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Аннотация. С целью решения проблемы доставки фармакологически перспективного 3 ,́5ʹ-циклического диаде-
нозинмонофосфата (цикло-диАМФ) к клеткам-мишеням в организме человека и животных впервые методом ионо-
тропного гелеобразования синтезированы комплексы указанного динуклеотида с природным полимером – хитоза-
ном. Установлено, что степень связывания цикло-диАМФ с этим биополимерным носителем достигает 60 %, при 
этом емкость полученных комплексов в отношении динуклеотида составляет 800–860 мкг/мг комплекса. Показано 
также, что цикло-диАМФ способен элюироваться из комплекса с хитозаном в цитрат-фосфатный буфер (рН 7,4) на 
36 % за 21 ч. Полученные результаты свидетельствуют о возможности использования комплекса цикло-диАМФ  
с хитозаном для пролонгированной доставки изученного циклического динуклеотида в клетки-мишени. 
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PRODUCTION OF CHITOSAN COMPLEXES WITH 3 ,́5ʹ-CYCLIC DIADENOSINE MONOPHOSPHATE

Abstract. To solve the problem of delivering pharmacologically promising 3 ,́5ʹ-cyclic diadenosine monophosphate (cyc-
lo-diAMP) to target cells in humans and animals, the complexes of the above-mentioned dinucleotide with natural polymer – 
chitosan were originally synthesized by ionotropic gelation technique. It was found that the binding degree of cyclo-diAMP to 
this biopolymeric carrier reaches 60 %; wherein the capacity of the obtained complexes with respect to the dinucleotide is 
800–860 µg/mg of the produced complex. Cyclo-diAMP has also been shown to elute from the chitosan complex to the ci-
trate-phosphate buffer (pH 7.4) up to 36 % by 21 hours. The obtained results testify in favor of potential application of cyclo-
diAMP complex with chitosan for prolonged delivery of the studied cyclic dinucleotide to target cells.
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Введение. Продолжающаяся пандемия COVID-19, вызванная респираторным вирусом SARS-
CoV-2, и существующая вероятность появления новых пандемических вирусов диктуют необхо-
димость поиска новых противовирусных средств [1]. 

Ранее в качестве универсального противовирусного средства нами предложено [2] использо-
вать недавно открытый у бактерий и архей [3, 4] фармакологически перспективный 3 ,́5ʹ-цикли-
ческий диаденозинмонофосфат (цикло-диАМФ), который в природе выполняет роль индуктора 
видоспецифичного эндогенного интерферона [5, 6], защищающего организм позвоночных от 
раз нообразных инфекционных патогенов. Однако молекула этого отрицательно заряженного 
природного динуклеотида неустойчива в русле крови и с трудом проникает в иммуноциты [7]. 
Это обстоятельство вынуждает искать способы повышения эффективности доставки цикло-ди-
АМФ в патологические ткани и иммунные клетки-мишени. 
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В этой связи наше внимание привлек сравнительно безопасный природный полимер хитозан − 
продукт частичного деацетилирования хитина (рис. 1), выделяемого из панциря ракообразных, 
моллюсков, насекомых и грибов [8, 9]. 

Рис. 1. Трансформация хитина в хитозан [8]

Fig. 1. Transformation of chitin into chitosan [8]

Катионные характеристики хитозана делают синтезированные из него наночастицы попу-
лярным средством при разработке новых систем доставки в клетки-мишени отрицательно заря-
женных лекарственных субстанций [10]. 

Кроме того, наночастицы хитозана включают особенности и преимущества как хитозана, 
так и наночастиц [11], которые сами по себе могут избирательно накапливаться внутри лимфати-
ческих узлов и стимулировать презентацию антигена и врожденный иммунный ответ без уча-
стия адъювантов [12]. 

На сегодняшний день разработаны многочисленные приемы получения хитозановых нано-
частиц [13], но наиболее распространенными методами являются ионотропное гелеобразование 
и полиэлектролитное комплексообразование [14]. 

В настоящей работе с целью синтеза комплексов хитозана, включающих цикло-диАМФ, на-
ми использован метод ионотропного гелеобразования, поскольку он прост и не требует примене-
ния токсических сшивающих агентов и органических растворителей.

Материалы и методы исследования. Для синтеза комплексов хитозана с цикло-диАМФ хи-
тозан фирмы Acros Organics (Бельгия) с молекулярной массой 100–300 кДа и степенью деацети-
лирования 75 % растворяли в 1 %-ной уксусной кислоте до концентрации 1 мг/мл. К этому рас-
твору приливали по каплям при постоянном перемешивании и комнатной температуре 0,1 %-ный 
водный раствор цикло-диАМФ, синтезированного по методике, описанной нами в работе [15]. 
Полученную суспензию центрифугировали (10 000 g, 10 мин) и образовавшийся осадок дважды 
отмывали дистиллированной водой с последующим высушиванием при 60 ºС в течение 24 ч. 

Эффективность включения цикло-диАМФ в состав получаемых комплексов с хитозаном 
оценивали путем спектрофотометрического (λ = 259 нм) определения его концентрации в супер-
натанте после осаждения частиц комплекса.

Указанный параметр рассчитывали согласно следующей формуле:

1 100,
2

mA
m

= ⋅

где А – эффективность включения, %; m1 – масса цикло-диАМФ, включившегося в состав ча-
стиц; m2 – масса цикло-диАМФ, взятого для проведения реакции комплексообразования.

Емкость комплексов с хитозаном в отношении цикло-диАМФ определяли по формуле

E 1 100,
3
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m
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где Е – емкость препарата комплекса, %; m1 – масса цикло-диАМФ, включившегося в состав 
комплекса; m3 – масса высушенного комплекса.
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Для элюции цикло-диАМФ из его комплексов с хитозаном навеску комплекса ресуспендиро-
вали в дистиллированной воде или в цитрат-фосфатном буфере. Суспензию инкубировали при 
комнатной температуре, отбирая аликвоты через определенные промежутки времени. Степень 
элюции оценивали путем спектрофотометрического (λ = 259 нм) определения его концентрации 
в супернатанте после осаждения частиц комплекса.

Для анализа антибактериальной активности комплексов хитозана с цикло-диАМФ приме-
няли методику, описанную в работе [16]. Тестовая культура Escherichia coli БИМ В-1033 была 
предоставлена Белорусской коллекцией непатогенных микроорганизмов Института микробио-
логии НАН Беларуси.  

Приведенные в работе экспериментальные данные представляют собой доверительный ин-
тервал среднего арифметического для 95 %-ного уровня вероятности.

Результаты и их обсуждение. Комплексы хитозана с цикло-диАМФ получали методом ион-
ной сшивки между положительно заряженными молекулами биополимера (рК 6,5–6,7) [17] и от-
рицательно заряженными молекулами динуклеотида. Как известно, в этих условиях хитозан 
подвергается ионному гелеобразованию с формированием суспензии сферических частиц суб-
микронного размера [18]. Раствор цикло-диАМФ в дистиллированной воде приливали по кап- 
лям при перемешивании к раствору хитозана. При этом наблюдали помутнение раствора и по-
явление в нем опалесценции, что может указывать на образование в растворе наночастиц [19]. 

После центрифугирования реакционной смеси и спектрофотометрического определения ко-
личества несвязавшегося динуклеотида рассчитывали степень связывания его с хитозаном. По-
лу ченные результаты приведены на рис. 2, из которого следует, что в наших экспериментальных 
условиях порядка 60 % введенного в реакцию динуклеотида способно связываться с хитозаном. 

Рис. 2. Связывание цикло-диАМФ с хитозаном

Fig. 2. Binding of cyclo-diAMP to chitosan

В наших экспериментах емкость полученных комплексов в отношении цикло-диАМФ до-
стигала 800–860 мкг динуклеотида/мг комплекса (при соотношении масс хитозана и цикло- 
диАМФ 1 : 10).

Таким образом, авторами данной работы, по-видимому, впервые было экспериментально про-
демонстрировано связывание цикло-диАМФ с хитозаном с образованием комплексов.

Следует отметить, что полученные нами комплексы цикло-диАМФ с хитозаном обладают 
антибактериальной активностью, что неоднократно отмечалось ранее другими авторами для хи-
тозановых наночастиц [19].
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Для изучения возможности использования комплексов хитозан/цикло-диАМФ в качестве  
системы для доставки этого соединения в клетки-мишени нами проведен эксперимент по высво-
бождению динуклеотида из полученных частиц в разных условиях. На рис. 3 приведены кривые, 
отражающие зависимость степени высвобождения цикло-диАМФ из комплекса с хитозаном  
от времени инкубации в дистиллированной воде и цитрат-фосфатном буфере при различных 
значениях рН (7,4 и 4,5). Такие значения рН были выбраны в связи с тем, что рН крови имеет зна-
чение около 7,4 [20], а рН внутри лизосом находится в диапазоне значений от 4 до 5 [21].  
В качестве буферного компонента был выбран цитрат-фосфатный буфер, который обеспечивает 
показатель рН раствора в области исследуемых значений. 

Рис. 3. Элюция цикло-диАМФ из комплексов с хитозаном

Fig. 3. Elution of cyclo-diAMP from chitosan complexes

Как видно из рис. 3, в воду цикло-диАМФ из комплекса практически не элюируется, но в то 
же время в цитрат-фосфатный буфер (рН 7,4) элюция почти за сутки достигает 38 %. В условиях 
ацидоза (при рН 4,5) высвобождение цикло-диАМФ из комплексов достигает 49 % за 21 ч.

Отмеченный факт высвобождения цикло-диАМФ из его комплексов с хитозаном свидетель-
ствует о возможности использования полученных комплексов в качестве системы пролонгиро-
ванной доставки изученного динуклеотида в клетки-мишени.  

Заключение. Ранее нами предложено в качестве универсального противовирусного средства 
использовать индуктор эндогенного интерферона цикло-диАМФ. Преимущество этого индукто-
ра перед многочисленными известными соединениями, стимулирующими синтез интерферона, 
заключается в том, что цикло-диАМФ – это элемент эволюционно сформированного природно-
го механизма универсальной защиты организма позвоночных от многочисленных вирусных па-
тогенов.

К сожалению, молекула этого динуклеотида несет два отрицательных заряда, что должно за-
труднять его проникновение в вирус-инфицированные и злокачественные клетки, поверхность 
которых также заряжена отрицательно [22, 23]. В научной литературе указанную проблему ре-
шают посредством иммобилизации таких соединений на положительно заряженных носителях 
[24], в том числе хитозановой природы [25].

Полученные результаты свидетельствуют о возможности использования комплекса цикло-
диАМФ с хитозаном для пролонгированной доставки изученного динуклеотида в клетки-мишени.
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