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Аннотация

Ввиду развивающейся в мире “эпидемии” сахарного диабета 2 типа и отсутствия эффективной и безопасной 
лекарственной терапии актуальным является поиск новых гипогликемических средств. Усниновая кислота, 
продуцируемая лишайниками, наряду с различными биологическими свойствами проявляет и гипогликеми-
ческое действие, но в высоких дозах. Для снижения эффективной гипогликемической дозы и уменьшения 
риска возникновения побочных эффектов в настоящей работе усниновая кислота была модифицирована пу-
тем реакции с аминокислотой β-аланином и его производными. Гипогликемическое действие полученных 
енаминовых производных усниновой кислоты изучено на мышах с сахарным диабетом, индуцированным ал-
локсаном. Установлено, что производное, содержащее в заместителе амидный фрагмент, обладает выражен-
ным гипогликемическим действием в дозе 50 мг/кг. В оральном глюкозотолерантном тесте на мышах без 
нарушения углеводного обмена ни одно из изученных веществ активности не проявило. 
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ВВЕДЕНИЕ

Лишайники представляют собой симбиоти-
ческие организмы, образованные грибами и во-
дорослями. Усниновая кислота (УК) 1 являет-
ся одним из наиболее изученных, широко рас-
пространенных и разнообразно используемых 
дибензофурановых метаболитов лишайников. 
Многочисленные данные показали, что (+)- и 
(–)-энантиомеры УК проявляют противоопухо-
левое и ингибирующее рост некоторых микроор-
ганизмов действие [1, 2]. Исследования in vivo вы-
явили анальгезирующие и противовоспалитель-
ные свойства УК в экспериментах на мышах [3], 
острую и хроническую противовоспалительную 
активность на крысах Вистар [4]. Введение УК 
также показало антиульцерогенный и антиок-
сидантный эффекты у крыс [5]. 

Противовоспалительные и антиоксидантные 
свойства зачастую оказываются полезными при 

терапии многих заболеваний. В частности, имен-
но этим руководствовались авторы [6] при 
оценке противодиабетических свойств УК. По-
скольку сахарный диабет представляет собой 
комплексное заболевание с потенциальным ри-
ском смерти в случае возникновения сердечно-
сосудистых осложнений, терапия которого до 
сих пор далека от оптимальной, требуются но-
вые противодиабетические средства из природ-
ных или синтетических источников. В рабо-
те [6] было показано, что УК не проявляет 
гипогликемического действия в оральном глю-
козотолерантном тесте (ОГТТ) на здоровых жи-
вотных, однако в дозе 75 мг/кг оказывает бла-
готворное влияние на гомеостаз глюкозы и 
функцию почек у крыс Sprague-Dawley с са-
харным диабетом, индуцированным стрептозо-
тоцином. В качестве предполагаемых мишеней 
называются ингибирование SGLT [6] или α-глю-
козидазы [7].
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С другой стороны, многие исследователи со-
общают о том, что применение УК ограничено 
ее низкой растворимостью в органических рас-
творителях или воде, цито- и гепатотоксично-
стью, а также что высокие дозы УК вызывают 
окислительное повреждение печени [8] и другие 
побочные реакции [9].

Одним из наиболее востребованных и эф-
фективных подходов в медицинской химии яв-
ляется химическая модификация природных 
соединений, зачастую позволяющая снизить 
токсичность и усилить целевую активность. 
Исследования нашего коллектива ранее пока-
зали, что химическая модификация УК ведет к 
снижению ее цитотоксичности [10, 11]. Один из 
факторов, способствующий снижению токсично-
сти, – разрушение трикетонной системы коль-
ца С УК, ведущее к снижению/потере прото-
нофорных свойств УК, что было продемонстри-
ровано в работе [12]. 

Енамины УК – одни из наиболее доступных 
и хорошо изученных типов производных УК, 
которые образуются при реакции последней с 
первичными аминами. При этом в ходе реакции 
происходит перемещение двойных связей в об-
разующемся имине, что приводит к перегруп-
пировке трикетонной системы в дикетонную и 
образованию енамина (схема 1) [13]. Для такого 
типа производных характерно усиление от-
дельных видов активности в зависимости от 
строения введенного заместителя [6, 14].

Цель настоящей работы – изучение гипогли-
кемической активности нескольких енаминовых 
производных УК, различающихся строением 
заместителя в енаминовом фрагменте, содер-
жащем различные функциональные группы: 
карбоксильную, сложноэфирную или амидную 
(см. схема 1). 

Также в работе проводились исследования 
гипогликемического действия синтезированных 
соединений в ОГТТ и на модели сахарного диа-
бета, индуцированного аллоксаном. Оральный 
глюкозотолерантный тест, проводимый после 
однократного введения тестируемого соедине-
ния мышам без метаболических нарушений 
(C57Bl/6), позволяет выявить вещества с огра-
ниченным спектром механизмов действия, на-
пример усиливающие секрецию инсулина (ин-
гибиторы DPP4, агонисты FFAR1). Для оценки 
гипогликемического эффекта, опосредованного 
иными механизмами действия, необходимо ис-
пользовать другие модели, в частности сахар-
ный диабет, индуцированный аллоксаном или 
стрептозоцином [6].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы

Синтетические исходные материалы и реа-
генты были приобретены у компании Acros 
organics (Бельгия), усниновая кислота – у ком-
пании Zhejiang Yixin Pharmaceutical Co., Ltd 
(Китай).

Животные

Самцы мышей C57Bl/6 и CD-1 массой 22–25 г 
были получены из SPF-вивария Института ци-
тологии и генетики СО РАН (Новосибирск). Жи-
вотных содержали в стандартных условиях со 
свободным доступом к воде и корму в помеще-
ниях с регулируемой влажностью и температу-
рой при 12/12-часовом цикле свет-темнота. Все 
манипуляции с животными проводились в стро-
гом соответствии с законодательством Россий-
ской Федерации, приказом Министерства здра-

Схема 1.
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воохранения Российской Федерации от 01 апре-
ля 2016 г. ¹ 199н и положениями Директивы 
2010/63/ЕС Европейского парламента и Совета 
Европейского Союза от 22 сентября 2010 г. о за-
щите животных, используемых для научных 
целей. 

Методы исследования

Температуры плавления (т. пл., °С) опреде-
ляли на столике Кофлера без коррекции. Спек-
тры ЯМР 1Н и 13С регистрировали с помощью 
спектрометра Bruker AV-400 (Германия, рабо-
чие частоты 400 и 100 MГц для 1H и 13C соот-
ветственно, растворитель – CDCl

3
) с использо-

ванием остаточного сигнала CHCl
3
 в качестве 

внутреннего стандарта. Масс-спектры высокого 
разрешения регистрировали с помощью спек-
трометра Thermo Electron DFS GC-MS (США, 
энергия ионизации электронов 70 эВ). Оптиче-
ские вращения измерялись с помощью поляри-
метра PolAAr 3005 (Великобритания). Удельное 
вращение выражено в (град•мл)/(г•дм), кон-
центрация раствора – г/100 мл. Нумерация ато-
мов в соединениях дана для отнесения сигналов 
в спектрах ЯМР и не всегда совпадает с нуме-
рацией атомов в номенклатурном названии.

Аллоксан-индуцированный сахарный диабет

Диабет индуцировали у мышей CD-1. После 
14-часового голодания всем животным внутри-
брюшинно вводили свежеприготовленный рас-
твор аллоксана в физиологическом растворе в 
дозе 200 мг/кг. После введения животным дава-
ли доступ к воде, а через 5 ч – к стандартно-
му гранулированному корму. Через 3 сут после 
введения аллоксана, после четырехчасового го-
лодания животным повторно вводили аллоксан 
в той же дозе и по такой же схеме. Через 3 ч 
после этого животным давали корм. На третьи 
сутки после повторного введения аллоксана, по-
сле четырехчасового голодания, у животных из-
меряли концентрацию глюкозы в крови. Крите-
рием наличия сахарного диабета считали уро-
вень глюкозы выше 11.1 ммоль/л. Животные, 
удовлетворяющие этому критерию, были раз-
делены на группы с одинаковым средним зна-
чением уровня глюкозы (по 7–9 мышей в группе). 
Затем животным внутрижелудочно вводили ис-
следуемые вещества в дозе 50 мг/кг, растворен-
ные в дистиллированной воде с каплей Tween-80. 
Мышам группы негативного контроля вводили 
только воду с каплей Tween-80. В качестве пре-
парата сравнения использовали метформин в 

дозе 250 мг/кг. Все вещества вводили ежеднев-
но в течение 7 сут. На третий, шестой и восьмой 
день эксперимента, после четырехчасового го-
лодания у животных при помощи глюкометра 
ONE TOUCH Select (LIFESCAN Inc., США) из-
меряли концентрацию глюкозы в крови, взятой 
из надреза хвоста.

Оральный гликозотолерантный тест

С целью оценки толерантности животных к 
глюкозе проводили ОГТТ на мышах C57BL/6, 
каждая группа состояла из шести животных. 
Тестируемые вещества растворяли в воде с до-
бавлением капли Tween-80. В качестве положи-
тельного контроля использовали вилдаглиптин 
в дозе 10 мг/кг. Всем животным после 12 ч го-
лодания перорально вводили глюкозу в дозе 
2.5 г/кг. Все соединения вводили через желудоч-
ный зонд в дозе 50 мг/кг за 30 мин до введения 
глюкозы. Уровень глюкозы крови, полученной 
из хвоста, измеряли до введения исследуемых 
веществ (точка 0) и каждые 30 мин в течение 
2 ч после введения. Концентрацию глюкозы в 
крови оценивали с помощью глюкометра ONE 
TOUCH Select.

Синтез соединений 2–52–5

Соединение (2). Получали согласно методи-
ке [15].

Метиловый эфир 3-({1-[(2R,4E)-10-ацетил-
11,13-дигидрокси-2,12-диметил-3,5-диоксо-8-
оксатрицикло[7.4.0.02,7]тридека-1(13),6,9,11-
тетраен-4-илиден]этил}амино)пропановой 
кислоты (3). К 0.011 моль β-аланина в 10 мл 
MeOH при перемешивании и охлаждении до-
бавили 0.023 моль SOCl

2
 по каплям. Реакцион-

ную смесь кипятили 2 ч, затем удалили раство-
ритель. Получили метиловый эфир β-аланина в 
виде белого порошка. В реакции с УК эфир ис-
пользовался без очистки. 1 ммоль (344 мг) УК и 
1.2 ммоль эфира β-аланина растворили в эти-
ловом спирте, кипятили 5 ч. Затем охладили, 
добавили разбавленной HCl до рН ~5. Выпал 
осадок, его отфильтровали, промыли водой и 
сушили на воздухе. Полученный осадок хрома-
тографировали на колонке с силикагелем (60–
200 μ), элюент – хлороформ с градиентом эти-
лацетата от 0 до 50 %.

Светло-желтый аморфный порошок. Выход 
81 %. Т. пл. 101–103 °C. [α]

D
20 +314 (c 0.3; CHCl

3
). 

Найдено: m/z 429.1420 [M]+. C
22

H
23

O
8
N. Вычис-

лено: М = 429.1418.
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Спектр ЯМР 1Н (CDCl
3
, d, м. д., J, Гц): 1.67 

(3H, с, H-5), 2.06 (3H, с, H-10), 2.64 (6H, с, H-12, 
H-14), 2.73 (2H, т, J = 6.6, H-17), 3.74 (3H, c, 
H-19), 3.76 (2H, д. т., J = 6.2, 6.6, H-16), 5.75 (1H, 
c, H-4), 11.98 (1H, c, H-9), 13.33 (1H, c, H-7), 13.64 
(1H, c, NH). Спектр ЯМР 13С (CDCl

3
, d, м. д.): 7.35 

(C-15), 18.03 (C-12), 31.16, 31.79 (C-14, C-10), 
33.32 (C-17), 39.12 (C-16), 52.21 (С-19), 57.27 (C-9b), 
101.22 (C-6), 102.11 (C-4), 102.23 (C-2), 104.90 
(C-4a), 107.86 (C-8), 155.72 (C-5a), 158.10 (C-9), 
163.34 (C-7), 170.64 (C-18), 172.38 (C-11), 174.83 
(C-4a), 189.88 (C-3), 198.28 (C-1), 200.55 (C-13). 

3-({1-[(2R,4E)-10-ацетил-11,13-дигидрокси-
2,12-диметил-3,5-диоксо-8-оксатрицик-
ло[7.4.0.02,7]тридека-1(13),6,9,11-тетраен-4-или-
ден]этил}амино)пропанамид (4). Амид β-аланина 
получали по следующей методике. 280 мг мети-
лового эфира β-аланина растворили в 10 мл ме-
тилового спирта. Добавили 5 мл водного аммиа-
ка и кипятили 4 ч. Реакционную смесь упарили. 
В реакцию с (+)-УК вводили реакционную смесь 
без дальнейшей очистки. По данным ЯМР 1Н, 
содержание амида β-аланина в смеси составля-
ет 60 %, остаток – β-аланин. 344 мг (1 ммоль) 
УК и 280 мг реакционной смеси, содержащей 
амид β-аланина, растворили в смеси 15 мл эти-
лового спирта и 3 мл воды, кипятили 2 ч. Охла-
дили, добавили воды. Выпал осадок, его отфиль-
тровали, промыли водой и сушили на воздухе. 
Полученный осадок хроматографировали на 
колонке с силикагелем (60–200 μ), элюент – 
хлороформ с градиентом метилового спирта от 
0 до 5 %.

Светло-желтый аморфный порошок. Выход 
74 %. Т. пл. 117–118 °C. [α]

D
20 +252 (c 0.40; CHCl

3
). 

Найдено: m/z 414.1415 [M]+. C
21

H
22

O
7
N

2
. Вычис-

лено: М = 414.1422.
Спектр ЯМР 1Н (CDCl

3
, d, м. д., J, Гц): 1.64 

(3H, c, H-15), 2.05 (3H, с, H-10), 2.61, 2.62 (6H, м, 
H-12, H-14), 2.66 (2H, т, J = 6.0, H-17), 3.75–3.81 
(2H, м, C-16), 5.7 (1H, c, H-4), 6.14 и 6.30 (2H, c и 
c, NH

2
), 11.81 (1H, c, H-9), 13.30 (1H, c, H-7), 13.30 

(1H, c, NH). Спектр ЯМР 13С (CDCl
3
, d, м. д.): 7.37 

(C-15), 18.05 (C-12), 31.15 и 31.85 (C-14, C-10), 
34.30 (C-17), 39.43 (C-16), 57.04 (C-9b), 101.21 (C-6), 
102.19 (C-4), 104.83 (С-2), 104.88 (С-9а), 107.87 (C-8), 
155.68 (C-5a), 158.07 (C-9), 163.34 (C-7), 171.52 
(С-18), 174.08 (С-4а), 174.94 (C-11), 190.23 (С-3), 
198.22 (C-1), 200.56 (C-13). 

3-({1-[(2R,4E)-10-ацетил-11,13-дигидро-
кси-2,12-диметил-3,5-диоксо-8-оксатри-
цикло[7.4.0.02,7]тридека-1(13),6,9,11-тетраен-4-
или ден]этил}амино)-N-метилпропанамид (5). 
Метиламид β-аланина получали согласно методи-

ке [16]. 1.2 ммоль метиламида β-аланина и 1 ммоль 
(344 мг) УК растворили в 20 мл этилового спир-
та, добавили 1 мл Et

3
N, кипятили 2 ч. Охладили, 

добавили воды, разбавленной HCl до рН ~5. Экс-
трагировали хлороформом трижды, экстракт су-
шили над безводным MgSO

4
, растворитель ото-

гнали на вакуумном ротационном испарителе. 
Полученный экстракт хроматографировали на ко-
лонке с силикагелем (60–200 μ), элюент – хлоро-
форм с градиентом метилового спирта от 0 до 2 %. 

Светло-желтый аморфный порошок. Выход 
77 %. Т. пл. 104–105 °C. [α]

D
28 +290 (c 1.25; CHCl

3
). 

Найдено: m/z 428.1575 [M]+. C
22

H
24

O
7
N

2
. Вычис-

лено: М = 428.1578.
Спектр ЯМР 1Н (CDCl

3
, d, м. д., J, Гц): 1.65 

(3H, c, H-15), 2.05 (3H, с, H-10), 2.57 (2H, т, 
J = 6.6, H-17), 2.62 и 2.63 (6H, 2с, H-12 и H-14), 
2.83 (3H, д, J = 4.8, H-17), 3.80 (2H, м, C-16), 5.72 
(1H, c, H-4), 5.77 (NH), 11.90 (1H, c, H-9), 13.33 
(1H, c, H-7), 13.46 (1H, ш. с., NH). Спектр ЯМР 
13С (CDCl

3
, d, м. д.): 7.34 (C-15), 18.13 (C-12), 26.42 

(С-19), 31.15 и 31.83 (C-14, C-10), 34.97 (C-17), 
39.81 (C-16), 56.94 (C-9b), 101.17 (C-6), 102.25 (C-4), 
102.25 (С-2), 104.90 (С-9а), 107.80 (C-8), 155.70 
(C-5a), 158.09 (C-9), 163.29 (C-7), 169.42 (С-18), 
173.91 (С-4а), 174.90 (C-11), 190.23 (С-3), 198.15 
(C-1), 200.57 (C-13). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Синтезированы четыре енаминовых произ-
водных УК, три из которых являются новыми, 
не описанными ранее. 

Полученные соединения в первую очередь 
тестировались в эксперименте на модели сахар-
ного диабета, индуцированного аллоксаном на 
мышах CD-1. В результате проведенного экс-
перимента было обнаружено, что выраженную 
гипергликемию у животных наиболее значи-
тельно уменьшает соединение 4 в дозе 50 мг/кг 
(рис. 1). При этом стоит отметить, что его эф-
фект на шестые сутки эксперимента превос-
ходил действие метформина – положительного 
контроля. Также из полученных данных сле-
дует, что для развития гипогликемического эф-
фекта требуется курсовое введение данного ве-
щества, что согласуется с предполагаемыми ме-
ханизмами действия УК, не включающими такие 
быстрые механизмы гипогликемии, как усиление 
секреции инсулина или повышение чувствитель-
ности к нему [6, 7]. Это же подтверждается дан-
ными из проведенного нами ОГТТ на мышах 
без нарушений углеводного обмена (C57Bl/6). 
В этом эксперименте ни одно из исследованных 
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соединений в дозе 50 мг/кг не проявило гипо-
гликемической активности, включая и соедине-
ние 4 (рис. 2). Наоборот, одно из веществ – 

соединение 2 – оказало гипергликемический 
эффект. Это соединение являлось лидером вир-
туального скрининга со сродством к большому 

Рис. 1. Влияние изучаемых соединений на уровень глюкозы в крови мышей с гипергликемией, индуцированной введени-
ем аллоксана. Дозы метформина – 250 мг/кг, соединений 2–5 – 50 мг/кг. p < 0.05 по сравнению с отрицательным контро-
лем (*), с метформином (#).

Рис. 2. Результаты орального глюкозотолерантного теста после однократного введения соединений 
2–5 на мышах C57Bl/6. Дозы вилдаглиптина – 10 мг/кг, соединений (2–5) – 50 мг/кг. p < 0.05 по 
сравнению с глюкозой (*).
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количеству мишеней, что в совокупности, веро-
ятно, и привело к такому эффекту. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенных исследований было 
обнаружено производное УК, обладающее выра-
женным гипогликемическим действием на мо-
дели аллоксан-индуцированного сахарного диа-
бета у мышей, при этом проявляющимся в не-
сколько меньшей дозе, чем у УК в аналогичной 
экспериментальной модели [6]. Такое изменение 
структуры и снижение эффективной дозы мо-
жет способствовать уменьшению риска разви-
тия побочных эффектов, известных для этого 
природного метаболита. 
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