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Цель. Изучение возможности использования клеточных модельных экспериментов (гемолиз эритроцитов 

и агрегация тромбоцитов) для скрининга на противовоспалительную активность новых синтезированных 5(S)-
ментилоксипроизводных 2(5Н)-фуранона (соединения R1–R6).

Методы. Изучение мембраностабилизирующей активности исследуемых соединений проводили с помощью 
моделей гемолиза эритроцитов, вызванного гипотоничностью среды (осмотический гемолиз) и свободными ради-
калами. Антиагрегантное действие веществ изучали путём индукции агрегации тромбоцитов 1 мМ арахидоновой 
кислотой. Изучение противовоспалительной активности новых потенциальных противовоспалительных молекул 
проводили на модели каррагенинового отёка лап мышей.

Результаты. Соединения R1, R2, R3 и R4 усиливают степень осмотического гемолиза. Соединения R5, R6 сни-
жают интенсивность гемолиза в различных концентрациях. Соединения R1, R2, R4 и R6 способствуют свободнора-
дикальному повреждению мембран эритроцитов во всех исследуемых концентрациях. Соединение R3 защищает 
эритроциты в низких концентрациях, с увеличением концентрации — способствует повреждению эритроцитов. 
Соединение R5 защищает эритроциты в концентрациях 3×10–9 и 3×10–5 М. Соединения R1, R2, R4 усиливают агре-
гацию тромбоцитов в различных концентрациях. Соединение R3 снижает степень агрегации тромбоцитов в кон-
центрации 10–6 М, в концентрациях 10–8 и 10–5 М оно усиливает агрегацию тромбоцитов. Соединение R5 не влияет 
на агрегацию тромбоцитов. Соединение R6 ингибирует агрегацию тромбоцитов во всех исследуемых концентра-
циях. По полученным результатам in vitro тест-систем было выбрано соединение R6 для дальнейшего изучения 
противовоспалительной активности, поскольку по двум из трёх критериев оценки оно проявило максимальный 
эффект. Соединение R6 обладает противовоспалительной активностью на модели воспаления.

Вывод. Новое производное 2(5Н)-фуранона, содержащее фрагмент l-ментола (соединение R6), защищает мем-
браны эритроцитов от повреждающего действия гипотоничности среды, ингибирует агрегацию тромбоцитов и 
обладает противовоспалительной активностью; клеточные модельные эксперименты могут быть использованы 
для первого этапа скрининга новых химических соединений на предмет противовоспалительной активности.

Ключевые слова: гемолиз эритроцитов, агрегация тромбоцитов, каррагениновый отёк лап, противовоспали-
тельные средства, 2(5H)-фураноны, (l)-ментол.
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Aim. Study of the possibility of using cell experimental models (erythrocytes hemolysis and platelet aggregation) for 

screening for anti-inflammatory activity of novel synthesized 5(S)-menthyloxy derivatives of 2(5Н)-furanone (compounds 
R1–R6).

Methods. Evaluation of membrane-stabilizing activity of the test compounds was performed by means of models of 
erythrocyte hemolysis induced by hypotonic environment (osmotic hemolysis) and free radicals. Antiplatelet effect of the 
compounds was studied by inducing platelet aggregation by 1 mM arachidonic acid. Study of anti-inflammatory activity of 
novel potential anti-inflammatory molecules was performed with the use of the model of carrageenan-induced paw edema 
in mice.

Results. Compounds R1, R2, R3, and R4 increase the degree of osmotic hemolysis. Compounds R5, R6 decrease 
the intensity of hemolysis at different concentrations. Compounds R1, R2, R4 and R6 promote free-radical erythrocyte 
membrane damage at all tested concentrations. Compound R3 protects erythrocytes at low concentrations and promotes 
erythrocyte damage with increasing concentration. Compound R5 protects erythrocytes at concentrations 3×10–9 и 
3×10–5 М. Compounds R1, R2, R4 enhance platelet aggregation at different concentrations. Compound R3 inhibits platelet 
aggregation at concentration 10–6 М, and at concentrations 10–8 and 10–5 М it induces platelet aggregation. Compound R5 
does not affect platelet aggregation. Compound R6 inhibits platelet aggregation at all tested concentrations. On the basis of 
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В настоящее время нестероидные проти-
вовоспалительные средства (НПВС) широко 
применяют для подавления воспалительного 
процесса при хронических воспалительных 
заболеваниях, таких как ревматоидный ар-
трит, воспалительное заболевание кишеч-
ника, аутоиммунные заболевания и др. [1]. 
Кроме того, НПВС считают препаратами вы-
бора при боли и воспалении. НПВС — наибо-
лее широко используемые лекарства в мире 
[2], однако применение этих лекарственных 
средств сопровождается многочисленными 
серьёзными нежелательными реакциями, 
особенно при их длительном применении.

В связи с этим необходим поиск альтерна-
тивных подходов к фармакологической регу-
ляции воспаления. Однако в настоящее время 
основные методы изучения противовоспали-
тельного действия какого-либо соединения 
проводят in vivo, на лабораторных животных 
моделированием асептического экссудатив-
ного воспаления [3]. Эти методы сложные, 
трудоёмкие и дорогостоящие. Кроме того, 
существующие на сегодняшний день методы 
оценки противовоспалительной активности 
in vivo сложны в интерпретации результатов. 
Так, например, модели каррагенинового и 
формалинового отёка лап лабораторных жи-
вотных являются взаимодополняющими, но 
не взаимозаменяющими моделями воспале-
ния, что требует правильного их использова-
ния [4]. В связи с этим важен выбор простого 
скринингового теста, который мог бы непо-
средственно свидетельствовать о потенци-
альной противовоспалительной активности 
нового соединения.

Хорошо известно, что свободные ради-
калы играют важную роль в патогенезе вос-
паления из-за своих высоких реактогенных 
свойств. В то время как образование свобод-
ных радикалов представляет собой физио-
логический ответ, их чрезмерное образо-
вание и высокие концентрации вызывают 
повреждения мембран клеток и субклеточ-
ных структур, что в свою очередь приводит 
к активации и поддержанию воспаления [5]. 
Активацию агрегации тромбоцитов вызы-
вают различные по природе вещества, в том 
числе и арахидоновая кислота, инициируя 

the results obtained from in vitro test systems compound R6 was selected for further studies of anti-inflammatory activity 
as it demonstrated maximum effect based on two out of three evaluation criteria. Compound R6 posseses anti-inflammatory 
activity in the model of inflammation. 

Conclusion. The novel derivative of 2(5Н)-furanone bearing l-menthol moiety (compound R6) protects erythrocyte 
membrane from damaging action of hypotonic environment, inhibits platelet aggregation and demonstrates anti-
inflammatory activity; cell experimental models can be used for the first phase of screening of novel chemical compounds 
for anti-inflammatory activity.

Keywords: erythrocyte hemolysis, platelet aggregation, carrageenan-induced paw edema, anti-inflammatory drugs, 
2(5H)-furanones, (l)-menthol.

циклооксигеназа-зависимую агрегацию [6], 
так как она является природным индукто-
ром агрегации.

Представляется целесообразным в усло-
виях in vitro использовать модельные кле-
точные тест-системы: осмотический/сво-
боднорадикальный гемолиз эритроцитов и 
агрегацию тромбоцитов, стимулированную 
арахидоновой кислотой, для быстрого и эф-
фективного отбора потенциальных проти-
вовоспалительных молекул.

С помощью этих простых клеточных 
экспериментальных моделей мы проводили 
исследование по изучению мембранотроп-
ной, антиагрегантной и противовоспали-
тельной активности новых производных 
(S)-напроксена и успешно выявили новое 
синтезированное соединение, обладающее 
флоготропным действием, — производное 
(S)-напроксена L3 [7].

Цель работы — изучение возможности 
использования клеточных модельных экспе-
риментов (гемолиз эритроцитов и агрегация 
тромбоцитов) для скрининга на противовос-
палительную активность новых синтезиро-
ванных 5(S)-ментилоксипроизводных 2(5Н)-
фуранона.

В настоящей работе в качестве объектов 
исследования выбраны новые производные 
2(5Н)-фуранона — образцы R1, R2, R3, R4, 
R5, R6 (рис. 1). Гетероциклический фрагмент 

Рис. 1. Общая структура исследуемых соединений 
ряда 5(S)-ментилокси-2(5Н)-фуранона, условно обо-
значенных R1 – R6
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2(5Н)-фуранона присутствует во многих 
природных и синтетических биологически 
активных веществах. Среди соединений, со-
держащих ненасыщенный γ-лактонный цикл, 
обнаружены вещества, обладающие противо-
воспалительной, антибактериальной, проти-
вогрибковой, противоопухолевой и другими 
видами биологической активности [8, 9].

Молекулы исследуемых соединений 
R1–R6 содержат 2(5Н)-фураноновый цикл и 
фрагмент (l)-ментола в 5-м положении лак-
тонного цикла (см. рис. 1). (l)-Ментол про-
являет выраженную биологическую актив-
ность, оказывает местное успокаивающее и 
обезболивающее действие, стимулирует хо-
лодовые рецепторы кожи и слизистых обо-
лочек, обладает слабым антисептическим 
действием. Кроме того, (l)-ментол был ис-
пользован в синтезе исследуемых соедине-
ний в качестве доступного хирального раз-
деляющего реагента.

Все соединения R1–R6 являются оптичес-
ки активными и представляют собой инди-
видуальные стереоизомеры 2(5Н)-фуранона 
с S-конфигурацией атома углерода С5, их 
строение отличается природой заместителей 
X и Y в положениях 3 и 4 лактонного цикла.

В качестве препарата сравнения мы ис-
пользовали (1R,2S,5R)-(–)-ментол (Sigma-
Aldrich) без дополнительной очистки.

Для изучения влияния новых потенци-
альных противовоспалительных молекул на 
стойкость мембран эритроцитов к действию 
гипотонической среды был применён метод 
Инглота и Вольна [10]. Использовали гото-
вую эритроцитарную массу человеческой 
крови, полученную из Центра переливания 
крови Республики Татарстан. Необходимая 
концентрация эритроцитарной массы — 
4×108 клеток/мл. Гипотоничность среды 
создавали солевым раствором, содержащим 
55–57 мМ хлорида натрия в 10 мМ натрий-
фосфатном буфере (рН=7,0).

После центрифугирования надосадоч-
ную жидкость переливали в планшет объ-
ёмом 300 мкл и определяли содержание 
гемоглобина в микропланшетном ридере 
Tecan при длине волны 543 нм. Контролем 
служили пробы с гипотоническим солевым 
раствором, не содержащие исследуемых со-
единений, интенсивность гемолиза которых 
принимали за 100%. Параллельные пробы 
повторяли 3 раза.

Для изучения влияния исследуемых со-
единений на свободнорадикальный гемолиз 
и для генерирования свободных радикалов 
использовали простую экспериментальную 

сис тему — реагент Фентона, представляющий 
собой смесь сульфата железа (II) и перекиси 
водорода в соответствующих концентрациях.

Были подобраны минимальные количес-
тва компонентов Фентона, вызывающие ли-
зис 1% суспензии эритроцитарной массы че-
ловеческой крови. Оптимальными оказались 
концентрации семиводного сульфата желе-
за (II) — 0,01 мг/мл, перекиси водорода — 
0,2 мг/мл (в пересчёте на 100% перекись). Оба 
компонента по отдельности в указанных кон-
центрациях лизиса не вызывали.

Содержание гемоглобина в надосадочной 
жидкости в микропланшетном ридере Tecan 
определяли при длине волны 543 нм. Контро-
лем (100%) служили пробы, не содержащие 
исследуемых соединений. Одновременно ста-
вили 3 параллельные пробы.

Влияние соединений на агрегацию тром-
боцитов, индуцированную 1 мМ арахидо-
новой кислотой, оценивали в образцах обо-
гащённой тромбоцитами плазмы [11]. Для 
её получения использовали готовую тром-
боцитарную массу доноров, полученную из 
Центра переливания крови Республики Та-
тарстан. Полученная тромбоцитарная масса 
содержалась при комнатной температуре 
(20–24 °C) на шейкере со скоростью переме-
шивания 50 об./мин. Агрегацию тромбоци-
тов регистрировали лазерным анализатором 
агрегации тромбоцитов фирмы «БИОЛА», 
измеряли агрегацию методом светопропуска-
ния по Борну [12].

Для изучения противовоспалительной 
активности новых потенциальных противо-
воспалительных молекул на модели карраге-
нинового отёка лап мышей были проведены 
эксперименты на 42 белых лабораторных 
мышах обоего пола с массой тела 18,8±3,3 г. 
Подопытных животных содержали в ус-
ловиях вивария (с естественным режимом 
освещения, при температуре 22–24 °C и от-
носительной влажности воздуха 40–50%) с 
использованием стандартной диеты. Иссле-
дования проводили в соответствии с прави-
лами надлежащей лабораторной практики 
(GLP — от англ. Good Laboratory Practice) 
при проведении доклинических исследова-
ний в Российской Федерации [13], а также 
в соответствии с правилами и международ-
ными рекомендациями Европейской кон-
венции по защите позвоночных животных, 
используемых при экспериментальных ис-
следованиях (1986) [14]. Исследование было 
одобрено локальным этическим комитетом 
Казанского  (Приволжского) федерального 
университета.
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Отёк вызывали субплантарной инъек-
цией (под подошвенный апоневроз) в зад-
нюю правую лапу мышей по 0,05 мл 1% 
водного геля λ-каррагенина (22049 SIGMA 
λ-Carrageenan plant mucopolysaccharide, 
Sigma-Aldrich), который готовили перед 
введением [15, 16]. Выраженность отё-
ка оценивали путём измерения объёма 
лап животных с помощью плетизмомет-
ра 37 140 (Ugo Basile, Италия). Объём лапы 
животного до введения каррагенина счи-
тали исходным и принимали за 100%.

Подопытные животные были разде-
лены на группы (по 6 животных в груп-
пе). Внутрижелудочно им 1 раз за час до 
индукции отёка каррагенином вводили: 
крахмальный клейстер (контрольная груп-
па); (l)-ментол в дозах 50, 100 и 150 мг/кг; 
5(S)-ментилокси-2(5Н)-фуранон R6 в до-
зах 68,3; 136,6 и 273,3 мг/кг, соответству-
ющих по содержанию (l)-ментола 50, 100 
и 150 мг/кг (l)-ментола, растворённые в 
крахмальном клейстере.

Статистическую обработку резуль-
татов проводили с помощью программы 
Microsoft Office Excel 2010 с вычислением 
медианы, средней арифметической вели-
чины (М), её стандартного отклонения (δ) 
и стандартной ошибки (m). Использовали 
критерий Шапиро–Уилка для оценки нор-
мальности распределения. Для оценки до-
стоверности различий выборок, имеющих 
нормальное распределение, применяли па-
раметрический t-критерий Стьюдента. За 
статистически значимое принимали раз-
личие при уровне вероятности 95% и более 
(p ≤0,05).

(l)-Ментол снижал интенсивность ос-
мотического гемолиза в концентрациях 
10–5 М и 10–4 М на 9 и 24% по сравнению 
с контролем (р=0,03 и р=0,001) соответ-
ственно. В концентрации 10–3 М он вызвал 
повреждение мембран эритроцитов в виде 
усиления степени гемолиза (на 52% выше 
показателей контроля; р <0,01). Новые 5(S)-
ментилоксипроизводные 2(5Н)-фуранона 
R1, R2, R3 и R4 способствовали поврежде-
нию мембран эритроцитов, усиливая сте-
пень гемолиза во многих концентрациях 
в исследуемом диапазоне (10–9–10–3 М). 
Соединение R5 снижало интенсивность 
гемолиза в концентрациях 10–7 М, 10–6 М, 
10–5 М и 3×10–5 М максимально на 19% 
по сравнению с контрольным уровнем 
(р <0,05). Производное 5(S)-ментилокси-
2(5Н)-фуранона R6 снижало интенсивность 
гемолиза в концентрациях 3×10–8 М, 10–5 М 

и 3×10–5 М максимально на 20% (р ≤0,01).
(l)-Ментол также снижал интенсив-

ность свободнорадикального гемолиза в 
концентрациях 10–8, 10–6, 10–4 М макси-
мально на 20% по сравнению с контролем 
(р ≤0,05). Его производные R1, R2, R4 и R6 
способствовали свободнорадикальному 
повреждению мембран эритроцитов в кон-
центрациях 10–9–10–3 М. При этом была 
зарегистрирована максимальная степень 
гемолиза, более чем в 6 раз превышающая 
показатели в контрольных пробах. Со-
единение R3 проявляло выраженный мем-
браностабилизирующий эффект, защищая 
эритроциты от повреждающего действия 
свободных радикалов в концентрациях 10–9,  
10–8–10–5 М максимально на 39%. С уве-
личением концентрации (10–4–10–3 М) это 
вещество способствовало повреждению 
эритроцитов до 260% по сравнению с кон-
трольным уровнем (р ≤0,01). Соединение 
R5 оказывало защитный эффект на мем-
браны эритроцитов под действием свобод-
норадикального их повреждения в единич-
ных концентрациях — 3×10–9 и 3×10–5 М,  
снижая степень гемолиза на 9 и 10% 
(р ≤0,05) соответственно.

Кроме того, (l)-ментол ингибировал 
агрегацию человеческих тромбоцитов, ин-
дуцированную арахидоновой кислотой, в 
концентрации 10–5 М на 12% по сравнению 
с контрольными пробами (р ≤0,01). В кон-
центрации 10–8 М он достоверно стимули-
ровал агрегацию тромбоцитов (повышение 
на 6% в сравнении с контролем; р ≤0,01). В 
остальных концентрациях зафиксировано 
отсутствие влияния ментола на агрегацию 
тромбоцитов.

Производные 5(S)-ментилокси-2(5Н)-
фуранона R1, R2, R4 усиливали агрегацию 
тромбоцитов, индуцированную арахи-
доновой кислотой, в различных концен-
трациях: 10–9–10–5 М; 10–7 и 10–6 М; 10–5 М 
соответственно. Соединение R3 снижало 
степень агрегации тромбоцитов, индуци-
рованной арахидоновой кислотой, в кон-
центрации 10–6 М на 21% по отношению к 
контрольному уровню (р ≤0,05), в концен-
трациях 10–8 и 10–5 М это вещество оказа-
ло усиливающее действие на агрегацию 
тромбоцитов, вызванную арахидоновой 
кислотой, на 16 и 25% (р ≤0,05) соответ-
ственно. Соединение R5 не влияло на агре-
гацию тромбоцитов. Соединение R6 оказа-
ло ингибирующее действие на агрегацию 
тромбоцитов, индуцированную арахи-
доновой кислотой, во всех исследуемых 
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концентрациях 10–9–10–5 М. Максимальное 
снижение степени агрегации тромбоцитов 
отмечено в концентрации 10–5 М (на 60%; 
р ≤0,01; рис. 2).

На основании полученных результатов 
на клеточных моделях из 6 новых производ-
ных 2(5Н)-фуранона и l-ментола для ранжи-
рования их эффективности было отобрано 
3 соединения (R3, R5 и R6), так как у осталь-
ных соединений отсутствовали ожидаемые 
эффекты. Выявлены следующие закономер-
ности:

– по степени снижения интенсивности 
гемолиза, вызванного воздействием гипото-
нической среды (осмотический гемолиз), — 
R6 >R5 >R3;

– по степени снижения интенсивнос-

ти свободнорадикального гемолиза — 
R3 >R5 >R6;

– по степени ингибирования агрегации 
тромбоцитов — R6 >R3 >R5.

Таким образом, для дальнейшего изуче-
ния противовоспалительной активности на 
моделях in vivo (каррагениновая модель отё-
ка лап мышей) было выбрано соединение R6, 
поскольку по двум из трёх критериев оценки 
оно проявило максимальный эффект.

При моделировании каррагенинового 
отё ка лап мышей выявлена противовос-
палительная активность исследуемых со-
единений в разных дозах. (l)-Ментол в дозе  
25 мг/кг проявлял противовоспалительное 
действие через 5 ч после введения карра-
генина с угнетением отёка лап мышей на 

Рис. 2. Влияние новых производных 5(S)-ментилокси-2(5Н)-фуранона на степень агрегации тромбоцитов, вызван-
ной 1 мМ арахидоновой кислотой (по Борну); *р ≤0,05, **р ≤0,01 по сравнению с контролем

Рис. 3. Процент прироста объёма лап мышей на сроках 2 и 5 ч после моделирования острого каррагенинового 
отёка на фоне профилактического введения (l)-ментола в разных дозах; *р ≤0,05 по сравнению с контролем



216

Экспериментальная медицина

51% (р=0,05 при сравнении с контролем). 
(l)-Ментол в дозе 50 мг/кг угнетал развитие 
отёка лап мышей на 58% на сроке 4 ч после 
индукции отёка субплантарным введением 
каррагенина (р=0,05). Противовоспалитель-
ная активность (l)-ментола в дозе 20 мг/кг 
сохранялась в течение 5 дней после инъек-
ции каррагенина. Через 2 ч после индукции 
отёка ментол в дозе 100 мг/кг подавлял отёк 
лап мышей на 50% (р=0,05), на сроке 5 и 
24 ч — 59 и 74% (р=0,03 и p=0,02) соответ-
ственно (рис. 3). На сроке 96 ч, то есть на 5-й 
день эксперимента, противовоспалитель-
ный эффект (l)-ментола в дозе 100 мг/кг про-
являлся в виде угнетения отёка лап мышей 
на 79% (р=0,02).

Производное 5(S)-ментилокси-2(5Н)-
фуранона R6 в нашем исследовании ока-
зало противовоспалительный эффект во 
всех исследуемых дозах на разных сроках 
исследования. Противовоспалительная ак-
тивность R6 в дозе 68,3 мг/кг проявлялась в 
виде подавления отёка лап мышей на сроках 
2 и 5 ч после инъекции каррагенина на 60 и 
53% (р=0,05) соответственно (рис. 4). В дозе 
136,6 мг/кг оно угнетало проявление вос-
палительного процесса, подавляя отёк лап 
мышей на 66, 54, 58, 58 и 92% на сроках 4, 
5, 24, 72 и 96 ч после введения каррагени-
на (р=0,03, р=0,05, р=0,05, р=0,05 и р=0,02) 
соответственно. Противовоспалительное 
действие соединения R6 в дозе 275,25 мг/кг 
зарегистрировано почти на всех исследу-
емых сроках: через 2, 3, 5, 24, 48, 72 и 96 ч 
после субплантарной инъекции каррагенина 
с угнетением отёка на 66, 69, 57, 75, 75, 79 и 
91% (р=0,04, р=0,05, р=0,04, р=0,02, р=0,02, 
р=0,01 и р=0,02) соответственно.

При сравнении с ментолом в дозах 25, 50 
и 100 мг/кг соединение R6 в дозе 68,3 мг/кг на 
сроке 2 ч, в дозе 136,6 мг/кг на сроке 96 ч и в 
дозе 273,3 мг/кг на сроке 3 ч проявляло более 
выраженный противовоспалительный эф-
фект (р=0,03, р=0,01 и р=0,01 соответствен-
но). На остальных сроках не было различий 
между эффектами этих веществ.

ВЫВОДЫ

1. Новое производное 2(5Н)-фуранона, 
содержащее фрагмент (l)-ментола (соеди-
нение R6), снижает интенсивность осмоти-
ческого гемолиза, ингибирует агрегацию 
тромбоцитов человека, вызванную арахи-
доновой кислотой, и проявляет противовос-
палительное действие на модели каррагени-
нового отёк лап мышей, которое превышает 
эффекты (l)-ментола.

2. Простые недорогие in vitro тест-
системы — осмотический и свободноради-
кальный гемолиз, а также агрегация тром-
боцитов человека, — могут быть успешно 
использованы для предварительного скри-
нинга потенциальных противовоспалитель-
ных средств.
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