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Цели. Задача данной работы заключалась в получении катионных амфифилов, являющих-
ся амидами малоновой кислоты. Целевые амфифилы должны содержать насыщенную и 
ненасыщенную алкильные цепи в гидрофобном блоке, а также один или два положитель-
ных заряда в полярной головной части за счет этилендиамина и аминокислоты L-орни-
тина. Для таких катионных амфифилов должны быть определены физико-химические 
свойства и трансфекционная активность липосомальных композиций на их основе.
Методы. Исходным соединением в синтезе был диэтиловый эфир малоновой кисло-
ты. С ним проводили реакцию С-алкилирования для присоединения первой гидрофобной 
цепи (с использованием октилбромида, додецилбромида и октадецилбромида). В каче-
стве второй гидрофобной цепи использовали N-олеиламин, который присоединяли по 
карбоксильной группе малоновой кислоты путем образования амидной связи. Полярная 
головная группа была представлена этилендиамином, который присоединяли по остав-
шейся карбоксильной группе малоновой кислоты. Далее к этилендиамину присоединя-
ли L-орнитин для получения катионных липидов с двумя положительными зарядами 
в головной группе. Структуры соединений характеризовали с помощью инфракрасной 
спектроскопии, спектроскопии ядерного магнитного резонанса и элементного анализа. 
Методом фотонно-корреляционной спектроскопии оценивали распределение частиц по 
размерам. С помощью люциферазного теста определяли эффективность трансфек-
ции на клеточной линии HeLa.
Результаты. Разработана схема синтеза новых катионных амифифилов с несимме-
тричным гидрофобным блоком. Полученные на их основе липосомальные частицы имеют 
размер около 120 нм и обладают достаточно высоким дзета-потенциалом (29–30 мВ).
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Выводы. Размер полученных липосом позволяет им проникать в клетки, что делает 
возможным использование таких композиций для трансфекции. Высокий дзета-потен-
циал свидетельствует об их стабильности. Наши результаты показали, что эффек-
тивность трансфекции полученными липосомами в смеси с холестерином сопоставима 
с коммерческим препаратом. Катионные амфифилы на основе амидов малоновой кисло-
ты являются перспективными для разработки трансфекционных липосомальных ком-
позиций на их основе.

Ключевые слова: катионные липиды, амиды малоновой кислоты, катионные липосомы, 
трансфекционная активность, направленная доставка, катионные амфифилы
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Objectives. The aim of this work is to synthesize cationic amphiphiles based on malonic 
acid amides. The target compounds should contain saturated and unsaturated alkyl chains 
in the hydrophobic portion, and one or two positive charges in the polar head as created by 
ethylenediamine and amino acid L-ornithine. For such cationic amphiphiles, we determined 
physicochemical properties and transfection efficiency of liposomes based on them.
Methods. The initial compound in the synthesis is diethylmalonate. We used C-alkylation to 
add the first hydrophobic chain (with octylbromide, dodecylbromide, or octadecylbromide). 
N-oleylamine was used as the second hydrophobic chain, which was attached at the carboxyl 
group of the malonic acid via amide bond formation. The polar head was represented by 
ethylenediamine, which was then attached at the second carboxyl group of the malonic acid. 
Further, L-ornithine was attached to ethylenediamine to produce cationic lipids with two positive 
charges in the head group. The structures of the compounds were characterized by infrared 
spectroscopy, nuclear magnetic resonance spectroscopy, and elemental analysis. Particle size 
distribution was evaluated by photon correlation spectroscopy. The luciferase test was used to 
determine transfection efficiency using HeLa cells.
Results. We have developed a synthesis scheme to produce new cationic amphiphiles with an 
asymmetric hydrophobic part. The obtained liposomal particles are approximately 120 nm in size 
and have a relatively high zeta potential of 29–30 mV.
Conclusions. The size of these liposomes allows them to penetrate into cells, which makes 
it possible to use these compositions for transfection. The high zeta potential shows that the 
particles are stable. Our results demonstrate that the transfection efficiency of our liposomes 
(mixed with cholesterol) is comparable to a commercial formulation. Cationic amphiphiles based 
on malonic acid amides have great potential for liposome development for transfection.

Keywords: cationic lipids, malonic acid amides, cationic liposomes, transfection efficiency, 
targeted delivery, cationic amphiphiles.
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ВВЕДЕНИЕ

Генная терапия является многообещающим 
подходом для лечения большого количества генети-
ческих заболеваний – за счет введения отсутствую-
щих генов или замены дефектных генов здоровыми 
[1]. С начала разработки концепции генной терапии 
в медицине были предложены эффективные мето-
ды переноса нуклеиновых кислот в клетки [2]. Эти 
методы обеспечивают доставку полинуклеотидов в 
биологическую ткань или клетки – так называемую 
трансфекцию генов. Из-за деградации под действи-
ем нуклеаз «чистая» ДНК или РНК не может про-
никнуть через клеточную мембрану без использо-
вания физических методов, таких как инъекции или 
«генная пушка», поэтому необходимы носители, ко-
торые могли бы транспортировать ДНК через кро-
воток и эффективно высвобождать генетический 
материал вблизи клеточного ядра [3].

Системы доставки полинуклеотидов делятся на 
два основных класса: вирусные и невирусные век-
торы [4–5]. Несмотря на высокую эффективность 
трансфекции, вирусные системы имеют недостат-
ки, так как могут вызывать иммунные ответы в 
большей или меньшей степени [6].

Системы–носители нуклеиновых кислот на ос-
нове катионных липидов являются перспективным 
фармацевтическим инструментом для реализации 
генных терапевтических стратегий [7]. В отличие 
от вирусных систем, эти комплексы не обладают 
иммуногенным потенциалом или ограничениями 
по размеру доставляемых генетических фрагментов 
[8]. Однако катионные липиды, а также другие не-
вирусные векторы, такие как полимеры и пептиды, 
проявляют низкую эффективность трансфекции и 
выраженную токсичность [9].

На пути к созданию оптимальных трансфекци-
онных систем постоянно синтезируют и исследуют 
новые липиды. Для увеличения скорости трансфек-
ции изменяют структуру катионных липидов, меня-
ют соотношение с незаряженными вспомогатель-
ными липидами, добавляют различные количества 
ДНК [10–12]. В связи с этим важно исследовать 
физико-химические свойства липидов, чтобы по-
нять зависимость «структура–эффективность» для 
переноса генов [7]. Поэтому необходимы многочис-
ленные исследования с мультидисциплинарными 
подходами [13].

Преимущество катионных липидов заключа-
ется в том, что они могут быть сконструированы в 
соответствии с «модульным принципом» – можно 
выполнять структурные изменения отдельно в го-
ловной группе, в линкере и в липофильной области 
[11, 14, 15]. Структура гидрофобного домена опре-
деляет температуру фазового перехода и текучесть 

бислоя, что в дальнейшем оказывает влияние на 
стабильность липосом, защиту ДНК от нуклеаз, эн-
досомальный выход, высвобождение ДНК из липо-
плекса и проникновение в ядро [3, 16]. Олеиновые 
ненасыщенные цепи способствуют эндосомально-
му высвобождению благодаря повышению текуче-
сти мембраны трансфекционных комплексов [17]. 
Также на эффективность трансфекции катионных 
липидов влияет эффект асимметрии [3]. Кроме того, 
многовалентные липиды более активны по сравне-
нию с одновалентными [11].

Перспективным классом катионных липидов 
являются диамиды малоновой кислоты [13]. Кати-
онные липиды на основе малоновой кислоты были 
впервые описаны в литературе (в качестве носи-
телей нуклеиновых кислот) около 10 лет назад. 
Диэтиловый эфир малоновой кислоты является 
центральным строительным блоком синтеза. Хи-
мические свойства малоновой кислоты позволя-
ют присоединять алкильные цепи через ацильные 
функции в виде амидов или сложных эфиров [11]. 
Диамиды малоновой кислоты с двумя длинными 
гидрофобными алкильными цепями и полярной 
головной группой, используемые в качестве ново-
го класса невирусных агентов, переносящих гены, 
показали высокую эффективность трансфекции 
и умеренную токсичность. Кроме того, амидные 
связи демонстрировали более высокую стабиль-
ность в отношении гидролиза, чем сложноэфир-
ные связи. Показано, что увеличение катионной 
головной группы путем сочетания с двумя молеку-
лами лизина, а не только одной, приводит к повы-
шению эффективности трансфекции [10, 15]. Та-
ким образом, характеристика биосовместимости 
эффективных липидных композиций и исследо-
вание терапевтических концепций для медицин-
ского применения высокоэффективных катионных 
липидов, полученных из малоновой кислоты, яв-
ляются актуальной задачей [11].

Целью данной работы является получение ка-
тионных амфифилов, являющихся амидами мало-
новой кислоты (схема), содержащих в своем со-
ставе насыщенную и ненасыщенную алкильные 
цепи в гидрофобном блоке, а также один или два 
положительных заряда в полярной головной обла-
сти, созданных этилендиамином и L-орнитином, и 
изучение свойств и трансфекционной активности 
липосомальных композиций на их основе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Общие методики
Все химические вещества и реагенты исполь-

зовались без предварительной очистки: диэтил-
малонат, этилендиамин, октилбромид, додецил-
бромид, октадецилбромид (все – Acros Organics, 
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Схема. Амиды малоновой кислоты.
Scheme. Malonic acid amides.

Бельгия), N-олеиламин (Sigma-Aldrich, США), 
ди-трет-бутилдикарбонат (Вос2О) (Sigma-Aldrich, 
США), L-орнитина моногидрохлорид (L-Orn*HCl) 
(Acros Organics, Бельгия), N,N’-дициклогексилкар-
бодиимид (DCC) (Sigma-Aldrich, США), 1-гидрокси-
бензотриазол (HOBT) (Sigma-Aldrich, США), калия 
гидроокись (Химмед, Россия), натрий сернокислый 
безводный (Химмед, Россия), трифторуксусная кис-
лота (TFA) (Biochem, Россия).

Спектры ядерного магнитного резонанса 1Н ЯМР 
регистрировали в дейтерированном хлороформе 
на импульсном ЯМР спектрометре BrukerWM-400 
(Bruker, Германия) с рабочей частотой 400 МГц. 
Внутренний стандарт – гексаметилдисилоксан. Ин-
фракрасные спектры регистрировали на ИК-Фу-
рье спектрометре EQUINOX 55 (Bruker, Германия). 
Элементный анализ проводили с помощью CHNS 
анализатора FLASH EA 1112 (Thermo Finnigan Italia 

S.p.A, Италия). Тонкослойную хроматографию (ТСХ) 
проводили на пластинках Сорбфил (ИМИД, Россия), 
колоночную хроматографию осуществляли на сили-
кагеле размером 0.040–0.063 мм (Merck, Германия). 
Для обнаружения пятен при ТСХ использовали на-
гревание над пламенем спиртовки. Для выявления 
веществ, содержащих аминогруппы, применяли 
5%-ный раствор нингидрина с последующим нагре-
ванием до 50 ℃.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Моно-N-трет-бутоксикарбонилэтиленди-
амин (1). 8.01 г (133.5 ммоль) 1,2-этилендиамина 
растворяли в диоксане в инертной атмосфере аргона, 
и прикапывали раствор 3.78 г (17.34 ммоль) Вос2О 
в диоксане в течение 3 ч. Смесь перемешивали при 
комнатной температуре в течение 24 ч. Растворитель 
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отгоняли в вакууме, остаток растворяли в воде. Продукт 
выделяли экстракцией дихлорметаном (3 × 50 мл). Вы-
ход продукта составил 2.18 г (78.5%).

ИК-спектр (νmax, см–1): 3355 (NH), 2978, 2934 
(СH2), 1693 (C=O, «I амидная полоса»), 1526 (NH, «II 
амидная полоса»), 1392, 1367, 1278, 1253 (C–O), 1173 
(C–N), 1045 (СН2), 966 (СН3).

Диэтиловый эфир октилмалоновой кислоты (2a). 
К раствору 3 г (18.75 ммоль) диэтилмалоната в без-
водном тетрагидрофуране порционно добавляли 0.49 г 
(20.42 ммоль) гидрида натрия и перемешивали 1 ч 
при комнатной температуре. После этого к прото-
нированному диэтилмалонату добавляли по каплям 
раствор 3.29 г (17.05 ммоль) октилбромида в безводном 
тетрагидрофуране и перемешивали в течение 24 ч. Рас-
творитель отгоняли на роторном испарителе. К ре-
акционной массе добавляли ледяную воду, продукты 
экстрагировали этилацетатом, сушили сульфатом на-
трия, растворитель отгоняли на роторном испарите-
ле. Получили 4.23 г (82.9%) продукта.

1Н ЯМР-спектр соединения 2а (СDCl3, δ, м.д.): 
0.86 (т, 3Н, –СН3), 1.27 (м, 18Н, –СН2СН3, –ОСН2СН3), 
1.89 (м, 2Н, –СНСН2–), 3.35 (т, 1Н, –СН–), 4.18 (м, 4Н, 
–ОСН2СН3).

Диэтиловый эфир додецилмалоновой кис-
лоты (2b). Аналогично: из 3 г (18.75 ммоль) ди-
этилмалоната, 0.49 г (20.42 ммоль) гидрида натрия 
и 4.24 г (17.03 ммоль) додецилбромида. Выход 
продукта 5.16 г (83.9%).

1Н ЯМР-спектр соединения 2b (СDCl3, δ, м.д.): 
0.87 (т, 3Н, –СН3), 1.28 (м, 26Н, –СН2СН3, –ОСН2СН3), 
1.78 (м, 2Н, –СНСН2–), 3.30 (т, 1Н, –СН–), 4.20 (м, 
4Н, –ОСН2СН3).

Диэтиловый эфир октадецилмалоновой кис-
лоты (2c). Аналогично: из 2 г (12.50 ммоль) ди-
этилмалоната, 0.33 г (13.75 ммоль) гидрида натрия 
и 3.79 г (11.37 ммоль) октадецилбромида. Выход 
продукта 3.91 г (83.5%).

1Н ЯМР-спектр соединения 2c (СDCl3, δ, м.д.): 
0.90 (т, 3Н, –СН3), 1.27 (м, 38Н, –СН2СН3, –ОСН2СН3), 
1.84 (м, 2Н, –СНСН2–), 3.37 (т, 1Н, –СН–), 4.21 (м, 
4Н, –ОСН2СН3).

Моноэтиловый эфир октилмалоновой кисло-
ты (3a). К раствору 8.37 г (30.77 ммоль) соединения 
2a в этаноле добавляли по каплям раствор 2.07 г 
(36.96 ммоль) КОН в этаноле в течение 1 ч. Далее 
смесь перемешивали в течение 3 ч и оставляли на 
ночь без перемешивания. После этого отгоняли эта-
нол до половины объема, раствор подкисляли экви-
молярным количеством 0.1М соляной кислоты. Целе-
вое соединение экстрагировали этилацетатом, сушили 
сульфатом натрия, растворитель отгоняли на роторном 
испарителе. Продукт выделяли флэш-хроматографией 
с элюцией гексаном, затем системой хлороформ : мета-
нол (15 : 1). Получали 3.69 г (49.2%) продукта.

1Н ЯМР-спектр соединения 3а (СDCl3, δ, м.д.): 
0.86 (т, 3Н, –СН3), 1.28 (м, 15Н, –СН2СН3, –ОСН2СН3), 
1.89 (м, 2Н, –СНСН2–), 3.37 (т, 1Н, –СН–), 4.19 (м, 
2Н, –ОСН2СН3).

Моноэтиловый эфир додецилмалоновой кис-
лоты (3b). Аналогично: из 7.83 г (23.87 ммоль) со-
единения 2b и 1.6 г (28.57 ммоль) КОН. Выход про-
дукта 2.9 г (33.6%).

1Н ЯМР-спектр соединения 3b (СDCl3, δ, м.д.): 
0.87 (т, 3Н, –СН3), 1.24 (м, 23Н, –СН2СН3, –ОСН2СН3), 
1.70 (м, 2Н, –СНСН2–), 3.20 (т, 1Н, –СН–), 4.16 (м, 
2Н, –ОСН2СН3).

Моноэтиловый эфир октадецилмалоновой 
кислоты (3c). Аналогично: из 7.02 г (17.04 ммоль) 
соединения 2c и 1.15 г (20.54 ммоль) КОН. Выход 
продукта 2.6 г (39.8%).

1Н ЯМР-спектр соединения 3c (СDCl3, δ, м.д.): 
0.88 (т, 3Н, –СН3), 1.28 (м, 33Н, –СН2СН3, –ОСН2СН3), 
1.91 (м, 2Н, –СНCH2СН2–), 3.38 (т, 1Н, –СН–), 3.72 
(м, 2Н, –СНCH2–), 4.18 (м, 2Н, –ОСН2СН3).

Этиловый эфир 2-{[(9Z)-октадец-9-еноил-
амино]карбонил}декановой кислоты (4a). К ох-
лажденному до 0 ℃ раствору 217.9 мг (0.89 ммоль) 
соединения 3а в безводном хлористом метилене 
при перемешивании добавляли 241 мг (1.79 ммоль) 
HOBT и раствор 368 мг (1.79 ммоль) DCC. После 
этого к раствору добавляли 287 мг (1.07 ммоль) оле-
иламина в безводном дихлорметане. Смесь выдер-
живали 2 ч при охлаждении и оставляли на сутки 
при перемешивании при комнатной температуре. 
Выпавший осадок отфильтровывали. Растворитель 
отгоняли на роторном испарителе. Продукт вы-
деляли колоночной хроматографией в системе те-
трахлорметан : метанол (40 : 1). Получили 299 мг 
(68.0%) продукта.

1Н ЯМР-спектр соединения 4а (СDCl3, δ, м.д.): 
0.86 (т, 6Н, 2СН3), 1.26 (м, 37Н, –СН2СН3, –ОСН2СН3), 
1.47 (м, 2Н, –NHСН2СН2–), 1.84 (м, 2Н, –СНСН2–), 
1.97 (м, 4Н, –СН2СН=СНСН2–), 3.23 (м, 3Н, –СН–, 
–СН2NHСО–), 4.18 (м, 2Н, –ОСН2СН3), 5.35 (м, 2Н, 
–СН=СН–), 6.55 (м, 1Н, –NН–).

Этиловый эфир 2-{[(9Z)-октадец-9-еноил-
амино]карбонил}тетрадекановой кислоты (4b). 
Аналогично: из 182 мг (0.61 ммоль) соединения 3b, 
164 мг (1.21 ммоль) 1-гидрокибензотриазола, 251 мг 
(1.22 ммоль) N,N’-дициклогексилкарбодиимида и 
195 мг (0.73 ммоль) олеиламина. Выход продукта 
226 мг (67.5%).

1Н ЯМР-спектр соединения 4b (СDCl3, δ, м.д.): 
0.87 (т, 6Н, 2СН3), 1.26 (м, 45Н, –СН2СН3, –ОСН2СН3), 
1.48 (м, 2Н, –NHСН2СН2–), 1.86 (м, 2Н, –СНСН2–), 
1.99 (м, 4Н, –СН2СН=СНСН2–), 3.23 (м, 3Н, –СН–, 
–СН2NHСО–), 4.18 (м, 2Н, –ОСН2СН3), 5.34 (м, 2Н, 
–СН=СН–), 6.58 (м, 1Н, –NН–).
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Этиловый эфир 2-{[(9Z)-октадец-9-еноиламино]-
карбонил}эйкозановой кислоты (4c). Аналогично: 
из 190 мг (0.49 ммоль) соединения 3c, 134 мг (0.99 ммоль) 
HOBT, 204 мг (0.99 ммоль) DCC и 159 мг (0.59 ммоль) 
олеиламина. Выход продукта 205 мг (65.5%).

1Н ЯМР-спектр соединения 4с (СDCl3, δ, м.д.): 
0.87 (т, 6Н, 2СН3), 1.27 (м, 57Н, –СН2СН3, –ОСН2СН3), 
1.49 (м, 2Н, –NHСН2СН2–), 1.83 (м, 2Н, –СНСН2–), 
2.00 (м, 4Н, –СН2СН=СНСН2–), 3.23 (м, 3Н, –СН–, 
–СН2NHСО–), 4.18 (м, 2Н, –ОСН2СН3), 5.34 (м, 2Н, 
–СН=СН–), 6.57 (м, 1Н, –NН–).

2-{[(9Z)-октадец-9-еноиламино]карбонил}-
декановая кислота (5a). К раствору 277 мг (0.56 ммоль) 
соединения 4а в этаноле добавляли по каплям рас-
твор 63 мг (1.13 ммоль) КОН в этаноле в течение 1 ч. 
Далее раствор перемешивали в течение 8 ч при кипя-
чении. После этого отгоняли этанол до половины 
объема, реакционную массу подкисляли эквимоляр-
ным количеством 0.1М соляной кислоты. Соедине-
ние экстрагировали этилацетатом, сушили сульфа-
том натрия и отгоняли растворитель на роторном 
испарителе. Получали 245 мг (94.0%) продукта.

1Н ЯМР-спектр соединения 5a (СDCl3, δ, м.д.): 
0.87 (т, 6Н, 2СН3), 1.27 (м, 34Н, –СН2СН3), 1.47 (м, 2Н, 
–NHСН2СН2–), 1.94 (м, 6Н, –СНСН2–, –СН2СН=СНСН2–), 
3.19 (т, 1Н, –СН–), 3.30 (м, 2H, –СН2NHСО–), 5.34 (м, 
2Н, –СН=СН–), 6.43 (м, 1Н, –NН–).

2-{[(9Z)-октадец-9-еноиламино]карбонил}- 
тетрадекановая кислота (5b). Аналогично: из 200 мг 
(0.36 ммоль) соединения 4b и 40 мг (0.71 ммоль) 
КОН. Выход продукта 153 мг (81.8%).

1Н ЯМР-спектр соединения 5b (СDCl3, δ, м.д.): 
0.90 (т, 6Н, 2СН3), 1.27 (м, 42Н, –СН2СН3), 1.53 (м, 2Н, 
–NHСН2СН2–), 1.95 (м, 6Н, –СНСН2–, –СН2СН=СНСН2–), 
3.15 (т, 1Н, –СН–), 3.31 (м, 2H, –СН2NHСО–), 5.35 (м, 
2Н, –СН=СН–), 6.26 (м, 1Н, –NН–).

2-{[(9Z)-октадец-9-еноиламино]карбонил}-
эйкозановая кислота (5c). Аналогично: из 190 мг 
(0.30 ммоль) соединения 4c и 34 мг (0.61 ммоль) 
КОН. Выход продукта 170 мг (93.6%).

1Н ЯМР-спектр соединения 5c (СDCl3, δ, м.д.): 
0.88 (т, 6Н, 2СН3), 1.27 (м, 54Н, –СН2СН3), 1.53 
(м, 2Н, –NHСН2СН2–), 2.01 (м, 6Н, –СНСН2–, 
–СН2СН=СНСН2–), 3.16 (т, 1Н, –СН–), 3.30 (м, 
2H, –СН2NHСО–), 5.35 (м, 2Н, –СН=СН–), 6.33 (м, 
1Н, –NН–).

Диамид N-2-[(N-трет-бутоксикарбонил)-амино]  -
этил-2-октил-N’-[(9Z)-октадец-9-еноил]пропана 
(6a). К охлажденному до 0 ℃ раствору 255 мг 
(0.55 ммоль) соединения 5а в безводном хлористом 
метилене добавляли при перемешивании 149 мг (1.1 ммоль) 
HOBT и раствор 226 мг (1.1 ммоль) DCC. Затем добав-
ляли к раствору 105 мг (0.66 ммоль) Boc-защищенно-
го этилендиамина в безводном дихлорметане. Смесь 
выдерживали 2 ч при охлаждении и  перемешивали 

24 ч при комнатной температуре. Выпавший осадок 
отфильтровывали. Растворитель отгоняли на ротор-
ном испарителе. Продукт выделяли колоночной хро-
матографией в системе тетрахлорметан : метанол (40 : 1). 
Получили 259 мг (77.8%) продукта.

1Н ЯМР-спектр соединения 6a (СDCl3, δ, м.д.): 
0.88 (т, 6Н, 2СН3), 1.23 (м, 34Н, –СН2СН3), 1.45 (м, 
11Н, 3CH3,–NHСН2СН2–), 1.65 (м, 2Н, –СНСН2–), 
1.95 (м, 4Н, –СН2СН=СНСН2–), 2.95 (т, 1Н, –СН–), 
3.25 (м, 4Н, –OCNHCH2–СН2NHСО–), 3.43 (м, 2Н, 
–СН2NHСО–),  5.01 (м, 1H, –NH–),  5.37 (м, 2Н, 
–СН=СН–), 6.82 (м, 1Н, –NН–), 7.28 (м, 1H, –NH–).

Диамид N-2-[(N-трет-бутоксикарбонил)амино]-
этил-2-додецил-N’-[(9Z)-октадец-9-еноил]пропа-
на (6b). Аналогично: из 66 мг (0.13 ммоль) соедине-
ния 5b, 35 мг (0.26 ммоль) HOBT, 53 мг (0.26 ммоль) 
DCC и 26 мг (0.16 ммоль) Boc-защищенного этилен-
диамина. Выход продукта составил 55.1 мг (65.6%).

1Н ЯМР-спектр соединения 6b (СDCl3, δ, м.д.): 
0.87 (т, 6Н, 2СН3), 1.16 (м, 42Н, –СН2СН3), 1.43 (с, 
9Н, 3CH3),1.63 (м, 2Н, –NHСН2СН2–), 1.81 (м, 2Н, 
–СНСН2–), 1.99 (м, 4Н, –СН2СН=СНСН2–), 2.94 (т, 
1Н, –СН–), 3.24 (м, 4Н, –OCNHCH2–СН2NHСО–), 
3.43 (м, 2Н, –СН2NHСО–), 5.00 (м, 1H, –NH–), 5.34 
(м, 2Н, –СН=СН–), 6.81 (м, 1Н, –NН–), 7.26 (м, 1H, –NH–).

Диамид N-2-[(N-трет-бутоксикарбонил)амино]- 
этил-2-октадецил-N’-[(9Z)-октадец-9-еноил]про-
пана (6c). Аналогично: из 160 мг (0.26 ммоль) соеди-
нения 5c, 71 мг (0.53 ммоль) HOBT, 109 мг (0.53 ммоль) 
DCC и 51 мг (0.32 ммоль) Boc-защищенного этилен-
диамина. Выход продукта 179.8 мг (90.8%).

1Н ЯМР-спектр соединения 6c (СDCl3, δ, м.д.): 
0.87 (т, 6Н, 2СН3), 1.20 (м, 54Н, –СН2СН3), 1.43 (с, 
9Н, 3CH3),1.60 (м, 2Н, –NHСН2СН2–), 1.72 (м, 2Н, 
–СНСН2–), 1.95 (м, 4Н, –СН2СН=СНСН2–), 2.93 (т, 
1Н, –СН–), 3.23 (м, 4Н, –OCNHCH2–СН2NHСО–), 
3.42 (м, 2Н, –СН2NHСО–), 4.98 (м, 1H, –NH–), 5.32 
(м, 2Н, –СН=СН–), 6.76 (м, 1Н, –NН–), 7.21 (м, 1H, –NH–).

Диамид  N-(2-аминоэтил)-2-октил-N’-[(9Z)-
октадец-9-еноил]пропана (7a). К 248 мг (0.41 
ммоль) соединения 6а добавляли 70 мг (6.14 ммоль) 
TFA в 3 мл хлористого метилена. Перемешивали 3 ч 
при 0 ℃. Затем реакционную массу промывали 10%-
ным раствором гидрокарбоната натрия и водой. Ор-
ганический остаток сушили сульфатом натрия, рас-
творитель отгоняли в вакууме. Получили 201.8 мг 
(97.5%) продукта.

Диамид N-(2-аминоэтил)-2-додецил -N’-[(9Z)-
октадец-9-еноил]пропана (7b). Аналогично: из 135 мг 
(0.20 ммоль) соединения 6b и 35 мг (3.07 ммоль) 
TFA. Выход продукта 110.4 мг (96.0%).

Диамид N-(2-аминоэтил)-2-октадецил-N’- 
[(9Z)-октадец-9-еноил]пропана (7c). Аналогично: 
из 169 мг (0.23 ммоль) соединения 6c и 39 мг (3.42 ммоль) 
TFA. Выход продукта 142.6 мг (97.0%).
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Диамид N’-2-[(2,5-ди(N-трет-бутоксикарбонил)-
амино-1-оксопентил)амино]этил-2-октил-N-[(9Z)-
октадец-9-еноил]пропана (8a). К охлажденному до 
0 ℃ раствору 250 мг (0.49 ммоль) соединения 7а в 
безводном хлористом метилене при перемешива-
нии добавляли 133 мг (0.99 ммоль) HOBT и раствор 
203 мг (0.99 ммоль) DCC. Затем к раствору добавля-
ли 196 мг (0.59 ммоль) Boc-защищенного орнитина 
в безводном дихлорметане. Смесь выдерживали 2 ч 
при охлаждении и перемешивали 24 ч при комнат-
ной температуре. Выпавший осадок отфильтровыва-
ли. Растворитель отгоняли на роторном испарителе. 
Продукт выделяли колоночной хроматографией в си-
стеме тетрахлорметан : метанол (40 : 1). Получили 
219 мг (54.1%) продукта.

1Н ЯМР-спектр соединения 8a (СDCl3, δ, м.д.): 
0.85 (т, 6Н, 2СН3), 1.21 (м, 34Н, –СН2СН3), 1.43 (с, 
18Н, 6CH3), 1.54 (м, 2H, –NHСН2СН2–), 1.69 (м, 4Н, 
–CHCH2CH2CH2NHCO–), 1.93 (м, 6Н, –СНСН2–, 
–СН2СН=СНСН2–), 3.08 (м, 2H, –CH2NHCO), 3.20 
(м, 3Н, –СН–, –СН2NHСО–), 3.46 (м, 5Н, –СН–, –
OCNHCH2–СН2NHСО–), 4.10 (м, 1H, –NH–), 4.89 (м, 
1H, –NH–), 5.23 (м, 1Н, –NН–), 5.33 (м, 2Н, –СН=СН–), 
6.96 (м, 1H, –NH–), 7.37 (м, 1H, –NH–).

Диамид N’-2-[(2,5-ди(N-трет-бутоксикарбонил)-
амино-1-оксопентил)амино]этил-2-додецил-N-
[(9Z)-октадец-9-еноил]пропана (8b). Аналогично: 
из 141 мг (0.25 ммоль) соединения 7b, 68 мг (0.5 ммоль) 
HOBT, 103 мг (0.5 ммоль) DCC и 100 мг (0.3 ммоль) Boc-за-
щищенного орнитина. Выход продукта 166 мг (75.5%).

1Н ЯМР-спектр соединения 8b (СDCl3, δ, м.д.): 
0.87 (т, 6Н, 2СН3), 1.24 (м, 42Н, –СН2СН3), 1.43 (с, 
18Н, 6CH3), 1.54 (м, 2H, –NHСН2СН2–), 1.69 (м, 4Н, 
–CHCH2CH2CH2NHCO–), 1.92  (м, 6Н, –СНСН2–, 
–СН2СН=СНСН2–), 3.06 (м, 2H, –CH2NHCO), 3.19 (м, 
3Н,  –СН–, –СН2NHСО–),  3.44 (м, 5Н, –СН–, 
–OCNHCH2–СН2NHСО–), 4.10 (м, 1H, –NH–) , 4.87 (м, 
1H, –NH–) , 5.20 (м, 1Н, –NН–), 5.33 (м, 2Н, –СН=СН–), 
6.94 (м, 1H, –NH–), 7.36 (м, 1H, –NH–).

Диамид N’-2-[(2,5-ди(N-трет-бутоксикарбонил)-
амино-1-оксопентил)амино]этил-2-октаде-
цил-N-[(9Z)-октадец-9-еноил]пропана (8c). Анало-
гично: из 159 мг (0.25 ммоль) соединения 7c, 66 мг 
(0.49 ммоль) HOBT, 101 мг (0.49 ммоль) DCC и 97 мг 
(0.29 ммоль) Boc-защищенного орнитина. Выход 
продукта 158.8 мг (67.3%).

1Н ЯМР-спектр соединения 8c (СDCl3, δ, м.д.): 
0.87 (т, 6Н, 2СН3), 1.20 (м, 54Н, –СН2СН3), 1.46 (с, 
18Н, 6CH3), 1.59 (м, 2H, –NHСН2СН2–), 1.70 (м, 4Н, 
–CHCH2CH2CH2NHCO–), 1.92 (м, 6Н, –СНСН2–, 
–СН2СН=СНСН2–), 3.07 (м, 2H, –CH2NHCO), 3.26 
(м,  3Н, –СН–, –СН2NHСО–),  3.45 (м, 5Н, –СН–, 
–OCNHCH2–СН2NHСО–), 4.15 (м, 1H, –NH–), 4.88 (м, 
1H, –NH–), 5.25 (м, 1Н, –NН–), 5.33 (м, 2Н, –СН=СН–), 
6.94 (м, 1H, –NH–), 7.38 (м, 1H, –NH–).

Диамид N’-2-[(2,5-диамино-1-оксопентил)амино]-
этил-2-октил-N-[(9Z)-октадец-9-еноил]пропана (9a). 
К 5 мл раствора 208 мг (0.25 ммоль) соединения 8а в 
хлористом метилене добавляли 1.59 г (13.95 ммоль) 
TFA в 1 мл хлористого метилена. Перемешивали 3 ч 
при 0 ℃. Растворитель и избыток кислоты отгоняли 
на вакуумном роторном испарителе. Получили 213 мг 
(99.1%) продукта. Найдено, %: С 56.19; H 8.25; N 7.95. 
C40H73N5O7F6. Вычислено, %: C 56.54; H 8.60; N 8.25.

Диамид N’-2-[(2,5-диамино-1-оксопентил)амино]- 
этил-2-додецил-N-[(9Z)-октадец-9-еноил]пропана 
(9b). Аналогично: из 64 мг (0.07 ммоль) соедине-
ния 8b и 915 мг (8.03 ммоль) TFA. Выход продукта 
65 мг (98.5%). Найдено, %: С 57.89; H 8.43; N 7.83. 
C44H81N5O7F6. Вычислено, %: C 58.34; H 8.95; N 7.74.

Диамид N’-2-[(2,5-диамино-1-оксопентил)амино]- 
этил-2-октадецил-N-[(9Z)-октадец-9-еноил]про-
пана (9c). Аналогично: из 58 мг (0.06 ммоль) соеди-
нения 8c и 1.1 г (9.65 ммоль) TFA. Выход продукта 
59 мг (98.3%). Найдено, %: С 60.32; H 9.14; N 6.82. 
C50H93N5O7F6. Вычислено, %: C 60.67; H 9.40; N 7.08.

Приготовление липосомальных дисперсий
Получали липосомы двух видов: из чистого 

катионного липида и из смеси катионного липи-
да с холестерином в соотношении 7 : 3. Каждый 
тип липидной композиции массой 4 мг растворяли 
в хлороформе. Растворитель отгоняли на вакуум-
ном роторном испарителе до образования тонкой 
липидной пленки. Полученные пленки сушили в 
вакууме в течение 3 ч и затем гидратировали 2 мл 
дистиллированной воды при комнатной темпера-
туре. Гидратированные пленки встряхивали и об-
рабатывали в ультразвуковой бане (2 × 30 мин) при 
40 ℃. Распределение частиц по размерам оценива-
ли с помощью фотонно-корреляционной спектро-
скопии, которая основана на принципах динами-
ческого светорассеяния, на анализаторе размеров 
частиц Photocor Compact-Z (Россия).

Трансфекция плазмидной ДНК
Накануне трансфекции клетки высаживали в 

планшет в количестве 7 × 105 клеток на лунку в 
300 мкл полной питательной среды DMEM и ин-
кубировали 24 ч при 37 ℃ в СО2 инкубаторе до 
достижения монослоя. Дисперсию трансфекцион-
ного агента общим объемом 80 мкл, состоящего 
из 1.177 мкл плазмиды pGL3 и 9 мкл липосомаль-
ной дисперсии, готовили в бессывороточной среде 
OPTIMEM (соотношение N : P = 16 : 1). В каче-
стве положительного контроля использовали ком-
мерческий трансфекционный агент Lipofectamine 
2000 (Thermo Fisher Scientific, США). В качестве 
отрицательного контроля использовали «голую» 
плазмиду. Приготовленные смеси выдерживали 
20 мин при комнатной температуре и наносили на 



Н.А. Романова, У.А. Буданова, Ю.Л. Себякин

43
Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2020;15(5):36-45

монослой клеток в лунках. Клетки инкубировали 
при 37 ℃ в СО2 инкубаторе в течение 24 ч и затем 
определяли активность с помощью люциферазно-
го теста.

Люциферазный тест
Тест проводили с использованием коммер-

ческого набора Luciferase Assay System (Promega 
Corporation, США). Для этого удаляли ростовую 
среду из лунок, затем добавляли 70 мкл лизи-
рующего буфера Glo Lysis Buffer, 1X (Promega 
Corporation, США). Клетки выдерживали 15 мин 
при 37 °С в СО2 инкубаторе для достижения пол-
ного лизиса. Затем отбирали их со дна ячеек и пе-
реносили клеточную суспензию в пластмассовые 
пробирки (Eppendorf, Германия). Для осаждения 
клеточного дебриса полученный лизат центрифугиро-
вали 3 мин при 10 000 об/мин. Отбирали по 50 мкл 
супер натанта и добавляли люциферазный суб-
страт в соотношении 1 : 1. Эффективность транс-
фекции оценивали по уровню люминесценции на 
приборе GloMax 20/20 Luminometer (США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

В данной работе были синтезированы ами-
ды малоновой кислоты. Исходным соединением 
в синтезе являлся диэтиловый эфир малоновой 
кислоты. Подвижность водородов α-метиленово-
го звена и их повышенная кислотность в данной 
молекуле позволяют достаточно легко проводить 
реакцию С-алкилирования, в результате которой 
происходит присоединение первой гидрофобной 
цепи. Для этого использовали бромиды С8Н17Br, 
С12Н25Br и С18Н37Br, тем самым получали три соот-
ветствующих катионных липида, различающихся 
длиной гидрофобного блока.

Из литературы известно о влиянии эффекта 
асимметрии и присутствия в гидрофобном блоке 
остатков ненасыщенных высших жирных кислот на 
эффективность трансфекции [3]. Поэтому в качестве 
второй гидрофобной цепи использовали N-олеил-
амин, который присоединяли по карбоксильной 
группе малоновой кислоты путем образования амид-
ной связи. Полярная головная группа сначала была 
представлена этилендиамином, который присоединя-
ли по оставшейся карбоксильной группе малоновой 
кислоты также путем формирования амидной связи. 
Далее к этилендиамину присоединяли природную 
аминокислоту L-орнитин для получения катионных 
липидов с двумя положительными зарядами в голов-
ной группе.

Исследовали физико-химические свойства полу-
ченных одно- и двухкомпонентных липосомальных 
дисперсий (катионный липид и смесь катионного ли-
пида с холестерином в соотношении 7 : 3), определя-

ли размеры частиц, дзета-потенциал и эффектив-
ность трансфекции. Размеры частиц практически не 
изменялись при добавлении к липиду холестерина и 
находились в пределах 100 нм, что необходимо для 
эффективной трансфекции (рис. 1). Величина дзе-
та-потенциала композиций составила 29–30 мВ. 
Значения этого параметра на уровне 30 мВ озна-
чают стабильность полученных частиц – то есть 
их устойчивость по отношению к агрегации [18].

Рис. 1. Распределение частиц дисперсии 
на основе соединения 7b по размерам.

Fig. 1. Size distribution of dispersion particles 
based on compound 7b.

Изучение эффективности трансфекции получен-
ных липосом осуществляли на линии клеток HeLa 
(клетки рака шейки матки), оценивая уровень све-
чения в клеточных супернатантах исследуемых об-
разцов после доставки плазмиды pGL3, кодирующей 
ген люциферазы. В качестве положительного кон-
троля использовали коммерчески доступный агент 
трансфекции Lipofectamine 2000, а в качестве отри-
цательного – «голую» плазмиду. Было установлено, 
что образец 7b, в котором к катионному липиду был 
добавлен холестерин, показал хороший результат, 
практически достигнув уровня трансфекционной ак-
тивности Lipofectamine 2000 (рис. 2).
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Рис. 2. Эффективность трансфекции 
полученных липосом.

Fig. 2. Transfection efficiency for obtained liposomes.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработана схема синтеза и получены новые 
катионные амфифилы с несимметричным гидрофоб-
ным блоком; сформированы липосомальные дис-
персии, изучены их физико-химические свойства и 
трансфекционная активность. Полученные результа-
ты свидетельствуют о большом потенциале амидов 
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