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Аннотация
Цели. В настоящее время для лечения заболеваний, имеющих генетическое происхождение, разрабатываются методы генной 
терапии, основанные на доставке в клетки организма терапевтических нуклеиновых кислот. Среди современных систем достав-
ки лекарственных средств особое место занимают невирусные средства, основанные на использовании разнообразных липидов 
для получения липосом и мицелл. Целью данной работы является синтез и изучение свойств димерных катионных амфифилов 
нерегулярного строения с симметричным и ассиметричным гидрофобным блоком для определения влияния структуры на фи-
зико-химические свойства, что позволит оценить перспективы их применения в качестве трансфекционных агентов.
Методы. Формирование гидрофобных и гидрофильных блоков предполагает проведение реакций производных L-цистина и 
диэфиров L-глутаминовой кислоты и диэтаноламина с помощью конденсирующих агентов: N,N-дициклогексилкарбодиими-
да (DCC) + 4-диметиламинопиридина (DMAP) или гексафторфосфат бензотриазолтетраметилурония (HBTU) + диизопропил
этиламина (DIPEA). Для выделения продуктов реакции из реакционной смеси применялась колоночная хроматография и/или 
препаративная тонкослойная хроматография на силикагеле. Структура полученных соединений подтверждена данными спек-
троскопии ядерного магнитного резонанса 1Н и масс-спектрометрии. Синтезированные липопептиды в водной среде образовы-
вали липосомальные дисперсии, размер частиц которых определяли методом фотонно-корреляционной спектроскопии.
Результаты. Разработаны схемы получения новых димерных катионных амфифилов на основе производных L-цистина. Ги-
дрофобные блоки полученных соединений включают диэфиры диэтаноламина и L-глутаминовой кислоты (С10, С14 и С16). 
Целевые липопептиды были использованы для получения липосомальных дисперсных систем в смеси с природными липи-
дами. Для всех дисперсий определен гидродинамический размер сформированных частиц, который находится в  интервале  
от 50 до 200 нм.
Выводы. Изучены физико-химические свойства водных дисперсий на основе синтезированных соединений. Димерные амфи-
филы в смеси с фосфатидилхолином и холестерином образуют липосомальные частицы. Показано влияние структуры амфифи-
лов на размер получаемых агрегатов. Установлено, что наиболее значимым параметром, влияющим на размер частиц, является 
число остатков L-орнитина (0, 1, 2) в составе целевых продуктов.
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Abstract
Objectives. Gene therapy techniques based on the introduction of therapeutic nucleic acids into body cells are currently being developed 
for the treatment of diseases with a genetic etiology. Among modern drug delivery systems, nonviral agents based on the use of a variety 
of lipids to produce liposomes and micelles occupy a special place. This work sets out to synthesize and study the properties of dimeric 
cationic amphiphiles of irregular structure with symmetric and asymmetric hydrophobic blocks in order to determine the influence of 
structure on physicochemical properties and evaluate the prospects of their application as transfection agents.
Methods. The formation of hydrophobic and hydrophilic blocks involves reactions of L-cystine derivatives and L-glutamic acid and 
diethanolamine diesters using the condensing agents: dicyclohexylcarbodiimide  (DCC)  + 4-(dimethylamino)pyridine  (DMAP) or 
hexafluorophosphate benzotriazole tetramethyl uranium  (HBTU)  + diisopropylethylamine  (DIPEA). In order to isolate the reaction 
products from the reaction mixture, column chromatography and/or preparative thin-layer chromatography on silica gel were used. The 
structure of the obtained compounds was confirmed by 1H nuclear magnetic resonance spectroscopy and mass spectrometry. Synthesized 
lipopeptides in aqueous medium formed liposomal dispersions whose particle size was determined by photon correlation spectroscopy.
Results. Schemes for the preparation of novel dimeric cationic amphiphiles based on L-cystine derivatives were devised. The 
hydrophobic blocks of the obtained compounds include diesters of diethanolamine and L-glutamic acid (C10, C14, and C16). Targeted 
lipopeptides were used to obtain liposomal dispersed systems mixed with natural lipids. The hydrodynamic size of the particles formed 
in all dispersions was determined to be within the range of 50 to 200 nm.
Conclusions. The physicochemical properties of aqueous dispersions based on the synthesized compounds were investigated. Dimeric 
amphiphiles mixed with phosphatidylcholine and cholesterol form liposomal particles. The impact of amphiphile structure on aggregate 
size was demonstrated. The number of L-ornithine residues (0, 1, 2) in the target products was found to be the most significant parameter 
affecting the particle size.
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ВВЕДЕНИЕ

Генная терапия обладает потенциалом для лечения 
гематологических и сердечно-сосудистых заболева-
ний, неврологических расстройств, раковых забо-
леваний и  генетических нарушений. Современные 
методы лечения основаны на использовании ну-
клеиновых кислот  (НК), включая малые интер-
ферирующие РНК, антисмысловые олигонуклео-
тиды и аптамеры. Совсем недавно в  этой области 
были одобрены вакцины на основе мРНК против 
COVID-19 [1].

Положительные результаты генной терапии мож-
но наблюдать при лечении множества заболеваний, 
таких как спинальная мышечная атрофия, гемофи-
лия, офтальмологические заболевания, некоторые 
онкологические заболевания [2] и вирусные заболе-
вания [3].

Важными факторами успешной коррекции гене-
тических отклонений являются эффективность до-
ставки НК и создание условий для их длительного 
функционирования. Для доставки генетических ма-
териалов в  клетки разрабатываются различные ви-
русные и  невирусные векторы, каждый из которых 
имеет свои преимущества и недостатки [4].

Липосомальные системы относятся к  широко-
му классу невирусных средств доставки НК. Они 
были одними из первых невирусных систем, проде-
монстрировавших эффективную доставку генов и 
прошедших доклинические и клинические испыта-
ния [5].

Известно, что структура амфифилов влияет 
на размер и тип упаковки получаемых агрегатов. 
Варьируя различные блоки и природу спейсера мож-
но изучать физико-химические свойства агрегатов 
на основе этих молекул и их дальнейшее взаимодей-
ствие с  биологическими мембранами. Так, катион-
ные димерные производные с короткими спейсерны-
ми группами обеспечивают высокую эффективность 
трансфекции, вероятно, из-за наличия двух сосуще-
ствующих ламеллярных структур  [6]. Также пока-
зано, что высвобождению НК из липоплекса спо-
собствует более длинный фрагмент в  гидрофобном 
блоке (C16, С18) [1, 6, 7].

Целью данной работы является получение и изу-
чение свойств катионных амфифилов нерегулярного 
строения с симметричным и ассиметричным гидро-
фобным блоком для определения влияния структуры 
на свойства образуемых ими в водной среде везикул, 
что позволит оценить перспективы их применения 
в качестве трансфекционных агентов.

Использование природных аминокислот в  со-
ставе структур НК-связывающих агентов является 
перспективным подходом. Известно, что природные 

аминокислоты являются естественными компонен-
тами биологических систем, при их катаболизме не 
происходит образования токсичных метаболитов, 
что объясняет низкую токсичность и высокую био-
логическую совместимость средств доставки на их 
основе  [8, 9]. Также за счет возможности протони-
рования амфифилов, содержащих остатки амино-
кислот, образуются положительно заряженные кати-
онные амфифилы, из которых в последующем могут 
быть сконструированы комплексы с  отрицательно 
заряженными НК. В структуре целевых амфифилов 
в  качестве спейсерного участка использована при-
родная аминокислота L‑цистин, соединяющая ги-
дрофобный и гидрофильный домены. Дисульфидная 
группа является участком, потенциально чувстви-
тельным к  действию внутриклеточных восстано-
вителей, например, глутатиона. Разрушение ди
сульфидной группы может снижать стабильность 
липоплекса и способствовать высвобождению НК, 
тем самым, увеличивая эффективность трансфек-
ции [10, 11].

Введение в  полярные блоки синтезируемых ди-
меров одного или двух остатков L‑орнитина, присо-
единенных по аминогруппам L-цистина, позволяет 
добиться эффекта мультивалентности, благодаря ко-
торому улучшается способность катионных липосом 
и генетического материала формировать стабильный 
липоплекс [1].

Нами предложены различные типы гидрофобных 
блоков, представляющие собой диэфиры диэтанола-
мина и L-глутаминовой кислоты  (Glu) (С10, С14 и 
С16). Высокая гидрофобность подобных соединений 
потенциально позволяет повышать эффективность 
трансфекции [1, 4].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и методы

Коммерчески доступные реагенты использовались 
без дополнительной очистки: ди-трет-бутилдикар-
бонат, N,N′-дициклогексилкарбодиимид (dicyclo
hexylcarbodiimide,  DCC), 4-диметиламинопиридин 
(4-(dimethylamino)pyridine, DMAP), гексафторфосфат 
бензотриазолтетраметилуроний (hexafluorophosphate 
benzotriazole tetramethyl uronium,  HBTU), диизо-
пропилэтиламин (diisopropylethylamine,  DIPEA) 
(Sigma-Aldrich, Германия); натрий углекис-
лый кислый, (Химмед, Россия); трифторук-
сусная кислота (Biochem, Франция); фосфат- 
идилхолин соевый (phosphatidylcholine soy,  PC) 
марки Lipoid  S100 (Lipoid  GmbH, Германия); 
холестерин  (Chol) (Sigma-Aldrich, Германия); 
дихлорметан (dichloromethane,  DCM), хлороформ 
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(trichloromethane,  TCM), толуол, этилацетат, петро-
лейный эфир, метанол (MeOH) (Компонент-реактив, 
Россия).

Бис-N,N′-(трет-бутоксикарбонил)-L-цистин  (1), 
O,О′-дипальмитоил-диэтаноламин  (2a) и O,О′-димири
стиноил-диэтаноламин  (2b), дигексадецил-L-глута
мат  (9), дидецил‑L‑глутамат  (11), бис-N,N′-(трет- 
бутоксикарбонил)-L-орнитин  (Boc2Orn) были полу-
чены по методикам [12, 13].

Спектры ядерного магнитного резонанса  (ЯМР) 1H 
регистрировали в дейтерохлороформе (СDСl3) (Solvex-D, 
Россия) на ЯМР-спектрометре Bruker  WM-300  
(Bruker BioSpin, Германия) с  рабочей частотой 
300  МГц. Масс-спектры веществ регистрировали 
на времяпролетном масс-спектрометре высокого 
разрешения Bruker  Ultraflex  II (Bruker  Corporation, 
Германия), метод ионизации MALDI (matrix-assisted 
laser desorption/ionization), в  качестве матрицы ис-
пользовалась 2,5-дигидроксибензойная кислота 
(Sigma-Aldrich, Германия).

Колоночную хроматографию осуществляли 
с  использованием силикагеля «Silica  Gel  60» 63–
200  мкм (ISOLAB  Gmbh, Германия) и хроматогра-
фической колонки (Borosil, Россия). Препаративную 
тонкослойную хроматографию  (ТСХ) проводи-
ли на силикагеле «Silica  60» (Macherey-Nagel, 
Германия), нанесенным на стеклянную пластину. 
Аналитическая ТСХ проводилась на пластинках 
Sorbfil (ИМИД,  Россия) и Silufol (Avalier, Чехия) 
в  следующих системах растворителей: (А)  толуол/ 
этилацетат  =  4  :  1; (Б)  толуол/этилацетат  =  2  :  1; 
(B)  TCM/MeOH  =  10  :  1; (Г)  петролейный эфир/ 
этилацетат = 4 : 1; (Д) толуол/этилацетат = 5 : 1.

Для проявления пятен веществ на ТСХ хрома-
тограммы погружались в  3%-й раствор нингидри-
на (Acros  Organics, Бельгия), а затем нагревались 
до 100°C.

Растворители удаляли на вакуумном роторном ис-
парителе RV 3 20–300 об/мин (IKA, Германия).

Бис-N,N′-(трет-бутоксикарбонил)-
L-цистин-бис-(O,О′-дипальмитоил-
диэтаноламид) (3a) 

К  охлажденному до 0°С раствору 0.250  г 
(0.56 ммоль) соединения 1 в DCM добавляли 0.253 г 
(1.23  ммоль) DCC и 0.007  г (0.056  ммоль) DMAP 
в каталитическом количестве. Через 30 мин добав-
ляли 0.650  г (1.1  ммоль)  2a. Смесь выдерживали 
1 ч при 0°С, 24 ч при 25°С. Осадок отфильтровы-
вали. Растворитель удаляли на роторном испарите-
ле. Продукт выделяли колоночной хроматографией 
в  системе (А). Получали 0.414  г (59.8%) соедине-
ния 3a, фактор удерживания Rf (А) 0.33.

1Н  ЯМР спектр соединения  3a: 0.88 (12H, т, 
J = 6.7 Гц, CH3); 1.27 (96H, с, –CH2–); 1.43 (18H, с, 
СCH3); 1.60 (8H, с, β-CH2); 2.26–2.33 (8H, м, α-CH2); 
3.01 (4H, уш.с, СН2–S); 3.47–3.90 (8H, м, CH2–CH2–O);  
4.20–4.28 (8H, м, CH2–CH2–O); 4.93 (2H уш.с, 
СН–СН2–S); 5.32–5.38 (2H, м, CONHCHCO).

Бис-N,N′-(трет-бутоксикарбонил)-
L-цистин-бис-(O,О′-димиристоил-
диэтаноламид) (3b)

Реакцию проводили аналогично получению соеди-
нения  3a. Из 0.183  г (0.416  ммоль) соединения  1, 
0.189  г (0.915  ммоль) DCC и 0.005  г (0.042  ммоль) 
DMAP в каталитическом количестве, а также 0.460 г 
(0.874  ммоль) соединения  2b получали 0.070  г 
(11.6%) соединения 3b. Продукт выделяли препара-
тивной хроматографией на пластине с  силикагелем 
в системе (Б). Rf (Б) 0.22.

1Н  ЯМР спектр соединения  3b: 0.88 (12H, т, 
J = 6.7 Гц, CH3); 1.28 (80H, с, –CH2–); 1.44 (18H, с, 
СCH3); 1.55–1.7 (8H, м, β-CH2); 2.25–2.40 (8H, м, 
α-CH2); 3.15 (4H, уш.с, СН2–S); 3.48–3.70 (8H, м, 
CH2–CH2–O); 4.20–4.38 (8H, м, CH2–CH2–O); 5.78 
(2H, уш.с, CONHCHCO).

L-цистин-бис- 
(O,О′-дипальмитоил- 
диэтаноламид) (4a)

К  0.116  г (0.074  ммоль) соединения  3a добавляли 
раствор 1.1  мл (14.8  ммоль) трифторуксусной кис-
лоты в  3  мл TCM. Через 2  ч растворитель удаляли 
на роторном испарителе, затем реакционную массу 
растворяли в TCM и промывали 5%-м раствором ги-
дрокарбоната натрия. Органический остаток отфиль-
тровывали на складчатом фильтре смоченным TCM, 
растворитель удаляли в  вакууме. Получали 0.101  г 
(99.8%) соединения 4a, Rf (В) 0.55.

L-цистин-бис- 
(O,О′-димиристоил- 
диэтаноламид) (4b)

Получение соединения  4b проводили аналогично 
соединению  4a. Из 0.07  г (0.048  ммоль)  3b получи-
ли 0.044  г продукта  4b c выходом 72%, Rf  (В)  0.33. 
MALDI TOF (m/z): вычислено для [C70H136N4O10S2] 2+ 
628.331, найдено 628.326 [M+2H]2+.

1Н  ЯМР спектр соединения  4b: 0.88 (12H, т, 
J = 6.7 Гц, CH3); 1.26 (80H, с, –CH2–); 1.57–1.66 (8H, 
м, β-CH2); 2.27–2.45 (8H, м, α-CH2); 3.30–3.72 (8H, 
м, CH2–CH2–O); 4.10–4.30 (8H, м, CH2–CH2–O); 4.5 
(4H, уш.с, CHNH2).



Симметричные и асимметричные димерные катионные амфифилы  
на основе липопептидов нерегулярного строения в качестве потенциальных компонентов катионных липосом

Т.А. Володин 
и др.

Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2025;20(5):441–453� 445

N-[Nα,Nδ-бис-(трет-бутоксикарбонил)-
L-орнитил]-L-цистин-бис-(O,О′-
дипальмитоил-диэтаноламид) (5a)

К охлажденному до 0°С раствору Boc2Orn 0.068 г 
(0.205  ммоль) в  DCM при перемешивании добав-
ляли HBTU 0.081 г (0.213 ммоль) и DIPEA 0.028 г 
(0.213  ммоль) и перемешивали 30  мин. Затем до-
бавляли 0.101  г (0.074  ммоль) соединения  4a. 
Далее процесс проводили аналогично получению 
соединения 3а. Продукт выделяли препаративной 
хроматографией на пластине с  силикагелем в  си-
стеме (Б). Получали 0.030 г (24%) соединения 5a, 
Rf (Б) 0.6.

1Н ЯМР спектр соединения 5a: 0.88 (12H, т, J = 6.7 Гц, 
CH3); 1.25 (96H, с, –CH2–); 1.43 (18H, с, СCH3); 1.54–1.65 
(8H, м, β-CH2); 2.26–2.34 (8H, м, α-CH2); 2.95–3.06 (4H, 
м, СН2–S); 3.4–3.9 (8H, м, CH2–CH2–O); 4.15–4.29 (8H, 
м, CH2–CH2–O); 4.88–4.98 (2H, м, С–СН2–S); 5.30–5.38 
(2H, м, CONHCHCO).

Бис-N,N′-[(бис-Nα,Nδ-трет-
бутоксикарбонил)-L-орнитил]- 
L-цистин-бис-(O,О′-димиристоил-
диэтаноламид) (6b)

Аналогично получению соединения  3a, из 0.020  г 
(0.06  ммоль) Boc2Orn и 0.0315  г (0.025  ммоль) со
единения 4b, получали 0.013 г (28%) соединения 6b. 
Продукт выделяли препаративной хроматографией 
в системе (Г), Rf (Г) 0.42.

1Н  ЯМР спектр соединения  6b: 0.88 (12H, т, 
J = 6.7 Гц, CH3); 1.26 (80H, с, –CH2–); 1.42 (36H, с, 
СCH3); 1.55–1.66 (8H, м, β-CH2); 2.26–2.37 (8H, м, 
α-CH2); 3.05–3.14 (4H, м, СН2–S); 3.46–3.67 (8H, 
м, CH2–CH2–O); 4.12–4.25 (8H, м, CH2–CH2–O); 
4.60 (2H, уш.с, СН‑СН2–S); 5.00–5.04 (2H, м, 
CONHCHCO).

Трифторацетат N-(L-орнитил)- 
L-цистин-бис-(O,О′-дипальмитоил-
диэтаноламид) (7a)

К  0.013  г (0.0078  ммоль) соединения  5а добавляли 
0.230  мл (3.09  ммоль) трифторуксусной кислоты 
в 3 мл DCM. Ход реакции контролировали с помо-
щью ТСХ. Перемешивали 1 ч. После этого удаляли 
растворитель на роторном испарителе. Получали 
0.010 г (75%) соединения 7а, Rf (В) 0.1. MALDI TOF 
(m/z): вычислено для  [C83H160N6O11S2]+ 1481.159, 
найдено 1481.157 [M]+.

1Н  ЯМР спектр соединения  7a: 0.88 (12H, т, 
J = 6.7 Гц, CH3); 1.26 (96H, с, –CH2–); 1.56–1.64 (8H, 
м, β-CH2); 1.72–2.15 (4H, м, (Orn)–CH2–); 2.26–2.34 

(8H, м, α-CH2); 2.95–3.06 (4H, м, СН2–S); 3.5–3.68 
(8H, м, CH2–CH2–O); 4.35–4.44 (8H, м, CH2–CH2–O); 
4.45–4.56 (2H, м, СН–СН2–S); 7.93 (3H, уш.с, 
CH2NH3); 8.97 (6H, уш.с, C(O)CHNH3).

Трифторацетат бис-N,N′-(L-орнитил)-
L-цистин-бис-(O,О′-димиристоил-
диэтаноламид) (8b)

Реакцию проводили аналогично получению со-
единения  7a. К  0.008  г (0.0042  ммоль) соеди-
нения  6b добавляли 0.126  мл (1.7  ммоль) три
фторуксусной кислоты. Получали 0.005  г (71%) 
соединения  8b, Rf  (В)  0.1. MALDI  TOF (m/z): вы-
числено для  [C80H158N8O12S2]4+ 371.786, найдено 
371.785 [M+4H]4+.

1Н  ЯМР спектр соединения  8b: 0.88 (12H, т, 
J = 6.7 Гц, CH3); 1.26 (80H, с, –CH2–); 1.55–1.65 (8H, 
м, β-CH2); 1.70–2.11 (8H, м, (Orn)–CH2–); 2.26–2.37 
(8H, м, α-CH2); 2.95–3.06 (4H, м, СН2–S); 3.52–3.68 
(8H, м, CH2–CH2–O); 4.35–4.44 (8H, м, CH2–CH2–O); 
7.94 (6H, уш.с, CH2NH3); 9.12 (6H,  уш.с,  C(O)
CHNH3).

[N,N′-бис-(трет-бутоксикарбонил)- 
L-цистин]дигексадецил-L-глутамат (10)

Аналогично получению соединения  3а, из 0.330  г 
(0.75 ммоль) соединения 1 и 0.350 г (0.60 ммоль) со-
единения 9, получали 0.043 г (22%) соединения 10. 
Продукт выделяли препаративной ТСХ в  систе-
ме (А), Rf (Б) 0.8.

1Н  ЯМР спектр соединения  10: 0.87 (6H, т, 
J = 6.7 Гц, CH3); 1.3 (58Н, с, CH2); 1.44–1.50 (18Н, 
м, СCH3); 1.6 (4Н, с, β-СН2); 1.86–1.92 (4H, м, 
α-CH2); 3.25 (2H, с, СН2–S); 3.67 (2Н, т, J = 6.5 Гц, 
СН2–S); 3.8 (1H, т, J  =  6.5 Гц, C(O)–NH–Glu);  
4.8 (2H уш.с, СН–СН2–S); 5.44–5.58 (2H, м,  
H3CСNH–CH(COOH)–CH2).

[N,N′-бис-(трет-бутоксикарбонил)- 
L-цистин]дигексадецил-L-глутамат-
О,О′-дипальмитоил-диэтиламин (12a)

Аналогично получению соединения  3а, из 0.032  г 
(0.032 ммоль) соединения 10 и 0.019 г (0.032 ммоль) 2a 
получали 0.040 г (77%) соединения 12a. Продукт вы-
деляли препаративной ТСХ в системе (Д), Rf (Б) 0.9.

1Н  ЯМР спектр соединения  12а: 0.91 (12H, т, 
J = 6.7 Гц, CH3); 1.3 (106Н, с, СН2); 1.41–1.47 (18Н, 
м, CCH3); 1.53 (8Н, с, β-СН2); 1.6–1.7 (8H, м, α-CH2); 
3.35(4H, дд, CH2–S–); 3.65–3.76 (4Н, м, CH2–CH2–O);  
4.10–4.20 (4Н, м, CH2–CH2–O); 4.8 (2H уш.с,  
СН–СН2–S); 5.38–5.46 (2H, м, CONHCHCO).
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[N,N′-бис-(трет-бутоксикарбонил)- 
L-цистинил](дигексадецил-L-глутамат)-
(дидецил-L-глутамат) (12b)

Аналогично получению соединения  3а, из 0.065  г 
(0.064 ммоль) 10 и 0.030 г (0.064 ммоль) 11 получали 
0.015 г (17%) соединения 12b, Rf (Б) 0.78.

1Н  ЯМР спектр соединения  12b: 0.88 (12H, т, 
J = 6.7 Гц, CH3); 1.27 (90Н, с, СН2); 1.44–1.47 (18Н, 
м, CCH3); 1.82 (8H, дд, O–CH2–CH2); 2.35–2.5 (8H, м, 
O–CH2–CH2); 3.64 (4Н, т, J = 6.5 Гц, CH2–S); 4.78 (2H 
уш.с, СН–СН2–S); 5.56–5.6 (4H, м, CONHCHCO).

Трифторацетат L-цистинил-
(дигексадецил-L-глутамат)- 
(О,О′-дипальмитоил-диэтиламин) (13)

К 0.040 г (0.025 ммоль) соединения 12a добавляли 
раствор 1  мл (14.7  ммоль) трифторуксусной кис-
лоты в 3 мл TCM. Через 2 ч растворитель удаляли 
на роторном испарителе. Получили 0.029 г продук-
та 13 c выходом 82%, Rf (Д) 0.9. MALDI TOF (m/z): 
вычислено для  [C79H152N4O10S2]2+ 690.751, найде-
но 690.748 [M+2H]2+.

1Н  ЯМР спектр соединения  13: 0.91 (12H, т, 
J  =  6.7  Гц, CH3); 1.3 (106Н, с, СН2); 1.53 (8Н, с, 
β-СН2); 1.64–1.72 (8H, м, α-CH2); 3.35 (4H, дд, 
CH2–S–); 3.60–3.73 (4Н, м, CH2–CH2–O); 4.13–4.27 
(4Н, м, CH2–CH2–O); 4.8 (2H уш.с, СН–СН2–S); 6.91 
(6H, уш.с, CHNH3).

Трифторацетат L-цистинил-
(дигексадецил-L-глутамат)- 
(дидецил-L-глутамат) (14)

Получение соединения  14 проводили аналогично 
соединению 13. Из 0.015 г (0.011 ммоль) 12b полу-
чили 0.007 г продукта 14 c выходом 50%, Rf (Б) 0.8. 
MALDI TOF (m/z): вычислено для [C68H132N4O10S2]2+ 
614.716, найдено 614.719 [M+2H]2+.

1Н  ЯМР спектр соединения  14: 0.92 (12H, т, 
J  =  6.7  Гц, CH3); 1.27 (80Н, м, СН2); 1.77 (8H, дд,  
O–CH2–CH2); 2.04–2.08 (8H, м, O–CH2–CH2);  
2.3–2.35 (8H, м, (Glu)–CH2); 3.07–3.15 (2Н, м, NH);  
4.05–4.12 (4H, м, CH–CH2–S); 4.48 (2H, м, CONHCHCO); 
4.6 (6H, уш.с, CHNH3); 4.78 (2H уш.с, СН–СН2–S).

Бис-[N,N′-ди-(трет-бутоксикарбонил)- 
L-орнитил]-L-цистинил-(дигексадецил-
L-глутамат)-(дидецил-L-глутамат) (15) 

Соединение 14 в количестве 0.007 мг (0.0053 ммоль) 
растворяли в  TCM и промывали 5%-м раствором 
гидрокарбоната натрия. Органический остаток 

отфильтровывали на складчатом фильтре, смоченном 
TCM. Далее аналогично получению соединения  3a 
добавляли 4.2  г (0.012  ммоль) Boc2Orn и получали 
0.002 г (70%) соединения 15. Продукт выделяли пре-
паративной хроматографией в системе (Д), Rf (Д) 0.38.

1Н  ЯМР спектр соединения  15: 0.9 (12H, т, 
J  =  6.7 Гц, CH3); 1.27 (84Н, м, СН2); 1.3–1.5 (36Н, 
м, CCH3); 1.65–1.75 (16Н, м, СН2); 1.77 (8H, дд, 
O–CH2–CH2); 2.04–2.08 (8H, м, O–CH2–CH2);  
3.07–3.15 (6Н, м, NH); 4.05–4.12 (4H, м, CH–CH2–S); 
4.78 (2H уш.с, СН–СН2–S).

Трифторацетат бис-N,N′-(L-орнитил)-
L-цистин-дигексадецил-L-глутамат-
дидецил-L-глутамат (16)

Реакцию проводили аналогично получению со-
единения  7a. К  0.002  г (0.0011  ммоль) соеди-
нения  15 добавляли 1.5  мл (0.026  моль) три
фторуксусной кислоты. Получали 0.004  г (70%) 
соединения  16, Rf  (Д)  0.1. MALDI  TOF (m/z): вы-
числено для  [C78H153N8O12S2]3+ 487.317, найдено 
487.313 [M+3H]3+.

1Н ЯМР спектр соединения 16: 0.9 (12H, т, J = 6.7 Гц, 
CH3); 1.27 (84Н, м, СН2); 1.51–1.60 (16Н, м, СН2);  
1.65–1.81 (8H, м, (Orn)–CH2–); 1.94 (8H, дд, O–CH2–CH2);  
2.14–2.21 (8H, м, O–CH2–CH2); 4.04–4.13 (4H, м,  
CH–CH2–S); 4.78 (2H уш.с, СН–СН2–S); 7.84 (6H, уш.с, 
CH2NH3); 8.36 (6H, уш.с, C(O)CHNH3).

Приготовление липосомальных 
дисперсий 

Синтезированные вещества в количестве 5 мг, PC 5 мг 
и Chol 3 мг растворяли в смеси TCM/MeOH = 5 : 1. 
Растворители медленно отгоняли на роторном испа-
рителе при температуре 30°С и 30  об/мин до обра-
зования тонкой пленки, сушили в вакууме в течение 
30  мин. Пленки гидратировали дистиллированной 
водой в  течение 30  мин при перемешивании, а за-
тем обрабатывали в ультразвуковой ванне в течение 
30 мин при температуре 60°С. Получали липосомаль-
ные дисперсии с концентрацией амфифилов 2 мг/мл.

Распределение липосомальных частиц по разме-
рам оценивали методом фотонно-корреляционной 
спектроскопии, основанном на принципах динамиче-
ского рассеяния света (DLS). Измерения среднего диа-
метра частиц и ζ-потенциала проводились на приборе 
Delsa Nano C (Beckman Coulter, США). Каждое измере-
ние проводилось по три раза. Полученные корреляци-
онные функции были проанализированы с помощью 
программного обеспечения Delsa NanoUi Software вер-
сии  2.73, прилагаемого к  прибору (Beckman  Coulter, 
США, https://www.beckmancoulter.com).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе разработаны схемы и осущест-
влен синтез серии новых димерных катионных 
липопептидов нерегулярного строения на основе 
L-цистина (схемы 1 и 2).

Присоединение гидрофобного блока к Boc-защищен
ному L-цистину проводили карбодиимидным ме-
тодом. Продукты  3a–b выделяли хроматографией 
на  силикагеле, структуры подтверждали данными 

1H ЯМР спектроскопии. В 1H ЯМР спектрах соеди-
нений  3a–b наблюдали характерные сигналы про-
тонов метильной группы (0.88  м.д.), метиленовых 
звеньев углеводородных цепей жирных кислот и 
протонов метильных групп трет‑бутоксикарбо-
нильной защиты (1.4 м.д.). 

Низкий выход соединения  3b (11.6%) связан 
с  трудностями его выделения из реакционной сме-
си методом колоночной хроматографии из-за нео-
жиданно низкой хроматографической подвижности 

Схема 1. Синтез димерных амфифилов с симметричным гидрофобным блоком

Scheme 1. Synthesis of dimeric amphiphiles with a symmetrical hydrophobic block

a: R = C15H31

b: R = C13H27
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Схема 2. Синтез димерных амфифилов с асимметричным гидрофобным блоком

Scheme 2. Synthesis of dimeric amphiphiles with an asymmetric hydrophobic block

a: R' =

b: R' =

по сравнению с соединением 3а. Соединение 3b уда-
лось выделить только с помощью препаративной ТСХ.

Соединения 4a–b, 13 и 14 получали удалением за-
щитных групп действием трифторуксусной кислоты 

в DCM с последующей обработкой трифторацетатов 
5%-м раствором гидрокарбоната натрия. В  1H  ЯМР 
спектрах полученных соединений наблюдали исчез-
новение сигнала, соответствующего Boc-защитным 
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группам. Затем к соединениям 4a–b и 14 присоединя-
ли Boc2Orn.

При использовании DCC и DMAP реагентов для 
соединений  4b и 14, реакционная масса содержала 
преимущественно продукты  6b и 15 с  двумя молеку-
лами L-орнитина, присоединенными к  аминогруппам 
L-цистина. Действие Boc2Orn в присутствии реагентов 
DCC и DMAP на соединение 4a не привело к получению 
целевого димера 6a. При использовании HBTU и DIPEA 
в реакции с участием 4a, при тех же соотношениях реа-
гентов, образовывался продукт 5a, содержащий в гидро-
фильном блоке одну молекулу L-орнитина. Возможно, 
высокая гидрофобность четырех цепей длиной 16 ато-
мов углерода создает барьер для взаимодействия ами-
ногрупп с активированной карбоксильной компонентой.

Продукты 5–6, 10, 12a–b и 15 выделяли препара-
тивной ТСХ на силикагеле. Структуру этих соедине-
ний подтверждали данными 1H ЯМР спектроскопии. 

В спектрах наблюдали появление сигналов протонов, 
соответствующих Boc-защитным группам, углеводо-
родному скелету орнитина, а также протонов пептид-
ных связей (около 5 м.д.).

Конечные продукты 7a, 8b и 15 получали удалением 
защитных групп действием трифторуксусной кислоты 
в DCM. В масс-спектрах полученных соединений при-
сутствовали пики молекулярных ионов (рис. 1).

Методом гидратации тонкой пленки из соеди-
нений 7a, 8b, 14 и 16, трифторацетатных солей со-
единений  4b и 13, соевого фосфатидилхолина  (PC) 
и холестерина  (Chol) приготовлены липосомальные 
дисперсии. Для всех пленок было выбрано мас-
совое соотношение  — синтезированное соедине-
ние : PC : Chol= 5 : 5 : 3 [14].

Для полученных дисперсий методом DLS опреде-
лен средний гидродинамический размер полученных 
частиц (рис. 2). Результаты представлены в таблице.
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Рис. 1. MALDI TOF масс-спектры соединений 7a (a) и 16 (b)

Fig. 1. MALDI TOF mass spectra of compounds 7a (a) and 16 (b)

Таблица. Результаты измерения диаметра частиц и ζ-потенциала

Table. Particle diameter and ζ potential measurement results

Система компонентов
System of components

Диаметр полученных частиц, нм
Diameter of the obtained particles, nm

Индекс полидисперсности
Polydispersity index

ζ-потенциал, мВ
ζ potential, mV

4b–PC–Chol 43 ± 8 0.313 ± 0.03 +51 ± 5

7a–PC–Chol 72 ± 13 0.297 ± 0.03 +82 ± 12

8b–PC–Chol 81 ± 17 0.241 ± 0.02 +62 ± 9

13–PC–Chol 80 ± 56 0.301 ± 0.03 +51 ± 8

14–PC–Chol 93 ± 66 0.245 ± 0.02 +46 ± 5

16–PC–Chol 157 ± 72 0.306 ± 0.03 +38 ± 6
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4b : PC : Chol
5 : 5 : 3

13 : PC : Chol
5 : 5 : 3

8b : PC : Chol
5 : 5 : 3

16 : PC : Chol
5 : 5 : 3

7a : PC : Chol
5 : 5 : 3

14 : PC : Chol
5 : 5 : 3

 Diameter, nm Std. Dev.
Average 43.2 7.7

 Diameter, nm Std. Dev.
Average 80.0 56.0

 Diameter, nm Std. Dev.
Average 80.8 16.8

 Diameter, nm Std. Dev.
Average 157.4 72.1

 Diameter, nm Std. Dev.
Average 71.6 12.8

 Diameter, nm Std. Dev.
Average 93.3 65.8
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Рис. 2. Гидродинамические диаметры липосомальных частиц на основе соединений 4b, 7а, 8b, 13, 14 и 16

Fig. 2. Hydrodynamic diameters of liposomal particles based on compounds 4b, 7а, 8b, 13, 14, and 16

Полученный средний диаметр частиц входит в ин-
тервал от 50 до 200 нм, который является оптималь-
ным для создания транспортных систем. Благодаря 
эффекту улучшенной проницаемости и удержания 
за счет большей перфорации сосудов, достигает-
ся повышенное накопление таких липосомальных 
средств доставки в пораженном участке по сравне-
нию со здоровыми тканями  [15,  16]. Показано, что 
синтезированные симметричные димерные амфифи-
лы образуют липосомальные дисперсии с меньшим 
диаметром частиц, чем асимметричные аналоги. 
Соединения 4b, 7a и 8b, имея симметричный гидро-
фобный блок, образовывали липосомальные части-
цы меньшего диаметра, чем у аналогичных асимме-
тричных соединений  13, 14 и 16 (43–80  нм против 
80–160  нм). Симметричные амфифилы образуют 
липосомы меньшего размера, чем асимметричные, 
вероятно, в связи с тем, что алифатические цепи пер-
вых упакованы в би-слое плотнее за счет гидрофоб-
ных взаимодействий, что приводит к формированию 
более компактных агрегатов.

Для сформированных дисперсий определены 
значения ζ-потенциала, которые находились в  диа-
пазоне от  +38 до  +82  мВ. Такие высокие значения 
обусловлены наличием нескольких положительно 
заряженных групп в молекулах амфифилов, которые 
могут обеспечить стабильность и эффективное ком-
плексообразование липосомальных частиц с нуклеи-
новой кислотой за счет электростатических взаимо-
действий.

По сравнению с  похожими соединениями полу-
ченные амифифилы образуют агрегаты меньшего 
размера с более высокой плотностью поверхностно-
го заряда, что может обеспечить лучшую компакти-
зацию нуклеиновых кислот в липоплексе [10].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проделанной работы разработана схе-
ма получения и осуществлен синтез димерных ли-
попептидов нерегулярного строения. Изучены физи-
ко-химические свойства водных дисперсий на основе 
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синтезированных соединений. Амфифилы в  смеси 
с фосфатидилхолином и холестерином формировали 
липосомальные частицы со средним диаметром от 
50 до 200 нм. Показано влияние структуры амфифи-
лов на размер получаемых агрегатов. Установлено, 
что наиболее значимым параметром, влияющим на 
размер частиц, является число остатков L-орнитина 
(0, 1, 2) в составе целевых продуктов.
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