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Поздравляем академика  
Ивана Александровича Новакова  
с 75-летним юбилеем!
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Юбилеи

Anniversaries

2  июля 2024  г. исполняется 75  лет заслуженному деятелю науки Российской 
Федерации, академику Российской академии наук и члену редколлегии нашего жур-
нала «Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies» доктору химиче-
ских наук Ивану Александровичу Новакову.

Научная, педагогическая и организационная работа Ивана Александровича неразрывно связана с Волгоградским 
государственным техническим университетом (ВолгГТУ). В период с 1988 по 2014 гг. И.А. Новаков являлся рек-
тором, а с 2014 г. по настоящее время он — президент ВолгГТУ. С 1991 г. он возглавляет кафедру аналитической, 
физической химии и физико-химии полимеров.

Академик И.А. Новаков имеет заслуженные награды: почетный работник высшего профессионального образова-
ния Российской Федерации (1998 г.), Заслуженный деятель науки Российской Федерации (2004 г.), почетный работник 
науки и техники Российской Федерации (2009 г.). Награжден орденом «За заслуги перед Отечеством» III степени.

Академик И.А. Новаков является автором более 1500 научных работ, включая 7 монографий и 262 патентов. 
И.А. Новаков — член редколлегий более десяти научных изданий, среди которых журналы «Высокомолеку­
лярные соединения», «Журнал прикладной химии», «Пластические массы», «Тонкие химические технологии = 
Fine Chemical Technologies» и др.

И.А. Новаков является председателем диссертационного совета 24.2.282.01 на базе ВолгГТУ. Под его ру-
ководством успешно защищены 56 диссертаций на соискание ученой степени кандидата наук и 12 диссерта-
ций — на соискание ученой степени доктора наук.

Фундаментальные исследования Ивана Александровича Новакова разноплановы и актуальны. Им разрабо-
таны эластомерные материалы из реакционноспособных олигомеров методом свободно-литьевого формования, 
не требующем применения энергоемкого и металлоемкого оборудования в закрытых помещениях. Результаты 
работ внедрены более чем на 3000 спортивных объектах. В 2004 г. И.А. Новаков с коллегами удостоен “Премии 
города-героя Волгограда” в области науки и техники.

Под руководством И.А. Новакова развито одно из приоритетных направлений современной химии полиме-
ров, связанное с созданием тепло-, термо- и химически устойчивых полимеров на основе каркасных структур. 
В 2007 г. за серию работ в этом направлении И.А. Новаков с коллегами удостоен премии имени С.В. Лебедева. 
В 2016 г. коллектив, возглавляемый И.А. Новаковым, удостоен премии Правительства Российской Федерации 
в области науки и техники.

Редакционная коллегия и  главный редактор журнала «Тонкие химические технологии = Fine Chemical 
Technologies» сердечно поздравляют Ивана Александровича с 75-летием и желают ему крепкого здоровья и но-
вых творческих успехов.

	 С наилучшими пожеланиями
	 Главный редактор� А.В. Тимошенко
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EDITORIAL ARTICLE

Congratulations to Academician  
Ivan Aleksandrovich Novakov  
on his 75th birthday!
Ivan Aleksandrovich Novakov, Honored Scientist of the Russian Federation, Academician 
of the Russian Academy of Sciences, Doctor of Chemical Sciences, and Member of 
the Editorial Board of our journal Tonkie Khimicheskie Tekhnologii [Fine Chemical 
Technologies], marks his 75th anniversary on July 2, 2024.

Ivan Aleksandrovich’s scientific, pedagogical, and organizational work is inextricably linked with the Volgograd 
State Technical University (VolgSTU). From 1988–2014, he served as rector of VolgSTU; from 2014 to the present, he 
has been its president. Since 1991, he has also been Head of the Department of Analytical and Physical Chemistry and 
Physico-Chemistry of Polymers.

Academician I.A. Novakov is the recipient of many well-deserved awards: Honorary Worker of Higher Professional 
Education of the Russian Federation (1998), Honored Scientist of the Russian Federation (2004), Honorary Worker of 
Science and Technology of the Russian Federation (2009). He was also awarded the Order “For Merit to the Fatherland” 
(III degree).

Academician I.A. Novakov is the author of more than 1500 scientific works, including 7 monographs and 262 
patents. He is a member of the editorial boards of more than ten scientific journals, including Polymer Science, Russian 
Journal of Applied Chemistry, Plasticheskie Massy, Tonkie Khimicheskie Tekhnologii [Fine Chemical Technologies]. 
Academician I.A. Novakov is the Chairman of the Dissertation Council 24.2.282.01 on the basis of VolgSTU. Under 
his leadership, 56 dissertations for the Degree of Candidate of Sciences and 12 dissertations for the Degree of Doctor 
of Sciences have been successfully defended.

The wide-ranging fundamental research of Ivan Aleksandrovich Novakov has proven its relevance in many fields. 
In particular, he is responsible for the development of elastomeric materials from reactive oligomers by free-injection 
molding, which does not require the use of energy- and metal-intensive equipment in enclosed spaces. The results of 
his work have been implemented at over 3000 sports facilities. In 2004, I.A. Novakov and his colleagues were awarded 
the Hero City of Volgograd Prize in the field of science and technology.

Under his leadership, one of the priority areas of modern polymer chemistry related to the creation of heat-, thermo-, 
and chemically stable polymers based on frame structures has been developed. In 2007, I.A. Novakov and his colleagues 
were awarded the Lebedev Prize for a series of works in this field. In 2016, the team headed by I.A. Novakov was 
awarded the Prize of the Government of the Russian Federation in the field of science and technology.

The Editorial Board and the Editor-in-Chief of Tonkie Khimicheskie Tekhnologii [Fine Chemical Technologies] 
cordially congratulate Ivan Aleksandrovich on his 75th birthday, wishing him good health and new creative 
successes.

Best regards,
Editor-in-Chief                                            Andrey V. Timoshenko 

Congratulations to Academician  
Ivan Aleksandrovich Novakov on his 75th birthday! 
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НАУЧНАЯ СТАТЬЯ
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Аннотация
Цели. Изучение сорбционных, токсикологических и регенерационных свойств композиционного сорбента на основе гидрогеля 
хитозана и несуспендированного диоксида кремния («хитозан–коллоидный кремнезем»), проявляющихся в динамических ус-
ловиях очистки водных растворов от ионов тяжелых металлов.
Методы. Полную динамическую обменную емкость композиционного сорбента «хитозан–коллоидный кремнезем» оценивали 
в условиях динамической сорбции, пропуская через неподвижный сорбционный слой растворы, содержащие ионы Zn(II), Cd(II), 
Cu(II) и Cr(III) с  концентрацией 240–251 мг/л. Метод определения острой токсичности с использованием дафний (Daphnia 
magna Straus) основан на прямом счете процента смертности дафний при воздействии токсических веществ, присутствующих 
в исследуемой водной вытяжке, по сравнению с контрольной культурой в пробах, не содержащих токсических веществ. Оценку 
регенерационной способности сорбента определяли фиксированием количества циклов сорбции–десорбции с использованием 
элюентов — 0.1 М NaOH, 0.1 М NaHCO3, а также водных растворов H2O2 (1 и 3%).
Результаты. Установлена эффективность работы композиционного сорбента «хитозан–коллоидный кремнезем» в  процессе 
динамической очистки водных сред от ионов Cu(II), Zn(II), Cd(II) и Cr(III). Определены времена проскока ионов и насыщения 
разработанного сорбента и рассчитана его динамическая обменная емкость путем обработки кинетических кривых сорбции 
ионов тяжелых металлов, снятых при осуществлении сорбции в динамических условиях. Представлены результаты регенера-
ции и возможность повторного использования сорбента, который способен выдерживать до пяти циклов сорбции–десорбции 
с сохранением степени извлечения катионов меди выше 90%.
Выводы. Анализ кинетических кривых показал, что движущей силой динамической очистки водных сред от тяжелых металлов 
полученным сорбентом является внешнедиффузионный массоперенос ионов из подвижной фазы раствора. Биотестирование 
образцов показало, что разработанный сорбент на основе хитозана не обладает острой токсичностью.

Ключевые слова
адсорбция, тяжелые металлы, хитозан, композиты, биотестирование, регенерация
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RESEARCH ARTICLE

Concentration of heavy metal ions from aqueous media 
under dynamic conditions using a composite sorbent 
based on chitosan and silica
Victoria A. Gabrin1, , Tatiana E. Nikiforova1, Vladimir A. Kozlov1, Pavel B. Razgovorov2

1 Ivanovo State University of Chemistry and Technology, Ivanovo, 153000 Russia
2 Yaroslavl State Technical University, Yaroslavl, 150023 Russia

 Corresponding author, e-mail: gabrinvictoria@gmail.com

Abstract
Objectives. The study set out to  investigate the sorption, toxicological, and regeneration properties of  a composite sorbent based 
on chitosan hydrogel and unsuspended silicon dioxide (chitosan–colloidal silica), which manifest themselves under dynamic conditions 
of purification of aqueous solutions, as a means of removing heavy metal ions.
Methods. The total dynamic exchange capacity of a chitosan–colloidal silica composite sorbent was evaluated under dynamic sorption 
conditions by passing solutions containing Zn(II), Cd(II), Cu(II), and Cr(III) ions having a concentration of 240–251 mg/L through a fixed 
sorption bed. The method for determining acute toxicity using daphnia (Daphnia magna Straus) is based on the direct calculation of the 
mortality of daphnia exposed to toxic substances contained in the test aqueous extract in comparison with a reference culture in samples 
that do not contain toxic substances. The regeneration ability of the sorbent was assessed by counting the number of sorption–desorption 
cycles using 0.1 M NaOH and 0.1 M NaHCO3 eluents, as well as aqueous solutions of H2O2 (1 and 3%).
Results. The effectiveness of the chitosan–colloidal silica composite sorbent in the process of dynamic purification of aqueous media 
to remove Cu(II), Zn(II), Cd(II), and Cr(III) ions was established. After determining the times of ion breakthrough and saturation of the 
developed sorbent, its dynamic exchange capacity was calculated by processing the kinetic curves of sorption of heavy metal ions under 
dynamic conditions. The results of regeneration of the sorbent were presented in the context of the possibility of its reuse. It is shown that 
the sorbent can withstand up to five sorption–desorption cycles while maintaining a level copper cation extraction above 90%.
Conclusions. Analysis of  the kinetic curves demonstrated that the driving force behind the removal of heavy metals from aqueous 
media by means of the obtained sorbent is the external diffusion mass transfer of ions from the mobile phase of the solution. Biotesting 
of samples showed that the developed chitosan-based sorbent does not have acute toxicity.
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ВВЕДЕНИЕ

Улучшение качества воды как главного технологиче-
ского и  жизненного ресурса до  сих пор является ак-
туальной задачей  [1–3]. Совершенствование методов 
очистки сточных вод в настоящее время сосредоточено 
на модернизации ранее внедренных методов, таких как 
ионный обмен, электролиз, мембранное разделение, уль-
трафильтрация, обратный осмос, катализ, осаждение, 
коагуляция (флокуляция) и адсорбция [4–6]. Последний 
из  указанных методов, благодаря энергоемкости и  вы-
сокой эффективности  [7–9], считается оптимальным 
для удаления опасных загрязнителей, в  том числе тя-
желых металлов. Различные материалы — силикагель, 

активированный уголь, смолы, глины и полимеры — ши-
роко применяются для адсорбционной очистки водных 
сред. С точки зрения экономической целесообразности 
и экологической значимости, в течение последних двад-
цати лет повышенное внимание привлекают углеводные 
биополимеры (целлюлоза, альгинат и хитозан) в  каче-
стве альтернативных эффективных адсорбентов. Это 
связано с их ключевыми преимуществами — естествен-
ным изобилием, экологичностью, биоразлагаемостью, 
легкостью осуществления модификации и относительно 
низкой стоимостью производства [10]. Среди названных 
биополимеров хитозан является наиболее экологически 
безопасным углеводным биополимером с улучшенными 
целевыми сорбционными характеристиками [11].
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К основным достоинствам адсорбентов на основе 
хитозана следует отнести их высокую поглощающую 
способность в  отношении ионов тяжелых и  редко-
земельных металлов. Главным недостатком хитоза-
на является его растворимость в  водных растворах 
с рН < 6.5. В связи с этим появилось множество ра-
бот, посвященных разработке хитозансодержащих 
сорбентов, устойчивых в кислых средах, в которых 
задача решается использованием сшивающих аген-
тов — глутарового альдегида, эпихлоргидрина, диг-
лицидилового эфира этиленгликоля и др. [12].

Хитозан представляет собой адсорбент, позволя-
ющий получать изделия любой формы (в  виде по-
рошка, микросфер, волокон или мембран), что резко 
расширяет возможности его использования для очист-
ки сточных вод и  в  современной медицине. Наряду 
с этим, на основе хитозана могут быть получены ком-
позиционные сорбенты  — сравнительно недорогие, 
эффективные и обладающие развитой поверхностью 
за счет использования в качестве наполнителей цеоли-
тов, диатомита, диоксида кремния, диоксида титана, 
монтмориллонита, целлюлозы и  др. Введение таких 
наполнителей в матрицу хитозана не всегда приводит 
к  значительному повышению сорбционной емкости. 
Тем не менее, благодаря улучшению структурно-ме-
ханических характеристик хитозана и снижению его 
расхода, разработка научных основ и технологии соз-
дания новых композиционных хитозансодержащих 
сорбентов является весьма перспективным направле-
нием развития промышленной экологии [1, 7, 13].

Цель работы  — изучение сорбционных, токси-
кологических и  регенерационных свойств компо-
зиционного сорбента на основе гидрогеля хитозана 
и  несуспендированного диоксида кремния («хито-
зан–коллоидный кремнезем»), проявляющихся в ди-
намических условиях очистки водных растворов 
от ионов тяжелых металлов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы. Хитозан  — Биопрогресс (Россия), 
степень деацетилирования 88%, молярная мас-
са 220  кДа; эпихлоргидрин (>98.0%)  — компания 
Sigma-Aldrich (США); коллоидный кремнезем (ди-
оксид кремния)  — Ковелос  35/05 (Экокремний, 
Россия), r = 3–5 мкм; сульфаты меди (CuSO4·5H2O), 
цинка (ZnSO4·7H2O), кадмия (CdSO4·8H2O), хрома 
(Cr2(SO4)3·6H2O), гидроксид натрия, уксусная кисло-
та 50 об. %, бикарбонат натрия и пероксид водорода 
(водн.) — ЛенРеактив (Россия). Указанные реагенты 
использовали без дополнительной очистки.

Изучение динамических сорбционных харак-
теристик, эффективности регенерации сорбента 
и  острой токсичности водных вытяжек проводили 

для композиционного сорбента «хитозан–коллоид-
ный кремнезем», полученного по методике [13]. Его 
физико-химические и  структурно-механические ха-
рактеристики, а  также величина статической сорб
ции по ионам меди соответствовали описанным ра-
нее результатам [13].

Оборудование и методы исследования. Полную 
динамическую обменную емкость (ПДОЕ) компози-
ционного сорбента «хитозан–коллоидный кремне-
зем» оценивали в условиях динамической сорбции, 
пропуская растворы, содержащие ионы Zn(II), Cd(II), 
Cu(II) и Cr(III) в количестве 240–251 мг·л−1,через не-
подвижный сорбционный слой. В динамическом экс-
перименте сорбент массой 0.2 г (в пересчете на хито-
зан) помещали в  лабораторную колонку, входящую 
в состав установки (рис. 1). Каждые 10 мин раствор 
соли металла, проходящий через колонку, собира-
ли для определения в  нем концентрации катионов 
на  атомно-абсорбционном спектрометре 210  VGP 
(Buck Scientific, США).

4 3 2 1

Рис. 1. Установка для изучения динамических 
сорбционных характеристик: (1) емкость с раствором соли 
металла; (2) насос; (3) ионообменная колонка с сорбентом; 
(4) приемная емкость

Fig. 1. Plant for studying dynamic sorption characteristics: 
(1) container with metal salt solution (electrolyte), (2) pump, 
(3) fixed-bed column with a sorbent, and (4) receiving 
container

Величину ПДОЕ определяли путем анализа полу-
ченных динамических кривых через расчет площади 
над выходной кривой сорбции (1), (2):

2
1 ,

2
×∆τ

= ×∆τ +
C

S C âõ
âõ � (1)

ПДОЕ =  ,×S Q
mñîðá

� (2)

где Q  —  расход раствора, л·с−1; mсорб  —  масса сор-
бента, помещенного в ионообменную колонку, г; ∆τ1 и 
∆τ2 — время проскока и время насыщения соответствен-
но, с; Свх — концентрация ионов меди на входе, мг·л−1.
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Выявление острой токсичности сорбционного 
материала. Для определения острой токсичности 
водной вытяжки в  качестве тест-объекта использо-
вали дафнии (Daphnia magna Straus). Метод основан 
на  прямом счете процента смертности дафний при 
воздействии токсических веществ, присутствующих 
в исследуемой водной вытяжке, по сравнению с кон-
трольной культурой в пробах, не содержащих токси-
ческих веществ.

Острую токсичность водной вытяжки (А, %) уста-
навливали по формуле (3):

100,
-

= ×
X X

A
X

êîíòð òåñò

êîíòð

� (3)

где Хконтр  —  количество выживших дафний в  кон-
трольной культуре; Хтест  —  количество выживших 
дафний в  водной вытяжке. Подготовка культиваци-
онной воды, приготовление разбавлений для иссле-
дуемых водных вытяжек для биотестирования и про-
ведение биотестирования осуществляли согласно 
методике [14] для проб воды, полученных после кон-
такта с  исследуемым модифицированным сорбен-
том. Условия биотестирования были следующими: 
выращивали культуры дафний в климатостате с под-
держанием 12-часового светового периода при ком-
натной температуре (25 ± 0.1)°С; затем в пробирки 
с  исследуемыми растворами, предварительно аэри-
рованными в течение 30 мин, помещали по 10 даф-
ний (синхронизированная культура) на 1 сут. Условия 
опыта соответствовали условиям культивации даф-
ний: T = (20 ± 2)°С, рН 7.0–8.2, время 48 ч.

Определение количества циклов сорбции– 
десорбции. Десорбция помогает оценить возможность 
повторного использования композиционного сорбента 
без потери эффективности его действия в  отношении 
ионов тяжелых металлов. Десорбцию ионов тяжелых 
металлов проводили с  использованием подходящих 
элюентов — 0.1 М NaOH, 0.1 М NaHCO3, а также во-
дных растворов H2O2 (1 и 3%). Отработанный сорбент, 
содержащий 0.1 г сухого хитозана, помещали в 10 мл 
раствора десорбирующего элюента и  выдерживали 
в течение 10 мин. После десорбции сорбент «хитозан–
коллоидный кремнезем» промывали дистиллированной 
водой. Регенерированный таким способом сорбент по-
вторно использовали для извлечения ионов Cu(II) при 
определении количества циклов сорбции–десорбции.

В качестве показателя восстановления отработанно-
го сорбента была выбрана эффективность регенерации.

Эффективность регенерации  (RE, %) сорбента 
рассчитывали по формуле (4):

0
100,= ×rA

RE
A

� (4)

где Ar  и A0  —  величина сорбции после регенера-
ции (мг·г−1) и исходная величина сорбции сорбента 
(мг·г−1) соответственно.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Композиционный сорбент «хитозан–коллоидный 
кремнезем» протестирован нами в  динамических 
условиях сорбции различных тяжелых метал-
лов (рис. 2). Определены время проскока ионов, вре-
мя насыщения сорбента, ПДОЕ (табл. 1). В экспери-
менте высота насыпного слоя сорбента (5  · 10−2 м) 
и диаметр колонки (4 · 10−2 м) оставались неизмен-
ными. Для расчета полной динамической обменной 
емкости учитывали массу сорбента и расход во вре-
мени раствора модельных сточных вод.
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Рис. 2. Кинетические кривые сорбции ионов 
(1) Cu(II), (2) Cd(II), (3) Zn(II), (4) Cr(III), полученные 
в динамических условиях для сорбента «хитозан–
коллоидный кремнезем»: pH 5.9; T = 298 K; mсорб = 0.2 г; 
Q = 0.15 л·ч−1

Fig. 2. Kinetic curves of sorption of (1) Cu(II), (2) Cd(II), 
(3) Zn(II), and (4) Cr(III) under dynamic conditions  
by the chitosan–colloidal silica sorbent at pH 5.9, T = 298 K, 
msorb = 0.2 g, and Q = 0.15 L·h−1

Таблица 1. ПДОЕ сорбента и переменные, определенные 
в динамических условиях

Table 1. Total dynamic exchange capacity (TDEC) of the sorbent 
and variables determined under dynamic conditions

Металл
Metal

Свх, мг∙л−1

Cin, mg∙L−1
mсорб, г
msorb, h

τ1, с
τ1, s

τ2, с
τ2, s

ПДОЕ / TDEC

мг·г−1

mg·g−1
моль·кг−1

mol·kg−1

Cu(II) 240

0.2

900 5400 180 2.8

Cd(II) 250 1050 6200 216 2.0

Zn(II) 251 1000 5800 204 3.0

Cr(III) 248 1100 6300 219 4.2

По виду кинетических кривых сорбции, получен-
ных в динамических условиях, можно предположить, 
что в  процессе сорбции ионов Cu(II), Cd(II), Zn(II) 
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и  Cr(III) преобладает внешнедиффузионный меха-
низм массопереноса ионов из  подвижной фазы рас-
твора в неподвижный слой сорбента. Это может быть 
связано с величиной кристаллографического радиуса 
иона. В динамике сорбционного процесса, как и в ста-
тических условиях, не  исключены взаимодействия 
типа сорбат–сорбат, приводящие к образованию элек-
тростатически связанных ионных кластеров, которые 
в  постоянном потоке жидкости с  трудом проникают 
в объемную фазу по поровым каналам и задержива-
ются преимущественно на поверхности [15].

Дальнейшие динамические эксперименты плани-
руется посвятить выявлению оптимальных параме-
тров процесса и повышению эффективности исполь-
зования сорбента «хитозан–коллоидный кремнезем». 
В первую очередь, это касается дозировки сорбента 

и  габаритов колонки, учитывая тот факт, что полу-
ченный материал обладает повышенной величиной 
сорбции (сорбционной емкостью) в статических ус-
ловиях (8–10 моль/кг) [13].

Биотестирование водной вытяжки показало, что 
при А ≤ 10% она не оказывает острого токсического 
действия (табл. 2), а в случае А ≥ 50% она, напротив, 
обладает острым токсическим действием на  живые 
организмы, как это показано в [14].

Биотестирование водной вытяжки показало, что в ис-
следуемой воде через 48 ч гибель дафний составила ме-
нее 10%, что свидетельствует о нетоксичности сорбента. 

Изменение эффективности регенерации при раз-
личном числе циклов сорбции–десорбции для сорбен-
та «хитозан–коллоидный кремнезем» с использовани-
ем различных элюентов представлено на рис. 3.

Таблица 2. Анализ острой токсичности водной вытяжки после контакта с сорбентом «хитозан–коллоидный кремнезем»

Table 2. Аcute toxicity of aqueous extract after contact with the chitosan–colloidal silica sorbent

Сорбент
Sorbent

Кратность разбавления 
(содержание водной 

вытяжки, %)
Dilution ratio (aqueous 

extract content), %

Количество выживших дафний
Number of surviving daphnia

Смертность дафний 
в опыте, %

Mortality of daphnia 
in test, %

Опыт
Test

Контроль
Reference

Время биотестирования: 48 ч
Biotesting time: 48 h

Хитозан–диоксид 
кремния
Chitosan–silica composite

10 (10) 10 10 0
3 (33.3) 10 10 0
1 (89) 10 10 0

(a) 
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Рис. 3. Изменение эффективности регенерации сорбента «хитозан–коллоидный кремнезем» при увеличении количества циклов 
сорбции–десорбции. Элюенты: (a) 0.1 М NaOH; (b) 0.1 М NaHCO3; (c) 3%-ный раствор H2O2; (d) 1%-ный раствор H2O2

Fig. 3. Change in the efficiency of regeneration of the chitosan–colloidal silica sorbent with increasing number of sorption–desorption 
cycles. Eluents: (a) 0.1 M NaOH, (b) 0.1 M NaHCO3, (c) 3% H2O2, and (d) 1% H2O2
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Таблица 3. Влияние времени контакта отработанного сорбента с элюентом на эффективность регенерации сорбента и потерю 
его массы в первом цикле сорбции–десорбции

Table 3. Effect of the contact time of the spent sorbent with the eluent on the efficiency of sorbent regeneration and its mass loss  
in the first sorption–desorption cycle 

0.1 М NaOH 0.1 М NaHCO3 3% H2O2 1% H2O2

Время 
контакта, 

мин
Contact 

time, min

Потери 
массы 

сорбента, 
%

Sorbent 
mass loss, 

%

RE, %

Время 
контакта, 

мин
Contact 

time, min

Потери 
массы 

сорбента, 
%

Sorbent 
mass loss, 

%

RE, %

Время 
контакта, 

мин
Contact 

time, min

Потери 
массы 

сорбента, 
%

Sorbent 
mass loss, 

%

RE, %

Время 
контакта, 

мин
Contact 

time, min

Потери 
массы 

сорбента, 
%

Sorbent 
mass loss, 

%

RE, %

Vраствора = 10 мл / Vsolution = 10 mL
1 0 15 1 0 10 1 0 2 1 0 1

3 1 45 3 0 30 3 0 20 3 0 25

5 2 70 5 0 59 5 0 80 5 0 86

10 5 97 10 0.5 92 10 0 97 10 0 98

15 8 96 15 2 93 15 1 95 15 0.5 97

Как уже отмечалось ранее, способность к  реге-
нерации является очень важным показателем для 
сорбентов. Установлено, что разработанный сорбент 
«хитозан–коллоидный кремнезем» может сохранять 
эффективность извлечения ионов меди после пяти 
циклов сорбции–десорбции. Наиболее эффективным 
элюентом является раствор H2O2, при этом эффек-
тивность использования 1%-го раствора сопостави-
ма с таковой для 3%-го раствора. После пяти циклов 
сорбции–десорбции сорбционная емкость может 
быть восстановлена более чем на 90%. При исполь-
зовании бикарбоната натрия снижение эффективно-
сти регенерации до  47% после трех циклов делает 
нецелесообразным проведение дальнейших испыта-
ний. Определено оптимальное время контакта сор-
бента и элюента, которое составило 10 мин (табл. 3).

Дальнейшее увеличение времени контакта сорбента 
и элюента не обеспечивало более эффективную регене-
рацию. Кроме того, увеличение времени регенерации 
сопровождалось значительной потерей (до 8% в  пер-
вом цикле), по сравнению с исходной, массы сорбента.

Таким образом, гранулы сшитого хитозана, объ-
емно модифицированные коллоидным кремнеземом, 
обладают ценными свойствами, обеспечивающими 
повторное их использование, и могут служить эконо-
мичным и  эффективным сорбентом для извлечения 
ионов тяжелых металлов из водных сред.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Определены динамические параметры процесса из-
влечения ионов тяжелых металлов на  композици-
онном сорбенте «хитозан–коллоидный кремнезем». 

Показано, что в процессе колоночной сорбции ионов 
Cu(II), Cd(II), Zn(II) и Cr(III) из водных сред преобла-
дает внешнедиффузионный механизм массопереноса 
ионов из  подвижной фазы раствора в  неподвижный 
слой сорбента. Определены условия регенерации от-
работанного композиционного сорбента. Выявлено, 
что использование в  качестве восстанавливающего 
элюента 1%-го раствора пероксида водорода позволяет 
использовать полученный сорбент в пяти циклах сорб- 
ции–десорбции с сохранением степени извлечения ио-
нов металлов выше  90%. Методом биотестирования 
установлено отсутствие острой токсичности водной 
вытяжки раствора, контактировавшего с  сорбентом, 
по  отношению к  живым организмам. В  дальнейшем, 
разработанный сорбент на основе хитозана и диоксида 
кремния планируется тестировать в  условиях очист-
ки водных сред, близких к производственным, чтобы 
оценить качество очистки водных растворов от ионов 
тяжелых металлов, используемых в  гальванических 
производствах и на предприятиях по переработке угле-
водородов (нефтепереработке), для повышения эффек-
тивности защиты естественных водных систем и сни-
жения антропогенной нагрузки на окружающую среду.
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Аннотация
Цели. Изучить возможности совмещения в одном реакторе процессов: 1) дегидратации гексанола-2 и изомеризующего алко
ксикарбонилирования образующегося гексена-2 для получения 2-гексилгептаноата; 2) дегидратации гексанола-2 и изомеризу-
ющего метоксикарбонилирования образующегося гексена-2 для получения метиловых эфиров карбоновых кислот С7. Исследо-
вать закономерности влияния концентрации гексанола-2 и метанола на скорость совмещенного процесса.
Методы. Совмещенный процесс изучали в среде толуола в периодическом стальном реакторе, рассчитанном на работу при по-
вышенном давлении, снабженном стеклянной вставкой, магнитной мешалкой, пробоотборником, устройствами ввода и сброса 
газов. Отбираемые в ходе совмещенного процесса пробы реакционной массы анализировали методом газо-жидкостной хрома-
тографии с пламенно-ионизационным детектором.
Результаты. Показана возможность совмещения в одном реакторе дегидратации гексанола-2, катализируемой метансульфо-
кислотой, и  изомеризующего алкоксикарбонилирования образующегося гексена-2  гексанолом-2  и СО, катализируемого си-
стемой Pd(PPh3)2Cl2–XANTPHOS–метансульфокислота. Установлены экстремальные зависимости скоростей дегидратации 
гексанола-2 и образования сложных эфиров карбоновых кислот С7 от концентрации гексанола-2. Показана возможность реали-
зации совмещенного в одном реакторе процесса синтеза сложных эфиров из гексанола-2, метанола и СО с преимущественным 
образованием сложных эфиров гептановой кислоты в присутствии указанной каталитической системы. Обнаружено снижение 
скоростей дегидратации гексанола-2 и образования 2-гексиловых эфиров карбоновых кислот С7 с увеличением концентрации 
метанола в реакционной массе. В мягких условиях (температура 115°С, давление СО 3 МПа) в присутствии добавок метанола 
определена суммарная доля 2-гексилового и метилового эфиров гептановой кислоты среди сложных эфиров карбоновых кис-
лот С7, которая составила 85.5%.
Выводы. Реакции внутримолекулярной кислотно-каталитической дегидратации гексанола-2  и изомеризующего алкоксикарбо-
нилирования образующегося гексена-2, катализируемого системой Pd(PPh3)2Cl2–XANTPHOS–метансульфокислота, могут быть 
совмещены в одном реакторе. Метансульфокислота одновременно выполняет функции катализатора дегидратации гексанола-2 и 
сокатализатора палладий-фосфиновой системы алкоксикарбонилирования гексенов. В  присутствии каталитической системы 
Pd(PPh3)2Cl2–XANTPHOS–метансульфокислота могут быть реализованы в одном реакторе процессы синтеза сложных эфиров 
гептановой кислоты из гексанола-2, метанола и СО. Увеличение концентрации метанола негативно влияет на скорости дегидрата-
ции гексанола-2 и образование 2-гексиловых эфиров карбоновых кислот С7. Небольшие количества метанола в реакционной массе 
приводят к увеличению доли сложных эфиров гептановой кислоты среди сложных эфиров карбоновых кислот С7.

Ключевые слова
совмещенный процесс, синтез сложного эфира, дегидратация спирта, 
изомеризующее алкоксикарбонилирование, гексанол-2, метанол, палладиевый 
катализатор, дифосфин XANTPHOS, метансульфокислота
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Effect of 2-hexanol and methanol 
on the one-pot process of dehydration 
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Abstract
Objectives. To  study the possibility of  one-pot synthesis  (combination of  two processes in  one reactor) for the following pairs 
of processes: (1) dehydration of 2-hexanol and isomerizing alkoxycarbonylation of the resulting 2-hexene, in order to obtain 2-hexyl 
heptanoate, and (2) dehydration of 2-hexanol and isomerizing methoxycarbonylation of the resulting 2-hexene, in order to obtain methyl 
esters of  C7  carboxylic acids. To  investigate the effect of  the concentrations of  2-hexanol and methanol on  the rate of  the one-pot 
synthesis.
Methods. One-pot synthesis was studied in a  toluene medium in a  steel batch reactor designed to operate at  elevated pressure and 
equipped with a glass insert, a magnetic stirrer, a sampler, and gas input and discharge devices. Samples of the reaction mass were taken 
during the combined process and were analyzed by means of gas–liquid chromatography with a flame ionization detector.
Results. The possibility of  one-pot combination was demonstrated for 2-hexanol dehydration catalyzed by  methanesulfonic 
acid, as  well as  for the isomerizing alkoxycarbonylation of  the resulting 2-hexene with 2-hexanol and CO, catalyzed by  the  
Pd(PPh3)2Cl2–XANTPHOS–methanesulfonic acid system. The dependencies of  the rates of  the dehydration of  2-hexanol and the 
formation of esters of C7 carboxylic acids on the concentration of 2-hexanol were shown to pass through a maximum. The possibility 
of  the one-pot process was proved for the synthesis of  esters from 2-hexanol, methanol, and CO  with the predominant formation 
of heptanoic acid esters in the presence of the above catalytic system. The rates of dehydration of 2-hexanol and the formation of 2-hexyl 
esters of C7 carboxylic acids were found to decrease with increasing the concentration of methanol in the reaction mass. Under mild 
conditions (temperature 115°C, CO pressure 3 MPa) with the addition of methanol, the total fraction of 2-hexyl and methyl heptanoic 
acid esters among C7 carboxylic acid esters was determined to be 85.5%.
Conclusions. The reactions of  intramolecular acid–catalytic dehydration of  2-hexanol and isomerizing alkoxycarbonylation of  the 
resulting 2-hexene, catalyzed by the Pd(PPh3)2Cl2–XANTPHOS–methanesulfonic acid system, can be performed as a one-pot process. 
Methanesulfonic acid simultaneously functions as a catalyst for the dehydration of 2-hexanol and a cocatalyst for the palladium–phosphine 
system for the alkoxycarbonylation of  hexenes. In  the presence of  the Pd(PPh3)2Cl2–XANTPHOS–methanesulfonic acid catalytic 
system, processes for the synthesis of heptanoic acid esters from 2-hexanol, methanol, and CO can be combined within one reactor. 
An increase in the methanol concentration negatively affects the rate of the dehydration of 2-hexanol and the formation of 2-hexyl esters 
of C7 carboxylic acids. A small amount of methanol in the reaction mass leads to an increase in the fraction of heptanoic acid esters 
among C7 carboxylic acid esters.

Keywords
one-pot synthesis, ester synthesis, alcohol dehydration, isomerizing alkoxycarbonylation, 
2-hexanol, methanol, palladium catalyst, XANTPHOS diphosphine, methanesulfonic acid
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ВВЕДЕНИЕ

Синтезы на  основе  СО используют для получения 
широкого спектра органических продуктов. Так, пу-
тем карбонилирования спиртов и  алкоксикарбони-
лирования ненасыщенных соединений синтезируют 
сложные эфиры. В первом случае используют в ос-
новном гомогенные катализаторы на основе соедине-
ний родия и иридия с добавками иодидов, поскольку 
непосредственно карбонилированию подвергаются 
не спирты, а  алкилиодиды  [1, 2]. В этих процессах 
применяют главным образом метанол и этанол, в ка-
честве основных продуктов образуются карбоновые 
кислоты и сложные эфиры, в качестве побочных про-
дуктов — углеводороды и простые эфиры. Во втором 
случае наиболее активными катализаторами счита-
ются гомогенные системы на  основе палладиевых 
соединений с органофосфиновыми и Н-кислотными 
промоторами. В присутствии таких систем алкокси-
карбонилирование приводит к  образованию лишь 
изомерных сложных эфиров [3, 4]. Процесс алкокси-
карбонилирования алкенов, протекающий с  разры-
вом π-связи С–С, энергетически более предпочтите-
лен, чем карбонилирование спирта, для реализации 
которого необходим разрыв σ-связи С–О, однако 
некоторые спирты доступнее алкенов. Ранее была 
установлена возможность реализации совмещенных 
в  одном реакторе процессов дегидратации спир-
тов  (первичных и  вторичных) и  карбонилирования 
образующихся алкенов с образованием сложных эфи-
ров и карбоновых кислот в присутствии гомогенных 

1	 XANTPHOS  — фосфорорганическое соединение, полученное из  гетероциклического ксантена; C39H32OP2. / XANTPHOS  is 
an organophosphorus compound C39H32OP2 obtained from heterocyclic xanthene.

палладиевых катализаторов и п-толуолсульфокисло-
ты (TsOH) [5–8]. В частности, был осуществлен со-
вмещенный процесс на основе циклогексанола и СО 
в  присутствии гомогенных каталитических систем 
на основе Pd(PPh3)2Cl2 [6], PdCl2 [7] и Pd(OAc)2 [8] 
в сочетании с промотирующей добавкой PPh3 и TsOH. 
TsOH являлась катализатором дегидратации цикло-
гексанола и  сокатализатором алкоксикарбонилиро-
вания циклогексена. Однако практический интерес 
представляет синтез сложных эфиров алифатических 
кислот, в первую очередь линейного строения, пред-
ставляющих, как правило, наибольшую ценность. 
Например, гептаноаты и деканоаты являются компо-
нентами гормональных лекарственных средств (пре-
параты тестостерона)  [9]. Высокие селективности 
по  сложным эфирам линейных карбоновых кислот 
достигаются в алкоксикарбонилировании, катализи-
руемом палладиевыми системами с некоторыми ди-
фосфинами, главным образом трет-бутил-замещен-
ными дифосфинами [10–16] и дифосфинами группы 
XANTPHOS1 [17, 18], в том числе и в случае алкенов 
с интернальным положением связи С=С (изомеризу-
ющее алкоксикарбонилирование). Изомеризующее 
алкоксикарбонилирование включает две стадии  — 
миграцию кратной связи из интернального положе-
ния в терминальное и последующее алкоксикарбони-
лирование с образованием сложного эфира главным 
образом линейного строения.

Целью данной работы было изучение возможно-
сти совмещения в одном реакторе процессов (рис. 1): 
1)  дегидратации гексанола-2  (1) и  изомеризующего 
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Рис. 1. Схема однореакторного синтеза сложных эфиров из гексанола-2, метанола и СО

Fig. 1. Scheme of the one-pot synthesis of esters from 2-hexanol, methanol, and CO 
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алкоксикарбонилирования образующегося гексе-
на-2  (2) для получения 2-гексилгептаноата  (про-
дукт 3а, реакции (1), (2)); 2) дегидратации спирта 1 и 
изомеризующего метоксикарбонилирования алкена 2, 
приводящего к образованию метиловых эфиров кар-
боновых кислот С7 (продукты 4а–с, реакции (1), (3)) 
с  целью повышения скорости процесса получения 
сложных эфиров; а  также исследование закономер-
ностей влияния концентрации спирта  1  и метанола 
на скорость совмещенного процесса синтеза сложных 
эфиров.

В качестве катализатора в  исследуемых со-
вмещенных процессах применяли систему 
Pd(PPh3)2Cl2–XANTPHOS–метансульфокислота 
(MsOH). Выбор указанного каталитического предше-
ственника обусловлен его наиболее высокой актив-
ностью в  совмещенном модельном процессе на ос-
нове циклогексанола и  СО по  сравнению с  PdCl2 
и Pd(OAc)2 [6–8]. XANTPHOS и MsOH использова-
лись в составе каталитических систем изомеризую-
щего алкоксикарбонилирования [17, 18].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Совмещенный процесс изучали в  среде толуо-
ла  (Компонент–Реактив, Россия) в  периодиче-
ском стальном реакторе  (Россия) согласно мето-
дике, представленной в  работе  [8]. В  ходе опытов 
поддерживали температуру 115°C и  давление сме-
си СО–Ar  (1 : 1) 6.1  МПа  (CO  (БК  Групп, Россия), 
Ar  (Артон, Россия)). Концентрации компонен-
тов каталитической системы составляли  (моль/л): 
С(Pd(PPh3)2Cl2) = 2.0 · 10−3 (TCI, Япония), 
C(XANTPHOS) = 2.5 · 10−3 (BIOSYNTH CARBOSYNTH, 
США), C(MsOH) = 0.16 (Sigma-Aldrich, Франция).

Отбираемые в  ходе каждого опыта пробы ре-
акционной массы анализировали методом га-
зо-жидкостной хроматографии на  хроматографе 
«Кристаллюкс  4000М»  (Мета–хром, Россия) с  пла-
менно-ионизационным детектором и  газом-но-
сителем аргоном. Скорость потока газа-носите-
ля 1.0  мл/мин, деление потока 1 : 60. Температура 
испарителя и  детектора составляла 300 и  320°C 
соответственно. Разделение компонентов реакци-
онной массы проводилось в  капиллярной колонке 
Optima-5  (MACHEREY–NAGEL, Германия) размером 
30 м × 0.32 мм с толщиной пленки 0.35 мкм в режи-
ме программирования температуры: изотермический 
режим 80°C в течение 5 мин., в диапазоне 80–220°C 
скорость нагрева 20°/мин., в  диапазоне 220–280°C 
скорость нагрева 8°/мин., изотермический режим 

2	  https://www.meta-chrom.ru/catalog/soft/netchrom/. Дата обращения 28.02.2024. / Accessed February 28, 2024.

280°С в  течение 2.5  мин. Расчеты площадей пиков 
осуществляли с  помощью программы NetChrom2. 
Идентификацию пиков на хроматограммах проводили 
по времени удерживания путем сопоставления с вре-
менами удерживания стандартных образцов веществ. 
Концентрации веществ  1–4  рассчитывали методом 
внутреннего стандарта, в  качестве которого исполь-
зовали декан (ЭКОС-1, Россия). Внутренний стандарт 
вводили в постоянной концентрации в реакционный 
раствор в  толуоле до  начала опыта. Толуол был вы-
бран в качестве среды для осуществления совмещен-
ных процессов как наиболее часто используемый 
растворитель для реализации процессов алкоксикар-
бонилирования [6–8, 15, 19–22]. В качестве побочных 
продуктов было зафиксировано незначительное (сум-
марный выход не  более 8%) образование простых 
эфиров, гептановой и 2-метилгексановой кислот.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

С целью изучения возможности совмещения в одном 
реакторе дегидратации спирта  1  и алкоксикарбони-
лирования образующегося алкена 2 были проведены 
опыты  1  и 2  (табл.  1). Как известно, из  всех спир-
тов метанол проявляет наиболее высокую реакцион-
ную способность в  алкоксикарбонилировании  [23]. 
В этой связи были проведены совмещенные процес-
сы с использованием одновременно спирта 1 и мета-
нола (табл. 1, опыты 3 и 4). Выходы продуктов 3a–c 
рассчитывали по формуле (A):

( )( ) 100%,
(

–
5

–
0. )

η = ⋅
C

C
3a c3a c

1
� (A)

где C(1) — начальная концентрация спирта 1, моль/л; 
C(3a–c) — концентрации сложных эфиров по окон-
чании процесса, моль/л.

Выходы продуктов 4a–c рассчитывали по форму-
ле (B):

3

( )( ) 100%,
(CH OH)

––η = ⋅
C

C
4a c4a c � (B)

где C(CH3OH) — начальная концентрация метанола, 
моль/л; C(4a–c)  — концентрации сложных эфиров 
по окончании процесса, моль/л.

Конверсии спирта  1  и метанола рассчитывали 
по формуле (C):

3
3

3

( ,CH OH)
( ,CH OH) 100%,

( ,CH OH)
′

η = ⋅
C
C

1
1

1
� (C)

где C'(1,CH3OH) — концентрации спиртов по окон-
чании процесса, моль/л.

https://www.meta-chrom.ru/catalog/soft/netchrom/
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Как показывают данные табл.  1, в  присутствии 
метанола снизились выходы продуктов 3(a+b+c), сум-
марный выход метиловых и  2-гексиловых сложных 
эфиров тоже был ниже по сравнению с опытами 1 и 2. 
В качестве промежуточных продуктов во всех опытах 
были обнаружены гексен-1  и гексен-2. Побочными 
продуктами являлись гептановая и 2-метилгексановая 
кислоты, а также простые эфиры.

С целью исследования закономерностей влияния 
концентрации спирта  1  на скорость совмещенного 
процесса синтеза сложных продуктов 3a–c была про-
ведена серия однофакторных экспериментов  (опыты 
1, 2, 5–7, табл. 2) с варьированием концентрации спир-
та 1 в среде толуола при постоянстве прочих условий 
реакции  (в отсутствие метанола). В табл. 2 представ-
лены значения начальной скорости дегидратации спир-
та 1  (r1), образования продукта 3а  (r3a) и суммы про-
дуктов 3a+3b+3c  (r3a+3b+3c) в совмещенном процессе. 
Скорость r1 рассчитывали по тангенсу угла наклона на-
чального участка кривой суммарного образования сво-
бодных гексенов, сложных эфиров, гептановой и 2-ме-
тилгексановой кислот. Скорости образования сложных 

эфиров рассчитывали по тангенсам углов наклона на-
чальных участков кривых их накопления.

Как показывают данные табл. 2, наибольшего зна-
чения скорость дегидратации достигла при концен-
трации спирта 1 0.500 моль/л. Наибольшие значения 
скоростей образования сложных эфиров были получе-
ны при С(1) = 0.300 моль/л. Доля продукта 3a среди 
образующихся эфиров 3a–c варьировала от 57.5% при 
С(1) = 0.300 М до 74.7% при С(1) = 0.15 М. Конверсия 
спирта 1 в последнем случае достигла 89.7%.

На следующем этапе исследований с целью изу-
чения закономерностей влияния метанола на совме-
щенный процесс была проведена серия однофактор-
ных экспериментов по  реализации совмещенных 
процессов с одновременным участием спирта 1, ме-
танола и СО. В этих опытах (опыты 4, 8–11, табл. 3) 
варьировали концентрацию метанола, начальная 
концентрация спирта 1 составляла 0.500 М. В табл. 3 
представлены данные по изменению начальной ско-
рости дегидратации спирта  1. Зависимости началь-
ных скоростей образования продуктов  3a–c и  4a–c 
представлены на рис. 2.

Таблица 1. Результаты исследования совмещенных процессов на основе спирта 1 и СО (опыты 1 и 2), а также спирта 1, 
метанола и СО (опыты 3 и 4); время осуществления процессов составляло 7 ч

Table 1. Results of the study of one-pot processes based on alcohol 1 and CO (experiments 1 and 2), as well as alcohol 1, methanol, 
and CO (experiments 3 and 4); the time of the processes was 7 h 

№ опыта
Exp. No.

С(1), М С(СН3ОН), М

Выходы продуктов, %
Product yields, %

Конверсия 
спирта 1, %
Conversion 

of alcohol 1, %

3а 3(a+b+c) 4а 4(a+b+c) 1

1 0.500 – 36.1 60.3 – – 94.7

2 1.000 – 10.4 20.0 – – 39.5

3 0.250 0.250 10.7 13.7 13.9 15.6 66.4

4 0.500 0.500 5.4 7.2 5.1 6.1 42.3

Таблица 2. Начальные скорости дегидратации спирта 1 (r1), образования продукта 3а (r3a) и суммы продуктов 3a+3b+3c (r3a+3b+3c) 
в опытах 1, 2, 5–7

Table 2. Initial rates of alcohol 1 dehydration (r1), formation of product 3a (r3a), and formation of the sum of products 3a+3b+3c (r3a+3b+3c) 
in experiments 1, 2, and 5–7

№ опыта
Exp. No.

С(1), моль/л
С(1), mol/L

r1 · 102, моль/(л·мин)
r1 · 102, mol/(L·min)

r3a · 104, моль/(л·мин)
r3a · 104, mol/(L·min)

r3a+3b+3c · 104, моль/(л·мин)
r3a+3b+3c · 104, mol/(L·min)

1 0.500 1.70 2.2 3.0

2 1.000 0.85 0.9 1.3

5 0.150 0.26 0.6 0.7

6 0.300 1.21 2.5 3.5

7 0.750 1.01 1.6 2.2
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Как показывают данные табл.  3  (в  сопоставле-
нии с  опытом  1, табл.  2) и  рис.  2, увеличение кон-
центрации метанола привело к снижению скоростей 
дегидратации спирта  1, образования продукта  3а 
и суммы продуктов 3a+3b+3c, в то время как зависи-
мости скоростей образования продуктов 4a, 4b и 4c 
проходили через максимумы. Суммарная доля про-
дуктов  3a и  4a среди образующихся сложных эфи-
ров варьировала от 53.7% при С(СН3ОН) = 0.025 М 
до 80.3% при С(СН3ОН) = 0.50 М, однако конверсия 
спирта 1 в последнем случае составила лишь 42.3%. 
В  проведенных экспериментах  1–11  наибольшая 
доля 85.5% продуктов 3а+4а среди различных слож-
ных эфиров была получена в опыте 3.

Жидкофазная дегидратация вторичных спиртов 
в условиях кислотного катализа протекает по меха-
низму Е1 [24]:

CH3(CH2)3CH

OH

CH3 + H
+

CH3(CH2)3CH

OH2

CH3
– H2O

CH3(CH2)2CH

H

CH CH3

+ H2O

CH3(CH2)2CH CHCH2 + H3O

(4)

(5)

(6)

Как известно, дегидратация спиртов осложня-
ется побочными реакциями образования простых 

эфиров. В  наших исследованиях увеличение кон-
центрации спирта  1  до 0.500  М привело к  увели-
чению скорости дегидратации. При дальнейшем 
повышении концентрации спирта  1, по-видимому, 
прогрессировала сольватация карбкатиона, образу-
ющегося в реакции (5), молекулами спирта 1, след-
ствием которой являлось образование побочных 
продуктов  — простых эфиров  — и  снижение ско-
рости внутримолекулярной дегидратации. Под дей-
ствием метанола эти негативные процессы, вероят-
но, протекают активнее, следствием чего является 
снижение скорости образования гексенов по мере 
увеличения концентрации метанола.

Образование побочных продуктов гептановой 
и  2-метилгексановой кислот возможно двумя путя-
ми — в результате гидролиза сложных эфиров 3а, 3b, 
4a, 4b и гидроксикарбонилирования гексена-1 и гек-
сена-2 аналогично описанному ранее для совмещен-
ного процесса на основе циклогексанола и СО [7, 8].

Полученные зависимости скоростей образования 
продуктов 3a–c в совмещенном процессе на основе 
гексанола-2 и СО, а также продуктов 4a–c в совме-
щенном процессе на основе гексанола-2, метанола 
и  СО проходят через максимумы, что согласуется 
с данными по алкоксикарбонилированию циклогек-
сена с  использованием циклогексанола и  метано-
ла, катализируемом системой Pd(PPh3)2Cl2–PPh3–
TsOH [21, 22]. Восходящие ветви таких зависимостей 
обусловлены участием спиртов как сореагентов 
в алкоксикарбонилировании, в то время как нисхо-
дящие, по-видимому, связаны с  вовлечением этих 
компонентов в реакции лигандного обмена, приво-
дящие к  образованию каталитически неактивных 
комплексов палладия (реакции (7), (8)) [21, 22].

Таблица 3. Начальные скорости дегидратации 
гексанола-2 в опытах 4, 8–11 с добавлением метанола; 
во всех опытах С(1) = 0.500 М

Table 3. Initial rates of alcohol 1 dehydration 
in experiments 4 and 8–11 with the addition of methanol; 
in all experiments, С(1) = 0.500 М 

№ опыта
Exp. No.

С(СН3ОН), моль/л
С(СН3ОН), mol/L

r1 · 102, моль/(л·мин)
r1 · 102, mol/(L∙min)

8 0.025 1.48

9 0.050 1.29

10 0.150 1.10

11 0.300 0.90

4 0.500 0.78

Примечание: опыты указаны в  порядке увеличения концен-
трации метанола.
Note: experiments are listed in  order of  increasing methanol 
concentration.
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Рис. 2. Зависимости скоростей образования продуктов 
3a (1), 3a+3b+3c (2), 4a (3) и 4a+4b+4c (4) в совмещенном 
процессе на основе спирта 1, метанола и СО

Fig. 2. Dependencies of the rates of the formation of products 
(1) 3a, (2) 3a+3b+3c, (3) 4a, and (4) 4a+4b+4c in the one-pot 
process based on alcohol 1, methanol, and CO 
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P d(P P h3)2(Tol)2 + ROH  

 

 

P d(P P h3)2(ROH)(Tol) + Tol
� (7)

P d(P P h3)2(Tol)2 + 2ROH 

P d(P P h3)2(ROH)2 + 2Tol  
� (8)

Снижение скоростей образования продуктов  3a, 
3a+3b+3c и  общей скорости образования сложных 
эфиров 3a+3b+3c+4a+4b+4c в присутствии метанола, 
предположительно, является следствием снижения 
скорости внутримолекулярной дегидратации спирта 1, 
в то же время добавление метанола приводит к повы-
шению доли сложных эфиров линейного строения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Установлена возможность совмещения в одном реак-
торе внутримолекулярной кислотнокаталитической 
дегидратации спирта 1 и изомеризующего алкоксикар-
бонилирования образующегося гексена-2, катализи-
руемого системой Pd(PPh3)2Cl2–XANTPHOS–MsOH. 
MsOH одновременно выполняла функции катали-
затора дегидратации гексанола-2  и сокатализатора 
палладий-фосфиновой системы алкоксикарбонили-
рования гексенов. Получены экстремальные зави-
симости скоростей дегидратации спирта 1 и образо-
вания 2-гексиловых эфиров карбоновых кислот  С7 
от концентрации спирта 1. Основным продуктом 
совмещенного процесса являлся 2-гексилгептано-
ат. Установлено снижение скорости дегидратации 
спирта 1 и образования 2-гексиловых эфиров карбо-
новых кислот  С7 с  увеличением концентрации ме-
танола. Получены экстремальные зависимости ско-
ростей образование метиловых эфиров карбоновых 
кислот  С7  от концентрации метанола. Наибольшие 
селективности по сложным эфирам гептановой кис-
лоты (до 85.5%) были получены при мольном соот-
ношении гексанол-2 : СН3ОН = 1 : 1. Таким образом, 
дальнейшие исследования совмещенного процесса 
на основе гексанола-2 и СО с использованием доба-
вок метанола необходимо направить на поиск опти-
мальных условий, обеспечивающих достижение вы-
соких выходов сложных эфиров гептановой кислоты.
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Аннотация
Цели. Катионные амфифилы и антимикробные пептидомиметики широко исследуются в качестве антибактериальных средств 
в связи с их мембрано-активным механизмом действия. Особое внимание уделяется рациональному дизайну данных соедине-
ний для достижения высокой антимикробной активности. Целью данной работы является синтез и определение эффективности 
антибактериального действия бивалентных катионных амфифилов с L-орнитином в качестве разветвителя. Соединения отли-
чаются степенью гидрофобности за счет варьирования N-концевых алифатических аминокислот в полярном блоке и чередова-
нием диалкильного и алкил-гетарильного радикалов в липофильном блоке.
Методы. Для синтеза неполярных фрагментов амфифилов использованы методы алкилирования аминов алкилбромидами в присут-
ствии карбонатных солей. Формирование амидных связей производных L-орнитина c аминокислотами осуществлялось карбодии-
мидным методом. Для выделения продуктов реакции из реакционной смеси использовалась колоночная хроматография на силика-
геле и окиси алюминия II степени активности по Брокману. Определена антимикробная активность синтезированных соединений 
по отношению к грамположительным B. subtilis 534 и грамотрицательным E. coli М17 штаммов бактерий. Значения минимальной 
ингибирующей концентрации (МИК) фиксировались с помощью метода серийных микроразбавлений в питательной среде.
Результаты. Разработаны схемы получения бивалентных катионных амфифилов на основе производных L-орнитина. В дизай-
не целевых соединений использовались различия в структуре алифатических аминокислот (глицин, β-аланин, γ-аминомасляная 
кислота (ГАМК)), в длине алкильных радикалов (С8, С12) или в наличии индольного фрагмента. Показана высокая антибак-
териальная активность синтезированных соединений. Наиболее активными оказались липоаминокислоты с  терминальными 
остатками ГАМК и несимметричным неполярным блоком (триптамил–додециламин). Значения МИК составили 0.39 мкг/мл 
в отношении грамположительных бактерий и 1.56 мкг/мл для грамотрицательных бактерий. Производное ГАМК с симметрич-
ным липофильным фрагментом на основе диоктиламина продемонстрировало активность с МИК 0.78 мкг/мл в отношении 
B. subtilis и 3.12 мкг/мл в отношении E. coli.
Выводы. Синтезировано девять новых липоаминокислотных катионных бивалентных амфифилов на  основе L-орнитина. 
Структура полученных соединений подтверждена данными спектроскопии ядерного магнитного резонанса 1Н и масс-спектро-
метрии. Определены соединения-лидеры по антимикробной активности как по отношению к грамположительным, так и по от-
ношению к грамотрицательным штаммам бактерий. Показано влияние степени липофильности в асимметричном неполярном 
блоке на уровень проявляемой антимикробной активности.

Ключевые слова
пептидомиметики, катионные амфифилы, производные L-орнитина, минимальная 
ингибирующая концентрация, антибактериальная активность
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Abstract
Objectives. Cationic amphiphiles and antimicrobial peptidomimetics are widely investigated as  antibacterial agents due to  their 
membrane-active mechanism of  action. Particular attention is  focused on  the rational design of  compounds in  this class to  achieve 
high antimicrobial activity. The aim of the present work is to synthesize bivalent cationic amphiphiles with L-ornithine as a branching 
element and evaluate the effectiveness of their antibacterial action. The compounds differ in terms of hydrophobicity due to the variation 
of N-terminal aliphatic amino acids in the polar block and alternation of dialkyl and alkyl-hetaryl radicals in the lipophilic block.
Methods. For the synthesis of nonpolar fragments of amphiphiles, methods for the alkylation of amines with alkyl bromides in  the 
presence of carbonate salts were used. The formation of amide bonds of L-ornithine derivatives with amino acids was carried out using 
the carbodiimide method. For the reaction products recovery from the reaction mixture, column chromatography on  silica gel and 
aluminum oxide activated Brockmann Grade II was used. The antimicrobial activity of the synthesized compounds against gram-positive 
B. subtilis 534 and gram-negative E. coli M17 bacterial strains was evaluated. Minimum inhibitory concentration (MIC) values were 
recorded using a serial microdilution method in a nutrient medium.
Results. Developed schemes for the preparation of  bivalent cationic amphiphiles based on  L-ornithine derivatives are presented. 
Differences in  the structure of  aliphatic amino acids (glycine, β-alanine, γ-aminobutyric acid (GABA)), in  the length of  alkyl 
radicals (C8, C12), or in the presence of an indole moiety, were used in the design of target compounds. The high antibacterial activity 
of the synthesized compounds was demonstrated. The most active compounds were lipoamino acids with terminal GABA residues and 
asymmetrical non-polar block (tryptamyl–dodecylamine). The MIC values were 0.39 μg/mL for gram-positive bacteria and 1.56 μg/mL 
for gram-negative bacteria. A GABA derivative with a symmetrical lipophilic moiety based on dioctylamine demonstrated activity with 
an MIC of 0.78 μg/mL against B. subtilis and 3.12 μg/mL against E. coli.
Conclusions. Nine new lipoamino acid cationic bivalent amphiphiles based on  L-ornithine were synthesized. The structure of  the 
obtained compounds was confirmed by nuclear magnetic resonance 1H spectroscopy and mass spectrometry data. Leading compounds 
in antimicrobial activity against both gram-positive and gram-negative strains of bacteria were determined. The influence of the degree 
of lipophilicity in the asymmetric nonpolar block on the level of exhibited antimicrobial activity is demonstrated.
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ВВЕДЕНИЕ

Рост числа бактериальных инфекций, устойчи-
вых к  антибиотикам, является серьезной пробле-
мой здравоохранения  [1]. Это может приводить 

к  увеличению продолжительности пребывания 
пациента в  стационаре, необходимости более ши-
рокого амбулаторного наблюдения и  более высо-
кой стоимости новых лекарств, необходимых для 
лечения  [2]. Внутрибольничные инфекции давно 
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сопровождаются высокой устойчивостью к  анти-
биотикам; однако в  последние годы также отмеча-
ется постепенный рост внебольничных инфекций. 
Кроме того, глобализация привела к тому, что бакте-
риальные гены перемещаются быстрее, чем раньше, 
и штаммы c множественной лекарственной устойчи-
востью распространяются по всему миру [3].

К сожалению, на сегодняшний день еще ни один 
антибиотик не  прошел клинических испытаний, 
в отношении которых не было бы зарегистрировано 
случаев резистентности  [4]. Это связано с  тем, что 
существующие антибиотики обычно ингибируют 
бактериальные процессы, необходимые для выжива-
ния, стимулируя тем самым бактериальную эволю-
цию путем сохранения устойчивых к лекарственным 
препаратам мутаций [5–6].

Катионные амфифилы и антимикробные пептидо-
миметики широко исследуются в качестве антибакте-
риальных средств в различных областях в связи с их 
мембрано-активным механизмом действия, к которо-
му сложнее развивается устойчивость бактерий [7, 8]. 
Однако большинство из них ограничены в практиче-
ском применении из-за невысокой биосовместимости. 
Именно поэтому особое внимание уделяется рацио-
нальному дизайну данных соединений для достиже-
ния высокоэффективной антимикробной активности 
при минимальных дозах с одновременным соблюде-
нием низких токсических побочных эффектов [9–12].

Известно, что производные индола проявляют 
разнообразные биологические свойства, включая ан-
тибактериальную  [13–15], противогрибковую  [16], 
противовирусную [17–18], противоопухолевую [19], 
противовоспалительную  [20] и  другие виды актив-
ности. В связи с этим включение индольного цикла 
в  структуру пептидомиметика представляется пер-
спективным подходом.

Целью данной работы является синтез и опреде-
ление эффективности антибактериального действия 
бивалентных катионных амфифилов с L-орнитином 
в  качестве разветвителя. Соединения отличают-
ся степенью гидрофобности за  счет варьирования 
N-концевых алифатических аминокислот в  поляр-
ном блоке и чередованием диалкильного и алкил-ге-
тарильного радикалов в липофильном блоке (рис.).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и методы

Все химические вещества и реагенты коммерчески до-
ступны и использовались без дополнительной очистки: 
ди-трет-бутил-дикарбонат, N,N′-дициклогексилкарбо
диимид (N,N′-dicyclohexylcarbodiimide, DCC), 4-ди
метиламинопиридин (4-dimethylaminopyridine, DMAP),  

1-гидроксибензотриазол, L-лизин моногидрохлорид, 
L-орнитин моногидрохлорид, глицин, триптофан, 
L-фенилаланин, γ-аминомасляная кислота (ГАМК) 
(Sigma-Aldrich, Германия); β-аланин, триптамин,  
1-бромоктан, 1-бромдодекан (Acros  Organics, 
Бельгия); калий углекислый, натрий углекислый 
кислый, натрий сернокислый безводный (Химмед, 
Россия), трифторуксусная кислота  (trifluoroacetic 
acid, TFA) (Biochem, Франция).

Спектры, полученные в  результате спектроскопии 
ядерного магнитного резонанса  1H (ЯМР), регистри-
ровали в  дейтерированных растворителях (Solvex-D, 
Россия): дейтерохлороформ (СDСl3), диметил
сульфоксид-d6 (dimethyl sulfoxide-d6, DMSO-d6) 
на  ЯМР-спектрометре «Bruker  DPX-300» (Bruker 
BioSpin, Германия) с  рабочей частотой 300  МГц. 
Внутренний стандарт  — гексаметилдисилоксан 
(Sigma-Aldrich, Германия). Масс-спектры регистрирова-
ли на времяпролетном масс-спектрометре VISION 2000 
(Thermo BioAnalysis, Великобритания) методом MALDI 
(matrix assisted laser desorption/ionization), в качестве ма-
трицы использовалась 2,4-дигидроксибензойная кис-
лота (Sigma-Aldrich, Германия).

Тонкослойную хроматографию (ТСХ) проводили 
на пластинках Sorbfil (ИМИД, Россия) в системах рас-
творителей (Компонент–реактив, Россия): (А) хлоро-
форм–метанол 1 : 1, (Б) хлористый метилен–метанол 
1 : 1, (В) толуол–этилацетат 2 : 1, (Г)  хлористый ме-
тилен–метанол 20 : 1, (Д) толуол–ацетонитрил 1 : 25, 
(Е) толуол–этилацетат 1 : 1, (Ж)  толуол–этилацетат 
7 : 1, (З) хлористый метилен–метанол 25 : 1.

Колоночную хроматографию проводили на  си-
ликагеле Merck 0.040–0.063  мм (Merck, Германия), 
окиси алюминия II степени активности по Брокману 
L40/250 (Сhemapol, Чехия). Обнаружение пятен ве-
ществ с  помощью ТСХ осуществляли нагреванием 
над пламенем спиртовки. Вещества, содержащие 
двойные связи, обнаруживали водным раствором 
перманганата калия (Химмед, Россия). Вещества, со-
держащие свободную аминогруппу, обнаруживали 

Orn Orn

Рис. Схематичное изображение целевых структур;  
Orn — L-орнитин

Fig. Schematic representation of target structures;  
Orn — L-ornithine
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5%-ным раствором нингидрина (Acros  Organics, 
Бельгия) с  последующим нагреванием до  55–75℃. 
Вещества, содержащие вторичные или третичные 
аминогруппы, обнаруживали в  растворе реактива 
Драгендорфа [21].

N-Триптамил-октиламин (3a)

Растворяли 0.50 г (3.12 ммоль) триптамина 2, 0.30 г 
(1.56 ммоль) 1-бромоктана и 0.51 г (1.56 ммоль) кар-
боната цезия (Химмед, Россия) в 60 мл ацетонитрила. 
Реакцию проводили при перемешивании в  течение 
6  ч и  температуре 25°С. После окончания реакции 
растворитель упаривали, в  реакционную массу до-
бавляли 30  мл дистиллированной воды и  экстра-
гировали этилацетатом (3  ×  40  мл). Органическую 
фазу сушили над Na2SO4, фильтровали и упаривали 
на роторном испарителе (IKA, Германия). Контроль 
реакции осуществляли по  данным ТСХ в  систе-
ме  (А). Продукт выделяли с  помощью колоночной 
хроматографии на  окиси алюминия в  системе  (Д). 
Получали 0.33 г (44%) продукта 3a, фактор удержи-
вания Rf (А) 0.38.

1Н ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м.д.): 0.87 (3Н, т, СН3); 
1.25 (10Н, м, –СН2–); 1.5 (2H, м, СН2–СН2–NH); 2.35 
(2Н, с, СН2–СН2–NH (ar)); 2.70 (2Н, т, СН2–СН2–NH); 
3.0 (2Н, м, СН2–СН2–NH (ar)); 3.75 (1Н, кв, –NH); 
7.15 (1Н, м, ar-CH5–); 7.20 (1Н, тд, ar-CH6–); 7.40 
(2Н, д, ar-CH7–), 7.71 (1Н, д, ar-CH4–); 8.10 (1Н, с,  
ar-NH).

N-Триптамил-додециламин (3b)

Растворяли 2.50 г (15.6 ммоль) триптамина 2 и 3.12 г 
(12.5  ммоль) додецилбромида в  тетрагидрофура-
не (Компонент–реактив, Россия), затем добавляли 
2.60 г (18.8 ммоль) K2CO3 и KI (Химмед, Россия) в ка-
талитическом количестве. Реакцию проводили при 
комнатной температуре (25℃) и  при интенсивном 
перемешивании в течение 6 ч. После чего осадок от-
фильтровывали, растворитель отгоняли, оставшуюся 
реакционную массу растворяли в этилацетате и про-
мывали H2O (3 × 50 мл). Органическую фазу сушили 
над Na2SO4, фильтровали и  упаривали на  роторном 
испарителе. Продукт выделяли с помощью колоноч-
ной хроматографии на окиси алюминия в системе (З). 
Получали 0.89 г (36%) соединения 3b, Rf (Б) 0.36.

1Н ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м.д.): 0.87 (3Н, т, СН3); 
1.25 (18Н, м, –СН2–); 1.5 (2H, м, СН2–СН2–NH); 2.35 
(2Н, с, СН2–СН2–NH (ar)); 2.70 (2Н, т, СН2–СН2–NH); 
3.00 (2Н, м, СН2–СН2–NH (ar)); 3.75 (1Н, кв, –NH); 
7.15 (1Н, м, ar-CH5–); 7.20 (1Н, тд, ar-CH6–); 7.42 
(2Н, д, ar-CH7–), 7.72 (1Н, д, ar-CH4–); 8.10 (1Н, с, 
ar-NH).

[α-N,δ-N-Бис-(трет-бутоксикарбонил)- 
L-орнитил]-N′-триптамил-октиламид (5a)

Реакцию осуществляли по описанной методике [22]. 
Из  0.93  г (2.31  ммоль) α-N,δ-N-бис-(трет-бутокси
карбонил)-L-орнитина (Boc2Orn)  4  [22] и  0.63  г 
(2.31  ммоль) соединения  3а получали 0.60  г (56%) 
соединения 5a, Rf (Е) 0.45.

1Н  ЯМР-спектр (CDCl3,  δ,  м.д.): 0.87 (3Н, т, 
СН3); 1.25 (10Н, м, –СН2–); 1.41 (18Н, с, ССH3), 1.60 
(2H, м, СН2–СН2–NH (Orn)); 1.69 (2H, м, β-СН2); 
1.90 (2Н, м, ε-NH–СН2–СН2–СН2– (Orn)); 2.90 (2Н, с, 
СН2–СН2–NH (ar)); 3.13 (2Н, м, СН2–СН2–NH (Orn)); 
3.24–3.41 (2Н, м, α-СН2); 3.49 (1Н, с, ε-NH); 3.6–4.0 
(2Н, м, СН2–СН2–NH (ar)); 4.50 (1Н, α-NH (Orn)); 
5.25 (1Н, дд, –СН– (Orn)); 7.05 (1Н, д, ar-CH–); 7.15  
(1Н, м, ar-CH5–); 7.20 (1Н, тд, ar-CH6–); 7.43  
(2Н, д, ar-CH7), 7.70 (1Н, д, ar-CH4–); 8.25 (1Н, с,  
ar-NH).

[α-N,δ-N-Бис-(трет-бутоксикарбонил)-L-
орнитил]-N′-триптамил-додециламид (5b)

Реакцию проводили аналогично получению соедине-
ния 5a. Из 0.19 г (0.56 ммоль) соединения 4 и 0.19 г 
(0.56  ммоль) соединения  3b получали 0.22  г (52%) 
соединения 5b, Rf (Е) 0.63.

1Н  ЯМР-спектр (CDCl3,  δ,  м.д.): 0.87 (3Н, т, 
СН3); 1.25 (18Н, м, –СН2–); 1.41 (18Н, с, ССH3), 1.60 
(2H,  м, СН2–СН2–NH (Orn)); 1.71 (2H, м, β-СН2); 
1.90 (2Н, м, ε-NH–СН2–СН2–СН2– (Orn)); 2.93 (2Н, с, 
СН2–СН2–NH (ar)); 3.11 (2Н, м, СН2–СН2–NH (Orn)); 
3.2–3.4 (2Н, м, α-СН2); 3.49 (1Н, с, ε-NH); 3.62–3.98 
(2Н, м, СН2–СН2–NH (ar)); 4.50 (1Н, с, α-NH (Orn)); 
5.25 (1Н, дд, –СН– (Orn)); 7.05 (1Н, д, ar-CH–); 
7.15 (1Н, м, ar-CH5–); 7.21 (1Н, тд, ar-CH6–); 7.40 
(2Н, д, ar-CH7–), 7.72 (1Н, д, ar-CH4–); 8.25 (1Н, с,  
ar-NH).

L-Орнитил-N-триптамил-октиламид (6a)

К 0.51 г (0.86 ммоль) соединения 5a в хлористом 
метилене добавляли 650  мкл (8.60  ммоль) TFA 
и  перемешивали 3  ч. Контроль реакции осущест-
вляли по данным ТСХ в системе (Г). После окон-
чания реакции растворитель отгоняли в  вакууме. 
Остаток растворяли в  40  мл этилацетата, промы-
вали 5% раствором NaHCO3 (2  ×  30  мл), затем 
Н2О (30  мл) до  рН  7. Органическую фазу суши-
ли над Na2SO4, растворитель отгоняли на  ротор-
ном испарителе. Получали 15  мг (45%) соедине-
ния  6а, Rf  (А)  0.15. MALDI-TOF (matrix-assisted 
laser desorption/ionization time-of-flight)  (m/z): 
425 [M+K]+, 409 [M+ Na]+.
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L-Орнитил-N-триптамил-додециламид (6b)

Реакцию проводили аналогично получению соедине-
ния 6a. Из 0.22 г (0.35 ммоль) соединения 5b получа-
ли 68 мг (44.3%) продукта 6b, Rf (А) 0.23.

[α-N,δ-N-Бис-((N-трет-бутоксикарбонил)-
глицил)-орнитил]-N′-триптамил-
октиламид (8a)

Реакцию проводили аналогично получению со-
единения  5a. Из  45  мг (0.26  ммоль) N-трет-
бутоксикарбонилглицина (Boc-Gly)  7с  [22] и  40  мг 
(0.10 ммоль) соединения 6а получали 25 мг (33.5%) 
соединения 8а, Rf (Г) 0.49.

1Н ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м.д.): 0.87 (3Н, т, СН3); 
1.25 (10Н, м, –СН2–); 1.45 (18Н, с, ССH3), 1.57 (2H, 
уш.с, СН2–СН2–NH (Orn)); 1.61 (2H, уш.с., β-СН2); 
1.75 (2Н, м, δ-NH–СН2–СН2–СН2– (Orn)); 2.60 (2Н, с,  
СН2–СН2–NH (ar)); 3.22 (2Н, м, СН2–СН2–NH (Orn)); 
3.35–3.55 (2Н, м, α-СН2); 3.95 (2Н, уш.с., –СН2– (Gly)); 
4.10 (2Н, м, СН2–СН2–NH (ar)); 4.51 (1Н, α-NH (Orn)); 
5.40 (1Н, дд, –СН– (Orn)); 7.05 (1Н, д, ar-CH–); 7.08–7.19 
(1Н, м, ar-CH5–); 7.22 (1Н, тд, ar-CH6–); 7.40 (2Н, д, 
ar-CH7), 7.71 (1Н, д, ar-CH4–); 8.25 (1Н, с, ar-NH).

[α-N,δ-N-Бис-((N-трет-бутоксикарбонил)-
β-аланил)-орнитил]-N′-триптамил-
октиламид (8b)

Реакцию проводили аналогично получению со-
единения  5a. Из  68  мг (0.36  ммоль) N-трет-
бутоксикарбонил-β-аланина (Boc-β-Ala)  7d  [22], 
и 55 мг (0.14 ммоль) соединения 6a получали 41 мг 
(35%) соединения 8b, Rf (Г) 0.49.

1Н  ЯМР-спектр (CDCl3,  δ,  м.д.): 0.87 (3Н, т, СН3); 
1.25 (10Н, м, –СН2–); 1.43 (18Н, с, ССH3), 1.62 (2H, м, 
СН2–СН2–NH (Orn)); 1.73 (2H, м, β-СН2); 1.90 (2Н, м, 
δ-NH–СН2–СН2–СН2– (Orn)); 2.25 (4H, уш.с., β-СН2 
(β-Ala)), 2.90 (2Н, с, СН2–СН2–NH (ar)); 3.15 (2Н, м, 
СН2–СН2–NH (Orn)); 3.2–3.4 (2Н, м, α-СН2); 3.35 (4H, 
уш.с, α-СН2 (β-Ala)), 3.49 (1Н, с, δ-NH); 3.6–3.9 (2Н, м, 
СН2–СН2–NH (ar)); 4.32 (1Н, уш.с, –NH (β-Ala)); 4.50 
(1Н, α-NH (Orn)); 5.25 (1Н, дд, –СН– (Orn)); 7.05 (1Н, д, 
ar-CH–); 7.15 (1Н, м, ar-CH5–); 7.20 (1Н, тд, ar-CH6–); 7.41 
(2Н, д, ar-CH7), 7.72 (1Н, д, ar-CH4–); 8.25 (1Н, с, ar-NH).

[α-N,δ-N-Бис-((N-трет-бутоксикарбонил)-
ГАМК)-L-орнитил]-N′-триптамил-
октиламид (8c)

Реакцию проводили аналогично получению со-
единения  8a. Из  53 мг  (0.26  ммоль) N-трет-
бутоксикарбонил-ГАМК (Boc-ГАМК) 7e [22] и 40 мг 

(0.10  ммоль) соединения  6a получали 12  мг (34%) 
соединения 8c, Rf (Е) 0.35.

1Н ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м.д.): 0.87 (3Н, т, СН3); 
1.25 (10Н, м, –СН2–); 1.41 (18Н, с, ССH3), 1.55–1.66 
(2H, м, СН2–СН2–NH (Orn)); 1.62–1.73 (2H, м, β-СН2); 
1.74–1.82 (4Н, м, –СН2–СН2–СН2–NH (ГАМК)), 1.90 
(2Н, м, δ-NH–СН2–СН2–СН2– (Orn)); 2.25 (4Н, м,  
–СН2–СН2–СН2–NH (ГАМК)), 2.91 (2Н, с, СН2–СН2–NH 
(ar)); 3.00 (4Н, м, –СН2–СН2–СН2–NH (ГАМК)), 3.12 
(4Н, м, –СН2–СН2–СН2–NH (ГАМК)), 3.15–3.19 (2Н, м, 
СН2–СН2–NH (Orn)); 3.2–3.4 (2Н, м, α-СН2); 3.49 (1Н, 
с, δ-NH); 3.6–3.9 (2Н, м, СН2–СН2–NH (ar)); 4.02 (2Н, 
м, –СН2–СН2–СН2–NH (ГАМК)), 4.50 (Н, α-NH (Orn)); 
5.25 (1Н, дд, –СН– (Orn)); 7.05 (1Н, д, ar-CH–); 7.15 (1Н, 
м, ar-CH5–); 7.20 (1Н, тд, ar-CH6–); 7.41 (2Н, д, ar-CH7); 
7.71 (1Н, д, ar-CH4–); 8.25 (1Н, с, ar-NH).

[α-N,δ-N-Бис-((N-трет-бутоксикарбонил)-
глицил)-L-орнитил]-N′-триптамил-
додециламид (8d)

Реакцию проводили аналогично получению соеди-
нения 5a. Из 19 мг (0.11 ммоль) Boc-Gly 7c и 20 мг 
(0.045 ммоль) соединения 6b получали 19 мг (29%). 
соединения 8d, Rf (Г) 0.49.

1Н ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м.д.): 0.87 (3Н, т, СН3); 
1.25 (18Н, м, –СН2–); 1.43 (18Н, с, ССH3), 1.50 (2H, уш.с, 
β-СН2 (alkyl)); 1.71 (2H, уш.с, γ-СН2– (Orn)); 1.9–2.3 
(2Н, м, β-СН2– (Orn)); 3.11 (2Н, уш.с, СН2–СН2–NH 
(ar)); 3.30 (2Н, м, δ-СН2– (Orn)); 3.40 (4Н, уш.с, –СН2– 
(Gly)), 3.7–3.9 (2Н, м, α-СН2– (ar)); 3.7–3.9 (2Н, дм, 
α-СН2– (alkyl)), 4.12 (1Н, м, –CH– (Orn)); 4.60 (1Н, 
уш.с, δ-NH (Orn)); 4.80 (2Н, уш.с, –NH (Gly)); 5.11 (1Н, 
уш.с, α-NH (Orn)); 7.05 (1Н, д, ar-CH–); 7.15 (1Н, м, 
ar-CH5–); 7.20 (1Н, тд, ar-CH6–); 7.41 (2Н, д, ar-CH7), 
7.70 (1Н, д, ar-CH4–); 8.25 (1Н, с, ar-NH).

[α-N,δ-N-Бис-((N-трет-бутоксикарбонил)-
β-аланил)-L-орнитил]-N′-триптамил-
додециламид (8e)

Реакцию проводили аналогично получению соедине-
ния 5a. Из 26 мг (0.015 ммоль) Boc-β-Ala 7d и 27 мг 
(0.006 ммоль) соединения 6b получали 16 мг (16%) 
соединения 8e, Rf (Г) 0.44.

1Н ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м.д.): 0.87 (3Н, т, СН3); 
1.25 (18Н, м, –СН2–); 1.43 (18Н, с, ССH3), 1.49 (2H, 
уш.с, β-СН2 (alkyl)); 1.70 (2H, уш.с, γ-СН2– (Orn)); 
1.9–2.3 (2Н, м, β-СН2– (Orn)); 3.03 (4H, уш.с, 
β-СН2 (β-Ala)), 3.10 (2Н, уш.с, СН2–СН2–NH (ar)); 
3.30 (2Н, м, δ-СН2– (Orn)); 3.51 (4H, уш.с, α-СН2 
(β-Ala)), 3.7–3.9 (2Н, м, α-СН2– (ar)); 3.7–3.9 (2Н, м, 
α-СН2– (alkyl)); 4.10 (1Н, м, –CH– (Orn)); 4.60 (1Н, 
уш.с, δ-NH (Orn)); 4.81 (2Н, уш.с, –NH (β-Ala)); 5.08 



Производные L-орнитина с гетарильными и алкильными фрагментами в структуре: 
синтез и антибактериальная активность

Т.Г. Бодрова,  
У.А. Буданова, Ю.Л. Себякин

Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2024;19(3):202–213� 207

(1Н, уш.с, α-NH (Orn)); 7.05 (1Н, д, ar-CH–); 7.15 
(1Н, м, ar-CH5–); 7.19 (1Н, тд, ar-CH6–); 7.40 (2Н, д, 
ar-CH7), 7.69 (1Н, д, ar-CH4–); 8.25 (1Н, с, ar-NH).

[α-N,δ-N-Бис-((N-трет-бутоксикарбонил)-
ГАМК)-L-орнитил]-N′-триптамил-
додециламид (8f)

Реакцию проводили аналогично получению соедине-
ния 5a. Из 28 мг (0.015 ммоль) Boc-ГАМК 7e и 27 мг 
(0.006 ммоль) соединения 6b получали 47 мг (24%) 
соединения 8f, Rf (Г) 0.44.

1Н ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м.д.): 0.87 (3Н, т, СН3); 
1.25 (18Н, м, –СН2–); 1.41 (18Н, с, ССH3), 1.55 (2H, уш.с, 
β-СН2 (alkyl)); 1.70 (2H, м, γ-СН2– (Orn)); 1.89 (4Н, м, 
γ-СН2– (ГАМК)), 2.21 (2Н, м, β-СН2– (Orn)); 3.03 (4H, 
уш.с, β-СН2 (ГАМК)), 3.08 (2Н, уш.с, СН2–СН2–NH 
(ar)); 3.29 (2Н, м, δ-СН2– (Orn)); 3.50 (4H, уш.с, α-СН2 
(ГАМК)), 3.7–3.9 (2Н, м, α-СН2– (ar)); 3.7–3.9 (2Н, м, 
α-СН2– (alkyl)), 4.10 (1Н, м, –CH– (Orn)); 4.58 (1Н, 
уш.с., δ-NH (Orn)); 4.77 (2Н, уш.с, –NH (ГАМК)); 5.10 
(1Н, уш.с, α-NH (Orn)); 7.05 (1Н, д, ar-CH–); 7.15 (1Н, 
м, ar-CH5–); 7.18 (1Н, тд, ar-CH6–); 7.40 (2Н, д, ar-CH7), 
7.71 (1Н, д, ar-CH4–); 8.25 (1Н, с, ar-NH).

Трифторацетатная соль [α-N,δ-N-бис- 
((N-трет-бутоксикарбонил)-глицил)- 
L-орнитил]-N′-триптамил-октиламида (9a)

Cоединениe 8a 24 мг (0.033 ммоль) растворяли в без-
водном хлористом метилене и  охлаждали до  0°С. 
К  полученному раствору добавляли 0.33  ммоль 
TFA. Реакционную смесь перемешивали в  течение 
2  ч при комнатной температуре. Контроль реакции 
осуществляли по  данным ТСХ в  системе  (Г). TFA 
и  растворитель отгоняли на  роторном испарителе. 
Получали 23  мг (98%) продукта  9a. MALDI-TOF 
(m/z): 537 [M+K]+, 521 [M+Na]+.

Трифторацетатная соль [α-N,δ-N-бис- 
((N-трет-бутоксикарбонил)-β-аланил)- 
L-орнитил]-N′-триптамил-октиламида (9b)

Реакцию проводили аналогично получению соеди-
нения 9a. Из 41 мг (0.059 ммоль) соединения 8b по-
лучали 40 мг (99%) продукта 9b. MALDI-TOF (m/z): 
567 [M+K]+, 551 [M+Na]+.

Трифторацетатная соль [α-N,δ-N-бис- 
((N-трет-бутоксикарбонил)-ГАМК)- 
L-орнитил]-N′-триптамил-октиламида (9с)

Реакцию проводили аналогично получению со
единения 9a. Из 12 мг (0.019 ммоль) соединения 8c 

получали 11 мг (98%) продукта 9c. MALDI-TOF (m/z): 
579 [M+K], 595 [M+Na]+.

Трифторацетатная соль  
[α-N,δ-N-бис-((N-трет-бутоксикарбонил)-
глицил)-L-орнитил]-N′-триптамил-
додециламида (9d)

Реакцию проводили аналогично получению соеди-
нения 9a. Из 19 мг (0.026 ммоль) соединения 8d по-
лучали 18 мг (99%) продукта 9d. MALDI-TOF (m/z): 
595 [M+K]+, 579 [M+Na]+.

Трифторацетатная соль  
[α-N,δ-N-бис-((N-трет-бутоксикарбонил)-
β-аланил)-L-орнитил]-N′-триптамил-
додециламида (9e)

Реакцию проводили аналогично получению соеди-
нения 9a. Из 16 мг (0.021 ммоль) соединения 8e по-
лучали 16 мг (99%) продукта 9e. MALDI-TOF (m/z): 
623 [M+K]+, 607 [M+Na]+.

Трифторацетатная соль  
[α-N,δ-N-ди-((N-трет-бутоксикарбонил)-
ГАМК)-L-орнитил]-N′-триптамил-
додециламида (9f)

Реакцию проводили аналогично получению соедине-
ния 9a. Из 41 мг (0.053 ммоль) соединения 8f полу-
чали 43.3 мг (99%) продукта 9f. MALDI-TOF (m/z): 
651 [M+K]+, 635 [M+Na]+.

[α-N,δ-N-Бис-(трет-бутоксикарбонил)- 
L-орнитил]-N′-диоктиламид (11)

Реакцию проводили аналогично получению со-
единения  5a. Из  1.00  г (4.14  ммоль) Boc2Orn  4, 
1.71  г (8.29  ммоль) DCC и  1.66  г диоктилами-
на  10 получали 0.95  г (75%) соединения  11,  
Rf (Е) 0.64.

1Н ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м.д.): 0.87 (6Н, т, СН3); 
1.27 (20Н, м, –СН2–); 1.44 (18Н, с, ССH3), 1.55 (4Н, уш.с, 
–СН2–СН2–NН–СН2–СН2–), 1.73 (2H, м, СН2–СН2–NH 
(Orn)); 1.92 (2Н, м, δ-NH–СН2–СН2–СН2– (Orn)); 
3.03–3.25 (2Н, м, СН2–СН2–NH (Orn)); 3.50 (4Н, м, 
СН2–СН2–NН–СН2–СН2) 4.52 (1Н, с, δ-NH); 5.01 
(1Н, α-NH (Orn)).

L-Орнитил-N-диоктиламид (12)

Реакцию проводили аналогично получению соедине-
ния 6a. Из 0.95 г (1.69 ммоль) соединения 11 получа-
ли 0.30 г (49%) соединения 12, Rf (А) 0.19.
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[α-N,δ-N-Бис-((N-трет-бутоксикарбонил)-
глицил)-L-орнитил]-N′-диоктиламид (13a)

Реакцию проводили аналогично получению соеди-
нения 5a. Из 0.12 г (0.07 ммоль) Boc-Gly 7с и 0.02 г 
(0.028 ммоль) соединения 12 получали 23 мг (29%) 
соединения 13а, Rf (Г) 0.57.

1Н  ЯМР-спектр (CDCl3,  δ,  м.д.): 0.87 (6Н, т, СН3); 
1.27 (20Н, м, –СН2–); 1.44 (18Н, с, ССH3); 1.55 (4Н, уш.с, 
–СН2–СН2–NН–СН2–СН2–); 1.59 (2H, м, СН2–СН2–NH 
(Orn)); 1.90 (2Н, м, δ-NH–СН2–СН2–СН2– (Orn)); 3.10–3.25 
(2Н, м, СН2–СН2–NH (Orn)); 3.20 (4Н, м, –СН2–(Gly)); 
3.45 (4Н, м, СН2–СН2–NН–СН2–СН2); 3.81 (2H, уш.с, 
–NH (Gly)); 4.81 (1Н, с, δ-NH); 5.10 (1Н, α-NH (Orn)).

[α-N,δ-N-Бис-((N-трет-бутоксикарбонил)- 
β-аланил)-L-орнитил]-N′-диоктиламид (13b)

Реакцию проводили аналогично получению соедине-
ния 5a. Из 0.12 г (0.063 ммоль) Boc-β-Ala 7d и 0.10 г 
(0.028 ммоль) соединения 12 получали 19.5 мг (31%) 
соединения 13b, Rf (З) 0.55.

1Н ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м.д.): 0.87 (6Н, т, СН3); 
1.27 (20Н, м, –СН2–); 1.44 (18Н, с, ССH3), 1.55 (4Н, уш.с, 
–СН2–СН2–NН–СН2–СН2–), 1.60 (2H, м, СН2–СН2–NH 
(Orn)); 1.89 (2Н, м, δ-NH–СН2–СН2–СН2– (Orn)); 3.00 
(4H, уш.с, β-СН2 (β-Ala), 3.12–3.25 (2Н, м, СН2–СН2–NH 
(Orn)); 3.45 (4Н, м, СН2–СН2–NН–СН2–СН2); 3.50 (4H, 
уш.с, α-СН2 (β-Ala)); 4.80 (1Н, с, δ-NH); 5.10 (2Н, уш.с, 
–NH (β-Ala)); 5.28 (1Н, д, α-NH (Orn)).

[α-N,δ-N-Бис-((N-трет-бутоксикарбонил)-
ГАМК)-L-орнитил]-N′-диоктиламид (13с)

Реакцию проводили аналогично получению соедине-
ния 5a. Из 0.14 г (0.07 ммоль) Boc-ГАМК 7e и 0.10 г 
(0.028 ммоль) соединения 12 получали 20 мг (27%) 
соединения 13c, Rf (З) 0.60.

1Н  ЯМР-спектр (CDCl3,  δ,  м.д.): 0.87 (6Н, т, 
СН3); 1.27 (20Н, м, –СН2–); 1.44 (18Н, с, ССH3); 1.55 
(4Н, уш.с, –СН2–СН2–NН–СН2–СН2–); 1.73 (2H, м, 
СН2–СН2–NH (Orn)); 1.91 (4Н, м, γ-СН2– (ГАМК); 
1.92 (2Н, м, δ-NH–СН2–СН2–СН2– (Orn)); 2.97 (4H, 
уш.с, β-СН2 (ГАМК); 3.01–3.22 (2Н, м, СН2–СН2–NH 
(Orn)); 3.50 (4Н, м, СН2–СН2–NН–СН2–СН2); 3.58 
(4H, уш.с, α-СН2 ( ГАМК); 4.50 (1Н, с, δ-NH); 4.77 
(2Н, уш.с, –NH (ГАМК)); 5.01 (1Н, α-NH (Orn)).

Трифторацетатная соль  
[α-N,δ-N-бис-((N-трет-бутоксикарбонил)-
глицил)-L-орнитил]-N′-диоктиламида (14a)

Реакцию проводили аналогично получению соеди-
нения  9a. Из  23  мг (0.033  ммоль) соединения  13a 

получали 23  мг (99%) продукта  14a. MALDI-TOF 
(m/z): 508 [M+K]+, 492 [M+Na]+.

Трифторацетатная соль  
[α-N,δ-N-бис-((N-трет-бутоксикарбонил)- 
β-аланил)-L-орнитил]-N′-диоктиламида (14b)

Реакцию проводили аналогично получению соедине-
ния 9a. Из 19 мг (0.028 ммоль) соединения 13b полу-
чали 20 мг (99%) продукта 14b. MALDI-TOF (m/z): 
536 [M+K]+, 520 [M+Na]+.

Трифторацетатная соль  
[α-N,β-N-бис-((N-трет-бутоксикарбонил)-
ГАМК)-L-орнитил]-N′-диоктиламида (14с)

Реакцию проводили аналогично получению соедине-
ния 9a. Из 20 мг (0.028 ммоль) соединения 13с полу-
чали 21 мг (99%) продукта 14с. MALDI-TOF (m/z): 
564 [M+K]+, 548 [M+Na]+.

Антибактериальная активность

Изучение антибактериальной активности проводи-
ли с  помощью определения минимальной ингиби-
рующей концентрации (МИК) методом серийных 
микроразбавлений в жидкой питательной среде [23]. 
В качестве тест-микроорганизмов использовали су-
спензии B.  Subtilis  534 и  E.  coli  M17 с  концентра-
цией 1.5  ×  108  КОЕ/мл и  оптической плотностью 
0.5 единиц по Мак-Фарланду. В лунки 96-луночного 
планшета наносили по 50 мкл зараженного бульона 
и соответствующие количества исследуемых соеди-
нений. Планшеты инкубировали при температуре 
36 ± 1°С в течение 16–18 ч. МИК веществ — первая 
прозрачная лунка в ряду при отсчете справа.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В дизайне целевых соединений использовались раз-
личия в структуре алифатических аминокислот (гли-
цин, β-аланин, ГАМК), в длине алкильных радикалов 
(С8, С12) или в наличии индольного фрагмента.

Разработана схема получения бивалентных катион-
ных амфифилов на основе производных L-орнитина, 
содержащих остаток триптамина, различающихся 
длиной алифатических цепей С8 и С12 (схема 1).

Для получения соединения  3а алкилирование 
триптамина  2 проводили октилбромидом в  присут-
ствии карбоната калия и  йодида калия в  ацетони-
триле. Реакцию алкилирования додецилбромидом 
осуществляли в  тетрагидрофуране в  присутствии 
карбоната цезия. Продукты выделяли с  помощью 
колоночной хроматографии на  окиси алюминия. 
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К  полученным производным триптамина присо
единяли Вос-защищенный L-орнитин по  карбоди-
имидному методу. Продукты выделяли с  помощью 
колоночной хроматографии на силикагеле. Для полу-
чения соединений 6a,b со свободными аминогруппа-
ми на 5a,b действовали раствором TFA в хлористом 
метилене (соотношение объемов 1 : 1) с  последую-
щей обработкой 5% раствором NaHCO3.

Присоединение остатков Вос-защищенных 
глицина, β-аланина и  ГАМК к  6a,b проводили 
в  присутствии DCC и  DMAP. Защитные группы 
удаляли стандартным способом с  получением три- 
фторацетатных солей 9a–f. Структура целевых и про-
межуточных соединений подтверждалась данны-
ми 1Н  ЯМР-спектроскопии и  масс-спектрометрии. 
В ЯМР-спектрах присутствовали сигналы протонов, 
характерные для алифатических радикалов в гидро-
фобном блоке, ароматических колец остатка трипта-
мина и углеводородного скелета аминокислот.

Для получения производных L-орнитина с  сим-
метричным липофильным фрагментом из  двух ал-
кильных цепей использовалась схема 2.

Соединение  11 получали аналогично  5a,b из  Boc-
защищенного L-орнитина  4 и  диоктиламина  10 
по  карбодиимидному методу. Продукт реакции вы-
деляли с помощью колоночной хроматографии на си-
ликагеле. К  свободным аминогруппам производного 
L-орнитина  12 присоединяли алифатические амино-
кислоты с  последующим удалением Boc-защитных 
группировок. Структуру полученных соединений 
подтверждали данными масс-спектрометрии методом 
MALDI. В  масс-спектрах соединений  14a–c присут-
ствовали пики молекулярных ионов.

Для синтезированных соединений определена анти-
микробная активность по отношению к грамположитель-
ным B. subtilis и грамотрицательным E. coli штаммам бак-
терий. Значения МИК фиксировались с помощью метода 
серийных микроразбавлений в питательной среде (табл.).
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Схема 1. Синтез амфифилов с гетарильным фрагментом

Scheme 1. Synthesis of amphiphiles with hetaryl moiety
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Scheme 2. Synthesis of amphiphiles with dialkyl moiety

Таблица. Минимальная ингибирующая концентрация соединений 9а–f, 14a–c в отношении грамотрицательных бактерий E. coli 
и грамположительных бактерий B. subtilis

Table. Minimum inhibitory concentration (MIC) of compounds 9a–f, 14a–c against gram-negative bacteria E. coli and gram-positive 
bacteria B. subtilis

Структуры
Structures

Шифр 
образца
Sample 

code

–R

МИК, мкг/мл
MIC, µg/mL

E. coli М17 B. subtilis 534

O

R

R
N
H

N
H

H
N

N

9a Gly 3.12 6.25

9b β-Ala 3.12 1.56

9c ГАМК 1.56 1.56

O

R

R

H
N

N
H

N
H

N

9d Gly 6.25 3.12

9e β-Ala 3.12 0.39

9f ГАМК 1.56 0.39

O

R

R
N
H

H
N

N

14a Gly 6.25 6.25

14b β-Ala 6.25 1.56

14c ГАМК 3.12 0.78
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Наиболее активными оказались липоами-
нокислоты с  терминальными остатками ГАМК 
и  несимметричным неполярным блоком (трип-
тамил–додециламин). Значения МИК составили 
0.39 мкг/мл в отношении грамположительных бакте-
рий и 1.56 мкг/мл для грамотрицательных бактерий. 
Производное ГАМК с симметричным липофильным 
фрагментом на основе диоктиламина продемонстри-
ровало активность с МИК 0.78 мкг/мл в отношении 
B. subtilis и 3.12 мкг/мл в отношении E. coli.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проделанной работы осуществлен син-
тез девяти новых липоаминокислотных бивалент-
ных катионных амфифилов на  основе L-орнитина. 
Cтруктура полученных соединений подтверждена 
данными 1Н  ЯМР-спектроскопии и  масс-спектро-
метрии. Показана высокая антибактериальная ак-
тивность синтезированных соединений. Выявлены 
соединения-лидеры с  низкими показателями значе-
ния МИК как по отношению к грамположительным, 
так и по отношению к грамотрицательным штаммам 
бактерий. Показано влияние степени липофильности 
в асимметричном неполярном блоке на уровень про-
являемой антимикробной активности.
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Аннотация
Цели. Описать фармацевтическую технологию направленной деградации белковых молекул (PROTAC®, PROteolysis TArgeting 
Chimera), подходы к конструированию молекулы PROTAC®, методы подбора и синтеза лигандов и линкера, а также примене-
ние данной технологии в борьбе с различными заболеваниями и возможные ограничения ее использования.
Результаты. Обзор охватывает 77 источников, в основном за 2020–2023 гг. В обзоре изложен принцип технологии PROTAC®, 
который заключается в конструировании химерной молекулы, состоящей из трех фрагментов. Один фрагмент специфически 
связывается с биомишенью, другой рекрутирует протеолитическую систему клетки-хозяина, а третий связывает их между со-
бой. Описаны направления современного развития технологии, а также возможности и ограничения химерных молекул в борь-
бе с разными типами инфекционных заболеваний.
Выводы. Показаны перспективы использования технологии PROTAC® в борьбе с онкологическими, нейродегенеративными, 
аутоиммунными и инфекционными заболеваниями.

Ключевые слова
PROTAC, убиквитин-протеасомная система, лигазы Е3, молекулярный дизайн, 
противовирусные препараты
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Abstract
Objectives. To describe the pharmaceutical technology of controlled degradation of protein molecules (PROTAC®, Proteolysis Targeting 
Chimera), approaches to the design of the PROTAC® molecule, methods of ligand and linker selection and synthesis, as well as the 
application of this technology in dealing with a variety of diseases and the possible limitations of its use.
Results. The review covers 77  sources, mostly from 2020–2023. The review outlines the principle of  PROTAC® technology: the 
construction of a chimeric molecule consisting of  three fragments. One fragment specifically binds to  the biotarget, another recruits 
the proteolytic system of the host cell, and the third binds them together. The main areas of the current development of the technology 
are described herein, as well as the opportunities and limitations of chimeric molecules in the fight against different types of infectious 
diseases.
Conclusion. The potential to use PROTAC® technology to combat cancer as well as neurodegenerative, autoimmune, and infectious 
diseases is shown.
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ВВЕДЕНИЕ

Технология химерных молекул для направлен-
ной деградации белков  (PROTAC®, PROteolysis 
TArgeting Chimeras) — одна из самых перспектив-
ных разработок в  рациональном дизайне лекар-
ственных препаратов. Концепция лекарств, осно-
ванных на  направленной деградации избранных 
белков-мишеней, была предложена в  2001  г.  [1], 
но  активное развитие ее  началось лишь несколь-
ко лет назад. В  2016  г. база данных PubMed1 со-
держала ссылки лишь на  13  публикаций с  ключе-
вым словом «PROTAC», а  в  2022  г. таких ссылок 
насчитывалось уже 479. Хотя на  настоящий мо-
мент ни  один лекарственный препарат, основан-
ный на  этой технологии, еще не  получил одо-
брения FDA  (U.S. Food and Drug Administration, 
Управление по  санитарному надзору за качеством 

1	  https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/. Дата обращения 26.02.2024. / Accessed February 26, 2024.
2	  https://www.brenda-enzymes.org/. Дата обращения 26.02.2024. / Accessed February 26, 2024.

пищевых продуктов и медикаментов США), на раз-
личных стадиях клинических испытаний находится 
не менее 15 таких препаратов, в основном, проти-
воопухолевых. Теоретический механизм действия 
молекулы PROTAC® схематически представлен 
на рис. 1. Целевая молекула строится из 3 блоков: 
блок 1 отвечает за связывание с белком-мишенью, 
блок 2 — за взаимодействие с ферментом убикви-
тинлигазой  E3  (EC  2.3.2.27)2, а  блок  3  связывает 
их  между собой. Молекула PROTAC® связывает-
ся первым фрагментом-лигандом с  целевым бел-
ком-мишенью, а второй фрагмент взаимодействует 
с  лигазой  Е3. Таким образом, белковые молеку-
лы оказываются физически сближены. Основная 
функция лигаз  Е3  — запуск механизма мечения 
различных белков пептидным фрагментом — убик-
витином. Этот механизм опосредован еще одним 
ферментом  — лигазой  Е2  — и  служит в  клетке 

mailto:matildafox@mail.ru
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
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для разрушения «ненужных» белковых молекул 
специальным протеасомным ферментным комплек-
сом [2]. В результате действия молекулы PROTAC® 
молекула целевого белка оказывается помечена по-
лиубиквитиновой цепочкой и  подвергается атаке 
протеасомы, в результате которой разрушается.

Очевидным полем для применения технологии 
служит борьба с  онкологическими заболеваниями. 
Селективное направленное разрушение компонен-
тов опухолевых клеток  — это главное направление 
химиотерапии рака, а  технология PROTAC® позво-
ляет атаковать такие мишени, которые недоступны 
обычным препаратам  — суицидным ингибиторам. 
Технология может использоваться в  борьбе с  ней-
родегенеративными заболеваниями, например, при 
болезни Альцгеймера, аутоиммунными болезнями 
и  во всех областях, где используются специфиче-
ски нацеливаемые препараты, например, монокло-
нальные антитела. Здесь проявляется несомненное 
достоинство PROTAC®  — относительная простота 
и дешевизна действующей субстанции, построенной 
из  малых молекул, получаемых обычным химиче-
ским синтезом.

Достоинствам и перспективам технологии посвя-
щено немало обзорных работ, вышедших в послед-
ние годы  [3–10]. Однако простота идеи скрывает 
немало сложностей в  ее воплощении. Этот обзор 

посвящен достижениям и  проблемам в  конструи-
ровании химерных молекул, предназначенных для 
селективной деградации белков-мишеней, а  также 
перспективам применения технологии PROTAC® 
в борьбе с инфекционными агентами.

Конструирование молекулы  
PROTAC®

Молекула PROTAC® состоит из  трех структурных 
компонентов. Каждый из них выбирается в соответ-
ствии со строением биомишени, что в свою очередь 
определяет фармакодинамические и фармакокинети-
ческие свойства химеры. Алгоритм конструирования 
следующий: чаще всего выбирают хорошо изучен-
ные лиганды с  доказанной аффинностью к  мише-
ни. В  структуре лиганда определяется точка моди-
фикации, предпочтительно на  периферии, там, где 
не будет затронут фармакофор, и в этой точке к ней 
присоединяется линкерная группа. Для полученно-
го полупродукта проверяют связывание с мишенью 
и  в  случае успеха на  другой конец линкера присо
единяют лиганд к  лигазе  Е3, выбранный из  набора 
известных структур. Конструирование молекулы 
PROTAC® завершено, но  ее работоспособность бу-
дет зависеть от  множества нюансов в  выборе всех 
трех компонентов.

Target

proteine

Целевой 

белок

Целевой 

белок

PROTAC

Target

proteine

Proteasome

Протеасома

Ub

Ub

Ub

Ub

Ub

Ub

Рис. 1. PROTAC-индуцированная деградация целевого белка убиквитин-протеасомной системой (Ub — убиквитин)

Fig. 1. PROTAC-induced degradation of the target protein by the ubiquitin-proteasome system (Ub — ubiquitin)



Технология PROTAC® и перспективы ее применения  
в борьбе с инфекциями

М.А. Захарова,  
М.В. Чудинов

Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2024;19(3):214–231� 217

Выбор лигандов к лигазе Е3

Количество убиквитин-переносящих лигаз в  ор-
ганизме человека превышает 600  [2], но  лишь не-
многие из  них имеют низкомолекулярные лиган-
ды и пригодны для работы с молекулой PROTAC®. 
Лигаза  Е3  — фермент, выполняющий функцию 
присоединения убиквитина к произвольному белку, 
и  в  этом смысле различий между разными типами 
лигаз почти нет. Однако некоторые из  них имеют 
своеобразную «кнопку включения»  — сайт связы-
вания низкомолекулярного лиганда. Взаимодействие 
с  этим лигандом активирует фермент. Фактически 
из  всего возможного разнообразия на  практике 
обычно используют 3  лигазы  — CRBN  (cereblon), 
VHL (сокр. от нем. Von Hippel–Lindau) и cIAP (cellular  
inhibitor of  apoptosis). На  них приходится более  
95% описанных активных химер PROTAC®, и более 

половины — на CRBN [6]. Известные синтетические 
лиганды к трем этим белкам приведены на рис. 2.

Лиганды CRBN — это талидомид 1 и его произ-
водные 2–5; их связывание с CRBN отвечает за про-
тивоопухолевую активность этих соединений  [12]. 
Лиганды других используемых ферментов  — псев-
допептидные молекулы, содержащие неприродные 
аминокислоты. Сравнение структур лигандов объяс-
няет причины популярности CRBN: простота, синте-
тическая доступность и активность в рацемической 
форме. Есть и еще одна причина этого выбора — ак-
тивность молекул PROTAC®, нацеленных на  один 
и  тот же  белок, но  сконструированных под разные 
лигазы, различна  [3]. На  CRBN построены самые 
эффективные химеры. Однако выбор лигазы должен 
определяться в  первую очередь биомишенью, т.к. 
в разных органах и тканях протеом имеет существен-
ные различия [13, 14].
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Синтез лигандов к CRBN

По данным обзора  [11], частота применения лиган-
дов к CRBN в успешных молекулах PROTAC® разли-
чается в зависимости от точки присоединения и типа 
линкера (рис. 3).

Самые распространенные лиганды  15–17  ос-
нованы на  структуре помалидомида 2, методы 
их  синтеза представлены на  схеме  1. Из  наиболее 
доступного Вос-L-глутамина в  присутствии кон-
денсирующего агента (обычно карбонилдиимидазо-
ла) получают циклическое производное 12, которое 
после удаления защитной группы ацилируют 3-за-
мещенным фталевым ангидридом. К  полученным 
производным  14  присоединяют линкерные группы 
либо прямым замещением фтора на  амин  15, либо 
сначала восстанавливают нитрогруппу соедине-
ния  14b до  амина и  получают помалидомид  2, ко-
торый ацилируют или алкилируют по аминогруппе. 
Аналогично из 3-гидроксифталевого ангидрида по-
лучают 4-гидрокситалидомид 14с, который алкили-
руют по фенольному гидроксилу для синтеза лиган-
дов типа 18. Лиганды типов 19–20, в которых линкер 

присоединен через углеродную цепочку, получают 
Pd-катализируемым кросс-сочетанием с терминаль-
ными ацетиленами. Есть немало альтернативных 
путей к  этим структурам, но  практически все они 
основаны на  конденсации замещенного фталево-
го ангидрида с  глутамином, глутаминовой кисло-
той или циклическим 3-аминопиперидин-2,6-дио-
ном  13. Различия определяются, главным образом, 
удобством присоединения линкерной цепочки и об-
щим выходом синтетической схемы.

Сходным образом получают производные, заме-
щенные по  4  положению фенильного кольца фта-
левого ангидрида. Более подробно ознакомиться 
с методами синтеза лигандов E3 можно в обзорной 
статье Bricelj et al. [11].

Выбор линкерной группы и сборка 
молекулы PROTAC®

Эффективность действия химерной молекулы за-
висит не  только от  аффинности лигандов к  це-
левому белку и  лигазе  Е3, но  и  от правильного 
подбора связывающей их  линкерной группы. Ряд 
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Fig. 3. Structures of synthetic ligands to CRBN in successful PROTAC® [11]
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Scheme 1. Synthesis of CRBN ligands based on 3-substituted phthalic anhydride

исследований [15, 16] показал, что длина, гибкость 
и структурные особенности линкерной группы игра-
ют критическую роль для образования троичного 
комплекса «целевой белок–PROTAC®–лигаза  Е3». 
Чаще всего в  роли исходного линкера выбирают 
простые и  относительно короткие углеводородные 
цепочки или полиэтиленгликоли, которые в  про-
цессе оптимизации структуры постепенно видоиз-
меняют. Точка присоединения линкера к лигандам 
и  ориентация линкерной цепочки должны быть 
подобраны так, чтобы не снижать аффинность ли-
гандов. Чаще всего подбор осуществляют методами 
рационального дизайна, исходя из  установленной 
структуры сайта связывания. Основные правила 
подбора точки присоединения таковы:  (1)  моле-
кулярный фрагмент лиганда нельзя сильно изме-
нять, чтобы не  утратить аффинность;  (2)  линкер 
должен входить в активный центр со стороны, до-
ступной для сольватации [6]. Пример влияния лин-
кера на  активность химерной молекулы показан 

в работе Cao et al. [17] (рис. 4). Химерная молекула 
SK-575 22 была разработана для деградации ядерно-
го белка PARP1  (поли(ADP-рибоза)полимераза) — 
валидированной онкомишени  — и  базировалась 
на структуре ингибитора 21 (Olaparib). Она показа-
ла эффективную деградацию белка-мишени (>99%) 
при концентрации 100  нм в  модельной клеточной 
системе, однако ее гомологи имели меньшую актив-
ность. Сопоставимой активностью обладали гомо-
логи  23с–е, у  которых длина спейсерной цепочки 
отличалась на 1–2 атома. Более короткие или более 
длинные линкеры заметно снижали активность хи-
меры. Изомер 24 при той же концентрации разрушал 
лишь 77% целевого белка. Предположительно, точ-
ка присоединения линкера влияет на стабильность 
троичного комплекса. В большей степени на эффек-
тивность деградации белка-мишени оказывает вли-
яние тип линкера. Аналоги соединения 22  с поли- 
этиленгликольными линкерами были в 3–5 раз ме-
нее активны (таблица).
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Стоит отметить, что степень деградации целевого 
белка зависит от множества факторов, и аффинность 
к  целевому белку не  является прямым показателем 
эффективности молекулы PROTAC®. Для работы мо-
лекулы PROTAC® аффинность необходима, но высо-
кая константа связывания с  целевым белком не  га-
рантирует ее эффективность.

Последовательность работ по  конструированию 
молекул PROTAC®, описывающая эксперимен-
тальные приемы и  применяемые тестовые систе-
мы, представлена в форме протокола в работе [18]. 
Принципы дизайна молекул PROTAC®, ориенти-
рованных на  различные мишени, подробно обсуж-
даются в работах  [19, 20]. Разработка и  сборка ко-
нечной молекулы в  большинстве работ описана 
в  пошаговой последовательности  (синтез лиган-
дов  — выбор спейсера  — сборка химеры  — изу-
чение активности), но  быстрый синтез больших 
библиотек целевых молекул для высокоэффектив-
ного скрининга и  оптимизации может стать одним 
из направлений развития технологии. Примеры тех-
нологических платформ для высокоэффективного 
синтеза библиотек молекул PROTAC® приведены 
в работах [21–23].

ВЫБОР МИШЕНИ И ПЕРСПЕКТИВЫ 
РАЗВИТИЯ ТЕХНОЛОГИИ

Выбор целевого белка является главным в конструиро-
вании молекулы PROTAC®, он  определяется постав-
ленной задачей терапии. Сама концепция направлен-
ного разрушения белка выглядит наиболее подходящей 
для борьбы с онкологическими заболеваниями [24–26]. 
Действительно, первые молекулы PROTAC®, прошед-
шие клинические испытания I и II фазы, направлены 
на  андрогеновые  (ARV-110, 25)  [27,  28] и  эстрогено-
вые  (ARV-471, 26)  [29] рецепторы и  предназначены 
для борьбы с раком простаты и раком молочной желе-
зы соответственно (рис. 5).

Важным достоинством технологии PROTAC® 
в сравнении с традиционными лекарственными пре-
паратами является то, что для связывания химеры 
может использоваться не только активный сайт бел-
ка-мишени, но  и  любой его фрагмент. Таким обра-
зом, спектр биомишеней расширяется за счет множе-
ства ранее недоступных для терапии целей.

Ориентация на хорошо изученные мишени объе-
диняет все удачные примеры разработки химерных 
молекул  — разрушителей белков. Мишенями для 
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Fig. 4. Structures of PROTACs® for degradation of poly(ADP-ribose)polymerase (PARP1) (blue is the CRBN ligand, red is the ligand 
to PARP1, green is the spacer group) [17] and the initial inhibitor

Таблица. Значение IC50 (μM) в зависимости от длины линкера

Table. IC50 (μM) value depending on linker length

Соединение
Compound

22
n = 7

23a
n = 1

23b
n = 3

23c
n = 5

23d
n = 6

23e
n = 8

23e
n = 9

24
n = 7

IC50, μM 0.019 ± 0.006* >10 0.83 ± 0.26 0.123 ± 0.071 0.029 ± 0.008 0.021 ± 0.003 0.025 ± 0.004 0.035 ± 0.015

Примечание: n — количество углеродных групп в цепи. IC50 (μM) — концентрация полумаксимального ингибирования.
* Показатели говорят о высокой эффективности соединения 22.
Note: n is the number of carbon groups in the chain. IC50 (μM) is concentration of half-maximal inhibition.
* Parameters show the high efficiency of compound 22.
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молекул PROTAC® служат рецепторы  [27,  29,  30], 
протеинкиназы [31], бромодомен-содержащие белки 
и белки-трансдукторы [3], а также множество других 
протеинов.

Как все успешные инновации, технология 
PROTAC® породила целый спектр новых направ-
лений, объединенных идеей использования соб-
ственных механизмов клетки для атаки биомишени. 

Первым таким направлением стало использование 
альтернативных путей деградации целевых бел-
ков, не  опосредованных убиквитин-протеасомной 
системой. Аутофагия — еще один из способов из-
бавления клеток от  ненужных компонентов  [32]. 
Takahashi  et  al.  [33] показали, что возможно скон-
струировать молекулы  27–28, названные ими 
AUTAC  (аутофаг-нацеленная химера)  (рис.  6), 
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Fig. 5. The first clinically successful examples of PROTAC® technology application (blue is the CRBN ligand, red is the ligand to the 
target receptor, green is the spacer group)
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Fig. 6. The structures of autophagy-targeted chimera (AUTAC) 27–28 (blue is a guanylate marker, red is a ligand to the target receptor, 
green is a spacer group) [33] and lysosome-targeted chimera (LYTAC) 29 (blue is an ASGPR ligand, red is an antibody to the target 
protein, green is a spacer group) [39]
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которые используют механизм аутофагии для на-
правленного разрушения целевого белка. Как 
и  молекула PROTAC®, такая химера действует 
внутри клетки. AUTAC связывает «боеголовку» 
для целевого белка с  производным гуанина, ко-
торое помечает белок для уничтожения путем 
аутофагии  [34]. Направленный протеолиз может 
вызываться так называемыми белками теплово-
го шока  (HSP). Химеры, использующие связыва-
ние с белком HSP90 (HEMTAC), описаны в работе 
Li  et  al.  [35]. Около 40% белков относятся к  мем-
бранным или внеклеточным, эти мишени недости-
жимы для протеасомной системы и не подвержены 
аутофагии. Многие из  них играют важную роль 
в  процессах канцерогенеза, возрастных и  аутоим-
мунных заболеваниях  [36]. Против внеклеточных 
белков может быть задействован лизосомальный 
путь деградации [37, 38]. Описан ряд структур, так 
называемых LYTAC (лизосома-нацеленная химера), 
в которых для транспорта внеклеточного белка-ми-
шени в  лизосому используют лиганды к  специфи-
ческим белкам-переносчикам CI-M6PR  [38] или 
ASGPR 29 [39, 40] (рис. 6). В роли лигандов к целе-
вому белку использовали моноклональные антите-
ла [39] или аптамеры [40, 41].

Альтернативой технологии PROTAC® является 
активно разрабатываемая технология RIBOTAC  — 
химерные молекулы, нацеленные на  разрушение 
РНК [42]. В этом случае изменяется не только способ 
деградации, но  и  тип биомишени. Когда мишенью 
выступает нуклеотидная последовательность, связы-
вание с ней обычно обеспечивает либо антисмысло-
вой олигонуклеотид, либо малая интерферирующая 
РНК (siRNA). Использовать лиганды такого типа для 
нацеливания химеры значит отказаться практически 
от всех преимуществ новой технологии — простоты 
и дешевизны синтеза, стабильности молекулы, воз-
можности использовать энтеральные пути введения 
в организм. Поэтому в технологии RIBOTAC для на-
целивания на мишень используют малые молекулы, 
селективно связывающиеся с РНК, особенно с теми 
РНК, которые образуют устойчивые вторичные 
и третичные структуры [43]  (рис. 7). Разрушителем 
мишени выступает интерферон-зависимая рибо-
нуклеаза  L  (ЕС  3.1.26)  — фермент, участвующий 
в работе иммунной системы. Он активируется оли-
гоаденилатным фрагментом, который в  структуре 
RIBOTAC отвечает за  связывание с рибонуклеазой. 
Поиски лигандов рибонуклеазы среди других малых 
молекул описаны в работе [45].

RNA

RIBOTAC

Ribonuclease

Рис. 7. RIBOTAC-индуцированная деградация РНК рибонуклеазой L. МикроРНК-210-нацеленная химерная молекула 
TGP-210-RL 30 [44] (cиний фрагмент — лиганд к рибонуклеазе L, красный — лиганд к МикроРНК-210, зеленый — 
спейсерная группа)

Fig. 7. RIBOTAC-induced degradation of RNA by ribonuclease L. MicroRNA-210 is a targeted chimeric molecule 
TGP-210-RL 30 [44] (blue is a ligand to ribonuclease L, red is a ligand to microRNA-210, green is a spacer group)
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Еще одна альтернатива  — химеры, в  которых 
лигандом к  целевому белку выступают не  малые 
молекулы, а  различные биополимеры: пептиды, 
олигонуклеотиды или антитела  (Non-small molecule 
PROTACs или NSM-PROTAC) [46]. Такие конструк-
ции утрачивают ряд преимуществ исходной техно-
логии, взамен приобретая более точное нацеливание 
на ранее недоступные мишени.

ПРОБЛЕМЫ ТЕХНОЛОГИИ И СПОСОБЫ 
ИХ РЕШЕНИЯ

Существует набор сложностей, изначально прису-
щих технологии PROTAC®, которые пока не  дают 
ей  захватить лидирующие позиции в  дизайне ле-
карственных средств  [47]. Первой такой пробле-
мой являются изначально плохие фармакологи-
ческие свойства большинства химерных молекул. 
Почти все они выбиваются из  принятых параме-
тров лекарственного подобия  (drug-likeness) из-за 
значительных размеров и  молекулярной массы. 
Низкая растворимость также затрудняет разработ-
ку лекарственных форм для перорального введения. 
Отчасти эта проблема может быть решена традици-
онными методами структурно-ориентированного 
дизайна [48, 49]. 

Другая сложность в  разработке химерных моле-
кул связана с относительно слабым набором доступ-
ных инструментов для этой работы. Если для поиска 
и  оптимизации традиционных лекарственных пре-
паратов существует огромное разнообразие физи-
ко-химических методов и  тестовых систем, то  для 
новой технологии такого множества подходов еще 
не  разработано. Как упоминалось ранее, эффектив-
ность действия молекулы PROTAC® не  связана на-
прямую с легко измеряемой аффинностью, а скорее 
со  стабильностью троичного комплекса и  параме-
трами белок-белкового взаимодействия. От чего за-
висят эти величины, а также селективность молекул 
PROTAC®, пока до  конца неясно. Таким образом, 
рациональный дизайн новых химер еще не  скоро 
превратится в  рутинную процедуру. Обзор, посвя-
щенный инструментам и методам рационального ди-
зайна молекул PROTAC®, представлен Liu et al. [50].

Еще одна проблема связана с  механизмом дей-
ствия молекул PROTAC®. Когда традиционные су-
ицидные ингибиторы попадают в  клетку, каждая 
молекула препарата «убивает» только одну молекулу-
мишень  (фермент или рецептор), таким образом, 
действие препарата напрямую связано с  концен-
трацией и  аффинностью. Но  PROTAC® рекрутиру-
ет собственные системы клетки, и  после распада 
белка-мишени химера включается в  новый катали-
тический цикл. Таким образом, действие препарата 

будет продолжаться вплоть до  полного выведения 
или разрушения всех молекул PROTAC®. Это откры-
вает путь, с одной стороны, к высочайшей эффектив-
ности, а с другой — к неконтролируемым побочным 
эффектам. Крайне желательно предусмотреть хими-
ческий «выключатель»  — способ прекратить или 
возобновить действие молекулы-разрушителя в нуж-
ный момент.

Такого рода разработки ведутся в  области 
фотофармакологии  [52]. Пример фотопереклю-
чаемой молекулы PROTAC® показан на  рис.  8. 
Исходной структурой послужила химерная моле-
кула ARV-771  31, нацеливаемая на  онкомишень 
BRD-4. Длина спейсера в  ней составляет 11  Å, 
и  если ее  изменить в  большую или меньшую сто-
рону, стабильность троичного комплекса наруша-
ется и  PROTAC® перестает работать. В  структуре 
фотопереключаемой молекулы 32а полиэтиленгли-
кольный спейсер заменен на фрагмент замещенного 
транс-азобензола равной длины. При облучении 
светом с длиной волны 530 нм азобензол изомери-
зуется в цис-форму 32b, при этом расстояние между 
лигандами сокращается до 8 Å и вещество утрачи-
вает активность. Обратный переход инициируется 
облучением при 415 нм.

«Выключатель» может иметь и чисто химическую 
природу. Описаны варианты химерных противора-
ковых молекул, использующих фолатную систему 
нацеливания [53]. В нормальных клетках рецепторы 
фолиевой кислоты присутствуют в  незначительном 
количестве, в  сравнении с  многими типами опухо-
левых клеток, активно экспрессирующих эти рецеп-
торы. Когда неактивное пролекарство  33, конъюги-
рованное с  фолиевой кислотой, транспортируется 
в раковые клетки, активная субстанция — PROTAC® 
ARV-771 31 — высвобождается под действием эндо-
генных гидролаз (рис. 9).

Другой способ приблизить фармакодинамику 
молекулы PROTAC® к  обычным моделям состоит 
в  использовании ковалентных ингибиторов в  каче-
стве «боеголовки». Если лиганд в  составе химеры 
связывается с целевым белком ковалентно, при раз-
рушении мишени протеасомой высвобождается уже 
отработанная молекула, неспособная снова вклю-
читься в  каталитический цикл. Таким образом, мо-
лекула PROTAC® начинает работать как обычный 
суицидный ингибитор, но  сохраняет преимущество 
в  спектре мишеней. Есть и  другие концепции ди-
зайна технологии PROTAC®, использующие кова-
лентное связывание, в  том числе обратимое  [55]. 
В работе Jin et al. [56] предлагается контролировать 
процесс деградации целевого белка, вводя в клетку 
вещество, селективно связывающее активную моле-
кулу PROTAC®.
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Рис. 8. Фотопереключаемая молекула PROTAC® (синий фрагмент — лиганд к лигазе Е3 VHL, красный — лиганд к целевому 
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Fig. 8. Photoinduced switching PROTAC® (blue is ligand to the E3 VHL ligase, red is ligand to the target protein BRD4, and green 
is spacer groups) [51]
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Fig. 9. PROTAC® 33 with folate delivery system to the tumor cell (the fragment of the initial active substance is highlighted in red, 
the folate group is highlighted in purple, the spacer fragment is highlighted in green) [53]; covalent PROTAC® (an orange fragment 
is an acrylamide group responsible for covalent binding to the target) [54]
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ПРИМЕНЕНИЕ ТЕХНОЛОГИИ PROTAC® 
В БОРЬБЕ С ИНФЕКЦИЯМИ — 
ВОЗМОЖНОСТИ И ОГРАНИЧЕНИЯ

На первый взгляд, использование новой технологии 
против патогенных организмов и  вирусов кажется 
очень перспективным, однако количество публикаций, 
описывающих антибактериальные или противовирус-
ные молекулы PROTAC®, пока сравнительно невели-
ко. Следует рассматривать стратегии применения на-
правленной деградации белков против бактериальных, 
вирусных и протозойных инфекций раздельно вслед-
ствие существенных различий между биомишенями.

Строго говоря, применение технологии PROTAC® 
в ее исходном виде против прокариотических клеток, 
то  есть бактерий, невозможно, т.к. убиквитин-про-
теасомная систем существует только у  эукариот. 
Но  сама идея направленной деградации целевых 
белков через активацию собственных систем клетки 
вполне может быть распространена на  бактериаль-
ные клетки. В 2022 г. Morreale et al. [57] предложили 
концепцию BacPROTAC, опирающуюся на протеаз-
ную систему грамположительных бактерий и мико-
бактерий ClpCP, сходную с  убиквитин-протеазной 
системой эукариот. По  сравнению с  эукариотиче-
скими протеасомами, которые распознают сложные 
полиубиквитиновые цепочки, механизм активации 
ClpCP гораздо проще. Меткой деградации служит 
фосфатная группа, связанная с  остатком аргинина 
целевого белка. В  качестве доказательства жизне-
способности концепции, исследователи проверили 
эффективность деградации модельного белка (стреп-
тавидина) in  vitro, соединив его лиганд  (биотин) 
с фосфорилированным аргинином через линкер в со-
единении BacPROTAC-1 35 (рис. 10).

Соединение 35  в  концентрации 100  μМ дей-
ствительно разрушало целевой белок in  vitro 

в присутствии ClpCP у Bacillus subtilis. Однако фар-
макокинетика BacPROTAC-1, построенного на осно-
ве фосфорилированного аргинина, неудовлетвори-
тельна, а  гуанидинфосфатная группа нестабильна. 
Исследователи предложили замену аргинин-фосфат-
ного лиганда на циклические пептидные молекулы, 
подобные цикломарину А — антибиотику, выделен-
ному из морского актиномицета и обладающему зна-
чительной аффинностью к ClpCР.

BacPROTAC на  настоящий момент скорее фун-
даментальная концепция, чем технология. Для при-
менения на практике нужно преодолеть еще немало 
препятствий. Высокая избирательность молекулы 
PROTAC® в случае антибактериальной терапии ско-
рее недостаток: бесчисленное разнообразие гене-
тически изменчивых патогенных микроорганизмов 
делает крайне затруднительным выбор мишени 
и  универсальный подход к  конструированию химе-
ры. Тем не менее есть авторитетные обзоры [58–61], 
подтверждающие актуальность таких исследований.

Противопротозойные молекулы PROTAC® ка-
жутся более вероятными, т.к. возбудители относят-
ся к  эукариотам, убиквитин-протеасомная система 
у них присутствует, хотя и менее изучена, чем чело-
веческая. Однако исследований, описывающих такие 
химеры, на настоящий момент еще не опубликовано.

Наибольшее число работ, посвященных примене-
нию технологии в борьбе с инфекциями, направлено 
на разработку противовирусных молекул PROTAC®. 
Жизненный цикл вируса протекает в  человеческой 
клетке, а  значит, для деструкции белковых компо-
нентов вируса убиквитин-протеасомная система 
подходит. Перспективной кажется и  технология 
RIBOTAC, т.к. вирусная РНК имеет значительные 
отличия. Однако остается ряд неразрешенных вопро-
сов: доступны ли места локализации вируса в клетке 
для протеасомы? Может ли химера не только снизить 
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Fig. 10. BacPROTAC-1 is a model chimera using the ClpCP protease system to destroy streptavidin (the ClpCP ligand is blue, 
the target protein ligand, biotin, is red, and the linker group is green) [57]
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вирусную нагрузку, но и предотвратить заражение? 
Проблемы использования технологии в борьбе с ви-
русами рассмотрены в  нескольких обзорных рабо-
тах [14, 60–64].

Возможны два пути применения технологии 
в  борьбе с  вирусной инфекцией: разрушение соб-
ственно вирусных мишеней или разрушение белков 
клетки-хозяина, ответственных за  патологические 
процессы. Примеров использования PROTAC® для 
деградации белков вируса пока относительно не-
много. Структуры наиболее активных из описанных 
соединений приведены на рис. 11.

Li et  al.  [65] использовали пентациклическую 
тритерпеноидную олеанолевую кислоту как «боего-
ловку» для нацеливания на  гемагглютинин вируса 
гриппа. Олеанолевая кислота проявляет противови-
русное действие в отношении вируса гриппа A и обла-
дает умеренной аффинностью к гемагглютинину [66]. 
Были синтезированы два набора молекул PROTAC® 
с лигандами к лигазам CRBN и VHL и с различными 
спейсерными группами. Деструкцию целевого белка 
проводили in  vitro в  модельной клеточной системе. 
Максимальный уровень деструкции гемагглютини-
на (средняя концентрация деградации DC50 = 1.44 µM) 
показало соединение 36 с лигандом VHL.

Осельтамивир является известным препаратом 
для лечения гриппа, ингибирующим нейраминидазу 
вируса гриппа — фермент, участвующий в процессе 
репликации. Соединения на  основе осельтамивира 
были использованы для нацеливания на нейрамини-
дазу штамма вируса гриппа А H1N1 [67]. Была получе-
на большая серия соединений, в которых использова-
лись лиганды к CRBN и VHL, разнообразные линкеры 
и различный тип присоединения линкера к молекуле 
осельтамивира. In vitro наилучшую активность про-
демонстрировало соединение 37  (полумаксимальная 
эффективная концентрация ЕС50  =  0.33  µM), почти 
такую же, как у препарата сравнения — осельтамиви-
ра фосфата (EC50 = 0.36 µМ). Соединение не прояв-
ляет цитотоксичности по отношению к нормальным 
клеткам в концентрации до 50 µМ.

Функция сериновой протеазы NS3/4A вируса ге-
патита С заключается в расщеплении вирусного по-
липротеина, это важная стадия репликации вируса. 
Таким образом, деградация протеазы  NS3/4A с  по-
мощью PROTAC® должна ингибировать образование 
и размножение вириона. Телапревир, пептидомиме-
тический ингибитор протеазы  NS3/4A, использова-
ли как «боеголовку» соединения  38, а  трицикличе-
ский имидный фрагмент послужил в нем лигандом 
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лигазы  E3  CRBN. Соединение  38  в  клеточной мо-
дели показало высокую способность к разрушению 
протеазы (DC50 = 50 нМ) [68].

Для разрушения нуклеиновых кислот вируса 
SARS-CoV2  применяли описанную выше техноло-
гию RIBOTAC [69, 70], связывая антисмысловые по-
следовательности с лигандами к рибонуклеазе L.

Отмечено, что некоторые собственные способы 
борьбы организма с вирусами аналогичны действию 
технологии PROTAC®. Так, например, одна из  ли-
газ Е3 (URB5) имеет сродство к белку коронавируса 
MERS-CoV ORF4b, подавляющему иммунную си-
стему клетки. В  результате ее  действия этот белок 
помечается полиубиквитиновой цепочкой и  разру-
шается протеасомой, повышая сопротивляемость 
организма вирусу  [71]. Существуют и  природные 
вещества, работающие по сходному принципу: мета-
болит APL-16-5 (39, рис. 12), выделенный из грибка 
Aspergillus sp. CPCC 400735, обладает противовирус-
ным действием в отношении гриппа A за счет того, 
что является лигандом одновременно полимеразы 
вируса и лигазы Е3 TRIM25 [72].

Другой способ борьбы с вирусной инфекцией — 
подавление патологических клеточных процессов, 
вызванных вирусом. В  этом случае действие тех-
нологии PROTAC® более традиционно. Инфекция, 

вызываемая цитомегаловирусом, развивается при 
участии циклин-зависимых протеинкиназ  (сyclin-
dependent kinases, CDK), ингибиторы которых 
тестируются в  роли противовирусных препара-
тов  [73]. В  частности, соединение SNS-032  40 
компании Selleck  (США), селективный ингибитор 
CDK, послужило основой для противовирусно-
го препарата PROTAC®  41  [74]. Соединение  41 
(EC50  =  0.025  ±  0.001µM) оказалось почти в  че-
тыре раза более эффективным, чем исходное 
SNS-032 (EC50 = 0.105 ± 0.004µМ).

В поисках эффективной терапии для COVID-19 во 
время пандемии было заново проверено множество 
зарегистрированных препаратов из  самых разных 
классов. В частности, некоторая эффективность про-
тив коронавирусной инфекции обнаружилась у  ин-
дометацина  — старого противовоспалительного 
препарата. Desantis et al. [75] разработали несколько 
препаратов PROTAC®, использующих структуру ин-
дометацина в роли «боеголовки», нацеленной на про-
стагландин-Е синтазу  2  (prostaglandin-E synthase 2, 
PGE-2). Этот фермент взаимодействует с  коронави-
русным белком NSP7, необходимым для репликации 
SARS-CoV2. Точный механизм противовирусного 
действия индометацина неясен, однако разрушение 
PGE-2 подавляет репликацию. Наиболее активное 
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Fig. 12. Structures of antiviral PROTACs® (E3 ligands are blue, ligands to the target protein are red, linker groups are green)
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соединение 42 (EC50 = 18.1 µM) в 5 раз эффективнее 
индометацина (EC50 = 94.4 µM). Интересно, что эти 
препараты PROTAC® активны и против других типов 
коронавирусов, например, HCoV-OC43, при этом они 
не проявляют цитотоксичности в отношении незара-
женных клеток.

Одной из  причин высокой смертности от 
COVID-19 является гиперактивация воспалительно-
го ответа, вызываемая гистон-деацетилазами (histone 
deacetylases, HDAC). Ингибирование HDAC-3 сни
жает воспаление. Нацеленные на  HDAC-3 хи-
меры для лечения COVID-19  были предложены 
Zahid  et  al.  [76] на  основе противовоспалительного 
препарата PROTAC® HD-TAC7 43 (MedChemExpress, 
США). Компьютерный анализ показал, что предло-
женные молекулы теоретически могут быть исполь-
зованы для борьбы с  воспалительными реакциями 
при COVID-19, однако возможности практического 
применения ограничиваются нерешенными пробле-
мами фармакокинетики. Молекулярно-динамическое 
моделирование и  компьютерный анализ использо-
ваны также в  работе  [77] для конструирования воз-
можных молекул PROTAC®, нацеленных на протеазу 
SARS-CoV-2 — еще одну подтвержденную вирусную 
мишень. Однако результаты расчетов предстоит про-
верить химическим синтезом и исследованием актив-
ности на моделях и in vivo.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

PROTAC®, технология направленной деградации бел-
ков, основана на  использовании гетеробифункцио
нальных молекул для привлечения механизмов вну-
триклеточной деградации белков к  интересующему 
внутриклеточному белку-мишени. Эта химически 
индуцированная близость между молекулярным 

3	 http://cadd.zju.edu.cn/protacdb/. Дата обращения 26.02.2024. / Accessed February 26, 2024.

механизмом деградации белка и мишенью приводит 
к полиубиквитинилированию и протеасомной дегра-
дации целевого белка. Химерная молекула PROTAC® 
собирается из трех частей: лиганда к белку-мишени, 
лиганда к  ферменту лигаза  E3, рекрутирующему 
убиквитин-протеасомную систему, и  связывающе-
го их  между собой линкера. Общедоступная база 
данных PROTAC-DB  2.03  содержит информацию 
о 3270 разработанных химерах, 360 «боеголовках», 
1500 линкерах и 80 лигандах лигаз Е3, а также дан-
ные об известных кристаллических структурах тро-
ичных комплексов.

Изначально рассчитанная на  борьбу с  онкологи-
ческими и  нейродегенеративными заболеваниями 
технология может быть направлена и против инфек-
ций. Новые модификации предполагают использо-
вание не только протеасомной системы, но и других 
защитных механизмов клетки. В роли биологической 
мишени также выступают нуклеиновые кислоты. 
По состоянию на конец 2022 г. не менее 20 проектов 
PROTAC® по  всему миру проходили клинические 
испытания и как минимум один из них достиг тре-
тьей фазы. Точное нацеливание собственных защит-
ных систем организма, не  менее эффективное, чем 
технология моноклональных антител, но  более де-
шевое, открывает путь к лечению самых различных 
заболеваний.
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Аннотация
Цели. Рак легкого представляет собой гетерогенное злокачественное новообразование с низким диагностическим потенциалом, 
характеризующееся бессимптомным течением вплоть до поздних стадий, высокой частотой неблагоприятных исходов и высо-
кой вероятностью метастазирования. Его самой распространенной формой является немелкоклеточный рак легкого (НМРЛ). 
Последние исследования показывают значительную роль некодирующих РНК, в  частности, микроРНК, в  развитии  НМРЛ. 
МикроРНК выполняют функцию пост-транскрипционных регуляторов экспрессии белок-кодирующих генов, в том числе, свя-
занных с онкогенезом, и вовлечены в процессы пролиферации, дифференцировки и апоптоза клеток. Одним из путей регуляции 
экспрессии самих микроРНК является изменение метилирования CpG-островка, прилежащего к гену микроРНК или перекры-
вающего его. Показано, что гены микроРНК в несколько раз чаще подвергаются метилированию, чем белок-кодирующие гены. 
Целью настоящего исследования являлось изучение изменения уровня метилирования ряда генов микроРНК и составление 
потенциальной панели маркеров для диагностики и прогноза НМРЛ.
Методы. Образцы опухолей НМРЛ собраны и клинически охарактеризованы в НИИ клинической онкологии Национального меди-
цинского исследовательского центра онкологии им. Н.Н. Блохина. Высокомолекулярную ДНК выделяли из ткани стандартным мето-
дом. Анализ уровня метилирования проводили с применением бисульфитной конверсии ДНК и количественной метилспецифичной 
полимеразной цепной реакцией с детекцией в реальном времени. Для оценки значимости различий между исследуемыми группами 
применяли непараметрический критерий Манна–Уитни для независимых выборок. Различия считали достоверными при p < 0.05.
Результаты. В результате анализа уровней метилирования генов микроРНК нами было показано значимое (p < 0.05) увели-
чение уровня метилирования восьми генов микроРНК: MIR124-1/2/3, MIR125В-1, MIR129-2, MIR137, MIR375, MIR1258, 
MIR339 (p < 0.01, FDR ≤ 0.25). Был проведен ROC-анализ, позволивший предложить панель маркеров для диагностики НМРЛ 
по характеру метилирования исследованных генов микроРНК в опухоли и норме.
Выводы. Полученные нами результаты способствуют пониманию молекулярных механизмов развития НМРЛ и могут быть 
использованы при разработке новых диагностических и прогностических подходов в клинической онкологии.
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Abstract
Objectives. Lung cancer, representing a difficult-to-diagnose heterogeneous malignant neoplasm, is characterized by an asymptomatic 
course up to late stages, a high incidence of adverse outcomes, and a high probability of metastasis. Its most common form is non-small 
cell lung cancer (NSCLC). Recent studies have demonstrated a significant role of non-coding RNAs—in particular, microRNAs—in 
the development of NSCLC. MicroRNAs, which function as post-transcriptional regulators of the expression of protein-coding genes, 
including those associated with oncogenesis, are involved in the processes of cell proliferation, differentiation, and apoptosis. One of the 
approaches for regulating the expression of microRNAs themselves is  to change the methylation of  the CpG island adjacent to  the 
microRNA gene or overlapping it. It has been shown that microRNA genes are several times more likely to undergo methylation than 
protein-coding genes. The aim of the present work is to study changes in the level of methylation of a number of microRNA genes and 
compile a potential panel of markers for the diagnosis and prognosis of NSCLC.
Methods. Samples of NSCLC tumors were collected and clinically characterized at  the Blokhin National Medical Research Center 
of Oncology, Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, Russia. High-molecular-weight DNA was isolated from tissues 
using a standard method. The level of methylation was analyzed using bisulfite conversion of DNA and quantitative methyl-specific 
polymerase chain reaction with real-time detection. The significance of differences between the studied groups was assessed by  the 
nonparametric Mann–Whitney U test for independent samples. Differences were considered significant at p < 0.05.
Results. The analysis of  methylation levels of  microRNA genes revealed a  significant  (p  <  0.05) increase in  the methylation level 
of eight microRNA genes: MIR124-1/2/3, MIR125В-1, MIR129-2, MIR137, MIR375, MIR1258, and MIR339 (p < 0.01, false discovery 
rate ≤ 0.25). On  the basis of  receiver operating characteristic analysis, a panel of markers is proposed for the diagnosis of NSCLC 
according to the nature of methylation of the studied microRNA genes in the tumor and in the normal tissue.
Conclusions. Our results, which contribute to  the understanding of  molecular mechanisms involved in  NSCLC development, can 
be used in the development of new diagnostic and prognostic approaches in clinical oncology.
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ВВЕДЕНИЕ

Немелкоклеточный рак легкого  (НМРЛ) является 
наиболее распространенным  (до 85%) видом рака 
легкого. Сложность в  диагностике НМРЛ связана 
с его гетерогенностью (диагностируют аденокарци-
ному легкого, плоскоклеточный рак легкого, круп-
ноклеточный рак легкого и  др.) и  низким уровнем 
выявления на  ранних стадиях. НМРЛ  обладает вы-
соким метастатическим потенциалом. Отмечено, что 
до  40% выявленных случаев НМРЛ определялись 
как метастатические опухоли. По этой причине в ди-
агностике и прогнозе данного вида онкозаболеваний 
важен молекулярный подход [1].

На данный момент не  существует единой си-
стемы молекулярной диагностики и  прогноза, по-
зволяющей определять развитие онкологического 
процесса на  ранних стадиях и  оценить его мета-
статический потенциал. Известно, что для каждого 
вида рака, как и любого многофакторного заболева-
ния, существуют как генетические, так и эпигенети-
ческие триггеры развития [2]. К наиболее значимым 
эпигенетическим регуляторным механизмам, дина-
мично и специфично влияющим на процессы в клет-
ке, включая экспрессию генов, можно отнести меха-
низм метилирования ДНК, который в аберрантном 
состоянии становится процессом, провоцирующим 
развитие опухоли. В  основе аберрантного метили-
рования лежат два разнонаправленных события. 
С одной стороны, происходит гиперметилирование 
генов-супрессоров опухолевого роста, с  другой  — 
деметилирование онкогенов. Этот процесс связан 
с  регуляцией множества генов, в  том числе генов 
микроРНК, которые сами являются регуляторным 
элементом системы экспрессии генов [3].

МикроРНК относятся к  группе коротких неко-
дирующих РНК, выполняющих в организме регуля-
торную функцию на посттранскрипционном уровне. 
Они вовлечены во  множество клеточных процес-
сов, включая пролиферацию, дифференцировку 
и апоптоз, нарушение которых может привести к он-
когенезу  [4]. Показано, что метилирование/деме-
тилирование играет значительно большую роль в ре-
гуляции генов микроРНК, чем белок-кодирующих 
генов. Гиперметилирование приводит к  выключе-
нию гена микроРНК, а деметилирование, напротив, 
к  его активизации. Профили метилирования, как 

и  профили экспрессии, генов микроРНК оказались 
высокоспецифичными для опухолей разной локали-
зации и  гистологического профиля  [5]. Для НМРЛ 
характерен специфический уровень экспрессии ге-
нов микроРНК, ассоциированный с  клиническими 
и патологическими свойствами опухоли, однако изу-
чение статуса метилирования генов микроРНК, влия-
ющего на экспрессию, проводится редко. Выявление 
гиперметилирования ряда генов микроРНК, прояв-
ляющих свойства супрессоров опухолевого роста 
при НМРЛ, является одной из приоритетных задач, 
поскольку на  основе гиперметилированных генов 
микроРНК можно создать систему диагностических 
и прогностических маркеров [6].

Целью данной работы явилось создание потенци-
альной системы маркеров для диагностики и прогно-
за НМРЛ на основании изменения уровня метилиро-
вания ряда генов микроРНК в опухоли.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Сбор материала. Для анализа уровня метилирова-
ния генов микроРНК использовали 70  парных об-
разцов опухолевой и  прилежащей нормальной ткани 
легкого от  больных с  НМРЛ, проходивших лечение 
в  Национальном медицинском исследовательском 
центре онкологии им.  Н.Н.  Блохина. Образцы были 
отобраны в  ходе планового хирургического вмеша-
тельства. Все опухоли были классифицированы в  со-
ответствии с  TNM-классификацией Международного 
противоракового союза и  гистологически верифи-
цированы на  основании критериев классификации 
Всемирной организации здравоохранения [7]. Диагноз 
поставлен на основании гистологического заключения. 
Клинические данные больных приведены в таблице.

В исследование брали образцы тканей НМРЛ 
от больных, которые до операции не получали луче-
вую, химио- или гормонотерапию. Работа проведена 
с соблюдением принципов добровольности и конфи-
денциальности в соответствии с Хельсинкской декла-
рацией Всемирной медицинской ассоциации [8].

Выделение ДНК. Высокомолекулярную ДНК 
выделяли из ткани по стандартной методике с при-
менением фенол-хлороформной экстракции  [9]. 
Концентрацию ДНК определяли по  оптической 
плотности на спектрофотометре NanoDrop ND-1000 
(Thermo Fisher Scientific, США).

For citation
Loginov V.I., Gubenko M.S., Burdennyy A.M., Pronina I.V., Postnikov P.V., Efimova Yu.A., Radus F.V., Mochalova E.S., Kazubskaya T.P. 
Methylation of a group of microRNA genes as a marker for the diagnosis and prognosis of non-small cell lung cancer. Tonk. Khim. Tekhnol. 
= Fine Chem. Technol. 2024;19(3):232–239. https://doi.org/10.32362/2410-6593-2024-19-3-232-239

https://doi.org/10.32362/2410-6593-2024-19-3-232-239


Метилирование группы генов микроРНК как маркер диагностики  
и прогноза немелкоклеточного рака легкого

Логинов В.И. 
и др.

Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2024;19(3):232–239� 235

Определение уровня метилирования. Уровень 
метилирования генов микроРНК анализирова-
ли методом количественной метил-специфичной 
полимеразной цепной реакции с  детекцией в  ре-
альном времени  (кМС-ПЦР-РВ) после проведе-
ния бисульфитной конверсии ДНК по  методу, опу-
бликованному в  работе  [10]. Полноту конверсии 
ДНК определяли с  помощью контрольного локуса 
ACTB (ACTin Beta) с использованием олигонуклео-
тидов, специфичных к неконвертированной матрице. 
Амплификацию проводили с использованием набо-
ра реактивов «qPCRmix-HS SYBR» согласно про-
токолу фирмы Евроген  (Россия) в  системе Bio-Rad 
CFX96  Real-Time PCR Detection System  (Bio-Rad, 
США). Последовательности олигонуклеотидов и ус-
ловия проведения ПЦР для генов микроРНК приве-
дены ранее  [11]. В качестве контролей для немети-
лированных аллелей использовали коммерческий 
препарат ДНК #G1471 (Promega, США). В качестве 

1	 https://soware.ru/products/ibm-spss-statistics. Дата обращения 06.03.2024. / Accessed March 6, 2024.

контроля 100%-ого метилирования использова-
ли коммерческий препарат ДНК #SD1131  (Thermo 
Fisher Scientific, США).

Статистическая обработка результатов осу-
ществлялась с использованием пакета статистических 
программ1 «IBM SPSS Statistics 22». Для оценки зна-
чимости различий между исследуемыми группами 
применяли непараметрический U тест Манна–Уитни 
для независимых выборок. Различия считали значи-
мыми при p  < 0.05. Данные выражали в  виде меди-
аны  (Me), нижнего  (Q1) и  верхнего  (Q3) квартилей. 
Корреляционный анализ выполняли с использованием 
метода ранговой корреляции Спирмена и рассчитыва-
ли уровень его значимости [12]. Для составления пане-
ли с определенными коэффициентами чувствительно-
сти и специфичности проводили ROC-анализ (receiver 
operating characteristic). Различия считали значимыми 
и достоверными при p ≤ 0.05. Ожидаемая доля лож-
ных отклонений (false discovery rate, FDR) ≤ 0.25.

Таблица. Клинико-патологические характеристики исследованных образцов

Table. Clinicopathological characteristics of the studied samples

Клинико-патологический параметр
Clinicopathological parameter

Общее количество, N = 70
Total number, N = 70

%

Гистологический тип
Histologic type

Плоскоклеточный рак легкого
Squamous cell lung cancer

39 55.7

Аденокарцинома легкого
Lung adenocarcinoma

31 44.3

Стадия опухоли
Tumor stage

I 14 20.0

II 28 40.0

III 20 28.6

IV 8 11.4

Степень дифференцировки
Degree of differentiation

G1 6 8.6

G2 35 50.0

G3 29 41.4

Размер опухоли
Tumor size

T1 11 15.7

T2 35 50.0

T3 13 18.6

T4 11 15.7

Лимфогенное метастазирование
Lymphatic metastasis

N0 29 41.4

N1 41 58.6

Отдаленное метастазирование
Distant metastasis

M0 62 88.6

M1 8 11.4

https://soware.ru/products/ibm-spss-statistics


Methylation of a group of microRNA genes as a marker  
for the diagnosis and prognosis of non-small cell lung cancer

Vitaliy I. Loginov, 
et al.

236� Tonkie Khimicheskie Tekhnologii = Fine Chemical Technologies. 2024;19(3):232–239

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

С использованием представительной выборки образ-
цов НМРЛ (70 пар опухоль/норма) было изучено из-
менение уровня метилирования 10 генов микроРНК: 
MIR124-1, MIR124-2, MIR124-3, MIR125В-1, 
MIR127, MIR129-2, MIR137, MIR375, MIR1258, 
MIR339. Согласно результатам, статистически зна-
чимое (p < 0.01) увеличение уровня их метилирова-
ния (рис. 1) в опухоли в сравнении с прилежащей ги-
стологически неизмененной нормой обнаружено для 
генов восьми из  десяти микроРНК  (MIR124-1/2/3, 
MIR127, MIR129-2, MIR137, MIR1258, MIR339). 
Ранее нами уже были показаны убедительные дан-
ные для других видов рака о  роли гиперметилиро-
вания этих восьми микроРНК [11, 13]. Отметим, что 
для НМРЛ высокий уровень метилирования для гена 
микроРНК MIR339 выявлен впервые.

Нами отмечена корреляция уровней метилирования 
изученных генов микроРНК с клинико-патологически-
ми характеристиками опухолей. Например, метилиро-
вание генов MIR125B-1, MIR1258 и  MIR339 наблю-
далось во  всех образцах опухолей НМРЛ  (p  <  0.05), 
независимо от  гистологического типа, стадии и  сте-
пени дифференцировки, наличия или отсутствия 
метастазов. Также нами отмечена связь гипермети-
лирования генов MIR124-3, MIR125B-1, MIR137  и 
MIR1258  с  наличием метастазов в  лимфатические 
узлы и отдаленных метастазов (p < 0.05). С помощью 
проведенного ROC-анализа нами разработаны две по-
тенциальные тест-системы для оценки развития и про-
грессии НМРЛ, которые можно было бы использовать 
для диагностики и прогноза этого заболевания (рис. 2).

Потенциальная диагностическая панель состоит 
их  трех маркеров: MIR125B-1, MIR1258  и MIR339 
(чувствительность Se = 92.7; специфичность Sp = 85.8; 

площадь под кривой (area under curve) AUC = 0.967; 
p < 10−5) (рис. 2а). Потенциальная прогностическая 
панель состоит из  четырех маркеров: MIR124-3, 
MIR125B-1, MIR137 и MIR1258 (Se = 98.9; Sp = 94.5; 
AUC = 0.968; p = 1 ∙ 10−6) (рис. 2b). Обнаружение ги-
перметилирования всех генов микроРНК, входящих 
в  диагностическую панель, позволяет предполагать 
наличие у  пациента  НМРЛ. В  случае обнаружения 
метилирования всех генов, входящих в  прогности-
ческую панель, у пациента высока вероятность раз-
вития метастатического  НМРЛ. Чувствительность 
предложенных панелей выше 90%, что делает воз-
можным их использование в качестве скрининговых 
тест-систем с  дальнейшим подтверждением вали-
дированными методами. Особое внимание, с нашей 
точки зрения, следует обратить на прогностическую 
панель маркеров как обладающую высокой чувстви-
тельностью и специфичностью. Обнаружение четы-
рех гиперметилированных генов микроРНК из этой 
панели может послужить сигналом необходимости 
дополнительного наблюдения за пациентом с целью 
раннего обнаружения и недопущения развития мета-
стазов.

Надо отметить, что на  данном этапе развития 
медицины основными диагностическими методами 
остаются инструментальные, биохимические и  ги-
стологические исследования биопсийного и/или 
резекционного материала. Этих методов очень ча-
сто не  хватает для уверенной постановки диагно-
за. Вместе с  тем, использование валидированных 
тест-систем, основанных на  молекулярно-генети-
ческих исследованиях, могло бы  существенно из-
менить подходы к диагностике с помощью раннего 
определения озлокачествления клетки и к прогнозу 
с помощью оценки тех или иных маркеров опухоли 
разных локализаций, в  том числе и НМРЛ [14, 15]. 
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Рис. 1. Изменение уровня метилирования десяти генов микроРНК в 70 парных образцах опухоли и гистологически 
неизмененной ткани легкого при НМРЛ

Fig. 1. Changes in the methylation level of ten microRNA genes in 70 paired tumor samples and histologically unchanged lung tissue 
in non-small cell lung cancer (NSCLC)
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Использование микроРНК в  качестве тест-систем 
для диагностики и прогноза НМРЛ и других видов 
рака перспективно в  связи с  их тканеспецифично-
стью, что связывает их с конкретным течением онко-
логического заболевания [14].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные нами результаты способствуют рас-
ширению представлений о важной роли метилиро-
вания генов микроРНК в регуляции возникновения 
и  прогрессирования НМРЛ, а  также предлагают 
новые потенциальные биомаркеры диагностики 
и  прогноза и, возможно, новые терапевтические 
мишени для создания лекарственных средств.
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Рис. 2. ROC-анализ потенциальных панелей маркеров на основе оценки уровня метилирования генов микроРНК 
для диагностики и прогноза НМРЛ: (a) панель № 1 (диагностическая): MIR125B-1, MIR1258, MIR339;  
(b) панель № 2 (прогностическая): MIR124-3, MIR125B-1, MIR1258, MIR137. Se — чувствительность,  
Sp — специфичность, AUC — площадь под кривой

Fig. 2. ROC analysis of potential panels of markers based on assessing the methylation level of microRNA genes for the diagnosis  
and prognosis of NSCLC: (a) panel 1 (diagnostic): MIR125B-1, MIR1258, MIR339; (b) panel 2 (prognostic): MIR124-3, MIR125B-1, 
MIR1258, MIR137. Se — sensitivity; Sp — specificity; AUC — area under the curve
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Аннотация
Цели. Разработать эффективную технологию культивирования клеток яичников китайского хомячка (СНО), стабильно проду-
цирующих антитело GamP2C5, которое является компонентом I кандидатного препарата ГамКовиМаб для экстренной профи-
лактики и терапии инфекции, вызванной вирусом SARS-CoV-2; подобрать оптимальные параметры культивирования и масшта-
бировать данную технологию на производстве.
Методы. Исследование проводилось на  культуре клеток СНО  GamP2C5  (клон  78), продуцирующей однодоменное анти-
тело, слитое с Fc-фрагментом IgG1 человека GamP2C5; были использованы различные среды для культивирования и пита-
тельные добавки. Культивирование клеток проходило в колбах Эрленмейера, биореакторе c волновым типом перемешивания 
Biostat® RM 20 basic, минибиореакторах Ambr® 250, биореакторе с осевым типом перемешивания STR 200. 
Результаты. При помощи молекулярно-генетических и биотехнологических методов был получен стабильный клон-продуцент 
антитела CHO GamP2C5 (клон 78), и отработана методика культивирования полученного клона-продуцента на различных пита-
тельных средах. Были выбраны наиболее подходящие режимы культивирования, питательная среда и оптимальные подпитки. 
Данная технология была отработана в лабораторных условиях в 10-литровом реакторе и успешно масштабирована на произ-
водстве в филиале «Медгамал» Национального исследовательского центра эпидемиологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи.
Выводы. В данном исследовании показана принципиальная возможность разработки и масштабирования технологии культи-
вирования для получения препарата на основе модифицированного однодоменного антитела с вируснейтрализующей активно-
стью против различных штаммов вируса SARS-CoV-2.

Ключевые слова
моноклональные антитела, однодоменные антитела, тяжелоцепочечные антитела, 
культивирование, клетки СНО, масштабирование биопроцесса
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Abstract
Objectives. To  develop an  effective technology for the cultivation of  Chinese hamster ovary (CHO) cells stably producing 
GamP2C5 antibody which is a component I of the GamCoviMab candidate drug for emergency prevention and therapy of infection caused 
by SARS-CoV-2 virus; to select optimal cultivation parameters and to scale this technology in production.
Methods. The study was performed on  CHO GamP2C5  (clone  78) cell culture, producing a  single-domain antibody fused 
to the Fc fragment of human IgG1 GamP2C5. Different culture media and supplements were used. Cells were cultured in Erlenmeyer 
flasks, Biostat® RM 20 wave-mixed bioreactor, Ambr® 250 mini bioreactors, STR 200 stirred-tank bioreactor.
Results. Using molecular-genetic and biotechnological methods, a stable clone producer of CHO GamP2C5 antibody, clone 78, was 
obtained. Then a  technique was worked out for the cultivation of  the obtained clone producer on different culture media. The most 
suitable cultivation regimes, culture media, and optimal supplements were selected. This technology was tested in laboratory conditions 
in a 10-L reactor, and then successfully scaled up for production at the MedGamal Branch of the Gamaleya National Research Center 
for Epidemiology and Microbiology.
Conclusions. This study demonstrates the fundamental feasibility of developing and scaling up a culture technology, in order to produce 
a drug based on a modified single-domain antibody with virus neutralizing activity against different strains of SARS-CoV-2 virus.
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ВВЕДЕНИЕ

В середине 1970-х  гг. после разработки гибридом-
ной технологии моноклональные антитела [1] стали 
исследоваться в  качестве потенциальных средств 
терапии различных заболеваний  [2]. За  последнее 
десятилетие было разработано несколько десят-
ков препаратов на  основе антител  (Адалимумаб, 
Пембролизумаб, Ниволумаб), некоторые из  кото-
рых находятся на  вершине рейтинга самых прода-
ваемых лекарственных средств по  всему миру  [3]. 
Моноклональные антитела применяются для лечения 
широкого спектра человеческих заболеваний, в том 
числе различных видов онкозаболеваний [4]. Кроме 
того, терапевтические антитела эффективны для те-
рапии рассеянного склероза  [5], болезни Крона  [6], 
ревматоидного артрита  [7], а  также бактериальных 
и вирусных инфекций [8].

Пандемия COVID-19  оказала огромное влияние 
на  мобилизацию усилий вокруг получения лекар-
ственных препаратов и  вакцин и  развитие страте-
гий по  борьбе с  инфекционными заболеваниями. 
Моноклональные антитела представляют собой са-
мый большой и быстрорастущий класс фармацевти-
ческих соединений, которые показали терапевтиче-
ский потенциал в лечении вирусных инфекций, в том 
числе против вируса SARS-CoV-2.

За последние годы количество препаратов на ос-
нове моноклональных антител против вирусных 
инфекций, особенно против хронических  [9], за-
метно возросло. Моноклональные антитела могут 
быть использованы для подавления распростране-
ния инфекции посредством прямой вируснейтра-
лизующей активности  [10]. На  сегодняшний день 
одобрено несколько противовирусных препаратов, 
имеющих высокую эффективность. Среди них пре-
парат Касиривимаб/имдевимаб  (REGEN-COV)  — 
первый лекарственный препарат на  основе моно-
клональных антител, который может применяться 
как для лечения, так и для экстренной профилактики 
COVID-19 [11].

Одним из частных случаев моноклональных ан-
тител являются тяжелоцепочечные антитела семей-
ства верблюдовых, которые лишены легких цепей, 
а  вариабельные фрагменты представлены одним 
доменом тяжелой цепи. Кроме того, вариабельные 
фрагменты тяжелой цепи могут применяться са-
мостоятельно. Такие модификации носят название 
«nanobodies», или однодоменные антитела, или 
VHH [12].

Однодоменные антитела представляют собой 
относительно новый класс препаратов, которые об-
наружили случайно во  время анализа верблюжьей 
сыворотки. Благодаря своей структуре и  свойствам 

наноантитела способны эффективно связываться 
с труднодоступными для классических антител эпи-
топами антигенов, предотвращать взаимодействие 
рецепторов с лигандами или же доставлять к целе-
вым клеткам вещества, выполняющие различные 
функции. В  то  же время, недостатки наноантител 
связаны с  их быстрым выведением почками и  от-
сутствием самостоятельной эффекторной функции 
вследствие отсутствия Fc-фрагмента. Существует 
множество работ, демонстрирующих успешное при-
менение однодоменных антител и  их модификаций 
для терапии и  профилактики различных инфекци-
онных заболеваний вирусной и невирусной этиоло-
гии  [13–18]. Для улучшения фармакокинетических 
и  эффекторных свойств наноантител, а  также для 
увеличения их авидности за счет димеризации моле-
кулы, применяется модификация Fc-фрагментом IgG 
человека [13, 15, 17].

В Национальном исследовательском центре эпи-
демиологии и  микробиологии им.  Н.Ф.  Гамалеи 
Министерства Здравоохранения Российской 
Федерации  (НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи Минздрава 
России) получено однодоменное антитело, слитое 
с  Fc-фрагментом человеческого иммуноглобулина 
класса  G1, обладающее широким спектром вирус-
нейтрализующей активности в  отношении вируса 
SARS-CoV-2  и являющееся компонентом  I канди-
датного препарата ГамКовиМаб для терапии инфек-
ции COVID-19. Для производства данного препарата 
предстояла разработка масштабируемой техноло-
гии культивирования клеток и  хроматографической 
очистки целевого антитела. В данной статье описаны 
полученные нами результаты по  разработке страте-
гии подбора оптимальных параметров для процессов 
культивирования для производства однодоменного 
антитела, слитого с  Fc-фрагментом человеческого 
иммуноглобулина класса G. Также представлены дан-
ные по масштабированию в лабораторных условиях 
в 10 л реакторе и масштабированию на GMP произ-
водстве в биореакторе с осевым типом перемешива-
ния с рабочим объемом 200 л.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы

Культура клеток яичников китайского хомяч-
ка (Chinese hamster ovary  (CHO) cells) GamP2C5 
(клон 78), продуцирующая однодоменное антитело, 
слитое с  Fc-фрагментом IgG1  человека  GamP2C5 
получена в  лаборатории иммунобиотехнологии 
НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи Минздрава России на ос-
нове клеток CHO-K1  (Коллекция культур и  тканей 
НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи Минздрава России).
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Среды для культивирования: ActiPro™ 
(Cytiva, США), Fujifilm BalanCD® CHO Growth  A 
(Irvine Scientific, CША), Cosmos (Flora Bio, Турция), 
SFM4CHO  (Cytiva, США), Dynamis™ AGT™ 
(Thermo Fisher Scientific, США), Capricorn (Capricorn 
Scientific, Германия).

Питательные добавки: Cell Boost 6 Supplement 
(Cytiva, США), Cell Boost 5 Supplement (Cytiva, США), 
Cell Boost 7 А (Cytiva, США), Cell Boost 7 В (Cytiva, 
США), Cosmos Flora Bio Feed A (Flora Bio, Турция), 
Cosmos Flora  Bio Feed  B  (Flora  Bio, Турция), 
Capricorn’s CHO  Feed  1  (Capricorn Scientific, 
Германия), Capricorn’s CHO  Feed  2  (Capricorn 
Scientific, Германия). Биосенсоры «Protein A  (ProA) 
Biosensors» (Forte Biosciences, США).

Емкости для культивирования: колбы 
Эрленмейера объемом 250  мл  (Corning, США), од-
норазовые минибиореакторы для системы Ambr® 
250 Disposable bioreactors (Sartorius, Германия), одно-
разовые культуральные мешки: Flexsafe® RM 20 opt 
(Sartorius, Германия), Flexsafe® STR  200  (Sartorius, 
Германия).

Оборудование

Автоматический счетчик клеток TC20  Cell  Counter 
(Bio-Rad, США), шейкер-инкубатор Celltron 
(Infors HT, Швейцария), биореактор c волновым ти-
пом перемешивания Biostat® RM 20 basic (Sartorius, 
Германия), минибиореактор Ambr®  250  (Sartorius, 
Германия), биореактор с  осевым типом переме-
шивания STR  200  (Sartorius, Германия), биоана-
лизатор Cedex®  Bio Analyzer  (Roche, Швейцария), 
pH-метр Seven Compact  S210  (METTLER TOLEDO, 
США), анализатор молекулярных взаимодействий 
Octet® RED 96 (Forte Biosciences, США).

Методы

Измерение клеточной плотности

Производили отбор 20 мкл суспензионной культуры 
клеток  CHO. Смешивали полученную клеточную 
суспензию с  раствором трипанового синего  (кис-
лый анилиновый краситель, применяемый при под-
счете числа погибших клеток в суспензии, которые, 
в отличие от живых, окрашиваются в синий цвет) 
в соотношении 1 : 1. Общий объем окрашенной су-
спензии должен быть не менее 30 мкл для наполне-
ния двух камер слайда. Перемещали окрашенную 
суспензию пипетированием. Набирали автомати-
ческой пипеткой 10  мкл окрашенной суспензии 
и, держа пипетку под углом  45°, плавно вносили 
суспензию в  каждую из  камер слайда. Слайды, 
полностью заполненные окрашенными клетками, 

перемещались в  автоматический счетчик клеток 
TC20 Cell Counter для измерения клеточной плот-
ности.

Измерение концентрации антител

Количество антител в образцах определяли методом 
биослойной интерферометрии  (BLI) с  использова-
нием системы Octet®  RED96e  (Forte Biosciences, 
США) и  биосенсоров с  иммобилизованным бел-
ком А (Forte Biosciences, США), согласно протоколу 
фирмы производителя. В  качестве стандартных об-
разцов с  известными концентрациями использова-
ли растворы антител GamP2C5, полученные ранее 
при помощи стабильной трансфекции и  очищен-
ные методом аффинной хроматографии на сорбенте 
Mabselect  SuRe™  (Cytiva, США), как ранее описа-
но [13, 15, 17].

Измерение остаточных метаболитов

Концентрацию основных нутриентов (глюкозы, глю-
тамина и  глютамата) и  метаболитов  (лактата и  ам-
мония) в образцах определяли при помощи биоана-
лизатора Cedex® Bio  Analyzer  (Roche, Швейцария) 
согласно протоколу фирмы производителя.

Культивирование клеток

Клетки культивировали в колбах Эрленмейера, а так-
же в биореакторах с волновым и осевым типом пе-
ремешивания. Для подбора оптимальных условий 
использовались питательные среды в  комбинации 
с питательными добавками (табл. 1).

Культивирование клеток в колбах 
Эрленмейера

Суспензионную культуру клеток CHO  GamP2C5 
(клон 78) вели в колбах Эрленмейера с вентилиру-
емой крышкой объемами 250 мл; начальный объем 
клеточной суспензии 30 мл; исходная концентрация 
0.3 млн/мл. Начиная с третьего дня культивирования 
вносили питательные добавки в объеме, рекомендо-
ванном производителем. Культивирование прово-
дили при 37°C, 80% влажности и 5% CO2, со ско-
ростью перемешивания платформы 110–130 об/мин  
при амплитуде 25  мм, глюкозу поддерживали 
на уровне 4.5–5.0  г/л. При необходимости поддер-
живали pH на уровне 6.9–7.4 с помощью 7.5% рас-
твора бикарбоната натрия  (Labochem International, 
Германия).

Культивирование клеток в волновом 
биореакторе Biostat® RM 20

Культивирование суспензии вели на  биореакторе 
с волновым типом перемешивания с рабочим объе-
мом до 10 л (табл. 2).
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Таблица 1. План эксперимента

Table 1. Plan of experiment

Номер эксперимента
Experiment number

Питательная среда
Media

Питательная добавка
Supplement

Емкости и оборудование
Сontainers and equipment

Объем, л
Volume, L

1 SFM4CHO Cell Boost 6
Колбы Эрленмейера

Erlenmeyer flasks
0.25

2 ActiPro™ Cell Boost 7A

Колбы Эрленмейера
Erlenmeyer flasks

0.25

Биореактор Biostat® RM 20
Biostat® RM 20 bioreactor

10

Минибиореактор Ambr® 250
Ambr® 250 mini bioreactor 

0.20

Биореактор STR 200
Bioreactor STR 200

200

3 BalanCD®

Cell Boost 7A
Колбы Эрленмейера

Erlenmeyer flasks
0.25

Cell Boost 7B
Биореактор Biostat® RM 20
Biostat® RM 20 bioreactor

10

4 Cosmos
Feed A

Биореактор Biostat® RM 20
Biostat® RM 20 bioreactor

0.25

Feed B
Колбы Эрленмейера

Erlenmeyer flasks
10

5 Capricorn
Feed 1

Колбы Эрленмейера
Erlenmeyer flasks

0.25
Feed 2

Биореактор Biostat® M 20
Biostat® RM 20 bioreactor

6 Dynamis™ AGT™
Cell Boost 7A Колбы Эрленмейера

Erlenmeyer flasks
0.25

Cell Boost 7B

Таблица 2. Параметры процесса культивирования в волновом биореакторе RM 20

Table 2. Parameters of the cultivation process in the Biostat® RM 20 wave-mixed bioreactor 

Параметр
Parameter

Значениe
Value

Температура
Temperature

37.0 ± 1.0°С

Растворенный кислород, %
Dissolved oxygen, %

Не ниже 40
No lower than 40

pH 6.8–7.5

Концентрация СО2 в газовой фазе, %
CO2 concentration in the gas phase, %

5.0 ± 2.0

Угол наклона платформы, °
Platform tilt angle, °

6–10

Частота качания платформы, кач/мин
Platform swing frequency, swing/min

14–30

Объемный расход газовой смеси, л/мин
Volumetric flow rate of gas mixture, L/min

0.2–0.8
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Начальные рабочие объемы составляли 25–30% 
от  конечного объема, минимальная концентра-
ция 0.3  млн/мл. На  третий день культивирования 
разбавляли инокулят свежей питательной средой 
до  65–70% от  конечного объема. Начиная с  пятого 
дня культивирования вносилась питательная добавка 
в  концентрации согласно инструкции производите-
ля. Кроме того, регулировали pH (6.8–7.5), добавляя 
при необходимости бикарбонат натрия  (Labochem 
International, Германия). Концентрация глюкозы под-
держивалась на уровне 4.5–5.0 г/л, поэтому при не-
обходимости использовали раствор глюкозы (Merck, 
США). Для получения максимального содержания 
целевого продукта применяли изменение темпе-
ратурного параметра и  pH в  момент стационарной 
фазы культивирования клеток (табл. 3).

Таблица 3. Параметры процесса культивирования 
в зависимости от эксперимента в волновом биореакторе 
RM 20

Table 3. Parameters of the cultivation process depending 
on the experiment in the Biostat® RM 20 wave-mixed bioreactor 

Параметр
Parameter

Эксперимент
Experiment

1 2 3

Температура, °С
Temperature, °С

37.0 33.0 37.0

Растворенный кислород, %
Dissolved oxygen, %

40 40 40

pH 7.2 7.2 6.8

Концентрация СО2 в газовой фазе, %
CO2 concentration in the gas phase, %

5.0 5.0 5.0

Угол наклона платформы, °
Platform tilt angle, °

7 7 7

Частота качания платформы, кач/мин
Platform swing frequency, swing/min

15 15 15

Объемный расход газовой смеси, л/мин
Volumetric flow rate of gas mixture, L/min

0.5 0.5 0.5

Культивирование клеток 
в минибиореакторах Ambr® 250

Культивирование суспензии вели в  минибиореак-
торах с  осевым типом перемешивания с  рабочим 
объемом до 250 мл. Начальные рабочие объемы со-
ставляли 25–30% от конечного объема, минимальная 
концентрация 0.6 млн/мл. На третий день культиви-
рования разбавляли инокулят свежей питательной 

средой до  65–70% от  конечного объема. Начиная 
с пятого дня культивирования вносилась питательная 
добавка в  концентрации согласно инструкции про-
изводителя. Поддерживали pH  (6.8–7.5), добавляя 
при необходимости бикарбонат натрия  (Labochem 
International, Германия). Концентрация глюкозы под-
держивалась на уровне 4.5–5.0 г/л, поэтому при не-
обходимости использовали раствор глюкозы (Merck, 
США). Для получения максимального содержания 
целевого белка применяли изменение температурно-
го параметра и pH в ходе культивирования (табл. 4).

Таблица 4. Параметры процесса культивирования 
в зависимости от эксперимента в минибиореакторе 
Ambr® 250

Table 4. Parameters of the cultivation process depending 
on the experiment in the Ambr® 250 mini bioreactor

Параметр
Parameter

Эксперимент
Experiment

1 2 3

Температура, °С
Temperature, °С 

37.0 33.0 37.0

Растворенный кислород, %
Dissolved oxygen, %

40 40 40

pH 7.2 7.2 6.8

Концентрация СО2 в газовой 
фазе, %
CO2 concentration in the gas 
phase, %

7.0 7.0 7.0

Обороты, об/мин
Stirrer, rpm 

300–500 300–500 300–500

Верхняя подача воздуха, 
мл/мин
Air overlay, mLpm

4 4 4

Барботаж, мл/мин
Air sparger, mL/min

4 4 4

Подача кислорода, мл/мин
O2 sparger, mLpm

0–2 0–2 0–2

Культивирование клеток в биореакторе 
c осевым типом перемешивания STR 200

Культивирование суспензии вели на  биореакторе 
с  осевым типом перемешивания с  рабочим объе-
мом 200  л. Начальные рабочие объемы составляли 
25–30% от конечного объема, минимальная концен-
трация 0.5 млн/мл. На третий день культивирования 
разбавляли инокулят свежей питательной средой 
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до  65–70% от  конечного объема. Начиная с  пятого 
дня культивирования вносилась питательная добавка 
в  концентрации согласно инструкции производите-
ля. Поддерживали pH (6.8–7.5), добавляя при необхо-
димости бикарбонат натрия (Labochem International, 
Германия). Концентрация глюкозы поддерживалась 
на  уровне 4.5–5.0  г/л, поэтому при необходимости 
использовали раствор глюкозы  (Merck, США). Для 
получения максимального содержания целевого ан-
титела применяли изменение температурного пара-
метра в ходе культивирования (табл. 5).

Таблица 5. Параметры процесса культивирования 
в биореакторе с осевым типом перемешивания STR 200 

Table 5. Parameters of the cultivation process 
in an STR 200 stirred-tank bioreactor 

Параметр
Parameter

Эксперимент 1
Experiment 1

Температура, °С
Temperature, °С

37.0–33.0

Растворенный кислород, %
Dissolved oxygen, %

40

pH 7.2

Концентрация СО2 в газовой фазе, %
CO2 concentration in the gas phase, %

5.0

Обороты, об/мин
Stirrer, rpm

60–110

Верхняя подача воздуха, л/мин
Air overlay, Lpm

10

Барботаж, л/мин
Air sparger, L/min

10

Подача кислорода, л/мин
O2 sparger, Lpm

0–10

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В лаборатории иммунобиотехнологии НИЦЭМ 
им.  Н.Ф.  Гамалеи Минздрава России при помощи 
иммунизации двугорбого верблюда рекомбинантным 
рецептор-связывающим доменом  (receptor-binding 
domain, RBD) S-белка вируса SARS-CoV-2 и техно-
логии фагового дисплея была получена панель од-
нодоменных антител, специфичных к  RBD S-белка 
вируса SARS-CoV-2  [19]. Из  полученной панели 
были отобраны несколько наиболее перспективных 
клонов, которые впоследствии были модифициро-
ваны путем слияния с  Fc-фрагментом IgG1  челове-
ка. Далее эти формы были детально исследованы 

различными методами in  vitro, в  том числе прямой 
вируснейтрализацией на живом вирусе SARS-CoV-2. 
В  итоге получено однодоменное антитело, слитое 
с Fc-фрагментом IgG1 человека GamP2C5 (рис. 1).

Однодоменное антитело Р2С5
P2C5 single-domain antibody

Шарнирный регион IgG1
Hinge region of IgG1

Fc-фрагмент IgG1
Fc fragment of IgG1

(a)

(b) N	 SP	 P2C5	 Hinge	 Fc fragment	 C

Рис. 1. (a) Схематичное изображение однодоменного 
антитела, слитого с Fc-фрагментом IgG1 человека 
GamP2C5; (b) структура однодоменного антитела, слитого 
с Fc-фрагментом IgG1 человека (SP — аминокислотная 
последовательность сигнального пептида тяжелой цепи 
IgG1; P2C5 — аминокислотная последовательность 
однодоменного антитела P2C5; Hinge — аминокислотная 
последовательность шарнирной области IgG1; 
Fc fragment — аминокислотная последовательность 
Fc-фрагмента IgG1)

Fig. 1. (a) Schematic representation of a single-domain 
antibody fused with the Fc fragment of human IgG1 GamP2C5;  
(b) structure of a single-domain antibody fused with 
the Fc fragment of human IgG1 (SP — amino acid 
sequence of the signal peptide of the heavy chain of IgG1; 
P2C5 — amino acid sequence of the P2C5 single-domain 
antibody; Hinge — amino acid sequence of the hinge 
region of IgG1; Fc fragment — amino acid sequence 
of the Fc fragment of IgG1)

Затем была разработана генетическая конструк-
ция, позволяющая экспрессировать данное однодо-
менное антитело, слитое с Fc-фрагментом IgG1 чело-
века. Сегодня большинство терапевтических антител 
производят в клетках млекопитающих, которые луч-
ше всего подходят для продукции рекомбинантных 
антител, обладающих наибольшей степенью био-
логического сходства с  антителами, вырабатыва-
ющимися в  организме человека  [20]. В  данном ис-
следовании были использованы клетки CHO. Далее 
с  помощью методов трансфекции в  клетки и  не-
скольких раундов селекции был отобран клон, ста-
бильно продуцирующий данное антитело. В  итоге 
получена клеточная линия CHO GamP2C5 (клон 78), 
которая экспрессирует однодоменное антитело, сли-
тое с Fc-фрагментом IgG1 человека GamP2C5.
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Криовиала
Cryovial

Колба Эрленмейера
Erlenmeyer flask

ActiPro™ SFM4CHO Cosmos Capricorn BalanCD® Dynamis™ 
AGT™

Cell boost 
7A

Cell boost 
7A

Cell boost 
7A

Cell boost 
7B

Cell boost 
7B

Cell boost 
7B

Cell boost 
6 Feed A Feed 1

Feed B Feed 2

Рис. 2. Комбинация культуральных сред и подпиток при проведении разработки процесса культивирования

Fig. 2. Combination of culture media and supplement during the development of the cultivation process 

Наиболее важным компонентом для разработки 
технологии культивирования является питатель-
ная среда, которая обеспечивает жизнеспособность 
и пролиферацию клеток. Состав питательной среды 
напрямую влияет на  скорость производства и  каче-
ство биофармацевтических препаратов. Поэтому 
исследователям, работающим с  клеточными куль-
турами, важно выбрать необходимую среду, которая 
подойдет для их целей [21]. Для подбора оптималь-
ных условий культивирования, исходя из доступно-
сти и  наличия, были проанализированы 6  базовых 
питательных сред и 7 питательных добавок (рис. 2).

Используя данные питательные среды и добавки, 
был проведен эксперимент в трех повторах по разра-
ботке процесса культивирования полученного кло-
на в колбах с целью получения наибольшего содер-
жания целевого продукта. Клетки культивировали 
с  едиными исходными параметрами. Эксперимент 

начинали с  плотности клеток 0.3  млн/мл. Клетки 
культивировали в  режиме fed-batch  (способ пери-
одического культивирования с  подпиткой), с  кон-
тролем уровня глюкозы и глютамина. Соотношения 
выживаемости и  плотности культуры клеток 
на  определенный день культивирования представ-
лены на рис. 3.

Лидером по  клеточной плотности оказалась пи-
тательная среда ActiPro™. Клетки на  данной пи-
тательной среде достигли плотности 10  млн/мл. 
По  наибольшей продолжительности культивиро-
вания наилучший результат показали питательные 
среды Cosmos и BalanCD®. На обеих средах культу-
ра клеток продемонстрировала высокую жизнеспо-
собность на  протяжении 15  дней. Самое большое 
содержание целевого антитела было зафиксировано 
на питательной среде ActiPro™. Содержание соста-
вило 671 мкг/мл (табл. 6).

Таблица 6. Содержание целевого антитела GamP2C5, определенное с помощью прибора Octet® RED 96

Table 6. Yield of the target antibody GamP2C5 determined using an Octet® RED 96 system 

Питательная среда
Culture media 

SFM4CHO ActiPro™ Cosmos BalanCD® Dynamis™ AGT™ Capricorn

Продуктивность, мкг/мл
Product yield, µg/mL

364.8 671.0 478.0 580.0 284.0 220.0
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Рис. 3. Соотношение выживаемости и плотности культуры клеток CHO GamP2C5 (клон 78) в колбе Эрленмейера  
при культивировании на различных питательных средах: (a) Cosmos; (b) Dynamis™ AGT™; (c)  ActiPro™; (d) Capricorn; 
(e) SFM4CHO; (f) BalanCD®

Fig. 3. The ratio of survival rate and cell culture density of CHO GamP2C5 (clone 78) in an Erlenmeyer flask when cultivated 
on various culture media: (a) Cosmos; (b) Dynamis™ AGT™; (c) ActiPro™; (d) Capricorn; (e) SFM4CHO; (f) BalanCD®

Исходя из  графика роста клеточной суспензии 
на различных питательных средах и опираясь на по-
лученные значения конечного содержания целевого 
белка, были выбраны три лучшие питательные сре-
ды — ActiPro™, BalanCD®, Cosmos — для разработ-
ки дальнейшего процесса культивирования в волно-
вых биореакторах.

Для того чтобы изучить процесс культивирова-
ния полученного клона, необходимо было разрабо-
тать процесс культивирования в  волновых биоре-
акторах с  подбором различных условий. В  данной 
работе были проведены эксперименты с тремя луч-
шими питательными средами. Эксперименты про-
водились в  одинаковых условиях в  биореакторе 
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с волновым типом перемешивания с рабочим объе-
мом 10 л (рис. 4).

Начальная плотность клеток составляла 0.3 млн/мл. 
Соотношение выживаемости и плотности клеточной 
культуры на  определенный день культивирования 
представлено на рис. 5.

В данном эксперименте лидером по  основным 
показателям, таким как клеточная плотность, про-
должительность культивирования, содержание це-
левого белка, была питательная среда ActiPro™. 
Клетки на данной питательной среде достигли плот-
ности 10 млн/мл, культивировались в течение 10 дней, 

Криовиала
Cryovial

Колба Эрленмейера
Erlenmeyer flask

Биореактор Biostat® RM 20 
Biostat® RM 20 bioreactor 

ActiPro™

Cosmos

BalanCD®

Cell boost 
7A

Cell boost 
7B

Cell boost 
7B

Cell boost 
7B

Feed A

Feed B

Рис. 4. Комбинации питательной среды и добавок для процесса культивирования в волновых биореакторах RM 20

Fig. 4. Combinations of culture medium and supplement for the cultivation process in Biostat® RM 20 wave bioreactors
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Рис. 5. Соотношение выживаемости и плотности культуры клеток CHO GamP2C5 (клон 78) в волновом биореакторе RM 20 
при культивировании на различных питательных средах: (a) Cosmos; (b) BalanCD®; (c) ActiPro™

Fig. 5. The ratio of survival rate and cell culture density of CHO GamP2C5 (clone 78) in the Biostat® RM 20 wave bioreactor 
when cultivated on various culture media: (a) Cosmos; (b) BalanCD®; (c) ActiPro™
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Рис. 6. Подбор оптимальных параметров для процесса культивирования в волновых биореакторах Biostat® RM 20

Fig. 6. Selection of optimal parameters for the cultivation process in Biostat® RM 20 bioreactors 

содержание целевого белка составило 440  мкг/мл. 
Сравнение содержания целевого антитела GamP2C5 
в зависимости от питательной среды описано в табл. 7.

После проведения анализа трех базовых пита-
тельных сред была выбрана среда ActiPro™, которая 
показала максимальный результат по  продуктивно-
сти целевого продукта. Далее необходимо было по-
добрать оптимальные условия культивирования для 
дальнейшего масштабирования процесса (рис. 6).

В данном эксперименте были отработаны раз-
личные параметры культивирования в  волновом 
биореакторе с рабочим объемом 10 л. В этой части 
работы сравнивали показатели продуктивности це-
левого белка после изменения температурного пара-
метра и  pH в  ходе культивирования. Соотношение 
выживаемости и  плотности клеточной культуры 
на определенный день культивирования представле-
ны на рис. 7.
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Эксперимент 1: pH 7.2, T = 37°С Эксперимент 2: pH 7.2, T = 33°С
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Эксперимент 3: pH 6.8, T = 37°С
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Рис. 7. Культивирование клеток CHO GamP2C5 (клон 78) при различных условиях культивирования в волновых биореакторах 
Biostat® RM 20: (a) эксперимент 1: pH 7.2, T = 37°С; (b) эксперимент 2: pH 7.2, T = 33°С; (c) эксперимент 3: pH 6.8, T = 37°С

Fig. 7. Cultivation of CHO GamP2C5 (clone 78) cells under various cultivation conditions in Biostat® RM 20 wave 
bioreactor: (a) experiment 1: pH 7.2, T = 37°С; (b) experiment 2: pH 7.2, T = 33°С; (c) experiment 3: pH 6.8, T = 37°С 
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Таблица 7. Содержание антитела GamP2C5, определенное 
с помощью прибора Octet® RED 96

Table 7. Yield of the target antibody GamP2C5 determined  
using an Octet® RED 96 system 

Питательная среда
Culture media

ActiPro™ Cosmos BalanCD®

Продуктивность, мкг/мл
Product yield, µg/mL

440 250 325

При понижении температуры до  33°С время 
культивирования увеличилось, но содержание целе-
вого белка оказалось меньше, чем при температуре 
37°С. Культивирование клеток при pH 6.8 показало 
меньший результат по  содержанию целевого бел-
ка по  сравнению с  культивированием при pH  7.2. 
Температурный и  pH «шифты» не  продемонстри-
ровали ожидаемый результат при использовании 
на биореакторах с волновым типом перемешивания 
RM  20. Наилучший результат по  продуктивности 
был получен после культивирования при темпера-
туре 37°С и  pH  7.2. Количество целевого антитела 
GamP2C5 приведено в табл. 8.

Таблица 8. Содержание целевого антитела GamP2C5, 
определенное с помощью прибора Octet® RED 96

Table 8. Yield of the target antibody GamP2C5  
determined using an Octet® RED 96 system 

Номер эксперимента
Number of experiment

1 2 3

Продуктивность, мкг/мл
Product yield, µg/mL

440 374 223

Таким образом, в результате проделанной работы 
на данном этапе нами был разработан процесс куль-
тивирования данного клона в  волновом биореакто-
ре в  лабораторном масштабе  (рабочий объем 10  л) 
со режимом культивирования, указанном в табл. 9.

Таблица 9. Параметры культивирования для клеток CHO 
на среде ActiPro™ в волновом биореакторе RM 20

Table 9. Cultivation parameters for CHO cells on ActiPro™ 
medium in the Biostat® RM 20 wave bioreactor 

Параметр
Parameter

Значение
Value

Температура, °С
Temperature, °С

37.0

Растворенный кислород, %
Dissolved oxygen, %

40

pH 7.2

Концентрация СО2 в газовой фазе, %
CO2 concentration in the gas phase, %

5.0

Угол наклона платформы, °
Platform tilt angle, °

7

Частота качания платформы, кач/мин
Platform swing frequency, swing/min

15

Объемный расход газовой смеси, л/мин
Volumetric flow rate of gas mixture, L/min

0.5

Начало добавления подпитки, день
Start adding supplement, day

5

После проведения анализа процесса на  среде 
ActiPro™ c  тремя различными условиями культи-
вирования были подобраны параметры, которые по-
казали максимальный результат по  продуктивности 
целевого антитела. Затем перед нами стояла задача 
провести масштабирование в  биореактор с  осевым 
типом перемешивания STR  200. Для данного про-
цесса было необходимо подобрать оптимальные ус-
ловия культивирования клеток с  учетом изменения 
типа перемешивания. Для проведения эксперимен-
тов была использована система минибиореакторов 
Ambr® 250 (рис. 8).

Криовиала
Cryovial

Колба Эрленмейера
Erlenmeyer flask

Биореактор Ambr® 250 
Ambr® 250 mini bioreactor

ActiPro™

Cell boost 
7B

Experiment 4
pH = 7.2 T = 37°C

Experiment 5
pH = 7.2 T = 33°C

Experiment 6
pH = 6.8 T = 37°C

Cell boost 
7А

Рис. 8. Подбор оптимальных параметров для процесса культивирования в минибиореакторах Ambr® 250

Fig. 8. Selection of optimal parameters for the cultivation process in Ambr® 250 mini bioreactors
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Для процессов в  минибиореакторах нами была 
использована питательная среда ActiPro™ в комби-
нации с питательными добавками 7А и 7B, которая 
после эксперимента в  колбах показала наилучший 
результат по выходу целевого антитела (671 мкг/мл), 
а также на данной среде была зафиксирована самая 
большая клеточная плотность  (10  млн/мл). Кроме 
того, после отработки условий на  биореакторах 
с волновым типом перемешивания RM 20, питатель-
ная среда ActiPro™ также показала лучший резуль-
тат по  содержанию целевого антитела, который со-
ставил 440 мкг/мл.

В экспериментах в минибиореакторах Ambr® 250 
сравнивались показатели продуктивности целевого 
белка после изменения температурного параметра 
и  pH в  ходе культивирования. Соотношение выжи-
ваемости и плотности клеточной культуры на опре-
деленный день культивирования представлены 
на рис. 9.

В данных экспериментах было установлено, 
что при понижении температуры до  33°С вре-
мя культивирования и  содержание целевого бел-
ка оказалось больше, чем при температуре 37°С. 
Культивирование клеток при pH  6.8  показало 
меньший выход целевого белка по  сравнению 
с  культивированием при pH  7.2. Эксперимент 
с  изменением pH  не продемонстрировал ожида-
емых результатов, как и  при проведении экспе-
римента в  биореакторе с  волновым типом пере-
мешивания RM  20, хотя изменение температуры 
в  данном эксперименте показало наилучший ре-
зультат по  содержанию целевого белка. Количе
ство целевого антитела GamP2C5  представлено  
в табл. 10.

Таблица 10. Содержание антитела GamP2C5, определенное 
с помощью прибора Octet® RED 96

Table 10. Yield of the target antibody GamP2C5 determined 
using an Octet® RED 96 system 

Номер эксперимента
Number of experiment

4 5 6

Продуктивность, мкг/мл
Product yield, µg/mL

382 456 240

С учетом полученных результатов по  экспе-
риментам на  минибиореакторах Ambr®  250  были 
подобраны параметры процесса для биореактора  
с осевым типом перемешивания STR 200 (рис. 10).
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Эксперимент 3: pH 6.8, T = 37°С
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Рис. 9. Культивирование клеток CHO GamP2C5 (клон 78) 
при различных условиях культивирования 
в минибиореакторах Ambr® 250:  
(a) эксперимент 1: pH 7.2, T = 37°С;  
(b) эксперимент 2: pH 7.2, T = 33°С;  
(c) эксперимент 3: pH 6.8, T = 37°С

Fig. 9. Cultivation of CHO GamP2C5 (clone 78) cells 
under various cultivation conditions in Ambr® 250 
mini bioreactors:  
(a) experiment 1: pH 7.2, T = 37°С; 
(b) experiment 2: pH 7.2, T = 33°С; 
(c) experiment 3: pH 6.8, T = 37°С
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После проведения ряда экспериментов с  ис-
пользованием минибиореакторов Ambr®  250  на 
питательной среде ActiPro™ в комбинации с пита-
тельными добавками 7А и 7B были подобраны ус-
ловия по оптимальному pH и температуре, которые 
показали максимальный результат по продуктивно-
сти целевого антитела. Для работы в  биореакторе 
с осевым типом перемешивания STR 200 с рабочим 
объемом 200  л использовались параметры, полу-
ченные в  результате процессов в  минибиореакторе 
Ambr® 250. Для масштабирования параметров про-
цесса с минибиореакторов Ambr® 250 в биореактор 
STR 200 было проведено моделирование с помощью 
программного обеспечения Sartorius1, которое про-
изводит перенос параметров процессов культивиро-
вания с биореактора малого объема в больший с со-
хранением масс-обменных характеристик. Обычно 
одним из  используемых безразмерных коэффициен-
тов масштабирования для увеличения/уменьшения 
масштаба биореакторных процессов является объ-
емный расход  (vvm, где v  —  объем воздуха в  ли-
трах, v — объем среды в литрах, m — время в ми-
нутах, в  течение которого происходит обменный 
процесс  (аэрация))  [22]. С  учетом этого параметра 
было проведено масштабирование (данные не пред-
ставлены). Кроме того, для обеспечения продолжи-
тельной пролиферации и блокировки апоптоза кле-
ток при внесении питательных добавок с пятого дня 
культивирования проводились измерения по  оста-
точным метаболитам (глюкоза, глютамин, глютамат, 
лактат, аммоний) (табл. 11).

1	  https://www.sartogosm.ru/. Дата обращения: 01.06.2022. / Accessed June 01, 2022.

Соотношение выживаемости и плотности клеточ-
ной культуры на  определенный день культивирова-
ния представлены на рис. 11.
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Рис. 11. Культивирование клеток CHO GamP2C5 (клон 78) 
на среде ActiPro™ в биореакторе с осевым типом 
перемешивания STR 200

Fig. 11. Cultivation of CHO GamP2C5 (clone 78) cells 
in ActiPro™ medium in an STR 200 stirred-tank bioreactor 

После проведения процесса в биореакторе c осе-
вым типом перемешивания STR  200  с режимами 
культивирования, подобранными с  помощью мини-
биореактора Ambr®  250, количество целевого про-
дукта антитела GamP2C5  составило 564.4  мкг/мл. 
Данное значение превышает исходное (456 мкг/мл), 
полученное в  результате культивирования в  мини-
биореакторе Ambr® 250.

Криовиала
Cryovial

Колба Эрленмейера
Erlenmeyer flask

Биореактор Biostat® RM 250 
Biostat® RM 250 bioreactor 

Биореактор STR 200 
STR 200 bioreactor

ActiPro™
Cell boost 

7B

Cell boost 
7А

Рис. 10. Схема масштабирования для процесса культивирования до биореактора с осевым типом перемешивания STR 200 
с рабочим объемом 200 л

Fig. 10. Scaling diagram for the cultivation process to an STR 200 stirred-tank bioreactor with a working volume of 200 L 

https://www.sartogosm.ru/


Development of technology for culturing a cell line producing  
a single-domain antibody fused with the Fc fragment of human IgG1

Dmitry S. Polyansky, 
et al.

254� Tonkie Khimicheskie Tekhnologii = Fine Chemical Technologies. 2024;19(3):240–257

Таблица 11. Данные остаточных метаболитов по прибору Cedex® Bio Analyzer 

Table 11. Data of residual metabolites according to the Cedex® Bio Analyzer device

День
Days

Глюкоза, мг/л
Glucose, mg/L

Глютамин, мМ/л
Glutamine, mM/L

Глютамат, мг/л
Glutamate, mg/L

Лактат, мг/л
Lactate, mg/L

Аммоний, мМ/л
Ammonium, mM/L

Добавление
Аddition

5 2000.74 0.32 381.32 2345.45 7.920

1.0% 7А, 0.1% 7В, 
1 г/л глюкозы

1.0% 7А, 0.1% 7В, 
1 g/L glucose

6 3343.45 0.15 598.39 1806.77 10.148

1.50% 7А, 0.15% 7В, 
200 мМ глютамина, 

2 г/л глюкозы
1.50% 7А, 0.15% 7В, 
200 mM glutamine, 

2 g/L glucose

7 1721.22 0.48 972.53 2065.86 11.544

2.0% 7А, 0.2% 7В, 
200 мМ глютамина, 

3 г/л глюкозы
2.0% 7А, 0.2% 7В, 
200 mM glutamine, 

3 g/L glucose

8 6158.21 1.23 1320.79 300.88 8.311 2.50% 7А, 0.25% 7В

9 3891.29 0.59 1402.18 650.86 10.032 3.0% 7А, 0.3% 7В

10 2191.10 0.52 1410.47 873.21 9.716 1.50% 7А, 0.15% 7В

11 2272.02 0.11 584.63 727.05 3.759 2.0% 7А, 0.2% 7В

12 323.82 0.21 609.07 257.12 3.258

2.50% 7А, 0.25% 7В, 
4 г/л глюкозы

2.50% 7А, 0.25% 7В, 
4 g/L glucose

13 3783.16 0.21 1021.88 242.33 3.358
2 г/л глюкозы
2 g/L glucose

14 4548.37 0.89 1101.30 323.79 8.285 –

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Произведена работа по  подбору оптимальных па-
раметров процесса культивирования для наработки 
компонента I кандидатного препарата ГамКовиМаб. 
Компонент  I кандидатного препарата ГамКовиМаб 
представляет собой антитело GamP2C5  (культура 
клеток CHO, клон 78). Для данного клона оптималь-
ные параметры процесса культивирования были 
достигнуты в  биореакторе с  осевым типом пере-
мешивания при pH  7.2  с использованием пониже-
ния температуры с  37  до 33℃, питательной среды 
ActiPro™ в комбинации с питательными добавками 
7A и  7В, в  которой культура клеток CHO экспрес-
сирует наибольшее количество целевого антитела. 
Данный вывод был сделан на  основе изучения ус-
ловий культивирования клеток CHO, стабильно про-
дуцирующих антитело GamP2C5 (клон 78). Описан 

процесс культивирования данного клона в волновом 
биореакторе с рабочим объемом 10 л. Подобрана оп-
тимальная питательная среда, позволяющая давать 
максимальное содержание целевого белка. Проведена 
работа по  оценке влияния изменения температуры 
во время культивирования на продуктивность целе-
вого антитела. Кроме того, подобран pH  питатель-
ной среды, который также влияет на культивирова-
ние данного клона. Затем для перехода в биореактор 
производственного масштаба  (биореактор с осевым 
типом перемешивания) проведена работа по подбору 
оптимальных параметров с  учетом изменения типа 
перемешивания. Для данной работы была исполь-
зована система минибиореакторов Ambr® 250, с по-
мощью которой подобраны оптимальные параметры 
по  температуре и  pH. Кроме того, в  исследовании 
было выяснено, что показатели продуктивности для 
клеточной линии CHO, стабильно продуцирующей 
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антитело GamP2C5  (клон 78), в  биореакторе с  вол-
новым и осевым типом перемешивания имеют раз-
ные значения. Для данного клона в  биореакторе 
с  волновым типом перемешивания  (рабочий объем 
10  л) наилучший результат по  выходу целевого ан-
титела был продемонстрирован при Т = 37°С, а при 
культивировании в биореакторе с осевым типом пе-
ремешивания (минибиореактор Ambr® 250) наиболь-
шая продуктивность была продемонстрирована при 
Т  =  33°С. При этом содержание целевого антитела 
в минибиореакторе Ambr® 250 при Т = 33°С превос-
ходит данный показатель по  сравнению с  биореак-
тором с  волновым типом перемешивания  (рабочий 
объем 10 л) при Т = 37°С. После подбора оптималь-
ных параметров культивирования для клеточной 
линии CHO, стабильно продуцирующей антитело 
GamP2C5 (клон 78), было проведено культивирова-
ние в  биореакторе с  осевым типом перемешивания 
с рабочим объемом 200 л. Параметры для этого про-
цесса были подобраны с  использованием данных, 
полученных в результате экспериментов в минибио-
реакторе Ambr®  250. Кроме того, для обеспечения 
оптимальными условиями культуры клеток CHO, 
стабильно продуцирующей антитело GamP2C5, пи-
тательные добавки вносились с учетом анализа/кон-
троля метаболитов. Таким образом, в нашей работе 
была разработана эффективная технология культи-
вирования клеток CHO, стабильно продуцирующих 
антитело GamP2C5, которое является компонентом I 
кандидатного препарата ГамКовиМаб для экстрен-
ной профилактики и  терапии инфекции, вызванной 
вирусом SARS-CoV-2.
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Аннотация
Цели. Халькогениды переходных элементов с низкой степенью окисления, а также их замещенные производные до сих пор 
являются малоизученным классом химических соединений. В качестве нового двумерного полупроводника дисульфид рения 
имеет множество отличительных особенностей и обладает большим потенциалом для применения благодаря своей необычной 
структуре и уникальным анизотропным свойствам, а наличие у данного соединения слабой межслойной связи и уникальной 
искаженной октаэдрической  (1Т) структуры позволяет предположить возможность создания новых фаз на его основе. Цель 
данной работы — получение и исследование фаз в системах Re(IV)S2–Ti(IV)S2, Re(IV)S2–Mo(IV)S2 и Re(IV)S2–W(IV)S2.
Методы. Образцы были получены методом высокотемпературного твердофазного ампульного синтеза в вакууме. Исследование 
проводили методами рентгенофазового анализа и рентгеновской фотоэлектронной спектроскопии.
Результаты. Установлены области существования твердых растворов, интеркалатов и двухфазных областей в полученных си-
стемах. Для новых фаз получены дифрактограммы и рассчитаны параметры кристаллической решетки. По данным энергий 
связи остовных электронов с ядром показано, в каких валентных состояниях находятся элементы после синтеза, подтверждено, 
что все полученные в результате синтеза фазы содержат переходные элементы в степени окисления (IV).
Выводы. В богатых рением областях образуются твердые растворы по типу внедрения, в то время как в областях, близких к ди-
сульфидам титана и молибдена, реализуются интеркалированные фазы. В системе ReS2–WS2 существует область твердых рас-
творов, включающая 30, 50 и 70 мол. % дисульфида рения, структура которых является полиморфной модификацией структуры 
исходных компонентов. Подтверждено присутствие рения, молибдена и вольфрама в этих фазах в степени окисления (+IV). 
Полученные данные о фазообразовании в системах дихалькогенидов могут быть практически использованы при создании мате-
риалов, обладающих уникальными электронными, магнитными и оптическими свойствами с обширной областью применения.

Ключевые слова
твердые растворы, интеркалаты, дисульфиды переходных металлов, 
фазообразование, кристаллическая решетка, энергии связи
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Solid solutions in disulfide systems Re(IV)S2–Ti(IV)S2, 
Re(IV)S2–Mo(IV)S2, and Re(IV)S2–W(IV)S2
Ekaterina I. Efremova, Mikhail A. Lazov, Mikhail R. Kobrin , Valery V. Fomichev
MIREA — Russian Technological University (M.V. Lomonosov Institute of Fine Chemical Technologies), Moscow, 
119571 Russia

 Corresponding author, e-mail: kobrin92@ya.ru 

Abstract
Objectives. Chalcogenides of  transition elements with low oxidation states, as well as  their substituted derivatives, remain a poorly 
studied class of chemical compounds. Rhenium disulfide has many distinctive features and great application potential as a new two-
dimensional semiconductor. This is  due to  its unusual structure and unique anisotropic properties. The presence of weak interlayer 
bonding and a unique distorted octahedral (1T) structure suggests the possibility of creating new phases on its basis. The aim of this work 
is to obtain and study phases in systems Re(IV)S2–Ti(IV)S2, Re(IV)S2–Mo(IV)S2, and Re(IV)S2–W(IV)S2.
Methods. The samples were obtained by high-temperature solid-phase ampoule synthesis in a vacuum. The study was carried out using 
X-ray phase analysis and X-ray photoelectron spectroscopy.
Results. The regions of  existence of  solid solutions, intercalates and two-phase regions in  the resulting systems were established. 
Diffraction patterns were obtained for the new phases and the crystal lattice parameters were calculated. Based on data relating to the 
binding energies of core electrons with the nucleus, the study showed the valence states of the elements after synthesis. The study also 
confirmed that all phases obtained as a result of synthesis contain transition elements in the oxidation state (IV).
Conclusions. Intercalated solid solutions are formed in  areas rich in  rhenium, while in  areas close to  titanium and molybdenum 
disulfides, intercalated phases are attained. In  the ReS2–WS2  system there is  a  region of  solid solutions, including 30, 50,  and 
70 mol % rhenium disulfide. Their structure is a polymorphic modification of the structure of the original components. The presence 
of rhenium, molybdenum, and tungsten in these phases in the oxidation state (+IV) was confirmed. The data obtained on phase formation 
in dichalcogenide systems can be practically used in the creation of materials with unique electronic, magnetic, and optical properties 
with a wide range of applications.
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ВВЕДЕНИЕ

Слоистые дихалькогениды переходных металлов 
являются актуальным объектом многочисленных 
научных исследований благодаря разнообразию фи-
зических и физико-химических свойств материалов 
на  основе этих соединений  [1–3]. Однако халько-
гениды переходных элементов с  низкой степенью 
окисления, а  также их  замещенные производные, 
до сих пор являются малоизученным классом хими-
ческих соединений [4].

Дихалькогениды переходных элементов пред-
ставляют интерес благодаря своей слоистой структу-
ре и широкому спектру электрических свойств от по-
лупроводниковых в 4-й группе (d0) к металлическим 

в 5-й (d1) и обратно к полупроводниковым в 6-й (d2). 
Здесь d0, d1 и d2 — количество свободных валент-
ных электронов, которые остаются после образова-
ния связи в  дихалькогенидах  [5]. Также дихалько-
гениды могут выступать как сверхпроводники  [6]. 
Кроме того, дихалькогениды известны своими сегне-
тоэлектрическими, каталитическими и оптическими 
свойствами, а также имеют запрещенную зону пере-
страиваемой ширины [7].

Твердые растворы и  легированные соедине-
ния дисульфидов переходных металлов являются 
важными объектами исследований в  химической 
технологии  (материаловедении) по  причине раз-
нообразия электронных, магнитных и  оптиче-
ских свойств, благодаря чему они используются 
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в электронике (генераторах второй гармоники, поле-
вых транзисторах), катализе и  энергетике  (солнеч-
ных батареях) [2]. Сочетание разных свойств (напри-
мер, свойств полупроводника и диэлектрика) может 
привести к интересным результатам для перспектив-
ного использования материалов [9, 10]. Переходные 
металлы и  их сульфиды могут быть использованы 
как добавки для улучшения свойств исходных слоис-
тых материалов. Например, сульфид рения использу-
ется как добавка к фотокатализатору для выделения 
водорода, либо к  сульфиду кадмия для увеличения 
скорости данного процесса, что в будущем позволит 
полностью отойти от катализаторов на основе благо-
родных металлов [11–13].

Дисульфид рения  (ReS2) формирует двумер-
ные (2D) слоистые кристаллы [14]. В качестве нового 
двумерного полупроводника дисульфид рения имеет 
множество отличительных особенностей и  облада-
ет большим потенциалом для применения благода-
ря своей необычной структуре и  уникальным ани-
зотропным свойствам  [15]. Также благодаря своей 
кристаллической структуре дисульфид рения имеет 
множество отличительных от дихалькогенидов тита-
на, молибдена и вольфрама характеристик, а именно 
обладает слабой межслойной связью и  уникальной 
искаженной октаэдрической структурой (тип структу-
ры 1Т). Такие отличительные характеристики приво-
дят к тому, что объемный и монослойный ReS2 имеют 
почти одинаковые зонные структуры, причем оба они 
относятся к прямозонным полупроводникам [16, 17]1.

Можно предположить, что сочетание свойств ди- 
сульфидов 4-й  и 6-й  групп  — титана, молибдена, 
вольфрама — со свойствами дисульфида рения в еди-
ной структурированной фазе типа «хозяин–гость» 
приведет к изменению их свойств.

Цель настоящей работы — синтез новых фаз — 
твердых растворов в  системах Re(IV)S₂–Ti(IV)S₂, 
Re(IV)S₂–Mo(IV)S₂ и Re(IV)S₂–W(IV)S₂.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В  работе использованы следующие исходные ве-
щества: рений  — металлический порошок с  со-
держанием основного компонента не  менее 99.9% 
рения  (ГОСТ  25278.16-872), титан  — металличе-
ский порошок, х.ч.  (СТП  ТУ  КОМП  3-272-10), 

1	 BE Lookup Table for Signals from Elements and Common Chemical Species. URL: https://xpslibrary.com/wp-content/uploads/2019/07/BE_
Lookup_table.pdf. Дата обращения 18.10.2022. / Accessed October 18, 2022.

2	 ГОСТ 25278.16-87. Государственный стандарт Союза ССР. Сплавы и лигатуры редких металлов. Методы определения рения. М.: 
Издательство стандартов; 1988. [GOST 25278.16-87. State Standard of the USSR. Alloys and foundry alloys of rare metals. Methods for 
determination of rhenium. Moscow: Izdatel’stvo standartov; 1998.]

3	 International Center for Diffraction Data  (former name—Joint Committee on Powder Diffraction Standards). https://www.icdd.com/. Дата 
обращения 28.12.2023. / Accessed December 28, 2023.

вольфрам — металлический порошок, х.ч.  (СТП ТУ 
КОМП  3-684-13), сера элементарная  (Компонент-
реактив, Россия, ос.ч., ТУ  3-304-10), дисуль-
фид молибдена  (Спец  Металл  Мастер, Россия, 
ТУ  48-19-133-90). Остальные дихалькогениды были 
получены прямым взаимодействием порошков соот-
ветствующих металлов  (титана, вольфрама и  рения) 
и элементарной серы.

Синтез дисульфида рения проводили методом, 
описанным нами ранее [4]. Навески металлического 
рения и серы элементарной помещали в кварцевую 
ампулу, вакуумировали (давление 10−5 атм), запаива-
ли и помещали в муфельную печь. Синтез проводили 
в следующем режиме: в течение 5 ч ампулу с реакци-
онной смесью постепенно нагревали до  температу-
ры 1000°С и 20 ч выдерживали при указанной тем-
пературе. Затем ампулу с образцом охлаждали в печи 
в течение суток. Выход продукта по сере — стехио-
метрический. Дисульфиды титана и вольфрама полу-
чали аналогичным способом.

Синтез образцов в  двойных системах дисуль-
фидов Re(IV)S2–Ti(IV)S2, Re(IV)S2–Mo(IV)S2 и  
Re(IV)S2–W(IV)S2 вели следующим образом. 
Дисульфиды были смешаны в  стехиометрических 
количествах, полученную шихту гомогенизировали 
на шаровой мельнице в течение 30 мин, после чего 
ее  запаяли в  вакуумированной кварцевой ампуле. 
Синтез вели в  муфельной печи. Нагрев до  1100°С 
вели в течение 10 ч, выдерживали при данной тем-
пературе 48  ч, после чего спонтанно охлаждали. 
Образцы двойных сульфидов готовили с соотноше-
нием основного компонента от 0 до 100%.

Рентгеновские исследования выполнены на  диф-
рактометре XRD-6000  (Shimadzu, Япония) (Cu-Kα  из-
лучение, 2θ  =  10°–60°, шаг съемки 0.2  град/мин, 
экспозиция 10 с). При идентификации фаз использо-
вали картотеку  ICDD-JCPDS3  (дисульфид рения  — 
карточка  89-0341, тригональная кристаллическая 
решетка; дисульфид титана  — карточка  15-853, 
гексагональная кристаллическая решетка; дисуль-
фид молибдена  — карточка  17-744, гексагональная 
кристаллическая решетка; дисульфид вольфрама —  
карточка 8-237, гексагональная кристаллическая ре-
шетка).

Исследования электронной структуры и  со-
става методом рентгеновской фотоэлектронной 

https://xpslibrary.com/wp-content/uploads/2019/07/BE_Lookup_table.pdf
https://xpslibrary.com/wp-content/uploads/2019/07/BE_Lookup_table.pdf
https://www.icdd.com/
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спектроскопии проводили на  электронном спек-
трометре Kratos AXIS Ultra DLD (Kratos Analytical, 
Великобритания) с монохроматизированным рентге-
новским источником Al-Kα (hν = 1486.6 эВ, энергети-
ческое разрешение 0.5 эВ).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Фазообразование в системе ReS2–TiS2

Дифрактограммы некоторых образцов системы 
в  области, богатой титаном, приведены на  рис.  1. 
Рассчитанные параметры элементарной ячейки этих 
фаз представлены в  табл. 1. Необходимо отметить, 
что характер рентгенограмм исходных компонен-
тов, а  именно недостаточность количества реф-
лексов  (например, для дисульфида рения количе-
ство рефлексов равно четырем согласно картотеке 
ICDD-JCPDS), вносит погрешность в  расчеты па-
раметров решетки твердых растворов, но не влияет 
на  определение фазообразования синтезированных 
образцов. На основании результатов рентгенофазо-
вого анализа — неизменности параметров кристал-
лической решетки в этой области концентраций ди-
сульфида рения — можно говорить об образовании 
твердых растворов состава ReхTi(1−x)S2 в интервале 
0 < x ≤ 0.04. При увеличении содержания Re было 
отмечено существование двухфазной области с при-
сутствием TiS2.

Анализ рис. 2 показал, что составы с содержани-
ем дисульфида рения 50% имеют две фазы, а  с  со-
держанием 60% и  больше  — одну фазу. Таким 
образом, в  широкой области, богатой рением, ре-
ализуются твердые растворы. Видно, что в  соста-
вах с содержанием рения 60% и 70% присутствуют 

10	 15	 20	 25	 30	 35	 40	 45	 50	 55	 60
2q

Re 2.5% Ti 97.5%

Re 3.5% Ti 96.5%

Re 7.5% Ti 92.5%

Re 10% Ti 90%

Re 20% Ti 80%

I, 
a.

u.

Рис. 1. Дифрактограммы некоторых образцов системы 
ReS2–TiS2, в том числе твердых растворов замещения 
состава Re1−хTiхS2 (2.5 и 3.5% Re)

Fig. 1. Diffraction patterns of some samples of the system 
ReS2–TiS2, including solid solutions of composition 
substitution Re1−хTiхS2 (2.5 and 3.5% Re)

10	 15	 20	 25	 30	 35	 40	 45	 50	 55	 60
2q

Re 50% Ti 50%

Re 60% Ti 40%

Re 70% Ti 30%

Re 80% Ti 20%

Re 90% Ti 10%

ReS2

I, 
a.

u.

Рис. 2. Дифрактограммы исходного ReS2 и синтезированных 
из него твердых растворов номинального состава Re1−хTiхS2

Fig. 2. Diffraction patterns of the original ReS2  
and solid solutions synthesized from it with the nominal 
composition Re1−хTiхS2

Таблица 1. Параметры кристаллической решетки и энергии связей некоторых фаз ReхTi(1−х)S3

Table 1. Crystal lattice parameters and bond energies of some phases ReхTi(1−х)S3

Состав
Composition

a, Å с, Å V, Å3 Энергия связи Re, эВ
Re bond energy, eV

Энергия связи Ti, эВ
Ti bond energy, eV

ReS2, тригональная кристаллическая решетка
ReS2, trigonal crystal lattice

6.35(5) 12.78(15) 434.49 41.00 –

ReS2 95% 6.39(5) 12.23(15) 432.39 42.06 –
ReS2 90% 6.41(5) 12.27(15) 436.21 – –
ReS2 80% 6.55(5) 12.76(15) 474.91 – –
ReS2 70% 6.41(5) 12.28(15) 437.66 – –
ReS2 3.5% 3.40(4) 5.69(6) 56.93 40.92 456.09
TiS2, гексагональная кристаллическая решетка
TiS2, hexagonal crystal lattice

3.40(4) 5.69(6) 57.14 – 457.20

Примечание: а и с – параметры решетки, V – объем элементарной ячейки.
Note: а and с are lattice measurements, V is unit cell volume.
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рефлексы 34° и 57.7°, которые относятся к фазе ди-
сульфида рения, что хорошо согласуется с данными 
из базы JCPDS (карточка 89-0341). Для полученных 
твердых растворов был выполнен расчет параметров 
кристаллической решетки  (табл.  1). При анализе 
результатов следует иметь в виду, что ионные ради-
усы всех переходных элементов в  степени окисле-
ния (IV), рассматриваемых в настоящей работе, при-
мерно равны и составляют ~0.6 Å [18]. В этом случае 
постоянство параметров  кристаллической решетки 
может свидетельствовать об  образовании твердых 
растворов замещения на основе как дисульфида ти-
тана, так и дисульфида рения. В то же время можно 
предположить, что наблюдаемые изменения пара-
метра с свидетельствует об образовании интеркали-
рованных соединений на основе дисульфида рения. 
Это естественно, если учесть, что слои в структуре 
дисульфида рения слабо связаны, и межслоевое рас-
стояние у дисульфида рения больше, чем у дисуль-
фида титана. Заметными изменениями, вызванными 
интеркаляцией рения в  TiS2, являются уширение 
дифракционных максимумов (по сравнению с исход-
ными) и снижение их относительной интенсивности. 
Этот эффект может быть обусловлен появлением ми-
кронапряжений в  решетке «хозяина» или уменьше-
нием размеров кристаллитов.

Рентгеновские фотоэлектронные спектры измере-
ны для сульфида титана (IV) и образцов трех соста-
вов: Re0.035Ti0.965S2, Re0.95Ti0.05S2 и образца из двух-
фазной области с  содержанием сульфида рения(IV) 
20% (табл. 1). Линия Ti 2p имеет энергию 457.2 эВ, 
что соответствует четырехвалентному титану в суль-
фидах. В образцах Re0.035Ti0.965S2 и Re0.95Ti0.05S2 оба 
пика титана сдвигались, что может говорить об об-
разовании твердых растворов в рассматриваемых си-
стемах. Других форм нахождения рения в образцах 
не наблюдалось.

Фазообразование в системе ReS2–MoS2

На рис. 3 представлены дифрактограммы образцов си-
стемы дисульфид  рения–дисульфид  молибдена с  раз-
ным соотношением компонентов  (от 20  до 90%), ре-
зультаты расчета параметров кристаллической решетки 
представлены в табл. 2. Из таблицы видно, что параме-
тры образцов с различным содержанием сульфидов от-
личаются от параметров чистых дисульфидов металлов.

Анализ полученных рентгенограмм позволяет 
выделить две области твердых растворов: на  осно-
ве ReS₂  — до  35  мол.  %  MoS₂, на  основе MoS₂  — 
до  20  мол.  %  ReS₂. В  интервале концентраций 
от 20 до 65 мол. % MoS₂ в системе наблюдается двух-
фазная область. Твердые растворы на основе MoS₂ де-
монстрируют изменение обоих параметров кристал-
лической решетки по  мере увеличения содержания 
рения, что может свидетельствовать об образовании 
твердого раствора внедрения. Со стороны дисульфи-
да рения идет резкое изменение параметров а и V для 
фазы, содержащей 20 мол. % MoS₂, что позволяет го-
ворить об образовании твердого раствора внедрения 
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Рис. 3. Дифрактограммы образцов системы ReS₂–MoS₂

Fig. 3. Diffraction patterns of the ReS₂–MoS₂ system

Таблица 2. Параметры кристаллической решетки и энергии связей твердых растворов, образующихся в системе ReS2–MoS2

Table 2. Crystal lattice parameters and bond energies of solid solutions formed in the ReS2–MoS2 system

Состав ReS2
ReS2 composition

a, Å с, Å V, Å3 Энергия связи Re, эВ
Re bond energy, eV

Энергия связи Mo, эВ
Mo bond energy, eV

MoS2, гексагональная кристаллическая решетка
MoS2, hexagonal crystal lattice

3.161(18) 12.290(4) 106.43 – 229.50

ReS2 20% 3.165(25) 12.254(87) 106.30 42.67 227.21

ReS2 35% 3.173(46) 12.328(16) 107.50 41.15 226.31

ReS2 80% 6.749(03) 12.727(5) 501.99 41.61 226.32

ReS2, тригональная кристаллическая решетка
ReS2, trigonal crystal lattice

6.352(52) 12.779(44) 434.49 41.00 –
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на  основе дисульфида рения. При наличии слабого 
взаимодействия между слоями ReS2  внедрение мо-
либдена в структуру слоя естественно будет влиять, 
в основном, только на параметр а, в то время как па-
раметр с может оставаться неизменным.

Фазообразование в системе ReS2–WS2

По полученным рентгенограммам образцов систе-
мы ReS2–WS2  (рис.  4) и рассчитанным параметрам 
кристаллических решеток  (табл.  3), можно сделать 
вывод об  образовании твердых растворов в  обла-
сти с содержанием дисульфида рения от 30 до 70%. 
Из рис. 4 видно, что рентгенограммы образцов с со-
держанием дисульфида рения 70, 50 и 30% характе-
ризуются дополнительными отражениями, что может 
указывать на полиморфизм в этой части двойной си-
стемы. Так как наличие полиморфных модификаций 
в данной системе характерно только для дисульфи-
да вольфрама, можно предположить, что полимор-
физм относится именно к  данному сульфиду  [19]. 
Уменьшение значений параметров кристаллической 
решетки твердых растворов по сравнению с параме-
трами дисульфида рения может быть связано с уси-
лением межслоевого взаимодействия при внедрении 
в слои WS2 и выравнивании их волнистого строения.

Рентгеновские фотоэлектронные спектры не-
которых синтезированных образцов двойных си-
стем  (табл.  1–3, рис.  5) показывают присутствие 
во  всех случаях переходных элементов  — титана, 
молибдена, вольфрама и рения — в степенях окисле-
ния (IV). В качестве эталонных соединений при ана-
лизе спектров использовались чистые дисульфиды 
рения, молибдена, вольфрама и титана, которые хоро-
шо согласуются с литературными данными (см. сно-
ску 1). Некоторые изменения энергии связи остовных 
электронов этих элементов обусловлены образованием 

твердых растворов. Это закономерно, учитывая, что 
в индивидуальных дисульфидах межатомные рассто-
яния металл–металл невелики и сопоставимы с меж
атомными расстояниями в металлах.

Анализ химического состояния атомов (рения, мо-
либдена и серы) на поверхности сульфидов твердого 
раствора Re0.8Mo0.2S2  заключался в  детальном изу-
чении спектров электронных уровней Re 4f, Mo 3d 
и S 2p, что позволило количественно охарактеризо-
вать энергии связей остовных электронов с ядром.

В рентгеновском фотоэлектронном спектре Re 4f 
происходит спин-орбитальное расщепление пика; 
во всех образцах элемент характеризуется наличием 
двух линий, что соответствует литературным дан-
ным  (см.  сноску 1). В образцах с  содержанием мо-
либдена энергии связей обоих пиков сдвигались, что 
может говорить об  образовании твердых растворов 
в рассматриваемых системах. Других форм нахожде-
ния рения в образцах не наблюдалось.
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Рис. 4. Дифрактограммы твердых растворов  
в системы ReS2–WS2

Fig. 4. Diffraction patterns of solid solutions  
in the ReS2–WS2 system

Таблица 3. Параметры кристаллической решетки и энергии связей твердых растворов, образующихся в системе ReS₂–WS₂

Table 3. Crystal lattice parameters and bond energies of solid solutions formed in the ReS₂–WS₂ system

Состав ReS2
ReS2 composition

a, Å с, Å V, Å3 Энергия связи Re, эВ
Re bond energy, eV

Энергия связи W, эВ
W bond energy, eV

WS2, гексагональная кристаллическая решетка
WS2, hexagonal crystal lattice

3.15(6) 12.31(54) 153.76 – 32.00

ReS2 20% 3.29(7) 12.4(87) 169.05 42.11 33.88

ReS2 30% 5.75(62) 12.45(33) 519.29 41.27 32.97

ReS2 70% 5.39(7) 12.64(56) 462.59 40.34 32.01

ReS2 80% 5.71(98) 12.69(12) 521.08 42.62 34.67

ReS2, тригональная кристаллическая решетка
ReS2, trigonal crystal lattice

6.35(21) 12.78(65) 649.67 41.00 –
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Рис. 5. Обзорный спектр твердого раствора ReS2 35%–WS2 65% (a) и твердого раствора ReS2 80%–MoS2 20% (b)

Fig. 5. Survey spectrum of the ReS2 35%–WS2 65% solid solution (a) and the ReS2 80%–MoS2 20% solid solution (b)

Молибден присутствует в  спектре твердого рас-
твора с  содержанием 20% рения в  двух линиях 
и в трех линиях в остальных образцах, что говорит 
о  возможном образовании наряду с  дисульфидом 
еще и  оксидной формы с  Mo(IV), а  также присут-
ствии следовых количеств молибдена в  более вы-
соких степенях окисления. Наличие данных пиков 
не позволяет точно определить атомное соотношение 
элементов в полученных образцах. Выводы по пере-
распределению энергии делали только по  энергии 
связи, которая соответствует молибдену в  дисуль-
фиде  (табл.  2). В  образцах, содержащих молибден 
и вольфрам, энергии связей обоих пиков сдвигались, 
что может говорить об образовании твердых раство-
ров в рассматриваемых системах.

Вольфрам во  всех образцах представлен одной 
линией, соответствующей энергии сульфида эле-
мента с валентностью (IV). В образцах прослежива-
ется изменение энергии связи остовных электронов 
с ядром (табл. 3), что говорит о перераспределении 
энергии при образовании твердых растворов.

Для системы Re(IV)S2–Ti(IV)S2  были исследованы 
фотоэлектронные спектры трех образцов: интеркала-
та состава Re0.035Ti0.965S2, твердого раствора состава 
Re0.95Ti0.05S2  и двухфазной области с  содержанием 
сульфида рения(IV) 20%. По изменению энергии связи 
можно судить о ее перераспределении, то есть об образо-
вании твердых растворов и интеркалатных соединений.

Для титана в образцах с рением также просматри-
ваются дублеты, один пик которого соответствует 
сульфиду титана с изменившимся значением энергии 
связи. Второй пик, который отсутствует в образце чи-
стого сульфида титана, может соответствовать более 

окисленной форме титана, который особым образом 
соединяется с рением; эти данные необходимо иссле-
довать более подробно. Выводы по перераспределе-
нию энергии делали только по энергии связи, которая 
соответствует титану в дисульфиде.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В статье были представлены результаты исследова-
ния фазообразования в  системах Re(IV)S₂–Ti(IV)S₂, 
Re(IV)S₂–Mo(IV)S₂ и  Re(IV)S₂–W(IV)S₂. Выполнены 
рентгеновское фазовое и  рентгеновское фотоэлек-
тронноскопическое исследования выделенных фаз. 
Установлены области существования твердых раство-
ров в системах. Показано, что в богатых рением обла-
стях образуются твердые растворы по типу внедрения, 
в то время как в областях, близких к дисульфидам тита-
на и молибдена, реализуются интеркалированные фазы. 
В системе ReS2–WS2 существует область твердых рас-
творов, включающая 30, 50 и 70 мол. % дисульфида ре-
ния, структура которых является полиморфной модифи-
кацией структуры исходных компонентов (структурный 
тип СdI2). Подтверждено присутствие рения, молибдена 
и вольфрама в этих фазах в степени окисления (IV).
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