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РЕФЕРАТ

Есеп 140 беттен, 19 суреттен, 159 сілтемеден, 3 қосымшадан тұрады.

МУЛЬТИФЕРМЕНТТІК БИОСЕНСОРЛАР, ПОЛИМЕРЛІК НАНОМАТЕРИАЛ, КАПСУЛАЛАНҒАН ФЕРМЕНТТЕР, МИКРОКАПСУЛАЛАР, МИКРОҰЯЛЫ ПОЛИЭЛЕКТРОЛИТТІ ЖАБЫН, МИКРОРЕАКТОРЛАР
Зерттеудің нысаны: бір ферментті микрокапсулалар, екі ферментті микрокапсулалар, полимерлі қабаттар мен ферментті микрокапсулалардың комбинациясынан тұратын, жаңа полимерлі ферментті және мультиферментті жабынды құрайтын биосенсорлық датчиктер.
Жобаның осы кезеңінің мақсаты: биологиялық сұйықтықтардың метаболиттерін анықтау үшін полиэлектролиттер қабаттарының арасында орналасқан ферментті микрокапсулалар негізінде дайындалған мультиферментті жүйені дайындау технологиясын әзірлеу.
Әдістер: кальций карбонатты құрамды қабықты бөлшектер алу; ферментті полиэлектролитті микрокапсулаларды алу.
Жұмыс нәтижелері және жаңашылдығы:
Жобаны орындаудың осы кезеңінде полиэлектролитті капсулаларға және уреаз ферменттері мен желкек пероксидазына енгізілген тиісті субстраттарды анықтау қабілетін зерттеу бойынша бірінші кезеңде орындалған зерттеулер жалғастырылды. Амперометриялық әдіспен глюкозооксидаза ферментін зерттеу жүргізілді. Әлемдік тәжірибеде алғаш рет бір микрокапсулада глюкозооксидаз және желкек пероксидазы ферменттерінің булары бірге инкапсурленген зерттеулер жүргізілді. Глюкоза оксидазасы - желкек пероксидазасының жұбын қамтамасыз ететін конъюгацияланған каталитикалық реакцияны қолдану арқылы глюкозаны спектрофотометриялық әдіспен өлшеудің негізгі мүмкіндігі көрсетілген.
Жоба нәтижелерінің мақсаты және қолданылу саласы
Жүргізілген зерттеулер қолданбалы мәнге ие, себебі болашақта ферментті микрокапсулаларды иммобилизациялау бойынша әзірленетін технологияның негізгі мақсаты сұйықтықтағы әртүрлі заттардың биосенсорлық анализатор-құрылғыларын басқаруда арзан, портативті, жеңіл кең спектр үшін ферментті сенсорлық датчиктерді құру болып табылады. Биосенсорларға қажеттілік әлемде жыл сайын денсаулық сақтау, экологиялық қауіпсіздік, тамақ өнеркәсібі, ауыл шаруашылығы сияқты салаларда өсуде.


РЕФЕРАТ

Отчет содержит 140 страниц, 19 рисунков, 159 источников, 3 приложений.

МУЛЬТИФЕРМЕНТНЫЕ БИОСЕНСОРЫ, ПОЛИМЕРНЫЙ НАНОМАТЕРИАЛ, ИНКАПСУЛИРОВАННЫЕ ФЕРМЕНТЫ, МИКРОКАПСУЛЫ, МИКРОЯЧЕИСТОЕ ПОЛИЭЛЕКТРОЛИТНОЕ ПОКРЫТИЕ, МИКРОРЕАКТОРЫ
Объектом исследования являлись: микрокапсулы с одним ферментом микрокапсулы с двумя ферментами, биосенсорные датчики, представляющие собой комбинацию полимерных слоев и микрокапсул с ферментами и образующие новое полимерное ферментное и мультиферментное покрытие. 
Целью данной работы стало изучение каталитической активности мультиферментной системы глюкозооксидаза-пероксидаза хрена для определения глюкозы с использованием микрореакторов на основе инкапсулированных ферментов.
Методы: получение составных кальций карбонатных коровых частиц; получение полиэлектролитных микрокапсул с ферментами; изготовление ферментсодержащих полимерных покрытий. 
Результаты работы и их новизна:
На данном этапе выполнения проекта были продолжены выполненные на первом этапе исследования по изучению способности детектировать соответствующие субстраты, включенных в полиэлектролитные капсулы и полимерное микроячеистое покрытие ферментов уреаза и пероксидаза хрена. Амперометрическим методом были проведены исследования фермента глюкозооксидаза. Показана принципиальная возможность измерения глюкозы спектрофотометрическим методом с использованием сопряженной каталитической реакции, обеспечивающей парой глюкозооксидаза – пероксидаза хрена. 
Назначение и область применения результатов проекта
Проводимые исследования имеют прикладное значение, поскольку, в перспективе, основной целью разрабатываемой технологии по иммобилизации микрокапсул с ферментами является создание ферментных сенсорных датчиков для широкого спектра дешевых, портативных, легких в управлении биосенсорных устройств-анализаторов различных веществ в жидкостях. Потребность в биосенсорах неуклонно растет в мире с каждым годом в таких сферах как здравоохранение, экологическая безопасность, пищевая промышленность, сельское хозяйство. 
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ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ
В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения 

	CNT
	-
	carbon nanotubes - карбоновые нанотрубки

	CS 
	-
	chitosan - хитозан

	GA 
	-
	галактозооксидаза

	GCE 
	-
	стеклоуглеродный электрод

	GDH 
	-
	глицеролдегидрогеназа

	GPTMS 
	-
	γ-glycidoxypropyltrimethoxysiloxane

	Ig 
	-
	ИГ - иммуноглобулин

	L 
	-
	лактаза

	LbL 
	-
	layer by layer technique – послойная электростатическая самосборка

	PANIG 
	-
	glutaraldehyde modified polyaniline - глутаральдегид модицифированный полианилин

	PPy 
	-
	polypyrrole – полипиррол

	PQQ 
	-
	пирролохинолинхинон

	SWNT 
	-
	одностенные углеродные нанотрубки

	АТФ 
	-
	аденозинтрифосфат

	БуХЭ 
	-
	бутирилхолинэстераза

	ГОД 
	-
	глюкозооксидаза

	ДАФ 
	-
	диафораза

	М 
	-
	мутаротаза

	МИП 
	-
	молекулярно-импритированные полимеры

	МПА 
	-
	меркаптопропионовая кислота

	НАДФ 
	-
	никотинамидадениндинуклеотидфосфат

	ПАА 
	-
	полиалиламин

	ПДАДМА
	-
	хлорид полидиаллилдиметиламмония

	ПСС 
	-
	полистиролсульфонат

	ПХ 
	-
	пероксидаза хрена

	ПЭИ 
	-
	полиэтиленэмин

	ПЭК 
	-
	полиэлектролитные комплексы

	ТТФ 
	-
	тетратиафульвалин

	ЭДТА 
	-
	этилендиаминтетрауксусная кислота














ВВЕДЕНИЕ

По результатам научно-исследовательской работы были подготовлены два промежуточных отчета: 
[bookmark: _GoBack]1. Разработка мультиферментных биосенсоров на основе полимерного наноматериала. Изготовление экспериментального образца прибора-анализатора с полимерными ферментными сенсорами для определения двух метаболитов в биологических жидкостях. Инвентарный номер – 0218РК00897.
2. Разработка мультиферментных биосенсоров на основе полимерного наноматериала. Изготовление экспериментального образца прибора-анализатора с полимерными ферментными сенсорами для определения двух метаболитов в биологических жидкостях. Инвентарный номер – 0219РК00745.
В настоящее время разработаны биосенсоры с использованием одного, двух или даже нескольких ферментов, иммобилизованных на поверхности электрода, но на текущий момент таких работ сравнительно мало, еще меньше известно работ по применению каскадных реакций, катализируемых иммобилизованными мультиферментными системами из-за сложности изготовления мультиферментных сенсоров: с каждым ферментом требуется работать индивидуально. Например, при химической иммобилизации каждый фермент нужно модифицировать и прикреплять к подложке, при физической иммобилизации время ответа может быть довольно долгим. Следовательно, изготовление мультиферментного сенсора является сложной задачей, решение которой, в свою очередь, откроет новый спектр клинических и фармацевтических применений.
Целью данной работы стало изучение каталитической активности мультиферментной системы глюкозооксидаза-пероксидаза хрена для определения глюкозы с использованием микрореакторов на основе инкапсулированных ферментов.
Для достижения намеченной цели были поставлены следующие задачи:
Изготовить полиферментные биосенсорные системы на основе полиэлектролитных микрокапсул, которые могут обеспечивать прохождение сопряженных каталитических реакций (каскадных реакций) на примере глюкозооксидазы и пероксидазы хрена.
Изучить возможности определения физиологических концентраций субстратов с помощью мультиферментной системы глюкозооксидаза-пероксидаза хрена.
Проанализировать стабильность рабочих характеристик глюкозооксидазы, заключенной в полиэлектролитные микрокапсулы. 



ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЕТА О НИР

1 Мультиферментные комплексы и полимеры в электрохимических биосенсорах

Биосенсоры относят к разновидностям химических сенсоров, в которых система распознавания имеет биохимическую природу и использует реакции индивидуальных биомолекул (фермент либо группа ферментов), или биологических надмолекулярных структур, находящихся в прямом пространственном контакте с преобразователем [1]. В соответствии с IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), биосенсор – самостоятельное интегрированное устройство биорецептор/трансдьюсер, предназначенный для получения селективной количественной или полуколичественной аналитической информации с использованием биораспознающего элемента [2]. Применение биосенсоров приобрело огромную важность в сферах разработки лекарственных препаратов, биомедицины, стандартов продовольственной безопасности, обороны, безопасности и мониторинга качества окружающей среды. 
При создании биосенсоров используются детекторы, позволяющие преобразовывать [трансдьюсер] сигнал распознавания в физические или химические процессы, которые могут быть зарегистрированы специализированными детекторами, предназначенными для преобразования регистрируемых изменений в электрический ток (рисунок 1). От преобразователя сигнал поступает в электронный блок (потенциостат) для его усиления и передачи в электронное устройство считывания и обработки данных анализа (компьютер).
[image: биосенсор]
Рисунок 1 – Блок-схема принципа работы биосенсоров

Подавляющее число работ, посвященных созданию биосенсоров, посвящено электрохимическим методам регистрации сигнала, в частности, это - потенциометрия и амперометрия. Они просты в конструкции, обладают возможностью миниатюризации, надежны в измерении, характеризуются низкими пределами обнаружения и малыми операционными обьемами, что особенно важно при анализе биологических проб [3, 4]. Кроме того, большое внимание уделено разработкам ферментных биосенсоров, так как они удобны для использования в сенсорах, как специфичные и чувствительные биорецепторы в определении концентрации широкого круга субстратов. 
С момента демонстрации первого ферментного биосенсора – биосенсора для определения глюкозы [5], эта область значительно расширилась и большие усилия были направлены на исследования по увеличению их эффективности и широкого применения в диагностических целях. Биосенсоры глюкозы преобладают на сегодняшнем рынке этих устройств, и является основным диагностическим критерием диабета [6], поскольку эта болезнь наиболее распространена в мире. Сахарный диабет стал прогрессирующим заболеванием за последние годы, что и определило широкое применение на практике сенсоров на глюкозу. Краткая история биосенсоров, основные принципы работы, требования к аналитическим характеристикам и нынешний статус биосенсоров глюкозы, а также оценка их надежности тестирования в клинической практике рассматривается в статье [7]. 
Ключевой элемент любого биосенсора — поверхность с биоэлементом (биорецептор (рисунок 1)), которая с чем-то взаимодействует - это часть датчика, который обнаруживает определенный аналит. В этом качестве служат, в частности, антитела, аптамеры, молекулярные импринтированные полимеры (MIP), ферменты.
Антитела (иммуноглобулины, ИГ, Ig) — белковые соединения плазмы крови, образующиеся в ответ на введение в организм человека или теплокровных животных бактерий, вирусов, белковых токсинов и других антигенов. Антитела широко используются в биосенсорах и в других иммуноанализах из-за наличия антител против широкого спектра мишеней. Две тяжелые цепи находятся внутри молекулы, две легкие – снаружи. Все они сшиты друг с другом дисульфидными мостиками (S-S). Изотипы антител – димеры (IgA) и пентамеры (IgM) (рисунок 2).
[image: антитело]
Рисунок 2 – Схема строения антитела

Методы, которые исследователи использовали для разработки высокоспецифичных и чувствительных биосенсоров на основе рекомбинантных антител для обнаружения антигенов в простых или сложных биологических образцах, описаны в обзоре [8].  
Аптамер – олигонуклеотидные или пептидные молекулы, специфически связывающиеся с определёнными молекулами-мишенями (рисунок 3).
[image: https://www.hindawi.com/journals/bmri/2014/540451.fig.004a.jpg]
Рисунок 3 – Аптамеры нуклеиновых кислот: инструменты исследования в диагностике заболеваний

Недавно разработанным аптасенсорам для обнаружения антибиотиков, таких как β-лактамы, аминогликозиды, антрациклины, хлорамфеникол, (фтор) хинолоны, линкозамид, тетрациклины и сульфонамиды посвящен обзор [9]. 
Молекулярно импринтированные полимеры (MIP) - биоэлемент, который синтезируется при полимеризации мономеров вокруг мишени и могут быть разделены, оставляя отпечаток, улавливающие мишень с высокой специфичностью. Они имитируют сайты связывания антител, заменяя аминокислотные каркасы белков синтетическими полимерами (рисунок 4).
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Рисунок 4 – Упрощенный рабочий процесс получения молекулярно отпечатанных полимеров (MIP)

Концепция полностью синтетического так называемого молекулярно отпечатанного полимера были реализованы Вульфом и Мосбахом [10, 11]. В обзоре [12] представлены последние результаты, основные тенденции и перспективы электросинтезированных протеиновых MIP для химического зондирования. По сравнению с антителами и аптамерами, MIP были разработаны только для ограниченного спектра белков, и почти половина опубликованных работ по-прежнему использует гемоглобин, сывороточные альбумины и авидин в качестве модельных шаблонов.
Первый молекулярно импринтированные полимеры для распознавания диагностически значимого фермента бутирилхолинэстеразы (BuChE) представлены в работе [13]. MIP готовили с использованием электрополимеризации функционального мономера о-фенилендиамина и наносили в виде тонкой пленки на стеклоуглеродный электрод окислительной потенциодинамической полимеризацией.
Ферменты – это белковые молекулы, синтезируюемые живыми клетками, являются биологическими катализаторами химических реакций (рисунок 5). Высокая специфичность фермента для его мишени делает его очень привлекательным для применений биосенсора. Соединение ферментов с электрохимическими сенсорами позволяет легко определять метаболиты, лекарственные препараты, антигены и антитела.
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Рисунок 5 – Строение фермента

Обзор последних достижений в разработке биосенсоров, использующих ингибирование холинэстераз, фотосинтетической системы II, щелочной фосфатазы, цитохрома P450A1, пероксидазы, тирозиназы, лакказы, уреазы и альдегиддегидрогеназы, представлен в статье [14].
Стабильное прикрепление фермента к поверхности преобразователя является наиболее важным этапом в создании биосенсора, и это привело к решению нескольких проблем, таких как потеря фермента, сохранение стабильности фермента и срок годности биосенсора. Иммобилизация фермента может обеспечить сокращение времени ферментативного ответа и предлагать одноразовые устройства, которые можно легко использовать в стационарных или проточных системах. Каждый метод иммобилизации имеет свои преимущества и недостатки, причем выбор применимого метода зависит от природы фермента, датчика и режима обнаружения [15]. Наиболее часто используемые методы иммобилизации включают адсорбцию, физический захват, микроинкапсулирование, ковалентное связывание и сшивание (рисунок 6).
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Рисунок 6 – Методы иммобилизации ферментов

1.1 Мультиферментные комплексы в биосенсорах

Исследования направленные на повышение эффективности биосенсоров тесно связаны с задачами повышение чувствительности, селективности и расширения диапазона анализируемых веществ, которые могут быть определены. Одной из таких задач является введение каскадной мультиферментной реакции в биосенсоры.  В биологии широко распространены каскады ферментативных реакций, которые состоят из нескольких однотипных ферментативных стадий, а субстратом на каждой стадии является белок, который в результате реакции превращается в активный фермент. Этот фермент, в свою очередь, использует другой белок в качестве субстрата, превращая его в активный фермент [16], и так несколько раз, что ускоряет протекание реакций. Использование двух и более ферментов в биосенсоре увеличивает чувствительность и точность измерения и, кроме того, расширяет диапазон применения, который является типичным ограничением для биосенсоров на основе одного фермента. В некоторых случаях, биосенсоры основанные на одном ферменте не могут быть применены для обнаружения аналита. Так например, триглицериды в образце сыворотки могут быть определены электрохимически основываясь только на трехферментной каскадной реакции [17] потому что нет фермента, который мог бы непосредственно окислять аналиты и производить электроактивные вещества.
Проблема создания мультиферментных систем и биореакторов, наиболее сложная тема для исследователей в биосенсорных технологиях. Использование ферментных каскадных реакций в биосенсорах подробно рассмотрены в обзорах [18, 19], а возможность введения каскадных мультиферментных модифицированных электродов, которые последовательно связывают биоэлектрокаталитическую активность различных ферментов рассмотрена в работе [20].
Электрохимические и оптические биосенсоры являются основными технологическими компонентами при разработке качественных биосенсоров. В большинстве разработках мультиферментных биосенсоров с применением каскадных химических реакциях используются электрохимические методы измерения сигнала [21, 22].
Основной принцип работы мультиферментных электрохимических биосенсоров базируется на каскадных мультиферферментных реакциях содержащих пары редокс и нередокс ферментов, способных превращать аналиты в определенную форму, которая может быть окислена следующей реакцией редокс фермента [21]. В качестве нередокс фермента для реакции превращения аналита могут использоваться любые возможные ферменты, такие как киназа, трансфераза, инвертаза и гидролаза. Ниже приведены примеры некоторых разработок биосенсоров с использованием 2-х и более ферментов.

1.1.1 Биосенсоры с двумя ферментами
Первая искусственная биферментная система, включающая ковалентно связанные с полимерным носителем иммобилизованные ферменты — гексокиназу и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназу, была создана в 1970 г. К. Мосбахом [23]. Полимерами, использованными в качестве матриц, были Сефароза 4B и сополимер акриламид-акриловой кислоты. Ферменты пришивали к матрицам с использованием цианогенбромида и водорастворимого карбодиимида соответственно. Ферментативную активность двухферментной системы, связанной с матрицей, определяли в связанном тесте после добавления глюкозы, АТФ и НАДФ. Было продемонстрировано, что использование двухферментной системы гексокиназа-глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа, ковалентно связанную с полимерной матрицей, повышает эффективность такой пространственно концентрированной ферментной системы по сравнению с соответствующей системой с ферментами, находящимися в растворе в свободном виде. 
С использованием биферментных систем оксидазы/пероксидазы были сконструированы амперометрические биосенсоры для глюкозы, этанола и биогенных аминов (путресцина) [24]. Все разработанные биосенсоры были основаны на окислительно-восстановительных гидрогелях, образованных оксидазами (глюкозооксидаза, алкогольная оксидаза или аминоксидаза), а также очищенной печеночной кислотой сладкого картофеля (SPP), сшитой с окислительно-восстановительным полимером с пероксидазой хрена (HRP). Электроды на основе SPP показали более высокую чувствительность и лучший предел обнаружения для путресцина, чем те, которые используют пероксидазу хрена (HRP), а также показали, что они сохраняют свою активность в органической фазе намного лучше, чем на основе HRP. 
Две различные конфигурации биосенсоров: одна на основе глицеролдегидрогеназы/диафоразы (GDH/ДАФ) и другая с использованием глицеринкиназы/глицерол-3-фосфат оксидазы/пероксидазы (GK/GPOx/HRP) для определения глицерола, представлена в работе [25]. Обе ферментные системы были иммобилизованы вместе с медиатором тетратиафульвалином (ТТФ) на 3-меркаптопропионовой кислоте (МПА) самосборным монослоем, модифицированным золотым электродом с использованием диализной мембраны. Электрохимическое окисление ТТФ при +150 мВ (против Ag/AgCl) и снижение ТТФ(+) при 0 мВ были использованы для мониторинга ферментных реакций соответственно для биэнзимной и триэнзимной конфигураций. Для каждой конфигурации оптимизированы экспериментальные переменные, касающиеся как состава биосенсоров, так и условий работы. В обоих случаях была получена хорошая повторяемость измерений без потребности чистки биосенсоров. Биосенсоры показали большую чувствительность в анализе вин и применялись для определения глицерола в 12 различных винах.
Биосенсор пероксидазы хрена (HRP) и глюкозооксидазы (GOD) был сконструирован [26] путем образования in situ органико-неорганической биокомпозитной пленки на основе одностадийного электроосаждения и ковалентно-связанного золь-гель процесса. Электроосаждение проводилось в растворе, содержащем функциональный неорганический предшественник, обладающий эпоксидными группами, γ- glycidoxypropyltrimethoxysiloxane  (GPTMS), биополимером хитозана (CS), HRP и GOD. Золь-гель процесс с ковалентной связью был образован самогидролизом и самоконденсацией GPTMS с последующим ковалентным сшиванием in-situ CS, HRP и GOD посредством реакции между аминогруппами и эпоксидными группами. Разработанный биферментный биосенсор обладал высокой стабильностью в кислотном растворе благодаря ковалентно-связанной органико-неорганической гибридизации. По сравнению с негибридным электродом HRP-GOD / CS / Au, биферментный биосенсор HRP-GOD / GPTMS / CS / Au показал улучшенную чувствительность и более широкий линейный диапазон для определения глюкозы. Линейный отклик разработанного биосенсора HRP-GOD / GPTMS / CS / Au для определения глюкозы варьировался от 1 до 351 мкмоль / л с пределом обнаружения 0,3 мкмоль / л.
Для обнаружения фосфористых и фторид-ионов использовалась мультиферментная биосенсорная система [27] в которой исследованы влияние концентрации и константы скорости реакции ингибитора с двумя ферментами в динамическом режиме. Изучены стационарные показатели работы системы мультиферментных ингибиторов, выполняющих гидролиз глюкозо-6-фосфатов в различных условиях. Обсуждается влияние параметров внутреннего массопереноса и кинетических параметров ингибитора.

1.1.2 Биосенсоры с тремя и более ферментами
Трехферментная система в биосенсорах впервые была предложена авторами работы [28], которая как предполагали,  позволит наблюдать эффект кумулятивной эффективности. Исследованная система выглядела следующим образом: бета-галактозидаза — гексокиназа — глюкоза-6-фосфатдегидрогеназа с реагентами заимствовано с изменениями из [28] (рисунок 7).
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Рисунок 7 – Схематичное изображение матрикс-связанной трехферментной системы 

Фермент бета-галактозидаза была выбрана потому, что она катализирует реакцию, непосредственно предшествующую той, которая уже изучена с использованием двухферментной последовательности Мосбахом [23]. Три фермента были поверхностно связаны с укрепленной поперечно-связанной матрицей, процедура сопряжения которой описана в статье [29].  Было показано, что кинетическое поведение связанной с матрицей трехферментной системы по сравнению с аналогичной системой, состоящей из трех несвязанных и находящихся в растворе ферментов β-галактозидаза, гексокиназа и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа, была выше до достижения устойчивого состояния. 
Более высокая эффективность, чем у соответствующей растворимой системы, была также обнаружена, когда были задействованы только два фермента. Но в трехферментной системе, связанные с матрицей, увеличение эффективности было еще более выраженным, что указывало на совокупный эффект. В настоящее время известно несколько десятков иммобилизованных полиферментных систем, состоящих из двух, трех, четырех и более ферментов. Эффективность таких комплексов намного выше, чем у свободных ферментов, за счет локального концентрирования субстрата около второго и всех последующих ферментов, входящих в систему. 
Недавно была предложена трехферментная система, состоящая из холинкиназы / холиноксидазы / HRP, для быстрого и специфического обнаружения секреторной фосфолипазы группы 2-IIA, биомаркера бактериальной сепсисной инфекции  [30]. Поверхность амперометрического сенсора была модифицирована композитом на основе холинкиназы / холиноксидазы / HRP-связанного акрилового шарика / наночастиц золота, прикрепленного к угольному электроду. Линейный диапазон обнаружения и предел обнаружения датчика составляли 0,01–100 нг / мл и 5 × 10–3 нг / мл соответственно.
Возможность совместного инкапсулирования ферментов, например, лактатоксидазы, пероксидазы и глюкозооксидазы, с чувствительными красителями к сенсорным капсулам микронного размера продемонстрирована авторами работы [31]. Ферменты находились во внутренней части капсулы, в то время как флуоресцентные красители встраивались в оболочки микрокапсул полиэлектролита с помощью электростатических и гидрофобных взаимодействий с полиэлектролитемными многослойными оболочками. Были изготовлены химические и биосенсоры для обнаружения кислорода, глюкозы и лактата, используя одну капсулу в качестве чувствительного объекта. Калибровка сенсорных капсул показала, что миллимолярные концентрации глюкозы и лактата легко контролируются с помощью флуоресценции. Таким образом, совместная инкапсуляция фермента и флуоресцентного красителя, позволяющая оптический мониторинг биологически важных метаболитов в одной микрокапсуле, является уникальной системой для исследования биологическая микросреда и служит в реальном времени репортерами изменений концентрации. 
Трехэлектродный амперометрический биосенсор для обнаружения двух различных сахаридов (лактозы и глюкозы) в водных растворах описан в работе [32]. Глюкозооксидаза и β-галактозидаза (β-Гал) были ко-иммобилизованы в графитовый рабочий электрод  посредством ковалентных связей. Исследована реакция биосенсора в зависимости от относительной концентрации двух иммобилизованных ферментов и определены наилучшие условия работы путем измерения чувствительности и линейного диапазона реакции. В частности,  лактозный биосенсор показывал линейный диапазон до 0,010 мM и предел обнаружения (LOD) и чувствительность, равную 0,001 мM и 850 ± 81 мкА/мМ соответственно. Для глюкозы, значения вышеупомянутых параметров равны 0,015 мМ для линейного диапазона, 0,001 мМ для LOD и 505 ± 55 мкА/мМ для чувствительности. Рабочие параметры  биосенсоров были  значимы по сравнению с другими биосенсорами, разработанными для определения концентрации двух сахаридов, исследованных в  работе. В частности, низкие (LOD) и высокие чувствительности получены для лактозы и глюкозы.  Биосенсор был испытан на  реальных  образцах - фруктовые соки, обезжиренное молоко, и сыворотка.
Еще один амперометрический биосенсор, основанный на трех ферментах для определения лизина, как показателя пищевого качества фармацевтических составов и образцов пищевых продуктов, был представлен в работе Бока и др. [33]. В своем исследовании ферменты, включая лизиндекарбоксилазу  из Bacterium cadaveris, диаминоксидазу из Pisum sativum и HRP, были совместно иммобилизованы на поверхности графитового электрода с окислительно-восстановительным полимером осмия. Датчик лизина обеспечивал линейный диапазон детектирования от 0,005 до 0,500 мМ и показал селективное определение лизина в фармацевтических продуктах и продуктах питания. 
Четыре фермента (лактаза (L), глюкозооксидаза (G), мутаротаза (M) и галактозооксидаза (Ga)) были соответствующим образом объединены с образованием уни- (Ga), ди- (LG, LGa), три- (LMG, LGGa) ) и тетра- (LMGGa) ферментные системы [34]. Было сформировано шесть различных лактозных электродов, основанных на комбинациях четырех ферментов, и лактозу определяли амперометрически, контролируя образование перекиси водорода. Среди шести электродов трехферментный электрод, LMG, был доминирующим с точки зрения реакции на лактозу, с линейным диапазоном 3 × 10-6–2 × 10-3 М, несмотря на то, что трехферментный электрод LGGa и тетраферментный электрод LMGGa показал двукратное увеличение чувствительности по сравнению с LMG. Следует отметить, что биосенсор на основе электродов MG демонстрировал хорошую стабильность при хранении в течение восьми месяцев при 4 ° C, учитывая, что повышение долговременной стабильности и активности мембран иммобилизованных ферментов важно для всех практических целей биосенсоров на основе ферментов.
Значения и преимущества мультиферментных биосенсоров на основе каскадных ферментативных реакций понятны и расширение  линейки таких устройств очень важны и может быть достигнуто путем интеграции большего количества ферментов в чувствительный слой [35, 36]. Однако, с увеличением числа ферментов участвующих в каскадной ферментативной реакции, сенсор становится очень чувствительным к помехам и нарушениям, вызванным различными факторами, влияющими на каждый из ферментов. В последние годы разработано большое количество биосенсоров, которые способны обеспечить требования к чувствительности и селективности, связанные с практическим применением, но этого еще недостаточно для промышленного производства и коммерциализации. Сложные процессы сборки датчиков, дорогие материалы, возможные нежелательные свойства и отсутствие стабильности при хранении являются некоторыми ограничивающими факторами, препятствующими их массовому производству.
 Понимание механизмов ферментативных реакций является  важным фактором в разработке эффективных биосенсоров, а выбор подходящих ферментных пар - это отправная точка для исследования биосенсоров, основанных на мультиферментных реакциях. 
Технологии применяемые в разработках биосенсоров, основанных на использовании редокс-ферментов, являются одной из наиболее быстро развивающихся областей аналитической химии, что связано с их высокоой селективностью, чувствительностью, быстротой и надежностью измерения, компактностью и сравнительно невысокой ценой [37]. В кратком обзоре [38] представлены работы по исследованиям и  разработкам мультиферментных биосенсоров для определения холестерина, креатинина, триглицеридов, метилсалицилатов и других важных метаболитов за последние 10 лет. Ниже приводятся некоторые работы по исследованиям, разработкам и принципам работы ацетилхолиновых мультиферментных биосенсоров.

1.1.3 Ацетилхолиновые биосенсоры
Холинэстеразы (ChE) представляют собой семейство ферментов, которые катализируют гидролиз сложных эфиров на основе холина, из которых некоторые служат в качестве нейротрансмиттеров и принадлежат к семейству эстераза / липаза в суперсемействе α / β-гидролаз [39, 40] и имеют решающее значение в таких областях как нейробиология, фармакология и токсикология [41]. Ацетилхолин (ACh) и холин (Ch) являются важными нейроактивными молекулами, однако обнаружение этих веществ in vivo представляет значительные аналитические проблемы. Электрохимическое определение сложных эфиров холинэстеразы и тиохолина [42] дало толчок к появлению электрохимических датчиков холинэстеразы. Первый биосенсор, основанный на ингибировании холинэстеразы, был для определения фосфорорганических соединений [43] и с тех пор разработано большое их количество на основе ChE для определения различных веществ, в том числе нервные агенты и пестициды. Общим недостатком биосенсоров ChE является необратимый характер ингибирования, вызванного токсическими агентами в ходе анализа. 
Электрохимический анализ является одним из наиболее широко применяемых методов обнаружения в биосенсорных системах, в том числе и в биосенсорах холинэстеразы, которые можно разделить на две группы: (1) моноферментный с использованием в качестве элемента биораспознавания только ChE, и (2) биферментный, в котором ChE связан с холиноксидазой (ChOx) [44]. Электрохимические биосенсоры на основе иммобилизованных ChEs используют потенциометрический принцип, когда активность ChE выражается в виде изменения pH среды добавлением природного субстрата ацетилхолина (бутирилхолина), что приводит к выделению уксусной (масляной) кислоты [45]. В работе [46] активность ChE выражали как скорость изменения pH в результате высвобождения уксусной кислоты - продукта гидролиза ацетилхолина (Ach).  Простой электрохимический метод определения активности ChE в плазме человека, эритроцитах и цельной крови [47] был примененим и для обнаружения ингибирования ChE, вызванного карбаматами.

1.1.4 Амперометрические биосенсоры для определения ацетилхолинов и холинов
Амперометрические биосенсоры являются альтернативой потенциометрическим и довольно просты по сравнению с потенциометрическими устройствами. Они обеспечивают линейный выходной сигнал, который зависит от концентрации анализируемого вещества, причем существует два режима оценки активности холинэстеразы – моноферментный, основанный на иммобилизованном AChE (бутерилхолинэстераза) (BChE)) и замене ACh (бутирилхолин (BCh)) альтернативным субстратом ацетилтиохолином (ATCh) или бутирилтиохолином. Произведенный тиохолин (TCh) окисляется до дитиола под действием встроенного напряжения (приблизительно +450 мВ), а ток анодного окисления TCh обратно пропорционален концентрации ингибитора в образце [48; 49]. Механизм этой реакции показан на рисунке 8.
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Рисунок 8 – Механизм амперометрической оценки AChE  с использованием ATCh в качестве субстрата

Для обнаружения фосфорорганических и карбаматных пестицидов, в биосенсоре AChE фермент электроиммобилизовали в толстый проводящий слой полипиррола, который снижал окислительный потенциал тиохолина до +100 мВ и усиливал амперометрический сигнал [50]. Конструкция биосенсора на основе генно-инженерного AChE, который был иммобилизован в нанокомпозите из поливинилового спирта / сплава Fe-Ni [51] позволила снизить приложенный потенциал до +30 мВ по сравнению с Ag / AgCl. Разработанный биосенсор был использован для обнаружения фосмета в оливковом масле.
Второй режим (называемый биферментным) основан на участии ChE обычно с холиноксидазой и амперометрическим преобразователем кислорода или перекиси водорода, в котором ACh гидролизуется AChE до холина (Ch) и уксусной кислоты. Второй фермент - холиноксидаза - участвует в разработке этого биосенсора, который окисляет холин до бетаина и перекиси водорода, что обнаруживается амперометрически [52]. Механизм реакции показан на рисунке 9.
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Рисунок 9 – Механизм амперометрической оценки AChE с использованием ACh в качестве субстрата

Ферментативную активность можно определить с помощью измерения уменьшения кислорода с использованием электрода Кларка [53] или увеличения перекиси водорода [54], которое можно измерять амперометрически с использованием платинового электрода. Амперометрические биосенсоры могут быть использованы для диагностики интоксикации фосфорорганическими соединениями, наблюдая активность холинэстераз крови [49]. Существует несколько аналитов, которые можно анализировать с помощью амперометрического биосенсора холинэстеразы – это пестициды (параоксон, дихлофос, сульфотеп), нервные агенты (зарин, зоман), афлатоксин, новые антихолинергические препараты [55–60]. Для обнаружения нервных агентов в воздухе был использован амперометрический биосенсор с иммобилизованным BChE [61].

1.1.5 Мультиферментные биосенсоры холинэстераз
Амперометрические биосенсоры являются наиболее часто используемыми биосенсорами холинэстеразы, тогда как моноферментативные являются более частыми из-за их более простой конструкции. Биосенсоры на основе холинэстеразы имеют главный недостаток - это невозможность избирательно измерять различные пестициды (как ингибиторы ChE), поскольку они обеспечивают суммарный параметр ингибирования ChE, и нет качественной или количественной информации об отдельных соединениях. Эта проблема была решена применением мультисенсорных систем [62] в которых были соединены два преобразователя: потенциометрический с рН-чувствительным транзистором и кондуктометрический с тонкопленочными встречно-штыревыми электродами. Были использованы три фермента (уреаза, AChE и BChE), которые позволяют одновременно идентифицировать некоторые тяжелые металлы и пестициды.  Результатом гидролиза является потребление мочевины (с уреазой) или производство протона (с AChE или BChE), что вызывает увеличение pH и изменения проводимости на мембранах с последующей возможностью потенциометрического или кондуктометрического обнаружения [63]. 
Мультисенсорные системы обычно объединяются с обработкой данных искусственных нейронных сетей. Кроме того, генетически сконструированные ChEs со специфическими и высокими константами ингибирования для целевых аналитов необходимы для обнаружения мультианалитов, специфичных для соединения [62]. Обычно используется только один фермент, но в некоторых случаях необходимо объединить несколько ферментов для получения многоферментных систем, тогда как все используемые ферменты включены в один и тот же реакционный слой [64, 65]. Амперометрический ацетилхолиновый биосенсор [66] был сконструирован путем ковалентной совместной иммобилизации смеси ацетилхолинэстеразы (AChE) и холиноксидазы (ChO) на нанокомпозит из наночастиц хитозана (CHIT) / покрытого золотом оксида железа (IV). Биосенсор был основан на электрохимическом измерении H2O2, образующегося при окислении холина иммобилизованным ChO, который, в свою очередь, получается при гидролизе ацетилхолина иммобилизованным AChE. Биосенсор показал оптимальный ответ в течение 3 с при + 0,2 В, рН 7,0 и 30 ° С. Электрод имел линейный рабочий диапазон 0,005-400 мкМ с пределом обнаружения 0,005 мкМ для ацетилхолина. Биосенсор измерял содержание ацетилхолина в плазме у практически здоровых людей и людей, страдающих болезнью Альцгеймера, не подвергался воздействию ряда сывороточных веществ, однако терял 50% своей первоначальной активности после его 100 использований в течение 3 месяцев при хранении при 4 ° С.
В последнее время биосенсоры на основе холинэстеразы широко используются для анализа антихолинергических соединений. В первую очередь биосенсоры, основанные на ингибировании ферментов, являются полезными аналитическими инструментами для быстрого скрининга ингибиторов, таких как органофосфаты и карбаматы. В обзоре [67] обобщены наиболее важные факты о биосенсорах на основе холинэстеразы, типы физико-химической трансдукции, стратегии иммобилизации и практические применения. Биосенсоры холинэстеразы могут использоваться для определения пестицидов и нервных агентов, которые является наиболее распространенными соединениями. Ферментативное обнаружение пестицидов главным образом основано на ингибировании ChE. Пестициды относятся к числу наиболее важных загрязнителей окружающей среды из-за их все более широкого использования в сельском хозяйстве. При экспорте и импорте пищевых материалов портативные биосенсоры с быстрым откликом удобны для их быстрого обнаружения [68]. Биосенсоры на основе холинэстеразы были использованы для определения пестицидов в пищевых продуктах [69–74], воде [75, 73, 76] и почве [77].
Биосенсоры холинэстеразы находят применение и в диагностике и лечения некоторых болезней [68], в частности, Ленигк и соавторы использовали амперометрический биосенсор, основанный на иммобилизации AChE и ChOx с использованием гель-ловушки для изучения болезни Альцгеймера [78]. Разработанный амперометрический биосенсор определял ингибирование in vitro ацетилхолинэстеразы, которая была совместно иммобилизована с холиноксидазой на поверхности рабочего электрода трехэлектродной системы с помощью гель-захвата. Датчик был применен для определения значений IC50 двух известных и одного недавно разработанного лекарства от болезни Альцгеймера. Одновременное измерение стандартным фотометрическим методом показал применимость метода для быстрого скрининга лекарств. 
Озтурк и соавторы описал метод фотофизической характеристики флуоресцентных производных оксазол-5-она в ПВХ, которые были использованы для обнаружения ингибитора AChE – донепезила [79]. В амперометрическом биосенсоре для обнаружения неостигмина и донепезила в образцах обогащенной водопроводной воды, AChE и ChOx были иммобилизованы на покрытом сополимером графитовом электроде посредством ковалентного связывания с карбодиимидом [80]. Биосенсоры используются также и для раннего обнаружения боевых отравляющих веществ, особенно нервных газов, таких как зарин, зоман, табун и VX [81]. Детектор жидкостной хроматографии (ЖХ) на основе быстродействующего и чувствительного биферментного амперометрического биосенсора для ацетилхолина (ACh) и холина (Ch) описано в работе [82]. Изготовление детектора состояло из перекрестного сшивания глутаральдегида ацетилхолинэстеразы и холиноксидазы с бычьим сывороточным альбумином на рабочем электроде Pt обычной тонкослойной электрохимической проточной ячейки. Влияние некоторых экспериментальных параметров (например, загрузки фермента, толщины биензимного слоя, скорости потока) на характеристики детектора было изучено с целью оптимизации отклика аналита при минимизации уширения полосы и искажения. Было обнаружено, что подвижная фаза, состоящая из фосфатного буфера (I, 0,1 М; рН 6,5), содержащего 5 мМ гексансульфоната натрия и 10 мМ фосфата тетраметиламмония, дает очень удовлетворительное разрешение и форму пика в ионно-парной ЖК с обращенной фазой. Линейные отклики наблюдались в течение, по меньшей мере, четырех десятилетий, а абсолютные пределы обнаружения (при отношении сигнал / шум 3) составляли 12 и 27 фмоль для Ch и ACh, соответственно. После одного месяца интенсивного использования в системе LC детектор сохранил около 70% своей начальной чувствительности. Потенциал описанного подхода демонстрируется одновременным определением Ch и ACh в гомогенатах тканей мозга крыс.
В работе [83] представлены новые мультиферментные амперометрические биосенсоры с измерением физиологически значимых уровней ACh и Ch in vivo. Поли (m- (1,3) -фенилендиамин) (pmPD), электрополимеризованный на платине-иридиевой проволоке (Pt), служил в качестве матрицы для иммобилизации ферментов. Многоферментный слой, содержащий холиноксидазу (ChOx) и аскорбиновую кислоту оксидазу (AAO) для сенсора Ch или ChOx, ацетилхолинэстеразу (AChE) и AAO для сенсора ACh / Ch, иммобилизовали бычьим сывороточным альбумином путем поперечной сшивки с глутаральдегидом. Энзимные датчики pmPD продемонстрировали повышенную чувствительность, стабильность и селективность по сравнению с теми же мультиферментными системами, иммобилизованными на отлитый в растворителе Nafion и модифицированный ацетатом целлюлозы Pt. Чувствительность датчика была линейной до 100 мкМ Ач или ч. Пределы обнаружения составляли 0,66 ± 0,46 мкМ Ач и 0,33 ± 0,09 мкМ Ч, а время реакции составляло <1 с. Была продемонстрирована селективность в отношении Ch и ACh относительно потенциальных вмешательств и фармакологических агентов, обычно используемых для изучения холинергической физиологии. Была определена зависимость от температуры и pH, а также влияние условий хранения на чувствительность и селективность сенсора. Экзогенный и эндогенный Ch и ACh измеряли в мозге крысы in vivo. 
В цитируемой работе [84] описана конструкция оптического биосенсора, основанного на одновременной иммобилизации ферментов ацетилхолинэстеразы и холиноксидазы для обнаружения остатков пестицидов. Различные виды новых гибридных мембран SiO2 были синтезированы для использования в качестве оптических биосенсоров с использованием золь-гель технологий. Биоактивный компонент сенсора состоял из мультиферментной системы, включающей ацетилхолинэстеразу и холиноксидазу, ковалентно иммобилизованную на новых гибридных мембранах. Датчик демонстрировал линейный отклик на ацетилхолин в диапазоне концентраций 2,5-30 мМ. Графики ингибирования, полученные при тестировании карбаматных (карбофурановых) пестицидов, демонстрировали зависимое от концентрации поведение и демонстрировали линейные профили в диапазонах концентраций между 5 × 10 -8 - 5 × 10 -7 М для карбофурана. Были исследованы факторы, влияющие на построенные оптические биосенсоры.
Новый ацетилхолинэстераза (AChE) / холиноксидаза (ChOx) биферментный амперометрический ацетилхолиновый биосенсор на основе наночастиц золота (AuNP) и многостенных углеродных нанотрубок (MWCNT) был успешно разработан методом самосборки в сочетании золь-гель техники [85].  Важно, что это исследование показало простую и эффективную платформу иммобилизации мультифермента для эффективной иммобилизации на поверхности электрода. Электрохимические биосенсоры на основе ферментов поли (о-фенилендиамин) (PoPD) и ацетилхолинэстеразы (AChE) и холиноксидазы (ChO) были изготовлены [86] на подложке из углеродного волокна (CF). Электрополимеризованный PoPD был использован для уменьшения мешающих веществ. Сборка электродов была завершена нанесением функционализированных углеродных нанотрубок (FCNTs) и Nafion (Naf). Амперометрическое обнаружение ацетилхолина (ACh) и холина (Ch) осуществляли при приложенном потенциале +750 мВ против Ag / AgCl (насыщенный KCl). При pH 7,4 наблюдалось, что конечная сборка Naf-FCNTs / AChE-ChO ((10: 1)) / PoPD / CF (Elip) имеет высокую чувствительность к Ch (6,3 ± 0,3 мкА мМ (-1)) и ACh (5,8 ± 0,3 мкА мМ (-1)), линейный диапазон для Ch (K (M) = 0,52 ± 0,03 мМ) и ACh (K (M) = 0,59 ± 0,07 мМ). 
Многие вещества с антихолинергическим эффектом нашли применение в сельском хозяйстве, медицине, промышленности и в других отраслях. Более того, эти вещества (особенно фосфорорганические соединения) могут быть использованы в военных целях, из-за своей токсичности потенциально опасны для живых организмов. По этой причине важность их раннего выявления и анализа растет и биосенсорам на основе холинэстераз отводится важная роль. Эти аналитические инструменты были применены во многих областях биологических исследований, диагностики, окружающей среды, контроля пищевых продуктов и военной оборонной промышленности. В обзоре [67] представлены различные виды физико-химической трансдукции, методы иммобилизации и практическое применение биосенсоров на основе холинэстеразы.
Мониторинг ацетилхолинэстеразы (AChE) на месте оказания медицинской помощи имеет большое значение при отравлениях пестицидами и диагностике заболеваний. Авторы работы [87] разработали колориметрическую стратегию для быстрого и точного обнаружения AChE на основе совместного катализа с многоферментной системой, состоящей из нанофлаков оксигидроксида кобальта (NOO CoOOH) и оксидазы холина (CHO). В этом датчике AChE каталитически гидролизует ацетилхолин (ACh) с образованием холина, который дополнительно эффективно окисляется CHO с образованием H2O2. В оптимальных условиях разработанный сенсор обладал чувствительным откликом на AChE с пределом обнаружения 33 мкЕ / мл. Кроме того, предложенная платформа была применена для изготовления бумажного датчика для быстрого распознавания AChE путем прямого наблюдения невооруженным глазом. В сочетании со смартфоном и программным обеспечением ImageJ дополнительно были разработаны алгоритм обработки изображений для количественного определения AChE с весьма многообещающими результатами, который подтвердился при применении на месте в клинической диагностике и отравлении пестицидами.
Современный биосенсор ACh обычно содержит два фермента, а именно ацетилхолинэстеразы (AChE) и холиноксидаза (ChOx), функционирующая посредством последовательных биохимических реакций [88, 89]. Использование AChE обеспечивает превращение ацетилхолина в холин (Ch) и ацетат, в то время как ChOx превращает холин в бетаин и H2O2. Перекись водорода является электрохимически активным продуктом, который можно обнаружить с помощью электродов, сконструированных из углеродного волокна, которое обеспечивает биосовместимость и доступность в микрометрических измерениях (7–30 мкм). Биосенсоры на основе углеродных волокон, платины / иридия, стеклоуглерода, мезопористых кремнеземных мембран, нанокристаллов сульфида кадмия, многослойных углеродных нанотрубок и многих других поверхностей преобразователя использовались для обнаружения ацетилхолина [90–92], большинство из которых были разработаны и испытаны в стандартных растворах ацетилхолина.
Новое поколение аналитических инструментов для изучения нейрохимии мозга животных в режиме реального времени - это имплантируемые биодатчики, интегрированные в миниатюрные телеметрические системы, с высокой чувствительностью и специфичный для каждого нейрохимического вида. В обзорной статье [93] суммированы доступные технологии для электрохимического мониторинга in vivo нейротрансмиттеров (дофамин, норэпинефрин, серотонин, ацетилхолин и глутамат), биоэнергетических субстратов (глюкоза, лактат и кислород), нейромодуляторов (аскорбиновая кислота и оксид азота), и экзогенные молекулы, такие как этанол. Среди всех биосенсоров на основе ацетилхолинэстеразы амперометрический биосенсор ацетилхолинэстераза / холиноксидаза (ChOx) особенно эффективен благодаря своей потенциально высокой чувствительности, воспроизводимости и селективности для одновременного определения нейротрансмиттеров in vivo. 
Эти устройства могут использоваться для определения холина и ацетилхолина на месте и были имплантированы в мозг крысы [83]. Ферменты ацетилхолинэстераза и холиноксидаза иммобилизовали на поверхности твердого электрода, такой как платина-иридий (Pt / Ir) [83, 94] (рисунок 10) или углеродные волокна [95]. Слой ацетиленхолинэстеразы / холиноксидазы захватывается на поверхности электрода путем сшивания аминогрупп ферментов глутаральдегидом [83]. Кроме того, в ферментный слой также входит бычий сывороточный альбумин (БСА), который обеспечивает стабилизацию активности фермента в иммобилизованном состоянии.
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Рисунок 10 – Схематическое изображение биосенсора на основе платины, используемого для обнаружения ацетилхолина в мозге животных (АCh) ацетилхолин; ( Ch) холин; (ChOx) холиноксидаза; (AChE) ацетилхолинэстераза

Из большого объема литературы о разработках конфигураций электродов для обнаружения нейротрансмиттеров, пока еще мало работ по измерениям in vivo электродами, вставленными в ткани в качестве диагностических зондов, или для мониторинга состояния заболевания в целом организме. Пока еще существует проблема улучшенния в методах обработки для извлечения максимально возможной информации из этих датчиков, в улучшении селективности и чувствительности этих зондов in vivo. Устранение помех и перекрывающихся сигналов от многих электроактивных молекул в физиологической среде является еще одной проблемой, которая требует лучшего проектирования интерфейса и разработки новых подходов и материалов. Аналогичным образом, изменения уровня кислорода, температуры или pH могут привести к ложным сигналам. Более того, датчики также могут потерять свою чувствительность при работе в биологической системе, которая связана с загрязнением электродов или механическим повреждением активной области. 
Обзоры [96, 97] специально посвящены работам по обнаружению нейротрансмиттеров.
Недавно авторами работы [98] был описан путь синтеза ацетилхолина у одноклеточных эукариот Acanthamoeba sp., а ранее идентифицирован гомолог мускариновых рецепторов (mAChR1) в Acanthamoeba castellanii [99]. Возможно, что эти одноклеточные эукариоты могут стать источником ацетилхолинсвязывающих доменов для разработки новых биосенсоров ацетилхолина [100].

1.1.6 Применение мультиферментных биосенсоров
Ряд мультиферментных биосенсоров разработаны для мониторинга качества пищи и состояния окружающей среды [101]. Глюкан, L-лактат [102], полифенол [103] и сульфиты [104] являются типичными целевыми аналитами для мультиферментных биосенсоров в анализе пищевых продуктов. В частности, для обнаружения фенольных соединений сообщалось о биосенсорной конструкции [105], в которой глюкозооксидаза и пероксидаза коиммобилизованы путем включения в массу графит-тефлоновых таблеток. Такая конструкция позволила генерировать «in situ» H2O2, необходимую для реакции фермента с фенольными соединениями. Также сообщалось о создании триферментных биосенсоров, в которых GOD, HRP и тирозиназа были коиммобилизованы в графит-тефлоновой матрице.. Практическая применимость композитных многоферментных амперометрических биосенсоров оценивалась путем оценки содержания фенольных соединений в сточных водах нефтеперерабатывающего завода, и результаты сравнивались с результатами, полученными с использованием колориметрического официального метода, основанного на реакции с 4-аминоантипирином.
Мониторинг окружающей среды был одним из приоритетов в европейском и глобальном масштабе из-за тесной взаимосвязи между загрязнением окружающей среды и здоровьем человека / социально-экономическим развитием. В этой области биосенсоры широко используются в качестве экономически эффективных, быстрых, in-situ и в реальном времени аналитических методов. Потребность в портативных, быстрых и интеллектуальных биосенсорных устройствах объясняет недавнюю разработку биосенсоров с новыми материалами для трансдукции, полученными из нанотехнологий, и для обнаружения мультиплексированных загрязняющих веществ, в которых участвуют междисциплинарные эксперты. В этой обзорной статье [106].представлена обновленная информация о последних достижениях в области биосенсоров для мониторинга загрязнителей воздуха, воды и почвы в реальных условиях, таких как пестициды, потенциально токсичные элементы и небольшие органические молекулы, включая токсины и эндокринные разрушающие химические вещества. Также представлены перспективы на будущее в области мониторинга окружающей среды с использованием биосенсоров
Основное ограничение биосенсоров для окружающей среды – это отсутствии их применения в реальных пробах, поскольку большинство было применено к пробам водопроводной воды или синтетическим пробам. Все еще существует немного коммерческих биосенсоров для мониторинга окружающей среды. Биосенсоры, описанные в этой обзорной статье [106], были применены в реальных пробах воды (озер, река, морская вода, пробы почвы и сточных вод) или в пробах моллюсков. 
В заключении этой части обзора отметим, что хотя и введение большого количества ферментов в чувствительный слой биосенсора  улучшает многие его характеритики  [35, 36], существуют ограничения связанные с увеличением чувствительности к помехам и нарушениям влияющими на каждый из ферментов в мультиферментном комплексе. Тем не менее, исследования механизмов ферментативных реакций, как и подбор подходящих ферментных пар является  важными в разработке новых эффективных мультиферментных биосенсоров, 
Клинико-биохимические анализы (общие анализы крови и мочи,  изучение состава ряда других биологических жидкостей организма) относятся к числу самых распространенных методов, используемых для диагностики заболеваний человека. На сегодняшний день широкое распространение получили энзимологические методы, в которых используются свободные ферменты [107–110]. Однако, наряду с явными преимуществами, эти методы имеют и ряд недостатков, в число которых входит одноразовое их использование и неоднозначность анализа в присутствии агрессивных по отношению к ферментам других высокомолекулярных соединений, в частности, протеаз и внутриклеточных компонентов. Как альтернативный вариант, устраняющий многие из них, используются иммобилизованные ферменты на электрод биосенсора, покрытый полиэлектролитным слоем, что повышает их стабильность [111].

1.2 Ферментные электроды с полимерной матрицей

В ферментных биосенсорах определяемое вещество диффундирует через полупроницаемую мембрану в тонкий слой биокатализатора, где и осуществляется ферментативная реакция. Так как продукт ферментативной реакции в этом случае определяется при помощи электрода, на поверхности которого имеется фермент, то подобное устройство часто называют ферментным электродом, который представляет собой электрод с нанесенным поверхностным слоем (каким-либо природным полимером), содержащим один или несколько иммобилизованных ферментов. В зависимости от типа взятого за основу электрода, они подразделяются на потенциометрические и амперометрические. Классический потенциометрический ферментный электрод - это комбинация ионно-селективных электродов с иммобилизованным (нерастворимым) ферментом, который обеспечивает высокую селективность и чувствительность определения конкретного субстрата. Иммобилизация предотвращает разрушение ферментов, увеличивают срок их действия, превращает их в гетерогенный катализатор. Наиболее часто применяемые ферменты для создания биосенсоров – это: β-гликохидаза, аспарагиназа, холестерол оксидаза, химотрипсин,  глюкозооксидаза, каталаза, липаза, пенициллиназа, трипсин, амилаза, инвертаза, уреаза, уриказа.
Фермент связывается с поверхностью электрода рядом процессов: ковалентное сшивание, захват гелевым слоем на поверхности электрода, капсулирование с использованием или поглощение на графите. Например, для создания электрохимического биосенсора, на электрод наносили микрокапсулы, содержащие кристаллы каталазы, на которых была сформирована оболочка из мультислоев, состоящих из пар полиэлектролитов ПАА/ПСС [112]. Полиэлектролитные слои контролировали проницаемость оболочки и предотвращали освобождение ферментов с электрода, что также повышало стабильность биосенсора. Стабильность биосенсора, основным элементом которого являлась глюкозооксидаза, повышали путем нанесения на поверхность электрода комплекса фермента с полиэлектролитами [113]. При этом повышалась и термическая стабильность фермента. 
Полиэлектролитные микрокапсулы впервые были получены в 1998 году группой исследователей Института Макса Планка методом послойной (рисунок 11) (Layer – by Layer) электростатической самосборки противоположно заряженных молекул полиэлектролита на коллоидных частицах микронных и субмикронных размеров [114, 115].
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Рисунок 11 – Приготовление послойных (LbL) микрокапсул

Технология позволяет получать микрокапсулы определенной формы и размера, зависящих от используемых матриц-ядер, а оболочка микрокапсул обеспечивает требуемые каталитические или аффинные свойства, стабильность, проницаемость, совместимость и регулирование высвобождения внутреннего материала капсулы. Метод полиионной сборки для нанесения полиэлектролитных слоев на коллоидные частицы может быть осуществлен двумя способами: либо на каждом этапе добавляется количество полиэлектролита, необходимое для насыщения адсорбции, либо полиэлектролит добавляется с избытком. Во втором случае оставшиеся молекулы полимера должны быть удалены перед нанесением следующего слоя, чтобы избежать образования комплексов в растворе. Они могут быть отделены с помощью центрифугирования или фильтрации. В [116] показано, что второй способ более эффективен, т. к. первый приводит к образованию большего количества агрегатов. 
Толщина полиэлектролитной оболочки из полиаллиламина (ПАА) и полистиролсульфоната (ПСС) зависит от типа ядра, на котором она сформирована. На поверхности латексных частиц по данным малоуглового нейтронного рассеяния [117] она составляет 1.6 нм, практически не зависит от кривизны поверхности и слабо зависит от числа слоев. В случае ядер из карбоната кальция толщина одного слоя, полученная из данных атомно-силовой микроскопии, составляет 8 нм [118].
Различные материалы, включая синтетические полиэлектролиты, природные полимеры, такие как полисахариды, полипептиды, полинуклеотиды и липиды могут использоваться для формирования оболочки. Ядро может быть растворено, после чего остается полая капсула. Условием формирования устойчивой капсулы является нерастворимость комплекса, образованного полиэлектролитами. Размер получаемых микрокапсул определяется размером ядер и может лежать в интервале от нескольких десятков нанометров [119] до десятков микрометров [120, 121]. За функциональность микрокапсул может отвечать заряженная поверхность, которую получают последовательной адсорбцией противоположно заряженных полиэлектролитов (англ. layer-by layer technique, LbL), приводящей к созданию полиэлектролитных комплексов (ПЭК) [122]. 
Использование полиэлектролитных капсул (ПЭК) в качестве нового диагностического средства для определения содержания глюкозы в среде было предложено в работе [123]. В качестве микрореактора в потенциометрическом биосенсоре для определения мочевины в молоке и крови использовали микрокапсулы, содержащие уреазу [124, 125]. Из четырех использованных для создания микрокапсул полиэлектролитов: полистиролсульфоната (ПСС) и декстрансульфата, несущих отрицательный заряд, и гидрохлорида полиаллиламина (ПАА), и хлорида полидиаллилдиметиламмония (ПДАДМА) с положительными зарядами, ПАА являлся сильным ингибитором уреазы [126]. Ингибирование уреазы ПАА было обратимым и не сопровождалось заметными структурными изменениями молекулы фермента [127]. В растворах моновалентных анионов (хлоридов) активность комплексов уреаза-ПАА монотонно возрастает с увеличением концентрации соли, подчиняясь уравнению корень квадратный от ионной силы. 
Изучению свойств ПЭК, содержащих инкапсулированную уреазу и используемых в качестве микродиагностикума, способного распознавать и количественно определять низкомолекулярные вещества, как в нативных биологических жидкостях, так и в сточных водах посвящена работа [128]. Микродиагностикум показал нижний предел обнаружения аналита не более 5 мМ мочевины, а верхний – не менее 100 мМ. При этом погрешность измерения не превышала 10%. К одному из преимуществ, разработанного микродиагностикума, можно отнести возможность повторного использования полиэлектролитных микрокапсул, содержащих уреазу, для анализа мочевины в различных жидкостях. Таким образом, предлагаемая сенсорная система имела ряд таких преимуществ, как многократное использование, защищенность фермента-сенсора от агрессивного воздействия протеолитических ферментов и повышенная стабильность при хранении в растворе. 
Первые полиэлектролитные капсулы были изготовлены с использованием меламинформальдегидных латексных частиц в качестве темплата [129, 114]. Однако в последующих работах было показано, что полного растворения таких ядер не происходит – внутри капсул остаётся некоторое количество олигомера, продукта разложения меламинформальдегидных молекул [130]. Для полистирольных ядер эта задача решена путём выбора тетрагидрофурана в качестве растворителя [131], однако для прикладных целей использование органических растворителей нежелательно. При использовании CaCO3 в качестве ядер растворение проводится с помощью раствора соли ЭДТА [118] – происходит удаление кальция из капсулы за счёт образования комплекса этого металла с ЭДТА, то есть, в случае неорганических коллоидных частиц для разложения не требуется органических растворителей и можно не опасаться токсического действия продуктов распада. После удаления темплата остаётся устойчивая полая микрокапсула, проницаемость которой можно варьировать как на стадии получения (материал и толщина стенок, природа темплата), так и после формирования капсулы (изменение рН или солевого состава субфазы, добавление органических растворителей, нагревание). 
Преимуществами полиэлектролитных капсул перед другими подобными системами являются их монодисперсность при широком диапазоне задаваемых размеров; простота регулирования их проницаемости; лёгкость изменения и возможность широкого выбора материала стенок. Мягкие условия формирования микрокапсул (в пределах физиологической температуры и диапазона рН) и возможности выбрать условия среды, и состав полиэлектролитной оболочки с минимальным воздействием на белки позволяет включать различные биомолекулы с максимальным сохранением их биологической активности [132, 133, 127, 134]. Поэтому этот метод [135] широко используется при иммобилизации ферментов в полиэлектролитные микрокапсулы, оболочки которых можно модифицировать, включая различные типы ионов, функциональных молекул, наночастиц.
Для применения полиэлектролитных капсул в качестве медицинских зондов осуществляли капсулирование люминесцентных красителей, высокочувствительных к изменению окружающей среды.  В качестве люминесцентных красителей были выбраны описанная в работе [136] пиридиниевая соль 3,3'-ди-(γ-сульфопропил)-4,4',5,5'-дибензо-9-этилтиакарбоцианинбетаина и краситель 3,3'-диэтилтиакарбоцианин йодид.
Основными требованиями к сенсорным структурам, использующим в качестве чувствительного слоя молекул фермента на поверхности электрохимического преобразователя, являются сохранение биокаталитической активности закрепленных молекул фермента и высокая плотность осаждения молекул на поверхности электрохимического преобразователя. Соблюдение этих требований обеспечивает рост чувствительности к аналиту. Показано [137], что упаковка фермента в полиэлектролитные контейнеры (капсулы) позволяет максимально сохранить нативное состояние молекул фермента. Полиэлектролитные микрокапсулы - это новый тип объектов, которые могут найти применение во многих областях, в частности, в биосенсорике [138]. Метод послойной адсорбции позволяет встраивать в их оболочку наночастицы, молекулы-маркеры и другие нанообъекты, что позволяет управлять чувствительностью микрокапсул к среде, их проницаемостью и адсорбционными свойствами. 
В одной из недавних работ [139], авторами описан биодатчик мочевины, изготовленный с применением полимерных технологий и представляющий собой комбинацию полиэлектролитных слоев и микрокапсул с ферментом внутри, и оболочкой из этих же полиэлектролитов. Как показали экспериментальные данные, биодатчик был вполне пригоден для определения концентрации мочевины в крови и моче. Одним из существенных результатов данной работы, как утверждают авторы, является оптимизация условий получения функционально активного фермента, иммобилизованного в полиэлектролитное покрытие и то, что полимерное покрытие с ферментом дает возможность работать не только как ферментный электрод, но и как ферментный микрореактор, при этом не уменьшая скорость регистрации сигнала после прохождения каталитической реакции уреаза - мочевина. Это обусловлено тем, что слои полиэлектролитов, отделяющие фермент от внешнего анализируемого раствора, обладают нанометровой толщиной и легко проницаемы для мочевины и продуктов распада каталитической реакции уреаза - мочевина. На рисунке 12 - схематическое изображение уреазного электрода.
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Рисунок 12 – Схема устройства уреазного электрода

Сами электроды играют важную роль в работе электрохимических биосенсоров. Материал электрода, его модификация поверхности или его размеры влияют на способность обнаружения электрохимического биосенсора. В электрохимической ячейке есть три вида электродов: рабочий электрод; электрод сравнения; вспомогательный (противоэлектрод).
Электрод сравнения: другие электроды в ячейке относятся к этому электроду. Типы электродов сравнения: водородный, каломельный и стеклянный. Существуют два широко используемых и коммерчески доступных типа электродов сравнения:
Электрод Ag / AgCl: проволока Ag, которая покрыта AgCl и погружена в раствор NaCl. 
AgCl+e-             Ag + Cl         (E0 = +0,22V))
Насыщенный каломельный электрод: Каломель - это другое название хлорида ртути (Hg2Cl2).
Hg2Cl2+2e-           2Hg + 2Cl2       (E0 = +0,24V)
Каломельный электрод состоит из ртути, пасты (смесь порошка хлорида ртути (I) и хлорида калия) и насыщенного раствора хлорида калия.
Вспомогательный (противоэлектродный) электрод: в двухэлектродной системе, когда между рабочим и вспомогательным электродами прикладывается известный ток или потенциал, могут измеряться другие переменные. Вспомогательный электрод функционирует в качестве катода всякий раз, когда рабочий электрод работает в качестве анода, и наоборот. Изготавливается из электрохимически инертных материалов, таких как золото, платина или углерод. 
Рабочий электрод - электрод, на котором происходит реакция в электрохимической системе [140–142]. В электрохимической системе с тремя электродами рабочий электрод можно назвать либо катодным, либо анодным, в зависимости от реакции на рабочем электроде, восстановления или окисления. Есть много видов рабочих электродов. Стеклоуглеродный электрод, электрод с трафаретной печатью, Pt-электрод, золотой электрод, серебряный электрод, стеклянный электрод с покрытием из оксида индия и олова, электрод из углеродной пасты, электрод из углеродной нанотрубной пасты и т. д. Электроды с трафаретной печатью готовятся с нанесением чернил на подложку электрода (стекло, пластик) или керамика) в виде тонких пленок. Разные чернила могут быть использованы для получения разных размеров и форм биосенсоров. Электрохимические ячейки с трафаретной печатью широко используются для разработки амперометрических биосенсоров, потому что эти биосенсоры дешевы и могут производиться в больших масштабах и потенциально использоваться в качестве одноразового датчика. 
Отделение чувствительного датчика от регистрирующего электрода дает много возможностей для конструкторов приборов - анализаторов мочевины на основе полимерного ультратонкого покрытия. Полиэлектролиты могут использоваться для предотвращения прямого контакта между ферментом и поверхностью электрода, что позволяет сохранять его активность. Так, был создан биосенсор для определения холестерина, содержащий фермент, иммобилизованный на электроде, рабочую поверхность которого предварительно модифицировали полиэлектролитом [143]. 
Проводящие полимеры, такие как полипиррол и полианилин, очень часто используются для иммобилизации ферментов и изготовления ферментных электродов. Среди различных проводящих полимеров полипиррол (PPy) играет важную роль в электрохимических биосенсорах с целью повышения электрохимической активности и чувствительности благодаря его хорошей биосовместимости, проводимости, стабильности и эффективной полимеризации при нейтральном pH, а также легкий синтез. Материал обладает уникальными свойствами предотвращения некоторых нежелательных электрохимических взаимодействий и облегчения переноса электронов от некоторых окислительно-восстановительных ферментов [144]. Ферментные электроды с полипирролом изготавливаются методом электрополимеризации, а ферменты улавливаются в полимере в качестве легирующей примеси в процессе полимеризации [145–151].
Технология послойной сборки также используется в биосенсорах на основе PPy. Примером является то, что многослойные пленки PPy и CNT (carbon nanotubes), собранные на слой, были изготовлены на поливинилиденфторидной мембране с покрытием Pt, где пленка PPy была получена электрохимической полимеризацией, а слои CNT были покрыты методом вакуумной фильтрации [152]. Такая многослойная структура обеспечивала превосходную матрицу для иммобилизации фермента, которая обладала благоприятными свойствами как PPy, так и CNT. Для иммобилизации глюкозооксидазы (GOD) была выбрана сшивка, и такой биосенсор показал увеличенный линейный диапазон, время отклика и чувствительность [153].
Полианилин является другим широко используемым полимером для иммобилизации ферментов. Улучшенная селективность и стабильность биосенсора глюкозы была получена на основе электрополимеризованной in situ полианилино-полиакрилонитрильной композитной пленки [154]. Новый метод был разработан группой Уилнера для создания интегрированного электрически связанного глюкозо-дегидрогеназного электрода путем поверхностного восстановления апофермента на полианилине, модифицированном пирролохинолинхиноном (PQQ) [155]. Эта же группа разработала ферментный электрод, в котором глюкозооксидаза имеет прямой электрический контакт с электродом с использованием поли (анилин-анилин-борной кислоты) проводов, сгенерированных на матрицах ds-ДНК [156].
Технология, разработанная для изготовления ферментных электродов, стимулировала прогресс в области применения биосенсоров. Однако, существуют проблемы, препятствующие дальнейшему прогрессу в технологии, из которых наиболее существенные - долговременная стабильность ферментных электродов, эффективный перенос электронов между ферментами и поверхностями электродов и улучшенная биокаталитическая активность ферментов.




2 Материалы и методы исследований

2.1 Реактивы и оборудование

В работе использовали лиофилизованные пероксидазу хрена (Диаэм), глюкозооксидазу (Sigma Aldrich), буфер, Na-ацетат. Соли CaCl2, Na2CO3 имели градацию х.ч или ч.д.а. и ЭДТА (Sigma Aldrich). Субстраты: D-глюкоза, 30% раствор перекиси водорода, бензидин (Sigma Aldrich). Полиэлектролиты: полиэтиленимин (ПЭИ), полиаллиламин гидрохлорид (ПААГ) и полистиролсульфонат (ПСС) (все – “Aldrich”) с мол. массой 60 000 – 70 000 использовали в виде растворов в 0,33 М NaCl. Все растворы солей готовили на деионизованной воде, полученной путем очистки дистиллированной воды с помощью Arium 611-UF (Sartorius). Проводимость воды составляла 1 мкС.
В работе были задействованы следующие приборы: спектрофотометр CARY 100 (Varian, США), микроскоп Nikon eclipse E200, pH-метр Beсkman Ф 690 рН/Temp/mV/ISE Meter (CША), термостат U-1 (Германия), Vortex (прибор для встряхивания и перемешивания), ультразвуковая ванна, магнитная мешалка, центрифуга настольная, полуавтоматические микропипетки на 2-20 мкл, 20-200 мкл и 200-1000 мкл.

2.2 Получение ферментсодержащих кальций карбонатных коровых частиц

В качестве коровых микрочастиц для получения полиэлектролитных капсул использовали составные микросферолиты СаСО3 – белок (или два белка), которые по сравнению с другими возможными коровыми частицами способны химически разрушаться в мягких условиях (комнатная температура, нейтральные рН) в присутствии ЭДТА при небольшом подкисление среды.
СаСО3 микросферолиты получали по реакции ионного обмена при смешивании растворов хлористого кальция и карбоната в присутствии белка (фермента) – методом биоминерализации. Методика получения микросферолитов сводилась к следующему: к интенсивно перемешиваемому на магнитной мешалке 0,33М (или 0.5М) водному раствору СaCl2 добавляли ферменты, перемешивали в течение 1 минуты, а затем быстро добавляли равный объем 0,33М (или 0.5М) водного раствора Na2СО3. Перемешивание продолжалось в течение 30 секунд, после чего образовавшаяся суспензия выдерживалась 15 мин при комнатной температуре до полного просветления надосадочной жидкости. 
После завершения процесса формирования составных микросферолитов ферменты — СаСО3, преципитат тщательно отмывали от ионов Na+ и Cl- дистиллированной водой и высушивали на воздухе. Тщательная промывка имеет принципиальное значение, поскольку было обнаружено, что “состояние сферолитов” не является термодинамически устойчивым, и во влажном состоянии они постепенно переходят в классические ромбоэдрические поликристаллы, причем в присутствии NaCl процесс заметно ускоряется. В сухом состоянии микросферолиты ферменты — СаСО3 могут храниться неограниченно долго. 
Условия проведения процесса (варьируя концентрацию реагентов, температуру, гидродинамические характеристики) в существенной степени определяют размер и морфологию образующихся микрочастиц.

2.3 Получение полиэлектролитных микрокапсул, загруженных ферментом

Полиэлектролитные микрокапсулы получали путем поочередной адсорбции противоположно заряженных полиэлектролитов [5] на кальций карбонатных микрочастицах, содержащих соответствующий фермент. На этой стадии исследования полиэлектролиты: полистиролсульфонат (ПСС) и полиаллиламин гидрохлорид (ПААГ).
К 100 мг ядер СаСО3-белок добавляли 2 мл раствора ПААГ (концентрация 1 мг/мл) в 0,5 М NaCl. Суспензию перемешивали в течение 10 мин на качалке, затем несвязавшийся полимер удаляли центрифугированием при 700 об/мин в течение нескольких секунд, а частицы трехкратно промывали деионизированной водой от остатков полиэлектролита с центрифугированием. Затем такую же процедуру проводили, используя раствор ПСС. 
Поочередное наслаивание противоположно заряженных макромолекул полиэлектролитов на коллоидные частицы проводили три-пять раз, получая трех-пятислойную оболочку с архитектурой ПААГ/(ПСС/ПААГ)n., где n=1,2. Процедура формирования микрокапсул проводилась при комнатной температуре (15-25°С). В работе исследовались трех-пятислойные ферментсодержащие положительно и отрицательно заряженные полиэлектролитные микрокапсулы: ПААГ/(ПСС/ПААГ)n и ПСС/(ПААГ/ПСС)n, n=1,2. Диаметр микрокапсул составляет 3,6 ± 0,2 мкм (рисунок 13).
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Рисунок 13 – Фотография со светового микроскопа полиэлектролитных капсул, загруженных ферментами 

Контроль размеров микрокапсул и сферичность кальций-карбонатных частиц осуществляли с помощью светового микроскопа Nikon eclipse E200. Удаление кальций-карбонатных частиц из микрокапсул осуществляли при выдерживании раствора с микрокапсулами в диализных мешках в течение от 3 часов до 12-15 часов в 2-25 мМ ЭГТА или ЭДТА при температуре 4о С или 20о С при подщелачивании среды (рН 7,2). Количество капсул в растворе подсчитывали с помощью камеры Горяева.
При формировании полиэлектролитной оболочки в качестве первого полиэлектролита использовали полиэлектролиты ПСС или ПААГ. 
Капсулы, загруженные двумя ферментами, в нашем случае глюкозооксидазой и пероксидазой хрена, были изготовлены на основе коровых частиц, содержащих в своем составе два фермента одновременно.

2.4 Метод получения ультратонкого микроячеистого полимерного покрытия

Использованный нами метод получения ультратонкого полимерного материала был разработан и запатентован в Институте теоретической и экспериментальной биофизики РАН [2]. 
Иммобилизацию микрокапсул проводили на пластмассовой пластине. На этом этапе дополнительно, в качестве первoго слоя, использовали полиэлектролит полиэтиленимин (ПЭИ), м.м. 600 000 (“Aldrich”), который по литературным данным является оптимальным прекурсором для создания наноразмерных слоев методом полиионной сборки [6]. Концентрация растворов полиэлектролитов (ПЭИ, ПСС, ПААГ) была 2 мг/мл. 
Пластинку покрывали 1мг/мл раствором ПЭИ (0,33М NaCl), выдерживали 20 мин, перемешивая неинтенсивно через промежуток в несколько минут (3-5), после чего двукратно отмывали 0,1М раствором NaCl. Далее поверх слоя ПЭИ наносили суспензию микрокапсул так чтобы, микрокапсулы ровным слоем полностью покрыли модифицируемую поверхность, подсушили при комнатной температуре, затем отмывали от лишних микрокапсул 0,1 М раствором NaCl. На этом этапе использовались неочищенные от СаСО3 частиц микрокапсулы.  Далее наносили слои ПААГ-ПСС, описанным выше образом. Поверхностный (наружный) слой был заряжен отрицательно. После иммобилизации микрокапсулы очищали от СаСО3 компонента коры: кювету опускали в 0,025М раствор ЭДТА на 12-14 час. После удаления кальций карбоната раствор ЭДТА был замещен дистиллированной водой, а кювета помещалась в холодильник.

2.5 Определение концентрации пероксида водорода спектрофотометрическим методом

Кинетику пероксидазной реакции на двух этапах с добавлением пероксидазы хрена и глюкозооксидазы регистрировали по изменению оптического поглощения при длине волны 590 нм, соответствующей окислению бензидина на спектрофотометре CARY 100 (Varian, США) (рисунок 14). Начальные стационарные скорости реакции определяли по наклону линейной части кривой накопления продукта во времени в течение 30 сек (в некоторых случаях 10 сек) от начала регистрации реакции: V = D590/30 сек.
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Рисунок 14 – Схема протекания каскадной реакции с участием пероксидазы хрена и глюкозооксидазы
В работе определяли зависимость начальной скорости пероксидазной реакции от концентрации субстрата при различных способах капсулирования и иммобилизации. Кинетические параметры – максимальную скорость Vmax и константу Михаэлиса Кm – находили из графиков Лайнуивера-Берка (двойные обратные координаты).  Значения рН контролировали на pH-метре Beckman F 690 pH/Temp/mV/ISE Meter (США), с точностью до 0,002 единиц.

2.6 Статистическая обработка результатов

Каждая экспериментальная точка имела 3-5 повторностей (N). Pезультаты пpедcтавлены на pиcункаx в виде cpедниx значений ± cтандаpтное отклонение. Статистическая обработка результатов проводилась с помощью U-критерия Манна-Уитни для парных сравнений и критерия Краскела-Уоллиса для сравнения трех групп.




3 Результаты исследований и обсуждение результатов

3.1 Соотношение активности ферментов, составляющих каскадную реакцию

Развитие метода получения ультратонкого микроячеистого полимерного покрытия в качестве биодатчика сенсоров привело к созданию мультиферментных систем — микрореакторов, позволяющие относительно легко иммобилизовать два и более фермента в измерительной ячейке. Для возможности создания мультиферментной системы с использованием капсулированных ферментов были рассмотрены различные варианты постановки опытов с применением свободных ферментов, ферментов, заключенных в капсулы, а также капсул, заключённых в полиэлектролитные слои и нанесенных на пластинку.
На первом этапе работы (рисунок 15) были проведены исследования по изучению соотношения активности двух видов ферментов заключённых в капсулы на двух этапах каскадной реакции. В среде четырехслойные микрокапсулы с архитектурой ПААГ/ПСС/ПААГ/ПСС, содержащие ферменты глюкозооксидаза-пероксидаза хрена (~30мкг/мл). Для каждой группы измерений n=5, указаны значения среднее±SD; p <0.05
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Рисунок 15 – Зависимость начальной скорости пероксидазной реакции от добавления субстрата в среду исследования (натрий-ацетатный буфер, рН 5,3)

Нам удалось получить результаты по начальным скоростям пероксидазной реакции, инициируемой непосредственно добавлением пероксида водорода, а затем эти данные сравнивались с результатами, полученными при воспроизведении полной каскадной реакции с добавлением глюкозы. Параметры с добавлением глюкозы оказались ниже, чем при добавлении пероксида водорода, что можно связать с многостадийностью процесса и вероятным переходом части D-глюкозы в L-глюкозу при хранении.

3.2 Оценка стабильности инкапсулированных ферментов во времени

Исследование стабильности ферментов, заключенных в полиэлектролитные капсулы, позволяет оценить долговечность системы (рисунок 16). В среде (натрий-ацетатный буфер, рН 5,3) четырехслойные микрокапсулы с архитектурой ПААГ/ПСС/ПААГ/ПСС, содержащие ферменты глюкозооксидаза-пероксидаза хрена (~30мкг/мл). Для каждой группы измерений n=5, указаны значения среднее±SD; p <0.05. Согласно данным, биосенсор на основе иммобилизованной уреазы сохраняет 40-50% активности от первоначальной и способен детектировать субстраты сроком до двух месяцев [41].
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Рисунок 16 – Изменение активности инкапсулированного фермента глюкозооксидаза при хранении 

Долговечность сенсора может зависеть и от стабильности самих полиэлектролитных оболочек, защищающих ферменты от агрессивного воздействия внешней среды. Нам удалось оценить стабильность инкапсулированной глюкозооксидазы в присутствии пероксидазы хрена сроком в две недели. По сравнению с первым днём измерений, глюкозооксидаза спустя две недели сохраняла до 40% своей первоначальной активности. Кроме того, есть вероятность, что при дальнейшем изучении долговечности в более длительном периоде времени активность системы после первых недель может снижаться незначительно, что позволит использовать сенсор в течении более длительного периода времени, чем это предполагается.

3.3 Сравнение активности свободной и инкапсулированной глюкозооксидазы

Следующий этап исследований включал в себя сравнение активности свободной и инкапсулированной глюкозооксидазы. Были представлены данные при концентрации субстрата 3 и 10мМ, взятые из рабочего диапазона от 1 до 10мМ. В среде (натрий-ацетатный буфер, рН 5,3) четырехслойные микрокапсулы с архитектурой ПААГ/ПСС/ПААГ/ПСС, содержащие ферменты глюкозооксидаза-пероксидаза хрена (~30мкг/мл). Для каждой группы измерений n=5, указаны значения среднее±SD; p <0.05 (рисунок 17). В среде (натрий-ацетатный буфер, рН 5,3) четырехслойные микрокапсулы с архитектурой ПААГ/ПСС/ПААГ/ПСС, содержащие ферменты глюкозооксидаза-пероксидаза хрена (~30мкг/мл). Для каждой группы измерений n=5, указаны значения среднее±SD; p <0.05 (рисунок 18). Было выявлено, что активность инкапсулированной глюкозооксидазы составляет около 27 % от активности свободного фермента (22 % при 3 мМ и 33% при 10 мМ).
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Рисунок 17 – Сравнение активности свободного фермента глюкозооксидаза и заключенного в капсулы вместе с пероксидазой и отдельно по начальной скорости пероксидазной реакции от добавления субстрата в среду исследования при концентрации глюкозы 3мМ. 
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Рисунок 18 – Сравнение активности свободного фермента глюкозооксидаза и заключённого в капсулы вместе с пероксидазой и отдельно по начальной скорости пероксидазной реакции от добавления субстрата в среду исследования при концентрации глюкозы 10мМ

Возможно, пероксидаза оказывает влияние на активность глюкозооксидазы при совместной локализации в одной ячейке, поэтому более предпочтительным является тот вариант системы, когда разные виды ферментов помещены в отдельные капсулы. Тем не менее, согласно литературным данным, в исследованиях наблюдается снижение активности инкапсулированных ферментов в 6-7 раз, при этом система остается работоспособной и позволяет детектировать субстраты [101].

3.4 Сравнение активности свободной и иммобилизованной глюкозооксидазы на биочувствительном покрытии

Эксперименты с использованием биочувствительного покрытия включали в себя сборку конструкции из полиэлектролитных слоев и полиэлектролитных капсул, заполненных молекулами глюкозооксидазы, а пероксидаза, необходимая для инициации реакции, присутствовала в растворе в свободном виде. Подобный метод иммобилизации ферментов позволяет многократно и в течение длительного времени использовать для измерения одни и те же молекулы фермента, помещенные в микрокапсулы полимерного покрытия. Проведение измерений концентраций обусловлено рядом свойств биочувствительного покрытия: хорошая проницаемость полиэлектролитных слоев для глюкозы и продуктов ее разложения глюкозооксидазой, непроницаемостью этих слоев для фермента и сохранения ферментом, находящимся в ячейках покрытия, высокой активности. Для каждой группы измерений n=5, указаны значения среднее±SD; p <0.05 (рисунок 19).
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Рисунок 19 – Сравнение активности свободного фермента глюкозооксидаза и иммобилизованного фермента глюкозооксидаза, нанесённого на пластмассовую пластинку, по начальной скорости реакции от добавления глюкозы в среду исследования в присутствии свободной пероксидазы хрена

В варианте опыта с биочувствительным покрытием наблюдалось снижение активности иммобилизованной глюкозооксидазы в два раза по сравнению со свободной, что является более высоким показателем в соотношении с инкапсулированной глюкозооксидазой.
Наличие большего числа полиэлектролитных слоев не снижает активность системы, а наоборот, защищает ее от воздействия посторонних молекул и микроорганизмов, позволяя при этом закреплять капсулы на поверхности для оптимального детектирования спектрофотометрическим методом.





ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Ферменты широко используются в диагностике различных заболеваний благодаря своим биокаталитическим свойствам. Ферментные биосенсоры также могут быть использованы в качестве аналитического инструмента для диагностики распространенных заболеваний. Некоторые биосенсоры уже получают распространение для индивидуального использования в домашних аптечках (чаще всего для определения сахара в крови) и интерес к биосенсорам непрерывно растет. Будущее направление и развитие в области биосенсора вероятно будет сосредоточено на неинвазивных методах мониторинга здоровья пациентов, имплантируемых биосенсоров и датчиков [102–104]. При этом полимеры являются приоритетными материалами в этой области и, в частности, биосенсоры на их основе обладают большим потенциалом. Иммобилизация ферментов с помощью полимеров и наноматериалов является ключом к улучшению чувствительности и порога обнаружения биосенсоров.  
Разработка биосенсоров преимущественно направлена на обеспечение чувствительности, специфичности, отсутствии токсичности, возможности выявления малых молекул и экономической эффективности. Эти характеристики в конечном итоге позволят достичь требуемых критических параметров и устранить основные ограничения биосенсорной технологии. 
Необходимость ранней диагностики сердечно-сосудистых, инфекционных и других социально значимых заболеваний, включая диабет, требует разработки и внедрения новых мобильных высокоэффективных инструментов анализа. Литература последних десятилетий показывает, что по существующим подходам к разработке и применению биосенсоров, эти устройства сегодня успешно конкурируют с традиционными методами, стандартно применяемыми в клинической диагностике. Однако, несмотря на клиническую необходимость, коммерциализация биосенсоров из исследовательских лабораторий в отрасль клинической диагностики все еще отсутствует, за некоторыми исключениями, такими как биосенсоры глюкозы, лактата и холестерина. Одним из важнейших направлений современной клинической диагностики является анализ ключевых компонентов обмена веществ, не предусматривающий отбора крови, и в этом направлении биосенсоры с их высокой чувствительностью и избирательностью призваны сыграть ключевую роль.
Выводы:
1. Изготовлена полиферментная биосенсорная система пероксидазы хрена и глюкозооксидазы на основе полиэлектролитных микрокапсул, обеспечивающая прохождение каскадной реакции.
2. С помощью системы глюкозооксидаза-пероксидаза хрена возможно измерение физиологических концентраций субстрата от 1 до 10мМ.
3. Активность иммобилизованной глюкозооксидазы составляет 27% от активности свободного свежеприготовленного фермента.
4. Спустя две недели инкапсулированная глюкозооксидаза сохраняет до 40% своей активности по сравнению с первым днём измерений.
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Jns  ompeneneHuss — KOHLEHTparuu — (epMEHTOB  ObUI  TaKke  HCIONB30BAH
crnekTpoYOTOMETPHUECKHIT METOA C MCMONb30BAHHEM KOI(D(HULIMEHTA IKCTHHKLMU MPH AJMHE

BOJIHBI 280 HM.

5 TIOTeHUHOMETPUHECKHI CrIOCOD OnpeneseH st KOHLEHTPALUNHY MOYEBHHBI

TIpouenypa M3MepeHHs KOHLEHTPaLMH MOYEBMHBI COCTOsNAa B cienyromem. Buawane
H3MEpUTENIbHAS AUelika 3aMoNHANACh AHATUTUIECKUM PACTBOPOM, CONEPIKAIMM OTpesieieHHOe
KOJIMYECTBO HI3KOMOJIEKYNIApHOii comm u Gydepa. 3aTem B Hee 06BN MpenapaT GepMeHTa B
HEOOXOMMMBIX JUIA PELICHHS TeKyIIel 3aa4i KOJTHYECTBAX HJIH BBOAMIM MOMH(HIHPOBAHHBII
pH »snextpon, a mamee mocie ~ 5 MUH MHKyOaluu NpH 3aJaHHON Temieparype, NOOaBIsIH
(uxcupopaHHbiil 00beM pacTBOpa MOueBHHBL Peructpupyemerii (B MB) menounoii casur pH
BBIXOZIHJI HA HACHIIIEHHE IPUMEPHO uepes 50 cex. Kaxmas npescTasieHHas Ha rpadukax TOUKa -

pe3yabTaT 3-5 noBTOpPOB.

6 OmpeneneHne KOHIEHTPALMH IEPOKCHIA BOIOPOAA  CIIEKTPO(YOTOMETPHIECKHM

METOJ0M

Kunernky mepokcunasHOH peakuud PErHCTPUPOBANM MO H3MEHEHHIO OINTHYECKOTO
MOIJIOLIEHNsT TIPY IJMHE BOJMHBI 590 HM, COOTBETCTBYIOLUCH OKHMCICHHIO OEH3MAMHA HA
cnekrpooromerpe Beckman UV/Vis DU 520 (CIITA). HauaibHble CTallOHAPHBIE CKOPOCTH
PeaKLnH OIIPENeNsIH 110 HAKJIOHY JIMHEIHOM 4acTH KPUBOH HAKOTLIEHHUs IIPOJYKTa BO BPEMEHHU B
TeueHne 30 cek (B HEKOTOPBIX ciydasx 10 cek) oT Hauanma perucrpauuu peakiuu: V = Dsoo/30
CeK.

B palote ompenensin 3aBUCHMOCTb HayajbHOM CKOPOCTH IEPOKCHAA3HOH peakiyu OT
KOHLIEHTPaUMK cyOcTparta Mpu PasinyHbIX CNOCO0AX KarCyJHpPOBaHUs M HMMOOHJIM3ALIMH.
Kuneruueckne napamerpbl — MakCHMAsbHYIO CKOPOCTh Vmax M KOHCTaHTy Muxasanca Km —
Haxonumu u3 rpaduxos Jlalinynsepa-bepka (1BoifHBIE 0OpaTHBIE KOOPAMHATHI). 3Havenus pH
koHTponuposanu Ha pH-merpe Beckman F 690 pH/Temp/mV/ISE Meter (CILIA), ¢ TO4HOCTbIO

1o 0,002 equawMILL

7 Craructuueckas o6paboTka pe3ynsTaToB

Kaxnas skcnepuMeHTanbHas TO4Ka — 3-5 NOBTOPHOCTEH. PesynbraTel npencrapneHbl Ha

PHCYHKax B BHIE CPEIHHX 3HA4YEHHI + CTaHAApTHOE OTKIOHeHHe. CrarucTHyeckas oOpaboTka
7
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Pe3yJIbTaTOB NIPOBOIMIIACEH C HOMOMIBIO mporpammbl OriginPro 8.6. JIjist OLeHKU CTaTHCTHIECKOMH
JIOCTOBEpPHOCTH Hcnosib3oBann metox ANOVA ¢ BeposTHOCTBIO o < 0.

Ba)KHbIM 3TaroOM TEXHOJIOTHU I'IOJ'[y“leHVIH MHKaI’ICyJ’IMpOBaHHOFO (I)yHKLlVIOHaJ'[l:HO—
aKTUBHOTO (hepMEHTa ABJIACTCA NpPOLEAypa yHaleHHs KaNbIui-KapOOHATHOH KOMIIOHEHTHI H3
MuKpOKancys. TeXHONOrnu ynaneHns KaibLuii-kapOOHATHBIX sSSP, MPUMEHSEMOE I MOJIbIX
MHKDOKAICYJ, B psfie CIy4aeB MOXET He SBJIATHCS ONTHMANBHBIM I YAANEHUs KallbLMii-
kapOoHaTa W3 IBYXKOMIIOHEHTHOrO (KanbLuii-kapOoHaT — (epMeHT) KOpPOBOro sipa
MHKPOKAIICYJL, TOCKOJIBKY PACTBOPHTEIb B3AaHMOACHCTBYET C (PePMEHTOM H MOXKET H3MEHSTh €0
aKTHBHOCTb. Bo3HHKIa HEOOXOAUMOCTB ITOAGOPA YCIOBHUI (M PACTBOPUTEIIS) yHAIEHUsT KaIbLINii-
kapOOHATHON KOMIIOHEHTBI KOPOBOI YaCTHUIBI U3 MHUKPOKAIICYJ ¢ MEPOKCHAA30i XpeHa, 4To0bI
MOBPEKJAIOIIEe BO3IEHCTBUE PACTBOPHUTEINSI Ha (hePMEHT ObLIO MUHHMANbHBIM. Ilo3TOMy Hamu
ObIIH MOCTABJIEHbI SKCIIEPUMEHTBI MO ASHCTBUIO PACTBOPUTENEH HA COCTaBHbIC CHEpONUTHI ¢
MepOKCHOAa30H  XpeHa, MOKphIThe IATHUCONHHOW  obomouxoit  ITAAI/(IICC/TIAAT ).
Bapbuposanue ycnosuii pacTBOPEHHs! KOPOBOH KOMIIOHEHTBHI, TAKWE Kak: ucnoabzosanue DJATA
nian DI’ TA, KOHUEHTPaLMs XenaTupyroLero arenta (2-25 MM), auTenbHOCTb BodaeicTus (2-
18 uacos), Temnepartypa (4-25°C), nepeMeIInBaHue PacTBOPOB, MOKA3AJH, YTO BO BCEX CIyHasX,
npu ucnonb3osanun I TA B kauecTBe PacTBOPUTENS KaibLMiH-KapOOHATHOH KOMIIOHEHTbI
MHKPOKAICYJI, KaTaTHTHYeCKas aKTHBHOCTh HHKAICYJTHPOBAHHOI NMepOKCHIa3bl XpeHa Oblia

BbILIE, 4eM npu npumenenun DJITA.
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Pucynok 1 — 3aBHCHMOCTD Ha4aIbHON CKOPOCTH MEPOKCHUIA3HOM PEAKLH OT
KOHLIGHTPAIIMH NEPEKUCH BOTOPOAA:
1 - pepment B pactope Oydepa; Vinax=0,425+0.022, K= 0,25+0,03
2 - KancyMpoBaHHbIHM (epMeHT, ounineHHbI B pacTsope D/ITA B TeueHue 2 4acos;
Vimax =0,105+0.022, Kikax= 0,53+0,03
3 - KarncyIMpoBaHHBIH (epMeHT, ouniueHHbli B 5 MM pactsope DI TA B TeueHune 16
4acoB; Vmax = 0,315£0.025, Kmkax = 0,26+0,02

VenoBust onbiTa: KOHUEHTpaLwsi cBOOOAHO# nepokcuaasbl 0.87 MKI/MII, KOHLEHTpaLHs
HHKaINCynupoBaHHOTO (epmenTa 1.25 mxr/mi, 0.1 MM Gensuauna, 0.2 M HaTpuii-aLeTaTHbII
Oydep, pH 5.3, o6bem peakumonHO# cmecH 3 mit. KancynuposaHHbIil pepMeHT ¢ 060104KOH

[TAALATICC/IIAAT ).

Ha pucynke 1 mpencrasien rpaduk 3aBHCUMOCTH HAa4aJIbHOH CKOPOCTH KaTATHTHYECKOH
peaKLyH IePOKCHAA3bl XPeHa OT KOHIEHTpaluu cybeTpara mepokcuna Bogopona. U3 pucyrka 1
BMJIHO, YTO CKOPOCTb PEaKLUMM HMHKANCYNMPOBAHHOTO (HEPMEHTA, OUMLIEHHOIO OT KajbLMii-
kapOOHATHOM KOMIOHEHTSI ¢ omotnbio DATA (kpuBast 2), IPUMEPHO B 5-6 pa3 MEHbIIE CKOPOCTH
peakuuu cBoboaHoro depmenTa (kpusasi 1). 3amena pacrsoputens DATA na OI'TA npusena k
TMOBBILICHHIO KATAIMTHYECKOI aKTUBHOCTH MHKAMCYJIHPOBAHHON MEPOKCHAashl XpeHa B 2.5 pasa
(kpuBble 2 1 3), IPU 5TOM ee aKTHBHOCTb y)k€ MOXKHO CPAaBHHBATb C aKTHBHOCTBIO CBOOOIHOTO
depmenTa (kpusbie 1 u 3).

CHIKeHIe aKTUBHOCTH HHKAICYTHpoBaHHOI (ouninennoit ot CaCOs ¢ momomsto D/ATA)
MepOKCHIa3bl XpeHa MOXKHO OOBACHMTH B3aumojeiicteuem OJITA ¢ HoOHamH kesesa,
[PUCYTCTBYIOIIIMU B aKTHBHOM LEHTpe (epMEHTa IePOKCHAA3bl XPEHA, H, COOTBETCTBEHHO,
M3MEHEHMIO CPoAcTBa (epmenTa K cyoctpary. IosToMy, HaMu mpeaaraeTcs HCIONb30BATh B

KadyecTBe XemaTupymomero arenra pactsop OI'TA, kortopslii B otianune ot D/ITA, cBa3biBaeT
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HUCK/IIOYUTEJIBHO HOHBI JBYXBAJCHTHBIX METAIIOB U 06na;{ae’r MEHBUIUM I[TOBPEKIAOMIUM

BO3/GHCTBHEM Ha (DEPMEHTBI.
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KoHueHTpauus movesuHbl, M
PI/ICyHOK 2 - 3a_BHCI/IMOCTI> OTBE€TA CTEKJIAHHOTO pH-3nel<Tpona OT KOHLEHTpauuu
MoueBHHbI (KoHUeHTpauuio Gepmenta 0,5 Mkr onpeaessini Mmetoaom bpandopana).
1 — cBobGonHbIit pepmeHT (ypeasa)
2 — WHKANCYJMPOBaHHBIH (EPMEHT, COAEPIKALUMICS B MHKPOKAINCYJIaX ¢ apXUTEKTypPOil

o6onouxu [ICC/ITAAI/TICC
Cpena uccnenosanus: 1 MM Tpuc-HCI, 1 MM MES, 100 MM NaCl, navanbHast pH 5,3

AHanorn4Hble pe3ynbTaThl ObUIM TMOJy4eHbl IJisi WHKATCyJIHpoBaHHOW ypeasbl. Ha
pVICyHKe 2 I'Ipe}:[CTaBJ'IeHbI JAaHHBbIC MCCJ'Ie,E[OEaHl/IF[ 3aBUCUMOCTH OTKJIMKA CTEKJISIHHOTO pH
9JIEKTPOJA OT KOHLIEHTPAIMH MOYEBHHbI B U3MEPHTENBHOI Auelike 11 cBoOOHOro (JuHuA 1) n
MHKANCYJIUPOBAHHOTO (JiHMs 2) hepmeHTa.

U3 pucyHka 2 BHIHO, YTO AKTUBHOCTh WMHKAIICYJMPOBAHHOIO ()epMEHTa CpaBHHMA C

AKTUBHOCTBIO CBOGOIHOTO CBEXKEIPUIOTOBICHHOTO (epMeHTa M cocraBimsuia 72% OT ero

AKTUBHOCTH.
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Tpunoxenne 1.2

k JloroBopyNeggsor 7§ 03 2018r.
Ha rPaHTOBOE (PHHAHCHPOBAHHE

TEXHUYECKAS CIENU®HUKAIIASA W
KAJIEHJIAPHBIN IUIAH PABOT

To norosopy Ne303 or £ 9. O 3 . 2018 rona

1. PecrnyGamkaHcKoe rocyapcTBeHHOe NPeINpHATHE HA NpaBe X03iCTBEHHOT0
Befenns «Kb3bLI0PAHHCKHIA rocy1apcTBeHnbI yauBepcuTeT HMenn Kopkeir
Ata» Munucrepcersa ofpasoBanus v naykn Pecny6ankn Kazaxeran

1.1 I'lo npuoputeTy: Hayku 0 H3HH U 37I0pOBBE
1.2 Tlo noampuopurery: HaydHO-HHHOBAUMOHHAS OHOMeIMIMHA. - BHOTeXHONOrHH B
Me/IMIMHE X HAHOMETHITMHA
1.3 ITo Teme mpoekta: NeAP05134201 «Paspabotka MymsTH(EPMEHTHBIX GHOCEHCOPOB Ha
OCHOBE TOMMEPHOTO HAHOMATEpHANA. VI3rOTORNEHHE SKCIIEDHMEHTAIBHOIO o0pasua mprbopa-
aHATM3aTOpa C TIONMMEPHBIMA (DEPMEHTHBIMH CEHCOPaMH IUIA ONPEHCIICHHS JBYX METaGonMToB B
GHONOTHYECKIX HKHIKOCTIX)
1.4 O6mas cymma mpoexra 30 000000 (Tpuanarh MH/UTHOHOB) TEHTE, B TOM YHCIE C
pa3OMBKOI 110 roJiam, JUTA BEITOTHEHHS PaGoT COrNaclo Mynkry 3:
-Ha 2018 rox - B cymme 10 000 000 (recsiTh MHUTHOHOB) TEHTE;
- Ha 2019 rox - B cymme 10 000 000 (zecATh MHITHOHOB) TEHTE;
- Ha 2020 rox - B cymyme 10 000 000 (ecsaTh MHIUTIIOHOB)TEHTE.

2. XapaKTepHCTHKA HAYYHO-TEXHHIECKOMH NPOTYKIHH 0 KBATHPHKANHOHHBIM
NpH3HAKAM H YKOHOMHYECKHe M0KA3aTe
2.1 Hanpasnenne paGoTe: paspaboTKa IIHPOKOH FAMMEI ()ePMEHTHBIX H My/TETH()EPMEHTHBIX
GHOCEHCOPOB HA OCHOBE INOJHMEPHBIX HAHOTEXHONOTHH JUISl JIMATHOCTHKH PAavIHYHBIX BEIICCTB B
JKHJIKOCTSX H 06/AAIONIHX KOHKYPEHTHBIMH PEHMYIIIECTBAMH TePE]l CYIIECTBYIOMAMH aHATIOTaMH.
2.2 O6nacTb npuMeHEeHHA: MeMIMHCKAs AMarHOCTHKA.
2.3 Koneunblii pe3ysibTar:

- 3a 2018 rox: MeronaMu ONTHYECKOH CIEKTPOCKOImEH OGYIyT IOMydYeHB! HOBbIC [AHHEIC C
MHKPOKAIICY/IAMH, COICPKAIAMI (epMeHTBL By/eT i3ytena :aboTa HHKAICYMMPOBAHHBIX thepmeHTOB ©
PasTMYHBIMH TIapaMeTpaMH (IHCJIO CI0eB OGOMOHUKH, MOBEPXIIOCTHBIH 3apal, KOHTAaKTHDYIOIIHH ¢
(DePMEHTOM) TIO CIOCOGHOCTH JIETEKTHPOBATH COOTBETCTBYFOIHE CyOeTpatst. TToMyuenb! KHHETHHICCKHCE
XapakrepucTKi. [10/106paHEI Cpebl Ul MCC/ICIOBAHKI BYTyT H3rOTORNEHET (DepPMEHTHBIE CeHCOpbI
F/HITH MEKPOPEAKTOPHI € 33/[AHHBIMH XapaKTePHCTHKAMH. BY/TYT Onpe/ie/ieHb! IMAIas0Hb! NCACTBYOLIMX
KOHIGHTpaIpHit CyGCTPaToB, NONYYeHB! KHHETHUCCKHE XapakrepucTHKH. I[lojoGpanbl cpemsl i
vicere10Banyi. MeTozami cBeToBoii H KOH(OKANBHOMH MHKpICKomisH GyyT nomysesl (ororpadun
MHKDOKANICY/I H TOJMMEPHOro Mokperrus, OG30p JMTeparypLl IO TEME UCCIIC[OBAHMSA, BKIOYAi
GHOCEHCOPHBIC Pa3pabOTKH M TOMMMEPHbIe TeXHOOMHH B Guocencopax. [Toxroroska nyOmmKaimii 1
pabora ¢ perakusvu.Byner omy6muKkopans! JiBe CTAaTLH B PELCH3HPYEMBIX 3apyOexHBIX H
OTeueCTBEHHBIX HAYUIHEIX H3JAHHSX C HEHYJICBEIM HMIaKT-(akTopoM. Byner omyGnmkoana 1
crathst M mTojaHa | CTAaTh B PELEH3HPYEMBIX 3apyOeXHBIX HAyYHBIX MW3IAHHAX,
HHeKcHpyeMbIX B Gazax nannsx WebofScience mimr Scopus ¢ Heiy/iessM HMIAKT-(QakTopos.
ByZeT N0AroTOBIIEH MIPOMEXYTOUHBIH OTYET. '

- 32 2019 rox: By/yT nomyueHs! MEKpOKArCyJIsL, cofepxannie 2-3 depmenta. Mzygena ix padora
[0 CIOCOGHOCTH JIETEKTHPOBATh  COOTBETCTBYIOINME — CYOCTpaTl, MOIy4eHBI —KHHETHYECKHE
XAPAKTEDUCTHKA. DByJeT TNpOBENeHO CpapHerme paGOTsI (JePMEHTOB, HHKAICY/THPOBAHHBX IO
OT/ICTBHOCTH H BMeCTe. By/IyT nomysess!: depMerTbie (U1 panee He HMMOOHI3OBAHIIBIX (epmerToB)
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H MyJbTH(EPMEHTHBIE GHOCEHCOPBL BYTyT ONpeleeHE! IManasoHsr JICHCTBYIOIMX KOHIICHTpAIWi
cyberpatos, nonoGpaHbl CpemBl WA WCCHENOBAHMN H YcnoBHs XpaHeHus. Byner msroromnmen
TIOJTH()EPMEHTHBI MUKPOPEAKTOp, 00ECIETHBAIONTHIA TIPOXOXICHHE CONPSDKEHHBIX peaKiii. [Tomyderst
AAHHbIE O BO3MOXKHOCTH JIETEKTHPOBATH METAbOMHTEI B TECTOBBIX pacTBopax. [1o pesymbTaram paboTs! -
Oyzmer omyGimkoBana 1 crates u mojasa 1 cratss B PEleH3HPYEMbIX 3apyOeXHBIX HAYYHBIX H3/IAHHSX,
HMHIEKCHPYeMBIX B Gasax manHbx WebofScience wm Scopus ¢ HenysiesbmvM AMnakT-pakropoM. Byzmer
T0/1aHa 3a5[BKA Ha IIATeHT. By IeT OIMOTORIIEH IPOMEXKY TOUHEIIH OTYeT

- 32 2020 romByayr ompeleNeHbl NTHTENBHOCTS PabOTH GHONATYHKOB (Henem, Mecsiupl),
BO3MOXHOCTb NIETEKTHDOBATH META0ONHMTHI B KPOBH M MOYe. ByleT M3roromien TIOMH(EPMEHTHBIH
MHKPOPEAKTOP, 0GECICHBAIOLIHY TIPOXOXK/ICHAE COMPSDKEHHBIX ()epMEHTATHBHELX peaktmii. Bymyr
ONPE/ENICHBI MANasOHbl JISHCTBYIONMX KOHLICHTDALH, MOXOGPAHBI Cpelbl I8 HCCIIeNOBAHM,
Toryens! KuHeTHYeCKHe XapakTepucTHiH. Byer OIPOGOBAHEI HECKOJBKO THIIOB sT9eek (IO pasMepy,
00BEMY HCCIIETyeMOM JKHIKOCTH) VIS H3MEPEHHsT 00pasLoB GHOJIOTHYECKHX XKHKOCTell, B TOM Wrc/e
H3MOTORIEHHBIX € MOMOIEI0 3D-npunTepa. OmpoGoBaHb! 2-3 THNA 3MEKTPOXOB C PasHBIMH
XApAKTEPHCTHKAMH 10 JIMANASOHY HCCICAYeMbIX KOHLEHTpaIuii, TOYHOCTH M3MepeRus H T.aLBymyr
BEIODaHBI (hePMEHTHI Ui CO3NAHMS GHOJATIHKA K paspalarsBaeMOMy TpHOOpY-aHAH3aTOpy (2-3
(epmerTa). BytyT BEIGPAHEI METO/TBI PErHCTPAIHH CHIHATOB, PaspaGorano T3 na OKP. Byzer uposeziesa
KOPPCKTHPOBKA 3a4BKH HA NATEHT. YCIpaHEHHe HENOCTATKOB 3asBKH HA MATCHT B COOTBEICTBHE C
TpeCOBAHMAMA TIATEHTHEIX OpraHm3amit. [IpoBeleHHe JOMONHHTE/BHBIX HCCIIeoBaHkl  (TIpr
Heo0xoumocTH). TTo pesyJIsTaTaM POBE/ICHHBIX HCCIIEIOBAHHIT GyJIeT MOATOTOR/EH 3AKITIOMHTE/EHBLH
oryer.Byner omybmikosara 1 crates u momasa 1 crares B PELICH3UPYEMBIX 3apyOEHKHBIX HAYIHBIX
H3/IAHIIX, MHIEKCHPYeMBIX B Gasax marrbx WebofScience mmt Scopus ¢ Henynessv HMTIaKT-(aKTopom.

2.4 TTateHTOCIOCOGHOCTE: Oa

2.5 Hayumo-TexHuuecknit ypoBenb (noBm3na):HoBmza u NPHHIMIHATEHOE OTIIHYHE OT
CYIECTBYOIIX AHATIOTOB IPE/IIAraeMOro NOAX0/1A K CO3/AHHEO GHOCEHCOPOB COCTOHT B HCTIONE30BAHHH
B HAX B KAYeCTBE GMOYYBCTBHTENBHOIO IOKPBITHS MOJHAIEKTPOIHIHOO HAHOMATEpHANA, XOPOLIO
TPOHHI{AEMOTO /Y1l HH3KOMOJIEKYJISPHBIX BEIIECTB H HENPOHHIIAEMOTO 1St hePMEHTOB.

2.6 Hcnonp3opaHue Hay4YHO-TEXHHYECKOH TPOTYKIHH OCYIIECTBIIAETCA: MEIHKO-
JHArHOCTHYECKHE NPENPUATHS.

2.7 BHA HCIONB30BAHHS pe3yNbTaTa HAydHOH M (W) HAYYHO-TEXHHYECKOH
nestenbHOCTH: Cosfanne (JePMEHTHBIX CCHCODHBIX JATMHKOB JUIA IIHDOKOIO CIIEKTpa JIeIIEBBIX,
TIOPTATHBHBIX, JIETKHX B YNPAR/ICHHH GHOCCHCOPHBIX yCTPONCTB-AHAH3ATOPOB PAXIHYHBIX BEIECTB B
KAIKOCTSX. HeKOTOpbIe M3 aHATH30B, BIOMHSBIIMECS paree B CIIEIMATH3IPOBAHHBIX ATHOCTHYECKHX
LEHTPaX, MOXKHO Oy/IeT POH3BOMTHTE B HECTIELHATH3HPOBAHHBIX K/THHHKAX H JAKE B TONICBBIX YCIOBHSIX.

3. HaumenoBanme paGoT, CPOKH HX PeAJH3ALMI H Pe3y/ILTATHI
ludp | Hammenosanme paGot mo | Cpok BHIOTHEHHS OsnaeMBIit pesystsTar
3aanus, | JIOroBOpY H OCHOBHBIE Hayalo | OKOHYa
sTana 9ITanbl €ro BHIOTHEHHS HHE
1 Wsrorornenue u mu3ydenue | Despans no 1 | Byner msroromnen u usydena
paboTs tepvenToro | 2018r. | HosGps | pabora pepmerrHoro
MHKPOPeaKTopa, 2018 r. | MHKpOpeaKTOpa,
TNPE/ICTARIISIONIEN0 TIPEICTABRIAIOLIETO COO00H
TIPEICTARIIOWEro  coboi KOMGHHAIIHIO
KOMOHHAIIIO TIOJIHAJIEKTPOJIHTHEIX CJIOSB H
TIO/HAMEKTPOIHTHEIX  CJI0EB MIKDOKAIICYI C (hepMHTAME.
5 MHKpOKATICY.T P Tlo pesymraram paGors! Gyzer
P — Harmcan 0030p JHTEpaTyphI 10
TEME HCCJIEI0BAHHS, KOTOPBIH
BOMJIET B IPOMEXKYTOYHBIA OTYET.
Byner onyGmkoBaHE 1Be cratsn
B PEIEH3NPYEMBIX 3apyOEKHBIX H
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Abstract—In the last decade, significant progress has been made in the development of enzyme biosensors,
which are used in pharmacology, clinical practice, agriculture, food quality control, monitoring of infectious
disease pathogens, and the spread of environmental pollution factors. The functioning of the amperometric
multi-enzyme biosensors is based on natural recognition mechanisms. For the best efficiency, the design of
the biosensor should enable the analyzed substances to freely interact with enzymes involved in catalytic reac-
tions; this requires knowledge of both the properties of the medium under study and the properties of the ana-
lyzed substances. To detect, recognize, and evaluate the concentration of substances in the medium it is also
necessary 1o Lake [actors that can suppress or distort the signal into account, which may be due (o the inter-
action of biosensor components with each other and with molecules of the studied medium. These factors
can change not only during storage or after repeated usc of a biosensor, but also during a single measurement.
Significant progress has been achieved in improving the design of biosensors in the process of development
of measuring equipment. This review considers the development of the most interesting and promising trends

in the development of amperometric multi-enzyme biosensors that have emerged in recent years.

Keywords: biosensor, multi-enzyme complexces, cascade reaction, metabolites

DOI: 10.1134/S0006350919050063

INTRODUCTION

Multi-enzyme biosensors are a type of enzyme bio-
sensor in which the recognition system consists of two
or more enzymes using cascades of enzymatic reac-
tions | 1—6]. Their occurrence was caused by the need
to increase the sensitivity, selectivity and range of ana-
lyzed substances. In some cases, biosensors based on a
single enzyme cannot be used to detect the analyzed
compound. Therefore, researchers use biosensor s
tems consisting of several enzymes that provide a
cade of multi-enzyme reactions. The use of multi-
enzyme cascade reactions in biosensors has a signifi-
cant advantage over biosensors that contain only one
enzyme according to a number of indicators |7].
Multi-enzyme biosensors are widely used in pharma-
cology and clinical diagnostics [5, 6, 8, 9], food anal-
ysis [10—14], and environmental monitoring [15, 16].
Electrochemical biosensors have been developed to

Abbreviations: NAD', nicotinamide adenine dinucleotide;
NADH, reduced form of nicotinamide adenine dinucleotide:
CholOx, cholesterol oxid: CholEst, cholesterol esterase
PtNP, platinum nanoparticles; 1TO, indium and tin oxide;
HRP, horseradish peroxidase.

quantify the concentration of biochemical metabolites
[7]. Early diagnosis of diseases such as Parkinson’s,
Alzheimer’s, diabetes, and various types of cancer, as
well as monitoring patient responses to therapy, plays
a crucial role in the treatment of diseases. The analysis
of nutrients in foods is important for quality control in
the food industry. Glucan, L-lactate [17], polyphenol
[18] and sulfites [19] are typical target analytes for
multi-enzyme biosensors in food analysis.

Biosensors that use carbon nanomaterials have
become important tools in the recognition of bio-
markers in which electrode materials and architecture
play a crucial role. Carbon nanomaterials in the form
of sheets, particles, dots, tubes, and wires have
recently become indispensable elements of biosensor
platforms due to their excellent mechanical, elec-
tronic, and optical properties [20—25]. This brief
review discusses the basic principles of biosensor
development based on cascade multi-enzyme reac-
tions and their application in practice.
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Fig. 1. The basic principles of biosensors. Adapted from [26].
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BASICS OF BIOSENSORS

Biosensors are based on the natural ability of anti-
bodies and enzymes to recognize different molecules
dissolved in the environment or in liquids inside ani-
mals and plants, including cells and tissues. When cre-
ating biosensors, detectors are used to convert the rec-
ognition signal into physical or chemical processes
that can be recorded by specialized detectors designed
to convert the detected changes into an electric current
(Fig. 1).

Calorimetric detectors are used to detect heat in
calorimetric biosensors [27]; electrochemical detec-
tors are used to detect moving charges in electrochem-
ical biosensors [28]; optoclectronic devices are used to
detect quanta of light in optical biosensors [29], and
piczoclectric detectors are used to detect mechanical
impacts in piezoelectric biosensors [30]. The received
electrical signals are amplified, after which they are
subject to analysis, visualization, and storage.

AMPEROMETRIC BIOSENSORS

The biosensors whose work is based on the usc of
electrochemical reactions that affect the electric cur-
rent in a system are called amperometric biosensors.
Extensive research in this area has been carried out in
recent years. A wide variety of biosensors has been cre-
ated, which can be divided into at least three genera-

BIOPHYSICS  Vol. 64
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tions according to the method of clectron transport
used in their design.

In the first generation of amperometric biosensors,
the enzyme is immobilized on the surface of a trans-
ductor, which is able to detect the transformation of
the substrate into an clectroactive product resulting in
hydrogen peroxide (Fig. 2). Electrons are transferred
to oxygen during the redox reaction resulting in a
change in the concentration of hydrogen peroxide,
which can be detected by the magnitude of the clectric
current. The concentration of the analyzed com-
pounds is measured in this manner [7, 31, 32].

Usually two main classes of enzymes are used,
namely, oxidases and dehydrogenases. These enzymes
usc nicotinamide adenine dinucleotide (NAD') or
nicotinamide dinucleotide phosphate, adenosine tri-
phosphate, flavin adenine dinucleotide and its
reduced form as coenzymes, which are subjected to
cyclic oxidation—reduction processes that are needed
to allow mcasurcment.

Flavin adenine dinucleotide was the most common
cofactor in the first gencration biosensors based on the
use of oxidases. These biosensors can track the pro-
duction of hydrogen peroxide at the anode potential of
+0.7 V against the silver chloride electrode
(Ag/AgCl), or oxygen consumption at the cathode
potential of —0.7 V against Ag/AgCl. These biosensors
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depend on the presence of oxygen in the medium as an
electron acceptor, which can lead to measurement
crrors if the concentration of oxygen dissolved in the
medium changes. Therefore, they are ineffective in
measurcments under anacrobic conditions, such as
ischemia.

First-generation dehydrogenase-based biosensors
depend on the presence of the reduced form of nico-
tinamide adenine dinucleotide (NADH), which is
required to produce a signal; this becomes problematic
when implantable sensors are used. The advantage of
the first-generation sensors is a short response time
(approximately | s) and high sensitivity. However, in
order to increase the reproducibility of the data, these
biosensors often need pretreatment of the electrodes
before operation and may also be influenced by exog-
enous factors, as a result of which a correction of the
data may be necessary. These shortcomings can be
most evident in measurements in complex biological
media [33].

Biosensors of the second generation use mediators
as oxidizers, which function as clectron carriers. This
allows one to work with low potentials and eliminates
the influence of oxygen and interference with other
chemical agents. Ferrocyanide and ferrocene are the
best-known mediators. Methylene blue, methyl violet,
alizarin yellow, Berlin azure, thionine, lapis lazuli A
and C, and toluidine blue should also be mentioned
134].

Electrocatalysis is used in biosensors of the third
generation, due to which there is a direct transfer of
clectrons between the enzyme and the clectrode.
Redox polymers are used to electrically conduct the
signal from the site of the redox reaction on the
enzyme to the electrode surface. Currently, such bio-
sensors are under development and are little used in
practical work [32], although numerous laboratory
studies are known. As an example, a biosensor has
been created recently to detect p-hydroxyphenyl ace-
tate, which is a biomarker of urinary system diseases;
it contained bacterial reductasc enclosed in an clectri-
cally conductive redox polymer; this enabled reliable
measurements of the concentration of the analyzed
compound [35]. In another study, a highly sensitive
amperometric acetylcholinesterase biosensor based on
a conjugated polymer and a metal-containing nano-
composite was created to detect organophosphorus
pesticides [36].

MULTI-ENZYME AMPEROMETRIC
BIOSENSORS

Bioscnsors may contain onc or morc cnzymes.
Biosensors containing two or more enzymes are called
multi-enzyme biosensors; they are more effective than
mono-enzyme biosensors. The main principle of
multi-enzyme electrochemical biosensors is based on
cascades of multi-enzyme reactions |37] that contain

IBADULLAEVA ct al.
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Fig. 3. Types of multi-enzyme cascade reactions: (a) a cas-
cade reaction of nonredox-conversion and redox-conver-
sion enzyme pairs; (b) a cascade reaction of an oxidase—
horseradish peroxidase enzyme pair; (c) a cascade reaction
of a dehydrogenase—diaphorase enzyme pair. Designa-
tions: a, substrate (analyte); b, enzymes of conversion; ¢,
intermediate reagent; d, redox enzymes; EP, electroactive
product. Adapted from [37].

pairs of redox enzymes and other enzymes that are
able to convert an analyte into a particular form, which
can be oxidized in the following reaction with a redox
enzyme [37]. Any possible enzymes, such as kinases,
transferascs, invertas and hydrola an be used as
nonredox enzymes for the conversion reaction of the
analyzed compound. Cascade enzymatic reactions of
these redox—nonredox enzyme pairs lead to the for-
mation of hydrogen peroxide as an electroactive prod-
uct that is capable of generating clectrochemical sig-
nals (Fig. 3).

A NAD"-dependent dehydrogenase, such as lac-
tate dehydrogenase, can be combined with diapho-
rase, which oxidizes NADH, as a oxidase—peroxidase
pair. The reaction of the dehydrogenase with an ana-
lyte results in oxidized substrates and NADH. Dia-
phorase re-oxidizes NADH into the oxidized form of
NAD™ and generates electrochemical signals on the
electrode. In this case, the diaphorase reaction effec-
tively recycles NAD™/NADH and finally provides an
enhanced clectrochemical signal. Electrochemical
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Fig. 4. A diagram of a matrix-bond three-enzyme system. Abbreviations: B-Gal, B-galactosidase; HK, hexokinase; G-6-PDG,

glucose-6-phosphate dehydrogenase. Adapted from [39].

methods of signal recording are used in most develop-
ments of multi-enzyme biosensors with cascade
chemical reactions [38].

The first artificial bi-enzyme system consisting of
immobilized enzymes of hexokinase and glucose-6-
phosphate dehydrogenase covalently bound to a poly-
meric carrier was designed by K. Mosbach in 1970
[39]. It has been shown that the efficiency of spatially
organized enzyme system is higher compared to
enzymes in solution in free form. The same authors
proposed a three-enzyme system for the first time,
namely, B-galactosidase—hexokinase—glucose-6-
phosphate dehydrogenase [40] (Fig. 4), which was
proposed to obtain the cumulative effect.

Three enzymes were immobilized on the surface of
a reinforeed cross-linked polymer matrix [41]. It was
shown that the kinetic behavior of a matrix-bound
three-enzyme system was more efficient compared to
a similar system consisting of three unbound cnzymes
in solution. In this case, the increase in the efficiency
of the immobilized system becomes more noticeable
with the increase in the number of enzymes that arc
involved. Currently, there are several dozen immobi-
lized multi-enzyme complexes consisting of two,
three, four, or more enzymes, whose cffectiveness is
much higher than that of free cnzymes, duc to the
local concentration of substrates included in the sys-
tem [42—44].

THE LATEST DEVELOPMENTS IN THE FIELD
OF MULTI-ENZYME AMPEROMETRIC
BIOSENSORS

Biosensor technologies based on the use of redox
enzymes are one of the fastest growing areas of analyt-
ical chemistry due to their high sclectivity, sensitivity,
speed and reliability of measurement, compactness,
and relatively low price [2]. The research and develop-
ment of multi-enzyme biosensors for monitoring
some clinically important metabolites over the past
10 years are presented below.
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Determination of Cholesterol in the Blood

High cholesterol in the blood is closely related to
coronary heart discase, atherosclerosis, myocardial
infarction, brain thrombosis, lipid metabolism disor-
ders, hypertension, etc.; therefore the development of
sensitive methods for its determination is important
for diagnostic purposes [45]. Early development of an
electrochemical biosensor for the determination of
cholesterol was based on the direct transfer of elec-
trons between cholesterol oxidase (CholOx) and the
surface of the electrodes |46, 47]. Cholesterol determi-
nation was carried out with cholesterol oxidase and
cholesterol esterase (CholEst) enzymes.

A biosensor was created later for cholesterol deter-
mination, in which cholesterol oxidase and cholesterol
esterase were covalently immobilized on a graphite
electrode functionalized with graphene [48]. When
determining  free  cholesterol, the  CholOx—
graphene/graphite electrode showed a sensitivity of 50
to 350 uM (R = —09972) with a detection limit of
5 UM of cholesterol; joint immobilization of CholEst
and CholOx at a (CholEst/CholOx)—graphene/
graphitc modificd clectrode showed a lincar range for
total cholesterol from 50 to 300 pM (R = —0.9982)
with a detection limit of 15 pM. At the same time, glu-
cose, ascorbic acid, and uric acid did not cause any
interference due to the use of a low operating poten-
tial.

A titanium clectrode was modified by three
enzymes, cholesterol oxidase, cholesterol esterase,
and horseradish peroxidase (HRP) for estimation of
total cholesterol by a multi-enzyme biosensor [49].
The cascade enzymatic reaction for the determination
of cholesterol consists of a redox—nonredox and
redox—redox enzyme pair (Fig. 5).

The biosensor was manufactured by the joint immo-
bilization of three enzymes on nanoporous gold grids
directly grown on a titanium substrate (Ti/NPAu/
CholOx—HRP—CholEst). Electrochemical characteris-
tics of biosensor Ti/NPAu/CholOx—HRP—CholEst,
studicd by cyclic voltammetry, showed its high sclectivity
and sensitivity (29.33 HMA mM~! c¢cm™2). The biosensor
ted on real samples of margarine, butter, and fish
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Fig. 5. A diagram of a three-enzyme cascade reaction and electrochemical signaling. Adapted from [49].

oil, showing the possibility of using it as a tool for detect-
ing cholesterol in food and additive quality control.

In addition, an attempt was made to develop a
three-layer nanocomposite film based on platinum
nanoparticles (PtNP) and polypyrrole to estimate
total cholesterol using impedance spectroscopy [50].
Changes in the impedance of nanobiocomposite clec-
trodes were used to measure the concentration of cho-
lesterol oleate. The Impeda biosensor was fabricated
based on platinum nanoparticles and a multilayer
nanocomposite electrode made of polypyrrole. Its
advantage is casc of manufacturc [50]. Platinum
nanoparticles were electrochemically deposited
between two layers of polypyrrol on glass plates of
indium and tin oxide (1TO) (PtNP/polypyrrol/ITO);
they had a high electroactive surface area and served as
a favorable microenvironment for the immobilization
of CholEst and CholOx, which led to the efficient
transfer of electrons between the enzyme system and
the electrode. The CholEst—CholOx/PtNP/ITO
electrode had linearity of parameters in the range from
2.5-10*10 6.5 - 10~ M/L, a low sensitivity threshold
(2.5-10~* M/L), a rapid response time (25 s), and high
sensitivity (196 Q/mM/cm~2). The unique features of
the CholEst—CholOx/Pt-NP/polypyrrole/ITO na-
nobioelectrode included a low cost of manufacture,
ease of measurement, reusability, minimal interfer-
ence, and a very low Michaelis constant. The authors
note that the drawbacks of impedance measurement
arc the semi-logarithmic dependence of the calibra-
tion curve and the choice of a representative scheme
from the Nyquist graphs (the amplitude-phase fre-
quency response).

As noted above, the development of an electro-
chemical cholesterol biosensor based on the direct
transfer of electrons between cholesterol oxidase and
the clectrode surface limited the analytical cfficicncy
ofthe sensors. Voltammetry as an analytical technique
provides greater accuracy than amperometric methods
[46, 47]. The use of horseradish peroxidase makes it
possible to convert the oxidized state to the reduced
statc and back with the participation of the heme
group of HRP [45].

A voltammetric sensor was fabricated by co-immo-
bilization of two enzymes, cholesterol oxidase and
HRP, on porous graphite for determination of total
cholesterol [51]. The sensor was sclective and showed
resistance to interference, such as ascorbic acid, glu-
cose, lactic acid and uric acid; it had high stability,
sensitivity (16 JA mM~' ecm~2), and a linear range of
up to 300 mol/dm? under conditions close to physio-
logical (pH 6.86), which determined its prospects for
use in clinical practice.

DNA is widely used in biosensors as a biorecogni-
tion clement, as well as a building block in nanode-
vices [532]. Modified DNA materials for the immobili-
zation of enzymes such as horseradish peroxidase [53]
and glucose oxidase [54] are used to make biosensors.

Silver-coated Fe;0,—Ag-NPs magnetic nanoparti-
cles were synthesized, in which Fe;O,NP (magnetite)
was used as a core and Ag- NP (nanoparticles of silver)
were used as an envelope [55]. Cholesterol levels were
determined by cyclic voltammetry with a detection
limit of 5.0 mg/dL and a linear range from 5.0 to
195 mg/dL. It was found that interference caused by
the presence of glucose, ascorbic acid, and acetamin-
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ophen had no significant effect on the biosensor, indi-
cating its high selectivity. The high sensitivity of the
biosensor was due to the large surface arca for efficient
enzyme loading. A SiO,/Fe;0,—Ag—DNA nanocom-
posite had good compatibility with enzymes and good
conductivity. Different types of cholesterol biosen-
sors, as well as prospects for their further improvement
and commercialization, were discussed in a recently
published review [56].

Creatinine Biosensors

Creatinine is formed as a result of the cleavage of
creatine and phosphocreatine; it serves as an import-
ant indicator of renal function in clinical analysis [57,
58]. Traditional methods for determining creatinine,
such as colorimetric, spectrophotometric, and chro-
matographic methods, have a number of drawbacks,
in particular, laboriousness, the need for pre-process-
ing of samples, expensive equipment and high require-
ments for the qualification of specialists. In contrast,
biosensors are easy to use, cost-effective and highly
sensitive [58—60].

Three enzymes, creatinine amidohydrolase, cre-
atine amidinohydrolase, and sarcosine oxidase, were
immobilized on a platinum clectrode coated with a
film of nanoparticles zinc oxide/chitosan/carboxi-
lated carbon nanotubes/polyaniline to create a creati-
nine biosensor [61]. The electrode detected a creati-
nine level of 0.5 pM for 10 s at pH 7.5 and 30°C; it was
characterized by a working range of 10—650 uM, a
sensitivity of 0.03 A pM~' cm~2and only 15% loss of
the initial response in 120 days when stored at 4°C.
The device has been successfully used to detect creati-
nine in human serum. In another work [62] the same
authors developed a creatinine biosensor using a car-
boxylated multi-walled carbon nanotube (¢c-MCNT)
and a polyaniline modified electrode. The nanocom-
posite film of ¢-MCNT /polyaniline was clectrode-
posited on the surface of a platinum electrode to man-
ufacture a multi-enzyme modified clectrode. Three
enzymes (creatinine amidohydrolase, creatine amidi-
nohydrolase, and sarcosine oxidase) were covalently
immobilized on the activated carbon electrode using
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)  carbodiimide/
N-hydroxysuccinimide for determination of creati-
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nine. Direct oxidation of hydrogen peroxide, which
was generated as a result of a cascade of enzymatic
reactions, was used for clectrochemical signaling
(Fig. 6).

The biosensor was characterized by a linear
response range from 10 to 750 uM of creatinine with a
detection limit of 0.1 pM; it was successfully used to
determine creatinine in human serum samples. In
another study [60], the same authors developed a bio-
sensor in which the commercial enzymes creatininase
from Pseudomonas sp., creatinase from Pseudomonas
sp. and sarcosine oxidase from Bacillus sp. were jointly
immobilized on iron oxide/chitosan—graft—polyani-
line nanoparticles (Fe;0,—NPs/CHIT-g-PANI). The
biosensor was characterized by a response of 2 s at
pH 7.5 and 30°C, a lincar dependence on creatinine
concentration in the range from 1 to 800 uM, a sensi-
tivity of 3.9 pA uM~" cm~2 with a detection limit of
I UM (S/N = 3), and 10% loss in its initial response
after 120 uscs for 200 days and storage at 4°C.

An improved amperometric biosensor for detection
of creatinine based on the immobilization of nanopar-
ticles containing creatininase, creatinase, and sarco-
sine oxidase on a glassy carbon electrode has been
developed [59]. The biosensor had a response of 2 s at
pH 6.0in 0.1 M sodium phosphate buffer at 25°C. The
biosensor had a wide linear range from 0.01 uM to
12 uM with a detection limit of 0.01 pM. There was a
good correlation (R? = 0.99) between serum creatinine
levels in healthy individuals and patients with renal
and muscular dysfunction obtained by standard enzy-
matic colorimetric method and using the biosensor.
The loss of initial electrode activity was only 10% after
240 days of regular use and storage at 4°C.

Determination of Triglycerides in the Blood

Triglycerides are the main carriers of fats in the
blood. In addition to transporting fat, triglycerides
also act as accumulated fat in adipose tissue, which is
used when there is insufficient intake of carbohy-
drates. Lipopolysaccharides are the carriers of fat in
the blood. Elevated triglyceride levels in the blood
exceeding 500 mg/dL may increase the risk of cardio-
vascular discase [63], vascular dementia and diabetes
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[64]; thus, the determination of triglycerides in the
blood is very important in clinical diagnostics. Tri-
glyceride biosensors based on nanomaterials are capa-
ble of measuring triglyceride levels in fruit juices, bev-
erages, serum and urine [65]. These biosensors are not
sufficiently advanced for wide practical application,
further studies are required to improve their reliability
and cfficiency [66, 67].

Various methods are used for the determination of
triglycerides, such as colorimetric [68], spectrophoto-
metric [69], chromatographic [70], fluorometric [71],
and a number of other methods, including measure-
ment by biosensors as the simplest, fastest, and most
economical method. Biosensors for triglycerides are
based on the principle of generating an clectric signal
proportional to the amount of the analyzed compound
[72]. Among different classes of biosensors based, for
example, on conductive polymers and metal oxides,
biosensors with infrared fibers, and microgel optical
biosensors, electrochemical biosensors are the most
sensitive, simple, specific, and economical [73—76].

Electrochemical biosensors for triglycerides are
classified, according to the principles of their mea-
surement, into potentiometric, amperometric,
impedimetric, and conductometric sensors, biosen-
sors based on metal oxide, optical biosensor, biosen-
sors based on microgel, and biosensors based on
enzyme nanoparticles.

Potentiometric biosensors for triglycerides are
based on lipase-catalyzed hydrolysis of tributyrin into
glycerin and free fatty acid (butyric acid). The produc-
tion of fatty acids causcs a change in pH of the reaction
buffer, which is measured using the open-circuit
potential [77]. These bioscensors generate a constant
potential, which is dependent on the concentration of
the analyzed compounds [78].

In the amperometric mecthod, the current is
directly proportional to analyte concentration (tri-
glycerides) [79]; the biosensor compriscs two or three
electrodes, in which H,0, is generated from tri-
glycerides in a lipase, glycerolkinase, and glycerol-3-
phosphateoxidase/dehydrogenase cascade reaction.
The produced H,0, is decomposed at high voltages to
generate electrons (Fig. 7).

Amperometric biosensors for triglycerides were
fabricated on the basis of joint immobilization of
lipase, glycerol kinase, and glycerol-3-phosphate oxi-
dase on the nanoparticles of nickel oxide—chitosan
[80], on chitosan and ZnO nanoparticles (ZnONPs)
[81], and on chemically synthesized particles of
Au/nanocomposite of poly(3,4-ethylenedioxythio-
phene) polystyrene sulfonate [82].

An electrochemical biosensor for triglycerides was
developed by applying lipase, glycerol kinase, and
glycerol-3-phosphate  oxidase onto the polymer
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matrix by electrostatic forces and subsequent stabiliza-
tion by covalent cross linking. It was able to measure
the level of triglycerides in the serum of patients with
skin diseases [83]; it was easy to manufacture, had a
stable adhesion of enzymes, and a long lifetime of the
electrode. The drawbacks of the biosensor could
include heterogeneity of dispersion of the conductive
polymer, chemical instability, and poor manufactur-
ability.

An efficient electrochemical biosensor for tri-
glycerides, in which enzymes were covalently co-
immobilized on a modified glassy carbon clectrode
(MNPCHIT/ZnO-ZnHCF/GCE), was of consider-
able interest associated with an ability for significant
signal amplification and high stability during storage
[84].

In the amperometric bionanosensors for tri-
glycerides, aggregates of nanoparticles of lipase from
porcine pancreas, glycerol kinase from Cellulomonas
sp. and glycerol-3-phosphate oxidase from Aerococcus
viridans were linked with glutaraldehyde and function-
alized with cysteamine. The obtained enzyme
nanoparticles were covalently immobilized on a poly-
crystalline Au electrode via thiolated bonds [85]. The
bioscensor showed an optimal current at 1.2 Vfor 5, at
pH 6.5 and 35°C. In addition, a linear relationship
between current (mA) and triolein concentration in a
wide range of low concentrations was obtained. The
detection limit of triglycerides was 1.0 pg/mL. A good
correlation (&2 = 0.99) between the content of tri-
glycerides in serum measured by the biosensor and the
standard colorimetric enzymatic method was
obtained. The electrode was used 180 times over
3 months with a loss of 50% of its activity when stored
in a dry place at 4°C.

An improved amperometric triglyceride biosensor
produced with nanoparticles containing commercial
lipase from Candida rugosa and glycerol kinase from
Cellulomonas, as well as glycerol-3-phosphate oxidase
from Aerococcus viridans, which were immobilized on
a pencil graphite clectrode, showed an optimal
response for 2.5 s at pH 7.0 and 35°C. The electrode
had high sensitivity (1241 + 20 pJA cm=2 mM~'), a low
detection limit (0.1 nM), and a good correlation cocf-
ficient (R? = 0,99) with the standard enzymatic colo-
rimetric method. The biosensor was used to determine
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triglycerides in the serum of healthy individuals and
patients with hypertriglyceridemia. The loss of its ini-
tial activity after prolonged use for 240 days when
stored at 4°C was only 20% [86].

Determination of Methyl Salicylate

Volatile organic compounds arc considered as
important marker chemicals for the detection of plant
diseases caused by pathogens. Methyl salicylate is one
of the most important volatile organic compounds
released by plants during biotic stress, such as infec-
tion by pathogenic fungi.

The development of a fast, sufficiently sensitive,
reliable, non-destructive, and field-friendly method
for the detection of methyl salicylate in infected plants
is very important for the detection of infection at an
carly stage. A multi-enzyme amperometric sensor on
the basis of a modified bi-enzyme stencil electrode has
been developed for the detection of methyl salicylate
87, 88]. A sensor based on a three-cnzyme system has
been proposed for direct detection of methylsalicylate
secreted by infected plants (Fig. 8).

The use of multi-enzyme electrochemical sensors
of methyl salicylate has a number of advantages in
comparison with other methods due to their reliabil-
ity, sensitivity, and the possibility of quantitative anal-
ysis [87, 89]. In the proposed design of the biosensor,
methyl salicylate released from infected plants was
hydrolyzed by esterases to methanol and salicylic
acid (1); the formed salicylic acid was then converted
to catechol by salicylate hydrolase, which was also
immobilized on the stencil electrode (11). The result-
ing catechol was then oxidized by tyrosinase to form an
electroactive  compound, 1,2-benzoquinone (111},
which was further reduced to catechin on the surface
of the stencil electrode, contributing to the generation
of electric current (1V). The concentration of methyl
salicylate was inversely proportional to the current at
the cathode. The biosensor sensitivities determined by
cyclic voltammetry and constant potential amperom-
ctry were 112.37 and 282.82 pA cm—2 mM~', respec-
tively, and the detection limits were 22.95 and
0.98 UM, respectively.
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Determination of the Content of Sugars
and Their Derivatives

L-lactate is a key agent that is formed as a result of
anacrobic metabolism of glucose in the body; its
determination is very important in clinical diagnostics
190, 91], in sports medicine |92, 93], and in food qual-
ity analysis [94, 95]. Electrochemical biosensors have
many advantages in the determination of lactate such
as speed, high specificity, low cost, and the ability to
miniaturize/integrate into circuits to perform auto-
matic sensing compared to various analytical methods
[73, 96].

A simple and sensitive impedance bi-enzyme bio-
sensor based on lactate dehydrogenase and pyruvate
oxidase has been developed [97], which had high sta-
bility during operation and storage, as well as high
selectivity with a detection limit of 17 and 20 uM for
the layers of lactate dehydrogenase and pyruvate oxi-
dase, respectively (Fig. 9).

An original method of combination of lactate
dehydrogenase and pyruvate oxidase has been pro-
posed for the determination of L-lactate, by which a
biosensor was prepared by drip coating of the electrode
surface with dehydrogenase, NAD' and pyruvate oxi-
dase by screen printing using a vapor of glutaralde-
hyde. The determination of L-lactate in complex
matrices has shown the applicability of an impedance
multi-enzyme biosensor for food quality analysis and
clinical diagnostics.

The lactate oxidase, peroxidase, and glucose oxi-
dase enzymes were encapsulated into micron-sized
polyclectrolyte capsules for the simultancous detec-
tion of oxygen, glucose, and lactate using a single sen-
sor [98]. The microcapsules were prepared by layer-
by-layer deposition of oppositely charged polyelectro-
lytes: polyallylamine hydrochloride and polystyrene
sulphonate on CaCOjs particles, resulting in the for-
mation of a polystyrene sulphonate/polyallylamine
hydrochloride envelope. The enzymes were located in
the inner part of the capsule, while fluorescent dyes
were attached to the surface, which were retained due
to electrostatic and hydrophobic interactions with
polyclectrolytes of multilayer envelopes [98].

Gluconic acid, which isa product of glucose oxida-
tion, is widely distributed in nature and is present in
various food products [99]. An amperometric biosen-
sor that uses multi-enzyme cascade consisting of glu-
cosidase, creatine kinase, sarcosin oxidase, and perox-
idase has been developed for the determination of glu-
conic acid [12]. Enzymes were immobilized between
chitosan layers on the surface of a flat nanocomposite
electrode containing multi-walled carbon nanotubes.
The medium for the measurements contained adenos-
ine triphosphate, creatine phosphate, and hexacyano-
ferrate(1l) as a redox mediator. The response to the
presence of gluconic acid in the medium was mani-
fested as a change in the current measured at a con-
stant voltage of —50 mV. The biosensor had linearity in
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the range from 4 to 620 uM with a detection limit of
2.6 UM, sensitivity of 45.3 nA pM~'cm~2 and the
responsc time of 70 s. The advantage of this design was
also that the enzymes used to create the biosensor were
affordable, cheap, stable, and function efficiently
under suitable working conditions, which made it pos-
sible to produce sensitive, reliable, and stable biosen-
sors. This multi-enzyme biosensor was used for the
analysis of gluconic acid in various worts and wines
without any pre-treatment. The results obtained using
the biosensor did not differ from the results of refer-
ence measurcments by liquid chromatography. A bi-
enzyme biosensor based on horseradish peroxidase
and glucose oxidase was constructed by in situ hybrid-
jzation of a covalently bond organic-inorganic bio-
composite film, which had high stability in an acidic
solution [100]. Glucose oxidase and [-galactosidase
were co-immobilized on a graphite working electrode
in a three-clectrode amperometric biosensor for the
detection of two different saccharides, that is, lactose
and glucose, in aqucous solutions [11]. The lactose
biosensor had a linear range up to 0.010 mM with a
detection limit and sensitivity of 0.001 mM and 850 =
81 HA /mM, respectively; it was tested on real samples,
fruit juices, skim milk, and milk whey.

OTHER MULTI-ENZYME BIOSENSORS

The use of fluorescent dyes is a promising direction
of biosensor development, which are usually enclosed
in capsules, in various matrices [ 101, 102] or envelopes
[103], designed in such a way as to facilitate the inter-
action between the analyzed compound and the sensi-
tive material. The encapsulation of sensitive material
in multilayer nanostructures obtained by sequential
adsorption of positively and negatively charged polye-
lectrolytes is a widespread approach in the manufac-
ture of sensors of this type, which was first described
in the early 2000s [104, 105]; later it received signifi-
cant upgrading and was uscd in a varicty of applica-
tions [ 106—109].
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As an example, the possibility of joint encapsula-
tion of enzymes with sensitive dyes in micron-sized
polyclectrolyte capsules was shown in [98]. The multi-
component structure of the capsules [110] enabled
production of chemical bioscnsors for detecting both
oxygen and glucose with one capsule [98]. Potentially,
the capsules can be located inside the cell [111, 112]
and track changes in the concentration of metabolites
throughout the life cycles of the cells. Studies have
shown that millimolar concentrations of such sub-
stances as glucose and lactate can be reliably detected
by fluorescence. Thus, the joint encapsulation of an
enzyme and fluorescent dye, which enables optical
monitoring of biologically important metabolites in a
single microcapsule, is a unique system for real-time
investigation of the microenvironment in the cyto-
plasm.

Studies have been performed on multi-enzyme
biosensor systems for measuring the concentration of
fluoride and phosphate [ 113, 114], for the detection of
acetylcholine [115], arginine [116], aspartate transam-
inase, and alanince transferase using a multi-enzyme
modified electrode surface [117, 118], transaminases
in serum [117], secretory phospholipase of group
2-11A, a biomarker of bacterial septic infection [119],
and lysine as an indicator of food quality [120], for the
detection and control oligonucleotides [ 121], and ana-
logues of nucleosides, which are a universal family of
drugs with a wide spectrum of action [ 122].

Modern methods of immobilization make it possi-
ble to create not only multi-enzyme complexes, but
also to bind them to whole cells, subcellular structures
[123], and microorganisms [124]. The use of immobi-
lized cells eliminates the need for isolation and purifi-
cation of the required enzymes. The living cell, in con-
trast to the isolated enzyme, is a ready-made biotech-
nological reactor, which performs the processes that
lead to the formation of the final product. With cells it
is possible to obtain natural multi-enzyme systems
that perform multi-stage chemical transformations.
Many different biosensors have been created using liv-
ing cells [125, 126]; in this case, the method of cell
immobilization is the key issue [127, 128].

CONCLUSIONS

In recent years, there has been a rapid development
of technologies for the creation of multi-enzyme bio-
sensors for use in biomedicine, pharmacology, food
industry, agriculture, and environmental monitoring.
These devices are compact and portable, and have
high sensitivity and sclectivity; they are simple and
easy to use, as they do not require complex preparatory
work for the measurement.

Biosensors based on a cascade of enzymatic reac-
tions have several advantages compared to mono-
enzyme biosensors. The selection of suitable enzyme
pairs is an important factor in the development of
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effective biosensors based on cascade reactions; they
must have a relative similarity of their operating con-
ditions, including the similarity of the optimal pH,
temperature profiles, and metabolite concentrations.

Modern trends in the development of these devices
are aimed at further minimization of their size and
increasing their reliability, sensitivity, selectivity, as
well as their resistance to interfering agents and factors
that reduce their service life. The reduction of manu-
facturing costs and the expansion of areas of the use of
these devices are important issues as well.
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Activity of angiotensin-converting enzyme (ACE) and intensity of ROS generation in the
aorta were studied in male Wistar rats intraperitoncally injected with a mixture of (+) and (-)
stercoisomers of catechin. ACE activity in aortal segments was cvaluated by hydrolysis of
hippuryl-histidine-leucine; ROS generation was measured by oxidation of dichlorodihydro-
fluorescein. The dynamics of ACE activity and intensity of ROS generation in the aorta after
catechin administration and their dependence on the catechin dose were studied. The cffects
of dihydroquercetin and fucoidin on the studied parameters were analyzed. Catechin increased
ACE activity; the maximum increase was achicved in 3 h after administration. Catechin dose
producing a half-maximum incrcasc in ACE activity was 0.04 pg/kg. The cffects of catechin
on ACE activity was attenuated by dihydroquercetin and completely abolished by fucoidin.
Catechin did not enhance ROS production in the aorta, and in a dose of 0.1 pg/kg even in-
hibited this process. It is hypothesized that isomers of catechin produce opposite effects on
ROS generation in the aorta.

Key Words: aorta,; angiotensin-converting enzyme, reactive oxygen species; dihydroquer-

cetin; catechin

Catechin, its halo derivatives, and the products of cate-
chin conjugation arc the main flavonoids of tea, cacao,
and chocolate. Green tea contains up to 30% catechin
of the dry weight of the leaves [15]. Up to a half of
all flavonoids are consumed by humans with tea [7].
Clinical and preclinical data show that tea consump-
tion inhibits atherosclerosis development and reduces
the risk of development of cardiovascular disorders
[7]. This effect is mediated by complex influence of

{nstitute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Acad-
emy of Sciences: Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of
Sciences, Pushchino, Moscow region, Russia. Address for correspon-
dence: ykorystov@rambler.r. Yu. N. Korystov

flavonoids on blood vesscls. It is known that vari-
ous flavonoids reduce LDL oxidation, inhibit platelet
aggregation, de te the formation of atheroscle-
rotic plagues, de: ¢ the expression of adhesion mo-
lecules on endothelial cells, induce vasorelaxation, and
reduce BP [2]. Oxidative stress in vessels is one of the
main factors responsible for induction and progression
of atherosclerosis [4] and angiotensin 11, a product of
angiotensin-converting enzyme (ACE), significantly
contributes to these processes [3]. Angiotensin Il ac-
tivates NADPH-oxidase [5], which leads to activation
of ROS generation, stimulation of cell proliferation,
expression of monocyte-adhesion molecules on endo-
thelial cells, inflammation, and atherosclerosis [6]. The

0007-4888/20/1685-0627 © 2020 Springer Science + Business Media, LLC
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effects of tea and its compounds on ACE activity and
intensity of ROS production in vessels in vivo were
nether studied.

Catechin has 4 stereoisomeric forms in trans-
(+)-catechin and (-)-catechin, and cis- (+)-epicatechin
and (-)-epicatechin. Natural products (tea, cacao,
and other products of plant origin) primarily contain
(+)-catechin and (-)-epicatechin. However, thermal
treatment converts (-)-epicatechin of cacao and tea into
(-)-catechin [10]. Thermal treatment of cacao beans is
used during production of cacao and chocolate [10],
while thermal treatment of tea is used for sterilization
of bottled tea. This type of tea is widely consumed,
particularly 10° liters of bottled tea was produced in
Japan in 2000 [8].

Here we studied the effects of catechin on ACE
activity and ROS production in rat aorta. Considering
that humans now consume both types of #rans-cate-
chins, a mixture of these forms was used in the study.

MATERIALS AND METHODS

The experiments were performed on male Wistar rats
(n=78) weighing 300-320 g and aging 9-10 wecks. The
animals were kept in cages with free access to water
and standard pelleted food. The study was conducted
in accordance with Russian and International Ethical
Standards.

Stock solution of (+)-catechin (Sigma) in the
concentration of 1 mg/ml was prepared in a mixture
of DMSO and cthanol (1:4) and brought to required
concentrations with physiological saline. Catechin so-
lution in a volume of 0.6 ml was injected intraperito-
neally. Control animals intraperitoneal received 0.6
ml physiological saline. To study the cffects of dihy-
droquercctin (DHQ; Sigma) on catechin cffects, DHQ
in a dosc of 10 pg/kg was intraperitoncally injected
15 min before catechin. Fucoidin (Sigma) in a dose of
10 mg/kg was intravenously administered 5 min before
catechin. ACE activity and intensity of ROS genera-
tion were measured in segments of the aorta. The rats
were anesthetized with cther, the chest was opened,
heparin (500 U) was injected into the heart to prevent
blood clotting, and adjacent fat was removed from the
aorta. Then, the aortal fragment from the aortic arch
and bifurcation of renal artery was isolated, washed
with cold (4°C) Hanks solution with HEPES (pH 7.4;
Sigma), and placed into this solution. The duration of
the surgery was about 3 min. The aorta was cut into
segments with a length of 4-5 mm starting from the
site where it becomes parallel to the spinal cord. Aor-
tal segments were marked from 1 to 8 starting from the
nearest to the aortal arch. The segments of the aorta
were lengthwise cut and attached to a plastic tip of a
pipette with the endothelium outwards. After measur-
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ing ACE activity and intensity of ROS production,
aortal segments were removed from the tip. The linear
size of the segment was measured using a caliper with
an accuracy of 0.1 mm to calculate their area.

ACE activity was evaluated by hydrolysis of hip-
puric-histidine-leucine (Hip-His-Leu, Sigma) using a
modified method [1]. Aortal segments were placed in
Hanks solution with HEPES pH 7.4 (450 pl) and incu-
bated at 37°C and constant shaking (25 Hz, amplitude
1 mm) for 10 min for adaptation before the addition of
ACE substrate. The reaction was initiated by adding
10 mM Hip-His-Leu (50 pl) and stopped by adding
1000 pl 0.1 N NaOH after 30-min incubation at 37°C.
After agitation of the reaction mixture, the aortal seg-
ments were removed from the solution, and their di-
mension were measured. The solution (200 ul) was in-
cubated with 50 pl o-phthaldialdehyde (Sigma) in the
initial concentration of 20 mg/ml at 37°C for 30 min.
The reaction was stopped by adding 2 ml 0.8 N LIClL.
The samples were centrifuged (3000g, 2°C, 8 min) and
the fluorescence was measured on an MF44 Perkin-
Elmer fluorimeter at A =360 nm and 2., =500 nm. To
cvaluate ACE activity, a standard curve of fluores-
cence intensity as a function of [lis-Leu concentration
was constructed. ACE activity was expressed in pmol
Hip-1lis-Leu hydrolyzed over 1 min at 1 mm? of the
internal surface of the aorta.

ROS level was measured as described previously
[11]. Aortal segments (4-5 mm) were incubated in
2.5 ml Hanks solution with HEPES (pH 7.4) at 37°C
and constant shaking (25 Hz, 1 mm amplitude) for
30 min. Then 27,7 -dichlorodihydrofluorescein di-
acctate (H,DCFDA; Sigma) in a final concentration
of 20 uM was added. The mixture was incubated
for 20 min at 37°C and constant shaking. After in-
cubation, the solution containing H,DCFDA was re-
moved, and aortal segments were twice washed with
cold Hanks solution with HEPES (pH 7.4). Then the
scgments were placed in 2.5 ml citrate buffer (pH
4.0) containing 0.02% digitonin solution (Sigma)
and incubated at 37°C and shaking for 20 min for
extraction of gencrated dichlorodihydrofluorescein
(DCF). DCF fluorescence in the extracts (pH 7.0)
was measured on an MF44 Perkin Elmer fluorimeter
at % =475 nm and ). =525 nm.

Statistical analysis of differences was performed
using ANOVA multiple comparison test. The data are
presented as the MESEM. Each dot on the graphs rep-
resents the mean of 3-6 animals. The differences were
significant at p<0.05.

RESULTS

ACE activity increased in 3 h after administration of
catechin in a dose of 1 pg/kg and then decreased to
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the control level in 24 h after the injection (Fig. 1).
The dose dependence of changes in ACE activity on
catechin dose was studied for the timepoint corre-
sponding to maximum changes (3 h after adminis-
tration). Catechin in a dose of 0.1 pg/kg produced
the most pronounced effect on ACE activity and did
not increase with further increase in catechin con-
centration (Fig. 2). The dose of catechin inducing a
half-maximum increase in ACE activity in the aorta
(AD,,) was 0.04 pg/kg. It was previously shown that
DHQ and fucoidin, the blocker of leukocyte adhesion
to the endothelium [9], abolished the increase in ACE
activity in the aorta induced by ionizing radiation [12].
DHQ in a dose of 10 pg/kg reduced catechin effect,
and fucoidin fully abolished it (Fig. 2). These data
indicate the contribution of leucocyte adhesion to the
endothelium to catechin-induced increase in ACE ac-
tivity, as fucoidin blocks this rise.

ROS generation in rat aorta was not affected by
fucoidin and tended to decrease after administration of
catechin; this decrease became significant at catechin
dose of 0.1 pg/kg (Fig. 3). Normally, the factors en-
hancing ACE activity (ionizing radiation, inhibitor of
NO synthase, ageing and others) also enhance ROS
production in blood vessels. This can be explained
by the fact that ACE product angiotensin 11 activates
NADPI-oxidase that gencrates ROS. However, this
was not true after catechin administration to rats (Figs.
2, 3). As we used a mixture of catechin stercoisomers,
the multidircctional cffects of catechin on ACE activ-
ity and ROS production can be explained by opposite
influence of stercoisomers on ROS gencration. When
onc stcroisomer activates NADPIH-oxidase via ACE
activation and the other directly inhibit it, combined
administration of these isomers can enhance, reduce,
or causc no cffect on ROS production depending on
the ratio of catechin isomers in the mixture. A tenden-
¢y to a decrease in ROS gencration after administra-
tion of low doses of catechin isomer mixture (Fig. 3)
suggests that inhibition of activity by one catechin iso-
mer occurs at lower doses than ACE activation by the
other isomer. Activitics of ACE and NADPH-oxidase
and ROS generation increase with increasing catechin
dose. Opposite effects of stereoisomers on activity of
various enzymes and processes were reported [14]. In
particular, (+)-catechin stimulates glycogen production
in rat hepatocytes, while (-)-catechin suppresses this
process [13]. The individual effects of catechin stereo-
isomers on ACE activity and ROS production in the
aorta will be addressed in our future studies.

Black and green tea contain 1.4 and 2.85 mg (+)-
catechin per 100 ml. Chocolate contains 218 mg/kg (-)-
catechin. Thus, a subject (70 kg) drinking a cup of
black tea (200 ml) with 20 g chocolate consumes
40 pg/kg (+)-catechin and 62 pg/kg (-)-catechin. Com-
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parison of this dose of catechin isomers (total of
100 pg/kg) with AD_ by ACE activity increase shows
that this dose more than 3-fold surpasses IC,, i.e. ef-
fective doses are definitely achieved after consumption
of these products.
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Abstract: A library of novel 2-(het)arylpyrrolidine-1-carboxamides were obtained via a modular
approach based on the intramolecular cyclization/Mannich-type reaction of N-(4,4-diethoxybutyl)ureas.
Their anti-canceractivitiesbothin vitroand in vivo weretested. Thein vitro activity of some compounds
towards M-Hela tumor cell lines was twice that of the reference drug tamoxifen, whereas cytotoxicity
towards normal Chang liver cell did not exceed the tamoxifen toxicity. In vivo studies showed that
the number of surviving animals on day 60 of observation was up to 83% and increased life span
(ILS) was up to 447%. Additionally, some pyrrolidine-1-carboxamides possessing a benzofuroxan
moiety obtained were found to effectively suppress bacterial biofilm growth. Thus, these compounds
are promising candidates for further development both as anti-cancer and anti-bacterial agents.

Keywords: pyrrolidine; carboxamide; anti-tumor activity; anti-cancer activity; cytotoxicity; apoptosis;
bacterial biofilm; anti-bacterial activity

1. Introduction

The pyrrolidine moiety is an important structural part of many natural alkaloids [1-4] and
one of the most frequently occurring heterocyclic scaffolds in approved drugs [5]. A number of
anti-cancer drugs possess an N-carboxypyrrolidine scaffold. These include both fairly old ones (e.g.,
dactinomycin [6], approved in 1964) and those that have appeared recently. Acalabrutinib [7,8]
(approved by FDA in 2017) and larotrectinib [9,10] (approved by the FDA in 2018) may serve as
illustrative examples (Figure 1). Notably, larotrectinib is the first drug to be specifically developed and
approved to treat any cancer containing certain mutations, as opposed to cancers of specific tissues.
It should also be emphasized that both acalabrutinib and larotrectinib contain a 2-(het)aryl-substituted

Molecules 2019, 24, 3086; doi:10.3390/molecules24173086 www.mdpi.com/journal/molecules
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pyrrolidine fragment. Considering that in the past few decades, cancer has been one of major causes
of death in most countries of the world [11], a search for novel anti-cancer drug candidates among
2-(het)aryl-N-carboxypyrrolidine derivatives is undoubtedly a promising field of research.

O =
Z N N\
O < kz WOH
NN N
o A HN~(
L Actinomycin D (1964) F o il
NH O E Larotrectinib (2018)

e o0~ N
‘oo N.. 2 N
) o N R -
3 o OO
| =
Oa\ﬂ) O HNT N

g O Acalabrutinib (2017)

Figure 1. Approved anti-cancer drugs possessing 2-substituted N-carboxypyrrolidine scaffold.

Despite the increasing number of research works aimed at obtaining and studying
2-(hetaryl)pyrrolidines, the synthesis of these compounds still meets certain difficulties. Approaches to
these compounds can be divided into two main groups. The first one includes the modification of an
existing pyrrolidine fragment. Various cross-coupling reactions of (hetero)aromatics with appropriately
substituted pyrrolidine derivatives [12-17], including oxidative [18-20] and photooxidative ones [21-24],
are the most often used within this pathway. In several cases, the synthesis of enantiomerically pure
2-(het)arylpyrrolidines has been also accomplished by decarboxylative (hetero)arylation of proline
derivatives [25-31]. The second approach is based on the formation of a pyrrolidine ring from acyclic
precursors. Within this approach, the intermolecular [3+2] dipolar cycloaddition of activated alkenes
to azomethine ylides plays a significant role [32-37]. Essential drawbacks of the abovementioned
approaches are the need of expensive metal catalysts and/or harsh reaction conditions, as well as
the need of the preliminary synthesis of starting compounds with appropriate functional groups
and desired fragments. Hence, methods employing inexpensive, readily available reagents and
catalysts and allowing simultaneous pyrrolidine ring closure and C—Chetaryl bond formation are of a
special interest. »

Earlier, we developed a metal-free approach to 2-arylsubstitued pyrrolidine derivatives based on
the acid-catalyzed intramolecular cyclization of N-(4,4-diethoxybutyl)ureas, leading to the formation of a
pyrrolinium cation. Further Mannich-type reaction of this cyclic iminium ion with various electron-rich
aromatic C-nucleophiles allowed us to obtain a range of 2-arylpyrrolidine-1-carboxamides [38-45].
The main benefits of this approach are the usage of easily accessible starting materials and its
modularity, which allows wide variability in both the aromatic moiety and substituents at the nitrogen
atom (Scheme 1).
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Scheme 1. Modular synthetic approach to 2-(het)arylpyrrolidine-1-carboxamides.

Herein, we report the successful extension of this approach to the synthesis of novel
2-(het)aryl-substituted pyrrolidine-1-carboxamides, as well as the evaluation of their anti-cancer
activities in vivo and in vitro and studies of the inhibition of bacterial biofilm growth.

2. Results and Discussion

2.1. Chemistry

We started our research from the synthesis of initial N-(4,4-diethoxybutyl)ureas 1 by the previously
described procedure [38,46]. Both aliphatic amines and substituted anilines were employed as the
amine building block (see Scheme 1). It is well known that the ionization of an amine group is
widely used for drug solubility enhancement [47,48]. Thus, N-(4 4-diethoxybutyl)urea 1h possessing a
dimethylamino moiety was also obtained (Table 1).

Table 1. Synthesized library of novel (het)arylpyrrolidines 5-8 1.

(Het)Ar Block

OH
(0]
HO = O
v I 0
~ e N 0H
N
Oe
H 5a (93) = 5 .
Ph 5b (98) 6b (87) 7b (69) 8b (51)
4-MeO-CgHy 5¢ (91) 6¢ (89) 7c (87) 8¢ (45)
R (amine 4-Br-CgH, 5d (95) 6d (95) 7d (75) 8d (68)
block) 4-F-CgHy e (91) 6e (76) 7e (58) 8e (51)
n-CeHys 5 (72) 6f (44) 76 (47) 8f (34)
cyclo-CgHyy 5g (84) 6g (67) 7g (60) 8g (68)
TFA®(CH,),NMe,  5h (75) 6h (57) 7h (77) 8h (73)

Isolated yields are given in parentheses.

The choice of aromatic (sesamol [49,50]) and heterocyclic (4-hydroxycoumarin [51],
4-hydroxy-6-methyl-2H-pyran-2-one [52,53]) C-nucleophiles was determined by both their well-known
biological activity and high reactivity in electrophilic substitution reactions. One more heterocyclic
scaffold, namely, the benzofuroxan moiety, was also of interest due to its biological properties [54-56]
and ability to serve as NO donor [57,58]. However, it could not be introduced to the target pyrrolidines
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directly due to its extremely low nucleophilicity. Thus, the phenol derivative 4 was used instead, which
was obtained by the reaction of 4,6-dichloro-5-nitrobenzofuroxan 2 with 3-aminophenol 3 (Scheme 2).

OH
Hy DMSO,
p +
=N
[C]
2 b
’@ 93%

Scheme 2. Synthesis of substituted phenol 4 possessing a benzofuroxan fragment.

Next, we carried out the reaction of ureas la-h with these C-nucleophiles in the
presence of trifluoroacetic acid as catalyst (Scheme 3). As a result, a library of 28 novel
2-(het)arylpyrrolidine-1-carboxamides 5b-h, 6b-h, 7b-h, 8b-h was obtained, which included all
possible combinations of amine and (het)aryl building blocks. Additionally, the non-substituted
pyrrolidine-1-carboxamide 5a was also obtained. Yields of target compounds varied from moderate to
excellent (Table 1). The substitution sites of the used C-nucleophiles were confirmed by NMR data.
The structure of compound 8f was additionally confirmed by X-ray analysis data.

N—  + (HetAr—H ——— N

o 58 OJ\N'R
1a-h gt A

EtQ CHCl,, TFA,
G’ﬂ HN-R i, 12h (Het)Ar/O

Scheme 3. Synthesis of (het)arylpyrrolidine-1-carboxamides 5-8.

Compound 8f crystallized with three independent molecules in the unit cell. Bond lengths,
valence, and torsion angles were within the intervals typical for each bond type (Figure 2A). Molecules
a, b, and c differed in the conformations of the pyrrolidine cycle (envelope in each case, however
in molecules a and ¢ atom C3 was out of the plane formed by other atoms, while in molecule b it
was atom C4 and hexane substituent (Supplementary Materials, Table S1). Crystal packing consisted
of centrosymmetric H-bonded dimers in which each independent molecule interacted only with its
symmetric equivalent (Figure 2A, Supplementary Materials, Table S2). Dimers formed columns via
707 interactions (Supplementary Materials, Table S3). The three-dimensional system (Supplementary
Materials, Figure 515) was formed by weaker CH-O (Supplementary Materials, Table S1) and CH--7
interactions (Supplementary Materials, Table 54).
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Figure 2. (A) Molecular structure of compound 8f in crystal (on the example of molecule a). Ellipsoids
are shown with 50% probability; (B) F-bonded dimer in crystal of 8f (on the example of molecule b).

2.2. Biological Studies

2.2.1. In Vitro Studies of Anti-Cancer Activity

Cytotoxic assay. The resulting compounds were tested for cytotoxicity against normal and
cancerous human cell lines at concentrations of 1-100 uM. The pyrrolidines 6b-h containing the
benzofuroxane fragment were found to be the most active, while the others (5a-5h, 7b—7h, 8b-8h) did
not show anti-cancer activity (Table 2, Supplementary Materials, Table S5). Table 2 shows the IC5o
data for compounds 6b-h. It can be seen that in relation to the M-Hela cancer line, IC5j values for
substances 6d, 6¢, and 6e were comparable to the reference compound tamoxifen. Compound 6g (ICsy
—14.7 uM) was most active against cervical cancer. At the same time, with regard to the Chang’s liver
cell line, all test compounds were less toxic than tamoxifen.

Table 2. Cytotoxic effects of pyrrolidines 5a-6h on the cancer and normal human cell lines '.

Test 1C50 (uM) Test 1C5 (uM)
Compound Cancer Cell Normal Cell Compound Cancer Cell Normal Cell
Line Line Line Line
M-Hela Chang Liver M-Hela Chang Liver
5a >100 >100 5 & -
5b >100 >100 6b 56+ 4.1 >100
5¢ >100 >100 6¢ 26.0+19 62+43
5d >100 >100 6d 255+ 1.6 53+38
5e >100 >100 6e 26+ 18 48 £ 3.0
5f >100 >100 6f 47+29 57+43
5g >100 >100 6g 147+ 09 46+ 27
5h >100 >100 6h 100 £ 8.6 >100
tamoxifen 280+25 462+ 35

! Three independent experiments were carried out.

Induction of apoptotic effects by test compounds. For compound 6g, the ability to induce apoptosis
in the human cancer cell line M-Hela was studied. As shown in Figure 3 (bottom), after 24 hours
of treatment with compound 6g, apoptotic effects were observed in M-Iela cells (red fluorescence).
The data presented in Figure 3 show that at concentrations corresponding to the ICs( value, compound
6g induced apoptosis in 25% of M-Hela cells. The top row of images in Figure 3 (control) presents
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images of intact M-Hela cells. It is seen that apoptotic effects were weakly expressed. The results show
that the cytotoxicity of compound 6g in M-Hela cancer cells was caused by an apoptotic pathway.

DAPI Propidium iodide Annexin V — Alexa Fluor 647 Merge

6g (1C50 - 14.7 pM)

Figure 3. Images of control intact M-Hela cells (top) and M-Hela cells after treatment with 6g at an
ICs concentration of 14.7 uM (bottom), obtained using the Cytell Cell Imaging multifunctional system
using the BioApp Automated Imaging application. Annexin V-Alexa Iluor 647 (red fluorescence) was
used to detect apoptotic cells; living cells—DAPI (blue fluorescence); dead cells—propidium iodide

(yellow fluorescence).

Multiplex analysis of early apoptosis markers. Next, using the MILLIPLEX® MAP 7-plex Early
Phase Apoptosis Signaling kit, seven markers of early apoptosis of JNK, Bad, Bcl-2, Akt, Caspase-9,
P53, and Caspase-8 were detected in M-Hela cell lysates. The median fluorescence intensity (MFI) was
measured using the Luminex® system. This assay is a quick and convenient alternative to Western
blot and immunoprecipitation.

Figure 4 shows that the fluorescence intensity of Caspase-8 in the experimental sample (after
exposure to the test substance 6g was two times higher than that in the control. The results suggest
that apoptosis proceeded along the extrinsic pathway of activation of Caspase-8 (death is initiated by
activation of the surface cell receptor), and not along the intrinsic pathway associated with the activation
of Caspase-9 (fluorescence intensity at the control level) in which death occurs due to mitochondrial
dysfunction. This assumption was also confirmed by the predominance of pro-apoptotic Bad proteins
over anti-apoptotic Bcl-2, which are responsible for irreversible cellular damage in mitochondrial
processes. At the same time, apoptosis in M-Hela cells can be induced by activating the transcription
of many pro-apoptotic genes by the transcription factors AP1 (signaling pathway activated by JNK
stress) and p53 (response to DNA damage).

Effects on the mitochondrial membrane potential (Aym) by lead compounds. In confirmation of
data on the course of apoptosis in cells along an external pathway not associated with dysfunctional
mitochondria, the ability of the tested compounds to reduce the potential of the mitochondrial membrane
(Apm) in M-Hela culture cells was examined using the example of compound 6g. Studies were
performed using flow cytometry methods using JC-10 reagent. In normal cells with a high potential of
the mitochondrial membrane, the dye JC-10 forms aggregates (J-aggregate) near the mitochondrial
membranes. When the membrane potential due to the stimulation of apoptosis falls, JC-10 is evenly
distributed in the cell as a monomer (J-monomer). JC-10 units in normal cells have red fluore

cence, and

JC-10 monomers are green. The ratio between orange-red and green fluorescence can be used to assess
the onset of apoptosis. No decrease in Al)m was demonstrated using flow cytometry analysis (Figure 5).
The intensity of red fluorescence after treating cells with compound 6g in an IC5q concentration of
14.7 uM did not actually change compared with the control. The results obtained indicate that the
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mechanism of action of the studied compounds is not associated with the induction of apoptosis,
which proceeds along the mitochondrial pathway.

600
mControlM-Hela cells wM-Hela cellst+test compound
500

400

300

MFI

200

il PRI

INK Bad Bel-2 Akt Casp 9 P33 Casp 8

Early Apoptosis Markers

Figure 4. Multiplex analysis of early apoptosis markers in M-TTela cells treated with the test substance
6g at an ICx) concentration of 14.7 uM as well as M-Hela cells untreated with the test substance (control).
The median fluorescence intensity (MI'l) was measured using the Luminex® system. The graph shows
the mean and standard deviation values for the wells in triplicate.
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Control M-Hela 6g (IC50 14.7 uM)

JC-10 green fluorescence

Figure 5. Flow cytometry analysis of M-Hela cells treated with compound 6g, along with the
quantification of % of cells with red aggregates. The values are presented as mean + SD.

2.2.2. In Vivo Studies of Anti-Cancer Activity

In vivo evaluation was performed on the syngeneic P388 murine leukemia. Murine leukemia
models have been an essential component of the initial drug discovery programs since the 1970s. P388
leukemia played a major role in the screening of potential antitumor agents. Today, the majority of
currently used clinical drugs were first detected by the murine leukemias. These models are suitable
for the initial evaluation of the antitumor activity of new compounds [59]. The compounds were
administered i.p. (thus, as an intra-tumor treatment), which was believed to maximize exposure and
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limit pharmacokinetic influences. Due to the fact that as a solvent for parenteral administration of the
substance it is permissible to use any physiologically appropriate solvent that does not cause local
irritating effects such as water or saline [60], we selected only water-soluble compounds 5b, 5h, 6h,
and 7h for in vivo studies.

We found that the compounds 5b, 5h, and 8h had pronounced anti-leukemic activity with the
number of surviving animals on day 60 of observation from 17% to 83% and increased life span
(ILS) from 80% to 447% (Table 3, Table 4, and Supplementary Materials, Figure 516). Compound 5h
had the greatest anti-leukemic activity. Indeed, in the group of mice that received intraperitoneal
administration of compound 5h at a dose of 40 mg/kg/day, 1,5, and 9 days after tumor transplantation,
83% of the animals remained alive, and ILS was 447%. In general, the studied compounds can be
arranged in the following order of reducing the antitumor activity during therapy of P388 leukemia:
5h > 8h > 5b. However, compounds 6h and 7h in the dose range and the mode of administration
used did not show antitumor properties. Thus, 5b, 5h, and 8h can be recommended as promising
compounds for the creation of new anticancer drugs.

Table 3. Mean survival time and increased life span (ILS) of murine leukemia P388 at individual
treatment with 5h, 8h, 5b, 6h, and 7h.

Dose
Compound 18 mg/kg/day 26 mg/kg/day 40 mg/kg/day 55 mg/kg/day 83 mg/kg/day
MST:SDT  ILS?2  MST:SDT ILS? MST:SD! ILS? MST:SD' ILS? MST:SD' ILS?
(days) (%) (days) (%) (days) %) (days) ) (days) (%)
5b 07 £ 103"~ 177 26 1("106 165 26.0 +108* 160 18.0 + 84~ 80 97+02 0
5h B7+ 109" 276 185+83* 9% 52.0=8.0% 447 38099 300 19.0 =82 100
6h 138106 3 135:05% M geo7w g7 8202 4 112+ 16 11
7h 110=06* 0 103202 0 10202 0 10702 0 10302 0
8h 195ax81" 93 207 +8.0* 107 132+ 1.6 32 198 +8.1% 98 262 +107* 162

1 MST: mean survival time; SD: standard deviation; 2 T1.5%: the percentage of the median survival time (MST) of
the treated group (t) to that of the control group (c). ILS% = (MST/MSTc) x 100. * Statistically significant increase
over the control (p < 0.05); ** Statistically significant increase over the control (p < 0.01); *** Statistically significant
increase over the control (p < 0.001).
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2.2.3. Anti-Biofilm Activity of Pyrrolidine-1-Carboxamides Possessing Benzofuroxan Moiety

Biofilms are communities of microorganisms attached to the surface or the interface in which
cells are immersed in an exopolymer matrix consisting of polysaccharides, proteins, and DNA [61].
More than 90% of microorganisms occurring in nature exist in the form of biofilms [62]. Microbial
biofilms are responsible for the ctiology and pathogenesis of many acute and especially chronic
bacterial infections in humans [63]. Among bacterial diseases in humans and animals, more than 80%
are associated with the presence of stable bacterial communities enclosed in biofilms [64,65].

The possibility of interspecies community formation in biofilms along with high antibiotic
resistance of many pathogenic and potentially pathogenic microorganisms make them almost
invulnerable. The drug resistance of bacteria living in biofilms has increased manyfold in comparison
to planktonically grown bacteria [66,67]. In this regard, the ability of pathogenic bacteria to form
biofilms is a significant problem.

Moreover, in around 20% of all cases, microbial organisms are the causative agents of
cancer-inducing inflammation. Tt is unclear if these microorganisms are causally involved in
tumorigenesis, or if they benefit from the consequences of tumor growth and in turn promote
tumor progression [68,69]. Furthermore, the work of Samanta et al. [70] demonstrates that the
mechanisms behind advanced anti-biofilm and anticancer activities are linked to the generation of
excess labile toxic reactive oxygen species (ROS). Such toxic ROS species cause the rapid oxidation
and deterioration of cellular membranes. The unity of the action mechanism possibly testifies to the
interconnection of anti-biofilm and anticancer activities in certain substances. Taking this into account,
we also evaluated the ability of pyrrolidine-1-carboxamides 6a—e possessing a benzofuroxan moiety
and the initial benzofuroxan 4 to inhibit bacterial biofilm growth.

A staining assay was performed to estimate the extent of biofilm formation by Vibrio aquamarinus
DSM 26054 and Acinetobacter calcoaceticus VKPM B-10353 under treatment with 6a, 6b, 6¢, 6d, 6e, and 4
(doses of 1 x 10791 x 1077 M). The natural strains A. calcoaceticus VKPM B-10353 and V. aquamarinus
DSM 26054 were chosen as models due to their ability to actively form biofilms and for their extreme
degree of similarity to pathogenic species. The obtained biological activity results are summarized
in Table 5 (see Supplementary Materials, Figures S1-S14 for additional data). The compounds
were evaluated for biofilm production compared to control. The results showed that compounds
exhibited a variable degree of anti-biofilm activity against V. aquamarinus DSM 26054 and A. calcoaceticus
VKPM B-10353.

Table 5. Biofilm formation (%) by Vibrio aquamarinus DSM 26054 and Acinetobacter calcoaceticus VKPM
B-10353 in the presence of pyrrolidine-1-carboxamides possessing benzofuroxan moiety in reference to
control (control = 100%).

Biofilm Formation, %

Ne Compound Strain Compound Concentration, M
1x10°7 1x10°% 1x10°7 1x10°6 1x10°53
1 6 V. aguamarinus DSM 26054 17.70% 1023* 20347 1649° 265"
A calcoaceticus VKPM B-10353 79587 2377 51837 95.00 86.19
2 b V. aquamarinus DSM 26054 821* 1542 26.04* 39.02* 89.12
A. calcoaceticus VKPM B-10353 9041 7079 7393*% 88.44 119.69*
3 e V. aguamarinus DSM 26054 1354 14,67+ 922+ 1828+ 2665+
A caloaceticis VRPM B-10353 B75 55747 72777 79317 8282
4 6d V. aguamarinus DSM 26054 67.29* 646" 1070+ 2411+ 63.12
A calconceficus VKPM B-10353 79.16" 16957 50.00 9571 5950
5 = V. aguamarinus DSM 26054 67.29 17.96* 11.01* 2602 3957+
A. calcoaceticus VKPM B-10353 87.92% 47.66 % 55.40 * 53.27* 86.50
6 4 V. aquamarinus DSM 26054 6658 931+ 1134+ 4356+ 96.57
A calcoaceticus VKPM B-10353 86677 62127 7563 57.99 922
T thrormycin V. aguamarinus DSM 26054 103.42 10243 99.39 103.80 8150
A calcoacelicis VKPM B-10353 95.00 96.07 10571 106.07 10179

* Differences compared to the control samples are statistically significant, ¢ criterion, p < 0,05; the solutions
of appropriate solvent in ethanol with the same concentration were used as control in experiments with
pyrrolidine-1-carboxamides; six replicates were done for each treatment and control.
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Substances 6b and 4 had different effects on A. calcoaceticus VKPM B-10353 biofilm formation—both
suppressing and stimulating, depending on the concentration. Due to the dual nature of their action,
they are not recommended for use as agents suppressing biofilm development.

For substances 6a, 6d, 6¢, and 6e, the suppressive effect of different values on the formation of
biofilm strains V. aquamarinus DSM 26054 and A. calcoaceticus VKPM B-10353 was registered in the
range of investigated concentrations. Biofilm formation in comparison with control varied from 6.46%
to 87.92%.

Biofilm formation by A. calcoaceticus VKPM B-10353 was less suppressed in the presence of
substances than biofilm formation by V. aquamarinus DSM 26054. Biofilm formation varied from 42.37%
to 87.92% with respect to control in the presence of the studied substances. For the V. aquamarinus DSM
26054 strain, it ranged from 6.46% to 67.29%.

Substances actively inhibited the growth of A. calcoaceticus VKPM B-10353 biofilms at the
concentrations of 1 x 1078 M and 1 x 107 M. The maximum inhibition of biofilms was registered
under the influence of 6a and 6d at the concentration of 1 x 1078 M, and biofilm formation was 42.37%
and 46.95%, respectively.

The maximum inhibition of V. aquamarinus DSM 26054 biofilm was caused by 6a and 6d at the
concentration of 1 x 1078 M (biofilm formation was 10.23% and 6.46% in comparison with the control)
and 6¢ and 6e at the concentration of 1 x 1077 M (biofilm formation amounted to 9.22% and 11.01%).

Note that 6a and 6c¢ actively suppressed the formation of V. aquamarinus DSM 26054 biofilm at the
minimum concentration of 1 x 10~ M—the preservation of biofilm was 17.7% and 13.54%, respectively.

The tested compounds were also compared with standard antibiotics azithromycin (see
Supplementary Materials for additional data). Azithromycin exhibited an insignificant suppression
of biofilm at high concentrations. Azithromycin suppressed the intensity of biofilm formation by V.
aquamarinus DSM 26054 at the concentration of 1 x 107> M (Supplementary Materials, Figure S13).
The optical density was 81.5% of the control values. The inhibitory effect of azithromycin in the
studied concentrations on biofilm formation by A. calcoaceticus VKPM B-10353 was not detected
(Supplementary Materials, Figure 514).

Taken together, pyrrolidine-1-carboxamides 6a, 6¢, 6d, and 6e possessed a greater potential to
suppress the formation of biofilms compared to the initial substance, as well as to the antibiotic
azithromycin, and are promising as agents suppressing biofilms.

Genotoxicity and pro-oxidant characteristics of pyrrolidine-1-carboxamides possessing
benzofuroxan moiety. All compounds in the same concentrations used for biofilm attenuation
were also tested with Escherichia coli MG1655 (pRecA-lux). This strain was used for the evaluation
of genotoxicity (Table 6). Bioluminescent response to DNA damage was detected for compounds
6b, 6¢, and 6e. The detected genotoxic effect was evaluated as medium (I > 2) for 6b, 6¢, and 6e in
the concentration range of 1079-10"> M, and as weak (I < 2) for 6b at the concentration of 107> M.
These compounds are direct mutagens. Substance 6¢, in addition, is also a promutagen. Its genotoxicity
was registered under conditions of metabolic activation in the concentration range of 1077-1076 M.
Compounds 6a, 6d, and 4 do not belong to the class of DNA-damaging substances.
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Table 6. Genotoxicity (induction factor, I) of the pyrrolidine-1-carboxamides possessing a benzofuroxan
moiety registered with the bacterial lux-biosensor Escherichia coli MG1655 (pRecA-lux).

Compound  Activation ! Concentration of Compound, M
chivabion

109 1078 1077 107 103
6 = 0.65+0.01 0.88 + 0.06 0.88 +£0.03 0.61+0.03 0.54 +0.01
i 0.72+0.04 0.86 + 0.01 0.80 +0.03 0.70 £ 0.05 0.65 + 0.06
6b - 234+006* 228+012* 207+0.11* 215+006* 177+0.04*
+ 147 +£0.04 131+£0.01 1.30 £0.02 1.36 £ 0.04 1.23 £0.02
6c # 267+007* 284+£002* 264x014* 282+005* 233+0.04%
+ 1.30 £ 0.01 1.37 £ 0.02 1.49£0.02* 1.54+0.03* 1.35 £ 0.02
6d & 0.64 +0.03 0.70 £ 0.01 0.62 +0.03 0.70 £0.01 0.60 + 0.02
+ 0.76 £ 0.05 0.79 £ 0.03 0.71 +£0.05 0.71+£0.03 0.66 + 0.04
e - 256+010* 274+004* 246+0.02* 239+002* 200+0.02*
+ 143+ 0.01 1.35+0.04 145 +0.02 147 +0.04 1.24 +0.02
4 - 1.21 +0.04 1.27 £0.07 1.14 £ 0.02 1.27 £0.01 1.10 £ 0.00
+ 1.19+£ 0.01 1.11 £ 0.02 1.18 £0.01 1.28 £ 0.04 1.11 £ 0.01

1 Variants with metabolic activation (+59) and without it (-89); * difference from the control experiment are statistically
significant, -test; p < 0.05

Prooxidant characteristics (production of superoxide anion and NO) were evaluated using the
biosensor E. coli MG1655 (pSoxS-lux) (Table 7). Compound 6b did not possess prooxidant activity.
A weak response was observed for compounds 6a (1077-1078 M), 6d (107° M), 6¢ (10~8-107 M), and
6e (1077 M). On the other hand, for compound 4, a significant effect of superoxide-anion radical or NO
level increase was registered in a bacterial cell at the concentration of 1 x 1078 M, and a weak effect
was seen for concentrations 10°-107% M and 107-10"> M.

Table 7. Prooxidant activity (induction factor) of the pyrrolidine-1-carboxamides possessing a
benzofuroxan moiety registered with the bacterial lux-biosensor E. coli MG1655 (pSoxS-lux).

Concentration of Compound, M

Compound
1079 108 1077 106 10-5
6a 1.54£0.13* 170 +£0.23* 1.36 £ 0.03 1.46 + 0.06 124 £0.08
6b 1.03 £0.10 1.21 +0.00 1.04 £ 0.04 1.24 +0.11 0.89 £ 0.03
6¢ 1.11+0.03 1.54+£0.20* 1.68+020* 1.46 +0.03 0.96 + 0.09
6d 1.34 +0.09 1.11+0.07 1.11+£0.01 1.60+0.23* 1.10 £ 0.07
be 0.93 £ 0.03 1.25+0.28 1.85+0.15* 1.34 £ 0.10 0.84 £ 0.04
4 1.85+0.10* 2.08+0.05* 174 +0.14* 154 +0.07* 1.64+004%

* Difference from the control experiment are statistically significant, -test; p < 0.03.

Taken together, the most promising candidates for further studies are compounds 6a and 6d, for
which maximum suppression of bacterial biofilm growth was observed. These compounds were found
to be non-genotoxic and possessed a weak pro-oxidant activity. However, a careful study of their
biological activity in eukaryotic models is still required.
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3. Materials and Methods

3.1. Chemistry

IR spectra were recorded on a UR-20 spectrometer in the 400-3600 cm ™! range in KBr. 'H-NMR
spectra were recorded on a Bruker AVANCE 400 (400 MHz) spectrometer (Bruker BioSpin, Rheinstetten,
Germany) with respect to the signals of residual protons of deuterated solvent (CDCl3, DMSO-dg).
13C-NMR spectra were recorded on a Bruker Avance 600 (151 MHz) spectrometer (Bruker BioSpin,
Rheinstetten, Germany) relative to signals of residual protons of deuterated solvent (CDCl3, DMSO-dg).
Elemental analysis was performed on a CHNS-O Elemental Analyser EuroEA3028-HT-OM (EuroVector
S.p.A., Milan, Italy). The melting points were determined in glass capillaries on a Stuart SMP 10
instrument. N-(4,4-diethoxybutyl)ureas 1a-g were obtained as previously described [38,46].

The X-ray diffraction data for crystal of compound 8f were collected at 150 K on a Bruker AXS
Smart Apex II CCD diffractometer in the w and ¢ scan modes using graphite monochromated MoK
(A 0.71073A) radiation. The structure was solved by direct method and refined by the full matrix
least-squares using the SHELXTL program [71]. All non-hydrogen atoms were refined anisotropically.
The positions of hydrogen atoms were located from the Fourier electron density synthesis and were
included in the refinement in the isotropic riding model approximation. All figures were made using
OLEX2 [72] and Mercury [73]. Crystallographic data for the structure reported in this paper have been
deposited with the Cambridge Crystallographic Data Center (1941912, www.ccdc.ac.uk).

6-Chloro-4-((3-hydroxyphenyl)amino)-5-nitrobenzolc][1,2,5]oxadiazole 1-oxide (4). To the solution of
benzofuroxan 3 (0.40 g, 1.6 mmol) in DMSO (3 mL) a solution of 3-aminophenol (0.35 g, 3.2 mmol) in
DMSO (3 mL) was added at room temperature. The reaction mixture was stirred at room temperature
for 2 h, reagents consumption was monitored by TLC (eluent: toluene/ethylacetate, 2/1). Then the
reaction mixture was poured in water (100 mL), precipitate was filtered off, washed with water, and
dried. Crude product was purified by column chromatography (eluent: toluene/ethylacetate, 2/1) and
recrystallized from chloroform/hexane (3/1) to give target compound 4 as dark solid. Yield 93%, m.p.
128-130 °C; IR (v, cm™): 1563, 1628, 3094, 3320, 3447; 'H-NMR (400 MHz, CHCl3, § ppm) 4.91 (s, 1H,
NH), 6.73-6.75 (m, 1H, Ar-H), 6.80-6.84 (m, 2H, Ar-H), 6.92 (s, 1H, Ar-H), 7.27 (s, TH, Ar-H), 8.49 (s,
1H, OH); '®*C-NMR (151 MHz, CHCly, § ppm) 102.7, 111.8, 113.0, 114.8, 117.1, 128.4, 1304, 130.6, 132.6,
138.8, 146.1, 156.3; Elemental analysis: calc. for C;oH7CIN4O5 (322.5): C 44.67; H 2.19; C1 10.99; N 17.36;
found C 44.49; H 2.32; C1 10.83; N 17.44. ESI m/z: [M + H]™: calc. for C1oHgCIN4Os 323; found 323.

1-(4,4-Diethoxybutyl)-3-(2-(dimethylamino)ethyl)urea (1h). To a solution of N',N'-dimethylethane-1,2
-diamine (0.97 g, 11.0 mmol) in dichloromethane (11 mL) 1,1’-carbonyldiimidazole (2.0 g, 12.3 mmol)
was added. The reaction mixture was stirred for 48 hours at room temperature. Then
4,4-diethoxybutan-1-amine (1.77 g, 11.0 mmol) was added and reaction mixture was stirred for
another 48 h at room temperature. The reaction mixture was extracted with water (3 x 10 mL), the
organic layer was separated, and solvent was removed in vacuum to give target compound 1h as
yellow oil. Yield 64%; 'H-NMR (400 MHz, CHCl3, 5 ppm) 1.10 (t, 6H, | = 7.1 Hz, CHs), 1.40-1.49 (m,
2H, CHy), 1.53-1.60 (m, 2H, CH3), 2.13 (s, 6H, CH3), 2.31 (t, 2H, ] = 5.9 Hz, CHy), 3.04-3.11 (m, 2H,
CHy), 3.12-3.20 (m, 2H, CH,), 3.36-3.45 (m, 2H, CHy), 3.51-3.60 (m, 2H, CH,), 4.39 (t, 1H, ] = 5.6 Hz,
CH), 5.37 (s, 1H,NH), 5.55 (s, 1H,NH); '3C-NMR (151 MHz, CHCl3, § ppm) 15.2, 25.5, 31.1, 38.1, 40.0,
45.2,59.3,61.2,102.8, 159.1.

General method for the synthesis of pyrrolidine-1-carboxamides 5-8. To a mixture of appropriate
C-nucleophile (1.61 mmol) and chloroform (5 mL), urea 1 (1.61 mmol) and trifluoroacetic acid (0.18 g,
1.61 mmol; 0.36 g, 3.22 mmol in the case of urea 1h) were added. The reaction mixture was stirred
for 24 h at room temperature, the solvent was removed in vacuum, and the residue was washed
thoroughly with diethyl ether and dried in vacuum to give title compound.

2-(6-Hydroxybenzold][1,3]dioxol-5-yl)pyrrolidine-1-carboxamide (5a). Beige solid, yield 93%, m.p.
206-207 °C; IR (v, cm™!): 1534, 1637, 2986, 3174, 3294; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 5 ppm) 1.69-1.77
(m, TH, CHy), 1.78-1.88 (m, 2H, CH,), 2.06-2.16 (m, 1H, CHy), 3.29-3.36 (m, 1H, CH3), 3.46-3.52 (m,
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1H, CHy), 4.93-4.99 (m, 1H, CH), 5.48-5.80 (br s, 2H, NH,), 5.86 (dd, 2H, ] = 4.3 Hz, 1.0 Hz, CHy), ),
6.41 (s, TH, Ar-H), 6.47 (s, TH, Ar-H); 9.07-9.86 (br s, 1H, OH). 3C-NMR (151 MHz, DMSO-dg, 5 ppm)
23.8,33.2, 46.9, 55.3, 98.4, 100.9, 106.2, 122.9, 140.1, 146.3, 149.1, 157.9; Elemental analysis: calc. for
C1oH14N, Oy (250): C,57.59; H, 5.64; N, 11.19; found C, 57.70; H, 5.71; N, 11.01; ESI m/z: [M + H]*: calc.
for C1pH5N,04 251; found 251.

2-(6-Hydroxybenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-N-phenylpyrrolidine-1-carboxamide (5b). Beige solid, yield 98%,
m.p. 190191 °C; IR (v, cm™"): 1596, 1627, 2997, 3050; ' H-NMR (400 MHz, DMSO-d, § ppm) 1.72-1.91
(m, 3H, CH,), 2.12-2.22 (m, 1H, CH,), 3.48-3.56 (m, 1H, CH,), 3.72-3.80 (m, 1H, CHj), 5.14-5.20 (m,
1H, CH), 5.85 (s, 2H, CHy), 6.44 (s, 1H, Ar-H), 6.52 (s, TH, Ar-H), 6.90 (t, 1H, ] = 7.4 Hz, Ar-H), 7.20 (t,
2H, ] = 7.8 Hz, Ar-H), 7.43 (d, 2H, ] = 8.1 Hz, Ar-H), 7.97 (s, 1H,NH), 9.33 (s, 1H, OH); *C-NMR (151
MHz, DMSO-dg, § ppm) 23.7, 33.3, 47.1, 55.7, 98.2, 101.0, 106.1, 119.8, 122.1, 122.7, 128.7, 140.2, 140.9,
146.4, 148.8, 154.1; Elemental analysis: calc. for CigHgN,O4 (326): C, 66.25; H, 5.56; N, 8.58; found C,
66.31; H, 5.70; N, 8.35; ESI m/z: [M + H]": calc. for C;3H19N,0;4 327; found 327.

2-(6-Hydroxybenzold][1,31dioxol-5-yl)-N-(4-methoxyphenyl)pyrrolidine-1-carboxamide (5¢). Beige solid,
yield 91%, m.p. 112-114.°C; IR (v, cm™1): 1597, 1627, 2971, 2989, 3037; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds,
8 ppm) 1.72-1.92 (m, 3H, CH,), 2.10-2.27 (m, 1H, CH,), 3.45-3.56 (m, 2H, CH,), 3.68 (s, 3H, CH3),
5.12-5.22 (m, 1H, CH), 5.85 (s, 2H, CHy), 6.46 (s, 1H, Ar-H), 6.52 (s, 1H, Ar-H), 6.79 (d, 2H, ] = 9.1 Hz,
Ar-H), 7.33 (d, 2H, | = 9.0 Hz, Ar-H), 7.85 (s, 1H,NH), 9.39 (s, 1H, OH); 3 C-NMR (151 MHz, DMSO-ds,
§ ppm) 23.7, 33.2, 47.0, 55.6, 55.6, 98.3, 100.9, 106.2, 114.0, 121.8, 128. 8, 133.9, 140.2, 146.4, 148.9, 154.5,
154.9; Elemental analysis: calc. for C19HyN>Os (356): C, 64.04; H, 5.66; N, 7.86; found C, 64.21; H, 5.87;
N, 7.94; ESI my/z: [M + H]*: calc. for C19H21N>Os 357; found 357.

N-(4-Bromophenyl)-2-(6-hydroxybenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)pyrrolidine-1-carboxamide (5d). White solid,
yield 95%, m.p. 164 °C; IR (v, em™): 1595, 1627, 2848, 2978, 3047; "H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, &
ppm) 1.71-1.94 (m, 3H, CH,), 2.11-2.23 (m, 1H, CH,), 3.46-357 (m, 1H, CHy), 3.70-3.81 (m, 1H, CHy),
5.14-5.24 (m, 1H, CH), 5.85 (s, 2H, CH>), 6.44 (s, 1H, Ar-H), 6.49 (s, 1H, Ar-H), 7.37 (d, 2H, ] = 8.8 Hz,
Ar-H), 7.44 (d, 2H, | = 8.7 Hz, Ar-H), 8.17 (s, 1H,NH), 9.30 (s, 1H, OH); 3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds,
§ ppm) 23.7,33.2,47.1,55.9, 98.2, 100.9, 106.1, 113.5, 121.6, 122.6, 131.5, 140.1, 140.4, 146.3, 148.8, 153.9;
Elemental analysis: calc. for CigH;7BrN2Oy (405): C, 53.35; H, 4.23; Br, 19.72; N, 6.91; found C, 53.41;
H, 4.33; Br, 19.79; N, 6.79; ESI mjz: [M + H]*: cale. for C1,HgCIN;O5 323; found 323; ESI myfz: [M + HJ*:
calc. for C1gH3BrN,O4 406; found 406.

N-(4-Fluorophenyl)-2-(6-hydroxybenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)pyrrolidine-1-carboxamide (5e). White solid,
yield 91%, m.p. 184-185 °C; IR (v, cm™1): 1595, 1638, 2883, 2948, 2989, 3164; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-dg, 5 ppm) 1.72-1.83 (m, 2H, CHy), 1.88-1.98 (m, 1H, CHy), 2.11-2.28 (m, 1H, CHy), 3.48-3.59
(m, TH, CH,), 3.68-3.78 (m, 1H, CH,), 5.17-5.27 (m, 1H, CH), 6.57 (d, 2H, ] = 7.9 Hz, CH,), 6.64 (s,
1H, Ar-H), 6.85 (d, 1H, ] = 8.2 Hz, CH3), 6.99-7.07 (m, 2H, Ar-H), 7.33 (s, 1H, Ar-H), 7.40-7.48 (m, 2H,
Ar-H), 8.09 (s, 1H, Ar-H), 9.72 (s, 1H,NH), 9.84 (s, 1H, OH); '*C-NMR (151 MHz, DMSO-d¢, § ppm) 23.6,
32.8,47.1,559,102.2,110.2,113.7, 115.1 (d, ] = 22.0 Hz), 121.6 (d, ] = 7.6 Hz), 126.1, 130.5, 133.2, 137.8
(d, ] = 1245 Hz), 148.3, 154.2, 1575 (d, ] = 137.9 H); Elemental analysis: calc. for C1gH;7FN,O; (344):
C, 62.79; H, 4.98; N, 8.14; found C, 62.93; H, 5.09; N, 8.30; ESI m/z: [M + H]*: calc. for C1sHisFN2Oy
345; found 345.

N-Hexyl-2-(6-hydroxybenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)pyrrolidine-1-carboxamide (5f). White solid, yield 72%,
m.p. 91-93 °C; IR (v, cm™"): 1535, 1624, 2720, 2855, 2929, 3115; 'H-NMR (400 MHz, CDCl3, 5 ppm)
0.87 (t, 3H, ] = 6.9 Hz, CH3), 1.23-1.31 (m, 6H, CHy), 1.42-1.51 (m, 2H, CHy), 2.04-2.13 (m, 2H, CHp),
2.18-2.32 (m, 2H, CH,), 3.10-3.16 (m, 1H, CH,), 3.19-3.28 (m, 1H, CH,), 3.40-3.54 (m, 2H, CH,),
5.12-5.21 (m, 1H, CH), 5.85 (d, 2H, ] = 12.4 Hz, CH,), 6.47 (s, 1H, Ar-H), 6.61 (s, 1H, Ar-H); 3C-NMR
(151 MHz, CDCl3, 6 ppm) 14.0, 22.6, 24.9, 26.5, 30.1, 31.5, 32.7, 40.9, 46.4, 55.0, 99.9, 100.9, 105.3, 120.8,
141.0, 147.3, 150.4, 158.0; Elemental analysis: calc. for C1gHyN»Oy4 (334): C, 64.65; H, 7.84; N, 8.38;
found C, 64.75; H, 8.06; N, 8.25; ESI m/z: [M + H|": calc. for CygH»7N,Oj 335; found 335.

N-Cyclohexyl-2-(6-hydroxybenzoldl[ 1,3]dioxol-5-yl)pyrrolidine-1-carboxamide (5g). White solid, yield
84%, m.p. 159-160 °C; IR (v, cm™): 1528, 1624, 2720, 2855, 2929, 3113, 3403; "H-NMR (400 MHz,
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DMSO-dg, 5 ppm) 1.03-1.12 (m, 2H, CHy), 1.13-1.25 (m, 3H, CHy), 1.47-1.66 (m, 4H, CH,), 1.69-1.78
(m, 2H, CH,), 1.79-1.90 (m, 2H, CH,), 2.07-2.19 (m, 1H, CH,), 3.31-3.43 (m, 2H, CH,), 3.47-3.54 (m,
1H, CH,), 4.95-5.04 (m, 1H, CH), 5.85 (d, 2H, | = 8.2 Hz, CH,), 6.42 (s, 1H, Ar-H), 6.47 (s, 1H, Ar-H);
13C-NMR (151 MHz, DMSO-d, § ppm) 23.9, 25.2, 25.8, 33.5, 33.6, 46.7, 49.1, 55.0, 98.3, 100.9, 106.2,
122.7,140.3, 146.5, 149.1, 156.3; Elemental analysis: calc. for CigH»4N>Oy4 (332): C, 65.04; H, 7.28; N,
8.43; found C, 65.16; H, 7.42; N, 8.35; ESI m/z: [M + H]*: calc. for C;gH,5N>04 333; found 333.
2-(2-(6-Hydroxybenzold[1,3]dioxol-5-yl)pyrrolidine-1-carboxamido)-N,N-dimethylethan-1-aminium
2,2,2-trifluoroacetate (5h). White solid, yield 75%, m.p. 171-172 °C; IR (v, em~!): 1527, 1626, 2838, 2929,
3113, 3394; "H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, § ppm) 1.69-1.80 (m, 2H, CHy), 1.81-1.89 (m, 1H, CHy),
2.04-2.09 (m, 1H, CHy), 2.79 (s, 6H, CH3), 3.06-3.16 (m, 2H, CHy), 3.31-3.37 (m, 3H, CH,), 3.53-3.60 (m,
1H, CHy), 4.99-5.05 (m, 1H, CH), 5.85 (d, 2H, | = 11.0 Hz, CH,), 6.42 (s, 1H, Ar-H), 6.44 (s, 1H, Ar-H),
9.37 (s, 1H,NH), 9.63 (s, 1H, OH); *C-NMR (151 MHz, DMSO-dg, § ppm) 234, 33.2, 35.9, 43.1, 46.7,
55.9,57.9,98.3,100.9, 106.1, 117.7 (q, | = 300.4 Hz), 122.8, 139.9, 146.2, 148.9, 157.1, 158.6 (q, | = 31.0 Hz);
Elemental analysis: calc. for C1gHz4F3N3Og (435): C, 49.66; H, 5.56; N, 9.65; found C, 49.85; H, 5.67; N,
9.80; ESI my/z: [M — CF3CO;]*: cale. for C1sH24N304 322; found 322.
6-Chloro-4-((3-hydroxy-4-(1-(phenylcarbamoyl)pyrrolidin-2-yl)phenyl)amino)-5-nitrobenzo[cl[1,2,5]oxadia
zole 1-oxide (6b). Dark solid, yield 87%, m.p. 165-170 °C with decomposition; IR (v, cm™1): 753, 1383,
1559, 1627, 3073, 3336, 3396; "H-NMR (400 MHz, DMSO-d, 5 ppm) 1.80 (m, 2H, CH,), 1.91 (m, 1H,
CH,), 2.20 (m, 1H, CH), 3.53-3.54 (m, 1H, CH,), 3.75 (m, 1H, CH,), 5.22-5.23 (m, 1H, CH), 6.57 (d, 1H,
] =77 Hz, Ar-H), 6.64 (s, 1H, Ar-H), 6.87 (d, 1H, | = 8.2 Hz, Ar-H), 691 (t, 1H, ] = 7.40 Hz, Ar-H), 7.20
(t,2H, ] =79 Hz, Ar-H), 7.33 (s, 1H, Ar-H), 743 (d, 2H, | = 7.1 Hz, Ar-H), 7.99 (s, 1H, NH), 9.74 (s, 1H,
NH), 9.84 (s, 1H, OH); '3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds, 5 ppm) 23.7, 33.0, 47.1, 55.8, 102.3, 110.3, 113.9,
114.3, 119.9, 122.1, 126.2, 127.1, 128.1, 128.7, 130.6, 133.3, 138.5, 140.9, 148.3, 154.2, 154.4; Elemental
analysis: calc. for Co3H 9CINgOg (510.9): C 54.07; H 3.75; C1 6.94; N 16.45; found C 54.18; H 3.83; Cl
6.85; N 16.32; ESI my/z: [M + H]*: calc. for Co3HCINgOg 511.9; found 512.
6-Chloro-4-((3-hydroxy-4-(1-((4-methoxyphenyl)carbamoyl)pyrrolidin-2-yl)phenyl)amino)-5-nitrobenzolc]
[1,2,5]oxadiazole 1-oxide (6¢). Dark solid, yield 89%, m.p. 196-202 °C with decomposition; IR (v, em™):
750, 1377, 1557, 1628, 3075, 3306, 3391; "H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, § ppm) 1.73-1.84 (m, 2H, CHy),
1.86-1.94 (m, 1H, CHy), 2.12-2.23 (m, 1H, CH,), 3.47-3.53 (m, 1H, CH,), 3.69 (s, 3H, CH3), 3.69-3.74 (m,
1H, CH,), 5.16-5.23 (m, 1H, CH), 6.57 (d, 1H, ] = 7.6 Hz, Ar-H), 6.63 (s, 1H, Ar-H), 6.78 (d, 2H, ] =9.02
Hz, Ar-H), 6.87 (d, 1H, ] = 8.3 Hz, Ar-H), 7.31 (s, 1H, Ar-H), 7.33 (d, 2H, ] = 4.8 Hz, Ar-H), 7.86 (br s,
1H, NH), 9.73 (br s, 1H, NH), 9.83 (nr s, 1H, OH); '*C-NMR (151 MHz, DMSO-d¢, § ppm) 23.7, 32.1,
329,471, 55.6,102.2, 107.0, 110.3, 114.0, 121.8, 121.9, 123.0, 124.5, 127.1, 130.6, 133.9, 138.5, 141.3, 146.7,
148.2, 154.5, 154.9; Elemental analysis: calc. for Co4HpCINgO7 (540.9): C 53.29; H 3.91; C16.55; N 15.54;
found C 53.38; H 3.81; Cl 6.42; N 15.67; ESI m/z: [M + H|": calc. for Co4H»CINO7 541.9; found 542.
4-((4-(1-((4-Bromophenyl)carbamoyl)pyrrolidin-2-yl)-3-hydroxyphenyl)amino)-6-chloro-5-nitrobenzolc]
[1,2,5]oxadiazole 1-oxide (6d). Dark solid, yield 95%, m.p. 166-170 °C with decomposition; IR (v, cm™hy:
753, 1362, 1560, 1629, 3100, 3297, 3382; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dq, § ppm) 1.74-1.84 (m, 2H, CH,),
1.84-1.97 (m, 1H, CHy), 2.15-2.24 (m, 1H, CHy), 3.47-3.57 (m, 1H, CHy), 3.68-3.77 (m, 1H, CHy),
5.18-5.25 (m, 1H, CH), 6.56 (d, 1H, ] = 8.2 Hz, Ar-H), 6.63 (s, 1H, Ar-H), 6.85 (d, 1H, ] = 8.24 Hz, Ar-H),
7.33 (s, 1H, Ar-H), 7.36 (d, 2H, ] = 8.8 Hz, Ar-H), 7.44 (t, 2H, | = 8.8 Hz, Ar-H), 8.19 (br s, 1TH, NH), 9.71
(br's, TH, NH), 9.83 (br s, 1H, OH); 3C-NMR (151 MHz, DMSO-dg, 5 ppm) 23.6, 32.9, 47.1, 56.0, 110.2,
113.5,113.8, 114.3, 120.8, 121.7, 126.1, 127.1, 130.6, 131.4, 132.0, 138.5, 139.5, 140.4, 148.3, 153.9, 154.4;
Elemental analysis: calc. for Co3H1gBrCINgOg (589.8): C 46.84; H 3.08; C1 6.01; N 14.25; found C 46.92;
H 3.12; C1 6.05; N 14.34; ESI my/z: [M + H]*: cale. for Co3H;9BrCINgOp 590.8; found 591.
6-Chloro-4-((4-(1-((4-fluorophenyl)carbamoyl)pyrrolidin-2-yl)-3-hydroxyphenylamino)-5-nitrobenzolc]
[1,2,5]oxadiazole 1-oxide (6e). Dark solid, yield 76%, m.p. 175-177 °C with decomposition; IR (v, cm™hy:
1348, 1564, 1623, 3247, 3404; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, § ppm) 1.65-1.83 (m, 2H, CH), 1.86-1.98
(m, 1H, CHy), 2.11-2.27 (m, 1H, CH,), 3.49-3.58 (m, 1H, CH,), 3.69-3.79 (m, 1H, CH}), 5.16-5.25 (m,
1H, CH), 6.57 (dd, 1H, ] = 8.2 Hz, | = 2.1 Hz, Ar-H), 6.64 (d, 1H, ] = 2.1 Hz, Ar-H), 6.85 (d, 1H, ] = 8.1
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Hz, Ar-H), 6.98-7.07 (m, 2H, Ar-H), 7.33 (s, 1H, Ar-H), 7.41-7.49 (m, 2H, Ar-H), 8.09 (s, 1H, NH), 9.72
(s, TH,NH), 9.84 (s, 1H, OH); '*C-NMR (151 MHz, DMSO-dg, § ppm) 23.6, 32.8,47.1, 5.9, 102.2, 110.2,
113.7,114.2,115.10 (d, ] = 22.0 Hz), 121.6 (d, ] = 7.6 Hz), 126.1, 127.1, 128.0, 130.5, 133.2, 137.2 (d, ] = 2.1
Hz), 138.4, 148.3, 154.2, 157.7 (d, ] = 237.9 Hz); Elemental analysis: calc. for Co3H;sCIFNgOg (528.9): C,
52.23; H, 3.43; C1, 6.70; N, 15.89; found C, 52.00; H, 3.61; Cl, 6.87; N, 16.07; ESI n/z: [M + H]™: calc. for
Ca3H19CIFNGOp 529.9; found 530.
6-Chloro-4-((4-(1-(hexylcarbamoylpyrrolidin-2-yl)-3-hydroxyphenyl)amino)-5-nitrobenzo[cl[1,2,5loxadia
zole 1-oxide (6f). Dark solid, yield 44%, m.p. 121-122 °C with decomposition; IR (v, cm’l): 722,1347,
1563, 1630, 3106, 3194, 3426; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, § ppm) 0.84 (t, 3H, | = 6.7 Hz, CH3),
1.17-1.26 (m, 6H, CH,), 1.31-1.38 (m, 2H, CHy), 1.71-1.79 (m, 2H, CHy), 1.80-1.90 (m, 1H, CHy),
2.07-2.18 (m, 1H, CHy), 2.90-3.02 (m, 2H, CH>), 3.42-3.54 (m, 2H, CH>), 4.99-5.06 (m, 1H, CH), 5.85 (br
s, 1TH,NH), 6.55 (d, 1H, ] = 7.2 Hz, Ar-H), 6.61 (s, 1H, Ar-H), 6.79 (d, 1H, | = 8.3 Hz, Ar-H), 7.34 (s, TH,
Ar-H), 9.01 (br s, 1H, NH), 9.85 (br s, 1H, OH); '>*C-NMR (151 MHz, DMSO-dq, & ppm) 14.4, 22.5,23.7,
26.5,30.4,31.5, 32.9, 46.7, 55.3, 102.3, 110.4, 113.7, 126.3, 127.1, 128.3, 130.6, 133.3, 134.9, 138.5, 148.3,
154.6, 157.0; Elemental analysis: calc. for Ca3H,7CINgOy (518.9): C 53.23; H 5.24; C1 6.83; N 16.19;
found C 53.35; H 5.33; Cl 6.72; N 16.12; ESI m/z: [M + H]*: calc. for Co3HasCINgOp 519.9; found 520.
6-Chloro-4-((4-(1-(cyclohexylcarbamoyl)pyrrolidin-2-yl)-3-hydroxyphenyl)amino)-5-nitrobenzo[c][1,2,5]
oxadiazole 1-oxide (6g). Dark solid, yield 67%, m.p. 170-175 °C with decomposition; IR (v, cm™): 632,
1348, 1564, 1623, 2934, 3247, 3404; "H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, § ppm) 0.99-1.23 (m, 6H, CHy),
1.50-1.79 (m, 7H, CH,), 2.30-2.35 (m, 1H, CH,), 2.64-2.69 (m, 1H, CHy), 3.27-3.33 (m, 1H, CH,),
3.33-3.39 (m, 1H, CH), 4.95-5.02 (m, 1H, CH), 6.57 (d, 1H, | = 8.05 Hz, Ar-H), 6.61 (s, 1H, Ar-H), 6.82
(d, 1H, ] = 8.13 Hz, Ar-H), 7.31 (s, 1H, Ar-H), 7.93 (br s, 1H, NH), 9.83 (br s, 1H, NH), 9.94 (br s, 1H,
OH). '3C-NMR (151 MHz, DMSO-dy, § ppm) 23.8, 25.3, 25.8, 33.6, 46.8, 49.2, 55.0, 65.5, 102.3, 110.4,
114.0, 126.5, 127.1, 128.7, 129.4, 130.6, 133.4, 138.7, 148.3, 154.7, 156.3; Elemental analysis: calc. for
C23H25CINGO5 (516.9): C 53.44; H 4.87; C1 6.86; N 16.26; found C 53.33; H 4.75; C1 6.79; N 16.21; ESI ny/z:
[M + HJ*: cale. for Co3HaCINgOg 517.9; found 518.
6-Chloro-4-((4-(1-((2-(dimethylammonio)ethyl)carbamoyl)pyrrolidin-2-yl)-3-hydroxyphenyl)amino)-5-ni
trobenzolcll1,2,5]oxadiazole 1-oxide 2,2,2-trifluoroacetate (6h). Beige solid, yield 57%, m.p. 211-212 °C
with decomposition; IR (v, em™): 1349, 1566, 1623, 3175, 3275, 3400; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds,
§ ppm) 1.70-1.79 (m, 1H, CH,), 1.84-1.91 (m, 1H, CH,), 2.08-2.19 (m, 1H, CHy), 2.79 (s, 6H, CH3),
3.07-3.13 (m, 2H, CHy), 3.32-3.38 (m, 3H, CH,), 3.51-3.58 (m, 1H, CH},), 5.04-5.12 (m, 1H, CH), 6.54 (d,
1H, ] = 7.9 Hz, Ar-H), 6.58 (s, 1H, Ar-H), 6.63 (s, 1H, Ar-H), 7.35 (s, 1H, NH), 9.76 (s, 1H,NH), 9.83 (s,
1H, OH); 3C-NMR (151 MHz, DMSO-dg, § ppm) 23.3, 32.9, 36.0, 43.1, 46.7, 55.9, 58.0, 102.3, 110.1,
113.5,114.3,114.7,117.7 (q, ] = 300.3 Hz), 126.1, 127.1, 130.5, 133.4, 138.5, 140.3, 148.3, 154.5, 157.1, 158.2,
158.5 (q, ] = 31.0 Hz); Elemental analysis: calc. for C23H25CIF3N7Og (619.9): C, 44.56; H, 4.06; Cl, 5.72;
N, 15.82; found C, 44.79; H, 3.81; Cl, 5.87; N, 15.99; ESI m/z: [M — CF3CO,]*: calc. for C31Hp5CIN;Oq
506.9; found 507.
2-(4-Hydroxy-6-methyl-2-oxo-2H-pyran-3-yl)-N-phenylpyrrolidine-1-carboxamide (7b). White solid,
yield 69%, m.p. 190-191 °C; IR (v, cm™"): 1588, 1612, 1692, 2630, 2687, 2872, 2961; "H-NMR (400 MHz,
DMSO-dg, § ppm) 1.76-1.87 (m, 1H, CH,), 1.95-2.06 (m, 2H, CH,), 2.08-2.21 (m, 1H, CHy), 2.13 (s,
3H, CH3), 3.50-3.65 (m, 2H, CHy), 4.99-5.09 (m, 1H, CH), 5.98 (s, 1H, Ar-H), 6.88 (t, 1H, ] = 7.3 Hz,
Ar-H), 7.18 (t, 2H, | = 7.8 Hz, Ar-H), 7.42 (d, 2H, ] = 8.1 Hz, Ar-H), 7.81 (s, 1H, NH), 11.54 (s, 1H, OH);
13C-NMR (151 MHz, DMSO-dg, 5 ppm) 19.7, 25.4, 30.8, 47.4, 52.1, 100.7, 118.1, 119.4, 121.8, 128.7, 141.1,
153.6, 161.3, 163.8, 166.1; Elemental analysis: calc. for Ci7HgN,O4 (314): C, 64.96; H, 5.77; N, 8.91;
found C, 65.22; H, 5.89; N, 8.80; ESI m/z: [M + H]*: calc. for C;7H;9N»Oy 315; found 315.
2-(4-Hydroxy-6-methyl-2-oxo-2H-pyran-3-yl)-N-(4-methoxyphenyl)pyrrolidine-1-carboxamide ~ (7c).
White solid, yield 87%, m.p. 168-169 °C; IR (v, cm™): 1579, 1612, 1690, 2631, 2678, 2872, 3006; "H-NMR
(400 MHz, DMSO-de, § ppm) 1.75-1.86 (m, 1H, CH3), 1.97-2.18 (m, 3H, CH,), 2.13 (s, 3H, CH3),
3.46-3.59 (m, 2H, CH,), 3.68 (s, 3H, CH3), 4.96-5.03 (m, 1H, CH), 5.97 (s, 1H, Ar-H), 6.78 (d, 2H, ] = 8.8
Hz, Ar-H), 7.31 (d, 2H, ] = 9.1 Hz, Ar-H), 7.69 (s, 1H, NH), 11.54 (s, 1H, OH); 13C-NMR (151 MHz,
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DMSO-dg, 5 ppm) 19.7, 25.4, 30.7, 47.3, 52.1, 55.6, 100.7, 102.9, 114.0, 121.2, 134.1, 154.0, 154.7, 161.3,
163.8, 166.2; Elemental analysis: calc. for CgHpgN2O5 (344): C, 62.78; H, 5.85; N, 8.13; found C, 62.89;
H, 5.98; N, 8.06; ESI m/z: [M + HJ*: calc. for C1gH1N,Os 345; found 315.
N-(4-Bromophenyl)-2-(4-hydroxy-6-methyl-2-oxo-2H-pyran-3-yl)pyrrolidine-1-carboxamide (7d). White
solid, yield 75%, m.p. 194-195 °C; IR (v, cm™1): 1578, 1612, 1679, 2654, 2815, 2877, 2989; 'H-NMR (400
MHz, DMSO-d, § ppm) 1.76-1.86 (m, 1H, CH,), 1.92-2.04 (m, 2H, CH,), 2.06-2.17 (m, 1H, CHy), 2.12
(s, 3H, CH3), 3.50-3.61 (m, 2H, CHy), 4.97-5.05 (m, 1H, CH), 5.96 (s, 1H, Ar-H), 7.35 (d, 2H, | = 8.7
Hz, Ar-H), 7.43 (d, 2H, | = 8.5 Hz, Ar-H), 8.03 (s, 1H, NH), 11.42 (s, 1H, OH); '*C-NMR (151 MHz,
DMSO-dg, § ppm) 19.7, 25.4, 30.8, 47.4, 52.3,100.7, 102.7, 113.1, 121.2, 131.5, 140.6, 153.3, 161.2, 163.7,
166.0; Elemental analysis: calc. for C17H;7BrN,Oy4 (392): C, 51.92; H, 4.36; Br, 20.32; N, 7.12; found C,
52.09; H, 4.50; Br, 20.48; N, 7.31; ESI my/z: [M + HJ™: calc. for C;7H;§BrN,Oy4 393; found 393.
N-(4-Fluorophenyl)-2-(4-hydroxy-6-methyl-2-oxo-2H-pyran-3-yl)pyrrolidine-1-carboxamide (7e). White
solid, yield 58%, m.p. 177-178 °C; IR (v, cm™"): 1602, 1631, 1689, 2631, 2689, 2881, 3066; 'H-NMR
(400 MHz, DMSO-dg, 5 ppm) 1.74-1.87 (m, 1H, CHy), 1.91-2.14 (m, 3H, CHy), 2.12 (s, 3H, CH),
3.50-3.63 (m, 2H, CHy), 4.95-5.07 (m, 1H, CH), 5.97 (s, 1H, Ar-H), 6.98-7.04 (m, 2H, Ar-H), 7.39-7.49
(m, 2H, Ar-H), 7.92 (s, 1H, NH), 11.62 (s, 1H, OH); '3C-NMR (151 MHz, DMSO-dy, § ppm) 19.7, 254,
30.8,47.3,52.2,100.6,102.7, 115.1 (d, ] = 22.0 Hz), 121.0 (d, ] = 7.4 Hz), 1374 (d, ] = 2.5 Hz), 153.6, 157.5
(d, ] = 237.6 Hz), 161.2, 163.7, 166.0; Elemental analysis: calc. for C17Hi7FN2Oy (332): C, 61.44; H, 5.16;
N, 8.43; found 61.55; H, 4.89; N, 8.27; ESI my/z: [M + H]": calc. for Cy7HgFN,Oy 333; found 333.
N-Hexyl-2-(4-hydroxy-6-methyl-2-0x0-2H-pyran-3-yl)pyrrolidine-1-carboxamide (7f). White solid, yield
47%, m.p. 137-138 °C; IR (v, em™!): 1592, 1690, 2631, 2686, 2935, 3079; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢,
& ppm) 0.84 (t, 3H, ] = 7.0 Hz, CH3), 1.16-1.27 (m, 6H, CH3), 1.30-1.38 (m, 2H, CH>), 1.70-1.80 (m,
1H, CHy), 1.95-2.10 (m, 3H, CHy), 2.13 (s, 3H, CH3), 2.87-2.96 (m, 1H, CHy), 2.98-3.07 (m, 1H, CH,),
3.31-3.35 (m, 1H, CHy), 3.36-3.41 (m, 1H, CH,), 4.80-4.88 (m, 1H, CH), 5.70 (s, 1H, NH), 5.96 (s, 1H,
Ar-H); 13C-NMR (151 MHz, DMSO-dg, § ppm) 14.4, 19.7, 22.5, 25.3, 26.5, 30.3, 30.4, 31.5, 35.6, 47.0, 51.9,
101.0, 103.0, 156.9, 161.4, 163.5, 167.0; Elemental analysis: calc. for C17Hz6N2Oy4 (322): C, 63.33; H, 8.13;
N, 8.69; found C, 63.50; H, 8.31; N, 8.87; ESI m/z: [M + H]*: calc. for Cy7H,7N,04 323; found 323.
N-Cyclohexyl-2-(4-hydroxy-6-methyl-2-oxo-2H-pyran-3-yl)pyrrolidine-1-carboxamide (7g). Beige solid,
yield 60%, m.p. 184-185 °C; IR (v, em™1): 1593, 1692, 2631, 2686, 2934, 3079; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-dg, 5 ppm) 0.99-1.14 (m, 3H, CHy), 1.16-1.28 (m, 2H, CH,), 1.48-1.54 (m, 1H, CH,), 1.55-1.66
(m, 3H, CHy), 1.69-1.77 (m, 2H, CHy), 1.99-2.09 (m, 3H, CHy), 2.12-2.22 (m, 1H, CHy), 2.14 (s, 3H,
CHj), 3.36-3.39 (m, 1H, CHy), 3.40-3.47 (m, 1H, CHy), 4.78-4.87 (m, 1H, CH), 5.36 (s, TH, NH), 5.97 (s,
1H, Ar-H), 12.01 (s, 1H, OH); ®C-NMR (151 MHz, DMSO-dg, 5 ppm) 19.7, 25.1, 25.3, 25.8, 30.3, 33.6,
47.1,49.1,51.6, 100.8, 102.8, 156.1, 161.7, 163.6, 167.0; Elemental analysis: calc. for C;7H4N»Oy (320):
C,63.73; H, 7.55; N, 8.74; found C, 63.87; H, 7.76; N, 8.59; ESI my/z: [M + H]*: calc. for C17H25N,04 321;
found 321.
2-(2-(4-Hydroxy-6-methyl-2-oxo-2H-pyran-3-yl)pyrrolidine-1-carboxamido)-N,N-dimethylethan-1-aminium
2,2,2-trifluoroacetate (7h). White solid, yield 77%, m.p. 146-147 °C; IR (v, em™): 1592, 1692, 2683, 2985,
3064; "H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, § ppm) 1.73-1.81 (m, 1H, CHy), 1.83-1.90 (m, 1H, CHy), 1.96-2.08
(m, 2H, CHy), 2.12 (s, 3H, CH3), 2.78 (s, 6H, CH3), 3.05-3.12 (m, 2H, CH,), 3.21-3.30 (m, 1H, CHy),
3.32-3.39 (m, 3H, CH>), 4.85-4.94 (m, 1H, CH), 5.98 (s, 1H, Ar-H), 6.22 (s, 1H, NH), 9.56 (s, 1H, OH),
11.70 (s, 1H, NH*); BC-NMR (151 MHz, DMSO-dg, 5 ppm) 19.7, 25.2, 31.3, 36.0, 43.1, 46.9, 52.4,58.1,
100.8, 1029, 177.7 (q, ] = 31.2 Hz), 156.8, 158.6 (q, | = 299.4 Hz), 160.9, 163.6, 166.2; Elemental analysis:
cale. for Cy7Hp4F3N304 (423): C,48.23; H, 5.71; N, 9.92; found C, 48.30; H, 5.85; N, 10.14; ESI my/z: [M —
CF3CO,]*: calc. for Ci5Hp4 N304 310; found 310.
2-(4-Hydroxy-2-0xo-2H-chromen-3-yl)-N-phenylpyrrolidine-1-carboxamide (8b). Beige solid, yield 51%,
m.p. 179-180 °C; IR (v, cm™): 1595, 1616, 1695, 2853, 2930, 3075. 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds,
ppm) 1.87-1.98 (m, 1H, CHy), 2.13-2.27 (m, 3H, CH>), 3.64-3.71 (m, 2H, CH,), 5.23-5.29 (m, 1H, CH),
691 (t, 1H, ] = 7.4 Hz, Ar-H), 7.19 (t, 3H, ] = 7.9 Hz, Ar-H), 7.32-7.37 (m, 2H, Ar-H, NH), 7.42 (d, 2H, |
=8.0Hz, Ar-H),7.59 (t, 1H, ] = 8.0 Hz, Ar-H), 7.94 (d, 1H, ] = 7.9 Hz, Ar-H), 8.26 (s, 1H, OH); '*C-NMR




image62.jpeg
Molecules 2019, 24, 3086 18 of 26

(151 MHz, DMSO-dg, 5 ppm) 25.8, 29.6,47.8, 53.2, 106.5, 116.5, 118.1, 120.2, 122.3, 124.0, 124.3, 128.7,
132.5, 140.6, 152.7, 154.9, 161.3, 162.2; Elemental analysis: calc. for C2oHigN2Oy (350): C, 68.56; H, 5.18;
N, 8.00; found C, 68.70; H, 5.40; N, 7.89; ESI m/z: [M + H]*: calc. for C;oH19N,O4 351; found 351.

2-(4-Hydroxy-2-oxo-2H-chromen-3-yl)-N-(4-methoxyphenyl)pyrrolidine-1-carboxamide (8¢). Beige solid,
yield 45%, m.p. 152-153 °C; TR (v, cm™1): 1596, 1617, 1697, 2847, 2984, 3036; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-dg, & ppm) 1.81-2.00 (m, 1H, CH,), 2.12-2.23 (m, 2H, CH,), 2.24-2.34 (m, 1H, CH>), 3.59-3.66
(m, 2H, CH,), 3.69 (s, 3H, CH3), 5.18-5.28 (m, 1H, CH), 6.79 (d, 2H, | = 9.1 Hz, Ar-H), 7.25-7.38 (m, 5H,
Ar-H,NH), 7.59 (t, 1H, ] = 7.0 Hz, Ar-H), 7.92 (d, 1H, ] = 6.7 Hz, Ar-H), 8.19 (s, 1H, OH); 3C-NMR (151
MHz, DMSO-d, § ppm) 25.8,29.4, 47.7,53.2, 55.6, 106.5, 114.0, 116.4, 120.4, 122.3, 123.9, 124.3, 132.5,
133.3,152.7,155.1, 155.5, 161.2, 162.6; Elemental analysis: calc. for C»1HyN»Os (380): C, 66.53; H, 5.50;
N, 7.49; found C, 66.53; H, 5.50; N, 7.49; ESI m/z: [M + H]*: calc. for Cy1H,1N,Os5 381; found 381.

N-(4-Bromophenyl)-2-(4-hydroxy-2-oxo-2H-chromen-3-yl)pyrrolidine-1-carboxamide (8d). Beige solid,
yield 68%, m.p. 179 °C; IR (v, em™): 1595, 1617, 2797, 2837, 2987, 3078; "H-NMR (400 MHz, DMSO-ds,
5 ppm) 1.83-1.86 (m, 1H, CHj), 2.08-2.27 (m, 3H, CHy), 3.62-3.72 (m, 2H, CHy), 5.23-5.31 (m, 1H, CH),
7.30-7.40 (m, 5H, Ar-H, NH), 7.43 (d, 2H, ] = 8.90 Hz), 7.59 (t, 1H, ] = 8.2 Hz, Ar-H), 7.94 (d, 1H, ] = 8.3
Hz, Ar-H), 8.39 (s, 1H, OH); '*C-NMR (151 MHz, DMSO-dq, § ppm) 25.8, 29.8, 47.8, 53.2, 106.5, 113.6,
116.5,120.0, 121.8, 123.9, 124.3, 131.5, 132.4, 140.2, 152.7, 154.3, 161.3, 161.9; Elemental analysis: calc. for
CooH17BrN>Oy4 (429): C, 55.96; H, 3.99; Br, 18.61; N, 6.53; found C, 56.14; H, 4.18; Br, 18.73; N, 6.70; ESI
mjz: [M + HJ*: calc. for CooH;BrN, Oy 430; found 430.

N-(4-Fluorophenyl)-2-(4-hydroxy-2-oxo-2H-chromen-3-yl)pyrrolidine-1-carboxamide (8e). Beige solid,
yield 51%, m.p. 165 °C; IR (v, cm™!): 1589, 1624, 1697, 2847, 2983, 3036, 3106; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-dg, § ppm) 1.92-1.98 (m, 1H, CH,), 1.12-1.28 (m, 3H, CH,), 3.61-3.70 (m, 2H, CH,), 5.22-5.29
(m, 1H, CH), 6.99-7.05 (m, 2H, Ar-H), 7.29-7.40 (m, 3H, Ar-H, NH), 7.40-7.47 (m, 2H, Ar-H), 7.59 (t,
1H, ] = 8.5 Hz, Ar-H), 7.93 (d, 1H, ] = 6.9 Hz, Ar-H), 8.33 (s, 1H, OH); 3C-NMR (151 MHz, DMSO-dg, 5
ppm) 25.7,29.6,47.7,53.1,106.5, 115.2 (d, ] = 22.0 Hz), 116 .4, 117.0, 121.9 (d, ] = 7.7 Hz), 123.9, 124.2,
1324, 136.9 (d, ] = 2.5 Hz), 152.7, 154.8, 157.8 (d, | = 138.1 Hz), 161.3, 162.2; Elemental analysis: calc. for
CaoH17FN, 04 (368): C, 65.21; H, 4.65; N, 7.60; found C, 65.42; H, 4.78; N, 7.83; ESI m/z: [M + H]*: calc.
for CpoH 3sFN2Oy4 369; found 369.

N-Hexyl-2-(4-hydroxy-2-oxo-2H-chromen-3-yl)pyrrolidine-1-carboxamide (8f). Beige solid, yield 34%,
m.p. 124-125 °C; IR (v, cm™): 1554, 1614, 1687, 2858, 2929, 2953, 3075, 3374; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-dg, 8 ppm) 0.79 (t, 3H, | = 6.8 Hz, CH3), 1.19-1.22 (m, 5H, CH,), 1.30-1.35 (m, 1H, CH3), 1.37-1.41
(m, 1H, CHy), 1.85-1.95 (m, 1H, CH,), 1.07-1.16 (m, 1H, CHy), 2.20-2.17 (m, 1H, CH3), 2.40-2.48 (m,
1H, CHy), 2.94-3.02 (m, 2H, CH,), 3.03-3.10 (m, 1H, CHy), 3.31-3.39 (m, 1H, CH,), 3.41-3.49 (m, 1H,
CH,), 5.06-5.14 (m, 1H, CH), 6.57 (s, 1H, NH); 7.29-7.33 (m, 2H, Ar-H), 7.55-7.60 (m, 1H, Ar-H), 7.87
(d, 1H, ] = 7.8 Hz, Ar-H); '*C-NMR (151 MHz, DMSO-d, § ppm) 14.3, 22.5,25.7, 26.5, 28.8, 30.1, 31.5,
40.7,47.4,53.4,106.3,116.3,117.2, 124.1, 124.2, 132.6, 153.0, 158.8, 161.1, 164.5; Elemental analysis: calc.
for CapHpeN,O; (358): C, 67.02; H, 7.31; N, 7.82; found C, 67.29; H, 7.55; N, 7.99; ESI m/z: [M + H]*:
cale. for CyoHpzN, Oy 359; found 359.

Crystal data: CooH26N204, M = 358.43, colorless crystal 0.12 x 0.15 x 0.15 mm?, triclinic, space
group P-1,Z = 6, a = 12.9336(12), b = 14.2803(13), ¢ = 16.0108(14) A, « = 70.825(2), p = 84.411(2), y =
87.932(2)°, V = 2779.8(4) A3, pealc = 1.285 g/em?, p = 0.9 mm~!, 33,903 reflections collected (+h, +k, 1),
14,791 independent (Rint 0.0849) and 7433 observed reflections [I > 26(I)], 703 refined parameters, R =
0.0673, wR, = 0.1723, max. residual electron density was 0.667 (—0.528) eA3,

N-Cyclohexyl-2-(4-hydroxy-2-oxo-2H-chromen-3-yl)pyrrolidine-1-carboxamide (8g). Beige solid, yield
68%, m.p. 166-167 °C; IR (v, em™): 1549, 1616, 1694, 2475, 2853, 2935, 3075, 3373; 'H-NMR (400 MHz,
DMSO-ds, § ppm) 1.01-1.10 (m, 1H, CHy), 1.14-1.26 (m, 4H, CHy), 1.48-1.56 (m, 1H, CHy), 1.59-1.67
(m, 2H, CH,), 1.68-1.78 (m, 2H, CH,), 1.84-1.94 (m, 1H, CH,), 2.06-2.16 (m, 1H, CH,), 2.20-2.29 (m,
1H, CH,), 2.39-2.48 (m, 1H, CHy), 3.35-3.50 (m, 3H, CH,, CH), 5.04-5.13 (m, 1H, CH), 6.26 (s, 1H, OH),
7.30-7.35 (m, 2H, Ar-H), 7.59 (td, 1H, ] = 7.8 Hz, ] = 1.6 Hz, Ar-H) 7.88 (dd, 1H, ] =83 Hz, ] = 1.6 Hz,
Ar-H); BC-NMR (151 MHz, DMSO-dg, § ppm) 25.4, 25.7, 28.7, 33.3, 33.5, 47.5, 49.9, 53.4, 106.2, 116.3,
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117.2,124.1, 124.2, 132.6, 153.0, 158.1, 161.1, 164.5; Elemental analysis: calc. for CooHpsN,Oy (356): C,
67.40; H, 6.79; N, 7.86; found C, 67.54; H, 6.89; N, 7.73; ESI ny/z: [M + H]": calc. for Co0H5N,04 357;
found 357.
2-(2-(4-Hydroxy-2-oxo-2H-chromen-3-yl)pyrrolidine-1-carboxamido)-N,N-dimethylethan-1-aminium

2,2,2-trifluoroacetate (8h). Beige solid, yield 73%, m.p. 147-148 °C; IR (v, cm™!): 1544, 1615, 1684, 2718,
2876, 2957, 3038, 3368; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 5 ppm) 1.83-1.94 (m, TH, CHy), 2.08-2.22 (m,
2H, CHy), 2.24-2.35 (m, 1H, CHy), 2.78 (s, 6H, CH3), 3.06-3.15 (m, 2H, CH3), 3.26-3.33 (m, 1H, CH,),
3.35-3.41 (m, 1H, CH,), 3.43-3.49 (m, 2H, CH,), 5.08-5.16 (m, 1H, CH), 6.75 (s, 1H, NH), 7.29-7.38 (m,
2H, Ar-H), 7.59 (t, 1H, ] = 8.2 Hz, Ar-H) 7.92 (d, 1H, ] = 7.9 Hz, Ar-H) 9.62 (s, 1H, OH); *C-NMR
(151 MHz, DMSO-dg, & ppm) 25.6,29.7, 36.0, 43.0, 47.2, 53.3, 57.4, 106.2, 116.2, 116.9 (q, | = 199.9 Hz),
117.4,124.1,124.2, 132.4, 152.9, 157.9, 158.7 (q, ] = 32.1 Hz), 161.3, 163.5; Elemental analysis: calc. for
CyoHa4F3N30¢ (458): C, 52.29; H, 5.27; N, 9.15; found C, 52.48; H, 5.16; N, 8.97; ESI ny/z: [M + H]*: calc.
for C1gH24N304 346; found 346.

3.2. Biological Studies

3.2.1. In Vitro Studies of Anti-Cancer Activity

Cytotoxicity assay. Cytotoxic effects of the test compounds on human cancer and normal cells
were estimated by means of the multifunctional Cytell Cell Imaging system (GE Health Care Life
Science, Sweden) using the Cell Viability Bio App which precisely counts the number of cells and
evaluates their viability from fluorescence intensity data. Two fluorescent dyes that selectively
penetrate the cell membranes and fluoresce at different wavelengths were used in the experiments.
A low-molecular-weight 4,6-diamidin-2-phenylindol dye (DAPI) is able to penetrate the intact
membranes of living cells and color nuclei in blue. The high-molecular-weight propidium iodide dye
penetrates only dead cells with damaged membranes, staining them in yellow. As a result, living cells
are painted in blue and dead cells are painted in yellow. DAPI and propidium iodide were purchased
from Sigma. The M-Hela clone 11 human, epithelioid cervical carcinoma, strain of Hela, clone of
M-Hela from the Type Culture Collection of the Institute of Cytology (Russian Academy of Sciences)
and Chang liver cell line (Human liver cells) from N. F. Gamaleya Research Center of Epidemiology
and Microbiology were used in the experiments. The cells were cultured in a standard Eagle’s nutrient
medium manufactured at the Chumakov Institute of Poliomyelitis and Virus Encephalitis (PanEco
company) and supplemented with 10% fetal calf serum and 1% nonessential amino acids. The cells
were plated into a 96-well plate (Eppendorf) at a concentration of 100,000 cells/mL, 150 uL of medium
per well, and cultured in a CO, incubator at 37 °C. Twenty-four hours after seeding the cells into wells,
the compound under study was added at a preset dilution, 150 L to each well. The dilutions of the
compounds at concentrations of 1-100 uM were prepared immediately in nutrient media; 5% DMSO
(which does not induce the inhibition of cells at this concentration) was added for better solubility.
The experiments were repeated three times. Intact cells cultured in parallel with experimental cells
were used as a control.

Induction of Apoptotic Effects by test compounds. Cell Culture. M-Hela cells at 1 x 10° cells/well
in a final volume of 2 mL were seeded into six-well plates. After 24 hours of incubation, a solution of
the test compound 6g was added to the wells at the concentration studied.

Cytell Cell Imaging System Assay. M-Hela cells were plated into a 24-well plate (Eppendorf) at a
concentration of 1 x 10° cells/mL, 500 uL of medium per well, and cultured in a CO, incubator at 37 °C.
Twenty-four hours after seeding the cells into wells the compound was added at a preset dilution,
500 pL to each well. The dilutions of compound 6g were prepared immediately in nutrient media;
5% DMSO (which did not induce the inhibition of cells at this concentration) was added for better
solubility. Evaluation of apoptotic effects was performed with the help of multifunctional system Cytell
Cell Imaging, using Cell Viability BioApp and Automated Imaging BioApp applications. The annexin
V-Alexa Fluor 647 apoptosis detection kit, DAPI and propidium iodide purchased from Sigma.
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Multiplex analysis of early apoptosis markers. M-Hela cells were incubated for 24 hours with
the test substance. Cells were lysed in MILLIPLEX® MAP Lysis buffer containing protease inhibitors.
Twenty micrograms of total protein of each lysate diluted in MILLIPLEX® MAP Assay Buffer 2 was
analyzed according to the analysis protocol (the lysate was incubated at 4 °C overnight). The mean
fluorescence intensity (MII) was detected using the Luminex® system, MERCK, USA.

Flow Cytometry Assay. Mitochondrial membrane potential. Cells were harvested at 2000 rpm
for 5 min and then washed twice with ice-cold PBS, followed by resuspension in JC-10 (10 pg/mL)
and incubation at 37 °C for 10 min. After the cells were rinsed three times and suspended in PBS, the
JC-10 fluorescence was observed by flow cytometry (Guava easy Cyte 8HT, Guava Technologies Inc.,
Hayward, CA, USA).

Statistical analysis. The experiments were repeated three times. The cytometric results were
analyzed by the Cytell Cell Imaging multifunctional system using the Cell Viability BioApp and
Apoptosis BioApp application. The data in the tables and graphs are given as the mean + standard error.

3.2.2. In Vivo Studies of Anti-Cancer Activity

Animals. In vivo experiments were performed using the BDF; hybrid male mice of 22-24 g
weight. The experimental animals were caged in a standard vivarium in 12 h light conditions with free
access to food and water. All manipulations with the animals were performed in accordance with the
solutions of the Commission on Bioethics of the Institute of Problems of Chemical Physics, Russian
Academy of Sciences (IPCP RAS).

Anti-tumor activity. The tumors were transplanted intraperitoneally (i.p.) in accordance with a
standard procedure inoculum: 106 tumor cells in isotonic solution of NaCl, V = 0.2 cm?3 (leukemia
P388) [60]. Original compounds were injected intraperitoneally as aqueous solution. Doses from
18 to 83 mg/kg/day and the mode of administration on days 1, 5, and 9 after transplantation were
used. In each experiment, a single group of tumor-bearing animals not injected with the compounds
served as the control group. Each group consisted of six mice. The animals were observed daily for
survival for a minimum of 60 days. The efficacy of the therapy against leukemia (defined as increase in
lifespan—ILS) was assessed as the percentage of the median survival time (MST) of the treated group
(t) to that of the control group (c): ILS(%) = (MSTt/MSTc) x 100.

Statistics. The experiments were carried out in triplicate. The data are presented in the form
X + SD (mean + standard deviation). The significance of the differences between the groups was
assessed using Student’s t-test. Values of p < 0.05 were considered statistically significant. The data
were processed statistically using GraphPad Prism.

3.2.3. Bacterial Biofilm Formation Inhibitory Activity

Bacterial strains and cultivation conditions. For the detection of biofilms, formation strains Vibrio
aquamarinus DSM 26054 and Acinetobacter calcoaceticus VKPM B-10353 were used. These strains form
biofilms, making them useful for studying biofilms.

E. coli MG1655 (pRecA-lux) was used for the evaluation of the genotoxicity of the synthesized
compounds. The biosensor with the PrecA promotor fixes the presence of the factors causing damage of
DNA in a cell [74]. The biosensor E. coli MG1655 (pSoxS-lux) was used for the evaluation of prooxidant
activity. The biosensor with the PsoxS promoter fixes the production of superoxide anion and NO [75].
Bioluminescent strains were obtained by the transformation of E. coli MG1655 by hybrid plasmids
pRecA-lux, pSoxS-lux. The gene cassette luxCDABE Photorhabdus luminescens under the control PrecA
promoters was used in this biosensor. This plasmid was created on the basis of pBR322 and contained a
selective marker of ampicillin resistance (Amp gene). The strains were kindly furnished by Manukhov
1.V, Federal State Unitary Enterprise “GosNIIGenetika”).

The bacterial strains Acinetobacter calcoaceticus VKPM B-10353, E. coli MG1655 (pRecA-lux), and E.
coli MG1655 (pSoxS-lux) were cultivated in Luria-Bertani (LB) medium [76] under constant shaking to
early exponential phase at 37 °C. Cells were used immediately for stress induction tests. One hundred
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micrograms of ampicillin per milliliter were added into LB medium at cultivation of E. coli MG1655
(pRecA-lux) and E. coli MG1655 (pSoxS-lux). Strain V. aquamarinus DSM 26054 was grown in LB
medium supplemented with 3% NaCl.

Chemicals.  All of the chemicals used were of analytical grade. Crystal violet and
N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine were obtained from Sigma-Aldrich (USA). Ampicillin was
obtained from Sintez (Russia). Azithromycin was obtained from Farmstandart (Russia). Test solutions
were prepared in deionized water immediately before the tests. Rat liver microsomal enzymes (S9
fraction) were from Moltox (USA).

The test compounds were dissolved in DMSO to the concentration of 1 x 1072 M. Then, they
were diluted with ethanol. The control solutions were analogous dilutions of DMSQO in ethanol. The
tested compounds were also compared with the standard antibiotic azithromycin. Azithromycin was
dissolved in DMSO to the concentration of 5 x 10-3 M and then diluted with deionized water.

Biosensors assay procedure. The detailed protocol of toxicity testing by means of a bacterial
lux-biosensors is described in the article [77].

Calculation. The criterion of toxic influence was bioluminescence intensity change of the test
object in the researched sample in comparison with the control sample.

The induction factor (I) was defined as the relation of luminescence intensity of a lux-biosensor
suspension containing tested sample (L) to the luminescence intensity of a lux-biosensor control
suspension (Ly): I = L¢/Ly.

If at significant differences from control induction factor values were <2, the detected genotoxic
effect was evaluated as “weak”, if they were in the range from 2 to 10 as “medium”, and above 10 as
“strong”. All the experiments were carried out three times independently.

Difference reliability of bioluminescence in experiment from control value was estimated by
t-criterion with the help of Excel software. The conclusions about sample toxicity were made at p <
0.05.

Test system for evaluation of biofilms production. To quantify the formation of biofilms, the
crystal violet assay was used, with some modifications [78]. The necessary concentrations of the test
compounds were prepared as described above.

V. aquamarinus DSM 26054 was cultivated for 24 h in LB medium supplemented with 3% NaCl in
the Innova 40R shaker incubator (New Brunswick Scientific, USA) at 25 °C and 200 rpm. A. calcoaceticus
VKPM B-10353 was cultivated for 24 h in LB medium in the Innova 40R shaker incubator (New
Brunswick Scientific, Enfield, CT, USA) at 30 °C and 200 rpm. Then, the suspensions of the daily
culture of V. aquamarinus DSM 26054 and A. calcoaceticus VKPM B-10353 were diluted with LB medium
supplemented with 3% NaCl to the density of 1 x 10° cells/mL.

The resulting suspension (180 uL) was added to the wells of a polystyrene microplate (Nuova
Aptaca, Canelli, Italy). To some of the wells, 20 pL of the test substances at various concentrations
were added. Since solvents used could also influence the biofilm formation, 20 uL of the appropriate
solvent was added to the other part of the wells at same dilutions (control). Six replicates were done
for cach treatment and control. The microplate was covered with a lid and wrapped with Parafilm
(Bemis Company, Inc., Oshkosh, WI, USA).

After incubation at 25 °C for 72 h, biofilms were stained. The contents in the wells were removed
by means of a dispenser. The wells were then carefully washed three times with 250 uL of sterile
saline. The microplates were shaken to remove all non-adherent bacteria. Biofilms were fixed with
200 pL of 96% ethanol for 15 min. After the microplates had dried in air, 200 L of 0.5% crystal violet
was introduced into the wells. After 10 min, the dye was removed. The excess dye was removed by
washing with water three times. After the microplates were air-dried, the dye in the wells bound
to biofilms was dissolved with 200 uL of 96% ethanol. The extraction level (absorption) of crystal
violet by ethanol was measured after 60 minutes at a wavelength of 570 nm using a FLUOstar Omega
microplate reader (BMG Labtech, Offenburg, Germany) in optical density units (OD570). The intensity
of biofilm formation directly corresponds to the intensity of staining of the contents of the wells with
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the dye. Biofilm formation was determined by the difference between the mean OD readings obtained
in the presence of compounds and the control.

Each experiment was performed in triplicate. The values were expressed as mean + SD. Student’s
t-test was used to compare these values. Differences were considered statistically significant at p < 0.05.

4. Conclusions

In conclusion, a series of novel 2-(het)arylpyrrolidine-1-carboxamides were obtained via a modular
approach based on intramolecular cyclization/Mannich-type reaction of N-(4,4-diethoxybutyl)urcas.
Their anti-cancer activities were tested both in vitro and in vivo. A pyrrolidine derivative possessing a
cyclo-hexyl substituent in the carboxamide moiety and a benzofuroxan fragment in the pyrrolidine ring
was determined as the most active in the in vitro assay. Notably, its activity towards M-Hela tumor
cell lines was found to be twice that of reference drug tamoxifen. At the same time, its cytotoxicity
towards normal Chang liver cells did not exceed tamoxifen’s toxicity. The obtained results indicate
that the death of M-Hela cells presumably occurs via an apoptotic pathway due to activation of the
surface cell receptors and not due to mitochondrial dysfunction. In the in vivo studies, water-soluble
compounds possessing N-(2-(dimethylamino)ethyl)pyrrolidine-1-carboxamide scaffold and either
a heterocyclic (hydroxycoumarine) or aromatic (sesamol) substituent in the pyrrolidine core were
proven to be the most effective. The number of surviving animals on day 60 of observation ranged
from 17% to 83% and increased life span (ILS) ranged from 80% to 447%. Additionally, compounds
possessing a benzofuroxan moiety were found to effectively suppress bacterial biofilm growth, and
thus are promising candidates for further development as anti-bacterial agents.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/1420-3049/24/17/3086/s1,
Figures 51-514 (Anti-biofilm activity data), Figure S15, Tables S1-54 (X-ray data); Figure S16 (In vivo anti-cancer
activity data), copies of NMR spectra of all synthesized compounds.
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JIBYX METABOJIMTOB B BUOJIOT MYECKHX XKUIKOCTAX

(3aKJTFOUUTENBHBII)
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(56) RU 2567320, 15.10.2015

(54 CIIOCOB TIOBBIIIEHUS
KATAJIMTUYECKOM AKTUBHOCTH
HUHKAIICYJIMPOBAHHBIX u

HUMMOBWIN30BAHHBIX ®EPMEHTOB

57 Tlonesnast mojens  «CrocoG — TOBBIMICHHS
KATQIHTHYECKON aKTMBHOCTH MHKAICYJIMPOBAHHBIX H
MMMOGHIH30BAHHBIX (bepmenToB, TOJTY Y€ HHBIX
METOJIOM ITOOUEPE/HOM aIcOPOIHH MOMMAICKTPOIHTOR
HA  COCTaBHbIE  CHEPONMTHI ¢ IOCIEIYIOIHM
PacTBOpPEHHEM  MHHEPAILbHOM — KOMIOHEHTHI  sjep»
OTHOCHTCSl K CO3JIAHMIO  BHICOKOUYBCTBHTEIBLHBIX
CEHCOPOB, ~ CHOCOOHBIX — OBICTPO M HAJEKHO

PErHCTPUpPOBATD TPHCYTCTBHE GHOJIOTr MY ECKH
AKTHBHBIX COC/IMHEHHH B OOBEKTAX AHAIMTHIECKOTO
KOHTPOIISL,  SIBISIETCSL  OJHHM M3 IPHOPHUTETHBIX
HanpapjieHuii pasBUTHA COBPEMEHHON aHaIuTHYECKOH
xumud. Hcnonp3oBanne DI'TA  (3THICHIIIHKOIL-0HC
(B-ammHOOTIIOBEIE  5¢up)-N.N,N'N'-rerpaykcycras
xuciora) BMecto DJTA (OruienimaMuaTeTpayKeycHas
KHC/IOTA) B KAa4ecTBE XEIATHPYIOINEro areHra Juls
yAaleHHs —Kalblui-KapOOHATHOM —KOMIIOHEHTHI W3
MHKPOKAIICYJI TOPa3/[0 MEHBIIE NOBPEKIaeT PepMEHTEH!
TIEPOKCHJIA3y XPEeHa W ypeasy.

Tlonyuenue (yHKIHOHANLHO-AKTHBHOTO (hepMenTa,
MMMOGHIH30BAHHOTO B HOIMAJIEKTPOIMTHOE IOKPHITHE,
¢ KATAIMTHYECKOM — aKTMBHOCTBIO — CPaBHMMOH ¢
AKTHBHOCTBIO  CBEXKENPHTOTORICHHOTO  CBOGOJIHOTO
(depMenTa SBJISETCS BaXHBIM HTOIOM IIPOJICTaHHOM
paGorel.  Takolf pesyabTaT MO3BOIMT  YJEHIEBUTH
pacxojel Ha (EPMEHTHI IIPH COIaHHH GHOJATIHKOB
paspabarbiBaeMBIX HpHGOPOB-AHATH3ATOPOB
MeTaboNHTOB KPOBH U MOYH,

DKCIEPUMEHTEI GBLTI HOCTaBJICHB c
HCIOJIL30BAHUEM KalbIui- KapOOHATHBIX CEpOIHTOB.
Tem He wMeHee, npumenenme pacrBopurenst DI'TA
BMecto DJITA Oyner NOBBINATL KaTaTHTHYECKYIO
AKTHBHOCTH (DEPMEHTOB, HHKAIICYIMPOBAHHEIX IO 5TOMH
TEXHOJOIMH ¢ MCHOJIL30BAHHEM  JIPYIHX — HOHOB
METAUIOB, TAKHX KaK Mapramer, KajMmii # T.JI., B
KauecTBE KOMIIOHEHTHI COCTABHBIX SI/IEp ¢ hepMEHTAMM.

ey D zien
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Ilonesnast  Mojenb  OTHOCHTCS K CO3IaHHIO
BBICOKOUYBCTBUTEIBHEIX CEHCOPOB, CIIOCOGHBIX GBICTPO
u HaJIKHO PErHCTPHPOBATH TPHCYTCTBHE
GHOJIOIMYECKH  aKTHBHBIX COEIMHEHMH B 0ObeKTaX
AHATATHICCKOTO  KOHTPOJISL,  SIBISICTCS  OJIHHM W3
TPHOPUTETHBIX HANPABJICHHH PasBUTHS COBPEMEHHOM
AHATHTHICCKOM XHMIH.

HenonbsoBanue (depmenTon B KayecTBe
GHOPACTIO3HAIONETO KOMITOHEHTA Grocencopa
TO3BOMAET JOCTHIbL YHHKAIBHOM CETeKTHBHOCTH U
YYBCTBHTEILHOCTH  OHpPEIENeHUs  OMOJOIHYECKH
aKTHBHBIX  coejmHenmit.  Hmskas  ycroifamBocth
(epMEHTOB IPH XPAaHEHHH M HMX BBICOKAs CTOMMOCTD,
SIBJISIONINECS HelocTaTKaMu (hePMEHTHOTO aHajIu3a Ul
IMUPOKOTO MPHMEHEHHS, MOTYT OBITh KOMIICHCHPOBAHEL
Ty TeM MMMOGHIM3AIHE (HEPMEHTOB Ha HEPACTBOPHMBIX
nocurensix. Ipu sToM ocoGoe 3Hauenne npruodperaer
croco6 BBEJICHHS MMMOGHIN30BAHHOTO (epMeHTa B
cocraB Grocencopa, TIOCKOIBKY AKTHBHOCTH
(bepMeHTOB, KaK INPABHIO, CYIIECTBEHHO CHIKACTCS
TIPH AMMOOHITH3AIHH.

H3BecTHEI COCOGE MMMOGHIM3AINH (hEPMEHTOB B

TOHKOILIEHOYHBIH MHKpOSYEHCTbIH TIOJIMMEPHBIi
Martepua, COCTOAIHAN u3 TPOTUBOTOIOKHO
3apsKEHHBIX TIOJIMAJIEKTPOIHTOB, dusmIeckn

ajlcopOUpOBaHHBIX Ha TBepIof moioKkke. Mexy
CITOSIME TIOITHAJICKTPOIINTOB HAXO/ATCSI MEKPOKATICY JIBI
M3 OTHX  OKe  IONMDIEKTPOIMTOB  COJEPIKAIINES
(YHKIMOHANLHO-aKTHBHBIE MOJIEKYJIL  (pepmenta [a)
Tepuosekuit B.M., Yeproxsocrop 10.B., ®omxuna
M.I"., Mourpens M.M. Tlorennmonmerpudeckuii cencop
HA  OCHOBE  ypeashl, HMMOOWIM30BaHHBIH B
TOJMDJIEKTPOIUTHBIX  MUKpOKancylax.  buodusnka,
2007. T.52, Ne5. C.825-829; 6) ITarent P® No 2333231
Ha  m3o0pereHme.  YIBTPATOHKOE  IOIMMEPHOE
TIOKPBITHE, ¢noco6 ero H3TOTOBICHHS u
(epMeHTaTHBHEL GHOCCHCOp Ha ero ocHose // Brom
Ne25. Jlata omyGir. 10.09.2008. Monrpeas M.M.,
Tepuoscknit B.M., ®omkuna MI., Tlerpor AH.; B)
Ilarenr P® Ne2567320 ma wusoGperenme. Cmocod
TOJIYYEHHS TIO/UI0KEK ¢ MHOTOCIORHBIM IOKPHLITHEM Ha
OCHOBE HOJHAIEKTPOIHTHBIX MHKPOKAIICY I,
COJIepXKAIUX GHOJIOTHIECKH AKTHBHBIC Marephaibl //
Bromn. Ne31. Jlara omy6u. 15.10.2015. ®omxuna M.I".,
Momnrpens  AM., Munkabupoa I'M.]. Jlannoe
GHOCEHCOPHOE TOKPHITHE IHPEJICTABISCT MHTEpPEC Kak
MaTepHal JUls CO3JaHMs MyJIbTHPEPMEHTHBIX CHCTEM,
TIOCKOJILKY TEXHOJIOTHSI H3TOTOBICHHS MHKPOKAIICYJI He

HakJIa/IbIBacT HHUKaKOTO OrpaHuvYCHUs Ha THIT
HHKAIICYJINPOBAHHBIX COEJMHSHMﬁ.
Taxxe — m3BecTHBl  c1OCOG  MMMOGHIM3AIAK

(EepMEHTOB ¢ NPUMCHCHHEM HOIHMEPHEIX TEXHOJIOTHIT
B KadeCTBE MPOMEKYTOUHOIO HTama IIpejnoiaractT

BKIIOYEHHE  (DEPMEHTOB B IOIHAICKTPOIUTHBIC
MUKPOKATICYJIBL. Karamuruaeckas AKTHBHOCTH
(depMeHToB, HO/IBEPIIIHXCS Hporeype
MHKAICY IMPOBAHHS, CHUIKACTCS JIOBOJILHO

3HAYATEILHO 110 CPABHEGHHIO ¢ AKTHBHOCTBIO
CBEKCIPHTOTOBICHHOTO CBOGOAHOrO (epmeHTa [a)
Tlarenr P® Ne 2333231 Ha  wu3o0pereHHe.
VIBTpaTOHKOE IOJTHMEPHOE MOKPHITHE, CHOCOG ero
M3rOTOBICHUs U (hepMEHTATUBHEI GHOCEHCOp Ha €ro

ocHoBe // Bromr Ne25. Jlara omyGr 10.09.2008.

2

Mounrpens MM., Tepnosckuii B.M., ®omxuna M.I™.,
TletpoB  AM.; 6) Petrov AlL, Volodkin D.V.
Sukhorukov  G.B. Protein - Calcium Carbonate
Coprecipitation: A Tool for Protein Encapsulation.
Biotechnology Progress, 2005. V.21. Ne3. P.918-921; B)
CyxopykoB B.M., Tuxomenko C.A., CabypoBa E.A
Jly6poscknii A.B., Jle6oBekas FO.H., ITTaGapunna JLH.
Buodusuka, 2007. T.52. Ne6. C.1041-1048].

HenocrarkaMu  BBIMICIIPHBEJICHHBIX  CIIOCOGOB
SIBJISIETCA  CHIDKGHHE — KATaJIHTHYECKOH —aKTMBHOCTH
(bepmenToB, TOJIBEPIIIHXCS nporeype

HMHKAINCYJIMPOBaHUS IO CPAaBHEHHIO € aKTHBHOCTHIO
CBEKEIPUTOTOBICHHOTO CBOGOAHOTO hepMeHTa.

B Hacrosiineli monesHolt Mojien cTaBmiIach 3ajada
TMONYYCHHsT  MHKAICYJIMPOBAHHBIX  (JEPMEHTOB ¢
KaTaIuTHIECKO AKTUBHOCTBIO CpaBHUMOIT c
AKTHBHOCTBIO CBOGO/IHOTO Q)epmema. 3agava pemaiack
IyTEM IIOCJIEJOBATEILHOTO  PACCMOTPEHHs  OTaloB
HM3y9aEMOrO METO/Ia C IEIBIO BBHIIBICHHS KIFOYEBBHIX
MOMEHTOB, BIHSTEOTIHX Ha cBoifcTBa
MHKaINCY JIUPOBAHHBIX lbepmen'ron B wactHOCTH GBLTH
TIOCTABICHBl SKCHEPHMEHTHl 110  TOAGOpPY  ycinoBmit
HM3IOTOBJICHUS TIOJIMAJIEKTPOIHTHLIX MHUKPOKAICYJI ¢
(epMeHTOM TIEpOKCHa3a XpeHa B 3aBHCHMOCTH OT

crocoba pacTBOpEHHS KaTbIMi -KapOOHATHBIX
cheporuToB M OT  3HMaKa 3apsja  BHYTpEHHelH
TIOBEPXHOCTH TIOJTHDIIEKTPOTHTHON 06OIOUKH,

KOHTaKTHpyIomel ¢ hepmeHTamu.

TIpumepni ocy mECTBICHHS TOJIE3HOH MOJIEH:

Tlpumep 1. Ilonyuenue depMeHTCONEPKAIIUX
KaybItHii KapGOHATHEIX KOPOBBIX 9aCTHIL.

B kaecTBe KOPOBBIX MHKPOYACTHIL JUIsl TOJIY YSHIsI
HOIUIEKTPOIMTHBIX KAlCYJl HCHOIB30BAIN COCTABHbIE
mukpocepomntsl CaCOsz - Genmok (wim aBa Gerka),
KOTOPBIC 10 CPABHCHHIO C JPYIHMH BO3MOXHBIMH
KOPOBBIMH ~ YaCTHIIAMH  CHOCOGHBI  XMMHYECKH
paspyImathcsi B MSTKHX — YCIOBHSX — (KOMHATHAs
TeMIeparypa, Helfrpaibusie pH) B npucyrersun DITA
TIPH HEGOIBIIOM TIOIKHCIICHIE CPE/IBL

CaCO;3 MHKpOCGHEPOIHTHl IOIYYATH 1O PEAKIIHI
HMOHHOTO ~ OOMEHa IpPH  CMEIIMBAHMM  PACTBOPOB
NJIOPHCTOIO KajbIlusl M KapOoHara B IPHCYTCTBHU
Genka (depmenTta) - MeTOIOM OHOMHHEPATM3AITAN.
Metoka HOMyYeHHs] MHKPOC(HEPOIHTOB CBOIMIACH K
CHEJYIOMEMY: K HHTEHCHBHO IEPEMEIIMBAEMOMY Ha
MarHaTHOM Memanke 0,33M (umm 0.5M) BojgHOMY
pacrBopy CaCl, goGaBisimn hepMEHTEL, epeMeNnBaIn
B TeyeHue | MHHYTBL, a 3areM OBICTPO J00aBIIsIIM
paBubi o6beM 0,33M (i 0.5M) BojHOTO pacTBOpa
Na,CO;. [lepememuBanue npooikatoch B reuenue 30
CeKyHJI, HOocjie 4Yero oOpasoBaBIIascs —CyCHEH3us
BBIICPKUBATACH 15 MUH IIPH KOMHATHOM TeMIeparype
JI0 TIOJIHOTO HPOCBETICHHS HA0CATOTHOM IKIIKOCTH.
Tlocne  saBepmenms — mporiecca  HOpMHpOBaHHS
cocTaBHBIX MuKpochepomutoB pepmentsr — CaCOj,
TpENHIATAT TIMATETLHO OTMBIBATH oT noHos Na' u CI°
JIMCTIJLIMPOBAHHOM BOJIOM 1 BBLICYIIMBAIM Ha BO3LYXNe.

TmatenpHas TpPOMBIBKA —HMeeT — NPHHIMINATLHOES
3HAaUEHHE, MOCKOIBLKY OBUIO  OOHapyKeHO, 4TO
«COCTOSAHIE ceponuToBy HE SABJISETCS
TEPMO/IMHAMUYECKA  YCTOWYMBBIM, H BO  BIaXHOM
COCTOAHHU OHH TIOCTENEHHO TIEPEXOAT B
KJIaCCHYCCKUE pom’m‘)ﬂpuqecme TIOJIMKPUCTAJIIBL,
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npmaem B mpueyrerBuu  NaCl mporece  3amerHO
yekopsiercs. B cyxoMm cocrosnum  MHKpOcdepouTh
depmentsr — CaCO3 MOTYT XPaHHTHCSI HCOTPAHHICHHO
JI0IITO.
Venosus
KOHIEHTPAIIO

HpOBECHHST  mporiecca  (BapbHpYst
PEareHToB, TEMIIEPATy Py,
THAPOMHAMHYCCKHE XapaKTEPUCTHKH) B
CYIIECTBEHHOM ~ CTENEHH ONPEIENSIOT — pasMep U
MOp(OIOTHIO 0GPasyIOIIIXCS MHKPOYACTHIL.
Ilpuvep 2. IlomydeHnme  NOIHAIEKTPOIHTHBIX
MUKPOKAIICYJI, 3aIPy KEHHBIX (PePMEHTOM.
TToMMHIeKTPOIUTHBIE  MUKPOKAICYIIBl  TOJydain
IyTeM I00YepeHOl  ajcopOIHMH  HPOTHBOIOIOKHO
3apsDKCHHBIX  nomdIekTpoiautoB  [Sukhorukov G.B.,
Montrel MM., Petrov Al et al. Multilayer films
containing immobilized nucleic acids. Their structure
and possibilities in biosensor applications. Biosensors &
Bioelectronics, 1996. V.11 Ne9. P.913-922] Ha xanbumii

KapGOHATHEIX MHKPOYACTHIIAX, COJIepIKAIIIX
coorBercTBytomuit  depment.  Ha  stoit  craaum
HCCIICIOBAHUA TIOJTHDIIEKTPOIHTHL

TOJTHCTHPONICY TH(POHAT
rugpoxiopui (ITAAT).

K 100 mr sauep CaCOs-Genok jpoGapmsuma 1,5 M
pacropa ITAAT" (xommentparmst 1 mr/mim) B 0.5 M
NaCl. Cycnensmo nepeMemusajii B Tedenne 10 Mun
Ha KauajKe, 3aTeM HECBS3ABIMMIICS MOIUMED yAISUIH
nentpudyruposannem npu 700 ob6/MHH B TedcHHE
HECKOJILKMX — CEKYHJ, 4  YacTHIbl  TPEXKpPaTHO
NPOMBIBAIH JICHOHU3UPOBAHHON BOJIOH OT OCTaTKOB
TOJMANIEKTPOIATA ¢ HeHTpH(YrHpoBaHHEeM. 3aTeM
TAKYIO K€ NPONEAYPY HPOBOJILIH, HCIOIB3Ys PacTBOP
Tice.

Tlooduepesoe — HACHAMBAHHE  HPOTHBOIOIOKHO
3aPSUKEHHBIX  MAKPOMOJIEKYJ  IOJHIIEKTPOIHTOB  Ha
KOJUIOMJHBIE  YaCTHIBI  NPOBOJIMWIM  TPH-IATH  pas,
oIy das TPEX-TATHCIONHYIO 060I0Ky c
apxurextypoit ITAAI/(IICC/AIAAD),, rae n=1.2.
TIponeypa pOpMHPOBAHFST MEHKPOKATICYJT IPOBOIHIACE
npn KoMHaTHOH Temmeparype (15-25°C). B paGote
HCCIIEI0BATHCH TPEX-ISTUCIIONHHbIE
(bepMenTCoIepIKaIHe NOJOKHTEILHO H OTPUIATEILHO
3APSUKCHHBIC  TIOMHDICKTPOTHTHBIE  MHKPOKATICYJIB:
TIAAT/IICCAIAATL), u IICC/ITAAT/TICC),, n=1,2.
Konrpoas pasMepoB MHKpOKacysl H  chepHIHOCTD
KaTbIHii-kapGOHATHBIX ~ YACTHII  OCYINECTBISITH
TOMOIIBIO ¢cBeToBOrO MuKpockomna Nikon eclipse E200.
Vianenue  Kalblmi-KapOOHATHBLIX — YacTHIl U3
MHKPOKAICY ~ OCYIICCTRIISUIM  NPH  BBIICPKUBAHUH
pacTBOpa ¢ MHKPOKAIICYJIAMH B JIHAJH3HBIX MEIIKaxX B
Teuenue ot 3 yacos jo 12-15 wacos B 2-25 MM DI'TA
(OTWICHIIHKONL-0iC  (B-aMHHOSTHIOBBIH  5dup)-
N.N.N'N',  Ne-rerpaykcycnass kuciora) mmn DJ[TA
(STWICHTHAMHHTETPAYKCY CHAST KHCIOTA) pI
Temueparype 4°C wm 20°C npu HojuIeIaqHBaHUE
cpeqsl (pH  7.2). KommdecTBo Kamcyl B pacTBope
TOJICYMTHIBAIIH C TIOMOIIBIO KaMephl I opsieBa.

TIpn dopmupoBanuM TOJHDIIEKTPOJTHTHO M
OGONIOYKH B KadeCTBE IIEPBOTO  IOIHAJICKTPOINNTA
ucnoab3oBain noxmaekTponutsl [ICC mmm [TAAT

Kancyupr, sarpyxennbie jByma  depmentamu, B
HaIeM clIydae ypeasolf i mepokcuaasoif XpeHa, Ghutn
M3TOTOBIEHBl ~ HA  OCHOBE  KOPOBBIX  HacTHIL,

(Ice)

U HOTHAIMIAMHH

COJIEPKAIAX B CBOEM COCTaBe JIBa
OJIHOBPEMEHHO
Ilpumep 3. Cnoco6 mONyYeHHs YIBTPaTOHKOTO

MHKPOSYEHUCTOIO TIOJMMEPHOIO HOKPBITH.

tdepmenta

Henonb3oBannbii METOJ Oy YCHHS
VIBTPATOHKOTO  HOMMMEPHOTO — MarepHaia  ObLI
paspaGoran W 3amateHToBan B HmcrutyTe

TeopeTHuecKoll M HKCIEpUMEHTalbHON  Guopu3MKM
PAH [a) Tlarent P® Ne 2333231 na msoGperenue.
VILTPATOHKOE IMOIHMEPHOE IHOKPHITHE, CIOCOG ero
M3rOTOBICHUs M (hepMEHTATHBHbLI GHOCEHCOp Ha ero
ocHoBe //Bromr. Ne25. Jlara omy6a 10.09.2008.
Mounrpens M.M., Tepnosckuit B.W., ®omxuna M.I".,
TletpoB  AHM.. ©) Ilatenr PO Ne2567320 ma
usobperenne.  CrnocoG  MONYYEHHS INOUIOKEK €
MHOTOCIOMHBIM TOKPBITHEM Ha OCHOBE
HOMMOJIEKTPOIMTHBIX  MHKPOKAICYJI,  COJEPIKAIIMX
GHOIOrHICCKH aKTHBHBIC Martepranbl // Bromr Ne31.
Jara omyGm. 15.10.2015. ®omxuna M.I"., MonTtpens
AM., Munkabuposa I"M.].

HIMMoOmiIn3anuio  MHKpPOKAICyJ IPOBOJMIM  Ha
CTEHKE CTEKIISIHHOM KIOBETBI, Mapuke CTEKISHHOro pH-
anexTpota. Ha 5ToM srane JIONOMHATENBHO, B KauecTBe
TEPBOrO  CIIOSI,  WCTONB30BAIM  MOIMDICKTPOIHT
nommriienuyu (11DW), mam. 600 000 (“Aldrich™),
KOTOPBIH 10 JIMTEPATYPHBIM  JIAHHBIM  SABJISIETCS
ONTHMATBHBIM TPEKYPCOPOM JUIst CO3IaHus
HAHOPA3MEPHBIX CJIOEB METO/IOM MOIMHOHHOH cOOpKH
[Slmenox AM., T'opun JILA., TTauxkun K.E., JlomoBa
M.B., IlItsikos C.H., Knumor B.H., Kypoukuna I"H.,
Tpawes M.K. Koospdumment mnepeHoca IUICHOK
Jlenrmiopa-biokeTT Kak HMHIHKATOP IIOBEPXHOCTH
MOHOKPHCTJLUIHYECKOTO KPEMHHUS,
MO UIMPOBAHHOM MOTHHOHHEIMH clIosiMH. Pu3MKa I
TEXHHKa HOJNyIpoBojuuKoB, 2007. Ne6. C.706-710].
Konnenrparmus pacrBopos nosmiexrpoauros (ITOH,
TICC, TTAAT) 6bura 1 mr/mir

BoxoByio cTeHKy KBapleBolf KIOBETHI HMOKPBLIBAJIM
Imr/ M pactBopom TT9U (0,33M NaCl), BeiiepxuBaiu
20 MHH, HepeMelmHMBas ~ HEHHTEGHCHBHO  uepes
TPOMEKYTOK B HECKOJILKO MuHYT (3-5), mocie uero
asykparHo orMbiBann 0,1M pactBopom NaCl. 3arem
KIOBeTY 3anoiusn pactBopoM IICC u BeIepKUBaTH B
TeYeHHe 15 MMH, IOCIE Hero TaKkKe OTMBIBAIH OT
ocrarkoB nojmtexrpoiuta 0,IM pacrBopom NaCl.
Jlanee mopepx croa IICC  HaHOCHIHM  CYCICH3MIO
MHKDOKAIICYJI TaK 9TOOBL, MHKPOKAIICYJIBI POBHBIM
CIOEM  NOIHOCTBIO — NOKPBLUIM  MOJU(HIHPYEMYIO
TIOBEPXHOCTh, TOJICY ITHITH pu KOMHATHOI
TEMIepaType,  3aTeM  OTMBIBAIH ~ OT  JIHIIHHX
mukpokancys 0,1 M pacrBopom NaCl. Ha stom srane
HCIONB30BATNCh  Heounmennsle or CaCO; wactuiy
MuKpokareysl. Jlanee Hanocuan cion TTCC- TTAAT,
ONIMCaHHBIM ~ Bble  oOpasoM.  IloBepxHocTHBII
(HapyKHBIH) cJI0} GBI 3apsUKeH TONOKATENLHO, TAKkKe
KaK HOBEPXHOCTD MHKPOKAICY L. TToce
MMMOOHIM3AIHE MUKpOKaIcy bl ounmain or CaCOs
KOMIIOHEHTa KOpHI: KioBery omyckamn B 0,025M
pactBop DJTA ma 12-14 wac. Ilocne ynameHus
Kanpimii kapGonara pacrBop DJITA Obur 3aMerneH
JUCTHJITHPOBAHHOM BOJIOM, a KioBeTa IoMermnanach B
XOJIOUMIBHHUK.
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Ilpumep 4. Onpejenenue KoHIEHTpanuu Oeilka B
Karcyax.

Konnenrparmo ¢depmenTa, HHKANCYTHPOBAHHOTO
WIH NUPUIIMTOrO Ha CTEHKAaX KBApUEBOH KIOBETHI,
onpejensin MetogoM bpoadopaa [Bradford MMM, A
rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle
of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, 1976.
V.72, Nel-2. P.248-254]. B 100 wMk1 pacTBOpa
depmenra gobasmsumn 400 Mk pearcura bpsadopaa
(M3HagaIbHO pasGaBieHHbIil B /Ba pasa), BhIIECPKUBAIH
B TeUCHHE 25 MUHYT, TOCJIEe 9ero oGheM JOBOIN JI0
1,5 M JeHOHM3HpOBaHHOM BOjOH M W3MEpsIH
OITHYECKYIO IUIOTHOCTL 1pH A=595. Kouuenrparuo
Gelka  PacCUMTHIBAIIA 110 KAaIMOPOBOYHOM KPHBOIA,
nocTpoeHHol mo BCA.

Jls onpejieniennst KOHUEHTpauu GepMenTon Gbut
TaKKe MCHONBL30BAH CIEKTPOPOTOMETPHICCKIH METO
C HCIOJIL30BAHHEM KOX(GQHIHEHTa SKCTHHKIMH IIPH
JUTHHE BOJHBL 280 HM.

Ilpumep 5. TloreHnmomerpudeckuit
OIPE/ICNICHAs] KOHIICHTPAIHH MOYCBHHEL

Ilponesypa m3MepeHust KOHIEHTPAIMH MOYEBHHEI
cocrosla B ciejyiomeM. Buadane u3MepurenbHas
sMelika  3alONHIACH — AHAMTHYIECKHM  PAacTBOPOM,
CoJIepKAITHM OIpPEICIEHHOE KOIMYECTBO
HU3KOMOJIEKYIApHOH comn u Oydepa. 3arem B Hee
JM06aBISLIN Tperapar (epMeHTa B HEOGXOMMBIX /UL
pelenus TeKyIelt 3a/1auu KOJIMYECTBAX WIH BBOJIN
MotuuIpoBanHbii pH H1ekTpos, a Jjatee mocie ~ 5
MHMH  MHKyOalMM TpH  3aJaHHOM  TemIepatype,
nobaBmsin  QUKCHPOBaHHBLIT ~ 0GbeM  pacTBOpa
MoueBHHBL Perncrpupyempiii (8 MB) menounoit csur
pH BBIXO/UUI HA HACHINEHHE NPUMEPHO depe3 50 cek.
Kaxaas mupeicrapieHHass Ha rpadukax TouKa -
pesyJIbTaT 3-5 HOBTOPOB.

TIpumep 6. Onpeienenne KOHICHTPAITIH TIEPOKCH A
BOJOPO/IA CEKTPOGOTOMETPHIECKIM METOIOM.

Kunernky [EPOKCH/Ia3HOU
PETHCTPHPOBAIM 10 H3MEHEHHIO  ONTHYECKOrO
HOIVIOIEHUs npu  JUIMHE  BOIHBI 590 HM,
COOTBETCTBYIOIEH — oKkMCaeHMIO  OeH3WjMHa  Ha
crekrpodoromerpe Beckman UV/Vis DU 520 (CIIIA).
HauanbHble  CTAIMOHAPHBIC — CKOPOCTH  PEaKIUH
oNpeelsM 110 HAKIOHY JHHEHHOM uacTu KpuBOM
HaKOILIEHHs IPOJyKTa Bo BpemenH B Tedenue 30 cek (B
HEKOTOPBIX cIydasx 10 cex) OT Hauama PErHCTpaIun
peaximu: V =D590/30 cek.

B pabore onpesensuin 3aBHCHMOCTH HAYATBHOM
CKOPOCTH NEPOKCH/IA3HOM Peakiuu OT KOHIEHTPAIUH
cyGerpata IpH PasIMIHLIX CHOCOOGAX KalCy IMPOBAHMUS
u uMMoOmmm3army.  KHHeTHUeckHe mapaMeTpel -
MaKCHMAIBHYIO  CKOPOCTb ~ Vipgx M KOHCTAaHTY
Muxasmuca K, - Haxomum u3 rpaduxos JlaitHyneepa-
Bepka (zBoitupie oGparHbie koopuHAaTh). 3Hadenus pH
KxoHTposMpoBatn Ha pH-merpe Beckman F 690
pH/Temp/mV/ISE Meter (CIIIA), ¢ TOYHOCTBIO 10
0,002 exunum.

TIpnmep 7. Cratuctideckast oGpaboTKa pe3yIbTaToB

Kaxmas osxcnepumenraabHas —Touka —  3-5
nopropHocTeif.  Pesyabrarhl  mpeicraBienbl  Ha
PUCYHKAX B BH/E CPEIHHX 3HAUeHMH + cTaHjapTHOE
orkionenne. Crarncrnueckas o0paboTKa pesyJbTaToB

€noco6

peaKiuun

4

TPOBOIMIIACH ¢ HOMOMIBIO 1porpammbl OriginPro 8.6.
JUis  ONEHKM  CTaTHCTHYECKOH  JIOCTOBEPHOCTH
ucnonb3oBatn Metot ANOVA ¢ BeposTHOCTEIO & < 0.

BaxHEIM  5TAaloM  TEXHOIOTMH  INOJIyHEeHHs
MHKAIICY THPOBAHHOIO (DYHKIHOHAIBHO -aKTHBHOTO
(epMeHTa SBISETCS NPONEAYPa YAAICHHS KabIumii-
KapOOHATHOM ~ KOMIIOHEHTHI ~ M3 MHKPOKAICYJL
Texnomornn yjaneHns: KalbIHi-KapGOHATHBIX sijiep,
HPUMEHSIEMOe  JUl  HOJBIX MHUKPOKAICYJ, B psie
CIyYacB MOXET He SBIATHCS ONTHMAIBHBIM JUIS
yAaleHns KajlbIi-kapGoHaTa U3 JIBY XKOMIIOHEHTHOIO
(kamplmii-kapOoHaT - (epMeHT) KOpOBOrO  sapa
MHKPOKAIICY I, TIOCKOJIBKY PpacTBOpHTENh
B3aUMOJleliCTBYET ¢ PEPMEHTOM M MOXKET H3MEHSTH €ro
aKTHBHOCTH.  BosHHKIa — HEOOGXOJUMOCTH — N0ojA00pa
yenoBuit (M pacTBOPHTENs) YAANCHMS — KaJbIHii-
KapOOHATHOM ~KOMIIOHEHTBI KOPOBOM —4acTHIbl M3
MHKDOKAICYI ¢ NEPOKCHAa30lf  XpeHa,  4TOOHI
TOBpEKJIAIONMEe  BO3/CHCTBHE  PAacTBOpHTENS — Ha
(depMenT GbLI0 MHUHMMATBHBIM. [1o5TOMY Hamu ObuIH

TOCTABIICHB HKCHEPUMEHTBI o JeticTpiio
pactBoputeneif  Ha  cocraBHBIE  CEpOIHTHI
IIEPOKCHIa30if  XpEeHa,  IIOKPBITBIE  ISITHCIONHOI

oGomouxoit  TTAAT/(IICC/TIAAT),.  Bapbupopanne
yenoBuit PacTBOPEHHS KOPOBOI KOMIIOHEHTHI, TaKHe
xak: ucnonbzoBanne DJITA mm DI'TA, xoHnenrpanus
XelaTHpylomero areuta (2-25 MM), JIATEILHOCTD
Bo3ztelicrBus  (2-18 wacoB), Temmeparypa (4-25°C),
TIEPEMEIIMBAHME PACTBOPOB, IOKA3AIH, YTO BO BCEX

ciaydasx, npu ucnoibzoBanmu OI'TA B kauecTBe
PacTBOpHUTENS  KalbIHif-kapOGOHATHOH — KOMIIOHEHTBI
MHKPOKATICY I, KaTaTHTHICCKAs aKTHBHOCTh

MHKAIICY IMPOBAHHOM MepOKCH/1ashl XpeHa Oblia BhINE,
geM npu npumenennn DJTA.

Ourypa 1 - 3aBHCHMOCTH Ha4aIbHOM CKOPOCTH
TEPOKCHJIA3HON PEAaKIMU OT KOHLEHTPAIMH NEPEKHCH
BOJIOpOJIA:

1 - bepment B pactBope Gydepa; Vi,=0,425+0,022,
K= 0,25+0,03

2 - KalCyJHpOBaHHBI (JEPMEHT, OUMINCHHEI B
pacrBope  DJITA B Tewemme 2 wacoB, Vmax
=0,105+0,022, Kykan= 0,53+0,03

3 - KalcyJMpoBaHHBIM (epMeHT, OYMINEHHBIH B 5
MM pactBope DI'TA B teuenne 16 wacoB: Vi, =
0,315£0,025, Kykask = 0,26+0,02

VeanoBus  ombITa:  KOHNEHTpamus — cBoGOJHOM
TIEPOKCH/Ta3BI 0.87 MKT/MIL, KOHIIGHTPAITHsI
HHKaICyIpoBaHHoro depmenra 1.25 mxr/wur, 0.1 MM
Gemsnmna, 0.2 M marpwmii-anerarnsiit 6ygep, pH 5.3,
oObeM peaknuoHHOM cMecn 3 mi KamcymnpoBaHHBIH
depment ¢ oGooukoit [TAAT/(TICC/IIAALD ).

Ha d¢urype 1 mnpescraBien rpadik 3aBHCHMOCTH

HA4albHOH  CKOPOCTH — KATAIHTHYCCKONW — peaKimn
NEPOKCHA3kl XpEHAa OT KOHIEHTpamunm cyGerpara
nepokeuia Bojopopa. M3 duryper 1 Buamo, uTO

CKOPOCTh PEaKIi HHKAICY IMPOBAHHOTO (pepMeHTa,
OUHINEHHOTO OT KaJIbIif-KapOOHATHON KOMIIOHEHTHI C
nomombio DJITA (xkpusas 2), npumepuo B 5-6 pa3
MEHBINE CKOPOCTH PEakImi CBOGOIHOTO  (hepMeHTa
(xpuBast 1). 3amena pacrBopurens DJITA ma DI'TA
HpUBEJa K MOBBINEHUIO KaTATHTHIECKOH aKTHBHOCTH
MHKAICY IMPOBAHHOM IIepOKCHIa3kl XpeHa B 2.5 pasa
(kpuBbi€ 2 U 3), IPH STOM €€ aKTHBHOCTb yiKe MOXKHO
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CpaBHUBATL € AKTHBHOCTBIO CEOﬁO}lHOl‘O EpepMCHTﬁ
(xpuBble 1 1 3).

CHmkeHHE — AKTHBHOCTH — MHKAIICYJIHPOBAHHOM
(oummennodt  or CaCO; ¢  momomsio  DJTA)
TIEPOKCHA3EI XpeHa MOXKHO OOBSICHATE
Biaumojeiicreuem  DJITA ¢ wmoHamm  Kelesa,

NPUCYTCTBYIOIMMH B aKTHBHOM IEHTpPe (pepMeHTa
TEPOKCH/IA3hI XPEHA, M, COOTBETCTBEHHO, H3MEHEHUIO
cpozietBa (epmenta Kk cyGerpary. Ilostomy, Hamu
Tpe/iIaraeTest HCIIOJIB30BATH B KavecTBe
XejraTupylomero arenra pacrop DI'TA, xoropbiii B
ormmaue oT DJITA, cBA3BIBACT HCKIIOUATEILHO HOHBI
JIBYXBAICHTHBIX METAUIOB M OONAMaeT MEHBIIHM
TOBPEHIAIONMM BO3IeHCTBHEM Ha (DEPMEHTEL.

Ourypa 2 - 3aBHCHMOCTh OTBeTa CTCKISHHOTO pH-
SIEKTPOJIA or KOHIEHTPAITMI MOYEBUHEI
(xonnentpanmio  depmenta 0,5 MKr  onpeeIsn
MmerozoM Bpoadopaa).

1 - cBoGOHEI (epMeHT (ypeasa)

2 - MHKAICYJIHPOBAHHBIN (epPMEHT, cojepKaruiics
B MHKpOKAICyJaX ¢  apXHTeKTypoll — oGosiouku
TICCMTIAAI/TICC

Cpena nccaenopanms: 1 MM Tpue-HCI, 1 MM
100 MM NaCl, navansnas pH 5,3

M

AHaJIOrM4HBIE  PE3YABTATH ObLUIM TOJYHEHB! JUIs
MHKaNcyJupoBanHoit  ypeassl. Ha  ¢urype 2
TPE/ICTABICHE! JIAHHBIC HCCIICIOBAHMN 3aBHCHMOCTH
OTKJIHKA CTEKISTHHOrO pH 2iIeKTpojia 0T KOHIEHTPAIHH
MOYCBHHBEI B H3MEPHTEIBHOI stueiike Juisi cBOGOIHOTO
(mEma 1) W MHKancyJupoBaHHOro (MMHHA  2)
(epmenTa.

Vs duryper 2 BWIHO, YTO  AKTHBHOCThH
MHKAICYJIMPOBAHHOTO  (epMeHTa  CpaBHHMa ¢
AKTHBHOCTBIO ~ CBOGOJHOTO  CBEKEIPHIOTOBJICHHOTO
(depmenTa 1 cocraBiiia 72% OT €ro aKTHBHOCTH.

DOPMYIIA ITOJIE3HOH MOAETH

Croco6 MOBBIMEHHST KATATHTHUCCKON aKTHBHOCTH
MHKAIICY IMPOBAHHBIX " MMMOGHIN30BAHHBIX
(epMEHTOB, BKIIOYAIONIHMI HCIIONB30BAHAE B Ka4eCTBE
XEIATHPYIOMET0  areHTa JUIS  yJalCHHs KalbIlii-
KapOOHATHON KOMIIOHGHTH M3 MuKpokamcyn DJ[TA
(STWICHIMAMUHTETPAY KCY CHAst KHCIIOTA),
omauuarowuiica teM, 4ro BMecto DJTA ucnonssyior
OI'TA (3THICHITHKOML-0HC (8-aMHHOSTHIOBBIH Sup)-
N.N,N',N'-rerpaykcycHasi KHCIIOTa)

2 1
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— YMeTh BBIPAOOTATh CBOK COOCTBEHHYIO TOUKY 3PEHUS U 00OCHOBAThH €€, Bbl-
6paB JJIA 3TOI'0 HY KHBIE apryMEHTHI U3 l'lpI/IBe):[eHHOﬁ COBOKYITHOCTH CbaKTOB;

— YMETh OCYMICCTBJIATDH BI:I60p M3 HECKOJIBKUX AJIBTCPHATUB B COTPYTHUICCTBE,

— Ha YETBEPTOM yPOBHE!

— YUCHUK NOJIKEH YMETH 3aHUMATh YMPaBIIAIOIIYIO TTO3UIHIO, TIPOABIISAS CaMO-
CTOATEIIbHOCTD U OTBETCTBCHHOCTD,

— YMETh ONPEALIATh l'[pOf)J'[eMIJI7 HCKaTh MYyTH UX PCIICHUA U aPrYMCHTHUPOBAHO
MPEACTABIATH PE3yJIbTaThl PaboThI;

— YMETH NOJABOAUTDH UTOTH,

— YMETb pasnnuyaTb MHEHUA U q)aKTbl B BbICKA3bIBaHUH YECJIOBEKA,

— yMeTh OOBEKTHBHO TIPOBOMTH CAMOOIICHKY

Vcnonb3ys JaHHYHO 1IKaly, B CIELUMAJbHOM JKypHajie Jejaerca nomMerka o0
YpOBHE (bOpMHpOBaHHS{ KOMMYHHUKaTHBHBIX yMeHI/Iﬁ KaXXa0oro yJamerocsa aBa pasa B
TOA: B HaUaJle y4eOHOro rojia U B KOHIle Y4eOHOro roja.

Annazos H.O., Ubanynnaesa C.2K.,
Kannapoeprenos P.Y., Kum I0.A.
BudepmMeHTHBIE aMIIepOMeTPHYECKHE
OHOCEHCOPBI TJII0K03bI: MHHH 0030P

123 Koizoinopounckuil 2ocyoapemeenoiil yrnusepcumem um. Kopxoim Ama,
Kuwizviiopoa, Kaszaxcman

* OI'BY « Dedepanvviii uccnedosamenvexuti yenmp « ywunckuil nayyisiii yenmp
OUOL02UYECKUX UCCIeO08aHUTI POCCUTICKOT akademuu HayK »

Hncmumym ouousuxu knemxu PAH, Iywuno, Mockosckoii 06x.

Paboma ewinoniena npu ¢unancogon noooepoicke Komumema nayxu
Munucmepcmea obpasosanus u nayku Pecnybnuxu Kazaxcman (AP05134201)

KoHTpOb ypOBHS [IIFOKO3bI B KPOBU Y€/IOBEKA, OCYLLIECTBIIACTCA PALOM METO0B
7 IPrGOPOB, B Psiy KOTOPHIX OHOCCHCOPHI TITFOKO3B HA OCHOBE TITFOKO300KCH/Ia3bI 3a-
HUMAIOT BecbMa BaxkHOe MecTo. C MOMEHTA JEMOHCTPALMKU NEPBOro (HEPMEHTHOIO
OGroceHcopa ISl ONpeAeIICHHs TITFOKO3bI [ 1], pa3paboTKu YCTPOHCTB M WCCIICIOBAHUS
3HAUATENBHO PACHIMPUIIICH H MOCIEAYIOIHE YCHIN ObUIH HATIPABIICHEL HA YBEIHUe-
HUe UX 3(PPEKTHBHOCTH U IIHMPOKOrO MPUMEHEHHA B MArHOCTHYECKUX Lensax.J1oBbI-
mreHue 3QPEeKTHBHOCTH GHOCCHCOPOB TECHO CBS3aHO C 3a[a4aMH yBEINUCHHUS UyBCTBH-
TEbHOCTH, CEJIEKTUBHOCTH U PACIIMPEHUS JUANa30Ha aHATH3UPYEMbIX BEILECTB, O/
HUM H3 CIIOCO00B KOTOPOTO SIBIISIETCS] OJIHOBPEMEHHOE BBEICHHE HECKOIBKHX (hepMeH-
TOB B YCTPOMCTBA, B YACTHOCTHU ABA (hepPMEHTA — IJIFOKO300KCH/A3a M EePOKCHIA3a B
INEKTPOJIBI ISl GHOCEHCOPOB TTIOKO3EL.

bughepmenmuvie 6uocencopul 20K03bl

DepMeHTHBIC GHOCEHCOPHI TITFOKO3bI B OCHOBHOM OCHOBAHbBI Ha HCITOIb30BAHIH
oanoro depmenta — rmoko3ookeuaasbl (GOD),01HaK0, B KOHCTPYKLMsIX GHOCeHCopa ¢
IByMs epMEHTaMH — MepokcHuaasa / okcuaasa [2, 3, 4] aHanuTHIeCKHE MMOKa3aTeNTH
6bLtn Gonee nyummmu [4, 5, 6] yem B MOHO(EPMEHTHBIX, BCICACTBHE YMCHBIICHUS B
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cucreme H2O2 a nepoxcupase (HRP) xpena [7]. HRP mosxer karaniusupoBars OKucie-
nure H>02BO: B peakuny aucnponopuponuposanns [8, 9], mo3somstiontas HRP u GOD
BCTPOUTH B OM(pEPMEHTHBIN SIEKTPOJL /TS CO3MAHHS HMEKTPOXUMHUECKAX OHOCEHCO-
poB rmoko3bl. CxeMa PeakLuy s ONpeIeeHUs [II0K03bl IPEACTABICHA B BUIE yPaB-
nenmit [10, 11, 12].

glucose+ GOD (FAD) —gluconolactone + GOD (FADH2) [€))
GOD (FADHz) + Oo— GOD (FAD) + H202 (2)
HRP

H202—H20 + 172 O2 3)

GOD
glucoset O—gluconolactone + H>0» (4)

GOD+HRP
glucose + 1/2 Ox—gluconolactone + H20O (5)

rae  FAD — ¢naBuHaqCHUHIMHYKICOTHI,
FADH; — Boccranosnennas ¢popma FAD.

B cucreme (GOD-HRP) B GroceHcopax ¢ aByms epMEHTaMHU, KACKaHasA CXeMa
YCUIIUBAET IEKTPOXUMHUUECKIE OTBETHI, TIOBBIIIACTCS TyBCTBUTEIBHOCTE OHOCEHCOpa
BeneacTsue toro, uto H202 nerko mudpynaupyer B coceanroro HRP, Berynas ¢ uum B
peakimto, a yaainenne H>O- ¢ momormpto HRP ymenbmmaer nerpanammo GOD nepekn-
cbto [13]. CpaBHenue XxapakTepUcTHK MOHOGMEPMEHTHOTO U OU(EPMEHTHOrO OHOCEH-
copa TITFOKO3BI TT0Ka3aJlo, 9TO UYBCTBHTEIEHOCTh OHOCEHCOpa ¢ ABYMS (pepMeHTaMu
ObLIa IPUMEPHO B 2,4 pasa BHIIIE.

DddexTHBHOCTh PabOThl CEHCOPOB BO MHOI'OM OMNPEIEIISIETCS SIEKTPOXUMHYE-
CKFIMH TIPOIIECCAMHU Ha MOBEPXHOCTH HIEKTPOIOB, B KAUECTBE KOTOPHIX UCTIONB3YIOTCS
HaHOMAaTepuael (YIIEPOAHbIE MAaTepUabl, O1arOPOHbIE METANLIbI, IIPOBOIALINE OK-
cunsl v T.1.) [15]. Hanpumep, B paGore [16] Obma MpHMEHEHH! YTIIEPOIHBIE HAHO-
TpyOKH U1 KPUCTA/UIU3ALMY OENKOB U CO31aHUs OUOPEaKTopoB U duoceHcopos. IIpu-
MEHEHHE HAHOUYACTHII B STICKTPOXUMHUUECKAX CEHCOpax — Hanbomee ObICTPO Pa3BHBAIO-
masics 00JIacTh WIEKTPOAHATHTHIECKOH XUMHH, O UM CBHICTEIIBCTBYET 3HATUTEIFHOE
yucno o63opos3a nocienHue 10 ner, nocesaweHHbIX 310l Teme [17-21]. B otHocu-
TeNbHO PaHHUX padorax [22-25], moka3aHbl BO3MOKHOCTH HCTIONB30BAHAS ABYX (ep-
mentoB HRP u GOD B GuoceHcopax s 0OHAPY KEHUs [TIFOKO3bI € Y1y YLIEHHbIMHU 11a-
paMeTpaMu, B KOTOPHIX (pepMEeHTH NMMOOIIM30BAHBI HA PA3INYHBIX HAHOMATEPUANIAX.

Huoke, KpaTko NMpUBEACHBI MPUMEPBI HEKOTOPBIX padoT 3a nepuoa 2017-2020 rr.
0 WCCIICIOBAaHUAM U pa3paboTkaM OMOCEHCOPOB TJIIOKO3BI HA OCHOBE HAHOWACTHIL /
(GOD-HRP), 1 ux XapakTepucTHKH.

BBenenne HaHOMaTepHAIOB CTAHOBHTCS BCe HOITee TOMYIIAPHBIM H3-3a XOpoIeit
MX IPOBOJAMMOCTH, CIICLUAIBHOM CTPYKTYPbI, BBICOKOH KAaTaIUTHYECKON aKTUBHOCTH
YacTO MCHONB3YIOTeS st uMMobumm3ami GOD Ha moBepXHOCTH 3JIeKTpoaa B GHO-
CEHCOpax INIOK03bl. B wactHOCTH, yritepoausie HaHOTPYOKH (CNTS) mmupoxo uemomns-
3yIOTCs B Ka4eCTBE MOAN(HIMPYIOLIEro Marepuana B KOHCTPYKLHAX GMOCEHCOPOB U3-
33 UX YHUKAIBHBIX CTPYKTYp [26], BBICOKOH yIeIbHO MOBEPXHOCTH, d(derTa OBICT-
pOro mepeHoca >IEKTPOHOB U XUMUYeCKOW crabunbHocTu[28-31]. Ha yrnepoanbie
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HAHOTPYOKH, B MOAH(MHUIMPOBAHHOM cTeKoyraepoaaom diektpose (GCE) Gputn um-
moGunuzoBansl aa Gpepmenta GOD u HRP [32], snekTpokaranitiyeckie XapakTepu-
CTHKH | TTEPEHOC HIEKTPOHOB KoToporo B cucteme GCE / CNTs / (GOD-HRP) Gbumm
HCCIIeI0BaHbl LIMKIMYECKON BoJbTamnepomerpueid. Pesynbrathl nokasanu, yro CNT
yemmBatoT ummobmmsanmio (GOD-HRP) 1 crocoGcTByIOT nepeHoCcy H7IEKTPOHOB.
Onexrpoa GCE / CNTs / (GOD-HRP) ucnonb30Banu Ajis CO3AaHMS IEKTPOXUMUAYC-
CKOrO JIATYMKA [JIIOKO3bI, IIOKA3aBIINI y/I0BJICTBOPUTEIBHBIC PE3YIIbTAThl B IIHPOKOM
nuHeiHoM auanazoHe ot 0,022 10 7,0 MM, BBICOKYIO UyBCTBUTEIBHOCTD 5,14 MKA MM™
' cm? v HusKmMil npenen oOHapyskeHust 7 MKM. BBUIO yCTaHOBJIEHO, 4TO OTHONICHHE
GOD k HRP oxa3blBaeT CyLUIECTBEHHOE BIMAHUE HA DACKTPOXUMUUECKUE PEaKLHU
GCE /CNTs/(GOD-HRP), a Guonorrmueckas aktueHocTh GOD 0bliTa B 3HAYMTEITBHOM
CTEIeHU COXPAaHEHA K3-3a OMOCOBMECTUMON MUKPOCPe b, reHepupyemoit HRP.

Astopsl noknana [33] cooburamm o co3nanuu cmmtoit cetit (GOD-HRP) / okenn
onoBa (GOD-HRP) / SnOz), "MMOOHIM30BaHHON HA CTEKIIOYTJIEPOIHOM DIEKTPOIE
(GCE), u ee UCMONB30BAHUM B KAUECTBE JATUYMKA ISl OMPEACICHHs TIIOKO3bl. Tpex-
MepHas ceTb, co3ganHas ¢ ucronab3osanueM (GOD-HRP) / SnO», obnamama BeIcOKO#H
4yBCTBUTE/IbHOCTBIO M CTAOUIIBHOCTbIO, BBIIONHASA AIEKTPOKATATUTHYECKUE (hyHKLUU
MpH OOHAPYIKCHHUH TIIFOKO3bI. DJIEKTPOA OBIT MCTIONB30BaH TSt OOHAPYIKEHHS IIHPO-
KOT'O CIEKTPa [JIFOKO3bI METOI0M aMIIEPOMETPHH, PE3YIIbTAThl KOTOPOIO OKA3aJIH HU3-
KHE TPe/IeITbl €¢ 00Hapy KeHus. [1epBblii IpuMep KHHETHIECKOTO JICTHPOBAHUS IS 110~
JydeHus OHMOCEHCOpa, 3arpyKeHHOro 0ojee yeM oaHUM (PEpMEHTOM MPEACTABICHO B
nccnenoanusx [34], B kotopeix GOD 3arpy»kanach Kak Mo OTASTBHOCTH, TaK U BMECTE
¢ HRP, uro okazanocs Gosee b dexTuBHBIM MPU 0OHAPYIKSHUH TIFOKO3bI B PACTBOPE.
Briaroapst BEICOKO# 3arpy3ke, 00eCeqHBacMO KWHETHYECKAM MPOLIECCOM JISTHPOBa-
HESL B MSTKHX YCJIOBHSIX, TOHKHE IUIGHKH OBLITH CIIOCOOHBI 3arpysxarh oba (epmeHTa
OJIHOBPEMEHHO B KOJIMYECTBE, JOCTATOYHOM I (DYHKLMOHUPOBAHUS B KauecTBE -
(extnBHOTO GHOCEHCOpa. Hambonee BBITOAHBIMH aCIeKTaMM 3TOTO Tpolecca Oblia
[POCTOTA €r0 MPOU3BOCTBA, BKIIFOYAIOLIASA BCEIO HECKOJIBKO 3TAMOB HOIYyUYEHHS BbICO-
KOHArpy »KeHHbBIX TOHKHX TUICHOK, KOTOPBIE HE TPEOYIOT IOTIONHHTENBHON 00paboTKy,
YTO YCTPAHSACT MHOTHE THIIMYHbIC OPAHUYCHUS HA HMMOOHIN3aLuio Oenka.

O paspaboTKke HNEKTPOXMMHYECKOTO OHOCEHCOpa C IBOMHBIM (hepMEeHTOM
Ha OCHOBE JIEKTPOJIOB C 30JI0TOH Nostockoiicoodmaercs B padote [35]. Cmech ABOHHBIX
tdepmentos GOD u HRP xpena uMMOOUITM30BaNU HA MOBEPXHOCTH HAHOKOMIIO3UTHON
TUICHKH W3 XWTO3aHA W MHOTOCTEHHOH yTIIepOHO# HaHOTPYOKH. PaspaboTtanHas ceH-
cophas mnaropMa AEMOHCTPUPOBAIA XOPOLIME AHATUTUYECKUE XAPAKTEPHCTUKU C
TOUKH 3pEHHsl OOHAPYKEHHs [JIFOKO3bl ¢ UYBCTBUTEMLHOCTHIO 261,8 MKA MM ¢cM™ 1
CTaHJAPTHBIM OTKIOHEHHEM BOCHPOU3BOAMMOCTH — 3,30%.

B HemaBHO omyOnukoBaHHOW pabote [36] mMpoaeMOHCTPUpPOBaHA COBMECTHAS
unmmobunuzauus GOD u HRP B kauecTBe (hepMEHTHON CHCTEMbl HA METANI0OPraHU-
gecknx kapkacax (MOK) UiO-66 u UiO-66-NHz. HccnenoBanus WMMOGHITH3AAH
(epmenToB u BbienaunBanus nokasany, 4ro (GOD -HRP) @ UiO-66-NHa ummobu-
nmzoaiicst Ha 6% Gonpiue, uem (GOD- HRP) @ UiO-66, u BeImenavunBai Tombko 36%
MMMOOMITH30BaHHBIX (DEPMEHTOB B T€UCHHE TPeX JHEH B pactBope. Kommosuts! dep-
menT / MOK Takike nokasajiu MoBbILIEHHYIO aKTUBHOCTb (PEpPMEHTA M0 CPABHEHHIO CO
cBoGoHOM cructemoit depmentos: kommosut (GOD- HRP) @ UiO-66-NHa mokasain
axrtusHocTs 189 En/ mr, a (GOD -HRP) @ UiO-66 nokasan 143 Ex/ mr, Toraa xak y
cBOOOHOTO (hepMeHTa aKTHBHOCTE cocTtasiisia 100 Ex / mr.
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B cucremax ¢ xackaaHOM peakuuei, COBMECTHas UMMOOMIM3ALUS UMEET Mpe-
HAMYLLIECTBO, KOrAa MEPBHId NPOAYKT HAXOAMTCS B HEMOCPEACTBEHHOW ONM30CTH OT
BTOPOro hePMEHTA, YTO MO3BOJISIET AKTHBHPOBATH €0 IIPH BHICOKUX KOHIICHTPALHSX OT
nepporo npoaykra [37], mpeaoTBpallalOT BbICOKHE KOHLIEHTPALMK MPOMEXKYTOUHBIX
TIPOAYKTOB MyTEM OTPAHIICHHS JIOKATBHOH KOHIICHTPAIIAH HA COBMECTHO HMMOOMITH-
30BAHHBIX CBA3AHHBIX (hepmenTax [38] M MMEIOT JMydlnyi0 OPOM3BOAUTEIbHOCTD, YEM
cuctembl ¢ oaHUM pepmertom [39]. OaHako, B MyIbTH(EPMEHTHBIX CHCTEMAX HET BO3-
MOKHOCTH MCIONTb30BaTh KPYIHbIE MYJIbTHIOMEHHbIE (PEPMEHTBI, @ HOI0KKHA MOTYT
crath auddysnornasM 6apsepom [38]. B 3axmodeHnn ciiefyeT OTMETHTD, UTO B aMITe-
pomeTpuyeckix OroceHcopax 00s13aTeNIbHO NPUCYTCTBHIE (hePMEHTA, AKTUBHOCTb KOTO-
poTO, a 3HAYNT M paboTa AAaTIMKaB [ETOM, 3aBUCAT OT PA3NTHYHEIX MapaMeTPOB, TaKUX
kak pabouuii pH, Temneparypa MOryT OrpaHUUMBATH X HCIIOIB30BAHUE.
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Apucrtos P.B., Makeesa U.A., Tpou A.B.
I'epmeHeBTHYECKASI TPAKTOBKA
MOHATHUS «3aK0H»

Jenunepaockuii odracmnon gunruan

Canxm-Ilemepbypeckozo ynusepcumema MBJ] Poccuu,

2. Mypuno Jlenunepaockoii oénacmu

3aKoH, Kak OIHa W3 TIEPBBIX (POPM UEITOBEUECKOr0 OOIICIKHUTHS, SIBIAETCS COLM-
AIBHBIM PETYJLATOPOM B JIFOOOIH HenoBeuecKol HMBIIN3ALUY. [JoHIMaHIe TPOHCXOXK-
JICHHS ¥ HAMOJHEHHS KITIOYEBOTr0 COLMABHOIO MOHATHS «3aKOH» BKHO KaK IS HC-
TOPHUU, TAK U 1151 TMHrBUCTUKH. Drnocodekoe 0CMbICICHHE TEPMUHA € MPUMEHEHHEM
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BBEJIEHUE

Hcnonb3oBanue (epMEHTOB B KauecTBE OMOPACMO3HAIOLIErO KOMIOHEHTa OHOCeHcopa
TIO3BOJIAET OOCTUYDB yHPlKaJ'lI:HOl‘:{ CEJICKTUBHOCTH W  YyBCTBHUTEJIBHOCTU  OIIPEACIICHUA
GUONOrMYecKN aKTUBHBIX coeauHenuil. Huskasi ycToiuuBOCTE (DEPMEHTOB NPH XPAHEHHUH U MX
BBICOKasg CTOHUMOCTB, SABJAKOIIUECA HEOOCTaTKaMHu d)epMeHTHOl'O aHajm3a i MHPOKOTO
TIPUMEHEHUs, MOryT OBITH KOMIICHCUPOBAaHbl TMyTEM I/IMMOGHJ’[H?;&_HHI/I (_JpepMeHTOB Ha
HEpacTBOPUMBIX HocuTensx. Ilpu 3ToM ocofoe 3HaueHne NpuobperaeT cnocod BBEACHHs
HMMMOOUIIM30BAHHOTO (hepPMEHTa B COCTAB OHOCEHCOPA, MOCKOJIbKY aKTHBHOCTb (hEPMEHTOB, Kak

TIPaBUJIO, CYLIECTBEHHO CHIDKAETCH IPU HMMO6HHPI33.LII/IH.
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1 Ilonyuenue hepMeHTCONEPIKAINX KAIbLMIT KADOOHATHBIX KOPOBBIX YaCTHUILL

B Ka4dyecCTBe KOpOBbIX M]/IKpO“IaCTVILl AJst l'IOJ'Iy'“leHMﬂ I'IOJ'II13J'I€KTp0J'[VITHbIX Kal'[CyJ'I
HCIIONB30BaNH cocTaBHble Mukpochepomutel CaCOs — Genok (wam 1Ba Genka), KOTOpbIE IO
CPABHEHHIO C IPYrHMHU BO3MOKHBIMH KOPOBBIMHU HaCTHLIAMHM CIIOCOOHBI XUMHUHYECKH Pa3pyLIaThCst
B MSIKHX YCIOBHSIX (KOMHATHAs TeMIeparypa, Heiirpanshbie pH) B mpucyrcrsun DJTA npu
HeOOJIbLIOM MOAKHUCIICHNE CPEeJibl.

CaCO; MuKpochepoIUTHl MOJIydaln MO PEaKIHH HOHHOrO OOMEeHa MpU CMELIHBAHHI
PacTBOPOB XJIOPHCTOrO Kajiblsi W kapOoHaTta B mpucyrctBum Oenka (dpepmeHTa) — METOLOM
GuomuHepanusaunn. MeToarka HONydeHHsT MHKPOCHEPOINTOB CBOMMIACH K CICAYIOLIEMY: K
VHTCHCHBHO IIepeMeIIBaeMOMy Ha MarHuTHOH Memmanke 0,33M (uau 0.5M) BOZHOMY pacTBOpy
CaCly no6asnsin hepmMeHTbI, MepeMeInBaIi B TeueHe | MUHYTBI, a 3aTeM ObICTPO J00aBIIsIH
paBHbiit 06beM 0,33M (unu 0.5M) BoaHoro pacteopa NaxCOs. Ilepemernnpanue IpoaosDKaioch
B TeueHue 30 CekyH., nocie 4yero oOpasoBaBIUASCA CYCHEH3Ms BblAepxkuBanach 15 mun npu
KOMHATHOH TeMMepaTtype [0 [OJHOrO MNPOCBETJICHUs] HAZOCAAOHHON skuaxocTh. Ilocae
3aBepIIeHMs Ipolecca (OPMHPOBAHMS COCTAaBHBIX MHKpocdeponutos depmentsl — CaCOs,
NPELUMUTAT TLIATENbHO OTMbIBAMK OT HOHOB Na~ 1 Cl” iMCTHILIIMPOBAHHO# BOAO# 1 BHICYLUMBAIN
Ha BO3xyxe. TImarembHas NpPOMBIBKA HMeEET NpPHHLHIMAIBHOE 3HAYEHUE, MOCKONbKY ObLIO
OGHaPYIKEHO, YTO COCTOSIHHE CHEPOIIUTOBY He SBISETCS TePMOAMHAMUYECKH YCTOYHBbBIM, H BO
BIAXHOM COCTOSIHUH OHH MOCTENEHHO IIePeXOAAT B KIACCHYECKHE DOMOO3ApHYECKHE
MONMMKpHUCTAIIbL, mpudeM B mpucyrerBun NaCl mporecc 3ameTHo yckopsiercs. B cyxom
cocTosHun Mukpochepoaute! pepmenTel — CaCO3 MOTyT XPaHUTBCSI HEOTPAHUYEHHO JIOJITO.

Venosust mpoBedeHHs Iporecca (BapbuUPysl KOHLICHTDALMIO PEareHTOB, TeMIEpaTypy,
FM,E[pO,E[HHaMVI“leCKVIe XapaKTepMCTVIKH) B CyLLleCTBeHHOIZ CTeNEHU Oﬂpeﬂeﬂﬂ}OT paSMep "

Mopdonoruo o6pasyoIIKCst MUKPOYACTHII.

2 TonyueHue NONU3IEKTPOINTHBIX MUKPOKAIICYI, 3arPy/KEHHbIX GepMEHTOM

TIoNMINEKTPONIMTHBIE MHMKPOKANCYJbl MOJYy4alnud [yTeM [OOYepeHoil  aacopoumn
MIPOTHBOINOJIOXKHO 3apsKeHHBbIX monmudiekTpoiutos [Sukhorukov G.B., Montrel M.M., Petrov
AL et al. Multilayer films containing immobilized nucleic acids. Their structure and possibilities
in biosensor applications. Biosensors & Bioelectronics, 1996. V.11. Ne9. P.913-922] na kanbuuii
kapOOHATHBIX MHKPOYACTHLAX, COLEPXKALINX COOTBeTCTByromil (pepment. Ha stoil cragnu
HCCAeNOBaHUs  MONHAJIEKTposuThl:  noauctuponcyiabponar (IICC) wu  nonuannmunamus

ruapoxiopun (ITAAT).
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K 100 mr sagep CaCOs-6enoxk nobasmsumu 1,5 mi pactopa ITAALT (koHueHTpaums 1 Mr/smi)
B 0,5 M NaCl. Cycnensuio nepemeiunsanu B TeueHne 10 MIH Ha Kayasike, 3aTeM HEeCBsSI3aBLINHCS
HoJMMep yAamsin LeHTpudyruposannem npu 700 06/MHH B TEYEHHE HECKOJBKUX CEKYHH, a
YACTHUIBI TPEXKPATHO IPOMBIBATH JEHOHU3HPOBAHHON BONOH OT OCTATKOB MOJNIAJIEKTPONNTA C
ueHTpudyruposaHieM. 3aTeM Takylo e NPOLEeAypPy NPOBOAMIHM, HCHob3ys pacTeop TICC.

TloouepenHoe  HacnamBaHHe  NPOTHBONONOXHO — 3aPAKEHHBIX  MAKPOMOJIEKYI
MOJMB3IEKTPONUTOB HA KOJUIOMAHBIE YACTHLLI NPOBOAIMIN TPU-TISTH Das3, MOJNydas Tpex-
MSITHCIIONHYI0  0bomnouky ¢ apxurekrypoil ITAAT/(IICC/IIAAT )., rme n=1,2. Ilpouenypa
(bopMupoBaHIsA MEKPOKATICY] POBOAMNACKE PU KOMHATHOH Temmnepartype (15-25°C). B pabore
HCCNEeNOBANNCh TPEX-IHTHCIOMHBIE (DepMEHTCOnepIKaIHe [IONOKUTEIBHO M OTPUIATEIBHO
3apsOKEHHbIE TOJIHAIEKTPOIUTHbIE MHEKPOKAICYJIBL: TTAAT/(TICC/TIAAT ), u
TICC/(TTAAT/TICC)n, n=1,2. KoHTponb pa3sMepoB MHKPOKANCYd U CHEpPUYHOCTb KambLMi-
KapOOHATHBIX YAaCTHII OCYIIECTBIISUIN ¢ IIOMOIIBIO cBeToBOro Mukpockomna Nikon eclipse E200.
Vaanenue kanbUni-kapGOHATHEIX YACTHL U3 MUKDPOKAIICYJT OCYLIECTBIIANN NPH BbIASPKMBAHUH
pacTBOpa ¢ MUKPOKANCYyJaMH B AMANU3HBIX MELIKAaX B TeYeHHe OT 3 qacos 10 12-15 yacos B 2-25
MM OI'TA (stunenraukonb-6uc (B-amunosTunossiii 3¢up)-N,N,N'N'-TeTpaykcycHas KHCIOTa)
win DJTA (3TuneHAnaMUHTETpayKCyCHas kucnorta) npu Temmeparype 4°C wmmu 20°C npu
nonmenaunsaruy cpensl (pH 7,2). KomudecTso Kancysn B pacTBOPE MOACYUTHIBANM C TIOMOMIBIO
xamepbl ['opsieBa.

Ilpu  dopMupoBaHHH  MONH3NEKTPONNTHOM  OOONOYKH B  Ka4ecTBE  IIEPBOTO
TONUBIEKTPOIIUTA HCToNb3oBanu nonmaiaektponuTel IICC mmm ITAAT .

Kancysbl, 3arpyskeHtbie aByMst hepMEHTaMH, B HALIEM Cilydae ypeasoii 1 NepoKCHuasoi
XpeHa, ObLIM M3TOTOBIEHBI Ha OCHOBE KOPOBBIX YAaCTHI], COIEPIKALIUX B CBOEM COCTaBE IBa

(epmMeHTa OAHOBPEMEHHO.

3 Cnocob nosyueHus yIbTPATOHKOTO MUKPOSYEHCTOrO MOIMMEPHOrO MOKPLITUS

Hcnonb30BaHHBIN METON MOJYYeHHS YJIBTPATOHKOTO IOJHMEPHOrO MaTepHaia Obul
paspaboTan u 3amaTeHToBaH B MIHCTHTyTE TEOPETHHECKOH M SKCMEPUMEHTANbHOH Ouodu3nku
PAH [a) ITarent P® Ne 2333231 Ha n3o6peTenne. YIbTpaTOHKOE MOJINMEPHOE NOKPBITHE, CIIOCO0
€ro M3roTOBJICHHs U (pepMeHTaTHBHbINH OHOCeHCOp Ha ero ocHose // Broyut. Ne25. Jlara omy6i.
10.09.2008. Montpens M.M., Teprosckuii B.1., ®omkuna M.I'"., Ilerpos A.11.; 6) [Tarent PO
No2567320 Ha usobperenue. Criocod MOJyYeHUs! MOUIOKEK ¢ MHOTOCHIOMHBIM MOKPBITHEM Ha
OCHOBE MOJIBJICKTPOIIUTHBIX MUKPOKAIICYI, COAEPIKAIINX OHONTOTHYECKH aKTHBHBIC MATEPHAIIBI

// Bromn. Ne31. Jlata ony6a1. 15.10.2015. ®omkuna M.I'., MonTtpens A.M., Munkabuposa I.M.].
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MMmoOuIM3aIMo MUKPOKAIICY) MPOBOIMIM HA CTEHKE CTEK/AHHOH KIOBETBL, IIapHKe
creknsiHHoro pH-anexkrpona. Ha 9TOM 3Tame AOMONHHTENBHO, B KauyecTBE MEPBOrO CJIOs,
HCIIONB30BAH NOMMANeKTpoanT noaustunesnmiH (ITIH), m.m. 600 000 (“Aldrich”), koTopsiit no
JIUTEPATyPHBIM JaHHBIM SBJIAETCSA ONTHMAIbLHBIM MPEKYPCOPOM JUIsl CO3aHHS HAaHOPa3MEPHBIX
cnoeB MeToaoM nosnuoHHOM cbopku [Awenok A M., Topun LA, TTankun K.E., Jlomosa M.B.,
Iteikos C.H., Knumos B.H., Kypoukuna I'"1., I'paue M K. KoshdurmeHT nepeHoca rieHOK
Jlenrmiopa-bomkeTT Kkak HHANKATOp TMOBEPXHOCTH MOHOKPHCTAJUTMYECKOTO  KPEMHUS,
MOAN(UINPOBAHHON MOTMHOHHBIMU COsIMU. PU3HKA U TEXHUKA MOMYIPOBOAHUKOB, 2007, Ne6.
C.706-710]. Konuenrparms pacteopos nonmanekrpoautos (IO, TICC, TTAAT) Gbita 1 Mr/mi.

BOKOBYIO CTEHKY KBapLEBOH KIOBEThI MOKpbIBaiu 1mr/ mi pactsopom I19U (0,33M NaCl),
BBLIEPKUBATN 20 MUH, IIepeMeLInBas HEMHTEHCHBHO Yepe3 MPOMEXKYTOK B HECKOJIbKO MUHYT (3-
5), nocne uero aBykpatHo ormbiBanu 0,IM pacrBopom NaCl. 3arem kioBeTy 3amosHsuiu
pactBopoM I1ICC u BbImepKUBAIU B TeUEHHE 15 MUH, IOCIIE Yero Tak)ke OTMBIBAIIM OT OCTaTKOB
nosuanekrponura 0,1M pacrsopom NaCl. [anee nosepx cnost TICC HaHOCHIN CyCHEH3HIO
MHKpOKaI’ICyJ’I TakK I‘I'I"()(F)I:I) Ml/IKpOKaI'ICyJ'IbI pOBHbIM cnoem TOJIHOCTBHO l'IOKprﬂl/I
MOTH(pUIIPYEMYIO0 IOBEPXHOCTD, OACYIIIIIN IPH KOMHATHOI TEMITEpaType, 3aTeM OTMBIBAJIH OT
smHux Mukpoxancya 0,1 M pactsopom NaCl. Ha sToM sTamne Mcnosib30BannCh HEOUHILECHHBIE
ot CaCOj; uactun mukpokamncynsl. Janee Hanocunu cion IICC-ITAATL, onmHcaHHBIM BblIe
obpazoM. TIoBepXHOCTHBIM (Hapy:KHBbIH) CJIOH ObUT 3aps’KeH TMOJOKHUTENBHO, TaKXke Kak
[OBEPXHOCTh MHKpOKamcys1. Ilocne nmmoOwmmsaimu Mukpoxancyist oummamn ot CaCOs;
KOMIIOHEHTa KOpbI: KioBeTy omyckanu B 0,025M pacrsop DJITA Ha 12-14 uac. TTocrne ynanenus
kanbuuii kapOoHara pactBop DJITA ©Obul 3amelueH AWCTUILUIMPOBAHHON BOMON, a KioBeTa

IIoOMeImanack B XOJIOONUIBbHHUK.

4 OnperneneHne KOHIEHTpaluu Oelka B Karcynax

KOHLleHTpaLU/I}O (I)SI)MCH'I"E.7 HHKal'ICyJ'IV[pOBaHHOFO WJIH l'[pl/ILLIHTOF() Ha CTE€HKax KBaleeBOﬁ
KIOBETBI, onpezessiii MeroioM bpandopaa [Bradford M.M. A rapid and sensitive method for the
quantitation of microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Analytical Biochemistry, 1976. V.72. Nel-2. P.248-254]. B 100 mkn pactBopa (epMeHTa
nobasiisi 400 Mk pearenta bpaadopaa (M3Ha4danbHO pa3taBiIeHHbI B 1Ba pa3a), BbIAEPKHBAIH
B Te4eHHe 25 MHHYT, [OC/IE 4ero oobeM AOBOAMIM 10 1,5 MJI AEMOHM3MPOBAHHON BOJOH
M3MEPSIM ONTUYECKYI ILIOTHOCTb mpu A=595. KoHuenTpauuro Oenka pacCUUTHIBANH IO

kanubpPOBOUHOI KpHBOIi, nocTpoeHHoit o BCA.




