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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования и степень ее разработанности 

Отсутствие универсальных терапевтических агентов для лечения 

онкологических заболеваний, на фоне повсеместного роста заболеваемости, 

усугубляется проблемой резистентности опухолевых клеток к существующей 

химиотерапии. Параллельно, глобальное распространение 

антибиотикорезистентности у патогенных микроорганизмов, в частности, 

метициллин-резистентных штаммов Staphylococcus aureus, существенно 

ограничивает возможности лечения инфекционных осложнений, возникающих у 

иммунокомпрометированных пациентов, в том числе при онкопатологии [Han et 

al., 2020]. В связи с этим, разработка новых соединений, обладающих 

комбинированной активностью – направленной как против опухолевых клеток, так 

и против патогенной микробиоты – представляется чрезвычайно актуальной и 

перспективной задачей. 

Решение указанной задачи невозможно без углубленного исследования 

фундаментальных основ взаимодействия потенциальных агентов с 

биологическими мишенями. Фрагментарность знаний о молекулярных механизмах 

действия многих известных соединений является ключевым препятствием для 

целенаправленного дизайна эффективных лекарственных средств. В этой связи, 

приоритетным направлением является не только скрининг биологической 

активности новых классов соединений, но и всестороннее изучение их 

биохимических механизмов действия, включая идентификацию молекулярных 

мишеней, анализ влияния на ключевые клеточные процессы (клеточный цикл, 

апоптоз, окислительный гомеостаз) и исследование взаимодействия с клеточными 

мембранами. Такой системный подход позволяет установить взаимосвязь 

«структура–активность» на фундаментальном уровне и является основой для 

рационального конструирования новых препаратов. 

С этой точки зрения, производные фосфониевых солей представляют собой 

высокоинформативный объект для биохимических исследований. Присущая этим 

соединениям структурная особенность – наличие липофильного катиона – 
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предопределяет их высокое сродство к биологическим мембранам и способность к 

эффективному транспорту в клетки и субклеточные компартменты, в первую 

очередь, в митохондрии [Ross et al., 2006]. Данные литературы подтверждают, что 

фосфониевые соли могут выступать в качестве митохондриально-направленных 

агентов, индуцирующих апоптоз в опухолевых клетках, а также проявлять 

выраженную антимикробную активность [Millard et al., 2010; Mansour et al., 2022; 

Ermolaev et al., 2021; Kang et al., 2020]. Однако, комплексные сравнительные 

исследования, направленные на выявление общих и специфических 

биохимических механизмов цитотоксического и антимикробного действия в 

рамках одного гомологического ряда соединений, в настоящее время остаются 

малочисленными [Bittner et al., 2019; Tsepaeva et al. 2021].  

В лаборатории фосфорсодержащих аналогов природных соединений ИОФХ 

им. А.Е. Арбузова – обособленного структурного подразделения ФИЦ КазНЦ РАН 

был разработан метод получения фосфониевых солей, позволяющий легко 

варьировать различные по характеру заместители у атома фосфора и их длину. В 

результате был получен новый класс фосфониевых солей, содержащих фенольный 

фрагмент [Tatarinov et al., 2016]. В данном классе соединений биологически 

активный фрагмент (производное фенола) ковалентно встроен в структуру катиона. 

Предполагается, что такие гибридные молекулы, сочетающие в себе 

мембранотропные свойства и собственную фармакофорную активность, могут 

обладать цитотоксическими и антимикробными свойствами, специфическим 

механизмом действия и не вызывать устойчивости у тест-штаммов 

микроорганизмов. 

В соответствии с вышеизложенным, целью данной работы явилось 

определение биохимических механизмов цитотоксического и антимикробного 

действия новых производных фосфониевых солей. 

Основные задачи исследования: 

1. Исследовать цитотоксичность новых производных фосфониевых солей in 

vitro в отношении опухолевых, условно-нормальных клеточных линий человека и 

эритроцитов крысы. 
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2. Изучить влияние соединений на ключевые биохимические процессы в 

опухолевых клетках: клеточный цикл, апоптоз, генерацию АФК. 

3. Охарактеризовать антимикробную активность исследуемых производных, в 

том числе в отношении резистентных штаммов и биопленок Staphylococcus 

aureus. 

4. Исследовать молекулярные аспекты взаимодействия фосфониевых солей с 

бактериальными клетками: изменения протеомного профиля и мембранотропные 

свойства. 

Научная новизна 

В данной работе впервые установлении фундаментальные биохимические 

закономерности, определяющие механизм биологического действия нового класса 

фенолсодержащих производных фосфониевых солей. Впервые предложен 

механизм противоопухолевого действия данного ряда производных на 

биохимическом уровне. Доказано, что цитотоксичность исследуемых соединений 

в отношении опухолевых клеток человека реализуется за счет индукции 

внутреннего пути апоптоза, инициируемого через нарушение функций 

митохондрий и последующую активацию каспазного каскада. Впервые 

охарактеризован механизм антимикробного действия тестируемых фосфониевых 

солей, заключающийся в первичном мембранотропном эффекте. Установлено, что 

соединения-лидеры вызывают деполяризацию и последующую пермеабилизацию 

цитоплазматической мембраны грамположительных бактерий, что объясняет их 

высокую эффективность против резистентных штаммов и биопленок 

Staphylococcus aureus и отсутствие появления резистентности. Впервые выявлена 

универсальная мембранотропность действия данного ряда фосфониевых солей и 

установлены принципиальные различия в последующих биохимических событиях, 

определяющих селективный клеточный ответ: регулируемый апоптоз в эукариотах 

и неконтролируемый коллапс мембранного потенциала у прокариот. 

Теоретическая и практическая значимость 

Теоретическая значимость работы заключается в установлении 

фундаментальных биохимических закономерностей, определяющих механизм 
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биологического действия производных фосфониевых солей. Полученные данные 

вносят вклад в понимание основ мембранотропной активности катионных 

соединений и их способности специфически нарушать функции митохондрий в 

опухолевых клетках.  

Практическая значимость исследования состоит в идентификации 

перспективных соединений-лидеров, которые могут служить структурной основой 

для разработки новых препаратов с направленным действием на 

митохондриальный аппарат опухолевых клеток. Доказанная эффективность 

соединений в отношении резистентных штаммов и биопленок Staphylococcus 

aureus при отсутствии развития перекрестной устойчивости открывает 

перспективы для создания новых антибиотиков, преодолевающих существующие 

механизмы резистентности. 

Методология и методы исследования 

Исследования проводили на опухолевых и условно-нормальных клеточных 

линиях человека, а также на микроорганизмах III-IV групп патогенности. При 

изучении механизма действия фосфониевых солей, использовались 

флуоресцентные красители. Результаты детектировали методами флуориметрии и 

цитофлуориметрии. Изменение морфологии бактерий оценивали методом 

просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ). Анализ белкового профиля 

бактерий проводили методом двумерного электрофореза и масс-спектрометрии. 

Оценку маркеров раннего апоптоза и маркеров повреждения ДНК проводили в 

лизатах клеток M-HeLa на приборе MagPix («MerkMillipore», США). 

Достоверность результатов 

Степень достоверности обосновывается большим количеством 

исследований, результатов, полученных с использованием современного 

высокоточного оборудования и проанализированных с помощью 

соответствующего программного обеспечения. Полученные результаты 

подвергнуты соответствующим современным методам статистической обработки. 

Перечисленные выше исследования были опубликованы в рецензируемых 

отечественных и международных изданиях, рекомендованных ВАК, таких как 
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Bioorganic Chemistry, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, Biomedical 

Chemistry: Research and Methods, Прикладная биохимия и микробиология, Вестник 

биотехнологии и физико-химической биологии им. Ю.А. Овчинникова. Результаты 

опубликованы также в материалах всероссийских и международных научных 

конференций. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Цитотоксическая и антимикробная активность новых производных 

фосфониевых солей определяется длиной алкильного радикала, регулирующей их 

липофильность и эффективность взаимодействия с ключевыми биологическими 

мишенями — митохондриями эукариот и цитоплазматической мембраной 

прокариот. 

2. Охарактеризован механизм селективной цитотоксичности: соединения-

лидеры индуцируют в опухолевых клетках апоптоз по митохондриальному пути 

через деполяризацию мембраны митохондрий и активацию каспазного каскада. 

3. Доказан универсальный мембранотропный механизм антимикробного 

действия, объясняющий высокую бактерицидную активность против резистентных 

штаммов и биопленок S. aureus и отсутствие развития резистентности in vitro. 

Место выполнения работы и личный вклад соискателя 

Работа выполнена в лаборатории микробиологии Института органической и 

физической химии им. А.Е. Арбузова – обособленного структурного 

подразделения Федерального государственного бюджетного учреждения науки 

«Федеральный исследовательский центр «Казанский научный центр Российской 

академии наук».  

Автор принимал участие в постановке целей и задач исследования, лично 

проводил эксперименты по оценке цитотоксичности, определению антимикробной 

активности (в том числе по времени гибели), по изучению развития 

резистентности, влияния на биопленки и мембранотропного действия исследуемых 

соединений. Совместно с сотрудниками лаборатории фосфорсодержащих аналогов 

природных соединений ИОФХ им. А.Е. Арбузова – Обособленного структурного 

подразделения ФИЦ КазНЦ РАН – к.х.н. Татариновым Д.А., к.х.н. Тереховой Н.В., 
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к.х.н. Кузнецовым Д.М. был проведен анализ зависимости «структура-активности» 

исследуемых фосфониевых солей. Лично автором были также проведены: 

скрининг для определения гемолитической активности и цитотоксичности 

соединений, исследования клеточного цикла, пролиферации в режиме реального 

времени, индукции апоптоза, снижения митохондриального мембранного 

потенциала, генерации АФК, а также мультиплексный анализ 7 маркеров раннего 

апоптоза и 7 маркеров повреждения ДНК и генотоксичности. Первичная 

пробоподготовка образцов для ПЭМ, лазерной конфокальной микроскопии и 

протеомных исследований также была проведена диссертантом лично. Автор 

лично проводил анализ литературных данных, интерпретировал результаты.  

Апробация результатов 

Материалы диссертации представлены на конференциях различного уровня: 

55-я ежегодная научная встреча Европейского общества клинических 

исследований (Bari, Italy, on-line, 2021), Международная юбилейная конференция, 

посвященная 100-летию основания кафедры микробиологии в Казанском 

университете «Микробиология вчера, сегодня, завтра» (Казань, 2021), IV 

Всероссийская с международным участием школа-конференция студентов, 

аспирантов и молодых ученых «Материалы и технологии XXI века» (Казань, 2021), 

III Школа-конференция для молодых ученых «Супрамолекулярные стратегии в 

химии, биологии и медицине: фундаментальные проблемы и перспективы» 

(Казань, 2021), Всероссийская научная конференция с международным участием 

"Современные проблемы органической химии", посвященная 90-летию со дня 

рождения академика Валентина Афанасьевича Коптюга (Новосибирск 2021), II 

школа-конференция для молодых ученых «Супрамолекулярные стратегии в химии, 

биологии и медицине: фундаментальные проблемы и перспективы» (Казань, 2020), 

2-ая Всероссийская школа-конференция молодых ученых «Биохимия-основа наук 

о жизни» (Казань, 2019), III Международная школа-конференция студентов, 

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

(Казань, 2018), X Всероссийский конгресс молодых ученых-биологов «Симбиоз» 
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(Казань, 2017), 21-ая Международная Пущинская школа-конференция молодых 

ученых «Биология – наука XXI века» (Пущино, 2017). 

Публикация результатов исследования 

По материалам диссертации опубликовано 5 статей в рецензируемых 

российских и зарубежных журналах, в том числе индексируемых в международных 

базах данных Web of Science и Scopus, 12 тезисов в сборниках материалов 

конференций, 1 из которых в зарубежных изданиях и 9 – индексируемых в базе 

РИНЦ. 

Связь работы с научными программами 

Работа была частично выполнена в рамках проекта РНФ № 14-50-00014 

«Формирование на базе Института органической и физической химии им. А.Е. 

Арбузова КазНЦ РАН международного научно-инновационного Центра 

нейрохимии и фармакологии» (2014-2018 гг.). Кроме того, настоящее исследование 

является частью Госзадания темы № НИОКТР 122011800131-8 «Создание научной 

платформы для направленного молекулярного дизайна и получения биологически 

активных веществ с целью разработки средств диагностики и лечения заболеваний 

человека и животных» ИОФХ им. А.Е. Арбузова – обособленного структурного 

подразделения ФИЦ КазНЦ РАН. 

Объем и структура диссертации.  

Диссертационная работа состоит из стандартных разделов: введения, обзора 

литературы, описания материалов и методов исследования, результатов 

исследования, их обсуждения, заключения, выводов, списка литературы и 

приложений. Работа изложена на 143 страницах машинописного текста, содержит 

13 таблиц (включая 1 в Приложении) и 32 рисунка. Библиография содержит 223 

наименований российских и зарубежных авторов. 
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Автор выражает искреннюю признательность своему научному 

руководителю к.б.н. Волошиной А.Д. за всестороннюю поддержку, помощь в 
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предоставленные объекты исследования, сотрудникам лаборатории Химико-

биологических исследований ИОФХ им. А.Е. Арбузова – ОСП ФИЦ КазНЦ РАН 

за содействие в проведении анализа маркеров раннего апоптоза и генотоксичности, 

сотрудникам Междисциплинарного центра протеомных исследований КФУ, 

междисциплинарного центра «Аналитическая микроскопия» КФУ и лаборатории 
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1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Современные тенденции и проблемы лечения онкологических 

заболеваний 

1.1.1 Основные стратегии борьбы с онкологическими заболеваниями 

Согласно данным ВОЗ, рак остается одной из ведущих причин смертности во 

всем мире. На его долю приходится почти каждый шестой случай смерти в мировой 

практике [World Health Organization Cancer, 2022], и почти каждый пятый человек 

за весь период жизни подвержен риску этого заболевания [World Health 

Organization Cancer Topics, 2022]. Рак – это большая группа заболеваний, при 

которых происходит неконтролируемое деление клеток в организме. 

Злокачественные новообразования могут затронуть практически все органы и 

ткани в организме. В настоящее время основными стратегиями для лечения рака 

являются хирургия, лучевая и/или системная терапия (химиотерапия, 

гормональная терапия, таргетная биотерапия) [World Health Organization Cancer, 

2022]. Как правило, хирургическое вмешательство эффективно против больших 

обособленных опухолей на ранних стадиях рака, однако это приводит к снижению 

иммунитета, и, как следствие, увеличивает риск инфекционных заболеваний. 

Лучевая терапия – длительное и дорогостоящее лечение, которое также может 

вызывать некоторые осложнения [Peyraga et al., 2021]. Использование 

химиотерапии также небезопасно. Лекарственные средства (ЛС) часто бывают 

неселективными и убивают не только раковые клетки, но и нормальные [Xie et al., 

2020]. Таким образом, одним из актуальных направлений в области лечения рака 

является поиск и разработка селективных противоопухолевых агентов, 

действующих только на раковые клетки.  

1.1.2 Особенности раковых клеток 

Раковые клетки во многом отличаются от нормальных. Одной из 

отличительных черт является гипоксия в опухолевой ткани, которая усугубляется 

с увеличением размера опухоли. Гипоксия возникает из-за высокого потребления 

кислорода в постоянно пролиферирующих клетках, в то время как сосудистая 
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система не способна снабжать эту ткань в достаточном количестве. В итоге 

метаболизм (основной источник энергии) раковых клеток переключается от 

окислительного фосфорилирования к гликолизу [Carvalho et al., 2019]. В условиях 

гипоксии происходит индукция фактора транскрипции HIF-1, который регулирует 

транскрипцию некоторых генов, отвечающих за ангиогенез и 

перепрограммирование энергетического метаболизма [Nagao et al., 2019]. Однако 

преобладание гликолиза наблюдется и в нормаксических условиях (с нормальным 

доступом кислорода) в раковых клетках. Так в 1920-х годах Отто Варбург показал, 

что опухолевые клетки в больших количествах потребляют глюкозу и посредством 

гликолиза превращают ее в лактат. Некоторые онкогены влияют на транспорт 

глюкозы, который в норме контролируется глюкозным транспортером GLUT-1, 

который есть на мембранах всех клеток и ответствен за базовый транспорт глюкозы 

в клетки [Warburg et al., 1927; Park et al., 2020].  

Еще одной отличительной особенностью раковых клеток является 

повышенное поглощение питательных веществ. Из-за постоянной пролиферации 

клеткам необходимы строительные молекулы: нуклеотиды (для синтеза ДНК и 

РНК), аминокислоты (для синтеза белков) и липиды (для синтеза мембран) [Finley, 

2023]. 

Таким образом, логично предположить, что одним из подходов к лечению 

рака может быть ингибирование гликолитического пути и/или транспорта глюкозы 

в клетку. Однако недавнее исследование опровергло это предположение. Ученые 

показали, что ингибирование лактатдегидрогеназы в раковых клетках снизило 

активность гликолиза, но не привело к снижению активности опухоли в целом 

[Flores et al., 2019]. 

Несмотря на то, что все типы опухолевых клеток показывают высокую 

активность гликолиза, не у всех раковых клеток снижается митохондриальная 

функция. Окислительное фосфорилирование продолжает быть источником 

энергии для клеток [Moreno-Sánchez et al., 2007]. 

Устойчивость опухоли к химиотерапии часто связана с тем, что в раковых 

клетках сложнее запускается апоптоз. Например, из-за онкобелков, таких как BCL-
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2 (клеточный белок, ингибирует апоптоз [Bostwick, Meiers, 2009], который 

взаимодействует с ВАХ (проапоптотический белок, способствует 

пермеабилизации внешней митохондриальной мембраны [Jha, Kitsis, 2011]), 

предотвращает его олигомеризацию и, как следствие, не происходит изменение 

проницаемости митохондриальной мембраны. Так как пермеабилизация 

митохондриальной мембраны является одним из сигналов для запуска апоптоза, то 

при воздействии антиапоптотического белка BCL-2, апоптоз не запускается.  

Кроме того, в раковых клетках наблюдается повышенный уровень активных 

форм кислорода (АФК), которые не только являются продуктом нормального 

метаболизма, но также играют важную роль в клеточной сигнализации. Таким 

образом, еще одним подходом к лечению рака является воздействие на АФК в 

клетках: или снижение их уровня с помощью антиоксидантов, что может снизить 

пролиферацию, или наоборот усиленная генерация АФК, что впоследствии 

приведет к гибели клеток [Reczek, Chandel, 2017]. 

Исходя из вышеописанного, можно заключить, что митохондрии являются 

многообещающей мишенью для противоопухолевых соединений. 

1.1.3 Митохондрии 

Митохондрии – это органеллы эукариотических клеток, которые состоят из 

двух мембран – внешней и внутренней. Внутренняя мембрана образует складки – 

кристы, а также ограничивает матрикс митохондрий. Между внешней и внутренней 

мембранами находится межмембранное пространство. Одной из основных 

функций митохондрий является производство АТФ за счет окислительного 

фосфорилирования. Окислительное фосфорилирование осуществляется 

несколькими белковыми комплексами, находящимися на внутренней мембране 

митохондрий. Эти белки образуют электрон-транспортную цепь (ЭТЦ). В 

результате последовательных окислительно-восстановительных реакций белковые 

комплексы ЭТЦ претерпевают конформационные изменения для того, чтобы 

перекачивать протоны из матрикса в межмембранное пространство. 

Митохондриальный мембранный потенциал (ΔΨm), образующийся в результате 

окислительного фосфорилирования, также необходим для транспорта белков в 
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митохондрии, характеризуя ответ клетки на дисфункции митохондрий [Nunnari, 

Suomalainen, 2012].  

В ходе окислительного фосфорилирования белковые комплексы ЭТЦ 

генерируют активные формы кислорода, которые могут повредить ключевые 

компоненты клеток, включая липиды, нуклеиновые кислоты и белки. Считается, 

что АФК способствуют развитию заболеваний, связанных с митохондриальной 

дисфункцией, например, нейродегенеративных. Кроме того, митохондриальные 

АФК действуют как посредники при передаче сигнала в окислительно-

восстановительных сигнальных путях и адаптивных сигнальных путях стресса 

(таких как гипоксия), контролируют пролиферацию и дифференцировку клеток 

[Sabharwal, Schumacker, 2014]. 

1.1.4 Активные формы кислорода 

АФК представляют собой группу высокореактивных кислородсодержащих 

молекул, которые образуются в результате последовательного одноэлектронного 

восстановления молекулярного кислорода [Song et al., 2011]. Данная группа 

включает как свободные радикалы (например, супероксид-анион O₂•⁻ и 

гидроксильный радикал OH•), так и нерадикальные виды (такие как перекись 

водорода H₂O₂ и синглетный кислород ¹O₂) [Checa, Aran, 2020].  

Cупероксид-анион радикал (O₂•⁻) генерируется преимущественно в 

митохондриальной электрон-транспортной цепи вследствие утечки электронов, 

главным образом из комплексов I и III. Образующийся супероксид-анион служит 

предшественником для целого каскада других реактивных соединений. В 

результате ферментативной дисмутации, катализируемой супероксиддисмутазой 

(СОД), O₂•⁻ превращается в пероксид водорода (H₂O₂). H₂O₂, не являясь свободным 

радикалом, обладает значительной стабильностью и способностью к диффузии 

через клеточные мембраны, что позволяет ему функционировать в качестве 

ключевого вторичного мессенджера, участвующего в передаче редокс-сигналов и 

регуляции таких процессов, как пролиферация, дифференцировка и апоптоз. 

Однако в присутствии ионов переходных металлов, прежде всего железа (Fe²⁺) и 

меди (Cu⁺), H₂O₂ вступает в реакцию Фентона, в ходе которой образуется 
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гидроксильный радикал (•OH) – наиболее реакционноспособная и, следовательно, 

наиболее опасная из АФК. Чрезвычайно высокая реакционная способность •OH 

обуславливает его немедленное взаимодействие с любыми биомолекулами в 

непосредственной близости от места образования, что приводит к их 

неспецифическому и необратимому повреждению [Sikder et al., 2025]. 

В нормальных физиологических условиях клетка поддерживает редокс-

гомеостаз за счет сложной многоуровневой антиоксидантной системы. Эта система 

включает ферменты, такие как супероксиддисмутаза, каталаза и 

глутатионпероксидаза, а также низкомолекулярные антиоксиданты, например, 

глутатион, витамины E и C. Однако, когда скорость генерации АФК начинает 

превышать способность их нейтрализоации антиоксидантной системой, возникает 

состояние окислительного стресса [Ansari et al., 2025]. Причинами такого 

дисбаланса могут быть как эндогенные факторы, такие как дисфункция 

митохондрий или активация NOX-ферментов в ответ на воспаление, так и 

экзогенные воздействия, включая ионизирующее излучение, метаболизм 

ксенобиотиков или действие прооксидантных соединений [Sikder et al., 2025]. 

1.1.5 Апоптоз 

Апоптоз, или программируемая клеточная гибель, представляет собой 

фундаментальный биологический процесс, играющий ключевую роль в 

поддержании гомеостаза многоклеточных организмов. В отличие от некроза, 

который является патологической формой клеточной гибели, апоптоз — это 

генетически контролируемый процесс, характеризующийся строго определенными 

биохимическими и морфологическими изменениями. На первом этапе происходит 

индукция апоптогенных сигналов, запускающих программу гибели. Затем 

активируются ключевые проапоптотические регуляторы, инициирующие 

каскадную активацию семейства цистеиновых протеаз - каспаз. Активированные 

эффекторные каспазы осуществляют избирательный протеолиз критических 

клеточных субстратов, что приводит к структурной перестройке внутриклеточных 

органелл. Завершающими событиями являются фрагментация клетки на 

мембраносвязанные апоптотические тельца и экспрессия на их поверхности 
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молекулярных маркеров, обеспечивающих распознавание и поглощение 

фагоцитирующими клетками [Савицкая, Онищенко, 2015].  

Регуляция апоптоза осуществляется через два основных пути: внешний 

(рецептор-опосредованный) и внутренний (митохондриальный). Внешний путь 

апоптоза, также известный как рецептор-опосредованный, инициируется 

внеклеточными сигналами, которые передаются через специфические рецепторы 

на поверхности клетки. Ключевыми медиаторами этого пути являются рецепторы 

семейства TNF (фактора некроза опухоли). Cвязывание тримерных лигандов 

(например, FasL или TRAIL) с соответствующими рецепторами "смерти" приводит 

к тримеризации самих рецепторов и образованию мультибелкового комплекса, 

который служит платформой для активации инициаторных каспаз - в первую 

очередь, каспазы-8 и каспазы-10 [Nössing, Ryan, 2023]. 

Внутренний путь активируется в ответ на внутриклеточные стрессовые 

сигналы, включая повреждение ДНК, окислительный стресс и нарушение 

клеточного цикла. Ключевым событием внутреннего пути является повышение 

проницаемости внешней митохондриальной мембраны, регулируемое белками 

семейства Bcl-2. Белки семейства Bcl-2 включают как проапоптотические (Bax, 

Bad), так и антиапоптотические (Bcl-2, Bcl-xL) представители. При активации 

внутреннего пути проапоптотические белки вызывают высвобождение из 

митохондрий цитохрома С и других факторов. Цитохром С в цитозоле связывается 

с белком Apaf-1, формируя апоптосому - многобелковый комплекс, активирующий 

каспазу-9. Оба пути - внешний и внутренний - сходятся на активации эффекторных 

каспаз (-3, -6, -7), которые осуществляют протеолиз ключевых клеточных белков, 

приводя к необратимой гибели клетки [Edlich et al., 2011]. 

1.2 Современные проблемы и тенденции антимикробной терапии 

1.2.1 Основные причины возникновения лекарственной резистентности 

Использование антимикробных препаратов – это основной способ лечения 

инфекционных заболеваний человека, животных и растений. Открытие 

пенициллина в 1928 году положило начало «золотой эре» антибиотиков, пик 

которой пришелся на 50-е годы того же столетия [Hutchings et al., 2019]. В эти годы 
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наблюдалось большое число открытий новых антимикробных агентов, 

антибиотики стали широко применяться для лечения инфекционных болезней.  

При этом частое и бесконтрольное применение антибиотиков привело к 

появлению штаммов микроорганизмов устойчивых к таким препаратам. 

Вследствие появления устойчивости к противомикробным препаратам (УПП) 

снижается эффективность и повышается стоимость лечения инфекционных 

заболеваний, а также увеличивается риск летального исхода [ВОЗ. Устойчивость к 

противомикробным препаратам, 2020]. В связи с этим Всемирная Организация 

Здравоохранения (ВОЗ) характеризует УПП как глобальную угрозу здоровью и 

развитию человека.  

Резистентность бактерий к антимикробным препаратам возникает на генном 

уровне: в результате мутаций, вертикального (в результате деления) и 

горизонтального (передача плазмид, несущих ген устойчивости) переноса генов 

[Schrader et al., 2020]. Устойчивость может возникать не только к одному 

конкретному соединению, но и к целому классу антимикробных агентов. 

Например, устойчивость к тетрациклину может вызвать резистентность к 

окситетрациклину, доксициклину и миноциклину [Chopra, Roerts, 2001]. Кроме 

того, иногда возникают и мультирезистентные штаммы (устойчивые к различным 

классам антибиотиков). Одним из наиболее известных примеров таких 

микроорганизмов является золотистый стафилококк (Staphylococcus aureus). Эти 

грамположительные бактерии достаточно быстро теряют чувствительность к 

антимикробным препаратам. Так широко известен метициллин-резистентный 

штамм S. aureus (MRSA), устойчивый к одному из наиболее обширных классов 

антибиотиков - β-лактамов [Науменко, Розова, 2007]. 

Широкое применение антибиотиков в сельском хозяйстве является одним из 

основных источников лекарственно устойчивых микроорганизмов, т.к. 

применяемые в этой области антимикробные агенты структурно похожи на 

препараты, используемые в клинике [Zaman et al., 2017]. Также резервуаром 

антибиотикорезистентности являются медицинские учреждения. В условиях 

постоянного применения антимикробных препаратов, возбудители инфекций, 
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довольно быстро приобретают к ним устойчивость. Источником заражения может 

быть, как сама среда, окружающая пациентов, так и медицинский персонал. Таким 

образом, внутрибольничная инфекция – это разновидность инфекции, которая 

распространяется в различных больничных условиях, и приводит ко многим 

серьезным заболеваниям (например, пневмония, инфекция мочевыводящих путей, 

гастроэнтерит, и послеродовая лихорадка) и вызывает более высокую смертность, 

чем внебольничная инфекция [Xia et al., 2016]. На сегодняшний день одними из 

наиболее устойчивых к антибиотикам возбудителей внутрибольничных инфекций 

считаются Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa и Enterobacter sp., иначе 

называемые как ESKAPE патогены [Mulani et al., 2019]. Эти микроорганизмы, а 

также некоторые грибы, например, Candida albicans, способны образовывать 

биопленки. Биопленки – это особая форма микробных сообществ, образованная 

микробными клетками и внеклеточным полимерным матриксом, который 

содержит в себе экзополисахариды, белки и нуклеиновые кислоты. В такой форме 

микроорганизмы более устойчивы к воздействию антибиотиков и иммунной 

системы организма-хозяина [Rabin et al., 2015]. Лечение многих бактериально-

ассоциированных заболеваний, таких как эндокардит, стоматологический кариес, 

инфекции среднего уха, остеомиелит и хронические инфекции легких у больных 

муковисцидозом осложняется из-за образования биопленок. Так для борьбы с 

микробными биопленками необходимы дозы антибиотиков в 10-100 раз 

превышающие дозы, применяемые для ингибирования роста планктонных 

бактерий [Simões et al., 2021]. 

В связи с этим, в настоящее время используются альтернативные методы 

лечения инфекционных заболеваний такие как пассивная иммунизация, 

фаготерапия (использование бактериофагов), комбинированная терапия 

(одновременное использование антибиотиков и бактериофагов) и др. Кроме того 

ведется поиск и создание новых противомикробных соединений [Hutchings et al., 

2019]. 
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1.2.2 Современные подходы к созданию антимикробных агентов 

В настоящее время существует несколько подходов к созданию и разработке 

новых противомикробных препаратов. Одним из таких подходов является 

модификация известных антимикробных соединений. Модификации позволяют 

повысить эффективность исходной молекулы (в том числе и против резистентных 

штаммов возбудителей) и/или снизить ее токсичность [Terreni et al., 2021]. Так 

производное тетрациклиновых антибиотиков, Эравациклин, сохранив 

фармакофор, характерный для тетрациклинов, преодолевает основной механизм 

устойчивости к данному классу антибиотиков за счет некоторых структурных 

изменений, в результате чего эффлюксные насосы не распознают данную молекулу 

[Zaman et al., 2017]. Полученное Raynaud с соавторами [Raynaud et al., 2019] 

производное Бензимидазола высокоэффективно для лечения инфекций, вызванных 

нетуберкулезными микобактериями Mycobacterium abscessus.  

Возрастающий интерес в области изучения геномов как человека, так и 

других организмов (в том числе и прокариотических) открывает новые 

возможности поиска вероятных сайтов-мишеней. Так мишенью могут являться 

гены, экспрессия которых необходима для выживания бактерий [Stephens et al., 

2020]. Поэтому многими учеными ведется разработка молекул-ингибиторов этих 

генов или их продуктов. 

Одним из известных примеров этого подхода является разработка LpxC 

ингибиторов. LpxC – важный фермент в процессе биосинтеза липида А, который 

заякоривает молекулу липополисахарида в мембране грамотрицательных 

бактерий, при этом он является эндотоксином [Raetz, Whitfield, 2002]. Данная 

мишень перспективна, поскольку присутствует только в клетках бактерий. 

Предполагается, что ингибиторы LpxC будут безопасны в отношении эукариот 

[Kurasaki et al., 2016]. Однако ни один продукт не прошел дальше первой фазы 

клинических испытаний из-за высокой токсичности. Основная причина этих 

неудач в непредусмотренном связывании активной молекулы с мишенями в 

клетках организма-хозяина, что приводит к нежелательным побочным эффектам 

[Theuretzbacher et al., 2020]. 
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Также внимание исследователей привлекают антимикробные натуральные, 

полусинтетические пептиды и пептидомиметики. Антимикробные пептиды 

встречаются во многих живых организмах, где они играют важную роль во 

врожденном иммунитете. В природе эти пептиды довольно разнообразны, 

содержат обычно менее 100 аминокислотных остатков (чаще положительно 

заряженных, таких как лизин, аргинин, гистидин и гидрофобных) [Jenssen et al., 

2006]. Обычно воздействие антимикробных пептидов приводит к нарушению 

мембранного потенциала, изменению проницаемости мембран, затем к лизису 

бактериальных клеток и их смерти [Browne et al., 2020]. Создание 

полусинтетических антимикробных пептидов и пептидомиметиков позволило 

решить проблемы короткого периода полувыведения in vivо и высокой 

токсичности, которые имелись у их природных аналогов [Mahlapuu et al., 2016]. В 

настоящее время существует десять коммерчески доступных противомикробных 

препаратов на основе пептидов, среди которых Полимиксин В [Zavascki et al. 2007], 

Ванкомиин [Patel et al., 2020], Колистин [Li et al., 2006] и другие [Kohanski et al., 

2010]. 

Одна из трудностей в создании новых препаратов – это большой объем 

исследований, доклинических и клинических испытаний. Процесс поиска новых 

применений существующих лекарств, перепрофилирование лекарств, позволяет 

обойти большую часть этих стадий. Для существующих и применяющихся 

препаратов уже проведены фармакокинетические, фармакодинамические и 

токсикологические исследования, поэтому необходимо только подтверждение их 

эффективности. Но, как правило, антимикробный эффект таких соединений 

проявляется в концентрациях, значительно превышающих терапевтические дозы. 

В связи с этим возникает опасность проявления высокой токсичности и 

нежелательных побочных эффектов. Права интеллектуальной собственности и 

патенты также осложняют процесс перепрофилирования лекарств. Поэтому до сих 

пор не было перепрофилировано ни одно лекарственное средство для 

использования его в качестве антибактериального препарата [Frha, Brown, 2019]. 
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1.3 Фосфониевые соли как биологически-активные соединения 

1.3.1 Общая характеристика фосфониевых солей 

Четвертичные фосфониевые соли (ЧФС)– это фосфорорганические 

соединения, которые содержат в себе положительно заряженный атом фосфора, 

ковалентно связанный с органическими радикалами через Р-С связь [Пурдела, 

Вылчану, 1972]. Фосфониевые соли находят применение во многих областях 

исследований, таких как катализ, органический синтез и медицинская химия. 

Кроме того, положительно заряженные фосфониевые соли могут использоваться в 

качестве ингибиторов коррозии [Nahlé et al., 2018] или дезинфектантов в сельском 

хозяйстве, пищевой промышленности и медицине [Noroozi-Shad et al., 2022]. 

Четвертичные фосфониевые соединения проявляют широкий спектр 

биологической активности, а именно антибактериальной [Akshay, Karpagam, 2017; 

Xue et. al., 2015; Tca et. al., 2018], цитотоксической [Zielonka et al., 2017; Millard et 

al., 2010], противовирусной [Xue, Xiao, 2016], противопаразитарной [Спивак с 

соавт., 2016; Tomoo et al., 2001; Alkhaldi et al., 2016], антиоксидантной [Антоненко 

с соавт., 2008] и наоборот приводящей к увеличению уровня активных форм 

кислорода в клетках [Kumari et al., 2019].  

Широко известно свойство фосфониевых солей проникать через мембрану в 

ответ на трансмембранный потенциал [Ross et al., 2005]. В 1969 г. В. Скулачев с 

коллегами опубликовали статью, в которой было продемонстрировано 

существование ΔΨm. В этой работе было показано, что липофильный катион 

дибензиламмония накапливается в матриксе митохондрий в ответ на ΔΨm 

[Liberman et al., 1969]. В последствие группа Скулачева в своих исследованиях 

стала использовать катион метилтрифенил фосфония (1) (Рисунок 1), который 

легче проникал и накапливался в митохондриях. Эти исследования показали 

многообещающий потенциал трифенил фосфониевых катионов (ТФФ+) для 

митохондриального нацеливания.  



25 
 

 

Рисунок 1 – Структурные формулы фосфониевых солей (1-3). 

 

Липофильные катионы, такие как TФФ+ заряжены положительно, 

липофильны, а также имеют большой ионный радиус, что позволяет им легко 

проникать через липидный бислой мембраны в митохондрии [Oyewole, Birch‐

Machin, 2015]. Механизм проникновения через фосфолипидный бислой 

объясняется следующим образом: липофильные катионы адсорбируются на 

гидрофильной поверхности мембраны, затем быстро перепрыгивают через 

гидрофобное ядро мембраны, прежде чем десорбироваться с другой стороны 

липидного бислоя. Степень этого поглощения описывается уравнением Нернста 

(1).  

∆Ψ =
𝑅𝑇

𝑛𝐹
 𝑙𝑛

𝑐𝑖𝑛

𝑐𝑜𝑢𝑡
,                                    (1) 

где R – универсальная газовая постоянная,  

Т – температура (К),  

n — валентность заряженных частиц,  

F — постоянная Фарадея,  

cout и cin — концентрации частиц по обе стороны (внешней и внутренней) 

заряженной мембраны с потенциалом ΔΨ.  

1.3.2 Митохондриально-направленные фосфониевые соли 

Для достижения митохондрий липофильные катионы должны пройти и через 

цитоплазматическую и митохондриальную мембраны. Обе мембраны заряжены 

отрицательно. Поэтому вещества поэтапно накапливаются сначала в цитозоле (их 

концентрация увеличивается в 5-10 раз), а затем концентрируются (в 100-500 раз) 

в матриксе митохондрий за счет более отрицательного ΔΨm (Рисунок 2).  
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Рисунок 2 – Поглощение трифенилфосфониевых производных клеткой за 

счет отрицательного мембранного потенциала [Ross et al., 2005]. 

 

Способность липофильных катионов проникать через мембраны и 

накапливаться в митохондриях дает возможность осуществить направленную 

доставку биоактивного соединения, ковалентно присоединенного к ТФФ+. Было 

показано, что скорость проникновения через мембрану зависит от липофильности 

молекулы. Так поглощение митохондриями децил трифенилфосфония (2) (Рисунок 

1) происходит гораздо быстрее, чем метил трифенилфосфония (1) (Рисунок 1) [Ross 

et al., 2008]. Влияние заряда молекул, присоединенных к липофильным катионам, 

рассмотрели Finichiu c коллегами. Авторы сообщают, что поглощение 

митохондриями зависит не только от ΔΨm, но и от градиента рН. В статье также 

подробно описывается поведение положительно и отрицательно заряженных 

молекул, присоединенных к ТФФ+. Так было показано, что включение слабой 

кислоты значительно усиливает поглощение митохондриями. Причем при 

включении слабых оснований, поглощение митохондриями снижается [Finichiu  et 

al., 2013]. 

В подробном обзоре Zielonka с соавторами описана типичная молекула с 

различными функциональными группами, присоединенными к ТФФ+ через 

алкильную или другую линкерную цепь, где в зависимости от длины линкерной 
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алкильной цепи, варьируется липофильность, клеточное поглощение и место 

митохондриальной секвестрации (матрица или мембрана) (рисунок 3) [Zielonka et 

al., 2017]. Но в организме ТФФ+-лекарство будет распределяться по всем органам 

и тканям, концентрируясь в клетках с повышенным содержанием митохондрий. 

Варианты направленного введения активного вещества в целевые ткани 

предложены в обзоре Cairns с коллегами [Cairns et al., 2015]. Здесь описывается 

стратегия пролекарства, в которой лекарство высвобождается из ТФФ+-носителя в 

определенных митохондриях под действием внешних (например, 

ультрафиолетовое излучение) или внутренних факторов. Кроме того, в 2004 г был 

описан способ доставки активных соединений в цитоплазму путем коньюгации с 

ТФФ+ через дисульфидную связь. ТФФ+ осуществляет перенос молекулы через 

цитоплазматическую мембрану в цитоплазму, где дисульфидная связь 

восстанавливается, в результате чего активная молекула высвобождается, а ТФФ+ 

переходит в митохондрии [Filipovska et al., 2004].  

 

Рисунок 3 – строение типичной молекулы митохондриально-направленных 

агентов по Zielonka с соавторами. 

 

Свойство фосфониевых солей проникать в митохондрии находит применение 

во многих областях. Наиболее подробно изучены митохондриально-направленные 

антиоксиданты MitoQ (4) (Рисунок 4) и SkQ (5) (известные как ионы Скулачева) 

(Рисунок 4). MitoQ – производное убихинона, которое ковалентно присоединено к 

катиону трифенилфосфония через алифатическую углеродную цепь. Это 

соединение обладает антиоксидантными свойствами, предотвращая перекисное 

окисление липидов и окислительное повреждение митохондрий [Wang et al., 2023; 

Kelso et al., 2001]. SkQ – семейство митохонриально-направленных 
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антиоксидантов, содержащих в своем составе пластохинон. SkQ1 представляет 

собой катион трифенилфосфония, соединенный с пластохиноном через децильную 

линкерную цепь [Skulachev et al., 2023]. SkQ1 является действующим веществом 

глазных капель Визомитин®, применяющихся при лечении синдрома сухого глаза, 

а также входит в состав антивозрастной сыворотки MitoVitan®. 

 

Рисунок 4 – Структурные формулы фосфониевых солей (4-14). 

 

Производные ТФФ+ также могут использоваться для определения 

мембранного потенциала, в том числе митохондрий. Одними из первых работ в 

этой области были исследования Kamo с соавторами. В своих работах они 

использовали серию гомологов (Phe)3-P+-(CH2)n-CH3 (n = 0-4) и 

тетрафенилфосфоний (3) (Рисунок 1) [Kamo et al., 1979; Demura et al., 1985; Demura 

et al., 1987]. Для измерения мембранного потенциала использовали электрод, 

чувствительный к этим ионам. Исследование показало, что наиболее близкое к 

реальному значению мембранного потенциала продемонстрировало измерение с 

использованием катиона метил трифенилфосфония (1) (Рисунок 1), однако он 

дольше проникает через мембрану. О флуоресцентных ΔΨm – зависимых зондах 
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на основе фосфониевых солей сообщают и Šarić с коллегами [Šarić et al., 2017]. 

Авторами были получены производные трифенилфосфония (6) (Рисунок 4) и 

тригексилфосфония (7) (Рисунок 4), обладающие низкой цитотоксичностью и 

высокой специфичностью к окрашиванию митохондрий, кроме того, вещества не 

оказывали серьезного влияния на пролиферацию и дыхательную активность 

клеток.  

Для визуализации митохондрий был получен ΔΨm – чувствитеьный зонд в 

результате коньюгации фрагмента тетрафенилэтена, архетипического люминогена 

AIE с двумя трифенилфосфониевыми группами (8) (Рисунок 4), который показал 

себя как высокоселективный и быстроокрашивающий краситель [Leung et al., 

2013]. Накопление другого флуоресцентного производного моно- (9) (Рисунок 4) и 

дикатионного (10) (Рисунок 4) ТФФ+ в раковых клетках приводило к снижению 

ΔΨm и повышенной генерации АФК. Причем монокатионный аналог проявлял 

цитотоксичность лишь при облучении светом. Дикатионное производное 

приводило к деполяризации митохондрий и обладало цитотоксичностью даже в 

темноте [Zhang et al., 2015]. Фосфониевые соли возможно использовать даже для 

визуализации целых органов. Так в обзоре Kim с соавторами рассматриваются 

производные трифенилфосфония с радиоактивной меткой в качестве средств 

визуализации миокарда для позитронно-эмиссионной томографии [Kim, Min, 

2016]. Из-за того, что липофильный катион ТФФ+ направлено проникает в 

митохондрии, он способен селективно накапливаться в органах с повышенным 

содержанием митохондрий, например, в мышечных тканях миокарда. Одним из 

примеров таких фосфониевых солей является 18F-фторбензилтрифенилфосфоний 

(18F-FBnTP) (11) (Рисунок 4). Оптимальный баланс делокализованного заряда и 

липофильности делает это соединение достаточно точным и чувствительным для 

определения изменений в митохондриальном мембранном потенциале [Madar et 

al., 2007].  

Как было сказано выше, ΔΨm тесно связан с окислительным 

фосфорилированием, происходящим в митохондриях. Неудивительно, что часто 

митохондриальные зонды оказывают влияние на функцию митохондрий (дыхание, 
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синтез АТФ). В работе Trnka с соавторами было показано, что гидрофобные 

катионы ТФФ+ негативно влияют на ΔΨm и активность дыхательной цепи. 

Снизить подобный эффект можно уменьшением длины линкерной цепи или 

добавлением функциональной гидрофильной группы [Trnka et al., 2015]. 

Часто фосфониевую группу используют для нацеливания 

противоопухолевых агентов на митохондрии. Встречаются также и работы, в 

которых модифицируют сложные комплексы и супрамолекуляные системы 

доставки. Так, например, в работе Solomon с коллегами описывается доставка 

Паклитаксела (15) (Рисунок 5) (известного цитотоксического противоракового 

препарата) опосредованная липосомами, которые были модифицированы 

стеарилтрифенилфосфониевыми группами. Такая доставка смогла улучшить 

эффективность паклитаксела на устойчивой к нему линии Ovcar-3 [Solomon et al., 

2013]. Другим примером являются модифицированные трифенилфосфонием 

производные Доксорубицина (16) (Рисунок 5), которые проникают в митохондрии 

и увеличивают селективность противоопухолевого препарата [Han et al., 2014; Liu 

et al., 2018; Shi et al., 2017]. Доксорубиин – известный химиотерапевтический 

препарат, используемый для лечения многих видов рака, способен 

интеркалироваться в пары оснований ДНК, вызывая разрыв нитей ДНК и 

ингибирование синтеза как ДНК, так и РНК (17) (Рисунок 5) [Sritharan, Sivalingam, 

2021]. Нескольким группам авторов с помощью ТФФ+-группы удалось добиться 

митохондриального нацеливания АФК чувствительных систем. Таким образом, 

пролекарство, загруженное в наночастицы, попадает в митохондрии и под 

действием АФК высвобождается, вызывая митохондриальную дисфункцию [Zhang 

et al., 2022; Xi et al., 2021].  

 

Рисунок 5 – Известные противоопухолевые препараты и их производные 

(15-17). 
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Обычно в качестве молекулярного вектора для доставки различных активных 

соединений используются производные трифенилфосфония. В статье Рокитской с 

соавторами было проведено сравнение способности алкилпроизводных 

трифенилфосфония (12) (Рисунок 4), трициклогексилфосфония (13) (Рисунок 4) и 

тригексилфосфония (14) (Рисунок 4) проникать через мембраны. В данной работе 

было показано, что ароматичность не является обязательным условием для 

проникновения через мембраны [Rokitskaya et al., 2021]. 

1.3.3 Цитотоксические свойства фосфониевых солей 

Как было сказано ранее, ΔΨm образуется в результате работы ЭТЦ, за счёт 

электрохимического градиента протонов. В клетках карциномы часто наблюдается 

повышенный митохондриальный мембранный потенциал (ΔΨm). Например, в 

клетках карциномы толстой кишки CX-1 ΔΨm=163 mV, а у эпителиальных клеток 

почки зеленой мартышки CV-1 ΔΨm=104 mV [Modica-Napolitano et al., 2001]. В 

настоящее время пока нет полного понимания причин такого явления, однако есть 

несколько теорий, которые предполагают, что ΔΨm раковых клеток может зависеть 

от различных факторов: генетических мутаций, затрагивающих 

митохондриальную функцию, активность онкогенов (MYC, AKT, RAS, BRAF) и 

снижения активности опухолевых супрессоров (таких как р53) [Begum, Shen, 2023]. 

Тем не менее, такое явление позволяет использовать липофильные катионы для 

селективного воздействия на раковые клетки. Действительно в литературе 

довольно часто встречаются работы, в которых сообщается о фосфониевых солях, 

которые эффективны в отношении опухолевых клеток как in vitro, так и in vivo 

[Dhanya et al., 2017; Mansour et al., 2022]. 

1.3.3.1 Механизм противоопухолевого действия фосфониевых солей 

Понимание механизма действия соединений – важнейший этап в разработке 

и исследовании новых потенциальных цитотоксических агентов. Воздействие 

фосфониевых солей на митохондрии отмечают многие исследователи. Например, 

соединения, описанные Manetta с коллегами (18 и 19) (Рисунок 6) вызывали 

повреждение митохондрий, что было выявлено с помощью трансмиссионной 

электронной микроскопии [Manetta et al., 1996]. Millard с соавторами провели 
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широкий скрининг более 10,000 соединений, в результате которого были выявлены 

вещества, IC50 (концентрация полумаксимального ингибирования) которых 

определялись в субмикромолярных концентрациях. На in vivo модели было 

показано снижение роста опухоли у мышей по сравнению с препаратом 

паклитакселом, кроме того, не было выявлено гистологических аномалий и 

симптомов токсичности в течение лечения. Авторы продемонстрировали, что 

фосфониевые соли (20) (Рисунок 6) локализовались в митохондриях, в результате 

чего в клетках останавливался клеточный цикл независимо от статуса р53, 

наблюдалось снижение потребления кислорода и рост митохондриального 

супероксида. Известно, что белок р53 реагирует на повреждение ДНК и активирует 

ингибитор циклинзависимой киназы р21, который в свою очередь приводит к 

остановке клеточного цикла [Manic et al., 2015]. С помощью протеомных 

исследований авторы выяснили, что соединения оказывали влияние на сигнальные 

пути роста и пролиферации [Millard et al., 2010]. В другой работе обработка клеток 

(11-метокси-11-оксо-ундецил) трифенилфосфоний бромидом (21) (Рисунок 6) 

приводила к снижению массы митохондрий и ΔΨm, повышению уровня АФК и 

остановке клеточного цикла при переходе G1/S. В клетках отмечалось увеличение 

уровня белков р21 и р53 и индукция апоптоза [Dhanya et al., 2017].  

Несколько отличный механизм действия описали Иксанова с соавторами для 

трех фосфониевых солей на основе 3-гидроксипиридинового каркаса (22-24). 

Вещества также останавливали клеточный цикл на фазе G1 и вызывали апоптоз. Но 

несмотря на то, что при воздействии соединения (22) (Рисунок 6) наблюдалось 

повышение АФК в клетках и увеличение уровня каспазы 3, изменений в экспресии 

Bax и Bcl-xL по сравнению с контролем не было выявлено, не изменялся и ΔΨm. В 

связи с этим, авторы предполагают, что апоптоз запускается по внешнему пути. 

Соединение (23) (Рисунок 6) с одной фосфониевой группой не приводило к 

снижению ΔΨm, но наблюдалось увеличение АФК и сверхэкспрессия ВАХ и 

каспазы 3 (эффекторной каспазы, осуществляющей апоптоз). Соединение (24) 

(Рисунок 6), имеющее бис-фосфониевый фрагмент в своей структуре, наоборот 

снижало ΔΨm, что приводило к высвобождению цитохрома С в межмембранное 
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пространство и индукции апоптоза за счет гиперэкспрессии Bax и каспазы 3 

[Iksanova et al., 2018].  

Еще несколько работ демонстрируют митохондриальное нацеливание 

фосфониевых солей. Вещества приводили к снижению ΔΨm, дыхательной 

функции митохондрий, запускали апоптоз по внутреннему пути [Gardner et al., 

2021; Li et al., 2022; Yang et al., 2015; Rideout et al., 1994]. ТФФ+ производное (25) 

(Рисунок 6) in vivo приводило к индукции апоптоза в клетках. Кроме того, 

воздействие этого вещества приводило к фрагментации тканевой ДНК, 

подавлению гена Bcl-2 и повышению маркеров Bax, каспазы 3 и р53, а также 

снижению уровня TNF-α (фактора некроза опухоли α, являющегося медиатором 

воспалительных и иммунных функций [Fitzgerald et al., 2001]) в тканях печени 

[Mansour et al., 2022]. В некоторых работах авторы предполагают, что 

цитотоксическое действие соединений на клетки HeLa может быть связано с 

взаимодействием вещества с ДНК. Xie с соавторами показали методом РАМАН-

спектроскопии, что ТФФ производные (26) (Рисунок 6) обладали сродством к ДНК 

[Xie et al., 2008]. 

 

Рисунок 6 – Структурные формулы фосфониевых солей, обладающих 

противоопухолевой активностью (18-28). 
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1.3.3.2 Взаимосвязь «структура-активность» в рядах фосфониевых солей 

с противоопухолевой активностью 

Основным фактором, влияющим на цитотоксичность соединений, является 

их липофильность. Например, в работе Manetta с соавторами были исследованы 

несколько производных фосфониевых солей. Из них хлорид 3-хлорпропилтрис(4-

диметиламинофенил)фосфония (18) и йодид 3-йодпропилтрис(4-

диметиламинофенил)фосфония (19) (Рисунок 6) были наиболее липофильными и 

проявляли лучший цитотоксический эффект в отношении клеточной линии 

карциномы яичников человека (IC50= 80 нМ и 16,7 нМ соответственно) [Manetta et 

al., 1996]. Кроме липофильности, на эффективность соединений влияет и 

распределение заряда. Так в работе Rousselle с коллегами описываются комплексы 

золота. В результате присоединения к ним фосфониевой группы, улучшались 

растворимость и биодоступность комплексов. В этом исследовании было отмечено, 

что наилучший антипролиферативный эффект достигается, когда положительный 

заряд фосфония делокализован на нескольких ароматических заместителях или, 

когда эти ароматические кольца замещены электронодонорными группами 

(IC50≈0.4мкМ) (27) (Рисунок 6). Соответственно обратный эффект наблюдается при 

присоединении электроноакцепторных групп (в данной работе приводится пример 

F в пара-положении бензольного кольца) (28) (Рисунок 6) [Rousselle et al., 2021]. 

Схожую зависимость продемонстрировали Chen с соавторами [Chen et al., 2017].  

На основе имеющихся данных по зависимости активности от структуры 

вещества некоторыми группами ученых были разработаны различные системы 

скрининга in silico на основе математических моделей «количественная 

взаимосвязь структура-активность» QSAR (quantitative structure of activity 

relationship). Например, модель QSAR предложенная Kumer с соавторами 

учитывает физико-химические параметры и термодинамические свойства веществ, 

включающие трехмерную структуру, длину связи, атомные заряды, полную 

энергию, свободную энергию, энтропию, дипольный момент, энергию 

образования, энергию связи, электростатическую энергию и ядерную энергию. 

Молекулярные дескрипторы QSAR должны рассчитывать заряд, площадь 
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поверхности, объем, энергию гидратации, Log P, преломление, поляризуемость и 

молекулярную массу. Все эти параметры позволяют спрогнозировать химические 

свойства и биологическую активность молекул [Kumer et al., 2019]. Модель 

прогнозирования токсичности на клеточной линии лейкемии крыс (IPC-81) была 

продемонстрирована Ma с коллегами. Цитотоксичность веществ в данном случае 

зависела от пространственной структуры, размера и гидрофобности катионов [Ma 

et al., 2015].  

1.3.4 Антимикробная активность фосфониевых солей 

Как уже было сказано ранее, фосфониевые соли способны проникать в клетку 

в ответ на мембранный потенциал (ΔΨ) [Liberman et al., 1969]. В бактериальной 

клетке ΔΨ динамичен и является источником свободной энергии, регулируя 

широкий спектр бактериальной физиологии и поведения, например, гомеостаз pH, 

мембранный транспорт, подвижность, устойчивость к антибиотикам, деление 

клеток и зондирование окружающей среды [Benarroch, Asally, 2020]. Например, Lo 

с соавторами показали зависимость ΔΨ от рН. Так у кишечной палочки ΔΨ = −140 

± 14 мВ при внешнем pH 7,0 (pHex), уменьшаясь до -85 ± 10 мВ при pHex 5,0 [Lo et 

al., 2007]. По сравнению с бактериальным мембранным потенциалом, потенциал 

цитоплазматической мембраны (ЦПМ) эукариотических клеток ниже (-30 − -60 

mV) [Ros et al., 2005], за счет этого, можно добиться селективности 

антимикробного действия фосфониевых солей. 

1.3.4.1 Спектр антимикробного действия фосфониевых солей 

В целом, фосфониевые соли обладают широким спектром антимикробной 

активности, хотя преимущественно действуют на грамположительные бактерии. 

Некоторые фосфониевые соли [Strobykina et al., 2021], в том числе дикатионные и 

соли на полимерном носителе [Choi et al., 2011] практически не оказывают 

антимикробного действия на грамотрицательные бактерии. 

Однако в ряде исследований сообщается о соединениях, демонстрирующих 

более высокую эффективность против грамотрицательных бактерий. Например, 

был получен каучук, модифицированный ТФФ+ [Li et al., 2013], который показал 

умеренную активность в большей степени на штамме кишечной палочки. В другой 
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работе фосфониевые соли проявили активность лишь на бактериях P. aeruginosa, 

при этом, не оказывая практически никакого воздействия на E. faeclis, S. aureus и 

E. сoli (29) (Рисунок 7) [Kodjo et al., 2022]. Chavarria с соавторами сообщают о 

трифенилфосфониевых производных фитохимического происхождения (30) 

(Рисунок 7), которые обладают высокой антимикробной активностью в отношении 

бактерий S. aureus (минимальная ингибирующая концентрация (МИК) 

<0.25мкг/мл), при этом не проявляют противогрибковых свойств, и не эффективны 

в отношении грамотрицательных бактерий [Chavarria et al., 2023]. 

Некоторые соединения одинаково воздействуют на обе группы бактерий. Так 

триизобутил(метил)фосфоний тозилат (31) и тригексил(тетрадецил)фосфония бис-

2,4,4-(триметилпентил)-фосфинат (32) (Рисунок 7) в концентрациях 0,54г/мл 

показали антибактериальную активность в отношении грамположительных 

бактерий Bacillus subtilis (диаметр зон ингибирования 32 и 26 мм соответственно) 

и грамотрицательных бактерий Escherichia coli (диаметр зон ингибирования 24 и 

21 мм соответственно) [Mukherjee et al., 2012]. Описанные Chan с коллегами 

производные коньюгированных олиголектролитов со стильбен-конъюгированным 

сегментом и боковыми группами трифенилфосфония (33) (Рисунок 7) обладают 

высокой антимикробной активностью как в отношении грамположительных, так и 

грамотрицательных бактерий (МИКS.aureus = 1мкг/мл, МИКE.coli= 2мкг/мл) [Chan et 

al., 2023]. Kanazawa с соавторами в серии работ также сообщают о фосфониевых 

солях, которые воздействуют на грамположительные и грамотрицательные 

бактерии [Kanazawa et al., 1993; Kanazawa et al., 1994]. 

Очевидно, что причина, по которой фосфониевые соли хуже действуют на 

грамотрицательных бактерий, заключается в строении клеточной стенки. У этих 

бактерий две мембраны: наружная и внутренняя (плазматическая), которые 

разделены пептидогликановым слоем, находящимся в периплазматическом 

пространстве. Плазматическая мембрана состоит из фосфолипидов, как и 

большинство бактериальных и эукариотических мембран. Строение наружной 

мембраны иное: цитоплазматический мембранный листок не отличается от 

внутренней мембраны и также состоит из фосфолипидов, а экзоплазматический, 
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как правило, образован липополисахаридами [Пиневич 2006; Khairalla, Brand, 

2021]. По всей видимости, наружная мембрана является барьером для большинства 

липофильных катионов, которые преимущественно адсорбируются на поверхности 

и не проникают внутрь клетки [Choi et al., 2011]. 

 

Рисунок 7 – Структурные формулы фосфониевых солей, обладающих 

антимикробной активностью (29-37). 

 

Показательным примером для этого феномена является работа Kang с 

соавторами, которые получили Ципрофлоксацин, модифицированный ТФФ+ (34) 

(Рисунок 7). Известно, что сам Ципрофлоксацин обладает широким спектром 

действия и эффективен против грамотрицательных бактерий (МИК в отношении E. 

coli = 0,004 мкг/мл). Однако при введении фосфониевой группы, вещество 

потеряло активность в отношении как резистентных, так и чувствительных 

штаммов кишечной палочки (МИК = 89 и 5,56 мкг/мл соответственно). Несмотря 

на это, модифицированный ТФФ ципрофлоксацин продемонстрировал высокую 

активность в отношении грамположительных штаммов, особенно MRSA. Так МИК 

ципрофлоксацина в отношении MRSA = 128 мкг/мл, а МИК модифицированного 
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ТФФ ципрофлоксацина в отношении того же штамма = 2,78 мкг/мл [Kang et al., 

2020]. 

Есть примеры работ, где фосфониевыве соли проявляют активность против 

микобактерий. Так митохондриально-направленный антиоксидант SkQ1 (5) 

(Рисунок 4) проявил антимикробную активность в отношении микобактерий 

туберкулеза (МИК = 1-2мкМ), кроме того, активность на том же уровне проявляет 

схожая структура додецил трифенил фосфоний (35) (Рисунок 7), отличающийся от 

SkQ1 более длинной алкильной цепью и отсутствием пластохинона, 

присоединенного к этой цепи. МИК в отношении Mycobacterium smegmatis = 0.5–

1мкМ для обоих производных [Nazarov et al., 2023]. ТФФ коньюгат куркумина 

MitoC (36) (Рисунок 7) тоже обладает активностью в отношении M. smegmatis 

(МИК=12,5 мкМ), но эта активность была на порядок ниже, чем в отношении 

грамположительных бактерий S. carnosus и B. subtilis (МИК = 1,5 и 2,5 мкМ 

соответственно) [Kumari et al., 2019]. Аналоги индолилалкилтрифенилфосфония 

(37) (Рисунок 7) тоже оказывали бактериостатическое действие на Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv и проявляли бактерицидность в отношении Mycobacterium bovis 

BCG [Li et al., 2017]. 

Некоторые фосфониевые соли демонстрируют противогрибковую 

активность. Так, например, алкилтрибутилфосфоний хлориды [P4 4 4 n]Cl (где n = 

1, 3–8, 10, 12 или 14) обладают активностью в отношении конидий мицелиального 

гриба Aspergillus nidulans. Эффективность производных зависела от длины 

алкильного радикала и достигала максимума для тетрадецильного производного 

[P4 4 4 14]Cl (МИК и МФК = 0,011 мМ) [Petkovic et al., 2012]. Другим примером 

является работа Chavarria с соавторами, в которой ТФФ+ производные проявили 

активность в отношении как грамположительных бактерий, так и грибов Candida 

albicans и Cryptococcus neoformans var. Grubbi [Chavarria et al., 2023].  

1.3.4.2 Механизм антимикробного действия фосфониевых солей 

Несмотря на то, что изучению фосфониевых солей уделяется внимание уже 

много лет, нет четкого понимания их механизма действия. Многие авторы 

сообщают о различном и иногда даже противоречивом влиянии фосфониевых 
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солей на микроорганизмы. Предполагается, что механизм действия фосфониевых 

солей может быть схож с механизмом антимикробного действия катионных 

биоцидов, таких как четвертичные аммониевые соединения (ЧАС), а именно они 

затрагивают цитоплазматическую мембрану бактерий и дрожжей, влияя на ее 

структурные и динамические свойства и приводя к ее разрушению. Общий 

механизм действия описывает Simões с коллегами в своем обзоре. Известно, что 

поверхность большинства бактериальных клеток заряжена отрицательно и часто 

стабилизирована присутствием двухвалентных катионов, таких как Ca2+ и Mg2+. 

Поэтому положительно заряженные фосфониевые соли взаимодействуют с 

отрицательно-заряженными структурными белками. Затем фосфониевые соли 

взаимодействуют с ЦМП и проникают внутрь клетки, вызывая повреждение 

компонентов цитоплазмы, ингибируя ферменты, влияя на энергетические 

процессы, и в конце концов приводят к гибели клетки [Simões et al., 2021].  

В большинстве работ описывается нарушение ЦПМ при воздействии 

фосфониевых солей. Так Назаров с соавторами в серии работ описывают 

производные фосфониевых солей, способные вызывать деполяризацию ЦПМ 

бактерий, при этом не изменяя ее проницаемости [Nazarov et al., 2020; Pavlova et 

al., 2021]. В других исследованиях фосфониевые соли вызывали как 

деполяризацию, так и пермеабилизацию бактериальной мембраны [Li et al., 2017; 

Sommers et al., 2022]. Однако существуют работы, где повреждение мембраны не 

является основным механизмом антимикробного действия. Согласно работе 

Стробыкиной с коллегами бактерицидный эффект веществ, в отличие от 

классических поверхностно-активных веществ, не был обусловлен нарушением 

целостности цитоплазматической мембраны бактерий [Strobykina  et al., 2021]. 

Кроме воздействия на ЦПМ бактерий, исследователи отмечают и 

внутриклеточные повреждения. Так в работе Тереховой с соавторами 

рассматриваются фосфониевые соли, которые продемонстрировали высокую 

антибактериальную активность в отношении грамположительной 

спорообразующей бактерии B. subtilis (МИК = 1 мкМ). На изолированных 

митохондриях крыс вещества продемонстрировали свойства разобщителей 
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[Terekhova et al., 2021]. В другой работе Пугачев с коллегами продемонстрировали, 

что фосфониевые производные пиридоксина вызывают фрагментацию ДНК, а 

также изменяют структуру плазмидной ДНК. Авторы предполагают, что 

соединение взаимодействует с отрицательно заряженной плазмидной ДНК за счет 

катионной группы фосфония [Pugachev et al., 2013]. MItoC (ТФФ+ коньюгат 

куркумина) приводит к увеличению уровня АФК в клетках [Kumari et al., 2019]. 

1.3.4.3 Связь структура-активность в рядах фосфониевых солей с 

антимикробной активностью 

 В период 90-х годов зависимость антимикробных свойств фосфониевых 

солей от их структуры исследовали авторы Kanazawa, Ikeda, Endo. При изучении 

ряда солей с одной или двумя длинными алкильными цепями у атома фосфора 

было выявлено, что наибольшую антимикробную активность проявляли 

производные с двумя длинными алкильными цепями, оптимальная длина 

алкильной цепи содержала десять атомов углерода (38) (Рисунок 8). Для 

производных с одной длинной алкильной цепью, наиболее эффективным было 

вещество с октадецильным радикалом (39) (Рисунок 8). В целом, на 

антимикробную активность влияет гидрофобность молекулы, что обуславливается 

общей длиной алкильной цепи (так для обоих производных общая длина 

углеродной цепи составила 21 и 22 атомов углерода соответственно) [Kanazawa et 

al., 1994]. Кроме того, авторы отмечают влияние ионной силы соли, свойств 

самосборки [Kanazawa et al., 1995]. 

 

Рисунок 8 – Структуры фосфониевых солей, описанные Kanazawa с 

соавторами (38-39). 
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Значение длины алкильного радикала подтверждают и многие другие 

работы. Ермолаев с коллегами отмечают рост антимикробной активности с 

увеличением длины алкильного радикала (до 17 атомов углерода) (40) (Рисунок 9). 

Кроме того, авторы сообщают, что нет значительной разницы между противоионом 

бромидом и тетраборатом [Ermolaev et al., 2021]. В другой работе была определена 

оптимальная длина цепи для алкилтрифенилфосфоний бромидов (41) (Рисунок 9) 

и алкилтрибутилфосфоний бромидов (42) (Рисунок 9) [Metelytsia et al., 2022]. Среди 

производных были соли с октильным, децильным, и додецильным радикалом. 

Наиболее эффективными оказались соединения с длиной алкильной цепи в 10 и 12 

атомов углерода (при значениях МИК в диапазоне 6,25–12,5 мкМ). Антимикробная 

активность фосфониевых солей терялась при уменьшении длины углеродной цепи 

меньше 8 атомов углерода и увеличение больше 12 атомов углерода. Таким 

образом, становится понятно, что невозможно максимально увеличить 

антимикробную активность молекулы, постоянно увеличивая ее гидрофобность. 

 

Рисунок 9 – Структурные формулы фосфониевых солей, обладающих 

антимикробной активностью (40-49). 
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В других работах кроме длины алкильного радикала, отмечают влияние 

других структурных особенностей. Пугачев с соавторами отметили роль кетальной 

защиты [Pugachev et al., 2013]. Влияние метоксизаместителей отмечали 

Хасиятуллина с коллегами [Khasiyatullina et al., 2019].  

Число фосфониевых групп также влияет на антимикробную активность 

фосфониевых солей [Simões et al., 2021]. Lei с соавторами были рассмотрены моно- 

и бисфосфониевые соли с разной длиной олигоэтиленгликолевой цепи (43-44) 

(Рисунок 9). Для данных соединений была показана слабая антимикробная 

активность в отношении как грамположительных, так и грамотрицательных 

бактерий. Причем наименьшую активность продемонстрировало вещество с 

наибольшей длиной олигоэтиленгликолевой цепи (6.2 и 12.5 мг/мл для S. aureus и 

E. сoli соответственно), а наибольшую – дикатионный аналог (МИК 1.5 и 3.1 мг/мл 

для S. aureus и E. сoli соответственно) [Lei et al., 2020]. 

В другой работе дикатионный аналог (45) (Рисунок 9) проявлял активность в 

несколько раз большую, чем монокатионный (46) (Рисунок 9). Так МБК в 

отношении S. aureus моно- и дикатионных фосфониевых солей составили 100 и 8 

мкг/мл соответственно, а в отношении E coli 1000 и 40 мкг/мл соответственно. 

Кроме того, дикатионное производное обладало широким спектром 

антибактериальной активности в отношении некоторых клинических изолятов, в 

том числе MRSА (МИК=0,8 мкг/мл), P. aeruginosa (МИК=20 мкг/мл) и грибов C. 

albicans (МИК=8 мкг/мл). Несмотря на значительную разницу в антимикробной 

активности, оба производных показали одинаковый уровень токсичности на 

клетках роговицы глаза в концентрации 10мкМ [O’Toole et al., 2012]. 

Brunel с соавторами сообщают об исследовании антибактериальной 

активности моно- (47), ди- (48) и трифосфониевых (49) ионных жидкостей, 

(Рисунок 9). Вещества продемонстрировали высокую антибактериальную 

активность в отношении грамположительных бактерий (МИК S. aureus =0,5мкг/мл) и 

несколько меньшую в отношении грамотрицательных бактерий (16 мкг/мл). 

Противоион и количество положительно заряженных групп фосфора не влияли на 

активность в отношении грамположительных бактерий. Эти соединения не 
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являются субстратами эффлюкс насоса, что говорит об их способности избегать 

развития устойчивости у бактерий. Однако, вещества оказались токсичными в 

отношении гепатоцитов человека (HepG2). Причем наиболее (более чем в 40 раз) 

токсичным оказался монокатионный аналог [Brunel et al., 2018].  

Другой пример сравнения моно – ди-, три- и тетракатионных фосфониевых 

солей (50-53) (Рисунок 10) провели Sommers с коллегами. Вещества отличались 

длиной алкильного радикала у атома фосфора, а у бисфосфониевых солей 

варьировалась еще и длина спейсера между катионными группами. Ожидаемо, что 

активность веществ сильно зависела от длины алкильного заместителя. Среди 

монокатионных аналогов (50) наибольшая активность в отношении S. aureus (в том 

числе MRSA) была у веществ с длиной липофильного радикала в 11-13 атомов 

углерода (МИК=0,5-1мкМ). В остальных случаях наиболее активными были соли 

с децильным радикалом (МИК=0,5-1 мкМ). Увеличение длины линкерной цепи 

незначительно повышало эффективность дикатионных производных (51). 

Наилучший результат среди всех протестированных соединений 

продемонстрировало бисфосфониевое производное с децильным радикалом и 

гексильной линкерной цепью, однако данное вещество было токсично на клетках 

крови человека. Увеличение числа фосфониевых групп не усиливало 

противомикробную активность, но снижало ее, как в случае с тетракатионными 

(53) производными (МИК в отношении S. aureus = 16 мкМ) [Sommers et al., 2022]. 

 

Рисунок 10 – Структурные формулы фосфониевых солей (50-54). 
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Часто фосфониевые соли включают в полимер для придания ему 

антимикробных свойств. Так были получены фотоотверждаемые покрытия с 

добавлением фторированной фосфониевой соли. Включение фосфониевой соли в 

полимер не оказывало существенного влияния на его физико-химические свойства, 

при этом придавало веществу антибактериальный эффект [Cakmakci et al., 2019]. 

Еще одним примером является малослойный графит, функционализированный 

тетрадецилтрифенил фосфония бромидом. Сам по себе графит не обладает 

антимикробными свойствами, однако при включении ТФФ+ фрагмента, 

антибактериальная активность возрастала с увеличением содержания ТФФ+ в 

смеси [Xie et al., 2011]. 

Но в некоторых случаях, полимеризация фосфониевых солей (или 

присоединение их к полимерному носителю) снижает антибактериальный эффект 

исходной соли. Как сообщается в работе Wylie с соавторами, противомикробные 

свойства докузата трибутил(2-гидроксиэтил)фосфония (54) (Рисунок 10) 

снижались при введении в поливинилхлорид [Wylie et al., 2020].  

Как и в предыдущих случаях, активность полимерных солей зависит от 

длины алкильного радикала у атома фосфора. Например, описаны антимикробные 

целлюлозные фильтры, содержащие биоциды фосфония на поверхности. 

Наибольший эффект был продемонстрирован для наиболее гидрофобных 

соединений [Kanazawa et al., 1994]. 

1.3.4.4 Сравнение антимикробных свойств фосфониевых и аммониевых 

солей  

Часто в литературе авторы сравнивают антимикробную активность 

фосфониевых и аммониевых солей. На сегодняшний день применение нашли 

некоторые четвертично аммониевые соли (ЧАС) в качестве антисептических и 

дезинфицирующих средств: бензалкония хлорид (55) (Рисунок 11), мирамистин 

(56) (Рисунок 11). Основной механизм антимикробного действия ЧАС – это 

разрушение цитоплазматической мембраны, которое приводит к утечке клеточного 

содержимого. Однако и к этим соединениям микроорганизмы вырабатывают 

устойчивость [Hegstad et al., 2010]. 
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Рисунок 11 – Структурные формулы четвертичных аммониевых солей, 

используемых в качестве дезинфиирующих средств (55-56). 

 

Из-за большего атомного радиуса фосфора по сравнению с азотом, 

фосфониевые соли обладают более сильным поляризационным эффектом, в 

результате чего более активно взаимодействуют с отрицательно заряженной 

мембраной микроорганизмов. Множество исследователей провели сравнения 

антибактериальной активности ЧФС и ЧАС. В 90-х и 2000-х годах свойства 

фосфониевых солей исследовали группа авторов Kanazawa, Ikeda, Endo [Kanazawa 

et al., 2000]. Фосфониевые производные (57-58) оказались намного эффективнее 

аммониевых (59-60) аналогов (Рисунок 12): так воздействие фосфониевых 

производных в течение 30 минут приводило к гибели всех клеток S. aureus в 

образце, в то время как аммониевые производные не приводили к такому эффекту 

даже в течение 120 минут инкубации [Kanazawa et al., 1994].  

 

Рисунок 12 – Структурные формулы фосфониевых и аммониевых солей, 

описанные в работах Kanazawa с соавторами (57-60). 

 

Сравнение бисфосфониевых (61) (Рисунок 13) и аммониевых солей (62) 

(Рисунок 13), производных пиридоксина, провели Никитина с соавторами [Nikitina 

et al., 2016]. Оба производных проявили антимикробную активность. Однако 
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фосфониевые соли оказались немного более эффективны, особенно в отношении 

E. coli. Авторы также отмечают разные механизмы действия производных ЧАС и 

ЧФС: аммониевые соли были чувствительны к присутствию ионов кальция в среде, 

что говорит о том, что данные соединения интегрируются в мембрану. В то время 

как активность фосфониевого производного пиридоксина не изменялась в 

присутствии ионов кальция.  

 

Рисунок 13 – Структурные формулы фосфониевых и аммониевых солей, 

описанные в работах Никитиной Е.В. с соавторами (61-62). 

 

Более выраженные антимикробные свойства проявляют и полимерные ЧФС 

по сравнению с ЧАС. В обзоре Xue с коллегами приводится несколько таких 

примеров [Xue et al., 2015]. El-Newehy и другие сообщают, что хитозан, 

модифиированный ЧФС был более эффективен в отношении тестируемых 

штаммов бактерий и грибов чем ЧАС [El-Newehy et al., 2014]. Chang с соавторами 

получили полимерные ЧАС и ЧФС, содержащие полифениленоксид. В данной 

работе фосфониевые соли воздействовали как на грамположительные, так и на 

грамотрицательные бактерии, в отличие от аммониевых производных, которые 

были эффективны только против грамотрицательных бактерий [Chang et al., 2010]. 

Преимущество фосфониевых солей перед аммониевыми заключается не 

только в улучшенной антимикробной активности, но и в способности избегать 

резистентности у различных микроорганизмов. Так в работе Michaud с соавторами 

были рассмотрены аммониевые и фосфониевые соединения, эффективные в 

отношении бактерий Acinetobacter baumannii. При тестировании веществ на 35 

устойчивых клинических изолятах A. baumannii было отмечено, что исследуемые 
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фосфониевые соединения были более активными по сравнению в ведущими 

коммерческими ЧАС. Тем не менее, было выявлена корреляция между 

резистентностью к антибиотику Колистину и ЧАС. Панрезистентный изолят 

устойчивый к колистину, проявлял резистентность и к протестированным ЧАС. 

Однако фосфониевое производное сохраняло эффективность против данного 

штамма. Кроме того, авторы пытались изучить развитие устойчивости у 

исследуемых соединений, однако при обработке фосфониевыми солями, не 

наблюдалось появления устойчивых мутантов. Вещества были также эффективны 

против биопленок [Michaud et al., 2022]. 

Однако не всегда различия между аммониевыми и фосфониевыми 

производными значительно отличаются. Так в работе Sivapragasam с коллегами 

вещества проявили сходную активность, а основной вклад в токсичность вносил не 

катион, а анион [Sivapragasam et al., 2019]. Явных различий не наблюдалось и в 

другой работе, где авторы сравнивали активность против биопленок у 

пиллар[5]аренов, содержащих фосфониевые фрагменты (63, 64, 67) и их 

аммониевых аналогов (65, 66, 68) (Рисунок 9) [Joseph et al., 2016].  

В некоторых же случаях фосфониевые соли уступают аммониевым. Так в 

работе Каюмова с соавторами было показано, что несмотря на то, что МИК в 

отношении планктонных клеток у исследованных соединений был примерно на 

одном уровне, фосфониевые соли значительно уступали ЧАС в отношении 

биопленок. Тем не менее, производные фосфониевых солей были менее токсичны 

в отношении клеточных линий человека [Kayumov et al., 2015]. 

 

Рисунок 14 – Структурные формулы аналогов фосфониевых и аммониевых 

солей (63-68). 
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1.3.5 Фосфониевые соли, обладающие антимикробными и 

цитотоксичскими свойствами  

Учитывая вышесказанное, наблюдается сходство между цитотоксическим и 

антимикробным действием фосфониевых солей: схожая зависимость структура-

активность, схожий механизм действия, основанный на проникновении веществ 

через мембраны, широкий спектр активности и отсутствие четкой молекулярной 

мишени. Не удивительно, что многие ученые рассматривают фосфониевые соли в 

качестве биоцидов двойного действия (противоопухолевого и антимикробного). 

Главным преимуществом этого подхода является возможность одновременно с 

химиотерапией опухоли проводить профилактику и лечение инфекционных 

заболеваний, которые часто возникают при лечении рака.  

Например, фосфониевые соли, производные пиридоксина 

продемонстрировали антибактериальную активность в отношении 

грамположительных бактерий S. aureus (МИК соединения лидера (69) (Рисунок 15) 

= 4 мкг/мл) и клеток рака молочной железы MCF-7 (IC50= 3,7 мкМ) [Shtyrlin et al., 

2016]. В другой работе были рассмотрены производные розмариновой кислоты, 

модифицированные фосфониевыми солями (70) (Рисунок 15). Сама по себе 

розмариновая кислота обладает как антимикробными, так и противоопухолевыми 

свойствами. Однако модификация фосфониевыми солями усилила ее активность в 

несколько раз [Fialová et al., 2019]. Фосфониевые производные салициловой (СК) 

(71) и ацетилсалициловой кислот (АСК) (72) (Рисунок 15), описанные в работе 

Цепаевой с соавторами также активны в отношении нескольких опухолевых 

клеточных линий. IC50 наиболее активных соединений = 0,6–1,9 мкМ. Кроме того, 

вещества продемонстрировали высокую антимикробную активность. Самая низкая 

МИК для производных СК и АСК составила 4 и 1 мкМ соответственно [Tsepaeva et 

al., 2021]. Возможна модификация фосфониевыми солями известных препаратов, 

способных обладать двойным действием. Например, 5-фторурацил, известный 

противоопухолевый препарат, обладающий антимикробным действием (МИКS.aureus 

= 2 мкг/мл, МИКE.coli = 16 мкг/мл) был модифицирован тригексилфосфониевым 

фрагментом (73) (Рисунок 15), в результате чего антимикробная активность 
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вещества немного улучшилась (МИКS.aureus = 1 мкг/мл, МИКE.coli = 8 мкг/мл). К 

сожалению, в данной работе не рассматривался противоопухолевый потенциал 

изучаемых производных [Patil et al., 2023]. 

 

Рисунок 15 – Структурные формулы фосфониевых солей, обладающих 

двойной: антимикробной и противоопухолевой активностью (69-73). 

 

1.3.6 Другие биологические свойства фосфониевых солей 

Фосфониевые соли могут обладать активностью в отношении 

паразитических простейших. Так в серии работ Dardonville с соавторами 

описываются производные фосфониевых солей, эффективные против Trypanosoma 

brucei. Вещества останавливают клеточный цикл простейших на стадии G1, 

предотвращая переход к синтетической фазе. Авторы отмечают воздействие 

соединений на митохондрии: снижение митохондриального мембранного 

потенциала и уровня АТФ [Dardonville et al., 2015; Alkhaldi et al., 2016; Luque-

Ortega et al., 2010]. 

Сообщается также о фосфониевых солях, обладающих противовирусной 

активностью. Nissim с соавторами получили силан-фосфониевые тонкие покрытия, 

которые эффективны против вирусов и биопленок [Nissim et al., 2023]. 

Трифенилфосфониевые производные хитозана, описанные Moura Junior с 

коллегами были эффективны против короновируса MHV-3 [de Moura Junior et al., 
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2023]. Xue с соавторами также удалось получить полимерные фосфониевые соли с 

противовирусным эффектом. Авторы предполагают, что эффективность 

исследуемых фосфониевых производных в отношении вируса гриппа связана с 

воздействием их на оболочку вируса, которая представляет собой липидную 

мембрану, и разрушением сайта связывания рецептора - оболочечного 

гликопротеина гемагглютинина (Рисунок 16 А-Б).  

 

Рисунок 16 – Механизм противовирусного действия фосфониевых солей 

предложенный Xue с соавторами (А) Связывание вируса гриппа с рецептором N-

ацетилсиаловой кислоты и поглощение клеточной мембраной (Б) проникновение 

фосфониевых солей в вирусную оболочку с последующим разрушением липидов 

(В) ингибирование аденовируса фосфониевыми солями при входе в клетку 

посредством блокирования связи между рецептором CAR и волокнистым белком 

(Г) связывание аденовируса с рецептором CAR, опосредованное белком 

клетчатки, и образование клариновой ямки.  

 

Однако более высокую активность вещества продемонстрировали в 

отношении аденовируса, вируса без оболочки, состоящего из икосаэдрического 

капсида, двухцепочечной ДНК и белков. В данном случае авторы предполагают, 

что механизм действия фосфониевых производных обусловлен 

инкапсулированием вируса, в результате чего блокируются его сайты связывания 

с клеткой (Рисунок 16 В-Г) [Xue et al., 2014; Xue, Xiao, 2016].  
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Заключение к обзору литературы 

Онкологические заболевания остаются серьезной угрозой для здоровья и 

жизни людей. Многие способы лечения рака, такие как радиотерапия, 

химиотерапия и хирургическое вмешательство, сопряжены с серьезными 

последствиями для пациентов. Одним из осложений является иммуносупрессия, 

что делает пациента более уязвимым для инфекций. Большое количество 

возбудителей инфекций, устойчивых к антибиотикам, усугубляет эту проблему.  

За счет липофильности и положительного заряда фосфониевые соли 

обладают широким спектром биологических свойств: цитотоксических, 

антимикробных, противовирусных и т.д. Эти соединения могут проникать через 

мембраны в ответ на ΔΨ. Например, митохондриальное нацеливание фосфониевых 

солей реализуется именно благодаря отрицательному мембранному потенциалу 

митохондрий. Так в медицине и косметологии нашли применение 

митохондриально-направленные антиоксиданты – ионы Скулачева, производные 

пластохинона, модифицированные трифенилфосфониевым фрагментом.  

Ученые со всего мира сообщают о цитотоксических и антимикробных 

свойствах фосфониевых солей. Однако намного меньше внимания уделяется 

механизму действия этих соединений. Редко исследователи рассматривают 

фосфониевые соли как вещества двойного действия (т.е. обладающие 

антимикробными и противоопухолевыми свойствами) и проводят корреляцию 

между этими двумя свойствами. 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

2.1 Клеточные линии, используемые в работе 

В работе были использованы 12 опухолевых клеточных линий человека 

(Таблица 1). В качестве условно-нормальных моделей для оценки селективности 

действия использованы линии Chang Liver и RPMI-1788.  

Печень – это орган, который в большой степени подвержен повреждениям, 

возникающим в результате воздействия токсических веществ. Поэтому клетки 

печени могут являться хорошей моделью для оценки цитотоксичности 

тестируемых соединений. Клеточная линия Chang liver произошла из нормальной 

ткани печени. Клетки этой линии способны синтезировать характерные для клеток 

печени белки, в том числе щелочную фосфатазу печеночного типа [Ludueñ et al., 

1977]. Впоследствии было обнаружено, что эти клетки обладают группой 

хромосом, изначально описанной для клеток HeLa [Lavappa et al., 1976]. Но в 

дальнейшем было подтверждено, что клетки Chang liver обладают свойствами 

гепатоцитов: выявлена экспрессия функциональных белков печени, альбумина 

(ALB), цитохрома P450 3A4 (CYP3A4) и уридиндифосфатгликозилтрансферазы 

(UGT) [Chang, 1978]. А также клетки Chang liver не демонстрируют туморогенных 

свойств на иммунодефицитных мышах, в отличие от клеточной линии HepG2 

(клетки карциномы печени человека) [Yang et al., 2013]. 

Лимфобластоподобная линия RPMI-1788 получена из периферической крови 

здорового человека, поэтому ее можно рассматривать в качестве модели для 

оценки общей цитотоксичности in vitro [CLS Product Information: RPMI 1788]. 

Прямое сравнение адгезионных клеток и суспензионных является 

методологическим упрощением. Различия в метаболизме, типах роста и путях 

клеточной смерти могут влиять на чувствительность к соединениям. Однако 

использование данной суспензионной линии позволяет оценить избирательность 

действия соединений в отношении пролиферирующих клеток разного генеза. 
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Таблица 1 – Клеточные линии, используемые в работе.  

Наименов

ание 

Тип 

культуры* 

Происхождение 

линии 

Источник Среда, 

используемая для 

культивирования 

Chang 

liver 

А Гепатоцитоподобные 

клетки. 

НИЦ эпидемиологии 

и микробиологии 

имени Н. Ф. Гамале́и 

(Россия) 

Стандартная 

среда Игла-МЕМ 

RPMI 

1788 

С лейкоциты 

периферической 

крови здорового 

донора 

Институт Цитологии 

РАН (Россия) 

RPMI-1640 

M-HeLa 

клон 11 

А эпителиоидная 

карцинома шейки 

матки. сублиния 

HeLa. клон М-HeLa 11 

Институт Цитологии 

РАН (Россия) 

Стандартная 

среда Игла-МЕМ 

MCF-7 А аденокарцинома 

молочной железы 

Институт Цитологии 

РАН (Россия) 

Стандартная 

среда Игла-МЕМ 

HuTu 80 А аденокарцинома 

двенадцатиперстной 

кишки 

Институт Цитологии 

РАН (Россия) 

Стандартная 

среда Игла-МЕМ 

PANC-1 А карцинома 

поджелудочной 

железы 

Институт Цитологии 

РАН (Россия) 

Стандартная 

среда Игла-МЕМ 

А 549 А карцинома легкого Институт Цитологии 

РАН (Россия) 

Стандартная 

среда Игла-МЕМ 

Т 98G А глиобластома Институт Цитологии 

РАН (Россия) 

Стандартная 

среда Игла-МЕМ 

Hep G2 А карцинома печени Институт Цитологии 

РАН (Россия) 

Стандартная 

среда Игла-МЕМ 

HL-60 С периферическая 

кровь. 

промиелоцитарная 

лейкемия 

Институт Цитологии 

РАН (Россия) 

RPMI-1640 

PC-3 А Аденокарцинома 

предстательной 

железы 

Типовая коллекция 

клеточных культур 

(ATCC. USA) 

Стандартная 

среда Игла-МЕМ 

SK-OV-3 А аденокарцинома 

яичника 

Клеточный 

репозиторий CSL 

(Германия). 

ДМЕМ F12 

A-375 А злокачественная 

меланома 

Клеточный 

репозиторий CSL 

(Германия). 

ДМЕМ 

DU-145 А карцинома 

предстательной 

железы 

Клеточный 

репозиторий CSL 

(Германия). 

Стандартная 

среда Игла-МЕМ 

* - указание типа клеточной культуры, где А – адгезивная линия, С – суспензионная линия 
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Таким образом, применение вышеуказанных клеточных линий обусловлено 

доступностью и воспроизводимостью для первичного скрининга, что позволило 

оценить общую цитотоксичность соединений in vitro. Ограничения моделей 

учтены при интерпретации результатов.  

Описание и приготовление питательных сред, перечисленных в таблице, 

указано ниже. Все клеточные линии выращивали при температуре 37°С в 

атмосфере, содержащей 5% СО2. Для открепления клеток от субстрата 

использовали раствор, содержащий смесь Трипсина (0,25%) (ПанЭко, Россия) и 

Версена (0,02%) (ПанЭко, Россия) в соотношении 1:3 по объему. 

Стандартная среда Игла-Мем (ПанЭко, Россия) используется с добавлением 

10% фетальной бычьей сыворотки и 1% растворa незаменимых аминокислот 

(ПанЭко, Россия). Среда RPMI-1640 (ПанЭко, Россия) используется с добавлением 

20% фетальной бычьей сыворотки. Среда ДМЕМ F12 (ПанЭко, Россия) – с 

добавлением 5% фетальной бычьей сыворотки и 2мМ L-глутамина. Среда ДМЕМ 

с глутамином (ПанЭко, Россия) используется с добавлением 1% незаменимых 

аминокислот и 10% фетальной бычьей сыворотки.  

2.2 Штаммы тест-микроорганизмов, используемые в работе 

В работе были использованы следующие штаммы микроорганизмов. 

Грамположительные бактерии Staphylococcus aureus ATCC 6538P FDA 209P, 

Bacillus cereus ATCC 10702 NCTC 8035, Enterococcus faecalis ATCC 29212, 

грамотрицательные бактерии Escherichia coli ATCC 25922 и грибы Candida albicans 

ATCC 10231, которые были получены из государственной коллекции патогенных 

микроорганизмов и клеточных культур «ГКПМ – Оболенск». Резистентные 

штаммы Staphylococcus aureus MRSA-1 и MRSA-2 были предоставлены 

бактериологической лабораторией Республиканской Клинической Больницы 

Республики Татарстан (РКБ РТ).  

Для культивирования микроорганизмов были использованы стандартные 

питательные среды Мюллера-Хинтона (Condalab, Испания) для культивирования 

бактерий и Сабуро (БТН, Россия) для выращивания грибов. Инкубацию бактерий 

проводили при 37°С, грибов – при 25°С. 
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2.3 Химические соединения и реагенты, используемые в работе 

В работе были исследованы два гомологичных ряда новых производных 

фосфониевых солей: Дифенилалкил-2-гидроксифенилэтенилфосфоний хлориды 

(первый ряд соединений) и Алкил-2-гидроксибензилфосфоний хлориды (второй 

ряд соединений) (Рисунок 17). Данный класс соединений характеризуется 

наличием ковалентно связанного фармакофорного фенольного фрагмента, а также 

заменой одного из фенильных колец ТФФ+ на алкильные цепи, что позволяет легко 

управлять липофильностью производных. Вещества были синтезированы в 

лаборатории фосфорсодержащих аналогов природных соединений ИОФХ им. А.Е. 

Арбузова – Обособленного структурного подразделения ФИЦ КазНЦ РАН.  

 

Рисунок 17 – Структурные формулы исследуемых фосфониевых солей. 

Дифенилалкил-2-гидроксифенилэтенилфосфоний хлориды (первый ряд 

соединений) (1a-8а); Алкил-2-гидроксибензилфосфоний хлориды (второй ряд 

соединений) 1б-8б. 

 

В качестве препаратов сравнения были использованы субстанции 

антибиотиков: Норфлоксацин (Sigma, США), Кетоконазол (Fisher Bioreagents, 

США), Амоксициллин (Sigma, США), Грамицидин С (Sigma, США), 

Доксорубицин (Sigma, США). 

2.5 Изучение цитотоксических свойств фосфониевых солей 

2.5.1 Определение гемолитической активности 

Гемолитическую активность соединений оценивали путем сравнения 

оптической плотности раствора исследуемого соединения с оптической 

плотностью раствора крови крысы при 100% гемолизе. Забор крови проводили из 
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кончика хвоста крыс аутбредной линии Wistar (самцы, возраст 3-4 месяца, масса 

тела – 300-350 г) в соответствии с протоколом этического комитета ФИЦ КазНЦ 

РАН № 24/1 от 4 октября 2024 г. В работе изучали гемолитическую активность 

исследуемых соединений в диапазоне значений МИК в отношении тест-штаммов 

микроорганизмов, растворы которых готовили в физиологическом растворе (0,9% 

NaCl) (с добавлением 5% ДМСО). Измерение оптической плотности супернатанта 

проводили на микропланшетном ридере Invitrologic (Россия) при λ=540 нм 

[Voloshina et al., 2021]. Эксперимент проводили в трех повторах. 

Расчет НС50, (концентрация вещества, при которой происходит разрушение 

50% эритроцитов) производился с помощью онлайн-калькулятора: MLA - 

«Калькулятор Quest Graph ™ IC50» [AAT Bioquest, Inc].  

2.5.2 Оценка цитотоксичности на клеточных линиях человека с 

помощью МТТ -теста 

Цитотоксичность соединений в отношении культур клеток оценивали с 

помощью МТТ теста. В данном методе используется желтый тетразолевый 

краситель 3-(4,5- Диметилтиазол-2- ил)-2,5- дифенилтетразолия бромид (реагент 

МТТ), который в живых клетках под действием НАД(Ф)Н-зависимых 

оксидоредуктазных ферментов восстанавливается до формазана [MTT Assay 

Protocol]. 

Адгезивные культуры клеток засевали в количестве 105 клеток/мл в 96-

луночные одноразовые планшеты с плоским дном. Суспензионные клеточные 

культуры в количестве 105 клеток/мл выращивали в V-образных планшетах. Клетки 

инкубировали в СО2 инкубаторе в течение 24 ч. Затем добавляли растворы 

исследуемых соединений и снова культивировали в течение суток. Затем отбирали 

питательную среду и окрашивали раствором МТТ (0,5 мг/мл) (Sigma, США). Через 

4 ч инкубации, образовавшиеся нерастворимые фиолетовые кристаллы формазана 

растворяли в ДМСО. Оптическую плотность раствора измеряли с помощью 

микропланшетного ридера Invitrologic (Россия) при λ=540 нм. Эксперимент 

проводили в трех повторах три независимых раза. 



57 
 

Расчет IС50, (концентрация полумаксимального ингибирования – это 

концентрация вещества, вызывающая гибель 50% клеток в популяции) 

производился с помощью онлайн-калькулятора: MLA - «Калькулятор Quest Graph 

™ IC50» [AAT Bioquest, Inc]. В качестве препарата сравнения использовался 

Доксрубицин (Sigma-Aldrich, США).  

2.5.3 Оценка индукции апоптоза в клетках после воздействия 

исследуемых соединений 

Анализ проводили с использованием набора Annexin V-Alexa Fluor™ 

Apoptosis Detection Kit (Thermo, США) согласно стандартному протоколу, 

предоставленному производителем [Alexa Fluor® 488 Annexin V/Dead Cell 

Apoptosis Kit]. Для этого клетки M-HeLa снимали с культуральных флаконов и 

пересевали на 24 луночные планшеты, используя стандартные методики. В каждой 

лунке планшета содержалось 106 клеток. После 24 ч инкубации, к полученному 

монослою добавляли растворы исследуемых соединений. Затем, спустя сутки, 

клетки открепляли, суспензию осаждали при 2000 об/мин в течение 5 мин. После 

этого осадок дважды промывали холодным фосфатным буфером, снова осаждали 

при тех же условиях. Супернатант сливали и ресуспендировали осадок в 100 мкл 

биндинг буфера, являющегося компонентом набора «Annexin V- Alexa Fluor™ 

Apoptosis Detection Kit». Затем образцы инкубировали с красителями в количестве 

0,35 мкл Annexin V-Alexa Fluor и 0,1 мкл PI (Sigma-Aldrich, США) в течении 40 мин 

при 37 ºС в темноте. Детекцию результатов проводили на проточном цитометре 

(Guava easy Cyte, MERCK, США) по стандартным протоколам. Каждый образец 

онализировали в трех повторах. 

2.5.4 Оценка изменения митохондриального мембранного потенциала 

Оценку изменения митохондриального мембранного потенциала проводили 

с использованием Mitochondria Membrane Potential Kit (Sigma-Aldrich, США). В 

этом наборе используется катионный липофильный краситель JC-10, который 

накапливается в поляризованных митохондриях и образует J-агрегаты (λex = 

540/λem = 590 нм). При снижении митохондриального мембранного потенциала, 

митохондрии уже не могут удерживать краситель, и он переходит в форму J-
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мономеров (λex = 490/λem = 525 нм). Исследование проводили согласно 

стандартному протоколу, предоставленному производителем. Детекцию 

результатов проводили методом конфокальной микроскопии с помощью лазерного 

конфокального микроскопа LSM 780 (Carl Zeiss Group, Германия) (совместно с 

междисциплинарным центром «Аналитическая микроскопия») и методом 

проточной цитометрии с использованием проточного цитометра Guava easy Cyte 

(Merck, США). Исследование проводили трижды. 

2.5.5 Оценка уровня АФК в клетках 

Измерение клеточного окислительного стресса проводили с использованием 

красителя CellROX® Deep Red (Invitrogen, США), который не флуоресцирует в 

восстановленном состоянии и проявляет яркую флуоресценцию в красной области 

спектра (λex = 644/λem = 665 нм) при окислении активными формами кислорода. 

Эксперимент проводили согласно стандартному протоколу, предоставленному 

производителем [CellROX® Oxidative Stress Reagents].  

Клетки инкубировали в среде с добавлением исследуемых соединений в 

течение 24 ч, затем открепляли и промывали дважды PBS. Клетки осаждали 5 

минут при 2000 об/мин. К осадку добавляли питательную среду, содержащую 5 

мкМ красителя, инкубировали 30 мин при 37 ˚С. Затем отбирали среду и три раза 

промывали клетки PBS. Результаты получали методом проточной цитометрии 

(Guava easy Cyte, MERCK, США). Образцы анализировали в трех повторах. 

2.5.6 Оценка изменений клеточного цикла  

Изучение нарушений клеточного цикла проводили согласно опубликованной 

методике [Mamedov et al., 2022]. Клетки инкубировали в среде с добавлением 

исследуемых соединений в течение 24 ч, затем открепляли от субстрата и осаждали 

2000 об/мин в течение 5 мин, промывали фосфатно-солевым буфером (PBS) 

(ЭКОсервис, Россия) два раза. К осадку клеток добавляли 0,05 М фосфатно-

цитратный буфер (рН = 4,0; 7,7 мл 0,2 М Na2HPO4; 12,29 мл 0,1 М лимонной 

кислоты), перемешивали, затем центрифугировали 2000 об/мин в течение 5 мин. К 

осадку добавляли 0,125 мкл 0,1% Тритон Х-100, 2,5 мкл красителя PI (Sigma-

Aldrich, США) и 147,5 мкл PBS и инкубировали 60 мин при температуре 37˚С. 
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Детекцию результатов проводили трижды с использованием проточного цитометра 

Guava EasyCyte (Merck, США). 

2.5.7 Исследование адгезивных свойств клеток M-HeLa в режиме 

реального времени 

Оценка влияния исследуемых соединений на клетки M-HeLa в режиме 

реального времени была проведена при помощи хCELLigence S16 Real-time 

Analysis System RTCA (Acea Biosciences. США). Данный метод позволяет 

проводить непрерывный мониторинг адгезивных свойств клеток in vitro 

неинвазивным способом. В системе RTCA используются специальные планшеты, 

на дне которых расположены пластины, имеющие массив золотых электродов 

высокой плотности. Клетки, прикрепляясь ко дну планшета, влияют на 

электрический импеданс (комплексное электрическое сопротивление) массива. 

Программное обеспечение хCELLigence регистрирует эти изменения и преобразует 

их в значения клеточного индекса (CI). Когда в лунке клетки отсутствуют или не 

прикреплены к электродам, CI равен нулю. Таким образом, клеточный индекс – это 

безразмерный параметр, который отображает биологическое состояние клеточной 

популяции, включающее количество клеток, их жизнеспособность, морфологию и 

степень адгезии [Zhang, 2021]. 

В специальные 16-луночные планшеты (E-Plate) (Acea Biosciences, США) 

вносили питательную среду для измерения фона. Затем в лунки добавляли 

суспензию, содержащую 5×105 клеток M-HeLa и проводили измерения каждые 15 

мин в течение 24 ч в условиях культивирования клеток. Затем в лунки добавляли 

одинаковый объем растворов исследуемых соединений в различных 

концентрациях. В контрольные лунки вносили такой же объем питательной среды. 

В течение первых 6 ч измерения проводили с интервалом 30 сек, в последующие 

часы - с интервалом 15 мин. Для анализа результатов использовали программное 

обеспечение RTCA Software 2.0. Эксперимент проводили в трех повторах. 
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2.5.8 Мультиплексный анализ маркеров раннего апоптоза и 

генотоксичности  

Анализ проводили с использованием MILLIPLEX® 7-plex Early Apoptosis 

Magnetic Bead Kit и MILLIPLEX® MAP 7-plex DNA Damage/Genotoxicity Magnetic 

Bead Kit (Merck, США) согласно стандартным протоколам, предоставленным 

производителем. Панель MILLIPLEX® 7-plex Early Apoptosis Magnetic Bead Kit 

позволяет определить такие маркеры как Akt (pS473), BAD (Ser112), Bcl-2 (Ser70), 

p53 (Ser46), JNK (Thr183/Tyr185), активные каспаза-8 (Asp384) и каспаза-9 

(Asp315). Набор MILLIPLEX® MAP 7-plex DNA Damage/Genotoxicity Magnetic 

Bead Kit позволяет определить фосфорилированные Chk1 (Ser345), Chk2 (Thr68), 

H2A.X (Ser139), p53 (Ser15) а также общий уровень ATR, MDM2 and p21. 

Для подготовки образцов клетки инкубировали в присутствии исследуемых 

соединений в течение 24 ч, затем лизировали с использованием лизирующего 

буфера MILLIPLEX MAP (Merck, США), содержащего смесь ингибиторов протеаз 

P8340 (Sigma, США). Полученные лизаты клеток M-HeLa стандартизировали 

согласно общему уровню белка. Общий уровень белка измеряли с использованием 

реагента Бредфорда (Bio-Rad, США). Образцы анализировали в трех повторах. 

Значения интенсивности флуоресценции измеряли с помощью системы Luminex® 

MAGPIX® (Merck, США). 

2.6 Изучение антимикробных свойств фосфониевых солей 

2.6.1 Определение минимальной ингибирующей и бактерицидной 

(фунгицидной) концентрации. 

Для оценки антимикробной активности фосфониевых солей определяли 

минимальную ингибирующую (МИК) и бактерицидную/ фунгицидную (МБК/ 

МФК) концентрации методом серийных двукратных микроразведений в жидких 

питательных средах [CLSI M207, 2018]. Для этого делали смыв с ночной культуры 

тест-штамма стерильным физиологическим раствором (0,9% NaCl). Разведения 

исследуемых соединений готовили непосредственно в питательной среде с 

добавлением 5% диметилсульфоксида (ДМСО) для лучшей растворимости.  
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Бактериальную суспензию, содержащую 107 КОЕ/мл, вносили в лунки 96-

луночного планшета, содержащие питательную среду с добавлением исследуемых 

соединений в различных концентрациях. Микробная нагрузка в эксперименте 

составляла 3×105 КОЕ/мл для бактерий и 2×103 КОЕ/мл – для грибов. Образцы 

инкубировали при 37°С (бактерии), при 25°С (грибы) в течение 5 сут, ежедневно 

проводя мониторинг результатов. Минимальную концентрацию, при которой не 

обнаруживалось видимого роста, принимали за МИК. МБК/ МФК определяли 

путем пересева на агаризованную питательную среду инокулята из лунки, в 

которой не обнаруживалось видимого роста [CLSI, 1999]. МБК/ МФК определяли, 

как концентрацию, которая приводит к полной гибели микроорганизмов. 

Эксперимент проводили в трех независимых повторах. 

2.6.2 Исследование лекарственной резистентности  

Исследование развития лекарственной резистентности проводили по 

методике Lin с соавторами [Lin et al., 2017]. В качестве препаратов сравнения 

использовали известные антибактериальные препараты различных классов: 

Норфлоксацин, Амоксициллин, Кларитромицин. Определяли МИК для 

исследуемого соединения и препаратов сравнения как было указано выше. 

Результаты МИК снимали через 24 ч инкубации. Бактериальная взвесь S. aureus 

ATCC209p, полученная в присутствии 0,5×МИК для каждого вещества 

использовалась для дальнейшего определения соответствующей МИК. Подобные 

измерения проводили в течении 17 пассажей. Эксперимент проводили в 

трехкратной повторности. 

2.6.3 Исследования антимикробной активности фосфониевых солей по 

времени гибели 

Исследования антимикробной активности фосфониевых солей по времени 

гибели проводили согласно методике Sianglum с соавторами [Sianglum et al., 2011] 

с некоторыми изменениями. Суспензию ночной культуры S. aureus, содержащую 

5×105 КОЕ/мл, вносили в пробирки с жидкой средой Мюллера-Хинтона, 

содержащей исследуемые соединения в концентрациях МИК, 2×МИК, 4×МИК и 

10×МИК. В качестве контроля использовали образец без добавления фосфониевых 
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солей. Для определения количества жизнеспособных клеток, из пробирок высевали 

100 мкл суспензии в чашки с агаризованной средой Мюллера-Хинтона. Высев 

производили спустя 0, 30 мин, 1, 2, 4, 6 ч инкубации в трехкратной повторности. 

Посевы инкубировали при 37˚С в течение 72 ч и затем проводили подсчет колоний. 

Результаты представляли в форме графика зависимости log10 КОЕ/мл от времени. 

2.6.4 Влияние фосфониевых солей на биопленки S. aureus 

Анализ предотвращения образования и разрушения биопленки оценивали с 

помощью красителя кристаллического фиолетового (CV) [Kim et al., 2020] и 

желтого тетразолиевого красителя 3-(4,5- Диметилтиазол-2- ил)-2,5- 

дифенилтетразолия бромида (реагент МТТ) [Katsipis et al., 2023]. Краситель 

кристаллический фиолетовый – это основный краситель, который связывается с 

отрицательно-заряженными молекулами как на поверхности бактерий, так и во 

внеклеточном матриксе биопленки [Alonso et al., 2017]. Окрашивание красителем 

МТТ позволяет оценить метаболически-активные клетки, т.к. в результате 

восстановления желтой соли тетразолия образуются нерастворимые кристаллы 

формазана. Анализ проводили в одноразовых 96-луночных планшетах. 

Для оценки ингибирования образования биопленки, бактерии S. aureus в 

количестве 105 КОЕ/мл инкубировали в присутствии исследуемых соединений в 

бульоне Мюлера-Хинтона с добавлением 0,2% глюкозы при 37˚С в течение 24 ч. В 

качестве контроля использовали микроорганизмы, которые не подвергались 

воздействию исследуемых соединений. Затем клеточную суспензию отбирали и 

лунки планшета промывали дважды стерильной дистиллированной водой для 

удаления планктонных клеток. Планшеты высушивали при 37˚С. Затем каждую 

лунку окрашивали 100 мкл 0,1% раствора CV или раствором МТТ в концентрации 

1 мг/мл. Через 30 мин лунки дважды промывали дистиллированной водой и 

добавляли 100 мкл растворителя (96% этилового спирта для растворения красителя 

кристаллического фиолетового и ДМСО для растворения кристаллов формазана). 

Оптическую плотность измеряли на микропланшетном ридере Invitrologic (Россия) 

при 540 нм.  
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Для определения степени разрушения образовавшейся биопленки под 

воздействием фосфониевых солей, суспензию микроорганизмов в количестве 105 

КОЕ/мл засевали в 96-луночный планшеты и инкубировали 24 ч при 37ºС. Затем 

отбирали питательную среду вместе с планктонными клетками и добавляли 

растворы исследуемых соединений в стерильной питательной среде. Затем снова 

инкубировали 24 ч при 37ºС. После инкубации, лунки планшета промывали, 

окрашивали и детектировали как было описано выше. Влияние фосфониевых солей 

на биопленки исследовали трижды в трех независимых повторах. 

Уровень ингибирования (разрушения) биопленки определяли по формуле (2): 

Ингибирование (разрушение) биопленки, % = (1 −
ОПопыт

ОПконтроль
) ∗ 100%,      (2) 

где ОПопыт – оптическая плотность в лунке после воздействия исследуемых 

фосфониевых солей, ОПконтроль – оптическая плотность в контрольной лунке. 

2.6.5 Оценка влияния фосфониевых солей на целостность 

цитоплазматической мембраны бактерий 

Воздействие исследуемых фосфониевых солей на проницаемость 

цитоплазматической мембраны изучали методом окрашивания бактерий 

флуоресцентным красителем йодидом пропидия (PI). Этот интеркалирующий 

краситель способен проникать через повреждённую мембрану и связываться с 

молекулой ДНК.  

Ночную культуру S. aureus подращивали до середины логарифмической 

фазы в бульоне Мюллера-Хинтона. Дважды промывали в физиологическом 

растворе и центрифугировали при 5000 об/мин в течении 10 мин. Клетки 

ресуспендировали в физиологическом растворе до 2×108 КОЕ/мл. Полученную 

суспензию добавляли к растворам исследуемых соединений в соотношении 1:1, 

инкубировали 30 мин при 37ºС. Затем к образцам добавляли краситель PI до 

конечной концентрации 1,5 мкМ, инкубировали в темноте при 37ºС в течение 60 

мин. Интенсивность флуоресценции измеряли на планшетном ридере Infinite M200 

PRO (Tecan, Швейцария) при длине волны возбуждения 544 нм и длине волны 



64 
 

испускания 620 нм [Tyagi et al., 2015]. Эксперимент проводили в трех 

повторностях. 

Визуализацию результатов проводили с использованием набора 

LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit. В данном случае бактериальную 

суспензию окрашивали двумя красителями: SYTO™ 9 и PI согласно протоколу, 

предоставленному производителем. Изображения получали при помощи 

флуоресцентного микроскопа Nikon eclipse Ci-S (Nikon, Japan).  

2.6.6 Оценка изменения мембранного потенциала бактерий S. aureus 

Анализ деполяризации цитоплазматической мембраны бактерий проводили 

с использованием флуоресцентного красителя DiSC3(5) (3',3'-

дипропилтиадикарбоцианин) по методике Winkel с коллегами с некоторыми 

изменениями [Winkel et al., 2016]. Цианиновый краситель DiSC3(5) в растворе 

проявляет максимальную интенсивность флуоресценции при длинах волн 

возбуждения/ испускания 622/670 нм, но проникая в поляризованные клетки, 

демонстрирует сдвиг максимума эмиссии до 688 нм и значительное снижение 

интенсивности флуоресценции. При деполяризации мембраны интенсивность 

флуоресценции растет за счёт выхода красителя из клеток [Smith et al., 1981]. 

Ночную культуру S. aureus подращивали до середины логарифмической 

фазы, дважды промывали в физиологическом растворе и центрифугировали при 

5000 об/мин в течение 10 мин. Суспензию микроорганизмов доводили до 108 

КОЕ/мл и инкубировали в присутствии исследуемых соединений в течение 30 мин 

при 37 ºС. затем добавляли краситель DiSC3(5) (BLDpharm, Китай) до конечной 

концентрации 1 мкМ, инкубировали 5 мин в темноте. Детекцию результатов 

проводили с помощью флуоресцентного спектрофотометра Hitachi F-7100 

(Япония) при длине волны возбуждения 622 нм и длине волны испускания 640-750 

нм. Иссследование проводили в трех повторностях. 

2.6.7 Анализ морфологических изменений S. aureus методом 

просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ) 

Анализ морфологических изменений бактериальных клеток методом ПЭМ 

проводили совместно с Междисциплинарным центром «Аналитическая 
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микроскопия» (КФУ, Казань). Суспензию бактерий инкубировали в присутствии 

исследуемых соединений при 37°С в течение часа. Подготовку образцов проводили 

по ранее опубликованной методике [Terekhova et al., 2022]. Микроскопическое 

исследование образцов осуществлялось в HR-TEM режиме на просвечивающем 

электронном микроскопе Hitachi HT 7700 Excellence при ускоряющем напряжении 

100 кэВ с разрешением 0,144 нм. По набору эталонных ПЭМ-изображений из 

литературных данных отмечены характерные морфологические изменения [Li et 

al., 2017; Hartmann et al., 2010; Aruldass et al., 2018; Kim et al., 2007; Xu et al., 2017; 

Zhou et al., 2017; Nishino et al., 1975; Kawai et al., 2009]. Затем проводили 

морфометрический анализ бактериальных клеток по полученным микрографиям. 

Подсчитывали общее число клеток, сохранивших свою целостность, количество 

делящихся клеток и количество клеток, только начавшие свое деление, а также 

проводился подсчет диаметра клеток. Все подсчеты проводили на площади равной 

775 кв. мкм. 

2.6.8 Анализ протеомного профиля S. aureus 

Исследование проводили совместно с междисциплинарным центром 

протеомных исследований ИФМиБ КФУ (Казань) и лабораторией физико-

химического анализа ИОФХ им. А.Е. Арбузова – ОСП ФИЦ КазНЦ РАН (Казань). 

Анализ протеомного профиля S. aureus осуществляли методом двумерного 

электрофореза белков с дифференциальным окрашиванием. Для проведения 

протеомных испытаний, суточную культуру Staphylococcus aureus вносили в 

количестве 100 мкл, содержащих 108 КОЕ/мл в растворы исследуемых соединений 

в питательной среде в концентрациях, соответствующих МИК и 10×МИК. Образцы 

инкубировали 1 ч при 37°С. Подготовку образцов проводили по ранее 

опубликованной методике [Terekhova et al., 2022]. 

Идентификацию белков проводили с помощью масс-спектрометра 

UltrafleXtreme (Bruker) и поисковой машины MASCOT, используя базу данных 

Staphyl_aur_sub_aur. В параметрах поиска указывали 1 возможный пропущенный 

сайт трипсинолиза, ошибка MS – 0,3 Да, вероятная модификация – окисление 

метионина. 
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2.7 Статистическая обработка результатов 

Статистическая обработка полученных данных проведена с помощью 

программного обеспечения Microsoft Office Excel 2016 и Past4.17. Расчет IС50, HC50 

производился с помощью онлайн-калькулятора: MLA - «Калькулятор Quest Graph 

™ IC50». Нормальность распределения оценивали с применением критерия 

Колмогорова – Смирнова и Шапиро-Уилка. Для анализа данных с нормальным 

распределением использовали дисперсионный анализ ANOVA с применением 

критерия Даннета. Достоверность различий для данных с ненормальным 

распределением оценивали с использованием U-критерия Манна-Уитни с учетом 

поправки Бонферрони на множественные сравнения. Различия считали значимыми 

при значении р ≤0,05. Табличные и графические данные содержат средние 

значения и стандартное отклонение.  
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3 РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

3.1 Изучение цитотоксических свойств фосфониевых солей 

3.1.1 Определение гемолитической активности исследуемых 

фосфониевых солей 

Внутривенная инъекция является одним из возможных путей введения 

препарата, в таком случае клетки крови первыми столкнутся с потенциально-

токсичными веществами. Разрушение мембраны эритроцитов легко детектируется, 

благодаря содержанию в этих клетках гемоглобина. Таким образом, оценка 

гемолиза является простым скрининг-тестом, позволяющим составить начальное 

представление о токсичности вещества и в дальнейшем перейти к исследованиям 

на более сложных моделях [Tramer et al., 2012].  

Данные гемолитической активности представлены в таблице 2 в значениях 

НС50 (концентрация, при которой наблюдается разрушение 50% эритроцитов). 

Исследования проводили в диапазоне концентраций 1 – 500 мкМ. 

Протестированные вещества продемонстрировали низкую гемолитическую 

активность по сравнению с препаратом сравнения Грамицидином С. Фосфониевые 

соли с меньшей длиной алкильного радикала (1-4а, 1-3б) не приводили к сильному 

разрушению эритроцитов в диапазоне исследуемых концентраций (HC50 >500 

мкМ). Значения HC50 в ряду соединений 5а – 8а уменьшались с увеличением их 

липофильности от 138 до 59 мкМ. Соединения 2-го ряда не продемострировали 

такую же четкую зависимость гемотоксичности от длины алкильного радикала. 

Значения HC50 соединений 4б-7б варьировали от 23 до 54 мкМ. Однако соединение 

8б продемонстрировало HC50 = 211 мкМ, что может свидетельствовать о том, что 

увеличение длины алкильного радикала до октадецильного является критичным 

для данного вида активности. 

3.1.2 Цитотоксичность исследуемых фосфониевых солей на клеточных 

линиях человека 

Был проведен скрининг шестнадцати производных фосфониевых солей на 14 

клеточных линиях человека. Полученные значения полумаксимальных 

ингибирующих концентраций (IC₅₀), представленные в Таблице 3 и 4, 
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демонстрируют выраженную зависимость биологической активности от 

структурных особенностей исследуемых соединений. Наиболее значимым 

фактором, определяющим цитотоксичность соединений как в отношении 

агдезивных, так и суспензионных клеточный линий, является длина алкильного 

заместителя, непосредственно влияющая на липофильность молекул. 

 

Таблица 2 – Гемолитическая активность фосфониевых солей.  

№ соединения HC50, мкМ № соединения HC50, мкМ 

1а >500 1б >500 

2а >500 2б >500 

3а >500 3б >500 

4а >500 4б 50,54±6,9 

5а 137,8±10,5 5б 22,56±3,5 

6а 70,5±8,1 6б 54,38±6,4 

7а 68,3±8,1 7б 33,4±5,9 

8а 58,65±5,1 8б 211,4±11,6 

Грамицидин С 9,4±0,8   

 

В первом ряду исследованных соединений (1a-8a), для которого характерна 

более объемная структура катиона, наблюдается отчетливый скачок активности 

при удлинении алкильного радикала с бутильного (соединение 4a) до пентильного 

(соединение 5a), что свидетельствует о достижении необходимого баланса 

липофильности. Так, для линии M-HeLa значение IC₅₀ снижается с 40,0 мкМ до 6,5 

мкМ, то есть более чем в 6 раз. Соединения с длиной алкильного заместителя от 

пентильного до октильного (5a–8a) проявили себя как наиболее активные в данном 

ряду, демонстрируя широкий спектр цитотоксического действия с IC₅₀ в диапазоне 

3,8-9,3 мкМ для большинства опухолевых линий (M-HeLa, PC-3, A-375, Du-145, 

MCF-7, SK-OV-3). 
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В ряду алкил-2-гидроксибензилфосфоний хлоридов, отличающихся более 

простым строением катиона, оптимальный диапазон смещен в сторону большей 

гидрофобности и наблюдается для веществ, содержащих при атоме фосфора от 

децильного до тетрадецильного радикала (соединения 4б–6б). Соединение 5б 

(додецильное производное) оказалось наиболее активным не только в своем ряду, 

но и среди всех синтезированных соединений, показывая значения IC₅₀, 

сопоставимые с таковыми для доксорубицина, на ряде линий: 2,6 мкМ (M-HeLa), 

4,9 мкМ (A-375), 3,5 мкМ (Du-145), 2,0 мкМ (SK-OV-3). Стоит отметить резкое 

снижение активности при переходе к октадецильному заместителю у атома 

фосфора, его цитотоксичность падает до уровня неактивных или слабоактивных 

соединений (IC₅₀ от 24,6 до 93,5 мкМ). Вероятно, увеличение липофильности 

приводит к ухудшению фармакокинетических свойств молекулы, возможно, из-за 

агрегации в водной среде или нарушения оптимального механизма взаимодействия 

с биологическими мишенями. 

Анализ чувствительности различных клеточных линий выявил, что наиболее 

восприимчивыми к действию исследованных фосфониевых солей являются линии 

карциномы шейки матки M-HeLa, карциномы простаты Du-145 и PC-3, меланомы 

A-375 и рака молочной железы MCF-7. Соединения второго ряда также 

демонстрируют высокую активность в отношении клеток промиелоцитарной 

лейкемии HL-60 (IC₅₀ соединений 3б-5б варьируют от 4,1 до 6,4 мкМ). Напротив, 

линия немелкоклеточного рака легкого A-549 проявила наивысшую устойчивость, 

особенно к соединениям первого ряда (IC₅₀ >100 мкМ для соединений 1a-3a, 17,6–

43,5 мкМ для 4a-8a).  

 

 



70 
 

 

Таблица 3 – Цитотоксичность исследованных фосфониевых солей в отношении адгезионных клеточных линий человека. 

IC50, мкМ 

 M-HeLa PC-3 A-375 Du-145 Hep G2 MCF-7 SK-OV-3 PANC-1 HuTu 80 А 549 T 98G Chang liver 

1a 70 ± 6,3 17,4±1,7 16,1±1,5 24,6±1,9 20,7±1,5 30,6±3,2 16,7±1,9 22,4 ± 2,1 24,9±2,1 >100 20,7±2,1 28,5± 2,1 

2a 80 ± 6,9 21,3±2,0 23,7±2,2 23,3±2,1 13,1±2,1 28,2±2,7 53,5±12,1 19,7 ± 1,9 23,9±2,1 >100 28,1±2,3 28,1± 1,9 

3a 40 ± 3,5 15,5±1,5 47,5±5,5 33±2,8 11,7±1,6 24,9±2,5 10,3±2,5 25,0± 2,1 22,3±2,0 >100 20,2±1,8 14,1± 1,3 

4a 40 ± 3,9 8,2±0,8 12,8±1,1 23±2,2 12,8±0,3 15,3±1,6 6,0±1,1 19,4 ± 1,5 6,3±0,5 43,5±4,1 11,7±1,0 21,9 ± 2,0 

5a 6,5 ± 0,6 17,7±2,2 6,8±0,7 14±1,9 9,3±3,6 6,3±0,5 5,2±1,3 19,3± 1,6 6,7±0,6 42,0±4,1 19,2±1,7 14,1 ± 1,3 

6a 6,1 ± 0,6 15,5±1,6 9,2±0,8 11,8±1,5 11±2,5 5,6±0,7 5,4±0,8 19,3 ± 1,9 6,5±0,6 34,2±3,0 28,6±2,5 14,8 ± 1,4 

7a 4,6 ± 0,4 17,3±1,9 7,7±,0,8 10,6±2,1 13,1±5,5 4,9±0,5 5,4±0,9 16,6 ± 1,5 4,5±0,3 17,6±1,5 21,2±1,9 20,2 ± 1,7 

8a 6,4 ± 0,5 7,8±0,8 6,7±1,7 12,3±1,1 3,9±3,3 3,8±0,5 5,8±0,5 15,7 ± 1,3 10,8±0,9 36,8±3,5 26,5±2,3 31,8 ± 3,0 

1б 50,0 ± 3,9 11,6±1,1 40,4±4,5 49,2±5,9 83±6,9 86,0±7,3 35,3±9,1 82,0 ± 6,7 55,2±5,1 98,5±9,7 >100 65,3 ± 5,1 

2б 5,5 ± 0,4 15,4±1,4 11,7±2,2 27,1±3,2 26,3±2,3 32,8±2,7 16,5±2,3 40,0 ± 3,2 32,0±3,0 35,3±3,1 >100 41,6 ± 3,5 

3б 3,7 ± 0,3 6,9±0,7 15,1±1,3 17,1±2,5 25,7±2,1 12,5±0,9 9,3±1,2 12,5 ± 1,1 13,2±1,1 25,5±2,2 25,0±2,1 46,3 ± 3,8 

4б 3,4 ± 0,2 4,5±0,5 5,9±0,6 3,9±0,4 12,3±1,2 13,2±1,1 2,6±0,5 26,3 ± 2,3 11,1±1,0 51,9±5,0 22,3±2,0 45,7 ± 3,6 

5б 2,6 ± 0,1 10,4±1,2 4,9±0,5 3,5±0,5 9,8±0,7 7,2±0,6 2±0,1 25,3 ± 2,1 4,8±0,5 28,1±2,8 7,7±0,7 42,8 ± 3,3 

6б 3,5 ± 0,3 11±1,3 10,5±1,2 11,8±2,1 6,6±0,5 6,6±0,5 5,4±0,9 25 ± 2,1 6,2±0,6 49,4±4,8 27,2±2,4 42,3 ± 3,4 

7б 3,2 ± 0,2 4,1±0,4 14,8±1,3 15,8±1,4 12,6±1,1 13,2±1,2 4,9±0,6 25,7 ± 2,2 6,5±0,6 62,6±6,2 >100 45,2 ± 3,8 

8б 68 ± 5,2 28,6±5,5 24,6±2,5 27,3±3,9 73±6,1 18,2±1,4 22,6±1,9 65,0 ± 4,8 53,1±4,9 93,5±9,0 59,7±5,5 69,0 ± 5,5 

Докс* 3,0±0,3 1,5±0,6 1,3±0,1 0,9±0,1 3,3±0,2 3,1±1,6 0,5±0,1 3,2±0,2 3,0±0,2 3,0±0,2 5,7±0,5 3,0±0,3 

* — Доксорубицин
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Таблица 4 – Цитотоксичность исследованных фосфониевых солей в 

отношении суспензионных клеточных линий человека.   

№ 

соединения 

IC50, мкМ № 

соединения 

IC50, мкМ 

HL-60 RPMI 1788 HL-60 RPMI 1788 

1a 26,8±3,6 27,73±5,1 1б 35,5±5,5 32,0±2,6 

2a 57,8±6,9 15,8±1,3 2б 7,7±1,2 10,8±2,2 

3a 27,5±2,1 31,4±2,5 3б 4,1±0,3 15,6±6,5 

4a 21,4±1,5 22,2±1,2 4б 5,9±1,6 19,6±3,6 

5a 20,7±3,3 7,7±0,5 5б 6,43±1,13 23,9±5,6 

6a 16,8±6,5 12,6±2,1 6б 15,6±3,6 39,0±5,9 

7a 13,8±0,9 12,1±0,9 7б 6,8±1,1 17,6±2,5 

8a 14,9±1,3 25,1±10,6 8б 12,4±0,9 35,4±4,6 

Докс* 1,7±1,89 3,25±0,37    

* — Доксорубицин 

 

3.1.3 Оценка селективности соединений в отношении раковых 

клеточных линий человека 

Для оценки избирательности действия веществ был рассчитан индекс 

селективности (ИС) - отношение токсичной концентрации образца к его 

эффективной биоактивной концентрации. Вещество считается 

высокоселективным при ИС ≥10 [Indrayanto et al., 2021], однако в некоторых 

источниках высокоселективным считают и соединения, чей ИС ≥3 

[Weerapreeyakul et al., 2012]. 

Селективность цитотоксического действия соединений на раковые 

клетки оценивалась как отношение IC50 в отношении условно нормальных 

клеточных линий к IC50 в отношении опухолевых линий. В качестве условно-

нормальных линий были использованы гепатоцитоподобные клетки Chang 

liver (Таблица 5) и лейкоциты периферической крови RPMI 1788 (Таблица 6). 

Вещества второго ряда также показали себя как более селективные. В 

отношении клеток M-HeLa ИС соединений 3б-7б ≥10 при сравнении с IC50 

клеток Chang liver и ИС соединения 6б ≥10 при сравнении с IC50 клеток RPMI 
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1788. Селективность соединений первого ряда не превышает 10. Так у 

соединения-лидера 8а ИС на клетках M-HeLa, Hep G2, MCF-7 и SK-OV-3 

равен 5,0, 8,1, 8,4 и 5,5 соответственно. 

 

Таблица 5 – Индекс селективности цитотоксического действия исследуемых 

соединений на раковые клеточные линии, рассчитанный относительно IC50 для 

клеток Chang liver. 

 
M-

HeLa 
PC-3 A-375 

Du-

145 

HepG

2 

MCF-

7 

SK-

OV-3 

PANC

-1 

HuTu 

80 
А 549 T 98G HL-60 

1a 0,4 1,6 1,8 1,2 1,4 0,9 1,7 1,3 1,1 - 1,4 1,1 

2a 0,4 1,3 1,2 1,2 2,1 1,0 0,5 1,4 1,2 - 1 0,5 

3a 0,4 0,9 0,3 0,4 1,2 0,6 1,4 0,6 0,6 - 0,7 0,5 

4a 0,6 2,7 1,7 1,0 1,7 1,4 3,7 1,1 3,5 0,5 1,9 1,0 

5a 2,2 0,8 2,1 1,0 1,5 2,2 2,7 0,7 2,1 0,3 0,7 0,7 

6a 2,4 1,0 1,6 1,3 1,3 2,6 2,7 0,8 2,3 0,4 0,5 0,9 

7a 4,4 1,2 2,6 1,9 1,5 4,1 3,7 1,2 4,5 1,1 0,9 1,5 

8a 5,0 4,1 4,6 2,6 8,1 8,4 5,5 2,0 2,9 0,9 1,2 2,1 

1б 1,3 5,6 1,6 1,3 0,8 0,8 1,8 0,8 1,2 0,7 - 1,8 

2б 7,6 2,7 3,6 1,5 1,6 1,3 2,5 1,0 1,3 1,2 - 5,4 

3б 12,5 6,8 3,1 2,7 1,8 3,7 5,0 3,7 3,5 1,8 1,9 11,3 

4б 13,4 10,2 7,6 11,5 3,7 3,5 17,9 1,7 4,1 0,9 2,1 7,7 

5б 16,4 4,1 8,8 12,3 4,4 5,9 21,4 1,7 8,9 1,5 5,6 6,7 

6б 12,1 3,9 4,0 3,6 6,4 6,4 7,8 1,7 6,8 0,9 1,6 2,7 

7б 14,1 11,2 3,1 2,9 3,6 3,4 9,2 1,8 7 0,7 - 6,7 

8б 1,0 2,4 2,8 2,5 0,9 3,8 3,1 1,1 1,3 1,4 1,2 5,6 

Докс* 1,0 2,1 2,3 3,4 0,9 1,0 6,0 0,9 1 1 0,5 1,8 

(—) определение ИС невозможно из-за низкой цитотоксичености соединения 

* — Доксорубицин 

 

Однако при интерпретации данных о селективности действия 

исследуемых соединений необходимо учитывать ограничения, связанные с 

выбором клеточных моделей. Таким образом, высокий индекс селективности 

соединений указывает не на абсолютную безопасность для здоровых клеток 
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человек, а на перспективную избирательность в отношении некоторых 

опухолевых моделей in vitro. 

Таблица 6 – Индекс селективности цитотоксического действия исследуемых 

соединений на раковые клеточные линии, рассчитанный относительно IC50 для 

клеток RPMI-1788. 

 
M-

HeLa 
PC-3 A-375 

Du-

145 

HepG

2 

MCF-

7 

SK-

OV-3 

PANC

-1 

HuTu 

80 
А 549 T 98G HL-60 

1a 0,4 1,6 1,7 1,1 1,3 0,9 1,7 1,2 1,1 - 1,3 1,0 

2a 0,2 0,7 0,7 0,7 1,2 0,6 0,3 0,8 0,7 - 0,6 0,3 

3a 0,8 2,0 0,7 1,0 2,7 1,3 3,0 1,3 1,4 - 1,6 1,1 

4a 0,6 2,7 1,7 1,0 1,7 1,5 3,7 1,1 3,5 0,5 1,9 1,0 

5a 1,2 0,4 1,1 0,5 0,8 1,2 1,5 0,4 1,1 0,2 0,4 0,4 

6a 2,1 0,8 1,4 1,1 1,1 2,2 2,3 0,7 1,9 0,4 0,4 0,7 

7a 2,6 0,7 1,6 1,1 0,9 2,5 2,2 0,7 2,7 0,7 0,6 0,9 

8a 3,9 3,3 3,6 2,0 6,4 6,6 4,3 1,6 2,3 0,7 0,9 1,7 

1б 0,6 2,8 0,8 0,6 0,4 0,4 0,9 0,4 0,6 0,3 - 0,9 

2б 2,0 0,7 0,9 0,4 0,4 0,3 0,7 0,3 0,3 0,3 - 1,4 

3б 4,2 2,3 1,0 0,9 0,6 1,2 1,7 1,2 1,2 0,6 0,6 3,8 

4б 5,8 4,4 3,3 4,9 1,6 1,5 7,7 0,7 1,8 0,4 0,9 3,3 

5б 9,2 2,3 4,9 6,9 2,4 3,3 12,0 0,9 5,0 0,9 3,1 3,7 

6б 11,1 3,6 3,7 3,3 5,9 5,9 7,2 1,6 6,3 0,8 1,4 2,5 

7б 5,5 4,4 1,2 1,1 1,4 1,3 3,6 0,7 2,7 0,3  2,6 

8б 0,5 1,2 1,4 1,3 0,5 1,9 1,6 0,5 0,7 0,4 0,6 2,9 

Докс* 1,1 2,1 2,5 3,7 1,0 1,0 6,5 1,0 1,1 1,1 0,6 1,9 

(—) определение ИС невозможно из-за низкой цитотоксичености соединения 

* — Доксорубицин 

 

3.1.4 Индукция апоптоза в клетках M-HeLa в результате 

воздействия исследуемых соединений 

На примере соединений лидеров было показано, что вещества способны 

индуцировать дозозависимый апоптоз в клетках M-HeLa в концентрациях, 

близких к IC50 (Рисунок 18). Так при воздействии 8а в концентрации 5 мкМ и 

10 мкМ доля клеток в популяции в стадии раннего апоптоза составила 38,9% 

и 47,1% соответственно. При высокой концентрации также наблюдается 
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значительное увеличение числа клеток в состоянии позднего апоптоза (19,0%). 

После обработки клеток M-HeLa соединением 5б с увеличением концентрации 

также растет доля клеток в состоянии раннего апоптоза (36,34% для 3 мкМ, 

52,66% для 6 мкМ). В то время как количество клеток на стадии позднего 

апоптоза значительно не меняется (24,08% для 3 мкМ, 27,24% для 6 мкМ). 

 

Рисунок 18 – Индукция апоптоза в клетках M-HeLa в результате 24 ч 

воздействия исследуемых фософниевых солей; А – живые клетки, Б- клетки 

на стадии раннего апоптоза, В – клетки на стадии позднего апоптоза, Г – 

мертвые клетки. р<0,01 при сравнении с контрольным образцом. 
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3.1.5 Оценка изменения митохондриального мембранного 

потенциала 

Было показано, что обработка клеток M-HeLa исследуемыми 

веществами вызывает дозозависимое снижение митохондриального 

мембранного потенциала. Причем эффект более выражен для соединения 8а 

(при 10 мкМ доля клеток с пониженным митохондриальным мембранным 

потенциалом возрастает до 73,3%). Для соединения 5б было выявлено 

увеличение числа клеток с J-мономерами до 23.17% (при концентрации 3 

мкМ) и 60.38% (при концентрации 6 мкМ). Фотографии, полученные с 

помощью конфокального микроскопа, также подтверждают данные 

результаты (Рисунок 19). 

3.1.6 Оценка уровня АФК в клетках 

На рисунке 20 представлены результаты изменения уровня АФК в 

клетках M-HeLa в присутствии исследуемых фосфониевых солей. Вещества 

приводят к увеличению уровня АФК, причем наиболее сильный эффект 

продемонстрировало соединение 5б, которое приводил к усиленному 

накоплению АФК в клетках, интенсивность флуоресценции красителя 

CellROX® Deep Red равна 5600, что превышает контрольный уровень 

(интенсивность флуоресценции = 312) более чем в 10 раз. 

3.1.7 Оценка изменений клеточного цикла  

Результаты исследования изменения клеточного цикла при воздействии 

фосфониевых солей представлены на Рисунке 21. Было продемонстрировано, 

что клеточный цикл в опытных клетках частично останавливается в фазе G1. 

Так при воздействии 8а в концентрации 5 мкМ доля клеток в этой фазе 

возрастает на 20% относительно контроля, а при воздействии 5б в 

концентрации 3 мкМ на 27% относительно контроля. При этом также 

значительно снижается доля клеток в фазе митоза (М): на 32% при 

воздействии 8а и более чем в два раза (на 68%) при воздействии 5б. 
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Рисунок 19 – Изменение митохондриального мембранного потенциала 

клеток M-HeLa в результате 24 ч воздействия исследуеимых фосфониевых 

солей. р<0,01 при сравнении с контрольным образцом. 



77 
 

 

Рисунок 20 – Уровень АФК в клетках M-HeLa в результате 24 ч 

воздействия исследуемых фосфониевых солей. р<0,01 при сравнении с 

контрольным образцом. 

 

 

Рисунок 21 - Влияние исследуемых фосфониевых солей на клеточный 

цикл клеток M-HeLa в результате 24 ч инкубации с веществами. р<0,01 при 

сравнении с контрольным образцом. 

 

3.1.8 Исследование адгезивных свойств клеток M-HeLa в режиме 

реального времени 

Оценка влияния исследуемых соединений на клетки M-HeLa в режиме 

реального времени была проведена при помощи XCELLigence S16 Real-time 

Analysis System RTCA. На рисунке 22 представлен график изменения 

клеточного индекса (CI) от времени.  
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Рисунок 22 – Изменение адгезивных свойств клеток M-HeLa при 

воздействии исследуемых соединений. 1- интактные клетки, 2 – 8а 10 мкМ,  

3 – 8а 5 мкМ, 4 – 5б 6 мкМ, 5 – 5б 3 мкМ. 

 

Полученные данные демонстрируют четкую дозозависимую динамику 

ответа клеток. При воздействии концентраций, близких к значению IC₅₀, 

регистрируется значительное снижение скорости роста клеточного индекса по 

сравнению с контрольной культурой, что свидетельствует об эффективном 

ингибировании пролиферации. Увеличение концентрации соединений в 2 раза 

(до 2×IC₅₀) приводит к выраженному цитотоксическому эффекту, который 

проявляется уже в первые 5–10 часов инкубации. Так, при обработке клеток 

соединением 8а в концентрации 10 мкМ отмечается резкое падение CI, а в 

течение 24 часов наблюдается практически полная гибель клеток в лунке. 

Интересной особенностью кинетических кривых, наблюдаемой для ряда 

соединений в первые часы после внесения, является кратковременное 

увеличение клеточного индекса, превышающее контрольный уровень. 

Данный феномен может быть интерпретирован как следствие компенсаторной 

клеточной реакции, которая может включать изменение морфологии клеток 

(распластывание) или попытку ускорения деления в ответ на стресс. В 

дальнейшем этот эффект сменяется фазой угнетения пролиферации и 

цитотоксичности. 
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3.1.9 Мультиплексный анализ маркеров раннего апоптоза 

Результаты мультиплексного анализа маркеров раннего апоптоза 

представлены на рисунке 23, где интенсивность флуоресценции маркеров в 

контрольном образце принята за 100%. По данным эксперимента выявлено 

значительное увеличение интенсивности флуоресценции каспазы-9 в 

экспериментальных образцах по сравнению с контролем. В то время как 

каспаза-8 остается на уровне контроля.  

 

Рисунок 23 – Мультиплексный анализ маркеров раннего апоптоза в 

клетках M-HeLa после 24 ч воздействия исследуемых фосфониевых солей. 

р<0,01 при сравнении с контрольным образцом. 

 

Также в образцах, обработанных веществами в концентрациях, близких 

к IC50, обнаружено небольшое увеличение белка Bad и p53. Маркеры Akt, Bcl-

2 и JNK оставались на уровне контроля.   

3.1.10 Мультиплексный анализ маркеров повреждения ДНК/ 

генотоксичности 

Результаты мультиплексного анализа маркеров повреждения ДНК/ 

генотоксичности представлены на рисунке 24, интенсивность флуоресценции 
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маркеров в контрольном образце принята за 100%. Было выявлено 

значительное увеличение белков MDM2 и p21, наблюдается небольшое 

увеличение р53. Усиление флуоресценции ATR и фософрилированного 

H2A.X наблюдалось лишь в концентрациях, в два раза превышающих IC50. 

Достоверного увеличения киназ контрольных точек CHK1 и CHK2 не было 

отмечено. 

 

Рисунок 24 – Мультиплексный анализ маркеров повреждения ДНК/ 

генотоксичности в клетках M-HeLa после 24 ч воздействия исследуемых 

фосфониевых солей. р<0,01 при сравнении с контрольным образцом. 

 

3.2 Изучение антимикробных свойств новых производных 

фосфониевых солей 

3.2.1 Определение Минимальной ингибирующей и бактерицидной/ 

фунгицидной концентрации 

На первом этапе работы был проведен первичный скрининг новых 

производных фосфониевых солей на наличие антимикробной активности. 

Результаты представлены в таблицах 8, 9 и 10 в значениях МИК и МБК (МФК).  
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Таблица 8 – Бактериостатическая активность исследуемых соединений. 

№ соединения 

МИК мкМ 

Бактерии Грибы 

S. aureus B. сereus E. faecalis E. coli C. аlbicans 

1a 67,3±12,9 67,3±12,9 67,3±12,9 - 268,8±51,7 

2a 16,3±3,1 32,6±6,3 32,6±6,3 - 130,5±25,1 

3a 15,8±3,1 15,8±3,1 31,6±6,1 - 63,5±12,2 

4a 30,8±5,9 15,4±2,9 15,4±2,9 493,1±94,9 246,5±47,5 

5a 7,5±1,4 7,5±1,4 15,0±2,9 479,8±92,3 29,9±5,8 

6a 3,6±0,7 7,3±1,4 7,3±1,4 233,6±45,0 29,2±5,6 

7a 7,1±1,3 7,1±1,3 0,9±0,2 - 227,7±21,4 

8a 6,9±1,3 6,9±1,3 0,9±0,2 - 111,0±11,0 

1б 18,9±3,6 37,8±7,3 151,5±29,2 - 606,1±116,6 

2б 18,3±3,5 36,6±7,0 73,4±14,1 - 586,2±112,8 

3б 8,8±1,7 17,7±3,4 35,4±6,8 - 283,8±54,6 

4б 1,0±0,2 1,9±0,3 8,3±1,6 - 16,6±3,2 

5б 1,0±0,2 1,0±0,2 1,0±0,2 - 7,9±1,5 

6б 3,6±0,7 3,6±0,7 3,6±0,7 - 14,9±2,9 

7б 3,4±0,6 14,1±2,7 56,7±10,9 - 14,1±2,7 

8б 108,1±20,8 107,7±20,7 53,9±10,4 - 215,3±41,5 

Норфлоксацин 7,5±1,4 24,4±4,7 12,2±2,4 4,7±0,9   

Кетоконазол         7,3±1,4 

(—) МИК >1000 мкМ 

 

Вещества исследовали в диапазоне концентраций от 0,5 до 1000 мкМ. 

Соединения продемонстрировали избирательное антимикробное действие в 

отношении грамположительных бактерий. В ряду дифенилалкил-2-

гидроксифенилэтенилфосфоний хлоридов (соединения 1а-8а) антимикробная 

активность усиливается с увеличением длины алкильного радикала при атоме 

фосфора и достигает наилучших показателей у веществ с пентильным (5а), 

гексильным (6а), гептильным (7а) и октильным (8а) заместителями. Так в 

отношении штамма Staphylococcus aureus 209P для данных соединений МИК 
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= 3,6-7,5 мкМ. Кроме того, вещества были также эффективны против грибов 

Candida albicans. МИК соединений-лидеров определялись в диапазоне от 29 

мкМ до 111 мкМ. Исследуемые фосфониевые соли практически не обладают 

антибактериальной активностью против грамотрицательных бактерий. МИК 

соединения 6а в отношении бактерий E. coli составил 233,6 мкМ.  

 

Таблица 9 – Бактерицидная/ Фунгицидная активность исследуемых 

соединений. 

№ соединения 

МБК(МФК) мкМ 

Бактерии Грибы 

S. aureus B. сereus E. faecalis E. coli C. аlbicans 

1a 67,3±12,9 67,3±12,9 134,4±26,9 - 268,8±51,7 

2a 32,6±6,3 32,6±6,3 65,3±12,6 - 261,0±50,2 

3a 31,6±6,1 31,6±6,1 31,6±6,1 - 126,8±24,4 

4a 31,6±6,1 30,8±5,9 30,8±5,9 - 246,5±47,5 

5a 7,5±1,4 7,5±1,4 15,0±2,9 - 120,0±23,1 

6a 3,6±0,7 7,3±1,4 14,6±2,8 - 29,2±5,6 

7a 28,4±5,5 14,2±2,7 0,9±0,2 - 227,7±43,8 

8a 13,9±2,7 13,9±2,6 0,9±0,3 - 111,0±21,4 

1б 37,8±7,3 151,5±29,2 151,5±28,2 - 606,1±116,6 

2б 18,3±3,5 146,5±28,2 73,4±14,1 - 586,2±112,8 

3б 8,8±1,7 17,7±3,4 71,1±13,7 - 283,8±54,6 

4б 4,1±0,8 4,1±0,8 8,3±1,6 - 16,6±3,2 

5б 1,8±0,3 3,8±0,8 2,0±0,4 - 7,9±1,5 

6б 14,9±2,9 476,6±91,7 14,9±2,9 - 14,9±2,9 

7б 28,2±5,4 452,5±87,06 113,1±21,8 - 14,1±2,7 

8б 215,3±41,5 215,3±41,5 53,9±10,4 - 215,3±41,5 

Норфлоксацин 7,5±1,4 24,4±4,7 98,0±18,9 4,7±0,9 
 

Кетоконазол 
  

 
 

7,3±1,4 

(—) МБК>1000 мкМ 
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Вещества также обладают бактерицидными и фунгицидными 

свойствами в том числе в отношении споробразующих бактерий B. сereus и 

грибов C. аlbicans, т.е. концентрации МИК и МБК/МФК отличаются между 

собой не более чем в 4 раза. Соединения первого ряда были также эффективны 

против MRSA (Таблица 10). При этом некоторые вещества 

продемонстрировали более высокую антибактериальную активность в 

отношении устойчивых штаммов по сравнению со стандартным тест-

штаммом S. aureus (МИК и МБК вещества 8а в отношении MRSA-1 и MRSA-

2 = 1,6 и 3,4 мкМ соответственно).  

Таблица 10 – Антимикробная активность исследуемых фосфониевых солей в 

отношении метициллин-резистентных штаммов S. aureus. 

№ соединения 
MRSA-1 MRSA-2 

МИК, мкМ МБК, мкМ МИК, мкМ МБК, мкМ 

1a 33,5±6,4 33,5±6,4 16,8±3,2 33,5±6,4 

2a 16,3±3,1 32,6±6,3 16,3±3,1 16,3±3,1 

3a 15,8±3,0 15,8±3,0 15,8±3,0 15,8±3,0 

4a 7,7±1,5 30,8±5,9 15,4±2,9 15,4±2,9 

5a 7,5±1,4 7,5±1,4 7,5±1,4 15,0±2,9 

6a 7,3±1,4 7,3±1,4 7,3±1,4 7,3±1,4 

7a 7,1±1,4 7,1±1,4 3,5±0,7 3,5±0,7 

8a 1,6±0,3 3,4±0,7 1,6±0,3 3,4±0,6 

1б 75,6±14,5 302,4±58,2 37,8±7,3 151,5±29,2 

2б 36,6±7,0 146,5±28,2 73,4±14,1 73,4±14,2 

3б 35,4±6,8 141,9±27,3 17,7±3,4 35,4±6,8 

4б 8,3±1,6 32,8±6,3 8,3±1,6 32,8±6,3 

5б 1,8±0,3 7,9±1,5 3,8±0,7 15,7±3,02 

6б 7,3±1,4 29,7±5,7 7,4±1,4 29,7±5,7 

7б 28,2±5,4 - 14,1±2,7 113,1±21,8 

8б - - - - 

Ципрофлоксацин 377,3±72,6 377,3±72,6 3,0±0,6 3,0±0,6 

Амоксициллин 85,7±16,5 85,7±16,5 85,7±16,5 85,7±16,5 

(—) МИК, МБК>500 мкМ 
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Алкил-2-гидроксибензилфосфоний хлориды (2 ряд) проявили более 

высокую антимикробную активность по сравнению с соединениями первого 

ряда. Наилучшие результаты были получены для веществ с децильным (4б) и 

додецильным (5б) алкильными радикалами при атоме фосфора (МИК данных 

соединений в отношении бактерий S. aureus составил 1,0 мкМ). Стоит 

отметить, что при увеличении алкильного радикала до октадецильного, 

антимикробная активность вещества сильно снижается (МИК соединения 8б в 

отношении S. aureus составила 108,1 мкМ). Второй ряд соединений также 

обладает бактерицидными свойствами. Однако в отношении 

спорообразующей бактерии Bacillus cereus соединения с тетрадецильными и 

гексадецильными радикалами проявляли в основном бактериостатический 

эффект, полностью подавляя рост при значениях МИК. Для достижения 

бактерицидного действия против данного микроорганизма требовалось 

увеличение концентрации соединений более чем в 4 раза относительно их 

МИК. Данный ряд соединений также обладает фунгицидными свойствами на 

уровне препарата сравнения кетоконазола (МИК соединения 5б в отношении 

грибов C. albicans составила 7,9 мкМ). Однако алкил-2-

гидроксибензилфосфоний хлориды не проявили антибактериальной 

активности в отношении грамотрицательных бактерий (МИК всех соединений 

этого ряда превышает 1000 мкМ). Кроме того, данный ряд соединений 

продемонстрировал более низкую антимикробную активность против 

устойчивых штаммов S. aureus: МИК соединений этого ряда в отношении 

MRSA превышали МИК установленные для чувствительного тест-штамма в 2 

или более раз. 

3.2.2 Оценка селективность антимикробного действия 

исследуемых соединений 

Селективное действие соединений на микробные клетки 

рассчитывалось как отношение IC50 на условно-нормальных клетках человека 

(Chang liver или RPMI 1788) или HC50 к МИК или МБК в отношении 

микробных клеток. Данные приведены в таблице 11 и таблице П1 приложения.  
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Таблица 11 – Индекс селективности соединений в отношении 

грамположительной бактерии S. aureus. 

№ 

соеди

нения 

ИС 

IC50 (RPMI 

1788)/ МИК 

(S. aureus) 

IC50 (RPMI 

1788)/ МБК 

(S. aureus) 

IC50 (Chang 

liver)/ МИК 

(S. aureus) 

IC50 (Chang 

liver)/ МБК 

(S. aureus) 

НC50/ МИК 

(S. aureus) 

НC50/ МБК 

(S. aureus) 

1a 0,4 0,4 0,4 0,4 - - 

2a 1,0 0,5 1,7 0,9 - - 

3a 2,0 1,0 0,9 0,4 - - 

4a 0,7 0,4 0,7 0,4 - - 

5a 1,0 1,0 1,9 1,9 18,4 18,4 

6a 3,5 3,5 4,2 4,2 19,6 19,9 

7a 1,7 0,4 2,8 0,7 9,6 2,4 

8a 3,6 1,8 4,6 2,3 8,5 4,2 

1б 1,7 0,8 3,5 1,7 - - 

2б 0,6 0,6 2,3 2,3 - - 

3б 1,8 1,8 5,3 5,3 - - 

4б 19,6 4,8 45,7 11,3 50,5 12,5 

5б 23,9 13,2 42,8 23,6 22,6 12,4 

6б 10,8 2,6 11,8 2,8 15,1 3,7 

7б 5,2 5,2 13,3 13,3 9,8 9,7 

8б 0,3 0,2 0,6 0,3 2,0 1,0 

(—) Определение ИС невозможно из-за низкой гемолитической активности соединений 

 

Вещества первого ряда не продемонстрировали высокой селективности. 

ИС соединения лидера (8а) при сравнении с МИКS. aureus =3,6 (относительно 

IC50 RPMI 1788), 4,6 (относительно IC50 Chang liver) и 8,5 (относительно HC50). 

Однако за счет высокой активности в отношении бактерий E. faecalis, 

некоторые соединения проявляют высокую избирательность действия. 

Например, ИС соединения 8а при сравнении с МИКE. faecalis =35,3 (относительно 

IC50 Chang liver). Наибольшую селективность демонстрируют вещества 

второго ряда, а именно 4б, 5б, 6б (ИС >10). Относительно IC50 для 
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гепатоцитоподобных клеток Chang liver ИС соединений 4б и 5б больше 40. 

Различия в селективности веществ обуславливается главным образом 

наименьшими значениями МИК и МБК алкил-2-гидроксибензилфосфоний 

хлоридов по сравнению с веществами первого ряда. При этом, токсичность 

этих соединений на клетках человека не сильно отличается. Следует отметить 

низкую селективность соединений в отношении дрожжеподобных грибов C. 

albicans. Даже для соединения 5б ИС не превышал 10. 

3.2.3 Исследование лекарственной резистентности 

В течение длительного срока инкубации в присутствии небольших доз 

действующего вещества, у бактерий может вырабатываться устойчивость к 

этому соединению. Результаты исследования данного явления представлены 

на рисунке 25. Было показано, что даже после 17 пассажей и инкубации в 

присутствии веществ не было получено устойчивых мутантов S. aureus: в 

течение всего эксперимента для исследуемых фосфониевых солей не 

наблюдалось увеличение МИК более чем в 2 раза. В отличие от препаратов 

сравнения, МИК которых вырос более чем в 50 раз. 

 

Рисунок 25 – Динамика изменения антимикробной активность 

исследуемых фосфониевых солей в отношении бактерий S. aureus в течение 

длительной инкубации. 
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3.2.4 Влияние исследуемых соединений на биопленки 

Оценка плотности биопленки (окрашивание с помощью красителя CV) 

и метаболической активности бактериальных клеток в биопленке 

(окрашивание МТТ реагентом) продемонстрировала значительное 

предотвращение образования биопленок в присутствии исследуемых 

соединений 8а и 5б в концентрациях, близких к МИК (1×МИК и 1/2×МИК) 

(Рисунок 26). Причем не было значительных различий между двумя 

вышеописанными методами.  

 

Рисунок 26 – Влияние исследуемых соединений на биопленки S. 

aureus. На диаграммах приведены значения подавления/ разрушение 

биопленки в расчёте % от контроля. С помощью красителя CV оценивали 

общую плотность биопленки. С помощью реагента МТТ – метаболическую 

активность клеток в биопленке. А – ингибирование образования биопленки. 

Б- разрушение сформировавшейся биопленки. 
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При оценке разрушения уже сформировавшейся биопленки 

значительный эффект был выявлен для соединения 5б в концентрациях, 

соответствующих МИК и 2×МИК. Стоит отметить, что наибольший процент 

разрушения биопленки был продемонстрирован с помощью окрашивания 

реагентом МТТ, т.е. при воздействии 5б в этих концентрациях наблюдается 

значительное снижение метаболически активных клеток в популяции до 89-

100%. Причем окрашивание CV выявило лишь 52% разрушения биопленки. 

Разрушение биопленок при воздействии соединения 8а в диапазоне 

исследуемых концентраций было продемонстрировано лишь на 25 %.  

3.2.5 Исследования антимикробной активности фосфониевых солей 

по времени гибели  

Результаты подсчета жизнеспособных колоний в разных временных 

точках при воздействии исследуемых соединений представлены на рисунке 

27. Для обоих веществ даже через 30 мин инкубации заметен бактерицидный 

эффект. При воздействии 8а в концентрации 7 мкМ в течение первого часа 

инкубации разница составляет не более чем в 10 раз. При увеличении 

концентрации в 2, 4 в 10 раз было продемонстрировано резкое снижение 

КОЕ/мл в образцах после 30 мин инкубации. При этом соединения убивают 

все клетки S. aureus в образце уже после 2 ч воздействия. Причем не было 

выявлено существенной разницы между кинетикой гибели бактерий в 

присутствии 8а в концентрациях 28 мкМ и 70 мкМ. При обработке 

микроорганизмов веществом 5б в концентрациях 1 мкМ и 2 мкМ наблюдалась 

схожая динамика гибели бактерий. Полный бактерицидный эффект 

достигался через 4 ч (при 4 мкМ) или через 2 ч (при 10 мкМ). 

3.2.6 Оценка влияния фосфониевых солей на целостность 

цитоплазматической мембраны бактерий 

Усиление флуоресценции красителя PI свидетельствует о 

пермеабилизации цитоплазматической мембраны бактерий в образце (рис. 

28Б). Для обоих веществ было выявлено схожее дозозависимое увеличение 

проницаемости цитоплазматической мембраны. Мембранотропный эффект 
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более выражен у соединения 5б. Однако значимое увеличение флуоресценции 

красителя PI наблюдается в присутствии всех протестированных веществ при 

6,25 мкМ. Полученные данные также подтверждаются фотографиями, 

полученными с помощью флуоресцентного микроскопа (рис 28А). 

 

 

Рисунок 27 – Динамика снижения КОЕ/мл при воздействии разных 

концентраций соединений 8а (А) и 5б (Б) в течение суток. 
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Рисунок 28 – Изменение проницаемости цитоплазматической 

мембраны бактерий S. aureus при воздействии соединений 8а и 5б. А – 

микрофотографии, полученные в результате окрашивания набором 

LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit. Б – Изменение 

флуоресценции красителя PI в клетках после воздействия соединений-

лидеров. р<0,01 при сравнении с контролем. 
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3.2.7 Оценка изменения мембранного потенциала бактерий 

Снижение мембранного потенциала бактерий оценивали по изменению 

интенсивности флуоресценции красителя DiSC3(5). Значительное снижение 

∆Ψ наблюдалось при воздействии веществ 8а и 5б в концентрациях 3,1 мкМ и 

более (рис. 29). Небольшое увеличение флуоресценции красителя DiSC3(5) 

было зафиксировано также в присутствии соединения 5б в концентрации 1.6 

мкМ. 

 

Рисунок 29 – Изменение мембранного потенциала бактерий S. aureus 

при воздействии соединений 8а и 5б, продемонстрированное в результате 

окрашивания клеток потенциал-зависимым красителем DiSC3(5). р<0,01 при 

сравнении с контрольным образцом. 

 

3.2.8 Анализ морфологических изменений S. aureus методом ПЭМ 

Анализ морфологических изменений в клетках бактерий S. aureus был 

осуществлен с использованием метода просвечивающей электронной 

микроскопии на примере соединения 8а. При использовании данного метода, 

возможно визуализировать мембранные структуры клеток. В результате 

первичной фиксации и последующего окрашивания темные области 

соответствуют областям с высокой электронной плотностью, а светлые – с 

низкой [Kim et al., 2007].  
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Рисунок 30 – Микрофотографии, полученные методом 

просвечивающей электронной микроскопии. А – интактные клетки; Б- 8а 

(1×МИК); В – 8а (10×МИК); 1 – клеточная стенка; 2 – ЦПМ, 3 – цитоплазма, 

4 – клетки в процессе лизиса, 5 – области с низкой электронной плотностью. 

 

Необработанные клетки S. aureus (Рисунок 30А) имеют округлую 

форму, неповрежденную клеточную стенку, гладкую, четко выраженную 

цитоплазматическую мембрану. Цитоплазма интактных клеток представляет 

собой равномерную зернистую структуру. Такой вид цитоплазмы обычно 

наблюдается из-за рибосом и включений, которые четко видны в здоровой 

бактериальной клетке [Aruldass et al., 2018; Li et al., 2017]. 

При воздействии соединения 8а даже в малых концентрациях (1×МИК) 

(Рисунок 30Б) цитоплазма клеток становится гетерогенной, в образце 

присутствует множество разрушенных клеток. С увеличением концентрации 
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(до 10×МИК) (Рисунок 30В) равномерная зернистость, которая была в 

контроле, практически исчезает. Это говорит о нарушении процессов 

жизнедеятельности бактерий. Целостность ЦПМ нарушается при воздействии 

8а в концентрации 10×МИК, мембрана становится неравномерной, почти 

незаметной. 

Морфометрический анализ клеток S. aureus не выявил значительных 

изменений диаметра (Рисунок 31) клеток. Также не было отмечено 

значительного увеличения или снижения числа делящихся и начавших 

делиться клеток.  

 

Рисунок 31 – Морфометрический анализ клеток S. aureus; А – диаметр 

клеток; Б – число делящихся и начавших деление клеток. Для сравнения 

результатов проводился пересчет данных для общего одинакового 

количества клеток в каждом из вариантов, принятого за 1000. 

 

3.2.9 Анализ протеомного профиля S. aureus 

Для выявления возможного механизма действия соединения-лидера 8а 

были проведены двумерный электрофорез в полиакриламидном геле и 

идентификация белков различия. Рисунок 32 представляет собой двумерное 

изображение геля, демонстрирующее сравнение протеомного профиля 

интактных клеток и клеток, обработанных соединением 8а (в концентрациях, 

соответствующих 1×МИК и 10×МИК). Белым цветом выделены достоверно 
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идентифицированные белки методом MALDI MS, наличие которых 

наблюдается только в присутствии соединения. 

Рисунок 32 – Сканированное изображение двумерного геля протеома 

Staphylococcus aureus. А – 8а 1×МИК; Б- 8а 10×МИК. 

 

При воздействии 8а выявлено большое количество белков, 

отсутствующих или имеющихся в меньшем количестве в контрольном образце 

(окрашены красным). Кроме того, было замечено несколько белков, 

экспрессия которых прекращается в присутствии 8а (зеленое окрашивание). 

Были идентифицированы белки, количество которых сильно увеличивается 

при воздействии соединений (Таблица 12). К сожалению, достоверная 

идентификация некоторых белков по базе данных Staphyl_aur_sub_aur 

невозможна. Вероятно, это связано с воздействием соединений на молекулы 

белков, в результате чего изменяется молекулярная масса и изоэлектрическая 

точка белка.  

  

Б 
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Таблица 12 – Идентифицированные белки S. aureus, экспрессия которых увеличивается в присутствии соединения 8а. 

№ 

белка 

Наименование белка Биологический процесс, в котором белок принимает 

участие/ функции белка 

Наличие белка в клетках  

1×МИК 10×МИК 

1 Фруктозо-1,6-бисфосфатальдолаза  Гликолиз + + 

2 
Метенилтетрагидрофолат 

циклогидролаза 

Биосинтез аминокислот нуклеиновых кислот + + 

3 Аргининдеиминаза Метаболизм аминокислот + - 

4 Молибдоптерин молибдентрансфераза  Биосинтез кофакторов  + - 

5 Универсальный стрессовый белок UspA ответ на стресс + - 

6 Пептидогликан гидролаза деление, автолиз, рост регуляция синтеза клеточной стенки - + 

7 Цистеин синтаза метаболизм нуклеотидов, ответ на стресс - + 

8 АТФ-зависимая ДНК-хеликаза RuvA гомологичная рекомбинация  - + 

9 Енолаза Гликолиз - + 

10 Альдегиддегидрогеназа Оксидоредуктазная активность, ответ на стресс - + 

11 Тиоредоксин Оксидоредуктазная активность, ответ на стресс - + 

12 Глюкозамин-6-фосфат-изомераза Гликолиз - + 

13 3-кетоацил-АСР-редуктаза Оксидоредуктазная активность, биосинтез жирных кислот - + 

14 
Этанол-активная дегидрогеназа/ 

ацетальдегид-активная редуктаза 

Оксидоредуктазная активность, ответ на стресс - + 
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4 ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

4.2 Цитотоксические свойства новых производных фосфониевых 

солей 

В рамках исследования биохимических механизмов действия нового 

класса соединений нами были идентифицированы структуры, проявляющие 

наибольшую активность в качестве инструментов для воздействия на 

ключевые клеточные процессы. Оценка гемолитической активности веществ 

продемонстрировала, что при воздействии соединений первого ряда с 

короткими алкильными радикалами у атома фосфора (1а-4а) не наблюдалось 

сильного гемолиза, однако с увеличением липофильности молекулы (5а-8а) 

HC50 = 58-70 мкМ. Однако именно эти соединения продемонстрировали 

наибольшую антимикробную активность, в связи с чем селективность (ИС) в 

отношении бактерий S. aureus = 8,5 (для соединения 8а). Влияние длины 

алкильного радикала у атома фосфора на способность разрушать эритроциты 

наблюдается и для соединений второго ряда. В данном случае наиболее 

гемолитически активными оказались вещества 4б-7б НС50 = 22-54 мкМ.  

Прослеживается также зависимость цитотоксичности соединений от 

длины алифатического заместителя при атоме фосфора. Кроме того, стоит 

отметить более высокую селективность соединений второго ряда. Наиболее 

активные вещества продемонстрировали IC50 в микромолярных 

концентрациях. Например, IC50 соединения-лидера 5б в отношении M-HeLa 

=2,6 мкМ, ИСCh. liver =16,4. 

Апоптоз — это процесс программируемой клеточной гибели, в 

результате которого клетка распадается на апоптотические тельца и 

посредством фагоцитоза поглощается близлежащими клеткам, не вызывая 

воспалительных процессов [Наумов, Булатецкий, 2021]. При изучении 

механизма противоопухолевого действия соединений был выявлен 

дозозависимый апоптоз. Причем и соединение 8а и 5б даже в концентрациях, 

превышающих IC50 приводили к увеличению клеток в состоянии раннего 

апоптоза. Различают внешний и внутренний путь апоптоза. Внешний 
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(рецепторный) путь протекает в результате взаимодействия 

проапоптотических сигнальных молекул с рецепторами, расположенными на 

ЦПМ, и последующей активации каскада каспаз. Внутренний 

(митохондриальный) путь опосредован активацией каскада каспаз, вызванной 

высвобождением проапоптотических белков из органелл клетки, таких как 

митохондрии. Внутренний путь может активироваться в результате 

экспрессии генов проапоптотических белков, например, Bax. В результате 

нарушения проницаемости митохондриальной мембраны, происходит 

высвобождение цитохрома С из митохондрий, который является основой для 

формирования апоптосомы, в состав которой также входят несколько молекул 

прокаспазы 9. После активации, инициаторная каспаза 9 в свою очередь 

активирует эффекторные каспазы 3, 6, 7 [Савицкая, Онищенко, 2015]. Из 

литературных источников известно, что фосфониевые соли могут 

накапливаться в митохондриях. Связи с этим было целесообразно выявить 

путь, по которому протекает апоптоз в клетках при воздействии соединений-

лидеров 8а и 5б. Снижение потенциала митохондриальной мембраны может 

служить маркером внутреннего апоптоза.  

Результаты продемонстрировали дозозависимое снижение 

митохондриального мембранного потенциала в клетках M-HeLa после 

обработки исследуемыми соединениями в концентрациях, соответствующих 

IC50 и превышающих ее вдвое. Причем наиболее сильное снижение ΔΨm 

наблюдалось при воздействии вещества 8а. Таким образом, можно 

предположить, что вещества запускают апоптоз по внутреннему пути. Однако 

даже в процессе внешнего апоптоза снижается ΔΨm в результате активации 

эффекторных каспаз и расщепления BID [Carneiro, El-Deiry, 2020].  

Поэтому для подтверждения пути апоптоза был проведен 

мультиплексный анализ семи маркеров раннего апоптоза. Результаты данного 

анализа указывают на то, что апоптоз протекает по внутреннему пути 

активации каспазы 9, в котором гибель клеток происходит из-за дисфункции 
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митохондрий, а не по внешнему пути, связанному с активацией каспазы 8 

[Green et al., 2015]. 

Также в образцах, обработанных веществами в концентрациях, близких 

к IC50, обнаружено небольшое увеличение белка Bad. Известно, что 

проапоптотический белок Bad связывается с антиапоптотическим белком Bcl-

2, тем самым предотвращая гетеродимеризацию Bcl-2 с регулятором апоптоза 

Bах [Yang et al., 1995]. В результате образуется димер Bax/Bax, который 

приводит к образованию протеолипидных пор, вызывая пермеабилизацию 

внешней митохондриальной мембраны, высвобождению цитохрома С и 

апоптозу. [Edlich et al., 2011]. Однако стоит отметить увеличение уровня 

маркера p53, который, как известно, запускает апоптоз в ответ на повреждения 

ДНК [Williams, Schumacher, 2016]. 

Производство энергии за счет окислительного фосфорилирования — это 

основная функция митохондрий. АФК генерируются в ходе нормального 

метаболизма, преимущественно в митохондриях. За счёт постоянно 

функционирующей антиоксидантной системы клетки, поддерживается их 

постоянное количество. Однако подавление компонентов механизма 

окислительного фосфорилирования, как известно, приводит к повышению 

производства супероксид-иона. Накопление активных форм кислорода может 

нарушить жизнедеятельность клетки (биохимические процессы, клеточные 

функции), т.к. они вызывают окисление липидов, белков и нарушение 

структуры ДНК, в результате чего клетка может перейти к процессу апоптоза 

[Reczek, Chandel, 2017]. АФК также могут служить сигнальными молекулами 

для регуляции многочисленных физиологических и биологических ответов, 

включая передачу сигналов фактора роста, пролиферацию и адаптацию к 

гипоксии. Однако в низких концентрациях АФК участвуют в клеточной 

сигнализации (действуют как мессенджеры в передачи сигнала в 

окислительно-восстановительных сигнальных путях), которая играет важную 

роль в функционировании клетки, в том числе влияет и на пролиферацию 

[Sabharwal, Schumacker, 2014]. Опухолевые клетки характеризуются 
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повышенным базальным уровнем АФК из-за гиперактивного метаболизма. За 

счёт этого они могут быть более уязвимыми к гибели, вызванной 

окислительным стрессом. В предыдущих экспериментах нами был 

подтвержден митохондриальный путь апоптоза в клетках после обработки 

соединениями 8а и 5б, т.е. отмечается воздействие соединений на 

митохондрии. Также, в литературе известны фосфониевые соли, в 

присутствии которых наблюдается повышенный уровень АФК [Dhanya et al., 

2017; Iksanova et al., 2018]. Поэтому нами была изучена возможность 

исследуемых солей влиять на уровень АФК в раковых клетках M-HeLa. 

Результаты продемонстрировали значительное увеличение АФК, что еще раз 

подтверждает влияние веществ на митохондрии. Кроме того, известно, что 

накопление АФК может приводить к двухцепочечным разрывам ДНК. Ранее 

было продемонстрировано увеличение белка р53, который реагирует на 

повреждения ДНК, ведет к остановке клеточного цикла и в последствие 

приводит к апоптозу. Для понимания этого явления необходимо было изучить 

влияние исследуемых соединений на клеточный цикл. 

В присутствии исследуемых соединений была продемонстрирована 

задержка клеточного цикла в фазе G1. Из чего следует, что вещества негативно 

влияют на пролиферацию клеток. В работах зарубежных и отечественных 

авторов также упоминаются фосфониевые соли, останавливающие клеточный 

цикл в этой фазе [Dhanya et al., 2017]. 

Для оценки влияния соединений на пролиферацию клеток в режиме 

реального времени, было проведено исследование с использованием 

клеточного анализатора XCELLigence S16 Real-time Analysis System RTCA. В 

присутствии веществ в концентрациях, соответствующих IC50 наблюдается 

цитостатический эффект, гибель клеток происходит при более высоких 

концентрациях (2×IC50). В течение первых пяти часов после внесения 

соединений наблюдается увеличение клеточного индекса (CI) выше 

контрольного уровня, а затем его снижение, что отражает окончательное 

цитотоксическое действие веществ. Более выраженный эффект наблюдается 
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при воздействии высоких концентраций (2×IC50). Подобный характер 

изменения клеточного индекса описывают Abassi с соавторами для 

соединений ингибирующих трансляцию белков или влияющих на синтез ДНК. 

Известно также, что соединения этой категории вызывают остановку 

клеточного цикла в первую очередь при переходе из фазы G1 в S фазу [Abassi 

et al., 2009]. Данный эксперимент не только подтверждает негативное влияние 

фосфониевых солей на пролиферацию клеток, но и подтверждает ранее 

полученные данные по нарушению клеточного цикла. 

Так как в предыдущем опыте (п. 3.2.8) было показана индукция апоптоза 

в ответ на повреждение ДНК (было отмечено увеличение белка р53 в опытных 

образах), было целесообразно изучить механизм данного воздействия. 

Мультиплексный анализ повреждения ДНК/ генотоксичности позволяет 

комплексно оценить наличие повреждений ДНК и ответ клетки на данные 

повреждения. Белки-маркеры, используемые в панели MILLIPLEX® MAP 7-

plex DNA Damage/Genotoxicity Magnetic Bead играют различные ключевые 

роли в процессах передачи сигналов и репарации повреждений. Так, 

например, фосфорилированный Н2А.Х накапливается в местах 

двухцепочечных разрывов ДНК (DSB, double strand breaks) [Ismail, Hendzel, 

2008], и часто считается их маркером [Abbas et al., 2019]. В ответ на 

повреждения ДНК активируются внутриядерные киназы АТR и АТМ, которые 

участвуют в сигнальных путях ДНК-репарации. ATR реагирует на 

одноцепочечную ДНК, которая может появляться в результате повреждений, 

вызванных агентами, блокирующими репликацию ДНК (например, УФ 

излучение) [Abraham et al., 2001], а АТМ на двухцепочечные разрывы [Smith 

et al., 2010]. Субстратом ATR и АТМ являются CHK1 и CHK2 киназы 

контрольных точек соответственно. Они останавливают клеточный цикл для 

того, чтобы клетка могла провести репарацию ДНК. CHK1 регулирует переход 

клетки в фазу митоза в то время, когда репликация ДНК затруднена. CHK2 

активируется в ответ на DSB и активирует контрольную точку G1-S, которая 

регулирует переход клеток в S-фазу с помощью белка-супрессора опухоли 
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р53. р53 активирует ингибитор циклинзависимой киназы р21 [Manic et al., 

2015], в результате чего затрудняется G1/S переход [Karimian et al., 2016]. 

Ингибитором р53 является проопухолевый белок MDM2 [Wang et al., 2017].  

Значительное увеличение белков ATR и Н2АХ после обработки 

исследуемыми соединениями, вероятно говорит о нарушении репликации и 

DSB, происходящих в клетке. Повреждения ДНК могут быть как следствием 

воздействия АФК, так и результатом влияния фенольной группы, входящей в 

состав исследуемых соединений. Известно, что фенолы в больших 

концентрациях могут приводить к DSB [Azqueta, Collins, 2016]. На 

повреждения ДНК реагирует р53, усиление флуоресценции которого 

наблюдается в опытных образцах. Несмотря на воздействие проопухолевого 

белка MDM2, наблюдается небольшое увеличение р53, который даже в малых 

концентрациях может активировать р21 [Желтухин, Чумаков, 2010]. 

Остановка клеточного цикла в фазе G1 подтверждается также и двумя 

методами, указанными выше. 

4.1 Антимикробная активность новых производных фосфониевых 

солей 

В результате скрининга новых производных фосфониевых солей было 

выявлено избирательное антибактериальное действие веществ на 

грамположительные бактерии (S. aureus, E faecalis, B. cereus) на уровне 

препарата сравнения норфлоксацина. Кроме того, вещества также проявляли 

противогрибковую активность в отношении грибов C. albicans, при этом 

соединение 5б обладало активностью на уровне препарата сравнения 

кетоконазола. Антимикробные свойства исследуемых соединений по всей 

видимости обусловлены присутствием в структурах заряженной фосфониевой 

группы, соединенной с гидрофобными фенильными и алкильными 

радикалами. Такие вещества являются липофильными катионами, которые, 

как известно, способны проникать через мембрану микроорганизмов за счет 

высокого отрицательного трансмембранного потенциала [Ross et al., 2006].  
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На грамотрицательные бактерии E. coli исследуемые соединения 

антимикробного эффекта практически не оказывали. Такие результаты 

согласуются с данными литературы. В большинстве работ активность 

фосфониевых солей в отношении грамотрицательных бактерий была 

сравнительно низкой или не была выявлена вовсе [Strobykina et al., 2021; 

Chavarria et al., 2023]. Вероятно, это связано с различием в строении клеточной 

стенки. По всей видимости, наружная мембрана грамотрицательных бактерий 

является барьером для липофильных катионов. 

Антимикробная активность исследованных соединений против 

грамположительных бактерий высока и в большинстве случаев не уступает 

активности фосфониевых солей, описанных в литературе. (МИК наиболее 

активных фосфониевых производных в отношении S. aureus по литературным 

данным определяется в диапазоне 0,5-10 мкМ) [Nazarov et al., 2023, Kumari et 

al., 2019]. 

Все Дифенилалкил-2-гидроксифенилэтенилфосфоний хлориды 

проявили бактерицидное действие в отношении протестированных штаммов. 

Алкил-2-гидроксибензилфосфоний хлориды также обладают 

бактерицидными свойствами, однако производные с длинным алкильным 

радикалом у атома фосфора (7б и 8б) в отношении спорообразующих бактерий 

B. cereus продемонстрировали лишь бактериостатическую активность. 

Анализ «структура-активность» показал, что антимикробные свойства 

исследуемых солей зависят от длины алкильного радикала, что влияет на 

липофильность молекулы в целом. Для оценки липофильности исследуемых 

соединений был расчитан logP [Terekhova et al., 2022], мера гидрофобности 

вещества, логарифм коэффициента распределения в системе н-октанол/вода. 

Химическое соединение считается гидрофильным при logP <0 и липофильным 

при logP>0 [Kharwar et al., 2024]. В ряду дифенилалкил-2-

гидроксифенилэтенилфосфоний хлоридов антибактериальная активность в 

отношении грамположительных бактерий растет с увеличением алкильного 

радикала у атома фосфора вплоть до октильного. (МИК соединений 5а-8а в 



103 
 

отношении бактерий S. aureus были в диапазоне от 3,6 до 7,5 мкМ). Однако 

пик противогрибковой активности приходится на соединения, содержащие 

пентильный или гексильный радикал (МИК 5а и 6а в отношении C. albicans= 

29 мкМ). Показатель logP веществ 5а-8а =7,36-8,63. Среди второй группы 

соединений наибольший как антибактериальный, так и противогрибковый 

эффект проявляет 5б. (МИК 5б в отношении S. aureus = 1 мкМ, в отношении 

C. albicans= 7,9, logP=8,55). При этом для всех протестированных 

фосфониевых соелй, чьи МИК были более 10 мкМ на всех протестированнх 

штаммах logP оказался <7 или >9,5. Также вклад в антимикробную активность 

может привносить фенольный рагмент. Известно, что антимикробное 

действие фенолов может быть связано с нарушением ЦПМ, ингибированием 

синтеза белка [Lucchini et аl., 1990]. Фенолы могут обладать как 

антиоксидантными, так и прооксидантными свойствами [Procházková et аl., 

2011].  

Суммируя вышесказанное, среди каждого ряда соединений можно 

выделить соединения-лидеры, обладающие наибольшим антимикробным 

эффектом. Среди веществ первого ряда такими соединениями являются 5а, 6а, 

7а, 8а. Эти вещества продемонстрировали высокую антимикробную 

активность в отношении всех протестированных штаммов 

грамположительных бактерий. Для дальнейших исследований было выбрано 

соединение 8а. Среди производных второго ряда наиболее активными 

являются 4б и 5б. Для дальнейших исследований было выбрано соединение 

5б, при атоме фосфора имеющее додецильный радикал. При сравнении двух 

рядов соединений можно заключить, что Дифенилалкил-2-

гидроксифенилэтенилфосфоний хлориды обладают более выраженным 

бактерицидным эффектом и более эффективны против устойчивых штаммов 

золотистого стафилококка. Алкил-2-гидроксибензилфосфоний хлориды 

продемонстрировали более низкие значения МИК на грамположительных 

бактериях и обладают более сильным фунгицидными свойствами. Стоит 

отметить, что несмотря на близкие значениях logP, антимикробная активность 
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соединений-лидеров отличается. Вероятно, меньший размер молекулы и 

большая биодоступность (лучшая растворимость) алкил-2-

гидроксибензилфосфоний хлоридов обуславливают наилучшие 

антимикробные свойства.  

Дальнейшее углубленное исследование механизма антимикробного 

действия проведено на штамме Staphylococcus aureus 209Р как наиболее 

чувствительном к действию соединений репрезентативном объекте в пределах 

выявленного спектра активности против грамположительных бактерий. 

Одной из главных проблем в применении антибиотиков является 

возникновение устойчивых штаммов микроорганизмов. Одними из наиболее 

известных являются MRSA. Исходя из этого, было целесообразно оценить 

активность исследуемых фосфониевых солей на устойчивые штаммы S. 

aureus. В этом исследовании были использованы два штамма: MRSA-1 – 

штамм S. aureus, устойчивый к β-лактамным антибиотикам и фторхинолонам, 

другой штамм MRSA-2 – устойчивый только к β-лактамным антибиотикам. 

Производные первого ряда продемонстрировали высокую бактерицидную 

активность в отношении протестированных MRSA на уровне активности в 

отношении стандартного лабораторного штамма. МИК и МБК соединений 

второго ряда в отношении MRSA оказались в 2-8 раз выше, чем для S. aureus 

209Р. При этом МИК полученные для антибиотиков ципрофлоксацина и 

амоксициллина в отношении резистентных штаммов превышали МИК для 

музейной культуры более чем в 200 и 100 раз соответственно.  

При исследовании новых потенциальных антимикробных агентов 

необходимо исключить возможность развития резистентности у стандартного 

лабораторного штамма в течении нескольких дней инкубации. При инкубации 

микроорганизмов в среде с содержанием низких концентраций 

антимикробных агентов, бактерии со временем могут выработать 

устойчивость к этим веществам, как это было продемонстрировано с 

препаратами сравнения (Амоксициллин, Норфлоксацин). При воздействии 

исследуемых фосфониевых солей (8а и 5б) были зафиксированы МИК не 
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более чем в 2 раза превышающие МИК для эталонного штамма S. aureus 

ATCC209Р. В литературе такое явление иногда объясняется неспецифическим 

механизмом действия соединения [Lin et al., 2017]. В ряду литературных 

источников описываются фосфониевые соли, которые не вызывали развитие 

резистентности [Michaud et al., 2022]. 

Для оценки эффективности исследуемых соединений против 

микроорганизмов важно учитывать взаимодействие веществ с биопленками. 

После воздействия соединений 8а и 5б было продемонстрировано почти 

полное ингибирование образования биопленок в концентрациях, 

соответствующих 1/2×МИК и выше. При изучении разрушения 

сформировавшихся биопленок, были выявлены различия между 

исследуемыми соединениями: 8а даже в концентрации, превышающей МИК 

(14 мкМ) не приводило к значительному разрушению биопленки. При этом 

при воздействии 5б в концентрации 1 мкМ (что соответствует МИК) 

наблюдается значительное снижение жизнеспособных клеток в биопленке, а 

при более высокой концентрации практически полное их отсутствие. Однако 

стоит отметить, что результаты, полученные окрашиванием биопленки CV, не 

продемонстрировали столь значительного эффекта по сравнению с МТТ. 

Вероятно, это связано с взаимодействием красителя с веществами во 

внеклеточном матриксе и мертвыми клетками. Таким образом, можно 

заключить, что соединение 5б эффективно даже против сформировавшихся 

биопленок S. aureus. 

Анализ для выявления МИК и МБК соединений позволяет оценить 

антибактериальное действие соединений лишь после длительного периода 

инкубации с веществами. Оценка времени гибели микроорганизмов позволяет 

проанализировать и выявить срок, необходимый исследуемому соединению 

для достижения бактериостатического и бактерицидного эффекта. 

Соединение 8а приводит к полной гибели бактерий через 2 часа после 

воздействия в концентрации 14 мкМ (2×МИК) и выше, а соединение 5б – в 

концентрации 10 мкМ (10×МИК).  
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Известно, что фосфофниевые соли, как липофильные катионы, 

способны проникать через ЦПМ, в связи с чем были изучены 

мембранотропные свойства веществ: пермеабилизация (оценивалось 

изменение флуоресценции красителя PI в клетках) и деполяризация 

(оценивалось изменение флуоресценции красителя DiSC3(5) в клетках) 

мембраны. Деполяризация происходит за счет нарушения движения ионов 

через мембрану, а нарушение проницаемости из-за значительных 

повреждений мембраны или образования крупных пор [Boix-Lemonche et al., 

2020]. Результаты исследования демонстрируют небольшие нарушения ЦПМ 

при воздействии веществ 8а и 5б, которые при повышении концентрации 

усугубляются. Назаров с соавторами в серии работ описывают фосфониевые 

соли, способные вызывать деполяризацю ЦПМ бактерий, но при этом не 

наблюдалось изменения проницаемости мембраны [Nazarov et al., 2021; 

Pavlova et al., 2021]. В другом исследовании фосфониевые соли вызывали как 

деполяризацию, так и пермеабилизацию бактериальной мембраны [Li et al., 

2017]. 

По фотографиям, полученным методом ПЭМ, можно подтвердить 

воздействие веществ на ЦПМ бактерий (в концентрации 10×МИК мембрана 

становится аморфной, плохо заметной структурой). Однако во всех образцах 

(даже в разрушенных клетках) клеточная стенка остается четко различимой. В 

литературе встречаются работы, которые демонстрируют воздействие 

соединений на клеточную стенку. Kang с коллегами сообщают об 

исследовании модифицированного антибиотика ципрофлоксацина 

трифенилфосфониевым фрагментом посредством сложноэфирного и 

амидного сочетания. При изучении морфологии бактерий методом ПЭМ в 

данном случае присутствие трифенилфосфониевого фрагмента приводит к 

нарушению целостности клеточной стенки бактерий S. aureus, изменению ее 

структуры, размера [Kang et al., 2020]. О нарушении клеточной стенки при 

воздействии производных фосфониевых солей также сообщают Никитина с 

соавторами [Nikitina et al., 2017]. В настоящей работе эффект соединений 
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резко отличается: пептидогликановый слой даже в высоких концентрациях 

остается четко выраженной структурой, причем даже после лизиса 

сохраняются фрагменты клеточной стенки. Таким образом, можно заключить, 

что бактерицидное действие веществ связано не с нарушением целостности 

клеточной стенки.  

В неблагоприятных условиях бактерия пытается синтезировать белки, 

которые могут помочь ей пережить состояние стресса. Выделив и 

идентифицировав такие белки, можно сделать вывод о характере воздействия 

фосфониевых соединений на клетки. В нашем случае было выявлено 

несколько белков, которые обычно синтезируюся в клетке в условиях стресса 

(универсальный стрессовый белок UspA, альдегид дегидрогеназа, 

тиоредоксин, 3-кетоацил-АСР-редуктаза, этанол-активная дегидрогеназа/ 

ацетальдегид-активная редуктаза, цистеин синтаза) при этом только 

универсальный стессовый белок UspA был достоверно идентифицирован в 

концентрации, соответствующей МИК. Остальные белки присутствовали 

только в более высоких концентрациях. Белок UspA содержится в бактериях, 

археях, грибах, простейших и растениях, его экспрессия индуцируется 

различными стрессовыми факторами среды, такими как голодание, 

экстремальные температуры, антибиотики и другие. Известно, что регуляция 

гена UspA связана с путями углеводного метаболизма, в том числе гликолиза. 

Кроме того, экспрессия этого белка увеличивается при условиях, в которых 

рост популяции перестает быть максимальным. Механизмы действия данного 

белка еще не до конца известны, но основная функция UspA — это борьба со 

стрессом [Persson et al., 2007]. 

Судя по идентифицированным белкам, которые участвуют в 

синтетических процессах, можно заключить, что в клетке увеличивается 

интенсивность пластического и энергетического метаболизма. Также был 

выделен белок, участвующий в гомологичной рекомбинации. Это процесс 

обмена генетической информации между гомологичными участками ДНК, 

который способствует восстановлению двухцепочечных разрывов, 
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горизонтальной передачи генов, увеличивает генетическое разнообразие 

популяции [Kaniecki et al., 2018]. Кроме того, вызывает интерес белок 

пептидогликан гидролаза (6), влияющий на состояние клеточной стенки 

бактерий. Этот фермент участвует в регуляции синтеза клеточной стенки, 

обороте пептидогликана во время роста, отделении дочерних клеток во время 

деления клеток и автолизе [Bobrovskyy et al., 2018; Ahmad et al., 2015; Szweda 

et al., 2012]. Так как, по данным ПЭМ в морфометрических исследованиях не 

было выявлено увеличение числа делящихся клеток или их размера, можно 

предположить, что в данном случае этот белок участвует в процессе автолиза.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Проведенное комплексное исследование позволило установить 

фундаментальные биохимические закономерности действия новых 

производных фосфониевых солей. Ключевым результатом работы стало 

выявление детерминирующей роли липофильности молекул, определяемой 

длиной алкильного радикала, в проявлении как цитотоксической, так и 

антимикробной активности. Также показано, что введение в структуру 

молекулы более компактного гидроксибензильного фрагмента способствует 

усилению биологической активности соединений без повышения их 

токсичности в отношении условно-нормальных клеточных линий. 

Установлено, что соединения-лидеры демонстрируют селективную 

цитотоксичность в отношении опухолевых клеток, реализуемую через каскад 

взаимосвязанных биохимических событий: деполяризацию мембраны 

митохондрий, индукцию окислительного стресса, повреждение ДНК и 

последующий запуск апоптоза по митохондриальному пути. Параллельно 

продемонстрирован универсальный мембранотропный механизм 

антимикробного действия, объясняющий высокую бактерицидную активность 

соединений против резистентных штаммов и биопленок Staphylococcus aureus 

без развития резистентности.  

Полученные данные не только вносят вклад в понимание молекулярных 

основ биологической активности фосфониевых солей, но и создают научный 

фундамент для целенаправленного дизайна новых соединений с заданными 

свойствами – селективных противоопухолевых агентов с сопутствующей 

антимикробной активностью. 
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ВЫВОДЫ 

1. Установлен спектр цитотоксической активности новых производных 

фосфониевых солей in vitro: выявлены соединения-лидеры, обладающие 

селективным действием в отношении некоторых опухолевых клеточных 

линий человека при низкой гемотоксичности и цитотоксичности на условно-

нормальных клетках. 

2. Охарактеризованы ключевые биохимические события 

цитотоксического механизма соединений-лидеров в опухолевых клетках: 

деполяризация мембраны митохондрий, индукция окислительного стресса, 

повреждение ДНК, остановка клеточного цикла в G1-фазе и запуск апоптоза 

по митохондриальному пути. 

3. Охарактеризована высокая антимикробная активность исследуемых 

фосфониевых солей, проявляющаяся в отношении грамположительных 

бактерий (включая MRSA), грибов, а также их эффективность против 

биопленок и отсутствие развития резистентности у Staphylococcus aureus in 

vitro. 

4. Установлен мембранотропный механизм антимикробного действия, 

заключающийся в деполяризации и последующей пермеабилизации 

цитоплазматической мембраны бактерий, что подтверждается данными 

протеомного анализа, выявившего нарушения в ключевых метаболических 

путях. 

5. Основным структурным фактором, влияющим на биологическую 

активность исследуемых соединений, является длина алкильного радикала у 

атома фосфора. Введение в структуру молекулы более компактного 

гидроксибензильного фрагмента (алкил-2-гидроксибензилфосфоний 

хлориды) способствует усилению биологической активности соединений без 

повышения их токсичности в отношении условно-нормальных клеточных 

линий. 

 



111 
 

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

УПП – устойчивость к противомикробным препаратам 

ВОЗ – всемирная Организация Здравоохранения 

ESKAPE –патогены Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa and Enterobacter 

sp. 

ЛС – лекарственные средства 

АФК – активные формы кислорода 

ЭТЦ – электрон-транспортной цепью 

ΔΨm – митохондриальный мембранный потенциал 

ЧФС – четвертичные фосфониевые соли 

ТФФ+ – катион трифенилфосфония  

ΔΨ – мембранный потенциал 

ЦПМ – цитоплазматическая мембрана 

МИК – минимальная ингибирующая концентрация 

MRSA – метициллин-резистентный штамм S. aureus 

ЧАС – четвертичные аммониевые соединения 

IC50 – концентрация полумаксимального ингибирования 

QSAR – количественная взаимосвязь «структура-активность» (quantitative 

structure of activity relationship) 

СК – салициловая кислота 

АСК – ацетилсалициловая кислота 

МБК – минимальная бактерицидная концентрация 

МФК – минимальная фунгицидная концентрация 

ДМСО – диметилсульфоксид 

CV – краситель кристаллический фиолетовый 

МТТ – 3-(4,5- Диметилтиазол-2- ил)-2,5- дифенилтетразолия бромид 

PI – йодид пропидия 

DiSC3(5) – 3',3'-дипропилтиадикарбоцианин 
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ПЭМ – просвечивающая электронная микроскопия 

PBS – фосфатно-солевой буфер 

CI – клеточный индекс 

НС50 – концентрация, при которой наблюдается разрушение 50% 

эритроцитов 

ИС – индекс селективности  
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ПРИЛОЖЕНИЕ 

Таблица П1 – Индекс селективности соединений в отношении 

грамположительной бактерий и грибов в диссертацию? 

№ 

соединения 

ИС 

IC50 (RPMI 

1788)/ МИК 

(B. сereus) 

IC50 (RPMI 

1788)/ МБК 

(B. сereus) 

IC50 (Chang 

liver)/ МИК 

(B. сereus) 

IC50 (Chang 

liver)/ МБК 

(B. сereus) 

НC50/ 

МИК (B. 

сereus) 

НC50/ 

МБК (B. 

сereus) 
1a 0.4 0.4 0.4 0.4 - - 

2a 0.5 0.5 0.9 0.9 - - 

3a 2.0 1.0 0.9 0.4 - - 

4a 1.4 0.7 1.4 0.7 - - 

5a 1.0 1.0 1.9 1.9 18.4 18.4 

6a 1.7 1.7 2.0 2.0 9.7 9.7 

7a 1.7 0.9 2.8 1.4 9.6 4.8 

8a 3.6 1.8 4.6 2.3 8.5 4.2 

1б 0.8 0.2 1.7 0.4 - - 

2б 0.3 0.1 1.1 0.3 - - 

3б 0.9 0.9 2.6 2.6 - - 

4б 10.3 4.8 24.1 11.3 26.6 12.5 

5б 26.6 6.2 47.6 11.2 25.1 5.9 

6б 10.8 0.1 11.8 0.1 15.1 0.1 

7б 1.3 0.0 3.2 0.1 2.4 0.1 

8б 0.3 0.2 0.6 0.3 2.0 1.0 

№ 

соединения 

ИС 

IC50 (RPMI 

1788)/ МИК 

(E. faecalis) 

IC50 (RPMI 

1788)/ МБК 

(E. faecalis) 

IC50 (Chang 

liver)/ МИК 

(E. faecalis) 

IC50 (Chang 

liver)/ МБК 

(E. faecalis) 

НC50/ 

МИК (E. 

faecalis) 

НC50/ 

МБК (E. 

faecalis) 
1a 0.4 0.2 0.4 0.2 - - 

2a 0.5 0.2 0.9 0.4 - - 

3a 1.0 1.0 0.4 0.4 - - 

4a 1.4 0.7 1.4 0.7 - - 

5a 0.5 0.5 0.9 0.9 9.2 9.2 

6a 1.7 0.9 2.0 1.0 9.7 4.8 

7a 13.4 13.3 22.4 22.2 75.9 75.0 

8a 27.9 28.3 35.3 35.8 65.2 66.0 

1б 0.2 0.2 0.4 0.4 - - 

2б 0.1 0.1 0.6 0.6 - - 

3б 0.4 0.2 1.3 0.7 - - 

4б 2.4 2.4 5.5 5.5 6.1 6.1 

5б 23.9 12.1 42.8 21.7 22.6 11.4 

6б 10.8 2.6 11.8 2.8 15.1 3.7 

7б 0.3 0.2 0.8 0.4 0.6 0.3 

8б 0.7 0.7 1.3 1.3 3.9 3.9 

№ 

соединения 

ИС 

IC50 (RPMI 

1788)/ МИК 

(C. аlbicans) 

IC50 (RPMI 

1788)/ МБК 

(C. аlbicans) 

IC50 (Chang 

liver)/ МИК 

(C. аlbicans) 

IC50 (Chang 

liver)/ МБК 

(C. аlbicans) 

НC50/ 

МИК (C. 

аlbicans) 

НC50/ 

МБК (C. 

аlbicans) 
1a 0.1 0.1 0.1 0.1 - - 

2a 0.1 0.1 0.2 0.1 - - 

3a 0.5 0.2 0.2 0.1 - - 

4a 0.1 0.1 0.1 0.1 - - 

5a 0.3 0.1 0.5 0.1 4.6 1.1 

6a 0.4 0.4 0.5 0.5 2.4 2.4 

7a 0.1 0.1 0.1 0.1 0.3 0.3 

8a 0.2 0.2 0.3 0.3 0.5 0.5 
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1б 0.1 0.1 0.1 0.1 - - 

2б 0.0 0.0 0.1 0.1 - - 

3б 0.1 0.1 0.2 0.2 - - 

4б 1.2 1.2 2.8 2.8 3.0 3.0 

5б 3.0 3.0 5.4 5.4 2.9 2.9 

6б 2.6 2.6 2.8 2.8 3.6 3.6 

7б 1.3 1.3 3.2 3.2 2.4 2.4 

8б 0.2 0.2 0.3 0.3 1.0 1.0 

 


