиц оказывает 
большее цитотоксическое воздействие на клетки рака молочной железы. Полученные результаты указывают 
на возможность эффективного использования полиферуловых наночастиц для пассивной доставки 
лекарственных средств при терапии новообразований.

Ключевые слова: лакказа, феруловая кислота, гентизиновая кислота, лигнин-подобные полимеры, 
доксорубицин

DOI: 10.31857/S0132342324020024, EDN: ONQXQT

ВВЕДЕНИЕ

Традиционные варианты лечения рака фармако- 
логическими препаратами имеют определенные огра- 
ничения, включая низкую селективность действия, 
недостаточную концентрацию лекарственного сред- 

ства при достижении опухолевых тканей, цитоток- 
сичность для здоровых тканей, а также развитие мно- 
жественной лекарственной устойчивости. Создание 
новых средств доставки лекарств в клетки опухоли 
целевым образом в настоящее время рассматривается 
как один из важнейших вариантов решения этих 

Сокращения: DLS – динамическое светорассеяние; Dox – доксорубицин; PDI – индекс полидисперсности; pDMF – 2,6-диметоксифе-
нольные полимеры; pFA – феруловые полимеры; pGA – гентизиновые полимеры; TEM – просвечивающая электронная микроскопия; 
НЦ – низкоскоростное центрифугирование; НЧ – наночастицы.
#Автор для связи: (тел.: +7 (977) 198-26-16; эл. почта: ivan_cmirnov_98@mail.ru; тел.: +7 (929) 913-27-56; эл. почта: marinazemskova9@gmail.com).
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проблем. Использование наночастиц (НЧ) – одна 
из наиболее активно развивающихся областей 
фундаментальной онкологии [1]. Для создания НЧ 
используются различные материалы: органические 
молекулы (липиды, альбумин, полилактиды на 
основе молочной или гликолевой кислот и их 
сополимеры) [2]; неорганические материалы (частицы 
золота, SiO2, графеновые нанотрубки) [3], а также 
вирусные частицы [4, 5]. Материалы, используемые 
в качестве носителей для адресной доставки, должны 
обладать рядом свойств: способностью переносить 
соединения различной природы (как гидрофильные, 
так и гидрофобные); сохраняться в организме 
достаточное для проявления лечебного эффекта 
время; целевым образом воздействовать на клетки 
опухоли; не обладать побочными эффектами. Не 
все материалы, используемые для получения НЧ, 
могут соответствовать этим требованиям. Например, 
наночастицы на основе полилактидов/гликолидов при 
биоразложении сильно закисляют микроокружение 
клеток [6]. Наночастицы на основе неорганических 
материалов, таких как серебро, золото, SiO2, в 
свою очередь, слишком долго не выводятся из 
организма, что приводит к накоплению наночастиц 
в печени, почках, легких и может приводить к 
нежелательным побочным эффектам – усилению 
окислительного стресса и выработке воспалительных 
цитокинов. Также НЧ из всех материалов могут 
поглощаться макрофагами, что снижает эффективную 
концентрацию НЧ в целевых клетках и органах. 
Поэтому в мире постоянно проводится разработка 
новых НЧ на основе материалов, обеспечивающих 
оптимальные фармакологические свойства. 

В последние годы активно разрабатываются 
способы получения НЧ на основе биополимера 
лигнина. Лигнин – ароматическое полифенольное 
соединение, содержащееся в растениях. Лигнин 
нерастворим в воде, нетоксичен, дешев в полу- 
чении, что определило его использование в разра- 
ботке наночастиц. Недавно были получены и 
охарактеризованы биоразлагаемые НЧ на основе 
лигнина [7]. Опубликована работа, в которой НЧ на 
основе лигнина использовали для успешной доставки 
лекарственных препаратов в опухолевые клетки [8]. 
Это говорит о высоком потенциале использования 

новых НЧ на основе лигнина и его производных для 
терапии новообразований.

Лигнин-подобные полимеры схожи по строению 
с лигнином. Такие полимеры могут быть получены 
с использованием ферментативного синтеза из фе- 
нольных мономеров в результате действия окси- 
доредуктазы – лакказы, выделенной из разлагающих 
древесину грибов – базидиомицетов [9]. Также 
возможен химический синтез лигнин-подобных 
полимеров посредством окисления фенольной 
части мономера [10, 11]. Эти полимеры обладают 
рядом преимуществ по сравнению с натуральным 
лигнином: предсказуемостью и определенностью 
химической структуры, дешевизной синтеза и 
возможностью внесения модификаций в химический 
состав соединений в ходе синтеза. Все это позволяет 
улучшить такие характеристики наносистем, как 
заряд, стабильность, эффективность проникновения в 
опухолевые клетки и возможность их использования 
для пассивной [12] и адресной [13] доставки лекар- 
ственных соединений. 

Цель данной работы – получение стабильных 
наночастиц на основе лигнин-подобных полимеров, 
синтезированных с использованием фермента 
лакказы, анализ их физико-химических свойств, 
цитотоксичности и эффективности проникновения 
в культивируемые клетки человека Bj-5ta, MDA-
MB-231 и MCF-7.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ферментативный синтез лигнин-подобных 
полимеров. В работе использовали 12 фенольных 
мономеров (пирокатехин, 2,6-диметоксифенол, 
3,5-диметоксифенол, 2-аминофенол, сиреневый 
альдегид, сиреневая, галловая, ванилиновая, орто-
кумаровая, кофейная, феруловая и гентизиновая 
кислоты) для ферментативного синтеза водонераст- 
воримых полимеров с использованием лакказы гриба 
Cerrena unicolor. Показано, что этот фермент способен 
генерировать водонерастворимые полимеры только 
из мономеров 2,6-диметоксифенола, феруловой и 
гентизиновой кислот. Хотя остальные мономеры 
имеют способность к окислению лакказой [14, 15],  
они не образовали полимеров в достаточном для 
визуализации количестве. Выход полимеров в пере- 
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счете на количество используемых в реакции феноль- 
ных мономеров (wt%) составил 66.3 ± 6.5% для 
2,6-диметоксифенола, 48.09 ± 9.81% для феруловой 
кислоты и 13.78 ± 1.78% для гентизиновой кислоты.

Следовательно, можно предположить, что лакказа 
C. unicolor обладает селективностью относительно 
разных фенольных мономеров при формировании 
радикалов, способных к полимеризации. Данная 
активность, скорее всего, определяется структурой 
функциональных групп мономеров.

Анализ структуры полимеров полимеров феру- 
ловой и гентизиновой кислот. Для определения 
структуры водонерастворимых полимеров феруловой 
и гентизиновой кислот мы использовали методы ИК-
Фурье и ЯМР-спектроскопии.

При анализе ИК-Фурье-спектров полученных 
полимеров были определены пики поглощения в 
области 1770–1750 см–1, которые отсутствовали в 
спектрах соответствующих мономеров (рис. 1). Эти 
результаты указывают на успешную полимеризацию 
обоих мономеров феруловых и гентизиновых 
кислот. Показано, что в процессе полимеризации 
участвуют карбоксигруппы мономеров, и образуется 
сложноэфирная связь по механизму поликонденса- 
ции. В остальном спектры мономера и полимера 
феруловой кислоты сходны (рис. 1а). Однако следует 
отметить, что у полимера гентизиновой кислоты обна- 
руживается добавочный пик поглощения в области 
1207 см–1, который предполагает существование 
колебаний связей С–O–C, которые отсутствуют 
в мономере гентизиновой кислоты и возникают 
в процессе полимеризации (рис. 1б). Также для 
данного полимера характерен широкий пик в области 
3700 см–1, скорее всего, являющийся результатом 
колебаний водородных связей полимера с водой. В 
совокупности анализ ИК-спектров подтверждает 
процесс полимеризации мономеров с использова- 
нием лакказы гриба Cerrena unicolor и косвенно 
указывает на более сложную структуру полимера 
гентизиновой кислоты по сравнению с полимером 
феруловой кислоты. 

На полученных спектрах 1H-ЯМР в образцах 
феруловых полимеров наблюдается “остаток” 
димерных соединений ~10% (характеристические 
пики 5.73 и 4.20). Согласно спектру 1H-ЯМР, 

широкие пики 7.33–7.24, 6.86–6.82 и 6.82–6.76 
получены от трех протонов водорода на бензольном 
кольце в структурной единице полимера (С2', C6', 
C5' соответственно) (рис. 2а). Эти пики указывают 
на успешную полимеризацию феруловой кислоты 
и подтверждают результаты, полученные методом 
ИК-Фурье-спектроскопии. Уширенные пики в об- 
ласти 7.58–7.43 относятся к атому С3 при двойной 
связи, пики 6.47–6.42 – к атому С2 при двойной 
связи. Пик метильной группы находится в области 
3.8 (рис. 2б, 2в). Следует отметить, что такая струк- 
тура полимера описана и охарактеризована ранее  

Рис. 1. ИК-Фурье-спектры полимеров (нижние графи- 
ки) и мономеров (верхние графики): (а) – спектры 
полиферуловых полимеров и мономеров феруловой 
кислоты; (б) – спектры полигентизиновых полимеров и 
мономеров гентизиновой кислоты.

(а)

(б)
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Рис. 2. Спектры 1H-ЯМР полимеров: (а) – спектры полиферуловых полимеров; (б) – реакция конденсации мономеров с 
получением доминирующего димера; (в) – реакция полимеризации феруловой кислоты; (г) – спектры полигентизиновых 
полимеров; (д) – предполагаемая реакция полимеризации гентизиновой кислоты.

(а)

(б)

(в)

(г)

(д)
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при использовании химического синтеза [16].  
Следовательно, окислительная реакция, катализи- 
руемая лакказой гриба Cerrena unicolor, происходит  
по тому же пути, который наблюдается при химичес- 
ком окислении мономеров в присутствии SOCl2. 

В настоящем исследовании впервые проведен 
ЯМР-анализ полимеров гентизиновой кислоты. 
Полученный спектр 1Н-ЯМР характеризуется уширен- 
ными пиками (возможно, это связано с малыми 
скоростями протонного обмена) (рис. 2г). Сдвиги 
в области 7.18 и 6.92 характерны для протонов 
при бензольном кольце гентизиновой кислоты. 
Пик 8.92 не характерен для данного мономера, 
поскольку появляется только при полимеризации 
соединения. Сдвиги 11.15 и 13.61 относятся к про- 
тонам гидроксигрупп (или карбоксигрупп), при этом 
их наличие в пробе указывает на присутствие двух 
разных соединений с пиками протонов при одном 
и том же атоме углерода, но в разных областях. 
Таким образом, данные 1Н-ЯМР-спектроскопии 
указывают на наличие двух соединений в составе 
полимера гентизиновой кислоты (рис. 2г). Также 
эти данные позволяют предположить, что полимер 
гентизиновой кислоты имеет разветвленную, нели- 
нейную форму, и процесс полимеризации проис- 
ходит в результате взаимодействия двух разных 
гидроксигрупп, поскольку протоны бензольного 
кольца показывают одинаковые ЯМР-спектры, однако 
пики гидроксигрупп (или карбоксигрупп) имеют 
разные сдвиги (рис. 2д).

Формирование наночастиц, их морфология 
и структура. Поскольку гидрофобные полимеры, 
растворенные в DMSO, сворачиваются при переводе  
в водную фазу, формируя наноструктуры, для полу- 
чения наночастиц был использован метод диализа 
против воды (см. “Эксперим. часть”). После окончания 
диализа и осаждения агрегатов центрифугированием 
(1200 об/мин, 10 мин) суспензию, сформировавшуюся 
в диализном мешке, использовали для проточной 
цитометрии, что позволило определить количество 
частиц в заданном объеме.

Показано, что из 1 мг/мл раствора полимеров в  
DMSO в 1 мкл формируется 76 959 ± 8758 частиц 
полиферуловых НЧ (pFA), в то время как для поли- 
гентизиновых НЧ (pGA) это количество составило 

4520 ± 2815 частиц. Эти данные указывают на мень- 
шую способность водонерастворимых полимеров 
гентизиновой кислоты к формированию НЧ в вод- 
ном растворе. Далее НЧ разделили двумя спосо- 
бами: фильтрованием суспензии НЧ через фильтр 
0.22 мкм (pFA/0.22, pGA/0.22) и низкоскоростным 
центрифугированием (НЦ) (см. “Эксперим. 
часть”). Результаты просвечивающей электронной 
микроскопии (ТЕМ) позволили морфологически 
описать и разделить НЧ разных типов по отно- 
шению к исходному полимеру, а также по способу 
получения НЧ. Так, для полиферуловых НЧ 
(pFA/0.22) и полигентизиновых НЧ (pGA/0.22), 
полученных посредством фильтрования, характерна 
стержнеобразная структура (рис. 3а, 3в). Размер НЧ 
составляет в среднем 120 нм, что оптимально для 
прохождения НЧ в клетки эукариот. Более деталь- 
ный анализ частиц показывает их неоднородную 
внутреннюю структуру с более плотными “ядрами”  
внутри. В случае, когда полиферуловые НЧ были  
сформированы диализом и осаждены низкоскорост- 
ным центрифугированием (pFA/НЦ), наблюдается 
стандартная для полимерных НЧ шарообразная 
форма с размером 200–500 нм (рис. 3б). В отличие от 
полиферуловых НЧ/НЦ, в осадке полигентизиновых 
НЧ, полученных в результате низкоскоростного 
центрифугирования (pGA/НЦ), были обнаружены 
преимущественно фибриллярные структуры боль- 
шого размера, которые, вероятно, представляют 
агрегированные молекулы полимеров (рис. 3г). 
Этот факт указывает на ограниченную способность 
полигентизиновых полимеров к формированию НЧ, 
что подтверждает данные проточной цитометрии при 
определении количества частиц после диализа.

Поскольку результаты 1Н-ЯМР-спектроскопии 
полимеров гентизиновой кислоты показали нали- 
чие двух соединений в составе полимера, мы провели 
анализ состава полигентизиновых НЧ pGA/0.22.  
Для получения ЯМР-спектров молекул, формирующих 
полигентизиновые pGA/0.22, частицы осаждали цен- 
трифугированием (18 000 об/мин, 1 ч) на центрифуге 
Avanti JXN-26 (Beckman Coulter, США) и раство- 
ряли в дейтерированном DMSO. На полученных 
спектрах 1H-ЯМР (рис. 4) представлено доминантное 
соединение, имеющее гентизиновый кор от мономера 
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(сдвиги 7.17 и 6.93 – протоны бензольного кольца 
мономера). Пик 8.92, который наблюдался в исходном 
спектре препарата полимера, полученного в результате 
ферментативного синтеза (рис. 2г), отсутствует. Сле- 
довательно, одно из двух соединений (указанных на  
рис. 2г), синтезированных с помощью лакказы из 
мономеров гентизиновой кислоты, отсутствует в сос- 
таве НЧ. Частицы образованы только одним доми- 
нантным соединением. 

Таким образом, ЯМР-спектры дают представление 
о препарате полимеров гентизиновой кислоты как  
гетерогенной смеси. В ней присутствуют два основ- 
ных водонерастворимых соединения, которые раз- 
ветвлены, в отличие от феруловых полимеров, имею- 

щих линейную форму, и только один из них форми- 
рует НЧ.

Полученные данные указывают на то, что лигнин- 
подобные частицы сильно различаются по морфо- 
логии в зависимости от методов очистки суспензий 
НЧ и самих полимеров. Линейный полимер феруловой 
кислоты – более эффективная субстанция для фор- 
мирования НЧ, чем разветвленный полимер генти- 
зиновой кислоты. 

Физико-химические свойства НЧ. Для опре- 
деления гомогенности суспензии НЧ, их размера и  
стабильности в физиологических растворах исполь- 
зовали метод динамического светорассеяния (DLS). 
По результатам DLS pFA/0.22 и pGA/0.22 имеют 

(а) (б)

(в) (г)

Рис. 3. Микрофотографии просвечивающей электронной микроскопии (ТЕМ): (а) – полиферуловые НЧ pFA/0.22. В правом углу 
микрофотография НЧ при увеличении (масштаб 100 нм) показывает их неоднородную структуру; (б) – НЧ, фракционированные 
из коллоидной смеси посредством низкоскоростного центрифугирования (pFA/НЦ); (в, г) – полигентизиновые НЧ, полученные 
с использованием фильтрации (pGA/0.22) (в) и низкоскоростного центрифугирования (pGA/НЦ) (г). Масштабные отрезки: 
500 нм (а–в) и 1 мкм (г).
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оптимальные размеры для проникновения в клетки 
(100–200 нм) и низкий индекс полидисперсности 
(PDI), что указывает на гомогенность суспензии НЧ 
(рис. 5а, табл. 1). ζ-Потенциал в воде около –30 мВ 
указывает на анионную природу НЧ и предотвращает 
их агрегацию вследствие электростатической стаби- 
лизации. Необходимо отметить, что в отличие от 
pFA/0.22 и pGA/0.22, полидиметоксифенольные 
НЧ pDMF/0.22, полученные нами из полимеров 
диметоксифенола с применением сходных процедур 
диализа и фильтрации, в анализе методом DLS 
показали наличие добавочных пиков, что указывает 
на гетерогенность коллоидной суспензии этих НЧ 
(рис. 5а). Для определения физико-химических 
свойств pFA/0.22 и pGA/0.22 в физиологических 
растворах, обладающих определенной ионной силой, 
суспензию НЧ инкубировали в фосфатном буфере 

(PBS, рН 7.2). Было показано, что с увеличением 
времени инкубации размер НЧ, сформированных 
полигентизиновыми и полиферуловыми полиме- 
рами, изменяется незначительно (рис. 5б). Этот факт 
указывает на стабильность НЧ в буферных системах, 
поскольку индекс полидисперсности (PDI) не превы- 
шает 0.4. Также было показано, что суспензии 
pFA/0.22 и pGA/0.22 стабильны в растворах бычьего 
сывороточного альбумина (БСА) при концентрациях 
БСА 0.01–1% (рис. 5г, 5д).

Полиферуловые НЧ, полученные в результате цен- 
трифугирования диализной смеси pFA/НЦ, имеют 
размер 265.4 ± 14.2 нм (рис. 5в) и PDI = 0.048 ± 0.022. 
Эти данные указывают на гомогенность суспензии и от- 
сутствие значимой полидесперсности. Отсутствие агре- 
гации обеспечивается низкими значениями ζ-потен- 
циала (–47 мВ). Как и ожидалось, в отличие от поли- 
феруловых pFA/НЦ, полигентизиновые pFA/НЦ, полу- 

Рис. 4. Спектры 1H-ЯМР полимеров гентизиновых кислот, полученных из НЧ pGA/0.22.
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Рис. 5. Результаты анализа полученных наночастиц методом динамического светорассеяния (DLS). (а) – График распре- 
деления наночастиц по размерам, где pGA/0.22 – полигентизиновые НЧ, pFA/0.22 – полиферуловые НЧ, pDMF/0.22 –  
полидиметоксифенольные НЧ, полученные в результате фильтрования диализованных полимеров через мембрану с размером 
пор 0.22 мкм; (б) – стабильность НЧ, определенная по изменению гидродинамического радиуса (гистограмма) и индекса 
полидесперсности (PDI, точки) в буфере PBS (рН 7.2); (в) – распределение размеров полиферуловых частиц pFA/НЦ, 
полученных после низкоскоростного центрифугирования. Наличие только одного пика указывает на гомогенность суспензии; 
(г) – распределение размеров полиферуловых частиц pFA/0.22 после инкубации в растворе бычьего сывороточного альбумина 
(БСА) различной концентрации. Мажорные пики (~100 нм) показывают интактные НЧ. Наличие минорных пиков (<100 нм) 
указывает на частичное нарушение структуры НЧ, пики в области 4–10 нм характерны для светорассеяния молекул БСА в 
растворе, пики >100 нм определяют агрегацию НЧ; (д) – распределение размеров полигентизиновых частиц pGA/0.22 после 
инкубации в растворах БСА различной концентрации.

(а) (б)

(в) (г)

(д)

Таблица 1. Физико-химические характеристики полученных наночастиц

НЧ ζ-потенциал, мВ Z-average, нм PDI
pFA/0.22 –31.9 ± 0.1 124.6 ± 14.5 0.101 ± 0.024
pGA/0.22 –28.8 ± 0.8 118.9 ± 4.4 0.199 ± 0.038

pDMF/0.22 –24.9 ± 0.2 259.2 ± 115.4 0.188 ± 0.074
Отрицательные высокие значения ζ-потенциала указывают на анионную природу НЧ и их электростатическую стабильность;  
Z-average – средний гидродинамический диаметр НЧ; PDI – индекс полидисперсности, значения до 0.4 указывают на монодисперс-
ность суспензии НЧ.
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ченные в результате низкоскоростного центрифуги- 
рования, показали высокий индекс полидисперсности 
(PDI = 0.8 ± 0.1), распределение НЧ по размеру 
составило 100–1000 нм, что указывает на гетеро- 
генный состав суспензии и соответствует данным, 
полученным с помощью электронной микроскопии 
(рис. 3г).

Таким образом, посредством диализа формиру- 
ются два типа частиц, которые можно разделить 
фильтрованием через фильтр 0.22 мкм (pGA/0.22 и 
pFA/0.22) или низкоскоростным центрифугированием 
(pGA/НЦ и pFA/НЦ). Данные частицы отличаются 
размерами и значениями ζ-потенциала. В отличие 
от полиферуловых НЧ, наличие полидисперсности 
и возможная агрегация полимеров гентизиновых 
кислот в пробах pGA/НЦ, полученных после низко- 
скоростного центрифугирования, исключают исполь- 
зование этих НЧ для доставки лекарств в клетки. 
В совокупности полученные данные позволяют 
предположить, что структура полимеров определяет 
их способность образовывать стабильные НЧ. 

Наночастицы, сформированные полимерами 
феруловой и гентизиновой кислот, нетоксичны для 
культивируемых клеток человека. Потенциальную 
цитотоксичность НЧ для клеток человека оценивали 
с использованием клеточных линий рака молочной 
железы MDA-MB-231 и MCF-7, а также нормальных 
фибробластов крайней плоти человека Bj-5ta. Для 
этого клетки (7.5 × 103 на лунку) инкубировали в 
96-луночных планшетах в присутствии НЧ pFA/0.22 
и pGA/0.22 (0–100 мг/мл в пересчете на количество 
полимера), количество жизнеспособных клеток 
определяли с помощью МТТ-теста в течение 24, 48 
и 72 ч обработки. Показано, что даже при максималь- 
ной концентрации НЧ 100 мг/мл, что составляет  
100 НЧ на клетку, количество жизнеспособных 
клеток для всех трех линий было сопоставимо с пока- 
зателями контроля. При инкубировании в течение 
72 ч количество жизнеспособных клеток составило 
100%. Полученные данные свидетельствуют о том, 
что полимеры феруловой и гентизиновой кислот 
биосовместимы и нетоксичны для клеток человека. 

Загрузка НЧ низкомолекулярными соедине- 
ниями. Для анализа возможности переноса низко- 
молекулярных органических соединений полифе- 

руловые НЧ pFA/0.22 загружали флуорохромом 
Vybrant. Эффективность инкапсуляции (отношение 
количества соединения в НЧ к его исходному пока- 
зателю) составила 4.8 ± 0.8% от общего количества 
флуорохрома в растворе.

Далее для определения способности НЧ достав- 
лять фармакологические соединения в клетки чело- 
века полиферуловые НЧ pFA/0.22 и pFA/НЦ, а 
также полигентизиновые НЧ pGA/0.22 загружали 
противоопухолевым препаратом доксорубицином 
(Dox). Эффективность инкапсуляции Dox для поли- 
феруловых НЧ pFA/0.22 составила 5.45 ± 0.73% (значе- 
ния, сходные с загрузкой флуорохромом Vybrant). Для  
полиферуловых НЧ pFA/НЦ инкапсуляция Dox соста- 
вила 15.30 ± 0.20%. Эффективность загрузки полиген- 
тизиновых НЧ pGA/0.22 составила 21.7 ± 0.32%. 
Следует отметить, что такая эффективность (8–15%) 
стандартна для НЧ, образованных из лигниновых 
полимеров [8]. Более высокое содержание Dox в  
полиферуловых НЧ pFA/НЦ можно объяснить их 
большим объемом относительно НЧ pFA/0.22. Следо- 
вательно, можно предположить, что при успешном 
поглощении этих НЧ опухолевыми клетками может 
быть достигнута более высокая концентрация лекар- 
ственного соединения в клетках-мишенях.

Для эффективного переноса фармакологических 
препаратов подразумевается, что НЧ будут находиться 
в плазме крови, при этом они должны удерживать 
загруженное лекарство в течение времени, необ- 
ходимого для достижения целевых тканей. Поскольку 
противоопухолевый препарат Dox обладает флуо- 
ресценцией (возбуждение 488 нм, эмиссия 560– 
615 нм), для анализа эффлюкса загруженного в НЧ  
Dox использовали метод микродиализа [17] с по- 
следующей детекцией флуоресценции Dox в растворе, 
содержащем 5% альбумина сыворотки быка (БСА) 
(рис. 6а). Показано, что через 24 ч гентизиновые 
НЧ pGA/0.22 удерживают ~90% соединения (выход 
в раствор – 10.3%). Для полиферуловых частиц  
pFA/НЦ и pFA/0.22 эти значения составили ~78%  
(22.2 ± 2.2% в растворе) и 61% (39.0 ± 0.2% свобод- 
ного соединения в растворе) соответственно. Таким 
образом, НЧ, сформированные полиферуловыми 
полимерами и имеющие разную морфологию  
(рис. 3а, 3б), отличаются по способности удерживать 
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противоопухолевый препарат в белковых растворах. 
Следует отметить, что pFA/НЦ, которые более стабиль- 
ны в присутствии 5% БСА, выводят вещество в рас- 
твор постепенно, моделируя пролонгированное высво- 
бождение лекарственного средства.

Показано, что в микроокружении опухолевых кле- 
ток наблюдается повышенная кислотность среды  
(рН 6.5–6.8) [18]. Мы проанализировали эффектив- 
ность выхода доксорубицина из НЧ в растворах с  
разной кислотностью. Показано, что НЧ более эффек- 
тивно высвобождают доксорубицин при значениях 
рН 5.5 и 6.8, чем в условиях нейтрального рН 7.2–7.4. 
Однако в течение первых трех часов Dox эффектив- 
нее выходит из полиферуловых НЧ pFA/НЦ по срав- 
нению с полиферуловыми и полигентизиновыми 
НЧ pFA/0.22, pGA/0.22, и этот эффект усиливается с  
увеличением времени инкубации (рис. 6б–6г). Эти 
результаты эффлюкса доксорубицина предполагают 
общий механизм взаимодействия загруженного 
низкомолекулярного соединения с полиферуловыми 
и гентизиновыми полимерами, формирующими НЧ. 

В совокупности полученные данные указывают на  
возможность использования лигнин-подобных НЧ  
для адресной доставки, когда выход из НЧ лекар- 
ственного соединения будет наиболее эффективно 
осуществляться в микроокружение опухолевых 
клеток по сравнению с нормальными тканями. 

Поглощение лигнин-подобных НЧ клетками 
человека. Загруженные прижизненным флуорохро- 
мом Vybrant НЧ pFA/0.22 использовали для изуче- 
ния эффективности проникновения НЧ в опухоле- 
вые клетки рака молочной железы человека MDA-
MB-231 и их визуализации. После 6-часовой инку- 
бации клеток рака молочной железы MB-MDA-231 с 
полиферуловыми НЧ, загруженными флуорохромом, 
наблюдали флуоресценцию в виде дискретных точек 
(рис. 7в), в то время как в клетках, обработанных 
раствором флуорохрома, флуоресцентный сигнал  
был диффузно распределен в цитоплазме (рис. 7б).  
Следует отметить, что флуоресцентные НЧ концен- 
трировались в определенных компартментах клетки,  
а именно в области вблизи ядра. Как было показано 

Рис. 6. Выход доксорубицина (Dox) из наночастиц в различных условиях среды. (а) – Выход Dox из НЧ в фосфатном буфере, 
содержащем 5% БСА, в течение 24 ч; (б–г) – выход Dox (%) из НЧ через 3 и 24 ч инкубации в условиях разной кислотности: 
для полиферуловых НЧ pFA/0.22 – 27% через 3 ч и 65% через 24 ч при рН 5.5–6.8 против 9 и 41% при рН 7.2–7.4 (б); для 
полиферуловых pFA/НЦ – 6% через 3 ч и 18% через 24 ч при рН 5.5–6.8 против 1 и 2% при рН 7.2–7.4 (в); – для полигентизиновых 
НЧ pGA/0.22 – 44% через 3 ч и 65% через 24 ч при рН 5.5–6.8 против 17 и 42% при рН 7.2–7.4 (г).

(а) (б)

(в) (г)
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ранее для карбоксилированных полистиреновых 
частиц, а также для квантовых точек, конъюгирован- 
ных с пептидом, эти наночастицы накапливаются в 
эндосомах, которые мигрируют вдоль микротрубочек и  
концентрируются в центросомах вблизи ядер [19, 20].  
Мы можем предположить, что подобный механизм 
пенетрации и распределения внутри клетки реализу- 
ется и для лигнин-подобных НЧ.

Поскольку противоопухолевый препарат Dox 
обладает флуоресценцией, анализ эффективности 
проникновения соединения в клетки рака молоч- 
ной железы MDA-MB-231 и MCF-7 в виде загружен- 
ного в наночастицы и в свободной форме, опреде- 
ляли подсчетом флуоресцирующих клеток посред- 
ством проточной цитометрии. Показано, что поли- 
гентизиновые НЧ pGA/0.22 по сравнению с полифе- 
руловыми НЧ обладают низкой эффективностью 
пенетрации в клетки рака молочной железы MDA-
MB-231 (7% против 90% в течение первого часа), и 
увеличение времени инкубации до 24 ч не приводит 
к увеличению количества флуоресцирующих клеток 
(рис. 7г). Поскольку ранее нами было показано, 
что полигентизиновые НЧ pGA/0.22 стабильны и  
обладают хорошей способностью удерживать загру- 
женный Dox в белковых растворах (рис. 6а), малые 

значения флуоресценции, скорее всего, относятся 
к низкой способности этих НЧ проникать внутрь 
клеток, нежели с их разрушением в ростовой среде. 
Можно предположить, что низкое поглощение поли- 
гентизиновых НЧ опухолевыми клетками связано с 
их неспособностью эффективно взаимодействовать 
с клеточными мембранами, однако этот факт требует 
дальнейшего изучения.

Для НЧ pFA/НЦ показано, что уже через 5 мин 
инкубации можно наблюдать флуоресцирующие 
клетки, и их количество выше, чем в популяции 
клеток, обработанных неинкапсулированным сво- 
бодным Dox (рис. 7д, 7е). Следует отметить, что это 
соотношение сохраняется в течение первых часов, 
однако количество клеток MDA-MB-231, которые 
в равной степени поглощают свободные Dox и НЧ, 
выравнивается после 1 ч инкубации (рис. 7д), в то 
время как в клетках MCF-7 эта разница сохраняется 
в течение 24 ч (рис. 7е). Кроме того, клетки MDA-
MB-231 более активно поглощают полиферуловые 
НЧ, чем клетки MCF-7, что наиболее очевидно в 
первые 15 мин инкубации (рис. 7д, 7е). Известно, 
что трижды отрицательные базальные клетки MDA-
MB-231 представляют собой наиболее агрессив- 
ную, метастазирующую форму рака молочной же- 

Рис. 7. Поглощение наночастиц культивируемыми клетками человека. (а–в) – Микрофотографии флуоресценции флуорохрома 
Vybrant: (а) – необработанные клетки MDA-MB-231; (б) – клетки MDA-MB-231 после инкубации с флуорохромом Vybrant 
(зеленый); (в) – клетки MDA-MB-231, инкубированные с НЧ pFA/0.22, загруженными Vybrant. В образцах (а) и (в) ядра окрашены 
DAPI-405 (синий), масштабные отрезки – 10 мкм; (г–е) – гистограммы результатов проточной цитометрии: (г) – зависимость 
поглощения клетками MDA-MB-231 загруженных Dox частиц pFA/0.22 и pGA/0.22 (100 НЧ на 1 клетку) от времени инкубации; 
(д) – график интернализации pFA/НЦ для клеток MDA-MB-231; (е) – график интернализации pFA/НЦ для клеток MCF-7. 

(а) (б) (в)

(г) (д) (е)
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лезы, чем люминальные клетки MCF-7 [21]. Также 
показано, что по сравнению с эпителиальными клет- 
ками MCF-7, клетки MDA-MB-231 прошли эпите- 
лиально-мезенхимальный переход (ЭМП), т.е. имеют 
мезенхимальный фенотип и, вследствие этого, обла- 
дают повышенной способностью к миграции, инва- 
зии и метастазированию [22]. Наши данные показы- 
вают, что уже через 5 мин инкубации клетки MDA- 
MB-231 лучше поглощают и накапливают поли- 
феруловые НЧ pFA/НЦ (64% клеток в популяции 
клеточной линии), чем клетки MCF-7 (41%). Является 
ли эта разница в эффективности поглощения НЧ 
общей характеристикой мезенхимальных клеток по  
сравнению с эпителиальными клетками или пред- 
ставляет собой частный случай для этих клеточ- 
ных линий? Это важный вопрос, требующий допол- 
нительных исследований. Однако полученный резуль- 
тат предполагает, что лигнин-подобные НЧ могут 
быть эффективно использованы для лечения наиболее 
агрессивных, метастазирующих форм рака. 

Эффективность ингибирования роста опухоле- 
вых клеток доксорубицином, инкапсулированным 
в НЧ. Для определения цитотоксичности свобод- 
ного Dox и Dox, переносимого полиферуловыми 
НЧ, для опухолевых клеток рака молочной железы 
MDA-MB-231 и MCF-7 использовали МТТ-тест.  
Поскольку в организме концентрация НЧ в опухоле- 
вых тканях нестабильна и постоянно снижается 
вследствие вымывания НЧ кровотоком, утилизации 
клетками опухоли и стромы, а также в результате их 

поглощения инфильтрующими ткани макрофагами, 
в нашем эксперименте культивируемые клетки обра- 
батывали полиферуловыми НЧ pFA/НЦ, загру- 
женными Dox или свободным соединением, в течение 
15 мин, затем препарат удаляли с последующей 
отмывкой клеток и инкубацией в полной ростовой 
среде в течение 48 ч. Показано, что клетки, инку- 
бированные с загруженными Dox НЧ, имеют более 
низкую выживаемость по сравнению с клетками, 
обработанными свободной формой соединения 
(рис. 8а). Можно предположить, что по сравнению с  
препаратом, растворенным в среде, локальная кон- 
центрация Dox в клетках повышается за счет актив- 
ного поглощения загруженных НЧ (см. рис. 7д, 7е),  
что приводит к их гибели. Для подтверждения резуль- 
татов МТТ-теста для клеточной линии MDA-MB-231 
провели оценку клеточной гибели с использованием 
аннексина V. Показано, что после инкубации с загру- 
женными Dox полиферуловыми НЧ/НЦ вступивших 
в апоптоз клеток было на 8% больше по сравнению с 
клетками, инкубированными со свободным Dox (37.2 
и 29.3% соответственно).

Сфероиды (3D-культуры) – модельные объекты для  
изучения поведения, проникновения и накопления НЧ 
в солидных опухолях. Используя сфероиды, сформи- 
рованные из плотно соединенных клеток MCF-7 [23],  
мы показали, что по сравнению со свободным Dox  
загруженные НЧ pFA/НЦ более эффективно инду- 
цируют апоптоз (рис. 8б). Так, после инкубации сфе- 
роидов с загруженными НЧ в условиях постоянного 

Рис. 8. Анализ цитотоксичности свободного Dox и доксорубицина в составе наночастиц. (а) – МТТ-тест клеточных линий 
MDA-MB-231 и MCF-7 после 15 мин обработки с последующей отмывкой образцов от соединения. Время инкубации 
после обработки – 48 ч; (б) – результаты проточной цитометрии показывают количество аннексин V-FITC-положительных, 
апоптотических клеток MCF-7 в составе сфероидов через 48 ч после обработки либо свободным Dox, либо соединением в 
составе полиферуловых НЧ pFA/НЦ в условиях постоянного присутствия Dox (левая панель) или его удаления из среды через 
15 мин инкубации (правая панель).

(а) (б)
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присутствия препарата в среде наблюдали 51.8% 
апоптотических клеток по сравнению с 35.6% для 
свободного Dox. Следует отметить, что в условиях уда- 
ления соединения из среды после 15 мин инкубации 
загруженные НЧ также вызывали более высокий 
уровень апоптоза опухолевых клеток – 15.3% против  
9.3% для свободного Dox (рис. 8б). Следовательно, 
можно предположить, что НЧ могут повышать ло- 
кальную концентрацию лекарства в опухолевых 
клетках и усиливать цитотоксический эффект проти- 
воопухолевого препарата.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Выделение и очистка лакказы из гриба Cerrena  
unicolor. Гриб Cerrena unicolor (ВКМ F-3196, Все- 
российская коллекция микроорганизмов, https://www.
vkm.ru) хранили при 4°C в пробирках, содержащих 
скошенный сусло-агар, в условиях ежемесячного 
пересева культуры. Для роста инокулята в жидкой 
среде клетки стерильно переносили с агара в культу- 
ральную среду (пептон – 2.0 г/л, MgSO4 . 7H2O – 0.2 г/л,  
дрожжевой экстракт – 2.0 г/л, глюкоза – 2%, NaH2PO4 –  
20 мМ; рН 5.0). Индукцию синтеза лакказы и выделе- 
ние фермента проводили согласно методике, описан- 
ной ранее [9]. Активность фермента во фракциях, 
полученных в процессах гель-фильтрации и ионо- 
обменной хроматографии, определяли спектро- 
фотометрически посредством измерения скорости 
окисления субстрата лакказы ABTS (Sigma-Aldrich, 
США). Ионообменную хроматографию и гель-
фильтрацию проводили с помощью системы ACTA 
FPLC (GE Healthcare, США). Концентрацию белка 
определяли методом Бредфорд, гомогенность пре- 
парата лакказы оценивали с помощью 12%-ного де- 
натурирующего гель-электрофореза. Белки в гелях 
окрашивали Кумасси R250. Молекулярную массу 
денатурированного белка (две изоформы: 75 и 
67 кДа) определяли с помощью набора маркеров 
молекулярных весов 14.4–116.0 кДа (Thermo Fisher 
Scientific, США).

Синтез лигнин-подобных полимеров с исполь- 
зованием лакказы. Исследовали 12 фенольных 
мономеров (Sigma-Aldrich, США) на их способность 
формировать полимеры в окислительных реак- 

циях. Для подбора условий успешного синтеза водо- 
нерастворимых полимеров использовали различные 
соотношения фермент–субстрат в реакционной смеси: 
1) 0.06 Е/мл лакказы и мономеры в концентрации  
15 мМ; 2) 0.06 Е/мл лакказы и мономеры в кон- 
центрации 40 мМ; 3) 0.36 Е/мл лакказы и мономеры в  
концентрации 15 мМ. Полимеры синтезировали в реак- 
ционной смеси объемом 50 мл, содержащей различ- 
ные концентрации каждого мономера (15 или 40 мМ).  
Навески мономеров растворяли в 5 мл 96%-ного 
этанола, за исключением натриевой соли гентизиновой 
кислоты, которую растворяли в 5 мл дистиллированной 
воды. Далее доводили объем до 50 мл с помощью 
20 мМ ацетата натрия (рН 5.0), добавляли разные 
количества фермента (0.06 или 0.36 Е/мл лакказы) 
и инкубировали 24 ч при 30°C и постоянном пере- 
мешивании для доступа кислорода в реакционные 
смеси. По окончании ферментативной реакции 
смеси центрифугировали 30 мин при 4000 об/мин, 
осадок водонерастворимых полимеров промывали 
водой и дополнительно центрифугировали. Затем 
осадок переносили в чашку Петри и высушивали на 
воздухе в течение 24 ч. Далее полимеры растворяли 
в DMSO (Sigma-Aldrich, США), измеряли спектры 
поглощения на спектрофотометре UV-1650PC 
(Shimadzu, Япония) при комнатной температуре для 
подтверждения полимеризации. Объем кюветы –  
1 мл, длина оптического пути – 1 см. Синтез полиме- 
ров проводили в трех повторах.

Анализ структуры полимеров методом ИК-
Фурье-спектроскопии. Для определения ИК-спек- 
тров (Fourier-transform infrared spectroscopy, FTIR) к 
препаратам феруловых и гентизиновых полимеров 
в количестве 50 мг добавляли KBr (в соотношении  
1 : 1), полученную смесь до однородности растирали 
в агатовой ступке. Первоначально определяли 
спектры KBr при комнатной температуре. Далее 
измеряли ИК-спектры препарата и вычитали из 
них спектры KBr. Полученные значения спектров 
корректировали на спектральный вклад паров воды и 
CO2 с последующим анализом в диапазоне волновых 
чисел 4000–650 см–1.

Спектры полимеров определяли с помощью 
ИК-Фурье-спектрометра Nicolet 6700, оснащенного 



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 2          2024

124 СМИРНОВ и др.

приставкой Smart Orbit с бриллиантовым ATR-
кристаллом (Thermo Scientific, США): измерения 
проводили в режиме ATR на бриллиантовом ATR-
кристалле с оптическим путем 4 мкм, используя MCT-
детектор (охлаждение жидким азотом), сканирование 
в диапазоне волновых чисел 4000–650 см–1 с разре- 
шением 1 см–1, усреднением по 256 спектрам. В 
качестве контроля использовали соответствующие 
мономеры.

Анализ структуры полимеров методом ЯМР- 
спектроскопии. Полимеры, полученные посред- 
ством ферментативного синтеза, высушивали в экси- 
каторе и в концентрации 10 мг/мл растворяли в 
дейтерированном DMSO. Спектры 1Н- и 13С-ЯМР 
регистрировали при комнатной (25°C) температуре 
на спектрометре Avance 400 (Bruker, Германия) с 
рабочей частотой 400 и 100 МГц соответственно. 
Растворители и внутренние стандарты (остаточные 
протоны дейтерорастворителей) – DMSO-d6; хими- 
ческие сдвиги указаны относительно Me4Si (для 1Н 
и 13С).

Формирование наночастиц посредством 
диализа. Формирование НЧ производили методом 
диализа против воды Milli-Q с использованием 
диализных мембран (Dialysis Tubing, 12–14 кДa, Sigma-
Aldrich, США). При диализе происходит замещение 
органического растворителя водой и образование 
водонерастворимых НЧ. Полученные полимеры  
(1 мг/мл) растворяли в DMSO. Полиэтиленгликоль 
(ПЭГ) с молекулярной массой 20 000 MW (Loba 
Chemie Fischamend, Австрия) – реагент, применяемый 
для стабилизации НЧ в физиологических раство- 
рах [24], растворяли в DMSO и добавляли в конеч- 
ной концентрации 0.5 мг/мл к раствору полимеров 
(массовое соотношение полимер/ПЭГ в растворе  
2 : 1 соответственно). Полученный раствор помещали 
в диализные мешки и диализовали против 500 мл 
воды Milli-Q при постоянном перемешивании и смене 
диализного раствора 3 раза через 15 мин, 3 ч и 20 ч.

По окончании диализа суспензию НЧ центри- 
фугировали 10 мин при 1200 об/мин для удаления 
агрегатов, супернатант переносили в пробирку 
эппендорф с последующим центрифугированием при 
2500 об/мин в течение 10 мин. Затем супернатант, 

содержащий НЧ, фильтровали через фильтры (TPP, 
Швейцария) с размером пор 0.22 мкм (препарат НЧ 
pFA/0.22 и pGA/0.22), а осадок ресуспендировали в 
воде Milli-Q c последующим центрифугированием 
при 2500 об/мин в течение 10 мин. После двух 
раундов отмывки осадок ресуспендировали в 1 мл 
стерильной воды Milli-Q (препараты pFA/НЦ и pGA/
НЦ). Далее все полученные препараты использо- 
вали для определения размера и морфологии НЧ 
методами электронной микроскопии и динамического 
светорассеяния (DLS).

Определение концентрации наночастиц мето- 
дом проточной цитофлуориметрии. Суспензии изу- 
чаемых НЧ анализировали на проточном цито- 
флуориметре Novocyte (ACEA Biosciences, Inc., США) 
при следующих условиях: Threshold SSH-H 1000, 
объем пробы – 10 мкл, скорость потока – slow. При 
необходимости пробы разбавляли в 10–100 раз.

Оценка структуры наночастиц методом про- 
свечивающей электронной микроскопии. Для 
оценки морфологии НЧ каплю суспензии НЧ нано- 
сили на поверхность медной сетки, покрытой форм- 
варовой пленкой. Нанесенному образцу давали 
адсорбироваться в течение 2 мин, а затем удаляли 
избыток образца с помощью фильтровальной бумаги. 
Препараты просматривали на просвечивающем 
электронном микроскопе JEM-1400 (JEOL, Япония) 
при ускоряющем напряжении 80 кВ и регистрировали 
случайные изображения репрезентативных полей 
наблюдения с помощью 11-мегапиксельной ПЭМ-
камеры MORADA G2 (EMSIS GmbH, Германия). Для 
каждого независимого эксперимента синтеза поли- 
меров и формирования НЧ получили шесть микро- 
фотографий.

Анализ НЧ методом DLS. Анализ НЧ методом 
динамического светорассеяния (dynamic light scat- 
tering, DLS) проводили при 20°C и длине волны  
633 нм с использованием прибора Zetasizer Nano  
ZS (Malvern Instruments Ltd., Великобритания).

Для оценки стабильности в физиологических 
условиях суспензию НЧ помещали в физиологический 
раствор PBS (фосфатно-солевой буфер, рН 7.2) и 
растворы бычьего сывороточного альбумина (БСА). 
В случае PBS к пробам НЧ в воде (1 мг/мл) добавляли 
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10× раствор PBS (pH 7.2) до однократного разведе- 
ния, перемешивали и инкубировали 60 мин при  
20°C. Образцы отбирали через 0, 5, 60 мин и анализиро- 
вали посредством DLS. В случае изучения стабиль- 
ности НЧ в белковых растворах БСА к пробам НЧ  
(1 мг/мл) добавляли 10%-ный раствор БСА до конеч- 
ных концентраций БСА 1, 0.1, 0.01%, затем инкуби- 
ровали 60 мин при 20°C. Образцы отбирали через 0, 
5, 60 мин и анализировали посредством DLS. Анализ 
проводили в трех повторах.

Получение загруженных наночастиц. Полимеры 
в концентрации 1 мг/мл в DMSO (Sigma-Aldrich, 
США) смешивали с 0.2 мг/мл Dox (Sigma-Aldrich, 
Германия), растворенного в DMSO, в объемном соот- 
ношении полимер–краситель 1 : 0.2 и диализовали  
24 ч против 500 мл воды Milli-Q (Dialysis Tubing, 
12−14 кДa; Sigma-Aldrich, США) в вытяжном шкафу 
при постоянном перемешивании и смене буфера  
3 раза через 15 мин, 3 ч и 20 ч. После последней смены 
диализного раствора интенсивность перемешива- 
ния увеличивали в 2 раза. Затем пробы сформирован- 
ных в результате диализа НЧ собирали из диализ- 
ного мешка в пробирки и фракционировали посред- 
ством центрифугирования (НЧ/НЦ) или фильтрации 
(НЧ/0.22), как описано выше. Для загрузки НЧ при- 
жизненным красителем Vybrant первоначально гото- 
вили 10 мМ раствор Vybrant CFDA SE Cell Tracer 
Kit (Invitrogen, США) согласно инструкции произ- 
водителя. Затем концентрацию флуорохрома разбав- 
ляли до 100 мкМ с помощью DMSO. В дальнейшем 
этот раствор использовали для загрузки НЧ методом, 
используемым для Dox. 

Анализ эффективности загрузки наночастиц 
низкомолекулярными соединениями и эффлюкса  
вещества из наночастиц. Эффективность инкапсу- 
лирования флуоресцентных низкомолекулярных 
соединений (Dox или Vуbrant) в НЧ оценивали с 
использованием флуоресцентного ридера FilterMax 
F5 (Molecular Devices, США). К 50 мкл водной сус- 
пензии загруженных НЧ добавляли 50 мкл DMSO 
и анализировали на 96-луночном планшете при 
следующих длинах волн: поглощение при 485 нм,  
испускание при 595 нм. Эффективность инкапсу- 
лирования рассчитывали как соотношение исход- 

ной флуоресценции соединения с известной концен- 
трацией, растворенного в DMSO, и этого же соеди- 
нения, загруженного в НЧ.

Для оценки эффлюкса доксорубицина из загру- 
женных НЧ в белковых растворах использовали 
метод микродиализа. Для этого 100 мкл суспензии 
НЧ помещали в верхние отсеки центрифужных 
пробирок-концентраторов (IVSS VIVASPIN, 15 мл,  
10 кДа; Sigma-Aldrich, США), далее добавляли  
900 мкл растворов БСА в PBS (pH 7.2; Sigma-Aldrich, 
США) до конечной концентрации 5% и инкубировали 
при вращении на платформе Multi RS-60 (Biosan, 
Латвия). Отбор проб (по 100 мкл) проводили из ниж- 
ней части пробирки через 15 и 30 мин, 1, 3 и 24 ч 
инкубации. В качестве отрицательного контроля ис- 
пользовали раствор PBS (pH 7.2), в качестве поло- 
жительного контроля – раствор Dox в PBS (pH 7.2,  
0.2 мг/мл). Процент выхода флуорохрома из НЧ 
оценивали по интенсивности флуоресценции, концен- 
трацию Dox в отбираемых пробах рассчитывали отно- 
сительно значений флуоресценции при различных 
разведениях соединения. Анализ проводили в трех 
повторах. Интенсивность флуоресценции измеряли 
при помощи ридера FilterMax F5 (Molecular Devices, 
США) при следующих длинах волн: поглощение при 
485 нм, испускание при 595 нм.

Для оценки эффлюкса Dox из НЧ в условиях раз- 
личных рН применяли аналогичную процедуру, 
описанную выше, где суспензию НЧ инкубировали в 
20 мМ растворах Tris-HCl с различными значениями 
рН (5.5, 6.8, 7.2). В качестве контроля использовали 
раствор PBS (pH 7.2). Процент выхода флуорохрома 
из НЧ оценивали по флуоресценции Dox в пробах, 
отбираемых из нижней части пробирки.

Культивирование опухолевых клеток человека. 
В работе использовали клеточные линии: MDA-
MB-231 и MCF-7 (рак молочной железы), а также 
иммортализованные нормальные фибробласты 
крайней плоти человека Bj-5ta. Клеточные линии 
были получены из НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина 
(Москва, Россия). Клетки MDA-MB-231, MCF-7 и 
Bj-5ta культивировали во флаконах T-25 (Thermo 
Fisher Scientific, США) на ростовой среде DMEM с 
добавлением 5% FBS (ПанЭко, Россия) и пенициллин-
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стрептомицина (50 ME/мл) (ПанЭко, Россия). Клетки 
инкубировали в CO2-инкубаторе при 37°C и 5% СО2 
во влажной атмосфере. Все манипуляции проводили в 
ламинарных боксах второго класса защиты в условиях 
повышенной стерильности. Для анализа роста клеток 
и достижения конфлюэнтности клеточного монослоя 
использовали инвертированный микроскоп при 
увеличении 20× (OPTON, Германия).

Оценка проникновения наночастиц в клетки 
методом флуоресцентной микроскопии. Для 
загрузки Dox и Vybrant в НЧ использовали метод 
диализа при формировании НЧ. Стерилизацию НЧ 
pFA/0.22 и pGA/0.22 обеспечивали фильтрованием 
(Syringe-Filter 0.22 мкм; TPP, Швейцария). НЧ pFA/
НЦ, фракционированные из коллоидного раствора 
с помощью низкоскоростного центрифугирования, 
стерилизовали посредством УФ-облучения в течение 
15 мин. Далее, после определения количества НЧ, 
стерильные препараты добавляли к культивируемым 
клеткам.

Клетки MDA-MB-231 (150 тыс. клеток) высевали 
на покровные стекла, помещенные в чашки Петри 
диаметром 3 см (Tissue Culture Dish, Costar, США), 
содержащие 2 мл полной ростовой среды, клетки 
инкубировали в СО2-инкубаторе при 37°C. На следу- 
ющий день ростовую среду удаляли, клетки 1 раз 
промывали PBS (pH 7.2), затем добавляли стерильный 
раствор НЧ, загруженных флуорохромом (100 мкг/мл 
в 1.5 мл DMEM, 5% FBS), и инкубировали 6 ч при 
37°C в СО2-инкубаторе. В качестве положительного 
контроля флуоресценции клетки также инкубиро- 
вали в присутствии 5 мкМ флуорохрома Vybrant 
согласно инструкции компании-производителя. 
По окончании времени инкубации клетки дважды 
промывали PBS (pH 7.2) для удаления НЧ и фиксиро- 
вали 15 мин раствором 4%-ного параформальдегида  
в PBS при комнатной температуре. Затем фиксиро- 
ванные клетки промывали 2 раза PBS и окрашивали 
раствором DAPI-405 (2.5 мкг/мл, 10 мин) для визуа- 
лизации ядер. По окончании процедуры клетки про- 
мывали PBS, покровное стекло переносили на пред- 
метное стекло, содержащее SlowFade Diamond 
Antifade Mountant (Invitrogen, США) таким образом, 
чтобы клетки были между стеклами. Флуоресценцию 
Vybrant и DAPI-405 анализировали с использованием 
набора фильтров с длинами волн G 365 нм возбужде- 

ния и BP 445/50 нм испускания для DAPI-405, BP 
470/27 нм возбуждения и DBP 512/30 + 630/98 нм  
испускания для Vybrant на флуоресцентном мик- 
роскопе AXIO Imager.A1 (Zeiss, Германия) с камерой 
AxioCamMRC, программное обеспечение Zeiss 
Axiocam.

Оценка накопления частиц в клетках методом 
проточной цитофлуориметрии. Клетки MDA-
MB-231 и MCF-7 высевали на чашки Петри диамет- 
ром 3 см (Tissue Culture Dish, Costar, США), содер- 
жащие 2 мл полной ростовой среды (DMEM или 
RPMI), и инкубировали 24 ч при 37°C в СО2-инку- 
баторе. На следующий день ростовую среду удаляли, 
клетки 1 раз промывали PBS (pH 7.2), затем добав- 
ляли стерильную суспензию лигниновых НЧ в PBS,  
загруженных Dox (15 мкМ), в объеме 1 мл и инкуби- 
ровали в течение 5, 10 и 15 мин, 1, 3 и 24 ч при 37°C  
в СО2-инкубаторе. В качестве отрицательного кон- 
троля использовали клетки без добавления НЧ. В 
качестве положительного контроля флуоресценции 
клетки также инкубировали в присутствии 15 мкМ 
раствора Dox. По окончании времени инкубации 
клетки дважды промывали 1 мл PBS (pH 7.2) и 
открепляли от подложки с помощью 0.25% трипсина 
(инкубация 5 мин). Далее клетки ресуспендировали  
в 1 мл PBS, содержащего 5% FBS, переносили в эппен- 
дорфы, центрифугировали 5 мин при 1200 об/мин  
и фиксировали 10 мин раствором 4%-ного парафор- 
мальдегида в PBS при комнатной температуре. Затем  
фиксированные клетки 1 раз промывали 1 мл PBS 
(рН 7.2), центрифугировали (1200 об/мин, 5 мин) 
и ресуспендировали в 0.5 мл PBS. Суспензии изу- 
чаемых клеток анализировали на проточном цито- 
флуориметре Novocyte (ACEA Biosciences, Inc., США) 
при следующих условиях: Threshold FSC-H 300 000, 
скорость потока – slow, подсчет клеток проводили 
до лимита в 10 тыс. клеток. Для загруженных Dox 
частиц также использовали флуоресцентный детектор 
PE (B572/gain 378).

Анализ цитотоксичности (МТТ-тест). В 96-лу- 
ночный планшет вносили по 100 мкл суспензии 
клеток (7500 клеток на лунку), после чего планшет 
помещали в СО2-инкубатор (5% CO2, 37°C). Через 
24 ч среду в лунках заменяли ростовой средой, со- 
держащей различные концентрации Dox или суспен- 
зию НЧ с разной степенью разбавления (0–0.1 мг/мл  



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 2          2024

127НАНОЧАСТИЦЫ НА ОСНОВЕ ПОЛИФЕРУЛОВЫХ И ПОЛИГЕНТИЗИНОВЫХ КИСЛОТ

в пересчете на количество полимеров, 0–100 мкМ 
в пересчете на количество загруженного в НЧ 
Dox). Концентрация Dox в пробах с наночастицами 
была выровнена относительно свободного Dox 
посредством разбавления суспензии НЧ с известной 
инкапсуляцией Dox. 

Цитотоксичность частиц определяли методом  
МТТ-теста через 48 ч. МТТ-тест основан на способ- 
ности митохондриальных и цитоплазматических 
дегидрогеназ клеток восстанавливать МТТ с образо- 
ванием нерастворимых в воде кристаллов форма- 
зана, количество которого можно измерять спектро- 
фотометрически. Из лунок планшета аккуратно 
удаляли ростовую среду, добавляли по 100 мкл среды 
DМЕМ без сыворотки, содержащей МТТ (0.5 мг/мл), 
и оставляли в СО2-инкубаторе на 2 ч. Затем удаляли 
раствор МТТ, добавляли 100 мкл DMSO и оставляли 
на 10 мин на шейкере Multi RS-60 (Biosan, Латвия) 
для полного растворения формазана. Поглощение 
измеряли на приборе FilterMax F5 (Molecular Devices, 
США) при длине волны 595 нм.

Получение 3D-сфероидов. 3D-сфероиды форми- 
ровали по оригинальной методике, разработанной в 
Институте биохимии и физиологии микроорганизмов 
им. Г.К. Скрябина РАН [23].

Определение апоптоза с использованием аннек- 
сина V. Клетки MDA-MB-231 и MCF-7 высевали в 
количестве 150 тыс. клеток на чашки Петри диамет- 
ром 3 см (Tissue Culture Dish, Costar, США), содержа- 
щие 2 мл полной ростовой среды, и инкубировали 
в СО2-инкубаторе при 37°C в течение 24 ч (48 ч для 
сфероидов). Сфероиды формировали по методике, 
приведенной выше. На следующий день ростовую 
среду удаляли, клетки 1 раз промывали PBS (pH 7.2). 
Затем добавляли 1 мл PBS, содержащего суспензию 
загруженных Dox (15 мкМ) pFA/НЦ, и инкубировали 
в течение 24 ч при 37°C в СО2-инкубаторе. В качестве 
отрицательного контроля использовали клетки без 
добавления НЧ, а также незагруженные НЧ. В качестве 
положительного контроля клетки также инкубировали 
в присутствии 15 мкМ раствора Dox. Для сфероидов 
использовали аналогичные условия. По окончании 
инкубации клетки в монослое открепляли от подложки 
обработкой трипсином в течение 5 мин и ресуспен- 
дировали в 1 мл ростовой среды, переносили в эппен- 

дорфы, центрифугировали 5 мин при 2000 об/мин. 
Сфероиды разрушали обработкой трипсином в тече- 
ние 5 мин, ресуспендировали в 2 мл ростовой среды, 
переносили суспензию клеток в эппендорфы и 
центрифугировали 5 мин при 2000 об/мин. Далее 
клетки промывали PBS и повторно центрифугировали 
для удаления НЧ. После этого клетки ресупендировали 
в 300 мкл буфера для связывания аннексина V 
(1.4 М NaCl, 25 мМ CaCl2, 0.1 M HEPES, pH 7.4), 
добавляли рекомбинантный белок аннексин V, 
меченный флуорохромом FITC (Lumiprobe, Россия), 
в конечной концентрации 2 мкг/мл и инкубировали 
15 мин на льду. В качестве отрицательного контроля 
использовали клетки без добавления аннексина V.  
Затем флуоресценцию клеток анализировали на 
проточном цитофлуориметре Novocyte (ACEA Bio- 
sciences, Inc., США) при следующих условиях: 
Threshold FSC-H 300 000, скорость потока – slow, под- 
счет клеток проводили до лимита в 20 тыс. клеток. 
Используемые фильтры – флуоресцентный детектор 
PE (B572) и FITC (B530).

Статистическая обработка данных. Экспери- 
менты проводили в трех повторах. Приведены 
средние значения со стандартным отклонением. Гра- 
фики строили в программе GraphPad Prism 8.4.3 
(GraphPad Software, США).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе с использованием 12 различ- 
ных фенольных мономеров впервые исследована 
способность лакказы гриба Cerrena unicolor гене- 
рировать водонерастворимые полимеры и проверена 
возможность полученных полимеров формировать 
лигнин-подобные наночастицы. Впервые был прове- 
ден анализ структуры полимеров гентизиновой кис- 
лоты методом ЯМР. Показано, что при ферментатив- 
ном синтезе гентизиновых полимеров формируются 
два основных водонерастворимых соединения, 
которые в отличие от феруловых полимеров, имеющих 
линейную форму, являются разветвленными, и  
только один из них формирует НЧ. Анализ физико- 
химических свойств НЧ, сформированных полифе- 
руловыми и полигентизиновыми полимерами, по- 
казал их стабильность в физиологических растворах, 
нетоксичность для культивируемых клеток человека 
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(линии Bj-5ta, MDA-MB-231, MCF-7) и высокую 
эффективность загрузки низкомолекулярными орга- 
ническими соединениями. Однако было выявлено 
низкое поглощение культивируемыми клетками рака 
молочной железы полигентизиновых НЧ, загру- 
женных Dox, что ограничивает их использование в 
качестве носителей противоопухолевых препаратов. 
Эти данные заложили основу для анализа возможных 
модификаций полигентизиновых НЧ посредством 
ПЭГ или лигандами к мембранным рецепторам для  
повышения их способности к пенетрации в таргент- 
ные клетки. 

Суммируя вышеописанные физико-химические 
свойства полиферуловых НЧ (pFA/0.22, pFA/НЦ),  
следует, что для использования в медико-биоло- 
гических целях наиболее перспективны pFA/НЦ,  
полученные методом низкоскоростного центри- 
фугирования. По сравнению с pFA/0.22 они обеспе- 
чивают более эффективную загрузку противо- 
опухолевыми препаратами (доксорубицином) и 
пролонгированное высвобождение вещества из 
структуры. По сравнению со свободным Dox, до- 
бавленным в ростовую среду, загруженные Dox  
pFA/НЦ быстрее и в большем количестве накапли- 
ваются в опухолевых клетках и сфероидах, индуцируя 
клеточную гибель. 

Полученные данные указывают на перспектив- 
ность использования полиферуловых НЧ pFA/НЦ  
для переноса различных фармакологических соедине- 
ний в опухолевые клетки рака молочной железы. 
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Lignin polymers and their derivatives are actively used in various fields of biomedicine to create biocompatible 
materials, as medications, and to form nanoparticles. However, natural polymeric compounds derived from plant 
materials or monomers are defined as a mixture of compounds having a high heterogeneity in chemical structure, 
which greatly complicates the determination of their biological activity. This paper describes a new method of 
controlled synthesis using the enzyme laccase, which can be applied to obtain polymers with a specific structure. 
Based on enzymatically synthesized lignin-like polymers from ferulic and gentisiс phenolic monomers, nanoparticles 
with stable properties under physiological conditions were formed. The nanoparticles can differ in morphology 
from globular to fibrillar structures, depending on monomers used in the enzymatic reaction and the method of 
their formation. Nanoparticles obtained from lignin-like polymers of ferulic and gentisic acids can be loaded with 
low molecular weight hydrophobic compounds, including the anticancer drug doxorubicin. It has been shown that 
polyferulic nanoparticles are actively penetrate in tumor cells growing both in a monolayer culture and as part of 
spheroids, and, compared with a free compound, doxorubicin in the composition of nanoparticles has a greater 
cytotoxic effect on breast cancer cells. These data indicate the possibility of effective use of these carriers as pas-
sive targeted drug delivery in the treatment of tumors.

Keywords: laccase, ferulic acid, gentisic acid, lignin-like polymers, doxorubicin
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Жирные кислоты (ЖК) и их этиловые эфиры из экстракта губки Penares sp. (Южно-Китайское море) были 
разделены с помощью ВЭЖХ и проанализированы методом ГЖХ-МС с использованием пирролидиновых, 
4,4-диметилоксазолиновых, диметилдисульфидных и гидрированных производных. В отдельных случаях для 
анализа структур ЖК применяли спектроскопию 1Н- и 13С-ЯМР. Была обнаружена 71 кислота с длиной цепи 
от С12 до С28, в том числе 12 новых соединений: (5Z,9Z)-9-хлор-24-метил-5,9-пентакозадиеновая, (5Z,9Z)-
9-хлор-25-метил-5,9-гексакозадиеновая, (5Z,9Z)-9-хлор-24-метил-5,9-гексакозадиеновая, (5Z,9Z)-9-хлор-
25-метил-5,9-гептакозадиеновая, 6-хлор-20-метил-4-генэйкозеновая, 6-хлор-19-метил-4-генэйкозеновая, 
6-хлор-20-метил-4-докозеновая, цис-17,18-метилен-тетракозановая, 16,21-диметилдокозановая, 
18,23-диметилтетракозановая, 16,18,22-триметилтрикозановая и 18,20,24-триметилпентакозановая кислоты. 
Показаны особенности изученной смеси ЖК: высокое содержание компонентов с монометилированными 
цепями (>50%) и почти полное замещение обычных для губок демоспонгиевых кислот их хлорпроизводными –  
неизвестными ранее (5Z,9Z)-9-хлор-5,9-диеновыми кислотами. Обсуждено наличие аналогичных 
структурных фрагментов в ЖК Penares sp. и в некоторых биологически активных вторичных метаболитах 
губок этого рода. Полученные результаты могут быть использованы в структурных, сравнительных и 
биосинтетических исследованиях морских липидов.

Ключевые слова: губка, Penares, жирные кислоты, хлорированные жирные кислоты, демоспонгиевые 
кислоты, ГЖХ-МС

DOI: 10.31857/S0132342324020034, EDN: ONMVIP

ВВЕДЕНИЕ

Губки – древние и наиболее примитивные много- 
клеточные животные, являющиеся одним из богатей- 
ших природных источников различных уникальных 
метаболитов, в том числе необычных жирных кислот 
(ЖК). ЖК губок посвящено много эксперименталь- 
ных и несколько обзорных статей (см., например, 
обзоры [1‒5]). Несмотря на преобладание хлорид- 

иона в морской воде, ранее известные галогениро- 
ванные ЖК губок представлены 6-бромпроизводны- 
ми 5-цис,9-цис-диеновых (или демоспонгиевых [6]) 
кислот, а также ацетиленовыми полиненасыщенными 
бромированными [7] и иодированными [8] кислотами. 
Что касается хлорированных ЖК, то их обнаруживали 
в некоторых более эволюционно развитых морских 
беспозвоночных, а также рыбах и водорослях [7].

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по doi 10.31857/S0132342324020034 для авторизованных пользователей.
Сокращения: ЖК – жирные кислоты; ЭДЦ – эквивалентная длина цепи; 1Н,1Н-COSY – протон-протонная корреляционная спектро-
скопия; НМВС – гетероядерная многосвязная когерентность; HSQC – гетероядерная одноквантовая когерентность.
#Автор для связи: (тел.: +7 (423) 231-11-68; эл. почта: santalova@piboc.dvo.ru).
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При разделении этанольного экстракта губки 
рода Penares (Южно-Китайское море), наряду с 
фракциями тритерпеноидов [9] и бромированных 
индольных алкалоидов [10], мы получили фракцию 
этиловых эфиров демоспонгиевых кислот нового 
типа, содержащих винильный атом хлора. Эта 
необычная структурная черта побудила нас более 
подробно исследовать ЖК данной губки, что привело 
к обнаружению других неизвестных ранее кислот.

Губки Penares – продуценты многих липидов и  
липидоподобных соединений, обладающих разно- 
образными видами биологической активности. Так, 
пенарезидины А и В из Penares sp. активировали 
актин-зависимую ATФазу [11], а пеназетидин A из 
Penares sollasi ингибировал протеинкиназу C [12].  
Кроме того, пенасульфат A из Penares sp. и шульце- 
ины A−C из Penares schulzei ингибировали α-глюко- 
зидазу [13, 14], а анкоринозиды B–D из Penares 
sollasi ‒ мембранную матриксную металлопротеиназу 
(MT1-MMP) [15]. В дополнение к этому пенарамиды 
из Penares aff. incrustans ингибировали связывание 
ω-конотоксина GVIA с кальциевыми каналами 
N-типа [16], а пеназины А–Е из Penares sp. обладали 
цитотоксической активностью в отношении опухо- 
левых клеток HeLa и P388 [17]. Несмотря на интерес  
к таким веществам, структурный анализ их потен- 
циальных предшественников, а именно индиви- 
дуальных ЖК губок рода, ранее не проводили. Были 
опубликованы только скрининговые исследования ЖК 
двух образцов Penares tylotaster, в которых сравнивали 
относительное содержание кислот по длинам цепей, по 
наличию/отсутствию разветвлений, двойных связей 
и т.д. без установления положения заместителей 
и двойных связей [18, 19]. Целью данной работы 
стал более тщательный структурный анализ ЖК 
губки рода Penares, а также сравнение характерных 
структурных черт некоторых обнаруженных ЖК и 
известных вторичных метаболитов Penares.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Фракции ЖК и их этиловых эфиров выделили 
из этанольного экстракта Penares sp. с помощью 
колоночной хроматографии на сефадексе и силика- 

геле и разделили методом ВЭЖХ на прямой и/
или обращенной фазах. Полученные фракции 
анализировали с помощью ГЖХ-МС (ионизация 
электронным ударом) с использованием сложно- 
эфирных, пирролидиновых, 4,4-диметилоксазоли- 
новых, диметилдисульфидных и гидрированных 
производных ЖК. В отдельных случаях для анализа 
структур применяли 1Н- и 13С-ЯМР-спектроскопию. 
Была обнаружена 71 кислота с длиной цепи от С12 
до С28 (табл. 1), включая 12 новых соединений: 
(5Z,9Z)-9-хлор-24-метил-5,9-пентакозадиеновую 
(I), (5Z,9Z)-9-хлор-25-метил-5,9-гексакозадиеновую 
(II), (5Z,9Z)-9-хлор-24-метил-5,9-гексакозадиеновую 
(III), (5Z,9Z)-9-хлор-25-метил-5,9-гептакозадиеновую 
(IV), 6-хлор-20-метил-4-генэйкозеновую (V), 
6-хлор-19-метил-4-генэйкозеновую (VI), 6-хлор-
20-метил-4-докозеновую (VII), цис-17,18-метилен-
тетракозановую (VIII), 16,21-диметилдокозановую 
(IX), 18,23-диметилтетракозановую (X), 16,18,22- 
триметилтрикозановую (XI) и 18,20,24-триметил- 
пентакозановую (XII) кислоты (рис. 1). Неизвестные 
ранее соединения (I‒XII) присутствовали в следовых 
количествах (<0.1%) в исследованной сумме ЖК.

Структурный анализ новых ЖК. В масс-
спектрах этиловых эфиров (Iа–IVа) хлорпроизводных 
демоспонгиевых кислот пик молекулярного иона [M]+ 
либо отсутствовал, либо был очень малоинтенсивным 
из-за легкой потери этими соединениями Cl и НСl,  
как в масс-спектрах высших алифатических моно- 
галогенидов [20]. Напротив, пики ионов [M ‒ Cl]+/
[M ‒ HCl]+/[M ‒ Cl ‒ EtOH]+ (m/z 419/418/373, 
433/432/387 и 447/446/401 для этиловых эфиров С26-, 
С27- и С28-кислот соответственно) были относительно 
интенсивными. Регистрировались также заметные 
количества ионов [M – 88 – Cl]+, где фрагмент с 
m/z 88 образовывался за счет перегруппировки 
Мак-Лафферти [21]. В области малых ионных масс  
наблюдали большие пики при m/z 55, 67, 81 (100%),  
95, 109 и некоторые другие, типичные для фрагмен- 
тации этиловых эфиров диеновых ЖК [22]. Кроме 
характерного для масс-спектров этиловых эфиров 
Δ5,9-кислот пика при m/z 155 [23], в масс-спектрах 
соединений (Iа–IVа) наблюдали чуть более интен- 
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Рис. 1. Новые жирные кислоты (ЖК) из губки Penares sp.
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сивный пик при m/z 154. Двойной сигнал при 
m/z 154/155 сопровождался менее интенсивными 
сигналами двух длинноцепочечных изотопных ионов 
с 35Cl и 37Cl, тоже образованных в результате разрыва 
бис-аллильной связи СН2-7–СН2-8, но содержащих 
метильный конец молекулы (рис. 2а). Так, в масс-
спектрах этиловых эфиров С26-, С27- и С28-кислот 
наблюдали по два изотопных пика при m/z 298/300, 
312/314 и 326/328 соответственно в характерном 
соотношении ~3 : 1. Сложение масс каждого из 
двух изотопных ионов со значением суммы 155 + 1  
давало соответствующие молекулярные массы, на- 
пример, 454/456 [M]+ для соединения (Iа). Кроме 
того, сигналы вторичных ион-радикалов при m/z 403  
([M ‒ HCl – СН3]+ для соединения (Iа) или [M ‒ HCl –  
СН2СН3]+ для соединения (IIIа)) и при m/z 417  
([M ‒ HCl – СН3]+ для соединения (IIа) или [M ‒ HCl –  

СН2СН3]+ для соединения (IVа)) были более интен- 
сивны, чем соседние сигналы гомологичных ионов, 
что подразумевало наличие изо- или антеизо-
разветвлений в соответствующих структурах (см., 
например, рис. 2а).

Соединения (Iа–IVа) были превращены в ди- 
метилдисульфидные производные, при этом хлор- 
замещенная двойная связь не присоединяла ди- 
метилдисульфид. В масс-спектрах полученных аддук- 
тов наблюдали значительный пик иона [M – Сl]+ 
([M]+ не регистрировался) и интенсивные пики при 
m/z 129 (100%) и 175, указывающие на наличие 
двойной связи в положении 5 исходных соединений. 
Последние сигналы сопровождались гораздо менее 
интенсивными сигналами изотопных ионов, также 
образующихся при разрыве связи С5–/–С6, например, 

Таблица 1. Жирные кислоты (ЖК) губки Penares sp.

ЖК ЭДЦ % ЖК ЭДЦ %

14:0 14.00 1.4 18:0 18.00 8.4
изо-15:0 14.63 6.7 10-Me-18:0 18.37 8.2

антеизо-15:0 14.71 2.7 11-Ме-18:0 18.39 8.2
15:0 15.00 1.6 изо-19:0 18.64 0.5

изо-16:0 15.63 1.9 антеизо-19:0 18.72 0.2

антеизо-16:0 15.72 1.6 11,12-Мети-
лен-18:0 18.93 0.7

16:1Δ9 15.81 0.8 19:0 19.00 0.1
16:0 16.00 8.9 антеизо-20:0 19.72 0.9

9-Me-16:0 16.40 3.2 20:0 20.00 0.3
10-Me-16:0 16.44 5.1 антеизо-21:0 20.72 1.9

изо-17:0 16.64 2.0 изо-22:0 21.63 0.6
антеизо-17:0 16.72 2.1 16-Ме-22:0 22.42 1.8
9,10-Мети-

лен-16:0 16.94 0.6 изо-23:0 22.63 0.7

17:0 17.00 1.1 антеизо-23:0 22.73 0.2
10-Ме-17:0 17.39 0.2 17-Ме-24:0 24.40 4.9

18:1Δ9 17.81 13.4 18-Ме-24:0 24.44 5.5
Состав общей фракции ЖК приведен согласно данным ГЖХ-МС-анализа их этиловых эфиров. Следовые компоненты, для кото-
рых точная процентная оценка была невозможной (<0.1%), указаны ниже (в скобках приведено значение эквивалентной длины 
цепи (ЭДЦ)): 12:0, 9-Me-15:0 (15.44), 10-Me-15:0 (15.47), изо-20:0 (19.63), 15-Ме-21:0 (21.43), антеизо-22:0 (21.72), 22:0, 14-Ме-
22:0 (22.38), 16-Me-изо-23:0 (22.97), 23:0, 15-Ме-23:0 (23.36), 16-Ме-23:0 (23.39), 17-Ме-23:0 (23.43), 18-Ме-23:0 (23.47), изо-24:0 
(23.63), антеизо-24:0 (23.73), 24:0, 16,18-ди-Me-изо-24:0 (24.53), изо-25:0 (24.63), антеизо-25:0 (24.73), цис-17,18-метилен-24:0 
(24.94), 18-Me-изо-25:0 (24.98), 25:0, 18-Ме-25:0 (25.38), 26:2Δ5Z,9Z (25.50), изо-26:0 (24.63), антеизо-26:0 (25.73), 26:0, 18-Ме-
26:0 (26.37), 18,20-ди-Ме-изо-26:0 (26.53), изо-27:0 (26.63), антеизо-27:0 (26.73), 9-Сl-изо-26:2Δ5Z,9Z (27.00), 9-Сl-изо-27:2Δ5Z,9Z 
(28.00), 9-Сl-антеизо-27:2Δ5Z,9Z (28.11), 9-Сl-антеизо-28:2Δ5Z,9Z (29.12). Для 6-Сl-изо-22:1Δ4 (22.93), 6-Сl-антеизо-22:1Δ4 (23.06) 
и 6-Сl-антеизо-23:1Δ4 (24.07) величины ЭДЦ рассчитаны для пирролидиновых производных.
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Рис. 2. (а) – Масс-спектрометрическая фрагментация изомерных этиловых эфиров (IIа) и (IIIа) (пик молекулярного иона при  
m/z 468 [M]+ с 35Cl был малоинтенсивен, минорный пик [M]+ с 37Cl не регистрировался); (б) – масс-спектрометрическая 
фрагментация бис(метилтио)-производного этилового эфира (Iа) (513 [М – Cl]+); (в) – масс-спектрометрическая фрагментация 
пирролидида (Ib) (479/481 [M]+; для упрощения схемы не показаны менее многочисленные ионы, соответствующие 
элиминированию НСl от изотопных фрагментов при m/z 310/312–422/424); (г) – ключевые НМВС-корреляции для соединений 
(IIа) и (IIIа).

(а)

(б)

(в)

(г)
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ионов с m/z 373/375 при фрагментации бис(метилтио)-
производного этилового эфира (Iа) (рис. 2б). Сло- 
жение массы изотопных ионов при m/z 373/375 с  
массой иона при m/z 175 позволяло вычислить зна- 
чение 548/550 [M]+ для диметилдисульфидного произ- 
водного соединения (Iа).

Масс-спектры пирролидидов (Ib–IVb) и 4,4-диме- 
тилоксазолинового производного кислоты (I) содер- 
жали заметные пики изотопных молекулярных ионов 
(m/z 479/481, 493/495 и 507/509 с 35С1/37С1 для 
производных С26-, С27- и С28-кислот соответственно) 
наряду с чуть более интенсивными пиками ионов  
[M ‒ Cl]+. Большой пик иона при m/z 180, образующе- 
гося в результате расщепления по центру бис-метилен-
разделенной системы двух двойных связей (рис. 2в), 
однозначно указывал на присутствие Δ5,9-фрагмента 
во всех анализированных N-содержащих произво- 
дных [23, 24]. Положения метильных разветвлений 
в кислотах (I–IV) были определены соответственно 
пробелам во фрагментации их пирролидидов на 
основании сформулированного ранее правила [25]. 
Например, масс-спектры пирролидидов (Ib) и (IIIb) 
с метильной группой в положении 24 содержали 
пробел в 28 а.е.м. между пиками при m/z 464/466 
(соответствует иону [M ‒ СН3]+ для соединения (Ib)  
и иону [M ‒ СН2СН3]+ для соединения (IIIb)) и 
436/438 ([M ‒ СН(СН3)2]+ для соединения (Ib) и 
[M ‒ СН(СН3)СН2СН3]+ для соединения (IIIb)). 
В результате фрагментации пирролидида (IIb) с 
метильной группой при СН-25 появлялся пробел в 
28 а.е.м. между пиками при m/z 478/480 ([M ‒ СН3]+) 
и 450/452 ([M ‒ СН(СН3)2]+). Сигнал вторичного 
ион-радикала при m/z 478/480 [M ‒ СН2СН3]+ в масс-
спектре пирролидида (IVа) был также намного более 
интенсивен, чем соседние сигналы гомологичных 
ионов, что указывало на наличие метильной груп- 
пы при СН-25. К сожалению, в масс-спектрах пир- 
ролидидов последовательная фрагментация обрыва- 
лась после СН2-8 и возобновлялась на СН-10, как  
показано для соединения (Ib) (рис. 2в). То же наблю- 
дали в масс-спектре 4,4-диметилоксазолинового произ- 
водного кислоты (I) (478/479/480/481, [M ‒ 1]+/[M]+), 
изомерного пирролидиду (Ib). Таким образом, масс-

спектрометрические данные свидетельствовали о том, 
что атом хлора в соединениях (I–IV) мог находиться 
либо при С9, либо при С10.

Гидрирование производных кислот (I–IV) над  
катализатором Адамса сопровождалось дегалоге- 
нированием, в результате чего эти вещества превра- 
щались в известные насыщенные соединения. Так, 
пирролидид (Ib) подвергался дегалогенированию до  
соответствующего производного 24-метилпента- 
козановой кислоты, чей масс-спектр содержал диаг- 
ностический пробел (28 а.е.м.) между пиками при 
m/z 406 и 434 [26]. Этиловые эфиры (IIа–IVа) при 
гидрировании трансформировались в этиловые 
эфиры 25-метилгексакозановой (эквивалентная 
длина цепи (ЭДЦ) 26.63), 24-метилгексакозановой 
(ЭДЦ 26.72) и 25-метилгептакозановой (ЭДЦ 27.72) 
кислот соответственно (согласно данным ГЖХ-МС-
анализа). Элиминирование Cl при гидрировании 
могло указывать на его винильное (как в соединениях 
(I–IV)) или аллильное (как в соединениях (V–VII)) 
положения, т.к. дегалогенирование насыщенных 
хлорированных жирных кислот в использованных 
нами условиях гидрирования не происходило.

С использованием ВЭЖХ на прямой и обращенной 
фазах нам удалось получить смесь близких по струк- 
туре изомеров (IIа) и (IIIа) (39 и 31% во фракции 
соответственно), которые не разделялись методами 
препаративной хроматографии. С помощью экспери- 
ментов 1Н,1Н-COSY, НМВС и HSQC было подтверж- 
дено наличие 5,9-диенового фрагмента и установ- 
лено положение атома хлора при С9 в данных соеди- 
нениях. Так, спектр 1Н,1Н-COSY показал наличие ли- 
нейных спиновых систем протонов от СН2-2 (δН 2.30,  
т, J 7.5) до СН2-8 (δН 2.325, т, J 7.3) и от СН-10 
(δН 5.44, т, J 7.0) до СН2-пула (δН 1.20–1.35, м).  
Спектр НМВС содержал соответствующие корре- 
ляции, показанные на рис. 2г. Значение константы  
спин-спинового взаимодействия J5,6 10.9 Гц, установ- 
ленное с помощью селективного гомоядерного декап- 
лирования аллильных протонов [27], свидетель- 
ствовало о Z-конфигурации двойной связи при 
С5. Z-Конфигурация двойной связи при С9 была 
определена на основании сравнения наших спектров 
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1Н- и 13С-ЯМР с соответствующими литературными 
спектрами известных винильно хлорированных  
Z/E-изомеров [28], а именно на основании присут- 
ствия характерных резонансов СН-10 (δН 5.44, т, J 7.0),  
СН2-11 (δН 2.145, м) и СН2-8 (δС 39.4). Кроме того,  
спектры ЯМР показывали сигналы двух эквивалент- 
ных терминальных метильных (δH 0.86, д, J 6.7;  
δC 22.6), одной метиновой (δH 1.515, м; δC 28.0) 
и одной метиленовой (δH 1.15, м; δC 39.0) групп, 
протоны которых образовывали спиновую систему 
изо-структуры компонента (IIа) согласно корреля- 
циям 1H,1H-COSY и НМВС. С помощью подобных 
корреляций была также подтверждена антеизо-
структура компонента (IIIа), которому принадле- 
жали характеристичные сигналы двух метильных 
групп (δH 0.84, д, J 6.2; δC 19.2 и δH 0.85, т, J 7.1; δC 11.3)  
[29, 30].

Значения химических сдвигов и мультиплетности 
сигналов олефиновых протонов в спектрах 1Н-ЯМР 
ВЭЖХ-фракций, обогащенных кислотами (I) и (IV), 
были аналогичны соответствующим характеристикам 
протонов двойных связей этиловых эфиров кислот 
(II) и (III). Это в совокупности с данными масс-
спектрометрических фрагментаций и химических 
трансформаций указывало на то, что соединения 
(I–IV) содержали одинаковую 5Z,9Z-диеновую 
систему связей с атомом хлора при С9. Такой вывод 
подтверждали и значения ЭДЦ, равные 27.00 и 
28.00 для изо-гомологов (I) и (II) соответственно 
и 28.11 и 29.12 для антеизо-гомологов (III) и (IV) 
соответственно.

Известно, что аллилгалогениды легче теряют  
галоген, чем винилгалогениды. Эта закономерность 
проявлялась в условиях масс-спектрометрической 
фрагментации пирролидидов аллильно хлорирован- 
ных кислот (V–VII), у которых элиминирование 
атома хлора происходило легче, чем у пирролидидов 
винильно хлорированных кислот (I–IV). Так, в 
масс-спектрах пирролидидов (Vb–VIIb) основным 
сигналом был пик иона [M ‒ Cl]+ (m/z 390, 390 и 
404 соответственно), интенсивность которого в 
масс-спектрах пирролидидов (Ib–IVb) составляла 
только ~3.5%. В области молекулярного иона в масс-

спектрах соединений (Vb–VIIb) присутствовали 
кластеры малоинтенсивных пиков изотопных ионов 
[M ‒ 1]+/[M]+ (m/z 424/425/426/427, 424/425/426/427 
и 438/439/440/441 соответственно). В области малых 
ионных масс после пика при m/z 126 наблюдали 
гораздо менее интенсивные пики при m/z 138/139 и 
152, что было признаком наличия двойной связи при 
С4 (рис. 3а). В то время как четкий сигнал аллильного 
разрыва при m/z 166 был характерен для масс-
спектров пирролидидов известных Δ4-кислот [26],  
масс-спектры пирролидидов Δ4-кислот (Vb–VIIb)  
характеризовались сигналом повышенной интен- 
сивности близкого по массе иона с m/z 165. Очевидно, 
этот ион формировался в результате отрыва атома 
хлора от истинных продуктов аллильного разрыва –  
изотопных ионов с m/z 200 и 202, которые, несмотря 
на легкость потери Сl при фрагментации, все же  
регистрировались в масс-спектре как менее интен- 
сивные пики в соотношении 3 : 1. Такого рода харак- 
теристичное расщепление, происходящее после 
замещенного аллильного углерода и дающее значи- 
мые диагностические сигналы, мы наблюдали 
ранее при масс-спектрометрической фрагментации 
метиловых эфиров некоторых ЖК с аллильными 
гидроксильными или S-метильными группами [31].  
Пробел в 28 а.е.м. между пиками при m/z 374 (соответ- 
ствует иону [M ‒ СН3 – НСl]+ для соединения (Vb) и 
иону [M ‒ СН2СН3 – НСl]+ для соединения (VIIb)) и 
346 ([M ‒ СН(СН3)2 – НСl]+ для соединения (Vb) и 
[M ‒ СН(СН3)СН2СН3 – НСl]+ для соединения (VIIb)) 
указывал на наличие в кислотах (V) и (VII) метильной 
группы при С20. Это подтверждалось повышенной 
интенсивностью пиков вторичных ион-радикалов 
при m/z 410/412, которые представляли собой фраг- 
мент [M ‒ СН3]+ для изо-метил-разветвленного соеди- 
нения (Vb) и фрагмент [M ‒ СН2СН3]+ для антеизо-
метил-разветвленного соединения (VIIb). Пробел в 
28 а.е.м. между пиками при m/z 360 ([M ‒ СН2СН3 –  
НСl]+) и 332 ([M ‒ СН(СН3)СН2СН3 – НСl]+) и 
пик повышенной интенсивности вторичного ион-
радикала при m/z 396/398 [M ‒ СН2СН3]+ в масс-
спектре антеизо-метил-разветвленного пирролидида 
(VIb) были признаками наличия метильной группы 
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при С19. Гидрирование соединений (Vb–VIIb) 
над катализатором Адамса ожидаемо протекало с 
дегалогенированием, что приводило к образованию 
пирролидидов известных 20-метилгенэйкозановой, 
19-метилгенэйкозановой и 20-метилдокозановой 
кислот, также обнаруженных нами в Penares sp.  
К сожалению, низкое содержание аллильно хлориро- 
ванных кислот (V–VII) не позволило получить спектр 
1Н-ЯМР, который был бы достаточно информативен 
для установления конфигурации их двойной связи.

Как и в масс-спектре этилового эфира моноеновой 
С25-кислоты, в масс-спектре этилового эфира цикло- 
пропан-содержащей кислоты (VIII) присутствовали 
пики ионов с m/z 408 [M]+, 362 [M – EtOH]+ и др.  
Однако неспособность этилового эфира соединения 
(VIII) присоединять диметилдисульфид и значение  
его ЭДЦ (24.94) подразумевали наличие цикло- 
пропанового кольца при (n – 7)- и (n – 8)-атомах 
углерода (n – номер терминального атома углерода 
линейной алифатической цепи), как в этиловых 

Рис. 3. (а) – Масс-спектрометрическая фрагментация пирролидида (Vb) (424/425/426/427 [M – 1]+/[M]+); (б) – масс-
спектрометрическая фрагментация этиловых эфиров (XIа) и (XIIа).

(а)

(б)
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эфирах гомологичных кислот 9,10-метилен-16:0 
(ЭДЦ 16.94) и 11,12-метилен-18:0 (ЭДЦ 18.93) из 
Penares sp. (табл. 1). К масс-спектрометрическим 
признакам пирролидидов высших циклопропан-
содержащих гомологов (С19 и более) таких кислот 
относятся интенсивный пик с нечетным значением 
m/z, образующийся в результате β-разрыва после 
циклопропанового кольца, и интервал в 12 а.е.м. 
между фрагментами, показывающими положение  
цикла [32, 33]. Соответственно, масс-спектр пирро- 
лидида кислоты (VIII) (m/z 433 [M]+) демонстрировал 
интенсивный пик при m/z 363 (ион β-разрыва) и 
характерный интервал в 12 а.е.м. между пиками 
при m/z 322 (ион, содержащий С17-фрагмент ЖК) и 
334 (ион с С18-фрагментом ЖК), что подтверждало 
наличие циклопропанового кольца в 17,18-положении. 
В спектре 1Н,1Н-COSY протоны с δН −0.33 (ддд, J 4.3,  
5.3, 5.3, 1H, Н-25а), 0.56 (ддд, J 4.3, 8.4, 8.4, 1H, Н-25b)  
и 0.65 (м, 2H, Н-17, Н-18) кислоты (VIII) были свя- 
заны корреляциями в структуру трехчленного 
цикла, при этом значения химических сдвигов и 
констант спин-спинового взаимодействия сигналов 
данных протонов соответствовали цис-ориентации 
кольца [33, 34]. Следует отметить, что масс-спектры 
изученных до сих пор 4,4-диметилоксазолиновых 
производных циклопропан-содержащих ЖК счита- 
ются почти неотличимыми от масс-спектров 4,4-диме- 
тилоксазолиновых производных, соответствующих 
им по молекулярной массе неразветвленных моно- 
еновых ЖК из-за вероятной перегруппировки цик- 
лопропанов в моноены при фрагментации [35, 36].  
Согласно этой закономерности, масс-спектр 4,4-ди- 
метилоксазолина кислоты (VIII) должен быть по- 
добен масс-спектру 4,4-диметилоксазолина кис- 
лоты 25:1Δ17. Тем не менее фрагментация полу- 
ченного нами 4,4-диметилоксазолина кислоты 
(VIII) (m/z 433 [M]+) напоминала фрагментацию 
соответствующего производного кислоты 25:1Δ18, 
т.к. приводила к появлению интервала в 12 а.е.м. 
между пиками при m/z 322 (С17-фрагмент) и 334 
(С18-фрагмент). При этом данные пики были даже 
чуть больше предшествующего пика при m/z 308, что 
не соответствовало относительной интенсивности 

сигналов при фрагментации вблизи изолированной 
двойной связи. Таким образом, в полученном 
нами масс-спектре 4,4-диметилоксазолинового 
производного кислоты (VIII) характеристичные 
сигналы, между которыми существовал интервал в  
12 а.е.м., были смещены и изменили свою интенсив- 
ность вопреки закономерности, ранее наблюдавшейся 
в масс-спектрах 4,4-диметилоксазолиновых производ- 
ных более коротких циклопропан-содержащих ЖК.  
Аналогичные изменения диагностических сиг- 
налов с ростом длины алифатической цепи мы наб- 
людали ранее в масс-спектрах пирролидидов ряда  
гомологичных циклопропан-содержащих ЖК, кото- 
рые так же, как и соединение (VIII), были формаль- 
ными производными моноенов (n – 7)-семейства [33].

Этиловые эфиры двух насыщенных гомологичных 
изо-метил-разветвленных кислот (IX) (ЭДЦ 22.97) и 
(X) (ЭДЦ 24.98) с дополнительной метильной груп- 
пой в (n – 7)-положении генерировали характе- 
ристичные ионы, образующиеся путем разрывов 
связей в α-положениях по отношению к (n – 7)- 
углероду, как было описано ранее для масс-спектро- 
метрической фрагментации сложных эфиров ЖК  
с метильной группой в середине цепи [37]. Так,  
в отличие от этилового эфира стандартной нераз- 
ветвленной кислоты 24:0 (m/z 396 [M]+), этиловый 
эфир соединения (IX) (m/z 396 [M]+) в результате 
α-разрывов продуцировал ионы при m/z 269 и 297 
приблизительно в равном количестве, а также 
фрагменты при m/z 251 (потеря ионом при m/z 297 
молекулы EtOH) и 233 (потеря ионом при m/z 297 
молекул EtOH и H2O). Этиловый эфир соединения 
(X) (m/z 424 [M]+) генерировал большие количества  
ионов при m/z 325 и 297 по сравнению с соответ- 
ствующим производным неразветвленной кислоты 
26:0 (m/z 424 [M]+), а также ионы при m/z 279 (потеря 
ионом при m/z 325 молекулы EtOH) и 261 (потеря ионом 
при m/z 325 молекул EtOH и H2O). При этом сигналы 
фрагментов, указывающих на наличие концевых  
изо-структур в этиловых эфирах кислот (IX) и (X), 
были малоинтенсивными. Положения всех метильных 
разветвлений были однозначно определены на осно- 
вании присутствия диагностических пробелов  
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в 28 а.е.м. между пиками при m/z 294 и 322 (потеря  
CН-16 с метильной группой) и пиками при m/z 378 
и 406 (потеря CН-21 с метильной группой) в масс-
спектре пирролидида 16,21-диметил-разветвленной 
кислоты (IX) (m/z 421 [M]+), а также аналогичных 
пробелов между пиками при m/z 322 и 350 (потеря  
CН-18 с СН3) и m/z 406 и 434 (потеря CН-23 с СН3)  
в масс-спектре пирролидида 18,23-диметил-развет- 
вленной кислоты (X) (m/z 449 [M]+).

изо-Метил-разветвленные гомологичные кисло- 
ты (XI) (ЭДЦ 24.53) и (XII) (ЭДЦ 26.53) имели допол- 
нительные метильные группы в положениях (n – 6)  
и (n – 8). Фрагментарные ионы, дававшие сигналы по- 
вышенной интенсивности в масс-спектрах этиловых 
эфиров (XIа) (m/z 424 [M]+) и (XIIа) (m/z 452 [M]+) 
по сравнению с масс-спектрами неразветвленных 
стандартов с аналогичными молекулярными массами, 
а также характеристичные ионы, отсутствовавшие 
в масс-спектрах стандартов, показаны на рис. 3б.  
Можно видеть, что фрагментация вблизи С16 в 
соединении (XIа) и С18 в соединении (XIIа) была 
аналогична фрагментации этиловых эфиров кислот 
(IX) и (X) соответственно. Обнаружение пробелов 
в 28 а.е.м. между пиками при m/z 294 и 322, 336 и 
364, 406 и 434 в масс-спектре пирролидида кис- 
лоты (XI) (m/z 449 [M]+) указывало на наличие 
метильных групп при C16, C18 и C22. Пробелы 
между пиками при m/z 322 и 350, 364 и 392, 434 
и 462 в масс-спектре пирролидида кислоты (XII)  
(m/z 477 [M]+) соответствовали положениям метиль- 
ных разветвлений при C18, C20 и C24.

Особенности жирных кислот Penares sp. В 
живых тканях основная часть ЖК присутствует в 
связанной форме (как компоненты других липидов), 
а свободные или неэтерифицированные ЖК, 
обладающие вредоносными свойствами, являются 
минорными соединениями. Однако эти соединения 
легко генерируются из более сложных липидов 
при хранении (даже при –20°C), размораживании 
и экстракции биологических объектов в результате 
функционирования липаз [38], поэтому ЖК, выде- 
ленные из экстракта губки Penares sp., мы рас- 
сматриваем как продукты деятельности таких фер- 

ментов. При этом этиловые эфиры ЖК являются, 
по нашему опыту, обычными составляющими эта- 
нольных экстрактов губок.

Смесь ЖК из Penares sp. (табл. 1) характеризуется 
высоким содержанием компонентов с разветвлен- 
ными цепями (59.1%) – большим, чем у изученной 
ранее Penares tylotaster (38.1%) [19]. Разветвленные 
С15–С28-кислоты, обнаруженные в Penares sp., имеют 
моно-, ди- и три- метилированные цепи. Среди 
абсолютно доминирующих монометилированных ЖК 
присутствуют изо/антеизо-компоненты (12.4/9.6%) 
и компоненты со срединной метильной группой 
(37.1%), находящейся в положениях (n – 5), (n – 8),  
(n – 6) и (n – 7) алифатической цепи (в порядке увели- 
чения содержания). Основные монометилированные 
кислоты имеют нечетное количество углеродных 
атомов: С19 (17.1%, преобладают изомерные 10-Ме-
18:0 и 11-Ме-18:0), С17 (12.4%), С25 (10.4%) и С15 
(9.4%). Ди- и триметилированные ЖК – следовые 
компоненты. Источником метил-разветвленных, а 
также циклопропан-содержащих ЖК губок считаются 
бактерии, которые служат пищей или населяют 
данное беспозвоночное [3, 39–41]. Некоторые губки, 
как “микробиальные ферментёры”, могут содержать 
такое большое количество бактерий на грамм массы, 
что их даже назвали “бактериогубками” [42]. При этом 
ЖК бактерий и других ассоциированных микробов 
могут как в неизменном виде присутствовать в жирно- 
кислотных фракциях губок, так и быть экзогенными 
предшественниками более длинных ЖК этих беспозво- 
ночных (см. обзор Bergé et al. [3] и ссылки в нем). Следо- 
вательно, бактериальные кислоты 9,10-метилен-16:0 
или 11,12-метилен-18:0, обнаруженные в минорных 
количествах в Penares sp., могли выступать в качестве 
субстрата элонгации при образовании соединения 
(VIII). Предшественниками диметилированных  
(IX, X) и триметилированных (XI, XII) соединений 
также могли быть более короткие гомологи бакте- 
риального происхождения, такие как кислоты 8-Ме-
изо-15:0 и 10,12-ди-Ме-изо-18:0 соответственно, 
обнаруженные ранее в донных осадках [43]. Нужно 
заметить, что метильные разветвления характерны  
для алифатических цепей многих биологически актив- 
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ных липидов и липидоподобных соединений, выделен- 
ных из губок рода Penares, включая пенарезидины А 
и В (изо- и антеизо-разветвления) [11], пеназетидин А  
(метильная группа в (n – 7)-положении) [12], пенасуль- 
фат А (метильная группа в положении (n – 7)) [13], шуль- 
цеин А (метильная группа в положении (n – 9)) [14],  
пенарамиды (изо-, антеизо-разветвления или метиль- 
ная группа в положении (n – 7)) [16], пеназины С–Е 
(метильные группы в положениях (n – 8), (n – 9) или 
(n – 10)) [17] и анкоринозид С (метильная группа 
в середине гликозилированной цепи) [15]. Такие 
структурные черты могут не только подразумевать 
вовлеченность бактерий в биосинтез этих соедине- 
ний, но и наводить на мысль о значительном коли- 
честве этих микроорганизмов в губках рода Penares.

Насыщенные ЖК линейного строения представ- 
лены в губке Penares sp. (табл. 1) С12-, С14–С20- и С22–
С26-компонентами (36.0% при доминировании кис- 
лот 16:0 (8.9%) и 18:0 (8.4%)). Линейные моноены 
(14.2%) составляют кислоты 18:1Δ9 (13.4%) и 16:1Δ9 
(0.8%). Демоспонгиевая кислота с неразветвленным 
скелетом, 26:2Δ5Z,9Z, присутствует в следовых коли- 
чествах. Указанные насыщенные, моноеновые и дие- 
новая ЖК типичны для многих губок [2, 5]. Остальные 
ненасыщенные ЖК, обнаруженные в Penares sp., 
включают неизвестные ранее хлорированные кислоты 
с метильным разветвлением в конце алифатической 

цепи: моноены 6-Сl-изо-22:1Δ4 (V), 6-Сl-антеизо-
22:1Δ4 (VI), 6-Сl-антеизо-23 (VII), а также диены 
9-Сl-изо-26:2Δ5Z,9Z (I), 9-Сl-изо-27:2Δ5Z,9Z (II), 
9-Сl-антеизо-27:2Δ5Z,9Z (III) и 9-Сl-антеизо-
28:2Δ5Z,9Z (IV). Таким образом, демоспонгиевые 
кислоты, типичные для губок, оказались почти 
полностью замещены своими хлорпроизводными.

Хлорирование природных жирных кислот происхо- 
дит при помощи галогенирующих ферментов, включая 
хлоропероксидазы и хлорирующие галогеназы [44]. В 
результате активности таких ферментов 5Z,9Z-диено- 
вые кислоты Penares sp. могли превратиться в соответ- 
ствующие 9-хлор-кислоты (I–IV), являющиеся пер- 
выми представителями хлорированных демоспон- 
гиевых кислот. Цитотоксичные пеназин А (XIII) с  
бис-метилен-разделенными цис-двойными связями 
и его хлорпроизводное, пеназин В (XIV) из япон- 
ского образца губки рода Penares [17], могут рас- 
сматриваться как субстрат и продукт аналогичного 
хлорирования (рис. 4). Признаком функциониро- 
вания галогенирующего фермента, приводящего к 
выработке хлорноватистой кислоты HClO, можно 
также считать одновременное присутствие в изучен- 
ном нами образце Penares sp. тритерпеноида (XV) 
и его хлоргидринового производного (XVI) (рис. 4),  
структуры которых были установлены ранее [9]. Ве- 
роятно, катализируемое соответствующим фермен- 

Рис. 4. Гипотетические пути образования хлорированных вторичных метаболитов (XIV) и (XVI), полученных из губок рода 
Penares.
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том присоединение галогена к С6 Δ5-кислот, обыч- 
ных для многих морских губок [2, 5], могло вызвать 
сдвиг двойной связи по аналогии с липоксигеназным 
гидропероксидированием и привести к образованию 
аллильно хлорированных Δ4-кислот (V–VII).

Галогенирующие ферменты в клетках губок не об- 
наруживали, зато гены галогеназ (в частности, по не- 
которым признакам принадлежащих ряду бактерий) 
были найдены в микробиальных метагеномах, полу- 
ченных из губок с высоким содержанием микро- 
организмов [45]. Судя по доле компонентов бакте- 
риального происхождения в изученной смеси ЖК 
из Penares sp., содержание бактерий в данной губке 
было действительно велико, что могло обеспечить 
галогенирование ЖК и других метаболитов. Не 
исключено также, что за данное галогенирование 
могли быть ответственны не только ассоциированные 
с губкой бактерии (включая цианобактерии или 
сине-зеленые водоросли), но и грибы [46]. В случае  
Penares sp. микробиальные хлорирующие ферменты, 
очевидно, “предпочитали” в качестве субстрата 
алифатические цепи с двойными связями, что при- 
вело к образованию кислот (I–VII). При этом актив- 
ность бромирующих ферментов также имела место  
в изученном нами образце Penares sp., т.к. из него,  
кроме тритерпеноидов [9], были прежде выделены 
индольные алкалоиды с бромом в ароматическом 
кольце [10]. Очевидно, несмотря на существование 
механизма бромирования, микробы Penares sp. 
использовали хлорирование, а не бромирование 
демоспонгиевых кислот в отличие от микроорганизмов, 
ассоциированных с другими губками.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Оборудование. Спектры 1H-ЯМР, 1Н,1Н-COSY,  
HSQC и НМВС (CDCl3) регистрировали на спектромет- 
рах Avance III HD 500 (Bruker, Германия) и Avance III 
700 (Bruker BioSpin, Германия) при 500.13 и 700.13 MГц  
соответственно с тетраметилсиланом в качестве внут- 
реннего стандарта. 

ГЖХ-МС-анализ выполняли на хромато-масс- 
спектрометре HP6890 GC System (Hewlett-Packard,  
США) с капиллярной колонкой HP-5MS (30.0 м × 
0.25 мм; J&W Scientific, США), гелием в качестве 

газа-носителя и ионизирующим потенциалом 70 eV.  
В большинстве случаев использовали программу 
100°C (1 мин) − 10°C/мин − 280°C (30 мин) при тем- 
пературе инжектора 270°C, однако для малолетучих 
пирролидидов длинноцепочечных ЖК применяли 
программу 200°C (1 мин) − 30°C/мин − 280°C (45 мин) 
при температуре инжектора 300°C. ВЭЖХ выполняли 
на жидкостных хроматографах: 1) Du Pont Series 
8800 Instrument (DuPont, США) с рефрактометром 
RIDK-102 (Laboratorni Pristroje, Чехословакия) и 
колонкой ZORBAX Eclipse XDB-C8 (4 × 150 мм; 
Agilent Technologies, США) в 85%-ном этаноле; 2) 
Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, США) с 
дифференциальным рефрактометром RID-G1362A 
и колонками ULTRASPHERATM Si (10 × 250 мм; 
Beckman Instruments, США) в смеси петролейного 
эфира и этилацетата (100 : 1) и YMC-Pack ODS-A (10 ×  
250 мм; YMC Co., Япония) в этаноле.

Колоночную хроматографию проводили на сефа- 
дексе LH-20 (Sigma Chemical Co., США) и силика- 
геле (50/100 или 50/160 мкм; Сорбполимер, Россия).  
Для качественного анализа использовали тонкослой- 
ную хроматографию на пластинках Sorbfil (Сорбпо- 
лимер, Россия) с закрепленным на фольге слоем 
силикагеля СТХ-1А, пятна веществ проявляли опрыс- 
киванием смесью EtOH–H2SO4 (1 : 1).

Биологический материал. Образец губки рода 
Penares был собран с помощью драгирования с 
глубины 95 м в Южно-Китайском море (16°07′ N, 
114°47′ E) в январе 2005 г. в течение 30-го рейса 
НИС “Академик Опарин” во Вьетнам. Губка была 
идентифицирована В.Б. Красохиным (Тихоокеанский 
институт биоорганической химии им. Г.Б. Елякова 
ДВО РАН, г. Владивосток, Россия). Образец (PIBOC 
O30-271) находится на хранении в коллекции 
Тихоокеанского института биоорганической химии 
им. Г.Б. Елякова ДВО РАН.

Экстракция губки и выделение фракций ЖК 
и их этиловых эфиров. Свежесобранную губку  
Penares sp. (400 г) замораживали и хранили при –20°C.  
Затем губку измельчали и экстрагировали этанолом 
при комнатной температуре. Этанольный экстракт 
концентрировали в вакууме до водного остатка, кото- 
рый экстрагировали гексаном (3 × 250 мл). Гексановый 
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экстракт (2.92 г), содержащий неполярные и мало- 
полярные соединения губки, разделяли на фракции 
на колонке с сефадексом LH-20 в CHCl3–EtOH (1 : 1),  
в результате получили фракцию (346.4 мг), содер- 
жащую близкие по размеру молекулы ЖК и их этило- 
вых эфиров. Поскольку данные соединения разли- 
чаются по полярности, для их разделения полученную 
фракцию хроматографировали на колонке с силика- 
гелем. Сумму веществ (26.9 мг), которая элюирова- 
лась в гексане–этилацетате (70 : 1) с силикагеля, раз- 
деляли с помощью ВЭЖХ на прямой (петролейный 
эфир–этилацетат, 100 : 1) и обращенной (этанол) 
фазах. Получили 1.5 мг смеси этиловых эфиров 
(IIа) и (IIIа). Сумму веществ (147.9 мг), которая 
элюировалась в гексане–этилацетате (5 : 1 → 2 : 1) 
с силикагеля, разделили с помощью ВЭЖХ на обра- 
щенной фазе (85%-ный этанол) и получили фракции 
ЖК.

Этиловые эфиры (IIа) и (IIIа) (39 и 31% в ВЭЖХ-
фракции соответственно). Бесцветное маслообраз- 
ное вещество. Спектр 1Н-ЯМР (CDCl3, 700 МГц; δ, 
м.д. (J, Гц)): 5.44 (т, J 7.0, H-10), 5.37 (м, Н-5), 5.36 
(м, H-6), 4.13 (кв, J 7.1, −OCOСН2CH3), 2.325 (т, J 7.3, 
CH2-8), 2.30 (т, J 7.5, CH2-2), 2.27 (м, CH2-7), 2.145 
(м, CH2-11), 2.09 (м, CH2-4), 1.69 (м, CH2-3), 1.515  
(м, Н-25, (IIа)), 1.35–1.20 (м, CH2-пул), 1.32 (м, H-25b, 
(IIIа)), 1.30 (м, H-24, (IIIа)), 1.26 (м, Н-23b, (IIIа)), 
1.255 (т, J 7.1, −OCOСН2CH3), 1.15 (м, СН2-24, (IIа)), 
1.12 (м, Н-25а, (IIIа)), 1.08 (м, Н-23а, (IIIа)), 0.86  
(д, J 6.7, CH3-27, 26, (IIа)), 0.85 (т, J 7.1, CH3-26, (IIIа)), 
0.84 (д, J 6.2, CH3-27, (IIIа)). Спектр 13C-ЯМР (CDCl3; 
значения δ, м.д., получены через С/Н-корреляции в 
спектрах HSQC и НМВС): 173.8 (C-1), 134.1 (C-9), 
129.6 (CH-5), 129.0 (CH-6), 126.05 (CH-10), 60.2  
(–OCOСН2CH3), 39.4 (CH2-8), 39.0 (CH2-24, (IIa)), 36.6 
(CH2-23, (IIIa)), 34.4 (CH-24, (IIIa)), 33.7 (CH2-2), 30.0–
28.5 (CH2-пул), 29.4 (CH2-25, (IIIa)), 28.65 (CH2-12),  
28.5 (CH2-11), 28.0 (CH-25, (IIa)), 26.6 (CH2-4), 25.25 
(CH2-7), 24.85 (CH2-3), 22.6 (CH3-26, 27, (IIa)), 19.2 
(CH3-27, (IIIa)), 14.2 (−OCOСН2CH3), 11.3 (CH3-26, 
(IIIa)). Масс-спектр этилового эфира (5Z,9Z)-9-
хлор-25-метил-5,9-гексакозадиеновой кислоты (IIа) 
(ЭУ, 70 эВ), m/z (Iотн, %): 468 [M]+ (0.04), 432/433  
[M – HCl/M – Cl]+ (16/14), 422/424 [M – EtOH]+ (2/0.7), 

417 [M – HCl – CH3]+ (0.7), 405/407 [M ‒ EtO ‒ H2O]+ 
(0.7/0.2), 387 [M ‒ Cl ‒ EtOH]+ (16), 369 [M ‒ HCl – EtO ‒  
H2O]+ (5), 345 [M ‒ 88 ‒ Cl]+ (6), 312/314 (6/2), 276 
(3), 154/155 (51/45), 109 (61), 95 (28), 88 (24), 81 (100), 
67 (54), 55/57 (36/34). Масс-спектр этилового эфира 
(5Z,9Z)-9-хлор-24-метил-5,9-гексакозадиеновой кис- 
лоты (IIIа) (ЭУ, 70 эВ), m/z (Iотн, %): 468 [M]+ (0.02), 
432/433 [M – HCl/M – Cl]+ (16/14), 422/424 [M – 
EtOH]+ (2/0.7), 405/407 [M ‒ EtO ‒ H2O]+ (0.7/0.2), 403  
[M – HCl – CH3]+ (0.8), 387 [M ‒ Cl ‒ EtOH]+ (16), 369 
[M ‒ HCl – EtO ‒ H2O]+ (6), 345 [M ‒ 88 ‒ Cl]+ (6), 
312/314 (5/1.7), 276 (4), 154/155 (52/44), 109 (61), 95 
(29), 88 (24), 81 (100), 67 (56), 55/57 (39/49).

Получение производных ЖК. Пирролидиновые 
производные (пирролидиды) были получены обра- 
боткой ЖК N,O-бис(триметилсилил)трифторацет- 
амидом (Alfa Aesar, США) и пирролидином (Aldrich, 
Германия) при комнатной температуре [47], перед 
анализом реакционную смесь концентрировали в 
вакууме. Свободные ЖК этилировали N-нитрозо-N-
этилмочевиной (Sigma, Германия). Для получения ди- 
метилдисульфидных аддуктов этиловые эфиры ЖК 
обрабатывали диметилдисульфидом (Sigma-Aldrich, 
Франция) по методике, описанной Christie [48], 
однако после остановки реакции водным раствором 
Na2S2O3 реакционную смесь экстрагировали гекса- 
ном (5 × 0.5 мл), гексановый экстракт перед анализом 
высушивали в вакууме. 4,4-Диметилоксазолиновые 
производные получали реакцией с 2-амино-2-метил-
1-пропанолом в пиридине в присутствии борогидрида 
натрия (все реагенты Sigma-Aldrich, Германия) [49]. 
Гидрирование (3–5.5 ч) проводили над катализатором 
Адамса в этаноле.

Масс-спектры производных новых ЖК приведены 
в дополнительных материалах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С использованием ГЖХ-МС и, в отдельных слу- 
чаях, спектроскопии 1Н- и 13С-ЯМР впервые выпол- 
нен структурный анализ жирных кислот губки рода 
Penares. Обнаружена 71 кислота с длиной цепи от С12 
до С28, в том числе 12 новых соединений. Неизвестные 
ранее (5Z,9Z)-9-хлор-5,9-диеновые кислоты пред- 
ставляют первые примеры хлорированных демо- 
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спонгиевых кислот. Особенности изученной смеси  
ЖК – высокое содержание компонентов с моно- 
метилированными цепями (>50%) и почти полное 
замещение обычных демоспонгиевых кислот их хлор- 
производными, предположительно, благодаря деятель- 
ности хлорирующих ферментов микроорганизмов, 
ассоциированных с губкой.

Данные анализа ЖК Penares sp. не только рас- 
ширяют наши знания о разнообразии биомолекул, 
но и способствуют пониманию происхождения 
структурных особенностей некоторых вторичных 
метаболитов губок рода.
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The fatty acids and their ethyl esters from an extract of a sponge Penares sp. (South China Sea) were fractionated 
by high-performance liquid chromatography and analyzed by gas chromatography-mass spectrometry using pyr-
rolidine, 4,4-dimethyloxazoline, dimethyl disulfide, and hydrogenated derivatives. In some cases, 1Н and 13С NMR 
spectroscopy was applied for the structural analysis of fatty acids. 71 С12–С28 acids, including 12 new compounds, 
were found. The new compounds were shown to be (5Z,9Z)-9-chloro-24-methy-5,9-pentacosadienoic, (5Z,9Z)-
9-chloro-25-methyl-5,9-hexacosadienoic, (5Z,9Z)-9-chloro-24-methyl-5,9-hexacosadienoic, (5Z,9Z)-9-chloro-
25-methyl-5,9-heptacosadienoic, 6-chloro-20-methyl-4-heneicosenoic, 6-chloro-19-methyl-4-heneicosenoic, 
6-chloro-20-methyl-4-docosenoic, cis-17,18-methylene-tetracosanoic, 16,21-dimethyldocosanoic, 18,23-dime-
thyltetracosanoic, 16,18,22-trimethyltricosanoic, and 18,20,24-trimethylpentacosanoic acids. It was shown that 
the characteristic features of the fatty acid mixture were a high level of constituents with monomethylated chains 
(over 50%) and the nearly total substitution of common demospongic acids for their chloro-derivatives, previously 
unknown (5Z,9Z)-9-chloro-5,9-dienoic acids. The presence of analogous structural fragments in the fatty acids 
from Penares sp. and in some biologically active secondary metabolites from Penares sponges was discussed. The 
results of this work may be used for the structural, comparative and biosynthetic studies of marine lipids.
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Проведена оценка устойчивости карнозина, пирролилкарнозина (ПК) и салицилкарнозина (СК) к действию 
лейцинаминопептидазы, карбоксипептидаз B и Y. Установлено, что протеолиз карнозина, ПК и СК под 
действием лейцинаминопептидазы не происходит. Карбоксипептидазы B и Y, а также ферментная система 
плазмы крови и плазматических мембран клеток головного мозга крысы в разной степени деградировали 
пептиды, содержащие β-аланиловый, N-пирролиловый и N-салициловый фрагменты. Во всех случаях 
образовывался гистидин. Образования пиррола или салициловой кислоты не происходило. Установлено, 
что карнозин, ПК и СК проявляли высокую устойчивость к действию амино- и карбоксипептидаз в 
экспериментах in vitro.
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ВВЕДЕНИЕ

Биоактивные белки и пептиды с различными 
биологическими свойствами рассматриваются как 
новые терапевтические молекулы для применения 
в медицине [1]. Среди них значительный интерес 
привлекает группа гистидин-содержащих дипептидов 
(ГСД), из которых наиболее изучен β-аланил-L-
гистидин (карнозин). Карнозин характеризуется как 
прямым, так и непрямым антиоксидантным действием, 
обладает свойствами молекулярного шаперона и 
тканевого рН-буфера, хелатора ионов двухвалентных 
металлов [2]. Имеются ограниченные данные о 
протективном действии карнозина при диабетичес- 
ких осложнениях, катарактогенезе, нейродегене- 

ративных заболеваниях, раке, возраст-зависимых 
патологиях [3]. Однако широкого распространения 
в клинической практике карнозин и другие ГСД не 
получили, что обусловлено их быстрым выведе- 
нием из организма благодаря активному гидро- 
лизу специфическими пептидазами – карнозиназами: 
CN1 (EC 3.4.13.20 – сывороточная карнозиназа 
человека) и CN2 (EC 3.4.13.18 – тканевая карнозиназа 
человека) [4].

Были синтезированы новые производные карно- 
зина: N-салицилкарнозин ([3-(N-салицил)-пропаноил-
L-гистидин], СК) [5] и N-пирролилкарнозин ([3-(N-пир- 
ролил)-пропаноил-L-гистидин], ПК) [6], обладающие  
антиоксидантным, цитопротекторным и нейропротек- 
торным действием (схема 1).

Сокращения: ПК – пирролилкарнозин; СК – салицилкарнозин; ГСД – гистидин-содержащие дипептиды; МФМК – микросомальная 
фракция мозга крысы; PMSF – фенилметилсульфонилфторид.
#Автор для связи: (тел.: +7 (499)196-02-16; эл. почта: ATCarma@mail.ru).
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Выбор салициловой кислоты и пиррола для полу- 
чения конъюгатов с карнозином был обусловлен 
широким применением этих соединений и их произ- 
водных в качестве эффективных лекарственных 
препаратов с широким спектром действия [7, 8].

Ранее по методу Pegova et al. [9] была исследо- 
вана устойчивость карнозина, ПК и СК к действию 
сывороточной карнозиназы. Показано, что ПК и СК  
более устойчивы к гидролизу по сравнению с карно- 
зином, который полностью деградирует в течение  
3 ч. За это время содержание ПК и СК уменьшалось 
на несколько процентов [5, 6].

При гидролизе дипептидов под воздействием 
как амино-, так и карбоксипептидаз образуются  
аналогичные продукты: гистидин и модифициро- 
ванный β-аланиловый фрагмент, поэтому необхо- 
димо было установить не только устойчивость карно- 
зина, ПК и СК в этих условиях, но и основной путь  
их деградации, а также выяснить, как разные модифи- 
кации N-концевой аминокислоты влияют на гидролиз 
связи между гистидином и модифицированным 
β-аланиловым фрагментом молекулы пептида.

Таким образом, целью данной работы была 
оценка устойчивости карнозина, ПК и СК к действию 
очищенных амино- и карбоксипептидаз, а также 
ферментной системы плазмы крови и микросомальной 
фракции мозга крысы (МФМК).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Пептиды (карнозин, ПК и СК) инкубировали в  
фосфатно-солевом буфере в присутствии микро- 
сомальной лейцинаминопептидазы (EC 3.4.11.2),  

карбоксипептидазы B (EC 3.4.17.2), карбоксипепти- 
дазы Y (EC 3.4.16.1), ферментной системы плазмы 
крови и МФМК. Такой набор пептидаз использовали 
при оценке устойчивости разных пептидов [10].  
Этим методом тестируют, как правило, пептиды до 
10 а.о.: 5-оксо-Pro-His-Pro-NH2, 5-оксо-Pro-Arg-Pro, 
Pro-Gly-Pro-Leu, His-Phe-Arg-Trp-Pro-Gly-Pro, семакс 
(Met-Glu-His-Phe-Pro-Gly-Pro) и его аналоги [11].

Эксперименты с высокоспецифичным фермен- 
том лейцинаминопептидазой показали, что дан- 
ный фермент неэффективен для протеолиза карно- 
зина, ПК и СК. Эти соединения оказались устой- 
чивы к действию лейцинаминопептидазы в тече- 
ние нескольких суток.

Оценка протеолиза карнозина, ПК и СК под дей- 
ствием карбоксипептидаз B и Y приведена в табл. 1.  
Для оценки воспроизводимости были проведены 
три серии экспериментов. Доверительный интервал 
рассчитывали, исходя из доверительной вероятности 
более 0.95.

Как видно из табл. 1, карбоксипептидазы B и Y в 
разной степени гидролизовали пептиды, содержащие 
β-аланиловый, N-пирролиловый и N-салициловый 
фрагменты.

В присутствии карбоксипептидазы Y карнозин 
деградировал в наибольшей степени (после 120 ч  
в реакционной смеси присутствовал 31% карнозина). 
Устойчивость ПК и СК была практически одинако- 
вой и в ~2 раза превышала устойчивость карнозина.  
Карнозин не подвергался гидролизу карбокси- 
пептидазой B, в то время как ПК за 120 ч полностью 
распадался на гистидин и N-пирролиловую часть. 

Схема 1. Структурные формулы карнозина (β-аланил-L-гистидина), пирролилкарнозина ([3-(N-пирролил)-пропаноил-L-
гистидина]) и салицилкарнозина ([3-(N-салицил)-пропаноил-L-гистидина]).
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Более устойчивым по сравнению с ПК оказался СК 
(после 120 ч в реакционной смеси оставалось 11.1% 
СК).

Также была исследована устойчивость карнозина, 
ПК и СК в присутствии плазмы крови и МФМК 
(табл. 2). При анализе проб, полученных при работе  
с плазмой крови и МФМК, число повторных изме- 
рений увеличили до 5 раз.

Полученные данные показали, что в присутствии 
плазмы крови к завершению срока инкубации (к 120 ч)  
содержание карнозина в инкубационной среде оказа- 
лось значительно ниже, чем ПК и СК, как это наблю- 
далось и при использовании карбоксипептидазы Y. 
Можно предположить, что гидролиз карнозина, ПК  
и СК в основном определяется действием такого  
рода карбоксипептидаз. В мозге крыс присутствует 
другой набор ферментов, который относительно 
быстро полностью гидролизовал карнозин к 24 ч  
инкубации, в то время как ПК полностью гидроли- 
зовался только к 120 ч, а СК оказался устойчив к 
действию этой ферментной системы. По-видимому, 
пирролиловый и особенно салициловый фрагмент 
этих пептидов препятствуют протеазной активности 
ферментов МФМК.

Хромато-масс-спектрометрический анализ реак- 
ционных смесей показал, что среди продуктов фер- 
ментативного гидролиза содержатся 3-(N-пирролил)-
пропионовая кислота и N-салицил-β-аланин, образую- 
щиеся при отщеплении гистидина от исходных ПК  
и СК (табл. 3). Их структура дополнительно под- 

тверждается масс-спектрами фрагментации в усло- 
виях ионных соударений при 35 эВ. Образования 
пиррола или салициловой кислоты не происходило.

Таким образом, карнозин, ПК и СК проявляли 
высокую устойчивость к действию ферментных сис- 
тем плазмы крови, отдельных амино- и карбокси- 
пептидаз в экспериментах in vitro (табл. 1, 2). 
Присутствие карнозина, ПК и СК в реакционной 
среде обнаруживалось в течение нескольких суток. 
В присутствии ферментной системы плазмы крови  
и МФМК гидролиз карнозина происходит эффек- 
тивней, чем ПК и СК (табл. 2). В результате гидролиза 
происходит отщепление гистидина, при этом обра- 
зования пиррола или салициловой кислоты не проис- 
ходит.

Полученные результаты в совокупности с ранее 
опубликованными нами данными указывают на 
перспективность модификации природных гистидин-
содержащих дипептидов по N-концевой аминокислоте 
(β-аланину) с целью повышения биодоступности 
таких соединений и открывают путь дальнейшим 
исследованиям возможности их применения в кли- 
нической практике.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы и ферменты. Лейцинаминопептидаза 
(ЕС 3.4.11.2, Sigma-Aldrich, США, тип VI, микро- 
сомальная из почки свиньи, 9.2 ед. акт./мг), карбок- 
сипептидаза Y (ЕС 3.4.16.1, Sigma-Aldrich, из хлебо- 

Таблица 1. Протеолиз дипептидов под действием карбоксипептидаз B и Y

Пептид
Время, ч

1 2 24 50 120

Карбоксипептидаза Y
Карнозин 94.6 ± 1.3 90.9 ± 1.5 76.5 ± 1.7 59.0 ± 2.0 31.0 ± 3.0

ПК 99.1 ± 0.8 98.1 ± 0.7 95.6 ± 0.9 86.3 ± 1.6 74.0 ± 2.0
СК 99.3 ± 0.4 98.3 ± 0.6 93.4 ± 0.8 86.3 ± 1.2 72.4 ± 1.5

Карбоксипептидаза B
Карнозин 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

ПК 94.1 ± 0.4 92.9 ± 1.6 42.8 ± 1.7 9.3 ± 1.2 0.0
СК 98.6 ± 0.6 96.2 ± 0.9 89.7 ± 0.6 74.2 ± 1.4 11.1 ± 1.1

Приведено остаточное содержание карнозина, ПК и СК в инкубационной смеси в % от исходного количества.
* Доверительный интервал подсчитан для серии из трех повторов, исходя из доверительной вероятности p > 0.95.



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 2          2024

149ПРОТЕИНАЗНАЯ УСТОЙЧИВОСТЬ КАРНОЗИНА И ЕГО ПРОИЗВОДНЫХ

пекарных дрожжей, 17 ед. акт./мг), карбоксипепти- 
даза В (ЕС 3.4.17.2, Sigma-Aldrich, из поджелудоч- 
ной железы свиньи, 70 ед. акт./мг), необходимые 
реактивы – коммерческие препараты. Карнозин, 
ПК и СК предоставлены ФГБНУ “Научный центр 
неврологии”, Россия.

Анализ состава продуктов протеолиза иссле- 
дуемых соединений. Анализ реакционных смесей 
проводили на хроматографе Милихром-А02 (Инсти- 
тут хроматографии “Эконова”, Россия) с использо- 
ванием колонки ProntoSIL-120-5-C18 AQ (2 × 75 мм, 
размер частиц 5 мкм) в градиенте метанола в бу- 
фере (0.2 M LiClO4 + 0.005 М HClO4, pH 2.24) в тече- 
ние 12 мин при 35°C. Длина волны – 210 нм, скорость 
подачи элюента – 0.2 мл/мин. Хроматографию про- 
водили в линейном градиенте концентрации мета- 
нола 0–20% (система 1, карнозин), 5–20% (система 2, 
ПК) и 5–100% (система 3, СК). Время удерживания 
карнозина – 1.49 мин, ПК – 6.80 мин, СК – 5.74 мин.

Масс-спектрометрические данные исходных сое- 
динений и продуктов их протеолиза получали на при- 
боре LCQ Advantage MAX (Термоэлектрон, США), с  
ионизацией электрораспылением, прямым вводом 
раствора образца с концентрацией 10 мкг/мл в мета- 
ноле и дальнейшей фрагментацией молекулярного 
пика в анализаторе методом ионных соударений при 
35 эВ (табл. 3).

На рис. 1 приведена хроматограмма реакционной 
смеси продуктов гидролиза ПК в присутствии кар- 
боксипептидазы B.

Устойчивость карнозина и его производных 
в присутствии лейцинаминопептидазы, карбок- 
сипептидаз Y и В. Условия протеолиза под дейст- 
вием лейцинаминопептидазы и карбоксипептидаз 
подбирали по методике Pegova et al. [9], используя в  
качестве репера семакс (Национальный исследо- 
вательский центр “Курчатовский институт”, Россия). 
Субстрат-ферментное соотношение в случае лейцин- 

Таблица 2. Протеолиз дипептидов под действием ферментной системы плазмы крови и МФМК

Пептид
Время, ч

1 2 24 50 120

Ферментная система плазмы крови
Карнозин 100.0 100.0 94.0 ± 0.7 78.2 ± 1.4 61.0 ± 2.5

ПК 100.0 100.0 100.0 98.0 ± 1.6 90.0 ± 1.8
СК 100.0 100.0 100.0 96.0 ± 1.5 87.0 ± 1.8

Ферментная система МФМК
Карнозин 74.3 ± 1.7 65.4 ± 1.9 0.0 0.0 0.0

ПК 100.0 100.0 52.9 ± 1.6 41.2 ± 2.2 0.0
СК 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

Приведено содержание карнозина, ПК и СК в инкубационной смеси в % от исходного количества.
* Доверительный интервал подсчитан для серии из пяти повторов, исходя из доверительной вероятности p > 0.95.

Таблица 3. Хромато-масс-спектрометрический анализ исходных пептидов и их метаболитов

Вещество τ, мин [M + H]+
расч [M + H]+

эксп

Карнозин 1.49* 227.11 227.2
ПК 6.80** 276.13 277.2

3-(N-пирролил)-пропионовая кислота 9.65** 140.07 140.1
СК 5.74*** 347.14 347.1

N-Салицил-β-аланин 6.88*** 210.07 210.2
[M + H]+

расч – расчетное значение; [M + H]+
эксп – значение, полученное из масс-спектра (разрешение m/z ± 0.2 Да).

* Система 1; ** система 2; *** система 3.
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аминопептидазы составляло 1 мкмоль/ед. акт., в 
случае карбоксипептидазы Y – 0.092 мкмоль/ед. акт., 
в случае карбоксипептидазы В – 0.022 мкмоль/ед. акт.

Протеолиз карнозина и его производных прово- 
дили по следующей методике. К раствору 0.5 мкмоль 
субстрата в 280 мкл фосфатно-солевого буфера 
(27.4 мМ NaCl, 0.4 мМ KCl, 2 мМ Na3PO4, рН 7.4) 
добавляли 0.5 ед. акт. лейцинаминопептидазы, или  
5.44 ед. акт. карбоксипептидазы Y, или 22.4 ед. акт.  
карбоксипептидазы В в этом же буфере. Инкубацион- 
ную смесь перемешивали и термостатировали при  
30°C, отбирая аликвоты по 25 мкл через определен- 
ные промежутки времени. Протеолиз останавливали 
добавлением к отбираемым пробам равного объема 
метанола. Пробы, отобранные через заданные про- 
межутки времени, анализировали на хроматографе 
Милихром А-02 (табл. 1).

Выделение плазматических мембран клеток 
головного мозга крысы. Выделение плазматичес- 
ких мембран проводили при 4°С. Взрослых крыс  
(самцы, линия Wistar, масса 220 г, 8 крыс, филиал  
“Столбовая” ФГБУН “Научный центр биомедицинских 
технологий” ФМБА России) усыпляли диэтиловым 
эфиром и декапитировали. Кровь собирали из туло- 
вища крысы и извлекали головной мозг. Мозг всех 
8 крыс промывали холодным фосфатно-солевым 

буфером. Полученные образцы гомогенизировали 
в 80 мл буфера А (10 мМ Tris-HCl, рН 7.4 при 4°C, 
0.32 М сахароза, 1 мМ EDTA, 1 мМ бензамидин, 
0.1 мМ PMSF) в гомогенизаторе тефлон–стекло. 
Гомогенат центрифугировали в течение 20 мин при 
1000 g, осадок отбрасывали, а супернатант повторно 
центрифугировали при 30 000 g в течение 40 мин. 
Плотный коричневый осадок на дне пробирки, 
обогащенный митохондриями, отбрасывали, а супер- 
натант разбавляли в 40 мл буфера А, переносили в  
чистую пробирку и осаждали мембраны центри- 
фугированием при 40 000 g в течение 40 мин, 
супернатант удаляли. Остатки супернатанта удаляли, 
дважды промывая пробирку 20 мл буфера А. По 
окончании промывок осадок суспендировали в  
10 мл буфера А2 (10 мМ Tris-HCl, рН 7.4 при 4°C,  
0.22 М сахароза), разделяли на порции по 1 мл и замо- 
раживали в жидком азоте. Хранили в кельвинаторе 
при –80°C.

Для получения плазмы крови собранную после  
декапитации кровь помещали в пробирку, содер- 
жащую 20 мкл гепарина (5000 Е/мл), и центрифу- 
гировали при комнатной температуре 15 мин при 
1500 g. Плазму крови (верхний слой) аккуратно 
отбирали, перемешивали и разливали в охлажденные 
микропробирки. Хранили в кельвинаторе при –80°C.

Рис. 1. Хроматограмма реакционной смеси ПК в присутствии карбоксипептидазы B через 24 ч инкубации. ПК (время 
удерживания 6.80 мин), [M + H]+ – 277.2, метаболит (время удерживания 9.65 мин), [M + H]+ – 140.1.
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Устойчивость карнозина и его производных 
в присутствии микросомальной фракции мозга 
крысы и плазмы крови. Биологическую активность 
ферментной системы плазмы крови и МФМК тести- 
ровали по методике Pegova et al. [9]. Подбирали 
такое количество плазмы крови или МФМК, кото- 
рое приводило к деградации семакса на 70–80% 
в течение 1 ч. Протеолиз исследуемых пептидов 
проводили по следующей методике: к раствору 
0.5 мкмоль пептида, приготовленного на 100 мкл 
фосфатно-солевого буфера (27.4 мМ NaCl, 0.4 мМ 
KCl, 2 мМ Na3PO4, рН 7.4), добавляли 323 мкл 
раствора плазматических мембран клеток голов- 
ного мозга крыс (концентрация белка 8.6 мг/мл) 
или 256 мкл плазмы крови (концентрация белка 
70 мг/мл). Инкубационную смесь перемешивали и 
термостатировали при 30°C, отбирая аликвоты по 
60 мкл через определенные промежутки времени. 
Протеолиз останавливали добавлением к отбирае- 
мым пробам равного объема метанола.

Полученные пробы (120 мкл) наносили на патрон, 
упакованный 20 мг обращенной фазы Lichroprep 
RP-18, уравновешенной в смеси метанол–вода 
(1 : 1), с последующим элюированием метанолом 
с 0.1% трифторуксусной кислоты. При этом на 
обращенной фазе осаждались высокомолекуляр- 
ные продукты, а метанольный раствор содержал 
искомую пептидную фракцию. В результате при 
анализе реакционных смесей хроматографическая 
колонка не дезактивировалась. Собранные метаноль- 
ные растворы упаривали и растворяли в 200 мкл 
воды. Анализ продуктов реакции проводили методом 
ВЭЖХ (табл. 2).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Установлено, что карнозин, ПК и СК прояв- 
ляют высокую устойчивость к действию лейцин- 
аминопептидазы, карбоксипептидаз B и Y, а также 
к ферментным системам МФМК и плазмы крови в 
экспериментах in vitro. Эти соединения оказались 
устойчивы к действию лейцинаминопептидазы в 
течение нескольких суток. В присутствии карбок- 
сипептидазы Y карнозин деградировал в наибольшей 

степени. Устойчивость ПК и СК была практически 
одинаковой и в ~2 раза превышала устойчивость 
карнозина. Карнозин не подвергался гидролизу 
карбоксипептидазой B, в то время как ПК и СК за 
120 ч деградировали на 100 и 89% соответственно. 
В присутствии ферментной системы плазмы крови и 
МФМК гидролиз карнозина происходил эффективней, 
чем ПК и СК. Среди продуктов ферментативного 
гидролиза содержались 3-(N-пирролил)-пропионовая 
кислота и N-салицил-β-аланин, образовавшиеся 
при отщеплении гистидина от исходных ПК и СК. 
Образования пиррола или салициловой кислоты не 
происходило.

Полученные результаты показали, что, во-первых, 
устойчивость карнозина, ПК и СК к действию 
лейцинаминопептидазы, карбоксипептидаз B и Y 
высокая. Во-вторых, синтезированные производные 
карнозина (ПК и СК) менее подвержены протеолизу 
в присутствии ферментной системы плазмы крови 
и МФМК, чем исходный карнозин. При этом из 
производных карнозина (ПК и СК) не образуются 
салициловая кислота и пиррол. Таким образом, ПК 
и СК могут рассматриваться как возможные канди- 
даты для применения в клинической практике.
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Proteinase Resistance of Carnosine, Pyrrolylcarnosine,  
and Salicylcarnosine
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The stability of carnosine, pyrrolylcarnosine (PC) and salicylcarnosine (SC) to the action of leucine aminopeptidase, 
carboxypeptidases B and Y was evaluated. It was found that proteolysis of carnosine, PC and SC under the action 
of leucine aminopeptidase does not occur. Carboxypeptidases B and Y, as well as the enzyme system of blood 
plasma and plasma membranes of rat brain cells, degraded peptides containing β-alanyl, N-pyrrolyl, N-salicylic 
fragments to varying degrees. In all cases, histidine is formed. The formation of pyrrole or salicylic acid does not 
occur. It was found that carnosine, PC and SC showed high stability to the action of amino- and carboxypeptidases 
in in vitro experiments.

Keywords: dipeptides, peptidases, proteolysis, carnosine, pyrrolylcarnosine, salicylcarnosine
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Микробиом млекопитающих считается потенциальным источником биологически активных соединений, 
в том числе антибиотиков. В данной работе мы изучили культивируемые микроорганизмы из назальной 
микробиоты венгерской домашней свиньи (Sus domesticus). Таксономическое положение 20 выделенных 
штаммов (включая 18 бактерий, по одному виду дрожжевых и мицелиальных грибов) было определено с 
помощью филогенетического анализа, морфологических и биохимических исследований. Штаммы были 
подвергнуты тестированию на чувствительность к антибиотикам и скринингу антимикробной активности. 
Установлено, что штамм Pseudomonas aeruginosa SM-11 продуцирует четыре известные антибактериальные 
молекулы (пиоцианин, пиохелин, пиолутеорин, монорамнолипид). Продукция пиоцианина была 
индуцирована сокультивированием с грамотрицательными тест-микроорганизмами Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 27853 и Escherichia coli ATCC 25922. Показано, что микробиота млекопитающих может служить 
ценным источником штаммов, продуцирующих антимикробные препараты, а также штаммов редких 
таксонов. Для ее изучения наиболее перспективны биотехнологические подходы, основанные на индукции 
биосинтеза вторичных метаболитов с помощью сокультивирования с тест-микроорганизмами. Методы 
сокультивирования – перспективный подход для изучения противомикробных препаратов из молчащих 
кластеров биосинтетических генов.

Ключевые слова: респираторный тракт, назальный микробиом, домашняя свинья, Sus domesticus, Pseudo-
monas aeruginosa, антибиотики, ESEM

DOI: 10.31857/S0132342324020051, EDN: ONFXKK

ВВЕДЕНИЕ

Для лечения заболеваний, вызванных антибио- 
тикоустойчивыми микроорганизмами, необходимы 
обнаружение, исследование и введение в практику 
новых антибиотиков. Хотя исследование и выведе- 
ние на рынок новых действующих веществ – это слож- 

ные и длительные этапы [1–4], обнаружение актив- 
ных соединений из природных источников оста- 
ется ключевым шагом на пути к созданию новых  
противомикробных препаратов [5–9]. Микроорга- 
низмы, циркулирующие в дикой природе, распрос- 
транены повсеместно (рис. 1), и антибиотичес- 

1 Дополнительные материалы к этой статье доступны по doi 10.31857/S0132342324020051 для авторизованных пользователей.
Сокращения: ESEM – сканирующая электронная микроскопия с режимом естественной среды; ITS – внутренний транскрибируемый 
спейсер; LB – лизогенная питательная среда; PDA – картофельно-декстрозный агар; SEM – сканирующая электронная микроскопия.
#Автор для связи: (тел.: +7-926-611-36-49; эл. почта: alferovava@gmail.com).
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кие вещества вырабатываются ими как средство 
межвидовой конкуренции и/или внутривидовой ком- 
муникации. Традиционно поиск новых продуцентов 
антибиотиков долгое время проводился в микробных 
сообществах легкодоступных биосистем. Однако в 
последнее время исследователи все чаще обращаются 
к необычным местообитаниям живых организмов 
[10, 11] и активно изучают микроорганизмы-сим- 
бионты морских губок [12], насекомых [11], энтомопа- 
тогенных нематод [13] и др. Симбионты млекопита- 
ющих [14], в том числе человека [15–18], – перспек- 
тивные источники биоактивных молекул с ценными 
фармацевтическими свойствами [19]. Адаптация к  
таким уникальным экологическим условиям благо- 
приятствует селекции штаммов с вторичными мета- 
болитами, нетоксичными для млекопитающих. 
Разумеется, большинство исследований посвящено 
микробиоте желудочно-кишечного тракта [20–23]. 
Однако продуценты, локализованные в области 
взаимодействия организма-хозяина с окружающей 
средой, также могут быть очень интересны, например, 
антимикробные соединения, производимые микро- 
биотой кожи [24–29]. Один из таких примеров – 
выделение продуцента амикумацина из пасти мед- 
ведя [30]. Недавно описанные бактериостатические 
пептиды треоглюцины продуцируются Streptococcus 
suis ATCC 43765 [31]. S. suis – важный патоген свиней, 
связанный с зоонозными инфекциями дыхательных 
путей. Такие антибиотики, очевидно, играют важ- 
ную роль в экосистемах, регулируя микробиом хозя- 

ина. Они могут защищать организм хозяина от коло- 
низации другими микроорганизмами, включая близко- 
родственные штаммы.

В данной работе мы изучали микробное сообщество, 
выделенное из микробиоты слизистой оболочки 
носа домашних свиней (Sus domesticus) породы 
мангалица. Мангалица – это порода свиней сального 
типа с кудрявой шерстью, выведенная в середине 
XIX века в Венгрии [32]. Эти свиньи неприхотливы: 
они могут переносить низкие температуры и не 
привередливы к питанию. Обычно их содержат на 
смешанных или свободных пастбищах, их рацион 
дополняют корнеплоды, выращенные на ферме 
(тыква, кормовая свекла, картофель), свежескошен- 
ная зелень летом и сено зимой. Эти животные хорошо 
приспособлены к постоянной жизни на открытом 
воздухе, могут спать в снегу, питаться подножным 
кормом, почти не страдают от некоторых болезней 
свиней [33]. Выбор данной породы свиней в качестве 
источника возможных продуцентов антибиотиков  
был обусловлен, во-первых, образом жизни живот- 
ных – постоянном контакте с окружающей средой, а 
во-вторых, фактом, что до отбора проб животные не 
подвергались антибиотикотерапии. 

Мы выделили в индивидуальном виде и культи- 
вировали 20 штаммов микроорганизмов, иденти- 
фицировали их с помощью полифазного подхода и 
изучили их способность продуцировать антибио- 
тические метаболиты. Целью данной работы была  

Рис. 1. Повсеместное присутствие и постоянная циркуляция микроорганизмов в экосистемах.
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оценка биотехнологического потенциала назальной 
микробиоты домашних свиней породы мангалица.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Зимой 2022 г. были взяты пробы со слизистой 
носовой полости домашних свиней (порода манга- 
лица). Первоначально пробы были взяты у трех 
взрослых особей, однако обнаружить антимикроб- 
ную активность среди выделенных чистых культур 
удалось только у одной свиньи. Поэтому дальнейший 
поиск продуцентов антибиотиков был сосредоточен  
на образцах от одной особи. Всего от нее было полу- 
чено 20 изолятов микроорганизмов. Нашей задачей 
было провести первичную оценку штаммов-проду- 
центов антибиотиков из этого объекта. Несмотря 
на очень широкие и всесторонние исследования 
микробиоты млекопитающих, случаев получе- 

ния антибиотиков из таких местообитаний не- 
много [14–30].

Большинство выделенных штаммов (18 штам- 
мов) – это бактерии, один штамм – мицелиальный и 
один – дрожжевой гриб (табл. S1 в дополнительных 
материалах). Из этих 18 первичных бактериальных 
изолятов 8 изолятов (SM-1, SM-2, SM-7, SM-8, SM-9,  
SM-12, SM-18, SM-19) показали положительный 
результат при окрашивании по Граму, а остальные  
были грамотрицательными бактериями. Филогене- 
тический анализ первичных изолятов (табл. 1) пока- 
зал идентичность изолятов SM-1 и SM-2; SM-3, SM-4 
и SM-5; SM-7 и SM-8; SM-15, SM-16 и SM-17.

Дополнительное подтверждение видовой принад- 
лежности проводили с использованием биохимичес- 
ких данных по утилизации субстратов, ферментатив- 
ной активности и способности продуцировать серо- 

Таблица 1. Филогенетический анализ выделенных штаммов микроорганизмов

Штамм Ближайший типовой штамм в GenBank Идентичность, %

SM-1
Nocardiopsis alba DSM 43377T 99.70

SM-2

SM-3

Moraxella porci DSM 25326T 100SM-4

SM-5

SM-6 Rhodotorula frigidialcoholis EXF 10854T 99.80

SM-7 Weissella cibaria JCM 12495T 100

100SM-8 Weissella confusa JCM 1093T

SM-9 Enterococcus italicus DSM 15952T 99.15

SM-10 Citrobacter freundii ATCC 8030T 99.82

SM-11 Pseudomonas aeruginosa JCM 5962T 99.85

SM-12 Lactococcus lactis subsp. lactis JCM 5805 99.88

SM-13 Glaesserella parasuis NCTC 4557T 99.53

SM-14 Proteus cibi DSM 106178T 99.69

SM-15

Serratia marcescens subsp. marcescens ATCC 13880T 99.83SM-16

SM-17

SM-18 Bacillus subtilis DSM 10T 100

SM-19 Arthrobacter psychrochitiniphilus GP3T 99.17

SM-20 Chaetomium anastomosans CGMCC 3.19350T 100
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Рис. 2. Сканирующая электронная микроскопия штамма Nocardiopsis alba SM-1, выращенного на среде Мюллера–Хинтона  
в течение 5 сут при 28°C. Стрелками показаны округлые спорангиеподобные структуры.

Рис. 3. Морфология Rhodotorula frigidialcoholis (SM-6): световая микроскопия (а), сканирующая электронная микрофотография 
после 3 сут инкубации на среде Мюллера–Хинтона при 28°C (б).

водород (табл. S1 в дополнительных материалах). 
Таким образом, для идентификации выделенных 
микроорганизмов был использован полифазный 
подход, сочетающий анализ их филогенетического 
положения на основе анализа нуклеотидных последо- 
вательностей значимых геномных фрагментов (гены  
β-тубулина, ITS и 16S рРНК) (рис. S7–S10 в допол- 
нительных материалах) с оценкой их морфологи- 
ческих и биохимических характеристик (табл. S1 в 
дополнительных материалах).

Мы использовали два метода сканирующего 
анализа: сканирующую электронную микроскопию 
(SEM) и сканирующую электронную микроскопию с 
режимом естественной среды (ESEM), основываясь 
на имеющихся на данный момент опубликованных 
данных о том, что ESEM и SEM могут дополнять 
друг друга [34]. Используя SEM, можно получать 
изображения поверхности биологических образцов 
с высоким разрешением, однако этот метод требует 

дополнительной пробоподготовки. В свою очередь, 
ESEM позволяет исследовать препараты в их естест- 
венном состоянии, но получаемые изображения  
будут иметь меньшее разрешение и соотношение 
сигнал/шум. Результаты, полученные этими методами, 
могут немного отличаться из-за разницы в процессе 
подготовки образцов [35, 36]. SEM обладает уникаль- 
ными преимуществами, такими как высокое разре- 
шение и большая глубина резкости [37]. Основ- 
ное преимущество ESEM – возможность визуа- 
лизации гидратированных и непроводящих образ- 
цов, таких как биологические ткани и (бактериаль- 
ные) клетки, без предварительного обезвоживания 
или нанесения проводящего покрытия [36, 37].

Микроморфологическая структура мицелиаль- 
ных микроорганизмов (SM-1, SM-20), дрожжей (SM-6)  
и наиболее активного бактериального изолята (SM-11)  
была изучена с помощью SEM (рис. 2–5).

(а) (б)

(а) (б)
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Рис. 4. Изображение со сканирующего электронного микроскопа биопленки штамма Pseudomonas aeruginosa SM-11, 
сформированной через 48 ч на среде LB при 37°C.

Рис. 5. Микроморфология Chaetomium anastomosans SM-20 на среде PDA через 7 сут инкубации при 25 ± 1°C: зрелые плодовые 
тела (перитеции), рассмотренные с помощью световой микроскопии (а) и сканирующего электронного микроскопа (б), волоски 
перитеция в SEM (в), аскоспоры в SEM (г) и в ESEM (д, е).

(а) (б)

(а) (б)

(в) (г)

(д) (е)
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В целом морфология штамма SM-1 (рис. 2) соот- 
ветствует морфологии типового штамма Nocardiopsis 
alba [38]: зигзагообразные гифы воздушного мицелия, 
характерные для начальных этапов споруляции  
(рис. 2а), и прямые гибкие гифы, фрагментирую- 
щиеся на гладкие палочковидные элементы (рис. 2б).  
Интересно, что на препарате штамма SM-1 были 
обнаружены округлые спорогангиеподобные струк- 
туры (показаны стрелкой на рис. 2), ранее не описан- 
ные для Nocardiopsis alba.

В случае дрожжевого штамма Rhodotorula frigidi- 
alcoholis SM-6, используя световую микроскопию,  
мы обнаружили округлые одиночные или почкую- 
щиеся клетки, окруженные толстыми капсулами, 
морфология была дополнительно визуализирована с 
помощью SEM (рис. 3).

Штамм Pseudomonas aeruginosa SM-11 имел 
тенденцию к образованию биопленок (рис. 4).

Для штамма Chaetomium anastomosans SM-20,  
в дополнение к световой и классической электронной 
микроскопии, мы использовали ESEM для визуа- 
лизации аскоспор в их нативной форме (рис. 5).

Далее методом агаровых блоков тестировали 
антимикробную активность изолятов. Скрининг 
выявил выраженную антибиотическую активность 
широкого спектра действия штамма P. aeruginosa 
SM-11 против грамположительных бактерий  
(B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923,  
E. faecalis ATCC 29212), грамотрицательных бакте- 
рий (E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853) 
и дрожжей (C. albicans CBS 8837).

Штамм SM-11 культивировали как на жидкой, 
так и на твердой среде Мюллера–Хинтона. Однако 
процесс выделения был затруднен характерным  
для P. aeruginosa образованием матрикса биоплен- 
ки [39]. Этот штамм в процессе роста выделял большое 
количество матрикса биопленки, поэтому выделить 
антибиотики из жидкой среды не представлялось 
возможным. В результате культивирование прово- 
дили на твердой среде для упрощения процесса 
выделения. Экстрагировали бутанолом, экстракты 
фильтровали и выпаривали в вакууме, остаток 
растворяли в воде и фракционировали с помощью 
колонки с сорбентом LPS-500H. Было обнаружено, 

что штамм продуцирует несколько антибиотических 
соединений.

Наиболее гидрофильная антибактериальная фрак- 
ция элюировалась 20%-ным водным ацетонитри- 
лом (SM11-MeCN20). Первоначально штамм SM-11  
не продуцировал флуоресцентный пигмент. При ис- 
следовании антагонистической активности мето- 
дом перекрестных культур штамм SM-11 начал проду- 
цировать синий флуоресцентный пигмент, который 
также элюировался в SM11-MeCN20.

Фракционирование с помощью ВЭЖХ (рис. 6) 
показало, что первоначальная антибактериальная 
активность была связана с производством пиохе- 
лина. Дерепликацию проводили путем сравнения 
со спектром библиотеки GNPS для пиохелина  
(рис. S11 в дополнительных материалах). Пиохелин –  
железохелатирующий сидерофор, продуцируе- 
мый многими видами микроорганизмов, включая 
Pseudomonas sp. [40].

Индуцированное флуоресцентное вещество  
также продемонстрировало антибактериальную ак- 
тивность. Анализ очищенной флуоресцентной фрак- 
ции показал характерное УФ-поглощение (694 нм)  
и точную массу соединения, соответствующую составу 
C13H10N2O. Идентичность соединения с известным 
феназиновым антибиотиком пиоцианином была 
подтверждена сравнением картины фрагментации 
(рис. S12 в дополнительных материалах). Этот 
редокс-активный пигмент часто вырабатывается  
P. aeruginosa [41].

Следующую антимикробную фракцию элюиро- 
вали с колонки LPS-500H 50%-ным водным ацетонит- 
рилом. Фракционирование с помощью ВЭЖХ и МС-
анализ выявили известный антибиотик пиолютеорин 
(рис. 7). Пиолютеорин – хлорированное производное 
пиррола с антибиотической, противогрибковой и 
гербицидной активностью [42], характерной для 
Pseudomonas sp.

Самым гидрофобным антибиотиком, элюируемым 
ацетонитрилом, оказался монорамнолипид RhaC10C10  
(рис. 8). Рамнолипиды – это гликолипидные био- 
сурфактанты с привлекательными свойствами, вклю- 
чая низкую токсичность, быструю биоразлагаемость 
и стабильное образование микроэмульсий [43].
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Поиск продуцентов биологически активных 
соединений среди микроорганизмов, ассоциированных 
с животными, в силу их поразительного разнообразия, 
имеет неисследованные перспективы [11, 44, 45]. 
Однако до сих пор такие работы были сосредоточены 
больше на беспозвоночных хозяевах [46–48]. Тем 
не менее позвоночные, включая млекопитающих, 
также представляют собой перспективный источник 
микроорганизмов с антимикробной активностью [30].

Общепризнанно, что свинья считается лучшей 
биологической моделью человека в биомедицинских 
экспериментах из-за сходства широкого спектра 
анатомических и физиологических характеристик  
[49, 50]. Восприимчивость патогенных бактерий 
свиней к антибиотикам и их возможная передача 
человеку также привлекает внимание исследова- 
телей [51–53].

Чаще всего фокус исследования в подобных 
работах сосредоточен на анализе состава и возможных 
функций микробиома желудочно-кишечного тракта 
хозяина с акцентом на параметры здоровья животного 
[54–56]. Однако не менее важны микробные сооб- 
щества, населяющие поверхность кожи, ротовую 
полость, мочеполовую систему и дыхательные пути.

Носовая микробиота домашних свиней была 
объектом исследования лишь в нескольких работах 
[20, 57–61], где она изучалась с точки зрения 
здоровья дыхательных путей свиней и ее участия в 
патогенезе, вызванном инфекцией Streptococcus suis, 
Haemophilus parasuis, Mycoplasma hyopneumoniae и 
других патогенов. Однако микробные сообщества, 
ассоциированные с домашними свиньями, еще не  
стали источником для поиска антибиотически актив- 
ных штаммов. В данном исследовании мы охарак- 
теризовали биосинтетический потенциал микро- 
организмов, присутствующих в этой специфической 

экологической нише, используя стандартный культу- 
рально-зависимый подход.

Стоит отметить, что нос свиньи – это не просто орган 
обоняния, а слизистая оболочка носа – не только часть 
верхних дыхательных путей, как у других животных, 
включая человека. Нос свиньи – это орган осязания, 
и с древних времен он служит диким и домашним 
свиньям для поиска и извлечения пищи, находясь 
в постоянном контакте с почвой, растительными 
остатками, отходами жизнедеятельности и т.д.  
Таким образом, в условиях постоянного притока  
микроорганизмов извне микробные сообщества, 
населяющие ноздри свиней, должны характери- 
зоваться стабильностью и насыщенностью. Не 
будет преувеличением сказать, что с точки зрения 
микробной экологии нос свиньи – “горячая точка”, 
где благодаря постоянному взаимодействию между 
иммунной системой хозяина и разнообразным 
пулом микроорганизмов поддерживается высокая 
интенсивность межорганизменных взаимодействий 
– от симбиотических до антагонистических. С одной 
стороны, часть этой микробиоты состоит из видов, 
характерных для свиней, и может рассматриваться 
как относительно постоянный компонент назальной 
микробиоты, а с другой стороны, присутствует 
переходная микробиота, которая меняется в результате 
взаимодействия с внешней средой. 

Среди видов микроорганизмов, выделенных 
в данном исследовании (табл. 1), прежде всего 
следует отметить идентификацию характерных пред- 
ставителей назальной микробиоты свиней, обнару- 
женных в более ранних исследованиях [20, 57–61]: 
Moraxella porci (SM-3, SM-4, SM-5), Glaesserella 
parasius (SM-13) и Weissella sp. (SM-7, SM-8). Кроме 
того, бактерии, характерные для животных в целом и 
свиней в частности, могут включать представителей 
порядка Lactobacillales: Lactococcus lactis subsp. 
lactis (штамм SM-12) и Enterococcus italicus (штамм 
SM-9). Также неудивительно встретить виды порядка 
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Enterobacteriales, представители которого часто 
ассоциируются с очень широким кругом животных, 
а также часто выделяются из пищи: Citrobacter 
freundii (штамм SM-10), Serratia marcescens (штаммы 
SM-15, SM-16, SM-17) и Proteus cibi (штамм 
SM-14) [62]. Вполне естественно выделение из 
слизистой носа Bacillus subtilis (штамм SM-18), 
Pseudomonas aeruginosa (SM-11) и актинобактерий 
Nocardiopsis alba (SM-1, SM-2), которые, хотя и 
широко распространены в природе, в основном 
встречаются в образцах животных, среди которых 
свиньи занимают третье и пятое места соответственно 
(согласно проекту Microbial Atlas Project, microbeatlas.
org) [63].

В то же время Arthrobacter psychrochiitiniphilus  
SM-19, Rhodotorula frigidialcoholis SM-6 и Chaeto- 
mium anastomosans SM-20, которые ранее не были 
обнаружены у свиней, по-видимому, представляют 
собой лишь переходные виды, заимствованные из 
внешней среды [64–66].

Многие виды, обнаруженные нами у здоровых 
животных, характеризуются способностью выраба- 
тывать антибиотики, токсины и другие биоактивные 
метаболиты, которые они обычно используют для 
общения или конкуренции друг с другом [11] (табл. 2).

Скрининг антимикробной активности среди всех 
изолятов показал, что штамм SM-11 наиболее активен 
и способен подавлять рост грамположительных бак- 
терий (B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923,  
E. faecalis ATCC 29212), грамотрицательных бактерий 
(E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853) и 
дрожжей (C. albicans CBS 8837). Культивирование, 
очистка и идентификация активного соединения 
показали, что SM-11 продуцирует феназиновый 
пиоцианин, редокс-активный пигмент, производимый 
90–95% изолятов P. aeruginosa [41].

В аксенических условиях, после одного или двух  
пассажей, штамм SM-11 терял способность проду- 
цировать пиоцианин, но сокультивирование с дру- 
гими микроорганизмами немедленно восстанавли- 

вало эту способность, которая легко контролируется 
благодаря характерной флуоресценции и опти- 
ческим свойствам этого соединения (максимум погло- 
щения при 694 нм). Интересно, что штамм SM-11  
не продуцировал токсичный пиоцианин при вы- 
делении из свиной микробиоты, но его производство 
индуцировалось при культивировании с тест-микро- 
организмами. Индукция биосинтеза антибиоти- 
ков [80], в том числе с помощью методов совмест- 
ного культивирования, для штаммов, ассоциирован- 
ных с млекопитающими, может раскрыть их скрытый 
биосинтетический потенциал.

В сочетании со способностью образовывать 
устойчивые биопленки (рис. 4) благодаря чувству 
кворума (quorum sensing) и высокой ферментатив- 
ной активности в отношении многих субстратов 
(табл. S1 в дополнительных материалах), наибольшей 
среди других выделенных бактерий способностью 
синтезировать сидерофоры, например, пиохелин 
(рис. 6), делают штамм SM-11 мощным конкурентом 
и угрозой как для других микроорганизмов, так и  
для клеток хозяина. Тем не менее назальное сооб- 
щество, выделенное культурально-зависимым мето- 
дом, довольно разнообразно, и P. aeruginosa не вытес- 
няет другие виды. Вполне вероятно, что один из сдер- 
живающих факторов колонизации слизистой обо- 
лочки верхних дыхательных путей – присутствие 
молочнокислых бактерий (LAB), также обнаружен- 
ных в слизистой свиней: штаммы SM-7, SM-8 [81],  
SM-9 [82] и, главным образом, SM-12. LAB 
способны снижать подвижность многих патогенных 
бактерий за счет производства ацетата [76]. Более  
того, Lactococcus lactis subsp. lactis SM-12 обла- 
дает способностью производить низины – полицик- 
лические антибактериальные пептиды класса ланти- 
биотиков с широким спектром активности против 
грамположительных и грамотрицательных бакте- 
рий [83].

Носовая полость может рассматриваться как “вход- 
ные ворота” в организм животного, где бактериаль- 
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ное богатство и разнообразие верхних дыхательных 
путей действует как естественный фильтр, ограничи- 
вающий попадание микроорганизмов извне в ниж- 
ние отделы респираторного тракта [18]. Эффектив- 
ность и стабильность такого фильтра во многом опреде- 
ляется биотическими взаимоотношениями в мик- 
робном сообществе, которые могут быть реализованы 
через производство метаболитов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Отбор проб и выделение штаммов. Образцы 
были взяты в январе 2022 г. от однолетних поло- 
возрелых домашних свиней (две самки и один самец, 
порода венгерская мангалица, вес 150–160 кг),  
которые не были серьезно больны, не проходили 
лечение антибиотиками и не были вакцинированы. 
Свиньи постоянно находились на открытом воздухе. 
Их ежедневный зимний рацион состоял из смеси 
дробленого ячменя и пшеницы, корнеплодов (тыква, 
кормовая свекла, картофель) и сухого сена. Свиньи 
были выращены в селе Хомбусь-Батырево Чувашской 
Республики Российской Федерации (55.293515 N, 
47.088331 E). Средняя температура в январе 2022 г.  
составляла –9°C, влажность 85% при устойчивом 
снежном покрове (~40 см). Пробы были взяты из 
обеих ноздрей носа свиньи. Свабы (зонд-тампоны) с 
образцами слизистой носа хранили в транспортной 
среде Стюарта при 0–4°C в течение 20 ч до обра- 
ботки (рис. 9).

Образцы суспендировали в трех экземплярах 
в 10 мл 0.9%-ного раствора NaCl, полученную 
суспензию использовали для инокуляции. Инокулят 
(1 мл на чашку) распределяли на квадратные  
чашки Петри размером 15 × 15 см с твердой пита- 
тельной средой Сабуро (с налидиксовой кислотой,  
30 мкг/мл, и без антибиотиков) или Мюллера–Хинтона 
(HiMediaLab) (с антибиотиком амфотерицином B,  
50 мкг/мл, и без антибиотиков). Чашки инкубировали 
при 28°C в аэробных условиях в течение 10 сут, 
чтобы обеспечить выделение медленно растущих 
микроорганизмов, поскольку им требуется более 
длительный период культивирования для образования Та
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колоний. По мере роста колоний их переносили, 
очищали на картофельно-декстрозном агаре (грибы) 
или агаре Мюллера–Хинтона (бактерии). Штаммы 
хранили в растворе глицерина (20%, v/v) при –87°C.

Антимикробная и антагонистическая актив- 
ность. Антимикробную активность тестировали 
методом диффузии в агар в отношении C. albicans  
CBS 8837, B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 
25923, E. faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 25922,  
P. aeruginosa ATCC 27853. Антагонистическую актив- 
ность штаммов определяли методом поперечных 
штрихов [84] (рис. 10а). В дополнение к анализу 
поперечных полос антибиотическую активность 
проверяли методом агаровых блоков (рис. 10б) [85].

Метод поперечных штрихов. Изолированные 
культуры наносили перекрестными штрихами в виде  
одной линии на затвердевшую питательную среду 
(агар Мюллера–Хинтона для бактерий, PDA для  
грибов) в чашке Петри, грибковые штаммы инкуби- 
ровали при 28°C в течение 7 сут, а бактериальные 
тест-культуры – при 37°C в течение 2 сут. Затем тест- 
микроорганизмы пересевали перпендикулярно ис- 
ходной полосе изолятов. Чашки с грибковыми тест-
культурами инкубировали при 28°C в течение 2 сут, 
а бактериальные тест-культуры – при 37°C в течение 

1 сут. Антагонистическую активность оценивали 
по зоне ингибирования вокруг изолятов. Если тест-
культура чувствительна к штаммам-продуцентам 
антибиотиков, то она не будет расти рядом с их 
колониями. 

Метод агаровых блоков. Из выросших на агари- 
зованной среде колоний вырезали агаровый блок 
диаметром 5 мм и переносили его в центр чашки с  
тест-культурами. Чашки с грибковыми тест-культу- 
рами инкубировали при 28°C в течение 2 сут. Чашки  
с бактериальными тест-культурами инкубировали  
при 37°C в течение 2 сут, затем измеряли диаметр 
зоны ингибирования роста вокруг агарового блока.

Антимикробную активность in vitro определяли 
с помощью диффузионного анализа в агаре в 
соответствии с рекомендациями CLSI [86–88].

Ассимиляция микроорганизмами субстратов, 
окрашивание по Граму. Биохимическое тестирова- 
ние выделенных штаммов проводили на фильтро- 
вальных бумажных дисках, пропитанных различ- 
ными субстратами и хромогенными индикаторами 
(Микроген, Россия), по методике, рекомендованной 
производителем. Морфологическую характеристику 
выделенных микроорганизмов проводили путем 
окрашивания по Граму [89].

Рис. 9. Сбор образцов и выделение микроорганизмов.
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Таксономическая идентификация выделен- 
ных штаммов. Амплификация генов и филогене- 
тический анализ. Геномную ДНК изолятов выде- 
ляли с помощью набора LumiPure Kit (Люмипроб, 
Россия) в соответствии с инструкцией производи- 
теля. Амплификацию различных участков ДНК 
грибов и бактерий проводили с использованием 
соответствующих комбинаций праймеров (табл. 3). 
Реакционные смеси для ПЦР содержали 0.5 мкл 
матричной ДНК, 10 мкл готового полимеразного 
реагента 2× PCR Basic Mix (Lumiprobe, Россия),  
0.05 мкл 100 мкМ каждого праймера и стерильную 
воду Milli-Q до конечного объема 20 мкл.

Продукты ПЦР разделяли электрофорезом на 
1%-ном агарозном геле и вырезали соответствующие 
полосы. Ампликоны очищали с помощью набора для 
экстракции ДНК в геле (Люмипроб, Россия) и пере- 
давали для секвенирования в Центр коллективного 
пользования “Геном” (Москва, Россия). Секвени- 
рование проводили с использованием набора ABI 
Prism BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 
(Applied Biosystems, Waltham, США) на анализаторе 
ДНК Applied Biosystems 3730 (Life Technologies, 
Carlsbad, США). Последовательности обрабатывали 
и собирали с помощью программного обеспечения 
GeneStudio Pro (версия 2.2.0.0).

Таксономическую принадлежность изолятов оце- 
нивали, используя соответствующие генные после- 

довательности в качестве запроса в веб-сервисах 
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) и 
EzTaxon (www.ezbiocloud.net). Филогенетический 
анализ выполняли в программе MEGA 7 (https://www.
megasoftware.net/mega7/). Филограмму для бактерий 
строили методом максимального подобия (maxi- 
mum likelyhood), для дрожжей, гриба и актиноми- 
цетов – методом присоединения соседей (neighbor 
joining). 

Электронная микроскопия. Образцы для 
сканирующей электронной микроскопии (SEM) 
были подготовлены в соответствии с литературными 
данными [93]. Образцы подвергали сушке в 
критической точке и покрытию золотом. Изображения 
SEM получали с помощью сканирующего электрон- 
ного микроскопа Thermo Quattro S (Thermo Fisher 
Scientific, Нидерланды), работающего при напряжении 
15–30 кВ, увеличение от 600× до 39600×.

Исследования с помощью сканирующей электрон- 
ной микроскопии в естественной среде (ESEM) про- 
водили с использованием стадии холодного образца. 
Для предотвращения обезвоживания образцы пред- 
варительно охлаждали до 4°C, а перед откачкой 
воды из камеры рядом с образцом помещали малень- 
кие капли воды. Давление водяных паров и темпе- 
ратуру ступени изменяли для поддержания равнове- 
сия образца, что минимизировало эффект обезво- 
живания. Изображения ESEM были получены во 

(а) (б)

Рис. 10. Дизайн экспериментов по тестированию антагонистической активности выделенных микроорганизмов: (а) – метод 
поперечных полос, (б) – метод агаровых блоков.
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вторичных электронах с детектором GSED и рабочим 
расстоянием 7–8 мм.

Выделение и идентификация антибиотиков. 
Штаммы бактерий культивировали в бульоне 
Мюллера–Хинтона (HiMediaLab), а грибы – в жидком 
картофельно-декстрозном бульоне (HiMediaLab).  
Для получения антибиотиков среду Мюллера–
Хинтона и картофельно-декстрозный бульон (50 мл  
в 250 мл колбе Эрленмейера) инокулировали 1 мл  
соответствующей посевной культуры. Затем колбы 
инкубировали при 28°C на шейкере (250 об/мин) 
в течение 7 сут. Пробы культуральной жидкости 
отбирали каждый день, а антибиотическую активность 
оценивали методом диффузии в агар.

После скрининга на антибиотическую активность 
штамм SM-11 был отобран для дальнейшего изу- 
чения. Для получения антибиотика штамм SM-11 
культивировали на агаре Мюллера–Хинтона (чашки 
Петри диаметром 90 мм) при 37°C в течение 2 сут.  
Антибиотическую активность штамма SM-11 контро- 
лировали методом диффузии в агар, используя  
B. subtilis ATCC 6633 в качестве тест-микроорга- 
низма.

Экстракция и установление структуры анти- 
биотиков. Для экстракции SM-11 из суточных куль- 
тур в бульоне и агаре использовали н-бутанол. 
Полученный экстракт упаривали в вакууме, оста- 
ток растворяли в воде и фракционировали с исполь- 
зованием колонки с сорбентом LPS-500-H (Techno- 

sorbent, Россия). После первоначальной сорбции 
проводили поэтапную элюцию с возрастающей 
концентрацией ацетонитрила в воде: 0%→10%→ 
20%→50%→100% MeCN. Фракции с антимикроб- 
ной активностью анализировали методом ВЭЖХ.

ВЭЖХ-анализ осуществляли с использованием 
колонки 4.6 × 250 мм (Macherey-Nagel, Германия; 
Nucleodur C18 Gravity, 5 мкм). Хроматографию 
проводили в линейным градиенте ацетонитрила в 
воде при скорости потока 1 мл/мин с детекцией по 
поглощению при 210, 254, 350 и 500 нм. Использо- 
вали следующие градиенты: MeCN20 (20% изократи- 
ческая элюция в течение 8 мин, 20→95% линейный 
градиент и изократическая элюция с 95% в течение 
2 мин), MeCN50 (5→95% линейный градиент и 
изократическая элюция с 95% в течение 4 мин), 
MeCN100 (50→95% линейный градиент в течение  
10 мин и изократическая элюция с 95% в течение  
4 мин).

LC-MS-анализ проводили на системе ВЭЖХ Ulti- 
mate 3000 RSLCnano (Thermo Scientific, Германия), 
подключенной к масс-спектрометру Orbitrap Fusion 
Lumos (ThermoFisher Scientific, США). Образцы 
разделяли на колонке Luna Omega C18 (Phenomenex, 
США; 2.5 мкм 100 Å 100 × 2.1 мм) при скорости  
потока 200 мкл/мин в линейном градиенте ацетонит- 
рила в воде с добавлением 10 мМ формиата аммония 
и 0.1%-ной муравьиной кислоты. УФ-поглощение 
регистрировали при длине волны 220 нм. MS1- и 

Таблица 3. ПЦР-праймеры и условия термоциклирования

Организм Штамм Амплифицированные гены Праймеры Условия термоциклирования

Грибы SM-20 Ген β-тубулина Bt2a/Bt2b  
[90]

95°C – 5 мин;  
(95°C – 10 с, 58°C – 15 с, 72°C – 30 с) × 40; 72°C 

– 5 мин

Дрожжи SM-6 ITS (внутренний 
транскрибируемый спейсер)

ITS1/ITS4  
[91]

95°C – 5 мин;  
(95°C – 10 с, 58.5°C – 15 с, 72°C – 30 с) × 40; 

72°C – 5 мин

Бактерии SM-1–SM-5, 
SM-7–SM-19

Фрагменты генов,  
кодирующих 16S рРНК

27F/1492R  
[92]

95°C– 6 мин;  
(95°C – 20 с, 57°C – 20 с, 72°C – 1 мин 20 с) × 35; 

72°C – 5 мин



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 2          2024

169АНТИМИКРОБНЫЕ МЕТАБОЛИТЫ ИЗ НАЗАЛЬНОЙ МИКРОБИОТЫ СВИНЕЙ

MS2-спектры регистрировали с разрешением 30 и 15K 
соответственно с фрагментацией HCD. Дереплика- 
цию проводили с использованием библиотеки МS-

спектров GNPS [94].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучены микроорганизмы культивируемой на- 
зальной микробиоты здоровых домашних свиней 
и оценен их биотехнологический потенциал в 
качестве продуцентов антимикробных соединений. 
Таксономический состав культивируемой микро- 
биоты был изучен на основании полифазного под- 
хода. В результате скрининга антибиотической актив- 
ности был отобран штамм Pseudomonas aeruginosa 
SM-11. С помощью ВЭЖХ-МС-метаболомики в 
экстракте данной культуры идентифицирован ряд 
антимикробных соединений (пиоцианин, пиохелин, 
пиолютеорин и гликолипид RhaC10C10). Показано, 
что продукция вторичных метаболитов существен- 
но изменяется при совместном культивировании 
штамма SM-11 с другими бактериями. В результате 
было показано, что микробиота, ассоциированная 
с млекопитающими, представляет существенный 
интерес в качестве источника антимикробных соеди- 
нений, а для ее дальнейшего изучения наиболее 
перспективны биотехнологические подходы, осно- 
ванные на индукции биосинтеза вторичных мета- 
болитов с помощью сокультивирования с тест-

микроорганизмами.
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The mammal microbiome is considered an attractive source of bioactive compounds, including antibiotics. In 
this work, we studied cultivable microorganisms from the nasal microbiota of the Hungarian domestic pig (Sus 
domesticus). Taxonomy positions of the 20 isolated strains (18 bacteria, 1 yeast, 1 fungus) were determined by 
phylogenetic analysis, morphological study and a substrate utilization assay. The strains were subjected to antibiotic 
susceptibility testing and antimicrobial activity screening. Pseudomonas aeruginosa strain SM-11 was found to 
produce 4 known antibacterial molecules (pyocyanine, pyochelin, pyoluteorin, monorhamnolipid). Production of 
pyocyanine was induced by cocultivation with test microorganisms Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and 
Escherichia coli ATCC 25922. The results suggest that the mammal microbiota might serve as a valuable source 
of antimicrobial-producing strains, including those of rare taxa. Cocultivation techniques are promising approach 
to explore antimicrobials from silent biosynthetic gene clusters.
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На основе цианотиоацетамида и фурфурола получены новые гибридные соединения, содержащие фрагменты 
4-(2-фурил)-1,4-дигидроникотинонитрила и 4-(2-фурил)-1,4,5,6-тетрагидроникотинонитрила. Исследованы 
особенности гипогликемической активности полученных соединений in vivo при дексаметазоновом сахарном 
диабете у крыс в период выраженных старческих изменений. Обнаружены соединения, показавшие 
гипогликемическое действие, превосходящее таковое для препарата сравнения метформина.
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ВВЕДЕНИЕ

Для разработки фармакологических препаратов 
повышенной эффективности в последние годы 
используется концепция молекулярной гибридиза- 
ции – объединение двух или более фармакофорных 
скаффолдов в одной молекуле [1–3]. Концепция осно- 
вана на предположении, что одна молекула прояв- 
ляет структурные особенности двух (или более) “роди- 
тельских” фармакофорных молекул, которые незави- 
симо действуют на две различные фармакологи- 

ческие мишени. Наличие двух или более фармако- 
форных субъединиц в одной молекуле часто приво- 
дит к синергическому действию, превышающему 
сумму эффектов отдельных соединений [3]. Моле- 
кулярные гибриды активно используются в комби- 
нированной терапии болезни Альцгеймера [4–7], 
паразитарных заболеваний [4, 5], онкологических 
заболеваний [5, 8], туберкулеза и грибковых забо- 
леваний [9–11], нейродегенеративных процессов [12], 
малярии [13, 14], а также для лечения коинфекций 
ВИЧ + туберкулез [15] и др.

Сокращения: Mf – морфолин; NMM – N-метилморфолин; АЛТ – аланинаминотрансфераза; АСТ – аспартатаминотрансфераза;  
ГКС – глюкокортикостероид; ДМСО – диметилсульфоксид; ДМФА – диметилформамид; СД – сахарный диабет; ЩЖ – щитовидная 
железа.
#Автор для связи: (эл. почта: victor_dotsenko_@mail.ru).
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Известно, что производные 1,4-дигидро- и тетра- 
гидроникотинонитрила обладают разнообразным 
биологическим действием. Так, 1,4-дигидропиридин-
3-карбонитрилы (I, II) проявляют антиоксидант- 
ные и гепатопротекторные свойства [16, 17], соеди- 
нения (III, IV) обладают противовирусной актив- 
ностью [18] (рис. 1). Кроме того, у родственных пиридо- 
1,3,5-тиадиазинов (4) выявлен аналептический эф- 
фект [19], показано противовоспалительное [20], 
адаптогенное [21] и анальгетическое действие [22]. 
Сообщается [23], что соединение (V) обладает про- 
тивовирусным действием, соединения (VI, VII) –  
сильные анальгетики [22], а соединение (VIII) инги- 
бирует аутотаксин [24]. 1,4-Дигидропиридин-3-
карбонитрилы, конъюгированные с остатками α-D- 
глюко- или галактопиранозы (структура (IX)), рис. 1),  
оказывают выраженное противоопухолевое дей- 
ствие [25]. Ряд селенсодержащих частично насы- 
щенных никотинонитрилов активен в отношении 
вируса клещевого энцефалита в микромолярных 
концентрациях in vitro [26]. В целом следует отметить 
высокий потенциал производных никотинонитрила 
для поиска новых биологически активных субстанций 
(обзорные работы [27–35]). 

В современной медицинской практике уже ис- 
пользуется ряд молекулярных гибридов на основе 

производных фурана. Среди них стоит отметить аналь- 
гетик мирфентанил, противомикробные препараты 
фуразолин, фурадонин, диуретик фуросемид, гипо- 
тензивный агент празозин и ряд других. Для многих  
производных фурана задокументирована биоло- 
гическая активность [36, 37], а 2-фурильный фраг- 
мент – известный фармакофорный остаток.

Из литературных данных известно, что гибридные 
молекулы общей структуры (X) (рис. 2), сочетающие 
2-фурильный и 1,4-дигидроникотинонитрильный 
фрагменты, обладают активностью в отношении виру- 
са омской геморрагической лихорадки [18], оказыва- 
ют анальгетическое [38–43] и противовоспалитель- 
ное [44] действие. Соединение (XI) [26, 45] проявляет 
умеренно выраженное противовирусное действие. 
По данным виртуального скрининга, соединение 
(XII) обладает сродством к аденозиновому рецептору  
A2A [46]. Дигидропиридин (XIII) – селективный моду- 
лятор глюкокортикоидных рецепторов с потенциаль- 
ной противовоспалительной эффективностью [47]. 
Согласно патентным данным [48], cоединения (XIV) 
ингибируют тирозинкиназу c-Met. Соединение 
(XV) – сильный ингибитор ацетилхолинэсте- 
разы, перспективный для терапии болезни Альц- 
геймера [49]. 1,4-Дигидроникотинонитрил (XVI) 
методом высокопроизводительного скрининга 

Рис. 1. Биологически активные 1,4-дигидроникотинонитрилы.
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идентифицирован как ингибитор AmpC β-лакта- 
мазы [50]. 4-(2-Фурил)хинолины (XVII) в опытах  
in vitro показали незначительную противоопухо- 
левую активность [51, 52], тогда как 4-(2-фурил)-1,4-
дигидроникотинонитрилы (XVIII) [53] и (XIX) [54] 
проявили высокую цитотоксичность в отношении 
ряда линий раковых клеток. Данные о молекулярных 
гибридах, содержащих 2-фурильный и 1,4,5,6-тет- 
рагидроникотинонитрильный фрагменты, менее 
многочисленны. Так, в литературе упоминается 
противовирусное [26] и анальгетическое [38, 41] 
действие таких соединений. 

Таким образом, создание гибридных молекул, 
сочетающих в себе остатки фуранового цикла и 
1,4-дигидро- или 1,4,5,6-тетрагидроникотинонит- 
рила, представляется перспективным направлением 
поиска новых биологически активных соединений. 

Цель настоящего исследования – синтез новых 
никотинонитрил-фурановых гибридных молекул 
на основе цианотиоацетамида и изучение их 
гипогликемической активности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Синтез никотинонитрил-фурановых гибрид- 
ных молекул. Для исследования гипогликемичес- 
кого действия из синтезированной библиотеки 

4-(2-фурил)никотинонитрилов (>100 соединений) 
были отобраны четыре соединения (XX–XXIII) 
(схемы 1, 2). Для соединений (XX–XXIII) поиск 
протеиновых мишеней с использованием протокола 
протеин-лигандного докинга GalaxySagittarius [55] 
на базе веб-сервера GalaxyWeb [56, 57], а также 
сервиса SwissTarget Prediction [58] показал сродство 
к следующим мишеням: 1) связанному с G-белком ре- 
цептором GPR119, отвечающим за регуляцию глюко- 
зозависимой секреции инкретинов и инсулина [59];  
2) родопсиноподобному рецептору GPR142, стиму- 
лирующему секрецию инсулина [60, 61]; 3) ферменту 
киназа-3-гликогенсинтазе (GSK3B), ингибиторы 
которой снижают уровень глюкозы в крови [62]; 
4) глюкокиназе (гексокиназе VI, GCK) [63–65]; 
5) рецепторам, активируемым пероксисомными 
пролифераторами PPARα, PPARγ – связывание с 
этими рецепторами способствует снижению инсу- 
линорезистентности, уменьшению уровня глюкозы 
в крови и нормализации липидного обмена [66, 67]; 
6) рецепторам свободных жирных кислот FFAR1 
(GPR40), регуляторам секреции инсулина [68, 69]. 
В целом для соединений (XX–XXIII), обладающих 
сродством к указанным мишеням, можно предпола- 
гать гипогликемический эффект in vivo.

Синтез соединений (XX) и (XXI) осуществляли 
по схеме 1. Цианотиоацетамид (XXIV) реагировал 

Рис. 2. Биологически активные гибридные молекулы с 2-фурильным и 1,4-дигидроникотинонитрильным фрагментами.
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с фурфуролом в присутствии каталитического коли- 
чества морфолина (Mor); продукт конденсации 
Кнёвенагеля (XXV) вводили далее в реакцию in situ  
с аллилацетоацетатом и избытком морфолина. 
Полученный пиридин-2-тиолат (XXVI) подвергали 
S-алкилированию в присутствии щелочи соответ- 
ствующими α-хлорацетанилидами.

Соединения (XXII) и (XXIII) также были синте- 
зированы из цианотиоацетамида (XXIV). Так, реак- 
цией тиоамида (XXIV) с фурфуролом и кислотой 
Мельдрума в присутствии избытка N-метилморфо- 
лина (NMM) известным [38, 70–72] способом был по- 
лучен 6-оксо-4-(2-фурил)-3-цианотетрагидро- 
пиридин-2-тиолат N-метилморфолиния (XXVII). 
Алкилированием тиолата (XXVII) замещенными 
α-хлорацетанилидами в водно-спиртовом растворе 
были получены целевые никотинонитрилы (XXII) и 
(XXIII) (схема 2).

Соединения (XX–XXIII) представляют собой 
мелкокристаллические вещества белого или беже- 

вого цвета, плохо растворимые в этаноле, умеренно 
растворимые в ацетоне, хорошо растворимые 
в ДМФА и ДМСО. Их строение подтверждено 
комплексом спектральных данных 1Н-, 13С-ЯМР и 
Фурье-ИК-спектрофотометрии.

Гипогликемическое действие соединений 
(XX–XXIII) in vivo. Синтезированные гибридные 
соединения (XX–XXIII) исследовали на наличие 
гипогликемической активности (способности 
снижать уровень глюкозы в крови) в эксперименте 
по изучению течения дексаметазонового сахарного 
диабета (СД) у крыс в период выраженных старческих 
изменений.

Дексаметазон – фторированный глюкокортико- 
стероид (ГКС). Известно, что длительный прием 
ГКС за счет прямой стимуляции глюконеогенеза 
вызывает гипергликемию. Отмечено также пря- 
мое повреждающее действие на β-клетки поджелу- 
дочной железы. Высокие дозы ГКС нарушают секре- 
торную функцию β-клеток и приводят к развитию 

Схема 1. Синтез соединений (XX) и (XXI).

Схема 2. Синтез соединений (XXII) и (XXIII).
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инсулинорезистентности. Механизм нарушения 
регуляции обмена углеводов и липидов связывают 
в основном с прямым влиянием ГКС на экспрессию 
транспортеров глюкозы GLUT1 и GLUT4, а также  
инактивацией митохондриальной FAD-глицеро- 
фосфатдегидрогеназы, что приводит к инсулино- 
резистентности, снижению утилизации глюкозы 
адипоцитами и нарушению индуцированной глюкозой 
секреции инсулина.

Эксперимент проводили на белых беспородных 
крысах, которых разделили на семь групп: интактную, 
контрольную, референтную и четыре опытные 
группы (для каждого из исследуемых соединений  
(XX–XXIII)). Всем крысам, кроме животных ин- 
тактной группы, для развития СД вводили дексаме- 
тазон (в дозировке 125 мкг/кг ежедневно в тече- 
ние 13 сут) [73]. Далее проводили фармакокоррек- 
цию СД в течение трех недель. В качестве препа- 
рата сравнения, которым проводили фармако- 
коррекцию СД в референтной группе, исполь- 
зовали гипогликемический агент метформин (1,1-ди- 
метилбигуанида гидрохлорид). Интервал приме- 
няемых доз, согласно утвержденной инструкции 
по применению препарата метформин, составляет 
1000–3000 мг в сутки. Принимая во внимание сред- 
нюю массу тела человека для Евразийского конти- 
нента – 70 кг, можно вычислить дозу в пересчете  
мг/кг массы тела для человека, она составляет 14.29– 
42.86 мг/кг. Используя предложенный в работе [74] 
метод экстраполяции доз, принимая во внимание 
коэффициент для лабораторной крысы (3.62) и 
коэффициент для человека (0.57) и, соответственно, 
перемножив эти коэффициенты, получаем общий 
коэффициент, на который следует умножить дозу 
метформина. Таким образом, доза метформина для 
использования его как референтного препарата 
(препарата сравнения) находится в диапазоне 90.74–
272.16 мг/кг. Принимая во внимание относительную 
безопасность данного лекарственного средства и то, 
что в литературе встречаются данные об использовании 
дозы метформина в экспериментах на крысах до 
400 мг/кг, нами было принято решение применять 
данное лекарственное средство в дозе, близкой к 
верхней границе нормы – 200 мг/кг. Исследуемые 

новые гетероциклические соединения (XX–XXIII) 
вводили животным из расчета 1 мг/кг массы тела. 
Опытные соединения и препарат сравнения вводили 
per os в виде свежеприготовленной суспензии через 
атравматический зонд ежедневно в течение трех 
недель. Животным контрольной группы вводили 
плацебо (физиологический раствор). Динамика 
изменения массы тела во всех экспериментальных 
группах крыс представлена на рис. 3.

Рис. 3 отражает весь период эксперимента. Пер- 
вый столбец – средняя начальная масса крыс (при- 
нята за 100%). Второй и третий столбцы – двух- 
недельный этап моделирования СД на первом 
этапе эксперимента. Два последних столбца – вес  
животных на этапе фармакокоррекции. Все время  
эксперимента животные интактной группы про- 
должали набирать массу тела согласно средним 
темпам, характерным для данной возрастной кате- 
гории. Масса тела животных остальных групп на 
этапе моделирования СД стабильно снижалась. 
Однако начиная с третьей недели, когда животным 
было прекращено введение дексаметазона и начата 
фармакокоррекция соединениями (XX–XXIII) 
и метформином, масса крыс стала постепенно 
увеличиваться. Поскольку этот феномен наблюдался 
и в контрольной группе, вероятно, это связано с 
отменой дексаметазона. Набор веса наблюдался у 
животных всех групп, кроме интактной, но только 
в трех группах масса тела животных не достигла 
первоначальных значений – это группы, которые 
получали метформин (97.83%) и соединения (XX) и 
(XXII) (95.51 и 97.03% соответственно). Этот факт 
заставляет предположить способность метформина  
и соединений (XX) и (XXII) уменьшать интенсив- 
ность синдрома отмены ГКС. Следует отметить, 
что согласно данным виртуального скрининга  
in silico, среди потенциальных мишеней соединений 
(XX) и (XXII) отмечены рецепторы кортикотропин-
рилизинг-гормона 1-го типа (CRHR1). Известно, 
что ген рецептора CRHR1 вовлечен в регуляцию 
эндогенного уровня кортикостероидов и может 
оказывать влияние на ответ на глюкокортикостероиды, 
назначаемые экзогенно [75, 76]. 
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Согласно визуальным наблюдениям, у животных, 
получавших дексаметазон, отмечались изменения 
внешнего вида и поведенческих реакций, в соот- 
ветствии с развитием ожидаемого СД. На протяже- 
нии эксперимента зафиксирована гибель 10 жи- 
вотных. Смерть наступила от осложнения СД, 
поскольку у погибших крыс были все признаки макро- 
ангиопатий (гангренозные изменения мордочки, 
хвоста и конечностей). Погибшие животные были в 
контрольной группе и опытных группах соединений 
(XXII) и (XXIII). В интактной и референтной 
группах, а также в опытных группах соединений (XX) 
и (XXI) погибших не было. 

Данные замеров органометрических показателей 
щитовидной железы представлены в табл. 1. Как 
видно из табл. 1, высота и ширина щитовидной же- 
лезы крыс в интактной и контрольной группах 
находятся в пределах статистической погрешности. 
Кроме того, у всех животных, получавших одно 
из соединений (XX–XXIII), высота щитовидной 
железы была больше, чем у животных интактной и 
контрольной групп. Относительно ширины органа 
отмечено, что у крыс интактной, контрольной 
групп и крыс опытной группы (XX) этот показатель 
был примерно одинаков (достоверность отличий 

в пределах статистической ошибки). Показатель 
ширины щитовидной железы остальных опытных 
групп существенных изменений не претерпевал, но 
средняя величина этого показателя была ниже, чем в 
предыдущих трех группах. 

Также после забоя крыс для измерения органо- 
метрических показателей из брюшной полости 
извлекали печень. Для дальнейшего сравнительного 
анализа производили замеры всех долей печени.  
Полученные данные представлены в табл. 2 и 3.  
Наиболее выраженные изменения на органомет- 
рическом уровне обнаружены у крыс контрольной 
группы. Как видно из табл. 2 и 3, измеренные 
линейные размеры долей печени крыс отличаются в 
разных группах. Так, в контрольной группе животных 
выявлены достоверные отличия в длине всех долей 
печени, кроме пятой. Анализируя полученные данные 
в опытных группах, следует отметить отсутствие 
достоверных отличий при сравнении с показателями 
в интактной группе по значениям длины долей 
печени у крыс, получавших соединение (XX). У 
крыс опытных групп, получавших фармакокоррек- 
цию дексаметазонового СД соединениями (XXII) и  
(XXIII), зафиксированы достоверные увеличения 
длины первой, второй, пятой и шестой долей печени.  

Рис. 3. Динамика изменения массы тела крыс на фоне моделирования дексаметазонового сахарного диабета с последующей 
фармакокоррекцией соединениями (XX–XXIII) и референтным препаратом метформином. Отличия значений в опытных, 
контрольной и референтной группах достоверны в сравнении с интактной группой (p ≤ 0.05).
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Наиболее выраженные изменения на органомет- 
рическом уровне по показателю высоты долей 
печени обнаружены в контрольной группе живот- 
ных, получавших дексаметазон без фармакокор- 
рекции. Как видно из табл. 3, высота первой, третьей, 

четвертой и шестой долей печени в контрольной 
группе достоверно (р ≤ 0.05) увеличилась по срав- 
нению со значениями в интактной группе. Изме- 
рения высоты долей печени крыс опытных групп  
свидетельствуют об увеличении первой, второй 

Таблица 1. Результаты замеров щитовидной железы крыс в модели дексаметазонового сахарного диабета после 
фармакокоррекции соединениями (XX–XXIII) 

Показатель Статистические 
параметры*

Группа животных

интактная контрольная (XX) (XXI) (XXII) (XXIII) референтная

Высота, см

M 1.63 1.61 2.00 1.84 1.88 1.96 1.93
m 0.1 0.1 0.09 0.12 0.12 0.12 0.04
σ2 0.1242 0.0936 0.15 0.2386 0.1814 0.2176 0.0309
σ 0.3525 0.3060 0.3872 0.4885 0.4259 0.4664 0.1759
V 7.62 5.82 7.5 12.97 9.65 11.1 100.01
n 12 9 17 17 14 13 17

Ширина, см

M 2.61 2.57 2.56 2.38 2.33 2.34 2.47
m 0.28 0.22 0.17 0.13 0.19 0.24 0.06
σ2 0.9717 0.4400 0.4650 0.2994 0.4490 0.7709 0.0560
σ 0.9858 0.6633 0.6819 0.5471 0.6701 0.8780 0.2366
V 37.23 17.12 23.25 5.46 8.15 32.9 22.7
n 12 9** 17 17 14** 13** 17

* Для каждого массива данных были вычислены среднее значение (М), стандартная ошибка (m), стандартное среднеквадратичное 
отклонение (σ), дисперсия значений (σ2) и коэффициент вариации (V).
** В этих группах была зарегистрирована гибель крыс от осложнений СД.

Таблица 2. Длина долей печени крыс экспериментальных групп (М ± m, n = 9–17)

Группа животных
Длина долей, см

первой второй третьей четвертой пятой шестой
Интактная 4.09 ± 0.25 2.78 ± 0.18 2.55 ± 0.24 2.08 ± 0.19 1.92 ± 0.23 2.30 ± 0.13

Контрольная 5.50 ± 0.46* 3.12 ± 0.22* 2.97 ± 0.30* 2.58 ± 0.18* 1.93 ± 0.25 2.71 ± 0.20*
(XX) 4.68 ± 0.16 3.09 ± 0.16 2.52 ± 0.20 2.24 ± 0.19 2.14 ± 0.18 2.49 ± 0.16
(XXI) 4.40 ± 0.10 3.35 ± 0.13* 2.68 ± 0.16 2.36 ± 0.13 2.44 ± 0.13* 2.42 ± 0.15
(XXII) 4.86 ± 0.12* 3.64 ± 0.19* 2.24 ± 0.13 2.16 ± 0.12 3.03 ± 0.12* 3.03 ± 0.17*
(XXIII) 4.74 ± 0.19* 3.37 ± 0.24* 2.55 ± 0.16 2.28 ± 0.13 2.43 ± 0.24* 2.89 ± 0.12*

Референтная 4.71 ± 0.09* 3.28 ± 0.1* 2.50 ± 0.04 2.35 ± 0.06 2.44 ± 0.09* 2.51 ± 0.07
* Достоверные отличия по отношению к интактной группе (р ≤ 0.05).

Таблица 3. Высота долей печени крыс экспериментальных групп (М ± m, n = 9–12)

Группа животных
Высота долей, см

первой второй третьей четвертой пятой шестой
Интактная 2.27 ± 0.06 1.75 ± 0.11 1.58 ± 0.19 1.20 ± 0.15 0.75 ± 0.07 1.74 ± 0.17

Контрольная 2.53 ± 0.18* 1.83 ± 0.17 1.82 ± 0.17* 1.61 ± 0.18* 0.89 ± 0.04 2.31 ± 0.09*
(XX) 2.39 ± 0.10 1.49 ± 0.16 1.04 ± 0.07 0.94 ± 0.06 0.97 ± 0.09 2.46 ± 0.18*
(XXI) 2.52 ± 0.10* 1.65 ± 0.13 1.65 ± 0.12 1.12 ± 0.07 1.00 ± 0.06 2.02 ± 0.13
(XXII) 2.59 ± 0.12* 2.89 ± 0.17* 1.26 ± 0.14 1.07 ± 0.06 0.95 ± 0.05 2.65 ± 0.16*
(XXIII) 2.62 ± 0.17* 2.28 ± 0.20* 1.75 ± 0.14 1.18 ± 0.08 1.04 ± 0.08 2.229 ± 0.09*

Референтная 2.49 ± 0.08 1.64 ± 0.06 1.39 ± 0.04 1.05 ± 0.06 0.92 ± 0.06 2.28 ± 0.08*
* Достоверные отличия по отношению к интактной группе (р ≤ 0.05).
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и шестой долей печени крыс, получавших соеди- 
нения (XXII) и (XXIII) для фармакокоррекции 
дексаметазонового СД. 

По результатам исследований морфологических 
показателей печени (изменения относительной и 
абсолютной массы, объема и плотности) наиболее 
выраженная гепатомегалия установлена у животных 
контрольной группы, у которых абсолютная масса 
печени составляла в среднем 16.43 г (3.4% от массы 
тела) при средних показателях у животных интактной 
группы 14.44 г (2.8% от массы тела) [77]. При этом 
средняя масса печени крыс, получавших соединение 
(XX), отличалась от показателей интактной группы  
лишь незначительно и составляла 12.90 г (2.74% от  
массы тела). Максимальное количество патологи- 
ческих изменений было зарегистрировано у живот- 
ных контрольной группы, получавших дексаметазон 
без коррекции – 88.9%, причем в 77.8% случаев 
печень у крыс из контрольной группы имела белесо-
серую окраску, что характерно для холестатического 
гепатита, вызываемого ГКС. Для оценки степени 
тяжести стероидного СД и эффективности фармако- 
коррекции соединениями (XX–XXIII) также 
проводили визуальный осмотр и наблюдение за 

динамикой изменений состояния кожных покровов. 
Принимали во внимание наличие незаживающих ран 
и язв (а также динамика восстановления) и степень 
выраженности алопеции. Результаты представлены 
в табл. 4, 5. 

Как видно из представленных в табл. 4 данных, 
животные опытных групп, получавшие соединения 
(XX–XXIII) для фармакокоррекции смоделированного 
СД, имели изменения кожных покровов. У крыс 
контрольной группы выявлено низкое число ран в 
стадии заживления. Обращает на себя внимание тот 
факт, что после применения в качестве корректора 
метаболических нарушений при сахарном диабете 
соединения (XXI) у 11 из 17 животных раны вообще 
отсутствовали.

В целом моделирование дексаметазонового СД 
привело к изменению внешнего вида шерстяного 
покрова. Как видно из представленных в табл. 5  
данных, введение крысам на протяжении трех  
недель соединения (XXI) в 35% случаев предот- 
вращало возникновение дексаметазоновой алопе- 
ции (облысения), а в остальных случаях сущест- 
венно влияло на степень ее выраженности. В конт- 

Таблица 4. Количественная характеристика крыс экспериментальных групп, имеющих раневые дефекты

Группа животных
Раны

Всего
отсутствуют гнойно-некротические негнойные в стадии заживления

Интактная 11 0 0 1 12
Контрольная 4 0 3 2 9

(XX) 3 1 4 9 17
(XXI) 11 1 1 4 17
(XXII) 4 1 4 5 14
(XXIII) 4 1 3 5 13

Референтная 4 2 4 7 17

Таблица 5. Степень выраженности алопеции у крыс в экспериментальных группах

Группа животных
Степень выраженности алопеции

Всего
отсутствует слабо выраженная средней выраженности сильно выраженная

Интактная 12 0 0 0 12
Контрольная 2 1 2 4 9

(XX) 3 1 12 1 17
(XXI) 6 4 5 2 17
(XXII) 1 4 5 4 14
(XXIII) 1 4 4 4 13

Референтная 5 4 6 2 17
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Таблица 6. Результаты биохимического анализа крови крыс в эксперименте моделирования стероидного сахарного 
диабета с последующей фармакокоррекцией соединениями (XX–XXIII)

Группа Глюкоза, мМ Билирубин, мкМ АЛТ, мМ АСТ, мМ Тимол, ед. Холестерин, мМ ТГР, мМ

Интактная M 5.53 10.98 1.45 1.62 1.28 2.48 2.05
m 0.21 2.74 0.15 0.24 0.10 0.09 0.22

Контрольная M 11.73 15.83 2.75 2.04 2.31 4.11 4.38
m 0.27 2.48 0.29 0.21 0.64 0.60 1.42

(XX) M 6.47 10.95 1.31 1.51 0.88 2.22 1.44
m 0.48 1.58 0.16 0.15 0.10 0.08 0.10

(XXI) M 5.59 16.32 1.46 1.95 1.11 2.49 2.10
m 0.21 2.98 0.15 0.14 0.08 0.09 0.20

(XXII) M 5.42 13.21 0.98 1.68 0.83 2.36 1.58
m 0.20 1.91 0.11 0.16 0.08 0.07 0.11

(XXIII) M 5.18 11.85 1.66 1.42 1.21 2.28 1.37
m 0.32 2.62 0.17 0.19 0.11 0.14 0.08

Референтная M 7.12 12.63 2.62 2.02 2.15 2.88 2.5
m 0.26 0.93 0.12 0.12 0.18 0.14 0.25

М – среднее значение, m – стандартная ошибка, АЛТ – аланинаминотрансфераза, АСТ – аспартатаминотрансфераза, ТГР – тригли-
цериды.

рольной группе у семи крыс развивалась алопеция 
преимущественно сильной степени выраженности.

По окончании эксперимента был произведен отбор 
крови животных для определения биохимических 
показателей и печеночных маркеров. Результаты 
представлены в табл. 6. Как видно из табл. 6, 
максимальный уровень гликемии наблюдается у 
крыс контрольной группы (у животных, которые 
не получали фармакокоррекцию после воздей- 
ствия дексаметазона). Хотя этот показатель был значи- 
тельно ниже, чем после первого этапа моделиро- 
вания СД, он все же был достаточно высок, чтобы 
диагностировать стероидный СД. Установлено, 
что все четыре соединения (XX–XXIII) обладают 
выраженной гипогликемической активностью. 
Значения показателей уровня глюкозы близки к 
значениям у интактных животных. Референтный 
препарат метформин оказался менее эффективным 
в сравнении с действием исследуемых соединений 
(XX–XXIII). Помимо гипергликемии у животных 
контрольной группы следует отметить и максимально 
высокие показатели других биохимических маркеров, 
за исключением показателя уровня билирубина. 

В целом биохимические показатели крови крыс  
свидетельствуют о том, что все исследуемые сое- 
динения (XX–XXIII) проявили гипогликемическую 
активность. Концентрация глюкозы составила 6.47,  

5.59, 5.42 и 5.18 мМ для соединений (XX), (XXI), 
(XXII) и (XXIII) соответственно, что значительно 
ниже значений в контрольной и даже референтной 
группах (11.73 и 7.12 мМ соответственно). Основные 
показатели печеночного метаболизма (уровень 
билирубина, активности ферментов АЛТ и АСТ), 
а также липидного обмена (уровень холестерина 
и ТГР) были максимальны у крыс контрольной 
группы. Исключением был показатель уровня 
билирубина в опытной группе после применения 
1,4-дигидропиридина (XXI). Уровень билирубина 
был минимален в опытной группе на фоне введения 
дигидропиридина (XX) и был сопоставим с 
аналогичным показателем интактной группы (10.95 
и 10.98 мкМ соответственно) против 15.83 мкМ 
в контрольной группе. Не выявлено достоверных 
отличий активности обеих изучаемых в эксперименте 
трансаминаз в крови крыс опытных групп, получавших 
соединения (XX–XXIII), и крыс интактной группы. 
Концентрация холестерина и триглицеридов в 
опытной группе крыс, получавших соединение (XX), 
также была ниже соответствующих показателей в 
группе интактных животных. Уровень холестерина 
и триглицеридов в крови крыс опытной группы 
на фоне применения 1,4-дигидропиридина (XXI) 
был на уровне аналогичных показателей животных 
интактной группы.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

ИК-спектры получали на спектрофотометре 
Vertex 70 (Bruker, Германия) с приставкой НПВО  
на кристалле алмаза, погрешность ± 4 см–1. Спек- 
тры ЯМР регистрировали на приборе Avance III  
HD 400MHz (400.17 MГц на ядрах 1Н, 100.63 МГц –  
13С; Bruker, Германия) в растворе DMSO-d6, в ка- 
честве стандарта использовали остаточные сигналы 
DMSO (δН 2.49, δС 39.50 м.д.). Индивидуальность 
полученных образцов контролировали методом ТСХ 
на пластинах Сорбфил-А (ООО “Имид”, Краснодар, 
Россия), элюент ‒ ацетон‒петролейный эфир (1 : 1) 
или этилацетат–гексан (1 : 1), проявитель – пары иода, 
УФ-детектор. 

Синтез аллиловых эфиров 6-[(2-(ариламино-
2-оксоэтил)тио]-2-метил-4-(2-фурил)-5-циано-1,4-
дигидропиридин-3-карбоновой кислоты (XX, XXI) 
(общая методика). 5-((Аллилокси)карбонил)-6-
метил-4-(2-фурил)-3-циано-1,4-дигидропиридин-
2-тиолат морфолиния (XXVI). К смеси свежепе- 
регнанного фурфурола (3.0 мл, 36.2 ммоль) и циано- 
тиоацетамида (XXIV) [78] (3.63 г, 36.2 ммоль)  
в EtOH (15 мл) при интенсивном перемешива- 
нии добавляли следовые количества морфолина 
(10 мкл) и перемешивали при 25°С до полной 
конверсии по ТСХ (при этом выпадал темно- 
желтый осадок продукта конденсации по Кнёве- 
нагелю, 3-(2-фурил)-2-цианотиоакриламид (XXV)).  
Далее к суспензии тиоакриламида (XXV) при ин- 
тенсивном перемешивании добавляли по каплям 
5.1 мл (37 ммоль) аллилового эфира ацетоуксусной 
кислоты и 4.3 мл (50 ммоль) морфолина. Полу- 
ченную смесь перемешивали при 25°С в течение  
3 ч, смесь выдерживали 24 ч, осадок отфильтровы- 
вали, промывали ацетоном, высушивали при 60°С. 
Получили 12.1 г (83%) тиолата (26) в виде бежевого 
порошка с розовым оттенком.

Алкилирование тиолата (XXVI). Тиолат (XXVI)  
(1.5 г, 3.85 ммоль) суспендировали в 15 мл EtOH, 
добавляли при перемешивании 2.0 мл (3.86 ммоль) 
10%-ного водного КОН и перемешивали до раст- 
ворения. Полученный раствор через бумажный 
фильтр прикапывали к раствору 3.85 ммоль α-хлор- 

ацетанилида либо N-(3-метоксифенил)-α-хлор- 
ацетамида в 10 мл EtOH. Смесь перемешивали 3 ч,  
осадок отфильтровывали, промывали водным  
EtOH и высушивали при 60°С.

Аллиловый эфир 6-{[2-(3-метоксифенил)амино-
2-оксоэтил]тио}-2-метил-4-(2-фурил)-5-циано-1,4-
дигидропиридин-3-карбоновой кислоты (XX). 
Белый порошок, выход 82%. ИК-спектр, ν, см–1: 
3300 ш, ср, 3180 ш, сл (N–H), 2204 с (С≡N), 1675 
ш, с (СOOR, CONH). Спектр 1Н-ЯМР (400 МГц,  
DMSO-d6), δ, м.д.: 2.31 c (3Н, Py-CH3), 3.74 c  
(3Н, ОCH3), 3.92 AB-паттерн (SCH2, 2J 15.0), 4.48–4.56 
м (2H, OCH2CH=), 4.68 c (1H, С4H Py), 5.13–5.19  
м (2Н, наложение сигналов =СН2), 5.83–5.92 м  
(1Н, OCH2CH=CH2), 6.05 д (1H, H3 фурил, 3J 3.1), 6.31–
6.33 м (1H, H4 фурил), 6.70 дд (1H, H4 3-MeOC6H4NH, 
3J 8.2, 4J 2.1), 7.11 д (1H, H6 3-MeOC6H4NH, 3J 8.5), 
7.22–7.25 м (2H, H2, H5 3-MeOC6H4NH), 7.50–7.51  
м (1H, H5 фурил), 9.96 с (1Н, NH Py), 10.00 c (1Н,  
C(O)NH). Спектр 13С-ЯМР DEPTQ (101 МГц, 
DMSO-d6), δC, м.д.: 18.5* (CH3-Py), 35.6* (C4H Py), 
36.9 (SCH2), 55.0* (MeO), 64.0 (CH2O), 85.5 (C5 Py), 
97.3 (C3 Py), 105.4* (C2H 3-MeOC6H4NH), 105.5*  
(C3H фурил), 109.3* (C4H 3-MeOC6H4NH), 110.5*  
(C4H фурил), 111.9* (C6H 3-MeOC6H4NH), 117.1 
(=CH2), 118.7 (C≡N), 129.7* (C5H 3-MeOC6H4NH), 
132.9* (CH=CH2), 139.5 (C1 3-MeOC6H4NH), 142.4* 

(C5H фурил), 144.0 (C6 Py), 146.9 (C2 Py), 155.9  
(C1 фурил), 159.5 (C3 3-MeOC6H4NH), 165.6 (COOR), 
167.1 (C(O)NH). * Сигнал в противофазе. Найдено, %:  
C, 61.88; H, 5.08; N, 8.96. C24H23N3O5S (M 465.52). 
Вычислено, %: C, 61.92; H, 4.98; N, 9.03.

Аллиловый эфир 2-метил-6-{[2-(фениламино)-
2-оксоэтил]тио}-4-(2-фурил)-5-циано-1,4-дигидро- 
пиридин-3-карбоновой кислоты (XXI). Белый 
порошок, выход 84%. ИК-спектр, ν, см–1: 3302  
ш, ср, 3146 ш, сл (N–H), 2201 с (С≡N), 1699 с, 1653 
ср (2 С=O). Спектр 1Н-ЯМР (400 МГц, DMSO-d6), 
δ, м.д.: 2.31 c (3Н, Py-CH3), 3.94 AB-кв (SCH2,  
2J 14.9), 4.48–4.56 м (2H, OCH2CH=), 4.67 c (1H,  
С4H Py), 5.12–5.20 м (2Н, наложение сигналов  
=СН2), 5.83–5.92 м (1Н, OCH2CH=CH2), 6.05 д (1H,  
H3 фурил, 3J 3.2), 6.32–6.33 м (1H, H4 фурил), 7.07–
7.10 м (1H, H4 PhNH), 7.31–7.35 м (2H, H3 H5 PhNH), 
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7.51–7.52 м (1H, H5 фурил), 7.55 д (2H, H2 H6 PhNH, 
3J 7.6), 10.08 уш.с (1Н, NH), 10.39 уш.с (1Н, CONH). 
Спектр 13С-ЯМР DEPTQ (101 МГц, DMSO-d6),  
δC, м.д.: 18.5* (CH3-Py), 35.5* (C4Н Py), 36.7 (SCH2), 
64.1 (CH2O), 85.2 (C5 Py), 97.4 (C3 Py), 105.5*  
(C3Н фурил), 110.6* (C4Н фурил), 117.1 (=CH2), 118.9 
(C≡N), 119.6* (2С, С2Н С6Н NHPh), 124.1* (C4H NHPh), 
128.9* (2С, С3Н С5Н СН NHPh), 132.9* (CH=CH2), 
138.3 (C1 NHPh), 142.5* (C5H фурил), 144.3 (C6 Py), 
147.2 (C2 Py), 156.0 (C1 фурил), 165.6 (COOR), 167.0 
(C(O)NHPh). * Сигнал в противофазе. Найдено, %: 
C, 63.40; H, 4.95; N, 9.60. C23H21N3O4S (M 435.50). 
Вычислено, %: C, 63.43; H, 4.86; N, 9.65.

Синтез 2-{[6-оксо-4-(2-фурил)-3-циано-1,4,5,6-тетра- 
гидропиридин-2-ил]тио}-N-(3,4-дихлорфенил)ацет- 
амида (XXII). Навеску (1.00 г, 3.1 ммоль) 6-оксо-
4-(2-фурил)-3-цианотетрагидропиридин-2-тиолата 
N-метилморфолиния (XXVII) [70, 71] растворяли 
при нагревании в 12 мл 60%-ного EtOH. Получен- 
ный раствор через бумажный фильтр добавляли к 
горячему (50–60°С) раствору 2-хлор-N-(3,4-дихлор- 
фенил)ацетамида (0.74 г, 3.1 ммоль) в 15 мл EtOH. 
Смесь при перемешивании доводили до кипения и 
отставляли на 24 ч. Выпавший осадок через 24 ч  
отфильтровывали, промывали 60%-ным EtOH 
и петролейным эфиром, высушивали при 60°С. 
Бежевый порошок, выход 76%. ИК-спектр, ν, см–1: 
3302, 3113 ш, ср (N–H), 2212 с (С≡N), 1703 с, 1666 
с (2 С=O). Спектр 1Н-ЯМР (400 МГц, DMSO-d6),  
δ, м.д.: 2.65 дд (1Н, цис-С5Н, 2J 16.5, 3J 4.4), 2.91  
дд (1Н, транс-С5Н, 2J 16.4, 3J 7.1), 3.97 уш.с  
(2Н, SCH2), 4.12 дд (1H, Н4, 3J 4.4, 3J 7.1), 6.21 д  
(1H, H3 фурил, 3J 3.3), 6.39 дд (1H, H4 фурил, 3J 3.3, 
3J 1.8), 7.45 дд (1Н, С6Н NHAr, 3J 8.8, 4J 2.4), 7.59  
д (1Н, С5Н NHAr, 3J 8.8), 7.61 дд (1H, H5 фурил,  
3J 1.8, 4J 0.7), 7.94 д (1Н, С2Н NHAr, 4J 2.4), 10.64  
с (1Н, NH), 10.68 с (1Н, NH). Спектр 13С-ЯМР DEPTQ 
(101 МГц, DMSO-d6), δC, м.д.: 33.3* (C4H), 34.6 (C5H2), 
36.0 (SCH2), 89.8 (C3), 106.4* (C3 фурил), 110.5*  
(C4 фурил), 117.8 (C≡N), 119.5* (СН Ar), 120.6*  
(СН Ar), 125.4 (C–Cl), 130.9* (СН Ar), 131.1 (C–Cl), 
138.6 (C1 ArNH), 143.2* (C5 фурил), 147.4 (C2), 152.3 
(C1 фурил), 167.0 (С(O)NHAr), 168.4 (CONH Py).  
* Сигнал в противофазе. Найдено, %: C, 51.16; H, 3.15; 

N, 9.93. C18H13Cl2N3O3S (M 422.29). Вычислено, %: 
C, 51.20; H, 3.10; N, 9.95.

Синтез 4-(2-{[6-оксо-4-(2-фурил)-3-циано-1,4,5,6- 
тетрагидропиридин-2-ил]тио}ацетамидо)бензой- 
ной кислоты (XXIII). Навеску (1.00 г, 3.1 ммоль) 
6-оксо-4-(2-фурил)-3-цианотетрагидропиридин-
2-тиолата N-метилморфолиния (XXVII) [70, 71] 
растворяли при нагревании в 15 мл 60%-ного EtOH. 
Полученный раствор через бумажный фильтр 
добавляли к теплому (40–50°С) раствору 0.72 г  
(3.1 ммоль) 4-(2-хлорацетамидо)бензойной кис- 
лоты, предварительно нейтрализованной добавле- 
нием эквимольного количества соды, в 60%-ном 
этаноле (15 мл). Смесь перемешивали 6 ч, оставляли  
на 24 ч. К образовавшейся суспензии при перемеши- 
вании по каплям добавляли 10%-ную HCl до дос- 
тижения рН 3–4. Осадок через 6 ч отфильтровывали, 
промывали 60%-ным EtOH и петролейным эфиром, 
высушивали при 60°С. Бежевый порошок, выход 74%. 
ИК-спектр, ν, см–1: 3306, 3269, 3200, 3126 ш, ср (N–H, 
O–H), 2210 с (С≡N), 1688 ш, с, 1668 ш, с (3 С=O). 
Спектр 1Н-ЯМР (400 МГц, DMSO-d6), δ, м.д.: 2.65  
дд (1Н, цис-С5Н, 2J 16.3, 3J 3.7), 2.91 дд (1Н, транс-
С5Н, 2J 16.3, 3J 6.9), 4.01 уш.с (2Н, SCH2), 4.11–4.14 
м (1H, Н4), 6.21–6.22 м (1H, H3 фурил), 6.38–6.39  
м (1H, H4 фурил), 7.61–7.62 м (1H, H5 фурил), 7.68  
д (2Н, СН NHAr, 3J 8.2), 7.91 д (2Н, СН NHAr,  
3J 8.2), 10.66 с (1Н, NH), 10.71 уш.с (1Н, NH), 
12.78 уш.с (1Н, COOH). Спектр 13С-ЯМР DEPTQ  
(101 МГц, DMSO-d6), δC, м.д.: 33.3* (C4H), 34.7 (C5H2), 
36.1 (SCH2), 89.5 (C3), 106.4* (C3 фурил), 110.6*  
(C4 фурил), 117.9 (C≡N), 118.8* (2 СН Ar), 125.8  
(C4 Ar), 130.6* (2 СН Ar), 142.5 (C1 ArNH), 143.2* 
(C5 фурил), 147.6 (C2), 152.3 (C1 фурил), 166.9  
(С(O)NHAr), 167.1 (COOH), 168.4 (CONH Py).  
* Сигнал в противофазе. Найдено, %: C, 57.36; H, 3.88; 
N, 10.55. C19H15N3O5S (M 397.40). Вычислено, %:  
C, 57.42; H, 3.80; N, 10.57.

Гипогликемическое действие соединений 
(XX–XXIII). Эксперимент проводили на базе 
кафедры фундаментальной и клинической фарма- 
кологии Луганского государственного медицинского 
университета имени Святителя Луки в осенне-
зимний период, чтобы исключить влияние сезон- 
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ных ритмов. Полученные из вивария белые бес- 
породные крысы рандомно (методом “конвертов”) 
были распределены на группы, состоящие из  
10 крыс. До начала эксперимента все лабораторные 
животные проходили двухнедельный карантин. На 
протяжении эксперимента всех животных содер- 
жали в виварии при одинаковых условиях: при 
естественном освещении, температуре воздуха 22–
24°С, относительной влажности воздуха 40–50%, в 
пластиковых клетках до шести особей. Ограничения 
по количеству стандартного корма и воды не при- 
менялись. На протяжении всего эксперимента про- 
водили еженедельное взвешивание животных с целью 
изучения динамики изменения массы тела крыс. 
Также ежедневно наблюдали за внешним видом и 
поведенческими реакциями животных.

Согласно дизайну исследования, эксперимент 
проводили на 114 крысах-самцах (возраст 18 меся- 
цев), которых разделили на семь групп: интактную 
(12 особей), контрольную (17 крыс), опытные (четыре 
группы по 17 крыс) и референтную (17 крыс). 

У всех крыс, кроме интактной группы, модели- 
ровали стероидный СД введением глюкокортико- 
стероидного препарата дексаметазона (АО “КРКА, 
д.д., Ново место”, Словения) ежедневно в утренние 
часы посредством внутримышечной инъекции в 
течение 13 сут из расчета 125 мкг/кг массы тела [73]. 
Еженедельно проводили контрольное взвешивание 
животных с целью наблюдения за динамикой массы 
тела. 

По истечении 13 сут крысам с эксперименталь- 
ным диабетом проводили фармакокоррекцию: в 
опытных группах животным вводили соединения  
(XX–XXIII), в референтной группе – препарат 
сравнения метформин в объеме 2 мл. Крысам кон- 
трольной группы вводили плацебо (физиологичес- 
кий раствор) в объеме 2 мл. Исследуемые соеди- 
нения (XX–XXIII), препарат сравнения и физио- 
логический раствор вводили per os через атравма- 
тический зонд ежедневно на протяжении трех 
недель. Животные опытных групп получали одно 
из соединений (XX–XXIII) из расчета 1 мг/кг веса, 
поскольку в ранее проведенных на кафедре мно- 
гочисленных исследованиях другие производные 

цианотиоацетамида на разнообразных моделях 
проявили биологическую активность. Животные 
референтной группы получали метформин из расчета 
200 мг/кг. Доза препарата была выбрана согласно 
расчетному методу экстраполяции доз [74]. 

Раневые эффекты, алопеции наблюдали визуально 
и регистрировали в конце эксперимента.

По окончании эксперимента для оценки тяжести 
течения СД, а также результатов фармакокоррекции 
после после применения соединений (XX–XXIII) 
и препарата сравнения метформина анализировали 
кровь, взятую во время забоя из бедренной вены  
крыс всех экспериментальных групп. Также после 
забоя крыс для измерения органометрических пока- 
зателей из брюшной полости извлекали печень и 
щитовидную железу. Вскрытие проводили сразу же 
после забоя, чтобы исключить возможный автолиз 
тканей и клеток внутриклеточными ферментами.

На спектрофотометре SOLAR PM 2111 (ЗАО 
“СОЛАР”, Республика Беларусь) при применении 
стандартных методик определяли уровень глюко- 
зы, общего билирубина, триглицеридов, холестерина, 
активность аминотрансфераз АЛТ и АСТ. Также 
проводили тимоловую пробу (пробу тимолового 
помутнения). Биохимические исследования осущест- 
вляли в лаборатории Луганской республиканской 
клинической психоневрологической больницы.

Статистическую обработку полученных резуль- 
татов производили стандартными методами мате- 
матической статистики, характеризующими коли- 
чественную изменчивость. Для полученных данных 
вычисляли среднее значение (М), стандартную ошибку 
(m), стандартное среднеквадратичное отклонение σ, 
дисперсию значений σ2 и коэффициент вариации V. 
Расчеты проводили с помощью программы Microsoft 
Excel 6.0. Для оценки статистической значимости 
использовали критерий Стьюдента (p < 0.05).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Описан синтез четырех новых гибридных моле- 

кул, содержащих фрагменты 4-(2-фурил)-1,4-ди- 
гидроникотинонитрила и 4-(2-фурил)-1,4,5,6-тетра- 
гидроникотинонитрила. Строение полученных сое- 
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динений подтверждено спектральными методами. 
На модели дексаметазонового сахарного диабета у 
крыс в период выраженных старческих изменений 
показано наличие заметного гипогликемического 
действия у всех четырех исследуемых соединений. 
По результатам визуального осмотра и анализа 
органометрических показателей щитовидной железы 
и печени, а также биохимических показателей крови  
и печеночных маркеров установлено, что фармако- 
коррекция 1,4-дигидропиридином (XX) показывает 
наилучшие метаболические и соматические изме- 
нения у крыс с дексаметазоновым сахарным диа- 
бетом. Гипогликемическое действие соединения 
(XX) превышает таковое у референтного препа- 
рата метформина. В то же время гибридные соеди- 
нения с фрагментом 4-(2-фурил)-1,4,5,6-тетрагидро- 
никотинонитрила (структуры (XXII) и (XXIII)) 
обладают заметным гипогликемическим действием, 
но при этом не оказывают гепатопротекторного 
действия.

Проведенные исследования показывают пер- 
спективность дальнейшего изучения гибридных 
молекул – производных никотинонитрила. Соединение 
(XX) показало наилучший гипогликемический эффект 
при отсутствии выраженной гепатотоксичности. 
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New hybrid molecules bearing 4-(2-furyl)-1,4-dihydronicotinonitrile and 4-(2-furyl)-1,4,5,6-tetrahydronico- 
tinonitrile fragments were prepared starting from cyanothioacetamide and furfural. The hypoglycemic activity 
in dexamethasone-induced diabetes mellitus was investigated in vivo in senile rats. Some compounds revealed 
hypoglycemic effects superior to that of the reference drug (metformin).
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ВВЕДЕНИЕ

Флуоресцентное мечение – один из ключевых и 
наиболее удобных методов анализа в биологических 
исследованиях. Использование такого мечения в 
микроскопии позволяет не только визуализировать 
расположение различных структур и органелл кле- 
ток, но и наблюдать за их функциональной актив- 
ностью [1–3]. За последние годы было разработано 
множество методов маркирования живых объектов 
с применением флуоресцентных и флуорогенных 
меток, в том числе меток, основанных на различных 
арилиден-имидазолонах [4–9]. Некоторые из таких  

веществ селективно окрашивают отдельные клеточ- 
ные органеллы, например, ЭПР или митохондрии. 
Однако для подробного изучения физиологических 
процессов нередко требуется анализировать не от- 
дельные компоненты клеток, а состав среды. В част- 
ности, важный параметр – концентрация отдельных 
ионов, которые влияют на функционирование клю- 
чевых регуляторных каскадов в организме [10, 11].  
Так, были разработаны ионофлуорофоры – флуо- 
ресцентные хемосенсоры катионов металлов, активно 
применяющиеся в биологических исследованиях 
[12]. Многие из них построены на основе различных 

1 Дополнительные материалы к этой статье доступны по doi 10.31857/S0132342324020077 для авторизованных пользователей.
#Автор для связи: (тел.: +7 (964) 865-16-24; эл. почта: svetlanakr2002@mail.ru).
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макромолекул: краун- и азакраун-эфиров [13, 14], 
криптандов [15], тетраалкиламмониевых производ- 
ных [16] и других структур [17, 18]. Большое внимание 
также уделяется конструированию сенсоров катио- 
нов металлов с использованием гетероциклических 
систем. Так, российские ученые продемонстриро- 
вали, что лиганды на основе производных пиридина 
могут образовывать стабильные комплексы с иона- 
ми цинка [19], кадмия [20] и других тяжелых метал- 
лов, что необходимо для их детектирования, кон- 
троля содержания в крови и предотвращения инток- 
сикации организма. Кроме того, большое внимание 
уделяется разработке хемосенсоров катионов кальция, 
измерение концентрации которых играет важную 
роль в клинической диагностике многих заболеваний, 
включая онкологические и эндокринные [21]. 

Ранее нами было показано, что арилиден-имида- 
золоны также могут выступать в качестве селективных 
сенсоров, проявляющих заметную флуоресценцию 
при связывании с ионами цинка [22]. В свободной 
форме такие соединения характеризуются слабой 
флуоресценцией, что объясняется возможностью 
безызлучательного сброса энергии возбуждения 
за счет подвижности арилиденового фрагмента. 

Однако введение в данные структуры различных 
комплексообразующих заместителей (примеры 
представлены на схеме 1) позволяет этим веществам 
формировать комплексы с ионами металлов, в 
которых такие переходы могут быть блокированы, 
что, в свою очередь, может приводить к возрастанию 
интенсивности флуоресценции.

В рамках данного исследования мы предложили 
новую группу арилиден-имидазолонов, в структуры 
которых ввели фрагменты, позволяющие использовать 
эти молекулы в качестве полидентатных лигандов 
(схема 1). Цель данной работы – изучение оптических 
свойств синтезированного ряда соединений и 
проверка возможности их применения в качестве 
сенсоров ионов различных металлов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Арилиден-имидазолоны (I–VI) были синтезиро- 
ваны в две стадии по модифицированной литератур- 
ной методике [23]. Сначала реакцией соответствую- 
щих ароматических альдегидов с метиламином были 
получены различные имины, которые затем вступали в 
[2+3]-циклоприсоединение с последующей рецикли- 
зацией с образованием целевых соединений (схема 1).  

Схема 1. Схема синтеза арилиден-имидазолонов (I–VI) и их ациклического аналога (VII) с комплексообразующими 
функциональными группами.
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Протекание реакции важно контролировать с помо- 
щью тонкослойной хроматографии, т.к. время пол- 
ной конверсии сильно зависит от структуры исполь- 
зованного альдегида. В результате проведенного син- 
теза целевые соединения (I–VI) были получены с 
выходами 21–69%. Ациклический аналог (VII) мы  
синтезировали с опорой на литературную методику, 
основанную на использовании фосфазена, получен- 
ного из амида азидоуксусной кислоты [24] (схема 1).  
В данном случае выход продукта реакции (VII) ока- 
зался значительно ниже по сравнению с цикличес- 
кими производными и составил 9%.

Строение синтезированных соединений было 
подтверждено методами ЯМР-спектроскопии и масс-
спектрометрии высокого разрешения, спектральные 
данные соответствовали строению полученных сое- 
динений. Важно отметить, что во всех случаях (I–VII) 
преимущественно образовывался Z-изомер. Это было 
подтверждено характерным положением сигнала 
атома водорода кратной экзо-связи имидазолона в 
1H-ЯМР-спектрах (7–8 м.д.), показанным ранее для 
иных арилиден-имидазолонов, имеющих именно 
Z-конфигурацию [25]. Более того, хорошо известно, что  
данный изомер наиболее термодинамически стаби- 
лен. Так, в проведенных ранее исследованиях [25] 
было отмечено, что при комнатной температуре ари- 
лиден-имидазолоны в большинстве случаев сущест- 
вуют исключительно в виде Z-изомеров и лишь 
иногда находятся в равновесной смеси с небольшим 
количеством E-изомера. Получение же чистых 
E-изомеров сопряжено с заметными техническими 
трудностями и может быть достигнуто либо при 
интенсивном облучении светом [25], либо при 
воздействии сильных кислот [26].

Далее были исследованы оптические свойства 
полученного ряда арилиден-имидазолонов и их 
ациклического аналога (табл. 1, а также табл. S1 и  
рис. S1.1–S1.7 в дополнительных материалах). Мы  
установили, что максимумы поглощения находятся 
в области 330–438 нм, а максимумы испускания – 
в области 421–555 нм. Заметной флуоресценцией 
отличались лишь соединения (II) и (VI), причем 
наибольшее значение квантового выхода флуо- 
ресценции имел арилиден-имидазолон (VI) с дифтор- 
метильной группой (схема 1).

Для всех полученных соединений мы изучили 
возможность образования флуоресцентных комп- 
лексов с ионами металлов. Для этого к растворам 
соединений (I–VII) в ацетонитриле добавляли раст- 
воры различных солей в воде. Изучение оптических 
свойств полученных смесей показало, что добавление 
ионов во многих случаях приводит к небольшому 
изменению формы и положения спектров (рис. 1, а 
также табл. S2 и рис. S2.1–S2.7 в дополнительных 
материалах). Тем не менее интенсивность флуорес- 
ценции данных растворов практически во всех слу- 
чаях оказалась незначительной (табл. 2, а также 
табл. S2 в дополнительных материалах). Более того, 
для соединений (II) и (VI) при добавлении ионов 
металлов, напротив, наблюдалось выраженное гаше- 
ние флуоресценции. Однако для соединений (III) и 
(IV), практически не проявлявших флуоресценцию в 
свободной форме, при связывании с катионами Cd2+ и 
Zn2+ наблюдалось заметное усиление флуоресценции 
(рис. 1, а также табл. S2 в дополнительных матери- 
алах). При этом такой же реакции на ионы других 
металлов не наблюдалось.

Таблица 1. Оптические свойства полученных соединений (I–VII) в ацетонитриле

Соединение Максимум  
поглощения, нм

Коэффициент  
поглощения, М–1 см–1

Максимум  
испускания, нм

Квантовый выход  
флуоресценции, %

(I) 386 32 000 445 <0.05

(II) 435 17 500 520 0.63

(III) 390 20 000 497 <0.05

(IV) 352 31 500 456 <0.05

(V) 370 7500 518 <0.05

(VI) 345 9000 436 3.03

(VII) 335 13 000 ~433 <0.05
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Титрование соединений (III) и (IV) солями 
Cd(OAc)2 и Zn(NO3)2 позволило рассчитать конс- 
танты связывания арилиден-имидазолонов как поли- 
дентатных лигандов с соответствующими ионами 
(табл. 2, а также рис. S3.1–S3.4 в дополнительных 
материалах). Полученные значения позволяют пред- 
положить, что при добавлении растворов солей к 
синтезированным соединениям произошло образо- 
вание комплексов, которое повлекло за собой усиле- 
ние интенсивности флуоресценции.

Таким образом, мы обнаружили, что арилиден-
имидазолоны (III) и (IV) могут выступать в качестве 
сенсоров ионов кадмия и цинка и, как следствие, 

применяться во флуоресцентной микроскопии для 
их детектирования.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и методы. Коммерчески доступные 
реагенты использовали без дополнительной очистки. 
Для колоночной хроматографии применяли силика- 
гель Kieselgel 60 (Merck, Германия). Тонкослойную 
хроматографию (ТСХ) проводили на силикагеле  
60 F254 на стеклянных пластинах (Merck, Германия). 
Визуализацию осуществляли УФ-светом (254 или  
312 нм) и проявляли KMnO4. Все операции с чувстви- 
тельными к влаге и кислороду воздуха веществами 

Рис. 1. Спектры поглощения и испускания соединений (III) и (IV) в смеси MeCN–H2O в свободной форме и при добавлении 
ионов Cd2+ и Zn2+.

Таблица 2. Оптические свойства комплексов соединений (III) и (IV) с ионами Cd2+ и Zn2+

Комплекс Максимум  
поглощения, нм

Коэффициент  
поглощения, М–1 см–1

Максимум  
испускания, нм

Квантовый выход 
флуоресценции, %

KD, мкM

(III) + Cd2+ 410 17 500 509 5.5 5.8 ± 0.6

(III) + Zn2+ 412 17 500 518 4.2 6.9 ± 1.7

(IV) + Cd2+ 374 15 000 470 7.5 15.2 ± 5.8

(IV) + Zn2+ 375 15 000 475 6.3 27.7 ± 7.5
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проводили в атмосфере сухого аргона с использованием 
стандартной техники Шлёнка.

Спектры ЯМР (δ, м.д.; J, Гц) регистрировали на 
спектрометре Avance III NMR (700 МГц; Bruker, 
США) при 303 K. Химические сдвиги приведены 
относительно остаточных пиков CDCl3 (7.27 м.д. 
для 1H и 77.0 м.д. для 13C) или DMSO-d6 (2.51 м.д. 
для 1H и 39.5 м.д. для 13C), внутренний стандарт –  
Me4Si. Температуры плавления определяли на при- 
боре SMP 30 (Stuart Scientific, Великобритания) и 
дополнительно не корректировали. Масс-спектры 
высокого разрешения (HRMS) регистрировали на  
приборе AB Sciex TripleTOF 5600+ (Sciex, Сингапур) 
с ионизацией методом электроспрея (ESI). Измере- 
ния проводили в режиме положительных или отрица- 
тельных ионов, диапазон m/z 50–3000. Напряжение  
на капилляре составляло 5.5 кВ в режиме регистра- 
ции положительных ионов и 4.5 кВ в режиме регис- 
трации отрицательных ионов. Внешнюю или внутрен- 
нюю калибровку проводили с помощью раствора ESI 
Tuning Mix (Agilent, США). Шприц использовали для 
растворов в ацетонитриле, метаноле или воде (ско- 
рость подачи 30 мкл/мин). В качестве газа-носителя 
применяли сухой азот, его выходную температуру 
устанавливали на 180°C.

Общая методика синтеза (Z)-5-(арилиден)- 2,3- 
диметил-3,5-дигидро-4H-имидазол-4-онов (I–VI).  
К раствору соответствующего ароматического альде- 
гида (5 ммоль) в CHCl3 (25 мл) добавляли 40%-ный 
раствор метиламина в изопропаноле (0.87 мл, 10 ммоль)  
и Na2SO4 (5 г). Смесь перемешивали в течение 48 ч  
при 25°C, фильтровали от Na2SO4, растворитель упа- 
ривали. К полученному продукту добавляли метил-(Z)- 
2-((1-метоксиэтилиден)амино)ацетат (1.13 г, 7 ммоль). 
Смесь перемешивали в течение 24–72 ч при 25°C. 
Протекание реакции контролировали с помощью 
тонкослойной хроматографии в смеси растворителей 
CH2Cl2–EtOH (100 : 5), наблюдали исчезновение 
бесцветного пятна с меньшим Rf и образование 
цветного пятна продукта с большим Rf. По достижении 
полной конверсии проводили выделение продукта. 
При получении соединений (I–IV) образовывался оса- 
док, его отфильтровывали, промывали Et2O (3 × 5 мл),  
сушили при пониженном давлении. В случае сое- 
динений (V) и (VI) осадок не образовывался, поэтому 
раствор упаривали, а получившийся продукт очищали 

колоночной хроматографией на силикагеле (CH2Cl2–
EtOH, 100 : 5).

Синтез (Z)-5-((бис(2-гидроксиэтил)амино)- 
метилен)-2,3-диметил-3,5-дигидро-4H-имидазол-
4-она (VII). К раствору N-метил-2-((трифенил-λ5-
фосфанилиден)амино)ацетамида (1 г, 2.87 ммоль,  
1 экв.) в безводном толуоле (20 мл) в атмосфере аргона 
добавляли Ac2O (271 мкл, 2.87 ммоль, 1 экв.). Смесь 
перемешивали при 25°C в течение 1 ч до полного 
растворения. Далее добавляли молекулярные сита  
4 Å (2 г) и тетрагидро-7aH-оксазоло[2,3-b]оксазол  
(231 мг, 2 ммоль, 0.7 экв.). Смесь грели в масляной  
бане при 100°С в течение 3 ч, фильтровали от молеку- 
лярных сит, растворитель упаривали. Полученный 
продукт очищали колоночной хроматографией на  
силикагеле (CH2Cl2–EtOH, 100 : 5), после чего допол- 
нительно перекристаллизовывали (гексан–CH2Cl2, 
1 : 10).

Спектральные характеристики синтезирован- 
ных соединений (I–VII). (Z)-2,3-диметил-5-((1-
(пиридин-2-ил)-1H-пиррол-2-ил)метилен)-3,5-
дигидро-4H-имидазол-4-он (I). Оранжевый поро- 
шок (918 мг, 69%), т. пл. 185–187°С. 1H-ЯМР (700 MГц,  
DMSO-d6): 2.33 (с, 3H), 3.06 (с, 3H), 6.48 (м, 1H), 7.19 
(с, 1H), 7.49 (ддд, J 7.5, 4.9, 1.0, 1H), 7.51 (дд, J 2.7, 1.7, 
1H), 7.58 (д, J 8.0, 1H), 7.63 (дд, J 3.8, 1.3, 1H), 8.06  
(тд, J 7.7, 1.9, 1H), 8.63 (ддд, J 4.8, 1.9, 0.8, 1H). 
13C-ЯМР (176 MГц, CDCl3-d6): 15.5, 26.5, 112.3, 116.4,  
118.9, 120.9, 122.2, 126.2, 128.5, 135.0, 138.6, 149.5, 151.3,  
160.0, 170.2. HR-MS (EСI) m/z: найдено 267.1240 
(рассчитано для C15H15N4O+, [M + H]+ 267.1240).

(Z)-2,3-Диметил-5-((2-(метиламино)пиридин-
3-ил)метилен)-3,5-дигидро-4Н-имидазол-4-он 
(II). Темно-оранжевый порошок (378 мг, 33%), т. пл.  
178–180°С. 1H-ЯМР (700 MГц, DMSO-d6): 2.35 (с, 3H),  
2.88 (д, J 4.4, 3H), 3.11 (с, 3H), 6.59 (дд, J 7.5, 4.7, 1H),  
7.04 (с, 1H), 8.09 (дд, J 4.7, 1.8, 1H), 8.30 (уш. д, J 4.2, 1H),  
8.40 (дд, J 7.6, 1.7, 1H). 13C-ЯМР (75 MГц, DMSO-d6): 15.3, 
26.3, 28.1, 111.7, 113.3, 121.4, 136.8, 141.6, 150.4, 157.3,  
162.1, 169.0. HR-MS (EСI) m/z: найдено 231.1240 
(рассчитано для C12H15N4O+, [M + H]+ 231.1240).

(Z)-5-((8-Гидроксихинолин-5-ил)метилен)-
2,3-диметил-3,5-дигидро-4H-имидазол-4-он (III). 
Коричнево-зеленый порошок (668 мг, 50%), т. пл. 
247–249°С. 1H-ЯМР (700 MГц, DMSO-d6): 2.38  
(с, 3H), 3.13 (с, 3H), 7.24 (д, J 8.3, 1H), 7.60 (с, 1H), 
7.67 (дд, J 8.6, 3.9, 1H), 8.79 (дд, J 8.8, 1.1, 1H), 8.92 
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(дд, J 3.9, 1.3, 1H), 9.05 (д, J 8.3, 1H), 10.49 (уш. с, 1H).  
13C-ЯМР (176 MГц, DMSO-d6): 15.3, 26.2, 111.8, 
118.6, 120.4, 122.7, 128.2, 131.8, 133.4, 137.7, 138.3, 
148.2, 155.7, 163.6, 169.7. HR-MS (EСI) m/z: найдено 
268.1061 (рассчитано для C15H14N3O2

+, [M + H]+ 
268.1081).

(Z)-5-((5,6-Дифтор-1-метил-1H-бензо[d]- 
имидазол-2-ил)метилен)-2,3-диметил-3,5-дигидро-
4H-имидазол-4-он (IV). Светло-желтый порошок 
(595 мг, 41%), т. пл. 192–194°С. 1H-ЯМР (700 MГц, 
DMSO-d6): 1.70 (с, 3H), 2.83 (с, 3H), 2.88 (с, 3H), 3.78 
(с, 3H), 5.89 (с, 1H), 7.60 (дд, J 11.2, 7.5, 1H), 7.69 
(дд, J 10.9, 7.2, 1H), 8.65 (с, 1H). 13C-ЯМР (151 MГц, 
DMSO-d6): 23.8, 24.2, 29.7, 47.4, 79.1, 98.0 (д, J 23.1),  
98.3, 104.8 (д, J 20.2), 130.6 (д, J 11.5), 137.9 (д, J 10.6),  
140.1, 146.5 (дд, J 238.5, 17.31), 146.5 (дд, J 236.6, 
15.39), 154.0 (д, J 1.9) 162.0. HR-MS (EСI) m/z: най- 
дено 291.1053 (рассчитано для C14H13F2N4O+, [M + H]+  

291.1052).
(Z)-5-((8-Гидроксихинолин-2-ил)метилен)-

2,3-диметил-3,5-дигидро-4H-имидазол-4-он (V). 
Коричневый порошок (280 мг, 21%), т. пл. 198–200°С. 
1H-ЯМР (700 MГц, DMSO-d6): 2.43 (с, 3 H), 3.14  
(с, 3 H), 7.11 (дд, J 7.6, 1.1, 1H), 7.16 (с, 1H), 7.39  
(дд, J 8.2, 1.0, 1H), 7.48 (т, J 7.8, 1 H), 8.37 (д, J 8.6, 
1H), 8.89 (д, J 8.8, 1H), 9.76 (с, 1H). 13C-ЯМР (176 MГц, 
DMSO-d6): 15.5, 26.4, 111.5, 117.4, 123.6, 124.2, 127.8, 
128.8, 136.0, 138.5, 141.9, 151.4, 153.5, 166.9, 170.0. 
HR-MS (EСI) m/z: найдено 268.1083 (рассчитано для 
C15H14N3O2

+, [M + H]+ 268.1081).
(Z)-5-((5-(Дифторметил)-1-метил-1H-1,2,4-

триазол-3-ил)метилен)-2,3-диметил-3,5-дигидро-
4H-имидазол-4-он (VI). Коричневый порошок 
(357 мг, 28%), т. пл. 140–142°С. 1H-ЯМР (700 MГц, 
DMSO-d6): 2.35 (с, 3H), 3.09 (с, 3H), 4.04 (с, 3H), 
6.70 (с, 1H), 7.44 (т, J 51.8, 1H). 13C-ЯМР (176 MГц, 
DMSO-d6): 15.3, 26.3, 36.6, 107.9 (т, J 236.6), 112.3, 
141.5, 148.4 (т, J 28.1), 156.7, 167.0, 169.9. HR-MS (EСI)  
m/z: найдено 256.1011 (рассчитано для C10H12F2N5O+, 
[M + H]+ 256.1004).

(Z)-5-((бис(2-Гидроксиэтил)амино)метилен)-
2,3-диметил-3,5-дигидро-4Н-имидазол-4-он (VII). 
Бежевый порошок (100 мг, 9%), т. пл. 135–137°С. 
1H-ЯМР (700 MГц, DMSO-d6): 2.13 (с, 3H), 3.01 (с, 3H),  
3.44 (т, J 4.8, 2H), 3.57 (кв, J 5.0, 2H), 3.64 (кв, J 3.8, 
2H), 3.94 (т, J 5.5, 2H), 4.81 (т, J 5.2, 2H), 6.95 (с, 1H). 
13C-ЯМР (176 MГц, DMSO-d6): 14.6, 25.8, 51.4, 59.0,  

59.1, 59.2, 113.1, 139.5, 147.8, 168.7. HR-MS (EСI) m/z: най- 
дено 228.1343 (рассчитано для C10H18N3O3+, [M + H]+  
228.1343).

Оптические свойства арилиден-имидазолонов 
(I–VI) и их ациклического аналога (VII). Спектры 
поглощения регистрировали на спектрофотометре 
Cary 100 Bio (Varian, США), спектры флуоресценции –  
на спектрофлуориметре Cary Eclipse (Varian, США).  
Для эксперимента с ионами металлов использовали 
следующие соли: FeCl2, FeCl3, Ca(NO3)2, AcOLi, 
Cd(AcO)2, Zn(NO3)2, Cu(AcO)2, NiSO4, MgCl2, BaCl2,  
Co(AcO)2. Для изучения связывания стоковые  
растворы соединений (I–VII) в DMSO (10 мМ) разбав- 
ляли смесью ацетонитрил–вода (1 : 1, концентрации 
20–50 мкM), после чего регистрировали спектры пог- 
лощения и испускания без добавления ионов метал- 
лов. Далее готовили новые растворы соединений  
(I–VII) в ацетонитриле с концентрациями 40–100 мкМ  
соответственно. Водные растворы различных солей 
разбавляли до тех же концентраций, после чего 
смешивали их с растворами соединений (I–VII) в 
ацетонитриле в соотношении 1 : 1 и регистрировали 
спектры поглощения и флуоресценции. 

Титрование соединений (III) и (IV) солями кад- 
мия и цинка. Константы связывания определяли 
спектрофлуориметрическим титрованием соединений 
(III) и (IV) растворами солей Cd(AcO)2 и Zn(NO3)2 раз- 
личной начальной концентрации (0.1, 1, 10 и 80 мкМ)  
на приборе Tecan Infinite 200 Pro M Nano (Tecan, США). 
Концентрация хромофоров составляла 0.1 мкМ. Анализ  
проводили с использованием программного обеспе- 
чения Origin 8.6 (https://www.originlab.com/). Констан- 
ты диссоциации (KD), приведенные в табл. 2, рассчиты- 
вали методом наименьших квадратов. Данные представ- 
ляли собой среднее значение ± стандартная ошибка.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Синтезирована серия арилиден-имидазолонов и 
их ациклический аналог с комплексообразующими 
группами, а также исследованы оптические свойства  
полученных соединений. Установлено, что выражен- 
ным разгоранием флуоресценции при смешивании 
с солями FeCl2, FeCl3, Ca(NO3)2, AcOLi, Cd(AcO)2, 
Zn(NO3)2, Cu(AcO)2, NiSO4, MgCl2, BaCl2 и Co(AcO)2 
отличались практически не флуоресцирующие в сво- 
бодном виде соединения (III) и (IV). При этом един- 
ственными катионами с таким эффектом оказались 
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Cd2+ и Zn2+. Соединение (IV) обладает большей интен- 
сивностью флуоресценции в составе комплексов, тогда 
как соединение (III), напротив, лучше связывается с 
ионами металлов.

Таким образом, полученные арилиден-имидазо- 
лоны (III) и (IV) – перспективные флуоресцентные 
сенсоры ионов кадмия и цинка, которые потенциально 
могут быть использованы в качестве селективных 
красителей для наблюдения за функциональной 
активностью живых клеток в ходе биологических 
исследований.
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We report about a series of methylene-imidazolones with complexing groups. The fluorescent properties of these 
compounds were studied in various solvents as well as in the presence of different salts. We discovered that two 
of the synthesized substances – hydroxyquinolinidene-imidazolone and difluorobenzimidazolidene-imidazolone – 
can be used as selective fluorescent sensors for cadmium and zinc ions and potentially as markers for monitoring 
intracellular processes.
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