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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы исследования 

Полисахариды и фосфолипидные структуры активно исследуются в качестве потен-

циальных носителей лекарственных веществ, благодаря их природному сродству к биологи-

ческим тканям и способности регулировать фармакокинетические показатели препарата. 

Современные подходы по стабилизации лекарственных носителей гидрофильными синтети-

ческими полимерами и модификации моноклональными антителами приводят к значитель-

ной себестоимости препарата и вероятности развития иммунного ответа. Поэтому актуаль-

ность разработки новых способов модификации и нацеливания современных терапевтиче-

ских систем, имеющих практический потенциал, непрерывно возрастает с ростом стандартов 

фармакотерапии. В решении обозначенной задачи инструменты органической химии приоб-

ретают новую значимость, позволяя приблизить реализацию идеального подхода к лечению 

заболеваний. 

В настоящее время одно из основных направлений развития органической химии за-

ключается в усложнении получаемых структур с использованием одностадийных стратегий. 

В этом контексте многокомпонентные реакции и методы динамической комбинаторной хи-

мии имеют огромный потенциал в синтезе новых биосовместимых биологически активных 

систем. Проведение таких реакций модификации в водной среде способствует самоорганиза-

ции процесса и сборке структур, похожих на природные объекты. Применение полимерных 

цепей в качестве основы для синтеза открывает еще более широкие возможности для получе-

ния носителей адресной доставки лекарственных средств. Реакция Уги позволяет синтезиро-

вать продукты с биоразрушаемыми пептидоподбными связями из неаминокислотных исход-

ных реагентов, при этом ускорение данной реакции в водной среде делает выполнимой пере-

крестную сшивку водорастворимых полимеров с высокой эффективностью. Возможность 

использования обширного набора исходных соединений многокомпонентной смеси обеспе-

чивает значительную вариативность поверхности, определяя биологическое нацеливание. 

Современная методология динамической комбинаторной химии представляет еще бо-

лее комплексный подход к синтезу соединений, обладающих селективностью к биологиче-

ским мишеням. Основу данного направления составляют самоорганизующиеся системы, 

образующиеся в результате обратимого связывания разнообразных строительных блоков под 

термодинамическим контролем. Такие системы обладают рядом преимуществ по сравнению 

с традиционным химическим синтезом, среди них: одновременный синтез целой библиотеки 

химических соединений различной уровневой организации и отбор наиболее эффективной 

структуры, в зависимости от целей скрининга. 

В настоящем исследовании два развивающихся направления органической химии 

(многокомпонентные реакции и динамическая комбинаторная химия) использованы для ре-

шения современных задач медицинской химии и фармакологии, заключающихся в разработ-

ке стабильных, биосовместимых, обладающих тканевой селективностью терапевтических 

систем адресной доставки. 
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Степень разработанности темы исследования 

Анализ современных литературных данных продемонстрировал, что носители лекар-

ственных средств на основе полисахаридов и фосфолипидов представляют огромный инте-

рес, но, несмотря на обилие работ, возможности химической модификации, настройки по-

верхности и синтеза комплексных систем с проведением реакций в гетерогенных системах не 

были раскрыты в полном объеме. При этом синтез нано- и микроразмерных лекарственных 

носителей с помощью многокомпонентных реакций и подходов динамической комбинатор-

ной химии до данной работы известен не был. Вышеописанные положения определяют акту-

альность настоящего исследования, как с точки зрения развития новых подходов и областей 

применения органической химии, так и с позиции разработки лекарственных форм нового 

поколения. 

Цель и задачи работы 

Целью данной работы является синтез комплексных терапевтических систем на ос-

нове полисахаридов и фосфолипидов, обладающих настраиваемыми физико-химическими, 

поверхностными и биологическими свойствами, с использованием вариаций многокомпо-

нентной реакции Уги и подходов динамической комбинаторной химии. 

Для реализации поставленной цели были сформулированы ключевые задачи иссле-

дования: 

 получить монодисперсную липосомальную основу с размерами менее 200 нм за 

счет синтеза стабилизирующих компонентов липосом, влияющих на заряд и реологические 

свойства фосфолипидного бислоя, и отработки оптимальных технологических параметров 

получения липосомальных суспензий; 

 синтезировать амидные производные полисахаридов: полигалактуронилгидразидов 

и положительно-заряженных производных пектина с четвертичной аммониевой группой; 

 отработать методологию синтеза водорастворимых и амфифильных производных 

хитозана с помощью реакции Уги; 

 синтезировать сшитые полисахаридные микрогели на основе бифункционального 

полигалактуронилгидразида; 

 синтезировать, разработать методы анализа и стабилизировать полисахаридные ди-

намические комбинаторные библиотеки, обладающие повышенным сродством к низкомоле-

кулярным биологическим мишеням; 

 отработать методологии нагрузки терапевтических систем активными фармацевти-

ческими ингредиентами; 

 синтезировать комплексные системы адресной доставки с помощью двух способов: 

поверхностной постмодификации липосомального носителя путем встраивания гидрофобных 

радикалов производных полисахарида и ковалентной сшивки полисахаридной микрокапсулы 

на поверхности липосомальных частиц; 

 изучить биосовместимость и биологические свойства носителей, включая анализ 

мукоадгезивных свойств, исследование цитотоксичности и изучение сродства к тканям в 

ходе биологического распределения. 
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Научная новизна 

Разработан новый метод синтеза полисахаридных микрогелей с применением сшивки 

бифункционального полигалактуронилгидразида с помощью четырехкомпонентной реакции 

Уги. 

Показано, что использование подхода динамической комбинаторной химии для син-

теза динамических библиотек на основе полигалактуронилгидразонов позволяет получить 

полимеры, обладающие высокой селективностью связывания замещенных аминокислот. 

Впервые осуществлена модификация липосомальных носителей производными хито-

зана и пектина, полученных с помощью реакции Уги. 

Проведен синтез полимерных микрокапсул на поверхности сформированных липид-

ных везикул, показана возможность получения композитных липосом с размерами 175-220 

нм и низкой полидисперсностью. 

Разработан метод получения липосом с хорошими мукоадгезивными свойствами с 

использованием производных полигалактуронилгидразида. 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Разработан общий подход к синтезу субмикронных носителей лекарственных средств 

на основе фосфолипидов, пектина и хитозана с использованием методологии многокомпо-

нентной реакции Уги. 

В результате исследования предложена мукоадгезивная лекарственная форма для ин-

траназальной доставки противовирусного препарата Триазавирин. 

Предложена лекарственная форма для трансбуккальной доставки модельного локаль-

ного анестетика, обладающая биосовместимостью и мукоадгезивностью. 

Разработан новый метод стабилизации липосом, получены образцы липосом стабиль-

ные в течение 9 мес. 

Методология и методы исследования. В процессе работы использовались стандарт-

ные методы органического синтеза. Выделение и очистка продуктов проводилась переоса-

ждением, диализом и гель-фильтрацией. Для подтверждения структуры полученных в ре-

зультате синтеза соединений использовались современные методы физико-химического ана-

лиза: ИК- и ЯМР-спектроскопии. Контроль протекания реакции и определение чистоты по-

лученных веществ осуществляли с помощью качественных реакций на исходные продукты и 

тонкослойной хроматографией. Анализ физико-химических параметров высокомолекуляр-

ных производных проводили методами динамического рассеивания, pH-метрии и измерения 

динамической вязкости. Безопасность и сродство к тканям оценивалось рядом in vitro и 

in vivo методов, включающих МТТ-тест, оценку мукоадгезивных свойств и биораспределе-

ние. 

Положения и результаты, выносимые на защиту: 

 синтез и оптимизация липосомальных носителей; 

 синтез производных хитозана с помощью реакции Уги; 

 синтез амидных производных пектина; 

 синтез сшитых микрогелей на основе полигалактуронилгидразида; 
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 синтез динамических комбинаторных библиотек на полисахаридном скелете; 

 получение комплексных полисахарид-липосомальных систем; 

 нагрузка лекарственных форм модельными АФИ и высвобождение; 

 изучение биологических свойств полученных носителей. 

Достоверность полученных результатов. Структура, чистота и физико-химические 

параметры были подтверждены с использованием современных валидированных методов 

анализа, испытания проводились не менее чем в трех параллелях с последующей статистиче-

ской обработкой (p = 0,05). 

Личный вклад автора состоит в сборе, анализе и обобщении имеющихся литератур-

ных данных по способам химической модификации и адресного нацеливания лекарственных 

носителей на основе фосфолипидов и полисахаридов, изучении возможностей получения 

биосовместимых продуктов с помощью многокомпонентных реакций и подходов динамиче-

ской комбинаторной химии, в формулировании научных гипотез и их проверки в результате 

проведения химических и биологических экспериментов, обработке, анализе и обобщению 

полученных спектральных данных и результатов исследований. Автором была выполнена 

подготовка результатов научной работы к публикации и осуществлена презентация получен-

ных данных на всероссийских и международных конференциях. 

Публикации. Результаты работы опубликованы в 3 статьях в рецензируемых науч-

ных изданиях, рекомендуемых ВАК; 3 тезисах докладов, входящих в международные базы 

цитирования;  1 главе монографии и  16 других сборниках тезисов докладов. 

Структура и объем работы. Материал диссертации изложен на 153 страницах и 

включает 20 схем, 17 таблиц, 47 рисунков. Работа состоит из введения, литературного обзора, 

обсуждения результатов, экспериментальной части и списка литературы из 159 наименова-

ний. 

Апробация работы. Основные результаты работы представлены в виде стендовых и 

устных докладов на 6-ой Международной конференции по наноматериалам «NANOCON 

2014» (Брно, Чешская республика, 5-7 ноября 2014 г.), XXV Российской молодежной науч-

ной конференции, посвященной 95-летию основания Уральского университета (Екатерин-

бург, 22-24 апреля 2015 г.), III Международной конференции «Химия в Федеральных Уни-

верситетах» (Екатеринбург, 1-4 ноябрь 2015 г.), I Международной школы-конференции сту-

дентов, аспирантов и молодых ученых «Биомедицина, материалы и технологии XXI века» 

(Казань, 25-28 ноября 2015 г.), Зимней конференции молодых ученых по органической химии 

«WSOC2016» (Красновидово, 16-21 января 2016 г.), XX Менделеевском съезде по общей и 

прикладной химии (Екатеринбург, 26-30 сентября 2016 г.), Первом Русско-Немецком меж-

дисциплинарном симпозиуме «Nanoscale interdisciplinary research: physics, chemistry, biology, 

mathematics» (Москва, 25-27 апреля 2017 г.). 
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ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

В литературном обзоре (Глава 1) рассмотрены методы поверхностной полимерной 

модификации липосомальных носителей как форм доставки лекарственных средств, в рамках 

темы рассмотрены способы синтеза моно- и гетерополимеров, химической модификации 

полисахаридов и современные синтетические подходы получения комплексных полимерно-

липосомальных систем. 

Глава 2. Обсуждение результатов 

Во введении обсуждены основные преимущества и недостатки липосомальных и по-

лисахаридных носителей, способы решения этих проблем и подходы модификации, обосно-

вано дальнейшее исследование по разработке синтеза комплексных полисахарид-

липосомальных систем, способных обеспечивать контролируемую доставку АФИ, обладаю-

щих стабильностью и возможностью настройки поверхности. 

2.1. Синтез липосомальных носителей 

2.1.1. Оптимизация состава липидной композиции и методики получения монодисперс-

ных липосом 

Для синтеза комплексных покрытых носителей необходимо было получить устойчи-

вую универсальную липосомальную основу, обладающую мономодальным распределением 

по размерам и средним диаметром менее 200 нм. Так как характеристики получаемых частиц 

определяются составом липидной композиции и технологическими параметрами процесса 

экструзии, проведено исследование влияния указанных показателей на физико-химические 

характеристики липосомальных суспензий. 

Сравнительное изучение технологических параметров экструзии при использовании 

ультрафильтрационных мембран из различных материалов (Anotop 200 нм из оксида алюми-

ния, трековые поликарбонатные мембраны Nucleopore 200 нм и поливинилфторидные мем-

браны Whatman PVDF 220 нм), продемонстрировало преимущество неорганических мембран 

по показателям распределения частиц по размерам. Оптимальным процессом формирования 

липосом стала двукратная экструзия через неорганические мембраны с размером пор 200 нм 

и 100 нм последовательно. В ходе работы эмпирически был подобран раствор для процесса 

гидратации, а именно стандартный фосфатный буфер (Na2HPO4/KH2PO4, 0,1 м, pH 6,86). 

Типовая липидная композиция, состоящая из фосфатидилхолина, холестерина и це-

тилпиридиний хлорида (83:15:2), была усовершенствована для достижения необходимых 

характеристик частиц. Общие закономерности, полученные в результате испытаний различ-

ных химических составов, следующие. Уменьшение количества зарядобразующего цетилпи-

ридиний хлорида с 5 до 1 % приводит к снижению среднего диаметра частиц с 260 до 200 нм 

при изменении характера распределения от бимодального к мономодальному (оптимальный 

заряд поверхности 35 мВ). Липиды, модифицированные полиэтиленгликолем, кроме стери-

ческой стабилизации липосомальных частиц могут изменять кривизну поверхности липидно-

го бислоя за счет характеристик гидрофобных частей молекулы. Наиболее эффективным в 

снижении размера частиц оказался ПЭГ-7-глицерил кокоат (5 % от композиции), введение 
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данного компонента позволило получить липосомы размером 155-160 нм (PDI 0,18). Несмот-

ря на хорошие показатели, полученная композиция требовала дальнейшей доработки. 

2.1.2. Синтез вспомогательных липидных компонентов 

Известно, что цетилпиридиний хлорид обладает цитотоксическими свойствами, по-

этому осуществлена его замена на биосовместимые амфифильные заряженные четвертичные 

аммониевые соединения. Сначала были синтезированы амидные производные: йодиды стеа-

роиламид N,N,N-триметилэтанаммония 1 и пальмитоиламид N,N,N-триметилэтанаммония 2 

методом активации карбоксильной группы жирных кислот гидроксисукцинимидом в присут-

ствии циклогексилкарбодиимида в реакции с N,N-диметилэтан-1,2-диамином с последующим 

избыточным метилированием йодистым метилом (схема 1). Эти компоненты были введены 

по стандартной методике в липосомы в качестве зарядобразующего компонента (1 %). В ре-

зультате получились монодисперсные липосомы со средним диаметром 151,8 нм (PDI 0,17) и 

136,5 нм (PDI 0,16). 

Схема 1 

 
Следующим шагом исследований была оптимизирована методика синтеза холиновых 

эфиров стеариновой 3 и пальмитиновой 4 кислот с использованием хлорида холина и хлоран-

гидридов жирных кислот в качестве исходных компонентов (схема 2). Реакции проходили с 

хорошим выходом (82 - 85%). Несмотря на достаточно давние первые публикации по исполь-

зованию таких компонентов в фармацевтических патентах, для стабилизации липосомальных 

форм они до настоящей работы не применялись. 

Схема 2 

 
Введение полученных соединений в качестве зарядобразующих компонентов в ли-

пидный состав привело к липосомам с еще меньшим средним диаметром по сравнению с 
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предыдущими композициями: 142,3 нм (PDI 0,14) и 117,6 нм (PDI 0,13), что определило вы-

бор холиновых эфиров для дальнейших исследований. 

Использование ПЭГ-7-глицерил кокоата с одной стороны обеспечивало отличные ха-

рактеристики исходных липосомальных частиц, однако цепи ПЭГ могли препятствовать 

дальнейшей полимерной модификации носителя. Поэтому для липосом, стабилизируемых 

полисахаридным покрытием, ПЭГ-7-глицерил кокоат был заменен на метилпальмитат 5, 

имитирующий его влияние на фосфолипидный бислой за счет наличия одного остатка жир-

ной кислоты. Итоговый размер частиц, полученных с использованием метилпальмитата, 

(около 120 нм) был сравним с наилучшими образцами липосом предыдущих композиций, что 

позволило применить данный компонент на практике. 

2.1.3. Нагрузка липосомальных носителей модельным АФИ 

Для получения современных лекарственных носителей принципиальное значение 

имеет возможность эффективной нагрузки частицы лекарственным веществом. Чтобы отра-

ботать технологию нагрузки липосом был выбрано новое противовирусное вещество Триаза-

вирин 6 (натриевая соль 2-метилтио-6-нитро-1,2-4-триазоло[5,1-c]-1,2,4-триазин-7-она, ди-

гидрат), разработанный ИОС УрО РАН совместно с УрФУ. Препарат эффективен в отноше-

нии широкого ряда инфекций вирусной этиологии, но его действующие клеточные и перо-

ральные концентрации отличаются на порядки. Поэтому для Триазавирина актуальна разра-

ботка лекарственной формы, оптимизирующей фармакокинетику и обладающей направлен-

ностью действия. С этой целью нами была создана его липосомальная форма. 

Существует несколько способов, позволяющих достичь высокой степени включения 

действующего вещества в липосомальные частицы, однако самым технологичным из них 

является нагрузка в липидный бислой, для этого субстанция должна обладать достаточной 

липофильностью. Субстанция Триазавирина в виде натриевой соли растворима в воде и фос-

фатном буфере (150-170 мг/мл) и имеет низкую липофильность, поэтому для повышения 

растворимости в органической фазе был разработан способ получения липофильных солей с 

четвертичными аммониевыми соединениями 3 и 4. Синтезированные активные комплексы 7 

и 8 (схема 3) практически нерастворимы в воде и фосфатном буфере и позволяют включение 

активного вещества (15 % от общей массы липидов) в липосомальный бислой на этапе фор-

мирования липидной пленки, однако в физиологических условиях возможен ионный обмен и 

высвобождение активного действующего вещества. 

Схема 3 

 
Итоговая концентрация Триазавирина (0,003 ммоль/мл) в образце была обусловлена 

максимально возможной концентрацией при сохранении липосомальной структуры. При 
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условии создания таргетного препарата, данной концентрации должно быть достаточно для 

фармакологического эффекта, имея в виду действующие концентрации в проведенных ранее 

исследованиях. Разработанный метод обеспечил высокую эффективность нагрузки Триазави-

рина (76-79 %), анализ которой проводили с помощью методов гель-фильтрации и ВЭЖХ. 

Для полученных липосом с комплексами Триазавирина была проведена оценка размера ча-

стиц и индекса полидисперсности. Лучшими значениями обладали липосомы 9 с пальмито-

илхолиновым комплексом 8 (154 нм, PDI 0,13). Как и ожидалось, стабильность данных об-

разцов не позволяет рассматривать непокрытые липосомы в качестве окончательной лекар-

ственной формы, что определяет необходимость дальнейшей полимерной модификации. 

Таким образом, в ходе данного этапа была отработана технология получения моно-

дисперсных липосом, обладающих необходимыми характеристиками, синтезированы компо-

ненты липидной композиции, позволяющие регулировать стабильность, заряд, кривизну 

фосфолипидного бислоя, выявлены основные закономерности влияния химического состава 

липосом на показатели распределения получаемых частиц по размерам и заряду. Результатом 

этапа стала оптимальная липосомальная композиция 10 (фосфатидилхолин, токоферола аце-

тат, пальмитоилхолин хлорид 4, метилпальмитат 5 (89:5:1:5)), для которой средний диаметр 

частиц, полученных в ходе последовательной двухкратной экструзии через неорганические 

мембраны Anotop 200 и 100 нм, составил 123,4 нм с мономодальным распределением по раз-

меру (PDI 0.16). Подобранная композиция обеспечивает возможность поверхностной моди-

фикации липосом. Кроме того, был разработан способ нагрузки липосомальных носителей с 

помощью холиновых эфиров жирных кислот, позволяющий включать действующие вещества 

с высокой эффективностью, что может быть использовано в дальнейшем для разработки ле-

карственных носителей многих других БАВ. 

2.2. Синтез модифицированных полисахаридов 

2.2.1. Синтез производных хитозана с помощью реакции Уги 

Для стабилизирующего покрытия липосом были синтезированы образцы модифици-

рованного хитозана. Поскольку исходный полимер растворим только в кислых средах, что 

затрудняет его биофармацевтическое применение, было решено разработать его производ-

ные, растворимые в широком диапазоне pH. Хитозан – катионный полисахарид, состоящий 

из мономеров свободного и N-ацетилированного D-глюкозамина, связанных β-(1-4)-

гликозидными связями. Аминогруппы глюкозамина доступны для химических превращений, 

в том числе и для реакции Уги, что делает полимер удобным объектом модификации. Нами 

был использован хитозан 11 с молекулярной массой 190 кДа и низкой степенью ацетилиро-

вания (5%). 

В ходе ряда экспериментов по подбору оптимальных условий, был найден компро-

мисс между растворимостью и реакционной способностью всех компонентов. Наилучшие 

выходы в результате реакций Уги (схема 4) были получены при pH 6.8-6.9. В этих условиях 

удалось синтезировать 9 производных хитозана 15а-в, 16а-в, 17а-в с размером частиц 200–

600 нм, при этом выходы реакции составляли до 70 % в пересчете на свободные аминогруп-

пы исходного полимера. Эти показатели превышали на порядок выходы, получаемые в геле-
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вой фазе и истинном растворе. В качестве исходных реагентов были выбраны три водорас-

творимых изоцианида 12a-в, наиболее активный альдегид – формальдегид 13 и низкомолеку-

лярные (С2-С4) карбоновые кислоты 14a-в: уксусная, пропионовая и валериановая. Реакцию 

Уги проводили в разбавленном коллоидном растворе хитозана (0,25 масс. %) при комнатной 

температуре и постоянном перемешивании. Полученные в результате производные 15-17 

были растворимы в широком диапазоне pH (1-10), даже после очистки и переосаждения аце-

тоном продукты хорошо перерастворялись в водных растворах. Все структуры были доказа-

ны с помощью методов 1Н ЯМР  и ИК спектроскопии. В ИК-спектрах наблюдался рост ин-

тенсивности амидных полос поглощения (1668 и 1542 cм-1), что подтверждает образование 

новых амидных связей. Спектры 1Н ЯМР позволяют рассчитать процент замещения амино-

групп хитозана, благодаря тому, что сигналы протонов полисахарида (3,30–4,85 м.д.) не пе-

ресекаются с сигналами протонов ароматического кольца изоцианидов (6,35 – 8,55 м.д.) и 

алифатических радикалов кислот (2.10 – 2.15 м.д.). 

Схема 4 

 

Благодаря известным мукоадгезивным свойствам хитозан был выбран в роли стаби-

лизатора липосом для интраназальной доставки Триазавирина. После отработки методологии 

реакции Уги, для комплексных систем были синтезированы более гидрофобные производные 

хитозана 20а,б с использованием пеларгоновой 18а и лауриновой 18б кислот в качестве кар-

боксильного компонента реакции (схема 5), в качестве изоцианидной составляющей был 

использован 1-изоциано-2-метоксиэтан 19 с низкой молекулярной массой, чтобы избежать 

влияния радикалов на нагрузку Триазавирина. По спектрам ЯМР синтезированных продуктов 

была рассчитана итоговая степень замещения, которая составила 7 мол. % для 20а и 

8,5 мол. % для 20б. 

Схема 5 
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Производные 20 обладали нейтральным зарядом при физиологических pH, хорошей 

растворимостью в воде в виде коллоидных частиц и превосходными поверхностно-

активными свойствами. Разработанный тип производных хитозана может быть использован 

для стабилизации как отрицательных, так и положительных липидных частиц, потому что 

длинные гидрофобные цепи способны встраиваться в фосфолипидный бислой вне зависимо-

сти от его заряда. 

2.2.2. Синтез амидных производных пектина 

Пектин представляет собой водорастворимый биодеградируемый анионный полиса-

харид, содержащий линейную α-(1-4)-D-галактуроновую цепь, частично этерифицированную 

метоксигруппами. В отличие от хитозана, пектин обладает лучшей биодеградируемостью, 

растворимостью и противоположным зарядом. В качестве основы для проведения дальней-

шей модификации пектина был синтезирован ряд амидных производных полисахарида. 

На первом этапе работы была отработана методика синтеза бифункциональных поли-

галактуронилгидразидов на основе низкоэтерифицированного (39 мол. % метоксигрупп) 21 и 

высокоэтерифицированного (62 мол. % метоксигрупп) 22 яблочного пектина. После оптими-

зации реакцию проводили при комнатной температуре с использованием двух типов исход-

ного полисахарида и 1,5-кратным избытком гидразин гидрата 23 из расчета на все мономер-

ные звенья (схема 6). В результате были получены полигалактуронилгидразиды со средней 

степенью замещения 23 мол. % 24 и 33 мол. % 25, соответственно. 

Схема 6 

 

Полученные полигалактуронилгидразиды были в дальнейшем использованы для син-

теза производных, включая микрогели, покрытые липосомальные системы, индивидуальные 

ацилгидразоны и динамические комбинаторные библиотеки. 

Кроме гидразидов на основе пектина были синтезированы и другие амидные произ-

водные этого полисахарида. С точки зрения разработки покрытых природными полимерами 

липосом необходимо было синтезировать положительно заряженные производные пектина. 

Был проведен синтез N,N-диметиламиноэтиленамида полигалактуроновой кислоты с даль-

нейшим метилированием йодистым метилом до N,N,N-триметиламмонияэтиленамида поли-

галактуроновой кислоты. Также было проведено избыточное метилирование полигалактуро-

нилгидразидов разной степени замещения йодистым метилом. 

Таким образом, продемонстрирована возможность получения различных амидных 

производных пектина, способных выступать в роли исходных реагентов для синтеза с помо-

щью реакции Уги модифицированной полисахаридной оболочки на поверхности липосом 

или самостоятельно стабилизировать липосомальные суспензии за счет физического покры-

тия частиц. Благодаря своей бифункциональности гидразидные производные пектина пред-
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ставляют интересный объект для проведения внутри- и межмолекулярной сшивки с целью 

разработки лекарственных носителей пролонгированного действия. 

2.2.3. Синтез производных на основе полигалактуронилгидразида с помощью реакции Уги 

Для получения микрогелей на основе полигалактуронилгидразида была использована 

реакция Уги. Однако в отличие от хитозана, данный модифицированный полисахарид, обла-

дает как карбоксильными, так и гидразидными группами. Это свойство делает возможным 

проведение ковалентной сшивки между молекулами полимера без применения бифункцио-

нальных производных изоцианидов или аминов. Чтобы изучить потенциал, зависимость и 

ограничения предлагаемой концепции сшивки, в работе варьировались такие параметры, как 

степень замещения полигалактуронилгидразида 24 и 25, концентрация исходных реагентов 

(избыток альдегида), альдегидная и изоцианидная составляющие, расчетная степень сшивки 

(5-20 мол. %), и проводился анализ физико-химических свойств получаемых продуктов (раз-

мера частиц, индекса полидисперсности, итоговой степени замещения). 

В результате первых экспериментов вместо образования коллоидного раствора выпа-

дал нерастворимый макрогель. Было предположено, что данную систему необходимо струк-

турировать перед перекрестной сшивкой полимерных цепей. Поэтому вместо формальдегида 

были выбраны алифатические альдегиды с различной длиной цепи (С3-С7), благодаря кото-

рым должна происходить предорганизация молекулы полимера с образованием гидрофобно-

го ядра для последующей сшивки. В реакции были использованы изоцианиды, обладающие 

отличающимися боковыми радикалами для исследования их влияния на свойства носителя. 

Последовательность реакций и используемые исходные реагенты (альдегиды 26, изоциани-

ды 27) представлены на схеме 7. Синтезированные микрогели 28 и 29 были стабильны в ши-

роком диапазоне pH среды (3-9). Структуры полученных соединений были доказаны с помо-

щью 1Н ЯМР и ИК спектроскопии. Для всех сшитых микрогелей после прохождения реакции 

Уги возрастала интенсивность амидной полосы поглощения при 1642 см-1. Анализ спектров 

1Н ЯМР показал, что все основные структурные элементы исходных реагентов были включе-

ны в конечный продукт. Так как сигналы протонов остатков галактуроновой кислоты нахо-

дятся в диапазоне от 3.6 до 5.2 м.д., диапазоны сильного поля и слабого поля позволяют лег-

ко идентифицировать сигналы протонов алифатических и ароматических остатков альдеги-

дов и изоцианидов. Итоговые степени замещения (расчетная для всех 15 мол. %) в синтези-

рованных микрогелях отличались в зависимости от используемого изоцианида и альдегида, 

полученные данные обобщены в табл. 1. Размер частиц продукта реакции фиксировали с 

помощью спектрометра динамического рассеяния света Photocor compact. 

В ходе синтеза первой серии микрогелей 28а-д был осуществлен выбор оптимальной 

длины гидрофобной части альдегида. Альдегид 26г позволяет наилучшим образом свернуть 

полимер за счет гидрофобных взаимодействий, при этом не препятствуя растворимости и 

сшивке, поэтому для дальнейших экспериментов данный компонент был выбран в качестве 

базовой альдегидной составляющей. Чтобы обеспечить химическое разнообразие 

поверхности, микрогели 29а-з были получены с использованием различных изоцианидов. 

Для модификации липосом были отобраны производные со степенью замещения не менее 9 
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мол.%. Так как микрогель 29з обладал наилучшими характеристиками, реакция с 3-

метилбутаналем 26г и 5-(изоцианометил)бензо[d][1,3]диоксолом 27з была использована в 

качестве модельной для изучения особенностей сшивки и влияния параметров среды. 

Схема 7 

 

Таблица 1. Характеристики полученных микрогелей 28а-д,29а-з 

Микрогель Степень замещения Размер частиц, нм PDI 

28а 15% 540,8 0,772 

28б 15% 487,0 0,249 

28в 15% 304,0 0,272 

28г 15% 211,5 0,210 

28д 9% 472,8 0,172 

29а 7 % 339,0  0,292 

29б 6 % 384,0 0,237 

29в 9 % 275,4  0,289 

29г 10 % 298,8  0,268 

29д 15 % 453,2 0,313 

29е 10 % 411,6 0,258 

29ж 9 % 336,8  0,340 

29з 15 % 211,5 0,210 
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Особенности синтезированных микрогелей существено зависили от степени 

замещения, которая определялась расчетным соотношением реагирующих компонентов и их 

реакционоспособностью, был проведен анализ влияния степени сшивки (5-20 мол.%) 

микрогелей на средний размер и индекс полидисперсности на примере выбранной модельной 

реакции. Полученные результаты показали, что минимальный размер частиц (около 210 нм) 

наблюдался для микрогелей со степенью замещения 10-15 мол %, при этом в случае 

15 мол % микрогель 29з имел узкое распределение по размерам (PDI < 0,25). Таким образом, 

коллоидные частицы микрогеля на основе полигалактуронил гидразида 25 обладают 

оптимальными характеристиками именно при данной степени замещения. 

Эксперименты по влиянию pH на физико-химические характеристики частиц 

показали, что в условиях кислой среды, полученный микрогель сильно сжимался до размеров 

менее 125 нм, в то время как при нейтральном и щелочном pH наблюдалось относительное 

плато, что говорит об устойчивости микрогеля при щелочных значениях. Это свойство может 

играть роль при нагрузке и высвобождении АФИ из полимерной структуры. 

2.2.4. Нагрузка микрогелей модельным АФИ 

Полисахаридные микрогели имеют перспективы использования в качестве мукоадге-

зивных лекарственных форм, что актуально для разработки средств доставки локальных ане-

стетиков в стоматологии. Для оценки потенциала микрогелей как самостоятельной терапев-

тической системы, была проведена нагрузка носителей 29в, 29д и 29з прокаином. Благодаря 

своей структуре прокаин может взаимодействовать с производным пектина за счет гидро-

фобных взаимодействий с алифатическими радикалами и ионных связей со свободными кар-

боксильными группами. Для всех носителей наблюдалась высокая степень включения суб-

станции (81-92 %), что позволяет рассматривать синтезированные микрогели как возможную 

систему доставки АФИ. 

Для нагруженных микрогелей изучен профиль высвобождения модельного лекарства 

в условиях близких к физиологическим. Профиль высвобождения характерен для уравнений 

первого порядка с преобладанием диффузии как основного механизма процесса. С целью 

доставки локальных анестетиков такой профиль высвобождения является подходящим: 

быстрое начало способствует своевременному фармакологическому эффекту, а дальнейшее 

высвобождение (до 90 % за 3 ч) пролонгирует действие. 

Таким образом, в ходе этапа работы, посвященного синтезу микрогелей, значительно 

расширены возможности модификации молекул полисахаридов с помощью реакции Уги, 

разработаны две принципиальные схемы получения микрогелей, отличающихся варьируе-

мыми исходными реагентами реакции. Для хитозана настройка амфифильности поверхности 

обеспечивается в основном за счет карбоксильного компонента, для полигалактуронилгид-

разида, благодаря его бифункциональности, возможна поперечная сшивка молекул полисаха-

рида с доступностью разнообразных альдегидов и изоцианидов. Кроме того, сшитые поли-

мерные частицы могут выступать самостоятельными терапевтическими системами, что пока-

зано на примере нагрузки модельным анестетиком. 
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2.2.5. Синтез комбинаторных динамических библиотек на полисахаридном скелете 

При синтезе полимерных терапевтических систем большое значение имеет обеспече-

ние адресного нацеливания и узнавания молекул-мишеней. Целью этого этапа исследования 

стал синтез стабилизированных динамических комбинаторных библиотек (ДКБ) на основе 

ацилгидразонов пектина с повышенным сродством к аминокислотам. Сначала был осуществ-

лен синтез индивидуальных ацилгидразонов 31а-к пектина с использованием 10 производ-

ных бензальдегида 30а-к (схема 8). Для синтеза ДКБ были отобраны 5 альдегидов 30а-д, 

имеющие неперекрывающиеся сигналы ароматических протонов и обладающие различными 

заместителями, что позволило обеспечить идентификацию производных и разнообразие по-

верхности полисахарида. 

Схема 8 

 

Далее была синтезирована предуравновешенная ДКБ 32. Реакция проводилась в 2 % 

водном растворе полигалактуронилгидразида 24 одновременно с 5 выбранными альдегидами 

30а-д, каждый из которых добавлялся в эквимолярном соотношении к гидразидным группам 

(24 мол. %) полимера. В качестве темплат были использованы N-замещенные аминокислоты: 

α-N-ацетил-L-гистидин 33а, α-N-бензоил-L-глутаминовая кислота 33б, α-N-tBoc-L-валин 33в 

и аминокислота без свободной аминогруппы L-пролин 33г для получения селективных 

ДКБ 34а-г, где заместители предотвращали их ковалентное участие в процессе. В ходе тем-

платного синтеза происходило динамическое перераспределение строительных блоков с ам-

плификацией оптимальной структуры благодаря тому, что при нековалентном связывании с 

молекулой-мишенью участок полимера выводится из общего равновесия. Полученные моно-

мерные соотношения для исходной 32 и селективных 34а-г ДКБ представлены в табл. 2. 

Таблица 2. Соотношения мономеров галактуронилгидразонов в ДКБ 

ДКБ Темплата 
Мономеры 

31а 31б 31в 31г 31д 

32 - 41 % 24 % 16 % 12 % 7 % 

34а 33а 31 % ↓ 26 % 15 % 20 % ↑ 8 % 

34б 33б 50 % ↑ 21 % ↓ 13 % ↓ 10 % ↓ 5 % ↓ 

34в 33в 48 % ↑ 24 % 14 % ↓ 6 % ↓ 7 % 

34г 33г 37 % 26 % 15 % 11 % 11 % ↑ 
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Чтобы предотвратить равновесное изменение в ДКБ в условиях отсутствия темплаты, 

был использован пост-модификационный подход. В ходе разработки способа стабилизации 

ДКБ была оптимизирована методика восстановления динамических иминных связей ацил-

гидразонов с помощью NaBH3CN (схема 9) в водной среде. При реакции восстановления 

изменение соотношений заместителей в полученных производных (35а-г) по сравнению с 

приведенными значениями в табл. 2 не превышало 1 %, что говорит о полном восстановле-

нии, а незначительные колебания могут быть связаны со стандартной ошибкой (1 %) метода 

внутримолекулярного количественного анализа протонных спектров ЯМР. 

Схема 9 

 

Для восстановленной ДКБ (51а) была отработана методика определения степени свя-

зывания молекулы-мишени. Восстановление селективной ДКБ позволило достичь константы 

связывания 2.2 х 104 M-1 в сравнении с 1,6 х 104 М-1 для нестабилизированного продукта. 

Таким образом, результаты демонстрируют эффективность используемой концепции 

для синтеза полимеров, обладающих высокой степенью связывания определенных мишеней. 

Предлагаемый способ применения динамической комбинаторной химии открывает возмож-

ности синтеза новых чувствительных материалов в области лекарственной доставки и био-

сенсеров. 

2.3. Получение комплексных полисахарид-липосомальных систем и изучение их воз-

можностей 

2.3.1. Полисахарид –липосомальные системы на основе производных хитозана 

Синтезированные с помощью реакции Уги производные хитозана 15-17 и 20 были ис-

пользованы в качестве стабилизаторов липосомальных форм. Наилучший результат стабили-

зации липосомальной суспензии достигается при соотношении 1:5 производного хитозана к 

массе липидов, что, скорее всего, связано с покрытием всей поверхности липидных частиц. 

Как показали последующие эксперименты, дальнейшее повышение доли полисахарида в 

комплексной системе не приводило к улучшению хранения и даже повышало индекс поли-

дисперсности, что может быть обусловлено свободными молекулами полисахарида в раство-

ре. Лучшими результатами в данном контексте обладали именно гидрофобные производные 

20а и 20б, поэтому они были выбраны для стабилизации интраназальной липосомальной 

формы Триазавирина. 

Липосомы 9, нагруженные комплексом Триазавирина с пальмитоилхолином, были 

покрыты модифицированным хитозаном 20а,б в выбранном соотношении (1:5). Средний 

диаметр липосом 36а,б увеличился в результате осаждения полисахарида на поверхности на 

30–40 нм, размер частиц составил 185 – 195 нм (PDI < 0,2). При этом исходный поверхност-
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ный заряд положительно-заряженных липосом (+30±2 мВ) снизился до +20±4 мВ, что еще 

раз подтверждает наличие модифицированной оболочки. Для непокрытых и покрытых липо-

сом была исследована стабильность при комнатной температуре. В результате производные 

хитозана, имеющие в своем составе неполярные остатки жирных кислот, продемонстрирова-

ли способность значительно удлинять срок хранения липосомальных суспензий. Кроме того 

наличие модифицированной полисахаридной оболочки оказывает влияние на скорость вы-

свобождения лекарственной субстанции из частиц. Покрытие модифицированным хитозаном 

липосом, нагруженных Триазавирином, пролонгирует действие лекарственной формы, при-

ближая профиль высвобождения лекарства к линейному с постоянной скоростью. 

Разработанная лекарственная форма обладает перспективами для местного примене-

ния на слизистых оболочках для лечения вирусных заболеваний. Поэтому, чтобы оценить 

способность к адгезии липосомальных частиц в очаге инфекции, проведена оценка мукоадге-

зивных свойств носителей в экспериментах с муцином. В результате для образца липосом 

36а, покрытого модифицированным хитозаном 20а, достигались высокие значения адсорб-

ции муцина в 80±5 %, сравнимые с литературными данными для мукоадгезивных форм. Учи-

тывая стабильность и пролонгированное устойчивое высвобождение, можно позициониро-

вать такие липосомы как перспективную форму для интраназального введения Триазавирина. 

Однако этот подход в дальнейшем может быть применен и при разработке других комплекс-

ных полисахарид-липосомальных терапевтических систем.  

2.3.2. Полисахарид-липосомальные системы на основе производных пектина 

Для получения липосомальных носителей, покрытых производными полигалактуро-

нилгидразида, был исследован другой подход. Поскольку в данном случае модификация про-

ходит с перекрестной сшивкой полисахаридных молекул, реакция Уги проводилась непо-

средственно на сформированных липосомальных частицах с образованием ковалентно-

сшитых субмикрокапсул на поверхности носителя. Для этих испытаний были взяты ненагру-

женные катионные липосомы 10, обладающие минимальными размерами (120-125 нм, PDI 

0.18), на основе фосфатидилхолина с добавками пальмитолихолина для заряда, токоферол 

ацетата для снижения окисления липидов и метилпальмитата для уменьшения диаметра. По-

верхность таких липосом сначала была покрыта гидразидом пектина 25 в соотношении 1:10 

(полисахарид:липид), а затем проведена химическая сшивка с помощью реакция Уги. В каче-

стве исходных компонентов для покрытия липосом были выбраны 3-метилбутаналь 26г и 6 

изоцианидов 27в-з, реакции проводились в соответствии со схемой 8. 

Полученные в результате липосомы 37а-е с полисахаридной капсулой обладали ха-

рактеристиками, представленными в табл. 3. Анализируя данные, хорошо видно, что средний 

диаметр частиц 200 ±20 нм с индексом полидисперности меньше 0,2, с небольшим исключе-

нием для носителя 37б. Эти показатели синтезированных систем удовлетворяют даже требо-

ваниям для парентеральных лекарственных форм. Из разницы значений гидродинамических 

диаметров исходных липосом и капсулированных частиц следует, что толщина полисахарид-

ного покрытия в среднем составила 35-45 нм. При этом ковалентная сшивка полисахарида на 

поверхности для большинства образцов способствовала снижению разброса частиц по разме-
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рам. Данный метод модификации может быть в дальнейшем использован для достаточно 

широкого набора лекарственных носителей, включая наночастицы, углеродные наноматери-

алы, микрокапсулы, микроэмульсии и др. 

Таблица 3. Основные характеристики покрытых липосом 37а-е 

Покрытые липосомы Изоцианид Размер частиц, нм PDI 

37а 27в 205,0±3 0,077 

37б 27г 188,6±2 0,240 

37в 27д 191,8±2 0,112 

37г 27е 212,8±2 0,160 

37д 27ж 219,4±3 0,171 

37е 27з 175,8±2 0,176 

Для дальнейшего фармацевтического применения исследуемых систем, огромное 

значение имеет стабильность формы при хранении. В ходе ускоренного теста был рассчитан 

предполагаемый срок хранения разработанной формы в условиях холодильника, который 

близок к девяти месяцам. Таким образом, нам удалось получить стабильную полисахарид-

липосомальную систему, имеющую потенциал в качестве формы лекарственной доставки. 

2.4. Изучение биологических свойств полученных носителей 

2.4.1. Цитотоксичность 

Для проверки биосовместимости синтезированных производных гидразида пектина и 

микрокапсулированных с их помощью липосом была проведена оценка острой цитотоксич-

ности с помощью MTT-теста на клеточной линии HeLa. Непокрытые липосомы (10) не обла-

дали токсичностью и даже увеличивали пролиферативную активность клеток. Полигалакту-

ронилгидразид и производное 29з достоверной токсичности не продемонстрировали, два 

других микрогеля 29в и 29д можно охарактеризовать как малотоксичные соединения. При 

этом выживаемость клеток в присутствии модифицированных данными полисахаридами 

липосом практически не отличалась от контроля, что свидетельствует об отсутствии острой 

цитотоксичности разработанных комплексных носителей 37а, 37в и 37е. 

2.4.2. Мукоадгезивные свойства носителей на основе полигалактуронилгидразида 

В настоящем исследовании для оценки мукоадгезивных свойств синтезированных 

производных пектина было использовано 3 метода, включающих количественное определе-

ние связанного муцина, влияние взаимодействия с мукопротеином на дзета-потенциал и рео-

логические свойства. Все модифицированные микрогели обладали большей мукоадгезивно-

стью, чем исходный полисахарид. В результате экспериментов продемонстрировано, что 

сшивка и поверхностная модификация полисахаридов может способствовать значительному 

улучшению мукоадгезивных свойств, за счет вовлечения всех типов нековалентных взаимо-

действий и структурной организации молекул полимера. 

2.4.3. Синтез флуоресцентной метки для липидного бислоя 

Чтобы сделать возможным дальнейшие биологические испытания необходимо было 

ковалентно связать флуоресцентный краситель с компонентом липидной мембраны. Для это-
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го мы выбрали фосфатидилэтаноламин 38 в качестве заякоривающего компонента и родамин 

В изотиоцианат 39 (λabs = 554 нм, λem = 576 нм) в роли флуорохрома. Метку 40 синтезиро-

вали в хлороформе при комнатной температуре без доступа света (схема 10). Меченный ли-

пид вводили в состав липосом на стадии формирования липидной пленки. Для полученных 

меченых липосомальных частиц отработана методика флуоресцентной микроскопии с опти-

мизацией условий пробоподготовки и снижения выгорания метки. 

Схема 10 

 

2.4.4. Синтез флуоресцентной метки для полисахаридных покрытий 

Для дополнительного доказательства прохождения реакции Уги на поверхности ли-

посом был разработан способ введения флуоресцентной метки в полисахаридное покрытие в 

процессе сшивки. С этой целью был синтезирован изоцианид 43, меченый флуоресцентным 

красителем, с помощью трехкомпонентной реакции с 1,4-бис(3-изоцианопропил) пиперази-

ном 41, родамином B изотиоцианатом 39 и 1-(2-метилпроп-1-ен-1-ил)пиперидином 42 (схема 

11). 

Схема 11 

 

Флуоресцентная микроскопия подтверждает включение метки в состав микрогелей и 

полисахаридной оболочки липосом, следовательно, свидетельствует в пользу прохождения 

ковалентной реакции модификации на поверхности частиц. 

2.4.5. Биологическое распределение 

Для исследования биологического распределения на крысах линии Вистар был приго-

товлен препарат стерильных модифицированных липосом с использованием флуоресцентной 

метки 40 для липидного бислоя. Синтез полисахаридной микрокапсулы на поверхности ли-

посом проводился по стандартной методике для производного полигалактуронилгидразида 

29з. Оценка содержания метки в отобранных органах проводилась флуориметрическим спо-

собом после гомогенизации и экстракции флуорохрома изопропанолом. В качестве гистоло-

гических образцов были подготовлены фиксированные срезы (толщиной 1-5 мкм) более ши-
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рокого набора органов: поджелудочной железы, селезенки, печени, сердца, легких, а также 

желудка, тонкого кишечника, тимуса и мозга. 

Анализируя количественное биораспределение образца, можно сделать вывод о зна-

чительном нацеливании полисахарид-липосомального препарата в ткани легких. Заметен 

эффект экранизации носителя от клеток макрофагально-моноцитарной системы, о чем можно 

судить из соотношения концентраций родамина В в легких и органах МФС. Преимуществен-

ное распределение системы в тканях легких связано с повышенным сродством полисахарид-

ной оболочки и фосфолипидов к мукоидным секретам, в этом случае к сурфактанту, секрети-

руемому альвеолоцитами II типа. Выявленные свойства носителя можно в дальнейшем при-

менить при разработке лекарственных форм для местного применения на слизистые оболоч-

ки или для целеноправленной доставки в соответствующие органы-мишени, наибольшую 

актуальность в данном случае представляют заболевания легких. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

По результатам выполненной исследовательской работы можно сделать следующие 

выводы. 

1. Синтезированы новые производные холина, стабилизирующие липидный бислой, 

показано их влияние на размеры и повышение дзета-потенциала полученных липосом. 

2. Отработана лабораторная технология формирования липосомальных суспензий 

методом экструзии через неорганические мембраны. 

3. Осуществлен синтез новых полисахаридных микрогелей на основе хитозана и по-

лигалактуронилгидразида с помощью реакция Уги, показано влияние исходных реагентов на 

распределение частиц по размерам и плотность сшивки. 

4. Показано, что полученные микрогели на основе полигалактуронилгидразида яв-

ляются удобными носителями для доставки модельного анестетика через слизистые оболоч-

ки. 

5. Разработан новый способ синтеза динамических комбинаторных библиотек на 

основе полигалактуронилгидразонов, обладающих высоким сродством к замещенным амино-

кислотам. 

6. Продемонстрирована высокая эффективность нагрузки липосом гидрофильными 

лекарственными веществами, на примере препарата Триазавирин, разработана его новая ле-

карственная форма для интраназальной доставки. 

7. Впервые предложена методология получения ковалентно сшитой полисахаридной 

оболочки на поверхности липосомальных частиц с помощью реакции Уги. 

8. Разработан новый метод получения флуоресцентных меток с помощью трехком-

понентной реакции между изоцианидами, енаминами и изотиоцианатом родамина B. 

9. Для разработанных систем лекарственной доставки (микрогелей и композитных 

липосом) изучены мукоадгезивность, цитотоксичность и биораспределение. Показано, что 

полученные носители относятся к нетоксичным и малотоксичным системам, обладают по-

вышенными мукоадгезивными свойствами в экспериментах in vitro и сродством к слизистым 

тканям и мукоидным секретам in vivo. 
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Перспективы дальнейшей разработки темы заключаются в расширении использу-

емых полисахаридов для синтеза производных с помощью реакции Уги, изучении их физиче-

ских и химических закономерностей, синтезе динамических комбинаторных библиотек на 

основе полигалактуронилгидразонов, обладающих селективностью к высокомолекулярным 

биологическим мишеням. В дальнейшем возможно проведение доклинических испытаний 

разработанных липосомальных лекарственных форм и разработка новых препаратов, исполь-

зуя подходы и принципы настоящего исследования. 
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