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Продемонстрирована способность аминокислотных производных 2-норборнановой кислоты ингибировать репликацию штаммов 
вируса гриппа А/H5N1 в культуре клеток Vero-E6. По сравнению с ранее используемым для лечения гриппа римантадином гид-
рохлоридом синтетические соединения 2-норборнануксусной кислоты являются менее токсичными и в разной степени эффек-
тивности способны ингибировать штаммы вируса гриппа А, резистентные к действию римантадина. 
Ключевые слова: вирус гриппа A/H5N1, производные аминокислот, пептиды, 2-норборнануксусная кислота, противовирусная 
активность. 

Грипп является серьезным инфекционным за-
болеванием, которое представляет опасность для 
жизни, особенно для детей, пожилых людей и па-
циентов с ослабленным иммунитетом. В некото-
рых странах от сезонного гриппа ежегодно страда-
ет до 40% населения. Ежегодно в мире заболевает 
до 500 млн человек, 2 млн из которых умирают, 
чаще всего от осложнений [1]. Новые штаммы вы-
соковирулентного вируса гриппа могут появиться 
неожиданно и вызвать всемирные пандемии с вы-
соким уровнем заболеваемости и смертности. 

Стратегия борьбы с сезонными и пандемиче-
скими штаммами вируса гриппа включает в себя 
создание вакцин против гриппа [2] и разработку 
новых противогриппозных препаратов. В настоя-
щее время разработка противовирусных препаратов 
представляется наиболее перспективной стратегией 
в области контроля и профилактики инфекций, вы-
званных сезонным и пандемическим гриппом. Про-
тивовирусные препараты могут преодолеть ограни-

чения, присущие вакцинным препаратам. В частно-
сти, затраты времени на молекулярный дизайн еже-
годной вакцины, недостаточная защита для пациен-
тов с ослабленным иммунитетом и непредсказуе-
мые изменения антигенной структуры штаммов ви-
руса гриппа снижают эффективность вакцинации. 
Основное внимание уделяется разработке ингиби-
торов вирусного фермента нейраминидазы. Пред-
ставителями этого класса ингибиторов являются 
тамифлю (TamifluТМ) и реленза (RelenzaТМ), кото-
рые были утверждены ВОЗ в качестве основных 
лекарственных средств для профилактики и лече-
ния гриппозных инфекций [3]. 

На сегодняшний день известны случаи фор-
мирования резистентности к озельтамивиру; к 
нему была резистентна практически вся популя-
ция сезонных штаммов вируса гриппа A(H1N1) [4, 
5]. В частности, показано, что восприимчивость к 
озельтамивиру у штаммов вируса гриппа A(H1N1) 
обусловлена мутацией в участке H275Y в после-

mailto:shibnev@yandex.ru
mailto:gtim@fmradio.ru
mailto:fimapa@yndex.ru
mailto:pg_deryabin@mail.ru


Биологическая химия 

ВОПРОСЫ БИОЛОГИЧЕСКОЙ, МЕДИЦИНСКОЙ И ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, №1, т.21, 2018 37 

довательности генома, кодирующего нейрамини-
дазу. Однако штамм A(H1N1) оставался чувстви-
тельным к занамивиру (реленза). Вероятно, это 
связано со значительно меньшими объемами ис-
пользования препарата релензы в качестве сред-
ства для профилактики и лечения гриппа, чем 
препарата тамифлю [3]. 

Помимо ингибиторов нейраминидазы суще-
ствуют препараты – блокаторы функции ионного 
канала М2: римантадин гидрохлорид и 1-амино-
адамантан (амантадин). Ингибирующее действие 
этих соединений направлено на угнетение функции 
протон-проводящего канала М2 в оболочке вируса. 
Белок М2, который образует тетрамерный канал в 
оболочке вируса гриппа, является типичным пред-
ставителем семейства виропоринов. Виропорин М2 
вируса гриппа А отвечает за однонаправленный 
транспорт протонов внутрь вирусной частицы. Вы-
сокая селективность и сродство канала М2 именно 
к протону обусловлены особым строением гидро-
фобного трансмембранного (ТМ) домена, который 
содержит остатки гистидина в положении 37 
(His37) и триптофана в положении 41 (Trp41). По-
ставщиками протонов из клетки-хозяина служат 
ионы гидроксония (Н3О+). Они подходят к кольцу 
имидазольного сопряжения гистидинов и соединя-
ются водородными связями с атомом азота, а при 
изменении конфигурации кольца переходят во 
внутреннее пространство вирусной частицы [6]. 
Конформационное изменение положения остатков 
гистидина после протонирования имидазольных 
колец является результатом электростатического 
отталкивания, что приводит к расширению канала в 
районе His37 и пропускает протоны внутрь. Кон-
формационный скачок снимает избыточный заряд 
ионов имидазолия, и гистидины возвращаются в 
нейтральное состояние [7].  

Таким образом, канал М2 представляет собой 
мишень, на которую направлено действие препа-
ратов адамантанового ряда. Активность молекул 
римантадина и амантадина была связана с образо-
ванием водородной связи между аминогруппой 
карбоцикла и гидроксильной группой остатка се-
рина в положении 31 внутри поры канала М2. В 
последние годы вследствие мутационной замены 
Ser31 на аспарагин (S31N) циркулирующие виру-
сы гриппа приобрели устойчивость к препаратам 
адамантанового ряда, и их применение для лече-
ния и профилактики является неэффективным [8]. 

Ингибиторы функции белка М2, как правило, 
состоят из гидрофобной части молекулы (в препа-

ратах амантадин и римантадин – адамантан), со-
единенной с полярной функциональной группой. 
В амантадине или римантадине заместитель пред-
ставлен амино- или этиламиногруппой. Адаман-
тильный остаток может быть заменен на другие 
гидрофобные группы, в том числе сопряженные и 
спиро-сопряженные мультициклические алканы, 
разветвленные ациклические алканы и силаны [9, 
10]. Эти соединения проявляли достаточную ак-
тивность в отношении дикого типа, а некоторые 
были весьма активны в отношении мутантов V27A 
и L26F [10, 11]. Однако ни одно из этих производ-
ных не показало противовирусной активности в 
отношении штаммов, несущих замену S31N в М2, 
превосходящей активность амантадина. Также 
блокаторами виропоринов могут быть гексамети-
ленамилорид и длинноцепочечные производные 
ацилиминосахаров [12]. 

Таким образом, появление новых вариантов 
гриппа, устойчивых к лекарственным средствам, 
подчеркивает необходимость в инновационной 
стратегии разработки новых препаратов с улуч-
шенным противовирусным эффектом и безопас-
ных для организма человека. Разработка противо-
вирусных средств, ориентированных на белки 
клетки хозяина, которые играют важную роль в 
репликации вируса, также активно развивается в 
последнее время. Кроме того, комбинированная 
терапия, основанная на применении двух или бо-
лее различных противовирусных средств, пред-
ставляет собой перспективный подход к борьбе с 
гриппозной инфекцией.  

В течение ряда лет в Институте вирусологии 
им. Д.И. Ивановского (Москва) проводятся иссле-
дования по созданию синтетических препаратов 
пептидной природы на основе адамантанового и 
других карбоциклов, являющихся ингибиторами 
вирусных ионных каналов.  

Ранее авторами был предложен способ пре-
одоления резистентности вирусов гриппа А к пре-
паратам адамантанового ряда путем введения но-
вых функциональных групп (карбоксильной, гид-
роксильной, имидазольной, индольной и др.) в 
аминоадамантановый карбоцикл с использованием 
для этого аминокислот, пептидов или других фи-
зиологически важных соединений [13]. Получен-
ный ряд адамантил-аминокислот и пептидов спосо-
бен ингибировать высокопатогенные штаммы ви-
русов гриппа А, включая и такие как 
A/H1N1pdm09, A/H5N1, A/H3N2 и др. (Патенты РФ 
RU 2461544 С1; RU 2553991 С1; RU 2572102 С1).  
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Таким образом, есть все предпосылки пола-
гать, что синтетические производные 2-норборна-
нуксусной кислоты с остатками аминокислот и 
пептидов вследствие их значительной активности 
и низкой токсичности могут претендовать на мо-
дель для создания новых противовирусных препа-
ратов против современных штаммов гриппа А.  

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Синтез соединений. В работе использовали 

2-норборнанкарбоновую кислоту, N-метилмор-
фолин (NMM) и L-аминокислоты («Sigma-
Aldrich», США); изо-бутилхлорформиат (IBCF) 
(«Fluka», Швейцария). Все используемые для кон-
денсации и удаления защитных групп растворите-
ли предварительно сушили и перегоняли по стан-
дартным методикам. Идентификация полученных 
соединений осуществлялась ТСХ на пластинах 
Merck – Kieselgel 60 F(254) в системах: метанол-
хлороформ, 13:60 (А), втор-бутанол – 3%-ный ам-
миак, 100:44 (B), н-бутанол – уксусная кислота – 
вода – пиридин, 30:3:12:10 (C). Масс-спектры 
МАЛДИ получали на масс-спектрометре Bruker 
autoflex speed («Bruker Daltonics Inc.», Германия), 
оснащенном твердотельным УФ-лазером с λ = 355 
нм и рефлектроном, в режиме регистрации поло-
жительно заряженных ионов. Для регистрации 
масс-спектров МАЛДИ использовали стальную 
мишень MTP 384 ground steel («Bruker Daltonics 
Inc.», Германия). Для регистрации масс-спектров 
МАЛДИ образец смешивали с раствором матрицы 
CIN (синапиновая кислота, («Sigma-Aldrich», 
США)) в соотношении 1:1, наносили на стальную 
мишень и высушивали. Инфракрасные спектры 
получены на ИК Фурье спектрометре ИнфраЛЮМ 
ФТ-10. Температуру плавления измеряли на циф-
ровом приборе SMP20 Stuart Scientific. Удельное 
оптическое вращение полученных соединений 
определяли в стандартных условиях на автомати-
ческом поляриметре А1-ЕПЛ (1%-ный раствор в 
этиловом спирте, длина кюветы – 0,5 дм). 

Образование пептидной связи между  
2-норборнанкарбоновой кислотой, содержащей 
карбоксильную группу, и эфирами аминокислот и 
пептидов с открытой аминогруппой проводили в 
одну стадию в условиях реакции смешанных ан-
гидридов в эквимолярном соотношении. Для по-
глощения выделяющегося хлористого водорода 
использовали N-метилморфолин.  

Молекула соединения III ((Nor)2-His-OMe) 
содержит два остатка 2-норборнановой кислоты. 
Один остаток связан с α-аминогруппой гистидина, 

а второй – с имидазольной группой. Для достиже-
ния полного замещения NH-групп гистидина в ре-
акции использовали более чем двукратный избы-
ток 2-норборнануксусной кислоты. Структурные 
формулы полученных производных 2-норборнан-
карбоновой кислоты представлены на рисунке. 

Вирус. В работе использовали высоковиру-
лентный штамм вируса гриппа А птиц (H5N1), вы-
деленный во время эпизоотии среди домашних птиц 
в июле 2005 года в Новосибирской области – 
A/duck/Novosibirsk/56/05 (H5N1) [11]. Вирусы полу-
чены из ГКВ Института вирусологии им. Д.И. Ива-
новского (Москва). Вируссодержащий материал 
представлял собой культуральную жидкость, со-
бранную из зараженных вирусом H5N1 культур кле-
ток почки эмбриона свиньи (СПЭВ) на высоте раз-
вития цитопатических проявлений [14]. Инфекцион-
ный титр штаммов вируса для культур клеток коле-
бался в пределах от 5,5 до 6,0 lg ТЦИД50/мл (ткане-
вая цитопатогенная доза, вызывающая гибель 50% 
клеток монослоя). В опытах использовали дозу ви-
руса H5N1, равную 0,1 ТЦИД50.. 

Культуры клеток. Культура клеток почки 
эмбриона свиньи (СПЭВ). Изучение противови-
русной активности соединений проведено на чув-
ствительной к продукции гриппа А/H5N1 культуре 
СПЭВ. Культуры выращивали в виде двухдневно-
го монослоя в 48-луночных пластиковых культу-
ральных панелях в среде 199 (производство 
ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАМ) с добавле-
нием 100 ЕД/мл пенициллина и стрептомицина и 
10%-ной сыворотки крупного рогатого скота. Кон-
троль культуральных клеток проводили с помо-
щью светооптического микроскопа. 

В опытах использовали чувствительные к ре-
продукции вируса гриппа А/H5N1 культуры клеток 
почки зеленой мартышки, клональную линию Vero-
E6, рекомендованную ВОЗ в качестве субстрата для 
получения культуральных инактивированных вак-
цин. Культуры клеток Vero-E6 выращивали до пол-
ного монослоя в 96-луночных пластиковых план-
шетах с использованием ростовой среды Игла 
МЭМ («ПанЭко», Москва), соединённой с предва-
рительно прогретой на водяной бане при 56 °С в 
течение 20 мин 7%-ной эмбриональной телячьей 
сывороткой («ПанЭко», Москва) при 37 °С в атмо-
сфере 5% СО2 с добавлением глютамина и анти-
биотиков (100 ЕД/мл пенициллина и стрептомици-
на). Средой поддержки после адсорбции вируса 
служила среда Игла МЭМ, содержащая глютамин и 
антибиотики в той же концентрации и 1% сыворот-
ки эмбриона телят («Sigma», США). 
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тил)амино]пропаноат)  

Nor-Gly-His-OMe

NH

O

O
NH

HN

N

O

OMe

V – 2-норборнилкарбокси-глицил-гистидин метиловый эфир 

(метил-3-(1H-имидазол-4-ил)-2-({[(3-(бицикло[2.2.1]гепт-2-
ил)ацетил) амино] ацетил}амино) пропаноат) 

Nor-Gly-Trp-OMe

NH

O

O
NH

O

OMe

N
H

VI – 2-норборнилкарбокси-глицил-триптофан метиловый эфир 

(метил-3-(1H-индол-3-ил)-2-({[(3-(бицикло[2.2.1]гепт-2-ил) аце-
тил)амино]ацетил}амино) пропаноат) 

Аминокислотные и пептидные производные 2-норборнануксусной кислоты 

Изучение противовирусной активности. 
Противовирусную активность синтезированных 
соединений исследовали на панелях со сформиро-
вавшимся монослоем клеток Vero-E6 и проверяли 
в трех схемах введения соединений в культуру 

клеток: за 18 ч до заражения клеток, в момент за-
ражения и через 18 ч после заражения культур 
клеток. Изначальная концентрация соединений со-
ставляла 10 мМ, которая наносилась в серии по-
следовательных разведений 1/10…..1/640.  
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Таким образом соединения вносили в кон-
центрациях 0,5; 0,25; 0,125; 0,062; 0,031 0,0015 и 
0,0075 мМ. В качестве контроля использовали ин-
фицированную культуру клеток без добавления 
соединений. Оценку цитотоксического действия 
определяли колориметрическим методом после 
инкубации клеток с синтезированными соедине-
ниями в течение 72 ч при 37 °С.  

Противовирусный эффект соединения оцени-
вали по проценту жизнеспособных инфицирован-
ных клеток путем сравнения интенсивности окра-
шивания раствора в контрольных и опытных лун-
ках при добавлении нейтрального красного на ав-
томатическом спектрофотометре при длине волны 
450 нм.  

Молекулярный докинг. Проведенные ис-
следования in silico в подавляющем проценте ре-
шений обнаруживают лиганд непосредственно 
внутри протонного канала М2 вируса гриппа А. 
Для моделирования взаимодействия лиганда с 
белком-мишенью М2 использовали программу 
Patchdock v.1.3. Molecular Docking Algorithm (Bio-
Info3D), позволяющую проводить процесс докинга 
молекул in silico.  

Результатом докинга является энергия связы-
вания лиганда с активным центром в конформа-
ции, обеспечивающей наилучшее взаимодействие 
лиганда с белковым сайтом связывания. Модель 
канала М2, полученная из открытой базы данных 
(Protein Data Bank), содержала мутацию S31N, ко-
торая является маркером устойчивости штамма к 
римантадину и амантадину (PDB структура 
2MUV). Структура лиганда была сгенерирована в 
программном продукте HyperChem v.8.0.0 (Hyper-
cube, Inc.) 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Противовирусная активность соединения, как 

правило, включает как вирулицидную активность 
вещества, так и его противовирусные свойства, т.е. 
способность ингибировать ту или иную стадию ре-
пликации вируса: от адсорбции вируса на клетке и 
его проникновения в клетку до влияния на сборку и 
выход вируса из зараженной клетки. Поэтому про-
тивовирусную активность исследуемого вещества 
проверяют путем обработки монослоя клеток до за-
ражения вирусом (профилактический эффект веще-
ства), в момент заражения (лечебно-профи-
лактический эффект) и через определенный интер-
вал времени после заражения (лечебный эффект). 

Противовирусный эффект вещества оценивается по 
проценту жизнеспособных инфицированных кле-
ток. В опыте изучали жизнеспособность (процент 
выживших клеток), инфицированных высоковиру-
лентным штаммом вируса гриппа A/Duck/Novosi-
birsk/56/06 (H5N1) клеток при различных схемах 
введения синтезированных соединений. 

Из данных таблицы видно, что производное 
2-норборнануксусной кислоты с остатком глицина 
(Nor-Gly-OMe соединение I эффективно защищало 
монослой клеток от цитопатогенного действия 
вируса во всех схемах внесения соединения. 
Ингибирующая доза 50 (ИД50) составила менее 
0,0015 мМ. Соединения II и III проявили 
наибольшую противовирусную активность из 
представленных соединений. Имея достаточно 
разные размеры молекул, они, тем не менее, 
оказались идентичны по своим противовирусным 
свойствам и эффективны во всех схемах введения 
соединений и вируса, ИД50 < 0,0015 мМ. 
Соединение II имеет протяженность 9,7 Å, а 
соединение III имеет больший объем и 
протяженность, как это может показаться, однако 
геометрические размеры молекулы не более 10 Å в 
диаметре, что не превышает диаметра поры канала 
М2 (11 Å). Отметим, что внутренняя поверхность 
поры канала М2 представлена в основном 
гидрофобными остатками аминокислот. Поэтому 
липофильность молекулы ингибитора играет 
важную роль в закреплении синтетической 
структуры внутри поры канала М2.  

Соединение IV также проявило высокий эф-
фект защиты клеток в схемах внесения до инфи-
цирования, и через 18 ч после заражения ИД50 со-
ставило менее 0,0015 мМ, а для одновременного 
внесения вещества с вирусом ИД50 составило 
0,0062 мМ.  

Соединения V и VI, представляющие собой 
удлиненные структуры соединений II и IV соот-
ветственно, при биологическом испытании сильно 
потеряли в противовирусной активности по срав-
нению с соединениями II и IV. Соединения V и VI 
были малоактивны в профилактической схеме 
введения. В схемах одномоментного внесения со-
единения и вируса и при введении соединения че-
рез 18 ч после заражения ИД50 для соединения V 
составила 0,0125 мМ, а для соединения VI –  менее 
0,025 мМ. Поскольку ЦТ50 соединения VI состави-
ла 0,05 мМ, химико-терапевтический индекс будет 
очень мал.  
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Таблица. Противовирусные свойства соединений в отношении инфекции, 
вызванной высокопатогенным штаммом вируса гриппа А/H5N1 

Схема введения 
соединения Номер соединения 

Концентрация соединений (мМ) / % погибших клеток 

0,05 0,025 0,0125 0,0062 0,0031 0,0015 0,00075 К.в. 

18 ч до зараже-
ния 

I ЦТ100 0 0 0 0 0 100 100 

II ЦТ100 0 0 0 0 0 100 100 

III ЦТ100 0 0 0 0 0 100 100 

IV ЦТ100 0 0 0 0 0 100 100 

V ЦТ100 0 100 100 70 70 100 100 

VI ЦТ50 0 100 100 100 100 100 100 

В момент зара-
жения 

I 0 0 0 0 0 0 100 100 

II ЦТ50 0 0 0 0 0 100 100 

III 0 0 0 0 0 0 100 100 

IV ЦТ100 0 0 50 50 50 100 100 

V ЦТ50 0 50 50 80 75 100 100 

VI 0 0 100 100 100 100 100 100 

Через 18 ч после 
заражения 

I 0 0 0 0 0 0 100 100 

II 0 0 0 0 0 0 100 100 

III 0 0 0 0 0 0 50 100 

IV 0 0 0 50 100 100 100 100 

V 0 0 50 50 80 75 100 100 

VI 0 0 100 100 100 100 100 100 

П р и м е ч а н и е :  К.в. – контроль вируса (без соединений); ЦТ100 – цитотоксическая концентрация, при которой наступает 
100%-ная гибель клеток от действия соединения; ЦТ50 – цитотоксическая концентрация, при которой погибает 50% монослоя 
клеток.  

ВЫВОДЫ 
1. Предложенный способ присоединения функ-

циональных групп к молекуле 2-норборнан-
уксусной кислоты открывает новые пути для 
создания эффективных препаратов прямого 
действия. При появлении новых генотипов ви-
руса гриппа А со структурно измененными 
белками вируса позволит быстро, а главное 
синтетически и экономически доступно вно-
сить изменения в имеющееся 2-норборнан-
производное для преодоления резистентности.  

2. Предлагаемые соединения аминокислот с 2-
норборнануксусной кислотой ввиду их значи-
тельной активности и низкой токсичности мо-
гут претендовать на модель для создания новых
противовирусных препаратов на их основе.
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Viroporin M2 is vital to the influenza virus for infection of the cell. It is an ion channel built into the viral envelope that selective-
ly conducts protons from the cell through the interior of the virus. At a certain acidity value of the medium, the protein M2 is activated 
and begins to pump protons, lowering the pH inside the virus particle and thereby causing its decay. Thus, the genetic material of the 
virus is released into the cytoplasm of the host cell. Channel M2 is the target on which the action of preparations of the adamantane 
(rimantadine and amantadine) is directed. In recent years, due to the mutational substitution of serine at position 31 for asparagine 
(S31N) in the M2 channel protein, circulating influenza viruses have become resistant to adamantane drugs and their use for treat-
ment and prevention is ineffective. 

There are all reasons to believe that synthetic derivatives of 2-norbornane acetic acid with amino acid residues and peptides can 
claim a model for the creation of new antiviral drugs as structural analogues of aminoadamantanes. Synthesized compounds have an-
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ti-influenza activity and act on strains of influenza A virus, resistant to the action of rimantadine and amantadine. 
The compounds of the invention inhibit the reproduction of pathogenic influenza virus strains A / IIV-Orenburg / 83/2012 (H1N1) 
pdm09 and A / H5N1, with a number of compounds having a less toxic effect on the monolayer of MDCK and Vero-E6 cells than 
rimantadine. Synthesis and biological properties of compounds that are derivatives of 2-norbornane acetic acid are presented in the 
article: 

• 2-norbornyl acetycarboxylic acid ethyl ester ((ethyl {[(bicyclo [2.2.1] hept-2-ene) acetyl] amino} acetate);
• 2-norbornyl acetycarboxy-histidine methyl ester ((methyl-2 - {[(bicyclo [2.2.1] hept-2-yl) acetyl] amino} -3- (1H-imidazol-4-

yl) proponoate); 
• 2-norbornylcarboxy-tryptophan methyl ester (methyl-3- (1H-indol-3-yl) -2 - [(3- (bicyclo [2.2.1] hept-2-yl) acetyl) amino]

propanoate); 
• 2-norbornylcarboxy-glycyl-histidine methyl ester (methyl-3- (1H-imidazol-4-yl) -2- ({[(3- (bicyclo [2.2.1] hept-2-yl) acetyl)

amino] acetyl} amino) propanoate); 
• 2-norbornylcarboxy-glycyl-tryptophan methyl ester (methyl-3- (1H-indol-3-yl) -2- ({[(3- (bicyclo [2.2.1] hept-2-yl) acetyl)

amino] acetyl} amino) propanoate). 
These compounds can be used to create new drugs against the influenza A virus, using either as an individual drug or as an ac-

tive ingredient in the formulation. 
Key words: influenza virus A/H5N1, amino acid derivatives, peptides, 2-norbornaneacetic acid, antiviral activity. 
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