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Резюме
Введение. Современная терапия констатирует окислительный стресс как одно из ключевых звеньев патогенеза целого ряда заболеваний, 
что делает поиск новых низкомолекулярных антиоксидантов актуальным [1]. Распространенные методики несовершенны, поскольку 
отражают реакционную способность пробы в искусственных условиях [2–4]. Предлагаемая методика применения биосенсора «Эколюм» 
позволяет сохранить преимущества in vitro методик и повысить точность определения путем использования биологических реакций 
клеток [5, 6]. 
Цель. Исследование антирадикальной и антиоксидантной активности 2-аминопирролов с применением методик in vitro, квантово-
химических расчетов.
Материалы и методы. Ранее получены производные 2-аминопирролов. Исследование антирадикальной активности соединений 
осуществлялось с помощью теста ДФПГ (2,2-дифенил-1-пикрилгидразил). Антиоксидантная активность оценивалась на модели 
окислительного стресса с использованием биосенсора «Эколюм». Квантово-химические расчеты для оценки электронных параметров 
молекул проводились в газовой фазе. 
Результаты и обсуждение. Данные теста антиоксидантной активности свидетельствуют о более выраженном антиокислительном 
потенциале вещества 2a, поскольку его применение вызвало значительное снижение уровня стресса клеточной культуры по сравнению 
с веществом 2b. Тестирование антирадикальной активности соединений выявило больший антирадикальный потенциал вещества 2b, что 
раскрывает тезис авторов об ограниченности распространенных методик исследования антиоксидантов. Квантово-химические расчеты 
показали, что соединение 2b характеризуется более высоким значением потенциала ионизации, что может свидетельствовать о его 
большей стойкости к окислению, по сравнению с 2а.
Заключение. Исследование антирадикальной и антиоксидантной активности 2-аминопирролов показало актуальность разработки 
методики для поиска новых антиоксидантов, поскольку тест антирадикальной активности не отразил воздействие 2-аминопирролов 
на культуру биосенсора. Применение квантово-химических расчетов позволило оценить реакционную способность исследуемых 
соединений. 
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Abstract
Introduction. Modern therapy defines oxidative stress as one of the key links in the pathogenesis of different diseases, which makes the search 
for new low molecular weight antioxidants actual [1]. The widely used methods are imperfect, since they reflects reactivity of the sample under 
artificial conditions [2–4]. The proposed technique of using the "Ecolum" biosensor makes it possible to preserve the advantages of in vitro methods 
and improve the accuracy of determination through the use of biological reactions of cells [5, 6].
Aim. Studying of the antiradical and antioxidant activity of 2-aminopyrroles, using in vitro methods and quantum-chemical calculations.
Materials and methods. Earlier, derivatives of 2-aminopyrroles were obtained. Antiradical activity of the compounds was studied using the 
DPPH test (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). Antioxidant activity was evaluated on the model of oxidative stress using the «Ecolum» biosensor. The 
calculation data of the indices of reactivity in the approximation of the gas phase were obtained using quantum-chemical methods. 
Results and discussion. The antioxidant activity test indicated a higher antioxidant potential of 2a, compared to 2b. Antiradical activity test 
revealed a greater antiradical potential of 2b. Quantum-chemical calculations showed that 2b is characterized by a higher ionization potential, 
which may indicate its greater resistance to oxidation compared to 2a.
Conclusion. The study of the antiradical and antioxidant activity of 2-aminopyrroles showed the importance of developing a methodology for the 
search for new antioxidants, because of antiradical activity test deviations, compared to living cell reactions.
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ВВЕДЕНИЕ
Современная терапия констатирует окислитель-

ный стресс как одно из  ключевых звеньев патогене-
за целого ряда заболеваний, что делает поиск новых 
низкомолекулярных антиоксидантов актуальным  [1]. 
Широко используемые методики определения анти-
оксидантной активности рассматривают оценку анти- 
оксидантного потенциала на  основе одной химиче-
ской реакции, что позволяет ускорить процесс опре-
деления и  эффективно сравнивать в  рамках метода 
различные соединения, однако, фактически резуль-
тат отражает лишь реакционную способность пробы 
в  определенных, сугубо искусственных условиях  [2–4]. 
Нами предложена методика применения биосенсо-
ра «Эколюм», представляющего собой культуру E. сoli,  
обладающую биолюминесценцией, зависящей от ток-
сического воздействия на  биосенсор, при определе-
нии антиоксидантного потенциала соединений путем 
воздействия на  культуру биосенсора исследуемого 
вещества и  раствора перекиси водорода. Примене-
ние биосенсора позволяет сохранить преимущест- 
ва  in  vitro методик и  повысить точность определения 
за  счет использования биологических реакций кле-
ток, расширяя спектр изучаемых механизмов антиок-
сидантной активности [5, 6]. При разработке нового 
метода определения антиоксидантной активности in 
vitro использовались результаты ДФПГ-теста антира-
дикальной активности для определения сходимости 
с  результатами классических in vitro тестов антиокси-
дантной активности, а  также квантово-химические 
расчеты, позволяющие оценить реакционную способ-
ность соединений в  биологических системах за  счет 
определения физико-химических параметров мо-

лекулы. Исследование антиоксидантной и  антиради- 
кальной активности 2-аминопирролов дополняет  
актуальность исследования, поскольку позволяет рас- 
крыть возможности перспективной группы ве-
ществ-цитостатиков, действие которых на  опухоле- 
вую ткань может быть дополнено нарушением патоло-
гического баланса свободных форм кислорода [7–10].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Синтетическая часть

Для проведения данного исследования были по-
лучены производные 2-аминопирролов (рисунок 1).

К раствору 1,71  г (0,005  моль) N-[5-(нафталин- 
2-ил)-2-оксофуран-3 (2  Н)-илиден]бензогидразида в  
40 мл безводного толуола добавляли 0,56 г (0,005 моль) 
этилового эфира или 0,42  г (0,005  моль) амида циа-
нуксусной кислоты, и 0,5 г (0,005 моль) триэтиламина. 
Полученную смесь нагревали в  течение 30–120  мин, 
затем охлаждали до  0 °C. Осадок отфильтровыва-
ли и  перекристализовывали из  этанола (2а), из  мета- 
нола (2b).

Фармакологическая часть

Антирадикальную активность исследовали с  по-
мощью метода связывания стабильного радикала 
2,2-дифенилпикрил-1-гидразилом (ДФПГ или DPPH), 
связывание радикалов которого исследуемыми со-
единениями определяли по  величине оптической 
плотности, которую устанавливали спектрофотомет- 
рически. Концентрация ДФПГ в  96%-м этаноле состав-
ляла 6,5 × 10–5  M. В  кювету СФ-2000 объемом 3  мл  
добавляли смесь 10  мкл раствора исследуемого ве-
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щества в  диметилсульфоксиде (ДМСО) (1  мМ в  1  мл), 
1  мл ТРИС-буферного раствора, 1  мл этанола 95 %.  
После измерения оптической плотности исследуемо-
го вещества при длине волны 517 нм к смеси добав-
ляли 1 мл раствора ДФПГ, перемешивали и выдержи-
вали в  темном прохладном месте в  течение 30  минут, 
после чего проводили повторное измерение оптиче-
ской плотности. Ингибирующий эффект рассчитыва-
ли по формуле:

Q = 100 (D0 – Dx)/D0, (1)

где D0  – оптическая плотность контрольного раство-
ра ДФПГ; Dx  – оптическая плотность раствора ДФПГ 
в  присутствии исследуемого вещества либо раство-
ра эталона сравнения за  вычетом оптической плот-
ности раствора, измеренной до  добавления ДФПГ. В 
качестве эталона сравнения использовался тролокс 
(Trolox) – водорастворимая форма витамина Е (Sigma-
Aldrich, США).

Ингибирование флуоресцентной активности при 
окислительном стрессе биосенсора «Эколюм» в  при-
сутствии перекиси водорода проводилось с  исполь- 
зованием ридера для микропланшет Synergy™ H1 
(BioTek, США). В  лунку 96-луночного планшета поме- 
щались 100 мкл. среды ГРМ № 3 (ФБУН ГНЦ ПМБ, Рос-
сия), 50  мкл. культуры клеток биосенсора «Эколюм», 
25 мкл раствора исследуемого вещества в ДМСО (5 мг 
вещества растворялось в 1 мл ДМСО), либо контроль-
ный объем ДМСО, а также 25 мкл 3 % раствора пере-
киси водорода. Определение флуоресценции прово-
дили после экспозиции 40 мин при температуре 37 ºС  
при длине волны возбуждения 490 нм и длине волны 
флуоресценции 585  нм. Определялось среднее зна-
чение трех повторностей, полученные значения ис-
пользовались в формуле:

ИФА = (X1 – X2)/X1 × 100 %, (2)

где Х1  – флуоресценция лунки контроля ДМСО; Х2  – 
флуоресценция лунки с исследуемым веществом.

Квантово‑химическая часть

Все квантово-химические расчеты проводились 
на  кластерном суперкомпьютере Уфимского инсти-
тута химии УФИЦ РАН. Использовали программное  
обеспечение Gaussian 16  rev., revision C.01, C.09 (Gaus- 

sian Inc., США). Для оптимизации и решения коле-
бательной задачи использовали метод M06–2X  [11] 
с  базисным набором cc-pVTZ  [12]. Расчеты для опре-
деления электронных параметров исследуемых со-
единений проводили в  приближении газовой фазы. 
Потенциал ионизации (IP) оценивался как разница 
в  значениях энтальпий зарытой нейтральной (close-
shell) и  открытой (open-shell) оболочек атомно-моле-
кулярных систем. Сродство к электрону (EA) похожим 
способом. Значение HOMO-LUMO gap оценивается  
как разница в  значениях сродства к электрону и  по-
тенциала ионизации. Величина энергетического зазо-
ра используется для нахождения связи между элект- 
ронной структурой и  активностью молекул, а  так-
же характеризует их донорно-акцепторные и  окис-
лительно-восстановительные свойства. Значения  IP и 
EA позволили оценить индексы реакционной способ-
ности молекул: «жесткость», «мягкость» и  значения  
электроотрицательности и индекса электрофильности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Фармакологическая часть

Как видно из таблицы 1, вещества не оказали анти- 
окислительного влияния, проявив цитотоксическое 
действие. Как видно из  таблицы, вещества оказали 
умеренное антирадикальное действие.

Таблица 1. Результаты антиоксидантной  
и антирадикальной активности  
производных 2-аминопиррола

Table 1. Results of antioxidant and antiradical activity  
of 2-aminopyrrole derivatives

№ 
Соединения
Compounds

Ингибирование 
флуоресцентной 

активности, %
Fluorescent 

activity inhibition, %

Убыль 
радикалов, %

Loss of radicals, %

1 2a 4,65 10,27
2 2b 15,09 15,84

3
Тролокс
Trolox

–0,30 43,65

Квантово‑химическая часть

Геометрические параметры соединений 2а  и  2b 
различаются природой заместителя. Вероятно, по 
этой причине практически все индексы реакцион-
ной способности молекул схожи (таблица 2). Замет-

Рисунок 1. Общий путь синтеза производных 2-аминопирролов

Figure 1. General route for the synthesis of 2-aminopyrrole derivatives
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ные различия наблюдаются лишь в значениях потен- 
циала ионизации. Большее значение IP характерно 
для 2b (на 0,22 эВ), что позволяет предположить боль-
шую стойкость к окислению.

Таблица 2. Рассчитанные значения электронных параметров  
изучаемых соединений

Table 2. Calculated values of the electronic parameters  
of the studied compounds

ID IP, eV EA, ev H-L gap η S χ ω
2a 7,82 1,35 –,47 3,24 0,15 4,59 34,02
2b 8,04 1,49 –6,55 3,28 0,15 4,76 37,16

Молекулярный электростатический потенци-
ал (MEP) [13] широко используется для предсказания  
нуклеофильных и  электрофильных сайтов, а  также 
молекулярного распознавания, поскольку молекулы 
всегда стремятся комплементарно сближаться друг 
с другом согласно величинам ESP (рисунок 2).

Для соединения 2a минимум ESP составляет 
–78,69 ккал/моль, для соединения 2b – –87,45 ккал/моль. 
Что касается максимумов на поверхности Ван-дер- 
Ваальса, здесь для 2а составляет 81,32  ккал/моль, для  
2b – 79,98 кал/моль.

ОБСУЖДЕНИЕ
Таким образом, исследуемые вещества 2a и  2b 

в  тесте антиоксидантной активности c использовани-
ем биосенсора «Эколюм» показали наличие цитоток-
сического действия, выраженного в  угнетении флуо- 
ресценции биосенсора по  сравнению с  веществом 
сравнения, однако, данные свидетельствуют о  более 
выраженном антиокислительном потенциале вещест- 
ва 2a, поскольку его применение вызвало трехкрат-
ное снижение уровня стресса клеточной культуры 
по  сравнению с  веществом 2b. Тестирование антира-
дикальной активности соединений выявило больший 
антирадикальный потенциал вещества 2b, что рас-
крывает тезис авторов о  ограниченности распростра-
ненных методик исследования антиоксидантов. Со-
гласно данным квантово-химических расчетов можно 

предположить, что реакционная способность моле-
кул 2a и 2b в целом схожая. Однако соединение 2b ха- 
рактеризуется более высоким значением потенциала 
ионизации, что может свидетельствовать об его боль-
шей стойкости к окислению, по сравнению с 2а.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследование антирадикальной и  антиоксидант-

ной активности 2-аминопирролов  in  vitro показало  
актуальность разработки методики для поиска но-
вых низкомолекулярных антиоксидантов, поскольку  
применение распространенных  in  vitro методик для 
скрининга не  отразило воздействие 2-аминопирро-
лов на  уровне взаимодействия с  живыми клетками, 
что свидетельствует о  протекании иных процессов,  
обуславливающих антиоксидантный потенциал образ-
цов. Квантово-химические расчеты показали возмож-
ную причину различной активности соединений.
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Рисунок 2. Локальные минимумы (на рисунке отображены, си-
ним цветом) и максимумы (на рисунке отображены красным 
цветом) электростатического потенциала (ESP) на Ван-дер-Ва-
альсовой поверхности для соединений 2a и 2b

Figure 2. Local minima (shown in blue in the figure) and maxima 
(shown in red in the figure) of the electrostatic potential (ESP) on 
the van der Waals surface for compounds 2a and 2b
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