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Существующий интерес к поиску и изучению антиоксидантов как природных, так 

и синтетических объясняется возможностью предотвращения данных пагубных воздей-

ствий свободных радикалов в организме человека. Близость макрогетероциклических произ-

водных к эндогенным биомолекулам делает их перспективными для исследований в качестве 

антиоксидантных средств. Взаимодействием 1,3-оксогетероциклоалканов с этил-2-диазо-3-

оксобутаноатом получены ранее неисследованные полифункциональные кислород- и серосо-

держащие макрогетероциклы. Выявлена и описана методом регистрации люминолзависи-

мой хемилюминесценции относительная антиоксидантная активность новых макрогете-

роциклов в двух модельных системах: генерирующей активные формы кислорода и модули-

рующей реакции перекисного окисления липидов. Изучена цитотоксическая активность in 

vitro исследуемых соединений на клеточных линиях Jurkat (клетки Т-лимфобластного лей-

коза человека), HepG2 (клетки карциномы печени человека), HEK293 (клетки эмбриональной 

почки человека). Полученные данные указывают на практическую значимость. Так, реа-

генты 1-7 в системе, генерирующей активные формы кислорода, обладают анти- и проокис-

лительными свойствами, а в системе, моделирующей перекисное окисление липидов, прояв-

ляют только прооксидантную активность. Влияние гетероциклов 1-7 на процессы свобод-

норадикального окисления определяли по интенсивности максимальной вспышки (Imax, у.е.) 

и светосумме свечения (S, у.е.). Соединения с максимальными анти- (4) и проокислитель-

ными (6) свойствами в системе, генерирующей активные формы кислорода, и реагент 3 с 

наибольшей прооксидантной активностью в системе, моделирующей перекисное окисление 

липидов, не обладают цитотоксической активностью in vitro на клеточных линиях HEK293 

и HepG2, культивированных в среде ДМЕМ (Биолот, Россия), Jurkat – в среде RPMI (Биолот, 

Россия) в присутствии 10% эмбриональной телячьей сыворотки (Invitrogen, США), 2 мМ L-

глутамин и 50 мкг/мл гентамицина сульфата. 

Ключевые слова: макрогетероциклы, антиоксидантная и цитотоксическая активность, хемилю-
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The significant interest in the search and study of antioxidants, both natural and synthetic, 

is explained by the possibility of preventing these harmful effects of free radicals in the human body. 

The similarity of macroheterocyclic derivatives to endogenous biomolecules makes them promising 

for research as antioxidant agents. By the interaction of 1,3-oxoheterocycloalkanes with ethyl 2-

diazo-3-oxobutanoate, previously unexplored polyfunctional oxygen and sulfur-containing macro-

heterocycles are obtained. The relative antioxidant activity of new macroheterocycles in two model 

systems: generating active forms of oxygen and modulating lipid peroxidation reaction, was revealed 

active forms of oxygen and described by the method of recording luminol-dependent chemilumines-

cence lipid peroxidation reaction. The in vitro cytotoxic activity of the studied compounds was studied 

on Jurkat (human T-lymphoblastic leukemia cells), HepG2 (human liver carcinoma cells), HEK293 

(human embryonic kidney cells) cell lines. The data obtained indicate practical significance. So, 

reagents 1-7 in the active forms of oxygen generating system have anti- and prooxidative properties, 

and in the system modeling lipid peroxidation reaction, they show only prooxidant activity. The in-

fluence of heterocycles 1–7 on the processes of free radical oxidation was determined by the intensity 

of the maximum flash (Imax, у.е.) and the luminosity of light (S, у.е.). Compounds with maximum 

anti- (4) and prooxidative (6) properties in the active forms of oxygen generating system and reagent 

3 with the highest prooxidant activity in the lipid peroxidation reaction modeling system do not pos-

sess cytotoxic activity in vitro on cell lines HEK293 and HepG2 cultured in DMEM medium (Biolot, 

Russia), Jurkat in RPMI medium (Biolot, Russia) in the presence of 10% fetal calf serum (Invitro-

gen, USA), 2 mM L-glutamine and 50 μg / ml gentamicin sulfate. 

Key words: macroheterocycles, antioxidant and cytotoxic activity, chemiluminescence, lipid peroxida-

tion, reactive oxygen species 
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ВВЕДЕНИЕ 

Известно [1-7], что различные кислород- и 

серосодержащие гетероциклы обладают антибак-

териальной, антимикробной, противовирусной ак-

тивностью. Многие соединения из этого класса 

влияют на свободнорадикальное окисление (СРО) 

[6, 7] – генерацию активных форм кислорода (АФК) и 

перекисное окисление липидов (ПОЛ). СРО пред-

ставляет собой фундаментальный биологический 

процесс, обеспечивающий нормальную жизнедея-

тельность организма, нарушение которого ведет к 

развитию стресса. Для исследования СРО исполь-

зуют регистрацию хемилюминесценции (ХЛ) – 

свечения, возникающего при взаимодействии ра-

дикалов [6, 7]. ХЛ-методы дают возможность вы-

явить нарушение процессов СРО в организме и су-

дить о про- или антиокислительной активности 

(АОА) препаратов.  

В этой связи оценка характера воздействия 

новых O- и S-содержащих макроциклов на генера-

цию АФК и ПОЛ при введении в организм, а также 

определение цитотоксических свойств in vitro, яв-

ляется важной и актуальной. 

Нами был разработан метод получения ра-

нее неисследованных полифункциональных кисло-

род- и серосодержащих макрогетероциклов ката-

литической конденсацией 1,3-оксогетероцикло-

алканов с этил-2-диазо-3-оксобутаноатом [8-15].  

 

EtO

O

N2

OMe

6

O O

Me Me

OH

X X

R
3

R
2

R
1

EtO

O

Me X

X

O

R
3

R
1

R
2

3-5, 7

O O

R
EtO

O

Me

O

O

O

R

1, 2
1: R = H;

2: R = Pr

3: X = O, R
1
 = R

2
 = H, R

3
 = Me;

4: X = O, R
1
 = R

2
 = Me, R

3
 = H;

5: X = S, R
1
 = R

2
 = R

3
 = H;

7: X = O, R
1
 = Et, R

2
 = CH2OH, R

3
 = H

EtO

O

Me

O

O

O

Me
Me

OH

 

Представляло интерес определить влияние 

синтезированных соединений 1-7 на процессы сво-

боднорадикального окисления – генерацию АФК и 

ПОЛ [16, 17]. Также для наиболее активных соеди-

нений оценивалась цитотоксичность in vitro по ме-

тодике, представленной в работах [18-20]. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 

Реагенты 1-7 были получены по методикам, 

описанным в работах [8-15], и их физико-химиче-

ские константы хорошо совпадали с литератур-

ными данными.   

Влияние синтезированных соединений 1-7 

на процессы свободнорадикального окисления 

изучали in vitro в двух модельных системах: АФК 

и ПОЛ с применением экспрессметода, определя-

ющего антиоксидантную активность, который ос-

нован на регистрации хемилюминесценции (ХЛ) 

на приборе ХЛМ-003 [11, 12]. Эта методика позво-

ляет регистрировать нарушение генерации АФК и 

ПОЛ, и судить о про- или антиокислительной ак-

тивности исследуемых реагентов 1-7.  

Первоначальную оценку воздействия ве-

ществ 1-7 на генерацию АФК проводили в модель-

ных системах, представлявших с собой 20 мл фос-

фатного буфера (20 мМ KH2PO4, 105 мМ KCl) с до-

бавлением раствора люминола (10‐5 М) и цитрата 

натрия (50 мМ). Величину pH полученного рас-

твора доводили до 7,45 ед. разбавлением насыщен-

ным раствором КОН. Для инициирования реакций, 

сопровождающихся образованием АФК, вводили 1 мл 

50 мМ раствора сульфата железа (II). Регистрация 

ХЛ-свечения продолжалась в течение 5 мин при 

постоянном перемешивании. В данной серии экс-

периментов в 20 мл модельной системы добавляли 

исследуемые вещества ‒ 10%-ые растворы гетеро-

циклов 1-7 в диметилсульфоксиде (ДМСО).  

Следующую оценку воздействия гетроцик-

лов 1-7 на генерацию ПОЛ проводили в модельных 

системах, включающих липиды куриного желтка, 

сходные по составу с липидами крови. Липиды по-

лучали путем гомогенизирования куриного желтка 

в фосфатном буфере в соотношении 1:5 и последу-

ющим разбавлением в 20 мл, отбирали 20 раз. До-

бавление в систему 1 мл 50 мМ раствора сульфата 

железа (II) вело к инициированию окисления нена-

сыщенных жирных кислот, что сопровождалось 

ХЛ. По интенсивности свечения судили о процес-

сах ПОЛ.  

Влияние гетероциклов 1-7 на процессы сво-

боднорадикального окисления определяли по ин-

тенсивности максимальной вспышки (Imax, у.е.) и 

светосумме свечения (S, у.е.), которую измеряли в 
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течение 5 мин. Объемы исследуемых веществ 1-7 в 

обеих модельных системах (АФК и ПОЛ) составил 

0,1 мл. В качестве контроля использовали раствор 

ДМСО в том же объеме.  

Цитотоксические свойства соединений 1-7 

определяли in vitro с помощью МТТ-метода в 96-

луночных планшетах [13-15]. В экспериментах ис-

пользовали клетки условно-нормальной линии 

НЕК293 (клетки эмбриональной почки человека), 

клетки опухолевого происхождения Jurkat (клетки 

Т-лимфобластного лейкоза человека) и HepG2 

(клетки карциномы печени человека). Клетки ли-

нии HEK293 и HepG2 культивировали в среде 

ДМЕМ (Биолот, Россия), клетки линии Jurkat – в 

среде RPMI (Биолот, Россия) в присутствии 10% 

эмбриональной телячьей сыворотки (Invitrogen, 

США), 2 мМ L-глутамин и 50 мкг/мл гентамицина 

сульфата. После 24 ч культивирования в каждую 

лунку вносили исследуемые соединения 1-7 в кон-

центрациях 1, 10, 100 мкМ (в 0,1% ДМСО) и инку-

бировали в течение 48 ч. По окончании времени 

инкубации добавляли МТТ-реагент и определяли 

оптическую плотность при 540 нм за вычетом из-

меренного фонового поглощения при 600 нм. Зна-

чение концентрации соединений, вызывающее 

50%-е подавление жизнеспособности клеток (IC50), 

определяли на основе дозозависимых кривых. Дан-

ные, полученные в 3-х независимых эксперимен-

тах, выражали в виде среднего значения 3-х изме-

рений для каждой концентрации ± стандартная 

ошибка среднего, по отношению к значениям кон-

троля (0,1% ДМСО).  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Судя по изменению параметров ХЛ (табл. 1) 

при генерации АФК соединения 3-5 проявляют ан-

тиоксидантные свойства (светосумма S снижается 

на 17-40%, максимальная светимость Imax ‒ на 10-

20%). Вещества 1, 2, 6 и 7 в этих условиях обла-

дают прооксидантной активностью (S увеличива-

ется на 15-295%, Imax ‒ на 7-485%). Ингибирующее 

действие максимально для реагента 4, а иницииру-

ющая активность – для вещества 6.   

В условиях, моделирующих ПОЛ, все изу-

ченные соединения 1-7 показывают прооксидант-

ную активность (S растет на 48-100%, Imax ‒ на 14-

40%). Наибольший эффект отмечен для реагента 3. 

Для определения токсичности макроцик-

лов, проявивших при генерации АФК максималь-

ные анти- и прооксидантные свойства и лучшие 

прооксидантные свойства в системе, модулирую-

щей ПОЛ (вещества 4, 6 и 3 соответственно), была 

использована известная тест-система [16, 17]. Со-

гласно полученным данным (табл. 2)? для соедине-

ний 3, 4 и 6 требуется концентрация более 100 мкМ, 

чтобы подавить жизнеспособность 50% изученных 

клеток.   

 
Таблица 1 

Изменение светосуммы и максимальной интенсив-

ности ХЛ в модельных системах, генерирующей ак-

тивные формы кислорода (АФК) и имитирующей 

реакции перекисного окисления липидов (ПОЛ) в 

присутствии гетероциклов 1-7 

Table 1. Changes in the light sum and maximum inten-

sity of CL in model systems generating reactive oxygen 

species (ROS) and simulating the lipid peroxidation re-

action (POL) in the presence of Goethe-cycles 1-7 

Соединение 
Модель АФК Модель ПОЛ 

S Imax S Imax 

Без ингибитора 16,8 4,7 46,8 20,3 

EtO

O

Me

O

O

O

1  

45,7 16,2 82,8 25,9 

EtO

O

Me

O

O

O

Pr

2  

19,4 5,0 82,4 27,0 

EtO

O

Me O

O

O

Me

3  

13,8 4,2 92,7 28,8 

EtO

O

Me O

O

O

Me

Me

4  

10,3 3,7 70,7 23,3 

EtO

O

Me S

S

O

5  

14,0 3,8 82,9 28,2 

6

EtO

O

Me

O

O

O

Me
Me

OH

 

66,7 27,5 69,4 25,7 

EtO

O

Me O

O

O

OH

Me

7  

49,0 17,4 75,9 26,6 
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Таблица 2 

Цитотоксическая активность гетероциклов 3, 4 и 6 

Table 2. Cytotoxic activity of heterocycles 3, 4 and 6 

Соединение 
IC50, мкМ  

HEK293 Jurkat HepG2 

EtO

O

Me O

O

O

Me

3  

˃100 ˃100 ˃100 

EtO

O

Me O

O

O

Me

Me

4  

˃100 ˃100 ˃100 

6

EtO

O

Me

O

O

O

Me
Me

OH

 

˃100 ˃100 ˃100 

 

Следовательно, реагенты 3, 4 и 6, для кото-

рых согласно данным работы [20] IC50 ˃100 мкМ, 

относятся к типу соединений, не обладающих ци-

тотоксическим действием. 

ВЫВОД 

В ряду замещенных макроциклов 1-7 в си-

стеме, генерирующей АФК, присутствуют соеди-

нения, обладающие анти-(3-5) и проокислитель-

ными (1, 2, 6 и 7) свойствами. Все исследованные 

гетероциклы 1-7 в системе, моделирующей реак-

ции ПОЛ, проявляют прооксидантную активность. 

Соединения с максимальными анти- и проокисли-

тельными свойствами (4 и 6, соответственно) в си-

стеме, генерирующей АФК, и реагент 3 с наиболь-

шей прооксидантной активностью в системе, моде-

лирующей ПОЛ, не обладают цитотоксической ак-

тивностью.  
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