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Природные полифенолы представляют большой интерес с точки зрения их использования для 
фармакологического контроля окислительного стресса и многих заболеваний. Однако низкая 
биодоступность и быстрый метаболизм полифенолов в форме гликозидов или агликонов сти-
мулирует поиски эффективных средств их доставки в системный оборот. Конъюгирование по-
лифенолов с катионными амфифильными пептидами может создавать соединения с сильной 
антиоксидантной активностью и способностью проходить через биологические барьеры. Такие 
соединения могут быть востребованы как препараты для антиоксидантной терапии, в том числе 
для терапии вирусных, онкологических и нейродегенеративных заболеваний ввиду разнообраз-
ного спектра биологических активностей, присущих полифенолам и пептидам. В данной рабо-
те синтетическим путём были получены катионные линейные и дендримерные амфифильные 
катионные пептиды, и ряд пептидов был конъюгирован с галловой кислотой (ГК). ГК является 
нетоксичной природной фенольной кислотой и важным функциональным элементом многих 
флавоноидов с высокой антиоксидантной активностью. Показано, что полученные ГК-пептид-
ные конъюгаты проявляли антиоксидантную (антирадикальную) активность, в 2–3 раза выше по 
сравнению с аскорбиновой кислотой. Другие тесты указывали, что присоединение ГК не влияет 
на токсичность и гемолитическую активность конъюгатов. ГК-модифицированные пептиды сти-
мулировали трансмембранный перенос плазмиды pGL3, кодирующей репортерный ген люцифе-
разы, однако присоединение ГК по N-концу пептида снижало его трансфекционную активность. 
Несколько из полученных соединений обладали антибактериальной активностью в модели ин-
гибирования роста штамма E. coli Dh5α.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: катионные пептиды, дендримеры, галловая кислота, антирадикальная 
активность, гемолиз, цитотоксичность, АФК, HyPer, трансфекция.
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Принятые сокращения: АФК  – активные формы кислорода; ГК  – галловая кислота; ДФПГ  – 2,2-дифенил-1-
пикрилгидразил; КП – катионные пептиды; ФСБ – фосфатно-солевой буфер.
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ВВЕДЕНИЕ

Окислительный стресс, сопровождающий раз-
витие многих патологий, включая вирусные, онко-
логические и нейродегенеративные заболевания, 
диабет, а также депрессии, является причиной 
острых и хронических воспалительных реакций, 

иногда с фатальными последствиями (COVID-19, 
гепатит С, сепсис) [1, 2]. Тяжесть заболевания ча-
сто обусловлена мощной каскадной иммунной 
реакцией организма. Так, цитокиновый шторм, 
связанный с окислительным стрессом, вызывает 
неконтролируемое воспаление, нарушения на кле-
точном и органном уровнях, включая появление 
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мутаций  [3,  4]. Механизм нарушений часто свя-
зан с окислительной атакой активными формами 
кислорода (АФК) и азота на ключевые компонен-
ты клетки, липиды, белки, ДНК. Весьма опасным 
фактором является воздействие продуктов пере-
кисного окисления липидов (ПОЛ). Повышение их 
уровня в клетке приводит к изменению внутри- и 
межклеточных взаимоотношений, изменению ак-
тивности цитоплазматических ферментов, осмоти-
ческого давления, нарушению структуры мембран 
и функции клеток, что в конечном итоге приводит 
к гибели клеток. При этом опасность представ-
ляют как первичные окислители, АФК, так и вто-
ричные – биомолекулы, трансформированные под 
действием АФК в свободные радикалы, хотя они 
участвуют также и в нормальной регуляции кле-
точных процессов. При сильном окислительном 
стрессе содержание эндогенных антиоксидантов 
будет явно недостаточным для устранения окисли-
тельного повреждения. В то же время системного 
повышения концентрации антиоксиданта, напри-
мер, за счёт употребления аскорбиновой кислоты, 
достичь очень трудно, поскольку избыточное её 
количество (> 200 мг) превращается в неактивные 
метаболиты, выводимые в форме уратов и оксала-
тов [5].

Очень привлекательными кандидатами фар-
макологического контроля окислительного стресса 
являются природные полифенолы: флавоноиды, 
кумарины и фенольные кислоты, обладающие 
мощной антиоксидантной активностью и низкой 
токсичностью [6, 7]. Полифенолы в реакциях c уча-
стием свободных радикалов обычно выступают в 
качестве донора либо электрона, либо водорода. 
Нейтрализация молекул АФК происходит за счёт 
отрыва электрона, при этом полифенол перехо-
дит в окисленную форму  – фенольный радикал. 
Электронная плотность повышается в первую оче-
редь вблизи гидроксильных групп, и чем больше 
гидроксилов и ненасыщенных связей в структуре 
флавоноида, тем выше его склонность к захвату 
электрона  [8]. Блокада ПОЛ чаще всего связана с 
нейтрализацией радикалов HO• и O•2− и пероксид-
ных радикалов [9]. Во многих работах также пока-
зано, что полифенолы обладают выраженными 
антиканцерогенными свойствами, являясь инги-
биторами пролиферации опухолевых клеток раз-
личного происхождения, и ряд данных указывает 
на то, что имеется связь между ингибированием 
канцерогенеза и подавлением АФК  [10,  11]. Счи-
тается, что есть и другие косвенные механизмы 
воздействия полифенолов на окислительно-вос-
становительные процессы в организме, например, 
путём ингибирования оксидаз и хелатирования 
ионов железа  [12], воздействия на арилуглеводо-
родный рецептор (AhR) и связанное с ним высво-
бождение фактора Nrf2 из комплекса с Keap1, 

последующей транскрипции антиоксидантных 
ферментов после его транслокации в ядро [13].

Однако фармакологическое применение поли-
фенолов наталкивается на проблемы с биодоступ-
ностью. Например, исследования с употреблением 
высоких доз теафлавинов чая (700  мг) показали, 
что их концентрация в плазме достигала лишь 
уровня 0,5–1,0 мкг/мл, в то время как их концен-
трация в моче была 0,6–4,2 мкг/мл. Таким образом, 
в кровь попадало менее 0,001% принятой дозы [14].  
В целом, биодоступность подавляющего числа фла-
воноидов (гликозилированные агликоны) является  
низкой из-за высокой их гидрофильности, затруд-
няющей транспорт в энтероциты [11]. Напротив, 
агликонная форма может быстрее абсорбировать-
ся, но при этом она подвергается быстрой модифи-
кации под действием глюкуронозил-/сульфо-транс-
фераз и катехолметилтрансфераз. Таким образом, 
полифенолы интенсивно метаболизируются и 
выводятся из организма, микрофлора кишечника 
также принимает в этом участие [15].

Решению проблемы повышения биодоступ-
ности полифенолов может помочь применение 
специальных средств их доставки. В качестве та-
ковых рассматривались липосомы, наночастицы, 
эмульсии, полимеры, циклодекстрины, инкапсу-
лирование [16, 17]. По нашему мнению, перспек-
тивным направлением может стать применение 
комбинированных соединений в форме конъюга-
тов полифенолов с синтетическими катионными 
пептидами, обладающими высокой проникающей 
активностью. Относительно короткие амфипати-
ческие катионные пептиды (8–25 аминокислот-
ных остатков) часто используются для доставки в 
клетки молекулы ДНК и РНК [18]. Значительную 
эффективность в этом отношении демонстриро-
вали катионные дендримерные пептиды, в этом 
случае наличие в структуре неприродных ε-амид-
ных связей заметно повышает их устойчивость к 
протеолизу, и они менее токсичны по сравнению 
с линейными пептидами. Такие пептиды были 
ранее использованы нами для доставки ДНК-плаз-
мид, а также для РНК-интерференции и блокады 
вирусной инфекции  [19–21]. Поиск информации 
по конъюгатам полифенолов показал, что имеет-
ся очень ограниченное число работ, связанных с 
пептидными производными. Описаны несколько 
соединений на основе коротких пептидов, пред-
назначенных для омоложения кожи и ингибиро-
вания опухолевого роста [22–24]. Следует отметить, 
что направленное конъюгирование флавоноидов 
с пептидами в химическом плане  – довольно 
сложная задача, оба компонента содержат много 
реактивных групп (амино, тиольные, карбоксиль-
ные, гидроксильные, фенольные), что затрудняет 
получение однозначного продукта. Использова-
ние селективных защитных групп и клик-реакций 
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сильно усложняет синтез таких гибридов, имеются 
лишь единичные примеры (конъюгирование фла-
воноидов с халконами  [25]). Очевидно, что наи-
более удобными и привлекательными соедине-
ниями для конъюгирования с пептидами являются 
фенольные кислоты, отличающиеся высокой анти-
оксидантной активностью и терапевтическим по-
тенциалом: галловая, феруловая, кофейная, кума-
ровая [26, 27]. Например, галловая кислота (ГК, Ga), 
помимо антиоксидантных и противомикробных 
свойств, проявляет противоопухолевую активность 
и применяется также как пищевая добавка [28–31].

Целью настоящего исследования являлся син-
тез линейных и дендримерных катионных пепти-
дов (КП), их модификация ГК, анализ полученных 
соединений на антиоксидантную (антирадикаль-
ную) активность in vitro и их оценка в отношении 
цитотоксичности, гемолитической и клеточно-
проникающей активности, анализируемой в тесте 
стимуляции трансфекции клеточной культуры.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реагенты и растворители. Диметилформ-
амид (ДМФА), ацетонитрил и метиленхлорид (МХ), 
2,2-дифенил-1-пикрилгидразил (ДФПГ) получены 
от «Sigma-Aldrich» (США). ГК (98%, б/в) получена от 
«Диа-М» (Россия), N-метилпирролидон получен от 
«Panreac» (Испания). Fmoc-аминокислоты, Оксима 
(OximaPure), гидроксибензотриазол (HOBt), диизо-
пропилкарбодиимид (DIC) и смола ChemMatrix 
были получены от «IRIS Biotech» (Германия) и 
«AAPPTEC» (США). Используемые антиоксиданты/
скавенджеры – этандитиол, фенол и тиоанизол – 
получены от «Merck» (Германия). Деионизованную 
воду получали на аппарате MicroPure («Thermo 
Fisher Scientific», США).

Спектры. Электронные спектры поглощения 
регистрировали на двухлучевом спектрофотомет-
ре Cary 100 UV-Vis («Agilent Technologies», США) в 
диапазоне от 190 до 800 нм, используя кварцевую 
кювету с толщиной 1 см. Масс-спектры регистриро-
вали на приборе Microflex™ LT MALDI-TOF («Bruker 
Daltonics», США), матрица  – α-циано-4-гидрокси-
цинаммовая кислота.

Синтез пептидов. Синтез пептидов проводили 
твердофазным методом, используя автоматиче-
ский синтезатор пептидов PS3 Peptide Synthesizer 
(«Gyros Protein Technologies Inc.», США) по прото-
колу Fmoc-химии, используя смесь N-гидрокси-
бензотриазола с диизопропилкарбодиимидом 
как конденсирующий агент (HOBt/DIC). В синтезе 
использовали стартовые Fmoc-аминоацил-поли-
меры, смолу гелевого типа Rink Amide СhemMatrix 
(«IRIS BioTech», Канада). Боковые карбоксильные 
и гидроксильные группы аминокислот несли 

защиту в форме трет-бутильной группы (t-Bu), 
ε-аминогруппа лизина  – в форме Boc, SH-группа 
цистеина – Trt, гуанидиновая функция аргинина – 
Pbf, карбоксильные и гидроксильные группы ами-
нокислот имели защиту в форме трет-бутиловых 
эфиров. Стандартный цикл включал: промывку 
(ДМФА), удаление Fmoc-защиты (20%-ный 4-метил-
пиперидин в ДМФА), предварительное активиро-
вание Fmoc-аминокислоты (DIC/HOBt) и реакцию 
конденсации в среде ДМФА/N-метилпирролидон 
при двукратном избытке карбоксильного компо-
нента (~0,5–1 ч). Контроль за полнотой реакции 
осуществляли методом Кайзера (нингидриновый 
тест), и при необходимости реакцию конденсации 
повторяли (0,5 ч). Конечные пептиды отщепляли 
от полимера трифторуксусной кислотой в при-
сутствии скавенджеров. Сырой продукт осаждали 
сухим метил-трет-бутиловым эфиром, экстра
гировали водной уксусной кислотой, и экстракт 
лиофилизировали, используя сублиматор VirTis 
AdVantage 2.0 EL («SP Scientific», США).

Очистка пептида и подтверждение его струк-
туры. Пептиды очищали ВЭЖХ (препаративный 
хроматограф LC-20 Shimadzu) на колонке с обра-
щённой фазой (С18), используя ацетонитрил  –  
0,1%-ная водная трифторуксусная кислота в каче-
стве подвижной фазы (градиентная элюция, от 
5% ацетонитрила до 70% 23 мин). Фракции веще-
ства, выходящие с колонки, детектировали с по-
мощью встроенного спектрофотометрического 
детектора при длине волны 220 и 280 нм. Жидкую 
фракцию с подходящей молекулярной массой со-
держащегося продукта (гомогенный пик), иденти-
фицированную по данным масс-спектрометрии, 
подвергали упариванию под вакуумом и остав-
шийся водный раствор высушивали лиофильно. 
Полученный продукт (пептид) анализировали 
на гомогенность методом зонного капиллярного 
электрофореза на приборе Капель-105М («Люмекс», 
Россия) с фотометрической детекцией при 226 нм. 
Для анализа использовали кварцевый незаполнен-
ный капилляр, в качестве фонового электролита 
использовали раствор 0,1 М фосфорной кислоты и 
0,05 М Tris в деионизованной воде. Молекулярную 
массу анализировали, используя масс-спектрометр 
Microflex™ LT MALDI-TOF («Bruker Daltonics»).

Анализ антирадикальной активности. При-
менение ДФПГ-теста для оценки антирадикальной 
активности ранее было описано в литературе [32]. 
В данной работе для оценки активности иссле-
дуемых образцов использовали раствор ДФПГ в 
метаноле различных концентраций (200, 150, 75, 
50, 25, 10 и 5 мкг/мл) и чистый метанол в качестве 
отрицательного контроля. Растворы пептидов и 
аскорбиновой кислоты (положительный контроль) 
с концентрацией 2,8 мкмоль/мл готовили в де-
ионизованной воде. Их переносили в дубликатах 
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по 2,5 мкл в 96-луночный планшет, после чего в 
каждую лунку вносили растворы ДФПГ в объёме 
200 мкл. Оптическую плотность окрашенного рас-
твора измеряли на приборе Thermo Fisher Multiscan 
FC при 520 нм. Активность образцов рассчитывали 
относительно активности аскорбиновой кислоты 
в мольном отношении в %.

Оценка гемолитической активности. Цель-
ную кровь донора отбирали в вакуумную пробир-
ку с ЭДТА (Sarstedt S-Monovette EDTA K3E) в объёме 
5 мл, центрифугировали при 500 g 5 мин, отделяли 
эритроциты от плазмы, смешивали их с 10 мл фос-
фатно-солевого буфера (ФСБ), pH 7,4, с последую-
щим центрифугированием. Процедуру отмывки 
эритроцитов повторяли 4 раза, после чего суперна-
тант декантировали, получая взвесь эритроцитов. 
Исследуемые образцы пептидов готовили в раство-
ре ФСБ в концентрациях 2,8, 0,28 и 0,028 ммоль/л и 
вносили по 200 мкл в 96-луночный планшет, после 
чего добавляли отмытую суспензию эритроцитов 
в объёме 2 мкл (1%-ная суспензия). Анализируе-
мые образцы тестировали в дублях. Планшеты с 
образцами инкубировали в термостате при 37 °С 
30 мин и затем центрифугировали при 500 g в 
течение 5 мин. Измерение оптической плотности 
супернатанта проводили на спектрофотометре 
Multiskan GO при длинах волн 405/630 нм. Процент 
лизиса эритроцитов рассчитывали относительно 
положительного контроля, которым являлась де-
ионизованная вода (1):

% лизиса = (Е−С)/(М−С) × 100,	 (1)

где Е – оптическая плотность тестируемого образ-
ца пептида, С – оптическая плотность отрицатель-
ного контроля (в ФСБ), М – оптическая плотность 
положительного контроля.

Трансфекционная активность. Оценку спо-
собности полученных соединений в форме ком-
плексов с нуклеиновой кислотой (плазмид) осу-
ществлять трансмембранный перенос проводили 
in vitro на клеточной линии HEK293T (получе
на из коллекции клеточных культур Института 
вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «НИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России) с использова-
нием плазмиды pGL3, кодирующей репортерный  
ген люциферазы, с использованием описанной 
ранее методики  [19]. С этой целью в 48-луноч-
ный планшет засевали 80 тыс. клеток на лунку в 
300  мкл среды DMEM («ПанЭко», Россия). Клетки 
инкубировали 24 ч при 37 °С в атмосфере 5% CO2, 
после чего в лунки вносили трансфекционную 
смесь: 40 мкл бессывороточной среды Opti-MEM 
(«Thermo Fisher Scientific»), 0,25 мкг pGL3 и 20 или 
10 мкг исследуемого пептида или 0,3 мкл поло-
жительного контроля, которым являлся Lipo
fectamine™ 3000 («Thermo Fisher Scientific»). Перед 

внесением трансфекционную смесь инкубировали 
в течение 15 мин. В качестве отрицательного кон-
троля использовали 0,25 мкг плазмиды без добав-
ления трансфецирующего агента. Клетки инкуби-
ровали в течение 24 ч, после чего вносили 150 мкл 
лизирующего буфера Glo («Promega», CША). Далее к 
лизату клеток добавляли 50 мкл субстрата (люци-
ферина). Интенсивность люминесценции опреде-
ляли на люминометре GloMax 20/20 («Promega»).

Трансфецирование клеточной культуры 
HEK293T in vitro с использованием флуоресцент-
ного биосенсора HyPer. Для оценки антиоксидант-
ной активности in vitro использовали описанный 
ранее в литературе флуоресцентный биосенсор 
HyPer  [33]. Клетки почки эмбриона человека 
(HEK293T) засевали в 48-луночный планшет в ко-
личестве 80 тыс. клеток на лунку в объёме 300 мкл 
среды DMEM. Через 24 ч клетки трансфецировали 
плазмидой pHyPer-cyto («Евроген», Россия). Состав 
трансфекционной смеси был следующим: 0,2 мкг 
плазмиды, 0,2 мкл реактива p3000, 0,3 мкл реакти-
ва Lipofectamine™ 3000 («Thermo Fisher Scientific»), 
объём доводили до 10 мкл средой Opti-MEM. Рас-
творы пептидов вносили в концентрации 1 мг/мл 
и в объёме 10 мкл через 24 ч после трансфекции. 
В  контрольные лунки вносили по 10 мкл ФСБ. 
Спустя 4 ч инкубации клеточную среду отбирали, 
клетки инкубировали 5  мин в 50  мкл раствора 
трипсина-ЭДТА и переносили клеточную суспен-
зию в планшет для флуориметрии. Объём суспен-
зии доводили до 100 мкл ФСБ. Далее в опытные 
лунки вносили по 10 мкл раствора пероксида водо-
рода (50 мМ), в контрольные образцы – по 10 мкл 
ФСБ. Определение оптической плотности проводи-
ли на приборе Thermo Fisher Scientific Fluoroscan 
(«Thermo Fisher Scientific») при длине волны погло-
щения 485 нм и длине волны испускания 538 нм.

Анализ цитотоксичности пептидов. Цито-
токсичность исследуемых соединений определя-
ли на четырёх линиях клеток (А549, HeLa, Wi-38, 
melIs, получены из коллекции клеточных культур 
Института вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ 
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России). 
2 × 104 клеток в полной питательной среде DMEM 
засевали в 96-луночный планшет и инкубировали 
сутки при 37 °С в СО2-инкубаторе до достижения 
75%-ной конфлюентности. Далее вносили иссле-
дуемые образцы в концентрациях 0,7; 2,1; 6,2; 18,5;  
55,6; 167 и 500 мкг/мл и инкубировали 24 ч при 37 °С 
в СО2-инкубаторе. Затем в каждую лунку добавля-
ли по 25 мкл МТТ в ФСБ с концентрацией 4 мг/мл 
и помещали в СО2-инкубатор. Через 4 ч добавляли 
50 мкл SDS (20%-ный SDS в воде с 0,02 N H2SO4) и 
инкубировали сутки. Разницу оптической плот-
ности (ОП) раствора при 570 и 650 нм определяли, 
используя планшетный ридер (BIO RAD iMark™  
Microplate Absorbance Reader, программа «Земфира»). 
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Количество живых клеток рассчитывали по отно-
шению оптической плотности среды в лунке с пеп-
тидом (ОП пепт) к оптической плотности среды без 
пептида (ОП контроль) (2):

количество живых клеток, % =
= (ОП пепт/ОП контроль) × 100%.	 (2)

Каждое значение получали путём усреднения 
трёх параллельных измерений. Концентрацию 
полумаксимального ингибирования (IC50) опреде-
ляли по графику зависимости полученных значе-
ний количества живых клеток от концентрации 
соединения.

Статистический анализ. На предварительном 
этапе статистического анализа нормальность рас-
пределения интенсивности флуоресценции зонда 
HyPer оценивали по критерию Шапиро–Уилка.  
Для оценки различий использовали t-критерий 
Стьюдента, критический уровень значимости 
нулевой статистической гипотезы (р) принимали 
равным 0,05. Данные флуоресценции и люминес-
ценции представлены в виде среднего арифметиче-
ского и среднеквадратичного отклонения (М ± SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Проведённые нами ранее исследования по 
конструированию КП с хорошей проникающей ак-
тивностью и низкой токсичностью показали, что 
дендримерные структуры имеют заметное преиму-
щество [19]. При этом в их активность значитель-
ный вклад дают позитивно заряженные амино-
концевые участки ветвей пептида, содержащие 
аминокислоты лизин и аргинин, взаимодейству-
ющие с отрицательно заряженными молекулами 
мембраны клеток. Как изменится их активность 
после N-концевой модификации ГК, было неизвест-
но. Линейные пептиды были использованы, чтобы 
оценить в целом, как будет меняться их антиокси-
дантная активность после этой модификации. 
Выбор ГК в качестве антиоксиданта был обуслов-
лен её высокой радикал-нейтрализующей актив-
ностью [32] и довольно простой химической про-
цедурой её присоединения к амино-соединениям. 
Синтез ГК-содержащих пептидов проводили твер-
дофазным методом с использованием Fmoc-прото-
кола, где в качестве конденсирующего агента при-
меняли DIC в присутствии Оксима (катализатор).  

Структура, антирадикальная и цитотоксическая активности синтетических линейных и дендримерных пептидов

Код Последовательность  
аминокислот*

Молекулярная 
масса, г/моль 

(заряд +)

Антирадикальная  
активность,  
мольный % 

IC50, мкмоль/л

А549 HeLa Wi-38 melIs

AB-9 Ga-YYKK 752 (2) 217 666 2214 665 955

AB-10 Ga-YYLK 737 (1) 187 1136 1145 678 981

AB-11 (Ga-KKIRRLK)2KYAC 2633 (10) 332 100 100 151 167

AB-12 Ga-KKIRARLKYAC 1501 (5) 302 206 231 268 293

AB-13 R8K4K2KACAC 2512 (16) 62 69 129 115 98

AB-14 (WKKIRVRLS)2KAC 2652 (10) 25 18 64 93 19

AB-15 (Ga-KKIRARLK)2KYAC 2773 (10) 330 20 68 123 59

AST-1 Ga-KK 444 (2) 356 935 1002 1126 1173

ST-10 (KKLRLKTAFK)2KAC 2749 (12) 20 91 17 33 35

AB-32 AKKYRRFRYKYKGKYFYAC 2539 (9) 41 141 115 132 122

AB-33 Ga-AKKYRRFRYKYKGKYFYAC 2692 (8) 161 190 262 192 160

Галловая кислота 170 197 2941 982 1482 653

Аскорбиновая кислота 176 100

Эпирубицин 92 298 344 13
* Примечание. У всех пептидов C-концевая аминокислота находится в форме амида, свободные аминогруппы 
протонированы, находятся в форме соли с трифторуксусной кислотой, чьё мольное содержание равно числу 
позитивного заряда пептида при нейтральном рН. Антирадикальная активность рассчитана как % от актив-
ности аскорбиновой кислоты в молярном эквиваленте, среднее из трёх измерений.
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Рис. 1. Масс-спектры (MALDI-TOF) синтезированных пептидов: а – AB-9, б – AB-10, в – AB-11, г – AB-12, д – AB-13, 
е – AB-14, ж – AB-15, з – ST-10, и – AB-32, к – AB-33, л – AST-1
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ГК использовали без защиты её фенольных гидрок-
силов, её присоединяли после завершения синтеза 
пептидной цепи и удаления N-концевой Fmoc-груп-
пы. Поскольку эти фенольные группы довольно 
реакционноспособны, они могут реагировать с соб-
ственной карбоксильной группой в присутствии 
карбодиимида/DIC. Попытки использовать 3-крат-
ный мольный избыток ГК (стандартный протокол 
пептидного синтеза) по отношению к пептиду 
приводили к неудовлетворительному выходу це-
левого ГК-пептида, его очистка путём ВЭЖХ была 
затруднена. Дальнейшие эксперименты показали, 
что приемлемым вариантом являлось примене-
ние 8–16-кратных мольных избытков ГК по отно-
шению к пептиду в присутствии эквивалентных 
количеств DIC и Оксима. Избыточное количество 
ГК и побочных продуктов отделяли фильтрацией 
при промывке смолы растворителями на стадии 
отщепления пептида от смолы. Последнюю опера-
цию проводили в среде трифторуксусной кислоты 
в присутствии скавенджеров: фенола, воды, этан-
дитиола или диметилсульфида. Очистку пептидов 
проводили путём ВЭЖХ на колонке с обращённой 
фазой С18. В результате было синтезировано 11 КП, 
включая линейные и дендримерные структуры, 
из них 7 пептидов содержали ГК (таблица). Струк-
туру полученных соединений на основе идентич-
ности масс подтверждали масс-спектрами (рис. 1).

Наличие фенольного компонента в пептидах 
было также подтверждено УФ-спектрами по нали-

чию полосы с максимумом при 270 нм, одинаковой 
для всех ГК-модифицированных пептидов (рис. 2).

Далее была проведена оценка биологических 
свойств полученных соединений, важных в физиоло-
гическом плане: гемолитическая, цитотоксическая, 
антиоксидантная и трансфекционная активности.

Для анализа степени гемолиза были исполь-
зованы эритроциты человека. В качестве положи-
тельного контроля использовали дистиллирован-
ную воду, что обеспечивало близкий к 100% лизис 
клеток. Оказалось, что среди пептидов заметной 
гемолитической активностью обладали только 
немодифицированный дендримерный пептид 
АВ-14 и ГК-содержащий пептид АВ-15. Степень ли-
зиса в их присутствии составляла около 16 и 18% 
при максимальной концентрации (1  мг/мл), для 
остальных же пептидов данный показатель был 
близок к 0% (рис. 3). Можно предположить, что воз-
можная причина литической активности АВ-14 и 
АВ-15, по-видимому, обусловлена тем, что их длин-
ные ветви с последовательностями WKKIRVRLS и 
Ga-KKIRARLK соответственно содержат гидрофоб-
ные и гидрофильные позитивно заряженные ами-
нокислоты, формирующие амфифильные струк-
туры, способные вызывать нарушение липидной 
мембраны клетки  [18]. На N-конце оба пептида 
содержат гидрофобные остатки, триптофан и ГК. 
Кроме того, оказалось, что оба пептида обладают 
высокой антибактериальной активностью против 
штамма Escherichia coli Dh5α [34].

Рис. 2. Спектры поглощения в УФ- и видимой области: слева – AB-33, справа – AB-32.

Рис. 3. Гемолитическая активность пептидов, % от гемолиза эритроцитов в дистиллированной воде: 1 – AB-10, 
2 – AB-11, 3 – AB-12, 4 – AB-13, 5 – AB-14, 6 – AB-15, 7 – ST-10, 8 – AST-1
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Рис. 4. Уровень флуоресценции (538 нм) внутриклеточного сенсора HyPer в присутствии пептидов, измерен-
ный перед добавлением и после добавления пероксида водорода. 1  –  Положительный контроль, 2  –  AB-10, 
3 – AB-11, 4 – AB-12, 5 – AB-13, 6 – AB-14, 7 – AB-15, 8 – AST-1, 9 – ST-10. Звёздочками помечены пептиды, интенсив-
ность флуоресценции которых после внесения пероксида водорода статистически значимо (p < 0,05) отлича-
лась от положительного контроля

Токсичность полученных соединений оцени-
вали in vitro, используя МТТ-анализ. Анализ про-
водили на линии клеток HeLa (эпителиоидная 
карцинома шейки матки человека), A549 (адено-
карцинома лёгкого человека), melIs (меланома 
человека), Wi-38 (диплоидная линия фибробластов 
человека). В качестве контрольного препарата с 
цитостатическим действием был выбран Эпиру-
бицин. Результаты тестирования (таблица) пока-
зали, что токсический эффект пептидов менялся 
в зависимости от типа клеток, присоединение ГК 
не приводило к повышению токсичности соедине-
ния. Однако два пептида, AB-14 и AB-15, показали 
токсичность для опухолевых линий А549 и melIs, 
которая приближалась к значениям Эпирубицина 
(выделено жирным шрифтом), однако в отноше-
нии нормальных клеток (культура Wi-38) указан-
ные пептиды не проявляли такой значительной 
токсичности, как Эпирубицин. В целом, следует 
отметить, что все короткие ГК-содержащие пеп-
тиды отличались низкой токсичностью.

На следующем этапе работы мы изучали анти-
оксидантную активность полученных соединений 
путём постановки 2,2-дифенил-1-пикрилгидразил-
теста (ДФПГ-тест). Полученные результаты под-
твердили, что присоединение ГК к КП резко увели-
чивает их антиоксидантную активность, в 2–3 раза 
превышающую таковую аскорбиновой кислоты 
(таблица). Этот эффект наиболее хорошо виден 
при сравнении значений антирадикальной актив-

ности для пептидов AB-32 и AB-33, структура кото-
рых отличается только наличием или отсутствием 
остатка ГК. Антирадикальная активность относи-
тельно аскорбиновой кислоты для них составила 
41 и 161% соответственно. Второй способ оценки 
антиоксидантной активности пептидов уже на 
клеточном уровне основан на использовании гене-
тически кодируемого биосенсора HyPer. Известна 
высокая скавенджирующая активность ГК про-
тив пероксида водорода [35]. В отличие от обычно 
используемых производных дихлорфлуоресцеина 
(DCF), HyPer обладает высокой специфичностью к 
пероксиду, не продуцирует АФК под действием све-
та и нечувствителен к супероксиду, окисленному 
глутатиону, оксиду азота и пероксинитриту  [36]. 
Полученные результаты отображены на рис. 4, где 
показаны уровни флуоресценции внутриклеточ-
ного сенсора HyPer в присутствии пептидов, изме-
ренные перед добавлением и после добавления 
пероксида водорода. Видно, что пептиды влияют 
на уровень флуоресценции сенсора до добавления 
пероксида, снижая его по сравнению с контролем 
(ФСБ). Все исследованные пептиды, за исключени-
ем AB-13 и AST-1, обладали способностью статисти-
чески значимо снижать концентрацию пероксида 
водорода в клетках (p < 0,05). Наиболее значимое 
снижение наблюдалось для пептидов AB-11 и 
AB-14. Это можно объяснить тем, что АВ-11 имел 
в составе ГК, а АВ-14 содержал триптофан, кото-
рый способен взаимодействовать с пероксидом.  
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Рис. 5. Сравнительная активность пептидов в стимуляции трансфекции плазмиды pGL3, кодирующей репор-
терный ген люциферазы, выраженная как средние значения ± SE. 1 – Lipofectamine 3000, 2 – AB-10, 3 – AB-11, 
4  –  AB-12, 5  –  AB-13, 6  –  AB-14, 7  –  AB-15, 8  –  AB-32, 9  –  AB-33, 10  –  AST-1, 11  –  ST-10, 12  –  ФСБ (отрицательный 
контроль)

При этом AB-11 также показывал высокую актив-
ность в ДФПГ-тесте. Активность же AB-14 может 
быть связана с более высокой способностью про-
никать через мембрану клетки. К сожалению, при 
статистической обработке полученных данных 
величина SE (стандартной ошибки) не позволила 
оценить антиоксидантную активность других пеп-
тидов.

Эксперименты по трансфекции имели целью 
прояснить вопрос проникновения этих пептидов в 
цитоплазму в составе комплекса с плазмидой, со-
держащей репортерный ген люциферазы. Уровень 
проникновения комплекса в клетки примерно 
пропорционален уровню свечения лизата клетки, 
при этом липофектамин 3000 служит сильным 
позитивным контролем. Результаты приведены 
на рис. 5, где показана относительная активность 
пептидов (log-шкала) как носителей для доставки 
плазмиды в клетки HEK293. Их возрастающую ак-
тивность можно расположить в ряд: AB-13 ~ ST-10 ~  
~  AB-32 > AB-15 > AB-14 > AB-11 ~ AB-12 ~ AB-33  > 
> AB-10 ~ AST-1. Из этого ряда лишь пептид АВ-15 
содержит ГК, более активные пептиды имеют сво-
бодную N-концевую аминогруппу. Интересно, что 
присоединение ГК к пептиду АВ-32 снижало транс-
фекционную активность продукта (пептид АВ-33) 
почти на три порядка.

Очевидно, что присоединение ГК к N-концу КП 
нежелательно, если иметь в виду его потенциаль-
ное использование для внутриклеточного транс-
порта; блокирование N-конца ведёт к существенной 
потере заряда, повышению гидрофобности за счёт 
появления фенольного остатка. В условиях физио-
логического рН фенольные гидроксилы несут сла-
бый отрицательный заряд, в результате чего может 

иметь место эффект электростатического отталки-
вания между молекулами пептида и отрицательно 
заряженными фосфатами клеточной мембраны.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты демонстрируют, что 
КП после присоединения ГК приобретают новые 
свойства, проявляют антиоксидантную актив-
ность, даже превосходя активность самой ГК (в 
мольном отношении). Конъюгирование не при-
водит к повышению их токсичности для нормаль-
ных клеток и не повышает их гемолитическую 
активность, однако наблюдается некоторая тен-
денция к повышению избирательной токсичности 
для опухолевых клеток. Будущие исследования 
предполагают изучение ГК-содержащих пептидов 
в отношении антивирусной, антибактериальной 
и противоопухолевой активности. Поэтому одним 
из перспективных применений таких соединений 
может стать их использование в качестве анти-
оксидантных агентов в терапии сепсиса, тяжё-
лого патологического состояния, обусловленного 
микробной инфекцией и бурным развитием вос-
паления, где окислительный стресс составляет 
основу практически всех цитотоксических реак-
ций [37, 38]. В качестве примера можно привести 
публикацию, где продукт конденсации лейцина 
с ГК показывал хорошую активность в модели 
нейтрализации ЛПС-индуцированного эндотокси-
ческого шока [39]. Использование синтетических 
пептидов с подобной модификацией позволяет 
значительно более гибко подходить к дизайну 
подобных соединений. Поскольку информации 
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относительно свойств ГК-конъюгатов ещё очень 
мало, необходимы дальнейшие работы по расши-
рению спектра пептидных производных ГК (при-
чём с использованием и других фенольных кис-
лот) и изучению механизмов их действия. Кроме 
того, учитывая полученные результаты, дизайн 
таких конъюгатов должен включать возмож-
ность селективного выбора места присоединения 
к пептиду фенольного компонента. Возможный 
вариант  – тиол-малеимидная конденсация, где 
фенольный компонент, содержащий малеимид-
ную группу, присоединяется к пептиду, имеющему 
остаток цистеина в нужной позиции.
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Natural polyphenols are of great interest from the point of view of their use for the pharmacological 
control of oxidative stress and many diseases. However, the low bioavailability and rapid metabolism of 
polyphenols in the form of glycosides or aglycones stimulates the search for effective means of delivery 
into systemic circulation. Conjugation of polyphenols with cationic amphiphilic peptides can result in 
compounds with strong antioxidant activity and the ability to cross biological barriers. Such compounds 
may be in demand as drugs for antioxidant therapy, including for the treatment of viral, oncological and 
neurodegenerative diseases due to the diverse range of biological activities inherent in polyphenols and 
peptides. In this work, cationic linear and dendrimer amphiphilic cationic peptides were synthesized 
by the solid phase method, and a number of peptides were conjugated to gallic acid (Ga). Ga is a non-tox-
ic natural phenolic acid and an important functional element of many flavonoids with high antioxidant 
activity. It was shown that the resulting Ga-peptide conjugates exhibited antioxidant (antiradical) activity 
that was 2-3 times higher than that of ascorbic acid. Other tests indicated that the addition of Ga did not 
affect the toxicity and hemolytic activity of the conjugates. Ga-modified peptides stimulated the trans-
membrane transfer of the pGL3 plasmid encoding the luciferase reporter gene; however, the addition of 
Ga to the N-terminus of the peptide reduced its transfection activity. Some of the resulting compounds 
had noticeable inhibitory activity against the E. сoli-Dh5α strain.
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