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ВВЕДЕНИЕ

Широкий спектр биологической активнос-
ти природных тритерпенов (противовоспали-
тельная, противовирусная, противоопухоле-
вая, иммуностимулирующая и т.д.) и доступ-
ность источников их получения определяют
перспективность использования соединений
этого класса для создания на их основе моди-
фицированных производных и � далее � ле-
карственных препаратов [1]. К наиболее изу-
ченным соединениям этого класса относятся
глицирризиновая кислота (ГК), получаемая из
корня солодки, и бетулиновая кислота, вхо-
дящая в состав коры березы.

Известна противовирусная активность ГК
в отношении вирусов осповакцины, герпеса,
иммунодефицита человека (ВИЧ-1) [2�4]. По-
казано, что химические трансформации мо-
лекулы ГК как по агликону, так и по угле-
водному фрагменту существенно влияют на
свойства соединения, в частности на проти-
вовирусную активность, усиливая или ослаб-
ляя ее [5]. Несколько лет назад появились пер-
вые публикации о производных бетулиновой

кислоты как о новых ингибиторах ВИЧ в
культуре клеток [6�8]. Исследователи пока-
зали, что простые химические трансформа-
ции соединений лупанового ряда (например,
получение амидов, пептидов) влияют на спо-
собность соединения ингибировать репродук-
цию вируса в клеточных культурах. Авторам
[6] удалось таким образом получить селектив-
ные высокоактивные ингибиторы ВИЧ-1 с ин-
дексами селективности более 200 (отношение
концентрации соединения, вызывающей 50 %
цитотоксический эффект, к его концентра-
ции, вызывающей 50 % подавление размно-
жения вируса), имеющие модификации, от-
личающиеся длиной латеральной цепи (коли-
чеством метиленовых групп) аминокислотно-
го фрагмента. Предполагается, что антиви-
русное действие таких соединений обуслов-
лено блокированием проникновения вируса в
клетку [6]. Путем химической модификации
бетулиновой кислоты авторы [8] получили еще
более активные ингибиторы ВИЧ.

Среди тритерпенов найдены также высо-
коэффективные иммуностимуляторы, одним
из которых является ISCOMs � иммуностиму-
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лирующий комплекс, состоящий из антиге-
на, холестерина, фосфолипидов и сапонинов
южно-американского дерева Quillaia saponaria
[9]. Фракция сапонинов, активирующая им-
мунный ответ (QuilА), представляет собой
смесь тритерпеновых гликозидов [10]. Кроме
того, иммуномодулирующей активностью об-
ладает ГК [11].

Цель настоящей работы � синтез новых
производных тритерпенов (глицирретовой и
бетулоновой кислот) и исследование их про-
тивовирусной и иммуномодулирующей актив-
ности.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Исследуемые соединения. Структуры ис-
следованных соединений приведены на схе-
ме 1. Глицирретовую кислоту (Iа) получали
по методике [12], аминокислотные производ-
ные глицирретовой кислоты (Ib�n) � соглас-
но [13]. Бетулин (IIa) выделяли из коры бере-
зы по методике [14], сукцинатные производ-
ные бетулина (IIb,c) получали согласно [15],
бетулоновую кислоту (IId) � окислением бе-
тулина по методике [16], аминокислотные про-
изводные бетулоновой кислоты (IIe�i) � ме-
тодами, описанными в [13]*. Для сравнения
использовали моноаммонийную соль ГК (МГК),
а также азидотимидин (АЗТ), полученный
из Института молекулярной биологии имени
В.А.Энгельгардта РАН (Москва).

Клетки. Для оценки цитотоксичности и
противовирусной активности исследуемых
соединений использовали перевиваемую ли-
нию лимфоцитов человека МТ-4, высоко-
чувствительную к вирусу иммунодефицита
человека. Клетки культивировали на среде
RPMI-1640, содержащей 10 % сыворотки пло-
да коровы фирмы ICN, 0.06 % L-глутамина,
100 мкг/мл гентамицина и 60 мкг/мл линко-
мицина, с посевной концентрацией 5×105 кле-
ток/мл в присутствии препаратов (экспери-
ментальные образцы) либо в их отсутствие
(контроль) в культуральных флаконах фир-
мы �Flow laboratories� при температуре 37 °С
в течение 4 сут. В конце каждого пассажа

определяли концентрацию и долю жизнеспо-
собных клеток в образце с помощью камеры
Горяева после окрашивания клеток 0.4 % ра-
створом трипанового синего. При исследова-
нии противовирусной активности соединений
в отношении вируса герпеса использовали
эпителиальную культуру клеток человека
Hep-2 и клетки почки зеленой мартышки Vero
в среде Игла MEM с 5 % фетальной сыворот-
ки (ICN), L-глутамином (300 мг/мл) и анти-
биотиками. Посевная доза составляла 150 тыс.
клеток в 1 мл.

Вирусы. В работе использовали штамм
ВИЧ-1/ЭВК (депонирован в Государственной
коллекции вирусов № 4005), полученный из
Института вирусологии (Москва) [17, 18]. Про-
тивовирусное действие исследовали также в
отношении вируса простого герпеса 1-го типа
(штамм L, полученный из American Tissue
Culture Collection (АТСС)).

Оценка цитотоксичности соединений.
Цитотоксичность исследуемых веществ изу-
чали на культуре перевиваемых Т-лимфо-
цитов человека (линия МТ-4). Исследуемые
соединения растворяли в диметилсульфокси-
де (ДМСО), затем готовили последующие 10-
и 2-кратные разведения. Аликвоты (1/100 ко-
нечного объема) соответствующих раство-
ров веществ вносили в суспензию клеток (по-
севная концентрация составляла при этом
0.5×106 клеток/мл). Клетки культивировали и
по окончании инкубации подсчитывали долю
жизнеспособных клеток. Строили дозозависи-
мую кривую и определяли концентрацию со-
единений, вызывающую гибель 50 % клеток
(CD50).

Оценка анти-ВИЧ активности соедине-
ний. Оценку анти-ВИЧ активности проводи-
ли по двум схемам, отличающимся временем
внесения соединений в суспензию клеток:
1) после адсорбции вируса; 2) одновременно
с вирусом. Клетки МТ-4 с концентрацией
2×106 клеток/мл инфицировали вирусосодер-
жащим материалом с множественностью за-
ражения 0.1�0.5 инфекционных единиц на
клетку. Адсорбцию вируса проводили в тече-
ние 1 ч при 37 °С. По окончании адсорбции
суспензию инфицированных клеток разводи-
ли полной ростовой средой до посевной кон-
центрации и вносили препарат в рабочем раз-
ведении (по три повтора на каждое разведе-

*Физико-химические свойства аминокислотных про-
изводных бетулоновой кислоты будут приведены в сле-
дующей публикации.



СИНТЕЗ И ИССЛЕДОВАНИЕ ПРОИЗВОДНЫХ РАСТИТЕЛЬНЫХ ТРИТЕРПЕНОВ 487

ние) до конечной концентрации от 0.00001 до 1
мкг/мл. В случае 2-го варианта соединения вно-
сили в суспензию клеток одновременно с ви-
русом до конечной концентрации от 0.00001 до
1 мкг/мл, а после адсорбции вируса суспен-
зию инфицированных клеток разводили пол-
ной ростовой средой, содержащей исследуе-
мые соединения в тех же концентрациях. Да-
лее экспериментальные (с исследуемым ве-
ществом) и контрольные (без добавления ве-
щества и вируса) образцы инкубировали, как
описано выше, и на 4-е сутки культивирова-
ния учитывали долю жизнеспособных клеток
в пробах и оценивали анти-ВИЧ активность
соединения по снижению уровня накопления

вирусного антигена р24 по сравнению с конт-
ролем.

На основании полученных результатов
строили дозозависимые кривые и рассчиты-
вали количественные характеристики инги-
бирования репродукции ВИЧ-1: ID50 � кон-
центрация соединения, при которой подавля-
ется 50 % продукции вируса; PD50 � концен-
трация соединения, при которой обеспечива-
ется  50 % защита инфицированных клеток
от вирусиндуцированного цитопатического
действия (рассчитана, как описано нами ра-
нее [18]); IS � индекс селективности, пред-
ставляющий собой отношение токсичной дозы
соединения CD50 к его эффективной дозе ID50

Схема 1.
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или PD50. Уровень вирусопродукции в экспе-
риментальных и контрольных образцах оце-
нивали путем количественного определения
вирусоспецифического белка р24 иммунофер-
ментным методом [19].

Оценка активности тритерпенов в от-
ношении вируса герпеса. Соединения раство-
ряли в диметилсульфоксиде до концентра-
ции 10 мг/мл и хранили при �20 °С, а непо-
средственно перед работой доводили до ра-
бочей концентрации культуральной средой.

При исследовании противовирусного дей-
ствия в лунки культурального 96-луночного
планшета с культурой вносили вирус в дозе
105�106 ID50 одновременно с исследуемым со-
единением, адсорбцию вируса проводили в те-
чение 1 ч при 37 °С в атмосфере 5 % СО2,
питательную среду с препаратом вносили в
культуральный планшет сразу после адсорб-
ции вируса. Клетки инкубировали при 37 °С
в атмосфере СО2 в течение 3�4 сут.

Токсическое действие веществ оценивали
по жизнеспособности клеток при инкубиро-
вании в присутствии исследуемого соедине-
ния. Защиту клеток определяли по их жиз-
неспособности в присутствии препарата и ви-
руса. Жизнеспособность клеток оценивали ко-
лориметрическим методом с использованием
тетразолиевой соли МТТ (бромид 3-(4,5-ди-
метилтиазолил)-2,5-дифенилтетразолия) или
окрашиванием клеток генцианвиолетом.

Относительную степень защиты инфици-
рованных клеток от гибели рассчитывали по
формуле

(А�О)/(В�О) ×100
где А � доля жизнеспособных инфицирован-
ных клеток в присутствии препарата, В �
доля жизнеспособных клеток в контрольной
группе, О � доля жизнеспособных инфици-
рованных клеток в отсутствие препарата (кон-
троль вируса).

Иммуностимулирующую активность
(адъювантные свойства) соединений иссле-
довали с помощью метода Т-розеток [20]. В
работе использовали мышей массой 20�22 г.
Животных иммунизировали подкожно в об-
ласти шейной складки смесью взвеси эрит-
роцитов барана (ЭБ) (107 на мышь) с 200 мкг
(10 мг/кг) исследуемого препарата в 0.5 мл
физиологического раствора. Для каждого пре-

парата были взяты группы по 4 мыши. Одна
группа была иммунизирована таким же ко-
личеством эритроцитов, не содержащим ис-
следуемого вещества, контрольная группа �
неиммунизированные мыши.

На 6-й день после иммунизации из селе-
зенок мышей готовили суспензию лимфоид-
ных клеток. Селезенки протирали через ме-
таллическое сито, суспендировали в среде
RPMI-1460, затем промывали трижды в той
же среде, каждый раз центрифугируя при
2000 об/мин в течение 10 мин. Конечная кон-
центрация составляла 107 живых клеток в
1мл.

Смесь 0.9 мл суспензии лимфоцитов и 0.1мл
суспензии эритроцитов перемешивали и ин-
кубировали при 4 °С в течение 16 ч. После
инкубации добавляли по 4 мл холодной сре-
ды, осторожно, но тщательно перемешивали,
пипеткой с широким носиком отбирали 100 мкл
суспензии, смешивали с таким же количе-
ством краски (трипановый синий) и считали
количество розеток в камере Горяева. За ро-
зетку принимался лимфоцит с тремя и более
эритроцитами, адсорбированными на его по-
верхности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При первичном скрининге соединений,
проводимом по 1-й схеме, когда вещества
вносили в заранее ВИЧ-инфицированные
клетки МТ-4 (через 1 ч после добавления ви-
руса к клеткам), анти-ВИЧ активность про-
явили два соединения из первой группы (Ia и
Ik) и четыре вещества лупанового ряда (IIа,
IIе, IIf и IIg). Количественные характерис-
тики ингибирования ВИЧ-1 в клетках МТ-4
(CD50, ID50, IS) для этих соединений пред-
ставлены в табл. 1. Видно, что большая часть
полученных производных не проявила замет-
ного ингибирующего действия при данных
условиях эксперимента, так как в диапазоне
нетоксичных для клеток концентраций не до-
стигала 50%-го ингибирования накопления
вирусного антигена р24. Интересно отметить,
что активными оказались преимущественно
производные с длиной латеральной цепи,
равной 7, 8. В отличие от всех исследован-
ных соединений дипептид IIg проявил защит-
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ное действие (ID50 = 0.4 мкМ, или 0.3 мкг/мл;
IS= 14). Производные с длиной латеральной
цепи меньше или больше 7, 8 проявили не-
значительный ингибирующий эффект.

С учетом известных данных об ингибиро-
вании производными бетулиновой кислоты
ранних стадий вирусной репродукции [6] была
исследована анти-ВИЧ активность этих соеди-
нений при их одновременном добавлении с
вирусом к клеткам МТ-4 по 2-й схеме. Дан-
ные эксперимента приведены в табл. 2. Сле-
дует отметить, что важной характеристикой
противовирусной активности соединения яв-
ляются концентрации, при которых происхо-
дит 50 и 90 % ингибирование накопления
вируса. Как видно из табл. 2, при этих усло-
виях эксперимента эффективность противо-
вирусного действия всех препаратов очень

высока: для большинства из них индексы се-
лективности на 2�3 порядка превышают та-
ковые при использовании 1-й схемы. Сравне-
ние этих характеристик позволяет более де-
тально оценить эффективность соединений.
Интересно отметить, что соединение IIa (см.
табл. 2) вызывает 50 % ингибирование на-
копления вирусного антигена в очень низ-
кой концентрации (0.0045 мкМ), но его мак-
симальный ингибирующий эффект составля-
ет 60 % даже при концентрации более 22 мкМ.
Наиболее эффективным в этой группе ока-
зался дипептид IIg, который обеспечивает
50 % ингибирование репродукции вируса при
концентрации 2.6 нМ. Кроме того, это сое-
динение эффективно защищает клетки от ви-
русиндуцированного цитопатического дейст-
вия (PD50 = 0.029 мкМ, IS = 191).

Приведенные данные позволяют предпо-
ложить, что основное анти-ВИЧ действие по-
лученных нами производных тритерпенов свя-
зано с их влиянием на ранние этапы цикла
репродукции вируса, следующие сразу за
связыванием вируса с клеткой. Это предпо-
ложение подтверждается данными авторов
[6], которые в серии экспериментов доказа-
ли такой механизм действия для производ-
ного бетулиновой кислоты RPR 103611. Дру-
гое объяснение значительного повышения
эффективности действия препарата при его
раннем добавлении может быть связано с осо-
бенностями проникновения соединения в клет-
ки. В случае медленной скорости проникно-
вения соединения его эффективность будет
существенно возрастать при предварительном
добавлении препарата к клеткам.

ТАБЛИЦА 1
Анти-ВИЧ активность производных растительных
тритерпенов

IS

ID50,мкМ ID90, мкМ

Ia 85.1 3.2 Н/д 26.7
Ib 40.8 Н/д » �
Ic 70.2 » » �
Id 57.7 » » �
Ie 58.0 » » �
If 61.8 » » �
Ig >67.0 » » �
Ii 26.2 » » �
Ij 97.6 » » �
Ik 27.0 2.9 » 9.3
Il 28.6 Н/д » �
Im 31.0 14.4 » 2.2
In 44.4 10.2 » 4.35
IIa >90.5 4.3 90.5 >21
IIb >62.2 Н/д Н/д �
IIc 17.1 » » �
IId >44.1 » » �
IIe 42.0 3.0 » 14.0
IIf 32.8 2.8 7.4 11.7
IIg 5.6 0.4 Н/д 14.0
IIi 48.9 11.8 » 4.1
А З Т 40.0 0.014 0.062 2857
М Г К 2542 57 96 44.6

Примечание. Н/д � не достигается.

Ингибирование накопле-
ния р24

CD50,
мкМ

Соеди-
нение

ТАБЛИЦА 2
Анти-ВИЧ действие производных тритерпенов при
одновременном внесении с вирусом в культуре клеток
МТ-4

Соединение Ингибирование накопления р24
ID50, мкМ ID90, мкМ

Ia 0.43 42.55 198
Ik 0.0031 15.3 8887
IIa 0.0045 Н/д >20111
IId 0.132 19.82 >334
IIf 1.31 14.76 25
IIg 0.0026 0.198 2135
М Г К 62 105 41

IS
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По сравнению с ГК и МГК анти-ВИЧ ин-
декс селективности для наиболее активных
синтезированных соединений увеличился в 50�
200 раз. Кроме того, следует отметить, что
низкие ингибирующие концентрации этих со-
единений (в 1000 раз и более ниже по срав-
нению с МГК) открывают перспективу для их
перорального применения при терапии ВИЧ-
инфекции. Так, один из недостатков терапии
вирусных инфекций ГК � необходимость внут-
ривенного введения препарата для достиже-
ния высокой концентрации в крови, необхо-
димой для проявления противовирусной ак-
тивности.

Данные по изучению активности исследу-
емых соединений в отношении вируса просто-
го герпеса 1-го типа представлены в табл. 3.

Оказалось, что наиболее активное в отно-
шении ВИЧ-1 соединение IIg обладает про-
тивовирусной активностью в отношении ви-
руса простого герпеса. Заслуживает внима-
ния достаточно высокая активность дипептида
глицирретовой кислоты (Im) в отношении это-
го вируса.

Данные исследования иммуностимулиру-
ющей активности полученных соединений при-
ведены в табл. 4. Установлено, что соедине-
ния IId, IIg и Ik оказывают выраженное им-
муностимулирующее действие, сравнимое с
эффектом ГК и превышающее иммуности-
мулирующий  эффект  неполного  адъюванта
Фрейнда. Двукратная стимуляция иммунно-
го ответа этими соединениями показывает
перспективность их дальнейшего исследова-
ния с использованием других антигенов, в том
числе коммерческих вакцин.

Таким образом, среди исследованных нами
модифицированных производных глициррето-
вой и бетулоновой кислот найдены соедине-
ния с высокой анти-ВИЧ активностью. В от-
личие от ГК исследованные соединения не

обладают противовирусной активностью в от-
ношении аденовируса и вируса кори (данные
не приведены). Высокие значения индекса
селективности для дипептидов глицирретовой
и бетулоновой кислот в отношении вируса
простого герпеса (>25) свидетельствует о пер-
спективности поиска противовирусных препа-
ратов с антигерпетической активностью сре-
ди соединений этой группы. Между тем зна-
чительное различие в активности одних и тех
же соединений против разных вирусов ука-
зывает на специфичность воздействия ве-
ществ. Для соединения IIg установлено суще-
ственное уменьшение (в 23 846 раз) эффек-
тивной дозы, обеспечивающей 50 % ингиби-
рование репродукции ВИЧ, по сравнению с
МГК (0.0026 и 62 мкМ соответственно) (см.
табл. 2). Эти данные могут быть объяснены
различным механизмом действия сравнивае-
мых соединений. В пользу такого предполо-
жения свидетельствует сохранение анти-ВИЧ
активности МГК при ее внесении после ад-
сорбции вируса, в то время как при добав-
лении по этой схеме соединения IIg его ак-
тивность снижается в 154 раза. Возможно, что
в отличие от МГК, антивирусная активность
которого, как предполагается, обеспечивает-

ТАБЛИЦА 3
Противовирусная активность тритерпенов в отношении
вируса герпеса 1-го типа

Соединение   СD50, мкМ ID50, мкМ IS

IId 4.4 2.2 2
IIg 26.4 0.66 40
Il 45.0 Н/д �
Im 32.7 1.3 25.15

ТАБЛИЦА 4
Адъювантные свойства тритерпенов

Препарат

Контроль
(до иммунизации) 2±0.8

ЭБ без препарата 12±2.9 1
Н А Ф 18±0.1 1.5
ГК 24±1.1 2
Ia 18±1.2 1.5
Ik 23±0.7 1.9
Ii 20±0.8 1.67
In 9±0.1 0.75
IIа 19±0.2 1.6
IIс 17±0.1 1.4
IId 24±0.7 2
IIf 12±0.1 1
IIg 21±1.4 1.75

Примечание. ЭБ � смесь эритроцитов барана; НАФ �
неполный адъювант Фрейнда.

Количество
розеток на 103
клеток

Индекс иммуно-
генности
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ся за счет ингибирования препаратом кле-
точных протеинкиназ, участвующих в этапах
проникновения различных вирусов в клетки и
активации вирусных ферментов [21], соедине-
ние IIg воздействует непосредственно на ви-
русные белки. Именно за счет этого значительно
повышается эффективность препарата при его
добавлении одновременно с вирусом.

Механизм иммуностимулирующего дей-
ствия исследованных соединений может быть
связан со стимуляцией лимфоцитов разных
классов, обусловленной в свою очередь влия-
нием соединений на синтез цитокинов, напри-
мер  интерлейкина-2,  как это установлено
для ГК [22]. Кроме того, показано влияние
некоторых тритерпенов на синтез интерфе-
рона-гамма, интерлейкина-1, фактора некро-
за опухоли-альфа [23].

Дальнейшее исследование влияния раз-
личных трансформаций на биологические
свойства производных растительных тритер-
пенов и изучение механизмов их противови-
русного и иммуномодулирующего действия,
на наш взгляд, позволило бы в дальнейшем
осуществлять направленный дизайн и созда-
вать химически модифицированные соедине-
ния с заданными свойствами.
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