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Изучены антифаговая и антиоксидантная активности в рядах замещенных кумаринов и синте- 
зированных на основе 4-гидроксикумарина сложнопостроенных трикетонов. Выявлена кор- 

реляция структура-свойство, влияние выплощения молекулы в отношении бактериофага 
14 — штамма ES Со! В, возможность использования оксикумаринов в качестве сред стабили- 
зации лиофилизированных образцов вакцинного штамма Y Pestis EV НИИ ЭГ. 

Antiphage and Antioxidant Activity of the Substituted Coumarins 

0.V. Nechaeva’, Е, Tikhomirova, О.Р. Plotnikov**, A.Yu. Nikishin, О.М, Fedotova 

The antiphage and antioxidant activity of a substituted coumarin series and synthesized compli- 

cated-built triketones, based on 4-hydroxycoumarin, are investigated, Strucfure-property relation- 

ship, the influence of the planarity of molecules on the T4 bacteriophage — culture ES Colli В 
is revealed; an opportunity of use of oxycoumarins as medium of stabilization of dried samples 
of vaccinal culture У Pestis EV NII EG. 

В настоящее время возрастает интерес к исследованиям 
природы процессов свободнорадикального окисления в клетках, 
их роли в функционировании биологических систем и механиз- 
мах защиты от воздействия данных процессов. Известно, что ass 
ингибиторами свободных радикалов в эукариотических и про- - 
кариотических клетках являются антиоксиданты — вещества = _) 
различной химической природы, способные тормозить процесс № 

свободнорадикального окисления органических биомолекул. НАУЧНЫ Й 
В клетках антиокислительной активностью обладает ряд фер- 

ментов (каталаза, пероксидаза, супероксиддисмутаза и др.). Дей- ОТ Д ЕЛ 

ствие антиоксидантов приводит к снижению выхода токсических 
продуктов окисления (гидроперекиси, спирты, альдегиды, кето- 
ны и тп.) и восстановлению нормальной жизнедеятельности ile 

клетки [1-3]. 
В последние годы появилось большое количество синтети- 

ческих антиоксидантов, которые по химической структуре отно- 
сятся к различным типам гетероциклических соединений. Не- 
смотря на многочисленные классификации, их можно объеди- 
нить в три класса [4]: 

1) ингибиторы, обрывающие цепи в реакции с перекисными 
радикалами, — фенолы, ароматические амины, аминофенолы и др.; 

2) ингибиторы, обрывающие цепи в реакции с алкильными 

радикалами, — хиноны, нитроксильные радикалы; 
3) ингибиторы, разрушающие гидроперекись, — сульфиды, 

дисульфиды и др. 
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При этом многие соединения с высокой 
антиоксидантной активностью характеризу- 

ются выраженной биологической агрессией 
[5, 6]. В плане практического применения 
наиболее перспективными являются вещест- 

ва с высокой антиоксидантной активностью, 
но с низкой биологической агрессией. К та- 
ким веществам относятся кислородсодержа- 

щие гетероциклические соединения, в том 
числе замещенные, — кумарины. В этой связи 

представляло интерес установить корреля- 
цию между антифаговой и антиоксидантной 
активностями и особенностями химической 

структуры кумаринов и конденсированных 
систем, полученных на их основе. 

Биологическое тестирование с целью 
выявления наличия или отсутствия биологи- 

ческой агрессии исследуемых веществ про- 

водили в системе «бактериофага Т4 — штамм 
Escherichia coli В» [7]. Уровень биологиче- 

ской агрессии (БА) различных соединений 
оценивали как БА” (выживаемость фага стре- 

мится к нулю) и БА (выживаемость фага стре- 
мится к 100%). При этом учитывалось, что 
тестируемые препараты делятся на 4 груп- 
пы: обладающие токсичным действием, если 

выживаемость (para составляет 0,001-0,1%; 

инактивирующим действием — выживаемость 

фага 0,1-10%; ингибирующим действием — 

выживаемость фага 10-90%; индифферент- 
ным действием — выживаемость фага 90—100%. 

Антиоксидантную активность синтези- 
рованных соединений определяли на хеми- 

люминометре в системе свободнорадикаль- 

ного окисления, инициированного перекисью 

водорода в растворе нормальной лошадиной 
сыворотки [8]. Данный метод основан на ге- 
нерации перекисных радикалов, полученных 

добавлением к сыворотке крови перекиси 
водорода. Образующийся при разложении 
перекиси водорода кислород вступает в ре- 

акцию со свободными радикалами биологи- 
ческих молекул с выходом пероксидрадика- 

лов, в результате рекомбинации которых 
«высвечиваются» кванты света. Добавление 

антиоксиданта снижает концентрацию сво- 

бодных радикалов, вследствие чего наблюда- 
ется резкое снижение уровня люминесцен- 

ции. Антиоксидантную активность вычисля- 
ли по формуле 

ало=А / > (B,/6), 

где А - уровень свечения при добавлении 
перекиси; В, — уровень свечения после до- 

бавления антиоксиданта, # = 1-6 мин. | 

Активность оценивается как слабая при 

ало << 1, умеренная при aac — 1,0-1,8; хоро- 

шая при ало — 1,8-2,0; сильная при ago — 

2,0-2,8. 
Определение антифаговой активности 

исследуемых замещенных кумаринов пока- 
зало, что они обладали в основном слабоин- 

гибирующими свойствами. Установлено так- 
же, что эти свойства изменялись в зависи- 
мости от положения различных радикалов 
в структуре соединений. Полученные резуль- 
таты исследований представлены в таблице. 

Антифаговая и антиоксидантная активности исследуемых гетероциклических соединений 

№ Е. сой В + (Т4+АО),| Выживаемость | Уровень фонового | Антиоксидантная 
п in Название соединения БОЕ/мл х 10° бактериофага, % | свечения с АО, тУ | активность, у.е. 

(M +m) (M +m) (M+ m) (M+im) 
1 |4-метил-6-аминокумарин 16,5 + 1,34 66,0 + 3,4* 3495 = 335* 0,86 = 0,03 

2 |6,7-диоксикумарин 20,5 + 1,9 82,0 + 3,8* 5159 + 441* 0,26 + 0,04 

3 |Карбоксикумарин 0 0 н.о. н.о. 

4 |Ацетамидо-кумарин 13,7 + 1,6 55,0 + 1,2* 2241 =254* 1,90 + 0,06 

5 |4-метил-7-оксикумарин 10,2 = 0,89 41,0 = 1,9* н.о. н.о. 

6 |4-метил-7,8-диоксикумарин 14,7 = 0,76 59,0 = 3,9* H.O. н.о. 

7 |4-метил-6,7-диоксикумарин 27,0 = 1,8 108,0 = 5,04* 2778 = 238* 1,34 = 0,04 

8 |4-метил-б-оксикумарин 15,5 + 1,72 62,0 + 2,5* н.о. . н.о. 

9 |3-[6-оксо(Т)бензо-пирано[4,3-в]- 
(1)-10-гидроксибензопиран-7-ил]- 18,4 + 0,9 38,0 = 2,4* н.о. н.о. 

- | 4-гидроксикумарин 

-(2- с ил)- 
1 ee eae eee eon) 22,7 1,64 12,0 = 1,7* н.о. н.о. 

|2-хроменон 

Примечание: н.о. — не определяли; * - наличие достоверности при уровне значимости Р < 0,05 по отношению 
к контролю. 
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Так, б-оксикумарин характеризовался более 
низкой биологической агрессией в отличие 
от своего изомера с оксигруппой в положе- 

нии 7. Резко возрастала выживаемость бак- 
териофага Т4 при введении в состав кумари- 

нов двух оксигрупп, причем 6,7-диоксикума- 
рин обладал более низкой биологической аг- 

рессией, чем 7,8-диоксикумарин. Таким обра- 
зом, в наибольшей степени на инактивирова- 
ние антифаговой активности оказывают вли- 
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а — карбоксикумарин 
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д —4-метил-б-оксикумарин 
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яние оксигруппы, находящиеся в непосред- 

ственной близости в положениях 6, 7 (рису- 

нок, биз). Метилирование пиранового цикла 

кумарина в положении 4 в целом сопровож- 

дается существенным ослаблением антифа- 

говой активности испытуемых соединений. К 

усилению этого эффекта также приводит и 

включение электронодонорных заместителей 

в положения 6, 7, 8. 
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Структурные формулы производных кумарина 

Наиболее выраженным антифаговым дей- 

ствием обладали: карбоксикумарин, так как 

показатель выживаемости фага был равен 0 

(введение в состав кумаринов карбоксильной 

группы приводит к возникновению токсиче- 

Мимия 

* 

ских свойств соединения) и оксосоединения 

9, 10, синтезированные конденсацией 4-окси- 

кумарина с салициловым альдегидом по сле- 

дующей схеме:
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Установлено, что 6,7-диоксикумарин 

обладал низкой АО-активностью. При введе- 
нии в состав соединения метильного радика- 

ла АО-активность. возрастала = в 6 раз. На- 
личие в составе кумарина ацетамидогруппы 

также резко повышало АО-свойства кисло- 

родсодержащих гетероциклов. 
Анализ полученных результатов пока- 

зал, что антифаговая и антиоксидантная ак- 
тивности кислородсодержащих гетероцикли- 
ческих соединений определяется не только 
наличием гетерофрагмента основного коль- 
ца, но и замещающих радикалов. 

Механизм ингибирующего действия ис- 

следованных производных кумарина, струк- 
турные формулы которых представлены на 
рисунке, можно объяснить следующим обра- 

зом. Наибольшую ингибирующую активность 

проявляют молекулы, содержащие сопряжен- 

ные заместители в гетероциклическом фраг- 

менте, например, карбоксикумарин (рису- 

нок, а), оксосоединение 3-(2-гидроксибензо- 

ил)-2-хроменон и в значительной степени вы- 
площенные ангулярные системы, как это на- 

блюдается в трикетоне кумаринового ряда — 
(3 - [6 - оксо( 1 )бензопирано - [4,3-в] - (1) - 10 - 
гидроксибензопиран-7-ил]-4-гидроксикума- 
рине (9). Повышение сопряженности приво- 
дит к повышению липофильности и соответ- 

ственно общей активности соединения. Этот 

эффект отмечен H. Yuan, A. Parrill [9] у 3-[6- 

O HO 

оксо(1) бензопирано-[4,3-в]-(1)-10-гидрокси- 

бензопиран-7-ил]-4-гидроксикумарина (9), ко- 

торый является ингибитором ВИЧ-1 интегра- 
зы и систем, имеющих два (и более) совме- 
щённых арильных блока, отличающихся вы- 

сокой симметрией. 
Обнаруженная взаимосвязь структуры 

изучаемых кумаринов с антифаговой актив- 

ностью позволяет предположить, что их ин- 
гибирующее и инактивирующее действие 

обусловлено способностью молекул к сте- 
кинг-взаимодействиям с ДНК бактериофага 
T4 не только благодаря плоской структуре 
кумаринового ядра, но и возможности стаби- 

лизации стекинг-структур водородными свя- 

зями электронодонорных заместителей. 
Ранее было установлено, что некоторые 

синтетические антиоксиданты оказывают 

выраженное защитное действие при консер- 

вации микроорганизмов [10-12]. Поэтому на 

следующем этапе исследования была прове- 
дена оценка положительного влияния кисло- 
родсодержащих гетероциклических соедине- 
ний ряда кумаринов на сохранение бактери- 
альных клеток при лиофильном высушива- 

нии. В качестве объекта исследований был 
использован вакцинный штамм Yersinia pes- 

tis EV НИИЭГ, для которого в состав сред 
консервирования добавляли кумарины. Было 
проведено два цикла лиофилизации, по кото- 

рым рассчитывали превышение срока хране- 

Научный отдеп
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ния над контролем по общепринятой мето- 
дике [13]. Из полученных результатов сле- 
дует, что, например, при введении ацетами- 
докумарина в состав среды стабилизации 
сроки хранения лиофилизированных образ- 
цов вакцинного штамма У. pestis EV НИИЭГ 
увеличивались в 3,9 раза по сравнению с 
контролем. 

Таким образом, была изучена антифаго- 
вая и антиоксидантная активности в рядах 
замещенных кумаринов и синтезированных 
на основе 4-гидроксикумарина сложнопо- 
строенных трикетонов. Выявлена корреляция 
структура-свойства и влияние выплощения 
молекулы в отношении состояния системы 
бактериофаг T4 — итамм Е. coli В. Показана 
возможность использования оксикумаринов 
в качестве добавок в среды стабилизации при 
лиофилизации бактерий. 

Проведенные исследования позволяют 
заключить, что сложнопостроенные кумари- 
ны с выраженной антифаговой активностью 
являются перспективными противовирусны- 
ми препаратами, в том числе и в отношении 
ВИЧ-1[. Соединения с антиоксидантной ак- 

тивностью могут быть рекомендованы для 
практического использования в микробиоло- 
гической, медицинской и ветеринарной 

практике для повышения жизнеспособности 
и стабилизации свойств микроорганизмов. 

Работа выполнена при финансовой под- 
держке РФФИ (грант 06-03-32667а). 
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КАРБОНИЛЗАМЕЩЕННЫЕ ГИДРОКСИЦИКЛОГЕКСАНОНЫ 
В РЕАКЦИЯХ С АЗОТСОДЕРЖАЩИМИ 
ПОЛИНУКЛЕОФИЛЬНЫМИ РЕАГЕНТАМИ 
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OT природы реагента и условий реакции образуются продукты 
аминирования по наиболее активной алициклической карбо- 

нильной группе одной либо двух молекул субстрата, продукты 
енаминного строения или гетероциклизации. 

Обобщены результаты исследования реакционной способности 

карбонилзамещенных гидроксициклогексанонов с азотсодержа- 
щими полинуклеофильными реагентами ароматического, алифа- 
тического, алициклического рядов. Показано, что в зависимости 
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