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ВВЕДЕНИЕ

Создание новых лекарственных препаратов – 
актуальное направление в области органической 
и фармацевтической химии. Наличие в структуре 
фенилциклоалкильного фрагмента позволяет го- 
ворить о соединениях как о перспективных скаф- 
фолдах с проявлением различных биологических 
активностях.

Установлено, что циклоалкильный фрамент поз- 
воляет улучшать фармацевтические свойства, спо- 
собы доставки к рецептору и устойчивость к раз- 
личным биологическим факторам. Так, например, 

фрагмент норборнанового цикла увеличивает 
устойчивость к ферментативному гидролизу [1], 
улучшает транспортную функцию в клеточных 
мембранах [2, 3]. Эти примеры позволяют гово- 
рить о возможности создания активных фармацев- 
тических субстанций с лучшей биодоступностью.

Антитромбоцитарные препараты давно ис- 
пользуются для лечения и профилактики рециди- 
вов острых коронарных синдромов. Клинические 
испытания подтвердили, что клопидогрель и ас- 
пирин способны снижать риск возникновения ин- 
фаркта миокарда и инсульта [4–6]. Тем не менее,  
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многие пациенты, получавшие эти препараты, по- 
прежнему имеют повторяющиеся атеротромбо- 
тические явления [7–9]. Несколько доклиничес- 
ких исследований показали, что антагонисты 
5-HT2A-рецепторов могут подавлять агрегацию 
тромбоцитов [10, 11]. 

Авторами [12] описано применение соедине- 
ний с фенилциклогексановым циклом в качестве 
агонистов меланокортиновых рецепторов, кото- 
рые опосредуют широкий спектр физиологичес- 
ких функции, включая регуляцию пигментации,  
продукции глюкокортикоидов, приема пищи и  
расхода энергии, а также работы функции эндо- 
кринных желез. Возможность терапевтического 
воздействия на меланокортиновые рецепторы 
позволит достичь эффективного лечения [13, 14].

Еще одно интересное исследование [15] – син- 
тез соединения, представляющего собой двух- 
компонентную систему, состоящую из органи- 
ческого фрагмента и пептида. Полученный органо- 
пептид – хороший антагонист, ингибирующий 
связывание пропротеинконвертазы PCSK9 с 
рецептором LDLR в печени, снижая уровень 
холестерина. Эти новые антагонисты имеют 
уменьшенную массу и улучшенную эффектив- 
ность по сравнению с пептидными антагонистами 
первого поколения. 

В работах [16–19] описана разработка метода 
синтеза фенилциклогексилкарбоксамидов в ка- 
честве субстанций с антипролиферативной ак- 
тивностью в отношении множественных клеточ- 
ных линий рака молочной железы. На основе  
структурных исследований авторами высказано  
предположение, что центральный фенилцикло- 
гексильный фрагмент важен для проявления 
антипролиферативной активности. Кроме того, 
проведенные исследования указывают на то, что 
производные с фенилциклогексильным фраг- 
ментом проявляют различные способы связывания 
с сайтами белков HSP 70 и HSP 90, отвечающими 
за раковое состояние. 

В [20] показано применение соединений с фе- 
нилциклогексановым фрагментом в качестве 
потенциальных препаратов заместительной гормо- 
нальной терапии. Они представляют отличную 
исходную структуру, способную образовывать три- 
циклические жесткие структуры, которые могут 
селективно взаимодействовать с рецепторами 
REV-ERB агонистов.

В статье [21] показано применение аминов с 
фенилциклогексановым фрагментом в качестве 
ингибиторов для лечения депрессивных симптомов. 
Обычно используемые антидепрессанты обла- 
дают рядом недостатков, что негативно сказы- 
вается на эффективности лечения. Авторами были 
предложены соединения с хорошей активностью 
в отношении транспорта моноаминов. Прием- 
лемая метаболическая стабильность in vitro, про- 
никновение в головной мозг и, самое главное, эф- 
фективность в модели in vivo, доказывают по- 
ложительное действие антидепрессантов.

Исследования [22, 23] в качестве мишеней фер- 
ментов (например, DGAT-1) активных в отноше- 
нии триацилглицеролов, чрезмерное накопление 
которых может участвовать в патогенезе ряда на- 
рушения обмена веществ, такие как ожирение, 
резистентность к инсулину и диабет II типа, сер- 
дечно-сосудистые заболевания, показали, что эф- 
фективными ингибиторами выступают препараты  
с фрагментом фенилциклогексилуксусной кис- 
лоты. Данные препараты могут найти применение 
для лечения ожирения и связанных с ним на- 
рушений обмена веществ. 

На основе рассмотренной литературы можно 
предположить, что соединения с фенильным 
и циклоалкильными фрагментами могут быть 
использованы в качестве потенциальных скаф- 
фолдов. Цель настоящей работы – оценка ток- 
сичности, цитотоксичности и генотоксичности 
ранее синтезированных поликарбоновых кислот 
с фенилциклоалифатическими фрагментами на 
основе комплексного подхода с использованием 
тестовых организмов – одноклеточная зеленая 
водоросль Chlorella vulgaris и лук Allium cepa.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее [24, 25] описаны способы синтеза кар- 
боновых кислот с фенилциклоалкильным фраг- 
ментом. Применение предлагаемых соединений 
в качестве лекарственных средств должно быть 
обосновано наличием не только фармакологи- 
ческой активности, но и отсутствием токсичности, 
в том числе отсутствие отрицательного воздейст- 
вия на генетический материал. В нашей работе 
осуществлена оценка цитогенетических и мута- 
генных свойств кислот (I–IV). 

Дальнейшие исследования возможных био- 
логических активностей предлагаемых соединений 
должно быть обосновано предварительной оцен- 
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кой их токсичности и воздействия на генетический 
материал, в том числе отсутствием отрицательного 
воздействия на генетический материал. 

Для исследования биологической активности 
полученные соединения предварительно пере- 
водили в натриевые соли для улучшения раство- 
римости в воде и далее исследовали их актив- 
ность [27] (рис. 1). 

Оценка действия соединения-кандидата ме- 
тодами in vitro чаще всего ограничена химическими 
методами, физико-химическими свойствами и 
агрегатным состоянием исследуемых соединений. 
Эти ограничения вызваны проблемами имитации 
сложного устройства живого организма [28]. Ис- 
следования in vitro могут стать важным и полез- 
ным дополнением к доклиническим исследова- 
ниям на животных. 

Рис. 1. Объекты исследования – (I): 4-(4-карбоксифенил)циклогексан-1,2-дикарбоновая кислота; (II): 5-(4- карбокси- 
фенил)бицикло[2.2.1]гептан-2,3- дикарбоновая кислота; (III): 4-(3,4-дикарбоксифенил)циклогексан-1,2-дикарбоновая 
кислота; (IV): 5-(3,4- дикарбоксифенил) бицикло [2.2.1]гептан-2,3- дикарбоновая кислота.

Для оценки генотоксической и мутагенной 
активности соединений нами предложена система 
методов, включающая в себя организмы различ- 
ного таксономического статуса и уровня органи- 
зации: одноклеточная зеленая водоросль Chlorella 
vulgaris (Beijer., 1890), лук репчатый Allium cepa 
(L., 1753). Такое сочетание тест-объектов позволяет 
регистрировать генные и хромосомные мутации. 
Кроме того, Allium-тест позволяет регистрировать 
митозмодифицирующую активность. Поскольку 
растения – первичные продуценты, то их исполь- 
зование позволяет выявлять как прямые мутагены,  
так и промутагены, образующиеся в ходе мета- 
болизма в растительном организме. Такой подход  
позволяет снизить вероятность ложноотрицатель- 
ного результата, а также сделать вывод о целе- 
сообразности проведения доклинических иссле- 
дований.

Данный метод – достаточно чувствительный, 
простой, экономичный и позволяет классифици- 
ровать химические соединения мутаген/не мута- 
ген [26]. Allium тест рекомендован ВОЗ в качестве  
стандарта в цитогенетическом мониторинге; ре- 
зультаты данного теста хорошо корреллируют с 
тестами на других организмах: водорослях, рас- 

тениях, насекомых, в том числе и млекопитающих 
и человеке. Данный метод может быть использован 
в качестве альтернативы генотоксикологическим 
тестам на лабораторных животных.

В Allium-тесте оценивали рост корней лука 
и митотический индекс в водных растворах на- 
триевых солей соединений (I–IV) в 1.0, 0.1, 0.01  
и 0.001% концентрациях, сравнивая с конт- 
рольным опытом. Результаты представлены на 
рис. 2 и 3. 

Рис. 2. Влияние концентрации исследуемых соедине- 
ний на длину корней Allium cepa в опыте по оценке 
общей токсичности. 
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Можно отметить, что на рост корней оказы- 
вают отрицательное воздействие соединения (I– 
IV) в концентрациях 0.1 и 1.0%. При этом тест  
для 1.0 %-ной концентрации соединения (I–II)  
показывает, что делящиеся клетки не регистри- 
руются, то есть происходит остановка клеточных 
делений. Наименьшая концентрация 0.001% не 
вызывает значительного снижения длины ко- 

решков Allium cepa и митотического индекса. Кон- 
центрация 0.1% соединений (III–IV) увеличи- 
вает рост длины корешков примерно в 1.2–1.5 раза 
по сравнению с контролем, но при этом происходит 
снижение митотического индекса. Полученные 
данные свидетельствуют о генотоксичности изу- 
ченных кислот при использовании высокой кон- 
центрации. Далее нами подробно были изучены 
все стадии процесса деления в меристеме Allium 
cepa при воздействии соединений (I–IV). Данные 
представлены в табл. 1.

Анализ фазных индексов показывает, что сое- 
динение (I) в 1.0 %-ной концентрации вызывает 
нарушение пролиферативной активности. Отме- 
чается снижение телофазных индексов в два раза  
по сравнению с контролем при воздействии соеди- 
нения (I) в концентрациях 0.1 и 0.01%. Просле- 
живается задержка деления клеток на стадии про- 
фазы. Профазный индекс составляет более 32%  
от общего количества других индексов. Исследо- 
вание влияния соединения (II) на фазные индексы 
показывает, что низкие концентрации 0.001 и  
0.01% не имеют достоверных различий с контро- 
лем, что может свидетельствовать о безопасности 

Рис. 3. Влияние концентрации исследуемых соедине- 
ний на митотический индекс в опыте по оценке общей 
токсичности.

Таблица 1. Фазные и митотические индексы клеток A. cepa, обработанные различными концентрациями со-
единений (I–IV)

Вариант Концентрация, 
%

Профазный 
индекс, %

Метафазный 
индекс, %

Анафазный 
индекс, %

Телофазныйиндекс, 
%

Митотический 
индекс,%

Контроль вода 32.98 ± 3.88 23.98 ± 3.27 24.02 ± 4.38 18.99 ± 1.39 11.05 ± 0.73

(I)

0.001 41.12 ± 2.84 21.21 ± 1.35 24.5 ± 4.05 13.15 ± 1.84 12.80 ± 1.15
0.01 50.77 ± 2.28 25.07 ± 1.52 14.68 ± 1.80 9.46 ± 1.89* 11.72 ± 2.69
0.1 50.8 ± 3.49 20.41 ± 1.63 19.35 ± 2.45 9.42 ± 2.11* 8.33 ± 1.12
1.0 – – – – –**

(II)

0.001 41.6 ± 3.44 18.12 ± 1.66 25.73 ± 2.72 14.53 ± 0.84 11.44 ± 1.00
0.01 47.47 ± 3.46 22.33 ± 1.89 14.15 ± 1.80 15.75 ± 3.54 9.41 ± 0.80
0.1 67.12 ± 9.04* 16.51 ± 4.48* 7.52 ± 2.28* 8.83 ± 2.88* 8.11 ± 0.90*
1.0 – – – – **

(III)

0.001 39.75 ± 3.61 23.91 ± 1.65 20.33 ± 1.10 15.99 ± 1.90 7.91 ± 0.64*
0.01 42.37 ± 1.28 25.82 ± 2.30 18.63 ± 1.66 13.15 ± 1.71 11.41 ± 1.23
0.1 45.09 ± 0.81 32.29 ± 1.17 12.52 ± 0.96* 10.08 ± 0.87* 5.33 ± 0.70*
1.0 52.77 ± 1.81 27.34 ± 2.89 18.25 ± 1.33 1.62 ± 0.64* 0.38 ± 0.25*

(IV)

0.001 52.39 ± 1.30 19.93 ± 2.47 17.6 ± 2.70 10.05 ± 0.69 11.94 ± 0.7
0.01 51.37 ± 2.10 17.89 ± 1.75 18.16 ± 1.09 12.55 ± 0.93 9.47 ± 0.63*
0.1 68.42 ± 12.22 13.13 ± 3.72 12.89 ± 6.41 5.54 ± 2.88* 8.33 ± 0.28*
1.0 78.57 ± 1.73* – 21.42 ± 0.5 – 8.94 ± 0.41*

Для расчета процентного индекса оценивали одну тысячу клеток на каждую тестовую концентрацию (n = 5).
Данные представлены как среднее значение  ±  стандартное отклонение; отклонение считалось достоверным при p ˂ 0.05
* Значительно отличаются от контроля
–** Учет невозможен (делящиеся клетки не регистрируются).
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применения данных концентраций. Увеличение 
концентрации соединения (II) приводит к сни- 
жению метафазного, анафазного и телофазного 
индексов, что говорит о нарушении деления в 
клетках Allium cepa. В меристеме корешков лука, 
выращенных на тетракарбоновых кислотах (III) 
и (IV) в 1.0 %-ной концентрации, наблюдается 
значительное снижение телофазного индекса. Для 
соединения (III) телофазный индекс составляет 
1.62  ±  0.64% (в контроле – 18.99  ±  1.39%) или пол- 
ное отсутствие метафаз и телофаз для соедине- 
ния (IV), при этом профазный индекс составляет 
более 70%. Исследование соединений (III) и (IV) 
в концентрации 0.001 и 0.01% в Allium-тесте не 
приводит к изменениям фазных индексов.

Стоит отметить, что при воздействии различных 
концентраций поликарбоновых кислот (I–IV) хро- 
мосомные аберрации выявлены не были. Таким 
образом, исследованные соединения не вызывают 
хромосомных аберраций в тесте с Allium cepa, од- 
нако проявляют мутагенную активность в тесте с 
Chlorella vulgaris, что указывает на наличие гено- 

токсического потенциала, зависящего от тест-
системы и концентрации.

Для оценки влияния натриевых солей поликар- 
боновых кислот (I–IV) дополнительно проведено 
исследование с использованием в качестве тест- 
объекта Chlorella vulgaris. Результаты представ- 
лены на табл. 2.

Данные показывают, что влияние соединений 
(I–II) в различных концентрациях не имеет досто- 
верных различий между контрольным и опытным 
вариантом по проценту выживаемости колоний. 
При влиянии соединения (II) с концентрацией 
0.01% прослеживается достоверное увеличение 
мутаций, которое составляет 1.88  ±  0.21%. Воз- 
действие низких концентраций соединений (IV) 
приводит к снижению выживаемости колоний и 
увеличению процента мутаций, соединение (III) в 
концентрации 0.01% напротив способствует увели- 
чению числа колоний. Концентрации 0.1% и 1.0% 
соединений (III) и (IV) приводит к увеличению 
мутаций.

Таблица 2. Влияние концентрации соединений (I–IV) на Chlorella vulgaris в эксперименте по оценке общей 
токсичности

Соединение Концентрация (%) Выживаемость,% Частота видимых мутаций,%

Контроль 100 ± 8.09 1 ± 0.14

(I)

0.001 82.07 ± 5.87 1.38 ± 0.41
0.01 91.33 ± 8.10 1.49 ± 0.54
0.1 79.39 ± 6.76 1.21 ± 0.05
1.0 119.53 ± 15.16 1.37 ± 0.35

(II)

0.001 80.79 ± 1.01 1.71 ± 0.89
0.01 106.42 ± 19.21 1.88 ± 0.21*
0.1 109.85 ± 1.73 1.4 ± 0.29
1.0 83.2 ± 1.70 2.1 ± 0.41*

Контроль 100 ± 1.5 0.47 ± 0.06

(III)

0.001 103.75 ± 3.25 0.46 ± 0.06
0.01 118.97 ± 1.63* 0.51 ± 0.17
0.1 78.43 ± 12.71 1.27 ± 0.23*
1.0 88.12 ± 10.71 1.34 ± 0.22*

(IV)

0.001 86.27 ± 4.13* 0.95 ± 0.15*
0.01 75.49 ± 6.94* 0.99 ± 0.15*
0.1 89.62 ± 6.41 1.06 ± 0.09*
1.0 99.93 ± 3.72 0.88 ± 0.16

Данные представлены как среднее значение  ±  стандартное отклонение; отклонение считалось значимым при p ˂ 0.05
* Значительно отличается от контроля.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Синтез соединений (I–IV) проводился согласно 
методике, описанной в статье [24, 25].

Исследования токсичности проводили в 3– 
5 повторностях в зависимости от метода и сопро- 
вождались интактным контролем. Далее проводи- 
лась статистическая обработка полученных ре- 
зультатов: рассчитывалось среднее арифмети- 
ческое, ошибка среднего значения для каждого 
показателя. Для определения достоверности раз- 
личий между контрольным и опытным вариантом 
использовался t-критерий Стьюдента. Отклонение 
считалось достоверным при p ˂0.05

Исследование генотоксичности с использо- 
ванием Allium-теста [26, 27]. В качестве объекта 
исследования использовали лук репчатый Allium 
cepa (L.) сорта Штутгартен–Ризен. Луковицы 
помещали в емкости с растворами исследуемых 
соединений и с дистиллированной водой (в ка- 
честве контроля). Материал проращивали на свету 
в течение 3 сут. Далее определяли прорастание 
корней и их длину. Для каждой концентрации 
растворов исследуемых соединений проводили 
5 опытов. Ошибка при определении длины кор- 
ней растений – 1.1–2.2%. На препаратах наблю- 
дали мелкие меристематические клетки с хорошо  
прокрашенными ядрами. Учитывались деля- 
щиеся клетки на всех фазах митоза, отдельно ре- 
гистрировались нормальные клетки на стадиях 
ана- и телофазы и клетки на этих фазах с хромо- 
сомными аберрациями. Далее рассчитывали ми- 
тотический индекс, частоту ХА и проводили 
статистическую обработку результатов.

Исследование частоты видимых мутаций с  
использованием Chlorella vulgaris [26, 27]. Для  
изучения генотоксического влияния использова- 
лась одноклеточная зеленая водоросль Chlorella 
vulgaris (Bejer.) штамм ЛАРГ-1. Готовилась сус- 
пензия хлореллы на дистиллированной воде. Осу- 
ществлялась серия разведений для достижения 
плотности клеток 10 000 кл/мл. В контрольном 
варианте суспензия взаимодействовала с дистил- 
лированной водой без внесения реагентов. Во 
всех вариантах опыт осуществлялся в трехкратной 
повторности. Инкубация культуры осуществлялась 
в люминостате в течение 10 сут при температуре 
25°С. Учет видимых мутаций проводился под 
бинокуляром. Регистрировались все выросшие 

колонии. Колонии, измененные по форме, цвету, 
или размерам учитывались как мутантные.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анализ генотоксической активности различ- 
ных концентраций поликарбоновых кислот (I–
IV), проведенный с использованием системы 
токсикогенетических методов, показал, что при 
высоких концентрациях данные соединения могут  
взывать увеличение частоты мутаций. Наимень- 
шее мутагенное воздействие в рамках использо- 
ванной системы тестов было отмечено для соеди- 
нения (I). Проявление антипролиферативной ак- 
тивности изученными поликарбоновыми кислот- 
ами может найти применение в качестве фарма- 
цевтических субстанций с действием в отношении 
множественных клеточных линий рака и могут быть 
рекомендованы для дальнейших исследований.
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To assess the toxicity, cytotoxicity, and genotoxicity of polycarbonic acids containing cycloaliphatic frag-
ments, a comprehensive approach was used, based on the application of test organisms (the unicellular 
green alga Chlorella vulgaris and onion Allium cepa). The polycarbonic acid compounds were evaluated 
at concentrations of 1.0, 0.1, 0.001, and 0.0001%. It was shown that the polyacids were not mutagenic in 
the Allium cepa based bioassay, but high concentrations of the compounds could lead to an increase in the 
mutation frequency of Chlorella vulgaris. These results justify the need for further research to compre-
hensively evaluate the safety and potential applicability of these compounds. The approach described here 
can be applied to obtain quick, cost-effective, and useful supplementary data on various types of toxicity 
in vitro for substances with potential biological activity.
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