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Внеклеточный матрикс обеспечивает механическую поддержку клеток и участвует в регуляции клеточ-
ной активности. Нарушение функций внеклеточного матрикса при метаболических отклонениях или 
старении может приводить к развитию заболеваний. Разработка протекторов внеклеточного матрикса 
актуальна для этиотропной профилактики и лечения патологий, связанных с изменением внеклеточного 
матрикса. Ключевыми механизмами формирования патологических изменений во внеклеточном мат- 
риксе являются неэнзиматические реакции, такие как гликирование и гликоксидация. Перспективность 
потенциальных протекторов внеклеточного матрикса можно оценить по их способности ингибировать 
гликирование и гликоксидацию. Изучена способность соединений на основе гетероциклических скаф-
фолдов, содержащих частично гидрированный изоиндольный фрагмент, замедлять образование конеч-
ных продуктов гликирования. Исследование проведено методами in silico и in vitro. В ходе исследования 
in silico с применением метода ab initio с базисным набором функций 6‑311G(d, p) мы определили энергии 
граничных молекулярных орбиталей соединений. Затем оценили их антигликирующую активность в ре-
акции гликирования бычьего сывороточного альбумина глюкозой (альбумин рассматривали в качестве 
модельного белка). В качестве соединения сравнения использовали пиридоксамин. Антигликирующую 
активность соединений оценивали спектрофлуориметрически путем измерения флуоресцирующих 
продуктов при длинах волн возбуждения/испускания 440/520 нм (обычно не используемых для оценки 
антигликирующих свойств). Использование этих длин волн позволяет выявлять продукты гликиро-
вания и окисления в коже человека, количество которых, в отличие от некоторых других продуктов 
гликирования, коррелирует с календарным возрастом. Экспериментально установлено, что значения 
энергий граничных молекулярных орбиталей могут служить предикторами способности соединений 
замедлять образование флуоресцирующих продуктов, определяемых при длинах волн возбуждения/
испускания 440/520 нм. Ингибирование образования указанных флуоресцирующих продуктов может 
иметь значение для лечения и профилактики заболеваний, в том числе метаболических, фиброзирую-
щих или возрастных. Установлено также, что антигликирующие свойства наиболее выражены в ряду 
гидрированных 3a,6‑эпоксиизоиндоло‑7‑карбоновых кислот (соединения типа XIII) и циклопента[b]
фуро[2,3‑c]пиррол‑3‑карбоновых кислот (структуры типа XIX), взятых в концентрации 100 мкМ.
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ВВЕДЕНИЕ
Внеклеточный матрикс выполняет множество 

функций, включая каркасную (поддержка кле-
ток), регуляторную (регуляция пролиферативной 
и секреторной активности, влияние на диффе-
ренцировку, миграцию и апоптоз), барьерную 
и др. [1–3]. Нарушение организации внеклеточ-
ного матрикса способно негативно влиять на со-

стояние находящихся в нем клеток, что на уров-
не организма проявляется развитием патологий 
и наблюдается при наследственных заболеваниях 
(например, при синдроме Марфана), метаболи-
ческих патологиях (сахарный диабет), в ходе ста-
рения и при фиброзирующих болезнях [4–8]. По-
вреждение внеклеточного матрикса может быть 
приобретенным, сформированным в результате 
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неэнзиматических посттрансляционных моди-
фикаций его белков. К важным повреждающим 
механизмам относятся гликирование, гликокси-
дация и др. [7, 9]. Реакция гликирования стимули-
рует окислительный стресс, усиление воспаления. 
Образование конечных продуктов гликирования 
(КПГ) во внеклеточном матриксе влияет на его 
структурные и механические свойства, а сами 
КПГ относятся к молекулярным паттернам, ассо-
циированным с повреждением (DAMP) [10–12].

Соединения, способные ингибировать гли-
кирование и образование КПГ, могут рассматри-
ваться в качестве этиотропных средств профилак-
тики/лечения некоторых заболеваний, связанных 
с повреждением внеклеточного матрикса, в том 
числе фиброзирующих, поздних осложнений са-
харного диабета, воспалительных заболеваний 
и др. Альбумины, особенно бычий сывороточный 
альбумин (БСА), часто служат модельными белка-
ми в различных исследованиях, включая фарма-
кологические [13, 14]. Благодаря универсальной 
природе гликирования, а также высокой степе-
ни изученности и хорошей водорастворимости, 
альбумины могут использоваться в качестве мо-
дельных белков при разработке антигликаторов, 
служащих протекторами внеклеточного матрикса.

Индол и изоиндол рассматриваются в качестве 
основы для поиска и направленного конструи- 
рования протекторов внеклеточного матрикса. 
Производные индола и изоиндола обладают ан-
тиоксидантными [15], антигликирующими свой
ствами [16]. Кроме того, производные индола 
способны снижать вызванную КПГ активацию 
циклооксигеназы‑2 (COX‑2) и продукцию прос- 
тагландина Е2 (PGE2), благодаря подавлению свя-
зи КПГ-АФК-NF-κВ [16]. Результаты настоящего 
исследования дают представление о способности 
производных изоиндола ингибировать образова-
ние продуктов, флуоресцирующих на длинах волн 
возбуждения/испускания 440/520 нм, возникаю-
щих в реакции глюкозы с БСА. Это позволяет оце-
нить перспективы применения соединений в ка-
честве средств защиты внеклеточного матрикса.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объекты исследования. Скаффолды с фраг-

ментом изоиндола и  других азотистых гете-
роциклов синтезированы по  известным ме-
тодикам [17–25]. Морфолины, пиперидины 
и  гидрированные изоиндолы I–VI получены 
согласно [17–20]. 5-Метилизоиндоло[2,1‑a]хи-
нолин‑5‑оны VII–X синтезированы по [21‒23]. 
3-Аллил‑1‑оксо‑1,2,3,6,7,7a-гексагидро‑3a,6‑ 
эпоксиизоиндол‑7‑карбоновые кислоты XI–XVI 
получены согласно [24, 25]. Эфиры 4‑оксо‑2‑ви-
нил‑3,3a,4,5,5a,6‑гексагидро‑2H-циклопента[b]

фуро[2,3‑c]пиррол‑3‑карбоновых кислот XVII–
XIX получены по методикам, описанным в [26].

Ряд субстанций IV, V, XI–XVI использовали 
в виде диастереомерных смесей с соотношением 
пространственных изомеров, близким к 50/50.

Субстанции IV–XIX для проведения био-
логического скрининга очищали путем кри-
сталлизации из смесей гексан/этилацетат или 
iPrOH/DMF. Гетероциклы  I–III очищали 
фракционированием при пониженном давле-
нии. Строение и индивидуальность образцов 
контролировали, сравнивая эксперименталь-
ные 1Н и 13С ЯМР-спектры с опубликованны-
ми данными [17–26].

Расчет энергий молекулярных орбиталей. По-
строение оптимальных 3D-моделей исследуе-
мых соединений выполняли в несколько этапов. 
На предварительном этапе – путем минимизации 
энергии через вращение торсионно-подвижных 
связей с использованием программного обеспе-
чения Chem3D (Dihedral Driver). Затем геометрию 
молекул последовательно оптимизировали с ис-
пользованием метода молекулярной механики 
ММ+, полуэмпирического метода PM3, метода 
ab initio с базисным набором функций 6‑31G(d, 
p)  с помощью программного обеспечения 
HyperChem. Энергии граничных α и ß молеку-
лярных орбиталей (EHOMO и ELUMO) оптимизи-
рованных конформаций вычисляли методом ab 
initio с базисным набором функций 6‑311G(d, p). 
Используя результаты расчета, определяли разни-
цу в значениях энергий EHOMO и ELUMO. Энерге-
тическая щель ΔEHOMO-LUMO представляет собой 
классический параметр в квантово-химических 
расчетах и обычно обозначает наименьшее воз-
можное электронное возбуждение в молекуле.

Оценка антигликирующей активности. Согласно 
механистическому взгляду на гликирование/гли-
коксидацию, пути реакции, зависимые от процес-
сов окисления (окислительный распад продуктов 
Амадори, образование некоторых карбонильных 
соединений), тесно сопряжены с процессами, 
способными протекать в отсутствие окисления 
[27]. В настоящей работе для упрощения все со-
бытия, приводящие к образованию флуоресци-
рующих конечных продуктов взаимодействия 
глюкозы и  альбумина, объединены термином 
“реакция гликирования”. Соответственно, сами 
продукты обозначены как “конечные продукты 
гликирования”.

Реакция гликирования проведена в фосфат-
ном буферном растворе рН 7.4. Состав реакцион-
ной среды: 0.36 М глюкоза и 1 мг/мл БСА (фрак-
ция V). Объем реакционной среды в каждой пробе 
составлял 900 мкл. Исследуемые соединения рас-
творяли в 99%-ном диметилсульфоксиде (ДМСО) 
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и вносили в реакционную среду в объеме, равном 
30 мкл (конечная концентрация ДМСО в реакци-
онной среде ~3%). Определяли активность сое-
динений в концентрации 100 мкМ. Контрольные 
пробы содержали эквивалентный объем раство-
рителя без соединений. В качестве соединения 
сравнения использовали пиридоксамин. Образцы 
инкубировали в течение 24 ч при 60C.

Конечные продукты реакции определяли 
спектрофлуориметрически при длинах волн воз-
буждения/испускания 440/520 нм (спектрофлуо-
риметр M 200 PRO, “TECAN”, Австрия). Учиты-
вая, что при использованных нами длинах волн 
возбуждения/испускания удается зарегистриро-
вать конечные продукты “гликирования и окис-
ления” [28], накапливающиеся в коже с возрас-
том, нельзя исключать их образования и в ходе 
реакции гликирования in vitro. Эти продукты, 
хотя они и не охарактеризованы, обоснованно 
рассматриваются как связанные с реакциями 
гликирования и окисления, что с определенным 
допущением позволяет моделировать процессы, 
характерные для старения.

С целью исключения ложноположительных 
результатов для соединений, подавляющих флуо-
ресценцию образующихся КПГ за счет интерфе-
ренции, проводили логарифмическое нормиро-
вание получаемых значений по формуле 1:

Flu(lg) = 10(lg(Exp)-lg(Blank))-1,            (1)

где Flu(lg) – нормированная интенсивность флуо-
ресценции КПГ, lg(Exp) и lg(Вlank) – десятичные 
логарифмы фактических уровней флуоресценции 
гликированных и соответствующих им неглики-
рованных проб.

Нормирование значений, получаемых для 
прочих соединений (не способных к интерферен-
ции или умеренно флуоресцирующих при исполь-
зуемых длинах волн возбуждения/испускания), 
проводили по формуле 2:

	 Flu(lin) = Exp – Blank,                    (2)

где Flu(lin) – нормированная интенсивность 
флуоресценции КПГ, Exp и Blank – фактические 
уровни флуоресценции гликированных и соот-
ветствующих им негликированных проб.

Активность соединений, выраженную как % 
снижения флуоресценции КПГ в опытных пробах 
в сравнении с контролем, определяли по формуле 3:

% = 100 – (Flu(Exp) × 100/Flu(Contr)),     (3)

где Flu(Exp) и Flu(Contr) – предварительно нор-
мированные интенсивности флуоресценций КПГ 
опытных и контрольных проб соответственно.

Статистическую значимость различий опыт-
ных и контрольных проб оценивали с использо-
ванием однофакторного дисперсионного анализа 
(ANOVA) с пост-тестом Тьюки (при уровне зна-
чимости p ≤ 0.05, GraphPad Prism 7.0). Корреля-
цию между результатами исследований in silico 
и in vitro оценивали с помощью метода ранговой 
корреляции Спирмена (GraphPad Prism 7.0). Ос-
новные статистические характеристики получены 
с применением Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Для исследования был выбран пул соеди-

нений, представляющий собой ряд пяти‒ше-
стичленных гетероциклов с постепенно возрас-
тающей молекулярной сложностью. Структурным 
мотивом, присутствующим практически во всех 
объектах, за исключением простейших уретанов 
I–III, является фрагмент изоиндола. Известно, 
что изоиндольное ядро [29] встречается во многих 
природных субстанциях [30, 31]. Производные 
изоиндола проявляют широчайший спектр био-
логической активности, включая противовирус-
ную [32], противоопухолевую [33], ингибирую-
щую PARP [34, 35], антиоксидантную [15] и др.

Структуры соединений представлены на рис. 1.

Результат расчета энергий  
молекулярных орбиталей

Согласно [36–38], значения энергий молеку-
лярных орбиталей служат эффективными предик-
торами антигликирующей активности соедине-
ний. В данном исследовании для расчета энергий 
граничных молекулярных орбиталей использо-
ван метод ab initio и базисный набор функций 
6‑311G(d, p) [36]. Результаты расчета представле-
ны в табл. 1. Данные дополнены рассчитанными 
значениями разностей EHOMO и ELUMO для α и β 
орбиталей.

Показано, что соединения этого ряда имеют 
идентичные значения энергий α и ß орбиталей, 
которые, очевидно, могут взаимозаменяемо ис-
пользоваться в прогнозировании активности.

Результат исследования антигликирующих  
свойств соединений

Согласно [28], использованный нами диапазон 
длин волн возбуждения/испускания соответствует 
конечным продуктам “гликирования и окисления”, 
определяемым в коже у лиц без сахарного диабе-
та. В ходе исследования антигликирующих свой
ств соединений I–XIX в концентрации 100 мкМ  
данный вид активности выявлен у соединений VII, 
VIII, IX, X, XI, XII, XIII, XIX. Показано, что наивыс-
шей активностью обладают соединения VIII и XIX 
– производные изоиндоло[2,1‑a]хинолина и цикло-
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Рис. 1. Структуры соединений I‒XIX..
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Шифр соединения EHOMOα ELUMOα EHOMOß ELUMOß ΔEHOMO-LUMOα ΔEHOMO-LUMOß

I –10.169 4.177583 –10.169 4.177583 –14.3466 –14.3466

II –10.0979 4.062695 –10.0979 4.062695 –14.1606 –14.1606

III –8.31386 3.863211 –8.31386 3.863211 –12.1771 –12.1771

IV –9.941913 3.694689 –9.941881 3.694695 –13.636602 –13.636576

V –9.974618 3.610861 –9.974618 3.610861 –13.585479 –13.585479

VI –9.735819 1.908716 –9.735814 1.908711 –11.644535 –11.644525

VII –8.226735 2.45935 –8.226732 2.459348 –10.686085 –10.68608

VIII –8.42344 1.877579 –8.42344 1.877579 –10.301 –10.301

IX –8.24331 2.057636 –8.24331 2.057637 –10.300946 –10.300947

X –8.450796 1.933979 –8.450796 1.933979 –10.384775 –10.384775

XI –8.725133 3.510208 –8.725133 3.510208 –12.235341 –12.235341

XII –9.108642 3.118177 –9.108641 3.118177 –12.226819 –12.226818

XIII –9.141341 3.133079 –9.141421 3.133148 –12.27442 –12.274569

XIV –8.711815 3.528988 –8.711815 3.528988 –12.240803 –12.240803

XV –9.324198 2.817744 –9.324198 2.817744 –12.141942 –12.141942

XVI –9.002651 3.442421 –9.002651 3.442421 –12.445072 –12.445072

XVII –8.93575 3.407409 –8.93574 3.407408 –12.3432 –12.3432

XVIII –9.54579 2.603809 –9.54579 2.603809 –12.1496 –12.1496

XIX –8.98519 3.499902 –8.98519 3.499902 –12.4851 –12.4851

Пиридоксамин –8.69346 3.04026 –8.69346 3.040257 –11.7337 –11.7337

Таблица 1. Расчетные значения EHOMO
 и ELUMO

 для α и β орбиталей, а также рассчитанные разности EHOMO
 

и ELUMO
 для α и β орбиталей, eV

Рис. 2. Графическое представление корреляции рангов антигликирующей активности соединений и их расчетных 
значений EHOMOα.
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пента[b]фуро[2,3‑c]пирролкарбоновой кислоты со-
ответственно. Результаты определения активности 
соединений представлены в табл. 2.

Обращает на себя внимание статистически зна-
чимая корреляция результатов in silico и in vitro иссле-
дований (метод ранговой корреляции Спирмена). 
Обнаружена корреляция рангов между значениями 
EHOMO и величинами антигликирующей активности 
(rs = 0.472, p = 0.036). Наблюдение согласуется с ре-
зультатами ранее проведенных исследований [36‒38]. 
Выявленная корреляция графически представлена 
на рис. 2. На основании полученных данных можно 
предположить, что соединения с наивысшей актив-
ностью характеризуются наименее отрицательными 
значениями EHOMO.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Гликирование – это комплексный процесс, 

а проявления антигликирующей активности мо-

гут определяться различными механизмами (свя-
зывание карбонильных соединений, инактивация 
активных форм кислорода и др.). Пути образова-
ния продуктов реакции гликирования, связанные 
с окислением, т. е. пути гликоксидации (включая 
окислительный распад продуктов Амадори и об-
разование некоторых карбонильных соединений) 
тесно сопряжены с процессами, способными про-
текать в отсутствие окисления [27].

Флуоресцирующие при длинах волн 440/520 
нм продукты относятся к конечным продуктам 
“гликирования и  окисления”, определяемым 
в коже индивидов без сахарного диабета [28]. При 
этом прирост специфической аутофлуоресценции 
кожи при данных длинах волн возбуждения/испу-
скания коррелирует с календарным возрастом об-
следованных [28]. Сами продукты остаются нео- 
характеризованными, однако нельзя исключать, 
что они образуются и в ходе воспроизведенной 
нами реакции (гипотеза требует дальнейшего изу- 
чения). Можно также предположить, что специ-
фическая аутофлуоресценция кожи при длинах 
волн возбуждения/испускания 440/520 нм может 
применяться для оценки биологического возраста 
человека, а сами продукты, определяемые при 
данных параметрах, могут быть связаны с пато-
генезом заболеваний, ассоциируемых с пожилым 
возрастом (гипотеза требует изучения и прове-
рок). С одной стороны, такая гипотеза повышает 
интерес к самим указанным продуктам, с дру-
гой – определяет преимущества их измерения при 
поиске антигликирующих свойств у соединений, 
способных защищать внеклеточный матрикс. Не-
смотря на отсутствие убедительных доказательств 
того, что в коже человека обнаруживаются те же 
флуоресцирующие продукты, что и в реакции 
глюкозы и БСА, представленные аргументы обос- 
новывают выбор тех длин волн, которые обычно 
не используют в подобных исследованиях. Эти 
доводы подчеркивают потенциальную значимость 
данных длин волн для определения специфичес- 
ких продуктов гликирования и окисления, что мо-
жет способствовать более точной оценке воздей-
ствия исследуемых соединений на биологические 
процессы, связанные с возрастными изменения-
ми и патогенезом возрастных заболеваний.

В ходе исследования установлено, что соеди-
нения с наивысшей активностью имеют наименее 
отрицательные значения EHOMO. Традиционно 
зависимость активности от структуры соединения 
(SAR – structure-activity relationship) рассматрива-
ется в контексте вклада определенных химичес- 
ких групп или заместителей в результирующую 
активность. Однако выявленная зависимость 
антигликирующей активности от EHOMO также 
может быть интерпретирована как форма SAR. 
Анализ вклада структурных фрагментов в про-
явление активности показал, что наибольшая ак-
тивность свойственна соединениям с изоиндоло-

Шифр соединения Активность, %

I 8.0 ± 10.2

II 9.3 ± 9.8

III 12.2 ± 9.1

IV 8.3 ± 3.9

V 4.5 ± 7.1

VI 16.1 ± 2.4

VII 18.7 ± 2.2*

VIII 38.6 ± 7.1*

IX 34.0 ± 1.1*

X 26.4 ± 2.5*

XI 24.2 ± 2.1*

XII 19.5 ± 1.3*

XIII 28.4 ± 1.2*

XIV –2.5 ± 0.8

XV –3.8 ± 0.9

XVI –0.3 ± 0.6

XVII 3.8 ± 2.9

XVIII –10.4 ± 14.7

XIX 49.3 ± 6.9*

Пиридоксамин 33.7 ± 2.0*

*Статистически значимые отличия от контроля (рас-
творителя), ANOVA, p <0.05.

Таблица 2. Величины активностей соединений в концен- 
трации 100 мкМ
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новым циклом, конденсированным с пяти- или 
шестичленным кольцом (бензольным, тетрагид- 
рофурановым или хинолиновым). Таким обра-
зом, анализ SAR, проведенный нами, включал 
оценку вклада как структурных фрагментов, так 
и квантово-химических расчетных параметров 
в биологическую активность соединений.

Сложность механизмов гликирования объ-
ясняет, почему ранее отмечали зависимость ан-
тигликирующей активности соединений от мно-
жества расчетных параметров, помимо EHOMO, 
таких как ELUMO и ΔEHOMO-LUMO. В то же время, 
установленная в настоящем исследовании кор-
реляция активности соединений с величинами 
EHOMO согласуется с ранее описанной зависимос- 
тью антигликирующей активности производных 
нитротиадиазоло[3,2‑a]пиримидина от данного 
параметра, установленной с применением ма-
шинного обучения [38]. Следует отметить, что 
ранее значения энергий молекулярных орбита-
лей сопоставляли с результатами оценки антиг-
ликирующей активности соединений при иных 
параметрах определения флуоресцирующих КПГ 
(обычно использовали длины волн возбуждения/
испускания 370/440 нм), или с  полученными 
с использованием методик, основанных на иных 
принципах (не связанных с флуоресценцией).

Таким образом, представленные результаты 
in vitro и in silico и их корреляция, обнаруженная 
в ходе исследования, являются доводами в поль-
зу использования как прогностического, так 
и описанного экспериментального подходов для 
оценки способности химических соединений за-
медлять образование продуктов гликирования 
и окисления. Возможно, именно тех продуктов, 
увеличение количества которых коррелирует с ка-
лендарным возрастом и может быть связано с воз-
растными изменениями внеклеточного матрикса.

Коллектив авторов выражает признательность 
А.А. Москалеву за  всестороннюю поддержку 
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Antiglycation Activity of Isoindole Derivatives and Its Prediction  
Using Frontier Molecular Orbital Energies
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The extracellular matrix (ECM) provides structural support and regulates cellular activity. Its disruption 
during metabolic pathologies or aging can lead to disease development. Developing ECM protectors is 
crucial for the etiological prevention and treatment of pathologies associated with ECM alterations. Key 
mechanisms of pathological changes in the ECM include non-enzymatic reactions such as glycation and 
glycoxidation. The potential of agents as ECM protectors can be assessed by their ability to inhibit these pro-
cesses. In this study, compounds based on heterocyclic scaffolds, including partially hydrogenated isoindole 
fragments, were investigated for their ability to slow down the formation of advanced glycation end-products 
(AGEs). The study employed a combination of in silico and in vitro approaches. In the in silico study, the 
energies of the frontier molecular orbitals of the compounds were determined using the ab initio method 
with the 6-311G(d,p) basis set. Their antiglycation activity was then investigated in the glycation reaction 
of bovine serum albumin (BSA) with glucose, using albumin as a model protein. Pyridoxamine served as a 
reference compound. The antiglycation activity of the compounds was evaluated spectrofluorometrically by 
measuring the fluorescent products at excitation/emission wavelengths of 440/520 nm, which are not typ-
ically used for assessing antiglycation properties. At these wavelengths, glycation and oxidation products in 
human skin can be detected, which correlate with chronological age, unlike some other glycation products. 
Experimentally, it was found that the energies of the frontier molecular orbitals of the compounds can serve 
as predictors of their ability to slow down the formation of fluorescent products detected at 440/520 nm. 
Inhibiting the formation of such products may be significant for the treatment and prevention of diseases, 
including metabolic, fibrotic, or age-associated conditions. It was also established that at a concentration of 
100 µM, the antiglycation properties are most pronounced in the series of hydrogenated 3a,6-epoxyisoin-
dole-7-carboxylic acids (compounds of type XIII) and cyclopenta[b]furo[2,3-c]pyrrole-3-carboxylic acids 
(structures of type XIX).

Keywords: glycation, oxidation, extracellular matrix, albumin, cyclopenta[b]furo[2,3-c]pyrrole, 3a,6-epoxy-
isoindole


