
ФИО соискателя Егорова Ксения Сергеевна 

Название диссертации Исследование биологической активности ионных 

жидкостей с целью дизайна биологически активных ионных конъюгатов 

и построения биопрофилей химических реакций 

Шифр специальности – 1.4.9 – биоорганическая химия 

Химические науки 

Шифр диссертационного совета Д 24.1.092.01 

Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Институт 

органической химии им. Н.Д. Зелинского Российской академии наук 

119991, Москва, Ленинский проспект, 47 

Тел.:(499) 137-13-79 

E-mail: sci-secr@ioc.ac.ru 

Дата размещения полного текста диссертации на сайте Института 

http://zioc.ru/ 

30 июня 2022 года 

 

Дата приема к защите 

6 июля 2022 года 

 

Дата размещения автореферата на сайте ВАК https://vak.minobrnauki.gov.ru 

7 июля 2022 года 

 

 



ФЕДЕРАЛЬНОЕ ГОСУДАРСТВЕННОЕ БЮДЖЕТНОЕ УЧРЕЖДЕНИЕ НАУКИ 

ИНСТИТУТ ОРГАНИЧЕСКОЙ ХИМИИ ИМ. Н.Д. ЗЕЛИНСКОГО 

РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК 

 

На правах рукописи 

 

 

 

Егорова Ксения Сергеевна 

 

ИССЛЕДОВАНИЕ БИОЛОГИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ ИОННЫХ 

ЖИДКОСТЕЙ С ЦЕЛЬЮ ДИЗАЙНА БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ 

ИОННЫХ КОНЪЮГАТОВ И ПОСТРОЕНИЯ БИОПРОФИЛЕЙ 

ХИМИЧЕСКИХ РЕАКЦИЙ 

 

 

1.4.9 — Биоорганическая химия 

 

 

АВТОРЕФЕРАТ 

диссертации на соискание ученой степени 

доктора химических наук 

 

 

 

 

 

 

 

 

Москва — 2022 



Работа выполнена в Лаборатории металлокомплексных и наноразмерных катализаторов (№30) 

Федерального государственного бюджетного учреждения науки Института органической химии 

им. Н.Д. Зелинского РАН (ИОХ РАН). 

 

НАУЧНЫЙ 

КОНСУЛЬТАНТ: 

Анаников Валентин Павлович, 

акад., д.х.н., заведующий Лабораторией №30 ИОХ РАН 

 

ОФИЦИАЛЬНЫЕ 

ОППОНЕНТЫ: 

Федоров Алексей Юрьевич, 

чл.-корр. РАН, д.х.н., заведующий Кафедрой органической химии 

Химического факультета Национального исследовательского 

нижегородского государственного университета им. Н.И. Лобачевского 

Коршун Владимир Аркадьевич, 

д.х.н., заведующий Лабораторией молекулярного дизайна и синтеза 

ФГБУН Института биоорганической химии им. 

академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова Российской академии 

наук 

Аксенов Николай Александрович, 

д.х.н., доцент, заведующий Кафедрой органической и аналитической 

химии Химико-фармацевтического факультета ФГАОУ ВО «Северо-

Кавказский федеральный университет» 

 

ВЕДУЩАЯ 

ОРГАНИЗАЦИЯ: 

Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Институт 

элементоорганических соединений им. А.Н. Несмеянова Российской 

академии наук 

Защита состоится «        »                       2022 г. в 11:00 на заседании диссертационного совета 

Д 24.1.092.01 при Федеральном государственном бюджетном учреждении науки Институте 

органической химии им. Н.Д. Зелинского Российской академии наук (ИОХ РАН) по адресу: 

119991, г. Москва, Ленинский проспект, д. 47. 

С диссертацией можно ознакомиться в библиотеке ИОХ РАН и на официальном сайте ИОХ РАН 

(http://zioc.ru). Автореферат размещён на официальном сайте Высшей аттестационной комиссии 

при Министерстве образования и науки Российской Федерации по адресу 

https://vak.minobrnauki.gov.ru. 

Автореферат разослан «        »                       2022 г. 

 

Ученый секретарь диссертационного совета Д 24.1.092.01 

доктор химических наук 
 

 
Г.А. Газиева



1 

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы. Концепции «зеленой химии» и «устойчивого развития» стали 

мощной движущей силой, направленной на улучшение существующих промышленных 

систем и разработку новых эффективных процессов. Внедрение различных метрик, таких 

как E-фактор и атом-экономичность, позволило провести простую и понятную оценку 

воздействия химических процессов на окружающую среду. Подобные метрики учитывают 

количества и соотношения веществ, участвующих в химической реакции, и образующихся 

в результате ее протекания целевых и побочных продуктов. Несмотря на важную цель 

оптимизации токсичности химического производства, существующие метрики не 

позволяют провести оценку биологического профиля химической реакции. 

Достоверная оценка влияния компонентов химических реакций на живые организмы 

представляет собой намного более сложную задачу. Так, любое химическое соединение 

обладает некой биологической активностью, которую может проявлять при определенных 

обстоятельствах. Чтобы получить полное представление об этой активности (и, 

соответственно, потенциальной опасности вещества), нужно учесть ряд физико-

химических факторов и рассмотреть множество биологических объектов, от 

индивидуальных органелл и клеток до целых организмов и экосистем.  

В современной химии отчетливо прослеживается тенденция к сокращению применения 

веществ с высокой токсичностью. Однако проблема широкомасштабного исследования 

различных химических соединений с точки зрения их воздействия на окружающую среду 

(и человека) до сих пор не решена. В частности, общепринятые показатели биологической 

активности (полулетальные дозы, концентрации полумаксимального ингибирования и др.) 

зачастую разрознены и приводятся без указания экспериментальных условий, при 

которых они получены, что не позволяет сравнивать их между собой для разных веществ. 

Структура и агрегатное состояние химического вещества, а также природа 

биологического объекта и способ контакта с ним играют решающую роль в развитии 

токсической реакции, и невозможно построить общую модель для предсказания 

токсичности, поскольку такого понятия, как «общая токсичность вещества», не 

существует. Кроме того, темпы синтеза новых соединений значительно превышают темпы 

исследования их биологической активности, и нередко в признанных источниках, таких 

как база данных NLM PubChem, нет информации даже для широко распространенных 

веществ. С другой стороны, все большую популярность набирает эмпирический подход, 

при котором соединения считают нетоксичными на основании их физико-химических 

свойств (например, ионные жидкости на основании их нелетучести), биологической 

значимости (например, некоторые переходные металлы, присутствующие в организме 

человека) или происхождения (например, вещества, полученные из растительной 

биомассы). Однако, как показали исследования, в целом ряде случаев такие 

предположения не выдерживают экспериментальной проверки. 

В ходе настоящей работы изучены взаимосвязи между химической структурой 

вещества и его биологической активностью и исследованы возможности направленного 

влияния на биологическую активность химических соединений (на примере ионных 

жидкостей в рамках концепции «активный фармацевтический ингредиент – ионная 

жидкость (АФИ-ИЖ)»). Кроме того, впервые рассмотрена концептуальная связь между 

иерархической структурой вещества в растворе и биологической активностью. В процессе 
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выполнения данной работы предложен новый способ оценки воздействия химических 

процессов на окружающую среду с использованием профилей токсичности (токс-

профилей) реакций, которые учитывают все вещества, принимающие участие в некой 

химической реакции (исходные материалы, продукты, катализаторы, растворители, 

побочные продукты и др.). Для быстрой и наглядной предварительной оценки 

предложены биопрофили, построенные на основании данных по цитотоксичности 

химических соединений. Эта концепция отработана на примере востребованных в 

современной химии реакций с металлосодержащими каталитическими системами и 

различными растворителями, в том числе ионными жидкостями, которые все шире 

применяются в химической и биотехнологической промышленности. 

Цели работы. Целью работы является масштабное исследование биологической 

активности ионных жидкостей, установление влияния типа связывания и эффекта 

заместителя, а также эффекта микроструктурирования среды на их биологическую 

активность. Полученные данные легли в основу нового подхода к оценке воздействия 

химических процессов на окружающую среду с точки зрения биологической активности 

их компонентов; этот подход был опробован на востребованных химических реакциях с 

участием металлосодержащих каталитических систем и ионных жидкостей. Для 

достижения целей были поставлены следующие задачи: 

1. Проанализировать подходы к дизайну ионных жидкостей (ИЖ) с заданной 

биологической активностью на примере широко применяемых на практике ИЖ, а 

также новых ионных конъюгатов, содержащих лекарственные препараты 

(салициловая кислота, митоксантрон) и вещества природного происхождения 

(аминокислоты, 5-гидроксиметилфурфурол, коричная кислота). 

2. Изучить микроструктурирование в средах и смесях ИЖ с целью оценки его 

возможного влияния на биологическую активность. На основании полученных 

данных проанализировать концептуальную связь между иерархической структурой 

вещества в растворе и биологической активностью. Изучить возможности 

применения ИЖ для направленного влияния на биологическую активность других 

веществ (на примере лекарственных препаратов). 

3. Изучить механизмы цитотоксичности ИЖ с целью выявления возможных 

взаимосвязей между химической структурой и биологической активностью. 

4. Изучить биологическую активность (в частности, цитотоксичность) химических 

соединений различных классов (вещества, использующиеся в качестве исходных 

материалов, растворителей, реагентов и катализаторов, а также образующиеся в 

ходе востребованных химических реакций). 

5. Разработать алгоритмы построения профилей токсичности (токс-профилей, 

биопрофилей) химических реакций; на основании полученных данных построить 

биопрофили для востребованных реакций (реакция Сузуки, окислительное кросс-

сочетание, реакция Фриделя-Крафтса, реакция Хека) и дать их оценку с точки 

зрения потенциальной опасности для живых организмов. 

Научная новизна. Стремительное развитие катализа в последние десятилетия 

изменило современную химию и позволило добиться впечатляющих прорывов в 

органическом синтезе, фармацевтике, химической промышленности, материаловедении и 

других областях. Столь широкое применение химических процессов, в свою очередь, 
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заставило задуматься об их влиянии на окружающую среду. Концепция устойчивого 

развития требует минимизации неизбежного вреда, причиняемого живым организмам и 

природе, наряду с применением экономически выгодных схем. Однако популярные 

метрики, используемые для оценки безопасности процесса – такие как Е-фактор 

(environmental factor), фактор атом-экономичности (Atom Economy, AE) и ряд других, – не 

учитывают объемов производства и токсичности веществ, участвующих или 

образующихся в ходе этого процесса. 

Надежная оценка влияния химической реакции на окружающую среду остается 

чрезвычайно сложной задачей. Несмотря на то, что современная токсикология использует 

достижения биологии, химии и медицины в исследованиях возможной токсичности 

веществ различной природы, эти исследования зачастую сопряжены со значительными 

трудностями по причине сложности процессов, протекающих в живых организмах. 

Усугубляет ситуацию и набирающий популярность в научном сообществе подход 

характеризовать химические процессы как «безопасные» на основании «общих 

соображений», без проведения соответствующих экспериментальных процедур. Однако 

эта спорная точка зрения нуждается в критическом пересмотре. Вещества нельзя считать 

низкотоксичными исключительно на основании их природы и/или источника 

происхождения. Согласно накопленным данным, любое вещество может при 

определенных условиях проявлять некую биологическую активность. А следовательно, 

чтобы оценить «общую токсичность» процесса, нужно изучить токсичность каждого его 

компонента, включая исходные вещества, растворители, катализаторы и все 

образующиеся продукты. Таким образом, практическая значимость данного направления 

не вызывает сомнений. 

В результате данной работы впервые проведено масштабное исследование 

биологической активности (цитотоксичности) ионных жидкостей (ИЖ) на культурах 

клеток различного происхождения, полученные данные использованы для выявления 

взаимосвязей между химической структурой и биологической активностью ИЖ. 

Проанализированы способы направленного влияния на биологическую активность ИЖ, 

изучены механизмы вызываемых данными соединениями цитотоксических эффектов. 

Впервые рассмотрена концептуальная связь между биологической активностью и 

иерархической структурой вещества в растворе. Предложен новый подход к оценке 

опасности химических процессов для окружающей среды, разработан алгоритм 

построения профилей токсичности (токс-профилей, биопрофилей) реакций, которые 

позволяют учесть вклад в «общую токсичность» всех веществ, принимающих участие в 

некой химической реакции. Эта концепция опробована на примере востребованных в 

современной химии реакций с металлосодержащими каталитическими системами и 

различными растворителями, в том числе ионными жидкостями. 

Практическая значимость. Полученные в ходе работы данные по цитотоксичности 

широко применяемых в современной химической практике ионных жидкостей будут 

востребованы при оптимизации и разработке процессов с участием данных соединений. 

Результаты исследования ионных жидкостей, несущих природные соединения и 

лекарства, могут найти применение при разработке безопасных реакционных сред и 

лекарственных препаратов нового поколения, а результаты изучения взаимосвязи между 

микроструктурированием в средах ИЖ и биологической активностью – при разработке 
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многокомпонентных лекарственных препаратов. Предложенная новая методика на основе 

токс-профилей и биопрофилей химических реакций позволит проводить быструю оценку 

потенциальной опасности химических процессов для окружающей среды и человека. 

Личный вклад автора. Автор непосредственно участвовал в определении 

направлений исследований, выборе и разработке методов и подходов к достижению 

поставленных задач, постановке экспериментов, статистической обработке, 

интерпретации и обобщении результатов, сборе литературных данных и написании 

статей. Значительная часть работы выполнена автором единолично. Все выводы основаны 

на данных, полученных автором лично или при непосредственном его участии. 

Публикации и апробация работы. По материалам диссертации опубликована 1 

монография и 19 статей в научных журналах, рекомендованных ВАК, из них 15 – в 

журналах первого квартиля (Q1 Web of Science) в химии и биологии. Результаты работы 

были использованы в других исследованиях, в том числе опубликованных в еще 9 статьях 

(в соавторстве с автором диссертации), не вошедших в данную диссертацию. Также 

результаты работы были представлены в виде устных и стендовых докладов на 7 

международных и 7 российских конференциях (ChemTrends-2018, Frontiers in Chemistry 

2018, ChemSci-2019, The 8th International Congress on Ionic Liquids (COIL-8), 4th International 

Conference on Ionic Liquids in Separation and Purification Technology (ILSEPT), 13th 

European Biophysics Conference (13th EBSA Congress и др.). 

Структура и объем работы. Диссертация изложена на 294 страницах и включает 

Введение, в котором дано обоснование актуальности, научной новизны и практической 

значимости темы исследования, сформулированы цели и задачи; Литературный обзор, в 

котором описано современное состояние исследований биологической активности ионных 

жидкостей, а также затронуты проблемы изучения токсичности химических веществ; 

Экспериментальную часть, в которой приведены методики проведения 

экспериментальных работ; Результаты и обсуждение; Выводы; Список литературы; 

Список сокращений; Основные публикации по теме работы и Благодарности. Работа 

содержит 61 рисунок, 37 таблиц и список литературы из 591 наименования. 

Основные положения, выносимые на защиту: 

- Проанализированы подходы к применению ионных жидкостей для получения ионных 

конъюгатов с заданной биологической активностью (концепция «активный 

фармацевтический ингредиент – ионная жидкость»); 

- изучены взаимосвязи между химической структурой и биологической активностью 

(цитотоксичностью) ионных жидкостей; 

- изучено влияние физико-химических явлений (микроструктурирования) в средах 

ионных жидкостей на биологическую активность; 

- проанализированы возможности применения ионных жидкостей для направленного 

влияния на биологическую активность других веществ; 

- изучена биологическая активность (цитотоксичность) ионных жидкостей с катионами 

и анионами разной природы на клеточных линиях различного происхождения; 

- изучены механизмы цитотоксичности ионных жидкостей с различной химической 

структурой; 

- изучена биологическая активность (цитотоксичность) востребованных в катализе 

переходных металлов, а также веществ, использующихся в качестве исходных 
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материалов, растворителей, реагентов и катализаторов и образующихся в ходе 

распространенных химических реакций (реакция Сузуки, окислительное кросс-сочетание, 

реакция Фриделя-Крафтса, реакция Хека); 

- разработан новый подход к быстрой предварительной оценке опасности химических 

реакций для окружающей среды и человека (профили токсичности реакций и биопрофили 

реакций); 

- разработанный подход опробован на примере вышеперечисленных реакций с 

металлосодержащими каталитическими системами и различными системами 

растворителей, в том числе ионными жидкостями. 

 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

 

1. Анализ подходов к получению ионных жидкостей с заданной биологической 

активностью 

 

Оптимизация химических процессов и реакций с точки зрения токсичности и 

экологической опасности участвующих в них веществ является неотъемлемой частью 

современной химии. Однако, несмотря на активные исследования, распространенные в 

научном сообществе представления о токсичности даже самых известных химических 

соединений по-прежнему не всегда совпадают с реальностью. В качестве примера можно 

привести ионные жидкости (ИЖ) – класс соединений, получающих все более широкое 

распространение в современной химии и биологии, где их используют в качестве 

растворителей, катализаторов, сред для экстракции и т.п. ИЖ представляют собой 

органические соли, расплавы которых полностью состоят из ионов. Одним из 

отличительных свойств ИЖ является их нелетучесть и негорючесть; по этой причине их 

долгое время считали экологически безопасной альтернативой традиционным 

органическим растворителям. Более того, высказывались предположения, что 

использование в составе катионов и анионов ИЖ соединений природного происхождения, 

таких как аминокислоты, позволит значительно снизить токсичность. 
Таким образом, с целью получения достоверного представления о токсичности ионных 

жидкостей и возможности направленного влияния на их биологическую активность в 

качестве первой задачи настоящей работы было выбрано исследование цитотоксичности 

представителей данного класса соединений на основе веществ с низкой и высокой 

биологической активностью (вещества природного происхождения и лекарственные 

препараты, соответственно). Структуры стандартных ИЖ, также исследованных в данной 

работе, представлены на Рис. 1. 
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Рис. 1. Структуры стандартных ионных жидкостей, исследованных в данной работе. Cl, 

хлорид; OAc, ацетат; NTf2, бис(трифторметилсульфонил)имид; BF4, тетрафторборат; Lac, L-
лактат; HSO4, гидросульфат; PF6, гексафторфосфат. 

 

1.1 Дизайн и синтез ионных жидкостей на основе веществ природного 

происхождения 

 

1.1.1 Ионные жидкости, содержащие аминокислоты 

 

Ранее высказывались предположения, что использование аминокислот в составе 

катионов и анионов ИЖ позволит значительно снизить токсичность. В рамках данной 

работы это предположение было проверено на примере ИЖ, несущих в катионе и анионе 

аминокислоты глицин, L-аланин и L-валин. Структуры синтезированных ИЖ 

представлены на Рис. 2. Цитотоксичность данных ИЖ была изучена на культурах клеток 

CaCo-2 (колоректальная аденокарцинома человека) и NIH/3T3 (фибробласты мыши). 

Согласно полученным результатам (Табл. 1; 24-ч CC50 – полумаксимальная 

цитотоксическая концентрация после 24-часовой инкубации), цитотоксичность ИЖ с 

аминокислотными анионами была сравнима с цитотоксичностью стандартных 

имидазолиевых ИЖ, таких как хлорид 1-бутил-3-метилимидазолия ([C4MIm][Cl]) или L-

лактат 1-бутил-3-метилимидазолия ([C4MIm][Lac) (ср. строки 2, 8, 10-12 в Табл. 1). 

Цитотоксичность ИЖ, несущих аминокислоты в составе катионов и тетрафторборатный 

анион, была сравнима или выше, чем цитотоксичность тетрафторбората 1-бутил-3-

метилимидазолия ([C4MIm][BF4]) (ср. строки 6 и 13-15 в Табл. 1). Путем сочетания в 
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одной ИЖ аминокислотного катиона и тетрафторборатного аниона удалось получить ИЖ, 

которая обладала более высокой цитотоксичностью, чем исходная (ср. строки 9 и 16 в 

Табл. 1). Таким образом, введение аминокислоты в состав ИЖ не только не привело к 

снижению цитотоксичности, но, напротив, повысило ее. 

Также было показано, что [C4MIm][Cl] и [C4MIm][Gly] вызывают индукцию апоптоза в 

клетках NIH/3T3. Так, после 24-часовой инкубации с 25 мМ [C4MIm][Cl] доля 

апоптотических клеток составляла не менее 45% клеток (в контрольном эксперименте – 

6%). Кроме того, морфологические изменения в клетках под воздействием [C4MIm][Cl] 

были продемонстрированы посредством окрашивания красителем Хёхст. Ядра таких 

клеток проявляли типичную для апоптоза фрагментацию (Рис. 3). 

 

 
Рис. 2. Структуры впервые изученных в данной работе ИЖ с аминокислотой в составе катиона 

или аниона. 

 

Табл. 1. Цитотоксичность стандартных имидазолиевых ИЖ и новых ИЖ, содержащих 

аминокислоты а 

№ Вещество 
24-ч CC50, мМ 

NIH/3T3 CaCo-2 
1 [C2MIm][Cl] 51,820,45 32,101,84 
2 [C4MIm][Cl] 25,930,07 18,851,27 
3 [C6MIm][Cl] 6,950,14 6,210,08 
4 [C2MIm][HSO4] 23,060,33 17,641,51 
5 [C4MIm][HSO4] 18,660,20 13,700,78 
6 [C4MIm][BF4] 11,301,15 11,190,63 
7 [C4MIm][PF6] 16,650,11 11,501,08 
8 [C4MIm][Lac] 33,650,53 19,160,31 
9 [HOC2MIm][BF4] 25,450,07 Н.д. 
10 [C4MIm][Gly] 22,340,93 16,310,42 
11 [C4MIm][Ala] 30,230,53 19,351,03 
12 [C4MIm][Val] 25,180,64 16,860,58 
13 [Gly-OMe][BF4] 9,940,60 Н.д. 
14 [Ala-OMe][BF4] 9,560,37 Н.д. 
15 [Val-OMe][BF4] 6,570,10 Н.д. 
16 [Gly-OC2MIm][BF4] 17,900,58 Н.д. 

a В скобках приведена стандартная ошибка среднего. Н.д., нет данных. 
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Рис. 3. Морфологические изменения ядер в клетках NIH/3T3 после контакта с [C4MIm][Cl]. 

Показаны характерные флуоресцентные микрофотографии окрашенных красителем Хёхст ядер 
клеток, росших в культуральной среде (а) или в присутствии 25 мМ [C4MIm][Cl] (б) в течение 24 
ч. В случае (б) четко видна фрагментация ядер. 

 

1.1.2 Ионные жидкости, содержащие 5-гидроксиметилфурфурол 

 

5-Гидроксиметилфурфурол (5-ГМФ) является перспективным соединением-

платформой, которое получают из растительной биомассы и используют в химическом 

синтезе топлив, полимеров и других органических материалов. Цитотоксичность ИЖ на 

основе 5-ГМФ была изучена на фибробластах человека (3215 LS) (Табл. 2; для сравнения 

также приведены исходные амины, использованные в синтезе, гидрохлорид триэтиламина 

и 5-ГМФ). Согласно полученным результатам, замена гидроксильной группы в фурановом 

ядре на атом хлора приводила к значительному повышению цитотоксичности ИЖ (ср. 

строки 1 и 4, 5 и 8 в Табл. 2). В то же время, природа аниона и заместителей в аммониевом 

каркасе в целом не оказывала существенного влияния на цитотоксичность (ср. строки 1, 5, 

9 и 10 в Табл. 2). Исключением стали ИЖ 1-Cl/HCl и 2-Cl/HCl, в случае которых введение 

бензильной группы в аммониевый каркас значительно повышало цитотоксичность (ср. 

строки 4 и 8 в Табл. 2). Превращение исходных аминов 1-5 в ИЖ также не оказывало 

существенного влияния на цитотоксичность, что свидетельствует об определяющей роли 

исходных структурных блоков в развитии цитотоксической реакции. С другой стороны, 

все ИЖ на основе 5-ГМФ проявляли более высокую цитотоксичность, чем исходный 5-

ГМФ, за исключением 3-HCl (ср. строки 1-10 и 17 в Табл. 2), однако только 1-Cl/HCl, 2-

H2SO4 и 2-Cl/HCl были более активны, чем гидрохлорид триэтиламина (ср. строки 4, 7, 8 и 

16 в Табл. 2), что, в свою очередь, предполагает решающее влияние аммониевого каркаса 

на цитотоксичность. 

Следует отметить, что 1-Cl/HCl обладала слабым бактерицидным эффектом по 

отношению к грамположительным бактериям Staphylococcus aureus ATCC 43300 и 

Enterococcus faecium 3576. 

 

1.1.3 Ионные жидкости, содержащие коричную кислоту 

 

В рамках систематического исследования взаимосвязи между химической структурой и 

биологической активностью ИЖ была изучена цитотоксичность 17 АФИ-ИЖ, 

содержавших остаток коричной кислоты в составе аниона и/или катиона и относящихся к 
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трем типам АФИ-ИЖ (Рис. 4; типы АФИ-ИЖ представлены на Рис. 5). Все эти соединения 

обладали хорошей растворимостью в воде, по сравнению с исходной коричной кислотой. 

 

Табл. 2. Цитотоксичность АФИ-ИЖ на основе 5-ГМФ по отношению к культуре 

клеток 3215 LS 

 
№ Вещество R1 R2 Анион (X) 24-ч СC50, мМ

а 

1 1-HCl -C2H5 -C2H5 Cl- 12,04 (8,46-15,62) 

2 1-H3PO4 -C2H5 -C2H5 H3PO4
- 11,48 (8,82-14,15) 

3 1-H2SO4 -C2H5 -C2H5 SO4
2- 8,59 (4,28-12,90) 

4 1-Cl/HCl -C2H5 -C2H5 Cl- 5,35 (3,69-7,01) 
5 2-HCl -CH2C6H5 H Cl- 8,80 (5,62-11,98) 
6 2-H3PO4 -CH2C6H5 H H2PO4

- 6,10 (2,32-9,87) 

7 2-H2SO4
 -CH2C6H5 H SO4

2- 1,56 (0,58-2,54) 

8 2-Cl/HCl -CH2C6H5 H Cl- 1,06 (0,60-1,52) 
9 3-HCl -nC4H9 H Cl- 22,40 (3,14-41,67) 
10 4-HCl -Cy H Cl- 9,97 (4,26-15,69) 
11 1 -C2H5 -C2H5 - 8,88 (7,24-10,53) 
12 2 -CH2C6H5 H - 9,11 (5,28-12,94) 
13 3 -nC4H9 H - 8,18 (4,39-11,97) 
14 4 -Cy H - 7,93 (6,20-9,67) 
15 5 -C6H5 H - 4,02 (2,20-5,83) 
16 Et3NHCl -C2H5 -C2H5 Cl- 22,52 (8,46-36,59) 
17 5-ГМФ   - 42,42 (24,83-60,01) 

а В скобках указаны 95% доверительные интервалы. 

 

Наибольшую активность продемонстрировала АФИ-ИЖ типа III с пиридиниевым 

ядром, бутильной боковой цепью в катионе и двумя остатками коричной кислоты (в 

катионе и анионе) ([C4Py-Cin][Cin]). Для нее значение 24-ч CC50 на клеточной линии 

CaCo-2 было ниже, чем соответствующие значения аналогичной АФИ-ИЖ с 

имидазолиевым ядром ([C4MIm-Cin][Cin]) и АФИ-ИЖ типа I и II с пиридиниевым ядром и 

одним остатком коричной кислоты в составе аниона или катиона ([C4Py][Cin], 

[HOC4Py][Cin] и ([C4Py-Cin][Cl]). В случае имидазолиевого ядра АФИ-ИЖ типа II и III 

([C4MIm-Cin][Cin] и [C4MIm-Cin][Cl]) проявили схожую активность, которая была 

значительно выше активности соответствующих АФИ-ИЖ типа I ([C4MIm][Cin] и 

[HOC4MIm][Cin]). Активность обеих АФИ-ИЖ типа III значительно превышала 

активность коричной кислоты (>5 мМ; см. Рис. 4 и Рис. 5). Что касается АФИ-ИЖ типа I 

(несущих циннамат в качестве аниона), все они были значительно активнее 

соответствующих немодифицированных ИЖ, но обладали достаточно высокими 

значениями 24-ч CC50. Введение остатка коричной кислоты в катион (АФИ-ИЖ типа II) в 

целом позволяло добиться большей активности, и этот эффект был более выражен в 

случае АФИ-ИЖ с длинными боковыми алкильными цепями. Замена остатка коричной 

кислоты в катионе на ацетат, напротив, приводила к значительному снижению активности 

(Рис. 4). 
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Среди изученных АФИ-ИЖ, несущих остаток коричной кислоты, [C2MIm-Cin][Cl], 

[C4MIm-Cin][Cl], [C2Py-Cin][Cl], [C4Py-Cin][Cl], [C4MIm-Cin][Cin] и [C4Py-Cin][Cin] 

проявили слабую бактерицидную активность по отношению к некоторым штаммам 

грамположительных (Staphylococcus aureus ATCC 43300 и Enterococcus faecium 3576) и 

грамотрицательных (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 

Klebsiella pneumoniae 700603) бактерий. 

 

 
Рис. 4. Структуры АФИ-ИЖ, содержащих коричную кислоту. Под структурами приведены 24-

ч СС50, полученные на клетках CaCo-2 (мМ, с 95% доверительными интервалами). 
 

1.2 Дизайн и синтез ионных жидкостей, содержащих активные 

фармацевтические ингредиенты (АФИ-ИЖ) 

 

Большинство активных фармацевтических ингредиентов (АФИ), использующихся в 

современной медицине, представляют собой твердые кристаллические вещества, которые 

склонны к формированию полиморфов и обладают плохой растворимостью в водных 

средах. По этой причине поиск новых подходов к решению данных проблем имеет 

большое значение. Одной из популярных стратегий является перевод нейтральных АФИ в 

соли. Поскольку ИЖ по сути представляют собой органические соли, недавно была 

предложена концепция «активный фармацевтический ингредиент – ионная жидкость 

(АФИ-ИЖ)», подразумевающая использование лекарственных препаратов в форме 

ионных жидкостей. 
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Существует три подхода к дизайну АФИ-ИЖ: (I) ионный (АФИ образует ионную связь 

с противоином), (II) ковалентный (АФИ образует ковалентную связь с катионом или 

анионом ИЖ) и (III) комбинированный (используются оба типа связей, чтобы 

присоединить к ИЖ две или более молекул АФИ) (Рис. 5). Эта концепция также позволяет 

направленно влиять на физико-химические и биологические свойства лекарственного 

препарата в составе АФИ-ИЖ. 

В рамках настоящей работы концепция АФИ-ИЖ была использована для синтеза АФИ-

ИЖ, содержащих салициловую кислоту и митоксантрон. 
 
1.2.1 Ионные жидкости, содержащие салициловую кислоту 

 

Салициловая кислота была выбрана в качестве модельного препарата по причине 

относительной простоты структуры и хорошо изученной биологической активности. 

Всего было синтезировано 7 имидазолиевых АФИ-ИЖ: три содержали салицилат в 

качестве аниона (тип I), в трех остаток салициловой кислоты был ковалентно присоединен 

к катиону (тип II), и одна содержала остаток салициловой кислоты в катионе и салицилат 

в качестве аниона (тип III) (Рис. 6). Пять из этих АФИ-ИЖ ([C6MIm][Sal], [C2MIm-

OSal][BF4], [C2MIm-OSal][Cl], [C3MIm-OSal][Cl], [C2MIm-OSal][Sal]) были исследованы 

впервые в рамках данной работы. 

Поскольку салициловая кислота является цитотоксином с известными 

противораковыми свойствами, активность полученных АФИ-ИЖ была изучена на двух 

линиях клеток человека: CaCo-2 (колоректальная аденокарцинома) и 3215 LS 

(нормальные фибробласты) (Табл. 3). 

Введение остатка салициловой кислоты в состав ИЖ повышало цитотоксичность. Так, 

замена хлоридного аниона на салицилат приводила к значительному снижению 24-ч CC50 

(ср. строки 1-3 и 5-7 в Табл. 3). Аналогичный эффект наблюдался при введении 

салициловой кислоты в состав катиона (строки 8-10 в Табл. 3). Следует отметить, что в 

последнем случае тип аниона оказывал незначительное влияние на цитотоксичность, в 

отличие от стандартных имидазолиевых ИЖ (ср. строки 2 и 4, 8 и 9 в Табл. 3). 

Исследованная в данной работе АФИ-ИЖ типа III ([C2MIm-OSal][Sal]) по активности 

была сравнима с [C2MIm][Sal], [C4MIm][Sal] и [C6MIm][Sal], то есть в данном случае 

цитотоксичность определял салицилат в качестве аниона. В целом все изученные АФИ-

ИЖ проявляли сравнимую цитотоксичность по отношению к выбранным клеточным 

линиям, хотя значения 24-ч CC50 для АФИ-ИЖ типа I были ниже, чем для типа II. 

Возможно, это связано с тем, что ковалентная связь между остатком салициловой кислоты 

и ИЖ в некоторой степени нарушает способность первой связываться с клеточными 

мишенями. 

Также следует отметить, что в большинстве случаев цитотоксичность АФИ-ИЖ не 

отличалась от цитотоксичности салициловой кислоты (ср. строки 5-12 в Табл. 3). Таким 

образом, введение остатка салициловой кислоты в состав ионной жидкости не нарушало 

ее цитотоксической активности, но значительно повышало растворимость: для [C2MIm-

OSal][Cl] растворимость в воде составила 267 гл-1, а для салициловой кислоты – около 2 

гл-1. По причине ограниченной растворимости в водных растворах не удалось определить 
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точное значение 24-ч CC50 для салициловой кислоты на клетках CaCo-2, в то время как все 

АФИ-ИЖ растворялись в диапазонах концентраций, необходимых для тестирования. 

 

 
Рис. 5. Подходы к дизайну АФИ-ИЖ: ионный (I), ковалентный (II) и комбинированный (III) 

типы связывания. 
 

 
Рис. 6. АФИ-ИЖ с салициловой кислотой, изученные в данной работе. 
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Табл. 3. Цитотоксичность АФИ-ИЖ с салициловой кислотой для клеточных линий 

CaCo-2 и 3215 LS 

№ Вещество 
Mw, 

гмоль-1 
24-ч CC50, мМ

а Раствори-
мость в воде, 
гл-1 (22 C) CaCo-2 3215 LS 

1 [C2MIm][Cl] 146,618 32,101.84 46,15 (45,70-46,59) Н.д. 
2 [C4MIm][Cl] 174,672 18,851.27 30,08 (19,47-40,70) Н.д. 
3 [C6MIm][Cl] 202,726 6,210.08 7,54 (2,55-12,54) Н.д. 
4 [C4MIm][BF4] 226,026 11,190.63 4,88 (4,27-5,50) Н.д. 
5 [C2MIm][Sal] 248,28 5,97 (4,51-7,91) 1,39 (0,64-2,14) >248в

6 [C4MIm][Sal] 276,33 4,34 (2,48-7,61) 0,64 (0,19-1,09) >276в 
7 [C6MIm][Sal] 304,38 1,96 (0,79-3,14) 2,00 (0,69-3,31) >304в 
8 [C2MIm-OSal][BF4] 334,07 4,77 (3,27-6,27) 4,12 (2,51-5,73) >16в 
9 [C2MIm-OSal][Cl] 282,72 3,82 (3,34-4,31) 2,85 (1,30-4,40) 267 
10 [C3MIm-OSal][Cl] 296,75 2,55 (2,08-3,13) 3,19 (0,84-5,54) >220в 
11 [C2MIm-OSal][Sal] 384,38 Н.д. 0,71 (0,58-0,84) >345в 

12 
Салициловая 
кислота 

138,12 5-7б 1,14 (0,67-1,94) 2 
а В скобках указаны 95% доверительные интервалы (кроме веществ 1-4 на клетках CaCo-2, для которых 

указана стандартная ошибка среднего). б Точное значение установить не удалось по причине ограниченной 
растворимости в водных растворах. в Оцененный нижний предел растворимости в воде. Н.д., нет данных. 

 

Следует отметить, что стандартные имидазолиевые ИЖ и АФИ-ИЖ, несущие 

салициловую кислоту, не проявили значительной селективности по отношению к 

изученным нормальным либо раковым клеткам; некоторые АФИ-ИЖ 

продемонстрировали более высокую цитотоксичность на фибробластах ([C2MIm][Sal] и 

[C4MIm][Sal]; см строки 5 и 6 в Табл. 3). 

 

1.2.2 Ионный конъюгат митоксантрона 

 

В рамках данной работы впервые было предложено использовать ионные жидкости в 

качестве меток для исследования действия лекарственных препаратов на уровне 

отдельных клеток. Данное направление является чрезвычайно востребованным в 

современном биологическом и медицинском анализе по причине гетерогенности 

большинства клеточных популяций. В качестве модельного лекарства был выбран 

митоксантрон, который широко применяют для лечения различных видов рака. 

Полученный ионный конъюгат митоксантрона содержал четыре имидазолиевых ядра, 

соединенных с лекарством длинными алкильными линкерами посредством амидной связи, 

и четыре тетрафторборатных противоиона (Рис. 7). Выбор метки и линкера объясняется 

механизмом проникновения митоксантрона в клетку (механизм «флип-флоп») и его 

цитотоксического воздействия (интеркаляция в двойную цепь ДНК). Предположительно 

имидазолиевое кольцо с длинной боковой алкильной цепью дестабилизирует клеточные 

мембраны, облегчая проникновение препарата в клетку, и не оказывает существенного 

влияния на встраивание митоксантрона в ДНК. Интересно отметить, что ионный 

конъюгат (MX-IL-BF4) представлял собой масло при комнатной температуре, в то время 

как исходный дигидрохлорид митоксантрона был кристаллическим веществом. Это 

свидетельствует о возможности применения концепции АФИ-ИЖ для решения проблемы 

полиморфизма лекарственных препаратов. 
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Рис. 7. Дигидрохлорид митоксантрона (MX2HCl) и исследованный в данной работе ионный 

конъюгат митоксантрона MX-IL-BF4 (3,3'-(((((((5,8-дигидрокси-9,10-диоксо-9,10-дигидроантрацен-
1,4-диил)бис(азандиил)) бис(этан-2,1-диил))бис((11-(1-метил-1H-имидазол-3-иум-3-
ил)ундеканоил)азандиил)) бис(этан-2,1-диил))бис(окси))бис(11-оксоундекан-11,1-диил))бис(1-
метил-1H-имидазол-3-иум) тетракис(тетрафторборат)). Также приведены структуры 
промежуточных ИЖ, использованных при синтезе (IL-BF4, IL-PF6, IL-Br). 

 

Считается, что после интеркаляции в ДНК митоксантрон ингибирует фермент 

топоизомеразу II, который необходим для деления клеток, и потому активно делящиеся 

раковые клетки более чувствительны к воздействию данного препарата. Цитотоксичность 

исходного препарата и синтезированного ионного конъюгата была изучена на линиях 

опухолевых клеток человека Colo 320HSR и CaCo-2 (колоректальная аденокарцинома), а 

также нормальных фибробластах человека (3215 LS) (Табл. 4). 

Согласно полученным на данных клеточных линиях результатам, ионный конъюгат 

митоксантрона демонстрировал несколько меньшую активность, чем исходный 

дигидрохлорид митоксантрона (см. строки 1 и 2 в Табл. 4), однако достоверными эти 

различия были только в случае фибробластов (3215 LS). Как и предполагалось, 

промежуточные ИЖ, использованные в ходе синтеза (строки 3-5 в Табл. 4), а также 

использованные для сравнения стандартные имидазолиевые ИЖ с соответствующими 

анионами (см. строки 6-7 в Табл. 1 и 2, 4 в Табл. 3) не продемонстрировали значительной 

цитотоксичности в изученном диапазоне концентраций. Следует отметить, что исходный 

препарат и ионный конъюгат митоксантрона проявляли значимо меньшую 

цитотоксичность по отношению к фибробластам, чем к клеткам Colo 320HSR (см. строки 

1 и 2 в Табл. 4), что свидетельствует о селективности их действия. 

Считается, что дистальные аминогруппы в молекуле митоксантрона необходимы для 

формирования аддуктов между ДНК и митоксантроном. Однако в настоящей работе 

замещение дистальных аминогрупп карбоксильными группами ионной жидкости не 

привело к значительному снижению активности препарата, что свидетельствует о 

совместимости концепции АФИ-ИЖ с механизмом действия митоксантрона. Можно 

предположить, что введение остатка митоксантрона в состав ионного конъюгата 

действительно снижает его активность, однако имидазолиевые ядра с длинными 

децильными линкерами улучшают способность вещества проникать в клетку и тем самым 
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отчасти компенсируют некоторое снижение активности. Согласно данным масс-

спектрометрии, ионный конъюгат не подвергался деградации в клетках и действовал как 

единое целое. 

 

Табл. 4. Цитотоксичность изученных веществ для клеточных линий Colo 320HSR, 

CaCo-2 и 3215 LS 
№ Вещество Mw, гмоль-1 24-ч CC50, М а 

Colo 320HSR CaCo-2 3215 LS 
1 MX2HCl 517,40 5,2 (2,4-8,0) 7,1 (1,7-12,5) 17,4 (9,0-25,7) 
2 MX-IL-BF4 1789,21 11,2 (6,6-15,7) 17,0 (3,3-30,7) 39,2 (28,7-49,6) 
3 IL-BF4 354,20 >500 >350 >350 
4 IL-PF6 412,36 >500 >1000 >350 
5 IL-Br 347,30 >1000 >1000 >1000 

а В скобках указаны 95% доверительные интервалы. Н.д., нет данных. 

 

Поскольку одной из целей исследования митоксантрона в форме ионного конъюгата 

являлась проверка возможности применения меток на основе ИЖ для улучшения 

аналитических свойств препарата, важной задачей была оценка предела обнаружения 

дигидрохлорида митоксантрона и его ионного конъюгата. Аналитическое определение 

было проведено методом масс-спектрометрии с ионизацией электрораспылением (МС-

ИЭР), который обладает высокой чувствительностью. В случае MX-IL-BF4 предел 

обнаружения составил 110-8 М, в то время как для исходного препарата это значение 

составило 110-7 М. Причина улучшения предела обнаружения ионного конъюгата 

митоксантрона на порядок в сравнении с дигидрохлоридом митоксантрона может 

заключаться в различных механизмах формирования заряженных частиц. Так, для 

исходного препарата наличие заряда зависит от pH среды. В изученных условиях в 

экспериментальных масс-спектрах присутствовали только ионы, несущие один заряд (+1). 

MX-IL-BF4, напротив, обладает ионной природой, обеспечивающей быструю 

диссоциацию аниона с образованием катиона, несущего заряд (+4). Положительно 

заряженные имидазолиевые метки не могут диссоциировать, поскольку ковалентно 

связаны с остатком митоксантрона (Рис. 8). 

Поскольку масс-спектрометрические измерения детектируют отношение массы 

вещества к заряду (m/z), сигналы ионного конъюгата MX-IL-BF4 были смещены в область 

более низких m/z, по сравнению с дигидрохлоридом митоксантрона (360,2-361,3 и 445,2-

447,3 m/z, соответственно) (Рис. 9). Известно, что в масс-спектрах биологических образцов 

эта область содержит меньше сигналов, что облегчает детектирование целевого вещества. 

Улучшение предела детектирования ионного конъюгата и сдвиг его сигналов в область 

более низких m/z позволили изучить накопление MX-IL-BF4 в отдельных клетках. Было 

определено минимальное число необходимых для анализа клеток, в которых можно 

выявить MX-IL-BF4 методом МС-ИЭР. Для эксперимента были использованы 

фибробласты человека и клетки CaCo-2, которые на протяжении 1 ч инкубировали с 

20 М растворами дигидрохлорида митоксантрона или MX-IL-BF4. Результаты, 

полученные на фибробластах, представлены на Рис. 10; также для наглядности приведены 

расчетные спектры для митоксантрона и MX-IL-BF4. 
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Рис. 8. Структурные формулы митоксантрона и его ионного конъюгата (с учетом 

протонирования в водной среде). (а) В случае митоксантрона в масс-спектре присутствует только 
частица с зарядом (+1). (б) В случае ионного конъюгата ковалентно связанные с митоксантроном 
имидазолиевые метки обеспечивают присутствие в спектре частицы с зарядом (+4). 

 

 
Рис. 9. Сдвиг сигнала ионного конъюгата митоксантрона MX-IL-BF4 в область более низких 

m/z, в сравнении с дигидрохлоридом митоксантрона (*, сигнал эрукамида). 

 

Значительная часть MX-IL-BF4 присутствовала во фракции мертвых/поврежденных 

клеток (Рис. 10г). Следует отметить, что сигналы ионного конъюгата также были 

выявлены в масс-спектрах образцов, содержавших 100 мертвых/поврежденных клеток 

(Рис. 10в). Помимо этого MX-IL-BF4 присутствовал во фракции живых клеток (Рис. 10б) и 

клеточной среде, в которой проводилась инкубация (Рис. 10д). В случае дигидрохлорида 

митоксантрона сигналы низкой интенсивности присутствовали только в клеточной среде 

(Рис. 10к), но не во фракциях живых либо мертвых/поврежденных клеток (Рис. 10ж-и). 

Аналогичные результаты были получены на клетках CaCo-2. 
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Интересно отметить, что сигналы MX-IL-BF4 отсутствовали в образцах, содержавших 

около 1000 живых клеток. Очевидно, по мере накопления ионного конъюгата клетки 

открепляются от поверхности, на которой растут, и в образцах живых клеток остаются 

только сохранившие контакт с поверхностью клетки, содержащие небольшие количества 

MX-IL-BF4. 

Данное исследование демонстрирует возможности применения концепции АФИ-ИЖ, а 

именно присоединения заряженных ионных меток к молекулам лекарственных 

препаратов, не только в разработке новых форм лекарств, но также в биологической и 

медицинской аналитике, что, в свою очередь, предполагает вероятное использование 

ионных конъюгатов в персонализированной медицине для подбора индивидуальных 

лекарств. 

 

 
Рис. 10. Масс-спектры фибробластов человека после 1-часовой инкубации с ионным 

конъюгатом MX-IL-BF4 (б-д) и дигидрохлоридом митоксантрона (ж-к): предсказанные спектры (а, 
е); фракция живых клеток (б, ж); ок. 100 мертвых/поврежденных клеток (в, з); фракция 
мертвых/поврежденных клеток (г, и); клеточная среда после инкубации (д, к). 
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2. Взаимосвязь между иерархической структурой вещества в растворе и 

биологической активностью 

 

2.1 Исследование возможной взаимосвязи между микроструктурированием в 

средах ионных жидкостей и их биологической активностью 

 

Доказано, что нано- и микроструктурирование в средах ИЖ, заключающееся в 

формировании полярных доменов и возникновении нано- и микрогетерогенностей, может 

оказывать существенное влияние на физико-химические свойства этих соединений, в 

частности, на их способность растворять различные вещества. В рамках данной работы 

была впервые изучена взаимосвязь между микроструктурированием и цитотоксичностью 

ИЖ, для чего был использован следующий подход. Водные растворы ионных соединений, 

включая ИЖ, можно рассматривать как смеси катионов и анионов. Соответственно, если 

между ионами нет взаимодействий, оказывающих влияние на биологическую активность, 

можно предсказать биологическую активность смеси на основании активностей ее 

индивидуальных компонентов. Таким образом, если биологическая активность смеси двух 

ИЖ не совпадает с предсказанной на основании активностей индивидуальных ИЖ, в 

смеси имеют место взаимодействия между ионами, что, в частности, может 

свидетельствовать о формировании микроструктур. Смеси веществ могут проявлять как 

большую (синергизм), так и меньшую (антагонизм) активность, чем позволяют 

предсказать аддитивные модели. 

Исследование проводилось на модельной системе, представлявшей собой бинарные 

смеси стандартных ИЖ. При растворении такой системы в воде возможны три варианта 

развития событий: (1) ионы не взаимодействуют друг с другом, все компоненты системы 

действуют независимо, и биологическую активность смеси можно предсказать на 

основании индивидуальных активностей ее составляющих; (2) в системе формируются 

микрогетерогенные структуры; и (3) в системе формируются устойчивые ионные пары. В 

последних двух случаях в системе возникают новые молекулярные каркасы, которых нет 

в растворах индивидуальных соединений. Соответственно, если эти каркасы оказывают 

влияние на биологическую активность, ее нельзя предсказать на основании активностей 

отдельных компонентов. Следует отметить, что такие молекулярные каркасы будут в 

значительной степени определяться концентрацией растворенных веществ. 

В качестве компонентов смесей были выбраны имидазолиевые ИЖ с боковыми 

алкильными цепями различной длины (этил, бутил, гексил) и различными анионами 

(хлорид, тетрафторборат, ацетат, гидросульфат), а также хлорид тетрабутиламмония и 

хлорид 1-бутилпиридиния (формулы приведены на Рис. 1). 

24-ч CC50 индивидуальных ИЖ, установленные для клеточной линии Colo 320HSR 

(карцинома толстой кишки человека), представлены в Табл. 5. На основании этих 

значений были подобраны концентрации индивидуальных компонентов смесей ИЖ. Всего 

было исследовано 28 смесей, молярные соотношения их компонентов и 

экспериментальные данные по цитотоксичности приведены в Табл. 6. 

Точный механизм цитотоксичности различных ИЖ до сих пор детально не изучен. Как 

описано в разделе 3.3 настоящего автореферата, предположительно ИЖ с длинными 

боковыми алкильными цепями в катионе способны повреждать клеточные мембраны, тем 
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самым нарушая целостность клетки и работу мембранных органелл, таких как 

митохондрии. 

Если компоненты смеси обладают одним механизмом действия, биологическую 

активность смеси можно описать моделью сложения концентраций (concentration addition, 

CA) (формула 1): 

 

௫,௠௜௫ܥܫ ൌ 	 ൬∑
௣೔
ூ஼ೣ,೔

௡
௜ୀଵ ൰

ିଵ

 (1), 

 
где ICx,i – концентрация i-го компонента смеси, вызывающего x% ингибирование; ICx,mix – 

концентрация смеси, вызывающей x% ингибирование; pi - доля i-го компонента в смеси. 

Если механизмы действия компонентов смеси различаются, и между ними нет 

взаимодействий, влияющих на биологическую активность, активность смеси можно 

описать моделью независимого действия (independent action, IA) (формула 2): 

 
ሺܿ௠௜௫ሻܧ ൌ 1 െ	∏ ൫1 െ ሺܿ௜ሻ൯ܧ

௡
௜ୀଵ  (2), 
 

где E(cmix) – общий эффект (в диапазоне от 0 до 1) смеси из i компонентов при общей 

концентрации cmix; E(ci) - эффект i-го компонента, примененного индивидуально в 

концентрации ci, которая соответствует концентрации этого вещества в смеси. 

Эти модели были использованы для предварительной оценки цитотоксичности 

исследованных смесей (Табл. 6). В большинстве случаев экспериментальные значения 24-

ч CC50 превышали расчетные (по модели CA). Единственным исключением была смесь 

ИЖ1-ИЖ7; кроме того, в случае смесей ИЖ2-ИЖ7, ИЖ3-ИЖ4, ИЖ4-ИЖ8 и ИЖ5-ИЖ7 

широкие доверительные интервалы не позволяли оценить достоверность различий. 

Согласно модели IA, компоненты смесей ИЖ1-ИЖ6, ИЖ1-ИЖ8, ИЖ3-ИЖ8 и ИЖ5-ИЖ8 

могут обладать независимыми механизмами действия. Таким образом, цитотоксичность 

изученных смесей ИЖ нельзя рассчитать как сумму цитотоксичностей их 

индивидуальных компонентов, что свидетельствует о наличии взаимодействий между 

этими компонентами, в большинстве случаев приводящих к значимому 

антагонистическому эффекту в клетках Colo 320HSR. 

 

Табл. 5. Цитотоксичность индивидуальных ИЖ для клеток Colo 320HSR 
№ ИЖ Mw, гмоль-1 24-ч CC50, мМ

а 

ИЖ1 [C2MIm][Cl] 146,618 68,77 (63,21-74,82) 
ИЖ2 [C4MIm][Cl] 174,672 38,69 (35,03-42,73) 
ИЖ3 [C6MIm][Cl] 202,726 7,553 (7,341-7,771) 
ИЖ4 [(C4)4N][Cl] 277,921 6,767 (6,056-7,561) 
ИЖ5 [C4Py][Cl] 171,668 30,35 (27,36-33,65) 
ИЖ6 [C4MIm][BF4] 226,026 16,92 (14,72-19,45) 
ИЖ7 [C4MIm][OAc] 198,266 9,721 (9,103-10,380) 
ИЖ8 [C4MIm][HSO4] 236,286 10,380 (8,453-12,740) 

а В скобках указаны 95% доверительные интервалы. 
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Табл. 6. Молярные соотношения индивидуальных ИЖ и экспериментальные и 

предсказанные значения 24-ч CC50 их смесей для клеток Colo 320HSR 

Смеси 
ИЖ 

Молярное соотношение 
в смеси, % 

Цитотоксичность (Colo 320HSR) 

1-я ИЖ 2-я ИЖ 
Эксперимент (24-ч CC50, 

мМ)а 
CA (24-ч CC50, 

мМ)б IA (%)в 

ИЖ1+ИЖ2 67 33 68,62 (55,44-84,94)А 54,62 25 
ИЖ1+ИЖ3 91 9 62,95 (57,33-69,11)А 39,97 40 
ИЖ1+ИЖ4 92 8 54,52 (51,09-58,19)А 39,60 24 
ИЖ1+ИЖ5 72 28 66,54 (64,24-68,92)А 50,70 32 
ИЖ1+ИЖ6 82 18 68,69 (63,06-74,82)А,Н 44,38 49 
ИЖ1+ИЖ7 89 11 33,36 (30,08-37,00)С 40,99 2 
ИЖ1+ИЖ8 88 12 63,07 (55,62-71,51)А,Н 41,30 51 
ИЖ2+ИЖ3 84 16 36,65 (30,45-44,12)А 23,12 36 
ИЖ2+ИЖ4 85 15 38,33 (36,24-40,54)А 22,73 44 
ИЖ2+ИЖ5 56 44 59,87 (58,17-61,63)А 34,52 57 
ИЖ2+ИЖ6 70 30 59,69 (52,84-67,42)А 27,81 77 
ИЖ2+ИЖ7 80 20 17,79 (10,23-30,95) 24,21 0 
ИЖ2+ИЖ8 79 21 35,77 (32,18-39,76)А 24,54 43 
ИЖ3+ИЖ4 53 47 8,258 (4,641-14,690) 7,16 0 
ИЖ3+ИЖ5 20 80 29,74 (27,29-32,41)А 18,95 38 
ИЖ3+ИЖ6 31 69 21,81 (20,34-23,39)А 12,24 55 
ИЖ3+ИЖ7 44 56 12,92 (12,17-13,73)А 8,64 21 
ИЖ3+ИЖ8 42 58 15,06 (13,05-17,39)А,Н 8,97 51 
ИЖ4+ИЖ5 18 82 33,35 (28,92-38,45)А 18,56 56 
ИЖ4+ИЖ6 29 71 21,23 (19,43-23,19)А 11,84 55 
ИЖ4+ИЖ7 41 59 13,87 (13,16-14,63)А 8,24 39 
ИЖ4+ИЖ8 39 61 3,73 (0,77-18.18) 8,57 0 
ИЖ5+ИЖ6 64 36 50,20 (45,22-55,73)А 23,64 77 
ИЖ5+ИЖ7 76 24 23,17 (15,15-35,43) 20,04 13 
ИЖ5+ИЖ8 75 25 31,91 (29,03-35,07)А,Н 20,37 53 
ИЖ6+ИЖ7 64 36 21,04 (19,25-23,00)А 13,32 42 
ИЖ6+ИЖ8 62 38 18,52 (16,29-21,06)А 13,65 40 
ИЖ7+ИЖ8 48 52 14,28 (13,36-15,26)А 10,05 35 

а В скобках указаны 95% доверительные интервалы. Индексом А или С обозначен значимый 
антагонистический или синергический эффект в сравнении со значениям, предсказанными по модели CA 
(эффект считается значимым, если расчетное значение CC50 лежит вне доверительного интервала 
экспериментального значения). Индексом Н обозначены смеси, компоненты которых могут обладать 
независимыми механизмами цитотоксичности, согласно модели IA. б Значения 24-ч CC50, , рассчитанные по 
модели сложения концентраций (CA, см. формулу 1). в Цитотоксический эффект, предсказанный по модели 
независимого действия, % от максимального эффекта (IA, см. формулу 2). 

 

Как упоминалось выше, неаддитивная цитотоксичность смесей ИЖ может объясняться 

двумя причинами: (1) формированием динамических полярных доменов и микро-

/наногетерогенности среды и (2) формированием устойчивых ионных пар. Вторая 

возможность была исключена из рассмотрения по результатам направленного 

исследования смесей ИЖ методом ядерного магнитного резонанса (1H ЯМР), которое не 

выявило различий между химическими сдвигами ИЖ в чистом виде и в смесях друг с 

другом. В то же время, метод сканирующей электронной микроскопии с полевой 

эмиссией (field emission scanning electron microscopy, FE-SEM) позволил наблюдать 

микрогетерогенные структуры в средах ИЖ и их смесях, причем морфология структур 

значительно различалась для водных растворов индивидуальных ИЖ и их смесей. Таким 

образом, присутствие второй ИЖ оказывало влияние на микроструктурирование среды, 
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которое, в свою очередь, могло являться одним из факторов, имеющих значение для 

биологической активности смесей ИЖ. 

 

2.2 Синергические/антагонистические цитотоксические эффекты в смесях 

ионных жидкостей с лекарственными препаратами 

 

Поскольку описанные выше синергические/антагонистические эффекты в смесях, 

содержащих ИЖ, могут найти применение в разработке новых многокомпонентных 

лекарственных препаратов, работа была продолжена на смесях ИЖ с противораковыми 

препаратами доксорубицином и митоксантроном. Для исследования были выбраны пять 

имидазолиевых ИЖ: [C2MIm][Cl], [C4MIm][Cl], [C6MIm][Cl], [C4MIm][BF4] и 

[C4MIm][OAc] (формулы приведены на Рис. 1); в качестве модельной клеточной линии 

для изучения цитотоксичности была использована линия CaCo-2. 

На основании полученных значений цитотоксичности индивидуальных ИЖ и 

лекарственных препаратов был подобран состав смесей ИЖ с доксорубицином или 

митоксантроном (Табл. 7). Для оценки синергизма/антагонизма в смесях ИЖ с 

лекарственными препаратами была использована модель сложения концентраций (CA, см. 

формулу 1). Схожесть механизмов цитотоксичности исследуемых веществ была 

подтверждена при помощи теста на апоптоз/некроз; было показано, что все вещества 

вызывали преимущественно некротическую гибель клеток. 

Всего было исследовано 14 смесей; из них 10 содержали ИЖ и какой-либо 

лекарственный препарат, а 4 – две ИЖ. Четыре изученных смеси продемонстрировали 

синергизм (смеси 2, 7, 8 и 14) и одна – антагонизм (смесь 10), с точки зрения 

цитотоксического воздействия на клеточную линию CaCo-2 (Табл. 7). Так, для смесей 2 

(митоксантрон/[C2MIm][Cl]), 7 (доксорубицин/[C4MIm][BF4]), 8 

(митоксантрон/[C4MIm][BF4]) и 14 ([C2MIm][Cl]/[C4MIm][BF4]) экспериментальные 

значения 24-ч CC50 были значительно ниже предсказанных по модели CA, в то время как 

для смеси 10 (митоксантрон/C4MIm][OAc]) экспериментальное значение было выше 

предсказанного. В остальных случаях значимых различий между экспериментальными и 

расчетными значениями выявлено не было. 

Аналогично вышеописанному исследованию смесей ИЖ (раздел 2.1), причины 

неаддитивности цитотоксических эффектов в изученных смесях были проанализированы 

при помощи методов 1H ЯМР и FE-SEM. Помимо микрогетерогенности среды, в двух 

системах (митоксантрон/[C4MIm][BF4] и митоксантрон/[C4MIm][OAc]) были обнаружены 

значительные различия между химическими сдвигами лекарственного препарата в чистом 

виде и в составе смеси, что свидетельствует о возможном формировании сильных 

взаимодействий между их компонентами, вероятно, с участием молекул воды. 
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Табл. 7. Цитотоксичность бинарных смесей ИЖ с лекарственными препаратами для 

клеток CaCo-2 

№ Смесь 
Молярное соотношение в 

смеси, % 24-ч CC50, мМ
а 24-ч CC50, мМ, 

CAб 

1 2 

1 
(1) Доксорубицин + 
(2) [C2MIm][Cl] 

0,6 99,4 4,51 (0,73-8,28) 1,60 

2 
(1) Митоксантрон + 
(2) [C2MIm][Cl] 

0,6 99,4 0,52 (0,06-0,99)С 1,26 

3 
(1) Доксорубицин + 
(2) [C4MIm][Cl] 

0,7 99,3 0,67 (0,11-1,23) 0,90 

4 
(1) Митоксантрон + 
(2) [C4MIm][Cl] 

0,7 99,3 0,67 (0,48-0,85) 0,72 

5 
(1) Доксорубицин + 
(2) [C6MIm][Cl] 

0,6 99,4 0,86 (0,02-1,69) 1,08 

6 
(1) Митоксантрон + 
(2) [C6MIm][Cl] 

0,7 99,3 0,54 (0,03-1,06) 0,83 

7 
(1) Доксорубицин + 
(2) [C4MIm][BF4] 

0,7 99,3 0,36 (0,10-0,62)С 0,92 

8 
(1) Митоксантрон + 
(2) [C4MIm][BF4] 

0,7 99,3 0,38 (0,19-0,58)С 0,76 

9 
(1) Доксорубицин + 
(2) [C4MIm][OAc] 

0,7 99,3 1,37 (0,02-2,72) 0,39 

10 
(1) Митоксантрон + 
(2) [C4MIm][OAc] 

0,7 99,3 0,80 (0,54-1,06)А 0,36 

11 
(1) [C4MIm][Cl] + 
(2) [C2MIm][Cl] 

45,0 55,0 4,55 (1,14-7,96) 4,72 

12 
(1) [C4MIm][Cl] + 
(2) [C6MIm][Cl] 

50,0 50,0 4,84 (1,12-8,56) 2,92 

13 
(1) [C4MIm][Cl] + 
(2) [C4MIm][BF4] 

54,0 46,0 2,10 (0,43-3,77) 2,63 

14 
(1) [C2MIm][Cl] + 
(2) [C4MIm][BF4] 

55,0 45,0 2,86 (0,31-5,42)С 5,97 
а В скобках указаны 95% доверительные интервалы. Индексом А или С обозначен значимый 

антагонистический или синергический эффект в сравнении со значениям, предсказанными по модели CA 
(эффект считается значимым, если расчетное значение CC50 лежит вне доверительного интервала 
экспериментального значения). б Значения 24-ч CC50, рассчитанные по модели сложения концентраций (CA, 
см. формулу 1). 

 

3. Исследование цитотоксичности ионных жидкостей 

 

3.1 Изучение цитотоксичности ионных жидкостей с классическими 

органическими катионами 

 

В настоящей диссертационной работе впервые описано масштабное исследование 

цитотоксического воздействия ИЖ с катионами различной природы (имидазолий, 

пиридиний, пирролидиний, аммоний, холиний; всего 25 ИЖ) на 7 линий человеческих 

клеток различного происхождения (HEK293, эмбриональные почечные клетки; U937, 

миелоидная лейкемия; Jurkat, T-клеточная лейкемия; HL60, острая промиелоцитарная 

лейкемия; K562, хроническая миелогенная лейкемия; A549, альвеолярная 

аденокарцинома; A2780, карцинома яичника). 
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Поскольку известно, что цитотоксичность ИЖ может зависеть как от структуры 

катиона, так и от структуры аниона, были изучены следующие структурные параметры: 

(1) длина боковой алкильной цепи в катионе (этильная, пропильная, бутильная, 

гексильная, октильная, децильная, гексадецильная); (2) наличие атома кислорода в 

алкильной цепи в катионе; (3) природа катиона (имидазолий, пиридиний, пирролидиний, 

аммоний, холиний) и (4) природа аниона (хлорид, ацетат, 

бис(трифторметилсульфонил)имид, тетрафторборат). Структуры изученных ИЖ 

приведены на Рис. 1. Результаты исследования цитотоксичности представлены на Рис. 11 

в виде «тепловой карты». 

 

 
Рис. 11. Цитотоксичность исследованных ионных жидкостей для 7 клеточных линий (U937, 

Jurkat, HL60, K562, HEK293, A549, A2780). Показаны значения 24-ч CC50 (мМ). Снизу приведена 
расшифровка цветового градиента: цвет ячейки, от красного до зеленого, соответствует значению 
CC50, от самого низкого до самого высокого (средняя точка соответствует 50-му перцентилю). 
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Прямая зависимость цитотоксичности от длины алкильной цепи в катионе была 

продемонстрирована для всех изученных ИЖ на семи исследованных клеточных линиях, 

за редким исключением (см. Рис. 11: хлориды 1-алкил-3-метилимидазолия – строки 1, 5, 6, 

10, 13 и 14; тетрафторбораты 1-алкил-3-метилимидазолия – строки 4, 9, 11 и 12; 

бис(трифторметилсульфонил)имиды 1-алкил-3-метилимидазолия – строки 3 и 8; 

тетрафторбораты тетраалкиламмония – строки 21 и 23). Этот эффект практически не 

зависел от природы аниона и предположительно был связан со способностью длинных 

липофильных алкильных цепей повреждать клеточную мембрану. Присутствие атома 

кислорода в боковой алкильной цепи в катионе в большинстве случаев не оказывало 

значительного влияния на цитотоксичность. 

Следует отметить, что в случае хлоридов 1-бутилпиридиния введение метильной 

группы в пиридиновое кольцо приводило к значительному росту цитотоксичности, 

причем эффект зависел от положения метильной группы (см. строки 16, 18 и 19 на Рис. 

11). 

Что касается влияния природы катиона ИЖ на цитотоксичность, этот эффект, 

очевидно, зависел как от аниона ИЖ, так и от типа клеточной линии. Среди изученных 

ИЖ с бутильными боковыми цепями в катионе и хлоридом или тетрафторборатом в 

качестве аниона максимальную цитотоксичность в большинстве клеточных линий 

продемонстрировали ИЖ с тетрабутиламмониевым и/или 1-бутил-3-метилпиридиниевым 

катионом. 

В случае анионов бис(трифторметилсульфонил)имид явно повышал цитотоксичность 

соответствующих ИЖ, в то время как эффект хлорида, ацетата и тетрафторбората зависел 

от природы катиона и от типа клеточной линии. 

Среди исследованных клеточных линий наименьшую чувствительность к ИЖ в 

большинстве случаев проявляли клетки HEK293 (эмбриональные почечные клетки), а 

наибольшую - HL60 (острая промиелоцитарная лейкемия). В случае HEK293 причина 

может заключаться в их условно нормальной природе. HL60, напротив, представляют 

собой гомогенную популяцию промиелоцитов с высоким уровнем NADPH-оксидазы; при 

воздействии ИЖ эти клетки, предположительно, могут накапливать активные формы 

кислорода, что, в свою очередь, приводит к серьезным повреждениям. 

 

3.2 Влияние различных структурных элементов ионных жидкостей на 

цитотоксичность 

 

По результатам работы предложена наглядная схема для определения структур ИЖ с 

высокой и низкой цитотоксичностью (Рис. 12). Оси на графике соответствуют типу 

катиона (имидазолий, пирролидиний, пиридиний, 2-метилпиридиний, 3-метилпиридиний, 

аммоний, холиний), длине боковой алкильной цепи в катионе (от 2 до 16 атомов углерода) 

и типу аниона (ацетат, хлорид, тетрафторборат, бис(трифторметилсульфинил)имид). Цвет 

сфер отражает 24-ч CC50 соответствующих ИЖ для клеток Jurkat (от зеленого к красному: 

от ИЖ с наименьшей цитотоксичностью к ИЖ с наибольшей цитотоксичностью; точные 

значения приведены на Рис. 11). Цвет стрелок отражает различия между значениями CC50 

соответствующих ИЖ: красный - CC50 различаются более чем в 3 раза; оранжевый - CC50 

различаются в 2-3 раза; желтый - CC50 различаются в 1,5-2 раза; синий - CC50 различаются 
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менее чем в 1,5 раза. Согласно схеме, присутствие длинной боковой алкильной цепи в 

катионе и бис(трифтометилсульфонил)имида в качестве аниона являются определяющими 

факторами высокой цитотоксичности ИЖ, в то время как катионы с короткими боковыми 

алькильными цепями (в частности, холиний) и ацетатом в качестве аниона позволяют 

обеспечить низкую цитотоксичность. 

 

3.3 Механизмы цитотоксичности ионных жидкостей 

 

Понимание взаимосвязей между химической структурой вещества и его биологической 

активностью позволяет не только предсказывать токсичность еще не изученных веществ, 

но и проводить направленный синтез новых соединений с заданной биологической 

активностью, как низкой, так и высокой. Поскольку ионные жидкости (ИЖ) отличаются 

крайне высоким разнообразием, это удобная модель для изучения и оценки подобных 

концепций. 

Помимо определения 24-ч CC50 25 вышеописанных ИЖ на 7 клеточных линиях, также 

были детально исследованы механизмы цитотоксического воздействия данных ИЖ на 

клетки, а именно их способность повреждать митохондрии, вызывать выход цитохрома c 

из митохондрий в цитоплазму и запускать апоптоз. В качестве модели была использована 

клеточная линия Jurkat (T-клеточная лейкемия), которая является известной моделью для 

исследования апоптоза. Обобщенные результаты представлены на Рис. 13. 
 

 
Рис. 12. Схема для определения структур ИЖ с высокой и низкой цитотоксичностью. Оси 

соответствуют типу катиона (x), длине боковой алкильной цепи в катионе (y) и типу аниона (z). 
Цвет сфер отражает 24-ч CC50 соответствующих ИЖ для клеток Jurkat (от зеленого к красному: от 
ИЖ с наименьшей цитотоксичностью к ИЖ с наибольшей цитотоксичностью; точные значения 
приведены на Рис. 11). Цвет стрелок отражает различия между значениями CC50 соответствующих 
ИЖ: красный - CC50 различаются более чем в 3 раза; оранжевый - CC50 различаются в 2-3 раза; 
желтый - CC50 различаются в 1,5-2 раза; синий - CC50 различаются менее чем в 1,5 раза. 
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Рис. 13. Апоптоз, повреждения митохондрий и выход цитохрома с в клетках Jurkat при 

воздействии ИЖ (инкубация в течение 2 ч при концентрациях, соответствующих 24-ч CC50). 
Также приведены значения 24-ч CC50 (мМ) и данные, полученные с веществами сравнения 
(валиномицин, CCCP (карбонилцианид м-хлорфенилгидразон), стауроспорин) и контрольными 
живыми клетками. N/A, нет данных. Снизу приведена расшифровка цветового градиента: цвет 
ячейки, от зеленого к красному, соответствует уровню апоптоза, повреждений митохондрий и 
выхода цитохрома c, от самых низких значений к самым высоким (средняя точка соответствует 
50-му перцентилю). В случае 24-ч CC50 цветовой градиент, от красного к зеленому, соответствует 
значениям CC50, от самых низких к самым высоким (средняя точка соответствует 50-му 
перцентилю). 
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Согласно полученным результатам, в случае хлоридов 1-алкил-3-метилимидазолия 

способность ИЖ повреждать митохондрии падала с увеличением длины боковой 

алкильной цепи в катионе (см. Рис. 13, строки 1, 5, 6, 10 и 13). Единственным 

исключением был [C16MIm][Cl] (Рис. 13, строка 14), возможно, по причине очень высокой 

липофильности и соответствующей способности повреждать различные клеточные 

органеллы и молекулы. Предположительно в остальных случаях ИЖ с короткими 

алкильными цепями могут проникать через клеточную мембрану по каналам или 

посредством диффузии и повреждать внутриклеточные органеллы, такие как 

митохондрии. Аналогичная зависимость наблюдалась для тетрафторборатов 1-алкил-3-

метилимидазолия (см. Рис. 13, строки 4, 9, 11 и 12), но не для тетрафторборатов 

тетраалкиламмония (см. Рис. 13, строки 21 и 23). В случае хлоридов 1-бутилпиридиния 

введение метильной группы в катион значительно снижало выход цитохрома с в 

цитоплазму, однако ее положение не оказывало видимого влияния на повреждение 

митохондрий и выход цитохрома с. 

Следует отметить, что для хлоридов 1-алкил-3-метилимидазолия не наблюдалось 

корреляции между повреждением митохондрий и выходом цитохрома c из митохондрий в 

цитоплазму. Так, [C2MIm][Cl] приводил к выходу 63% цитохрома c на фоне повреждения 

18% митохондрий, в то время как [C16MIm][Cl] – к выходу 31% цитохрома c на фоне 

повреждения 41% митохондрий. Кроме того, несмотря на то, что клетки инкубировали с 

ИЖ в течение 2 часов при концентрациях, соответствующих 24-ч CC50 данных ИЖ для 

данной клеточной линии, доля апоптотических клеток для разных ИЖ значительно 

различалась. За указанный временной интервал [C2MIm][Cl] вызывал апоптоз и 

клеточную гибель более чем 70% клеточной популяции, в то время как [C3MIm][Cl] и 

[C6MIm][Cl] – менее чем 5% клеток. 

Что касается влияния природы катиона ИЖ на их способность повреждать 

митохондрии и вызывать выход цитохрома c в цитоплазму, наблюдаемые эффекты явно 

зависели от природы аниона. В случае ИЖ с хлоридом в качестве аниона [C4Py][Cl] 

приводил к наибольшему выходу цитохрома c на фоне низкого уровня поврежденных 

митохондрий (Рис. 13, строка 16). [C4C1Pyr][Cl] вызывал наибольшее (хотя и низкое в 

сравнении с некоторыми другими изученными ИЖ) повреждение митохондрий и 

активный выход цитохрома c в цитоплазму (Рис. 13, строка 20). 

В случае ИЖ с тетрафторборатным анионом [C4Py][BF4] вызывал повреждение 92% 

митохондрий, что сопровождалось выходом в цитоплазму 41% цитохрома c. В то же 

время, [(C4)4N][BF4] вызывал сходный выход цитохрома c на фоне повреждения 22% 

митохондрий. [C4MIm][BF4] вызывал наименьшее повреждение митохондрий и выход 

цитохрома c, но это сопровождалось апоптозом и гибелью 49% клеток за 2 часа 

инкубации, в то время как для двух других ИЖ данный показатель был заметно ниже (Рис. 

13, строки 9, 17 и 23). 

В случае ИЖ с бис(трифторметилсульфонил)имидом и ацетатом в качестве аниона 

наблюдалась корреляция между повреждением митохондрий и выходом цитохрома c в 

цитоплазму. Все ИЖ с ацетатом в качестве аниона вызывали значительное повреждение 

митохондрий и выход цитохрома c (Рис. 13, строки 2, 7 и 24). Следует отметить, что 

[C4MIm][OAc] вызывал повреждение почти 100% митохондрий, что сопровождалось 

выходом в цитоплазму 88% цитохрома c; доля мертвых и апоптотических клеток при этом 
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составила 52%. С другой стороны, [C4MIm][Cl] и [C4MIm][BF4] вызывали сравнимую 

гибель клеток (47% и 48%, соответственно), однако повреждение митохондрий составило 

лишь 7% и 19%, соответственно. [C4MIm][NTf2] вызывал наименьшее повреждение 

митохондрий и наименьшую клеточную гибель (Рис. 13, строки 6, 8 и 9). 

В случае ИЖ с 1-гексил-3-метилимидазолием в качестве катиона [C6MIm][Cl] и 

[C6MIm][BF4] вызывали незначительное повреждение митохондрий. Напротив, в случае 

ИЖ с 1-бутилпиридинием в качестве катиона [C4Py][BF4] приводил к повреждению 92% 

митохондрий и выходу в цитоплазму 41% цитохрома c, в то время как [C4Py][Cl] 

повреждал 7% митохондрий при выходе 79% цитохрома c (Рис. 13, строки 16 и 17). 

[Chol][OAc] приводил к более сильному повреждению митохондрий и выходу цитохрома 

c, чем [Chol][NTf2] (Рис. 13, строки 24 и 25). 

Отсутствие корреляции между способностью изученных ИЖ повреждать митохондрии 

и выходом цитохрома c из митохондрий в цитоплазму может быть связано со 

структурными особенностями ИЖ и временем инкубации с клетками. Митохондриальный 

путь апоптоза развивается значительно быстрее (за 2-6 часов), чем апоптоз, 

опосредованный повреждениями ДНК, (24 часа и более). После 24-часовой или 48-

часовой инкубации клетки, в которых сработал митохондриальный путь апоптоза, 

преимущественно гибнут и выглядят как клеточный дебрис. В настоящей работе были 

использованы два подхода к оценке воздействия ИЖ на клетки: традиционный 

колориметрический анализ и многопараметрическое окрашивание клеток, позволяющее 

выявить состояние митохондрий и апоптоз. Полученные результаты демонстрируют 

различные соотношения между стадиями апоптоза и повреждением митохондрий под 

воздействием различных ИЖ; некоторые действуют сходно с веществами, разобщающими 

процессы окислительного фосфорилирования (например, CCCP), в то время как другие 

напоминают ионофоры (например, валиномицин) (см. Рис. 13). Следующие из изученных 

веществ наиболее эффективно вызывали апоптоз в клетках Jurkat: 

 

[C2MIm][Cl] (74%) > стауроспорин (64%) > валиномицин (60%) > [C4MIm][OAc] (52%) 

> [C4MIm][BF4] (49%) > [C4MIm][Cl] (47%). 

 

С точки зрения способности повреждать митохондрии наибольшую активность 

проявляли следующие вещества: 

 

[C4MIm][OAc] (100%) > [C4Py][BF4], CCCP (92%) > стауроспорин (70%) > [C16MIm][Cl] 

(41%) > [Chol][OAc] (38%) > [C2MIm][BF4] (27%) > [(C4)4N][BF4] (22%) > [C4MIm][OAc] 

(21%). 

 

Следует отметить, что три из ИЖ, являвшихся эффективными триггерами апоптоза, 

обладали 1-бутил-3-метилимидазолиевым катионом, а одна – 1-этил-3-

метилимидазолиевым. Однако из этих четырех ИЖ только [C4MIm][OAc] также вызывал 

значительное повреждение митохондрий. Предположительно это несоответствие связано с 

временным лагом между запуском в клетке различных процессов, связанных с апоптозом, 

что, в свою очередь, может быть связано с различиями в силе воздействия разных ИЖ на 

конкретные структуры клетки (например, клеточную или митохондриальную мембрану). 
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4. Профили токсичности химических реакций 

 

4.1 Концепция профилей токсичности реакций 

 

Описанные выше результаты наглядно демонстрируют существующее расхождение 

между распространенными предположениями о биологической активности / токсичности 

различных химических веществ и конкретными экспериментальными данными. Все это в 

сочетании с разрозненностью накопленной информации по токсичности соединений 

свидетельствует о необходимости поиска новых подходов и алгоритмов, позволяющих 

проводить быструю предварительную оценку опасности того или иного химического 

процесса для человека и окружающей среды. 

Одной из целей работы был анализ токсичности реакций, протекающих в среде ИЖ в 

качестве растворителей. Такие процессы весьма популярны в химической практике ввиду 

активного изучения возможных промышленных приложений ИЖ и предположений об их 

низкой токсичности. Проведенные нами измерения выявили заметную (в некоторых 

случаях - высокую) биологическую активность как самих ИЖ, так и их производных и 

смесей. Полученные данные потребовали пересмотра устоявшейся в литературе 

идеологии, и исследования в данном направлении позволили предложить принципиально 

новую схему оценки реакций с точки зрения токсичности реагентов. Предложенный 

способ оценки оказался применим не только для процессов с участием ИЖ, но и для 

любых химических превращений. 

В ходе диссертационной работы, исходя из предположения, что при оценке опасности 

химических реакций для человека и других живых организмов необходимо учитывать как 

массы веществ, так и их токсичность, в качестве первого шага было предложено 

использовать с этой целью профили токсичности реакций, или токс-профили, наглядно 

демонстрирующие «токсический потенциал» химического процесса. Токс-профиль 

реакции учитывает биологическую активность всех веществ, вступающих в реакцию или 

образующихся в ее процессе. Для удобства представления идеи токс-профиля реакции 

можно воспользоваться классической реакцией кросс-сочетания, которая проходит как в 

среде ИЖ, так и в обычных растворителях (Рис. 14). Полная реакция приведена в верхней 

части рисунка. Исходные вещества показаны синим цветом, реагенты и растворители – 

коричневым, катализатор – черным, продукт – темно-красным, побочные продукты – 

фиолетовым. Стрелки тех же цветов указывают на соответствующие сектора диаграммы. 

Площадь секторов диаграммы соответствует массе вещества в реакции, цветовой код – 

классификации его токсичности по шкале ВОЗ (на основании LD50 при введении крысам 

перорально; точные значения даны в Табл. 8). 

В данном случае токс-профиль учитывает все вещества, участвующие в реакции, 

поскольку их токсичность известна (см. Табл. 8). Исходными веществами являются 

йодбензол и фенилбороновая кислота, целевым продуктом – 1,1’-бифенил, побочными 

продуктами – KI, K2B4O7 и H3BO3; смесь воды с этанолом в соотношении 1:4 используется 

в качестве растворителя, Pd(OAc)2 – в качестве катализатора. Сразу видно, что продукт и 

побочные продукты менее токсичны, чем исходные вещества. Катализатор, слабо 

токсичный сам по себе, используется в реакции в незначительных количествах. В данном 

случае наиболее токсичным веществом является фенилбороновая кислота, а наименее 
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токсичным – вода. Согласно шкале ВОЗ, ни одно из веществ в реакции не проявляет 

высокой токсичности. 

 
Рис. 14. Профиль токсичности реакции (токс-профиль): синтез 1,1’-бифенила с точки зрения 

токсичности (LD50 при введении крысам перорально). Полная реакция приведена сверху. 
Исходные вещества показаны синим цветом, реагенты и растворители – коричневым, катализатор 
– черным, продукт – темно-красным, побочные продукты – фиолетовым. Стрелки тех же цветов 
указывают на соответствующие сектора диаграммы. Площадь секторов диаграммы соответствует 
массе вещества в реакции, цветовой код – классификации его токсичности по шкале ВОЗ 
(приведена внизу; точные значения даны в Табл. 8). Также приведен токс-индекс реакции. 

 
Токс-профили можно использовать для сравнения различных способов получения 

некого химического продукта с точки зрения «общей токсичности» реакций. В качестве 
примера на Рис. 15 приведено сравнение четырех способов синтеза 1,1’-бифенила, из 
которых метод 1 был рассмотрен выше. Согласно токс-профилям, метод 4 приводит к 
образованию чрезвычайно токсичного побочного продукта фенилацетата. С точки зрения 
токсичности растворителей и реагентов методы 1 и 2 представляют меньшую опасность, 
чем метод 3, в то время как в случае метода 4 неизвестна токсичность молибдофосфорной 
кислоты, реагента, использующегося в самых больших количествах. Во всех методах 
исходные вещества преимущественно проявляют умеренную токсичность, в то время как 
образующиеся побочные продукты в основном слабо токсичны (за исключением метода 
4). 

В дополнение к токс-профилям было предложено рассчитывать токс-факторы реакций 

для количественной оценки их «общей токсичности» (формула 3): 

 

токс െ фактор ൌ токсିиндексвых
токсିиндексвход

ൌ
∑ ೘
ైీఱబ

ሺвыхሻ

∑ ೘
ైీఱబ

ሺвходሻ
 (3), 

 
где m – масса вещества (г), вступающего (вход) или выходящего (вых) из реакции, LD50 

– его полулетальная доза (гкг-1). К вступающим в реакцию веществам относятся 
исходные вещества, катализаторы, растворители и другие реагенты, к выходящим из 
реакции веществам – целевые и побочные продукты и все, что можно регенерировать 
(катализаторы, растворители). Вместо LD50 можно использовать другой показатель 
токсичности, при условии, что он известен для всех веществ в данной реакции и 
удовлетворяет целям исследования. Чем ниже токс-фактор, тем ниже «общая 



31 

токсичность» процесса. По сути, если токс-фактор больше 1, «общая токсичность» в 
результате реакции возрастает, если меньше 1 – падает, а если примерно равен 1 – 
остается неизменной. Так, для реакции на Рис. 14 токс-фактор составляет 0,66. 

 

 
Рис. 15. Профиль токсичности реакций (токс-профиль): сравнение четырех способов синтеза 

1,1’-бифенила с точки зрения токсичности (LD50 при введении крысам перорально). Цветовой код 
диаграмм и таблиц соответствует шкале ВОЗ (приведена внизу). Показаны исходные вещества, 
реагенты, катализаторы и растворители для каждой реакции, а также побочные продукты (цветной 
кружок рядом с каждым веществом отражает его токсичность). Серым показаны вещества, для 
которых нет данных по токсичности. Площадь секторов диаграмм соответствует массе вещества в 
реакции (приведены в Табл. 8, Табл. 9, Табл. 10 и Табл. 11). Цвет шрифта на диаграммах отражает 
«роль» вещества в реакции (исходный материал, продукт и т.п.). 
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Табл. 8. Синтез 1,1’-бифенила: метод 1 

 
Вещество LD50 (крыса, перорально), гкг-1 Масса в реакции, гб

Исходные вещества   
 Йодбензол 1,749 0,2040 
 Фенилбороновая кислота 0,740 0,1460 
Реагенты, растворители, 
катализаторы 

  

 Pd(OAc)2 >5,100 0,0022 
 K2CO3 1,870 0,1660 
 Вода >90,000 0,3990 
 Этанол 7,060 1,2630 
Продукты   
 1,1’-Бифенил 2,140 0,1540 
Побочные продукты   

 KI >2,000 <0,1660 
 K2B4O7 >2,500а <0,0600 
 H3BO3 2,660 <0,0600 

а Данные для K2B4O74H2O. б При условии 100% выхода продукта. 
 
 

Табл. 9. Синтез 1,1’-бифенила: метод 2 

 
Вещество LD50 (крыса, перорально), гкг-1 Масса в реакции, гб

Исходные вещества   
 1-Фенилциклогексан-1-ол Н.д. 0,1760 

Реагенты, растворители, 
катализаторы 

  

 Толуол 0,636 8,7000 
 ДМСО 14,500 0,3900 
 I2 14,000 0,0508 
 t-BuOMe 4,000 74,0000 
 Na2S2O3

а >5,000 70,0000 
 NaClа 3,000 29,0000 
 Na2SO4 >2,000 5,0000 
 Водаа >90,000 173,0000 
Продукты   
 1,1’-Бифенил 2,140 0,1540 
Побочные продукты   
 Диметилсульфид 3,300 0,2480 
 Вода >90,000 0,0720 
а Насыщенный раствор. Приведены соответствующие массы твердых веществ и воды. б При условии 100% 

выхода продукта. Н.д., нет данных. 
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Табл. 10. Синтез 1,1’-бифенила: метод 3 

 
Вещество LD50 (крыса, перорально), гкг-1 Масса в реакции, га

Исходные вещества   
 Бромбензол 2,383 0,1727 
 Фенилгидразин 0,188 0,1080 

Реагенты, растворители, 
катализаторы 

  

 Трифурилфосфин Н.д. 0,0070 
 Pd(OAc)2 5,100 0,0045 
 K2CO3 1,870 0,2760 
 N-метил-2-пирролидон 3,914 2,0600 
Продукты   
 1,1’-Бифенил 2,140 0,1540 
Побочные продукты   

 KBr 3,070 0,1190 
 N2 Н.д. 0,0280 

а При условии 100% выхода продукта. Н.д., нет данных. 

 

 

Табл. 11. Синтез 1,1’-бифенила: метод 4 

 
Вещество LD50 (крыса, перорально), гкг-1 Масса в реакции, га

Исходные вещества   
 Бензол 0,93000 2,9700 

Реагенты, растворители, 
катализаторы 

  

 Pd(OAc)2 5,10000 0,0292 
 Молибдофосфорная кислота Н.д. 10,0000 
 Уксусная кислота 3,31000 2,0000 
 Вода >90,00000 1,0000 
Продукты   
 1,1’-Бифенил 2,14000 0,3727 
Побочные продукты   

 Фенол 0,31700 0,0075 
 Фенилацетат 0,00163 0,0095 
 Вода >90,00000 0,3000 

а При условии 100% выхода продукта. Н.д., нет данных. 
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4.2 Профили токсичности распространенных каталитических реакций 

 

Вопрос выбора показателей токсичности для построения токс-профилей химических реакций 

имеет первостепенное значение. Одной из самых надежных метрик можно счесть 

полулетальные дозы (LD50) веществ, полученные на млекопитающих, например, крысах, 

поскольку эти показатели позволяют с определенной достоверностью предсказать опасность 

вещества для человека. Однако установить LD50 для сотен тысяч еще не протестированных 

химических соединений – невыполнимая задача, как с временной и финансовой, так и с 

этической точки зрения. Поэтому в рамках диссертационной работы было предложено 

использовать показатели цитотоксичности химических веществ (полумаксимальные 

цитотоксические концентрации, CC50) для построения биопрофилей реакций с целью 

предварительной оценки их опасности для человека и окружающей среды. Современные 

методики оценки цитотоксичности намного проще, быстрее, дешевле и доступнее, чем 

эксперименты на животных, поэтому использование биопрофилей на основе CC50 будет 

несложно внедрить в повседневную практику химических лабораторий. 

При использовании концентрационных показателей токсичности, таких как CC50, появляется 

возможность показать относительный вклад каждого вещества в «общую токсичность» 

реакционной системы. Этого можно достичь, заменив массы веществ «нормализованной 

цитотоксичностью» (NC). В таком случае площадь секторов диаграммы будет соответствовать 

индексу «нормализованной цитотоксичности веществ» (NC), который представляет собой 

отношение количества (ммоль) вещества, участвующего или образующегося в реакции, к его 

CC50 (мМ) (формула 4): 

 

ܥܰ ൌ ௡ሺ஺ሻ

஼஼ఱబሺ஺ሻ
 (4). 

 

Согласно формуле 4, чем больше площадь сектора, тем больше вклад вещества в «общую 

цитотоксичность» процесса. Подобное представление биопрофилей позволяет сразу определить 

вещества, вносящие наибольший и наименьший вклад в «общую цитотоксичность» химической 

реакции. 

Применение биопрофилей для оценки общей токсичности химических реакций было 

продемонстрировано на примере окислительного кросс-сочетания, реакций Сузуки, Фриделя-

Крафтса и Хека, с использованием значений 24-ч CC50, полученных на клеточных линиях 

HEK293 (эмбриональные почечные клетки человека; условно нормальные клетки) и A549 

(альвеолярная аденокарцинома человека; опухолевые клетки, полученные из альвеолярных 

эпителиальных клеток). Эти клеточные линии по-разному реагируют на химические вещества в 

силу геномных и морфологических различий; предположительно, A549 более чувствительны к 

токсичным веществам по причине нестабильности генома. 

Биопрофиль реакции синтеза 1,1’-бифенила из йодбензола и фенилбороновой кислоты 

(катализатор – Pd(OAc)2, растворитель – этанол/вода = 4/1) приведен на Рис. 16. Площадь 

секторов диаграммы соответствует «нормализованной цитотоксичности» (NC) веществ (см. 

формулу 4); цвет секторов соответствует значениям 24-ч CC50 веществ (см. шкалу 
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относительной цитотоксичности под диаграммой). Точные значения CC50 и количества веществ 

приведены в Табл. 12. Вода была исключена из рассмотрения, поскольку измерить ее 

цитотоксичность не представляется возможным. Биопрофиль наглядно демонстрирует 

цитотоксичность компонентов реакции. Так, наибольшую цитотоксичность на данной 

клеточной линии (HEK293) проявляют йодбензол, Pd(OAc)2 и 1,1’-бифенил, в то время как 

растворитель (этанол) демонстрирует низкую цитотоксичность. 

Аналогичным образом на Рис. 17 представлены биопрофили двух способов синтеза 1,1’-

бифенила (рассмотренная выше реакция Сузуки и окислительное кросс-сочетание), 

построенные на основании цитотоксичности их компонентов на двух клеточных линиях 

(HEK293 и A549). Точные значения CC50 и количества веществ приведены в Табл. 12. В реакции 

(а) в качестве исходных веществ использованы йодбензол и фенилбороновая кислота (Рис. 17а), 

в реакции (б) – бензол (Рис. 17б). Сравнение биопрофилей данных реакций наглядно 

показывает, что соотношения (хотя и не значения) CC50 их компонентов в целом одинаковы на 

обеих изученных клеточных линиях. Так, в реакции (а) наибольшую цитотоксичность проявляет 

катализатор Pd(OAc)2, а наименьшую – растворитель этанол, в то время как в реакции (б) 

наибольшую токсичность проявляет молибдофорсфорная кислота, а наименьшую – уксусная 

кислота. Единственное заметное исключение представляет йодид калия (KI), который 

образуется в качестве побочного продукта в реакции (а): его токсичность значительно выше на 

клетках A549, чем на клетках HEK293 (см. Табл. 12), и это различие отражают площади 

секторов соответствующих диаграмм (Рис. 17а). 

При сравнении значений CC50 компонентов реакции (а) становится очевидно, что CC50 

других веществ также различаются на этих клеточных линиях, однако на диаграммах этих 

различий не видно, поскольку профили отражают только взаимные соотношения CC50 для 

данной клеточной линии, а не их точные значения. И наоборот, соединение с близкими 

значениями CC50 для разных клеточных линий может вносить различный вклад в «общую 

цитотоксичность» на диаграммах по причине различий CC50 других веществ, участвующих в 

реакции (см. например 1,1’-бифенил: его 24-ч CC50 для клеток HEK293 и A549 составляют 4,50 

мМ и 4,26 мМ, соответственно, однако его вклад в биопрофиль HEK293 выше, чем в 

биопрофиль A549). Следует отметить, что вещества с самой низкой и самой высокой 

токсичностью (этанол и Pd(OAc)2) вносят малый вклад в «общую цитотоксичность»: первое – по 

причине низкого значения CC50, второе – по причине малых количеств в реакции. Так, согласно 

биопрофилям реакции (а), наибольший вклад в «общую цитотоксичность» вносят йодбензол 

(исходное вещество), 1,1’-бифенил (продукт) и KI (побочный продукт) (Рис. 17а). В случае 

реакции (б) молибдофосфорная кислота затмевает вклад всех остальных компонентов, в том 

числе катализатора Pd(OAc)2 и продукта 1,1’-бифенила (Рис. 17б). 

Таким образом, проанализировав биопрофили данных реакций, можно выдвинуть следующие 

предположения о безопасности вовлеченных в них веществ: при синтезе 1,1’-бифенила по 

реакции (а) следует обратить особое внимание на исходные вещества (йодбензол), 

образующийся целевой продукт (1,1’-бифенил) и побочный продукт (KI), в то время как 

растворитель (этанол) и катализатор (Pd(OAc)2) можно счесть относительно безвредными. При 

синтезе по реакции (б) первоочередную тревогу вызывает молибдофосфорная кислота. 
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Рис. 16. Биопрофиль реакции синтеза 1,1’-бифенила. Полная реакция приведена сверху. Исходные 

вещества показаны синим цветом, реагенты и растворители – коричневым, катализатор – черным, 
продукт – темно-красным, побочные продукты – фиолетовым. Стрелки тех же цветов указывают на 
соответствующие сектора диаграммы. Площадь секторов соответствует «нормализованной 
цитотоксичности» веществ, цвета секторов – значениям CC50 веществ для данной клеточной линии (в 
данном случае – HEK293; см. шкалу относительной цитотоксичности под диаграммой). 

 

Следует отметить, что не существует общепринятых шкал для классификации веществ по их 

цитотоксичности, в отличие от полулетальных доз (LD50). Значение CC50 отражает токсический 

потенциал вещества не столь однозначно, как LD50, поскольку зависит от множества факторов 

(клеточной среды, пассажа клеточной культуры, времени инкубации, метода измерения и т.п.), в 

то время как полулетальная доза представляет собой массу вещества, при попадании которой в 

организм определенным способом погибает половина особей в популяции. 

Соответственно, биопрофили, построенные на основе значений CC50, будут отличаться от 

токс-профилей, построенных на основе значений LD50 (см. методы 1 и 4 на Рис. 15). На 

основании соответствующих значений CC50 и LD50 компонентов реакций можно построить 

следующие «ряды токсичности» (см. Табл. 8, Табл. 11 и Табл. 12): 

 

Реакция (а): 

Pd(OAc)2 > йодбензол > 1,1’-бифенил > фенилбороновая кислота > KI > K2CO3 > H3BO3 > 

K2B4O7 >> этанол (HEK293); 

Pd(OAc)2 > KI  йодбензол > 1,1’-бифенил > фенилбороновая кислота > H3BO3  K2CO3 > 

K2B4O7 >> этанол (A549); 
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фенилбороновая кислота > йодбензол  K2CO3 > 1,1’-бифенил  KI  K2B4O7  H3BO3 > 

Pd(OAc)2 > этанол >> вода (LD50, крысы, перорально). 

 

Реакция (б): 

молибдофосфорная кислота > Pd(OAc)2 > 1,1’-бифенил > фенилацетат > бензол > фенол > 

уксусная кислота (HEK293); 

молибдофосфорная кислота  Pd(OAc)2 > 1,1’-бифенил > фенилацетат > фенол  бензол > 

уксусная кислота (A549); 

фенилацетат >> фенол > бензол > 1,1’-бифенил > уксусная кислота > Pd(OAc)2 >> вода (LD50, 

крысы, перорально; данных по молибдофосфорной кислоте нет). 
 

 
Рис. 17. Биопрофили реакций Сузуки и окислительного кросс-сочетания. В качестве модельных 

реакций приведены синтез 1,1’-бифенила из (а) йодбензола и фенилбороновой кислоты и (б) бензола. 
Площадь секторов диаграмм соответствует «нормализованной цитотоксичности» (NC) веществ, цвет 
секторов – значениям CC50 веществ для данной клеточной линии (см. относительные шкалы 
цитотоксичности под диаграммами; вещество с наименьшей цитотоксичностью обозначено зеленым 
цветом, с наибольшей – красным, а промежуточные случаи – соответствующими оттенками красного, 
оранжевого и желтого). Точные значения 24-ч CC50 и NC приведены в Табл. 12. 
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Табл. 12. Экспериментальные данные, использованные для построения биопрофилей реакций 
Сузуки и окислительного кросс-сочетания (синтез 1,1’-бифенила) 

Вещества Количество в 
реакции 

HEK293 A549

г ммоль 24-ч CC50, мМ
в NC 24-ч CC50, 

мМв 
NC 

Реакция (а) а  
Исходные вещества 
 Йодбензол 0,2040 1,00 3,37 (3,06-3,68) 0,297 2,39 (2,18-2,60) 0,418 

 Фенилбороновая кислота 0,1460 1,20 12,14 (11,08-
13,20) 

0,099 8,45 (7,69-9,21) 0,142 

Реагенты, растворители, катализаторы 
 Pd(OAc)2 0,0022 0,01 1,55 (1,43-1,67) 0,006 0,85 (0,76-0,94) 0,012 
 K2CO3 0,1660 1,20 20,89 (19,63-

22,15) 
0,057 10,49 (9,51-

11,47) 
0,115 

 Вода 0,3990 22,15 -г -г -г -г 

 Этанол 1,2630 27,41 812,70 (797,02-
828,38) 

0,034 767,70 (749,11-
786,29) 

0,036 

Продукты 

 1,1’-Бифенил 0,1540 1,00 4,50 (4,03-4,97) 0,222 4,26 (3,68-4,84) 0,234 

Побочные продукты       

 KI 0,1660 1,00 16,08 (15,27-
16,89) 

0,062 2,11 (1,74-2,48) 0,474 

 K2B4O7
 0,0600 0,26 41,69 (37,74-

45,64) 
0,007 29,27 (26,63-

31,91) 
0,008 

 H3BO3 0,0600 0,97 27,70 (26,25-
29,15) 

0,035 10,24 (9,26-
11,22) 

0,095 

Биофактор 0,74 1,19 

Реакция (б) б 
Исходные вещества 

 Бензол 0,3861 4,94 20,61 (19,26-
21,96) 

0,240 12,69 (11,47-
13,91) 

0,390 

Реагенты, растворители, катализаторы 
 Pd(OAc)2 0,0292 0,13 1,55 (1,43-1,67) 0,084 0,85 (0,76-0,94) 0,153 
 Молибдофосфорная 
кислота 

10,0000 5,48 1,03 (0,95-1,11) 5,329 0,72 (0,65-0,79) 7,609 

 Уксусная кислота 2,0000 33,31 75,7 (73,82-
77,58) 

0,440 32,96 (29,09-
36,83) 

1,010 

 Вода 1,0000 55,51 -г -г -г -г 
Продукты 

 1,1’-Бифенил 0,3727 2,42 4,50 (4,03-4,97) 0,538 4,26 (3,68-4,84) 0,567 

Побочные продукты 
 Фенол 0,0075 0,08 27,82 (26,99-

28,65) 
0,003 12,97 (11,63-

14,31) 
0,006 

 Фенилацетат 0,0095 0,07 20,04 (18,08-
22,06) 

0,003 9,26 (8,36-
10,14) 

0,008 

 Вода 0,3000 16,65 -г -г -г -г 
Биофактор 0,98 0,91 
а При условии 100% выхода продукта. б При условии 100% конверсии. в В скобках приведены 95% 

доверительные интервалы. г Не проверялось. 
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Pd(OAc)2 проявляет высокую цитотоксичность на клеточных линиях HEK293 и A549, но 

низкую острую токсичность на крысах (при пероральном введении). Фенилацетат, напротив, 

обладает сравнительно низкой цитотоксичностью, но очень высокой острой токсичностью. 

Однако по причине малых количеств этих веществ в реакциях данные различия не имеют 

первостепенного значения. Для проявившего наивысшую цитотоксичность (и использующегося 

в наибольшем количестве) вещества в реакции (б) (молибдофосфорной кислоты) в базе данных 

PubChem нет значения LD50. Соответственно, именно на это вещество следует обратить 

пристальное внимание с точки зрения его потенциальной опасности для млекопитающих. 

Для других веществ, участвующих в реакциях, ряды цитотоксичности и острой токсичности 

схожи. Этанол и уксусная кислота наименее токсичны, в то время как исходные вещества и 

продукты демонстрируют умеренную токсичность. 

По аналогии с токс-факторами для изученных реакций также были рассчитаны биофакторы 

(формула 5): 

 

биофактор ൌ
∑୒େвых
∑୒େвход

ൌ
∑ ೙
ిిఱబ

ሺвыхሻ

∑ ೙
ిిఱబ

ሺвходሻ
 (5), 

 

где n – количество вещества (ммоль), вступающего (вход) или выходящего (вых) из реакции 

(ммоль), CC50 – его полумаксимальная цитотоксическая концентрация для данной клеточной 

линии (мМ), а NC – нормализованная цитотоксичность для данной клеточной линии. То есть в 

случае цитотоксичности биофактор представляет собой отношение сумм нормализованной 

цитотоксичности веществ, покидающих реакцию, и веществ, входящих в реакцию. В целом, 

если биофактор больше 1, «общая цитотоксичность» системы возрастет в ходе реакции, а если 

меньше 1 – снижается. В случае синтеза 1,1’-бифенила по реакции (а) биофактор меньше 1 на 

клетках HEK293, но больше 1 на клетках A549, в то время как для реакции (б) биофактор 

примерно равен 1 на обеих клеточных линиях (Табл. 12). Первое объясняется значительным 

различием CC50 побочного продукта KI на исследованных клеточных линиях, в то время как 

второе связано с высокой цитотоксичностью и количеством молибдофосфорной кислоты в 

реакции; этот реагент играет роль «катализатора», а потому учитывается и на входе в реакцию, 

и на выходе из нее (см. формулу 5). 

Сходным образом в ходе работы были построены и проанализированы биопрофили для 

реакций Фриделя-Крафтса и Хека. Также было оценено более 50 способов синтеза 1,1’-

бифенила при варьировании (1) исходных веществ (йодбензол, бромбензол, хлорбензол), (2) 

катализатора (Pd(OAc)2, PdCl2, PdBr2, PdI2) и (3) растворителя (этанол, N-метилпирролидон 

(NMP), бис(трифторметилсульфонил)имид 1-этил-3-метилимидазолия ([C2MIm][NTf2]), 

тетрафторборат 1-бутил-3-метилимидазолия ([C4MIm][BF4], бис(трифторметилсульфонил)имид 

1-бутил-3-метилимидазолия ([C4MIm][NTf2]), бис(трифторметилсульфонил)имид холиния 

([Chol][NTf2])); кроме того, в рассмотрение были включены системы на основе воды/ПАВ. 

Согласно результатам анализа, катализатор не оказывал практически никакого влияния на 

«общую цитотоксичность» процесса, в то время как выбор исходного вещества имел решающее 

значение, что, в частности, объяснялось разницей в образующихся побочных продуктах. 
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4.3 Вклад растворителя в «общую цитотоксичность» каталитических реакций 

 

Несмотря на то, что вклад растворителя в «общую цитотоксичность» рассмотренных реакций 

кажется не столь значительным, как вклад исходных веществ, на этот компонент процесса также 

следует обратить внимание, поскольку именно его обычно используют в самых больших 

количествах. В последнее время активно изучают возможности применения в качестве 

реакционных сред ИЖ, которые благодаря нано- и микроструктурированию в своих средах 

проявляют уникальные свойства как растворители. Поскольку вопрос токсичности ИЖ до сих 

пор не решен, оценка их вклада в «общую токсичность» процесса требует пристального 

внимания. 

Чтобы более подробно изучить этот вопрос, влияние выбора растворителя на «общую 

цитотоксичность» реакций была проанализирована на примере синтеза 1,1’-бифенила из 

арилгалогенида (йодбензол, бромбензол, хлорбензол) и фенилбороновой кислоты при 

использовании трех типов катализаторов (PdCl2, PdBr2, PdI2). Были изучены следующие 

системы растворителей: этанол/вода (4/1), N-метилпирролидон/вода (4/1), [C2MIm][NTf2]/вода 

(4/1), [C4MIm][BF4]/вода (4/1), [C4MIm][NTf2]/вода (4/1) и [Chol][NTf2]/вода (4/1). 

Как было сказано выше, на первый взгляд для изученных реакций влияние растворителя на 

«общую цитотоксичность» процесса заметно меньше, чем влияние исходных веществ. Так, в 

случае синтеза 1,1’-бифенила из йодбензола значение биофактора лежит в диапазоне 0,74-0,86 

(на клеточной линии HEK293; наименьшее значение наблюдается для этанола наибольшее – для 

[C2MIm][NTf2]) и в диапазоне 1,06-1,19 (на клеточной линии A549; наименьшее значение 

наблюдается для [C2MIm][NTf2] наибольшее – для этанола). Во втором случае использование 

[C2MIm][NTf2] вроде бы позволяет добиться сохранения «общей цитотоксичности» в процессе 

реакции, но при более детальном рассмотрении становится очевидно, что причина состоит в 

том, что вклад [C2MIm][NTf2] в биопрофиль заметно превышает вклад этанола, а при расчете 

биофактора эта ИЖ как растворитель  учитывается и в числителе, и в знаменателе (см. формулу 

5), тем самым снижая значение биофактора. Однако, проанализировав абсолютные значения 24-

ч CC50 для всех шести растворителей, можно понять, что, в отличие от низкотоксичного этанола 

(24-ч CC50 812,70 и 767,70 мМ для HEK293 и A549, соответственно), ИЖ с 

бис(трифторметилсульфонил)имидным анионом обладают достаточно высокой 

цитотоксичностью ([C2MIm][NTf2] – 13,19 (HEK293) и 4,30 (A549) мМ; [C4MIm][NTf2] – 21,70 

(HEK293) и 13,10 (A549) мМ; [Chol][NTf2] – 24,33 (HEK293) и 13,40 (A549) мМ). NMP и 

[C4MIm][BF4] продемонстрировали промежуточные значения 24-ч CC50 (79,16 (HEK293) и 58,61 

(A549) мМ и 148,15 (HEK293) и 136,60 (A549) мМ, соответственно). 

Для остальных способов синтеза 1,1’-бифенила на клеточной линии HEK293 наблюдается 

схожая картина. В случае синтеза 1,1’-бифенила из бромбензола значение биофактора лежит в 

диапазоне 0,62-0,80; наименьшее значение наблюдается для этанола, наибольшее – для 

[C2MIm][NTf2]. В случае синтеза 1,1’-бифенила из хлорбензола значение биофактора лежит в 

диапазоне 0,52-0,72; наименьшее значение наблюдается для этанола, наибольшее – для 

[C2MIm][NTf2]. Поскольку при использовании бромбензола и хлорбензола не образуется 

высокотоксичного йодида калия, в случае клеточной линии A549 наименьшее значение 

биофактора также демонстрирует этанол (0,52 и 0,47 для реакций с бромбензолом и 
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хлорбензолом, соответственно), а наибольшее – [C2MIm][NTf2] (0,83 и 0,81 для реакций с 

бромбензолом и хлорбензолом, соответственно). 

Таким образом, на основании проанализированных реакций можно сделать вывод, что при 

выборе растворителя необходимо учитывать абсолютные показатели токсичности веществ, в 

данном случае – 24-ч CC50. 

 

4.4 Вклад катализатора в «общую цитотоксичность» каталитических реакций 

 

Несмотря на кажущийся незначительный вклад катализатора в «общую токсичность» 

каталитических реакций, не следует забывать о возможной высокой токсичности компонентов, 

использующихся для приготовления катализаторов. Данный аспект был изучен на примере 

растворимых каталитических систем и катализаторов, нанесенных на подложку, для синтеза 

следующих продуктов: 1,1’-бифенил, 4-метокси-1,1’-бифенил, 4-нитро-1,1’-бифенил, 4,4’-

диметокси-1,1’-бифенил, 4-метокси-4’-нитро-1,1’-бифенил. Показано, что в случае 

катализаторов на подложке (палладий на фосфор-допированном углеродном материале PC1 и 

PC2), цитотоксичность которых намного ниже, чем цитотоксичность растворимых Pd(OAc)2, 

PdCl2 и Pd2(dba)3CHCl3, процедура приготовления зачастую подразумевает использование 

высокотоксичных реагентов. 

Так, при синтезе Pd/PC1 и Pd/PC2 исходные вещества (1,2,3,4,5-пентафенилфосфол-1-оксид, 

2,4,6-трифенилфосфинин, Pd2(dba)3CHCl3 и Pd(OAc)2) продемонстрировали значительно более 

высокую цитотоксичность, чем целевые продукты: 1,2,3,4,5-пентафенилфосфол-1-оксид – 24-

ч СС50 0,34 мМ (HEK293) и 0,28 мМ (A549); 2,4,6-трифенилфосфинин – 24-ч СС50 3,76 мМ 

(HEK293) и 2,04 мМ (A549); Pd2(dba)3CHCl3 – 24-ч СС50 0,97 мМ (HEK293) и 0,82 мМ (A549); 

Pd(OAc)2 – 24-ч СС50 1,55 мМ (HEK293) и 0,85 мМ (A549). 

В результате приготовления подложек высокотоксичные компоненты становятся фосфор-

допированными углеродными материалами, которые обладают относительно низкой 

цитотоксичностью. Однако в процессе нанесения палладия в качестве побочного продукта 

формируется дибензилиденацетон (dba), проявляющий высокую цитотоксичность (24-ч СС50 

1,29 мМ в клетках HEK293). При использовании в качестве источника палладия Pd(OAc)2 

исходное вещество также проявляет высокую токсичность, однако в данном случае можно 

использовать в качестве растворителя намного менее токсичный этанол. Кроме того, при этом 

не образуется токсичных побочных продуктов. 

 

Таким образом, биопрофили представляют собой универсальную модель, позволяющую 

наглядно представить и количественно оценить влияние какой-либо химической реакции на 

определенный биологический объект или процесс, причем выбор объекта или процесса 

полностью зависит от целей исследования. В случае промышленных химических реакций имеет 

смысл выбирать наиболее уязвимых представителей экосистемы, на которую может оказать 

воздействие данная реакция, в то время как в случае лабораторных процессов, применяющихся 

не столь широко, следует отдать предпочтение млекопитающим как наиболее близким к 

человеку модельным организмам. В случае биопрофилей биокаталитических процессов разумно 

выбрать определенные виды микроорганизмов. В свою очередь, клеточные культуры 



42 

представляют собой подходящие биологические системы для быстрого скрининга 

цитотоксичности большого набора химических веществ на предварительной стадии оценки их 

воздействия на окружающую среду. Полученные данные позволяют выбрать химические 

соединения и процессы, нуждающиеся в более детальной проверке. 

 

5. Исследование фитотоксичности и цитотоксичности востребованных в катализе 

переходных металлов 

 

Тяжелые металлы, такие как палладий, платина, родий, – еще один пример соединений, для 

которых представления о токсичности, распространенные в научном сообществе, не всегда 

соответствуют реальности. Зачастую их токсичность считают установленным фактом и в 

обосновании исследований этим металлам противопоставляют никель, медь и железо, которые, 

по мнению многих авторов, намного менее опасны для человека и окружающей среды. Тем не 

менее, существующие литературные данные опровергают эту точку зрения. Для полноценного 

анализа каталитических процессов заключительная часть диссертационной работы посвящена 

изучению этого вопроса. 

Для исследования были выбраны переходные металлы, которые входят в состав 

катализаторов, широко применяемых в промышленности и лабораторных работах: железо, медь, 

никель, родий и палладий. Фитотоксичность простых солей этих металлов (FeCl3·6H2O, 

Fe(OAc)2, NiCl2·6H2O, Ni(OAc)2·4H2O, CuCl2, Cu(OAc)2, RhCl3·xH2O (38-40% Rh), [Rh(OAc)2]2, 

Rh(acac)3, PdCl2, Pd(OAc)2) была изучена на горохе посевном (Pisum sativum), люпине 

узколистном (Lupinus angustifolius) и огурце обыкновенном (Cucumis sativus). Фитотоксичность 

оценивалась в гидропонных экспериментах по подавлению накопления биомассы и роста корня; 

схема эксперимента представлена на Рис. 18а. Цитотоксичность тех же солей металлов была 

изучена на клеточной линии фибробластов человека. 

В ходе исследования было выявлено сильное токсическое воздействие хлорида родия(III) в 

концентрациях выше 600 M на P. sativum, L. angustifolius и C. sativus, приводящее к гибели 

растений, причем эффект развивался чрезвычайно быстро и зависел от стадии развития, на 

которой произошел контакт с солью металла (Рис. 18в). Растворимые соли других металлов и 

[Rh(OAc)2]2 проявили меньшую фитотоксичность, в то время как ацетилацетонат Rh(III) не 

оказал ингибирующего эффекта при максимальной достижимой концентрации (400 µM). 

Следует отметить, что Ni(OAc)2 в значительной степени подавлял накопление биомассы, в то 

время как Fe(OAc)2 и Pd(OAc)2 оказывали наименее выраженное влияние (Рис. 18г, д, ж, з). В 

большинстве случаев, за исключением NiCl2, Ni(OAc)2 и Cu(OAc)2, степень ингибирования 

зависела от концентрации соли. В то же время, все изученные соли проявляли схожее 

ингибирующее влияние на рост корня, которое в основном не зависело от концентрации 

(единственное исключение – Pd(OAc)2, не оказывавший значимого ингибирующего эффекта при 

концентрации 200 µM) (Рис. 18ж,з). Однако даже Ni(OAc)2 не вызывал гибели растений за 

период наблюдения. 
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Рис. 18. Исследование цитотоксичности солей переходных металлов. (а) Схема гидропонного 

эксперимента. Проростки помещали в пробирки с растворами солей металлов (опыт, 200 µM или 1000 
µM) или дистиллированной водой (контроль). В ходе эксперимента по необходимости добавляли 
дистиллированную воду, чтобы компенсировать испарение и поглощение воды растением. На 10-й день 
оценивали прирост биомассы и корня. Проростки P. sativum перед посадкой (б) и 10-дневные растения, 
контактировавшие с 1000 µМ раствором RhCl3 (в), Ni(OAc)2 (г) или Pd(OAc)2 (д); (е) - контроль. (ж), (з) - 
влияние 200 µМ и 1000 µМ растворов солей металлов на накопление биомассы и рост корней P. sativum, 
соответственно. На графиках показаны  между контрольными и опытными растениями (в качестве 
расчетных значений использованы медианы; формула приведена в нижней части рисунка). 0 
соответствует отсутствию эффекта; чем выше значение, тем сильнее подавление. 
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В то же время, RhCl3 проявлял более низкую цитотоксичность по отношению к 

фибробластам человека (линия 3215 LS), чем изученные соли других металлов, а также 

[Rh(OAc)2]2 (Табл. 13). Меньшей цитотоксичностью обладали только соли железа, в то время 

как соли никеля и меди проявляли высокую цитотоксичность. 

Полученные данные подчеркивают зависимость возможной токсичности вещества от 

биологического объекта, а также свидетельствуют о неполноте наших знаний о воздействии 

соединений переходных металлов на конкретные организмы. За исключением хлорида 

родия(III), проявившего чрезвычайно высокую токсичность по отношению к трем видам 

наземных растений, другие исследованные соли родия и соли палладия проявили сравнимую 

или меньшую фитотоксичность, чем соли никеля и меди; при этом последние также 

продемонстрировали значительную цитотоксичность. 

 

Табл. 13. Цитотоксичность солей металлов по отношению к фибробластам человека 

(3215 LS)а 

Соль 24-ч CC50, мг·л
-1 24-ч CC50, M 

FeCl3·6H2O 785 (686–884) 2905 (2537–3272) 
Fe(OAc)2 752 (622–881) 4322 (3578–5067) 
NiCl2·6H2O 25 (22–28) 105 (92–118) 
Ni(OAc)2·4H2O 30 (27–33) 121 (109–133) 
CuCl2 16 (15–17) 118 (110–126) 
Cu(OAc)2 20 (16–24) 111 (90–132) 
RhCl3·xH2O 395 (321–470) 1498 (1216–1779) 
[Rh(OAc)2]2 28 (24–33) 64 (54–74) 
Rh(acac)3

 >140 >360 
PdCl2 145 (128–162) 817 (722–911) 
Pd(OAc)2 119 (98–140) 529 (435–623) 

a 24-ч CC50, полумаксимальная цитотоксическая концентрация после 24-часовой инкубации. В скобках 
приведены 95% доверительные интервалы. 

 

Выводы 

1. Проанализированы подходы к дизайну ионных жидкостей с заданной биологической 

активностью на примере известных ионных жидкостей, а также ионных конъюгатов, 

содержащих лекарственные препараты (салициловая кислота, митоксантрон) и вещества 

природного происхождения (аминокислоты, 5-гидроксиметилфурфурол, коричная кислота). 

Изучена биологическая активность (цитотоксичность) полученных ионных жидкостей, 

показано, что введение аминокислот и 5-гидроксиметилфурфурола в состав ионных жидкостей в 

большинстве случаев не приводило к снижению цитотоксичности, в то время как ионные 

жидкости, несущие лекарственные препараты, обладали активностью, сравнимой с активностью 

исходных лекарств. 

2. На примере митоксантрона продемонстрирована возможность использования ионных 

меток для улучшения предела обнаружения лекарственного препарата методом масс-

спектрометрии с ионизацией электрораспылением, впервые показано, что для изученных систем 

появляется возможность детектирования лекарственного вещества на клеточном уровне. 

3. Продемонстрированы антагонистические и синергические цитотоксические эффекты в 

смесях ионных жидкостей, что может быть связано с формированием в таких смесях 
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динамических полярных доменов и микрогетерогенностей. Показана возможность применения 

ионных жидкостей для направленного воздействия на биологическую активность других 

веществ (на примере лекарственных препаратов). 

4. Изучена цитотоксичность ионных жидкостей с классическими органическими катионами 

и анионами разной природы на клеточных линиях различного происхождения. Проведен анализ 

возможных взаимосвязей между химической структурой исследованных веществ и их 

биологической активностью, показана зависимость цитотоксичности ионных жидкостей от 

длины боковой алкильной цепи в катионе, природы катиона и аниона. Впервые подробно 

исследованы механизмы цитотоксичности ионных жидкостей и показана способность 

большинства из них вызывать гибель клеток путем апоптоза, вероятно, за счет повреждения 

митохондриальных мембран. 

5. Впервые разработаны алгоритмы построения профилей токсичности (токс-профилей, 

биопрофилей) химических реакций в ионных жидкостях и в органических растоворителях. На 

основании полученных данных построены биопрофили для реакций Сузуки, окислительного 

кросс-сочетания, Фриделя-Крафтса и Хека, дана оценка этих реакций с точки зрения их 

опасности для живых организмов. Согласно результатам анализа, наибольшее внимание следует 

уделять токсичности исходных материалов, использующихся при синтезе, однако токсичность 

растворителей и предшественников, использующихся при получении катализаторов, также 

является немаловажным фактором. 

6. Для практической апробации профилей токсичности изучена цитотоксичность 

химических соединений различных классов, использующихся в качестве исходных материалов, 

растворителей, реагентов и катализаторов, а также образующихся в ходе востребованных 

химических реакций, на клеточных линиях различного происхождения. Эти данные 

использованы для построения биопрофилей более 100 химических реакций. Проанализирована 

роль ионных жидкостей в качестве реакционных сред. 

7. Проведено комплексное изучение фитотоксичности и цитотоксичности простых солей 

востребованных в катализе переходных металлов (железо, медь, никель, родий, палладий). 

Впервые обнаружено сильное токсическое воздействие хлорида родия(III) на горох посевной 

(Pisum sativum), люпин узколистный (Lupinus angustifolius) и огурец обыкновенный (Cucumis 

sativus). Также показано, что высокую фитотоксичность проявили соли никеля и меди. В то же 

время, RhCl3 проявлял более низкую цитотоксичность, чем другие изученные соли, за 

исключением солей железа. 
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