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Работа посвящена синтезу новых управляемых светом блокаторов потенциал-зависимых натриевых
Nav-каналов на основе азобензола и изучению их местноанестетических и антиаритмических
свойств. Действие этеркаина и двух его новых производных на нативные Nav-каналы изучено in vitro
с помощью метода пэтч-кламп на изолированных возбудимых клетках (нейронах и кардиомиоци-
тах) крыс, а также оценена их местная анестетическая активность на роговице глаза кролика in vivo.
Выполнены исследования влияния полученных соединений на проводимость волн возбуждения в
культурах кардиомиоцитов с использованием метода оптического картирования. Эффективная за-
висимая от света биологическая активность этеркаина и его производных позволяет рассматривать
полученные соединения как потенциальные инструменты для управляемой светом местной анесте-
зии, а также для неинвазивной абляции очагов аритмии в сердце в кардиологии.

Ключевые слова: фотофармакология, блокаторы Nav-каналов, азобензолы, местные анестетики,
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Блокаторы потенциал-зависимых натриевых
(Nav) каналов широко используются в медицине
в качестве местных анестетиков и антиаритмиков
[1–5]. К препаратам данного класса относятся
лидокаин, прокаинамид, артикаин, бупивакаин и

др. Несмотря на повсеместное использование,
указанные лекарственные средства обладают ря-
дом побочных эффектов, в том числе системной
токсичностью, обусловленной неселективным
действием на различные изоформы Nav-каналов,
а также на другие молекулярные мишени [4–7].
Среди подходов к созданию более безопасных
местных анестетиков и антиаритмиков можно
выделить использование наноструктурирован-

Сокращения: ЯМР – ядерный магнитный резонанс,
ДМСО-d6 – дейтерированный диметилсульфоксид, УФ –
ультрафиолетовый.
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ных средств доставки, использование проле-
карств, а также создание агентов, биологическая
активность которых может регулироваться под
внешним воздействием, в том числе светом [8–
12]. Последний подход получил название фото-
фармакологии [10, 11, 13].

Управляемые светом блокаторы Nav-каналов
нашли свое применение в качестве инструментов
в различных фундаментальных исследованиях, в
особенности в нейробиологии. Основными воз-
можными областями применения управляемых
светом блокаторов Nav-каналов в медицине явля-
ется разработка на их основе новых управляемых
светом местных анестетиков, а также антиарит-
миков. Использование подобных анестетиков
позволяет ограничить область действия анесте-
зии и снизить количество системных побочных
эффектов [14–16]. В свою очередь, управляемые
светом антиаритмики могут использоваться для
интраоперационного определения участков, под-
лежащих модулированию с помощью процедуры
абляции. Такой подход может позволить увели-
чить эффективность лечения аритмий и миними-
зировать количество необходимых инвазивных
процедур [17–19].

К известным управляемым светом блокаторам
Nav-каналов относятся производные азобензола:
QAQ и его производные [20–22], azoTAB и фото-
каин [17, 18, 23], а также c-ТАБ на основе стильбе-
на [19]. АzoTAB в исследованиях in vitro проявлял
высокую цитотоксичность, что послужило пово-
дом для создания его более безопасного аналога
на основе стильбена – c-TAB, который, однако,
блокировал проводимость в обеих (цис- и транс-)
формах, таким образом, не обеспечивая необхо-
димого управления светом [19]. В свою очередь,
молекула QAQ неспособна проникать через мем-
браны клеток, что ограничивает возможность ее
клинического применения [14, 17, 19, 20]. Таким
образом, создание новых блокаторов Nav-кана-
лов на основе азобензола является весьма акту-
альной задачей.

Целью данной работы было получение новых
блокаторов Nav-каналов на основе азобензола и
исследование их местноанестетических и антиа-
ритмических свойств с использованием моделей
in vitro и in vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Все использованные растворители были под-

готовлены и очищены по стандартным методи-
кам. Для колоночной хроматографии был ис-
пользован силикагель 40/60 (Merck, Германия).
Аналитическую тонкослойную хроматографию
проводили на алюминиевых пластинах с силика-
гелем Kieselgel 60 F245 (Merck, Германия). Спек-
тры ядерного магнитного резонанса (ЯМР) заре-

гистрированы на спектрометре DPX300 (Bruker,
США) в CDCl3, ДМСО-d6 (дейтерированном ди-
метилсульфоксиде). Для калибровки использова-
ли сигналы остаточных растворителей.

Исследования проводили с использованием
самок и самцов крыс линии Wistar возрастом 3–4
суток (для исследований с использованием кар-
диомиоцитов) и 13–19 суток (для исследований с
использованием нейронов головного мозга). В
качестве анестезиометра использовали самостоя-
тельно собранный прибор с фиксированной дли-
ной нейлоновой лески (l = 1.0 см, d = 0.125 мм),
сходный по конструкции с анестезиометром фи-
ламентного типа Cochet-Bonnet.

Химический синтез. Получение 4-(хлорацетами-
до)-азобензола (соединения 3). Триэтиламин
(0.565 г, 0.58 ммоль) добавили к раствору 4-ами-
ноазобензола (соединение 2) (1.000 г, 5.07 ммоль)
в 15 мл дихлорметана, смесь охладили до 0–5°С и
добавили хлорацетилхлорид (0.625 г, 0.58 ммоль).
Реакционную смесь перемешивали 24 ч при ком-
натной температуре и после завершения реакции
(контролировали с помощью тонкослойной хро-
матографии) экстрагировали этилацетатом
(3×30 мл) из воды (100 мл). Органические слои
объединили, промыли насыщенным раствором
NaCl и осушили Na2SO4 (безв.). Растворитель
был удален при пониженном давлении. Продукт
использовали в следующей стадии без дополни-
тельной очистки. Соединение 3 (в виде светло-
коричневых кристаллов) было получено с выхо-
дом 97%. Rf (SiO2, гексан/этилацетат = 1:1) = 0.75.
Спектр 1H-ЯМР соединения 3 (Приложение,
рис. S3) (300 МГц, CDCl3) δ, м.д.: 8.41 (s, 1H,
1×NH), 7.98–7.89 (m, 4H, 4×CH), 7.74 (m, 2H,
2×CH), 7.54–7.47 (m, 3H, 3×CH), 4.23 (s, 2H,
1×CH2). Спектр 13С-ЯМР соединения 3 (Прило-
жение, рис. S4) (75 МГц, CDCl3) δ, м.д.: 164.0,
152.8, 149.8, 139.2, 131.1, 129.2, 124.1, 122.9,
120.3, 43.0. МS (ESI−) (Приложение, рис. S5) m/z:
[M–H]–, рассчитано 272.06, найдено 272.10.

Получение 4-((N-морфолино)ацетамидо)-азо-
бензола (соединения 4а). К раствору соединения 3
(0.200 г, 1.01 ммоль) в ацетонитриле (4 мл) доба-
вили морфолин (0.097 г, 1.11 ммоль). Через 5 мин
к смеси добавили K2CO3 (0.420 г, 3.04 ммоль) и KI
(0.168 г, 1.01 ммоль). Смесь перемешивали 4 ч при
кипячении. После завершения реакции (контро-
лировали с помощью тонкослойной хроматогра-
фии) растворитель был удален при пониженном
давлении, после чего смесь экстрагировали этил-
ацетатом (3×30 мл) из воды (100 мл). Органиче-
ские слои объединили, промыли насыщенным
раствором NaCl и осушили Na2SO4 (безв.). Рас-
творитель был удален при пониженном давлении.
Продукт был очищен колоночной хроматографи-
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ей (SiO2, этилацетат). Итоговый выход соедине-
ния 4a (в виде оранжевых аморфных кристаллов)
составил 45 %. Rf (SiO2, этилацетат) = 0.55.
Спектр 1H-ЯМР соединения 4a (Приложение,
рис. S6) (300 МГц, ДМСО-d6) δ, м.д.: 10.10 (s, 1H,
–NH), 7.87–7.82 (m, 6H, 6×CH), 7.58-7.50 (m, 3H,
3×CH), 3.62 (t, 4H, 2×CH2), 3.16 (s, 2H, 1×CH2),
2.48–2.49 (m, 4H, 2×CH2). Спектр 13С-ЯМР со-
единения 4 (Приложение, рис. S7) (75 МГц,
ДМСО-d6) δ, м.д.: 168.6, 152.0, 147.6, 141.7, 131.0,
129.3, 123.5, 122.3, 119.6, 66.0, 62.0, 53.1. МС (ESI+)
(Приложение, рис. S8) m/z: [M + Н]+, рассчитано
325.17, найдено 325.10.

Получение гидрохлорида 4-((N-морфолино)аце-
тамидо)-азобензола (соединения 4). К раствору со-
единения 4a (0.050 г, 0.15 ммоль) в 6.0 мл Et2O,
охлажденному до 0°С, добавили 0.2 мл 1.25 M рас-
твора HCl/Et2O. Реакционную массу перемеши-
вали 30 мин при 0°С, после чего продукт скон-
центрировали при пониженном давлении. Со-
единение 4 (в виде светло-желтых кристаллов)
было получено с количественным выходом. МС
(ESI+) (Приложение, рис. S9) m/z: [M + Н]+, рас-
считано 325.17, найдено 325.30.

Получение 4’-гидроксиазобензол-4-карбоновой
кислоты (соединения 6). К раствору соединения 5
(5.00 г, 36.46 ммоль) в 6 мл воды добавили кон-
центрированный водный раствор HCl (36.6%,
5 мл). Полученную смесь перемешивали при 0–
5°C в течение 15 мин. Затем при 0–5°C добавили
раствор NaNO2 (2.52 г, 36.46 ммоль) в воде (6 мл)
по каплям в течение 10 мин, после чего смесь пе-
ремешивали 30 мин при охлаждении. Затем рас-
твор фенола (3.34 г, 36.46 ммоль) в NaOH (16%,
4.7 М, 15 мл) добавили к раствору соли диазония
по каплям в течение 10 мин. Реакционную смесь
перемешивали 1 ч при 0–5°C, после чего pH рас-
твора был доведен до 4.0. Выпавший осадок был
отфильтрован, высушен и очищен при помощи
перекристаллизации в этаноле. Выход соедине-
ния 6 (в виде темно-красных кристаллов) соста-
вил 48% (4.20 г). Rf (SiO2, ЭА + CH3COOH) = 0.75.
Спектр 1H-ЯМР соединения 6 (Приложение,
рис. S10) (300 МГц, ДМСО-d6) δ, м.д.: 8.08 (d, 2H,
J = 8.6 Гц, 2×CH), 7.77 (m, 4H, 4×CH), 7.00 (d, 2H,
J = 8.9 Гц, 2×CH). Спектр 13C-ЯМР соединения 6
(Приложение, рис. S11) (75 МГц, ДМСО-d6) δ,
м.д.: 169.50, 162.58, 152.68, 144.77, 140.92, 129.97,
124.80, 121.05, 116.27. MС (ESI+) m/z: [M +
2Na +H]+, рассчитано для (C13H9N2O3Na2)+

287.03, найдено 287.00.
Получение 2-(N-морфолино)-этил 4’-(2-(N-мор-

фолино)-этокси)-азобензол-4-карбоксилата (со-
единения 7). К раствору соединения 6 (700 мг,

2.89 ммоль) в N,N-диметилформамиде (15 мл) до-
бавили K2CO3 (1599 мг, 11.57 ммоль) при переме-
шивании. Полученную смесь перемешивали при
комнатной температуре в течение 20 минут. В
смесь добавили гидрохлорид N-(2-хлорэтил)-
морфолина (1075 мг, 5.78 ммоль) и KI (480 мг,
2.89 ммоль), после перемешивали при кипячении
6 часов, а затем экстрагировали (вода/этилаце-
тат). Органический слой был промыт насыщен-
ным раствором NaCl и осушен с помощью
Na2SO4 (безв.). Растворитель был удален при по-
ниженном давлении. Продукт очищали с помо-
щью колоночной хроматографии (SiO2, дихлор-
метан/метанол = 10:1), выход соединения 7 ( в ви-
де оранжевых кристаллов) составил 77% (112 мг).
Rf (SiO2, дихлорметан/метанол = 10:1) = 0.58.
Спектр 1H-ЯМР соединения 7 (Приложение,
рис. S12) (300 МГц, хлороформ-d) δ, м.д.: 8.14 (d,
2H, J = 8.8 Гц, 2×CH), 7.91 (m, 4H, 4×CH), 7.01 (d,
2H, J = 9.1 Гц, 2×CH), 4.7 (t, 2H, J = 5.9 Гц, CH2),
4.19 (t, 2H, J = 5.7 Гц, CH2), 3.72 (m, 8H, 4×CH2),
2.80 (m, 4H, 2×CH2), 2.57 (m, 8H, 4×CH2). Спектр
13С-ЯМР соединения 7 (Приложение, рис. S13)
(75 МГц, хлороформ-d) δ, м.д.: 166.03, 161.91,
155.48, 147.18, 131.36, 130.67, 125.27, 122.47, 115.00,
67.06, 67.00, 66.36, 62.64, 57.59, 57.21, 54.21, 53.97.
MС (ESI+) (Приложение, рис. S14) m/z: [M + H]+,
рассчитано для (C25H33N4O5)+ 469.24, найдено
469.40. 

Получение 4’-(2-(N-морфолино)-этокси)-азо-
бензол-4-карбоновой кислоты (соединения 8). К
раствору соединения 7 (500 мг, 1.1 ммоль) в смеси
растворителей диметилсульфоксид/вода = 6:1
(10 мл) был добавлен KOH (0.500 г, 8.9 ммоль).
Реакционную смесь перемешивали 4 ч при 90–
100°C, после чего экстрагировали (вода/этилаце-
тат с добавлением соляной кислоты). Органиче-
ский слой был осушен с помощью Na2SO4 (безв.).
Растворитель был удален при пониженном давле-
нии. Выход соединения 8 ( в виде оранжевых кри-
сталлов) составил 62% (234 мг). Rf (SiO2, дихлор-
метан/метанол = 7:1) = 0.70. Спектр 1H-ЯМР со-
единения 8 (Приложение, рис. S15) (300 МГц,
ДМСО-d6) δ, м.д.: 8.11 (d, 2H, J = 8.9 Гц, 2×CH),
7.90 (m, 4H, 4×CH), 7.15 (d, 2H, J = 9.1 Гц, 2×CH),
4.21 (t, 2H, J = 5.7 Гц, CH2), 3.58 (m, 4H, 2×CH2),
2.73 (t, 2H, J = 5.7 Гц, CH2), 2.49 (m, 4H, 2×CH2).
Спектр 13С-ЯМР соединения 8 (Приложение,
рис. S16) (75 МГц, ДМСО-d6) δ, м.д.: 166.75,
161.80, 154.41, 146.20, 132.31, 130.52, 124.93, 122.16,
115.23, 66.13, 65.89, 56.83, 53.55. MС (ESI+) (При-
ложение, рис. S17) m/z: [M + H]+, рассчитано для
(C19H22N3O4)+ 356.16, найдено 356.30. 
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Биологические исследования. Выделение пира-
мидных нейронов гиппокампа крыс и проведение ис-
следований методом пэтч-кламп на нейронах. По-
сле анестезии севофлуораном животных декапи-
тировали. Мозг извлекали и помещали в
холодный раствор (2–4°С) следующего состава (в
мM): NaCl – 124, KCl – 5, CaCl2 – 1.3, MgCl2 – 2,
NaHCO3 – 26, NaH2PO4 – 1.24, D-глюкоза – 10,
pH 7.4, при аэрации карбогеном (95% O2 + 5%
CO2). С помощью вибратома приготавливали по-
перечные срезы гиппокампа. 

Пирамидные нейроны зоны CA1 изолировали
методом вибродиссоциации. Токи, опосредован-
ные активацией Nav-каналов, регистрировали с
помощью пэтч-кламп-усилителя EPC-10 (HEKA
Elektronik, Германия). Мембранные потенциалы
клетки фиксировали на уровне –100 мВ. Для ак-
тивации каналов использовали короткую (30 мс)
деполяризирующую ступеньку до уровня –20мВ.
Периодичность стимуляции 10 с.

Состав внеклеточного раствора (в мM): NaCl –
143, KCl – 5, CaCl2 – 2.5, D-глюкоза – 10, ТЕA-
Cl – 10, 4-AP – 4, CdCl2 – 0.1, HEPES – 10, pH 7.4
(с помощью HCl), t = 22–24°C. Пэтч-пипетки из-
готавливали из боросиликатного стекла (WPI).
Состав раствора для заполнения пипеток (в мM):
CsF – 100, CsCl – 40, NaCl – 5, CaCl2 – 0.5,
ЭГТА – 5, HEPES – 10, pH 7.2 (с помощью
CsOH), t = 22–24°C. Вещества добавляли во вне-
клеточный раствор и подавали локально на клет-
ку с помощью системы быстрой перфузии RSC-
200 (BioLogic, Франция). В качестве источника
монохроматического света использовали свето-
диоды (Mightex, Канада), которые с помощью
световода подключали к инвертированному мик-
роскопу Ti-2 (Nikon, Япония). Свет фокусирова-
ли в области тела нейрона с помощью объектива
40×. Эффекты веществ оценивали по соотноше-
нию Idrug/Icontrol, где Icontrol и Idrug – токи в кон-
троле и в присутствии вещества соответственно.
Данные представлены как среднее ± стандартное
отклонение и получены как минимум из 5 экспе-
риментов. Данные анализировали с помощью
программы Origin 9.1 (OriginLab Corp, США).

Выделение клеточной культуры кардиомиоци-
тов. Был использован протокол двухдневной
изоляции, базирующийся на существующем про-
токоле Worthington-Biochem. В первый день серд-
ца извлекали из крысят (Rattus norvegicus, порода
Wistar) в возрасте 2–4 суток и немедленно поме-
щали в сбалансированный раствор Хэнкса, не со-
держащий ионов Ca2+ и Mg2+ (Cat. N 14180046,
Gibco, США), на льду. Выделяли только ткань
желудочков, отсекали около 50–60% исходной
массы сердца, которая включала синоатриальный
узел, предсердия и атриовентрикулярный узел.
Выделенные желудочки измельчали на мелкие

кусочки и оставляли на 16 ч при температуре 4°С
в растворе трипсина. На второй день клетки по-
мещали в раствор коллагеназы (2/25 мкг/мл, Cat.
N 17101015, Gibco, США) и перемешивали в тече-
ние часа при 37°С. Суспензию клеток помещали в
матрас Т75 на 1 ч для предварительного посева и
отделения фибробластов от культуры кардиомио-
цитов. Затем клетки подсчитывали с помощью
трипанового синего (Cat. N 15250061, Gibco,
США) и концентрацию клеток доводили до
106 кл./мл. Выделенные клетки из суспензии (со-
держащей ~70–80% кардиомиоцитов) высевали
на покровные стекла, покрытые фибронектином
(0.16 мг/мл, Cat. N 33016015, Gibco, США) в кон-
центрации около 2.5·105 кл./см2 в случае выращи-
вания монослоя клеток и в концентрации около
5·104 кл./см2 в случае одиночных изолированных
кардиомиоцитов для работы по методу «пэтч-
кламп». Образцы культивировали в культураль-
ной среде DMEM с 10% фетальной бычьей сыво-
ротки в течение первых 24 ч, затем среду меняли
на DMEM с 5% фетальной бычьей сыворотки.
После 3–5 суток культивирования монослои ис-
следовали с помощью метода оптического карти-
рования.

Проведение исследований методом «пэтч-
кламп» на кардиомиоцитах. Токи потенциалза-
висимых ионных каналов изолированных кар-
диомиоцитов регистрировали электрофизио-
логическим методом «пэтч-кламп» в конфигура-
ции «перфорированная целая клетка». Амфо-
терицин Б (Sigma Aldrich, США) использовали в
качестве перфорирующего агента в концентра-
ции 0.24 мг/мл.

Образцы с одиночными изолированными
клетками помещали в камеру с внеклеточным
раствором. Внеклеточный раствор для записи то-
ков быстрых натриевых каналов INa содержал
20 мМ NaCl, 1.8 мМ CaCl2, 1 мМ MgCl2, 120 мМ
CsCl, 0.002 мМ низолдипина, 10 мМ глюкозы,
10 мМ HEPES, рН 7.4 (CsOH). Пипетку заполня-
ли внутриклеточным раствором, содержащим
135 мМ CsCl, 10 мМ NaCl, 2 мМ CaCl2, 5 мМ
ЭГТА, 10 мМ HEPES, 5 мМ MgATP, рН 7.2
(CsОН). 

Для экспериментов на одиночных клетках ис-
пользовали установку «пэтч-кламп», которая со-
стояла из следующих основных компонентов:
цифровой преобразователь Digidata 1440A (Axon
Instruments, Inc., США), усилитель Axopatch 200B
(Axon Instruments, Inc., США), микроманипуля-
тор MP-285 (Sutter Instrument, США), инвертиро-
ванный микроскоп IX71 (Olympus, Япония), шу-
моподавитель HumBug (A-M-Systems, США), ан-
тивибрационная платформа AVTT75 (DeltaPix,
Дания). Температуру внеклеточного раствора
поддерживали в камере с помощью автоматиче-
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ского регулятора температуры TC-324C (Warner
Instruments, США). Для изготовления пипеток
был использован пуллер микропипеток P-97 (Sut-
ter Instrument, США), заготовки из боросиликат-
ного стекла BF150-86-10 (Sutter Instrument,
США), микрокузница Narishige MF-900 (Tritech
Research, Inc., США)). Из боросиликатных заго-
товок вытягивали пипетки на пуллере с сопро-
тивлением в среднем 3 МОм. Пипетку заполняли
внутриклеточным раствором с амфотерицином Б
(Sigma Aldrich, США) в качестве перфорирующе-
го агента в концентрации 0.24 мг/мл. С помощью
настроек усилителя емкостные компоненты были
скомпенсированы. Окончание перфорации мем-
браны определяли по изменению емкостных то-
ков, приблизительное время перфорации амфо-
терицином Б составило около 5 мин. 

Протокол стимуляции Ramp для записи токов
потенциалзависимых быстрых натриевых кана-
лов INav имел вид линейного увеличения потен-
циала от –120 до +50 мВ длительностью 200 мс.
Сначала INav с помощью данного протокола реги-
стрировался в контроле. Затем медленно (для
предотвращения разрыва контакта между пипет-
кой и клеткой) заменяли внеклеточный раствор в
камере на внеклеточный раствор с исследуемым
производным азобензола в транс-форме, приго-
товленный заранее. Затем после инкубации клет-
ки в растворе с веществом в течение как минимум
трех минут снова записывали INav. Таким обра-
зом, были записаны токи INa в контроле и под
действием транс-формы определенного произ-
водного азобензола на одной и той же клетке. Все
эксперименты по регистрации токов под дей-
ствием производных азобензолов (включая ста-
дии добавления раствора с исследуемым веще-
ством, инкубацией клетки и записи тока после
воздействия вещества) проводили в темноте, что-
бы избежать изменения конфигурации исследуе-
мого вещества. 

Емкость мембраны, измеренная с помощью
программного обеспечения pCLAMP10.2, варьи-
ровала от 20 до 35 пФ. Все эксперименты прово-
дили при комнатной температуре (22–24°C).
Анализ и обработку данных проводили с исполь-
зованием программ Clampfit 10.2 (Molecular De-
vices, США) и OriginPro 8.1 (OriginLab Corp.,
США). 

Оптическое картирование на кардиомиоцитах.
Для мониторинга активности и регистрации кар-
тины возбуждения 3–5-суточные монослои нео-
натальных кардиомиоцитов крысы загружали
Са2+-чувствительным индикатором Fluo-4-AM
(Cat. No F14201, Molecular Probes, США) на 30−
45 мин. После окрашивания среду заменяли рас-
твором Тироде (Cat. No T2145-10L, Sigma-Aldrich
Co., США), подогретого до температуры 37°C,

pH 7.4. Перед ультрафиолетовой (УФ) фотосен-
сибилизацией монослоев в среду добавляли соот-
ветствующие исследуемые вещества. Оптическое
картирование культуры неонатальных крысиных
желудочковых кардиомиоцитов проводили после
визуального контроля на световом микроскопе
для обнаружения сформировавшегося конфлю-
энтного монослоя клеток со спонтанной сокра-
тительной активностью. Образец помещали на
нагревательную пластину Thermoplate для под-
держания физиологической температуры (37°C) в
течение всего эксперимента. Для стандартизации
условий эксперимента культуре подавали стиму-
ляцию генератором импульсов посредством пла-
тинового электрода. Параметры импульса: дли-
тельность – 20 мс, амплитуда – 8 В, период между
импульсами – 800 мс (1.25 Гц). Были проведены
исследования для различной длительности пери-
одов между импульсами – 400, 800 и 1000 мс. Для
итоговых результатов использовали период в
800 мс.

Для контроля картины проведения волн воз-
буждения под воздействием фотосенсибилизато-
ров установка по оптическому картированию бы-
ла дополнена ультрафиолетовым-светодиодом
(~365 нм, модель LC-L1V3, Хамамацу, Япония).
Свет в экспериментальную камеру подавали с по-
мощью светодиодной головки (L11921, Хамамацу,
Япония). Плотность мощности УФ-излучения
составляла ~170 мВт/см2 и измерялась с помо-
щью измерителя мощности лазера Nova II P/N
7Z01550 (Ophir Spiricon Europe GmgH, Германия)
на конце светодиодного головного устройства.
Вся схема установки для экспериментов пред-
ставлена в Приложении (рис. S1).

Ход эксперимента по регистрации волн воз-
буждения под воздействием фотосенсибилизиру-
ющих веществ:

1. Регистрация скорости проведения волны
возбуждения при спонтанной активности культу-
ры.

2. Регистрация скорости проведения волны
возбуждения при стимуляции с помощью элек-
тродов с соответствующими характеристиками
импульса.

3. Добавление 1 мкл исследуемого соединения
в концентрации 50 мкM в чашку Петри с образ-
цом.

4. Фиксация электрофизиологической актив-
ности спустя 5, 10, 30, 60, 90 и 120 мин с момента
добавления вещества до полной блокировки про-
ведения волны возбуждения по образцу. Таким
образом, удается исследовать уменьшение скоро-
сти проводимости культуры (степени блокировки
проведения волны возбуждения в образце). В не-
которых случаях добавляли дополнительное ко-
личество вещества около 1 мкл (до 100 мкM) ис-
следуемого соединения, если в течение 30–
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40 мин не произошла полная блокировка об-
разца. 

5. Облучение ультрафиолетовым светом
(365 нм) в течение от 10 до 40 с в зависимости от
вещества (подбор времени засветки осуществля-
ли индивидуально для каждого соединения на
пробных образцах) после полной блокировки ак-
тивности и стимуляция культуры электродами.

6. Исследование восстановления скорости
проведения волны возбуждения на культуре кар-
диомиоцитов под действием цис-формы вещества
после засветки УФ в течение 160 мин с момента
засветки при периодическом насыщении раство-
ра СO2. Регистрацию скорости проведения осу-
ществляли как для случая спонтанной активно-
сти, так и при стимуляции с помощью электро-
дов.

7. Замена раствора Тироде (отмывка) после
проведения исследований, регистрация спонтан-
ной активности образца и активности со стиму-
ляцией электродами. Отмывки повторяли 3 раза с
интервалом около 15 мин для исследования вос-
становления скорости проводимости культуры
после воздействия исследуемого соединения.

8. Очистка образца и фиксация с помощью
4%-го раствора параформальдегида для дальней-
ших исследований влияния вещества на структу-
ру клеток.

Регистрация скорости происходила при следу-
ющих параметрах: разрешение 512 × 512 пиксе-
лей, 130 кадров в секунду.

Первичные данные после эксперимента по оп-
тическому картированию представляли собой по-
следовательность черно-белых изображений,
снятых с заданной частотой и с заданным разре-
шением и образующих видеофрагмент. Далее
происходила их обработка с помощью програм-
мы ImageJ и ее плагинов (http://rsbweb.nih.
gov/ij/). При обработке удалялся шум и фоновая
засветка, настраивалась контрастность. В про-
грамме Wolfram Mathematica 8 результаты пред-
ставлялись в виде активационных карт. По видео-
ряду с помощью пространственно-временной
развертки можно определить скорость проведе-
ния фронта волны по ткани (Приложение,
рис. S2). Для этого на всех последовательных
изображениях выбирали фиксированное направ-
ление и строили зависимость значения яркости
для пикселя, принадлежащего этой линии, от но-
мера изображения. С помощью пространствен-
но-временной развертки строили карту, на кото-
рой по вертикали откладывали интенсивность
пикселей на выбранной прямой, а со сдвигом по
горизонтальной оси показывался тот же участок в
следующие моменты времени, как количество
кадров. Яркая полоса возбуждения отображает
фронт волны во времени. Скорость волны счита-
ли следующим образом: строили касательную к
полоске, которая иллюстрирует фронт волны, и

потом вычисляли тангенс получившегося угла
наклона α как отношение размера и времени в
единицах пикселей. 

Некоторые кадры из видеоряда, как проход од-
ной волны возбуждения по образцу, могут быть
выбраны и суммированы на одном изображении
в виде активационной карты: цветом обозначен
фронт волны в конкретный момент времени. Вся
тепловая шкала в данном случае будет обозначать
количество кадров, прошедшее с момента иници-
ации волны (обычно: от синего к красному).
Шкала в секундах или в кадрах приводится сов-
местно с изображением. 

Исследование местноанестетической активно-
сти на роговице глаза кролика по методу Ренье. В
исследовании использовали ненаркотизирован-
ных половозрелых кроликов-самцов породы Со-
ветская шиншилла массой 2–3 кг («КролИнфо»,
Орехово-Зуево, Московская обл., Россия). Жи-
вотных содержали в стандартных условиях (влаж-
ность 50–60%, температура 19–22°С). В помеще-
ниях для содержания животных поддерживали
12-часовой цикл освещения, каждое животное
содержалось в отдельной клетке). Животным был
предоставлен ad libitum доступ к стандартному
экструдированному комбикорму для кроликов
«ЧАРА» (ЗАО «Ассортимент Агро», Тураково,
Московская обл., Россия) и чистой питьевой во-
де, очистку которой проводили с использованием
блочно-модульной системы «7 ТЕХНОКОМ»
(ООО «7 ТЕХ», Москва, Россия). В качестве отри-
цательного контроля был выбран 4%-ный вод-
ный раствор Kolliphor® ELP, положительным
контролем служил 2%-ный раствор лидокаина
(Лидокаин, раствор для инъекций 2%, Борисов-
ский завод медицинских препаратов, Беларусь).
Для экспериментальных групп и для групп поло-
жительного контроля использовали по 4 живот-
ных (n = 8). Для групп отрицательного контроля
использовали по 2 животных (n = 4) ввиду пред-
полагаемого отсутствия эффекта и минимизации
количества животных в эксперименте. Животных
распределяли по группам случайным образом.
Перед экспериментом животных фиксировали,
оставляя голову свободной. Перед каждым экспе-
риментом у животных выстригали ресницы и
определяли базовый порог чувствительности ро-
говицы глаза к тактильному воздействию с помо-
щью анестезиометра.

Эксперименты с животными проводили в по-
мещении с полностью затемненными окнами, в
качестве освещения использовался источник све-
та мощностью 50 Вт с длиной волны 625 нм, лежа-
щей вне полос поглощения UV/Vis-спектра ис-
следуемого соединения, находящийся на макси-
мальном удалении от животного. В части
экспериментов дополнительно использовали об-
лучение светом с длиной волны 365 нм и выход-
ной мощностью 200 мВт. Перед началом экспе-
риментов со световым воздействием раствор ис-
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следуемых соединений предварительно в течение
5 мин облучали светом с длиной волны 365 нм. 

Определение чувствительности роговицы глаза
кролика с использованием метода поверхностной
анестезии (метод Ренье). Исследуемый раствор в
объеме 0.2 мл инстиллировали в каждый конъюк-
тивальный мешок. После этого определяли порог
чувствительности роговицы глаза к тактильному
воздействию. Первое определение проводили на
8-й минуте опыта и далее на 10, 12, 15, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55 и 60-й минутах (всего 13 значений).
Каждый раз отмечали минимальное число при-
косновений одинаковой силы и ритма, вызываю-
щее смыкание век (но не более 100). Индекс Ре-
нье рассчитывали как сумму 13 значений в тече-
ние 60 мин по формуле: 

где n – количество прикосновений до смыкания
век.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее нами был получен управляемый светом
местный анестетик этеркаина гидрохлорид (со-
единение 1, схема 1), показавший высокую эф-
фективность и полную обратимость биологиче-
ского эффекта на модели поверхностной анесте-
зии на роговице глаза кролика [13, 14].

Схема 1. Фотоизомеризация гидрохлорида этеркаина (соединение 1)

Этеркаин (соединение 1) имеет в своей струк-
туре линкер с атомом эфирного кислорода, одна-
ко большинство используемых в клинической
практике местных анестетиков обладает амид-

ным линкером. С целью установления влияния
природы линкера на биологическую активность
нами был получен амидный аналог этеркаина
(соединение 4, схема 2). 

Схема 2. Получение гидрохлорида 4-((N-морфолино)ацетамидо)-азобензола (соединение 4). Реагенты и 
условия: i) хлорацетилхлорид, триэтиламин, дихлорметан, 0−5°C, затем комн. темп.; ii) морфолин, K2CO3, 

KI, N,N-диметилформамид, кипячение; iii) 2M HCl/Et2O, Et2O, 0−5°C, 30 мин

=
=

13

1

Индекс Ренье ,  i
i

n
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Одним из недостатков этеркаина является его
ограниченная растворимость в воде, что приво-
дит к необходимости использования дополни-

тельных солюбилизаторов. С целью увеличения
водорастворимости было получено 4'-карбокси-
производное этеркаина (соединение 8, схема 3). 

Схема 3. Получение 4'-карбокси-производного этеркаина (соединение 8). Реагенты и условия: 
i) HCl, NaNO2, H2O, 0-5 °C, 30 мин; ii) фенол, NaOH, H2O, 0−5°C, 1 ч; iii) KI, K2CO3, диметилформамид, 

кипячение, 6 ч; iv) KOH, диметилсульфоксид:H2O = 6:1, 90-100°C, 4 ч

При алкилировании 4-гидрокси-4’-карбокси-
азобензола (соединение 6) наблюдалось образо-
вание смеси продуктов замещения по фенольно-
му и карбоксильному кислороду, а также образо-
вание ди-замещенного производного 7. Поэтому
селективное получение соединения 8 было реа-
лизовано за счет использования избытка алкили-
рующего агента с последующим гидролизом
сложноэфирной связи. Структуры всех промежу-
точных и конечных соединений были подтвер-

ждены методами 1Н- и 13С-ЯМР-спектроскопии,
а также хромато-масс-спектрометрии.

Спектры поглощения соединений 1, 4, 8 с пре-
обладанием транс- (в темноте) и цис-форм (при
облучении 365 нм) приведены на рисунках 1а и 1б
соответственно.

Исследование местноанестетических свойств
производных этеркаина in vivo. Местноанестетиче-
ский эффект полученных соединений был оце-
нен на модели роговицы глаза кролика по методу

Рис. 1. UV/Vis спектры поглощения соединений 1, 4 и 8 в диметилсульфоксиде: (а) – с преобладанием транс-формы
(в темноте), (б) – с преобладанием цис-формы (при облучении светом 365 нм).
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Ренье (рис. 2). Количественной оценкой является
индекс Ренье, где максимальное значение (1300)
свидетельствует о полной анестезии в течение
60 мин, а минимальное (13) – об отсутствии ане-
стезии. Отрицательным контролем служит
4%-ный мицеллярный раствор Kolliphor® ELP,
положительным – 2%-ный раствор лидокаина,
активность которого не зависит от облучения.
Этеркаин (соединение 1) и его производное 4 по-
казывают высокие значения индекса Ренье в тем-
ноте (644 ± 30 (n = 8) и 512 ± 56 (n = 8) соответ-
ственно), резко снижающиеся при облучении
УФ-светом (32 ± 16 (n = 8) и 33 ± 6 (n = 8) соответ-
ственно), в то время как для лидокаина отсутство-
вали различия в его значениях при облучении и
без него (451 ± 40 (n = 8) и 469 ± 37 (n = 8) соответ-
ственно). Для соединения 8 не удалось добиться
воспроизводимости значений индекса Ренье.

Производные 1 и 4 обладают значительным
местноанестетическим эффектом, зависимым от
облучения. Этеркаин с простым эфирным линке-

ром (1) обладает более выраженным местноане-
стетическим эффектом в E-форме, по сравнению
с его амидным аналогом (соединение 4) (p > 0.05,
непарный t-тест). Различия в местноанестетиче-
ском эффекте соединений 1 и 4 в Z-форме явля-
ются статистически не значимыми (p > 0.05, не-
парный t-тест). Соединение 8 проявляло волно-
образный эффект и практически не обладало
местноанестетическими свойствами ни в E-, ни в
Z-форме.

С целью уточнения механизма действия со-
единений 1 и 4 были проведены электрофизиоло-
гические исследования in vitro на изолированных
нейронах мозга крысы («пэтч-кламп»-регистра-
ция трансмембранных токов в режиме фиксации
потенциала, конфигурация «целая клетка»).
На рис. 3 приведены примеры токов через Nav-
каналы в пирамидных клетках гиппокампа, вы-
званные короткой ступенькой деполяризации
(от –100 мВ до +20 мВ). При экстраклеточной по-
даче веществ 1 и 4 амплитуда ответов уменьша-
лась, в концентрации 100 мкM оба вещества вы-

Рис. 2. Результаты исследования местноанестетической активности производных этеркаина по методу Ренье.

Рис. 3. Действие соединений 1 (а) и 4 (б) в концентрации 100 мкM на нейрональные Nav пирамидных клеток
гиппокампа (регистрация методом «пэтч-кламп» трансмембранных токов в режиме «целая клетка») в транс- (в
темноте) и цис- (при УФ-облучении) формах. Потенциал фиксации –100 мВ.
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зывали глубокое сопоставимое угнетение токов
(Idrug/Icontrol = 0.17 ± 0.07 (n = 6) и Idrug/Icontrol =
= 0.20 ± 0.04 (n = 5) соответственно, p > 0.05, не-
парный t-тест). При облучении монохроматиче-
ским светом ответ восстанавливался до контроль-
ного уровня. Действие соединений было концен-
трационно-зависимым, величины ИК50 в условиях
без освещения составляли 38.75 ± 1.16 мкM и
36.19 ± 1.15 мкM для соединений 1 и 4 соответ-
ственно. В концентрациях выше 100 мкM при об-
лучении препарата нарушалась стабильность
пэтч-кламп регистрации. По этой причине вели-
чины ИК50 при облучении светом определены не
были. 

Таким образом, соединения 1 и 4 являются ан-
тагонистами нейрональных Nav-каналов в усло-
виях без освещения в микромолярных концен-
трациях. Кроме того, соединения практически
полностью теряют активность при облучении
УФ-светом, что свидетельствует о фотопереклю-
чаемом действии на ионные каналы.

Исследование антиаритмических свойств произ-
водных этеркаина. Следующим этапом работы
было исследование антиаритмических свойств
соединений 1, 4 и 8. Для этого были проведены
пилотные серии экспериментов in vitro на крыси-
ных кардиомиоцитах с использованием метода
«пэтч-кламп» в конфигурации «целая клетка»
(рис. 4).

Для исследования токов INa под действием со-
единений 1, 4 и 8 применялся протокол стимуля-
ции Ramp, который представляет собой линейное
увеличение потенциала от –120 до +50 мВ дли-
тельностью 200 мс. Сначала регистрировали кон-
трольный INav с помощью указанного протокола,
а затем инкубировали клетку в растворе с веще-
ством в течение 3 мин, после чего снова записы-
вали INav.

Было изучено действие соединения 1 на работу
быстрых натриевых каналов в концентрации
10 мкM, при этом отсутствовало значительное
влияние этеркаина на амплитуду INav (рис. 4а). В
связи с этим в дальнейших экспериментах иссле-
дуемые соединения использовали в концентра-
ции 50 мкM.

После добавления соединения 1 в данной кон-
центрации амплитуда натриевого тока INa умень-
шилась на 70% (рис. 4б). В случае действия транс-
формы соединения 4 ток INa уменьшился на 50%
(рис. 4в). После добавления транс-формы соеди-
нения 8 (рис. 4г) наблюдалось уменьшение ам-
плитуды INa спустя 3 мин после добавления веще-
ства, однако вскоре амплитуда восстановилась
практически до контрольного значения.

Таким образом, были записаны токи INa в кон-
троле и под действием транс-формы производ-
ных 1, 4 и 8. Соединения 1 и 4 в концентрации
50 мкM значительно уменьшали амплитуду тока

Рис. 4. Быстрый натриевый ток INaV в неонатальных кардиомиоцитах желудочков крыс в контроле (черная кривая) и
под действием исследуемых веществ: (а) – соединение 1 (10 мкM, через 5 мин), (б) – соединение 1 (50 мкM, через
5 мин), (в) – соединение 4 (50 мкM, через 5 мин), (г) – соединение 8 (50 мкM, через 3 и 5 мин).
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INa, в то время как воздействие соединения 8 на
клетку оказалось нестабильным.

Изучение волн возбуждения в культуре ткани
при воздействии производных этеркаина. Для изу-
чения управляемых светом антиаритмических
свойств соединений 1, 4 и 8 были проведены ис-
следования методом оптического картирования
на монослое желудочковых кардиомиоцитов
крысы до и после воздействия ультрафиолетового
излучения (365 нм).

Было изучено влияние соединения 1 на образ-
цы проведение волны возбуждения в монослоях
крысиных кардиомиоцитов. После добавления
соединения 1 в концентрации 50 мкM без облуче-
ния блокировка волны наступала через 20–
40 мин после добавления вещества в зависимости
от образца (n = 6, рис. 5б). Через 5 мин после до-
стижения блокировки волны образец облучали
УФ-светом, после чего измеряли скорость волны
в культуре. В ходе оптимизации режима облуче-
ния было установлено, что для частичного вос-
становления проводимости необходимо облуче-
ние образца УФ-светом длительностью не менее
30 с. С момента облучения УФ начало восстанов-
ления скорости проведения в образце наблюда-
лось не менее чем через 20 ± 3 мин. На рис. 5
представлены примеры активационных карт вол-
нового фронта, демонстрирующие прохождение
волны возбуждения по образцу со временем
(рис. 5а,б). На активационной карте продемон-
стрировано, что в контрольном образце волна
проходит значительно быстрее, чем в исследуе-
мом образце после облучения УФ-светом. 

Контрольное значение скорости волны, изме-
ренное до добавления азобензольного производ-
ного, составляло 26.5 ± 0.94 мм/с (рис. 5в). В при-
мере показаны значения скоростей через 60, 90 и
120 мин после добавления соединения 1. Скоро-
сти после УФ-облучения находились в диапазоне
от 9 до 15 мм/с, в среднем скорость восстанавли-
валась на 48% (12.8 ± 2.3 мм/с). Во всех образцах
после добавления соединения 1 наблюдалось по-
степенное снижение темпов восстановления ско-
рости проведения волны возбуждения спустя час
после облучения.

Таким образом, соединение 1 не проявляло
аритмогенных свойств на протяжении всего экс-
перимента. После блокировки проводимости об-
лучение образца УФ-светом позволяло вернуть
скорость проведения волны возбуждения по об-
разцу до 48% от контрольного значения, что сви-
детельствует об ухудшении проведения электро-
механической волны кардиомиоцитами под дей-
ствием данного азобензольного производного в
течение времени эксперимента.

Далее были проведены аналогичные исследо-
вания с соединением 4 на 6 образцах. Время УФ-
облучения в случае соединения 4 составило 10 с
(подобрано в ходе оптимизации). Полная блоки-
ровка волны в кардиомиоцитах во всех образцах
наблюдалась через 5–7 мин после добавления со-
единения 4. После перевода соединения 4 в цис-
форму путем облучения образца УФ-светом вос-
становление скорости волны проходило медлен-
нее, чем для соединения 1, и составляло около
30 мин. Измеренная скорость проведения волны
после воздействия УФ составила не менее 30% от

Рис. 5. Скорости проведения волны культурой кардиомиоцитов при добавлении соединения 1 с последующим УФ-
облучением. (а) – Активационная карта образца до добавления азобензола (контроль). Тепловая временная карта от 0
до 153 мс. (б) – Активационная карта образца после воздействия УФ с соединением 1 (контроль). Тепловая временная
карта от 0 до 230 мс. (в) – График зависимости скорости проведения волны возбуждения от времени после
воздействия УФ на культуру ткани с добавлением соединения 1, скорость проведения в мм/с, время – в мин.
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контрольного значения. Максимальное восста-
новление скорости проведения в измерениях со-
ставляло порядка 85% от контрольных значений
скорости, что является лучшим результатом сре-
ди трех рассмотренных азобензольных производ-
ных. Примеры активационных карт и графика
восстановления скорости приведены на рис. 6.

Активационные карты (рис. 6а,б) демонстри-
руют незначительное снижение скорости при
восстановлении скорости под действием соеди-
нения 4 в цис-конформации (после УФ-облуче-
ния). Для примера тенденции восстановления
был взят образец с контрольной скоростью 97 ±
20 мм/с (рис. 6в). Для него проводили регистра-
цию скорости проведения волны возбуждения
через 20, 30 и 60 мин. Финальное значение вос-
становления скорости для данного образца со-
ставляло 76 ± 14 мм/с.

Соединение 4 не проявляло аритмогенных
свойств на протяжении всего эксперимента, что
было продемонстрировано на активационных
картах. Добавление соединения 4 к культуре кар-
диомиоцитов приводило к относительно быстрой
(5–7 мин) обратимой блокировке проведения
волны, при этом скорость постепенно восстанав-
ливается после УФ-облучения и через час состав-
ляет около 78% от контрольного значения.

Эксперименты по исследованию скорости
проведения волны с соединением 8 были прове-
дены для 4 образцов. После добавления соедине-
ния 8 в концентрации 50 мкМ блокировка волны
не наблюдалась в течение 30 мин, после чего кон-
центрация вещества была увеличена в два раза.
Для частичного восстановления возбуждения в
случае соединения 8 потребовалось 30–40 с облу-

чения УФ-светом, что превышало показатели для
остальных веществ. После УФ-облучения во всех
образцах наблюдались реентри, выявлялись не-
однородности в культуре кардиомиоцитов, на ко-
торых возникали устойчивые спиральные волны
(рис. 7б). При этом в контроле у этих образцов
фронт волны неразрывен (рис. 7а). Примеры ак-
тивационных карт и возникновения реентри на
образцах с добавлением соединения 8 представ-
лены на рис. 7. 

В части образцов через 30 мин после блоки-
ровки волны возбуждения и последующего облу-
чения УФ-светом не происходило восстановле-
ния проведения волны возбуждения. 

Таким образом, соединение 8 показало силь-
ные аритмогенные свойства, по-видимому, за
счет действия на межклеточные связи.

Сравнение соединений 1, 4 и 8 на основе азо-
бензола показало, что соединение 4 характеризу-
ется большей скоростью проведения волны воз-
буждения после УФ-облучения по сравнению с
соединением 1 (85 и 48% от контрольных значений
соответственно), а соединение 8 проявляет аритмо-
генные свойства и с течением времени блокирует
проведение волны в цис- и транс-формах.

ВЫВОДЫ
В рамках данной работы впервые были получены

два новых производных местного анестетика этер-
каина и исследованы их местноанестетическая и ан-
тиаритмическая активности. Методом «пэтч-
кламп» на нативных крысиных кардиомиоцитах и
нейронах головного мозга впервые показано, что
этеркаин и его производные являются блокаторами

Рис. 6. Скорости проведения волны культурой кардиомиоцитов при добавлении соединения 4 с последующим УФ-
облучением. (а) – Активационная карта образца до добавления азобензола (контроль). Тепловая временная карта от 0
до 84 мс. (б) – Активационная карта образца после воздействия УФ с добавлением соединения 4 (контроль). (в) –
График зависимости скорости проведения волны возбуждения от времени после воздействия УФ на культуру ткани с
добавлением соединения 4.
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потенциал-зависимых натриевых каналов. Амид-
ный аналог этеркаина обладает местноанестетиче-
ским эффектом in vivo на модели поверхностной
анестезии, сравнимым с действием исходного этер-
каина, что согласуется с результатами исследования
данных соединений in vitro на нейронах крыс. Мо-
дификация этеркаина путем введения в структуру
последнего карбоксильной группы в 4’-положение
азобензола привела к практически полной потере
местноанестетической активности in vivo, а также к
появлению артимогенных свойств на культурах кар-
диомиоцитов.

Как этеркаин, так и его амидное производное
способны обратимо блокировать проводимость
волны возбуждения в культурах крысиных кар-
диомиоцитов, однако для амидного производно-
го характерно более быстрое блокирование и бо-
лее полное восстановление скорости волны воз-
буждения.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Химический синтез был выполнен при под-
держке Министерства науки и высшего образова-
ния Российской Федерации (ГЗ № 075-00701-24-
07 от 03.04.2024; FSFZ-2024-0013). Биологиче-
ские исследования с использованием нейронов
выполнены при поддержке гос. задания ИЭФБ
РАН (ГЗ № 075-00264-24-00). Физико-химиче-
ские исследования полученных соединений были
выполнены с использованием оборудования
ЦКП РТУ МИРЭА при поддержке Минобрнауки
России в рамках Соглашения № 075-15-2021-689
от 01.09.2021 г.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Эксперименты на животных с использованием
нейронов головного мозга проводили в соответ-
ствии с нормами биоэтики по протоколам, утвер-
жденным комиссией по биоэтике ИЭФБ РАН
(Протокол #1-19/2023). Проведенные эксперимен-
ты с использованием кардиомиоцитов соответству-
ют «Руководству по уходу и использованию лабора-
торных животных» (№ 85-23, редакция 1996 года) и
одобрены Комитетом по наблюдению за животны-
ми и исследованиям МФТИ (протокол № A2-2012-
09-02). Все манипуляции с животными, связанные
с исследованием местноанестетической активности
на кроликах, одобрены Биоэтическим комитетом
МНИОИ им. П.А.Герцена (протокол № 32 от
22.12.2022) и выполнены в соответствие с нацио-
нальными и международными правилами гуманно-
го обращения с животными (European Convention
for the Protection of Vertebrate Animals Used for Exper-
imental and Other Scientific Purposes, Council of Eu-
rope (ETS 123), Eighth Edition of the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (NRC 2011)) [24].

ПРИЛОЖЕНИЕ

Рис. 7. Активационные карты проведения фронта
волны в образце крысиных кардиомиоцитов: (а) – до
добавления соединения 8, (б) – после добавления ве-
щества соединения 8. Черными стрелками показано
направление движения фронта волны во времени. 

Рис. S1. Схема установки для оптического картирова-
ния: 1 – камера, 2 – ртутная лампа, 3 – образец, 4 – ther-
moplate, 5 – электроды, 6 – вид подаваемого импульса,
7 – УФ-диод.

Рис. S2. Иллюстрация пространственно-временной
развертки для определения скорости волны возбуж-
дения по образцу монослоя. 
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Рис. S3. 1H-ЯМР (300 МГц, CDCl3) спектр соединения 3.

Рис. S4. 13С-ЯМР спектр (300 МГц, CDCl3) соединения 3.

Рис. S5. Масс-спектр ESI− соединения 3.
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Рис. S6. 1H-ЯМР (300 МГц, ДМСО-d6) спектр соединения 4a.

Рис. S7. Спектр 13С-ЯМР (75 МГц, ДМСО-d6) соединения 4a.

Рис. S8. Масс-спектр ESI+ соединения 4a.
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Рис. S9. Масс-спектр ESI+ соединения 4.

Рис. S10. 1H-ЯМР спектр (300 МГц, ДМСО-d6) соединения 6.

Рис. S11. 13С-ЯМР спектр (75 МГц, ДМСО-d6) соединения 6.
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Рис. S12. 1H-ЯМР спектр (300 МГц, хлороформ-d6) соединения 7.

Рис. S13. 13С-ЯМР спектр (75 МГц, хлороформ-d6) соединения 7.

Рис. S14. Масс-спектр ESI+ соединения 7.
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Рис. S15. 1H-ЯМР спектр (300 МГц, ДМСО-d6) соединения 8.

Рис. S16. 13С-ЯМР спектр (75 МГц, ДМСО-d6) соединения 8.

Рис. S17. Масс-спектр ESI+ соединения 8.
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 Azobenzene-Based Voltage-Gated Sodium Channel Blockers with Light-Controlled 
Local Anesthetic and Antiarrhythmic Activity

 A.N. Noev*,  **, S.G. Kovalenko***, ****, E.D. Gataulina*****, E.A. Turchaninova***,
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The work is devoted to the synthesis of new light-controlled voltage-gated sodium (Nav) channel blockers
based on azobenzene and the study of their local anesthetic and antiarrhythmic properties. The effect of eth-
ercaine and two of its new derivatives on native Nav channels was studied in vitro using the patch-clamp meth-
od on isolated excitable cells (neurons and cardiomyocytes) of a rat, and local anesthetic activity of the com-
pounds was evaluated on rabbit’s eye cornea. Studies of the effect of the obtained compounds on the conduc-
tivity of excitation waves in cardiomyocyte cultures using the optical mapping method were performed. The
effective light-dependent biological activity of ethercaine and its derivatives allows us to consider the resulting
compounds as potential tools for light-controlled local anesthesia, as well as for non-invasive ablation of ar-
rhythmia in the heart in cardiology.

Keywords: photopharmacology, Nav channel blockers, azobenzenes, local anesthetics, antiarhythmics



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /RUS ()
    /ENU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


