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С целью исследования физико-химических и биологических свойств координационных соединений 
ионов биоактивных металлов с производными 2-гидроксифенилфосфоновой кислоты впервые изучено 
взаимодействие 2-гидрокси-5-этилфенилфосфоновой кислоты (Н3L1) с перхлоратом, сульфатом, нитратом 
и ацетатом меди(II) в воде. Установлено, что вне зависимости от соотношения реагентов в случае перхло-
рата, сульфата и нитрата меди(II) с высоким выходом образуется комплекс состава [Cu(H2L1)2(Н2О)2], в 
то время как в при использовании ацетата меди(II) образуется комплекс [Cu(HL1)(H2O)2], состав которого 
установлен на основании совокупности данных элементного анализа, ИК и электронной спектроскопии. 
Впервые выполнены квантово-химические расчеты для комплексов [Cu(H2L1)2(Н2О)2] и [Cu(HL1)(H2O)2] 
методом теории функционала плотности (DFT). Исследованы цитотоксические свойства кислоты Н3L1 и 
комплексов меди(II) состава [Cu(HL1)(H2O)2] и [Cu(H2L1)2(Н2О)2] по отношению к опухолевым клеткам 
HeLa – аденокарциномы шейки матки человека. Методом лазерной конфокальной микроскопии доказано 
накопление полученных комплексов меди(II) в клетках HeLa.

Ключевые слова: 2-гидроксифенил-5-этилфосфоновая кислота, комплексы меди(II), клетки HeLa, 
токсичность, лазерная конфокальная микроскопия
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Синтез, изучение физико-химических и биоло-
гических свойств координационных соединений 
биоактивных металлов с органическими лиганда-
ми является эффективным подходом к созданию 
новых лекарственных средств. Варьируя приро-
ду, степень окисления иона металла и структуру 
органического лиганда можно влиять на прояв-
ление биологических свойств координационных 
соединений и получать более эффективные лекар-
ственные средства терапевтического и диагности-

ческого назначения с минимальным проявлением 
побочных эффектов [1–6].

Среди биоактивных металлов особый интерес 
представляет медь, которая образует наиболее 
устойчивые комплексы c органическими лиган-
дами среди 3d-металлов [7] и является одним из 
основных микроэлементов, необходимых для про-
текания жизненно важных биохимических про-
цессов [8, 9]. В настоящее время накоплен много-
численный теоретический и экспериментальный 
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материал о роли комплексов меди в качестве био-
логически активных соединений [9–12]. В частно-
сти, доказано участие ионов меди в метаболизме 
железа в клетках [13], а также в биологических 
процессах, связанных с физиологией и патологией 
человека [14]. Огромный интерес к изучению био-
химической и физиологической роли комплексов 
меди обусловлен их потенциальным использова-
нием в качестве противомикробных, противови-
русных, противовоспалительных, противоопухо-
левых средств, а также как ингибиторов многих 
ферментов. При этом комплексы меди с катионами 
металлов часто показывают более высокую био-
логическую активность и меньшую токсичность 
по сравнению со свободными лигандами, кото-
рые в настоящее время используются в клиниче-
ской практике в качестве лекарственных средств 
[15–16]. В частности, описаны комплексы меди(II) 
с рядом нестероидных противовоспалительных 
препаратов, которые проявляют более высокую 
противовоспалительную активность, меньшую 
токсичность и ульцерогенность по сравнению со 
свободными препаратами [17]. Комплексы меди 
рассматривались в качестве альтернативы про-
тивоопухолевым препаратам на основе коорди-
национных соединений платины. В отличие от 
препаратов платинового ряда использование меди 
в составе комплексов является более физиологич-
ным: снижает их токсичность и расширяет спектр 
противоопухолевой активности [18]. Более того, 
ряд координационных соединений изотопов 64Cu и 
67Cu меди с органическими лигандами предостав-
ляют интерес в качестве потенциальных терапев-
тических и диагностических радиофармацевтиче-
ских препаратов [19–21].

Доказано, что структура органического лиган-
да в комплексах меди влияет на их биологическую 
активность [8–21]. 2-Гидроксифенилбензойная 

(салициловая кислота) является хорошо извест-
ным органическим лигандом хелатного типа. Про-
изводные салициловой кислоты проявляют аналь-
гетическую и противовоспалительную активность 
и широко используются в различных областях 
биологии и медицины [22, 23]. Поскольку многие 
фармакологические свойства производных сали-
циловой кислоты определяются способностью 
связывать ионов меди, синтез и исследования био-
логических свойств комплексов меди с аналогами 
салициловой кислоты, направленные на поиск но-
вых соединений с улучшенными фармакологиче-
скими свойствами и минимальным проявлением 
побочных эффектов, представляют несомненный 
интерес.

Производные 2-гидроксифенилфосфоновых 
кислот являются структурным аналогом салици-
ловой кислоты (H2Sal), в которой карбоксильная 
группа заменена фосфоновым фрагментом. Фи-
зико-химические и биологические свойства этих 
соединений практически не изучены.

В отличие от салициловой кислоты извест-
ные 2-гидроксифенилфосфоновые кислоты хо-
рошо растворимы в воде, что является важным 
критерием для отбора соединений, перспектив-
ных для применения в качестве лекарственных 
средств [24, 25]. Ранее, в опытах, in vivo нами 
было установлено, что незамещенная 2-гидрок-
сифенилфосфоновая кислота (H3L, схема 1) об-
ладает заметной анальгетической, противовоспа-
лительной активностью и низкой токсичностью 
[26]. В дальнейшем были определены константы 
протонирования кислоты Н3L и более липофиль-
ной 2-гидроксифенил-5-этилфосфоновой кислоты 
(H3L1) и константы устойчивости их комплексов с 
перхлоратом меди(II) в воде методом потенциоме-
трического титрования [27, 28]. Взаимодействием 
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водных растворов кислот H3L и H3L1 с перхлора-
том меди получены комплексы [Cu(H2L)2(Н2О)2] 
и [Cu(H2L1)2(Н2О)2], кристаллическая структура 
которых была установлена рентгеноструктурным 
анализом (РСА) [27, 28].

С целью дальнейшего изучения координацион-
ных соединений меди(II) с кислотой Н3L1 в насто-
ящей работе изучено влияние природы аниона в 
используемых солях меди на состав и структуру 
образующихся комплексов (схема 2). Установле-
но, что при смешивании растворов кислоты H3L1 

и нейтральных растворов перхлората, нитрата и 
сульфата меди(II) в мольном соотношении 2:1 об-

разуется комплекс бледно-голубого цвета состава 
[Cu(H2L1)2(Н2О)2] с выходом 78–85%. Использова-
ние избытка одного из реагентов практически не 
менял выход и состав образующегося комплекса.

При смешивании водных растворов кислоты 
H3L1 и ацетата меди(II), водный раствор которо-
го имеет рН ≥ 7, выпадает осадок желтого цвета. 
Выход полученного соединения составил 70–75%, 
при этом избыток ацетата меди практически не 
влиял на выход. Сравнительный анализ ИК спек-
тров исходной фосфоновой кислоты и получен-
ного комплекса показал, как и в случае комплекса 
[Cu(H2L1)2(Н2О)2], отсутствие координации ато-

Схема 2.
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Рис. 1. Электронные спектры поглощения (а) и спектры флуоресценции (б) комплексов меди(II) c кислотой H3L1 в ДМСО. 
1 – [Cu(H2L1)2(Н2О)2], 2 – [Cu(HL1)(Н2О)2]. с 0.1×10–4 (а), 0.1×10–6 М. (б).
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ма кислорода фосфорильной группы с катионом 
меди. По данным ИК спектроскопии, в получен-
ном комплексе также отсутствует ацетат-анион 
и связь Cu–Cu. Более того, данные элементного 
анализа (табл. 1), электронные спектры поглоще-
ния и спектры флуоресценции этих соединений 
существенно отличаются (рис. 1). Полученные 
комплексы [Cu(HL1)2(H2O)2] и [Cu(H2L1)2(H2O)2] 
стабильны при комнатной температуре, плохо рас-
творимы в воде и в большинстве неполярных ор-
ганических растворителях, хорошо растворимы в 
ДМФА и ДМСО.

На основании анализа аналитических и спек-
тральных характеристик комплексу, получен-

ному из ацетата меди(II), был приписан состав  
[Cu(HL1)(Н2О)2].

Образование комплексов меди(II) c кислотами 
H3L1 различного состава можно объяснить с по-
мощью диаграммы распределения ионных форм 
кислоты H3L1 в зависимости от рН [27]. Согласно 
ей, при pH ˂ 6 кислота H3L1 существует преиму-
щественно в форме аниона (H2L1)–, в то время как 
при pH ≥ 7.5 преобладает анион (HL1)2– (рис. 2). 
Взаимодействие этих анионов с катионом меди(II) 
и приводит к образованию комплексов разного со-
става – [Cu(H2L1)2(Н2О)2] и [Cu(HL1)(Н2О)2] соот-
ветственно.

Комплекс состава [Cu(HL1)(H2O)2] был получен 
с выходом 53.5% взаимодействием кислоты H3L1 с 
сульфатом меди при рН 7.1, что подтверждает вы-
вод о влияния рН среды на состав и структуру об-
разующихся комплексов меди(II) c кислотой H3L1.

Вырастить кристалл комплекса  
[Cu(HL1)(Н2О)2], пригодный для рентгенострук-
турного анализа не удалось, поэтому нами было 
проведено моделирование его структуры (рис. 3) 
квантово-химическим методом с использовани-
ем программы Gaussian 06, функционал B3LYP с 
базисом [6-311+G(d,p)]. Для подтверждения кор-
ректности расчетов и выбранного базового набо-
ра были проведены квантово-химические расчеты 
строения комплекса [Cu(H2L1)2(Н2О)2], структура 
которого однозначно установлена методом РСА 
[27]. Комплекс [Cu(Н2L1)2(Н2О)2] представляет со-
бой нейтральное соединение центросимметрично-

Рис. 2. Распределение химических форм кислоты H3L1 
в зависимости от pH в воде при 298 К, ионной силе  
0.1 М. и аналитической концентрации 1.0 мM. [27].

Рис. 3. Строение комплекса [Cu(H2L1)2(Н2О)2] по результатам квантово-химических расчетов.
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го строения, в котором две молекулы кислоты Н3L1 
входит в состав комплекса в виде бидентатных 
моноанионов, способных к хелатной координа-
ции с катионом Cu2+ за счет непротонированного 
фенольного атома кислорода и одного депрото-
нированного атома кислорода фосфонового фраг-
мента. Исходя из значений длин связей и углов, 
основу координационного узла комплекса состав-
ляет практически правильный квадрат. В комплекс 
входят две молекулы воды, которые выступают в 
качестве аксиальных лигандов, достраивающую 
координационную сферу катиона меди(II) до коор-
динационного числа 6 (рис. 3).

Результаты DFT-расчетов геометрии комплекса 
[Cu(H2L1)2(Н2О)2] хорошо согласуются с данными 
РСА [27], несмотря на то, что данные РСА отно-
сятся к твердой фазе, а расчеты модели комплек-
са проводились для изолированной молекулы в 
газовой фазе. В частности, расстояния между ко-
ординирующими катион Cu2+ атомами кислорода 
кислоты H3L1 практически одинаковы: Cu–O(Ph)  
2.47 Å (РСА: 2.39 Å); Cu–O(P) 1.92 Å (РСА: 1.96 Å),  
для участвующего в координации атома кислорода 

молекулы воды Cu–O(H2O) 1.99 Å (РСА: 1.97 Å),  
что доказывает возможность применения алго-
ритма и выбранного базового набора для расчета 
строения других координационных соединений 
меди(II) c 2-гидроксифенил-5-этилфосфоновой 
кислотой.

По данным квантово-химических расчетов, 
комплекс [Cu(НL1)(Н2О)2] представляет собой 
нейтральное соединение, в который кислота Н3L1 
входит в виде дианиона, координированного с ка-
тионом Cu2+ посредством депротонированных ги-
дроксигрупп фосфонового фрагмента. В комплекс 
входят две молекулы воды, которые выступают в 
качестве лигандов, достраивающих координаци-
онную сферу катиона меди до координационного 
числа 4. Диапазон длин связей в комплексе состав-
ляют 1.91–1.92 Å Cu–О(Р), 2.06–2.07 Å Cu–О(H2O) 
(рис. 4).

Данные о биологических свойствах кисло-
ты H3L1 и ее комплексов с катионом меди очень 
ограничены, тем не менее, они позволяют сделать 
осторожный вывод перспективности применения 
этих соединений в качестве потенциальных не-
стероидных противовоспалительных препаратов. 
В частности, исследования in vivo 2-гидрокси-5- 
этилфенилфосфоновой кислоты и ее комплек-
са [Cu(H2L1)2(Н2О)2] показали, что анальгети-
ческая активность комплекса значительно выше 
активности свободной кислоты H3L1 и анальги-
на, который использовался в качестве препарата 
сравнения [27]. Кроме того, вскрытие лаборатор-
ных животных, показало, что в отличие от сали-
циловой кислоты, кислота H3L1 и ее комплекс  
[Cu(H2L1)2(Н2О)2] не оказывают ульцерогенного 
воздействия на желудочно-кишечный тракт в до-
зах, соответствующих ЕД50.

Известно, что изучение токсичности биоло-
гически активных соединений является одним 
из необходимых этапов создания лекарственных 
препаратов. Применение клеточных культур и со-
ответствующих методик определения биологиче-
ских свойств новых веществ позволяет уменьшить 
количество достаточно затратных экспериментов 
in vivo, делает полученные данные прогностиче-
ски более надежными при их экстраполяции на 
организм человека. В настоящей работе изучение 
кислоты H3L1 и комплексов [Cu(H2L1)2(H2O)2] и 

Рис. 4. Строение комплекса [Cu(HL1)Н2О)2] по резуль-
татам квантово-химических расчетов.
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[Cu(HL1)(Н2О)2] проводили in vitro на клетках 
HeLa аденокарциномы шейки матки человека с 
использованием МТТ-теста, который считается 
классическим тестом для скрининга токсических 
свойств новых соединений. Применение данной 
методики имеет ряд достоинств: экономичность в 
использовании, высокая скорость проведения экс-
периментов, возможность исследования большого 
количества образцов, высокая воспроизводимость 
полученных результатов.

Данные по цитотоксичности кислоты Н3L1 и 
ее комплексов [Cu(H2L1)2(Н2О)2] [Cu(HL1)(Н2О)2] 
по результатам МТТ-теста показаны на рис. 5, со-
гласно им, 2-гидрокси-5-этилфенилфосфоновая 
кислота является малотоксичными соединением: 
в концентрациях ˂ 300 мкмоль/л практически не 
оказывает существенного влияния на выживае-
мость клеток HeLa. Следует отметить, что ком-
плексы меди [Cu(H2L1)2(H2O)2] и [Cu(HL1)(Н2О)2] 
также являются малотоксичными соединениями 
по отношению к клеткам HeLa, при этом их ток-
сичность несколько выше, чем токсичность кисло-
ты H3L1. Наибольшей токсичностью в отношении 
клеток HeLa обладает комплекс [Cu(HL)(Н2О)2]. 
Результаты исследований цитотоксичности кисло-
ты H3L и комплекса [Cu(H2L)2(H2O)2] в целом со-
гласуются с результатами исследований на лабора-
торных животных [27].

Способность проникать во внутриклеточное 
пространство является одним из фундаменталь-
ных свойств биологически активных веществ, 
которая во многом определяет спектр их биологи-
ческой активности, следовательно, подтверждение 
наличия либо отсутствия внутриклеточного нако-
пления является важным этапом разработки новых 
лекарственных средств.

Результаты исследования внутриклеточного 
проникновения комплексов [Cu(H2L1)2(H2O)2] и 
[Cu(HL1)(Н2О)2] на клеточной линии HeLa ме-
тодом флуоресцентной микроскопии приведены 
на рис. 6. Проведение этого исследования стало 
возможным благодаря спектральным характери-
стикам комплексов меди(II) (рис. 1). Инкубацию 
клеток с комплексами проводили в течение 24 ч, до-
бавляя растворенные в ДМСО [Cu(H2L1)2(H2O)2] и 
[Cu(HL1)(Н2О)2] в питательную среду в конечной 
концентрации 100 мкмоль/л.

По данным флуоресцентной микроскопии (ла-
зерная линия с длиной волны 405 нм), можно сде-
лать вывод о том, что комплексы [Cu(H2L1)2(H2O)2] 
и [Cu(HL1)(Н2О)2] проникают через клеточную 
мембрану клеток HeLa (рис. 6, 2, 3). В то время как 
в контрольных образцах (рис. 6, 1) при возбужде-
нии лазерной линией при 310–460 нм флуоресцен-
ция отсутствует. Факт проникновения и накопле-
ния комплекса в клетках HeLa позволяет сделать 
вывод о возможности применения комплексов 
2-гидрокси-5-этилфосфоновой кислоты с изотопа-
ми 64Cu и 67Cu меди в качестве потенциальных ра-
диофармацевтических средств терапевтического 
или диагностического назначения.

Таким образом, исследование взаимодействия 
2-гидрокси-5-этилфенилфосфоновой кислоты с 
различными солями меди(II) в воде показало, что 
при смешении растворов кислоты и нейтральных 
растворов перхлората, нитрата и сульфата ме-
ди(II), в мольном соотношении 2:1, образуется и 
выпадает в осадок комплекс голубого цвета со-
става [Cu(H2L1)2(Н2О)2], в то время как при сме-
шении водных растворов кислоты H3L1 и ацетата 
меди(II), водный раствор, которого имеет рН ≥ 7.5, 
в мольном соотношении 2:1 выпадает комплекс 
желтого цвета состава [Cu(HL1)(Н2О)2]. По дан-
ным квантово-химических расчетов в комплекс 
[Cu(НL1)(Н2О)2] представляет собой нейтральное 
соединение, в который кислота Н3L1 входит в виде 

Рис. 5. Зависимость концентрация–эффект для клеток 
HeLa по результатам МТТ-теста при их обработке кис-
лотой Н3L1 (1) и комплексами [Cu(H2L1)2(H2O)2] (2) и 
[Cu(HL1)(Н2О)2] (3), время инкубации – 48 ч.
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дианиона, координированного с катионом Cu2+ 
посредством депротонированных гидроксигрупп 
фосфонового фрагмента. В комплекс входят две 
молекулы воды, которые выступают в качестве ли-
гандов, достраивающих координационную сферу 
катиона меди(II) до координационного числа 4.

Установлено, что 2-гидрокси-5-этилфенил-
фосфоновая кислота является малотоксичными 
соединением: в концентрациях ˂ 300 мкмоль/л 
практически не оказывает существенного влия-
ния на выживаемость клеток HeLa. Следует от-
метить, что комплексы меди [Cu(H2L1)2(H2O)2] и  
[Cu(HL1)(Н2О)2] также являются малотоксич-
ными соединениями по отношению к клеткам 
HeLa, при этом их токсичность несколько выше, 
чем токсичность кислоты H3L1. Наибольшей ток-
сичностью в отношении клеток HeLa обладает 
комплекс [Cu(HL1)(Н2О)2]. Результаты исследова-

ния цитотоксичности кислоты H3L1 и комплекса 
[Cu(H2L1)2(H2O)2], в целом подтверждают резуль-
таты исследований на лабораторных животных 
[27].

Согласно данным флуоресцентной микроско-
пии можно сделать вывод о том, что полученные 
комплексы меди проникает через клеточную мем-
брану клеток HeLa, что является весомым аргу-
ментом в пользу дальнейшего изучения биологи-
ческих свойств этих соединений.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Спектры ЯМР 1H и 31Р записаны на спектроме-
тре BrukerСХР-200; стандарты – ТМС (внутрен-
ний) и 85%-ная Н3РО4 (внешний). Температуры 
плавления измерены на приборе Boetius PHMK 05. 
Анализ содержания углерода и водорода проводили 

Рис. 6. Конфокальные изображения клеток HeLa без обработки (1) и при совместной инкубации в течение 24 ч с комплек-
сами [Cu(H2L1)2(H2O)2] (2) и [Cu(HL1)(Н2О)2] (3). (а) – фазовый контраст; (б) – локализация комплекса в клетках; (в) – со-
вмещение изображений. Шкала – 20 мкм.
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на С,Н,N-анализаторе (Carlo Erba Strumentazione, 
Италия). Содержание фосфора и меди определяли 
методом атомной эмиссии с индуктивно связан-
ной плазмой на приборе iCAP-6500 Duo (Thermo 
Scientific, США). ИК спектры записывали на ИК 
Фурье-спектрометре Инфралюм ФТ в диапазоне 
4000–600 см–1 с разрешением 1 см–1. Электрон-
ные спектры поглощения записывали на спектро-
метре Cary-60 (двухлучевой), спектральный ди-
апазон  – 190–1100 нм.  Измерения рН проводили 
с использованием pH-метра Mettler Toledo при 
22°С. Спектры флуоресценции снимали на скани-
рующем спектрофлуориметре Agilent Cary Eclipse, 
спектральный диапазон  – 190–1100 нм,  концен-
трация раствора – 1 мкМ. (10–6 М). Рабочие рас-
творы готовили по точным навескам. DFT-Расчеты 
синтезированных комплексов меди(II) выполняли 
с использованием программы Gaussian 06, функ-
ционал B3LYP с базисом 6-311+G(d,p).

2-Гидроксифенил-5-этилфосфоновая кислота 
синтезирована по методу, описанному в работе 
[27], и была дополнительно очищена от возмож-
ных примесей солей на колонке с катионитом Ку-
2. Температура плавления, данные элементного 
анализа и спектров ЯМР 1Н и 31Р синтезированно-
го образца соответствуют литературным данным. 
Для получения комплексов меди использовали 
гексагидрат перхлората меди(II), нитрат меди(II), 
пентагидрат сульфата меди(II) и ацетат меди(II) 
марки ХЧ без дополнительной очистки. Комплекс 
[Cu(H2L1)2(H2O)2] синтезирован по методике, при-
веденной в работе [27], данные элементного ана-
лиза и ИК спектров соответствуют литературным.

Комплекс [Cu(HL1)(H2O)2] получен в виде 
кристаллического осадка желтого цвета, который 
осаждается при смешивании 5 мл водных раство-
ров, содержащих 0.32 г, (1.58 ммоль) Н3L1 и 0.3 г 
(1.65 ммоль) ацетата меди. После фильтрования 
комплекс промывали водой (3×5 мл) и сушили 12 ч  
при комнатной температуре на воздухе, затем 
еще 12 ч под вакуумом в эксикаторе. Выход 0.34 г 
(72%). ИК спектр, ν, см–1: 948 (P–O), 1228 (P=O), 
1288 (Ph–O), 1690 [δ(H2O)], 3198 [(OH)Ph], 3330 
(H2O). Найдено, %: С 32.12, 32.09; Н 4.28, 4.20; Р 
10.50, 10.20; Cu 20.40, 20.96. C8H13CuO6P. Вычис-
лено, %: С 32.06; Н 4.37; Р 10.33; Cu 21.20.

Комплекс [Cu(HL1)(H2O)2]. К раствору 0.20 г 
(1.0 ммоль) кислоты H3L1 в 5 мл дистиллирован-

ной воды (рН 1.2) по каплям и перемешивании до-
бавляли свежеприготовленный 0.1 н. раствор едко-
го натра до рН 7.1. К полученной смеси добавляли 
раствор 0.35 г (1.0 ммоль) пентагидрата сульфа-
та меди(II) в 5 мл воды. Практически мгновенно 
выпадал осадок желтого цвета, который отфиль-
тровывали, промывали водой (3×5 мл) и сушили  
12 ч при комнатной температуре на воздухе, затем 
еще 12 ч под вакуумом в эксикаторе. Выход 0.16 г 
(53.2%). Результаты элементного анализа и спек-
тральные характеристики полученного вещества 
совпадают с аналогичными данными, полученны-
ми для комплекса [Cu(HL1)(H2O)2], полученного 
из кислоты H3L1 и ацетата меди меди(II). Найде-
но, %: С 38.75, 38.77; Н 6.01, 5.93; Р 12.01, 11.97; 
Cu 11.89, 12.40. C16H24CuO10P2. Вычислено, %: С 
38.29; Н 4.82; Р 12.34; Cu 12.66.

Эксперименты по определению цитотоксично-
сти синтезированных комплексов меди(II) прово-
дили на клетках HeLa – аденокарцинома шейки 
матки человека, полученных из коллекции кле-
точных культур позвоночных (Санкт-Петербург, 
Россия). Клетки HeLa были выращены в среде 
Игла МЕМ (ПанЭко, Россия), содержащей эмбри-
ональную сыворотку до 10% (HyClone, США), 
пенициллин (50 ед/мл), стрептомицин (50 мг/мл). 
Клетки культивировали при 37°С в увлажнен-
ной атмосфере воздуха и 5% CO2. Клетки рассе-
вали в 96-луночные планшеты в концентрации  
5×104 клеток/мл. Через 24 ч тестируемые соеди-
нения, предварительно растворенные в диметил-
сульфоксиде (ДМСО), вносили в культуральную 
среду. Конечная концентрация соединений в инку-
бационной среде находилась в пределах от 37.5 до  
300 мкМ. Затем клетки инкубировали при 37°С 
в увлажненной атмосфере воздуха и 5% CO2 в 
течение 48 ч. Для каждой концентрации опыты 
проводили в трехкратной повторности. Конечная 
концентрация ДМСО составляла 1% и не была ток-
сичной для клеток. Затем в инкубационную среду 
вносили 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифе-
нил-2Н-тетразолийбромид (MTT, Sigma-Aldrich) 
в концентрации 0.5 мг/мл. Окрашивание клеток 
проводили при 37°С в увлажненной атмосфере 
воздуха и 5% CO2 в течение 2 ч. Далее инкубаци-
онную среду отбирали и кристаллы образованного 
МТТ-формазана растворяли в 100% ДМСО. Ин-
тенсивность окраски определяли при длине волны 
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536 нм с помощью планшетного ридера Cytation 
3 (BioTek, США). За 100% принимали интенсив-
ность окраски контрольных клеток, не обработан-
ных тестируемыми соединениями. С помощью 
программного обеспечения OriginPro 8 выполняли 
численный анализ данных, включая статистиче-
ские операции и построение графика.

Изучение клеточной аккумуляции проводили на 
клетках HeLa, выращенных на покровных стеклах 
размером 24×24 мм, при плотности клеточной 
культуры 15×104/2 мл в 6-ти луночных планшетах, 
которые инкубировали с исследуемыми комплек-
сами меди, растворенными в ДМСО. Конечная 
концентрация комплексов в инкубационной среде 
составляла 100 мкМ. Инкубацию с комплексами 
проводили в течение 24 ч. Далее клетки отмывали 
от остатков среды раствором PBSx1 (фосфатно-со-
левой буфер) и фиксировали 4%-ным раствором 
параформальдегида 30 мин при комнатной темпе-
ратуре. Затем проводили пермеабилизацию в 0.5% 
растворе Triton X-100 в PBSx1 в течение 10 мин 
при комнатной температуре. Далее образцы про-
мывали буфером PBSx1 и деионизованной водой, 
сушили при комнатной температуре. Полученные 
образцы помещали на предметное стекло в каплю 
фиксатора Mowiol (Sigma-Aldrich, Германия) и за-
клеивали по периметру лаком. В качестве контро-
ля использовали необработанные тестируемыми 
соединениями клетки. Изучение накопления ком-
плексов меди в клетках проводили с помощью ла-
зерного сканирующего микроскопа Zeiss LSM 880 
(Carl Zeiss, Германия). Изображения получали в 
инвертированном конфокальном режиме с исполь-
зованием объектива C Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil 
DIC M27. Для возбуждения флуоресценции ком-
плексов использовали лазерное облучение с дли-
ной волны 405 нм, сигнал детектировали в диапа-
зоне длин волн 415–536 нм. Все полученные треки 
были сохранены в формате .czi. Полученные изо-
бражения были обработаны с помощью програм-
мы для анализа изображений ImageJ.

Данная статья не содержит описания исследо-
ваний с использованием в качестве объектов жи-
вотных или людей.
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In order to study the physicochemical and biological properties of the coordination compounds of bioactive metal 
ions with 2-hydroxyphenylphosphonic acid derivatives, the reaction of 2-hydroxy-5-ethylphenylphosphonic 
acid (Н3L1) with copper(II) perchlorate, sulfate, nitrate, and acetate in water was studied for the first time. It 
has been established that, regardless of the ratio of reagents, in the case of copper(II) perchlorate, sulfate, and 
nitrate, a complex of the composition [Cu(H2L1)2(Н2О)2] is formed in high yield, while in the case of using 
copper(II) acetate a complex [Cu(HL1)(H2O)2] is formed, the composition of which is established on the basis 
of a combination of elemental analysis data, IR and electronic spectra. Quantum-chemical calculations of the 
structure of [Cu(H2L1)2(H2O)2] and [Cu(HL1)(H2O)2] complexes were performed for the first time by the density 
functional theory (DFT) method. The cytotoxic properties of H3L1 acid and copper complexes [Cu(HL1)(H2O)2] 
and [Cu(H2L1)2(H2O)2] with respect to HeLa tumor cells of human cervical adenocarcinoma were studied. The 
accumulation of the resulting copper(II) complexes in HeLa cells was proved by laser confocal microscopy.

Keywords:  2-hydroxy-5-ethylphenylphosphonic  acid, copper(II) complexes, Hela cells, laser confocal mi-
croscopy


