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В работе исследовали молекулярные механизмы действия дициклогексилсодержащих производных
О-иминоизомочевины, (Е)-O-(N,N'-дициклогексилкарбамимидоил)оксим циклогексанона (1),
(Е)-O-(N,N'-дициклогексилкарбамимидоил)оксим пропан-2-она (2) и (1-(Е)-[(Е)-(N,N'-дицикло-
гексилкарбамимидоил)окси]имино-1-(пиридин-4-ил)этана (3), на модельные липидные мембра-
ны, однослойные везикулы и плоские липидные бислои. Установлено, что все тестируемые произ-
водные не влияют на электрические свойства незаряженных мембран из 1-пальмитоил-2-олеил-sn-
глицеро-3-фосфохолина (ПОФХ), в то время как оксим 2 при концентрации более 0.2 мМ вызывает
рост граничного потенциала отрицательно заряженных мембран из 1-пальмитоил-2-олеил-sn-гли-
церо-3-фосфо-1'-rac-глицерина (ПОФГ) на 40 мВ. Показано, что способность индуцировать утечку
флуоресцентного маркера кальцеина из ПОФХ-липосом при эквимолярном соотношении оксим :
липид уменьшается в ряду 2 > 1 ≈ 3 от 25 до 15%. Соединение 2 высвобождает до 50% всего захвачен-
ного ПОФГ-везикулами кальцеина, а производные 1 и 3 – не более 15%. Обнаруженные отличия
способности соединения 2 вызывать утечку маркера из ПОФХ- и ПОФГ-липосом могут быть объ-
яснены образованием ион-проницаемых пор в ПОФГ-мембранах. Большая эффективность соеди-
нения 2 по сравнению с 1 и 3 обусловлена разупорядочивающим действием производного 2 на ли-
пидные бислои, что подтверждается данными дифференциальной сканирующей микрокалориметрии.
Полученные результаты важны при выборе матрицы для дальнейшей химической модификации
при разработке противораковых препаратов на основе дициклогексилкарбамимидоила.
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ВВЕДЕНИЕ

Несмотря на большие успехи в изучении про-
цессов канцерогенеза, в разработке новых высо-
коэффективных лекарственных препаратов и ме-
тодов ранней диагностики различных опухолей,
темпы снижения онкологической летальности до
сих пор не достаточны. По этой причине поиск
новых противораковых средств остается актуаль-
ной задачей современной фармакохимии.

Особый интерес в этой связи представляют ал-
коксиамины. В определенных условиях эти со-

единения способны продуцировать свободные
радикалы, которые могут быть использованы для
индукции окислительного стресса в опухолевых
клетках. В частности, оксимы дициклогексилкар-
бамимидоила могут при температурах выше 80°С
запускать радикальную полимеризацию [1]. Та-
ким образом, встает вопрос о выборе химическо-
го скаффолда, который может быть использован
для дальнейшей модификации оксимов дицикло-
гексилкарбамимидоила с целью снижения темпе-
ратуры образования свободных радикалов при
разработке противораковых препаратов. При вы-
боре стратегии химической модификации также
следует учесть и сведения о биологической актив-
ности близкородственных веществ. В частности,
N,N'-дициклогексил-4-морфолинкарбоксамидин
является селективным блокатором почечных

Список сокращений: ПОФХ – 1-пальмитоил-2-олеил-sn-
глицеро-3-фосфохолин, ПОФГ – 1-пальмитоил-2-олеил-
sn-глицеро-3-фосфо-1'-rac-глицерин, ДПФХ – 1,2-ди-
пальмитоил-sn-глицеро-3-фосфохолин, ДПФГ – 1,2-ди-
пальмитоил-sn-глицеро-3-фосфо-1'-rac-глицерин.
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ATP-чувствительных K+-каналов и может быть
использован в качестве перорального калийсбе-
регающего мочегонного средства [2]. Пралидок-
сим, тримедоксим, HI-6, обидоксим и метоксим
(производные пиридинальдоксимов) применя-
ются в качестве антидотов при поражении нервно-
паралитическими ядами и пестицидами, поскольку
реактивируют фосфорилированную ацетилхо-
линэстеразу и используются для восстановления
нервно-мышечной передачи [3]. WIN 64338 явля-
ется первым непептидным антагонистом рецеп-
тора брадикинина В2 [4, 5].

Необходимым этапом на пути создания совре-
менного фармакологического средства является
изучение его взаимодействия с клеточной мем-
браной как первичной мишенью действия любых
экзогенных соединений. При разработке проти-
вораковых препаратов, действующих путем ин-
дукции окислительного стресса, необходимо ис-
ключить возможность влияния пролекарства,
предшественника свободных радикалов, на свой-
ства мембран, а также обеспечить избиратель-
ность действия соединения на опухолевые клетки.

Клеточные мембраны – это сложноорганизован-
ные структуры, поэтому для изучения влияния на
них различных экзогенных соединений во мно-
гих случаях целесообразно использовать модель-
ные системы, плоские липидные бислои и липо-
сомы.

Целью работы являлось исследование меха-
низмов взаимодействия дициклогексилсодержа-
щих производных О-иминоизомочевины с бис-
лойными липидными мембранами. Химическая
структура тестируемых соединений представлена
в табл. 1. Полученные результаты расширяют
представления о влиянии молекул-предшествен-
ников свободных радикалов на свойства модель-
ных и биологических мембран. Эти результаты
имеют важное значение для оценки перспектив
использования этих структурных матриц для
дальнейшей химической модификации дицикло-
гексилсодержащих производных О-иминоизомо-
чевины при разработке противораковых препа-
ратов.

Таблица 1. Физико-химические параметры молекул тестируемых производных

Примечание: Вычисления произведены с помощью программ: * – “СhemAxon”, Chemicalizer; ** – “HyperChem 7.0”, Hypercube.

Агент Химическое название Химическая структура
Коэффициент 
распределения 
октанол/вода*

Заряд 
молекулы 

при рН 7.4*

Дипольный 
момент, Д**

1
(Е)-O-(N,N'-дициклогексилкарба-
мимидоил)оксим циклогексанона 5.47 0 1.23

2
(Е)-O-(N,N'-дициклогексилкарба-
мимидоил)оксим пропан-2-она 4.09 0 2.19

3
1-(Е)-[(Е)-(N,N'-дициклогексил-
карбамимидоил)окси]имино-1-
(пиридин-4-ил)этан

4.30 0 0.49
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ЕФИМОВА и др.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали: 1-пальмитоил-2-олеил-

sn-глицеро-3-фосфохолин (ПОФХ), 1-пальмито-
ил-2-олеил-sn-глицеро-3-фосфо-1'-rac-глицерин
(ПОФГ), 1,2-дипальмитоил-sn-глицеро-3-фосфо-
холин (ДПФХ), 1,2-дипальмитоил-sn-глицеро-3-
фосфо-1'-rac-глицерин (ДПФГ), KCl, KOH,
HEPES, диметилсульфоксид (ДМСО), EDTA,
тритон Х-100, кальцеин, пентан, этанол (Sigma-
Aldrich).

Синтез соединений 1–3. Оксимы 1–3 синтези-
рованы в Университете Марселя совместно с
Санкт-Петербургским государственным педиат-
рическим медицинским университетом согласно
методике [6]. Структура и состав полученных со-
единений были доказаны с помощью масс-спек-
трометрии и высокоэффективной жидкостной
хроматографии.

Формирование плоских липидных бислоев и реги-
страция токов, протекающих через модельные
мембраны. Формирование бислойных липидных
мембран проводили по методу Монтала и Мюл-
лера [7]. Плоские липидные бислои формировали
из ПОФХ или ПОФГ. Эксперименты проводили
при одинаковом ионном составе разделяемых
мембраной водных растворов электролита (0.1 M
KCl, 5 мМ HEPES-KOH, рН 7.4). Тестируемые
соединения 1, 2 и 3 добавляли из раствора в
ДМСО (78 мМ, 104 мМ, 150 мМ соответственно)
в цис-отсек камеры до конечной концентрации
1.5, 1.6 и 2.0 мМ. Для каждой системы “агент–
липидный бислой” было проведено не менее трех
независимых экспериментов (повторов).

Измерения и оцифровку трансмембранных
токов проводили в режиме фиксации потенциала
с помощью усилителя Axopatch 200B и аналого-
цифрового преобразователя Digidata 1440A (Axon
Instrument, США). Для обработки данных ис-
пользовали 8-полярный фильтр Бесселя (Model
9002, Frequency Devices) и частоту фильтрации
1 кГц. Обработку записей трансмембранных то-
ков осуществляли с использованием программ-
ного пакета Clampfit 9.0 (Axon Instruments,
США). Статистический анализ полученных дан-
ных проводили при помощи программы Origin 8.0
(Origin Lab., США).

Оценка изменений электрического потенциала
на границе мембрана/водный раствор. Ионофор
нонактин из раствора в этаноле добавляли в омы-
вающие растворы с обеих сторон ПОФХ- или
ПОФГ-мембраны до конечной концентрации
0.1–1.0 мкМ. Проводимость липидного бислоя (G)
рассчитывали как отношение стационарного
трансмембранного тока, индуцированного ком-
плексом нонактина с ионами калия, к трансмем-
бранному потенциалу, равному 50 мВ. Измене-
ния электрического потенциала на границе мем-
брана/водный раствор при введении тестируемых

производных 1–3 (Δϕd) определяли как описано
ранее в [8, 9]:

(1)

где  и Gm – значения стационарной K+-прово-
димости бислоя, индуцированной нонактином до
и после введения агента.

Проводили независимые эксперименты (4–6)
и определяли среднее значение изменения гра-
ничного потенциала мембран при адсорбции те-
стируемых соединений для каждой из экспери-
ментальных систем (среднее ± SE).

Измерение утечки флуоресцентного маркера
из липидных везикул. Липосомы из ПОФХ или
ПОФГ формировали методом экструзии с ис-
пользованием мини-экструдера производства
Avanti Polar Lipids (США) и заполняли раствором,
состоящим из 35 мМ кальцеина, 10 мМ HEPES,
1 мМ EDTA, pH 7.4, как описано ранее в [10, 11].
В каждый экспериментальный образец вводили
соединение 1, 2 или 3 из исходного раствора в
ДМСО до соотношения липид : агент, равного 1 : 1.
Максимальная утечка кальциена из липосом в
присутствии ДМСО в эквивалентных добавке те-
стируемых соединений концентрациях составля-
ет не более 4%.

Проницаемость одноламеллярных липосом
для флуоресцентного красителя кальцеина опре-
деляли с помощью спектрофлуориметра “Флюо-
рат Панорама-02” (Россия) путем измерения ин-
тенсивности флуоресценции маркера, вытекаю-
щего из липидных везикул при длине волны
возбуждения (490 нм) и эмиссии (520 нм).

Относительную величину утечки красителя из
липосом под действием соединений 1–3 опреде-
ляли как:

(2)

где Ii и I0 – интенсивности флуоресценции образ-
цов при добавлении производных и в их отсут-
ствие соответственно, Imax – интенсивность флу-
оресценции раствора после введения 10 мМ три-
тона X-100 (коэффициент 0.9 введен для учета
разбавления экспериментального образца трито-
ном). Полученные зависимости IF от времени ап-
проксимировали экспоненциальными функция-
ми с параметрами, равными максимальной отно-
сительной утечке (IFmax) и характеристическому
времени (τ).

Дифференциальная сканирующая микрокалори-
метрия липосом. Гигантские одноламеллярные
липосомы формировали из ДПФХ или ДПФГ в
электрическом поле c помощью прибора Nanion
vesicle prep pro (Германия), как описано в [11, 12].
Концентрация липида в суспензии составляла

0ln ,m
b

m

GRT
GzF
 Δϕ =  
 

0
mG

0

max 0

100%,
( 0.9)

iI IIF
I I
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5 мМ. В экспериментальные образцы вводили те-
стируемые соединения 1, 2 или 3 в эквимолярном
соотношении к липиду, а в ячейку сравнения до-
бавляли эквивалентный объем ДМСО. Термо-
граммы липосомных суспензий получали при по-
мощи дифференциального сканирующего мик-
рокалориметра μDSC7 (Setaram, Франция) при
скорости сканирования 0.2°С/мин. Пики на тер-
мограммах характеризовали температурой пред-
перехода (Tp), а также температурой плавления (Tm)
и шириной пика, соответствующего основному
фазовому переходу (ΔTα). Значение минималь-
ной и максимальной температуры при установле-
нии ширины пика основного фазового перехода
определяли по резкому возрастанию и снижению
скорости изменения теплового потока с ростом
температуры.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Введение оксимов 1, 2, 3 в растворы, омываю-
щие ПОФХ-мембраны, до концентрации 1.5, 1.6
и 2.0 мМ соответственно не вызывает изменений
ионной проницаемости бислоев указанного со-

става. Дальнейшее увеличение концентрации ок-
симов приводит к дестабилизации мембран и по-
следующему их разрушению. Замена незаряжен-
ного ПОФХ на отрицательно заряженный ПОФГ
в физиологических условиях сопровождается
снижением пороговой концентрации соедине-
ний: разрыв ПОФГ-бислоев происходит при кон-
центрациях агентов, в 1.5–2.0 раза меньших, чем
в случае ПОФХ-мембран. Стоит отметить, что в
присутствии соединения 2 в концентрации 0.5–
0.8 мМ в омывающем мембраны растворе при
трансмембранном напряжении более 150 мВ на-
блюдаются ступенеобразные флуктуации транс-
мембранного тока, имеющие различную ампли-
туду и в подавляющем большинстве случаев пред-
шествующие полному разрушению бислоев из
ПОФГ. На рис. 1 представлен пример записей по-
добных флуктуаций тока, которые могут быть ре-
зультатом появления под действием соединения 2
в мембране ион-проницаемых дефектов.

В табл. 2 представлены характеристические
параметры влияния тестируемых соединений на
физико-химические свойства липидных бислоев
различного состава. Для установления влияния

Рис. 1. Записи соответствующих образованию ион-проницаемых дефектов флуктуаций трансмембранного тока, ин-
дуцированных соединением 2 в концентрации 0.5 мМ. Мембраны из ПОФГ омываются 0.1 M KCl (рH 7.4). Приложен-
ный трансмембранный потенциал составляет 150 мВ.

5 с
3 пА

0 пА

Таблица 2. Характеристические параметры влияния тестируемых агентов на свойства бислойных липидных
мембран

Примечание: Δϕb(max) – максимальное изменение граничного потенциала бислоя при адсорбции тестируемых соединений;
IFmax – максимальная утечка кальцеина из липосом в присутствии тестируемых соединений при эквимолярном отношении
липид : агент; τ – характеристическое время, описывающее экспоненциальную зависимость оксим-индуцированной утечки
от времени; ΔTp, ΔTm, ΔΔTα – изменение температуры максимума предперехода, температуры плавления и ширины пика,
соответствующего основному фазовому переходу ДПФХ или ДПФГ при эквимолярном отношении липид : агент.
* – Предпереход на термограмме в присутствии оксима не обнаруживается.

Агент Δϕb(max), мВ IFmax, % τ, мин ΔTр, °C ΔTm, °C ΔΔTα, °C

ПОФХ ДПФХ

1 –6 ± 3 18 ± 5 12 ± 4 –5.5 ± 0.8 –1.6 ± 0.2 –0.7 ± 0.2
2 –5 ± 4 25 ± 4 26 ± 7 –* –1.7 ± 0.1 2.8 ± 1.1
3 –4 ± 3 15 ± 3 13 ± 3 –5.8 ± 0.5 –1.1 ± 0.2 –0.6 ± 0.1

ПОФГ ДПФГ

1 –4 ± 2 16 ± 2 11 ± 2 –* –0.4 ± 0.1 –0.3 ± 0.2
2 40 ± 9 50 ± 4 25 ± 4 –* –0.5 ± 0.1 1.9 ± 0.5
3 –3 ± 2 15 ± 3 11 ± 4 –* –0.2 ± 0.1 –0.2 ± 0.1
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тестируемых соединений на электрические пара-
метры была проведена оценка изменения гранич-
ного потенциала модельных липидных мембран
(Δϕb) при добавлении соединений 1–3. Макси-
мальная величина уменьшения граничного по-
тенциала ПОФХ-мембран не зависит от типа ок-
сима и в среднем составляет не более 5 мВ (табл. 2).
Адсорбция соединений 1 и 3 приводит к сходному
незначительному падению граничного потенциа-
ла ПОФГ-мембран (не более 4 мВ), в то время как
введение агента 2 сопровождается более ощути-
мым эффектом – ростом ϕb на 40 мВ (табл. 2).
Граничный потенциал мембраны представляет
собой сумму двух компонент – поверхностного и
дипольного потенциалов. Первая, экранируемая
компонента обусловлена наличием заряда у мем-
бранообразующих или сорбирующихся на бислое
молекул, а вторая, неэкранируемая – специфиче-
ской взаимной ориентацией диполей мембрано-
образующих молекул и воды [13–15]. Учитывая
электронейтральность тестируемых соединений
при рН 7.4 (табл. 1), при их адсорбции можно
ожидать изменения только дипольной компонен-
ты граничного потенциала. Нами оценены вели-
чины дипольных моментов соединений 1, 2 и 3
в вакууме (табл. 1). Среди тестируемых соедине-
ний производное 2 имеет наибольший диполь-
ный момент, что хорошо согласуется с его высо-
кой модифицирующей способностью в отношении
ПОФГ-бислоев. При этом различная эффектив-
ность электронейтрального агента 2 для ней-
тральных и отрицательно заряженных мембран
может указывать на различие его ориентации в
ПОФХ и ПОФГ мембранах.

Проницаемость липосомальных мембран для
кальцеина определяли путем измерения флуорес-
ценции красителя, высвобождаемого из липосом
под действием тестируемых соединений. На рис. 2
представлены временные зависимости высво-

бождения кальцеина из везикул различного со-
става при добавлении соединений 1, 2 и 3. Кине-
тические зависимости высвобождения кальцеина
из липосом под действием тестируемых оксимов
удовлетворительно описываются экспоненци-
альными функциями с параметрами, равными
максимальной относительной утечке (IFmax) и ха-
рактеристическому времени (τ). В табл. 2 пред-
ставлены параметры экспоненциальных функций,
аппроксимирующих полученные временные за-
висимости утечки кальцеина из незаряженных и
отрицательно заряженных липосом в присут-
ствии агентов 1–3 в суспензии при эквимоляр-
ном отношении липид : агент. Из представленных
данных видно, что соединения 1 и 3 способны вы-
свобождать около 15% захваченного ПОФХ-ли-
посомами кальцеина, а производное 2 – около
25% (табл. 2). В случае адсорбции соединений 1
и 3 наблюдается сходный рост проницаемости
ПОФГ-липосом (IFmax составляет около 15%)
(табл. 2). Введение агента 2 в суспензию ПОФГ-
везикул сопровождается большей утечкой флуо-
ресцентного красителя (около 50%) (рис. 2б, табл. 2).
Из табл. 2 видно, что τ не зависит от липидного
состава везикул, а определяется видом оксима:
высвобождение красителя под действием соеди-
нения 2 происходит медленнее, чем утечка, инду-
цированная агентами 1 и 3.

Возрастание в ряду 2 ≤ 3 < 1 десятичного лога-
рифма коэффициента распределения между ок-
танолом и водой (табл. 1) не позволяет объяснить
бóльшую величину IFmax в присутствии оксима 2
по сравнению с 1 и 3 (табл. 2) его бóльшей липо-
фильностью. Кроме того, электронейтральность
производного 2 (табл. 1) не позволяет говорить о
преимущественном взаимодействии этого произ-
водного с отрицательно зараженными мембрана-
ми, что могло бы быть причиной различия IFmax
для ПОФХ и ПОФГ мембран (табл. 2). Причиной

Рис. 2. Временные зависимости высвобождения кальцеина из ПОФХ- (а) и ПОФГ-везикул (б) под действием тести-
руемых производных: 1 (черные кривые), 2 (темно-серые кривые) и 3 (светло-серые кривые). Соотношение липид :
агент составляет 1 : 1.
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различий во влиянии тестируемых агентов на
утечку маркера из липосом может быть измене-
ние трансмембранного распределения латераль-
ного давления в присутствии оксимов. По всей
вероятности, соединение 2 характеризуется бóль-
шим разупорядочивающим действием на липид-
ные бислои по сравнению с 1 и 3, что может быть
связано как с бóльшей глубиной погружения ок-
сима 2 в мембрану, так и с различием в ориента-
ции тестируемых соединений при встраивании в
липидный матрикс. Различная способность ок-
сима 2 вызывать утечку кальцеина из ПОФХ- и
ПОФГ-липосом хорошо согласуется с предполо-
жением о различной ориентации этого производ-
ного в мембранах указанного состава. Кроме то-
го, более выраженное влияние соединения 2 на
ПОФГ-везикулы по сравнению с ПОФХ-липосо-
мами может быть объяснено способностью этого
оксима индуцировать дополнительные транс-
портные пути для кальцеина за счет формируе-
мых им ион-проницаемых дефектов в ПОФГ-
мембранах (рис. 1).

Предположение о различном разупорядочива-
ющем действии тестируемых агентов верифици-
ровали с помощью дифференциальной сканиру-
ющей микрокалориметрии суспензии липосо-
мальных везикул, сформированных из ДПФХ
или ДПФГ. В отсутствие растворителя и тестиру-
емых соединений основные характеристики эн-
дотерм плавления ДПФХ и ДПФГ хорошо согла-
суются с данными литературы [16–19]. Известно,
что ДМСО вызывает рост температуры фазовых
переходов липидов, в частности, увеличивает
температуру предперехода и основного фазового
перехода ДПФХ [20]. Считается, что сдвиг в сто-
рону больших температур является результатом
конденсации и связывания липидов молекулами
ДМСО на поверхности мембраны [21, 22]. Сход-
ные эффекты ДМСО были обнаружены при изу-
чении плотности упаковки дипальмитоилфос-
фоэтаноламиновых, дипальмитоилфосфогли-
цериновых и дипальмитоилфосфосериновых
монослоев [21].

Нами определены эндотермы плавления ДПФХ
и ДПФГ в присутствии разных объемных концен-
траций ДМСО, которые были выбраны с учетом
растворимости тестируемых оксимов. Введение
ДМСО в суспензию липосом до концентраций
20, 0.5 и 3% соответствует содержанию раствори-
теля в пробах при добавлении соединений 1, 2 и 3
до эквимолярного отношения липид : агент. На
рис. 3а–3д представлены термограммы плавле-
ния липидов в присутствии указанных количеств
ДМСО (сплошные линии). Сравнение представ-
ленных на рис. 3б и 3д термограмм с термограм-
мами плавления ДПФХ и ДПФГ в отсутствие рас-
творителя (вставки на рис. 3а, 3г) позволяет за-
ключить, что ДМСО в концентрации 0.5%
практически не влияет на эндотермы плавления

ДПФХ и ДПФГ. Увеличение концентрации
ДМСО до 3% приводит к значительному росту
температуры предперехода ДПФХ и менее выра-
женному увеличению температуры основного
фазового перехода ДПФХ и ДПФГ, что согласу-
ется с литературными данными об увеличении
температуры фазового перехода липидов под дей-
ствием ДМСО. Увеличение концентрации рас-
творителя до 20% приводит к существенной мо-
дификации эндотерм плавления липидов: темпе-
ратура плавления ДПФХ и ДПФГ возрастает,
ширина пиков, соответствующих основному фа-
зовому переходу ДПФХ и ДПФГ, увеличивается,
в случае ДПФГ также наблюдается разделение ос-
новного пика на несколько компонент (рис. 3а, 3б).
Влияние производных 1–3 на эндотермы плавле-
ния мембранообразующих липидов оценивали по
изменению температуры предперехода ДПФХ
(ΔTp), изменению температуры плавления ДПФХ
и ДПФГ (ΔTm) и ширины пика, соответствующего
основному фазовому переходу указанных липи-
дов (ΔΔTα) по сравнению с липосомными сус-
пензиями в присутствии эквивалентных коли-
честв растворителя (табл. 2). При эквимолярном
отношении липид : агент соединения 1 и 3 вызы-
вают значительное падение температуры предпе-
рехода ДПФХ (пик сдвигается влево почти на
6°C), менее существенное уменьшение темпера-
туры плавления (на 1.1–1.6°C) и ширины основ-
ного пика, соответствующего переходу ДПФХ из
риппл-фазы в жидкокристаллическое состояние
(на 0.6–0.7°C) (рис. 3а, 3в, табл. 2). Добавление в
липосомальную суспензию производного 2 при-
водит к исчезновению предперехода, уменьше-
нию температуры плавления ДПФХ (на 1.7°C) и
увеличению ширины основного пика почти на
3°C (рис. 3б, табл. 2). Оксимы 1 и 3 вызывают не-
значительное уменьшение ширины пика, соот-
ветствующего основному фазовому переходу
ДПФГ (изменения не превышают 0.2–0.3°C)
(рис. 3г, 3е), при этом наблюдается и некоторое
уменьшение температуры плавления ДПФГ
(в присутствии оксимов 1 и 3 пик сдвигается вле-
во на 0.4 и 0.2°C соответственно). Как и в случае
незаряженных липосом из ДПФХ, производное 2
вызывает значительный рост ширины основного
пика на термограмме плавления ДПФГ (почти на
2°C) при его сдвиге влево на 0.5°C (рис. 3д, табл. 2).

Анализируя результаты измерения утечки
флуоресцентного маркера из липосом и изучения
термотропного поведения липидов в присутствии
тестируемых агентов, можно отметить следую-
щие закономерности: 1) высвобождение кальцеи-
на из липидных везикул под действием соедине-
ний 1 и 3 не зависит от их состава; 2) способность
агента 2 индуцировать утечку маркера из ПОФГ-
липосом выше, чем везикул из ПОФХ; 3) произ-
водное 2 характеризуется большей эффективно-
стью в отношении увеличения проницаемости
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ПОФХ- и ПОФГ-мембран для кальцеина по
сравнению с оксимами 1 и 3; 4) соединения 1 и 3
вызывают незначительный рост размера коопе-
ративной единицы ДПФХ и ДПФГ в присутствии
ДМСО; 5) размер кооперативной единицы ДПФХ
и ДПФГ под действием оксима 2 существенно па-
дает.

Таким образом, данные о влиянии соединений
1 и 3 на плавление мембранообразующих липи-
дов и утечку флуоресцентного красителя из липо-
сом (табл. 2) свидетельствует об их незначитель-
ном разупорядочивающем действии, которое

обусловлено малым погружением в липидный
бислой. Напротив, соединение 2 характеризуется
выраженным разупорядочивающим действием,
заключающимся в увеличении проницаемости
липидных везикул для кальцеина и падении раз-
мера кооперативной единицы из мембранообра-
зующих липидов, что указывает на значительное
погружение этого оксима в мембрану.

Полученные результаты расширяют представ-
ления о молекулярных механизмах действия те-
стируемых оксимов на свойства модельных ли-
пидных мембран как на первичную мишень

Рис. 3. Термограммы плавления ДПФХ и ДПФГ в присутствии 20 (а, г), 0.5 (б, д) и 3% (в, е) ДМСО (черные сплошные
линии) и соединений 1 (а, г), 2 (б, д) и 3 (в, е) в эквимолярном соотношении к липиду (черные пунктирные линии). На
вставке термограмма плавления ДПФХ (а) и ДПФГ (г) в отсутствие каких-либо растворителей и агентов.
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действия молекул-предшественников свободных
радикалов. Эти результаты имеют значение для
оценки перспектив использования дициклогек-
силсодержащих производных О-иминоизомоче-
вины в разработке противораковых препаратов.
На основании полученных данных можно сделать
заключение о том, что наиболее предпочтитель-
ными матрицами для дальнейшей химической
модификации при разработке противораковых
соединений являются соединения 1 и 3, посколь-
ку они не оказывают выраженного действия на
электрические и эластические свойства липидно-
го матрикса мембран в отличие от производного 2.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 19-14-00110).
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Effects of Dicyclohexylcarbamimidoyl Oximes on the Properties
of Model Lipid Membranes

S. S. Efimova1, *, D. A. Chernyshova1, Z. M. Sarkisyan2, P. Brémond3, O. S. Ostroumova1

1Institute of Cytology, Russian Academy of Science, St. Petersburg, 194064 Russia
2St. Petersburg State Pediatric Medical University, St. Petersburg, 194110 Russia

3Aix Marseille University, CNRS, INSERM, Institut Paoli-Calmettes, CRCM, Marseille, 13009 France
*e-mail: efimova@incras.ru

In this work, we have investigated the mechanisms of action of dicyclohexyl containing derivatives of O-imi-
no-isourea: oximes of (E)-O-(N,N'-dicyclohexylcarbamimidoyl)cyclohexanone oxime (1), (E)-O-(N,N'-
dicyclohexylcarbamimidoyl)propan-2-one oxime (2) and (1-(E)-[(E)-(N,N'-dicyclohexylcarbamim-
idoyl)oxy]imino-1-(pyridin-4-yl)ethane (3), on the model lipid membranes, planar lipid bilayers and lipo-
somes. It was found that compounds 1–3 do not affect the electrical properties of uncharged palmitoyloleoyl-
phosphocholine (POPC) membranes, while only derivative 2 at the concentration of 0.2 mM increases the
boundary potential of the negatively charged palmitoyloleoylphosphoglycerol (POPG) bilayers by 40 mV. It
was shown that the ability to induce the leakage of calcein from POPC liposomes at an equimolar oxime : lipid
ratio decreases in the series 2 > 1 ≈ 3 from 25 to 15%. Compound 2 releases up to 50% of the total calcein
captured by POPG vesicles, while derivatives 1 and 3 induce the release of no more than 15%. The observed
differences in the ability of compound 2 to induce calcein leakage from POPC and POPG liposomes can be
explained by the formation of ion-permeable pores in POPG membranes. The higher efficiency of com-
pound 2 in comparison with 1 and 3 is associated with the disordering action of derivative 2 on lipid bilayers,
which is confirmed by the data of differential scanning microcalorimetry. The results obtained are important
for choosing a matrix for further chemical modification in the development of anticancer drugs based on di-
cyclohexylcarbamimidoyl.

Keywords: lipid membranes, liposomes, carbamimidoyls



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


