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Selection of technological parameters for obtaining herbal 
medicines based on fl ower Calendula

Lukashou R. I., Gurina N. S.

Belarusian State Medical University, Minsk, Republic of Belarus

The technological parameters for obtaining tinctures from calendula flowers were selected: volume frac-
tion of ethanol — 70 %; the ratio of plant raw materials and extractant — 1 to 5; grinding degree — 1.2 mm; 
production method –bismaceration; holding time at a temperature not exceeding 10 °С for sedimentation of 
ballast substances — 2 days. Obtaining thick extracts should be carried out by distilling 67 % of the extractant; 
it is recommended to obtain dry extracts at 40 °С for 60 minutes from an extract layer 2 cm thick. When obtain-
ing tinctures, monovariants of preliminary processing of plant raw materials showed great efficiency, while 
obtaining extracts — combinations.
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Противотуберкулезная активность производных бензамида
и бензойной кислоты 

Сечко О. Г., Слабко И. Н., Царенков В. М.

Учреждение образования «Белорусский государственный медицинский университет»,
г. Минск, Республика Беларусь

Реферат. В результате экспериментов, посвященных изучению противотуберкулезной ак-
тивности десяти соединений, синтезированных в ИБОХ НАН Беларуси — семи производных 
бензамида и трех производных бензойной кислоты, — установлено, что производное бензами-



541

ФАРМАЦИЯ

да — 3-[4-(2-фторбензол)пиперазин-1-карбонил]-N-[3-(трифторметил)фенил]бензамид и про-
изводное бензойной кислоты — 4-{[(2-метил-5-нитрофенил)амино]метил} бензойная кислота 
в концентрации 200 мкг/мл полностью подавляют рост Mycobacterium  terrae 15755, причем в 
такой же концентрации, как и противотуберкулезное лекарственное средство первого ряда 
рифампицин в условиях эксперимента.

Ключевые слова: производные бензамида, производные бензойной кислоты, противоту-
беркулезная активность, минимальная ингибирующая концентрация.

Введение. Бензамид представляет собой амид бензойной кислоты (рисунок 1).
Производные бензамида имеют широкий спектр фармако-

логических эффектов — антимикробное, анальгезирующее, 
противосудорожное, противовоспалительное и противоопухо-
левое действие, оказывают воздействие на сердечно-сосудистую 
систему и т. д. [1]. Поэтому синтез и изучение фармакологиче-
ской активности новых производных бензамида является акту-
альным. 

Бензойная кислота — это ароматическая карбоновая кис-
лота (рисунок 2), которая встречается в тканях растений и жи-
вотных и может синтезироваться микроорганизмами. 

Производные бензойной кислоты также имеют ряд фар-
макологических эффектов — противогрибковый, антибак-
териальный и т. д. [2, 3]. Кроме того, активно исследуется по-
тенциальная противовирусная активность производных бен-
зойной кислоты с помощью in  silico подходов в отношении
SARS-CoV-2 — возбудителя заболевания COVID-19 [4].

Так, Е. Kalinichenko et al. синтезировали производные бен-
замида и бензойной кислоты в Институте биоорганической хи-
мии Национальной академии наук Беларуси (ИБОХ НАН Бе-
ларуси) и исследовали их противоопухолевую активность. Ряд 
производных продемонстрировали значительную активность в 
отношении клеток K562. Биологическая оценка показала, что 
большинство синтезированных производных бензамида и бензойной кислоты проявляют много-
целевой профиль и высокую ингибирующую активность в отношении киназ EGFR, KDR, PDGFRa, 
HER-4 и InsR. Результаты этого исследования имеют важное потенциальное применение при раз-
работке новых противоопухолевых препаратов [5].

В данной статье представлены результаты исследования противотуберкулезной активности про-
изводных бензамида и бензойной кислоты, которые были синтезированы в ИБОХ НАН Беларуси. 
Борьба с туберкулезом осуществляется на международном уровне и усложнена наличием приобре-
тенной устойчивости микобактерий [6]. Таким образом, с ростом значений показателей заболеваемо-
сти, распространенности и абсолютного числа больных с множественной лекарственной устойчиво-
стью (МЛУ) микобактерий туберкулеза возрастает потребность в новых соединениях, обладающих 
противотуберкулезной активностью.

Цель работы — исследование противотуберкулезной активности производных бензамида и бен-
зойной кислоты.

Материалы и методы. Исследование противотуберкулезной активности производных бензамида 
и бензойной кислоты проводили на штамме Mycobacterium terrae 15755 с использованием метода раз-
ведений в плотной питательной среде в чашках Петри. Данный штамм является непатогенным и ре-
комендован для использования в качестве модельного для определения противотуберкулезной актив-
ности [7]. Для оценки противотуберкулезной активности использовали визуальную оценку роста 
Mycobacterium terrae в плотной питательной среде в чашках Петри. Метод серийных разведений осно-
ван на создании последовательных разведений изучаемого вещества в питательной среде в порядке 
геометрической или арифметической прогрессии. В нашем эксперименте концентрация изучаемых 
соединений в ряду серийных разведений убывала в геометрической прогрессии с коэффициентом 2. 
Для этого был приготовлен исходный раствор изучаемого соединения в диметилсульфоксиде (ДМСО) 
с концентрацией 2000 мкг/мл, который затем добавляли в питательную среду Миддлбрука 7H9 с гли-
церином (Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol) для получения требуемых концентраций (200 и

Рисунок 1 – Структурная формула 
бензамида

Рисунок 2 – Структурная формула 
бензойной кислоты
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100 мкг/мл). Для получения концентрации 150 мкг/мл готовили исходный раствор изучаемого соеди-
нения в ДМСО с концентрацией 1500 мкг/мл. Затем культуру микобактерий высевали во все анали-
зируемые растворы. Кроме того, выполнялись два контрольных опыта. Первый контрольный опыт 
выполнялся для контроля влияния растворителя — для этого использовали ДМСО в таком же коли-
честве, как и в образцах с максимальной концентрацией анализируемого вещества (200 мкг/мл), ко-
торый добавляли в питательную среду Миддлбрука 7H9 с глицерином, затем культуру микобактерий 
высевали в анализируемый раствор. Второй контрольный опыт выполнялся для контроля роста куль-
туры, поэтому не содержал никаких добавок. Все образцы выдерживали в термостате при 37 °С в те-
чение трех недель.

Для оценки противотуберкулезной активности определяли минимальную ингибирующую кон-
центрацию (МИК) (мкг/мл), которая соответствует концентрации анализируемого вещества, при 
которой роста микобактерий в чашке Петри не наблюдалось. В параллельных экспериментах в каче-
стве эталонов использовали рифампицин, изониазид и этамбутол, которые обладают микобактери-
цидным действием и используются для лечения туберкулеза [8].

Результаты и их обсуждение. Результаты определения антимикобактериальных свойств десяти 
соединений, производных бензамида и бензойной кислоты представлены в таблице 1, где показан 
наблюдаемый рост Mycobacterium terrae 15755 при различных концентрациях изучаемых соедине-
ний — 100 мкг/мл и 200 мкг/мл, рост Mycobacterium terrae 15755 в присутствии рифампицина, изо-
ниазида, этамбутола и рост Mycobacterium  terrae 15755 в присутствии только растворителя
(ДМСО) – без добавления исследуемых соединений.

Таблица 1 — Антимикобактериальные свойства производных бензамида и бензойной кислоты

№ Химическое название соединения 100,0 мкг/мл 200,0 мкг/мл

1 4-{[(2-метил-5-нитрофенил)амино]метил}-N-(4-{[2-
(метилкарбамоил)пиридин-4-ил]окси}фенил) бензоат

+ + + + + + +

2 4-{[(4-{[2-(метилкарбамоил)пиридин-4-ил]окси}фенил)амино]
метил}-N-[3-(трифлюорометил)фенил]бензамид

+ + + + + +

3 Диэтил (4-(((4-((2-(метилкарбамоил)пиридин-4-ил)окси)фенил)
амино)метил)бензоил) глутамат

+ + + + + + +

4 N-(3-(4-метил-1H-имидазол-1-ил)-5-(трифлюорометил)фенил)-
4-(((4-(пиридин-2-ил)пиримидин-2-ил)амино)метил)бензамид

+ + + + + + + +

5 Диэтил (4-(((4-(пиридин-3-ил)пиримидин-2-ил)амино)метил)
бензоил)глутамат

+ + + + + + +

6 4-({[4-(пиридин-3-ил)пиримидин-2-ил]амино}метил)-N-[3-
(трифлюорометил)фенил]бензамид

+ + + + + + + +

7 4-((4-(2-флюоробензоил)пиперазин-1-ил)метил)бензойная кис-
лота

+ + + + + +

8 3-[4-(2-фторбензол)пиперазин-1-карбонил]-N-[3-(трифтор-
метил)-фенил]бензамид

+ + + + –

9 4-{[(2-метил-5-нитрофенил)амино]метил} бензойная кислота + + + + –
10 4-гидрокситилбензойная кислота + + + + + + + +
11 Рифампицин + –
12 Изониазид – –
13 Этамбутол – –
14 Контроль растворителя (ДМСО) – + + + +
15 Контроль культуры (M. terrae 15755) + + + +

Примечание. «+ + + +» — обильный рост, «+ + +» — сильный рост, «+ +» — слабый рост, «+» — незначитель-
ный рост, «–» — отсутствие роста. 

Все десять исследуемых соединений в концентрации 100 мкг/мл не подавляют рост микобак-
терий.

Соединение 1 — производное бензамида — 4-{[(2-метил-5-нитрофенил)амино] метил}-N-(4-
{[2-(метилкарбамоил)пиридин-4-ил]окси}фенил)бензоат в концентрации 200 мкг/мл подавляет 
рост микобактерий с обильного роста до сильного роста.
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Соединение 2 — производное бензамида — 4-{[(4-{[2-(метилкарбамоил)пиридин-4-ил]окси}фе-
нил)амино]метил}-N-[3-(трифлюорометил)фенил]бензамид в концентрации 200 мкг/мл подавляет 
рост микобактерий с обильного роста до слабого роста.

Соединение 3 — производное бензамида — диэтил (4-(((4-((2-(метилкарбамоил)пиридин-4-ил)
окси)фенил)амино)метил)бензоил)глутамат в концентрации 200 мкг/мл подавляет рост микобакте-
рий с обильного роста до сильного роста.

Соединение 4 — производное бензамида — N-(3-(4-метил-1H-имидазол-1-ил)-5-( трифлюоро-
метил)фенил)-4-(((4-(пиридин-2-ил)пиримидин-2-ил)амино)метил)бензамид в концентрации
200 мкг/мл не подавляет рост микобактерий.

Соединение 5 — производное бензамида — диэтил (4-(((4-(пиридин-3-ил)пиримидин-2-ил)ами-
но)метил)бензоил)глутамат в концентрации 200 мкг/мл подавляет рост микобактерий с обильного 
роста до сильного роста.

Соединение 6 — производное бензамида — 4-({[4-(пиридин-3-ил)пиримидин-2-ил]амино}
метил)-N-[3-(трифлюорометил)фенил]бензамид в концентрации 200 мкг/мл не подавляет рост ми-
кобактерий.

Соединение 7 — производное бензойной кислоты — 4-((4-(2-флюоробензоил)пиперазин-1-ил)
метил)бензойная кислота в концентрации 200 мкг/мл подавляет рост микобактерий с обильного ро-
ста до слабого роста.

Соединение 8 — производное бензамида — 3-[4-(2-фторбензол)пиперазин-1-карбонил]-N-
[3-(трифторметил)-фенил]бензамид в концентрации 200 мкг/мл полностью подавляет рост микобак-
терий (рисунок 3). 

Рисунок 3 — Рост микобактерий в присутствии соединения № 8 в концентрации 100 мкг/мл (слева)
и 200 мкг/мл (справа)

Соединение 9 — производное бензойной кислоты — 4-{[(2-метил-5-нитрофенил)амино]метил} 
бензойная кислота в концентрации 200 мкг/мл полностью подавляет рост микобактерий (рисунок 4).

Рисунок 4 — Рост микобактерий в присутствии соединения № 9 в концентрации 100 мкг/мл (справа)
и 200 мкг/мл (слева)
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Соединение 10 — производное бензойной кислоты — 4-гидрокситилбензойная кислота в кон-
центрации 200 мкг/мл не подавляет рост микобактерий.

Рифампицин, который используется в настоящее время для лечения туберкулеза и является пре-
паратом первого ряда, в концентрации 200 мкг/мл полностью подавляет рост микобактерий.

В ходе ранее проведенных исследований нами было установлено, что изониазид, который ис-
пользуется в настоящее время для лечения туберкулеза и является препаратом первого ряда, в кон-
центрациях 50 мкг/мл и 100 мкг/мл полностью подавляет рост микобактерий и этамбутол, который 
используется в настоящее время для лечения туберкулеза и является препаратом первого ряда, в кон-
центрациях 25 мкг/мл и 50 мкг/мл полностью подавляет рост микобактерий [9].

Таким образом среди изученных соединений наибольший интерес для дальнейшего изучения 
представляют соединение № 8, структурная формула которого представлена на рисунке 5, и соедине-
ние № 9, структурная формула которого представлена на рисунке 6. У обоих соединений МИК ока-
залась 200 мкг/мл — такая же как у рифампицина в условиях эксперимента, поэтому дальнейшие 
эксперименты были посвящены изучению противотуберкулезной активности этих двух соединений 
и были выполнены в нескольких повторностях.

Рисунок 5 — Структурная формула соединения № 8 - 3-[4-(2-фторбензол)пиперазин-1-карбонил]-N-
[3-(трифторметил)-фенил]бензамид

Рисунок 6 — Структурная формула соединения № 9 4-{[(2-метил-5-нитрофенил)амино]метил}
бензойная кислота

Результаты определения противотуберкулезной активности соединения № 8 и соединения
№ 9 представлены в таблице 2, где показан наблюдаемый рост Mycobacterium terrae 15755 в различных 
концентрациях изучаемых соединений — 100 мкг/мл, 150 мкг/мл и 200 мкг/мл.

Таблица 2 — Антимикобактериальные свойства соединений № 8 и № 9

Химическое название соединения 100,0 мкг/мл 150,0 мкг/мл 200,0 мкг/мл

3-[4-(2-фторбензол)пиперазин-1-карбонил]-
N-[3-(трифторметил)-фенил]бензамид (сое-
динение № 8)

+ + + + +++ –
++ –
++ +++ –
+ ++ –

+ + + –
4-{[(2-метил-5-нитрофенил)амино]метил} 
бензойная кислота
(соединение № 9)

+ + + + + + + –
++ + + + –

+ + + + + + +

Примечание. «+ + + +» — обильный рост, «+ + +» — сильный рост, «+ +» — слабый рост, «+» — незначитель-
ный рост, «–» — отсутствие роста. 
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Соединение № 8 в концентрации 200 мкг/мл полностью подавляет рост микобактерий во всех 
пяти экспериментах. 

Соединение № 9 в концентрации 200 мкг/мл полностью подавляет рост микобактерий в двух 
экспериментах из трех, в одном эксперименте наблюдается незначительный рост микобактерий.

Заключение. В результате экспериментов, посвященных изучению противотуберкулезной актив-
ности десяти соединений, синтезированных в ИБОХ НАН Беларуси — семи производных бензамида 
и трех производных бензойной кислоты, установлено, что одно производное бензамида — 3-[4-(2-
фторбензол)пиперазин-1-карбонил]-N-[3-(трифторметил)фенил]бензамид (соединение № 8) и одно 
производное бензойной кислоты — 4-{[(2-метил-5-нитрофенил)амино]метил} бензойная кислота 
(соединение № 9) в концентрации 200 мкг/мл полностью подавляют рост Mycobacterium terrae 15755, 
причем в такой же концентрации, как и противотуберкулезное лекарственное средство первого ряда 
рифампицин в условиях эксперимента. Полученные результаты были подтверждены серией экспери-
ментов, выполненных в нескольких повторностях: соединение № 8 во всех пяти экспериментах в 
концентрации 200 мкг/мл подавляет рост микобактерий, соединение № 9 в двух экспериментах из 
трех полностью подавляет рост микобактерий, в одном эксперименте наблюдается незначительный 
рост микобактерий.
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Antituberculosis activity of benzamide derivatives
and benzoic acid derivatives

Sechko O. G., Slabko I. N., Tsarenkov V. M.

Belarusian State Medical University, Minsk, Republic of Belarus

As a result of experiments devoted to the study of the anti-tuberculosis activity of ten compounds synthe-
sized at the Institute of Bioorganic Chemistry of the National Academy of Sciences of Belarus — seven de-
rivatives of benzamide and three derivatives of benzoic acid, it was found that the benzamide derivative — 3-[4-
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(2-fluorobenzoyl)piperazin-1-carbonyl]-N-[3- (trifluoromethyl)-phenyl]benzamide and a benzoic acid de-
rivative — 4-{[(2-methyl-5-nitrophenyl)amino]methyl}benzoic acid in the concentration 200 µg/ml 
completely inhibit the growth of Mycobacterium terrae 15755, accordingly minimum inhibitory concentration 
is the same as concentration of the first-line anti-tuberculosis drug rifampicin in experimental conditions — 
200 µg/ml.

Keywords: derivatives of benzamide, derivatives of benzoic acid, anti-tuberculosis activity, minimum 
inhibitory concentration.
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Токсическое действие лекарственных средств
на культуры клеток в исследованиях in vitro

Павлов К. И., Арабей С. В., Кундельская Л. М., Курклинская Г. А., Наборовская А. М., 
Хватова Л. А., Метелица Т. Г., Чегодаева Е. В., Гиндюк А. В.

Учреждение образования «Белорусский государственный медицинский университет»,
г. Минск, Республика Беларусь

Реферат. В ходе исследования выполнены серии экспериментов по оценке токсических 
эффектов, возникающих вследствие воздействия лекарственных средств и химических ве-
ществ — референсных токсикантов на культуры клеток иммортализованных кератиноцитов 
HaCaT, фибробластов человека, мезенхимальных стволовых клеток мыши и мононуклеарных 
лейкоцитов крысы. Исследуемые лекарственные средства являлись представителями разных 
групп с различным механизмом действия (антибактериальные, противовирусные, противоопу-
холевые, противовоспалительные, анальгетики, иммунобиологические препараты, сердечные 
гликозиды). Установлена высокая информативность одновременного использования комби-
нации флуоресцентных красителей (акридиновый желтый, DAPI, Actin red) для обнаружения 
основных цитотоксических эффектов. 

Ключевые слова: in  vitro-токсикология, мононуклеарные лейкоциты, кератиноциты 
HaCaT, фибробласты, лекарственные средства.

Введение. Использование альтернатив испытаниям на животных приобретает все большее зна-
чение при оценке безопасности химических веществ. В настоящее для этих целей используются 
различные клеточные модели, такие как линии клеток человека (например, HepG2, HepaRG), све-
жевыделенные гепатоциты, совместные культуры, трехмерные модели и модели ткани и органа на 
чипе [1].

Традиционные лабораторные исследования на животных постепенно рассматриваются как не-
подходящий подход для оценки токсичности из-за того, что данные исследования являются дорого-
стоящими, трудоемкими и считаются неэтичными. На основе этих соображений развиваются новые 
технологии, в которых анализы in vitro играют важную роль в характеристике токсичности химических 
веществ [2].

Оценка воздействия химических веществ включает в себя качественное описание токсических 
свойств, а также количественную оценку воздействия и токсической реакции. Токсикокинетическая 
оценка помогает связать концентрацию/дозу химического вещества с наблюдаемым эффектом ток-
сичности и понять механизм действия химического вещества и/или его метаболитов. Понимание 
токсикокинетических процессов, которые приводят к образованию или распределению активного 
химического соединения в целевой ткани, необходимо для оценки дозы в токсикологическом целевом 
участке [3].


