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Аннотация. Рост антимикробной устойчивости к действию традиционных 
антибиотиков за последние десятилетия требует ускорения темпов разработки 
новых подходов к снижению активности разнообразных инфекционных про-
цессов. Природные и синтетические антимикробные пептиды (AMП), а также 
липофильные низкомолекулярные пептидомиметики рассматриваются как пер-
спективные антибактериальные агенты. Разработана схема получения и осу-
ществлен синтез серии новых амфифилов на основе производных аминокислот 
с остатками L-лизина в полярном блоке, L-метионина в центральном фрагмен-
те и с вариациями по длине углеводородного радикала С8–С12 в гидрофобном 
сегменте. Исследована эффективность антибактериального действия синте-
зированных образцов. Показан высокий уровень активности в отношении как 
грамположительных, так и грамотрицательных бактерий. В пределах серии про-
слеживается параболическая зависимость антибактериального эффекта от дли-
ны углеводородного радикала. Соединение-лидер Lys-Met-C11 с МИК 0,39 мкг/
мл обладает низкой цитотоксичностью.
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В связи с возрастающим распространением 
и разнообразием штаммов мультирезистентных 
бактерий, а также формированием устойчивых 
биопленок возникает острая необходимость в 
разработке новых, более эффективных антибак-
териальных агентов широкого спектра действия. 
В качестве альтернативы используемым в насто-
ящее время традиционным антибиотикам значи-
тельный интерес проявляется к потенциалу при-
родных антимикробных пептидов (AMП) [1–3].

Полипептиды, которые являются важными 
компонентами защитных барьеров против па-
тогенных микроорганизмов и вырабатываются 
как эукариотическими, так и прокариотически-
ми формами клеток, характеризуются разным 
первичным составом аминокислотного скелета: 
самые короткие состоят всего из 15–20 амино-
кислот в длину, а высокомолекулярные содержат 
более 100 аминокислот [4–7].

Подавляющее большинство AMП имеют ком-
бинацию гидрофильных и гидрофобных доме-
нов, формируя амфипатическую конформацию, 
и несут суммарный положительный заряд (от 
+2 до +13), который создается присутствием в 
структуре определенного числа остатков основ-
ных аминокислот L-аргинина и L-лизина [8, 9]. 
Подобная молекулярная конструкция опреде-
ляет антибактериальный эффект полипептидов 
[10, 11]. 

Десятки AMП в настоящее время проходят 
клинические испытания [12, 13], однако низкая 
селективность действия, высокая токсичность in 
vivo и высокие затраты на производство ограни-
чивают их широкое использование [14]. 

Как один из вариантов решения этой пробле-
мы предложена химическая модификация при-
родных объектов. При этом распространенным 
подходом является замена пептидных связей био-
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изостерическими группами (N-алкилирование), 
удлинение остова, циклизация, использование 
D-аминокислот, систем доставки агентов и их 
различные комбинации. В ходе реализации та-
кой стратегии целевые гибриды или пептоиды 
теряют хиральность, приобретают конформа-
ционные изменения при сохранении примерно 
такого же уровня амфифильности, полярности и 
функциональной активности [15, 16]

Кроме того, в последние годы отмечен значи-
тельный научный интерес к низкомолекулярным 
синтетическим пептидомиметикам (НСП). Эти 
соединения амфифильной природы имеют ши-
рокий спектр потенциальных областей примене-
ния в медицинской, фармацевтической, косме-
тической промышленности и производстве мо-
ющих средств, некоторые проходят клинические 
испытания [17–20].

НСП обладают хорошей биосовместимостью, 
низкой токсичностью, возможностью выбора 
исходных компонентов для синтеза и низкой 
себестоимостью производства. Разнообразные 
липофильные производные моно-, ди- или оли-
гопептидов имитируют структуру и механизм 
действия АМП в отношении резистентных грам-
положительных и грамотрицательных бактерий, 
включая прямое взаимодействие с мембранами 
клеток и их лизис, а также способны разрушать 
биопленки [21, 22].

Патогенные бактерии демонстрируют низкую 
устойчивость к низкомолекулярным миметикам, 
которые рассматриваются в качестве перспек-
тивных терапевтических средств против штам-
мов, устойчивых к лекарственным средствам 
[23, 24].

Проводимые в настоящее время в этой обла-
сти исследования постепенно сужают химиче-
ское разнообразие разрабатываемых структур 
благодаря выявлению закономерностей «струк-
тура пептидомиметика – антимикробная актив-
ность», позволяя целенаправленно синтезиро-
вать активные препараты.

Цель проведенного нами исследования – 
разработка схемы получения и синтез но-
вых алифатических производных L-лизил-L-
метионина, отличающихся длиной углеводо-
родной цепи липодипептида, исследование их 
антибактериальной активности, определение 
минимальной ингибирующей концентрации 
(МИК) по отношению к грамположитель-
ным Bacillus subtilis и грамотрицательным 
Escherichia coli бактериям, а также анализ за-
висимости «структура – активность» с учетом 

длины алифатического фрагмента (С8–С12) 
синтезированных амфифилов.  

Экспериментальная часть

1H-ЯМР- спектры регистрировали в дейте-
рохлороформе (CDCl3) на ЯМР-спектрометре 
Bruker DPX-300 с рабочей частотой 300 МГц. 
Масс-спектры получены на хромато-масс-
спектрометре LC-MS Agilent Infinity 1260 
(США). Тонскослойную хроматографию (ТСХ) 
проводили на пластинках с силикагелем Сорб-
фил (Россия) в системах растворителей: (А) хло-
роформ : метанол, 5:1; (Б) хлороформ : метанол, 
1:1; (В) толуол : этилацетат, 1:1. Препаративную 
хроматографию осуществляли на пластинках с 
силикагелем TLC silica gel 60 (Merck, Германия). 
Вещества, содержащие свободные аминогруппы, 
обнаруживали, используя 3%-й раствор нинги-
дрина с последующим нагреванием до 50–80 °С. 
В работе применяли октиловый, нониловый, де-
циловый, ундециловый и додециловый спирты ка-
тегории «х.ч.» и N,N′-дициклогексилкарбодиимид 
99% (Lancaster, Великобритания). 

N,N ′ -бис (трет -бутоксикарбонил ) -L -
лизин (2). К раствору 3,2 г (21,7 ммоль) 
L-лизина в 30 мл 4 М водного раствора ги-
дроксида натрия добавляли при перемеши-
вании раствор 15 г (68,7 ммоль) ди-трет-
бутилдикарбоната в 50 мл ТГФ, поддерживая 
рН 9–10 дополнительным количеством 4 М 
раствора NaOH. По окончании реакции рас-
творитель удаляли на роторном испарителе, 
продукт нейтрализовывали лимонной кисло-
той и экстрагировали этилацетатом (3×30 мл), 
органическую фракцию промывали дистиллиро-
ванной водой (3×30 мл), высушивали Na2SO4 и 
упаривали. Получали 5,56 г (74%) соединения 2, 
Rf (А) 0,71. 

Октиловый эфир L-метионина (4). В те-
чение 2 ч при температуре 120 °С перемеши-
вали 3 г L-метионина (20,1 ммоль), 5,76 мл 
(30,1 ммоль) 1-октанола и 7,6 г (40,2 ммоль) 
п-толуолсульфокислоты. Реакционную массу 
растворяли в 100 мл хлороформа, обрабатыва-
ли 5%-м водным раствором K2CO3 (3×30 мл), 
а затем промывали дистиллированной водой 
(5×50 мл). Органическую фазу высушили суль-
фатом натрия, растворитель упарили. Получили 
3,15 г (60%) соединения 4, Rf (Б) 0,92.

ИК-спектр (vmax, см
–1): C=O (1738 см–1), C–O 

(1172 см–1), CH2–O (1117 см–1).
Нониловый эфир L-метионина (5). Реакцию 

проводили аналогично получению соединения 4. 
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Из 3,0 г (20 ммоль) соединения 3 получали 3,4 г 
(61%) соединения 5, Rf  (Б) 0,77.

Дециловый эфир L-метионина (6). Реакцию 
проводили аналогично получению соединения 
4. Из 3,0 г (20 ммоль) соединения 3 получали 
4,0 г (68%) соединения 6, Rf  (Б) 0,86.

Ундециловый эфир L-метионина (7). Реак-
цию проводили аналогично получению соедине-
ния 4. Из 3,0 г (20 ммоль) соединения 3 получа-
ли 4,2 г (68%) соединения 7, Rf  (Б) 0,88.

Додециловый эфир L-метионина (8). Реак-
цию проводили аналогично получению соедине-
ния 4. Из 3,0 г (20 ммоль) соединения 3 получа-
ли 4,9 г (76%) соединения 8, Rf  (Б) 0,91.

Октиловый эфир Boc2-L-лизил-L-метионина 
(9). К раствору 0,68 г (2,0 ммоль) Boc2-
защищенного L-лизина в 10 мл хлористого мети-
лена приливали при перемешивании раствор 0,4 г 
(2,0 ммоль) N,N′-дициклогексилкарбодиимида в 
10 мл хлористого метилена и каталитическое 
количество диметиламинопиридина. Через 
10 мин в реакционную смесь добавляли 0,34 г 
(1,0 ммоль) октилового эфира L-метионина (4). 
По окончании реакции выпавший осадок от-
фильтровывали, раствор промывали дистилли-
рованной водой (3×20 мл), высушивали суль-
фатом натрия. Растворитель удаляли в вакууме. 
Продукт очищали от примесей с помощью пре-
паративной хроматографии на пластинке с сили-
кагелем. Получали 0,32 г (60%) соединения 9, Rf  
(В) 0,78.

1H-ЯМР-спектр: δ, м.д.: 0,88 (3H, т, J = 6,7 Гц, 
CH3), 1,27 (10H, уш с, –CH2–), 1,44 (18H, c, 
(CH3)3–C–), 1,47–1,53 (2Н, м, NH–CH2–CH2), 
1,57–1,69 (2H, м, OCH2CH2), 1,79–1,94 (2H, м, 
CH2CH2S), 2,08 (3H, c, S–CH3), 2,50 (2H, т, J = 
7,6Гц, CH2–S–), 3,04–3,16 (2H, м, NH–CH2), 4,13 
(2Н, т, J = 6,4Гц, OCH2), 4,59–4,73 (1Н, м, CH 
Lys), 5,03–5,21 (1Н, м, CH Met), 6,80 (1H, дд, J = 
27,0/7,9Гц, NH).

Масс-спектр, m/z: 590,5 [M+Н]+.
Нониловый эфир Boc2-L-лизил-L-метионина 

(10). Реакцию проводили аналогично получению 
соединения 9. Из 0,34 г (1,2 ммоль) соединения 
5 получали 0,38 г (51%) соединения 10, Rf (В) 
0,78.

1H-ЯМР-спектр: δ, м.д.: 0,88 (3H, т, J = 6,7 Гц, 
CH3), 1,27 (12H, уш с, –CH2–), 1,45 (18H, c, 
(CH3)3–C–), 1,50–1,54 (2Н, м, NH–CH2–CH2), 
1,56–1,69 (2H, м, OCH2CH2), 1,89–1,95 (2H, м, 
CH2CH2S), 2,09 (3H, c, S–CH3), 2,51 (2H, т, J = 
7,6Гц, CH2–S–), 3,06–3,16 (2H, м, NH–CH2), 4,13 
(2Н, т, J = 6,9Гц, OCH2), 4,62–4,72 (1Н, м, CH 

Lys), 5,04–5,15 (1Н, м, CH Met), 6,68–6,86 (1H, 
м, NH).

Масс-спектр, m/z: 604,5 [M+Н]+.
Дециловый эфир Boc2-L-лизил-L-метионина 

(11). Реакцию проводили аналогично получению 
соединения 9. Из 0,17 г (0,60 ммоль) соединения 
6 получали 0,32 г (60%) соединения 11, Rf (В) 
0,78.

1H-ЯМР-спектр: δ, м.д.: 0,86 (3H, т, J = 6,7 Гц, 
CH3), 1,27 (14H, уш с, –CH2–), 1,44 (18H, c, 
(CH3)3–C–), 1,49–1,55 (2Н, м, NH–CH2–CH2), 
1,58–1,69 (2H, м, OCH2CH2), 1,80–1,90 (2H, 
м, CH2CH2S), 2,09 (3H, c, S–CH3), 2,51 (2H, 
т,  J  =7,6 Гц, CH2–S–), 3,06–3,15 (2H, м, NH–
CH2), 4,14 (2Н, т, J = 6,4 Гц, OCH2), 4,63–4,73 
(1Н, м, CH Lys), 5,02–5,16 (1Н, м, CH Met), 
6,67–6,85 (1H, м, NH).

Масс-спектр, m/z: 618,5 [M+Н]+.
Ундециловый эфир Boc2-L-лизил-L-метио-

нина  ( 1 2 ) .  Реакцию проводили аналогично 
получению соединения 9. Из 0,17 г (0,60 ммоль) 
соединения 7 получали 0,24 г (66%) соединения 
12, Rf (В) 0,78.

1H-ЯМР-спектр: δ, м.д.: 0,89 (3H, т, J = 6,6 Гц, 
CH3), 1,28 (16H, уш с, –CH2–), 1,44 (18H, c, 
(CH3)3–C–), 1,49–1,57 (2Н, м, NH–CH2–CH2), 
1,61–1,71 (2H, м, OCH2CH2), 1,94–2,05 (2H, м, 
CH2CH2S), 2,09 (3H, c, S–CH3), 2,52 (2H, т, J = 
7,6 Гц, CH2–S–), 3,11 (2H, кв, J = 6,5 Гц, NH–
CH2), 3,48 (1H, c, NH), 4,14 (2Н, т, J = 6,9 Гц, 
OCH2), 4,60–4,71 (1Н, м, CH Lys), 4,96–5,07 (1Н, 
м, CH Met), 6,72 (1H, дд, J = 27,9/8,7 Гц, NH).

Масс-спектр, m/z: 632,5 [M+Н]+.
Додециловый эфир Boc2-L-лизил-L-метио-

нина (13). Реакцию проводили аналогично по-
лучению соединения 9. Из 0,26 г (0,80 ммоль) 
соединения 8 получали 0,29 г (55%) соединения 
13, Rf (В) 0,78.

1H-ЯМР-спектр: δ, м.д.: 0,88 (3H, т, J = 6,7 Гц, 
CH3), 1,26 (16H, уш с, –CH2–), 1,44 (18H, c, 
(CH3)3–C–), 1,49–1,55 (2Н, м, NH–CH2–CH2), 
1,58–1,68 (2H, м, OCH2CH2), 1,78–1,91 (2H, м, 
CH2CH2S), 2,09 (3H, c, S–CH3), 2,50 (2H, т, J = 
7,5Гц, CH2–S–), 3,04–3,16 (2H, м, NH–CH2), 3,48 
(1H, c, NH), 4,13 (2Н, т, J = 6,6 Гц, OCH2), 4,59–
4,71 (1Н, м, CH Lys), 5,01–5,17 (1Н, м, CH Met), 
6,78 (1H, дд, J = 22,3/7,8 Гц, NH).

Масс-спектр, m/z: 646,5 [M+Н]+.
Трифторацетат октилового эфира L-ли-

зил-L-метионина (14) К раствору 4,7 мг Boc-
защищенного октилового эфира L-лизил-L-
метионина в 1 мл безводного хлористого мети-
лена добавляли 1 мл трифторуксусной кислоты. 
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Реакционную смесь выдерживали 2 ч при 0 °С. 
Растворители удаляли в вакууме, получали про-
дукт 14 с количественным выходом.

Масс-спектр, m/z: 390,3 [M+Н]+. 
Трифторацетат нонилового эфира L-ли-

зил-L-метионина (15). Реакцию проводили 
аналогично получению соединения 14. Продукт 
получали с количественным выходом. 

Масс-спектр, m/z: 404,4 [M+Н]+. 
Трифторацетат децилового эфира L-лизил-

L-метионина (16) Реакцию проводили анало-
гично получению соединения 14. Продукт полу-
чали с количественным выходом.

Масс-спектр, m/z: 418,4 [M+Н]+.
Трифторацетат ундецилового эфира L-ли-

зил-L-метионина (17) Реакцию проводили ана-
логично получению соединения 14. Продукт по-
лучали с количественным выходом.

Масс-спектр, m/z: 432,3 [M+H]+.
Трифторацетат додецилового эфира L-ли-

зил-L-метионина (18). Реакцию проводили ана-
логично получению соединения 14. Продукт по-
лучали с количественным выходом.

Масс-спектр, m/z: 446,3 [M+H]+.

Экспериментальная биологическая часть

Биологическая часть работы выполнена со-
вместно с сотрудниками базовой кафедры 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 
по изысканию новых антибиотиков им. Г.Ф. Гау-
зе». В качестве тест-микроорганизмов в экспери-
менте использовали суспензии B. subtilis 534 и E. 
coli M17 с концентрацией 1,5×108 КОЕ/мл и оп-
тической плотностью 0,5 ед. по Мак-Фарланду. 
Изучение антибактериальной активности осу-
ществляли по методу серийных микроразбавле-
ний в жидкой питательной среде [25]. В качестве 
объекта сравнения использовали раствор ванко-
мицина (Acros Organics) [26]. 

Обсуждение результатов

Катионные амфифилы и наноматериалы на 
их основе являются перспективными терапев-
тическими объектами против патогенных бак-
терий, устойчивых к действию лекарственных 
препаратов [27].

Структура целевых пептидомиметиков 
L-Lys-L-Met-Cn данного исследования пред-
ставляет собой комбинацию гидрофильного 
домена с остатком L-лизина, L-метионином в 
центральном фрагменте липодипептида и с ва-
риациями по длине углеводородного радикала 
С8–С12 в составе гидрофобного блока. Боковая 
алкильная цепь L-метионина содержит атом 
серы, который вносит вклад в суммарный ги-
дрофильно-липофильный баланс амфифилов, 
влияющий на потенциальную биологическую 
активность образцов.

Синтез амфифильных производных L-лизил-
L-метионина 14–18 осуществляли по ниже-
представленной схеме. Ди-Boc-защищенн   ый 
L-лизин 2 получали по методике [28] с выходом 
74%. В 1Н-ЯМР-спектре соединения набл юдал-
ся сигнал протонов трет-бутоксикарбонильных 
групп со значением (δ, м.д.): 1,38 (s, 18H, 
2С(СH3)3). 

Этерификацию L- Met соответствующими 
спиртами С8–12 проводили в присутствии кис-
лотного катализатора п-толуолсульфокислоты 
[29]. Алифатические производные 4–8 получали 
с выходами 60, 61, 68, 68 и 76% соответственно. 
Образование сло жноэфирной связи подтвержда-
ли данными ИК- спектроскопии (vmax, см

–1): C=O 
(1738–1740 см–1), C–O (1170–1172 cм–1), CH2–O 
(1117–1120 cм–1).

Центральной реакцией предложенной схемы 
является конденсация ди-Boc-L-лизина с соот-
ветствующими производными L-Met [30]. Вы-
ходы липодипептидов 9–13 составили 51–66%.

Значения минимальной ингибирующей концентрации образцов и Log P

Соединение
МИК (мкг/мл)

Log P*B. subtilis 534 E. coli M17

Lys-Met-С8 6,25 1,56 3,12
Lys-Met-С9 3,12 1,56 3,95
Lys-Met-С10 1,56 0,78 4,48
Lys-Met-С11 0,39 0,39 5,01
Lys-Met-С12 1,56 1,56 4,55
Ванкомицин 0,78 – –
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С х е м а 

Структуру синтез ированных соединений 
подтверждали данными 1Н-ЯМР спектроско-
пии. В спектрах наблюдали сигналы протонов 
концевой метильной группы 0,91 м.д. (т, 3Н, 
CH3), протонов Boc-защитной группы L-Lys 
1,36 м.д. (с, 18H, 2С(СH3)3), протонов соот-
ветствующего алкильного радикала, протонов 
L-Lys и L-Met. 

Целевые катионны е липодипептиды получа-
ли удалением Вос-защитных групп действием 
трифторуксусной кислоты в хлористом мети-
лене [30]. Трифторацетатные соли алифати-
ческих эфиров дипептидов 14–18 получали с 
количественными выходами. Данные масс-
спектрометрии подтверждают присутствие пи-
ков молекулярных ионов конечных соединений. 

Для всех синтезированных соединений про-
ведено изучение антибактериальной активно-
сти на тест-линиях грамположительных Bacillus 
subtilis 534 и грамотрицательных E. coli М17 
бактерий (таблица). 

Все катионные амфифилы проявляют высо-
кую эффективность антимикробного действия, 

которая для соединения-лидера Lys-Met-С11 пре-
вышает активность контрольного образца [26]. 

Анализ зависимости «структура-активность» 
позволяет сделать следующие выводы:

1) в пределах данной серии эта зависи-
мость носит параболический характер с уче-
том длины алифатического фрагмента амфи-
фила (С8–С12); cоединением-лидером во всех 
экспериментах является образец липодипеп-
тида Lys-Met-C11 в виде трифторацетатной 
соли (рис. 1);

2) для всех образцов (кроме лидера) актив-
ность против грамотрицательных бактерий пре-
вышает активность против грамположительных 
бактерий.

Кроме того, следует отметить, что получен-
ные результаты хорошо согласуется с данными 
о влиянии гидрофильно-липофильного баланса 
(Log P*, ACD/Lab) катионных амфифилов на эф-
фективность их антибактериального действия 
(таблица) [31].

Для соединения-лидера L-Lys-L-Met-C11 17 
определена цитотоксичность по отношению к 
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монослойной культуре клеток НЕК (человече-
ские эмбриональные клетки почки, МТТ-тест). 

По полученным да нным, IC50 превышает 
концентрацию 1000 мкг/мл, что свидетельствует 
о низком уровне токсичности синтезированного 
липодипептида 17 (рис. 2).

Таким о бразом, в ходе проведенного иссле-
дования разработана схема получения и осу-
ществлен синтез новых алифатических произ-
водных L-лизил-L-метионина, отличающихся 
длиной углеводородной цепи. Изучена их био-

Рис. 1. Сопоставление антимикробной активности синтезированных соединений и длины алифатических 
фрагментов липодипептидов 14–18

Рис. 2. Цитотоксичность соединения 17 после 24 ч (1) и 48 ч (2) ч инкубации                          
с эмбриональными клетками почки человека (НЕК), МТТ-тест

логическая активность. Продемонстрирована 
высокая эффективность действия в отношении 
как грамположительных (Bacillus subtilis), 
так и грамотрицательных (Escherichia coli) 
бактерий. Проведен анализ зависимости 
«структура – активность» синтезированных 
амфифилов.  В пределах серии прослеживает-
ся параболическая зависимость антибактери-
ального эффекта от длины углеводородного ра-
дикала (С8–С12). Определено соединение-лидер 
Lys-Met-C11 с МИК 0,39 мкг/мл.
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