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РЕЗЮМЕ

Применяемые в клинической практике лекарственные средства для лечения нейродегенеративных забо-
леваний, в частности болезни Альцгеймера, в основном обладают компенсаторным усиливающим нейро-
трансмиттерный сигнал механизмом действия. Поиск новых препаратов, сочетающих когнитивно-стимули-
рующий, нейропротекторный и болезнь-специфический эффекты благодаря мультитаргетному механизму 
действия, в частности включающему предотвращение глутамат-индуцированного захвата кальция нейро-
нами и стабилизацию микротрубочек, представляется актуальной задачей.
Цель работы: поиск потенциальных лекарственных средств с нейропротекторным и корректирующим тау-
патию потенциалом в ряду новых тиурониевых солей на основе вицинальных диаминов.
Материалы и методы: изучена способность тиурониевых солей, новых производных тиомочевин, блокиро-
вать глутамат-индуцированный захват 45Са2+ синаптосомами мозга крыс. Влияние новых соединений на по-
лимеризацию грубого препарата тубулина и микротубулоассоциированных белков из мозга мышей оце-
нивали в присутствии гуанозинтрифосфата по специфическому изменению светопоглощения при 355 нм, 
вызванному образованием микротрубочек (внутриклеточных структур, входящих в состав цитоскелета). 
Структуру образовавшихся микротрубочек анализировали после негативного контрастирования с помо-
щью просвечивающей электронной микроскопии. Определение IC50 новых соединений и статистическую 
обработку результатов проводили с помощью стандартных программ (Excel и PRIZM GraphPad 6.02).
Результаты: разработан алгоритм скрининга ряда новых производных тиурониевых солей на основе ви-
цинальных диаминов и проведено изучение их биологической активности в тестах по влиянию на глу-
тамат-индуцированный захват кальция синаптосомами и на процессы сборки микротрубочек. Выявлены 
соединения, способные подавлять глутамат-индуцированный захват кальция синаптосомами, то есть об-
ладающие нейропротекторным потенциалом. Для ряда новых соединений обнаружена способность сти-
мулировать процессы ГТФ-зависимой сборки микротрубочек. Обнаружено соединение  — гидробромид 
изопропил N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-этилимидотиокарбамата,  — в присутствии которого 
наблюдается образование микротрубочек нормальной структуры, что делает его перспективной основой 
для дальнейшей структурной оптимизации.
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Выводы: результаты проведенного исследования позволяют сделать вывод о перспективности химической 
модификации тиурониевых солей для создания эффективных нейропротекторов и стабилизаторов микро-
трубочек.
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ABSTRACT

Most of the medicinal products that are currently approved and used in clinical practice for neurodegenerative 
diseases, in particular Alzheimer’s disease, have a compensatory mechanism of action that enhances neurotrans-
mitter signalling. It is an urgent need to develop new medicinal products combining cognitive-enhancing, neuro-
protective, and disease-specific effects resulting from a multi-target mechanism of action including, in particular, 
prevention of glutamate-induced neuronal calcium uptake and stabilisation of microtubules.
The aim of this study was to search for potentially neuroprotective and tauopathy-alleviating medicines amongst 
new thiouronium salt derivatives based on vicinal diamines.
Materials and methods. The study investigated the ability of thiouronium salts to block glutamate-induced 45Ca2+ 

uptake by rat brain synaptosomes. The authors evaluated effects of these new compounds on polymerisation 
of a crude preparation of mouse brain tubulin and microtubule-associated proteins. The evaluation was carried 
out in the presence of guanosine triphosphate (GTP) and based on specific absorbance changes at 355 nm due 
to formation of microtubules. The authors analysed the structure of these microtubules, using negative staining 
followed by transmission electron microscopy. The IC50 determination and the statistical analysis were performed 
using standard software (Excel and PRISM 6.02).
Results. The authors developed a screening algorithm for a number of new thiouronium salt derivatives based 
on vicinal diamines and studied biological activity of these derivatives by the  effects on glutamate-induced 
calcium uptake by synaptosomes and on microtubule assembly processes. The  authors identified compounds 
suppressing glutamate-induced calcium uptake by synaptosomes, i.e. compounds with neuroprotective potential. 
In addition, a number of new compounds were able to stimulate GTP-dependent microtubule assembly processes. 
The authors observed formation of microtubules with a normal structure in the presence of isopropyl-N’-[2-(ben-
zoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-ethylimidothiocarbamate hydrobromide and considered the compound a prom-
ising scaffold for further optimisation.
Conclusions. Chemical modification of thiouronium salts is a promising direction for developing effective neuro-
protectors and microtubule stabilisers.
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Введение
Ряд неврологических патологий, таких 

как мозговая ишемия, болезнь Альцгеймера, бо-
ковой амиотрофический склероз, сопровождает-
ся избыточной выработкой эндогенного глутама-
та в пресинаптических окончаниях, что оказывает 
токсическое действие на афферентные нейроны. 
Механизм эксайтотоксичности, которую опре-
деляют как нарушение функционирования и ги-
бель нейронов в результате пролонгированного 
или избыточного воздействия возбуждающих 
аминокислот, в частности глутамата, в значитель-
ной степени связан с нарушением гомеостаза 
кальция внутри нейронов, приводящего к разви-
тию ряда патологических процессов в нервной 
клетке [1]. Поиск ингибиторов глутамат-стиму-
лированного входа кальция в нейроны может 
рассматриваться как перспективный подход 
к разработке новых нейропротекторов.

В последнее время значительное внимание 
уделяется разработке так называемых «бо-
лезнь-модифицирующих» препаратов как пер-
спективных лекарственных средств, в том числе 
при тяжелых неврологических заболеваниях [2]. 
Одним из таких направлений является создание 
стабилизаторов микротрубочек  — внутрикле-
точных структур, входящих в состав цитоскеле-
та, — способных компенсировать возрастающую 
при таупатии деполимеризацию микротрубочек. 
Агрегаты гиперфосфорилированного тау-белка 
являются основным компонентом характерных 
для болезни Альцгеймера нейрофибриллярных 
пучков. Компенсация лекарственными препа-
ратами утраченной в результате патологиче-
ского гиперфосфорилирования и агрегации 
способности тау-белка стабилизировать струк-
туру микротрубочек может обеспечить норма-
лизацию аксонального транспорта в нейронах, 
способствовать росту аксонов [3].

Тиурониевые и изотиурониевые соли (произ-
водные тиомочевин) представляют интерес 
как фармакологически активные соединения 
благодаря уникальной структуре, определяющей, 
с одной стороны, растворимость в воде за счет 

полярной солевой структуры, а с другой — обес-
печивающей биологическую активность за счет 
липофильных фармакофорных заместителей. 
Благодаря высокой вариативности структурных 
модификаций тиурониевые соли проявляют ши-
рокий спектр биологической активности [4]. Среди 
них можно выделить ингибиторы NO-синтазы [5, 
6], соединения, обладающие антимикробным [6, 
7], противоопухолевым действием [8–11], ингиби-
торы Н2- и Н3-гистаминных рецепторов [12, 13]. 
Производные тиомочевин способны образовы-
вать стабильные комплексы с ионами различных 
металлов. Со способностью производных тиомо-
чевин к комплексообразованию с щелочноземель-
ными металлами, вероятно, связано их влияние 
на натрий-кальциевый обмен в клетках [14, 15]. 
Для ряда производных тетразамещенных тиуро-
ниевых солей была показана способность инги-
бировать активность NMDA-подтипа глутаматных 
рецепторов и одновременно активировать AMPA-
подтип глутаматных рецепторов, что может обу-
славливать когнитивно-стимулирующие свойства 
таких соединений [16].

Цель работы — поиск потенциальных лекар-
ственных средств с нейропротекторным и тау-
патия-корректирующим потенциалом в ряду но-
вых производных тиурониевых солей на основе 
вицинальных диаминов.

Материалы и методы
Синтез тиурониевых солей на основе производ-

ных вицинальных диаминов. Производные тиурони-
евых солей были синтезированы в четыре стадии 
в соответствии со схемой, представленной на ри-
сунке 1. Реакцией бензальдегида с ацетатом аммо-
ния с последующим кислотным гидролизом был 
получен N-(2-амино-1,2-дифенилэтил)бензамид 
в соответствии с методикой, описанной в работе 
[17]. Далее реакцией с этил- и фенилизоциана-
тами, выбранными в качестве модельных, были 
синтезированы тиомочевины, которые были про-
алкилированы с образованием тиурониевых со-
лей1. Соединения, исследованные в работе, пред-
ставлены в таблице 1.

1 Лозинская НА. Синтетический дизайн в реакции ароматических альдегидов с аммиаком: дис. … канд. хим. наук. М.; 2003.
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Лабораторные животные. В эксперимен-
те были использованы 9–10-дневные новоро-
жденные крысы линии Wistar и 2–3-месячные 
мыши (CD1), полученные из питомника филиа-
ла «Столбовая» ФГБУН «Научный центр биоме-
дицинских технологий ФМБА». Используемые 
в исследовании манипуляции с животными 

были одобрены на заседании биоэтической 
комиссии ИФАВ РАН, протокол заседания № 41 
от 29.11.2019.

Животных содержали в стандартных усло-
виях в соответствии с Директивой 2010/63/EU 
Европейского парламента и совета Европейского 
союза от 22.09.2010 по охране животных, 

Таблица 1. Производные тиурониевых солей, исследованные в работе

Table 1. Thiouronium salt derivatives studied

Название соединения
Name of the compound

Код соединения
Code  

of the compound 

Заместители
Substituents

Этил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-этилимидотиокарбамат гидробромид
Ethyl-N’-[2-(benzoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-ethylimidothiocarbamate hydrobromide 1а Ar = Ph, R = Et, 

R’ = Et, X = Br

Аллил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-этилимидотиокарбамат гидробромид
Allyl-N’-[2-(benzoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-ethylimidothiocarbamate hydrobromide 1b Ar = Ph, R = Et, 

R’= All, X = Br

Бензил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-этилимидотиокарбамат гидрохлорид
Benzyl-N’-[2-(benzoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-ethylimidothiocarbamate hydrochloride 1c Ar = Ph, R = Et, 

R’= Bn, X = Сl

н-Пропил N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-этилимидотиокарбамат 
гидробромид
n-Propyl-N’-[2-(benzoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-ethylimidothiocarbamate hydrobromide

1d Ar = Ph, R = Et, 
R’= nPr, X = Br

Изобутил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-этилимидотиокарбамат 
гидробромид
Isobutyl-N’-[2-(benzoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-ethylimidothiocarbamate hydrobromide

1e Ar = Ph, R = Et, 
R’= iBu, X = Br

Изопропил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-этилимидотиокарбамат 
гидробромид
Isopropyl-N’-[2-(benzoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-ethylimidothiocarbamate hydrobromide

1f Ar = Ph, R = Et, 
R’= iPr, X = Br

Пропил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-фенилимидотиокарбамат 
гидробромид
Propyl-N’-[2-(benzoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-phenylimidothiocarbamate hydrobromide

1g Ar = Ph, R = Ph, 
R’= nPr, X = Br

Этил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-фенилимидотиокарбамат гидробромид
Ethyl-N’-[2-(benzoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-phenylimidothiocarbamate hydrobromide 1h Ar = Ph, R = Ph, 

R’= Et, X = Br

Изопропил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-фенилимидотиокарбамат 
гидробромид
Isopropyl-N’-[2-(benzoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-phenylimidothiocarbamate hydrobromide

1i Ar = Ph, R = Ph, 
R’= iPr, X = Br

Примечание. Ar — арил; Ph — фенил; Et — этил; All — аллил, Bn — бензил, nPr — n-пропил, iBu — изобутил, iPr — изопропил.
Note. Ar, aryl; Ph, phenyl; Et, ethyl; All, allyl; Bn, benzyl; nPr, n-propyl; iBu, isobutyl; iPr, isopropyl.
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Рис. 1. Синтез новых производных тиурониевых солей на основе вицинальных диаминов. Ar  — арил; Ph  — 
фенил; Et — этил; All — аллил; Bn — бензил; nPr — н-пропил; iBu — изобутил; iPr — изопропил

Fig. 1. Synthesis of new thiouronium salt derivatives based on vicinal diamines. Ar, aryl; Ph, phenyl; Et, ethyl; All, allyl; 
Bn, benzyl; nPr, n-propyl; iBu, isobutyl; iPr, isopropyl
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используемых в научных целях, и в соответ-
ствии с санитарно-эпидемиологическими пра-
вилами СП 2.2.1.3218-14.

Изучение влияния производных тиурониевых 
солей на глутамат-индуцируемый захват каль-
ция синаптосомами. P2-фракцию синаптосом 
выделяли из мозга 9–10-дневных новорожден-
ных крыс по стандартной методике Хайоша [18]. 
Первичный скрининг влияния соединений на ин-
дуцированную 200 мкМ глутаминовой кислотой 
стимуляцию глутаматных рецепторов и после-
дующий захват радиоизотопа кальция 45Са2+ 
синаптосомами проводили при стандартной 
концентрации тестируемого вещества 100 мкМ 
согласно описанному ранее методу [19].

Для соединений, которые при концентрации 
100 мкМ ингибировали захват 45Са2+ в синапто-
сомы коры мозга более чем на 50%, была изу-
чена концентрационная зависимость их влияния 
на глутамат-индуцированный захват 45Са2+ си-
наптосомами и определена IС50 — концентрация 
вещества, при которой происходит 50%-инги-
бирование глутамат-индуцированного захвата 
45Са2+. Расчет IС50 проводили с помощью про-
граммы Prism 6.02 (GraphPad, США).

Оценка влияния соединений на полимеризацию 
грубого препарата тубулина и микротубуло-
ассоциированных белков (МАБ) и структуру по-
лученных агрегатов. Кору мозга мышей линии 
CD1 выделяли на холоде сразу после церви-
кальной транслокации. Свежий мозг помещали 
на лед, очищали от оболочек и кровеносных со-
судов и промывали охлажденным буфером «А»: 
50мМ Tris-HCl, (pH = 6,9), 2 мМ EGTA (этиленгли-
коль-бис (β-аминоэтиловый эфир)-N,N,N’,N’-тет-
рауксусная кислота). Выделенную мозговую 
ткань гомогенизировали в том же буфере с ис-
пользованием гомогенизатора Potter S (Sartorius, 
Германия). Полученный гомогенат центрифуги-
ровали при 10000  g в течение 30 мин на цен-
трифуге Avanti 25 (Beckman Coulter, США), ротор 
JA-14 для осаждения неразрушенных клеток. 
Полученный осадок отбрасывали, а суперна-
тант центрифугировали повторно при 100 000 g 
в течение 60 мин при температуре 40  °С 
на ультрацентрифуге Optima MAX XP (Beckman 
Coulter, США), ротор MLA-50.

Полученный супернатант, представляющий 
собой цитозольную фракцию, обогащенную 
тубулином и микротубулоассоциированными 
белками (Тб+МАБ), использовали для дальней-
шей очистки путем проведения цикла сборки- 

разборки микротрубочек. Для этого суперна-
тант разбавляли буфером «А» до концентрации 
белка 30 мг/мл и полученный белковый раствор 
разбавляли в 2 раза буфером «Б»: 50 мМ Tris-HCl 
(рН = 6,9), 0,2 мМ GTP (гуанозинтрифосфат), 12 мМ 
MgCl2. Далее эту фракцию помещали в термо-
стат при температуре 37 °С на 6 ч для формиро-
вания микротрубочек. После окончания сро-
ка инкубации супернатант центрифугировали 
на ультрацентрифуге Optima MAX XP (Beckman), 
ротор MLA-50, 100 000 g, при температуре 28 °С 
в течение 1 ч для осаждения сформировавших-
ся микротрубочек. После центрифугирования 
супернатант отбрасывали, а осадок ресуспен-
дировали в холодном буфере «А», объем ко-
торого в 10 раз меньше, чем объем экстракта 
при инкубации в термостате. Полученную взвесь 
инкубировали при температуре 4  °С в течение 
30–60  мин для деполимеризации полученных 
микротрубочек. Суспензию, содержащую неде-
полимеризовавшиеся микротрубочки, раство-
ренные тубулин и МАБ, центрифугировали 
на ультрацентрифуге Optima MAX XP (Beckman), 
ротор MLA-50, 100 000  g в течение 30 мин. 
Осадок, содержащий недеполимеризовавшиеся 
микротрубочки, отбрасывали, в супернатанте 
грубого препарата тубулина и МАБ определяли 
концентрацию белка методом Бредфорда, ис-
пользуя набор фирмы Био-Рад (Bio-Rad Protein 
Assay Kit, Bio-Rad, США), в соответствии с прото-
колом фирмы-изготовителя, и аликвоты замора-
живали при температуре –80 °С.

Влияние соединений на гуанозинтрифос-
фат-зависимую (ГТФ-зависимую) сборку ми-
кротрубочек из грубого препарата Тб+МАБ 
определяли в 384-луночных планшетах соглас-
но методике2. Процесс полимеризации опре-
деляли спектрофотометрически, регистрируя 
изменения во времени светопоглощения сус-
пензии при температуре 30  °С при длине вол-
ны λ = 355 нм на плашечном ридере Wallac 1420 
Victor (Perkin Elmer, Финляндия). Значения мак-
симальной скорости изменения светопоглоще-
ния (Vmax) на определенном отрезке времени 
определяли как производную изменения све-
топоглощения при длине волны 355  нм (A355) 
во времени: Vmax  = (dA355/dt)max (%) в отсутствии 
(контрольная проба) или в присутствии иссле-
дуемых соединений в концентрации 100  мкМ. 
Затем эти значения нормализовали: значение 
0 соответствовало нулевой скорости изменения 
светопоглощения, за 100% принимали скорость 
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Таблица 2. Влияние производных тиурониевых солей на глутамат-стимулированный захват ионов кальция 
синаптосомами

Table 2. Effects of thiouronium salt derivatives on glutamate-stimulated uptake of calcium ions by synaptosomes

Код соединений
Code of the compound

Заместители
Substituents

IC50, мкМ
IC50, µM

1a Ar = Ph, R = Et, R’= Et, X = Br 128,8 ± 11,8

1b Ar = Ph, R = Et, R’= All, X = Br 44,7 ± 7,2

1c Ar = Ph, R = Et, R’= Bn, X = Сl 40,7 ± 9,4

1d Ar = Ph, R = Et, R’= nPr, X = Br 24,5 ± 8,6

1e Ar = Ph, R = Et, R’= iBu, X = Br 19,5 ± 8,1

Примечание. IС50 — концентрации вещества, при которой происходит 50%-ное ингибирование глутамат-стимулированного захвата 
Са2+, данные представлены как M ± SD (среднее значение ± стандартное отклонение); Ar — арил; Ph — фенил; Et — этил; All — ал-
лил; Bn — бензил; nPr — n-пропил; iBu — изобутил.
Note. IС50 is the substance concentration required for 50% inhibition of glutamate-stimulated Ca2+ uptake; the data are presented as 
M ± SD (mean ± standard deviation). Ar, aryl; Ph, phenyl; Et, ethyl; All, allyl; Bn, benzyl; nPr, n-propyl; iBu, isobuthyl.

изменения светопоглощения в контрольных про-
бах, состав которых повторял состав опытных 
проб, но вместо соединений присутствовал рав-
ный объем растворителя диметилсульфоксида 
(ДМСО; ПанЭко, Россия). Все измерения проведе-
ны как минимум в трех повторах. Достоверность 
различий скоростей полимеризации в присут-
ствии соединений от скоростей в контрольных 
пробах определяли по непараметрическому 
критерию Манна–Уитни с использованием про-
граммы Prism 6.02 (GraphPad, США). Электронно-
микроскопическое исследование структуры 
образованных агрегатов проводили методом 
негативного контрастирования [20] на элек-
тронном микроскопе Libra 120 (Carl Zeiss Meditec 
AG, Германия).

В работе использовали оборудование иссле-
довательской базы «Центр коллективного поль-
зования ИФАВ РАН» (FFSN-2021-0005).

Статистическая обработка результатов 
и определение IC50 методом нелинейной регрес-
сии проведены с использованием программы 
Prism 6.02 (GraphPad, США).

Результаты и обсуждение
Биологическая активность тиурониевых со-

лей 1а–1i была изучена на моделях эксайтоток-
сичности и полимеризации тубулина.

Оценка влияния на глутамат-стимулиро-
ванный захват ионов кальция в синаптосомы. 
Для первичной оценки нейропротекторных 
свойств соединений была использована мо-
дель эксайтотоксичности in vitro, позволяющая 
оценить способность полученных производ-
ных тиурониевых солей ингибировать глута-

мат-стимулированный Ca2+-захват по сравнению 
с контрольной пробой [18, 19]. В результате пер-
вичного скрининга были выделены активные со-
единения, которые при концентрации 100 мкМ 
ингибировали захват 45Са2+ в синаптосомы коры 
мозга более чем на 50%, затем для этих соеди-
нений-лидеров была определена IC50 (табл. 2).

Тиурониевые соли 1a–1e, содержащие этиль-
ный заместитель, являлись более эффективны-
ми ингибиторами глутамат-стимулированного 
захвата кальция синаптосомами, чем фенильные 
производные 1g–1i. Наибольшая биологическая 
активность была отмечена для соединений, со-
держащих 3–4 атома углерода в алкильной 
цепи. Дальнейшее увеличение длины цепи не-
целесообразно, так как растворимость подоб-
ных производных в воде и буферных растворах 
резко снижается, что делает проблематичным 
изучение их биологической активности in vitro. 
Вероятно, с пониженной растворимостью в воде 
связана и более низкая активность соединений, 
содержащих повышенное количество арома-
тических заместителей. Отметим, что замена 
фенильного заместителя в вицинальном диами-
не на гетероциклический либо введение в струк-
туру вицинального диамина дополнительных за-
местителей (например, метокси-групп) снижает 
активность полученных соединений. Этот факт 
позволяет предположить, что именно бензила-
минный фрагмент играет существенную роль 
в процессе связывания с глутаматным рецеп-
тором и тем самым влияет на ингибирующую 
способность данных веществ.

Таким образом, было найдено пять соеди-
нений, обладающих выраженной способностью 
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ингибировать глутамат-стимулированный за-
хват ионов кальция (табл. 2). Соединения 1d и 1e, 
IС50 которых составила 24,5 и 19,5 мкМ соответ-
ственно, могут быть использованы для дальней-
шей разработки новых нейропротекторов на их 
основе.

Оценка влияния производных тиурониевых 
солей на полимеризацию грубого препарата ту-
булина и МАБ, а также на структуру полученных 
агрегатов. Первичный скрининг потенциальных 
стабилизаторов микротрубочек среди получен-
ных соединений проводили in vitro в системе 
ГТФ-зависимой полимеризации грубого пре-
парата тубулина и МАБ согласно методике [20]. 
Была показана способность четырех произ-
водных тиурониевых солей этилендиаминов 
в концентрации 0,1  мМ стимулировать ГТФ-
зависимую полимеризацию (рис. 2).

В контрольной пробе (1% раствор ДМСО 
в отсутствие добавок производных тиуроние-
вых солей) наблюдался практически линейный 
рост светопоглощения при длине волны 355 нм 
в течение 2 ч (рис. 2, табл. 3), что является мар-
кером процесса полимеризации. Такая же ли-
нейная зависимость наблюдалась и для пробы 
с соединением 1f, содержащим три фенильных 
заместителя, но при этом максимальная скорость 
полимеризации превышала скорость полиме-
ризации в контрольной пробе почти в 1,5 раза. 
В то же время для соединений 1g, 1h и 1i, со-
держащих четыре фенильных заместителя, ки-
нетика процесса полимеризации, наблюдаемая 

Таблица 3. Влияние активных производных тиурониевых солей 1f–1i на скорость полимеризации грубого пре-
парата тубулина и микротубулоассоциированных белков при концентрации соединений 100 мкМ

Table 3. Effects of active thiouronium salt derivatives 1f–1i at 100 µM concentrations on the polymerisation rate of 
a crude preparation of tubulin and microtubule-associated proteins

Код соединения
Code of the compound

Заместители
Substituents

Скорость полимеризации, dA355/dt (% от контроля)
Polymerisation rate, dA355/dt (% of the control)

2–12 мин
2–12 min

50–70 мин
50–70 min

1f Ar = Ph, R = Et, R’= iPr, X = Br 118 ± 22 143 ± 10**

1g Ar = Ph, R = Ph, R’= nPr, X = Br 574 ± 16*** 75 ± 9*

1h Ar = Ph, R = Ph, R’= Et, X = Br 484 ± 39*** 67 ± 4**

1i Ar = Ph, R = Ph, R’= iPr, X = Br 522 ± 106** 73 ± 9*

Примечание. Данные представлены как M ± SD (среднее значение ± стандартное отклонение, число измерений n = 3; Ar — арил; 
Ph — фенил; Et — этил; iPr — изопропил, nPr — n-пропил.
* уровень значимости p ≤ 0,05, тест Манна–Уитни; ** p ≤ 0,01, тест Манна–Уитни; *** p ≤ 0,001, тест Манна–Уитни.
Note. The data are presented as M  ± SD (mean  ± standard deviation); n = 3 (number of measurements). Ar, aryl substituent; Ph, phenyl; 
Et, ethyl; iPr, isopropyl; nPr, n-propyl.
* p ≤ 0.05 (probability level), Mann-Whitney test; ** p ≤ 0.01, Mann-Whitney test; *** p ≤ 0.001, Mann-Whitney test.

Время, мин.
Time, min.

0 50 100 150

1,0

1,5

A355
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1i

1g

Контроль /
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Рис. 2. Влияние производных тиурониевых солей 1f, 
1g, 1h, 1i на полимеризацию грубого препарата ту-
булина и микротубулоассоциированных белков при 
концентрации соединений 100 мкМ. A355  — свето-
поглощение при длине волны 355 нм; данные пред-
ставлены как M ± SD (среднее значение ± стандарт-
ное отклонение), область стандартных отклонений 
обозначена штриховкой

Fig. 2. Effects of thiouronium salt derivatives 1f, 1g, 1h, 
and 1i (100 µM) on polymerisation of a crude preparation 
of tubulin and microtubule-associated proteins. A355 
denotes absorbance at 355 nm. The data are presented 
as M ± SD (mean ± standard deviation); the SD area is 
hatched
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на временнóм промежутке 2  ч, происходила 
в два этапа: на начальном этапе (до 12 мин) ско-
рость полимеризации более чем в 5 раз превы-
шала контроль, на втором этапе скорость поли-
меризации была незначительно ниже таковой 
в контрольной пробе.

Важным этапом работы явилось элек-
тронно-микроскопическое исследование с ис-
пользованием негативного контрастирования 
[21] структур, образованных в результате по-
лимеризации грубого препарата тубулина 
и МАБ агрегатов (рис. 3). В контрольной про-
бе (рис. 3А) видны длинные, достаточно ров-
ные и местами заметно лежащие попарно ми-
кротрубочки. Это соответствует нормальной 

структуре микротрубочек. В пробе с этильным 
производным 1f с линейным нарастанием агре-
гатов (рис. 3В) наряду с нормальными микро-
трубочками видны спутанные (перекрученные) 
пучки нормальных по длине микротрубочек. 
В пробе с соединением 1g (рис. 3C ) видны ко-
роткие фрагменты микротрубочек, некоторые 
микротрубочки скручены попарно (на рисунке 
показаны толстыми стрелками). Таким образом, 
при введении соединения 1g наблюдается гру-
бое нарушение стандартной структуры микро-
трубочек. При введении в пробу соединений 
1h, 1i также отмечено образование аномальных 
структур  — пучков, sheet-структур, сетеподоб-
ных структур.

Рис. 3. Электронные микрофотографии структур, образованных в результате полимеризации in vitro грубого 
препарата тубулина и микротубулоассоциированных белков в контрольной пробе в отсутствие производных 
тиурониевых солей (А), в присутствии соединений 1f (В) и 1g (С) в концентрации 100 µМ. Стрелками обозначены 
микротрубочки (MT). Трансмиссионную электронную микроскопию (×10000) проводили после полимеризации 
тубулина in vitro

Fig. 3. Electron micrographs of structures formed as a result of in vitro polymerisation of a crude preparation of tu-
bulin and microtubule-associated proteins in a control sample (A) and in the presence of 100 µM of 1f (B) or 1g (C). 
Microtubules (MT) are indicated with arrows. Transmission electron microscopy (×10,000) was performed after in vitro 
tubulin polymerisation
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Таким образом, в ряду синтезированных нами 
производных тиурониевых солей выделены со-
единения, обладающие способностью стимули-
ровать полимеризацию тубулина. Электронно-
микроскопическое исследование методом 
не га тивного контрастирования получаемых в ре-
зультате ГТФ-зависимой полимеризации структур 
показало, что при введении в пробу соединений 
1g, 1h, 1i с четырьмя фенильными заместителя-
ми образуются структуры микротрубочек ано-
мального строения. Это не позволяет однознач-
но считать такие соединения перспективными 
для дальнейшей разработки на их основе ле-
карственных препаратов для лечения таупатий. 
В то же время в пробе с соединением 1f (изо-
пропил N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-
N-этилимидотиокарбамат гидробромид) форми-
руются микротрубочки нормальной структуры 
наряду с образованием агломератов в виде пучков. 
Можно предположить, что это соединение или его 
производные могут быть потенциальными стаби-
лизаторами микротрубочек в условиях таупатии.

Заключение
Проведено изучение биологической актив-

ности новых производных тиурониевых солей 
на основе вицинальных диаминов в тестах 
по влиянию на глутамат-индуцированный захват 
кальция синаптосомами и на процессы сборки 
микротрубочек. Показано, что гидробромиды 
аллил-, бензил-, изобутил- и н-пропил-N’-[2- 
(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-этили-
мидотиокарбаматов способны подавлять 
глутамат-индуцированный захват кальция си-
наптосомами, то есть обладают нейропротек-
торным потенциалом. Для ряда новых соеди-
нений обнаружена способность стимулировать 
процессы ГТФ-зависимой сборки микротру-
бочек. Выделено соединение-хит (изопропил 
N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-
этилимидотиокарбамат гидробромид), в при-
сутствии которого наблюдалось образование 
микротрубочек нормальной структуры, что де-
лает его перспективной основой для дальней-
шей оптимизации.
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