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Азаадамантаны – азотистые аналоги адамантана, у которых один или несколько атомов углерода за-
мещены на азот. Подобное строение приводит к появлению ряда специфических свойств, как хи-
мических, так и физических, и обусловливает широкий спектр полезных качеств этих соединений.
Производные азаадамантанов обладают меньшей липофильностью по сравнению с адамантановы-
ми аналогами, что влияет, в частности, на их взаимодействие с биологическими мишенями и био-
доступность. Значительный рост числа публикаций, посвященных изучению реакционной способ-
ности и биологической активности азаадамантанов и их производных, произошедший за последнее
десятилетие (2009–2020 гг.), говорит о большом теоретическом и практическом интересе к ним.
Среди производных азаадамантанов уже обнаружены соединения, обладающие выраженной биоло-
гической активностью, включая противовирусную, антибактериальную, фунгицидную, противо-
опухолевую, анальгетическую, ингибиторную (в отношении разных ферментов) и др. В настоящем
обзоре представлены основные методы синтеза ди- и триазаадамантанов с узловым расположением
атомов азота; систематизированы и обсуждены накопленные в мировой литературе данные по ре-
зультатам исследований биологической активности азаадамантанов и их производных. Обсуждены
перспективы использования азаадамантанов в области медицинской химии и фармакологии.

Ключевые слова: диазаадамантаны, триазаадамантаны, каркасные соединения, медицинская химия,
фармакология, биологическая активность, противовирусная активность, антимикробная актив-
ность, противоопухолевая активность
DOI: 10.31857/S0132342321060233

ВВЕДЕНИЕ 
Азаадамантанами называют азотистые анало-

ги адамантана, у которых один или несколько
атомов углерода замещены на азот (рис. 1). Эти
соединения известны еще с 50-х гг. прошлого сто-
летия [1, 2], однако систематическое исследова-
ние биологической активности азаадамантанов и
их производных началось относительно недавно,
и основные успехи были достигнуты в последние
20 лет. Частичное замещение атомов углерода на
азот заметно изменяет и химические, и физические

свойства, приводя, например, к более высокой рас-
творимости в воде азаадамантанов по сравнению с
адамантанами. Наличие у азаадамантанов разнооб-
разной биологической активности [3–10] в сочета-
нии с умеренной токсичностью и возможность син-
теза различными путями из доступных реагентов
делает их привлекательными для использования в
качестве базового блока в дизайне новых биологи-
чески активных соединений.

Некоторые производные диазаадамантана бы-
ли обнаружены в природе, например, алкалоиды
акосмин (acosmine) и его ацетат, панакосмин
(panacosmine), которые были выделены из экс-
тракта семян Acosmium panamense, дасикарпумин
(dasycarpumine), выделенный из экстракта Acos-
mium dasycarpum [9]. Акосмин, как и его произ-
водное бовдихин (bowdichine), являющийся
сложным эфиром 3,4,5-триметоксибензойной
кислоты, были получены из коры стебля Bowdichia
virgilioides [9]. Отметим, что в настоящее время
биологическая роль этих соединений не ясна, и
их биологическая активность не изучалась.

1 Статья победителей конкурса РФФИ “Экспансия”, 2020 г.
(грант № 20-13-50251). 
Сокращения: МПД – максимально переносимая доза;
МПК – минимальная подавляющая концентрация; ТРО –
торможение роста опухоли; CC50 – концентрация, вызываю-
щая гибель 50% клеток; ED50 – средняя доза вещества, кото-
рая обеспечивает требуемый результат у половины единиц
экспериментальной системы; IC50 – концентрация полумак-
симального ингибирования; LD50 – средняя доза вещества,
вызывающая гибель половины членов испытуемой группы;
LD100 – средняя доза вещества, вызывающая гибель всех чле-
нов испытуемой группы; SI – индекс селективности.

# Автор для связи: (тел: +7 (383) 330-88-70; эл. почта:
volcho@nioch.nsc.ru).
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В первом разделе настоящего обзора приведена
краткая информация по основным методам синтеза
ди- и триазаадамантанов с узловым расположением
атомов азота. Далее впервые систематизированы
накопленные в мировой литературе данные по ре-
зультатам исследований биологической активности
указанных типов азаадамантанов. Обзор структури-
рован в соответствии с типом проявляемой азаада-
мантанами биологической активности.

МЕТОДЫ СИНТЕЗА АЗААДАМАНТАНОВ
Методы синтеза азаадамантанов достаточно

подробно рассмотрены в работах [3, 4, 11, 12]. В
данном обзоре, для удобства читателей, мы приво-
дим наиболее широко применяющиеся подходы к
синтезу 1,3-диазаадамантанов и 1,3,5-триазаада-
мантанов, остовы которых наиболее часто встреча-
ются в биологически активных производных аза-
адамантанов. Обычно для синтеза азаадамантанов
используют методы, основанные на конденсации
ациклических или моноциклических соединений с
последующим замыканием трех циклов гетероада-
мантановой структуры в одну стадию.

Получение 1,3-диазаадамантана и его производ-
ных. Часто применяемый метод, позволяющий
получать с хорошими выходами азаадамантаны,

содержащие два атома азота в узловых положени-
ях, – конденсация различных кетонов с уротро-
пином (гексаметилентетрамином), включающая
несколько последовательных реакций Манниха
(схема 1) [11]. В качестве карбонильной компо-
ненты могут использоваться и ароматические, и
алифатические кетоны. С применением этого
подхода могут быть синтезированы диазаадаман-
таны, содержащие как симметричные, так и не-
симметричные заместители в 5-м и 7-м положе-
ниях гетероадамантановой структуры. Кетогруп-
па в 6-м положении диазаадамантанового остова
может быть восстановлена до гидроксильной [13]
или метиленовой группы [14] или превращена в
другую функциональную группу [15] классически-
ми методами органического синтеза, используемы-
ми для модификации кетонов. Аминальная метиле-
новая группа во 2-м положении диазаадамантана
может быть относительно легко замещена на другой
фрагмент раскрытием диазаадамантанового цикла
под действием различных реагентов [16, 17], обычно
уксусного ангидрида, с образованием соответству-
ющего биспидина, который затем может быть пре-
вращен обратно в диазаадамантан под действием
различных конденсирующих агентов, таких как ке-
тоны, альдегиды, дигалогениды и т.п.
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Схема 1. Синтез 1,3-диазаадамантанов конденсацией кетонов с уротропином
и получение их 2-замещенных производных [11].

Одним из распространенных методов синтеза
биспидинов, помимо раскрытия диазаадаманта-
нового остова (схема 1), является взаимодействие
аминов и кетонов с формальдегидом в кислых
условиях по реакции Манниха (схема 2) [18, 19].

Однако при этом стоит учесть, что азотсодержа-
щая компонента должна включать хорошо уходя-
щую защитную группу, например, бензильную,
для получения в последующем N,N-незамещен-
ного биспидина.

Схема 2. Синтез биспидинов взаимодействием аминов и кетонов с формальдегидом [18, 19].

Еще одна модификация реакции Манниха для
синтеза биспидинов – использование в качестве
азотсодержащей компоненты аммиака или ацета-
та аммония, а вместо формальдегида – аромати-
ческих альдегидов (схема 3) [20–25]. При этом

происходит образование в качестве промежуточ-
ных продуктов различных замещенных пипери-
донов. Полученные таким образом биспидиноны
могут быть превращены в соответствующие ди-
азаадамантаны, как показано на схеме 1.

Схема 3. Синтез биспидинов взаимодействием аммиака с кетонами и ароматическими альдегидами [20–25].

Получение 1,3,5-триазаадамантана и его про-
изводных. Наиболее часто для синтеза произ-
водных 1,3,5-триазаадамантанов (1) применя-

ется методика, основанная на получении триа-
минов (2) из трис(оксиметил)метана и его
гомологов через синтез и восстановление соот-
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ветствующих триазидов с последующим взаи-
модействием полученного триамина с различ-

ными соединениями, содержащими карбо-
нильную группу (схема 4) [26].

Схема 4. Синтез 1,3,5-триазаадамантанов из трис(оксиметил)метана и его гомологов [26].

Производные 1,3,5-триазаадамантана с раз-
личными функциональными группами в 7-м по-
ложении гетероадамантановой структуры могут
быть получены на основе 7-нитро-1,3,5-триаза-
адамантана (3), который, в свою очередь, синте-
зируют конденсацией нитрометана с гексамети-
лентетрамином в присутствии уксусной кислоты
[27] (схема 5). Для последующей модификации
нитрогруппы применяют классические методы
органической химии.

Схема 5. Синтез 7-нитро-1,3,5-триазаадамантана [27].

Имеющиеся методы синтеза производных ди-
и триазаадамантанов, в особенности основанные
на конденсации гексаметилентетрамина с карбо-
нильными и нитросоединениями, делают эти аза-
адамантаны доступными для изучения и исполь-
зования в синтезе других производных азаада-
мантанов.

БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ 
АЗААДАМАНТАНОВ

Противовирусная активность. Одними из пер-
вых противовирусных лекарств против вируса
гриппа были амантадин и римантадин (рис. 2). Их
противовирусный эффект связан с блокировани-
ем ионных M2-каналов вируса, предотвращаю-

щим его проникновение в клетку [28]. Однако в
настоящее время практически все эпидемически
важные штаммы вируса гриппа выработали рези-
стентность к этим лекарствам [29]. Введение двух
атомов азота и двух метильных групп при перехо-
де к соединению (4) (рис. 2) позволило частично
преодолеть устойчивость к римантадину штамма
вируса гриппа A/California/07/09 (H1N1)pdm09,
повысив индекс селективности SI (отношение
концентрации, вызывающей гибель 50% клеток
(CC50), к концентрация полумаксимального ин-
гибирования (IC50), SI = CC50/IC50) до 13, в сравне-
нии с SI = 5 для римантадина [30]. Присоединение
к аминодиазаадамантану (4) фрагмента монотерпе-
ноида цитронеллаля с последующим восстановле-
нием привело к образованию амина (5), продемон-
стрировавшего высокий SI = 30 и IC50 = 8 мкM [31].
Введение остатка цитронеллаля в 1- или 2-амино-
адамантаны, не содержащие узловых атомов азо-
та (соединения (6) и (7)), также увеличивало ак-
тивность в отношении вируса гриппа, но менее
существенно (SI увеличился до 22) [32]. На осно-
вании результатов компьютерного моделирова-
ния было сделано предположение [30], что диаза-
адамантан (5) может связываться с белковым кана-
лом M2, хотя нельзя исключить его воздействие и
на другие молекулярные мишени.

Среди производных триазаадамантана нали-
чие выраженной противовирусной активности
было показано для 7-нитро-1,3,5-триазаадаман-
тана (3) (схема 5) в отношении вируса гриппа A
штамма Фрунзе в концентрации 1 мкМ, его соля-
нокислой соли в отношении вирусов герпеса 1C и
9С в концентрации 100 мкM, а также для 7-бром-
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Рис. 2. Аминоадамантаны и аминодиазаадамантаны, обладающие противовирусной активностью [30–32].
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и 7-амино-1,3,5-триазаадамантанов (8) и (9) (рис. 3)
в отношении вируса болезни Ньюкасла в концен-
трации 0.125 мкМ [16].

В рамках работы, направленной на синтез и
исследование биологической активности новых
производных природного дитерпеноида андро-
графолида (10) (рис. 3), обладающего широким
спектром биологической активности [33, 34], бы-
ло обнаружено, что соединение (11), сочетающее
фрагменты 7-амино-1,3,5-триазаадамантана и
андрографолида, в концентрации 1 мкг/мл инги-
бирует репликацию различных вирусов, включая
коронавирус SARS (штамм Urbani), энтеровирус-71
(штамм Tainan/4643/98) и вирус лихорадки Рифт-
Валли (штамм MP-12) [35]. В более высокой кон-
центрации (50 мкг/мл) соединение (11) было эф-
фективно в отношении вирусов гриппа A
(H1N1/09), гепатита A (pHM175), гепатита B
(02094), гепатита C (CON1), простого герпеса
(тип 2), папилломы человека (тип 8), ВИЧ-1
(группа М), лихорадки Денге (тип 2, Новая Гви-
нея C), японского энцефалита (SA14/V1) и кон-
ского энцефалита венесуэльского происхожде-
ния (TC-83).

Таким образом, можно заключить, что хотя са-
ми ди- и триазаадамантаны проявляют лишь уме-
ренную ингибирующую активность в отношении
ряда вирусов, их присоединение к другим биоло-
гически активным соединениям может значи-
тельно усилить потенциал последних.

Антимикробная активность. Большое внимание
было уделено изучению антимикробной активно-
сти производных азаадамантанов, наиболее зна-
чительный вклад был внесен исследователями из
Армении. В 1986 г. ими была опубликована рабо-
та, включающая данные по синтезу 2-замещенных
5,7-диметил-1,3-диазаадамантанов, содержащих
алифатические, ароматические, гетероароматиче-
ские, гетероциклические, спироциклические заме-
стители, а также моносахариды, исходя из 1,5-диме-
тил-3,7-диазабицикло[3.3.1]нонан-9-она (12) и
разнообразных альдегидов и кетонов [36]. На мо-
дели генерализированной стафилококковой ин-
фекции белых мышей, вызванной Staphylococcus
aureus (S. aureus штамм 4-O), была исследована
антибактериальная активность соединений (13–19)
(рис. 4).

Наибольшую активность проявили соедине-
ния, содержащие фрагменты пиридина (15) и 2,2-
диметилтетрагидропирана (16), которые продле-
вали жизнь зараженных животных на 20–30% при
однократном введении в дозах 800 и 1500 мг/кг
соответственно. Остальные изученные производ-
ные диазаадамантана не увеличивали продолжи-
тельность жизни зараженных животных по срав-
нению с контролем. Показано, что эти производ-
ные диазаадамантанов малотоксичны и хорошо
переносятся животными при однократном введе-
нии в дозах 1500–2000 мг/кг.

В 2008 г. были представлены результаты изу-
чения антибактериальной активности большого
набора 2-замещенных диазаадамантанов, вклю-
чающего различные производные, содержащие
метильные, этильные, изопропильные замести-
тели в положениях 5 и 7 молекулы диазаадаман-
тана, а также метиленовую, карбонильную и
спиртовую группу в 6-м положении каркаса. В
качестве заместителей по 2-му положению ис-
пользовали разнообразные ароматические и ге-

Рис. 3. 7-Замещенные-1,3,5-триазаадамантаны, обладающие противовирусной активностью.

Br

N
N

N N
N

N

N
N

N
(8) (9) (10) (11)

NH2 HO HO
HO

HO
HO

O

O

O

O

NH

Рис. 4. 1,5-Диметилбиспидин-9-он и полученные из
него 2-замещенные 5,7-диметил-1,3-диазаадаман-
тан-6-оны, изученные на наличие антибактериаль-
ной активности [36].

O

O

O

O O

O O

NH
NH

N

N
N

N
N

N
N

N
H

N
N

N

N

R

(12)

(16) (17)

(15)(13): R = H
(14): R = N(CH2CH2Cl)2

(18): n = 1
(19): n = 2

(CH2)n



664

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 6  2021

СУСЛОВ и др.

тероароматические фрагменты (схема 6) [37].
Кроме того, исследовали активность и ранее

описанного 6-амино-5,7-диметил-1,3-диазаада-
мантана (4).

Схема 6. 5,7-Диалкилдиазаадамантаны и синтез их 2-арилзамещеных производных [37].

Антибактериальная активность соединений
была изучена агар-диффузионным методом в от-
ношении грамположительных стафилококков
(S. aureus 209p, S. aureus 1, S. aureus Makarov,
S. aureus 34, S. aureus 118) и грамотрицательных
бактерий (Shigella dysenteriae Flexneri (Sh. dysent.
Flexneri), Salmonella enterica серовар Typhimurium
(E. typhi), Escherichia coli (E. coli), Proteus (Prot.).
Испытуемые соединения наносили в дозе 4 мг,
определяя диаметр зон отсутствия роста микро-
организмов в месте нанесения соединений (в мм)
после суточного выращивания микроорганиз-
мов. Активность считали высокой, если зона по-
давления роста была >20 мм, промежуточной –
при зоне 15–20 мм (табл. 1).

Наиболее эффективными соединениями про-
тив и грамположительных, и грамотрицательных
микроорганизмов оказались 5,7-диметил-1,3-ди-
азадамантантан (20) и его 2-пиридилзамещенный
аналог (29). Эти соединения оказались более эф-
фективными, чем сульфадимезин, но менее эф-
фективными, чем норсульфазол, использован-
ные в качестве препаратов сравнения. Введение в

6-е положение карбонильной, гидроксильной
или аминной групп (соединения (4), (20–27)), а
также пиридил-3- (32), (35) или фурильной групп
(37) в положение 2 приводило к снижению анти-
бактериальной активности соединений. При вве-
дении во 2-е положение ароматических (соедине-
ния (30), (31), (33), (36)), тиенильной (34) или ин-
дольной (38) групп наблюдалось исчезновение
антибактериальных свойств.

Позже были представлены результаты иссле-
дования активности различных хинолинов (39–
53) (рис. 5), содержащих диазаадамантановый
фрагмент с метильными, этильными и пропиль-
ными заместителями в 5-м и 7-м положениях, а
также карбонильную, спиртовую или метилено-
вую группу в 6-м положении каркасной структу-
ры, в отношении грамположительных (S. aureus
209p) и грамотрицательных (Sh. dysent. Flexneri
6858, E. coli 0-55) бактерий [38]. Антибактериальная
активность определяли так же, как и в работе Arutyu-
nyan et al. [37], в качестве положительного контроля
использовали 5-нитро-8-гидроксихинолин. Слабую
антибактериальную активность (d = 10–13 мм) в от-
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Таблица 1. Антибактериальная активность соединений (4), (20–27), (29), (32), (35) и (37) [37]

Примечание: прочерк означает отсутствие активности. Соединения (28), (30), (31), (33), (34), (36) и (38) не проявили актив-
ности в отношении изучаемых бактерий.

Соединение

Диаметр зоны отсутствия роста, мм

грамположительные бактерии грамотрицательные бактерии

S. aureus 209p S. aureus 1 Sh. dysent. 
Flexneri 6858 E. typhi 79 E. coli 0-55 Prot.

(4) 9 7 7 7 – –

(20) 22 13 13 15 18 14

(21) 5 5 5 6 – –

(22) 5 5 13 15 7 10

(23) 0 0 7 7 – –

(24) 5 6 5 6 – –

(25) 6 0 0 6 – –

(26) 10 10 10 15 15 11

(27) 7 7 7 10 – –

(29) 22 20 18 22 15 13

(32) 10 10 13 14 10 5

(35) 9 13 6 8 – –

(37) 9 7 9 10 – –

Норсульфазол 30 30 20 30 – –

Сульфадимезин 14 14 0 0 – –

Рис. 5. 2-Хинолинзамещенные 1,3-диазаадамантаны, изученные на наличие антибактериальной активности [37].

(39) R1 = R2 = CH3, X = CO, Y = Cl
(40) R1 = R2 = CH3, X = CHOH, Y = Cl
(41) R1 = R2 = CH3, X = CH2, Y = Cl
(42) R1 = R2 = CH3, X = CO, Y = I
(43) R1 = R2 = CH3, X = CHOH, Y = I
(44) R1 = R2 = CH3, X = CH2, Y = I
(45) R1 = R2 = C2H5, X = CO, Y = Cl
(46) R1 = R2 = C3H7, X = CO, Y = Cl
(47) R1 = CH3, R2 = C3H7, X = CO, Y = Cl

(48) R1 = R2 =CH3, X = CO
(49) R1 = R2 =CH3, X = CHOH
(50) R1 = R2 =CH3, X = CH2
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ношении всех исследуемых видов бактерий прояви-
ли соединения (40, 41, 43, 44, 49–53), которые были
значительно менее активными, чем нитрохинолин
(d = 20–28 мм). Остальные соединения не продемон-
стрировали антибактериальных свойств.

Была изучена антибактериальная активность
азометинов (54–66) (схема 7), взятых в виде ди-
гидрохлоридов [39]. Антибактериальные свой-
ства исследовали с использованием диффузии в
агаре и методом серийных разведений в отно-
шении грамположительных (S. aureus 209p,
S. aureus 1) и грамотрицательных (Sh. dysent.

Flexneri 6858, E. coli 0-55) бактерий. Испытуе-
мые соединения использовали в дозе 5 мг, по-
мещали на чашки Петри, замеряли диаметр зон
отсутствия роста микроорганизмов после инку-
бации в течение 20–24 ч, как и в работах [37,
38]. Для наиболее активных соединений в те-
стах с серийными разведениями определяли
минимальную подавляющую концентрацию
(МПК) для S. aureus 209p и Sh. dysent. Flexneri
6858. В качестве положительного контроля ис-
пользовали фуразолидон.

Схема 7. 6-Аминодиазаадамантаны и синтез их азометиновых производных [39].

Все изученные солянокислые азометины, за
исключением соединений (55) и (61), обладали
антибактериальной активностью (табл. 2). Ди-
гидрохлориды (62–64), содержащие нитрофу-
рильные группы, проявили наибольшую бакте-
риостатическую активность. Они оказывали со-
поставимое воздействие на грамположительные
и грамотрицательные бактерии и были, как пра-
вило, более активными, чем фуразолидон. Дигид-
рохлориды (57) и (60) с индольными группами
были эффективны в отношении грамотрицатель-
ных бактерий. МПК для гидрохлоридов (57), (60),
(62–64) составила 125–250 мкг/мл, что значи-

тельно выше, чем у препарата сравнения фуразо-
лидона (МПК = 31 мкг/мл).

Антимикробная активность ряда 4,8,9,10-тет-
рафенил-1,3-диазаадамантанов (67–72) (рис. 6) в
отношении грамположительных и грамотрица-
тельных бактерий, спорообразующих бактерий,
дрожжеподобных грибов и грибов дерматофитов
(Bacillus mycoides, Bacillus subtilis (B. subtilis), Bacil-
lus anthracis, S. aureus, Bacteria carativorum, Coryne-
bacterium, E. coli; Saccharomyces cerevisiae, Sarcina
lutea, Epidermophyton rubrum, Trichophyton gypseum,
Fusarium aolani и Candida albicans) была изучена
Байсалбаевой с соавт. методом серийных разведе-
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ний на питательной среде [40]. Активность соеди-
нений оценивали по минимальной бактериоста-
тической или микостатической концентрации
(мкг/мл).

Среди исследованных соединений значитель-
ную активность проявили диазаадамантаны (67)
и (71) в отношении грамположительных бактерий
Corynebacterium (МПК = 7.4 и 0.27 мкг/мл соот-
ветственно) и соединение (68) в отношении Sarcina
lutea (МПК = 0.5 мкг/мл). Остальные соединения
были менее активными (МПК = 14–67 мкг/мл).
Данных об использовании препарата сравнения в
статье не приводится.

Антибактериальная активность 4,8,9,10-тетра-
арил-1,3-диазаадамантанов (73–95), содержащих
различные заместители в ароматическом кольце,
а также ранее упомянутых соединений (67), (68) и
(71), имеющих незамещенные фенильные фрагмен-
ты, в отношении бактерий B. subtilis, S. aureus и

E. coli была изучена Balaji et al. [41] (рис. 7, табл. 3).
Исследование проводили методом диффузии в
агаре с использованием микробного инокулянта,
содержащего 106 кл./мл. В качестве контроля был
выбран стрептомицин. Авторы определили МПК
(табл. 3).

Диазаадамантаны (80), (85), (87), (88) и (93)
показали высокую активность против бактерий
B. subtilis (МПК = 6.25–12.5 мкг/мл), соединения
(68), (71), (81), (83), (85) и (88) были активны в от-
ношении S. aureus (МПК = 6.25–12.5 мкг/мл), а
соединения (82) и (95) – в отношении E. coli
(МПК = 12.5 и 6.25 мкг/мл соответственно).
В остальных случаях соединения подавляли рост
бактерий в концентрации 25–100 мкг/мл или не
подавляли вовсе. Препарат сравнения, стрепто-
мицин, подавлял рост бактерий B. subtilis и S. aureus
в концентрации 12.5 мкг/мл, а бактерий E. coli –
6.25 мкг/мл. В целом фтор-, хлор-, бром- или ал-
коксизамещенные арилдиазаадамантаны оказа-

Таблица 2. Антибактериальная активность соединений (54), (56–60) и (62–66) [39]

Примечание: соединения (55) и (61) не проявили активности в отношении изучаемых бактерий.

Соединение

Диаметр зоны отсутствия роста, мм (МПК, мг/мл)

грамположительные бактерии грамотрицательные бактерии

S. aureus 209p S. aureus 1 Sh. dysent. 
Flexneri 6858 E. coli 0-55

(54) 14 14 15 13
(56) 13 13 15 13
(57) 18 19 30 (125) 28
(58) 14 14 15 15
(59) 0 0 15 15
(60) 18 18 32 (125) 28
(62) 30 (125) 27 25 (250) 23
(63) 32 (125) 28 27 (250) 24
(64) 29 (125) 25 23 (250) 23
(65) 14 14 14 12
(66) 15 14 15 15

Фуразолидон 25 (31) 24 24 (31) 23

Рис. 6. 4,8,9,10-Тетрафенил-1,3-диазаадамантаны, изученные на наличие антимикробной активности [40].
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лись более активными в сравнении с незамещен-
ными по ароматическому фрагменту соединени-
ями [41].

Изучению бактерио- и микостатического дей-
ствия 7-замещенных 1,3,5-триазаадамантанов
было уделено значительно меньше внимания.
Первые данные были получены в 70-х гг. прошло-
го столетия Hodge et al. [42] для 7-нитро- (3),
7-амино- (9) и 7-гидроксиламино- (96) 1,3,5-три-
азаадамантанов (рис. 8). Соединения (3) и (9) при
использовании метода штрихов проявили фунги-
статирующее действие в отношении грибов вида

Fusarium oxysporum только в высокой концентра-
ции (500–1000 мкг/мл). Триазаадамантанамин
(9) в тех же концентрациях был активен и в отно-
шении Aspergillus fumigatus. Соединение (96) ока-
залось активным в отношении S. aureus и Pasteu-
rella pseudotuberculosis (МПК = 250–500 мкг/мл),
Streptococcus fecalis (МПК = 500–750 мкг/мл), а
также Streptococcus hemolyticus и Sh. dysent (МПК =
= 500–1000 мкг/мл). Данных об использовании
препарата сравнения в работе не приводится.

Антибактериальная активность производных
7-амино-триазаадамантана, содержащих наф-

Рис. 7. 4,8,9,10-Тетраарил-1,3-диазаадамантаны, изученные на наличие антибактериальной активности [41].

 R1   R2  
(73), (85) H 4-F-C6H4

(74), (86) H 2-Cl-C6H4

(75), (87) H 4-Cl-C6H4
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(78), (90) H 2-CH3O-C6H4
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3,4,5-CH3O-C6H2

C6H5

3,4-CH3O-C6H3
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Таблица 3. Антибактериальная активность соединений (67), (68), (71), (80–83), (85), (87), (88), (93) и (95) [41]

Примечание: прочерк означает отсутствие активности. Соединения (72–79), (84), (86), (89–92) и (94) проявили низкую
(МПК > 50 мкг/мл) антибактериальную активность в отношении всех трех видов бактерий или не проявили активности в от-
ношении изучаемых бактерий.

Соединение
МПК, мкг/мл

B. subtilis S. aureus E. coli

(67) 50 – 25

(68) – 12.5 –

(71) 12.5 12.5 100

(80) 12.5 – 100

(81) 50 12.5 50

(82) 50 50 12.5

(83) 50 12.5 50

(85) 6.25 6.25 100

(87) 6.25 50 50

(88) 6.25 6.25 –

(93) 6.25 – 50

(95) 50 – 6.25

Стрептомицин 12.5 12.5 6.25
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тильный (97) и 5-нитрофурильный (98) замести-
тели, взятых в виде солянокислых солей, была
изучена Арутюняном с соавт. (табл. 4) [39]. Уме-
ренную бактериостатическую активность в отно-
шении грамположительных и грамотрицатель-
ных бактерий проявило соединение (98), содер-
жащее нитрофурильную группу. Метод серийных
разведений показал, что МПК для соединения
(98) составляет 125 мкг/мл, что значительно вы-
ше, чем у препарата сравнения фуразолидона.

Наличие антипротозойной активности у чет-
вертичных солей 5,7-диметил-1,3-диазаадаман-
танона было предположено в результате вирту-
ального скрининга на модели фермента трипан-
тионредуктазы (TryR) и изучено Perez-Pineiro
et al. [43]. Ингибирование этого фермента приво-
дит к накоплению в трипаносомах токсических
кислородных продуктов, вызывающих окисление
тиолов клеточных мембран и гибель паразитов.
Для ряда диазаадамантанов, содержащих бром-
бензильную группу (рис. 9), было показано, что
они способны связываться с трипанотионредук-
тазой, однако даже для наиболее активного N-(3-
бромбензил)-производного диазаадамантана (99)
IC50 была более 100 мкМ, что значительно превы-
шает действующую концентрацию известных
препаратов, например, нифуртимоксома [44].

Суммируя литературные данные, можно отме-
тить, что наибольшей антибактериальной актив-
ностью обладают производные диазаадаманта-

нов, содержащие метильные заместители в 5-м и
7-м положениях каркаса, гетероароматический
заместитель во 2-м положении и спиртовую или
нитрофурановую группу, присоединенную через
азометиновый фрагмент в 6-м положении моле-
кулы. Кроме того, антибактериальные свойства
были обнаружены у 4,8,9,10-тетраарил-1,3-диаза-
адамантанов с различными заместителями в аро-
матическом кольце. Несмотря на небольшое ко-
личество данных по активности производных
триазаадамантанов, можно отметить, что они
оказывают меньшее ингибирующее действие на
микроорганизмы по сравнению с диазаадаманта-
нами.

Противоопухолевая активность. Изучение про-
тивоопухолевой активности азаадамантанов бы-
ло начато Чачояном с соавт. в 1991 г. [45]. Ими
были получены и исследованы диазаадамантаны
(17), (100–110) (рис. 10), содержащие фрагменты
замещенных индолов с высокой противоопухоле-
вой активностью [46].

Противоопухолевую активность соединений
изучали на крысах с перевиваемыми опухолями:
саркомой 45, лимфосаркомой Плисса и лейкозом
Швеца. Наиболее активные соединения изучали
и на мышах с саркомами 180 и 37. Терапевтиче-
ский эффект соединений оценивали по проценту
торможения роста опухолей (ТРО, %), сравнивая
с эффективностью ранее изученной 5-(диметил-
аминосульфонил)-индол-3-карбоновой кислоты

Рис. 8. 7-Замещенные 1,3,5-триазаадамантаны и некоторые их производные, изученные на наличие антимикробной
активности [42].
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Таблица 4. Антибактериальная активность соединений (97) и (98) [39]

Соединение

Диаметр зоны отсутствия роста, мм (МПК, мкг/мл)

грамположительные бактерии грамотрицательные бактерии

S. aureus 209p S. aureus 1 Sh. dysent. 
Flexneri 6858 E. coli 0-55

(97) 16 14 17 15

(98) 28 (125) 26 30 (125) 28

Фуразолидон 25 (31) 24 24 (31) 23
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(111) [46] и солянокислого 5,7-диметил-6-оксо-
1,3-диазаадамантана (21). Разовую терапевтиче-
скую дозу для каждого вещества рассчитывали
как ~1/20 от LD100.

Обнаружено, что производные индолил-1,3-ди-
азаадамантана, независимо от места и характера за-
местителей в индольном кольце, как и соединение
(111), как правило, являются нетоксичными веще-
ствами (LD100 ≥ 5000 мг/кг) (табл. 5). Несколько
большей токсичностью обладают соединения
(100), (101) и (105) (LD100 = 3500–4000 мг/кг), при
этом сам диазаадамантан (21) существенно более
токсичен (LD100 = 1100 мг/кг). Введение индоль-
ных фрагментов в структуру диазаадамантана
снижает его токсичность.

Незамещенный индолил-1,3-диазаадамантан
(17), как и соединение (111), проявляет противо-
опухолевую активность против саркомы 45
(ТРО = 71%), превосходя по активности на этой
линии клеток соединение (21) [45]. На моделях
саркомы 180 и асцитной карциономы Эрлиха со-
единения (21), (102) и (112) не оказывали досто-
верного противоопухолевого эффекта. Замеще-

ние в положении 5 индольного кольца в индолил-
1,3-диазаадамантане алкиламиносульфонильной
группой (соединения (105–109) приводит к сни-
жению (ТРО = 29.0–62.0%; для соединений (107)
и (108) – недостоверно (p > 0.05)), а в случае ди-
метилсульфонильной группы (соединение (105)) – к
полной потере противоопухолевой активности в
отношении саркомы 45, при сохранении терапев-
тической эффективности против лейкоза Швеца
(ТРО = 21.7–42.0%) и саркомы 180 (ТРО = 45.8–
54.0%). В отличие от веществ (103) и (105), соеди-
нения (104) и (106), имеющие метильные группы
в 1-м положении или положениях 1 и 2 индольно-
го кольца, проявили заметную противоопухоле-
вую активность в отношении саркомы 37 (ТРО =
= 65.7 и 58.0% соответственно). В то же время
аналогичное изменение структуры соединения
(107) при переходе к соединению (108) не оказало
существенного влияния на его противоопухоле-
вый эффект. Исходная 5-(диметиламиносульфо-
нил)-индол-3-карбоновая кислота (111) показала
умеренную активность в отношении лимфосар-
комы Плисса (ТРО = 45.0%). Менее выраженный
антипролиферативный эффект (ТРО = 27.5–
44.0%) проявили соединения (105–110). Соеди-
нения (17), (103) и (104) оказывали стимулирую-
щее воздействие на рост саркомы 180, лейкоза
Швеца и лимфосаркомы Плисса соответственно.

Были изучены физико-химические свойства,
мембранотропная и антиоксидантная активность
наиболее активных соединений (104) и (106) [45].
Установлено, что в исследуемых концентрациях
(0.01, 0.1, 1 и 10 мг/мл) они не влияют на рези-
стентность мембран эритроцитов к действию
0.1 н. HCl и смеси растительных сапонинов [45].
Однако, ввиду их высокого сродства к биологиче-
ским мембранам, соединения (104) и (106) сни-

Рис. 9. Четвертичное аммониевое производное 5,7-
диметил-1,3-диазаадамантан-6-она, обладающее ан-
типротозойной активностью [43].
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Рис. 10. 5-(Диметиламиносульфонил)-индол-3-карбоновая кислота, 5,7-диметил-1,3-диазаадамантан-6-он и полу-
ченные из него 2-индолзамещенные производные, изученные на наличие противоопухолевой активности [45].
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жают резистентность мембран эритроцитов, сен-
сибилизируя эти мембраны, и в концентрации до
10 мг/мл оказывают гемолизирующее действие.
Наибольшее гемолитическое действие проявляет
соединение (104). Кроме того, установлено, что
соединения (104) и (106) обладают существенной
антиоксидантной активностью, ингибируя про-
цессы Fe-индуцированного перекисного окисле-
ния липосом. Антиоксидантная активность этих
соединений сопоставима с таковой для известно-
го антиоксиданта ионола (2,6-дитретбутил-4-ме-
тилфенола) в концентрации 0.1 мг/мл.

Несколькими годами позже этим же коллекти-
вом авторов были представлены результаты изуче-
ния биологической активности нескольких серий
гетероциклических и спироциклических диазаада-
мантанов (рис. 11, 12) [7, 47, 48]. Противоопухоле-
вую активность соединений изучали на перевива-
емых клеточных линиях опухолей: сарком 180, 37
и 45, лейкоза Швеца, карциносаркомы Уокера,
асцитной и солидной форм карциномы Эрлиха.
Терапевтический эффект соединений оценивали
по величине TРО (%) и увеличению продолжи-
тельности жизни подопытных мышей с асцитом
по сравнению с контролем. Изучаемая доза для
каждого вещества была установлена как 1/20 LD100
для крыс и 1/10 LD100 для мышей.

Диазаадамантан (112) и синтезированный из
него пиридазинон (113) (рис. 11) оказались мало-
токсичными веществами (LD100 = 2500 и
>5000 мг/кг соответственно). Показано, что ди-
азаадамантан (112) проявляет умеренную актив-
ность в отношении саркомы 45 (ТРО = 50%) в до-
зе 120 мг/кг, не оказывает достоверного противо-
опухолевого действия на лейкоз Швеца и
стимулирует рост саркомы 180 в дозе 250 мг/кг.
Введение соединения (112) не оказывало тера-
певтического воздействия на мышей с саркомой
37, карциносаркомой Уокера, асцитной и солид-
ной карциномой Эрлиха. Пиридазинон (113) в
дозе 500 мг/кг был эффективен в отношении сар-
ком 37 (ТРО = 62%) и 180 (ТРО = 46%) и на 28%
продлевал жизнь подопытных мышей с асцитной
карциномой Эрлиха, не вызывая видимого ток-
сического воздействия на организм подопытных

Таблица 5. Токсичность и противоопухолевая активность соединений (17), (21) и (100–111) [45], [46]

Примечание: прочерк означает отсутствие активности. Соединение (21) исследовалось в виде солянокислой соли. Стим. –
соединение оказывает стимулирующее воздействие на рост опухоли.

Соедине-
ние

LD100, 
мг/кг 

(мыши)

ТРО, % ТРО, %

доза, мг/кг саркома 45 лимфосар-
кома Плисса

лейкоз 
Швеца доза, мг/кг саркома 180 саркома 37

(17) >5000 250 71.0 – 0 500 Стим. –

(100) 4000 200 36.0 – 43.0 – – –

(101) 4000 200 47.0 0 0 500 – –

(102) >5000 250 19.0 0 0 500 – 55.5

(103) >5000 250 37.0 0 Стим. – – –

(104) 5000 250 45.0 Стим. 45.5 500 55.0 65.7

(105) 3500 160 0 29.0 21.7 350 45.8 –

(106) 5000 250 62.0 27.5 42.0 500 54.0 58

(107) 5000 250 34.0 28.0 34.8 – – –

(108) 5000 250 29.0 32.0 0 500 – –

(109) 5000 250 56.5 36.0 39.0 – – –

(110) 5000 250 0 44.0 24.0 500 41.6 –

(111) 5000 250 65.0 45.0 – – – –

(21) 1100 50 52.0 0 0 – – –

Рис. 11. 5,7-Ди(этоксикарбонилметил)-1,3-диазаадама-
нан-6-он и полученный из него пиридазинон, изученные
на наличие противоопухолевой активности [47].
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животных. В то же время соединение (113) не воз-
действовало на карциносаркому Уокера, саркому
45, лейкоз Швеца и солидную форму карциномы
Эрлиха [47]. Данных об использовании препарата
сравнения в статье не приводится.

Результаты исследования спироциклических
(16), (18), (19) (рис. 4), (114–116), 2-фосфоарил-
(117), (118), 2-алкил- (119–121), 2-фосфо- (122),
(123) производных и незамещенного 5,7-диме-
тил-1,3-диазаадамантан-6-она (21) (рис. 12) пред-
ставлены в табл. 6 [7, 48].

Токсичность и противоопухолевая активность
соединений (16), (18), (19), (114–123) сравнива-
лась с таковой у незамещенного 5,7-диметил-6-
оксо-1,3-диазаадамантана (21), взятого в виде со-
лянокислой соли. В целом спироциклические со-
единения оказались умеренно токсичными
(LD100 = 300–800 мг/кг для соединений (16), (19),
(115) и (116)) или малотоксичными (LD100 = 1400
и >2500 мг/кг для соединений (18) и (114)) [7].
Сопоставимо низкую токсичность (LD100 = 1000–
2500 мг/кг) проявили соединения (120), (122) и
(123). Диазаадамантаны (117) и (118), получен-
ные введением замещенной фосфорильной груп-
пы в соединение (21), а также 2-(4'-гидроксифе-
нил)диазаадамантан (119) оказались нетоксич-
ными (LD100 = 4000–5000 мг/кг) [48].

Среди исследованных соединений умеренную
терапевтическую активность в отношении сарко-
мы 45 и 180 проявили диазаадамантаны с фраг-
ментами циклопентана (18) и циклогексана (19)
(ТРО = 50 и 40% соответственно) [7]. Сопостави-
мой активностью обладают фосфорсодержащие

диазаадамантаны (122) и (123), оказавшие воз-
действие на оба вида опухолей. Так, соединение
(122), содержащее феноксигруппу, достоверно
подавляло рост саркомы 45 на 52.5%, а саркомы
180 – на 42.0%. Соединение (123) c бис(2-хлор-
этил)аминной группой в тех же условиях угнетало
рост саркомы 45 на 35.0%, а саркомы 180 – на
33.6%. Для незамещенного 1,3-диазаадамантана
(21) ТРО составило 52.0 и 33.0% в отношении сар-
ком 45 и 180 соответственно [48].

Значительная противоопухолевая активность
обнаружена у соединения (115) с бензилпипери-
диновым кольцом. Оно ингибирует рост саркомы
180 (ТРО = 76.0%) и лейкоза Швеца (ТРО =
= 69.0%), не оказывая токсического действия на
подопытных животных. Среди изученных произ-
водных диазаадамантана только соединения (115)
и (116) приводили к достоверному увеличению
(на 26–39%) продолжительности жизни у мышей
с асцитной карциномой Эрлиха [7]. Все осталь-
ные синтезированные соединения не проявили
противоопухолевого действия в отношении кар-
циносаркомы Уокера, лейкоза Швеца и асцитной
карциномы Эрлиха.

Синтез и исследование противоопухолевой
активности нескольких серий 2-тио- и 2-фосфо-
замещенных-1,3-диазаадамантанов (рис. 13) в от-
ношении клеток меланомы мышей B16-F10 были
проведены Sharabi-Ronen et al. [49]. Как отмечают
авторы статьи, 2-тиозамещенные 1,3-диазаадаман-
таны (124) и (125) проявляли низкую активность в
отношении клеток опухоли (IC50 > 200 мкМ). Более

Рис. 12. 2-Спиро-, 2-фосфоарил-, 2-алкил-, 2-фосфо-5,7-диметил-1,3-диазаадамантан-6-оны, изученные на наличие
противоопухолевой активности [7, 48].
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перспективные результаты были получены для
фосфорсодержащих аналогов (126) и (127), пока-
завших значительную противоопухолевую актив-
ность (IC50 = 10–60 мкМ) [49]. Кроме исследова-
ния цитотоксичности полученных соединений,
для наиболее активных 5,7-ди(4-(трифторме-
тил)бензил-1,3-диаза-2-фосфоадамантанов (126)
и (127) было изучено влияние на клеточный цикл
и механизм активации апоптоза. Посредством
исследований изменения митохондриального
мембранного потенциала, оцениваемого с помо-
щью реагента JC-1, активации каспаз 3 и 7, окра-
шивания аннексином V-FITC/PI и выявления
морфологических изменений было показано, что

данные соединения вызывали остановку клеточ-
ного цикла в фазе G2/M, что приводило к апопто-
зу клеток меланомы мышей B16-F10.

Менее изученной остается противоопухолевая
активность триазаадамантанов. Среди производ-
ных 7-амино-1,3,5-триазаадамантана, включаю-
щих замещенные оксииндолин-, эпоксиизоиндол-,
пирролидин-, ацетамид-, а также 6,6-дизамещен-
ные триазаадамантаны, содержащие ароматиче-
ские заместители, антипролиферативная актив-
ность была обнаружена у соединения (128) (рис. 14)
в отношении линий клеток HT29 (рак прямой киш-
ки, IC50 = 1 мкг/кг), MCF7 (рак молочной железы,
IC50 = 2.3 мкг/кг), Panc-1 (рак поджелудочной же-

Таблица 6. Противоопухолевая активность и острая токсичность 1,3-диазаадамантанов (16), (18), (19), (21) и
(114–123) [7, 48]

Примечание: прочерк означает отсутствие активности. Соединение (21) исследовалось в виде солянокислой соли. Н.д. – для
соединений (114), (118) и (119) МПД не установлена.

Соединение
LD100 (мыши) 

мг/кг
МПД (мыши) 

мг/кг

Доза (мг/кг) × 
× количество 

введений

Саркома 45 
(крысы)

Доза (мг/кг) × 
× количество 

введений

Саркома 180 
(мыши)

ТРО, % ТРО, %

(16) 500 400 25 × 8 38.7 50 × 6 –

(18) 1400 1200 70 × 8 50.0 125 × 6 –

(19) 800 500 40 × 8 0 50 × 6 40.0

(114) >2500 Н.д. 150 × 8 0 250 × 6 –

(115) 300 200 15 × 8 40.3 30 × 6 76.0

(116) 550 400 25 × 8 18.0 50 × 6 31.0

(117) 4000 3000 150 30.5 300 × 1 –

(118) 5000 Н.д. 250 – 500 × 1 –

(119) 5000 Н.д. 250 – 500 × 1 –

(120) 1250 1000 60 – 125 × 1 –

(121) 1100 900 50 – 100 × 1 –

(122) 2500 2000 120 52.5 250 × 1 42.0

(123) 1000 850 50 35.0 100 × 1 33.6

(21) 1100 800 50 × 8 52.0 100 × 6 33.0

Рис. 13. 2-Тио- и 2-фосфо-5,7-дизамещенные-1,3-диазаадамантан-6-оны, изученные на наличие противоопухолевой
активности [49].
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лезы, IC50 = 3.4 мкг/кг) и NCI-H460 (рак легких,
IC50 = 3.4 мкг/кг) [35]. Кроме того, соединение
(128) в дозе 70 мг/кг подавляло на 54% рост сарко-
мы 180 у мышей [35].

В качестве потенциальных противоопухоле-
вых агентов были предложены металл-органиче-
ские комплексы триазаадамантана с координиро-
ванными к ионам марганца молекулами CO [50].
Предполагается, что подобные соединения при
введении в организм будут выделять при облуче-
нии CO. Известно, что в небольших концентра-
циях (<200 ppm) СО проявляет противовоспали-
тельные и антиапоптотические свойства на здо-
ровых клетках [51], при этом воздействие СО во
время химиотерапии вызывает апоптоз клеток
рака предстательной железы [52]. Наиболее пер-
спективным авторы считают соединение (129)
(рис. 14), которое имеет умеренную, зависящую
от рН, растворимость в воде, что может обеспе-
чить дополнительное преимущество в селектив-
ности действия. При физиологическом рН фраг-
мент триазаадамантана не несет заряда и может
диффундировать через липидные мембраны. Од-
нако в раковых клетках с относительно низким
уровнем рН могут происходить протонирование
и захват триазаадамантанового фрагмента. Про-
тонированный фрагмент триазаадамантана также
может приводить к повреждению ДНК. Кроме
того, водные растворы комплекса (129) стабиль-
ны в темноте и нечувствительны к восстановите-
лям, таким как дитионит натрия и глутатион, и
быстро высвобождают три молекулы СО при воз-
действии видимого света низкой мощности. Ис-
следования по доставке CO в раковые клетки с
помощью соединения (129) были запланированы
[50], но их результаты в настоящее время не опуб-
ликованы.

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ АЗААДАМАНТАНОВ 
С ДНК, А ТАКЖЕ С ФЕРМЕНТАМИ 

И РЕЦЕПТОРАМИ
Способность связываться с азотистыми осно-

ваниями молекулы ДНК, увеличивая скорость
реакции обмена цепочек в коротких нуклеотидах,
была обнаружена у 1'-бензил-5,7-диалкил-1,3-ди-
азаспиро[адамантан-2,4'-пиперидин]-6-онов (130) и
(131) (рис. 15) [53]. В экспериментах использова-
ли ДНК тимуса теленка, олигонуклеотиды
d(CAATCGGATCGAATTCGATCCGATTG) (ds26),
Cy3d(CAATCGGATCGAATTCGATCCGATTG)
(Cy3ds26) и Cy5d(CAATCGGATCGAATTCGATC-
CGATTG) (Cy5ds26). Регистрацию взаимодействия
1,3-диазаадамантанов с ДНК осуществляли с помо-
щью флуоресцентно-контролируемого вытесне-
ния лигандами красителя тиазолового оранжево-
го (ТО) из его комплекса с ДНК. Для регистрации
кривых вытеснения ТО добавляли к ДНК
(0.25 мкМ) в такой концентрации (СTO = 1 мкМ),

чтобы все места связывания с ДНК были практи-
чески заполнены. При образовании комплекса
ТО с ДНК значительно увеличивается флуорес-
ценция красителя. Титрование 1,3-диазаадаман-
танами вызывало тушение флуоресценции, свя-
занное с вытеснением ТО из комплекса с ДНК.

Оказалось, что при pH 7.8 диазаадамантан
(131) с н-бутильными заместителями связывается
с ДНК с Kа = 180 М–1, а диазаадамантан (130) с
пропильными заместителями – с Kа = 15 М–1. При
pH 6.5 сродство обоих 1,3-диазаадамантанов к
ДНК увеличивается, константы ассоциации 5,7-
диалкилзамещенных диазаадамантанов с ДНК
становятся близкими и равными 1400 и 500 М–1

соответственно. Таким образом, диазаадаманта-
ны (130) и (131) продемонстрировали рН-зависи-
мую аффинность к ДНК [54, 55].

О наличии ингибирующей активности в отно-
шении некоторых ферментов у производных 5,7-
диметил-1,3-диазаадамантана сообщается в рабо-
те Захаренко с соавт. [56].

У 1,3-диазаадамантанов (132) и (133) (рис. 16),
содержащих фрагменты ациклических монотер-
пенов цитронеллаля и цитраля соответственно,
обнаружена ингибирующая активность в отно-
шении фермента репарации ДНК Tdp1 (тирозил-

Рис. 14. Структуры N,N-диалкилзамещенного 1,3,5-
триазаадамантана, обладающего антипролифератив-
ной активностью, и металл-органического комплек-
са 1,3,5-триазаадамантана с предполагаемой проти-
воопухолевой активностью [35, 50].
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ДНК-фосфодиэстераза 1), который является пер-
спективной мишенью для комплексной противо-
опухолевой терапии [57–59]. Действие некоторых
противоопухолевых препаратов, например, камп-
тотецина и его клинически важных производных
топотекана и иринотекана [60], опосредовано инги-
бированием процесса отщепления топоизомера-
зы 1B (Top1) от 3'-конца ДНК [61, 62]. Tdp1 способ-
на разрушать фосфодиэфирную связь между тиро-
зином (Top1) и 3'-фосфатной группой ДНК в
случаях, когда это не протекает по естественным
причинам. Таким образом, соединения, способные
ингибировать Tdp1, могут повышать терапевтиче-
скую эффективность ингибиторов Тор1 [63–66].

Захаренко с соавт. [56] использовали опубли-
кованный ими ранее [67] метод флуоресцентной
детекции активности Tdp1, основанный на спо-
собности Tdp1 отщеплять объемные заместители
с 3'-конца ДНК. К 16-звенному олигонуклеотиду
с 5'-конца был присоединен донор флуоресценции
5(6)-карбоксифлуоресцеин (FAM), а к 3'-концу –
гаситель флуоресценции BHQ1 (Black Hole
Quencher-1). Флуоресценция флуорофора гасит-
ся, т.к. BHQ1 расположен в пределах ферстеров-
ского радиуса. Инкубация олигонуклеотида-био-
сенсора с Tdp1 приводит к удалению BHQ1 с 3'-кон-
ца олигонуклеотида, что приводит к разгоранию
флуоресценции. Величины IC50 для соединений
(132) и (133) составили 14.8 и 16.7 мкМ, что в це-
лом является умеренной активностью, т.к. в насто-
ящее время известны соединения, ингибирующие
Tdp1 в субмикромолярном диапазоне [68–70].

Golubovskaya et al. [71] исследовали способ-
ность малых молекул, содержащих триазаадаман-
тановый фрагмент, связываться с фокальной ад-
гезивной киназой (FAK, или протеинтирозинки-
наза 2, PTK2), нарушая ее связывание с белком
p53. FAK (PTK2) – это нерецепторная тирозин-
киназа, которая контролирует клеточные процес-
сы, такие как пролиферация, адгезия, распро-
странение, подвижность и выживаемость [72].
Белок p53 выполняет функцию супрессора обра-
зования злокачественных опухолей [73]. Актива-
ция p53 снижает жизнеспособность и клоноген-
ность раковых клеток и ингибирует рост опухоли
in vivo. Достоверное снижение жизнеспособности
у клеток рака линии HCT116 p53 показали вы-
бранные в результате молекулярного докинга
N-алкил-N-метил-1,3,5-триазаадамантаны, со-
держащие бутильный (134) и гексильный (135)
заместители (рис. 17), однако их аффинность к
FAK оказалось недостаточной, чтобы нарушить
ее связывание с p53.

Eisenbarth et al. [74] изучили способность N-бу-
тил-N-метилтриазаадамантана (134) (рис. 17) к
подавлению аутоиммунного ответа, вызывающе-
го диабет 1-го типа. Исследовался ответ клониро-
ванных Т-лимфоцитов, ограниченных DQ8, на

аминокислоты В-цепи инсулина 9–23, а также на
ингибирование взаимодействия этих белков с мо-
лекулами главного комплекса гистосовместимо-
сти II класса, кодируемых геном DQ8. Соедине-
ние (134) действовало в концентрациях <0.1 мкМ
и >100 мкМ (IC50) в первом и во втором случаях
соответственно. Продемонстрированная актив-
ность недостаточно высока, чтобы рассматривать
соединение (134) как средство профилактики и
лечения диабета 1-го типа.

Известно, что связывание с рецептором CCR1
приводит к предотвращению его взаимодействия
c хемокинами, которые вовлечены в развитие и
поддержание многочисленных воспалительных
и иммунологических состояний и других нару-
шений [75]. Аффинность к рецептору CCR1
(IC50 = 2 мкМ) была продемонстрирована для со-
единения (136) (рис. 17) [76]. Следует отметить,
что подобную активность можно назвать умерен-
ной, поскольку известны соединения, связываю-
щиеся с рецептором CCR1 в субнаномолярной
концентрации [77].

ДЕЙСТВИЕ АЗААДАМАНТАНОВ 
НА НЕРВНУЮ СИСТЕМУ

У некоторых производных диазаадамантана
была обнаружена существенная анальгетическая
активность. Показано [78], что среди 8,9-заме-
щенных диметил 5,7-карбоксил-1,3-диазаада-

Рис. 16. Производные 5,7-диметил-1,3-диазаадаман-
тана, проявляющие ингибирующую активность в от-
ношении фермента Tdp1 [56].
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Рис. 17. Производные 1,3,5-триазаадамантана, способ-
ные связываться с различными белками: FAK (134),
(135) [71], HLA-DQ8 (134) [74] и CCR1 (136) [76].
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мантанов, содержащих ароматические и гетеро-
ароматические заместители, соединение (137)
(рис. 18), имеющее 2-пиридиновые заместители,
на 80% снижает боль в тесте Рандалла–Селитто
(сдавливание лапы) при введении перорально в
дозе 1 мг/кг.

Наличие выраженной анальгетической актив-
ности было обнаружено у 2-замещенного 5,7-ди-
метил-1,3-диазаадамантан-6-она (138), содержа-
щего фрагмент (–)-миртеналя (рис. 18) [79]. Ис-
следования, проводившиеся на мышах в тестах
“уксусные корчи” и “горячая пластина”, показа-
ли, что при пероральном введении в дозе 20 мг/кг
диазаадамантан (138) достоверно снижал боле-
вые проявления на 61 и 82% соответственно, не
уступая по эффективности препарату сравнения
диклофенаку натрия. Соединение (138) показало
умеренную острую токсичность на мышах, его
LD50 превышала 1000 мг/кг, при этом LD50 дикло-
фенака натрия составляет 370 мг/кг [80].

Ульцерогенную активность (действие, выра-
жающееся в образовании дефектов слизистой
оболочки желудочно-кишечного тракта) соеди-
нения (138) исследовали в сравнении с нестеро-
идным противовоспалительным препаратом ин-
дометацином на крысах линии Wistar [81]. Во вре-
мя эксперимента животным в течение трех дней
вводили соединение (138) в дозе 30 мг/кг или ин-
дометацин в дозе 20 мг/кг. В группе животных,
получавших соединение (138), все животные до-
жили до конца эксперимента, а язв не было обна-
ружено, тогда как среди животных, получавших
индометацин, до окончания эксперимента по-
гибла половина группы, а у остальных животных
были обнаружены эрозии и язвы [79].

Важной проблемой, которая неизбежно воз-
никает при обнаружении эффективного анальге-
тика, является изучение возможного механизма
его действия. В отличие от (–)-миртенола, кото-
рый имеет тот же монотерпеновый фрагмент, что
и соединение (138), и обладает противовоспали-
тельным действием [82], соединение (138) в дозе
60 мг/кг не проявило противовоспалительной ак-
тивности на модели, основанной на введении
3%-ного формалина в качестве флогогена (от лат.
phlogosis – воспаление; патогенный раздражи-

тель, который может вызвать воспалительную ре-
акцию) [79].

Исследование влияния соединения (138) на
поведение мышей в тесте “открытое поле” пока-
зало [79], что оно снижает скорость передвиже-
ния и, как следствие, дистанцию передвижения,
но не оказывает существенного влияния на ис-
следовательскую активность животных. Подоб-
ное ингибирующее влияние на двигательную ак-
тивность животных характерно для опиоидных
анальгетиков [83, 84], а также анальгетиков, вли-
яющих на каннабиноидную систему, таких как
∆9-тетрагидроканнабинол [85]. Для выявления
возможного механизма действия было изучено
влияние неселективного антагониста опиоидных
рецепторов налоксона [86] и селективного анта-
гониста каннабиноидных рецепторов CB1 римо-
набанта [87] на анальгетическую активность соеди-
нения (138) в тесте “уксусные корчи”. Анальгетиче-
ская активность соединения (138) сохранялась на
фоне введения налоксона, тогда как введение ри-
монабанта приводило к нивелированию обезбо-
ливающего эффекта [79]. Полученные результаты
позволяют предположить, что анальгетический
эффект соединения (138), по крайней мере ча-
стично, опосредован каннабиноидной системой
с вовлечением CB1-рецепторов.

Сопоставимая с диазаадамантаном (138)
анальгетическая активность была обнаружена и у
вторичного амина (139), также содержащего
фрагмент (–)-миртеналя, но присоединенного к
гетероадамантановому остову через аминогруп-
пу. Соединение (139), вводимое в дозе 20 мг/кг,
снижало боль испытуемых животных в тестах
“уксусные корчи” и “горячая пластина” на 46 и
89% соответственно [15].

Высокая анальгетическая активность была об-
наружена у ранее упомянутого диазаадамантана
(132) (рис. 16), содержащего фрагмент цитронел-
лаля. В дозе 20 мг/кг он снижал боль в тестах “ук-
сусные корчи” и “горячая пластина” на 32 и 94%
соответственно [79]. Интересно, что в случае со-
держащего остаток цитронеллаля соединения (5)
наблюдалось исчезновение анальгетической ак-
тивности в тесте “уксусные корчи”, а в тесте “горя-
чая пластина” соединение (5) и вовсе проявляло

Рис. 18. Производные 1,3-диазаадамантана, обладающие анальгетической (137–139) и гипералгезивной (5) активно-
стью [78, 79].
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гипералгезивные свойства (повышало чувстви-
тельность организма к болевым раздражителям).
Исходный диазаадамантанамин (4) не продемон-
стрировал какой-либо анальгетической активно-
сти [79].

Для большинства исследованных производ-
ных диазаадамантана было показано, что они об-
ладают низкой острой токсичностью (сотни и ты-
сячи мг/кг). Однако некоторые его производные,
в частности 5,7-дифенил-замещенные диазаада-
мантанолы, проявляют токсичные свойства в до-
зах от 1 мг/кг. Так, стрихниноподобная актив-
ность (способность вызвать сильные болезнен-
ные тетанические судороги) была обнаружена
Longo et al. [88] у вводимого внутривенно 5,7-ди-
фенил-1,3-диазаадмантан-6-ола (140) (рис. 19) с
LD50 = 1.1 и 2.0 мг/кг для мышей и крыс соответ-
ственно.

С целью изучения зависимости “структура–
токсичность” различных 6-замещенных 5,7-дифе-
нилдиазаадамантанов Chiavarelli et al. получили ряд
6-алкил- и 6-арил-6-гидроксипроизводных 5,7-ди-
фенилдиазаадмантана (141) [89], а также синтези-
ровали 6-алкил-6-гидроксидиазаадамантаны, со-
держащие в 5-м и 7-м положениях фенильные груп-
пы с различными заместителями, и исследовали
их стрихниноподобную активность [90]. Тесты,
проведенные на мышах и крысах, показали, что
введение в 5,7-дифенил-1,3-диазаадамантан-6-ол
алкильного заместителя (метил-, этил-, пропил-,
н-бутил-, изобутил-, н-додецил- и α-нафтил-) по
6-му положению приводило к снижению токсич-
ности (LD50 = 12.5–75.0 мг/кг) с сохранением
стрихниноподобного воздействия на организм
подопытных животных (повышенная возбуди-
мость с последующими тоническими и тонико-
клоническими судорогами). Введение в 6-е положе-
ние фенильной группы также снижало токсичность
соединения, при этом механизм возникновения су-
дорог несколько отличался: сначала наблюдалась
мелкая дрожь, а только затем – клонические судоро-
ги [89].

Среди 6-гидроксипроизводных, содержащих
замещенные фенильные группы или 6-алкокси-
замещенные группы, наибольшая токсичность и
стрихниноподобное действие были отмечены у
2-метокси-, 3-метокси- и 4-метоксифенилдиаза-
адамантан-6-олов (142) (LD50 = 1.5–20 мг/кг)
(рис. 19). 4-Метокси-замещенные 5,7-дифенил-
диазаадамантаны, содержащие 6-алкоксизаме-
щенную группу (6-метокси- и 6-этоксидиазаада-
мантаны), проявляли значительно меньшую ток-
сичность (LD50 = 100–150 мг/кг) и оказывали
только судорожное (стрихниноподобное) воздей-
ствие на подопытных животных. Увеличение ко-
личества метоксигрупп в фенильном кольце с со-
хранением незамещенной 6-гидроксигруппы
приводило к резкому снижению (LD50 = 300 мг/кг

для 2,3-диметоксипроизводного) или полному
исчезновению (для 2,3,4-триметоксипроизвод-
ного) токсичности [90]. Таким образом, можно
отметить ключевую роль наличия спиртовой
группы в 6-м положении и фенильных заместите-
лей в 5-м и 7-м положениях диазаадамантана для
проявления ими стрихниноподобного действия.

Агаджанян с соавт. показали наличие α-адре-
ноблокирующей активности у 5,7-диметилдиаза-
адамантана (115) (рис. 12), содержащего бензил-
пиперидиновый заместитель во втором положе-
нии молекулы [91]. Исследования проводили в
опытах на изолированных семявыносящих про-
токах крыс, об эффекте судили по уменьшению
сокращений, вызванных трансмуральным элек-
трическим раздражением или норадреналином в
концентрации 10 мкг/мл. В качестве препаратов
сравнения использовали α-адреноблокаторы пи-
пероксан, фентоламин и симпатолитик октадин,
вводимые, как и исследуемый препарат, в кон-
центрации 0.05 мкМ. Хотя в течение первых ми-
нут воздействия соединение (115) не оказывало
существенного влияния на сокращение семявы-
носящего протока, вызванного норадреналином,
его блокирующее действие развивалось посте-
пенно, приводя к 50%-ному уменьшению реак-
ции на 60-й минуте. Адреноблокирующее дей-
ствие препаратов сравнения пипероксана и фен-
толамина проявлялось гораздо быстрее, приводя
к уменьшению сокращений протока через 10 мин
после введения препаратов на 30 и 55% соответ-
ственно. К 60-й минуте эффект пипероксана
уменьшался наполовину, а фентоламина – дер-
жался на исходном уровне. Соединение (115) не
влияло на сокращения протока, вызванные
трансмуральным электрическим раздражением,
не оказывая тормозящего эффекта при передаче
нервного импульса и не обладая симпатолитиче-
ской активностью.

Противосудорожные и психотропные свой-
ства ряда 1,3-диазадамантанов (28) (схема 6) и
(143–145) (рис. 20) были исследованы Арутюня-

Рис. 19. Структуры 5,7-диарилзамещенных 1,3-диаза-
адамантанов, обладающих высокой токсичностью и
стрихниноподобной активностью [88].
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ном с соавт. [92] в тесте конвульсий, индуциро-
ванных коразолом, и тесте “открытое поле”. Ис-
следованные 5-метил-7-фенил-, 5-метил-7-бен-
зилдиазаадамантаноны (143), (144) и 2-метил,
2-пиридил-5,7-диметилдиазаадамантаноны (145),
(28) проявили противосудорожное действие в до-
зах ED50 = 30–35 мг/кг, в то время как для препа-
рата сравнения, диазепама, ED50 составила
0.5 мг/кг. Большинство веществ снижали двига-
тельную и исследовательскую активность, что мо-
жет быть связано с их седативными свойствами.

ДРУГИЕ ТИПЫ АКТИВНОСТЕЙ 
АЗААДАМАНТАНОВ

Некоторое улучшение гипогликемической ак-
тивности (способности снижать уровень глюкозы
в крови) антидиабетических средств в результате
присоединения фрагмента азаадамантана к биоло-
гически активным соединениям было показано
Агаджаняном с соавт. [93]. Путем замены алкиль-
ной группы в 4-хлоро-N-(пропилкарбомоил)бен-
зенсульфонамиде (хлорпропамид; препарат, при-
меняющийся при лечении сахарного диабета 2-го
типа, диабетической микроангиопатии (началь-
ные формы) и несахарного диабета) на 1,3,5-
триаазаадамантан было получено соединение
(146) (рис. 20). Соединение (146) в дозах 100 и
250 мг/кг снижало содержание глюкозы в крови

здоровых крыс на 13 и 18% соответственно, почти
не отличаясь по активности и эффективности от
хлорпропамида. В то же время у крыс с аллокса-
новым диабетом соединение (146) в дозе
250 мг/кг понижало содержание глюкозы на 31%,
тогда как хлорпропамид – только на 23%.

Иммунодепрессивная активность 5-фенилди-
азаадамантанолов, содержащих различные заме-
стители по 7-му положению гетероадамантаново-
го остова (рис. 21), была изучена Якушевым с со-
авт. [94]. Соединения (147) и (149) проявили
иммунодепрессивную активность в отношении
антител с лизирующими и агглютинирующими
свойствами в дозах 0.5 мг/кг, при увеличении до-
зы до 5 и 50 мг/кг активность пропадала. В то же
время соединение (148) в дозе 5 мг/кг проявило
иммунодепрессивную активность в отношении
обоих исследуемых антител. В дозе 50 мг/кг со-
единение (148) оказалось активным в отношении
антител с агглютинизирующими свойствами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наибольшее число работ, направленных на
изучение биологической активности диазаада-
мантанов, посвящено исследованию антимикроб-
ной и противоопухолевой активности. У тетрафе-
нил-замещенных диазаадамантанов и производ-
ных, содержащих гетероциклические группировки
по второму положению молекулы азаадамантана,
были обнаружены выраженные антибактериальные
свойства. Различные 2-функционализированные
производные, а также спиро- и конденсированные
производные, содержащие гетероатомы, проде-
монстрировали противоопухолевую активность, в
основном в экспериментах in vivo. Среди производ-
ных диазаадамантана обнаружены соединения,
обладающие выраженным противовирусным,
психотропным, стрихниноподобным или аналь-
гетическим действием. Большинство исследо-
ванных соединений показало умеренную или

Рис. 20. Структуры 5,7-дизамещенных 1,3-диазаадамантанов, обладающих противосудорожным эффектом, и 1,3,5-
триазаадамантана, демонстрирующего гипогликемическую активность [92, 93].
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низкую острую токсичность in vivo, однако был
выявлен ряд диазаадамантанов, обладающих
крайне высокой токсичностью (LD50 < 10 мг/кг).

Производные триазаадамантанов, как и заме-
щенные диазаадамантаны, проявляют антибакте-
риальную и противоопухолевую активность, но,
как правило, менее выраженную. Некоторые
производные триазаадамантана обладают гипо-
гликемическими свойствами. Наличие в адаман-
тановом остове трех атомов азота приводит к уве-
личению растворимости в воде, что делает воз-
можным использование триазаадамантанов в
качестве фрагментов для модификации суще-
ствующих, а также для дизайна новых лекар-
ственных соединений.

Накопленный большой экспериментальный
материал позволяет связать строение заместите-
лей в азаадамантанах с влиянием на противови-
русную, антибактериальную и противоопухоле-
вую активность. Благодаря возможности синтеза
различными путями из доступных реагентов и на-
личию разнообразной биологической активности
в сочетании с низкой токсичностью, ди- и триаза-
адамантаны – перспективные платформы для по-
иска фармакологически активных производных.
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Azaadamantanes – a New Perspective Scaffold for Medical Chemistry
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Azaadamantanes are nitrogen containing analogs of adamantane, in which one or more carbon atoms are
substituted for nitrogen. Such substitution leads to a number of specific properties, both chemical and phy-
sical. Azaadamantane derivatives have less lipophilicity compared to their adamantane analogues, which af-
fects, in particular, both their interaction with biological targets and bioavailability. The significant increase
in number of publications devoted to study of reactivity and biological activity of azaadamantanes and their
derivatives during the last decade (2009–2020) indicates a great theoretical and practical interest in them.
Compounds with pronounced biological activity have been already discovered among azaadamantane deri-
vatives. The review is devoted to the biological activity of azaadamantanes and their derivatives. It presents
the main methods for the synthesis of di- and triazaadamantanes as well as summarizes and discusses avail-
able data on the results of the studies of the biological activity of azaadamantanes. The prospects for the use
of azaadamantanes in medical chemistry and pharmacology are discussed.

Keywords: diazaadamantanes, triazaadamantanes, framework compounds, medicinal chemistry, pharmacology,
biological activity, antiviral activity, antimicrobial activity, antitumor activity
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Этиология болезни Паркинсона окончательно не установлена. Однако известно, что ключевой
фактор, инициирующий и ускоряющий нейродегенерацию, – окислительный стресс. Отсутствие
четкого понимания этиологии заболевания и отложенная манифестация симптомов болезни
осложняют проведение профилактики и разработку препаратов для этиотропной терапии болезни
Паркинсона. Тем не менее современная медицина способна поддерживать уровень качества жизни
пациента, осуществляя симптоматическое лечение препаратами, повышающими уровень дофами-
на и тем самым устраняющими моторные симптомы болезни. В данной статье рассматриваются ме-
ханизмы окислительного стресса в дофаминергических нейронах, приводится обзор современных
средств для терапии болезни Паркинсона, поддерживающих уровень дофамина в синапсах, а также
предлагается перспективный подход, направленный на устранение окислительного стресса в клет-
ках дофаминергической системы.

Ключевые слова: болезнь Паркинсона, дофаминергическая система, окислительный стресс, митохон-
дриальная дисфункция, леводопа, дофаминовый транспортер, агонисты дофамина, ингибиторы обрат-
ного захвата дофамина
DOI: 10.31857/S0132342321050304

ВВЕДЕНИЕ
По разным оценкам, количество пациентов с

болезнью Паркинсона в мире колеблется в диапа-
зоне 5–35 новых случаев на 100 тыс. человек в год.

Как правило, болезнь Паркинсона редко встреча-
ется у пациентов в возрасте до 50 лет [1], однако
в группах 60–90 лет количество пациентов с ди-
агнозом болезнь Паркинсона увеличивается в
5–10 раз [1–3]. Согласно прогнозам, число людей
с болезнью Паркинсона удвоится к 2030 г. [4].
Предполагается, что число зарегистрированных
случаев болезни Паркинсона увеличилось в связи
с распространением и улучшением медицинского
обслуживания и, как следствие, увеличением
продолжительности жизни [5].

Этиология болезни Паркинсона остается не-
известной, хотя установлено, что ключевой фактор,
инициирующий и ускоряющий нейродегенерацию, –
окислительный стресс. Эпидемиологические ис-
следования указывают на генетическую предраспо-
ложенность в сочетании с негативным действием
окружающей среды как факторов риска возник-
новения спорадического типа болезни Паркин-
сона. Например, заболеваемость болезнью Пар-
кинсона значительно выше у людей, подвергав-
шихся воздействию пестицидов или получивших
черепно-мозговые травмы, и при этом ниже у по-
требителей кофеина и табака [6].

Особенность развития болезни Паркинсона
состоит в том, что в течение длительного времени

1 Статья публикуется по материалам доклада, представленного
на конференции “Липиды 2021” 11–13 октября 2021 г.).
Сокращения: БП – болезнь Паркинсона; ЭТЦ – элек-
трон-транспортная цепь; AADC – декарбоксилаза арома-
тических L-аминокислот; ARE – элемент антиоксидант-
ного ответа; CA – катехоламины; CL – кардиолипин;
COMT – катехол-О-метилтрансфераза; DA – дофамин;
DAQ – дофамин-хинон; DAT – транспортер дофамина;
HMOX-1 – гемоксигеназа-1; 4-HNE – 4-гидроксиноне-
наль; 5-HT – 5-гидрокситриптамин (серотонин); HVA –
гомованилиновая кислота; Keap1 – Kelch-подобный ECH-
ассоциированный белок 1; L-DOPA – 3,4-дигидроксифе-
нилаланин (леводопа); MAO – моноаминоксидаза;
MPTP – 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин;
NADH – восстановленная форма никотинамидаденинди-
нуклеотида; NE – норадреналин; NET – транспортер нор-
адреналина; 6-OHDA – 6-гидроксидофамин; PGC-1α – ко-
активатор-1α гамма-рецептора, активируемого пролиферато-
ром пероксисом; PKC – протеинкиназа С; ROS – активные
формы кислорода; SAR – взаимосвязь структура–актив-
ность; SERT – транспортер серотонина; SOD – су-
пероксиддисмутаза; TH – тирозингидроксилаза;
TLCL – тетралинолеоилкардиолипин; VMAT2 – везику-
лярный транспортер моноаминов 2.

# Автор для связи: (тел. +7 (495) 330-65-92; эл. почта:
alinalavrova1@gmail.com).
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у пациента не наблюдается никаких симптомов
болезни, что связывают с компенсаторными ме-
ханизмами мозга [7]. Течение болезни Паркинсо-
на характеризуют два типа симптомов: моторные
и немоторные. Именно появление первых мотор-
ных симптомов (тремора, гипокинезии, мышеч-
ной ригидности, постуральной неустойчивости)
дает основания для постановки диагноза. К этому
времени, по разным оценкам, гибнет 60–80% дофа-
минергических нейронов черной субстанции, что
вызывает недостаток дофамина в синапсах [8].

Отсутствие четкого понимания этиологии за-
болевания и отсроченное проявление симптомов
болезни не позволяют разработать профилакти-
ческие меры и препараты для этиотропной тера-
пии болезни Паркинсона. Тем не менее совре-
менная медицина способна поддерживать уро-
вень качества жизни пациента, осуществляя
симптоматическое лечение препаратами, повы-
шающими уровень дофамина и тем самым устра-
няющими моторные симптомы болезни [8].

В данном обзоре рассматриваются механизмы
окислительного стресса в дофаминергических
нейронах, а также перспективные подходы к те-

рапии болезни Паркинсона, направленные на
поддержание уровня дофамина и устранение
окислительного стресса в клетках дофаминерги-
ческой системы.

БИОСИНТЕЗ И ДЕГРАДАЦИЯ ДОФАМИНА

Классический путь биосинтеза дофамина
(DA) был установлен в 1939 г. [9]. Двухэтапный
биосинтез DA происходит в цитозоле катехол-
аминергических нейронов и начинается с гид-
роксилирования L-тирозина по фенольному
кольцу при участии тирозингидроксилазы (TH) с
образованием L-DOPA. L-DOPA затем декарбок-
силируется до DA с помощью декарбоксилазы
ароматических аминокислот (AADC, также из-
вестной как L-DOPA-декарбоксилаза). Помимо
этого классического пути биосинтеза было пока-
зано, что опосредованный цитохромом P450 путь
существует у крыс in vivo (схема 1) [10, 11]. На этом
пути декарбоксилирование предшествует гидрок-
силированию, поэтому тирозин декарбоксилиру-
ется до тирамина, который затем может гидрок-
силироваться белками CYP2D.

Схема 1. Классический и альтернативный пути биосинтеза дофамина в нейронах мозга [11].

Хотя вклад Cyp2D-опосредованного пути син-
теза DA, по-видимому, невелик, он может стать
важным в определенных условиях. Другой воз-

можный путь биосинтеза DA – катализируемое
тирозингидроксилазой гидроксилирование тиро-
зина и последующее поглощение L-DOPA ка-
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техоламинергическими нейронами. Тирозиназа
обычно участвует в биосинтезе периферических
эумеланинов и феомеланинов [12], а у ТН-отри-
цательных мышей этот путь – основной источник
катехоламинов (CA). Тем не менее у мышей-аль-
биносов, лишенных тирозиназы, все еще, по-ви-
димому, есть некоторый источник CA [13]. Неяс-
но, производится ли этот оставшийся DA по пути
Cyp2D или все же существуют другие механизмы.

В катехоламинергических нейронах DA депо-
нируется в синаптических везикулах посредством
вторичного активного транспорта через везику-
лярный транспортер моноаминов 2 (VMAT2) [14].
Внутри этих везикул DA, склонный к окислению,
стабилизируется слабокислым pH [15], что
предотвращает окислительный стресс в цитозоле
[16]. Окислительный стресс в дальнейшем сво-
дится к минимуму благодаря ассоциации биосин-
тетических ферментов DA и AADC с VMAT2 [17].

Высвобождение DA в синаптическую щель
происходит в результате экзоцитоза. DA попадает
в синапс, связывается и активирует DA-рецепто-
ры [18]. После того, как на постсинаптическом
нейроне возникает потенциал действия, молеку-
лы DA диссоциируют от своих рецепторов и по-
глощаются обратно в пресинаптическую клетку
посредством обратного захвата, опосредованного

переносчиком дофамина (DAT) [19]. Вернувшись
в цитозоль, дофамин может либо расщепляться
моноаминоксидазой, либо повторно упаковы-
ваться в везикулы с помощью VMAT2, что делает
его доступным для последующего высвобожде-
ния [20].

В деградации DA участвуют моноаминоксида-
зы типа А и В, альдегиддегидрогеназа и катехол-
О-метилтрансфераза (схема 2). Моноаминокси-
даза MAO-B катализирует дезаминирование до-
фамина и последующее окисление, что приводит
к образованию 3,4-гидроксифенилацетальдегида
(DOPAL). На втором этапе фермент альдегидде-
гидрогеназа (AD) катализирует образование
3,4-дигидроксифенилуксусной кислоты
(DOPAC), метилирование которой по 3-гидрок-
сигруппе приводит к образованию гомованили-
новой кислоты (HVA) [21]. Поскольку HVA – ос-
новной продукт метаболизма дофамина, а ее кон-
центрация в физиологических жидкостях
организма находится в прямой корреляции с
уровнем дофамина, предлагается использовать
измерение концентрации HVA в спинномозговой
жидкости для определения стадии болезни Пар-
кинсона и для мониторинга эффективности фар-
макологической терапии заболевания [22].

Схема 2. Деградация дофамина происходит при последовательном действии ферментов моноаминоксидазы 
(MAO), альдегиддегидрогеназы (AD) и катехол-О-метилтрансферазы (COMT). DOPAL – 3,4-гидроксифенил-

ацетальдегид; DOPAC – 3,4-дигидроксифенилуксусная кислота; HVA – гомованилиновая кислота [21].

БЕЛОК-ПЕРЕНОСЧИК ДОФАМИНА (DAT)
Структура и функция DAT. Белок плазматиче-

ской мембраны DAT, ответственный за обратный
захват DA из внеклеточного пространства, – клю-
чевой регулятор дофаминергической нейропере-
дачи в ЦНС млекопитающих [19, 23]. Несмотря
на то, что существуют ферменты, осуществляю-
щие деградацию дофамина, DAT-опосредован-
ный транспорт выступает основным механизмом
выведения дофамина из внеклеточного про-
странства [24, 25]. Кроме того, именно транспорт
через DAT формирует временнýю и простран-
ственную динамику действия DA на постсинап-
тические рецепторы [26, 27].

DAT впервые секвенировали и клонировали в
1991 г. [28, 29]. DAT – высококонсервативный для
млекопитающих белок семейства Na+,Cl–-зави-
симых транспортеров растворенных веществ
(SLC6). Кристаллическая структура DAT челове-
ка до сих пор не получена, однако удалось закрис-
таллизовать близкородственный бактериальный
переносчик лейцина. Долгое время он был основ-

ным источником для структурно-функциональ-
ных моделей DAT, пока не получили структуру
транспортера Drosophila melanogaster – dDAT. Эти
исследования позволили выявить несколько сай-
тов связывания лекарств, среди которых – кока-
ин и антидепрессанты [30, 31].

Длина белка DAT человека составляет 620 а.о.,
которые упорядочены в 12 трансмембранных до-
менов. N- и C-концевые регуляторные домены
расположены в цитоплазме клетки и служат пер-
вичными областями для посттрансляционных
модификаций DAT и белковых взаимодействий в
цитоплазматическом пространстве [32].

На структуре dDAT показано, что домены 1–5
и 6–10, так называемый LeuT-фолд, образуют две
группы псевдосимметричных доменов, которые
транспортируют DA через лиганд-связывающее
ядро, образованное трансмембранными областя-
ми 1, 3, 6 и 8 [29, 33]. Эти домены связаны DA и
его ионными носителями, Na+ и Cl–, для облегче-
ния транспорта через мембрану [31]. Общеприня-
тая модель функционирования DAT предполага-

Дофамин DOPAL DOPACMAO Гомованилиновая кислота (HVA)COMTAD
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ет, что DA переносится через плазматическую
мембрану в результате перехода конформаций
DAT от обращенной наружу к обращенной
внутрь, что обусловлено симпортом Na+ и Cl–

вдоль их градиентов концентрации [34]. Этот
процесс инициируется одной молекулой DA, свя-
зывающейся в кармане, образованном трансмем-
бранными доменами 1, 3, 6 и 8. Связывание двух
ионов Na+ и одного иона Cl– с этим карманом вы-
зывает конформационное изменение DAT от на-
ружной стороны к внутренней, высвобождая DA,
ионы Na+ и Cl– в цитоплазму.

Высвобождение субстрата возвращает кон-
формацию DAT от обращенной внутрь к обра-
щенной наружу. В этой модели DA стехиометри-
чески переносится через мембрану, транспорт
сильно зависит от концентрации внеклеточного
Na+ [35]. DAT создает сложный электрогенный
ток, связанный с транспортом субстрата, когда
Na+ и Cl– перемещаются в клетку вдоль градиен-
тов их концентрации. В дополнение к стехиомет-
рическому току, вызываемому транспортом суб-
страта, перенос субстрата также создает анион-
ный ток, что приводит к более значительному,
чем ожидалось, движению заряда [36]. В основе
транспорта субстрата DAT имеет небольшой ток
утечки, который неселективно транспортирует
катионы и блокируется как субстратами, так и
ингибиторами захвата (например, кокаином).
Эти опосредованные и неопосредованные дофа-
мином токи напрямую изменяют возбудимость
мембраны и могут влиять на высвобождение DA
[36, 37]. Предполагается, что данная особенность
также играет роль в индуцированном стимулято-
ром (например, амфетамином) оттоке DA через
DAT [38]. Усиление или ухудшение свойств DAT
как ионного канала может использоваться для
разработки уникального способа управления до-
фаминергическим мембранным потенциалом,
однако эти особенности регуляции и функциони-
рования DAT еще недостаточно исследованы.

Регуляция миграции DAT. Локализованный в
плазматической мембране DAT подвержен слож-
ным механизмам регуляции. Белок постоянно
перемещается из внутриклеточного пространства
в мембрану клетки и обратно, и некоторые экзо-
генные и эндогенные агенты могут оказывать
влияние на этот процесс. В частности, было показа-
но, что амфетамины вызывают интернализацию
транспортера, о чем свидетельствует снижение ак-
тивности DAT [39–41]. Воздействие кокаина, на-
против, усиливает поверхностную экспрессию DAT
в культуре клеток HEK [42], а также у хронических
потребителей кокаина [43].

Также имеются данные, свидетельствующие о
том, что активация рецепторов D2 и D3 связана с
изменениями уровня мембранного DAT [44, 45],
что дает основание предположить возможность

регулирования миграции DAT самим эндогенным
агонистом, т.е. DA. Кроме того, киназы, осуществ-
ляющие фосфорилирование белковой молекулы,
напрямую или косвенно регулируют миграцию
DAT. Например, β-изоформа протеинкиназы С
(РКС) опосредует некоторые механизмы эндоцито-
за, индуцированные амфетаминами, D2-рецепто-
рами и форболовыми эфирами [45–47]. Следует от-
метить, что амфетамины индуцируют эндоцитоз
DAT как через PKC-зависимые, так и PKC-незави-
симые механизмы. Некоторые данные указывают
на то, что вызванная PKC интернализация DAT
опосредована внутриклеточным белком клатри-
ном – компонентом оболочки окаймленных пу-
зырьков, образующихся при эндоцитозе [48, 49].
PKC-зависимый эндоцитоз может инициироваться
фосфорилированием или убиквитилированием по
N-концевым остаткам, что способствует более вы-
соким скоростям деградации [50–52].

Другие киназы, напрямую или опосредованно
взаимодействующие с DAT, запускают митоген-
активируемую протеинкиназу (MAPK), ингиби-
рование которой приводит к снижению содержа-
ния DAT в клеточной мембране клеток HEK, и
фосфатидилинозитол-3-киназу (PI-3-K), инги-
бирование которой также приводит к интернали-
зации DAT [53, 54]. Опосредованное D2-рецепто-
ром регулирование миграции DAT также чувстви-
тельно к ингибированию MAPK [55]. Хотя было
показано, что богатые холестерином и липидами
мембранные рафты регулируют перераспределе-
ние DAT на клеточной поверхности, роль мем-
бранного белка флотиллина-1, участвующего в
процессе эндоцитоза, в отношении регуляции
миграции DAT выяснена не до конца [56–58]. На-
правленная миграция DAT примерно одинакова
для липидных рафтов и нерафтовых доменов
мембраны [56], а важность холестерина в кинети-
ческой регуляции DAT подразумевает, что могут
существовать механизмы, которые направляют
DAT в богатые холестерином мембранные доме-
ны или из них. Также важно, что мембранный
потенциал может регулировать миграцию DAT
[36, 59]. Таким образом, эти исследования пока-
зывают, что на уровень экспрессии DAT, а следо-
вательно, и на дофаминергический тонус, влияют
внеклеточная передача сигналов, метаболизм хо-
лестерина и мембранный потенциал.

Дофаминергическая система задействована в
различных нейрологических процессах, включая
развитие лекарственной зависимости [60, 61], по-
явление мотивации [62], эмоциональное возбуж-
дение [63, 64] и развитие моторных дисфункций
[64], поэтому знания об особенностях функцио-
нирования и регуляции DAT, который выступает
ключевым игроком дофаминергической систе-
мы, чрезвычайно важны для создания новых те-
рапевтически активных соединений, а для тера-
пии болезни Паркинсона DAT – новая перспек-
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тивная мишень. В настоящее время ведется
активный поиск новых селективных ингибиторов
обратного захвата DA для поддержания физиоло-
гического уровня дофамина в синапсах, а также
рассматривается возможность создания нацелен-
ных на DAT препаратов для замедления развития
патологических процессов, протекающих в дофа-
минергических нейронах при болезни Паркинсо-
на [65–68].

БОЛЕЗНЬ ПАРКИНСОНА
Патологические признаки болезни Паркинсона.

Характерные особенности болезни Паркинсона –
дегенерация дофаминергических нейронов в об-
ласти черной субстанции, а также накопление
внутриклеточного белка (α-синуклеина).

На ранней стадии заболевания дегенерация
дофаминергических нейронов ограничена вен-
тролатеральной областью черной субстанции с
относительным сохранением других дофаминер-
гических нейронов [69, 70]. Однако на конечной
стадии заболевания дегенерации подвергаются
остальные нейроны среднего мозга. Кроме того,
было показано, что при манифестации первых
внешних симптомов заболевания потеря дофа-
минергических нейронов составляет 60–80%, что
также свидетельствует о том, что дегенерация в
этой области начинается задолго до появления
двигательных симптомов [71, 72].

Другой патологический признак болезни Пар-
кинсона – отложение белка α-синуклеина в ци-
топлазме определенных нейронов в различных
областях мозга [72]. Тельца Леви, которые в ос-
новном состоят из агрегированного α-синуклеи-
на, были описаны более века назад [73]. Патоло-
гия Леви первоначально возникает в холинерги-
ческих и моноаминергических нейронах ствола
мозга и в нейронах обонятельной системы, но
также обнаруживается в лимбических и неокор-
тикальных областях мозга по мере прогрессиро-
вания заболевания.

Гипотеза о том, что первые патологические аг-
регаты α-синуклеина образуются в кишечнике
или периферической нервной системе (ПНС) и
проникают в ЦНС по блуждающему нерву, не на-
шла строгого подтверждения или, во всяком слу-
чае, – не единственно верная, т.к. у небольшой
части пациентов не была обнаружена патология в
дорсальном двигательном ядре блуждающего
нерва [73]. В работах [74, 75] предполагается, что
по этиологии болезнь Паркинсона может быть
разделена на два подтипа: ПНС-опосредованная
и ЦНС-опосредованная.

Хотя наследственные формы составляют толь-
ко 5–10% от всех случаев БП, их исследование
позволило получить важную информацию о ме-
ханизмах, лежащих в основе нейропатологии бо-

лезни Паркинсона. Некоторые из белков, коди-
руемых генами, ассоциированными с болезнью
Паркинсона, участвуют в ряде молекулярных пу-
тей, которые при нарушении могут вызывать ней-
ропатологию, которая напоминает спорадиче-
ский вид болезни Паркинсона или не отличается
от него. Кроме того, крупные исследования в об-
ласти генома (GWAS) позволили выявить ряд ге-
нов, ассоциированных с БП, и обнаружить пора-
жение некоторых из этих генов при спорадиче-
ской форме болезни Паркинсона [76]. Среди них
гены, которые отвечают за протеостаз α-синукле-
ина, митохондриальную функцию, окислитель-
ный стресс, гомеостаз кальция, транспорт аксо-
нов и нейровоспаление.

В данной работе особое внимание уделено ми-
тохондриальной дисфункции и окислительному
стрессу как ключевым факторам дегенерации до-
фаминергических нейронов.

Митохондриальная дисфункция при болезни
Паркинсона. Митохондрии – первичные внутри-
клеточные источники активных форм кислорода
(ROS), уровень которых повышается в процессе
старения [77]. Митохондриальная продукция
ATP усиливает нейрональную активность и под-
держивает клеточный гомеостаз, который дости-
гается за счет окислительного фосфорилирова-
ния в митохондриальной электрон-транспортной
цепи (ЭТЦ).

Перенос электронов из комплексов I и III ЭТЦ
к O2 происходит естественным образом в непо-
врежденных митохондриях млекопитающих [78,
79] и генерирует супероксид-радикалы ( ) в ка-
честве физиологического побочного продукта
получения энергии. Эти ROS могут иницииро-
вать образование гидроксильных радикалов
(●ОН), которые, как считается, – посредники в
первичном окислительном повреждении нейро-
нов как внутри, так и снаружи митохондрий по-
сле их диффузии в цитозоль [80].

Для нейтрализации супероксид-радикалов 
митохондрии эукариот содержат две супероксид-
дисмутазы (SOD1 и SOD2), которые детоксифи-
цируют  в менее токсичную перекись водорода
H2O2 [81]. Митохондриальная H2O2, продуцируе-
мая SOD1 и SOD2, разлагается до O2 и H2O при
участии специфических митохондриальных глу-
татионпероксидаз (GPx1/4) [82] и пероксиредок-
синов (PRx3/5) [83].

При этом более длительный период полурас-
пада H2O2 и большая скорость ее диффузии из
митохондрий в другие клеточные компартменты
позволяют ей действовать как эффективной
окислительно-восстановительной сигнальной
молекуле [84, 85]. Так, перекись водорода осу-
ществляет обратимую окислительную модифика-
цию белков, особенно тиоловых групп остатков

2O−

2O−

2O−
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цистеина, которые выполняют роль окислитель-
но-восстановительного “переключателя”, изме-
няя физиологические функции белка, стимули-
руя альтернативные функции белка или облегчая
вторичные взаимодействия [84–86]. Таким обра-
зом, эффективная регуляция митохондриального
уровня H2O2 эндогенными антиоксидантными
путями – важный механизм для поддержания фи-
зиологической окислительно-восстановительной
сигнализации и гомеостаза.

Повышенная генерация ROS митохондриями
в черной субстанции при болезни Паркинсона
связана с серьезным нарушением в ЭТЦ и окис-
лительными повреждениями, дополнительно вы-
званными токсинами и пестицидами из окружа-
ющей среды, а также генетическими мутациями
[87]. Ряд токсинов, используемых в качестве ин-
сектицидов и пестицидов, включая аналоги 1-ме-
тил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридина (MPTP) и
ротенон, свободно проникают через желудочно-
кишечный тракт и органы дыхания в липидные
мембраны и накапливаются в митохондриях [88–
91]. Оказавшись внутри митохондрий, они значи-
тельно нарушают окислительно-восстановитель-
ную активность митохондриального комплекса I,
блокируя поток электронов от NADH-дегидроге-
назы к коферменту Q [92, 93], способствуя значи-
тельному образованию  и уменьшая синтез
ATP. Важно отметить, что введение MPTP приво-
дит только к временному снижению уровня ATP
на 20% в полосатом и среднем мозге у мышей
in vivo. Эти данные указывают на то, что изменен-
ная митохондриальная функция сама по себе не
может быть автоматически приравнена к энерге-
тической недостаточности: пониженная энергети-
ческая функция ухудшает функционирование ней-
рона, но все же совместима с выживанием [94, 95].

В дополнение к химическим факторам окру-
жающей среды, почти все известные генетиче-
ские мутации, связанные с болезнью Паркинсо-
на, приводят к ухудшению активности митохон-
дриального комплекса I и связанной с этим
продукции ROS, хотя и через разные молекуляр-
ные пути.

Активность митохондриального комплекса I,
компонента ЭТЦ, снижается в некоторых тканях
пациентов с болезнью Паркинсона [96, 97]. У па-
циентов с болезнью Паркинсона наблюдается
низкий уровень экспрессии генов, контролирую-
щих клеточную биоэнергетику и экспрессирую-
щихся в ответ на действие коактиватора-1α
(PGC-1α) γ-рецептора, активируемого перокси-
сомным пролифератором (PPARγ) [98]. Предпола-
гается, что в норме уровень α-синуклеина в мито-
хондриях низкий, а его накопление внутри мито-
хондрий приводит к дефициту митохондриального

2O−

комплекса I и окислительному стрессу [99]. Актива-
ция PGC-1α способствует снижению олигомериза-
ции α-синуклеина и токсичности in vitro, тогда
как индуцированный методом нокдауна генов де-
фицит PGC-1α повышает уязвимость к олигоме-
рам α-синуклеина. При этом есть и обратная за-
висимость: олигомеризация α-синуклеина при-
водит к снижению уровня клеточного PGC-1α
[100].

В моделях на животных введение некоторых
токсинов, которые нарушают функцию митохон-
дрий, повторяет особенности невропатологии бо-
лезни Паркинсона [96, 97]. При избирательной
деплеции митохондриального транскрипционно-
го фактора А, необходимого для экспрессии ми-
тохондриальной ДНК, митохондрии в дофаминер-
гических нейронах черной субстанции развивают
дефектную цепь транспорта электронов, что при-
водит к дегенерации нейронов у взрослых мышей
MitoPark [101].

Взрослые мыши, у которых отсутствует один
аллель En1 (кодирует белок engrailed 1, стимули-
рующий ядерную трансляцию белков митохон-
дриального комплекса NADH-убихинон-оксидо-
редуктазы), демонстрируют некоторые важные
признаки нейропатологии болезни Паркинсона,
такие как нейровоспаление и прогрессирующая
гибель дофаминергических нейронов после ре-
троградной дегенерации аксонов [102]. Важно от-
метить, что дегенерация аксонов, возможно, из-
за дефицита энергии, может быть первичным и
ранним нейродегенеративным явлением при бо-
лезни Паркинсона. Томографические исследова-
ния головного мозга человека показали измене-
ния в полосатом теле у людей с болезнью Пар-
кинсона уже за несколько лет до постановки
диагноза [103, 104]. Кроме того, посмертные ис-
следования больных БП показывают, что нигро-
стриатальные терминальные аксоны стали дис-
функциональными или дегенерировали за не-
сколько лет до гибели тел нейрональных клеток
черной субстанции [105]. Однако было высказано
и альтернативное объяснение аксональной деге-
нерации, которое состоит в том, что агрегаты
α-синуклеина становятся препятствием для нор-
мального аксонального транспорта [72].

Исследования продуктов экспрессии генов,
ассоциированных с болезнью Паркинсона, поз-
волили подтвердить гипотезу о том, что развитие
митоходриальной недостаточности – ключевое
событие в процессе развития заболевания. Так,
мутации гена LRRK2 связаны не только с измене-
ниями аутофагии, но также с дефектами мито-
хондрий [97], а белки, кодируемые генами ауто-
сомно-рецессивного заболевания Паркинсона
PARK2 и PINK1, участвуют в устранении повре-
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жденных митохондрий посредством митофагии
[106].

Связь окислительного стресса и митохондриаль-
ной дисфункции при болезни Паркинсона: роль ан-
тиоксидантной системы Nrf2/ARE. Фактор тран-
скрипции NF-E2 (Nrf2) контролирует экспрес-
сию более 250 генов, отмеченных сайтом
связывания элемента антиоксидантного ответа
(ARE) [107]. Его цитозольный репрессор, Kelch-
подобный ECH-ассоциированный белок 1
(Keap1), чувствителен к окислительному стрессу
в клетке. Изменение конформации Keap1 под
действием окислительного стресса приводит к
диссоциации комплекса Nrf2–Keap1 и транспор-
тировке фактора Nrf2 в ядро клетки. Попав в яд-
ро, Nrf2 связывается с транскрипционным ARE в
промоторах и образует гетеродимеры с белками
семейства Maf для активации транскрипции ге-
нов, регулирующих последующие звенья сиг-
нальных каскадов. Таким образом, белковый
комплекс Nrf2–Keap1 действует как клеточный
редокс-сенсор и поддерживает окислительно-
восстановительный гомеостаз, регулируя тран-
скрипцию антиоксидантных генов [108].

Функционирование системы Nrf2/ARE зави-
сит от возраста и наличия нейродегенеративных
заболеваний. Патологоанатомический анализ
разных тканей при болезнях Паркинсона и Альц-
геймера выявил 54 пораженных гена, из них
31 ген содержит ARE [109]. Важно отметить, что
при этом одновременно наблюдается повышение
экспрессии фактора Nrf2 и фактора Maf-F, с ко-
торым Nrf2 образует гетеродимер, а также подав-
ление экспрессии целевых генов. Кроме того, бы-
ло показано, что с возрастом снижается экспрес-
сия некоторых важных цитопротекторных генов,
чувствительных к действию фактора Nrf2: суперок-
сиддисмутазы 2 (SOD2), глутатионпероксидазы
(GPX), глутатион-S-трансферазы (GST), глутамат-
цистеинлигазы (GCL), гемоксигеназы HMOX-1 и
NAD(P)-хинондегидрогеназы (NQO1) [110].

Как уже отмечалось выше, в случае окисли-
тельного повреждения митохондрии производят
повышенное количество ROS. Затем ROS акти-
вируют Nrf2, связанный с Keap1 в цитоплазме, и
он перемещается в ядро для активации тран-
скрипции генов, несущих элемент ARE, что, в
свою очередь, активирует систему антиоксидант-
ной защиты и митохондриальный биогенез.
В этом пути также участвуют гены, связанные с
болезнью Паркинсона. Установлено, что DJ-1
ингибирует окислительное повреждение мито-
хондрий. Другой ген, связанный с болезнью Пар-
кинсона, – PINK, предотвращающий нарушение
мембранного потенциала митохондрий и апо-
птоз, противодействуя высвобождению цитохро-
ма с. Кроме того, было обнаружено, что высво-
бождение цитохрома с, который приводит к акти-

вации каспаз и апоптозу нейронов, также
ингибирует белок паркин. Убиквитин-связываю-
щий белок p62 играет роль в активации Nrf2. Бы-
ло показано, что p62 взаимодействует с Keap1 и
транспортирует его для аутофагической деграда-
ции, тем самым обеспечивая непрямую актива-
цию Nrf2. Интересно, что белок p62 также имеет
ARE в области промотора, активируемый факто-
ром Nrf2, что создает положительную петлю об-
ратной связи между Nrf2 и p62 [111].

Существует множество экспериментальных
данных, подтверждающих положительные эф-
фекты активации Nrf2 для улучшения функцио-
нирования митохондрий при нейродегенеративных
расстройствах. Например, антиоксидант MitoQ,
нацеленный в митохондрии, способствует улуч-
шению течения неврологического расстройства у
мышей с черепно-мозговой травмой, предполо-
жительно активируя систему Nrf2/ARE [112]. В
клетках Neuro2A (N2A) трет-бутилгидрохинон
(TBHQ) активировал Nrf2 и тем самым способ-
ствовал ослаблению трансгена мутантного α-си-
нуклеина (A53T), подавляющего митохондриаль-
ное дыхание [113]. Интересно, что даже вызван-
ное физическими упражнениями увеличение
биогенеза митохондрий и экспрессии антиокси-
дантных генов, таких как SOD1 и SOD2 в мыш-
цах, опосредовано ROS- и RNS-индуцированной
активацией Nrf2 [114]. Было показано, что уровни
острой физической нагрузки, связанной с SOD2
и GSH, линейно коррелировали с активацией
Nrf2 в скелетных мышцах экспериментальных
животных [115].

Антиоксидантная система Nrf2/ARE также ре-
гулирует синтез и восстановление глутатиона,
влияя на экспрессию каталитической субъедини-
цы глутаматцистеинлигазы (GCLC) и глутатион-
редуктазы (GSR1) [116, 117]. Данное свойство
имеет решающее значение для контроля ROS, ге-
нерируемых митохондриями. Установлено, что
уровень глутатиона в нейронах снижается при бо-
лезни Паркинсона, однако он может быть восста-
новлен активацией Nrf2 [118, 119]. В ряде работ на
различных клеточных линиях было показано, что
диметилфумарат, одобренный для терапии рассе-
янного склероза, способствует увеличению уров-
ня глутатиона, активируя Nrf2 и далее индуцируя
гены GCLC, GCLM и GSR [119–121].

Таким образом, к настоящему моменту имеет-
ся достаточно доказательств, подтверждающих,
что антиоксидантная система Nrf2/ARE играет
важную роль при нейродегенеративных наруше-
ниях, в том числе при болезни Паркинсона, т.к.
регулирует уровень ROS в клетке.

Влияние окислительного стресса на метаболизм
дофамина. Значительные количества ROS выра-
батываются в дофаминергических нейронах чер-
ной субстанции и окружающей глии в результате
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окислительного метаболизма дофамина [122].
Окислительное дезаминирование дофамина мо-
ноаминоксидазами приводит к образованию
H2O2 в качестве побочного продукта, тогда как
ферментативное окисление катехольной группы
дофамина при участии циклооксигеназы, тиро-
зиназы и других ферментов – к образованию 
[123]. Кроме того, окисление дофамина также мо-
жет происходить при взаимодействии с лабиль-
ным железом, генерируя ROS (H2O2, , ●OH),
прооксидантные дофаминхиноны (DAQ) и мно-
жество других нейротоксинов [124, 125].

Из перечисленных метаболитов дофамина до-
фаминхиноны представляют особый интерес, т.к.
помимо собственной способности алкилировать
белковые тио- и аминогруппы, они – предше-
ственники потенциально опасных прооксидант-
ных производных дофамина [126]. Один из таких
производных DAQ – сальсолинол, усиливающий
окислительный стресс и повреждение митохон-
дрий, подавляя функцию ЭТЦ [127]. Другое про-
изводное, 6-гидроксидофамин (6-OHDA), спо-
собствует генерации значительных количеств O2

–,
ингибируя митохондриальные комплексы ЭТЦ I
и IV [128].

Кроме того, DAQ, как и L-DOPA, способен
превращаться в полимер нейромеланин. Счита-
ется, что нейромеланин выполняет функцию свя-
зывания и депонирования свободного дофамина,
а также участвует в регуляции катионов Fe2+ и
связывает ряд токсичных катионов металлов
(цинк, медь, марганец, хром, кобальт, ртуть, сви-
нец, кадмий) и некоторых других соединений
(производные сальсолинола, MPTP) [129]. Таким
образом, нейромеланин играет важную роль в
поддержании окислительно-восстановительного
гомеостаза в нейронах. Однако превращение
DAQ в нейромеланин происходит сравнительно
медленно, поэтому исследователи предположили,
что существуют механизмы детоксикации DAQ.
В работе Haque et al. [130] на клетках нейробласто-
мы SH-SY5Y было показано, что токсическое дей-
ствие DAQ предотвращается в присутствии SOD1 и
восстановленной формы глутатиона.

Таким образом, основная причина гибели
нейронов при болезни Паркинсона – окисли-
тельный стресс, запускающий сложный дегене-
ративный каскад, инициирующий и ускоряющий
гибель нейронов. Эндогенные антиоксиданты
функционируют в интегрированной и скоорди-
нированной сети, поэтому антиоксидантная те-
рапия должна быть направлена сразу на несколь-
ко мишеней.

4-Гидрокси-2-ноненаль – важнейший маркер
перекисного окисления липидов. Митохондрии
представляют собой уникальные органеллы с двумя
мембранами. Нарушение структурной целостности

2O−

2O−

мембранных митохондриальных липидов приводит
к дисфункции митохондрий [131, 132].

Основные митохондриальные фосфолипиды –
фосфатидилэтаноламин (PE), фосфатидилглице-
рин (PG), кардиолипин (CL), фосфатидилхолин
(PC), фосфатидилсерин (PS) и фосфатидилино-
зит (PI) [132, 133]. Распределение различных фос-
фолипидов в митохондриальной мембране важно
для поддержания структуры мембраны и надле-
жащих функций белковых комплексов в мито-
хондриях [134, 135].

Специфический компонент митохондриаль-
ных мембран – фосфолипид CL, содержание ко-
торого во внутренней мембране митохондрий до-
стигает 20% [136, 137]. CL играет важнейшую роль
в митохондриальной биоэнергетике и поддержа-
нии структурной целостности внутренней мем-
браны митохондрий и комплекса дыхательной
цепи для производства АТP [138].

CL – уникальный класс фосфолипидов, кото-
рый содержит в своей структуре три глицерино-
вых скелета, две полярные головки и четыре цепи
жирных кислот. Хотя было показано, что жирно-
кислотный состав CL зависит от вида ткани, тет-
ралинолеоилкардиолипин (TLCL) – основной
вид митохондриального CL в большинстве кле-
ток и тканей млекопитающих [139, 140].

В работах [141, 142] было показано, что CL
подвергается перекисному окислению липидов
именно из-за наличия в его структуре четырех це-
пей непредельной линолевой кислоты.

Интересно, что TLCL предпочтительнее окис-
ляется по сравнению с другими фосфолипидами,
включая PS, PI, PE и PC, даже в присутствии бо-
лее окисляемых жирных кислот, таких как арахи-
доновая кислота (AA), докозагексаеновая кисло-
та (DHA) и эйкозапентаеновая кислота (EPA)
[143, 144].

В результате перекисного окисления TLCL об-
разуется α,β-ненасыщенный альдегид – 4-гид-
роксиноненаль (4-HNE) (схема 3). В физиологи-
ческом состоянии 4-HNE присутствует почти во
всех клетках в низких концентрациях и действует
как медиатор, регулирующий различные пути пе-
редачи сигналов и клеточные процессы, в том
числе активирует систему Nrf2/ARE [145–149].
Сигнальная функция 4-HNE определяется его
структурой. Выступая альдегидом, он легко обра-
зует основания Шиффа, вступает по β-двойной
связи в реакцию Михаэля с боковыми группами
аминокислот белков и тем самым изменяет кон-
формацию и функцию белков [148, 150].
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Схема 3. Перекисное окисление тетралинолеоилкардиолипина (TLCL) 
и образование 4-гидрокси-2-ноненаля (4-HNE) [143].

Однако во время окислительного стресса кон-
центрация 4-HNE значительно увеличивается
[151]. Дисфункциональные аддукты 4-HNE с бел-
ками играют ключевую роль при старении, а так-
же в патологии различных заболеваний, включая
нейродегенеративные, онкологические и сердеч-
но-сосудистые [152–157].

Первые доказательства апоптоза нейрональ-
ных клеток, опосредованного 4-HNE, были пред-
ставлены в работе Kruman et al. [158]. Клетки
PC12, экспрессирующие регулятор апоптоза Bcl-2,
демонстрировали более высокий уровень глута-
тиона и более низкий уровень 4-HNE после окис-
лительного стресса. Было продемонстрировано,
что глутатион защищал первичные нейроны гип-
покампа крысы и клетки РС12 от апоптоза, инду-
цированного 4-HNE и окислительным стрессом.
Эти данные указывали на то, что 4-HNE – новый
небелковый медиатор апоптоза нейронов, индуци-

рованного окислительным стрессом, и демонстри-
ровали, что антиапоптотическое действие глутатио-
на может включать и детоксикацию 4-HNE.

В работе Abarikwu et al. [159] было продемон-
стрировано, что 4-HNE оказывает дозозависимое
цитотоксическое действие на культуру клеток
SH-SY5Y. Окислительный стресс, индуцирован-
ный 4-HNE, вызывал аномальную экспрессию
апоптотических маркеров p53, Bax и каспазы-3,
что приводило к гибели нейрональных клеток.
Также было показано, что 4-HNE способствует
протеолизу нейротрофинового рецептора р75,
что приводит к фрагментации аксонов и гибели
нейронов [160].

Перечисленные выше примеры влияния высо-
кореакционноспособного альдегида 4-HNE на
клеточные процессы не являются исчерпываю-
щими [161]. Так, в работе Shin et al. [162] впервые
было показано, что 4-HNE инактивирует D1/D5-
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рецепторы, модифицируя сайт связывания ли-
ганда по остаткам цистеина и, таким образом, за-
трудняя взаимодействие с дофамином, а в работе
Fleuranceau-Morel et al. [163] было продемонстри-
ровано, что 4-HNE ингибирует активность транс-
портера дофамина в нейрональных клетках.

Как уже упоминалось выше, дегенерация до-
фаминергических нейронов в черной субстанции
сопровождается накоплением цитоплазматиче-
ских включений, известных как тельца Леви, ко-
торые образуются в результате агрегации амило-
идного белка α-синуклеина. Получены данные,
что α-синуклеин образует аддукты с 4-HNE [164],
которые более склонны к олигомеризации и об-
разованию нерастворимых амилоидных фиб-
рилл, чем сам α-синуклеин, и токсичны для кле-
ток нейробластомы SH-SY5Y и дофаминергиче-
ских нейронов.

Таким образом, в результате перекисного
окисления липидов клетки, вызванного окисли-
тельным стрессом, повышается концентрация
различных токсичных метаболитов, наиболее
изученный и важнейший из которых – 4-HNE.
4-HNE влияет на множество сигнальных путей
клетки и вносит значительный вклад в патогенез
нейродегенерации, стимулируя экспрессию
апоптотических маркеров и образование агре-
гатов α-синуклеина, а также нарушает нормаль-
ное функционирование дофаминовых рецепто-
ров и дофаминового транспортера.

ТЕРАПИЯ БОЛЕЗНИ ПАРКИНСОНА

Леводопа. Гибель дофаминергических нейро-
нов черной субстанции приводит к истощению
запасов дофамина в полосатом теле и выступает
основным механизмом, лежащим в основе карди-
нальных моторных особенностей болезни Пар-
кинсона. Восстановление уровня дофамина в ре-
зультате регулярного приема предшественника
дофамина – аминокислоты L-DOPA (леводопа) –
стало революционным прорывом в терапии бо-
лезни Паркинсона более 50 лет назад.

Леводопа до сих пор остается золотым стан-
дартом для терапии болезни Паркинсона и пар-
кинсонизма, вызванного другими нейродегене-
ративными заболеваниями: почти все пациенты
проходят лечение этим препаратом на разных
стадиях заболевания [165, 166]. Однако леводопа
вызывает развитие побочных моторных эффек-
тов, например, дискинезий. Механизмы, лежа-
щие в основе этих эффектов, в частности те, кото-
рые ответственны за развитие дискинезий при за-
местительной терапии L-DOPA, до сих пор не
полностью понятны [167, 168]. Предполагается,
что основные причины – прерывистая доставка
L-DOPA из-за короткого периода полувыведе-
ния, непостоянство величины абсорбции в желу-

дочно-кишечном тракте и низкая проницаемость
гематоэнцефалического барьера. Для преодоления
этих проблем разрабатываются новые препараты с
пролонгированным высвобождением L-DOPA, а
также непрерывной доставкой (либо через эндоско-
пические гастроэнтеростомические трубки, либо
подкожно через мини-насосы) [169].

Ингибиторы катехол-О-метилтрансферазы. Со-
временные препараты L-DOPA комбинируют с
ингибиторами декарбоксилазы ароматических
аминокислот (AADC), например, карбидопой,
для предотвращения периферического метабо-
лизма дофамина и повышения биодоступности
действующего вещества. Вследствие этого пери-
ферический метаболизм L-DOPA смещается в
сторону активности вторичного пути, в котором
происходит ортометилирование L-DOPA при
участии катехол-O-метилтрансферазы (СОМТ).
Ингибирование этого фермента на периферии
увеличивает биодоступность и период полувыве-
дения L-DOPA [170]. Такие комбинированные пре-
параты L-DOPA с ингибиторами СОМТ стали при-
меняться в качестве препаратов первой очереди у
пациентов с болезнью Паркинсона [171, 172].

Ингибиторы моноаминоксидазы типа B. Окис-
ление с помощью моноаминоксидазы типа B
(MAO-B) в глиальных клетках – основной меха-
низм клиренса дофамина, высвобожденного в
синаптическое пространство и оставшегося по-
сле обратного захвата с помощью DAT в преси-
наптическую терминаль [173]. Ингибирование
MAO-B продлевает время жизни и увеличивает
концентрацию синаптического дофамина. Симп-
томатическая эффективность ингибирования
MAO-B с использованием селективного ингибито-
ра селегилина дополнительно к терапии L-DOPA
была показана уже в 1970-х гг. [174]. Позднее была
продемонстрирована антипаркинсоническая эф-
фективность терапии (устранение немоторных
симптомов БП) при комбинированном исполь-
зовании L-DOPA с селегилином и более новым
ингибитором MAO-B разагилином [171].

Агонисты дофамина. Дофаминомиметики с
прямой активностью к дофаминовым рецепторам
(агонисты дофаминовых рецепторов) в основном
нацелены на семейство рецепторов D2 и впервые
были введены в терапию болезни Паркинсона в
1970-х гг. [171, 175]. Первыми представителями
таких лекарств были производные алкалоида эр-
голина, которые также активируют рецепторы се-
ротонина (5-НТ). Используемые в настоящее
время препараты – неэрголиновые лекарственные
средства, не обладающие побочными эффектами,
связанными с действием на рецепторы 5-НТ. Важ-
ное преимущество агонистов дофамина – их более
длительный период полувыведения, чем у L-DOPA
[171, 173]. Кроме того, некоторые препараты, на-
пример, ротиготин, доступны в виде трансдер-
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мального пластыря, который обеспечивает не-
прерывную доставку лекарственного средства
[173, 176]. Однако агонисты дофамина не так эф-
фективны в сравнении с L-DOPA, а также имеют
ряд побочных эффектов, среди которых чрезмер-
ная стимуляция системы вознаграждения в ре-
зультате взаимодействия с D3-рецепторами, т.е.
психотропный эффект [177].

Ингибиторы обратного захвата дофамина.
Транспортеры моноаминов, в частности DAT, –
привлекательные мишени для нейрофармаколо-
гии. Однако ограниченная эффективность исполь-
зуемых в настоящее время лекарств от расстройств
ЦНС приводит к необходимости постоянного по-
иска новых потенциальных лекарств. Соединения
на основе тропана и пиперазина – одни из самых
популярных фармакофоров, используемые для раз-
работки новых ингибиторов DAT.

Кокаин (соединение (I), рис. 1) – природное
соединение, выделенное из листьев коки (Eryth-
roxylon coca), – психостимулятор, связывающий-
ся с определенными участками мозга млекопита-
ющих. Кокаин вызывает различные физиологи-
ческие эффекты в ЦНС млекопитающих
посредством активации нейромедиаторных си-
стем моноаминов: серотонина (5-HT), норэпи-
нефрина (NE) и дофамина (DA). Однако данные
исследований на животных показывают, что эф-
фекты этого соединения опосредованы связыва-
нием с высокой аффинностью и ингибированием
DAT (IC50 = 89 нМ) [178–180]. Благодаря этой вы-
сокой ингибирующей и биологической активно-
сти кокаин становится фармакологической плат-
формой для разработки новых ингибиторов DAT.
Оценка зависимости ингибирования DAT от
асимметричной конфигурации атомов углерода

показала, что среди восьми стереоизомеров толь-
ко природное (выделенное из растений) соедине-
ние имело высокую аффинность к DAT, тогда как
остальные семь изомеров были в 60–600 раз сла-
бее [181]. Исследования взаимосвязи структура–
активность (SAR) для производных кокаина
включали изучение влияния заместителей в по-
ложении 2 на аффинность к DAT, учитывали вли-
яние электронодонорных и электроноакцептор-
ных групп и доноров водородных связей. Среди
этих производных 2'-аминококаин (соединение
(II), рис. 1) продемонстрировал наибольшую ин-
гибирующую активность в отношении DAT
(IC50 = 18 ± 2 нМ), что подчеркивает влияние до-
норной группы с водородной связью в положе-
нии 2' на ингибирование DAT [182].

В дальнейшем были получены различные ана-
логи кокаина замещением и варьированием фе-
нильного фрагмента, а также исследована взаи-
мосвязь структура–активность, но высокой се-
лективности к DAT эти соединения не показали,
однако данные по их взаимодействию с DAT поз-
волили предположить существование нового
центра связывания лигандов, отличного от уста-
новленного ранее [183–185].

В ряду ингибиторов DAT, базирующихся на
структуре бензотропина (соединение (III), рис. 2),
соединение AHN-1-055 (IV) имело высокое срод-
ство к DAT (Ki = 11.8 нМ). Это послужило основани-
ем к разработке серии производных AHN-1-055 с
заместителем во 2-м положении тропанового ядра.
Наибольшее сродство к DAT было обнаружено
для соединений (V) и (VI) (Ki = 13.4 и 16.4 нМ соот-
ветственно) (рис. 2). Соединения (IV–VI) также
были селективны к серотониновому и норэпи-
нефриновому транспортерам SERT и NET (Ki =
= 3260, 690 и 1850 нМ для SERT, Ki = 610, 269 и
629 нМ для NET соответственно) [186, 187], что,
однако, уступает селективности к DAT.

Работы с производными тропанового ряда,
включая исследования взаимосвязи структура–
активность, позволили предложить заменить тро-
пановый цикл на пиперазин и, таким образом,
послужили разработке нового класса ингибито-
ров обратного захвата дофамина. Производные

Рис. 1. Структуры кокаина (I) и 2'-аминококаина (II).
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Рис. 2. Структуры ингибиторов DAT на основе бензотропина – соединений (III–VII).
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пиперазина обладают значительным преимуще-
ством перед тропановыми производными – не
вызывают побочных психотропных эффектов
[188, 189].

Соединения GBR 12935 (VIII) и GBR 12909 (IX)
(рис. 3) в ряду дизамещенных производных пипе-
разина показали себя как наиболее высокоаф-
финные и селективные ингибиторы DAT этой
группы (IC50 = 3.7 и 4.3 нМ соответственно) [190].
Эффект селективного ингибитора DAT GBR 12909
был продемонстрирован на приматах с MPTP-
индуцированными симптомами болезни Пар-
кинсона [65].

В результате дальнейшего поиска новых GBR-
производных были синтезированы соединения с
различной селективностью к транспортерам мо-
ноаминов. Введение гетероциклической арома-
тической системы вместо фенильного кольца в
фенилпропильной боковой цепи производных
GBR давало соединения с высокой аффинно-
стью, но различной селективностью к DAT по
сравнению с SERT. Среди синтезированных био-
изостерических аналогов содержащее фурановый
цикл соединение (X) (рис. 4) обладало наиболь-
шей эффективностью ингибирования DAT
(IC50 = 1.8 нМ), тогда как соединение (XI) было
наиболее селективным по сравнению с SERT
(IC50 = 5.0 нМ против 1840 нМ). В другой серии
аналогов GBR с индольным циклом соединение
(XII) (рис. 4) сильнее ингибировало DAT (IC50 =

= 0.7 нМ), тогда как соединение (XIII) продемон-
стрировало наивысшую селективность по сайту
SERT (IC50 = 1.1 нМ против 668 нМ) [191].

Химические и фармакологические свойства
этих производных GBR делают их идеальными
кандидатами для исследований по распределе-
нию белка DAT в мозге и клетках, т.к. могут быть
сконденсированы с флуоресцентными квантовы-
ми точками и имеют сродство к DAT в наномо-
лярном диапазоне. Например, в работе Tomlinson
et al. [192] была синтезирована модификация со-
единения GBR 12909 для конъюгации с кванто-
выми точками типа ядро/оболочка (соединение
(XIV), рис. 5, IC50 = 10 нМ).

Высокая аффинность и селективность, кото-
рую показали пиперазиновые ингибиторы DAT,
делают их структуры перспективными для разра-
ботки новых ингибиторов обратного захвата до-
фамина с потенциальной терапевтической актив-
ностью при болезни Паркинсона. Однако при не-
которых заболеваниях, например, при депрессии,
необходимо применение двойных и тройных ин-
гибиторов обратного захвата моноаминов (DAT,
SERT и NET). Так, производные 5-пиперазин-за-
мещенного индола – мощные ингибиторы обрат-
ного захвата DAT, SERT и NET in vivo. Наиболь-
шее сродство DAT/SERT/NET в этой серии пока-
зали соединения (XV) (pKi = 8.2, 7.9 и 8.1 нМ
соответственно) и (XVI) (pKi 8.5, 8.1 и 6.3 нМ со-
ответственно) (рис. 6) [193].

Рис. 3. GBR 12935 (VIII) и GBR 12909 (IX).
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Применение аналогичных двойных или трой-
ных ингибиторов транспортеров моноаминов мо-
жет быть эффективным и при терапии болезни
Паркинсона на разных стадиях. Однако оценить
относительную эффективность селективных ин-
гибиторов DAT по сравнению с двойным или
тройным ингибированием весьма трудно. Выска-
зывается предположение, что двойные ингибито-
ры DAT/NET и тройные ингибиторы могут уси-
ливать действие L-DOPA, но при этом могут усу-
гублять дискинезию. Наиболее перспективный
подход, по-видимому, – сочетание L-DOPA с ин-
гибитором DAT/SERT, в котором сродство инги-
битора к DAT/SERT – равное или более высокое
по отношению к DAT [65].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Болезнь Паркинсона становится все более
распространенной в стареющей человеческой по-
пуляции. Моторная дисфункция, характерная
для этого заболевания, – результат гибели дофа-
минергических нейронов в черной субстанции и
истощения запасов дофамина в синапсах. Хотя
конкретный биохимический механизм остается
неясным, установлено, что это мультифакторное
заболевание, в котором окислительный стресс иг-
рает неоспоримую роль в сложном и прогрессирую-
щем нейродегенеративном каскаде. Одним из на-
правлений создания терапевтических средств ново-
го поколения может быть создание препаратов,
нацеленных избирательно на дофаминергические
нейроны, но при этом включающих несколько
фармакофоров, направленных на одновремен-

ную активацию нескольких разных мишеней, за-
действованных в устранении последствий окис-
лительного стресса.

Тем не менее даже возможная полифункцио-
нальная антиоксидантная терапия не станет
единственным подходом к лечению болезни Пар-
кинсона из-за прогрессирующих симптомов за-
болевания, связанных со снижением уровня до-
фамина. Современные препараты, направленные
на поддержание концентрации дофамина в си-
напсах, обладают серьезными побочными эф-
фектами. Перспективной, но все еще не задейство-
ванной фармакологической мишенью служит
транспортер дофамина DAT. Однако разработка
ингибиторов DAT значительно осложнена схоже-
стью его белковой структуры с транспортерами дру-
гих моноаминов NET и SERT. На данный момент
синтезированы разнообразные ингибиторы об-
ратного захвата дофамина, отличающиеся селек-
тивностью и аффинностью к транспортерам мо-
ноаминов. GBR12909 – высокоаффинный и се-
лективный к DAT ингибитор обратного захвата
дофамина, поэтому может использоваться в каче-
стве платформы для создания новых ингибиторов
для повышения уровня дофамина в синапсах, а
также новых средств для визуализации дофамин-
ергических нейронов при клинических исследо-
ваниях. Кроме того, эксклюзивность экспрессии
DAT в дофаминергических нейронах также может
быть полезна при разработке мультифункцио-
нальных соединений для направленной доставки
фармакофоров, в том числе активирующих анти-
оксидантную защиту клеток, к нейронам черной
субстанции.
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Настоящая статья не содержит описания ис-
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ванием животных в качестве объектов.
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Рис. 5. Структура аналога GBR (XIV) для конъюгации с квантовыми точками.
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Role of Oxidative Stress in the Etiology of Parkinson’s Disease.
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*Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry RAS, ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

The etiology of Parkinson’s disease is not exactly known. However, it has been established that oxidative stress
is a key factor initiating and accelerating neurodegeneration. The lack of clear understanding of the etiology
and the delayed manifestation of the disease symptoms complicate the prevention and drugs development for
the etiotropic therapy of Parkinson’s disease. Nevertheless, modern medicine is able to maintain the patient’s
quality of life by providing symptomatic treatment with drugs that increase dopamine levels and, thereby,
eliminate the motor symptoms of the disease. This article discusses the mechanisms of oxidative stress in do-
paminergic neurons, provides an overview of modern agents for the treatment of Parkinson’s disease that
maintain dopamine levels in synapses, and proposes a promising approach aimed at eliminating oxidative
stress in cells of the dopaminergic system.

Keywords: Parkinson’s disease, dopaminergic system, oxidative stress, mitochondrial dysfunction, levodopa,
dopamine transporter, dopamine agonists, dopamine reuptake inhibitors
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Сфингозин-1-фосфат (S1P) – биологически активный сфинголипидный метаболит, обладающий
антиапоптотическим действием. В качестве сигнальной молекулы S1P регулирует выживаемость
клеток и их дифференцировку, подвижность и динамику цитоскетелета, участвует в процессах кле-
точной миграции, пролиферации и аутофагии. Содержание S1P в клетке регулируется специфиче-
скими киназами и фосфатазами, а также ферментом деградации S1P – S1P-лиазой. Значительную
часть своих функций S1P осуществляет в качестве лиганда к специфическим мембранным рецепто-
рам, связанным с G-белками (S1PR1–5). Рецепторы S1P экспрессируются всеми типами клеток, в
том числе нейронами и клетками глии. В центральной нервной системе S1P может выполнять за-
щитные функции и индуцировать стимулирующие выживание сигнальные пути или же, напротив,
способствовать развитию патологических процессов, в том числе при нейродегенеративных заболе-
ваниях. Функции S1P, экспрессия его рецепторов и их действие зависят от типа клеток ЦНС, стадии
их развития и состояния всего организма. На основе действия S1P разработан препарат финголимод,
который, связываясь с рецепторами S1P с высокой аффинностью, уменьшает воспалительную кле-
точную инфильтрацию, повреждение тканей и демиелинизацию. В настоящем обзоре освещаются
последние достижения в понимании механизмов действия S1P и его роли в нейродегенеративных за-
болеваниях (болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, боковой амиотрофический склероз).

Ключевые слова: сфингозин-1-фосфат, сфингозинкиназа, нейродегенеративные заболевания, болезнь
Альцгеймера, болезнь Паркинсона, боковой амиотрофический склероз
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ВВЕДЕНИЕ
В основе всех нейродегенеративных заболева-

ний (НДЗ) лежат изменения в структуре и функ-
циях нейронов, приводящие к гибели этих кле-
ток. Общепризнанно, что каскад нейробиологи-
ческих событий, приводящих к развитию НДЗ,
начинается задолго до появления симптомов бо-
лезни, прогрессирование нейродегенерации про-
исходит медленно и незаметно, поэтому когда
проявляются явные симптомы, популяции спе-
цифических нейронов уже фактически уничто-
жены [1]. Cовременная мультифакторная концеп-
ция НДЗ заключается в том, что НДЗ не являются
прямым результатом определенного этиопатоге-

нетического процесса (например, только вслед-
ствие нарушения амилоидогенеза при болезни
Альцгеймера), а развиваются при комплексном
взаимодействии между различными патогенети-
ческими процессами, включая предрасполагаю-
щие факторы (факторы риска), последствия тех
или иных патогенетических событий, например,
нарушения в иммунной системе или нарушения
церебральной гемодинамики и микроциркуля-
ции, или параллельно развивающиеся патогене-
тические процессы – аномальный амилоидоге-
нез, воспалительная реакция глии, нарушение
фосфорилирования τ-белка и др. [2]. Несмотря на
многочисленные исследования нейробиологиче-
ских основ и патогенетических механизмов НДЗ,
до сих пор не найдены ни их основные причины,
ни эффективные терапевтические подходы в
борьбе с этими заболеваниями [3].

Значительную роль в нормальной физиологии
ЦНС играют липиды, оказывая влияние на ши-
рокий спектр функций мозга, вплоть до измене-
ний настроения, восприятия и эмоционального
поведения. Липиды, наряду со структурными и

Сокращения: БА – болезнь Альцгеймера; БАС – боковой
амиотрофический склероз; БП – болезнь Паркинсона;
НДЗ – нейродегенеративные заболевания; S1P – сфинго-
зин-1-фосфат; S1PR – рецептор сфингозин-1-фосфата;
SK – сфингозинкиназа; СФМ – сфингомиелин; Аβ –
β-амилоидный пептид; АРР – предшественник β-амило-
идного пептида; PLC – фосфолипаза С; SOD – суперок-
сиддисмутаза.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 939-71-59; эл. почта:
uliana.goutner@gmail.com).
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энергетическими, выполняют также регулятор-
ные функции и служат источником биоактивных
молекул-посредников межклеточной коммуни-
кации и передачи сигналов внутри клетки, а ли-
пидный дисбаланс – характерная черта нейроде-
генерации. В последнее десятилетие значительно
возрос интерес к изучению роли липидов в пато-
генезе заболеваний мозга, включая рассеянный
склероз, болезнь Альцгеймера (БА) и болезнь
Паркинсона (БП), боковой амиотрофический
склероз (БАС), шизофрению, инсульты и др. [4, 5].
Полученные данные дают представление о тесной
связи патогенеза заболеваний ЦНС с нарушения-
ми метаболизма липидов, среди которых особый
интерес вызывают сфинголипиды.

Сфинголипиды представляют собой класс вы-
сокоактивных биологических соединений, вы-
полняющих не только структурную функцию в
клеточной мембране, но и участвующих в переда-
че клеточных сигналов, регуляции клеточного
роста, миграции клеток, апоптозе, воспалении,
ангиогенезе [6–9]. В ЦНС сфинголипиды играют
исключительно важную роль: они служат необхо-
димыми компонентами миелина, необходимы
для нейрогенеза, синаптогенеза, передачи нерв-
ного импульса и многих других процессов, под-
держивающих гомеостаз мозга в норме и/или
участвующих в развитии патологии [6]. Наруше-
ния сфинголипидного метаболизма оказывают

негативное влияние на структурные и физиоло-
гические свойства мозга, функции нейронов и
нейроглии, включая мембранный транспорт и кон-
троль над активностью ферментов. Многие заболе-
вания ЦНС, включая НДЗ, связаны с дисбалансом
сфинголипидного метаболизма [6, 7, 10].

Среди разнообразных представителей класса
сфинголипидов (рис. 1) выделяют группу сфин-
гоидных оснований, или сфингоидов, которые
обладают относительно небольшой молекуляр-
ной массой и отличаются друг от друга длиной уг-
леродной цепи, количеством двойных связей и их
расположением. К этой группе относят сфинго-
зин, сфингозин-1-фосфат, сфинганин, психозин
и др. [8, 11]. Сфингоиды выполняют функции ме-
таболических медиаторов, которые модулируют
широкий спектр физиологических процессов,
включая передачу клеточного сигнала, регуля-
цию клеточного метаболизма и устойчивости
клетки к стрессу, пролиферацию, дифференциа-
цию [8, 12]. Постоянно увеличивается количество
данных, доказывающих участие биоактивных
сфинголипидов, в частности сфингоидов, в про-
цессах развития НДЗ [6, 12–14].

Основное внимание в данном обзоре уделено
сфингозин-1-фосфату (S1P) в связи с его уни-
кальными свойствами. S1P – один из липидных
мессенджеров, научный интерес к которому по-
стоянно возрастает в течение последних несколь-

Рис. 1. Основные метаболиты сфингомиелинового цикла.
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ких десятилетий [15]. Интерес к S1P вызван его
широким спектром действия: несмотря на то, что
S1P – минорный компонент клеточного метабо-
лизма, он обладает исключительными биологи-
ческими свойствами: регулирует выживаемость
клеток и их дифференцировку, подвижность и
динамику цитоскелета, играет специфическую
роль в иммунном статусе и ангиогенезе [13, 16],
участвует в регуляции сердечно-сосудистой дея-
тельности [17], развитии патологий печени [18],
атеросклероза [19], онкологических [13, 15, 20] и
других патологических процессов.

В данном обзоре рассмотрены вопросы мета-
болизма S1P, механизмы его действия как ауто-
кринного и паракринного агента, а также роль
S1P в ЦНС в норме и при нейродегенеративных
заболеваниях, таких как болезнь Альцгеймера,
болезнь Паркинсона и боковой амиотрофиче-
ский склероз.

СТРУКТУРА И МЕТАБОЛИЗМ 
СФИНГОЗИН-1-ФОСФАТА

Биосинтез S1P. S1P принадлежит к классу
сфинголипидов – амфипатических липидных
молекул, содержащих в своей структуре алифати-
ческий спирт сфингозин. Начало биосинтеза всех
сфинголипидов – конденсация L-серина и жирной
кислоты при помощи фермента серин-С-пальми-
тоилтрансферазы. Продукт этой реакции – 3-кето-
дигидросфингозин, редуцирующийся затем до
сфинганина (дигидросфингозина). Сфинганин пу-
тем ацилирования жирными кислотами превра-
щается в дигидроцерамид с помощью одной из
шести церамидсинтаз (CerS1–CerS6). В результа-
те десатурации дигидроцерамид превращается в
церамид – проапоптический вторичный мессен-
джер, играющий важную роль в развитии клетки
как в норме, так и при различных патологиях,
включая нейродегенеративные процессы [4, 12].
Далее церамид может быть модифицирован и при
посредстве добавления различных групп образо-
вывать сложные сфинголипиды – сфингомиели-
ны, церамид-1-фосфат, гликозилцерамиды, ган-
глиозиды и др. [4], и, наоборот, вследствие обрати-
мых реакций сфингомиелинового метаболизма,
сложные сфинголипиды могут быть источником
церамида.

В процессе деацилирования церамида фер-
ментом церамидазой образуется сфингозин.
Сфингозин, в свою очередь, может быть исполь-
зован либо для ресинтеза церамида, либо для обра-
зования S1P (рис. 2) [7, 21]. Наиболее распростра-
ненная форма S1P – фосфат 18-углеродного сфин-
гозина (sphing-4-enine-1-phosphate (C18H38NO5P),
Mr = 379.2488), хотя существуют и другие сфинго-
идные основания и их фосфаты [11]. Баланс меж-
ду церамидом, сфингозином и S1P – так называ-

емый сфинголипидный реостат – имеет жизнен-
но важное значение для поддержания гомеостаза
организма [13, 22–26]. Основные регуляторы,
осуществляющие контроль над точным соотно-
шением содержания в клетке проапоптотических
церамида и сфингозина и, с другой стороны, S1P,
обладающий антиапоптотическим и пролифера-
тивным действием, – сфингозинкиназы (SK).

Выделены и описаны две основные изоформы
сфингозинкиназ – типа 1 и 2, которые, имея
сходную полипептидную структуру, существенно
отличаются кинетическими свойствами, локали-
зацией в клетке и физиологическими функциями
[13, 22, 23]. Сфингозинкиназа 1 (SK-1) – ключе-
вой фермент, регулирующий сфинголипидный
реостат и выступающий наиболее изучаемым
ферментом метаболизма S1P. Базовый уровень
активности SK-1 сохраняет клеточный баланс
сфингозина и S1P, а при воздействии на клетку
ряда агонистов, включая провоспалительные ци-
токины, различные факторы роста и, что особен-
но интересно, сам S1P, происходит активация
SK-1 посредством ее фосфорилирования, связан-
ного с ERK1/2, и перемещение на плазматиче-
скую мембрану [24].

Мембраносвязанный фермент SK-1 локализо-
ван в обогащенных сфингомиелином и холесте-
рином микродоменах (рафтах) и взаимодействует
с кислыми фосфолипидами – фосфатидилсери-
ном и фосфатидной кислотой [25], а также свя-
занными с SK-1 белками из семейства кальмоду-
линов [25]. S1P, образованный SK-1, проявляет
антиапоптотические свойства, способствует про-
лиферации, выживаемости и миграции клеток,
участвует в дифференциации, нейрогенезе и ан-
гиогенезе [27].

Сфингозинкиназа 2 (SK-2) менее изучена, чем
SK-1. Содержание SK-2 в клетках в несколько раз
ниже, чем SK-1 [18], SK-2 локализована во внут-
риклеточных мембранных структурах и не секре-
тируется во внеклеточное пространство. SK-2 на-
ходится в основном в клеточном ядре [28]. При
активации SK-2, так же как и SK-1, происходит ее
фосфорилирование, и так же, как и SK-1, SK-2
проявляет свойства “челнока” – способность пе-
ремещаться между ядром и цитозолем [22]. Ядер-
ная форма SK-2 ингибирует деацетилазы гисто-
нов HDAC1 и HDAC2, таким образом, через этот
фермент проявляется опосредованное влияние
сфингомиелинового метаболизма на регуляцию
экспрессии генов [18]. Самое существенное отли-
чие двух изоформ SK состоит в противоположном
действии образуемого ими S1P: S1P, получив-
шийся в результате активации SK-1, способствует
клеточному росту и пролиферации, тогда как ак-
тивация SK-2 и накопление S1P, образованного
SK-2, приводит к ингибированию роста клеток и
индуцирует апоптоз [29]. Это возможно вслед-



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 6  2021

РОЛЬ СФИНГОЗИН-1-ФОСФАТА В НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ 705

Рис. 2. Метаболизм сфингозин-1-фосфата (S1P) в клетке.
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ствие того, что изоформы SK имеют различную
локализацию в клетке: SK-1, перемещаясь при
активации из цитозоля в плазматическую мем-
брану, способствует внеклеточному транспорту
S1P и дальнейшему взаимодействию с рецептора-
ми, сопровождающемуся пролиферативным дей-
ствием; тогда как SK-2 в значительной мере нахо-
дится в ЭПР и/или ядре и связана с образованием
внутриклеточного S1P [24].

Образованный сфингозинкиназами S1P мо-
жет выводиться из сфингомиелинового цикла: де-
градация S1P осуществляется при помощи S1P-ли-
азы, которая превращает S1P в этаноламинфосфат
и гексадеценаль (рис. 2) [20, 21]. Этот процесс –
единственная необратимая реакция цикла СФМ, в
котором S1P выступает конечным звеном.

Механизмы действия сфингозин-1-фосфата.
S1P включается в различные метаболические пу-
ти: он может быть вовлечен во внутриклеточный
метаболизм или транспортироваться во внекле-
точное пространство.

Внутриклеточный метаболизм S1P (рис. 3) в
первую очередь связан с его способность обрати-
мо превращаться в сфингозин и затем церамид, и
в таком случае S1P может служить проапоптиче-
ским агентом, способствуя образованию церами-
да. Кроме того, S1P участвует в регуляции содер-
жания внутриклеточного кальция: S1P активирует
кальциевые рецепторы, которые через активацию

фосфолипазы С (PLC) ведут к высвобождению
ионов кальция из внутриклеточных кальциевых
депо [30]. Как уже было сказано, S1P, образован-
ный ядерной формой SK-2, ингибирует ацетили-
рование гистоновых белков, таким образом опо-
средованно влияя на экспрессию генов [31]. Кро-
ме того, S1P регулирует активность TRAF-2 (TNF
receptor-associated factor 2), ключевого компонента
в клеточном сигналинге NF-κB [32]. Также S1P –
регулятор высококонсервативного митохондриаль-
ного белка прохибитина 2 (PHB2), который необхо-
дим для нормального функционирования дыха-
тельной цепи и других клеточных процессов [33].

Одна из наиболее важных функций S1P – уча-
стие в процессах аутофагии, способствующих
воспроизводству необходимых компонентов для
повышения жизненных функций клетки. S1P,
совместно с другими сфинголипидами, – ключе-
вое звено секреции экзосом, включая формиро-
вание экзосом, их инкапсулирование и перенос
микроРНК через плазматическую мембрану, что
может регулировать соотношение содержания
биоактивных сфингоидных оснований сфинго-
зин/S1P [34]. В свою очередь, ферменты метабо-
лизма S1P – SK-1 и S1P-лиаза – могут влиять на
процессы аутофагии: SK1 способствует развитию
процессов аутофагии, S1P-лиаза положительно
влияет на выживаемость нейронов, защищая их
от действия токсичного белка хантингтина (Htt),
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Рис. 3. Внутриклеточные пути метаболизма сфингозин-1-фосфата (S1P).
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нарушения метаболизма которого связаны с на-
рушениями аутофагии [35].

Транспорт S1P во внеклеточное пространство.
S1P может быть транспортирован несколькими
путями: 1) при помощи транспортных белков
ABC-семейства; 2) с помощью секретируемого в
межклеточное пространство фрагмента сфинго-
зинкиназы SK-1; 3) посредством АТФ-зависимо-
го транспортного белка SPNS2 (spinster homolog 2)
[13, 20, 21]. Далее S1P может действовать в каче-
стве липидного мессенджера в свободной форме
или, как и другие сфинголипиды, включаться в
состав липопротеинов и транспортироваться в
плазму крови. В плазме S1P содержится в основ-
ном в составе липопротеинов высокой плотности
(ЛПВП) (~50–60%) и альбумина (30–40%), не-
значительно – в составе липопротеинов низкой
плотности ЛНП (8%) и липопротеинов очень
низкой плотности ЛПОНП (2–3%) [9]. Основной
источник S1P в плазме крови – клетки печени, а
также эритроциты и тромбоциты, которые вслед-
ствие уникального сфинголипидного метаболиз-
ма способны накапливать S1P [19, 21]. Концен-
трация S1P в плазме в норме составляет в среднем
~200 нM (100–370 нM) [21] и регулируется как на
клеточном уровне (при участии транспортного
белка SPNS2), так и на организменном (напри-

мер, белок ApoМ, связывающий S1P с липопро-
теином, защищает S1P от деградации фосфатфос-
фатазами) [19, 21]. Плазматический S1P может
быть вовлечен в метаболические процессы через
присоединение к специфическим рецепторам.

Рецепторы S1P. Основные свойства S1P прояв-
ляются при его связывании со специфическими
рецепторами S1PR1–S1PR5 (рис. 4), которые от-
личаются друг от друга уровнем экспрессии в тка-
нях и своими функциями [17, 36]. В клетках жи-
вотных рецепторы S1PR1–S1PR3 встречаются во
всех тканях, тогда как S1PR4 обнаружен только в
лимфоидных тканях и легких, а S1PR5 – в мозге и
эпителиальных клетках [37].

S1PR1 специфически соединен с Gi-белком,
α-субъединица которого ингибирует cAMP-зави-
симый сигнальный каскад и может активировать
разные сигнальные пути: PI3K/AKT, PI3K/Rac,
Ras/ERK и фосфолипазы C (PLC), которые спо-
собствуют клеточному росту, выживаемости кле-
ток, их миграции и пролиферации, ангиогенезу, а
также синтезу клетками цитокинов.

S1PR2 может присоединяться к различным
Gα-белкам, включая Gi, G12/13 и Gq, таким обра-
зом, этот рецептор способен запускать разнооб-
разные сигнальные каскады и, соответственно,
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индуцировать разные клеточные ответы. Иссле-
дования показывают, что активация S1PR2 часто
(хотя и не всегда) приводит к прекращению про-
лиферации клеток и, например, к подавлению
опухолевой активности.

S1PR3 по распространенности и своему дей-
ствию сходен с S1PR1, хотя и ассоциирован с Gi,
Gq и G12/13 α-субъединицами G-белков. Результа-
том активации S1PR3 чаще всего выступают кле-
точная миграция, пролиферация и ингибирова-
ние апоптоза.

S1PR4 и S1PR5 менее распространены в орга-
низме и менее изучены. Известно, что они присо-
единяются к Gi и G12/13, способствуют пролифера-
ции клеток и играют значительную роль в воспа-
лительных процессах [20].

Кроме того, показано, что механизмы дей-
ствия S1P/S1PR связаны с внеклеточными кина-
зами, регулирующими проведение клеточного
сигнала [38], экспрессию цитокинов (TNF-α) и
их рецепторов (CD-40) [39, 40].

В основе антиапоптотических и цитопротек-
торных свойств S1P лежат различные механизмы
регуляции S1P и его рецепторов, в первую оче-
редь, опосредованных PI3K/Akt-сигнальным пу-
тем [41, 42]. Также, действуя как аутокринный
фактор, S1P способен ингибировать образование
церамида кислой сфингомиелиназой [43, 62]. S1P

снижает окислительный стресс и модулирует экс-
прессию про- и антиапоптотических белков се-
мейства Bcl-2 и каспазы 3 [44]. S1P может активи-
ровать регуляторные белки р38, ERK и блокиро-
вать JNK в различных тканях [45]. Сигнальный
путь ERK связан с цитопротекторным действием
S1P и способствует выживаемости и пролифера-
ции клеток, опосредованной активацией SK-1
[46]. S1P – регуляторный фактор активности
AMР-активируемой протеинкиназы (АМРК) –
одного из ключевых ферментов, отвечающих за
фосфорилирование τ-белка [47]. S1P оказывает
влияние на транскрипционные факторы FOXO3a
[48], АР-1 [49] и NF-κВ [50]. S1P и SK-1 взаимо-
действуют непосредственно с TNF-ассоцииро-
ванным фактором TRAF2, причем S1P действует
как кофактор TRAF2 [33, 50].

Таким образом, присоединение S1P к S1PR
приводит к активации сопряженных с S1PR
G-белками, которые могут индуцировать раз-
личные сигнальные пути (в зависимости от ти-
па α-субъединицы G-белков), и чаще всего включа-
ет активацию фосфатидилинозитид-3-киназы
(phosphoinositide 3-kinases, PI3Ks), протеинкиназы
AKT и фосфолипазы С. Соответственно, активация
рецепторов S1P может приводить к различным,
вплоть до антагонистичных, клеточным ответам,
которые зависят от типа рецептора. Так, S1PR1 и
S1PR3 индуцируют миграцию иммунных клеток,

Рис. 4. Сигнальные пути, инициируемые активацией рецепторов сфингозин-1-фосфата (S1P).
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тогда как S1PR2 обладает противоположными
функциями – запускает клеточный механизм ин-
гибирования клеточного хемотаксиса, что осо-
бенно важно при воспалительных и иммунных
процессах [16, 51]. Возможно, антиапоптотиче-
ский и пролиферативный эффект S1P обеспечи-
вается за счет наибольшей распространенности в
тканях S1PR1, тогда как другие рецепторы S1P
выполняют локальные функции. Например, экс-
прессия S1PR5 характерна только для клеток
ЦНС, где этот рецептор играет особую роль в раз-
витии и функционировании олигодендроцитов и
нейронов [52].

МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ S1P В ЦНС
Сфингофолипиды играют важнейшую роль в

метаболизме нервных клеток как на стадиях эм-
брионального и постэмбрионального развития
мозга, так и во взрослом организме, а также при
нормальном старении и различных патологиях
ЦНС [4, 6, 12]. Сфингомиелин и его метаболиты,
выступающие основными структурными компо-
нентами миелина, участвуют в дифференциации
нейронов, синаптической трансмиссии, нейро-
нально-глиальном взаимодействии, поддержании
стабильности миелина [53]. S1P и ферменты его ме-
таболизма также вовлечены в регуляцию гомеостаза
мозга, участвуют в физиологических и патологиче-
ских процессах в ЦНС (табл. 1) [12, 35, 51].

S1P и глия. Астроциты выступают наиболее
распространенными клетками ЦНС и преоблада-
ющей частью глии, поддерживающей гомеостаз
мозга. При нейропатологиях происходит актива-
ция астроглии, клетки которой начинают синте-
зировать провоспалительные медиаторы (цито-
кины), причем этот процесс взаимосвязан с мета-
болизмом S1P. Так, IL-1 индуцирует экспрессию
SK-1, SK-1 генерирует S1P [54], в свою очередь,
S1P может вызывать астроглиоз [55]. Делеция ге-
нов, кодирующих SK-1 или S1PR3, в астроцитах
также может усиливать астроглиоз, что указывает
на участие S1P в астроглиозе и воспалительных
процессах [56].

В норме астроциты преимущественно экс-
прессируют S1P-рецепторы типов 1 и 3, также
могут экспрессировать S1PR2, но на низком уров-
не; S1PR5 не экспрессируется in vivo, но может
быть обнаружен в клеточной культуре астроцитов
[57]. При селективном удалении S1PR1 у астроци-
тов наблюдалось снижение экспрессии провос-
палительных цитокинов, повышение содержания
S1P, а также замедление процессов демиелиниза-
ции, потери аксонов и астроглиоза, индуциро-
ванные при развитии патологии в модели рассе-
янного склероза (экспериментального аллерги-
ческого энцефаломиелита (EAE)) [58]. В
культурах клеток мозга, нокаутных по S1PR1, не

обнаруживали признаков смягчения проявлений
ЕАЕ [58], что говорит об участии S1PR1 в актива-
ции астроглии. Кроме того, при воспалительных
процессах в астроцитах отмечено повышение
экспрессии S1PR3 и SK [59]. Возможно, что опо-
средованная S1PR1 активация астроглии – одно
из ключевых звеньев в воспалительных процессах
и, в целом, в развитии различных патологий
нервной системы.

Микроглия участвует в различных процессах
ЦНС, в том числе в процессах врожденного и
приобретенного иммунитета, а также де- и реми-
елинизации, при этом механизмы действия мик-
роглии сопряжены с метаболизмом сфинголипи-
дов [60]. Характерная для нейровоспалительных
процессов активация микроглии, так же как и в аст-
роглии, сопровождается экспрессией рецепторов
S1P, причем экспрессия рецепторов типов 1 и 3 зна-
чительно выше, чем типов 2 и 5 [61].

Как и клетки астроглии, микроглиальные
культуры при активации экспрессируют провос-
палительные цитокины. При этом обнаружено,
что S1P и SK вовлечены в процесс их синтеза: ин-
гибирование СК1 приводит к снижению экспрес-
сии мРНК TNF-α, IL-1β и индуцибельной NO-
синтазы, а также индукции синтеза TNF-α [62].
Активация микроглии (в условиях ишемического
стресса) сопровождается повышением экспрес-
сии SK-1, ингибирование SK-1 приводит к сни-
жению синтеза IL-17 и снижению апоптоза ней-
ронов, а добавление в культуральную среду S1P
приводит к повышению синтеза цитокинов и
усилению процессов апоптоза [63]. Эти немного-
численные данные подтверждают участие мета-
болизма S1P в активации клеток микроглии и, со-
ответственно, в воспалительных и иммунных
процессах мозга, однако требуют дополнитель-
ных исследований.

Олигодендроциты – миелинобразующие клет-
ки ЦНС, непосредственно вовлеченные в харак-
терные для всех НДЗ процессы демиелинизации
и ремиелинизации. Для ремиелинизации необхо-
димы клетки-предшественники олигодендроци-
тов, которые при патологических процессах ми-
грируют к месту повреждения и превращаются в
зрелые олигодендроциты. В зависимости от ста-
дии развития олигодендроцитов изменяются ти-
пы рецепторов S1P, а также действие S1P: если
для клеток-предшественников характерен высо-
кий уровень экспрессии S1PR1 и значительно бо-
лее низкий – S1PR5 и S1PR3, то зрелые олиго-
дендроциты экспрессируют в основном S1PR5 и
значительно меньше – S1PR1, S1PR2 и S1PR3 [52,
57, 64, 65]. В клетках-предшественниках олиго-
дендроцитов S1P влияет на дифференциацию,
миграцию и выживание [52, 64], тогда как на зре-
лые олигодендроциты S1P может оказывать про-
апоптотическое действие: как показано в иссле-
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Таблица 1. Участие сфингозин-1-фосфата (S1P), ферментов его метаболизма и рецепторов S1P в физиологиче-
ских и патофизиологических процессах, протекающих в ЦНС

Объект 
исследования/

патология
Действие S1P и его метаболитов Ссылки

Астроциты S1P и делеция гена, кодирующего SK-1 или S1PR3, вызывают астроглиоз.
S1PR1, S1PR3 и SK-1 участвуют в воспалительных процессах

 [55], [56]
 [58], [59]

Микроглия Активация микроглии вызывает экспрессию S1PR1 и S1PR3.
S1P и SK-1 модулируют синтез провоспалительных цитокинов

 [60], [61]
 [62], [63]

Олигодендроциты S1P влияет на миграцию, дифференциацию и выживание клеток-предше-
ственников.

[52], [64]

Экспрессия рецепторов: преобладание S1PR1 в клетках-предшественниках, 
S1PR5 – в зрелых клетках

[52], [57], [64], 
[65]

Нейроны S1P участвует в нейрогенезе, способствует выживаемости клеток-предшествен-
ников и зрелых нейронов.

 [68], [71]

Экспрессия рецепторов: S1PR1, S1PR2, S1PR3 и S1PR5 – в клетках-предше-
ственниках, преобладание S1PR1 и S1PR3 в зрелых клетках.

[57], [69]

S1P стимулирует образование нейритов, секрецию нейромедиаторов, снижает 
эксайтотоксичность.

[41], [69], [72], 
[73], [74], [84]

Накопление S1P приводит к апоптозу нейронов. [75]

S1P способствует защите нейронов от цитотоксического действия Аβ. [43]

SK-1 способствует защите нейронов от апоптотического действия АФК [79]

Болезнь 
Альцгеймера

Снижение уровня S1P, снижение активности SK-1 и S1P-лиазы в процессе раз-
вития патологии.

 [41], [91], [92]

Повышенная активность SK-1 и недостаток S1P-лиазы, активация S1PR1 при 
гиперфосфорилировании τ-белка.

[47], [93]

S1P модулирует активность ВАСЕ1. [94]

Повышение S1P способствует накоплению АРР [95]

Болезнь 
Паркинсона

Снижение активности и экспрессии генов, кодирующих SK-1 и SK-2.  [98], [99]

Снижение экспрессии S1PR1. [100]

СК ингибируют секрецию α-синуклеина, участвуют в механизмах защиты ней-
ронов от окислительного стресса.

[99]

Ингибирование SK-1 и SK-2 способствует развитию цитотоксического 
ответа на секрецию α-синуклеина, нарушение дыхательной цепи, снижение 
клеточного АТФ.

[99]

Ингибирование S1PR1 оказывает защитный эффект против нейродегене-
рации в клеточной модели БП и моделях БП на мышах

[99], [101],
 [103], [104]

Боковой амиотро-
фический склероз;

Экспрессия SK-1 и SK-2, уровень содержания некоторых молекулярных видов 
церамидов и сфингозина коррелирует со степенью тяжести заболевания.

 [107]

Повышение экспрессии S1P-лиазы, снижение экспрессии S1P-фосфатазы [108]
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довании Qin et al. [66], добавление в культураль-
ную среду S1P приводит к апоптозу
олигодендроцитов и нейронов за счет накопле-
ния сфингозина и церамида. Влияние S1P на ми-
грацию предшественников олигодендроцитов
указывает на его потенциальную роль в процессах
нейропластичности и ремиелинизации, для кото-
рых необходимы пролиферация клеток-предше-
ственников, их миграция к месту демиелиниза-
ции и дифференциация. Специфика функций
зрелых олигодентроцитов, очевидно, также свя-
зана с метаболизмом S1P и его рецепторов, о чем
говорит, например, преобладание у них S1PR5, в
отличие от клеток-предшественников.

В ЦНС постоянно осуществляется активное
взаимодействие клеток глии друг с другом как для
поддержания гомеостаза мозга, так и в случае раз-
вития патологии. Например, в процессах демие-
линизации реактивные астроциты формируют
так называемый глиальный рубец, который
ослабляет процесс ремиелинизации [54, 55]. С
другой стороны, известно, что астроциты способ-
ны действовать как клеточные медиаторы миели-
низации, способствуя миграции, пролиферации
и дифференциации клеток-предшественников
олигодендроцитов [55]. Было показано непосред-
ственное участие в этих процессах рецепторов
S1P: астроциты регулируют экспрессию S1PR3 в
клетках-предшественниках олигодендроцитов и
способствуют их пролиферации [67].

Таким образом, S1P вовлечен в регуляцию ак-
тивации клеток микроглии и астроцитов, а также
индукцию ими синтеза провоспалительных цито-
кинов, тем самым способствуя развитию воспа-
лительных, иммунных и нейрогенеративных про-
цессов. С другой стороны, для олигодендроцитов
S1P – фактор созревания клеток-предшествен-
ников, а также один из наиболее существенных
компонентов для их миграции и дифференциа-
ции, необходимых для поддержания функций
мозга, нейропластичности и ремиелинизации.

S1P и нейроны. Одна из наиболее значимых
для ЦНС функция S1P и ферментов, регулирую-
щих его метаболизм, – участие S1P в нейрогенезе.
S1P способствует выживаемости и росту нейро-
нов как на эмбриональных стадиях развития ор-
ганизма, так и в зрелом возрасте [68]. Однако ме-
таболизм S1P в нейронах существенно отличается
в зрелых нейронах и клетках-предшественниках,
изменяясь в зависимости от степени их зрелости.
Исследования на культурах нервных клеток-
предшественников и моделях на трансгенных
животных показали, что действие S1P в нейроге-
незе в значительной степени связано с S1PR1 [68].
Так, нервные клетки-предшественники могут
экспрессировать S1P-рецепторы 1, 2, 3 и 5 типов,
тогда как зрелые нейроны экспрессируют S1PR1 и
S1PR3 [57, 69]. Изменения в метаболизме S1P

приводят к патологиям нейрогенеза, что проис-
ходит, например, при делеции гена S1P1 или деле-
ции обоих генов SK 1 и 2 [68]. S1PR2-нокаутные
мыши теряют слух, равновесие и проявляют дру-
гие признаки нарушения поведения и нейродеге-
нерации [70]. В культурах нервных клеток-пред-
шественников S1P вызывает клеточную проли-
ферацию, морфологические изменения и
повышает выживаемость клеток [71].

В культурах зрелых нейронов S1P стимулирует
образование нейритов [72], а также повышает
возбудимость, индуцированную фактором роста
нервов [73]. Была показана способность S1P уве-
личивать секрецию нейромедиаторов, в частно-
сти глутамата, в нейронах гиппокампа [69]. В
культуре кортикальных нейронов S1P оказывал
защитное действие от эксайтотоксической гибе-
ли клеток [74].

Однако если S1P способствует выживаемости
и дифференцировке клеток-предшественников
нейронов, то для зрелых нейронов показана роль
S1P в индукции апоптоза в случае его накопления
в клетке: апотоз протекает по зависимому от кас-
паз механизму и индуцируется церамидом и/или
сфингозином, образованным путем дефосфори-
лирования S1P, при этом рецепторы S1P не во-
влечены в процесс апоптоза [75]. При активации
S1PR2, связанных с ретикулонами Nogo-А, на-
блюдалось ингибирование роста нейритов и сни-
жение синаптической пластичности [76]. Дей-
ствие ретикулона Nogo-А осуществляется через
присоединение к S1PR2, причем через лиганд, от-
личный от лиганда, связывающего S1PR2 с G-бел-
ками [76]. Другой ретикулон, Nogo-B, регулирует
биосинтез сфингомиелинов, ингибируя фермент
начального синтеза сфингозина [77].

Предполагают, что S1P вовлечен в нейрооли-
годендроцитарную сеть, поскольку он выполняет
роль регулятора миграции клеток-предшествен-
ников олигодендроцитов [65], однако пока не на-
коплено достаточно данных и не ясны механизмы
действия S1P и ферментов его метаболизма во
взаимодействии нейронов и клеток глии.

Механизмы клеточного стресса, выступая ис-
ключительно важными для нормальной физио-
логии ЦНС, процессов старения и НДЗ, также
связаны с метаболизмом S1P. В норме в зрелом
организме S1P – цитопротекторный фактор. На-
пример, он защищает кортикальные нейроны от
токсического воздействия β-амилоидного пептида
(Аβ) [43], что также может способствовать нейро-
пластичности. S1P задерживает старение клеток,
возможно, через присоединение к теломеразной
обратной транскриптазе (hTERT), способствуя со-
хранению теломеразы [78]. SK-1 участвует в регуля-
ции клеточного ответа на окислительный стресс,
защищая клетки от апоптоза, вызванного актив-
ными формами кислорода [79]. На S1P, так же как
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и на церамид, оказывает влияние стрессовый бе-
лок р53, а нарушение контроля АФК ведет к изме-
нениям в S1P/церамидном сигнальном пути [80].

Исключительно важную роль в деятельности
мозга играют процессы синаптической трансмис-
сии и, соответственно, синаптогенеза и синапти-
ческой пластичности. S1P, наряду с другими
сфинголипидами, также участвует в модулирова-
нии нейротрансмиссии [81, 82], но может способ-
ствовать снижению пластичности синапсов [83].
S1P и SK-1 участвуют в регуляции высвобожде-
ния медиаторов и возбудимости мембраны [82].
Исследования на срезах гиппокампа показали
участие S1P и SK-1 в формировании памяти [84].
Проведение сигнала от S1P через S1P3, локализо-
ванный в пресинаптической мембране, стимулиру-
ет секрецию глутамата в нейронах гиппокампа, та-
ким образом способствуя долговременной потен-
циации и участвуя в механизмах памяти [41, 84].

Предполагают, что S1P играет важную роль
при физиологическом старении, способствуя
увеличению продолжительности жизни [85].
Один из механизмов нормального старения – ин-
сулин/инсулиноподобный сигналинг, связанный
с PI3K/AKT, для которого исключительно важен
баланс сфинголипидного реостата: в то время как
церамид ингибирует PI3K/AKT-сигнальный путь
[44], S1P оказывает стимулирующее действие на
него [38]. И, если S1P-рецепторы могут модули-
ровать активность Akt, то и наоборот, PI3K-Akt-
сигнальный путь регулирует экспрессию и актив-
ность SK и рецепторов S1P [86]. Другой фактор
старения – инактивация теломеразной активно-
сти – также связан с метаболизмом S1P, как уже
отмечалось выше, причем у модельных мышей с
дефицитом SK-2 обнаружена нестабильность ак-
тивности теломеразы, что приводило к разруше-
нию теломер и проявлению признаков раннего
старения [78].

Очевидно, что метаболизм S1P играет значи-
тельную роль в нормальной деятельности ЦНС:
он вовлечен в процессы клеточного роста, мигра-
ции, дифференциации нейронов и глии, а также
их взаимодействия; синаптическую пластичность
и, таким образом, в процессы памяти; в процессы
нейропластичности, ремиелиназации, а также
регуляцию физиологического старения. Функ-
ции S1P, экспрессия его рецепторов и их действие
зависят от типа клеток ЦНС, стадии их развития
и состояния всего организма (табл. 1) [57]. При
нарушении метаболизма S1P, например, при его
накоплении в клетках, S1P способен оказывать
апоптотическое действие на нейроны, что, воз-
можно, и происходит при НДЗ.

РОЛЬ S1P В ПАТОГЕНЕЗЕ 
НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ 

ЗАБОЛЕВАНИЯХ

Ключевую роль в патогенезе НДЗ играет ги-
бель специализированных нейронов, которая, в
свою очередь, приводит к нарушению функций, в
регуляции которых они участвуют: при болезни
Альцгеймера наблюдается апоптоз холинергиче-
ских нейронов гиппокампа и коры, сопровожда-
ющийся прогрессирующей потерей памяти, сни-
жением способности к обучению и социальной
дезадаптацией; характерная черта болезни Пар-
кинсона – снижение количества дофаминергиче-
ских нейронов нигростриатной системы мозга,
что приводит к нарушению двигательной функ-
ции; при боковом амиотрофическом склерозе по-
гибают двигательные нейроны спинного мозга и
моторной коры и ствола головного мозга, след-
ствие чего – атрофия мышц и паралич [87, 88].

Нейродегенеративные процессы ряда заболе-
ваний, к которым принадлежат БА, БП и БАС,
классифицируются как протеинопатии и имеют
сходные молекулярные механизмы патогенеза:
патологическую агрегацию белков, образование
нерастворимых фибриллярных структур и их от-
ложение в виде гистопатологических включений
в тканях нервной системы [89]. При поддержании
гомеостаза в норме нейроны избавляются от по-
врежденных и/или агрегировавших белков в про-
цессе аутофагии; нарушение этого процесса слу-
жит причиной и/или способствует развитию па-
тологических процессов при НДЗ [89].

Наряду с тем, что S1P – необходимый компо-
нент нейрогенеза, проявляющий нейропротек-
торные свойства, многие исследователи отмеча-
ют двойственную роль S1P в гомеостазе ЦНС.
Было показано, что метаболизм S1P вовлечен во
множество клеточных процессов, ведущих к ней-
родегенерации, в том числе в апоптотическую ги-
бель нейронов и аутофагию, стресс эндоплазмати-
ческого ретикулума, нарушение регуляции белко-
вого и липидного транспорта, секрецию экзосом,
распространение нейротоксичных белков, нейро-
воспалительные процессы и дисфункции митохон-
дрий [75]. При нейропатологиях S1P может высту-
пать в качестве сигнальной молекулы, способству-
ющей воспалительным процессам – вызывать
астроглиоз [55, 81] и активацию клеток микроглии
[61]. Участие S1P и SK в воспалении показано на
культурах микроглиальных клеток, где SK-1, так же
как и в астроглии, повышает экспрессию провос-
палительных цитокинов [62], что в конечном ито-
ге может приводить к апоптозу нейронов [63].
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ГУТНЕР, ШУПИК

СФИНГОЗИН-1-ФОСФАТ И БОЛЕЗНЬ 
АЛЬЦГЕЙМЕРА

Основная характеристика болезни Альцгейме-
ра (БА) – накопление β-амилоидного пептида
(Аβ), который в норме образуется при последова-
тельном расщеплении предшественника Аβ (АРР)
ферментами β-секретазой (BACE1) и γ-секретазой;
патологические нарушения фолдинга и протеоли-
тического расщепления, а также последующая аг-
регация Аβ приводят к образованию внеклеточных
сенильных бляшек. Кроме того, при БА в нейро-
нах происходят изменения цитоскелета, которые
связаны с гиперфосфорилированием и агрегаци-
ей τ-белка, ассоциированного с микротрубочка-
ми, с последующим образованием нейрофобрил-
лярных клубков внутри клетки. Образование се-
нильных бляшек и агрегация белков приводит к
разрушению нейритов, потере синапсов, а также
сопровождается нейровоспалительными процес-
сами, глиозом и снижением когнитивных спо-
собностей [10].

В патогенезе БА большую роль играют метабо-
литы сфинголипидного цикла, в том числе сфин-
гоидные основания [4, 10]. Многочисленные на-
блюдения на клеточных культурах и животных
моделях показали, что влияние сфингомиелина
на процессинг Аβ осуществляется посредством
изменения структуры липидных микродоменов
(рафтов) [90]. Кроме того, на начальных стадиях
заболевания наблюдаются повышенное содержа-
ние в клетках мозга церамида и активация ней-
тральной сфингомиелиназы [43, 44]. В настоящее
время проводятся исследования по изменению
метаболизма S1P при БА [41, 42, 44], однако их
результаты бывают противоречивы.

В исследованиях Couttas et al. на постморталь-
ном мозге было показано, что у больных БА со-
держание S1P снижается в зависимости от стадии
заболевания, причем наиболее значимые измене-
ния происходят в гиппокампе (зона С1), меньшие –
в височных долях и мозжечке, при этом в гиппо-
кампе наблюдалось снижение активности SK
[41]. В аналогичном исследовании была обнару-
жена пониженная экспрессия ферментов SK-1 и
S1P-лиазы, которая негативно коррелировала с
отложениями Аβ [91]. Возможно, что с недоста-
точным содержанием S1P в мозге, особенно в
гиппокампе, могут быть связаны дисфункции
различных цитопротекторных процессов, вклю-
чая нарушения в антиапоптотическом сигналь-
ном пути PI3K-Akt при БА [92].

Одно из токсических проявлений Аβ на ран-
них стадиях развития БА – индуцирование им ги-
перфосфорилирования τ-белка, с которым, как
показано, связан метаболизм S1P и его рецепто-
ров. В мозге при БА отмечают повышенную ак-
тивность SK-1 и, с другой стороны, недостаток
S1P-лиазы, ассоциированные с гиперфосфори-

лированием τ-белка [93]. Кроме того, селектив-
ная активация S1PR1 (но не S1PR3) в клетках гип-
покампа вызывает ингибирование AMPK (проте-
инкиназы, фосфорилирующей τ-белок по
остатку Ser262), что приводит к значительному
снижению фосфорилирования τ-белка [47]. Де-
фосфорилирование τ-белка, вызванное актива-
цией и, возможно, интернализацией S1PR1, мо-
жет служить благоприятным фактором в первую
очередь для нейронов гиппокампа, ослабляя про-
цессы, приводящие к патологическим изменени-
ям при БА [47].

Особый интерес исследователей вызывает вза-
имосвязь сфингомиелинового метаболизма и, в
частности, S1P, с синтезом β-амилоидного пеп-
тида. Так, обнаружено влияние S1P на ферменты
гидролиза белка-предшественника АРР – ВАСЕ-1:
было показано, что S1P способен присоединяться
к ВАСЕ1 и модулировать его активность [94].
Снижение активности ферментов синтеза S1P
(ингибирование SK нейронов мыши) и повыше-
ние активности ферментов его деградации приво-
дило к снижению активности ВАСЕ-1 и генера-
ции Аβ [94]. С другой стороны, повышение уров-
ня S1P, вызванного дефицитом S1P-лиазы,
приводило к накоплению АРР и С-концевого
фрагмента АРР в лизосомальных компартментах,
а также к снижению активности γ-секретазы [95].
В модели клеток, нокаутных по S1P-лиазе, на-
блюдалось накопление АРР и его С-концевых
фрагментов [95]. Кроме того, было показано, что
действие S1P может осуществляться путем, ана-
логичным нейротоксическому пути β-амилоид-
ного пептида, включающего кальпаин/каспаза-12/
кальциевый механизм [93]. Эти данные указыва-
ют не только на корреляцию между уровнем S1P
и Аβ, но и на существенную регуляторную роль
S1P в генерации Аβ в нейронах; соответственно,
дисфункция метаболизма S1P приводит к разви-
тию нейрогенерации.

Известно, что в норме в мозге с возрастом ме-
няется соотношение S1P/сфингозин, которое
может модулировать процессы накопления Аβ и
гиперфосфорилирования τ-белка, что в совокуп-
ности с нарушениями процессов аутофагии при-
водит к гибели нейронов и в конечном итоге – к
снижению когнитивных способностей [96]. Спо-
собность S1P влиять на генерацию и токсичность
Аβ и фосфорилирование τ-белка указывает на
участие S1P в образовании нейрофибриллярных
клубков, в изменениях цитоскелета и других па-
тологических процессах, что особенно важно при
БА. Снижение содержания S1P при развитии БА,
особенно в гиппокампе, на фоне общего измене-
ния сфингомиелинового метаболизма в ЦНС при
БА [4], может быть причиной снижения синапти-
ческой пластичности, потери синапсов и нейри-
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тов, что может способствовать ухудшению памя-
ти и когнитивных способностей при БА.

S1P И БОЛЕЗНЬ ПАРКИНСОНА
Болезнь Паркинсона (БП) – одно из наиболее

часто встречающихся двигательных заболеваний,
занимающее второе место по частоте встречаемо-
сти среди НДЗ после болезни Альцгеймера. Для
патогенеза БП характерна прогрессирующая де-
генерация дофаминергических нейронов нигро-
стриатной системы, приводящая к нарушению
двигательной функции [3]. Одним из основных
морфологических признаков БП считается фор-
мирование внутри клеток нейротоксических те-
лец Леви, состоящих большей частью из преси-
наптического белка α-синуклеина и убиквитина.
До проявления моторной дисфункции существу-
ет длительный скрытый период, во время которо-
го происходит нейродегенерация периферийных
и некоторых центральных нейронов, вследствие
которой, в частности, наблюдается снижение
чувствительности обоняния, однако механизмы
нейродегенерации при БП остаются неизвестны-
ми [3].

Для изучения БП была разработана модель, в
которой, как на клеточных линиях, так и на жи-
вотных, используют вещество 1-метил-4-фенил-
1,2,3,6-тетрагидропиридин (МФТП). В глиаль-
ных клетках МФТП превращается в нейротоксин
1-метил-4-фенилпиридин (МФП+), который из-
бирательно действует на дофаминергические
нейроны, вызывая их гибель. На такой же модели
проводятся исследования участия сфинголипи-
дов в развитии патологии БП, большей частью
они направлены на изучение нейротоксичности
церамида и его роли в процессах апоптоза дофа-
минергических нейронов [97].

Немногочисленные исследования роли S1P
при БП продемонстрировали, что существует
прямая взаимосвязь между метаболизмом S1P и
патологическими процессами при БП. Как на
культурах нейронов, так и на моделях БП на жи-
вотных было показано, что действие нейротокси-
на МРР+ снижает активность и экспрессию генов
SK-1 и SK-2 [98], в том числе отмечено специфи-
ческое снижение уровня SK-1 в substantia nigra у
МФП+-мышей [99]. Этот токсин может снижать
экспрессию S1PR1, что может приводить к сниже-
нию выживаемости клеток и/или способствовать
апоптотической гибели нейронов [100].

Ферменты метаболизма S1P выполняют цито-
протекторные функции в нейронах при БП. По-
казано, что SK ингибируют секрецию α-синукле-
ина, а также играют значительную роль в молеку-
лярных механизмах защиты нейронов от
окислительного стресса, вызванного нейроток-
сином МРР+, и, наоборот, ингибирование SK-1 и

SK-2 индуцирует сигнал гибели клеток посред-
ством секреции α-синуклеина [101].

При моделировании БП подтверждаются
свойства S1P, способствующие выживанию кле-
ток, в том числе при участии PI3K/Akt-пути: при
ингибировании синтеза S1P снижается фосфори-
лирование и активность PI3K/Akt [101]. Ингиби-
рование SK в МРР+-модели БП вызывает сниже-
ние экспрессии генов некоторых митохондриаль-
ных белков и факторов транскрипции, например,
ядерного дыхательного фактора 1 (Nuclear respira-
tory factor 1 (NRF-1)) и митохондриального тран-
скрипционного фактора А (Mitochondrial tran-
scription factor A (TFAM)) [99]. Ингибирование
SK также приводит к снижению экспрессии ге-
нов белков регуляции дыхательной цепи, в том
числе супероксиддисмутазы 2, и при этом наблю-
дается значительное повышение уровня актив-
ных форм кислорода [99]. С функциями митохон-
дрий связан также выход в цитозоль цитохрома с,
причем при ингибировании SK наблюдался по-
ниженный уровень цитохрома с [101]. И, кроме
того, при ингибировании SK снижается содержа-
ние общего клеточного АТФ [99]. Таким образом,
ингибирование SK при моделировании БП влия-
ет на дыхательные и энергетические функции ми-
тохондрий, повышает уровень окислительного
стресса и способствует апоптозу.

Предполагают, что S1P вовлечен в регуляцию
механизмов апоптоза дофаминергических нейро-
нов. При воздействии на клетки токсином МРР+

или при ингибировании SK происходило значи-
тельное усиление экспрессии проапоптотических
белков Bax и Hrk, а в результате добавления в сре-
ду S1P повышалась выживаемость клеток [101].
Кроме того, добавление в культуральную среду
S1P приводило к увеличению экспрессии анти-
апоптотического белка Bcl-2 и выживаемости
клеток в условиях окислительного стресса, вы-
званного церамидом [42].

Возможное сходство в нарушении баланса
сфингомиелинового метаболизма при БА и БП не
ограничивается прямой регуляцией апоптотиче-
ского сигнала. Например, было показано, что
продукты деградации S1P модулируют аутофа-
гально-лизосомальный путь деградации как Аβ,
так и α-синуклеина [102]. Введение ингибитора
рецепторов S1P оказывало защитный эффект
против нейродегенерации и нарушений поведе-
ния в модели БП на животных через действие
S1PR1 и, возможно, Akt [103, 104]. В свою оче-
редь, секретируемый α-синуклеин может инги-
бировать сигнал S1PR1 и изменять его положение
в липидном рафте [105].

Факты влияния СК на секрецию α-синуклеи-
на, синаптическую передачу и аутофагию служат
доказательством того, что баланс S1P, поддержи-
ваемый SK, может оказывать влияние не только
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на гибель или выживаемость клеток ЦНС при
БП, но и на центральные механизмы патогенеза
этого заболевания.

S1P И БОКОВОЙ АМИОТРОФИЧЕСКИЙ 
СКЛЕРОЗ

Боковой амиотрофический склероз (БАС) –
нейродегенеративное заболевание, характеризу-
ющееся дегенерацией двигательных нейронов
спинного мозга, моторной коры и ствола голов-
ного мозга. Основные симптомы БАС проявля-
ются в мышечном истощении, нарушении речи и
глотания, фасцикуляции, изменении рефлексов
и спастичности мышц. При БАС ярко выражены
нарушения метаболизма липидов и, что особенно
важно, выявляется регуляторная роль липидов в
качестве вторичных мессенджеров. Например,
при развитии воспалительных процессов при
БАС повышается содержание цитокинов, в регу-
ляции процессов синтеза которых активное уча-
стие принимают мессенджеры липидной природы
[106]. Показано, что при БАС происходят измене-
ния в содержании сфинголипидных метаболитов,
что может быть проявлением БАС и оказывать вли-
яние на скорость развития заболевания. Так, при
анализе спинного мозга пациентов БАС и в модели
на животных было обнаружено повышенное содер-
жание церамида, сфингомиелина, цереброзидов
(галакто-, глюко- и лактозилцерамидов) и ган-
глиозидов (GM3, GM1), а также снижение актив-
ности ферментов их деградации [106]. Предпола-
гается, что церамиды и некоторые виды галакто-
церамидов могут служить цитотоксичными
агентами, накопление которых провоцирует раз-
витие заболевания.

В наиболее распространенных моделях БАС
на животных – у SOD-мутантных мышей – про-
являются изменения в экспрессии генов белков,
связанных с регуляцией иммунитета и/или экзо-
сомальной секреции. Важно, что обнаруженное
изменение экспрессии ключевого фермента ме-
таболизма S1P – SK (причем и SK-1, и SK-2), а
также уровень содержания некоторых молеку-
лярных видов церамидов и сфингозина коррели-
рует со степенью тяжести заболевания [107]. В ис-
следованиях Гутнер с соавт. (2019 г.) [108] с ис-
пользованием модели БАС на FUS-трансгенной
линии мышей было показано, что на терминаль-
ной стадии развития заболевания в спинном моз-
ге происходят значительные изменения в экс-
прессии генов метаболизма S1P – повышение
экспрессии S1P-лиазы и снижение экспрессии
S1P-фосфатазы. При этом наблюдается увеличе-
ние содержания сфингозина, сфинганина и S1P,
cоответственно, снижается соотношение S1P к
сфингозину и сфинганину, что может быть про-
явлением интенсивного развития апоптоза в
клетках спинного мозга.

Можно предположить, что S1P способствует
выживаемости нейронов и активации глии при
БАС, а нарушения его метаболизма приводят к
усилению нейродегенеративных процессов. Од-
нако изучение роли S1P, как и других метаболи-
тов сфингомиелинового обмена при БАС, нахо-
дится в начальной стадии, поэтому требуются
дальнейшие исследования в этой области.

МЕТАБОЛИЗМ S1P КАК МИШЕНЬ 
ДЛЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ

Безусловно, участие сигнальной системы S1P
и его метаболитов в функционировании нервной
системы не ограничивается НДЗ: роль S1P, его
рецепторов и ферментов широко изучается при
онкологических (глиомы [15]), демиелинизирую-
щих (рассеянный склероз [37, 57, 58]), сосудистых
(ишемия головного мозга [109]) и многих других
заболеваниях центральной и периферической
нервной системы. Так, характерная дисрегуляция
метаболизма S1P проявляется при глиомах:
сфингомиелиновый реостат сдвинут в сторону
S1P, повышено содержание S1P, что способствует
выживаемости, росту и делению клеток; в опухо-
левых тканях повышена активность SK-1, рецеп-
торы S1P задействованы в миграции, пролифера-
ции и повышенной инвазивности опухолевых
клеток [15]. Тогда как при рассеянном склерозе
наблюдаются пониженное содержание S1P в бе-
лом веществе мозга, повышенная экспрессия
S1PR1 и S1PR3 астроцитами, повышенное содер-
жание S1P в спинномозговой жидкости [37].

В настоящее время метаболиты сигнального
пути S1P/S1PR рассматриваются в качестве ми-
шеней при терапии различных заболеваний, в
том числе НДЗ [13]. Среди лекарственных препа-
ратов, уже применяющихся в клинической прак-
тике или проходящих испытания II стадии, нахо-
дятся агонисты рецепторов S1P, такие как финго-
лимод, сипонимод, понесимод; ингибиторы
ферментов SK-1 (сафингол), SK-2 (опаганиб) и
S1P-лиазы (LX3305) [15]. Эти препараты исполь-
зуются при лечении рассеянного склероза, опухо-
левых и воспалительных заболеваний [15], а так-
же широко применяются в научных исследовани-
ях для моделирования процессов метаболизма
S1P [57, 58].

Первым препаратом этого ряда стал финголи-
мод – молекулярный аналог сфингозина. При
попадании в организм финголимод фосфорили-
руется при помощи SK-2 [110]. Активный метабо-
лит финголимодфосфат, выступающий структур-
ным аналогом S1P, способен присоединяться к
рецепторам S1P (за исключением S1PR2) [57, 58].
Использование финголимода при лечении рассе-
янного склероза дало импульс к началу исследо-
ваний возможного применения этого препарата
при НДЗ, однако на данный момент полученные
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данные противоречивы. Например, при БП фин-
голимод оказывал защитное действие как на
культурах клеток кортикальных нейронов [74],
так и на оксидофаминовой (6-OHDA) модели жи-
вотных [103], но при этом препарат не проявлял
ожидаемого защитного эффекта в МФТП-моде-
ли БП [111]. Предполагают, что финголимод мо-
жет оказывать положительное воздействие на не-
моторные симптомы БП [111]. На моделях БАС на
трансгенных мышах было показано, что ингиби-
рование S1PR финголимодом повышает невро-
логические показатели и выживаемость живот-
ных [112]. В настоящее время финголимод прохо-
дит клинические испытания фазы II для лечения
БАС [113]. Осуществляются попытки примене-
ния финголимода при аутоиммунных заболева-
ниях мозга, например, при хронической воспали-
тельной демиелинизирующей полирадикулонев-
ропатии [114].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Нейродегенеративные заболевания, к кото-

рым относятся болезни Альцгеймера, Паркинсо-
на и боковой амиотрофический склероз, – наи-
более распространенная форма патологий ЦНС,
связанных с возрастными изменениями. Множе-
ство клеточных процессов, характерных для НДЗ
(в том числе повреждение клеточной мембраны,
нарушение синаптической передачи и пластич-
ности синапсов, аутофагии, апоптоза), связано с
изменениями сфинголипидного метаболизма.
Метаболиты сфинголипидов, в том числе сфин-
гоидные основания, участвуют в регуляции этих
процессов, выступая источником вторичных мес-
сенджеров.

S1P – вторичный мессенджер, существенно
отличающийся по своим функциям от своих ме-
таболических предшественников: если церамиды
и сфингозин играют роль проапоптотических
агентов и индуцируют гибель клеток, то S1P –
фактор, способствующий выживаемости клетки.
Важно подчеркнуть, что S1P – уникальный ком-
понент клеточной регуляции, который, в отличие
от других сфингомиелиновых метаболитов, дей-
ствует не только локально внутри клетки, но и
внеклеточно, при участии S1PR, с которыми свя-
зано действие S1P на пролиферацию клеток и по-
давление апоптоза, способствующие выживанию
клеток ЦНС. Существует тонкий баланс между
влиянием S1P и его рецепторов на взаимодей-
ствие глиальных и нервных клеток на разных эта-
пах развития организма, а также в норме и при
патологических состояниях, однако очевидно,
что в настоящее время этих сведений недостаточ-
но для понимания функций S1P в развитии НДЗ.

Цитопротекторные свойства S1P определяют
его возможное участие в следующих процессах:
1) в механизмах, обеспечивающих нейропластич-

ность мозга, которые включают предотвращение
гибели нейронов [115]; 2) в стимуляции репара-
тивных процессов, в том числе благодаря повы-
шенной секреции ростовых (нейротрофических)
факторов, поскольку S1P участвует в проведении
их сигнала, способствующих развитию неповре-
жденных аксонов и тем самым увеличению числа
синаптических контактов [116]; 3) в активации
эндогенной антиоксидантной системы, предот-
вращающей гибель нейронов от оксидативного
стресса; 4) в процессах аутофагии [117]. В даль-
нейшем необходимо исследовать содержание S1P
в мозге на ранних стадиях НДЗ для выявления его
участия в механизмах нейропластичности и воз-
можности использования S1P в качестве потен-
циального маркера НДЗ.

Однако выявлена двойственная роль S1P в
нервной системе: с одной стороны, S1P служит
нейропротектором, защищая клетки от действия
токсических факторов, таких как церамид, β-ами-
лоид или α-синуклеин; с другой стороны, метабо-
лизм S1P вовлечен во множество клеточных про-
цессов, ведущих к нейродегенерации: стресс эн-
доплазматического ретикулума, аутофагию,
нарушение регуляции белкового и липидного
транспорта, секрецию экзосом, распространение
нейротоксичных белков, нейровоспалительные
процессы и дисфункцию митохондрий, в некото-
рых случаях индукцию апоптоза нейронов [96].
Подобное действие может осуществляться по-
средством нарушения метаболизма S1P, напри-
мер, ингибированием ферментов его синтеза и
деградации и/или накопления S1P в клетке, или
через активацию S1PR2. Яркий пример тому – на-
рушение поведенческих, физиологических, мор-
фологических и молекулярных отклонений при
ингибировании S1P-лиазы и, соответственно, на-
коплении S1P [81].

Особый интерес представляет исследование
изменений содержания сфинголипидов и осо-
бенно S1P в плазме крови при лечении пациентов
с НДЗ препаратами, влияющими на липидный
метаболизм мозга. Такой препарат – финголи-
мод, продемонстрировавший положительное
действие как на биохимические, так и на когни-
тивные показатели.

Кроме того, в настоящее время в качестве ле-
карственных мишеней для лечения различных за-
болеваний апробируются SK и рецепторы S1P
[15, 23]. Возможно, что рецепторы S1P и/или
ферменты его метаболизма будут рассматривать-
ся в качестве мишени для целевой терапии (на-
пример, в случае онкологических заболеваний
мозга [118]). Развитие новых аналитических масс-
спектрометрических технологий способствует
расширению возможностей идентификации и
количественного анализа S1P в разных объектах
(тканях мозга, плазме крови), что позволяет ис-
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следовать его в комплексе с другими липидами и
рассматривать в качестве потенциального марке-
ра различных заболеваний [119].

Таким образом, S1P и опосредуемые им сиг-
нальные пути – потенциальные мишени при ле-
чении НДЗ. Исследования метаболизма S1P мо-
гут предложить новые подходы в понимании ме-
ханизмов этих заболеваний, а также новые
методы диагностики и стратегии для их лечения.

БЛАГОДАРНОСТИ

Авторы выражают благодарность проф. А.В. Але-
сенко за консультации, полученные при написании
данной статьи.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Статья не содержит описания исследований, вы-
полненных с участием людей или использованием жи-
вотных в качестве объектов.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта инте-
ресов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Jęśko H., Lenkiewicz A.M.A.A. // J. Expert Opin. Ther.

Patents. 2016. V. 27. P. 427–438. 
https://doi.org/10.1080/13543776.2017.1261112

2. Гаврилова С.И., Алесенко А.В., Колыхалов И.В., Фе-
дорова Я.Б., Селезнева Н.Д., Пономарева Е.В., Гу-
рьянова С.В., Гутнер У.А., Шупик М.А. // Психиат-
рия. 2017. T. 73. C. 5–15.

3. Нигматуллина Р.Р., Залялова З.А., Кудрин В.С.,
Пронина Т.С., Георгиева С.Г., Воробьева Н.Е ., Сош-
никова Н.В., Краснов А.Н., Кузьмина О.И., Угрю-
мов М.В. Оценка периферических проявлений
болезни Паркинсона – новый подход к созданию
доклинической диагностики // Нейродегенера-
тивные заболевания от генома до целостного ор-
ганизма. М.: Научный мир, 2014. С. 203–232.

4. Grassi S., Giussani P., Mauri L., Prioni S., Sonnino S.,
Prinetti A. // J. Lipid. Res. 2020. V. 61. P. 636–654. 
https://doi.org/10.1194/jlr.TR119000427

5. Shamim A., Mahmood T., Ahsan F., Kumar A., Bagga P. //
Clin. Nutr. Exp. 2018. V. 20. P. 1–19. 
https://doi.org/10.1016/j.yclnex.2018.05.001

6. Alessenko A.V., Albi E. // Front. Neurol. 2020. V. 21.
P. 437. 
https://doi.org/10.3389/fneur.2020.00437

7. Hannun Y.A., Obeid L.M. // Nat. Rev. Mol. Cell Biol.
2018. V. 19. P. 175–191. 
https://doi.org/10.1038/nrm.2017.107

8. Merrill A.H. // Chem. Rev. 2011. V. 111. P. 6387–
6422. 
https://doi.org/10.1038/nrm.2017.107

9. Iqbal J., Walsh M.T., Hammad S.M., Hussain M.M. //
Trends Endocrinol. Metab. 2017. V. 28. P. 506–518. 
https://doi.org/10.1016/j.tem.2017.03.005

10. Алесенко А.В., Гаврилова С.И. Потенциальная роль
сфинголипидов в качестве биомаркеров болезни
Альцеймера // Нейродегенеративные заболева-
ния от генома до целостного организма. М.: Науч-
ный мир, 2014. С. 298–320.

11. Pruett S.T., Bushnev A., Hagedorn K., Adiga M.,
Haynes C.A., Sullards M.C., Liotta D.C., Merrill A.H. //
J. Lip. Res. 2008. V. 49. P. 1621–1639. 
https://doi.org/10.1194/jlr.R800012-JLR200

12. Czubowicz K., Jęśko H., Wencel P., Lukiw W.J., Strosz-
najder R.P. // Mol. Neurobiol. 2019. V. 56. P. 5436–
5455. 
https://doi.org/10.1007/s12035-018-1448-3

13. Pyne S., Adams D.R., Pyne N.J. // In: Lipid Signaling
in Human Diseases. Handbook of Experimental Phar-
macology / Eds. Gomez-Cambronero J., Frohman M.
Springer, Cham, 2020. V. 259. P. 49–76. 
https://doi.org/10.1007/164_2018_96

14. Алесенко А.В., Гаврилова, С.И., Гутнер У.А., Лебе-
дева А.О., Шупик М.А., Колыхалов И.В., Пономаре-
ва Е.В., Селезнева Н.Д., Федорова Я.Б. // Журнал
неврологии и психиатрии им. С.С. Корсакова.
2017. Т. 6. С. 21–27. 
https://doi.org/10.17116/jnevro20171176121-27

15. Hawkins C.C., Ali T., Ramanadham S., Hjelmeland A.B. //
Biomolecules. 2020. V. 23. P. 1357. 
https://doi.org/10.3390/biom10101357

16. Aoki M., Aoki H., Ramanathan R., Hait N.C., Takabe K. //
Mediators Inflamm. 2016. V. 2016. P. 1–11. 
https://doi.org/10.1155/2016/8606878

17. Ouyang J., Shu Z., Chen S., Xiang H., Lu H. // J. Cell.
Mol. Med. 2020. V. 24. P. 10290–10301. 
https://doi.org/10.1111/jcmm.15744

18. Rohrbach T., Maceyka M., Spiegel S. // Crit. Rev. Bio-
chem. Mol. Biol. 2017. V. 52. P. 543–553. 
https://doi.org/10.1080/10409238.2017.1337706

19. Kurano M., Yatomi Y. // J. Atheroscler. Thromb. 2018.
V. 25. P. 16–26. 
https://doi.org/10.5551/jat.RV17010

20. Wang P., Yuan Y., Lin W., Zhong H., Xu K., Qi X. //
Cancer Cell Int. 2019. V. 19. P. 1–12. 
https://doi.org/10.1186/s12935-019-1014-8

21. Książek M., Chacińska M., Chabowski A., Baranowski M. //
J. Lip. Res. 2015. V. 56. P. 1271–1281. 
https://doi.org/10.1194/jlr.R059543

22. Wattenberg B.W. // World J. Biol. Chem. 2010. V. 1.
P. 362–368. 
https://doi.org/10.4331/wjbc.v1.i12.362

23. Adams D.R., Pyne S., Pyne N.J. // Cell Signal. 2020.
V. 76. P. 109806. 
https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2020.109806

24. Wattenberg B.W., Pitson S.M., Raben D.M. // J. Lip.
Res. 2006. V. 47. P. 1128–1139. 
https://doi.org/10.1194/jlr.R600003-JLR200

25. Pitson S.M., D’Andrea R.J., Vandeleur L., Moretti P.A.B.,
Xia P., Gamble J.R., Vadas M.A., Wattenberg B. // Bio-
chem. J. 2000. V. 350. P. 429–441. 
https://doi.org/10.1042/0264-6021:3500429



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 6  2021

РОЛЬ СФИНГОЗИН-1-ФОСФАТА В НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ 717

26. Siow D., Wattenberg B. // Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol.
2011. V. 46. P. 365–375. 
https://doi.org/10.3109/10409238.2011.580097

27. Harikumar K.B., Yester J.W., Surace M.J., Oyeniran C.,
Price M.M., Huang W.C., Hait N.C., Allegood J.C.,
Yamada A., Kong X., Lazear H.M., Bhardwaj R., Takabe K.,
Diamond M.S., Luo C., Milstien S., Spiegel S., Kor-
dula T. // Nat. Immunol. 2014. V. 15. P. 231–238. 
https://doi.org/10.1038/ni.2810

28. Taniguchi M., Kitatani K., Kondo T., Hashimoto-
Nishimura M., Asano S., Hayashi A., Mitsutake S., Iga-
rashi Y., Umehara H., Takeya H., Kigawa J., Okazaki T. //
J. Biol. Chem. 2012. V. 287. P. 39898–39910. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M112.416552

29. Liu H., Toman R.E., Goparaju S.K., Maceyka M.,
Nava V.E., Sankala H., Payner S.G., Bektas M., Ishii I.,
Chun J., Milstien S., Spiegel S. // J. Biol. Chem. 2003.
V. 278. P. 40330–40336. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M304455200

30. Mattie M., Brooker G., Spiegel S. // J. Biol. Chem.
1994. V. 269. P. 3181–3188.

31. Hait N.C., Allegood J., Maceyka M., Strub G.M., Hari-
kumar K.B., Singh S.K., Luo C., Marmorstein R., Kor-
dula T., Milstien S., Spiegel S. // Science. 2009. V. 325.
P. 1254–1257. 
https://doi.org/10.1126/science.1176709

32. Xia P., Wang L., Moretti P.A.B., Albanese N., Chai F.,
Pitson S.M., D’Andrea R.J., Gamble J.R., Vadas M.A. //
J. Biol. Chem. 2002. V. 277. P. 7996–8003. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M111423200

33. Strub G.M., Paillard M., Liang J., Gomez L., Allegood J.C.,
Hait N.C., Maceyka M., Price M.M., Chen Q.,
Simpson D.C., Kordula T., Milstien S., Lesnefsky E.J.,
Spiegel S. // FASEB J. 2011. V. 25. P. 600–612. 
https://doi.org/10.1096/fj.10-167502

34. Hannun Y.A., Obeid L.M. // Nat. Rev. Mol. Cell Biol.
2008. V. 9. P. 139–150. 
https://doi.org/10.1038/nrm2329

35. Moruno Manchon J.F., Uzor N.E., Dabaghian Y., Furr-
Stimming E.E., Finkbeiner S., Tsvetkov A.S. // Sci.
Rep. 2015. V. 5. P. 15213. 
https://doi.org/10.1038/srep15213

36. O’Sullivan S., Dev K.K. // Neuropharm. 2017. V. 2017.
P. 597–607. 
https://doi.org/10.1016/j.neuropharm.2016.11.006

37. Chun J., Giovannoni G., Hunter S.F. // Drugs. 2021.
V. 81. P. 207–231. 
https://doi.org/10.1007/s40265-020-01431-8

38. Hla T., Lee M.J., Ancellin N., Paik J.H., Kluk M.J. //
Science. 2001. V. 294. P. 1875–1878. 
https://doi.org/10.1126/science.1065323

39. Lewis N.D., Haxhinasto S.A., Anderson S.M., Ste-
fanopoulos D.E., Fogal S.E., Adusumalli P., Desai S.N.,
Patnaude L.A., Lukas S.M., Ryan K.R., Slavin A.J.,
Brown M.L., Modis L.K. // J. Immunol. 2013. V. 190.
P. 3533–3540. 
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1201810

40. Zhang W., An J., Jawadi H., Siow D.L., Lee J.F.,
Zhao J., Gartung A., Maddipati K.R., Honn K.V., Wat-
tenberg B.W., Lee M.J. // Prostaglandins Other Lipid
Mediat. 2013. V. 106. P. 62–71. 
https://doi.org/10.1016/j.prostaglandins.2013.06.001

41. Couttas T.A., Kain N., Daniels B., Lim X.Y., Shepherd C.,
Kril J., Pickford R., Li H., Garner B., Don A.S. // Acta
Neuropathol. Commun. 2014. V. 2. P. 9. 
https://doi.org/10.1186/2051-5960-2-9

42. Czubowicz K., Cieślik M., Pyszko J., Strosznajder J.B.,
Strosznajder R.P. // Mol. Neurobiol. 2015. V. 51.
P. 1300–1308. 
https://doi.org/10.1007/s12035-018-1448-3

43. Malaplate-Armand C., Florent-Béchard S., Youssef I.,
Koziel V., Sponne I., Kriem B., Leininger-Muller B.,
Olivier J.L., Oster T., Pillot T. // Neurobiol. Dis. 2006.
V. 23. P. 178–189. 
https://doi.org/10.1016/j.nbd.2006.02.010

44. Czubowicz K., Strosznajder R. // Mol. Neurobiol. 2014.
V. 50. P. 26–37. 
https://doi.org/10.1007/s12035-013-8606-4

45. Van Brocklyn J.R., Williams J.B. // Comp. Biochem.
Physiol. B Biochem. Mol. Biol. 2012. V. 163. P. 26–36. 
https://doi.org/10.1016/j.cbpb.2012.05.006

46. Pitson S.M., Moretti P.A.B., Zebol J.R., Lynn H.E., Xia P.,
Vadas M.A., Wattenberg B.W. // EMBO J. 2003. V. 22.
P. 5491–5500. 
https://doi.org/10.1093/emboj/cdg540

47. Giguere F.S.C., Essis S.A., Chagniel L., Germain M.,
Cyr M., Massiccotte G. // Brain Res. 2017. V. 1658.
P. 51–59. 
https://doi.org/10.1016/j.brainres.2017.01.014

48. Safarian F., Khallaghi B., Ahmadiani A., Dargahi L. //
J. Mol. Neurosci. 2015. V. 56. P. 177–187. 
https://doi.org/10.1007/s12031-014-0478-1

49. Hsu C.K., Lee I.T., Lin C.C., Hsiao L.D., Yang C.M. //
J. Cell. Physiol. 2015. V. 230. P. 702–715. 
https://doi.org/10.1002/jcp.24795

50. Alvarez S.E., Harikumar K.B., Hait N.C., Allegood J.,
Strub G.M., Kim E.Y., Maceyka M., Jiang H., Luo C.,
Kordula T., Milstien S., Spiegel S. // Nature. 2010.
V. 465. P. 1084–1088. 
https://doi.org/10.1038/nature09128

51. Okamoto H., Takuwa N., Yokomizo T., Sugimoto N.,
Sakurada S., Shigematsu H., Takuwa Y. // Mol. Cell.
Biol. 2000. V. 20. P. 9247–9261. 
https://doi.org/10.1128/mcb.20.24.9247-9261.2000

52. Jaillard C., Harrison S., Stankoff B., Aigrot M.S.,
Calver A.R., Duddy G., Walsh F.S., Pangalos M.N.,
Arimura N., Kaibuchi K., Zalc B., Lubetzki C. //
J. Neurosci. 2005. V. 25. P. 1459–1469. 
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.4645-04.2005

53. Olsen A.S.B., Færgeman N.J. // Open Biol. 2017. V. 7.
P. 170069. 
https://doi.org/10.1098/rsob.170069

54. Paugh B.S., Bryan L., Paugh S.W., Wilczynska K.M.,
Alvarez S.M., Singh S., Kapitonov D., Rokita H., Wright S.,
Griswold-Prenner I., Milstien S., Spiegel S., Kordula T. //
J. Biol. Chem. 2009. V. 284. P. 3408–3417. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M807170200

55. Sorensen S.D., Nicole O., Peavy R.D., Montoya L.M.,
Lee C.J., Murphy T.J., Traynelis S.F., Hepler J.R. //
Mol. Pharmacol. 2003. V. 64. P. 1199–1209. 
https://doi.org/10.1124/mol.64.5.1199

56. Wu Y.P., Mizugishi K., Bektas M., Sandhoff R., Proia R.L. //
Hum. Mol. Genet. 2008. V. 17. P. 2257–2264. 
https://doi.org/10.1093/hmg/ddn126



718

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 6  2021

ГУТНЕР, ШУПИК

57. Groves A., Kihara Y., Chun J. // J. Neurol. Sci. 2013.
V. 328. P. 9–18. 
https://doi.org/10.1016/j.jns.2013.02.011

58. Choi J.W., Gardell S.E., Herr D.R., Rivera R.,
Lee C.W., Noguchi K., Teo S.T., Yung Y.C., Lu M., Ken-
nedy G., Chun J. // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2011.
V. 108. P. 751–756. 
https://doi.org/10.1073/pnas.1014154108

59. Fischer I., Alliod C., Martinier N., Newcombe J., Brana C.,
Pouly S. // PLoS One. 2011. V. 6. P. e23905. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0023905

60. Gao Z., Tsirka S.E. // Neurol. Res. Int. 2011. V. 2011.
P. 383087. 
https://doi.org/10.1155/2011/383087

61. Tham C.S., Lin F.F., Rao T.S., Yu N., Webb M. // Int.
J. Dev. Neurosci. 2003. V. 21. P. 431–443. 
https://doi.org/10.1016/j.ijdevneu.2003.09.003

62. Nayak D., Huo Y., Kwang W.X.T., Pushparaj P.N., Ku-
mar S.D., Ling E.A., Dheen S.T. // Neuroscience.
2010. V. 166. P. 132–144. 
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2009.12.020

63. Lv M., Zhang D., Dai D., Zhang W., Zhang L. // In-
flamm. Res. 2016. V. 65. P. 551–562. 
https://doi.org/10.1007/s00011-016-0939-9

64. Jung C.G., Kim H.J., Miron V.E., Cook S., Kennedy T.E.,
Foster C.A., Antel J.P., Soliven B. // Glia. 2007. V. 55.
P. 1656–1667. 
https://doi.org/10.1002/glia.20576

65. Novgorodov A.S., El-Alwani M., Bielawski J.,
Obeid L.M., Gudz T.I. // FASEB J. 2007. V. 21.
P. 1503–1514. 
https://doi.org/10.1096/fj.06-7420com

66. Qin J., Berdyshev E., Goya J., Natarajan V., Dawson G. //
J. Biol. Chem. 2010. V. 285. P. 14134–14143. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M109.076810

67. Xu D., Liu Z., Wang S., Peng Y., Sun X. // Biochem.
Biophys. Res. Commun. 2017. V. 490. P. 670–675. 
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2017.06.099

68. Mizugishi K., Yamashita T., Olivera A., Miller G.F.,
Spiegel S., Proia R.L. // Mol. Cell. Biol. 2005. V. 25.
P. 11113–11121. 
https://doi.org/10.1128/mcb.25.24.11113-11121.2005

69. Kajimoto T., Okada T., Yu H., Goparaju S.K., Jahan-
geer S., Nakamura S.-I. // Mol. Cell. Biol. 2007. V. 27.
P. 3429–3440. 
https://doi.org/10.1128/mcb.01465-06

70. Kono M., Belyantseva I.A., Skoura A., Frolenkov G.I.,
Starost M.F., Dreier J.L., Lidington D., Bolz S.S., Fried-
man T.B., Hla T., Proia R.L. // J. Biol. Chem. 2007.
V. 282. P. 10690–10696. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M700370200

71. Callihan P., Alqinyah M., Hooks S.B. // Methods Mol.
Biol. 2018. V. 1697. P. 141–151. 
https://doi.org/10.1007/7651_2017_3

72. Quarta S., Camprubí-Robles M., Schweigreiter R., Ma-
tusica D., Haberberger R.V., Proia R.L., Bandtlow C.E.,
Ferrer-Montiel A., Kress M. // Front. Mol. Neurosci.
2017. V. 10. P. 317. 
https://doi.org/10.3389/fnmol.2017.00317

73. Zhang Y.H., Vasko M.R., Nicol G.D. // J. Physiol. 2006.
V. 575. P. 101–113. 
https://doi.org/10.1113/jphysiol.2006.111575

74. Di Menna L., Molinaro G., Di Nuzzo L., Riozzi B., Zap-
pulla C., Pozzilli C., Turrini R., Caraci F., Copani A.,
Battaglia G., Nicoletti F., Bruno V. // Pharmacol. Res.
2013. V. 67. P. 1–9. 
https://doi.org/10.1016/j.phrs.2012.10.004

75. Hagen N., Van Veldhoven P.P., Proia R.L., Park H.,
Merrill A.H., Van Echten-Deckert G. // J. Biol. Chem.
2009. V. 284. P. 11346–11353. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M807336200

76. Kempf A., Tews B., Arzt M.E., Weinmann O., Obermair F.J.,
Pernet V., Zagrebelsky M., Delekate A., Iobbi C., Zem-
mar A., Ristic Z., Gullo M., Spies P., Dodd D.M.,
Gygax D., Korte M., Schwab M.E. // PLoS Biol. 2014.
V. 12. P. e1001763. 
https://doi.org/10.1371/journal.pbio.1001763

77. Cantalupo A., Zhang Y., Kothiya M., Galvani S., Obina-
ta H., Bucci M., Giordano F.J., Jiang X.C., Hla T.,
Di Lorenzo A. // Nat. Med. 2015. V. 21. P. 1028–1037. 
https://doi.org/10.1038/nm.3934

78. Selvam S.P., Roth B.M., Nganga R., Kim J., Cooley M.A.,
Helke K., Smith C.D., Ogretmen B. // J. Biol. Chem.
2018. V. 293. P. 9784–9800. 
https://doi.org/10.1074/jbc.RA118.003506

79. Huwiler A., Kotelevets N., Xin C., Pastukhov O.,
Pfeilschifter J., Zangemeister-Wittke U. // Br. J. Phar-
macol. 2011. V. 162. P. 532–543. 
https://doi.org/10.1111/j.1476-5381.2010.01053.x

80. Van Brocklyn J.R., Lee M.J., Menzeleev R., Olivera A.,
Edsall L., Cuvillier O., Thomas D.M., Coopman P.J.P.,
Thangada S., Liu C.H., Hla T., Spiegel S. // J. Cell Biol.
1998. V. 142. P. 229–240. 
https://doi.org/10.1083/jcb.142.1.229

81. Mitroi D.N., Deutschmann A.U., Raucamp M., Karuna-
karan I., Glebov K., Hans M., Walter J., Saba J., Gräler M.,
Ehninger D., Sopova E., Shupliakov O., Swandulla D., Van
Echten-Deckert G. // Sci. Rep. 2016. V. 6. P. 37064. 
https://doi.org/10.1038/srep37064

82. Soliven B., Miron V., Chun J. // Neurol. 2011. V. 76.
P. 9–14. 
https://doi.org/10.1212/WNL.0b013e31820d9507

83. Seyedsadr M.S., Weinmann O., Amorim A., Ineichen B.V.,
Egger M., Mirnajafi-Zadeh J., Becher B., Javan M.,
Schwab M.E. // Neurobiol. Dis. 2019. V. 124. P. 189–
201. 
https://doi.org/10.1016/j.nbd.2018.11.018

84. Kanno T., Nishizaki T., Proia R.L., Kajimoto T., Jahan-
geer S., Okada T., Nakamura S. // Neuroscience. 2010.
V. 171. P. 973–980. 
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2010.10.021

85. Jové M., Naudí A., Gambini J., Borras C., Cabré R.,
Portero-Otín M., Viña J., Pamplona R. // J. Gerontol.
2017. V. 72. P. 30–37. 
https://doi.org/10.1093/gerona/glw048

86. Marfe G., Di Stefano C., Gambacurta A., Ottone T.,
Martini V., Abruzzese E., Mologni L., Sinibaldi-Salimei P.,
de Fabritis P., Gambacorti-Passerini C., Amadori S.,
Birge R.B. // Exp. Hematol. 2011. V. 39. P. 653–665. 
https://doi.org/10.1016/j.exphem.2011.02.013

87. Угрюмов М.В. Трансляционная, персонализиро-
ванная и профилактическая медицина как основа
для борьбы с нейродегенаративными заболевани-
ями // Нейродегенеративные заболевания от ге-



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 6  2021

РОЛЬ СФИНГОЗИН-1-ФОСФАТА В НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ 719

нома до целостного организма. М.: Научный мир,
2014. С. 22–44.

88. Gutner U.A., Shupik M.A., Maloshitskaya O.A., Sokolov S.A.,
Rezvykh A.P., Funikov A.Yu., Lebedev A.T., Ustyugov A.A.,
Alessenko A.V. // Biochem. 2019. V. 84. P. 1166–1176. 
https://doi.org/10.1134/S0006297919100055

89. Шелковникова Т.А., Куликова А.А., Цветков Ф.О., Pe-
ters О., Бачурин С.О., Бухман В.Л., Нинкина Н.Н. //
Мол. биология. 2012. T. 46. C. 402–415.

90. Grimm M.O.W., Michaelson D.M., Hartmann T. //
J. Lipid Res. 2017. V. 58. P. 2083–2101. 
https://doi.org/10.1194/jlr.R076331

91. Ceccom J., Loukh N., Lauwers-Cances V., Touriol C.,
Nicaise Y., Gentil C., Uro-Coste E., Pitson S., Maurage C.A.,
Duyckaerts C., Cuvillier O., Delisle M.B. // Acta Neu-
ropathol. Commun. 2014. V. 2. P. 12. 
https://doi.org/10.1186/2051-5960-2-12

92. Moloney A.M., Griffin R.J., Timmons S., O’Connor R.,
Ravid R., O’Neill C. // Neurobiol. Aging. 2010. V. 31.
P. 224–243. 
https://doi.org/10.1016/j.neurobiolaging.2008.04.002

93. Hagen N., Hans M., Hartmann D., Swandulla D., Van
Echten-Deckert G. // Cell Death Differ. 2011. V. 18.
P. 1356–1365. 
https://doi.org/10.1038/cdd.2011.7

94. Takasugi N., Sasaki T., Suzuki K., Osawa S., Isshiki H.,
Hori Y., Shimada N., Higo T., Yokoshima S., Fukuyama T.,
Lee V.M.Y., Trojanowski J.Q., Tomita T., Iwatsubo T. //
J. Neurosci. 2011. V. 31. P. 6850–6857. 
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.6467-10.2011

95. Karaca I., Tamboli I.Y., Glebov K., Richter J., Fell L.H.,
Grimm M.O., Haupenthal V.J., Hartmann T., Gräler M.H.,
Van Echten-Deckert G., Walter J. // J. Biol. Chem.
2014. V. 289. P. 16761–16772. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M113.535500

96. Van Echten-Deckert G., Hagen-Euteneuer N., Karaca I.,
Walter J. // Cell. Physiol. Biochem. 2014. V. 34.
P. 148–157. 
https://doi.org/10.1159/000362991

97. Pépin É., Jalinier T., Lemieux G.L., Massicotte G.,
Cyr M. // Front. Pharmacol. 2020. V. 21. P. 77. 
https://doi.org/10.3389/fphar.2020.00077

98. Pyszko J., Strosznajder J.B. // Mol. Neurobiol. 2014.
V. 50. P. 38–48. 
https://doi.org/10.1007/s12035-013-8622-4

99. Sivasubramanian M., Kanagaraj N., Dheen S.T.,
Tay S.S.W. // Neuroscience. 2015. V. 260. P. 636–648. 
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2015.01.032

100. Gómez-López S., Martínez-Silva A.V., Montiel T., Oso-
rio-Gómez D., Bermúdez-Rattoni F., Massieu L., Es-
calante-Alcalde D. // Sci. Rep. 2016. V. 6. P. 24028. 
https://doi.org/10.1038/srep24028

101. Pyszko J.A., Strosznajder J.B. // Folia Neuropathol.
2014. V. 52. P. 260–269. 
https://doi.org/10.5114/fn.2014.45567

102. Lwin A., Orvisky E., Goker-Alpan O., LaMarca M.E.,
Sidransky E. // Mol. Genet. Metab. 2004. V. 81.
P. 70–73. 
https://doi.org/10.1016/j.ymgme.2003.11.004

103. Ren M., Han M., Wei X., Guo Y., Shi H., Zhang X., Pe-
rez R.G., Lou H. // Neurochem. Res. 2017. V. 42.

P. 686–696. 
https://doi.org/10.1007/s11064-016-2125-4

104. Zhao P., Yang X., Yang L., Li M., Wood K., Liu Q.,
Zhu X. // FASEB J. 2017. V. 31. P. 172–179. 
https://doi.org/10.1096/fj.201600751R

105. Mohamed Badawy S.M., Okada T., Kajimoto T.,
Hirase M., Matovelo S.A., Nakamura S., Yoshida D.,
Ijuin T., Nakamura S. // J. Biol. Chem. 2018. V. 293.
P. 8208–8216. 
https://doi.org/10.1074/jbc.RA118.001986

106. Dodge J.C., Treleaven C.M., Pacheco J., Cooper S.,
Bao C., Abraham M., Cromwell M., Sardi S.P., Chuang W.L.,
Sidman R.L., Cheng S.H., Shihabuddin L.S. // Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 2015. V. 112. P. 8100–8105. 
https://doi.org/10.1073/pnas.1508767112

107. Henriques A., Croixmarie V., Priestman D.A., Rosen-
bohm A., Dirrig-Grosch S., D’Ambra E., Huebecker M.,
Hussain G., Boursier-Neyret C., Echaniz-Laguna A.,
Ludolph A.C., Platt F.M., Walther B., Spedding M.,
Loeffler J.P., De Aguilar J.L.G. // Hum. Mol. Genet.
2015. V. 24. P. 7390–7405. 
https://doi.org/10.1093/hmg/ddv439

108. Гутнер У.А., Шупик М.А., Малошицкая О.А., Соко-
лов С.А., Резвых А.П., Фуников С.Ю., Лебедев А.Т.,
Устюгов А.А., Алесенко А.В. // Биохимия. 2019.
Т. 84. С. 1437–1449. [Gutner U.A., Shupik M.A.,
Maloshitskaya O.A., Sokolov S.A., Rezvykh A.P., Fu-
nikov S.Yu., Lebedev A.T., Ustyugov A.A., Alessenko A.V. //
Biochemistry. 2019. V. 84. P. 1166–1176.] 
https://doi.org/10.1134/S0320972519100063

109. Li Y.J., Shi S.X., Liu Q., Shi F.D., Gonzales R.J. //
Neurosci. Lett. 2020. V. 14. P. 135160. 
https://doi.org/10.1016/j.neulet.2020.135160

110. Billich A., Bornancin F., Dévay P., Mechtcheriakova D.,
Urtz N., Baumruker T.P. // J. Biol. Chem. 2003. V. 278.
P. 47408–47415. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M307687200

111. Komnig D., Dagli T.C., Toruntay C., Habib P., Zeyen T.,
Schulz J.B., Falkenburger B.H. // J. Neurochem. 2018.
V. 147. P. 678–691. 
https://doi.org/10.1111/jnc.14575

112. Potenza R.L., De Simone R., Armida M., Mazziotti V.,
Pèzzola A., Popoli P. // Neurotherapeutics. 2016. V. 13.
P. 918–927. 
https://doi.org/10.1007/s13311-016-0462-2

113. Berry J.D., Paganoni S., Atassi N., Macklin E.A.,
Goyal N., Rivner M., Simpson E., Appel S., Grasso D.L.,
Mejia N.I., Mateen F., Gill A., Vieira F., Tassinari V.,
Perrin S. // Muscle Nerve. 2017. V. 56. P. 1077–1084. 
https://doi.org/10.1002/mus.25733

114. Hughes R., Dalakas M.C., Merkies I., Latov N.,
Léger J.M., Nobile-Orazio E., Sobue G., Genge A.,
Cornblath D., Merschhemke M., Ervin C.M., Agoropou-
lou C., Hartung H.P. FORCIDP Trial Investigators //
Lancet Neurol. 2018. V. 17. P. 689–698. 
https://doi.org/10.1016/S1474-4422(18)30202-3

115. Tran C., Heng B., Teo J.D., Humphrey S.J., Qi Y.,
Couttas T.A., Stefen H., Brettle M., Fath T., Guille-
min G.J., Don A.S. // J. Neurochem. 2019. V. 11. P.
14917. 
https://doi.org/10.1111/jnc.14917



720

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 6  2021

ГУТНЕР, ШУПИК

116. Joly S., Dalkara D., Pernet V. // Neural. Plast. 2017.
V. 2017. P. 6818970. 
https://doi.org/10.1155/2017/6818970

117. Mitroi D.N., Karunakaran I., Gräler M., Saba J.D.,
Ehninger D., Ledesma M.D. // Autophagy. 2017. V. 13.
P. 885–899. 
https://doi.org/10.1080/15548627.2017.1291471

118. Voitova A.A., Dmitrieva M.D., Dymova M.A., Vasileva N.S.,
Nushtaeva A.A., Richter V.A., Kuligina E.V. // Russ. J.
Bioorg. Chem. 2019. V. 45. P. 783–792. 
https://doi.org/10.1134/S1068162019060384

119. Torkhovskaya T.I., Zakharova T.S., Korotkevich E.I.,
Ipatova O.M., Markin S.S. // Russ. J. Bioorg. Chem.
2019. V. 45. P. 335–346. 
https://doi.org/10.1134/S106816201905011X

The Role of Sphingosin-1-Phosphate in the Neurodegenerative Disorders
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Sphingosin-1-phosphate (S1P) is the bioactive sphingolipid metabolite with antiapoptotic action. As a signal
molecule S1P regulates cell survival and differentiation, motility and dynamics of the cytoskeleton, and is in-
volved in the processes of cell migration, proliferation, and autophagy. The cell level of S1P is regulated by
specific kinases and phosphatases, and by the S1P degrading enzyme, S1P-lyase. S1P performs a significant
part of its functions as a ligand to specific membrane G-proteins-coupled receptors (S1PR1–5). S1P receptors
are eхpressed by all cell types including neurons and glia. In the central nervous system S1P can provide pro-
tective functions and induce survival-promoting signaling pathways or, on the contrary, contribute to the de-
velopment of pathological processes, including neurodegenerative disorders. S1P functions, expression and
action of its receptors depend on the type of CNS cells, stage of their development and the state of the whole
organism. Based on the action of S1P the drug Fingolimode (FTY720) was developed, which, by binding to
S1P receptors with high affinity, reduces inflammatory cell infiltration, tissue damage and demyelination.
This review highlights recent advances in the understanding of mechanisms of action of S1P and its role in
neurodegenerative disorders (Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, amyotrophic lateral sclerosis).

Keywords: sphingosine-1-phosphate, sphigosine kinase, neurodegenerative diseases, Alzheimer’s disease, Parkin-
son’s disease, amyotrophic lateral sclerosis
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Обнаружение и количественное определение биомишеней – важная аналитическая задача, для ре-
шения которой используется широкий спектр различных методов. В последнее время значительное
развитие получили методы, основанные на изотермической амплификации нуклеиновых кислот
(НК). Среди них особое место занимает амплификация “катящимся кольцом” (АКК), которая ис-
пользуется не только для обнаружения специфических НК, но и для анализа других биомолекул, а
также представляет собой универсальную платформу для разработки высокочувствительных мето-
дов и удобных диагностических устройств. В настоящем обзоре раскрыт ряд методических аспектов
АКК-опосредованного анализа, в частности приведены данные о его ключевых молекулярных
участниках, описаны способы повышения эффективности и производительности АКК, кратко оха-
рактеризованы разновидности используемых репортерных систем. Показаны различия в технике
АКК-опосредованного анализа биомишеней разных типов. Приведены отдельные примеры ис-
пользования различных вариантов АКК для решения конкретных диагностических задач.

Ключевые слова: изотермическая амплификация, амплификация “катящимся кольцом”, С-проба, коль-
цевая матрица, аналит, нуклеиновые кислоты, микроРНК, белки
DOI: 10.31857/S0132342321060075

ВВЕДЕНИЕ
Амплификация нуклеиновых кислот (НК)

in vitro – основа современных методов молеку-
лярной диагностики различных заболеваний,
анализа пищевых продуктов, биологических сле-
дов и объектов из окружающей среды. Из множе-
ства способов амплификации наибольшее при-
менение получила полимеразная цепная реакция
(ПЦР) [1], однако необходимость циклического
изменения температуры реакционной смеси обу-
словливает зависимость ПЦР от дорогостоящего
оборудования, что ограничивает ее примени-
мость, особенно в “полевых” условиях. Альтерна-
тивой ПЦР служат изотермические методы, та-

кие как амплификация смещением цепи – SDA
(Strand-Displacement Amplification), амплифика-
ция “катящимся кольцом” – АКК (Rolling Сircle
Amplification, RCA), петлевая изотермическая
амплификация – LAMP (Loop-mediated AMPlifi-
cation) и др. [2, 3]. В этих методах используются
полимеразы с цепь-вытесняющей активностью,
обеспечивающие денатурацию двухцепочечных
НК в ходе полимеризации, благодаря чему отпа-
дает необходимость циклирования этапов дена-
турации, отжига и элонгации, а для осуществле-
ния реакции достаточно термостата.

Среди изотермических методов АКК занимает
особое место: это единственная реакция, позво-
ляющая синтезировать НК-продукты с желаемой
(искусственно задаваемой) нуклеотидной после-
довательностью. Характерная особенность АКК –
использование кольцевых НК-матриц, при соот-
ветствующем дизайне которых становятся воз-
можными комбинирование с другими фермента-
тивными реакциями, различными репортерными
системами, проведение биоанализа в растворе, на
поверхности твердых материалов или в живых
клетках, а также перевод в высокопроизводитель-
ные форматы. В отличие от всех остальных спосо-

1 Статья победителей конкурса РФФИ “Экспансия”, 2020 г.
(грант № 20-14-50120).
Сокращения: АКК – амплификация “катящимся коль-
цом”; ДНКзим – дезоксирибозим; КМ – кольцевая мат-
рица; НК – нуклеиновые кислоты; НЧЗ – наночастицы
золота; ПАКК – протяженный одноцепочечный продукт
АКК; ПЦР – полимеразная цепная реакция; ТКК – тран-
скрипция “катящимся кольцом”; ФВС – функционально
активная вторичная структура; SDA – амплификация сме-
щением цепи; SNP – однонуклеотидный полиморфизм.

# Автор для связи: (тел.: +7 (347) 235-60-88; эл. почта:
garafutdinovr@gmail.com).
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бов амплификации, АКК может использоваться
не только как способ размножения и последую-
щей детекции молекул аналита – нуклеиновых
кислот, но и как инструмент для получения функ-
ционально активных НК, опосредующих обнару-
жение иных биомишеней. Универсальность АКК
обусловила разработку множества разнообразных
методов биоанализа, нашедших отражение в
огромном количестве научных публикаций и по-
служивших основой для создания портативных
микрофлюидных, электрохимических и биосен-
сорных диагностических устройств [4–7]. Не-
смотря на широкие возможности, АКК находит
практическое применение в первую очередь в мо-
лекулярной диагностике, обеспечивая высокую
чувствительность и специфичность обнаружения
таких биоаналитов, как нуклеиновые кислоты и
белки. В настоящем обзоре представлены моле-
кулярные основы метода АКК и показано его
применение для анализа биомишеней разной хи-
мической природы.

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ОСНОВЫ 
АМПЛИФИКАЦИИ

“КАТЯЩИМСЯ КОЛЬЦОМ”

Амплификация “катящимся кольцом” – это
реакция синтеза нуклеиновых кислот на кольце-
вой матрице. АКК как метод увеличения количе-
ства аналита используется только в отношении
НК, в остальных случаях реакцию совмещают с
распознаванием биомишени специфическим ре-
цептором. В зависимости от природы аналита
(НК, белок, малая органическая молекула), осо-
бенностей анализируемого образца (происхожде-
ние, аналитическая чистота, наличие совместно
выделяющихся веществ и проч.) и используемого

инструментария, АКК в качестве отдельного, са-
мостоятельного этапа может занимать разное по-
ложение в биоаналитическом протоколе. Можно
выделить три варианта использования данной ре-
акции амплификации в анализе (рис. 1).

Вариант 1, применяемый при анализе нуклеи-
новых кислот, включает АКК как этап амплифи-
кации или непосредственно мишени, или коль-
цевой матрицы, полученной с ее участием. По ва-
рианту 2 аналит распознается с помощью
продуктов АКК, формирующих функционально
активные вторичные структуры (ФВС), а для про-
ведения реакции используют предварительно
синтезированную кольцевую матрицу. Этот путь,
обеспечивающий повышение концентрации ана-
литического агента, универсален и реализуется
для широкого круга биомишеней. Согласно вари-
анту 3, аналит распознается с помощью рецепто-
ра, связанного с НК, которая, как правило, вы-
ступает праймером для АКК или НК-захватыва-
ющим зондом. Данный путь используется чаще
всего в технологиях твердофазного анализа, когда
осуществляют фиксацию аналита на подложке и
проводят реакции синтеза, расщепления или ги-
бридизации НК у поверхности твердой фазы.

Специфичность АКК-анализа определяется
типом аналита и технологией его обнаружения.
В целом бóльшую специфичность обеспечивают
подходы, в которых реакция АКК приводит к по-
вышению концентрации аналитического агента
и/или усилению аналитического сигнала. Мно-
гие предложенные на сегодня методы АКК-ана-
лиза характеризуются высокой чувствительно-
стью с пределами обнаружения в среднем на
уровне фемтомолярных (для НК) и пикомоляр-
ных (для белков) концентраций.

Рис. 1. Варианты включения амплификации “катящимся кольцом” как отдельного этапа в протокол биоаналитиче-
ского исследования.
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Ключевые компоненты реакционных систем для
АКК. Ключевыми участниками АКК выступают
одноцепочечная кольцевая матрица (КМ), как
минимум один праймер, отжигающийся на КМ
(“затравочный” праймер), и полимераза с цепь-
вытесняющей активностью (рис. 2) [8]. КМ мо-
жет содержать несколько разных олигонуклео-
тидных мотивов, ответственных, например, за
связывание с мишенью (I), с праймером (II) и за
образование ФВС продуктом АКК (III).

После отжига праймера на КМ начинается
синтез ее комплементарной копии, который про-
должается до тех пор, пока полимераза не дойдет
до 5'-конца праймера. Далее фермент вытесняет
мешающую ему цепь и продолжает синтез по
кольцу, делая множество оборотов и нарабатывая
протяженный одноцепочечный продукт АКК
(далее – ПАКК), длина которого может состав-
лять десятки, сотни и даже тысячи тандемных по-
второв в зависимости от процессивности фер-
мента [8, 9].

АКК осуществима не только с кольцевыми
ДНК-, но и с РНК-матрицами [9]. В последнем
случае реакцию чаще называют транскрипцией
“катящимся кольцом” (ТКК), по своей сути – это
разновидность АКК, поскольку для нее характер-
ны те же базовые признаки и параметры, что и
для АКК с использованием ДНК-матриц. Един-
ственное существенное отличие заключается в
применении РНК-зависимых полимераз, и ини-
циация транскрипции может требовать наличия
промоторных последовательностей, что наклады-
вает ограничения при дизайне КМ и праймеров.

Как правило, кольцевые матрицы получают из
олигонуклеотидов-предшественников, называе-
мых С-проба (C-probe, padlock), путем циклиза-
ции их с помощью ДНК- или РНК-лигаз или по-
средством химического лигирования. В качестве
С-проб обычно используют линейные ДНК или
РНК протяженностью ~40–60 нт, однако имеют-
ся данные о замыкании как коротких (от 13 нт при
химическом лигировании и от 25 нт при фермен-
тативном лигировании), так и относительно про-
тяженных (до 105 нт) олигонуклеотидов [9]. Цик-
лизация НК может осуществляться матричным и
нематричным способами. Первый вариант, схе-
матично изображенный на рис. 3а, заключается в
отжиге С-пробы на так называемой “поддержи-
вающей матрице” (splint); в этом случае С-проба
имеет по обоим концам нуклеотидные последо-
вательности протяженностью 10–20 нт, компле-
ментарные поддерживающей матрице [10]. Более
короткие участки отжига (суммарно <15 нт) сни-
жают устойчивость формирующейся дуплексной
структуры, а протяженные повышают эффектив-
ность межмолекулярного взаимодействия, при-
водящего к образованию линейных продуктов
[11]. Отожженные концы C-пробы конструируют
таким образом, чтобы они располагались “встык”
друг к другу и образовывали ник. В случае анализа
НК-мишени в качестве поддерживающей матри-
цы часто выступает непосредственно детектируе-
мая НК.

Матричный синтез КМ чаще всего проводят с
помощью T4 ДНК-лигазы, однако при анализе
РНК используют лигазы с меньшей субстратной
специфичностью, например, ДНК-лигазу вируса
хлореллы (коммерческая лигаза SplintR) или Т4

Рис. 2. Ключевые компоненты реакционной системы и протекание АКК. Для кольцевой матрицы разными зонами
выделены мотивы, ответственные за связывание с мишенью (I), с праймером (II) и за образование ФВС продуктом
АКК (III).
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РНК-лигазы [12, 13]. Нематричное лигирование не
требует присутствия поддерживающей матрицы;
его осуществляют с помощью Т4 РНК-лигаз или
CircLigase (рис. 3б). Хотя нематричное лигирова-
ние обеспечивает низкий выход целевого продук-
та, данный способ незаменим при изучении образ-
цов НК неопределенного состава и при анализе
короткоцепочечных НК, например, фрагментиро-
ванной ДНК или малых РНК. Кроме того, извест-
ны способы повышения выхода КМ при лигирова-
нии за счет использования агентов молекулярного
краудинга, таких как полиэтиленгликоль [14, 15].

Циклизация НК химическим способом в от-
дельных случаях – более удобная альтернатива
лигазам, однако она требует использования до-
полнительных реагентов или модифицированных
С-проб. Первые способы замыкания олигонук-
леотидов заключались в конденсации 5'-концево-
го фосфата и 3'-гидроксигруппы под действием
карбодиимида или бромциана [16], 5'-концевого
иодтимидина с 3'-фосфотиоатом [17] или за счет
5'-O-тозильной группы [18]. Позднее были пред-
ложены подходы, основанные на методах клик-

химии [19], в первую очередь азид-алкиновом
циклоприсоединении [20].

Размер КМ оказывает значительное влияние
на эффективность АКК. Небольшие НК-кольца
(<40 нт), по-видимому, малопригодны для прове-
дения этой реакции [14], хотя имеются единич-
ные данные о возможности их использования для
амплификации [9]. Для КМ, не превышающих в
линейном двухцепочечном виде одну перси-
стентную длину ДНК (~51 нм или ~160 п.н. для
двухцепочечной ДНК в В-форме [21]), показано,
что эффективность АКК коррелирует с количе-
ством витков двойной спирали: для колец, имею-
щих целочисленное количество витков, наблюда-
ется наименьшая эффективность амплификации,
тогда как для колец с нецелочисленным количе-
ством – наивысшая [22]. Для КМ, близких по раз-
мерам к плазмидам, эффективность АКК суще-
ственно снижена [23].

Нуклеотидная последовательность КМ может
быть задана таким образом, что отдельные ее
участки отжигаются в пределах кольца, образуя
вторичные структуры типа петли или “гантели”
(dumbbell), способствующие повышению эффек-

Рис. 3. Схема замыкания С-пробы с поддерживающей матрицей (а) и без нее (б), дискриминация полиморфных нук-
леотидов с помощью аллель-специфичных С-проб при анализе однонуклеотидного полиморфизма (в).
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тивности циклизации С-пробы и обусловливаю-
щие наличие в ПАКК двухцепочечных фрагмен-
тов. В зависимости от используемой после АКК
системы детекции результатов, в структуру С-про-
бы могут быть включены последовательности,
обеспечивающие образование ФВС (аптамеров,
дезоксирибозимов, G-квадруплексов, петель и
др.) или несущие сайты распознавания эндо-
нуклеаз, участки для отжига специфических ги-
бридизационных зондов или гомонуклеотидные
мотивы для связывания с металлическими нано-
частицами. Обнаружено также, что КМ с высо-
ким содержанием нуклеотидов dА и dС повыша-
ют эффективность амплификации по кольцу [24].

АКК возможна только под действием полиме-
раз с цепь-вытесняющей активностью. В этом
случае фермент обеспечивает расхождение цепей
НК и катализирует синтез новой цепи за счет вы-
теснения старой по мере продвижения по матри-
це. Выбор подобных полимераз достаточно ши-
рок, но наибольшее распространение получили
ДНК-полимеразы Bst, Bsm и Vent без 5'–3'-экзо-
нуклеазной активности, phi29, Т7 РНК-полиме-
раза и др. ДНК-полимераза phi29 обладает чрез-
вычайно высокой процессивностью, однако име-
ет слишком низкие оптимум активности и
температуру инактивации (30 и 65°C соответ-
ственно). Большой фрагмент ДНК-полимеразы I
из Geobacillus stearothermophilus (Bst exo-) – это от-
носительно термостабильный (температурный
оптимум 60–65°C) и процессивный фермент. До-
ступны его мутантные формы (например, Bst 2.0,
Bst 2.0 Warm Start, Bst 3.0 компании New England
Biolabs, США, https://international.neb.com), об-
ладающие большей устойчивостью к действию ин-
гибиторов и обеспечивающие бóльшую скорость
амплификации. Вариант Bst 3.0 обладает также ак-
тивностью обратной транскриптазы. Vent exo- тер-
мостабильна, имеет высокий температурный мак-
симум активности (75°C) и обладает процессивно-
стью, сравнимой с Taq ДНК-полимеразой. РНК-
полимераза бактериофага Т7 применяется для про-
ведения ТКК, однако требует наличия промотор-
ных последовательностей или матрицы с повышен-
ным содержанием пиримидиновых оснований. В то
же время незначительное изменение в содержании
ионов магния и рибонуклеотидтрифосфатов меня-
ет ее субстратную специфичность [25]. Описано
также использование обратных транскриптаз для
проведения ТКК [26]. К сожалению, существен-
ный недостаток наиболее популярной ДНК-по-
лимеразы Bst exo- – способность наряду с синте-
зом специфического продукта реакции приво-
дить к образованию неспецифических продуктов
[27, 28]. По-видимому, аналогичным свойством
обладают и прочие термостабильные полимеразы
с цепь-вытесняющей активностью (собственные
неопубликованные данные). Данная особенность
обусловливает получение ложных результатов

или их неверную интерпретацию. Например,
Yang et al. [29] предлагают новый механизм проте-
кания амплификации, так называемую “скачко-
образную” АКК, для объяснения наработки про-
дуктов, характерных для АКК, но образовавших-
ся в отсутствие КМ. Ранее было предложено
несколько способов предотвращения побочных
реакций амплификации, протекающих под дей-
ствием ДНК-полимеразы Bst exo- [30–32].

Способы повышения эффективности и произво-
дительности АКК. Изначально АКК рассматрива-
лась как реакция удлинения единичного прайме-
ра, дающего только один длинный одноцепочеч-
ный продукт. В этом случае реакцию называют
линейной АКК, а накопление продуктов носит
арифметический характер, поскольку количество
матриц, инициирующих амплификацию, остает-
ся постоянным. Чувствительность подходов, ос-
нованных на линейной АКК, низка и часто не
позволяет осуществлять диагностически значи-
мую детекцию биоаналита. Для повышения эф-
фективности реакции используют более одного
праймера. Вариант с отжигом на КМ сразу не-
скольких праймеров получил название мульти-
праймерная АКК (рис. 4а); его применение
оправдано для относительно больших КМ (на-
пример, плазмид) с целью получения их копий
для последующего секвенирования [33]. При ис-
пользовании второго праймера, отжигающегося
на одноцепочечном продукте удлинения первого,
коэффициент размножения ампликонов увели-
чивается, реакция начинает носить экспоненци-
альный характер за счет постоянного вытеснения
синтезированных цепей, многократного отжига и
удлинения обоих праймеров (рис. 4б). Такой вари-
ант АКК, называемый “сверхветвящаяся АКК”,
или рамификация (hyperbranched RCA, ramifica-
tion) [34], получил наибольшее распространение.
В 2004 г. была разработана [35] и позднее усовер-
шенствована [36] АКК “от кольца к кольцу”
(Circle-to-Сircle Amplification, C2CA), которая
включает повторяющиеся циклы репликации
КМ, расщепления ПАКК с помощью рестриктаз,
получения и репликации новых КМ (рис. 4в).
Murakami et al. предложили АКК, сопровождаю-
щуюся “генерацией праймеров” [37], которая ос-
нована на расщеплении ПАКК никазой и ис-
пользовании дополнительной КМ (рис. 4г). Вне-
сение ников в ПАКК приводит к увеличению
количества 3'-концов, способных подвергаться
удлинению полимеразой [38]. Для всех вариантов
АКК с несколькими праймирующими последова-
тельностями наиболее употребляемым стал тер-
мин “экспоненциальная АКК”.

Для повышения специфичности и производи-
тельности АКК-анализа, а также расширения
спектра инструментальных методов, примени-
мых для регистрации его результатов, были разра-
ботаны варианты амплификации на твердой по-
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верхности (“твердофазная АКК”). Для этого на
подложке фиксируют один из НК-компонентов
реакционной системы: праймер, поддерживаю-
щую матрицу или ДНК-пробу для распознавания
мишени. В зависимости от метода анализа, иммо-
билизацию биомолекул осуществляют на поверх-
ности стекла (формат микрочипов [39]), поли-
мерных материалов (мембраны [40] и микрокана-
лы [5, 41]), благородных металлов, графита
(электрохимические биосенсоры [6, 7] и спектро-
скопия поверхностного плазмонного резонанса
[42]). Химия иммобилизации определяется мате-
риалом подложки; как правило, закрепление
биомолекул проводят путем образования кова-
лентных связей при взаимодействии функцио-
нальных групп или атомов поверхности и иммо-
билизуемой молекулы (COOH-, NH2-, HS-,
CHO-группы, поверхностные атомы металлов
и др.) или за счет аффинного взаимодействия

(системы биотин–стрептавидин, дигоксигенин–
антитело, антиген–антитело и др.). Для повыше-
ния загрузки поверхность функционализируют
дендримерными структурами [43].

АКК в формате микрочипов обеспечивает па-
раллельный анализ множества образцов, превос-
ходящий по производительности мультиплекс-
анализы в микропробирках [39]. Закрепление
НК-компонентов реакционных систем на по-
верхности магнитных микрочастиц позволяет
осуществлять с помощью внешнего магнита либо
селективное выделение исследуемого аналита
и/или его транспортировку в зону реакции, или
транспортировку продуктов АКК в зону реги-
страции аналитического сигнала [44], а при фик-
сации на проводящих поверхностях – использо-
вать электрохимические методы анализа [4–6].
Технологии, включающие “твердофазную АКК”,
характеризуются значительным разнообразием, и

Рис. 4. Схемы протекания различных вариантов АКК с несколькими праймерами: мультипраймерная АКК (а), рами-
фикация (б), амплификация “от кольца к кольцу” (в), АКК с генерацией праймеров (г).
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большинство из них представляют собой слож-
ные каскадные процессы, сочетающие этапы рас-
познавания биомишени, конкурентного отжига
НК-структур, получение КМ, АКК, генерацию
аналитического сигнала и др. (рис. 5).

Вследствие стерических затруднений фермен-
тативные процессы у поверхности протекают с
меньшей эффективностью, поэтому недавно для
повышения коэффициента размножения ампли-

конов была предложена новая стратегия, заклю-
чающаяся в совмещении АКК с технологией так
называемых “ДНК-ходоков” (DNA walker). Для
этого на подложке закрепляют два или более типа
ДНК-проб, одна из которых распознает исследу-
емую НК, остальные участвуют в генерации ана-
литического сигнала. После фиксации НК про-
бой № 1 на поверхности запускается каскад из по-
вторяющихся событий денатурации–отжига

Рис. 5. Наиболее популярные варианты “твердофазной” АКК: (а) – захват НК-мишени иммобилизованной ДНК-
пробой, мишень-опосредованное лигирование пробы с праймером и запуск АКК; (б) – захват НК-мишени иммоби-
лизованной ДНК-пробой, циклизация НК-мишени и запуск АКК; (в) – распознавание биомишени, отличной от НК,
иммобилизованным рецептором, образование сэндвич-комплекса с конъюгатом рецептора с праймером и запуск
АКК; (г) – распознавание биомишени, отличной от НК, иммобилизованным рецептором и ФВС, несущей праймер,
и запуск АКК; (д) – один из вариантов совмещения АКК с технологией “ДНК-ходоков” [45].
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НК-структур и ферментативных реакций, приво-
дящих к синтезу ПАКК [45–47].

Детекция результатов АКК-анализа. Совмести-
мость АКК с различными репортерными систе-
мами обусловливает возможность детекции ре-
зультатов с помощью широкого спектра инстру-
ментальных методов как по конечной точке, так и
в реальном времени. Первыми способами реги-
страции продуктов АКК стали гель-электрофорез
и применение интеркалирующих красителей и
флуоресцентных гибридизационных зондов, в том
числе функционирующих за счет FRET-эффекта
(FRET – резонансный перенос энергии флуорес-
ценции). Перевод АКК в твердофазный формат и
использование микро- и наноразмерных структур
(магнитных частиц, квантовых точек, наночастиц
металлов и др.) сделало возможным применение
электрохимических, спектроскопических, акусти-
ческих и оптических методов. В табл. 1 приведены

наиболее используемые репортерные системы и
принципы их функционирования.

Как и в большинстве амплификационных ме-
тодов, измерение флуоресценции – самый попу-
лярный способ регистрации результатов АКК-
анализа. Для получения флуоресцентного сигна-
ла используют различные приемы; наиболее при-
меняемыми остаются добавление в реакцион-
ные смеси интеркалирующих красителей (SYBR
Green I, тиофлавин Т, порфирины и др.), флуорес-
центных гибридизационных зондов или окисле-
ние флуорогенного субстрата (табл. 1). Хотя ис-
пользование интеркалирующих красителей – это
весьма удобный вариант детекции продуктов
АКК, он, к сожалению, характеризуется невысо-
кой специфичностью. Более достоверный резуль-
тат получают при использовании флуоресцентных
зондов – олигонуклеотидов, содержащих в моле-
куле как минимум один флуорофор (органический

Таблица 1. Способы генерации аналитического сигнала, широко используемые в АКК-анализе
Вид сигнала Репортер Принцип функционирования Ссылки

1) Флуоресцент-
ный

а) Интеркалирующие
красители  [48, 49]

б) Флуоресцентные
гибридизационные зонды  [50, 51]

в) Флуорогенный субстрат  [52–57]

г) Флуоресцентные
нуклеотиды  [58–62]

д) Наночастицы металлов и 
металлокомплексы  [63]

2) Колориметри-
ческий

а) Хромогенный субстрат  [64–66]

б) Колориметрические
гибридизационные зонды  [67]

3) Электрохими-
ческий

а) Гибридизационные 
зонды с электроактивной 
или проводящей меткой

 [45, 46, 68, 69]

б) НК-связывающие
электроактивные частицы  [45, 70]

F1/QD –/F2/Q

Субстрат + О2

Продукт окисления + hv

N N N N N

Субстрат + О2

Окрашенный продукт
окисления

Красный
Агрегация

Синий

+e–/–e–

+e–/–e–



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 6  2021

АМПЛИФИКАЦИЯ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ “КАТЯЩИМСЯ КОЛЬЦОМ” 729

краситель или квантовую точку), а также тушите-
ли/акцепторы светового излучения. Строение
зондов может быть различным: применяются зон-
ды простые (меченые одним флуорофором), шпи-
лечного типа (молекулярные биконы), расщепля-
ющиеся под действием эндонуклеаз или катали-
тически активных ПАКК (дезоксирибозимов),
составные и др. Также удобный прием – добавле-
ние в реакционные смеси флуоресцентных нук-
леозидтрифосфатов, обеспечивающих синтез
флуоресцентно-меченых продуктов амплифика-
ции [58–61], однако следует учитывать возможное
снижение в отдельных случаях эффективности ре-
акции или полное ее ингибирование при примене-
нии подобных субстратов [61, 62]. Интересной с
точки зрения используемой репортерной системы
представляется работа Chen et al. [63], которые
предложили особые “инвертированные” С-пробы
с поли-dA-мотивами, приводящими к образова-
нию ПАКК с множественными повторами dТ40.
Последние образуют прочный комплекс с нано-
частицами меди, характеризующийся высоким
квантовым выходом флуоресценции с максиму-
мом при 580–600 нм и большим стоксовым сдви-
гом (Δλ ~ 150 нм). В технологиях, предусматрива-
ющих измерение люминесцентного сигнала,
ПАКК образуют дезоксирибозимы или G-квад-
руплексы, которые в присутствии соответствую-
щих кофакторов (катионов металлов, гема, dNTP
и др.) приобретают активность пероксидаз и ка-
тализируют окисление флуорогенных субстратов,
например, люминола, сопровождающееся выде-
лением светового излучения [52–57].

Детекция результатов АКК по изменению
окраски раствора часто не требует использования
дорогостоящего оборудования, поскольку может
осуществляться визуально. Наибольшее приме-
нение в колориметрических методах нашло окис-
ление хромогенных субстратов: 2,2'-азино-бис(3-
этилбензотиазолин-6-сульфоновой) кислоты
(ABTS), 3,3'-диаминобензидина (ДАБ), 3,3',5,5'-
тетраметилбензидина (ТМБ), о-фенилендиамина
(ОФД) – до окрашенных продуктов (табл. 1). Раз-
работаны колориметрические гибридизацион-
ные зонды на основе наночастиц металлов, в
первую очередь золота (НЧЗ) (табл. 1). Тандем-
ный характер ПАКК обусловливает сближение
металлических наночастиц при отжиге на нем по-
добных зондов; в случае зондов на основе НЧЗ
происходит изменение окраски раствора от крас-
ной (пурпурной), характерной для разобщенных
в пространстве НЧЗ, до синеватой, характерной
для агрегатов НЧЗ. Проблема устойчивости зон-
дов на основе НЧЗ в условиях проведения ампли-
фикационного анализа достаточно важна; ранее
нами был предложен способ повышения их ста-
бильности [71]. Помимо возможности использова-
ния НЧЗ в создании колориметрических зондов, к
преимуществам можно отнести возможность их

применения для доставки олигонуклеотидов в
клетки [72], например, АКК-праймеров.

Большинство способов электрохимической
детекции базируется на применении либо гибри-
дизационных зондов, несущих электроактивную
(метиленовый синий, ферроцен и др.) или прово-
дящую (наночастицы металлов) метку, либо элек-
троактивных частиц (гем, наночастицы металлов,
метиленовый синий и др.), нековалентно связыва-
ющихся с нуклеиновыми кислотами. Электрохи-
мические подходы стали основой для разработки
разнообразных портативных биосенсорных
устройств, которые используют в основном в ме-
дицинской диагностике [6].

В последние годы в АКК-анализе начали нахо-
дить применение нетрадиционные для биохими-
ческих исследований виды аналитического сиг-
нала. Так, новым направлением стало использо-
вание методологий магнитооптики [44, 73] и
акустики [74]. Согласно работе Garbarino et al.
[73], исследуемую НК-мишень закрепляют на по-
верхности магнитных микрочастиц путем их за-
хвата специальными ДНК-пробами, проводят
АКК и далее по изменению оптических свойств
раствора в магнитном поле судят о характере про-
текания ферментативной реакции. Yang et al. [74]
разработали акустический анализатор, в котором
исследуемую бактериальную ДНК фиксировали с
помощью захватывающих ДНК-проб на магнит-
ных микрочастицах и далее инициировали АКК.
Поскольку молекулы ДНК поглощают звуковое
излучение в терагерцевом диапазоне хуже, чем
молекулы воды, продукты АКК обусловливают
значительное поглощение терагерцевого излуче-
ния после успешного протекания реакции, что
может быть зафиксировано с помощью акустиче-
ской спектроскопии.

ОБЛАСТИ ПРИМЕНЕНИЯ 
АМПЛИФИКАЦИИ

“КАТЯЩИМСЯ КОЛЬЦОМ”

АКК первоначально применялась в основном
для обнаружения специфических нуклеотидных
последовательностей, однако по мере развития и
появления новых молекулярных инструментов
она трансформировалась в удобный метод иссле-
дования более сложных биообъектов, в том числе
in vivo, и стала обеспечивать высокочувствитель-
ное определение аналитов разных типов.

Анализ нуклеиновых кислот. Первое применение
АКК нашла в генотипировании, в частности при
изучении однонуклеотидного полиморфизма –
SNP [75, 76]. Для этой цели конструируются
аллель-специфичные С-пробы, циклизация кото-
рых посредством дискриминирующего лигирова-
ния возможна только при полной комплементар-
ности 3'-концевого нуклеотида С-пробы матрице
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(рис. 3в). Позднее SNP-типирование с помощью
АКК было переведено в производительные чипо-
вый [77] и мультиплексный [78] форматы, и были
предложены подходы, совмещающие аллель-спе-
цифичное лигирование и АКК с новыми спосо-
бами генерации аналитического сигнала [50].

Наибольшее число ранних работ по АКК было
посвящено обнаружению ДНК различных организ-
мов [4, 5, 7]. Совершенствование методологии АКК
обусловило появление новых оригинальных
способов анализа ДНК. Например, в работах [67,
79] описаны колориметрические методы опреде-
ления генетического материала растительного
патогена Phytophthora infestans [67] и бактерии
Staphylococcus aureus [79]. Первый из них основан
на использовании АКК, запускаемой системой
CRISPR/Cas9, и функционализированных НЧЗ
в качестве гибридизационных зондов. Особен-
ность второго – многоуровневая система распо-
знавания мишени и генерации аналитического
сигнала, включающая использование биотин-
меченых праймеров, дигоксин-меченых зондов,
конъюгата НЧЗ с антидигоксигенином и перок-
сидазой и окисление ТМБ пероксидазой в микро-
планшетах, функционализированных стрептави-
дином.

C развитием АКК больше внимания стало уде-
ляться также выявлению генетического материала
различных вирусов, содержащих одноцепочечные
ДНК или РНК, удобных в качестве поддерживаю-
щей матрицы при циклизации специфических
С-проб. В настоящее время АКК-опосредованное
обнаружение вирусов реализуют как в растворе
(пробирках), так и в микрофлюидных устройствах
[80], в формате электрохимических биосенсоров
[81], совмещают с другими ферментативными ре-
акциями, например, с ПЦР с обратной транс-
крипцией и последующей SDA [82].

В последние годы акцент в применении АКК
смещается в сторону анализа короткоцепочечных
нуклеиновых кислот, в первую очередь малых и не-
кодирующих РНК. В работе Ning et al. [83] описан
способ обнаружения малых РНК с известной дли-
ной и последовательностью с помощью ТКК в при-
сутствии обратной транскриптазы SuperScript IV,
РНК-полимеразы E. сoli и никазы Nb.BbvCI. Cift-
ci et al. предложили метод детекции гипервариа-
бельных РНК-вирусов, основанный на использо-
вании С-проб с вырожденными 3'-концевыми
нуклеотидами [84]. Для однозначной дифферен-
цировки изоформных РНК предложены особые
варианты С-пробы – iLock-пробы [85].

Бóльшая часть работ, посвященных примене-
нию АКК в анализе рибонуклеиновых кислот, за-
трагивает количественную оценку микроРНК, вы-
ступающих важным маркером при диагностике
различных патологических состояний [86]. Дости-
жения в этой области представлены в недавних об-

зорах [87–89]. Первая работа по обнаружению
микроРНК с помощью АКК была опубликована в
2006 г. [90]. Иной подход, получивший название
miR-ID и заключавшийся в циклизации мик-
роРНК путем нематричного лигирования и по-
следующей ТКК с обратной транскриптазой, был
предложен в 2011 г. [26]. Оригинальный способ
анализа микроРНК описан в работе Zhao et al.
[51], согласно которому АКК инициируется спе-
циальной ДНК-триплексной структурой с моти-
вом TA·T. В большинстве случаев микроРНК вы-
ступает в качестве поддерживающей матрицы
при циклизации С-пробы, нередко она использу-
ется одновременно и как затравочный праймер.
В табл. 2 с целью иллюстрации многообразия су-
ществующих подходов приведено лишь несколь-
ко оригинальных технологий последних лет, в ко-
торых реализованы необычные способы генера-
ции аналитического сигнала при АКК-анализе
микроРНК. Большинство из предложенных тех-
нологий позволяют определять фемтомолярные
концентрации микроРНК, кроме того, многие
обеспечивают также анализ полиморфных вариан-
тов микроРНК в пределах одного семейства [92].

Буквально в последние годы метод АКК начал
применяться для анализа кольцевых РНК, игра-
ющих, как и микроРНК, важную роль в регуля-
ции работы генов [93]. При обнаружении данного
типа мишеней осуществляют ТКК напрямую с
образцом РНК, выделенным из биоматериала,
поскольку нет необходимости проводить цикли-
зацию НК или вводить ее дополнительно. При
проведении ТКК с обратной транскриптазой
синтезируются транскрипты, детекция которых
возможна либо путем ОТ-ПЦР, либо с помощью
гель-электрофореза [94].

При разработке новых методов АКК-анализа
исследователи не обошли вниманием и CRISPR/
Cas-системы редактирования генома. Первыми си-
стему CRISPR/Cas9 для обнаружения микроРНК
использовали Qiu et al. [95]. Позднее были предло-
жены варианты экспоненциальной АКК, в которых
микроРНК выступает праймером для ТКК, приво-
дящей к получению однонитевой РНК с повтора-
ми, расщепляемыми нуклеазой Cas12a, в результате
чего генерируются новые праймерные последова-
тельности [96]. CRISPR/Cas-система была приме-
нена не только для обнаружения специфических
НК-мишеней, но также и для оценки образования
неспецифических продуктов АКК за счет исполь-
зования в качестве внутреннего отрицательного
контроля в диагностических тест-системах [97].

Значительным достижением стала возмож-
ность проводить с помощью АКК анализ нуклеи-
новых кислот in vivo, что особенно актуально для
молекул РНК [98, 99]. В работе Duckworth et al.
[100] предложен метод мультиплексного профи-
лирования РНК и оценки экспрессии поверх-
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Таблица 2. Примеры работ по анализу микроРНК, описывающих оригинальные способы получения аналитиче-
ского сигнала

Ссылка Роль микроРНК Принцип технологии
Предел 

обнаружения, 
М

 [48] Праймер МикроРНК праймирует АКК на гантелеобразной С-пробе; 
продукт линейной АКК образует G-квадруплексы, в которые 
интеркалирует тиофлавин Т, обеспечивая появление флуорес-
центного сигнала

4.9 × 10–15

 [49] Запуск расщепле-
ния ДНК-дуплек-
сов и генерация 
праймеров

Молекулы микроРНК отжигаются на продукте АКК, получае-
мом с КМ № 1, и образующиеся двухцепочечные структуры 
расщепляются дуплекс-специфической нуклеазой до фраг-
ментов, которые далее праймируют АКК с КМ № 2. Новый 
продукт АКК образует G-квадруплексы, связывание которых 
с комплексом протопорфирина IX и ионов Zn2+ вызывает 
появление флуоресцентного сигнала

1 × 10–15

 [53] Поддерживающая 
матрица и праймер

МикроРНК обеспечивает замыкание С-пробы и праймирует 
АКК, продукт которой расщепляется рестриктазой до фраг-
ментов, дающих отдельные G-квадруплексы, связывающиеся 
с гемом. Образующиеся комплексы катализируют окисление 
о-фенилендиамина до окрашенного продукта, вызывающего 
тушение флуоресценции квантовых точек на основе MoS2

4.6 × 10–15

 [54] Поддерживающая 
матрица

В присутствии микроРНК С-проба замыкается в кольцо, 
обеспечивающее в ходе АКК образование ФВС – тримера G3, 
приобретающего после связывания с гемом свойства перокси-
дазы. Аналитический сигнал (изменение окраски) обеспечи-
вается за счет окисления ABTS, катализируемого указанным 
миметиком пероксидазы

3.7 × 10–14

 [59] Поддерживающая 
матрица и праймер

МикроРНК обеспечивает замыкание С-пробы и праймирует 
АКК в присутствии модифицированного нафталимидом три-
фосфата dUTP, что обеспечивает наработку флуоресцирую-
щего продукта амплификации

3.58 × 10–15

 [68] Запуск каскада 
ферментативных 
реакций

МикроРНК из экзосом связываются со специальной LNA-
пробой, иммобилизованной на магнитных микрочастицах, 
вытесняя из комплекса с ним олигонуклеотиды, которые 
далее гибридизуются с закрепленными на золотом электроде 
зондами и праймируют на его поверхности АКК. Продукт 
АКК образует G-квадруплексы, связывающие электроактив-
ный краситель метиленовый синий, который обеспечивает 
появление электрохимического сигнала

2.75 × 10–15

 [91] Праймер МикроРНК захватывается КМ, удерживающейся частично 
комплементарным ей зондом на поверхности модифициро-
ванных стрептавидином магнитных микрочастиц. МикроРНК 
праймирует АКК, продукт амплификации детектируется с 
помощью интеркалирующего красителя SGI

1 × 10–13

 [92] Поддерживающая 
матрица

МикроРНК с помощью захватывающей ДНК-пробы фикси-
руется на поверхности микрофлюидных каналов и опосредует 
последующее матричное лигирование адаптора, выступаю-
щего праймером для АКК. Расщепление продукта АКК ника-
зой приводит к образованию новых молекул, инициирующих 
амплификацию. Детекцию результатов проводят с помощью 
интеркалирующего красителя SGI

<1 × 10–20
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ностных белков для единичной клетки, что обу-
словило возможность изучения фенотипической
и функциональной гетерогенности клеточных
популяций. Описанный в данной работе подход
включает этап комплексообразования с ионами
лантаноидов (для детекции с помощью масс-ци-
тометрии) или флуорофорами (для детекции с
помощью проточной цитометрии). Zhang et al.
первыми осуществили прижизненное обнаруже-
ние микроРНК [101], разработав биоразлагаемые
металлоорганические наночастицы для доставки
ДНК-полимеразы phi29 и специфической КМ в
живые клетки и проведения в них АКК.

Анализ белков и малых молекул. Белки – вто-
рой по популярности тип биомолекул после НК,
детектируемый с помощью АКК-подходов, при
этом последние нередко включают методики им-
муноферментного анализа (ИФА). Сама АКК в
случае белков выступает инструментом, опосре-
дующим их распознавание и/или генерацию ана-
литического сигнала. Как правило, АКК предва-
ряется распознаванием белковой мишени рецеп-
тором, конъюгированным с праймером или
ДНК-пробой, нередко этот процесс сочетают с
селективным извлечением мишени из образца
и/или фиксацией его на твердом носителе. Пер-
вой технологией обнаружения белков с помощью
АКК стал подход, названный авторами “иммуно-
АКК” (immuno-RCA) [102]. Согласно данному
подходу, предварительно получают конъюгат
олигонуклеотидного праймера, запускающего
АКК на специальной КМ, с антителом. По завер-
шении АКК продукт амплификации остается
связанным с антителом, и его обнаружение ста-
новится возможным с помощью ИФА, например,
после закрепления в лунках стандартного план-
шета (как показано на рис. 5в, 5г). Аналогично
нуклеиновым кислотам, в последние годы появи-
лось множество оригинальных методических ра-
бот, посвященных обнаружению и высокочув-
ствительному определению белков с помощью
АКК (табл. 3).

В случае белков анализ in vivo ограничивается
пока выявлением мембранных протеинов. На-
пример, в работе Liu et al. [110] описан способ ви-
зуализации MUC1 с помощью комплекса из трех
олигонуклеотидов, один из которых образовывал
аптамер к белку и отвечал за локализацию указан-
ного комплекса на поверхности клеток, второй
инициировал АКК, а третий был мечен флуоро-
фором Cy5 и обеспечивал появление аналитиче-
ского сигнала.

АКК находит применение также для анализа
относительно небольших органических молекул:
нуклеозидтрифосфатов, лекарственных и нарко-
тических веществ, токсинов, ядохимикатов. Так,
Qiu et al. предложили способ определения dNTP в
клеточных экстрактах с пределом обнаружения в

несколько пМ [111]. В работе Lin et al. [112] описан
метод количественной оценки гепарина в плазме
крови с пределом обнаружения 0.83 нМ, основан-
ный на вытеснении гепарином из комплекса с
протамином праймеров, запускающих АКК. Раз-
работаны аптамер-опосредованные способы об-
наружения токсинов в различных объектах (на-
пример, охратоксина А в пиве [113] и в моче [114]),
фармакологических препаратов [115], фосфорор-
ганических пестицидов [116].

Детекция экзосом и отдельных клеток. Под де-
текцией экзосом и отдельных клеток подразуме-
вается селективный анализ их конкретных типов
или популяций с помощью АКК-подходов. В его
основе лежит распознавание поверхностных био-
молекул, преимущественно белковых рецепто-
ров, специфических для исследуемого объекта,
сопровождающееся генерацией аналитического
сигнала. Распознавание проводят с помощью ап-
тамерных ФВС; тандемная природа их располо-
жения в цепи ПАКК может обеспечить как фик-
сацию одной молекулы ПАКК в нескольких точ-
ках поверхности одной и той же клетки или
везикулы, так и взаимодействие одной молекулы
ПАКК с несколькими клетками или везикулами
(рис. 6). Данная особенность обусловливает воз-
можность образования трехмерного каркаса из
цепей НК, способного захватывать и удерживать
исследуемый объект. Формирование трехмерной
структуры часто сопровождается конгломераци-
ей, приводящей к желированию реакционной
массы или выпадению осадка [117].

Выделение и последующий анализ экзосом
стали представлять интерес в силу их вовлеченно-
сти в процессы межклеточной коммуникации.
Экзосомы имеют значительный потенциал в ка-
честве биомаркеров для диагностики различных
патологических состояний, например, раковых
заболеваний [118, 119]. Наиболее популярной ми-
шенью для взаимодействия с аптамерами на по-
верхности экзосом выступает мембранный белок
CD63, а для генерации аналитического сигнала
используют различные репортерные системы, на-
пример, НЧЗ с закрепленными на них флуорес-
центными зондами [120], электроактивные ком-
плексы G-квадруплексов с гемом [121], окисле-
ние ABTS инкапсулированной в наночастицы
пероксидазой хрена [66] и др. Для повышения
специфичности анализа экзосом был предложен
метод с использованием двух ДНК-проб, несу-
щих на 5'-концах остаток холестерина и аптамер к
CD63 соответственно [122].

Несмотря на свои внушительные размеры,
клетки также стали объектом приложения АКК.
Так, в работе Yao et al. [117] описан способ селек-
тивного отбора мезенхимных стволовых клеток
костного мозга, циркулирующих в крови челове-
ка. Он заключается в наработке с помощью АКК
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Таблица 3. Примеры работ по анализу белков, описывающих оригинальные способы получения аналитического
сигнала

Ссылка Мишень Принцип технологии Предел обнаружения

 [60] Алкиладенингликози-
лаза (AAГ) и урацил-
ДНК-гликозилаза 
(УДГ)

Бифункциональная биотинилированная двухце-
почечная ДНК-проба, содержащая на противо-
положных цепях гипоксантин и урацил, 
подвергается действию алкиладенингликозилазы 
и урацил-ДНК-гликозилазы соответственно и 
затем расщепляется с помощью APE1 с образова-
нием двух праймеров, которые инициируют 
АКК. Проведение амплификации в присутствии 
меченых нуклеотидов Cy3-dCTP (для определе-
ния ААГ) и Cy5-dGTP (для определения УДГ) 
обеспечивает появление флуоресцентного сиг-
нала. Иммобилизация продуктов АКК на стреп-
тавидиновых магнитных микрочастицах 
обеспечивает селективное выделение их из рас-
твора, а последующее расщепление экзонукле-
азой позволяет проводить количественную 
оценку соответствующих ферментов по уровню 
флуоресценции

6.1 × 10–9 ед./мл ААГ,
1.5 × 10–9 ед./мл УДГ

 [64] Антитела к вирусу 
гепатита С (HCV)

Две специальные ДНК-пробы конъюгируют с 
антигеном HCV. В присутствии антител к HCV 
пробы сближаются и запускают реакцию SDA, в 
результате которой нарабатывается праймер, 
инициирующий АКК. Продукт АКК образует
G-квадруплексы с активностью пероксидазы, 
катализирующие окисление 3,3',5,5'-тетраметил-
бензидина до окрашенного продукта

1.0 × 10–12 М

 [70] Тромбин Графеновый электрод модифицируют наночас-
тицами золота, к которым затем прикрепляют 
специальные ДНК-пробы, запускающие АКК. В 
результате амплификации образуются аптамеры 
к тромбину, связывание которого на поверхно-
сти электрода изменяет его электрохимический 
потенциал

3.5 × 10–14 M

 [103] Т4 ДНК-лигаза и 
полинуклеотидкиназа

Полинуклеотидкиназа и лигаза катализируют 
фосфорилирование и циклизацию С-пробы 
соответственно. Их содержание в образце оцени-
вают по количеству продукта АКК, эффектив-
ность наработки которого коррелирует с 
содержанием данных ферментов в образце

3.4 × 10–4 ед./мл лигазы, 
3.8 × 10–4 ед./мл полинук-
леотидкиназы

 [104] NF-κB p50 Связывание белка со специфической шпилечной 
ДНК-пробой запускает каскад ферментативных 
превращений, включающий реакции SDA, АКК 
и никазного расщепления и приводящий в слу-
чае прочного связывания к образованию G-квад-
руплексов, взаимодействие которых с 
тиофлавином Т обусловливает появление флуо-
ресцентного сигнала

1.0 × 10–13 М
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двух типов ПАКК, один из которых формирует
аптамеры к белку APLP, а второй содержит участ-
ки, комплементарные первой цепи. В результате
инкубации смеси ПАКК и крови происходит об-
разование трехмерной сети из цепей ДНК, в ко-
торой фиксируются стволовые клетки; образую-
щийся конгломерат легко выпадает в осадок и да-
лее отделяется. Захват клеток патогенного
штамма Escherichia coli O157:H7 путем закупорки
жидкостных микроканалов осуществили Jiang
et al. [41]. Был предложен высокочувствительный

спектрофлуориметрический способ обнаружения
циркулирующих опухолевых клеток, отработан-
ный на модели карциномы молочной железы че-
ловека [123]. Другой, электрохимический метод
детекции циркулирующих опухолевых клеток ос-
нован на захвате опухолевых клеток продуктом
АКК, биотинилированным за счет встраивания в
ходе синтеза биотин-меченых нуклеотидов dA, и
фиксации на модифицированном стрептавиди-
ном электроде [124].

 [105] Факторы транскрип-
ции

Связывание белков со специфической шпилеч-
ной ДНК-пробой предотвращает ее расщепление 
никазой и, обеспечивая ее целостность, позво-
ляет далее проводить замыкание пробы и после-
дующую АКК, в результате которой образуются 
G-квадруплексы. Взаимодействие последних с 
N-метил-мезопорфирином IX обусловливает 
появление флуоресцентного сигнала

88 × 10–12 М

 [106] Простат-специфи-
ческий антиген (ПСА)

ПСА опосредует связывание магнитных частиц
с НЧЗ, несущими праймеры для АКК, продукт 
которой гибридизуется с зондами, конъюгиро-
ванными с инвертазой. Указанный фермент пре-
вращает сахарозу в глюкозу, уровень которой 
измеряется с помощью персонального глюко-
метра

0.1 пг/мл

 [107] ДНК-метилтрансфе-
раза 1 и урацил-ДНК-
гликозилаза (УДГ)

Специфическая ДНК-проба, несущая сайт рас-
познавания метилтрансферазы и урацил, подвер-
гается действию ДНК-метилтрансферазы 1 и 
урацил-ДНК-гликозилазы, а затем обработке 
эндонуклеазами BssHII и Endo IV. В результате 
расщепления высвобождается короткая одноце-
почечная ДНК, инициирующая АКК, продукт 
которой образует G-квадруплексы; интеркаля-
ция в них тиофлавина Т вызывает появление 
флуоресцентного сигнала

0.009 ед./мл метилтранс-
феразы, 0.003 ед./мл УДГ

 [108] Dam-метилтрансфе-
раза

Специальная шпилечная ДНК-проба с сайтом 
метилтрансферазы метилируется под действием 
фермента; ее последующее расщепление с помо-
щью DpnI приводит к образованию праймеров, 
запускающих АКК. Продукт АКК детектируют с 
помощью красителя SGI

1.8 ед./мл

 [109] Теломераза В присутствии активной теломеразы происходит 
удлинение специального праймера на пять нук-
леотидов (GGGTT), что оказывается достаточ-
ным для его участия далее в качестве 
поддерживающей матрицы при циклизации
С-пробы и запуске АКК. Уровень наработки 
продукта АКК детектируют с помощью молеку-
лярных биконов

–

Ссылка Мишень Принцип технологии Предел обнаружения

Таблица 3. Окончание
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АКК-анализ применяется и для выявления раз-
личных патогенных микроорганизмов. Franch et al.
разработали подход для определения микобакте-
рий – возбудителей туберкулеза, в котором детек-
тируется ферментативная активность кодируемо-
го микобактериями фермента топоизомеразы IA
[125]. На примере метициллин-устойчивого золо-
тистого стафилококка предложена технология вы-
явления микроорганизмов с устойчивостью к ан-
тибиотикам, основанная на образовании в ходе
АКК специфических аптамеров и включающая
усиление аналитического сигнала за счет совме-
щения с системой CRISPR-Cas12a [126]. Разра-
ботаны способы выявления грибных патогенов,
например, встречающихся в Бразилии предста-
вителей рода Fonsecaea [127], и одноклеточных
водорослей [128].

Прочие приложения АКК. Помимо анализа
описанных выше биомишеней, АКК находит
применение также для выявления аналитов не-
биологического происхождения. Так, предложе-
ны способы обнаружения ионов тяжелых метал-
лов в объектах окружающей среды, основанные
на расщеплении флуоресцентных зондов под
действием дезоксирибозимов, находящихся в
структуре ПАКК и активирующихся в присут-
ствии данных катионов, или за счет комплексо-
образования с НК [129]. Кроме аналитических
приложений, АКК используется для высокоэф-
фективной амплификации крупных кольцевых
матриц при создании библиотек для секвениро-
вания [33], для генетического анализа бактери-
альных симбионтов путем наработки в ходе АКК
продуктов амплификации их специфических
плазмид [130]. Аналогично плазмидам, возможна

амплификация и последующее секвенирование
митохондриального генома [131] и кольцевых ви-
русных геномов [132]. АКК – более удобная аль-
тернатива ПЦР для наработки большого количе-
ства последовательностей-кандидатов при под-
боре аптамеров с помощью стратегии SELEX
[133]. Возможность конструирования кольцевых
матриц с заданной нуклеотидной последователь-
ностью позволяет получать ПАКК, обеспечиваю-
щие образование самособирающихся ДНК-нано-
структур, что представляет интерес для бионано-
технологии [4], в частности для таргетной
доставки лекарственных средств, систем РНК-
интерференции и геномного редактирования
[134–136].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Представленные в настоящем обзоре данные
демонстрируют, что амплификация “катящимся
кольцом” – универсальный инструмент, кото-
рый, будучи включенным в состав нового анали-
тического метода или технологии, может обеспе-
чить проведение анализа биомишеней различной
химической природы: нуклеиновых кислот, бел-
ков, ферментов, антибиотиков, токсинов и др.
АКК-опосредованные подходы применимы как
для качественного обнаружения аналитов, так и
для их количественного определения, причем
они характеризуются высокой чувствительно-
стью с пределами обнаружения вплоть до кон-
центраций порядка 10–15 М. Высокие специфич-
ность и чувствительность АКК-анализа позволя-
ют детектировать аналиты в сложных смесях, т.е.
без выделения в чистом виде.

Рис. 6. Распознавание клеток или экзосом продуктом АКК путем взаимодействия аптамеров с рецепторами на их
поверхности.

ПАКК

Аптамеры

Мембранный
белок

Клетка/экзосома
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Огромное число работ по АКК-опосредован-
ному анализу, опубликованных в последнее вре-
мя, свидетельствует о повышенном интересе и
значительном практическом потенциале реакции
АКК, однако доля работ по ее применению в ко-
личественном определении биоаналитов в реаль-
ных образцах недостаточно велика. Кроме того, в
отличие от прочих методов изотермической ам-
плификации [137–139], АКК не нашла до сих пор
применения в молекулярной диагностике коро-
навируса SARS-CoV-2. По-видимому, требуется
проведение дальнейших исследований по усовер-
шенствованию и оптимизации соответствующих
АКК-опосредованных методов, отработке их на
клиническом материале, упрощении, если это
возможно, отдельных технологий и методов, по-
иск или создание новых молекулярных инстру-
ментов, расширяющих потенциал АКК. Несо-
мненно, при разработке диагностических тест-
систем должны быть обеспечены требуемая точ-
ность и специфичность анализа, исключающие
получение как ложноположительных, так и лож-
ноотрицательных результатов.
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Rolling Circle Amplification as a Universal Method for Analysis
of a Wide Range of Biological Targets
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Detection and quantification of biological targets is an important task that solved using a wide range of ana-
lytical methods. Recently, methods based on isothermal amplification of nucleic acids (NA) have been de-
veloped. Among them, rolling circle amplification (RCA), which is used for the detection of specific NA and
the analysis of other biomolecules, has gained more attention and become a universal platform for the elabo-
ration of highly sensitive techniques and portable diagnostic devices. This review discloses a number of
methodological points of RCA-based analysis. It provides data on key molecular agents, describes ways to in-
crease the efficiency and productivity of RCA and briefly characterizes the types of used reporters. The dif-
ferences in the RCA-based analysis of some biological targets are shown. The examples of the use of various
RCA-techniques for solving specific diagnostic problems are given.

Keywords: isothermal amplification, rolling circle amplification, C-probe, circular target, polymerase, analyte,
nucleic acids, microRNA, proteins
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Каким образом в живых организмах синтезируются белки, имеющие определенную аминокислот-
ную последовательность, перестало быть тайной после расшифровки генетического кода шесть де-
сятилетий назад. Однако происхождение системы генетически кодируемого синтеза белков до сих
пор остается предметом гипотез, экспериментально обоснованных лишь частично. На основе обзо-
ра работ преимущественно последнего десятилетия автор сформулировал гипотезу, в значительной
степени конкретизирующую отдельные этапы формирования системы трансляции и генетического
кода. Гипотеза базируется на концепции эволюционной редукции неоднозначности первоначального
кода. Отличительные положения гипотезы: 1) появление аптамеров, обогащающих протоклетку ред-
кими каталитически активными аминокислотами, и эволюционное превращение их в АРСазо-по-
добные рибозимы, что привело к возникновению операционного кода; 2) участие в формировании
его и генетического кода сразу большого числа аминокислот (в том числе неканонических); 3) рас-
познавание антикодонной петлей прото-тРНК всего кодона мРНК с самого начала кодируемого
синтеза белков; 4) коэволюция операционного и генетического кодов, устранившая их первона-
чальную неоднозначность.

Ключевые слова: белки, пептиды, аминокислоты, аминоацилирование, генетический код, операционный
код, РНК, тРНК, мРНК, АРСазы, ПТЦ, рибозимы
DOI: 10.31857/S0132342321060129

ВВЕДЕНИЕ
Белки – основной компонент живой клетки,

составляющий около половины ее сухой массы.
Их роль в жизнедеятельности разнообразна: бел-
ки катализируют биохимические процессы, обра-
зуют различные структуры, выполняют двига-
тельную функцию, переносят кислород и молеку-
лы других полезных для организма веществ,
защищают его от инфекций, выступают рецепто-
рами и физиологическими регуляторами. Для вы-
полнения каждой из этих функций необходимо,
чтобы молекула соответствующего белка имела
специфическую для нее последовательность ами-
нокислот. Но копировать свои молекулы белки
неспособны.

Ровно 60 лет назад благодаря работам М. Ни-
ренберга [1] и С. Очоа [2] по расшифровке гене-
тического кода стало ясно, как живые организмы
синтезируют белки с определенной последова-
тельностью составляющих их аминокислот. Син-

тез белковых молекул по своей сути – раскодиро-
вание генетической информации, заключенной в
ДНК. Этот процесс называется трансляцией, т.е.
переводом информации с нуклеотидного языка
на язык аминокислотной последовательности в
молекулах белков. Он происходит на рибосомах с
помощью небольших молекул тРНК способных
нести определенную аминокислоту и узнавать
определенную тройку нуклеотидов (кодон) в мо-
лекулах мРНК, переносящих информацию с
ДНК. Но чтобы нести присущую ей аминокисло-
ту, молекула тРНК должна быть узнана особым
ферментом – аминоацил-тРНК-синтетазой
(АРСазой), – который и присоединит к ней эту
аминокислоту (см., например, работу Х. Хартма-
на и Т. Смита [3]).

Опознав нужную аминокислоту, АРСаза акти-
вирует ее с помощью предварительно захвачен-
ной молекулы ATP, синтезируя аминоациладени-
лат. На втором этапе АРСаза узнает определен-
ную разновидность тРНК по структуре ее
акцепторного стебля (двуспирального концевого
участка – “черешка” этой трилистниковой моле-
кулы) и присоединяет аминокислоту к ее 3'-концу
сложноэфирной связью (рис. 1а). В редких случаях

Сокращения: АРСаза – аминоацил-тРНК-синтетаза;
рАРСаза – рибозим, предшественник АРСазы; ПТЦ –
пептидилтрансферазный центр.

# Автор для связи: (эл. почта: spkovalenko2008@mail.ru).
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форма молекулы тРНК бывает иной (рис. 1б), но
место присоединения аминокислоты остается
тем же.

Так действуют АРСазы класса II [3], самые
древние. АРСазам класса I недостаточно лишь
узнавания акцепторного стебля, они проверяют
еще и антикодонную петлю тРНК. Они имеют
более сложную структуру и возникли, по-види-
мому, на более поздней стадии эволюции [3].

“Заряженная” аминокислотой молекула тРНК
отправляется на рибосому и находит там свое ме-
сто на молекуле мРНК за счет комплементарного
спаривания своего антикодона с кодоном. Со
следующим кодоном молекулы мРНК спаривает-
ся другая тРНК, несущая другую аминокислоту.
Затем эти аминокислоты в пептидилтрансфераз-
ном центре (ПТЦ) рибосомы “сшиваются” имен-
но в том порядке, в каком молекулы их тРНК по-
следовательно (по мере перемещения мРНК
внутри рибосомы) располагались на молекуле
мРНК. Так генетическая программа, записанная

последовательностью нуклеотидов ДНК, опреде-
ляет последовательности аминокислот во всех
белках, а значит, их структуру и функцию.

В процессе раскодировании генетической ин-
формации можно выделить четыре ключевых
участника: АРСазы, тРНК, мРНК и ПТЦ. У со-
временных организмов их гораздо больше. Это
компоненты рибосомы (три молекулы РНК и
70 белков), ~40 разновидностей молекул тРНК,
20 типов АРСаз (по числу аминокислот) и около
десятка вспомогательных белков. Таким образом,
для раскодирования генетической информации
требуется очень сложная система (система транс-
ляции), состоящая из многих компонентов, при-
чем отсутствие любого из них нарушает ее функ-
ционирование. Поэтому ее назвали “неупрощае-
мой сложностью”.

Многочисленные попытки научного объясне-
ния происхождения генетического кодирования
синтеза белков предпринимались, начиная с до-
вольно умозрительной, но поистине пророческой
статьи Ф. Крика [4]. Однако только десятилетия
усилий многих лабораторий обеспечили базу для
создания гипотез ([3, 5–9] и др.), в той или иной
степени экспериментально обоснованных.

Генетически кодируемый синтез белков мог
возникнуть лишь в довольно развитой самовос-
производящейся системе. Такой системой счита-
ют “мир РНК” в связи с тем, что молекулы РНК
способны как к хранению и передаче наслед-
ственной информации, так и к выполнению ката-
литических функций. Формирование генетиче-
ского кода происходило постепенно. Появление
в предбиологической системе каждого нового
компонента из перечисленных выше участников
кодируемого синтеза белков должно было прино-
сить ей какое-либо селективное преимущество.
Иначе этот компонент не мог бы закрепиться
эволюцией. Иногда для дальнейшего прогресса
появления лишь одного нового компонента бы-
вает недостаточно (а появление сразу двух – ма-
ловероятно). В таких случаях помогает экзапта-
ция – привлечение элементов, эволюционно сло-
жившихся для выполнения других функций, не
связанных с трансляцией, обычно менее сложных
[5, 6]. Например, рибозим, выполняющий какую-
то каталитическую функцию, может продолжать
свою работу, но часть его копий отвлекается для
содействия вновь появившемуся компоненту си-
стемы. А при небольшом изменении этой копии в
результате мутации бывший рибозим становится
более полезным помощником новичку, порой да-
же утрачивая свою первоначальную функцию. Он
становится участником другого процесса, эк-
заптируется в него. Происходит “переквалифика-
ция” биополимеров, этапы которой Ю. Вольф и
E. Кунин [6] назвали дупликацией и субфункцио-
нализацией.

Рис. 1. Вторичные структуры молекул тРНК и их за-
менителей: (a) – гипотетическая тРНКPri; (б) – мито-
хондриальная тРНКArg нематоды R. culicivorax; (в) –
шпилькообразная миниспираль, содержащая акцеп-
торный стебель тРНКAla и петлю Т; (г) – микроспи-
раль с акцепторным стеблем тРНКAla; (д) – дуплекс,
содержащий акцепторный стебель тРНКAla. Буквы
внутри петель обозначают их названия.
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В нашем предыдущем обзоре [10] описана сеть
физико-химических процессов, приводящая к
возникновению протоклеток, которые были толь-
ко пассивным вместилищем генетического мате-
риала (РНК). Он активно эволюционировал, но
практически не оказывал влияния на синтез ком-
понентов мембран. Поэтому такие протоклетки
еще нельзя было считать организмами, даже при-
митивными. Был сделан вывод, что превращение
их в протоорганизмы, в которых генотип полно-
стью осуществляет формирование фенотипа, мог-
ло произойти лишь после возникновения генети-
чески кодируемого синтеза белков – более универ-
сальных катализаторов и основных материалов
клеточных структур. Настоящая статья – логиче-
ское продолжение предыдущего обзора.

ФОРМИРОВАНИЕ
БЕЛОК-СИНТЕЗИРУЮЩЕГО
АППАРАТА ПРОТОКЛЕТОК

Исследования абиотических физико-химиче-
ских процессов обеспечили довольно ясное пред-
ставление об ассортименте органических веществ
на молодой Земле, среди них – формальдегид и
муравьиная кислота, жирные кислоты с неболь-
шой длиной молекул (в пределах 8–10 атомов уг-
лерода), аминокислоты и гидроксикислоты, все
четыре основания РНК и низкомолекулярные са-
хара. Доказана высокая вероятность абиотиче-
ского образования нуклеотидов [11–13], гомохи-
ральных олигонуклеотидов [14], полиэфиров,
пептидов и депсипептидов [15–17], а также поли-
молекулярных комплексов – жирнокислотных
мицелл и пузырьков [18], пузырьков и трубочек,
образуемых липидоподобными пептидами [19, 20].

Популяция олигонуклеотидов состояла из мо-
лекул различной длины. Постоянное воздействие
гидролиза и УФ-лучей расщепляло их цепочки.
Наиболее устойчивыми к этим факторам, а пото-
му доминирующими, были дуплексы, возникаю-
щие в процессе репликации, и шпилькообразные
молекулы, состоящие из двуспиральных стеблей и
соединяющих обе спирали петель из неспаренных
нуклеотидов (рис. 1в, 1г). Такие шпильки дали на-
чало многим видам РНК: рибозимам, аптамерам,
тРНК, рибосомным РНК (в том числе ПТЦ).

Среди олигонуклеотидов, даже иногда доволь-
но коротких, находились рибозимы, катализиру-
ющие разнообразные реакции: аминоацилирова-
ние [21, 22], лигирование [23] и фосфорилирова-
ние олигонуклеотидов [24], их матричную
репликацию [25, 26], синтез пептидов [21, 22], об-
разование гликозидной связи между основания-
ми РНК и рибозой [27, 28] и др. В зависимости от
размеров и особенностей структуры молекул ри-
бозимы могут ускорять спонтанные реакции в
разной степени. Например, самый маленький из
рибозимов 5'-GUGGC-3', выделенный в лабора-

тории М. Яруса [21], ускоряет спонтанную реак-
цию аминоацилирования в 25 раз, а 90-мерный
рибозим Х. Суги – в 1.6 × 105 раз [29], превосходя
даже белковые ферменты. Но большинство рибо-
зимов уступают соответствующим ферментам по
активности примерно на 3 порядка [30].

Рибозимный мир не мог бы успешно эволю-
ционировать, если бы не была решена проблема
гомохиральности нуклеотидов. Короткие гомо-
хиральные олигонуклеотиды, обладающие рибо-
зимной активностью, могли возникнуть благодаря
стереохимически избирательному воздействию
монтмориллонита [14] и последующему удлине-
нию. Однако этого было недостаточно для образо-
вания более сложной метаболической сети.

Поэтому одним из первых рибозимов (после
лигаз и примитивных полимераз, обеспечиваю-
щих тиражирование относительно коротких оли-
гонуклеотидов) должен был возникнуть D-рибо-
зим, способный узнавать D-рибозу (скорее всего –
в активированной форме) и присоединять ее к ос-
нованиям РНК. К сожалению, такой рибозим по-
ка не получен. Но, с одной стороны, получены
рибозимы, катализирующие реакцию 5-фосфо-
D-рибозо-1-пирофосфата (pRpp) с основаниями
РНК [27, 28] in cis, т.е. субстрат был присоединен
к молекуле рибозима, и ему не требовалось узна-
вать pRpp среди множества других реагентов. Он
узнавал только основания РНК. С другой сторо-
ны, в живых организмах существуют олигонук-
леотиды (рибосвитчи), узнающие pRpp [31]. Объ-
единение этих двух способностей в одном рибо-
зиме дало бы желаемый результат, что, видимо, и
осуществила Природа.

Первым следствием этого кардинального ре-
шения проблемы гомохиральности было вытес-
нение из абиотической среды не только L-нук-
леотидов, но также заодно всех ксенонуклеотидов
и их полимеров. Ведь катализируемый синтез го-
раздо эффективнее спонтанного абиотического,
производящего все перечисленные формы нук-
леотидов. Вторым следствием формирования ми-
ра РНК, основанного на D-рибозе, по мнению
К. Тамуры [32], могла стать селекция L-амино-
кислот посредством аминоацилирования тРНК.
В его экспериментах D-аминокислоты присоеди-
нялись D-рибозимами к молекулам тРНК в 4 раза
медленнее, чем L-аминокислоты. Как выясни-
лось путем стереометрических измерений [33],
затруднения были вызваны пространственной
ориентацией D-аминокислот в активном центре
рибозима. Так, аминоацилирующие D-рибозимы
(далее ААР) при формировании белок-синтези-
рующего аппарата решили проблему гомохираль-
ности белковых молекул.

Из перечисленных выше четырех ключевых
компонентов системы трансляции центральную
роль в формировании кодируемого синтеза белков
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многие исследователи приписывают тРНК. Ее
считают наиболее древней разновидностью РНК.

Современные молекулы тРНК имеют вторич-
ную структуру, похожую на клеверный лист, где
“черешок” – акцепторный стебель, а средний
“листочек” – антикодонная петля (рис. 1a).
Остальные два “листочка” (петли D и T) сближа-
ются, взаимодействуют и образуют “локоть”, ме-
сто сгиба, поэтому молекула приобретает L-об-
разную форму. Однако и в экспериментах, и даже
в природе вполне успешно действуют и более
простые молекулы РНК. Например, в митохон-
дриях многих многоклеточных обнаружены
тРНК разной формы. Рис. 1б показывает вторич-
ную структуру аргининовой тРНК митохондрий
нематоды Romanomermis culicivorax. У нее есть ак-
цепторный стебель и стебель с антикодонной
петлей, а стебли с петлями D и T отсутствуют.
Она имеет форму бумеранга и состоит всего из
44 нт. Причем у того же организма тРНК других
аминокислот отличаются от нее. Сериновая
тРНК утратила только D-петлю, а лейциновая –
T-петлю [34]. И это вовсе не единичный случай.

Еще интереснее опыты П. Шиммеля. Синте-
зировав более десятка шпилькообразных мини- и
микроспиралей из разных тРНК, содержащих ак-
цепторный стебель и петлю T, он продемонстри-
ровал их аминоацилирование соответствующими
АРСазами класса II из Escherichia coli. Например,
установлено, что АРСазе Ala достаточно узнать
пару G ~ U акцепторного стебля аланиновой
тРНК, чтобы присоединить к ней Ala [35]. Даже
часть молекулы тРНКAla (рис. 1в–1д), содержа-
щая ее акцепторный стебель, безошибочно аци-
лировалась этой АРСазой [36]. Кроме того, в
опытах без использования малой рибосомной
субъединицы выяснилось, что такие аминоаци-
лированные шпильки взаимодействуют с ПТЦ
большой субъединицы не хуже, чем тРНК [37].
На основании своих работ П. Шиммель сделал
выводы, что в акцепторном стебле тРНК суще-
ствует код, узнаваемый АРСазами (названный
операционным кодом), и что синтез белков в про-
то-ПТЦ сначала был некодируемым (не нуждался
в мРНК и малой рибосомной субъединице).

Перечисленные факты заставляют усомниться
в том, что клеверообразная форма тРНК была
обязательно необходима при формировании си-
стемы трансляции, и достаточно было более про-
стых, а значит – более абиотически доступных
форм, вроде показанных на рис. 1в и 1г. По край-
ней мере, так считают многие исследователи [3, 7,
9, 38–40]. Это возможно при некодируемом синте-
зе белков. Но при кодируемом синтезе, как доказа-
ла И. Агмон [41], 3'-концы шпилек, связанных с
соседними кодонами мРНК, слишком далеко рас-
ходятся друг от друга. Видимо, для кодируемого

синтеза были пригодны лишь изогнутые молекулы
шпилек (например, как на рис. 1б).

Происхождение L-образной структуры из пер-
вичных шпилек трактуется по-разному. Одни ис-
следователи считают современную форму тРНК
продуктом димеризации шпильки ([38, 39, 42, 43]
и ссылки в них), другие [9, 40, 44–47] развивают
гипотезу слияния трех шпилек из 31 нт с последу-
ющими двумя симметричными делециями. Обе
группы авторов обосновывают свою точку зрения
данными исследований структур тРНК в филоге-
нетическом плане. Вторая группа даже вычислила
последовательность первичной тРНК, тРНКPri,
которая на 84% совпала с глициновой тРНК ар-
хей [45] (ее вторичная структура представлена на
рис. 1а). Авторы заключили, что все остальные
тРНК произошли от нее, а первой аминокисло-
той, включенной в генетический код, был Gly. Но
обе стороны все-таки едины во мнении, что в
формировании системы трансляции участвовали
шпильки, а не L-образные молекулы.

Без участия рибозимов короткие пептиды мог-
ли синтезироваться спонтанно через промежу-
точную стадию депсипептидов [16, 17]. В этих
пептидах доминировали Gly и Ala, самые распро-
страненные. Содержание остальных аминокис-
лот уступало им на 1–2 порядка величины. Такие
пептиды не могли выполнять других функций,
кроме структурных. Если в их состав попадала од-
на из полярных аминокислот, ее остаток играл
роль “головы”, остальная часть цепочки была не-
полярным “хвостом”. Эти липидоподобные пеп-
тиды, как указывалось в предыдущем обзоре [10],
служили довольно прочным остовом мембран
протоклеток. Их комплексы с жирными кислота-
ми имели большие преимущества над чисто жир-
нокислотными мембранами. Но абиотический
синтез пептидов медленный: он требует несколь-
ких циклов увлажнения/высушивания для пре-
вращения депсипептидов в чисто аминокислот-
ные олигомеры. Скорость его намного уступает
каталитическому синтезу.

Уже 5-звенный ААР М. Яруса катализирует обра-
зование пептидных связей [21]. Он сначала амино-
ацилирует 3'-конец тетрануклеотида 5'-GCCU-3',
частично комплементарного самому себе. Амино-
кислота (в опытах – Phe) присоединяется к 2'-OH
рибозы. Далее она может мигрировать на 3'-OH той
же рибозы. Рибозим продолжает аминоацилиро-
вать ставший свободным 2'-OH, затем новые мо-
лекулы Phe присоединяются уже к NH2-группам
аминокислот, занявших оба гидроксила рибозы.
Так возникают пептидные связи. В опытах обна-
ружено возникновение пентапептидов.

Однако при действии этого рибозима не про-
исходит перемещение пептидной цепочки на
другую молекулу (рис. 2, слева). Синтезируемый
пептид удлиняется на аминном конце молекулы,
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в то время как пептидилтрансферазная реакция
удлиняет карбоксильный конец. Подобные рибо-
зимы вряд ли могли обеспечить строгий порядок
присоединения разных аминокислот. Для демон-
страции невозможности синтеза длинных пепти-
дов с определенной последовательностью амино-
кислот с помощью таких ААР мы изобразили на
рис. 2 (слева) гипотетическую ситуацию, если бы
в рибосоме каталитический центр содержал упо-
мянутый 5-нт (или ему подобный) рибозим.

Допустим, что в проторибосому поступали ак-
тивированные аминокислоты не в виде свободно-
го аминоациладенилата, как в опытах М. Яруса и
соавт. [21], а в виде входящего в состав прото-
тРНК на ее 3'-конце. Несмотря на постоянное
движение молекулы мРНК, обеспечивающее
смену в сайте А молекул прото-тРНК, растущая
молекула пептида остается неподвижной и проч-
но связанной с рибозимом. Смещается только
место присоединения к ней новой аминокисло-
ты. Оно все больше отдаляется от активного цен-
тра рибозима (что, по-видимому, сначала замед-
ляет дальнейший прирост цепи, а позже делает
его невозможным). Но при пептидилтрансфераз-
ной реакции прирост пептидной цепочки проис-
ходит в одном и том же месте, не удаляясь от ак-
тивного центра (рис. 2, справа).

В современной трансляции молекула тРНК с
присоединенной к ней аминокислотой входит в
сайт А ПТЦ. На NН2-группу ее аминокислоты в
результате пептидилтрансферазной реакции пе-
ребрасывается пептид с находящейся в сайте Р
другой тРНК. Затем это смещение пептидной це-
почки компенсируется возвратом ее снова в сайт Р
вместе с тРНК и связанным с ней водородными
связями кодоном мРНК, а из сайта Р удаляется
дезацилированная тРНК. Перемещение тРНК,
несущей удлинившийся пептид, из сайта А в сайт Р
называется транслокацией. Она может осуществ-
ляться при отсутствии малой субъединицы и фак-
торов элонгации [48, 49], что, вероятно, происхо-
дило на этапе некодируемого синтеза белков.

В случае с 5-нт ААР (или подобным) невоз-
можна такая же слаженность перемещения мРНК
и тРНК (если бы таковые участвовали в этом про-
цессе) с постепенным нарастанием пептидной
цепи. Причина, по-видимому, заключается в том,
что этот пептид нарастает со своего N-конца, в то
время как С-конец прочно связан с неподвиж-
ным рибозимом. В пептидилтрансферазной реак-
ции пептид нарастает с С-конца, который посто-
янно движется. То он переносится на аминокис-
лоту вновь прибывшей в сайт А молекулы тРНК,
то возвращается вместе с нею на прежнее место в
сайт Р. И эти перемещения согласованы с движе-
нием молекулы мРНК.

Механизм пептидилтрансферазной реакции,
получивший название “протонный челнок”,

описан в работах [50–52]. Он еще не вполне изу-
чен, но основные участники каталитического про-
цесса выявлены. Главную роль в нем играет адено-
зин в позиции 2451 большой рибосомной субъеди-
ницы. Особенно важна его группа 2'-OH,
отсутствие или блокирование которой ингибирует
образование пептидной связи. Считается, что про-
тон атакующей NН2-группы аминоацил-тРНК,
находящейся в сайте А, через несколько проме-

Рис. 2. Схемы удлинения молекул пептида при ката-
лизе 5-нт ААР (слева) и ПТЦ рибосомы (справа).
Многоцветная лента, движущаяся влево (направле-
ние указано длинной стрелкой), обозначает молекулу
мРНК, шпильки – молекулы тРНК, цветные пяти-
угольники – аминокислоты. Расцветка каждой ами-
нокислоты соответствует расцветке соответствующе-
го ей кодона на молекуле мРНК. Активные центры
слева представлены нуклеотидами G и U, справа –
нуклеотидом A2451. Слева при каждом акте присо-
единения новой аминокислоты к пептиду его конец
все более отдаляется от активного центра. Его вхож-
дение в активный центр возможно лишь при изгибе
цепочки. Это происходит все реже по мере ее удлине-
ния. Вопросительный знак означает проблематич-
ность реакции, красный крест – ее невозможность.
Схема демонстрирует невозможность кодируемого
синтеза длинных пептидов рибозимами, подобными
5-нт рибозиму М. Яруса, даже при встраивании их в
белок-синтезирующий аппарат протоклеток.
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КОВАЛЕНКО

жуточных участников (в их числе – 2'-OH А2451)
переходит на 3'-O концевого аденозина тРНК в
сайте Р. В результате пептидильный остаток от-
рывается от тРНК сайта Р и присоединяется к ли-
шенной протона аминогруппе аминокислоты в
сайте А.

Факт активного участия группы 2'-OH А2451 –
убедительный аргумент, почему Природа выбрала
именно РНК, а не другие нуклеиновые кислоты
для катализа этой важнейшей реакции. Трео-НК
и пиранозил-РНК вообще не имеют свободной
группы 2'-OH, т.к. она участвует в фосфатных мо-
стиках, а у арабино-НК 2'-гидроксил повернут в
противоположную сторону от активного центра.
Так что наиболее вероятные кандидаты на роль
заменителя РНК непригодны для катализа пеп-
тидилтрансферазной реакции.

А2451 сохраняется на протяжении всей эволю-
ции в ПТЦ всех трех царств, как показало иссле-
дование их нуклеотидных последовательностей
С. Фариаса с соавт. [53]. Это доказывает ключе-
вую роль А2451 в биосинтезе белков.

Рибозимы с пептидилтрансферазной активно-
стью были получены методом искусственной
эволюции, причем их структура оказалась похо-
жей на структуру природного ПТЦ [54]. Позже
была синтезирована рибосомная РНК длиной
615 нт [55] – в 5 раз меньше, чем в большой субъ-
единице бактериальных рибосом. Она совмещала
способности к взаимодействию с тРНК и к про-
ведению пептидилтрансферазной реакции.

Исследовав большую группу олигонуклеоти-
дов, А. Йонат с соавт. [56] обнаружили, что некото-
рые из них, близкие по структуре рибонуклеино-
вым участкам ПТЦ, склонны к спонтанной диме-
ризации. Эти олигонуклеотиды характеризуются
локтеобразной вторичной структурой, встречаю-
щейся довольно часто у функциональных молекул,
в том числе у тРНК. В результате димеризации
образуется структура, как бы опоясывающая зна-
чительное пустое пространство – “карманы”,
служащие для связывания и последующего пере-
мещения ацилированных тРНК. Авторы счита-
ют, что прото-ПТЦ образовался именно таким
путем.

С. Фариас c соавт. ([53, 57, 58] и ссылки в них)
обнаружили, что последовательности некоторых
участков молекул тРНК, сложенные в определен-
ном порядке, гомологичны последовательности
ПТЦ бактерии Thermus thermophilus на 50.53%.
В последней из серии их работ [53] установлено,
что этот ПТЦ составлен из олигонуклеотидных
последовательностей (18–50 нт), которые при-
надлежали, согласно их расчетам, молекулам гли-
циновой, пролиновой, фенилаланиновой, тиро-
зиновой и глутаминовой прото-тРНК. Авторы за-
ключили, что части молекул этих пяти

предшественниц соответствующих тРНК могли
дать начало первичному ПТЦ.

Существование разных тРНК, когда еще не
было ни ПТЦ, ни синтеза белков, можно объяс-
нить тем, что они (точнее – их предшественники,
прото-тРНК) выполняли другие полезные функ-
ции, например, рибозимов или аптамеров. Так
считают многие ученые (например, [59, 60] и
ссылки в них). Показано [60], что в бескислород-
ной среде РНК (в том числе тРНК) катализируют
реакции переноса электронов, служащие предпо-
сылкой для метаболической активности в пре-
биотических средах.

Позже прото-тРНК были экзаптированы в си-
стему трансляции и вместе с прото-ПТЦ и ААР,
неспецифически “заряжающими” прото-тРНК
(вместо АРСаз) аминокислотами, образовали бе-
лок-синтезирующий аппарат протоклеток. Ами-
ноацилированные прото-тРНК, хаотически вхо-
дя одна за другой в прото-ПТЦ, обеспечили неко-
дируемый синтез пептидов.

ОПЕРАЦИОННЫЙ КОД – 
ПРОМЕЖУТОЧНЫЙ ЭТАП

Экспериментально установлено, что рибозим-
ная активность может быть усилена аминокисло-
тами и пептидами, действующими как кофакто-
ры [5, 61, 62]. Молекулы РНК не столь богаты
функциональными группами, как аминокисло-
ты. А. Кун и А. Радвани ([63] и ссылки в ней) вы-
брали из Атласа каталитических сайтов данные об
активных центрах разнообразных ферментов
(гидролаз, трансфераз, оксидоредуктаз, лиаз, ли-
газ, изомераз), сосредоточившись на тех случаях,
когда каталитическое действие производит одна
аминокислота, без помощи других. Они устано-
вили, что чаще всего к таким аминокислотам
(в убывающем порядке) относятся Glu, Asp, Lys,
His, Arg, Tyr и Ser. У них в боковых радикалах со-
держатся следующие группы: карбоксильная,
гидроксильная (ароматическая или алифатиче-
ская), аминогруппа и имидазольный цикл. Авто-
ры предполагают, что эти аминокислоты и в со-
ставе олигонуклеотида, выполняющего вместо
полипептида функции связывания субстрата и
его позиционирование, могут катализировать ре-
акции как кофакторы. Подтверждением их пред-
положения явились работы ([64] и ссылки в ней),
показавшие резкое усиление каталитической ак-
тивности дезоксирибозимов при включении в их
структуру химическими методами имидазольных
циклов, гуанидо- и аминогрупп.

Еще ранее установлено, что гистидин, по-ви-
димому, за счет своего имидазольного кольца,
усиливает активность дезоксирибозима, расщеп-
ляющего РНК. Другие аминокислоты никакого
действия не оказывали [61]. Многие пептиды, име-
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ющие в своем составе Lys и Arg, также повышают
активность рибозимов ([62] и ссылки в ней). Ката-
литической активностью обладают даже короткие
пептиды (Val-Asp, Ala-Asp [65], Ala-His [66], Ser-
His [67] и His-Phe-Phe [68]), содержащие перечис-
ленные аминокислоты. Для протоклеток особенно
высокую ценность представляли именно они. Од-
нако их тогда было на 1–2 порядка величины
меньше по сравнению с Gly и Ala, если судить по
аминокислотному составу метеоритов [69] и дан-
ным экспериментов, моделирующих абиотиче-
ские условия [70].

Как протоклеткам, так и бесклеточным само-
реплицирующимся ансамблям рибозимов, изоли-
ровавшимся в минеральных порах, для обретения
селективного преимущества было необходимо за-
хватывать и удерживать редкие каталитические
аминокислоты, не позволяя им быстро покидать
свой компартмент вследствие диффузии. Важ-
ность захвата и накопления редких аминокислот
подчеркивается во многих гипотезах [5–8, 63].

Первым этапом на этом пути могло стать появ-
ление олигонуклеотидов, способных специфиче-
ски захватывать каталитически активные амино-
кислоты. Такие захватчики, аптамеры, для вось-
ми аминокислот действительно получены (см.
работу [71] и ссылки в ней).

Простое депонирование ценных аминокислот
большими молекулами РНК, даже обладающими
несколькими центрами связывания, довольно до-
рого обходилось ансамблю, хотя и предоставляло
селективное преимущество над другими. Боль-
ший выигрыш для него дала эволюция аптамеров
в специфические ААР, присоединяющие узнава-
емые аминокислоты ковалентной связью к своей
(in cis) или другой (in trans) молекуле. Это можно
рассматривать в качестве второго этапа формиро-
вания операционного кода. Такое соединение
прочнее, а главное – при этом возникают случаи
присоединения каталитической аминокислоты
именно к тому олигонуклеотиду, рибозимная ак-
тивность которого данной аминокислотой будет
усилена. Этот этап тоже мог принести пользу ан-
самблю за счет ускорения полезной реакции. Но
ценная аминокислота затрачивалась и на ацили-
рование посторонних молекул.

Третий этап – дальнейшая эволюция каждого
из бывших аптамеров в направлении узнавания
только того рибозима, который нуждается именно
в данной аминокислоте. Это резко повысило кон-
курентоспособность ансамбля. Узнавание, скорее
всего, происходило по концевому участку шпиль-
ки, куда присоединялась аминокислота [63] (ана-
логу акцепторного стебля современной тРНК).
Был ли этот участок полностью двуспиральным
или содержал неспаренные нуклеотиды (вроде
теперешних ССА) – вопрос второстепенный.
Главное – появилось соответствие между струк-

турой акцепторного стебля и присоединяемой к
нему аминокислотой, которое и стало впослед-
ствии операционным кодом. Бывшие аптамеры
стали предшественниками АРСаз (рАРСазами), а
усиливаемые аминокислотами рибозимы превра-
тились в прото-тРНК благодаря постепенному
эволюционному преобразованию.

Здесь важно подчеркнуть, что из-за несовер-
шенства первичных структур, еще не прошедших
эволюционную подгонку, могли быть нарушения
процесса трансляции. Во-первых, существовали
неспецифические ААР, которые могли ацилиро-
вать прото-тРНК не свойственной для нее ами-
нокислотой. Это – ошибка белок-синтезирующе-
го аппарата. Во-вторых, могло существовать не-
сколько разновидностей прото-тРНК, имеющих
одинаковые акцепторные стебли, но разные пет-
ли. Это создает вырожденность только генетиче-
ского кода. В-третьих, рАРСазы могли узнавать
похожие по структуре или физико-химическим
свойствам аминокислоты одинаково и присоеди-
нять их к одной и той же разновидности прото-
тРНК. Результат этого случая – неоднозначность
обоих кодов. Анализируя первые результаты рас-
шифровки генетического кода, классики молеку-
лярной биологии, особенно К. Вёзе [72], считали,
что первичный генетический код был неодно-
значным, а аппарат кодируемого синтеза белков
допускал много ошибок. Последующая эволюция
должна была постепенно редуцировать эту неод-
нозначность и уменьшить вред от ошибок транс-
ляции. Однако внимание ученых сосредоточи-
лось лишь на второй части вопроса (“минимиза-
ции ошибок” при трансляции и в результате
мутационных замен нуклеотидов). Проблему ре-
дукции неоднозначности кода лишь недавно
осветил М. Барбьери (см. работу [73] и ссылки в
ней), развивая эту концепцию в отношении и
других биологических кодов (нейронного и язы-
кового). К сожалению, достаточной степени кон-
кретизации концепция все же не получила. По-
пытка ее развития в этом направлении изложена
ниже.

Предшественники тРНК (шпильки) эволюци-
онировали в направлении эффективного встраи-
вания в “карманы” прото-ПТЦ, что ускоряло
синтез пептидов. Этот синтез был некодируемым,
но в то время важна была не столько последова-
тельность аминокислот в пептидах, сколько их
аминокислотный состав. Пептиды, обогащенные
каталитическими аминокислотами, давали пре-
имущество ансамблю или протоклетке.

На этом этапе стало возможным массовое об-
разование протоклеток на основе прежних само-
реплицирующихся ансамблей РНК, компартмен-
тализованных в порах минералов. Ранее абиоген-
но синтезируемые пептиды были довольно
однообразны по аминокислотному составу. По-
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лярных аминокислот было мало, чтобы обеспе-
чить достаточное количество материала для син-
теза липидоподобных пептидов, образующих
прочные мембраны (об их роли см. наш предыду-
щий обзор [10]). Обогащение отдельных ансам-
блей редкими аминокислотами резко изменило
ситуацию к лучшему.

Имеются экспериментальные доказатель-
ства описанных процессов. Например, описа-
ны рибозимы, способные активировать амино-
кислоты для аминоацилирования. 114-Мерный
рибозим КК13, полученный в лаборатории
М. Яруса [74], активирует свободные амино-
кислоты своей 5'-концевой трифосфатной груп-
пой, отщепляя пирофосфат и присоединяя их к
оставшемуся фосфату. Как показала С. Мюллер
[75], активированную аминокислоту с 5'-конца
КК13 другой рибозим может затем перенести на
свой 3'-концевой нуклеотид. Тем самым он
освобождает КК13, предоставляя ему возмож-
ность вновь зарядить 5'-концевой фосфат энерги-
ей. Однако КК13 неспособен узнавать АТР подоб-
но АРСазам. Зато таким свойством обладают ап-
тамеры, вроде описанного Дж. Шостаком [76]
40-мерного олигонуклеотида. При эволюции
могла бы возникнуть гибридная форма, обеспе-
чивающая селективное преимущество. КК13
мог так же фосфорилироваться, например, при
реакции с диамидофосфатом [77]. К сожале-
нию, КК13 не обладает специфичностью, акти-
вируя любые аминокислоты. Но во многих опы-
тах обнаружена способность ААР узнавать опре-
деленные аминокислоты, хотя и не свободные, а
активированные. 90-Мерный рибозим 77 М. Яру-
са узнает Phe-аденилат [78], рибозимы Х. Суги –
цианометиловые эфиры Phe [29] или Gln [79].

Х. Суга с соавт. [29] получили 90-мерный ри-
бозим (позже укороченный до 57 нт без потери
функций), очень похожий на Phe-АРСазу. Он об-
ладает следующими чертами АРСаз: узнает в каче-
стве субстрата L-Phe; узнает молекулу тРНК по ее
дискриминатору и двум цитозинам на 3'-конце;
аминоацилирует исключительно 3'-гидроксил
концевого аденозина тРНК; способен аминоаци-
лировать не только молекулу тРНК, но и ее часть –
миниспираль, содержащую только акцепторный
стебель и петлю T (как в опытах П. Шиммеля).

Специфичность узнавания L-Phe рибозимом
достаточно высока: D-Phe узнавался в 5 раз хуже,
остальные аминокислоты не узнавались, кроме
родственного L-Tyr. Отличие этого рибозима от
АРСаз состоит только в неспособности активиро-
вать аминокислоту.

Х. Суга исследовал расположение в молекуле
этого рибозима сайтов узнавания тРНК и Phe.
Они оказались буквально рядом: связывающий
Phe триплет UUA и триплет GGU, комплементар-
ный дискриминатору и двум неспаренным цито-

зинам. Еще один триплет UUA находится пятью
нуклеотидами раньше. Таким образом, концевой
аденозин тРНК и активированная аминокислота
оказываются в непосредственной близости друг
от друга и реагируют.

Все ранее выделенные селекцией in vitro
АРСазо-подобные рибозимы узнают на 3'-конце
тРНК только нуклеотид-дискриминатор и два со-
седних неспаренных цитозиновых нуклеотида,
что роднит их с АРСазами класса II. Однако в не-
давней работе Х. Суги [80] получен рибозим из
природного рибосвитча, узнающего определен-
ную тРНК по антикодону и петле D. К нему была
добавлена рандомическая последовательность, и
рибозим селектировали in vitro на способность
узнавать и присоединять активированный Phe к
той же тРНК. Полученный рибозим уже больше
похож на АРСазы класса I.

Таким образом, экспериментально доказано,
что любая функция АРСаз может быть выполнена
рибозимами и аптамерами. Но совместить эти
функции в одном рибозиме за два десятилетия
исследователям не удалось. Однако у Природы
был в распоряжении неизмеримо больший срок
для создания рАРСаз, которое положило начало
операционному коду.

Современный операционный код очень сло-
жен. Многие авторы лишь для упрощения утвер-
ждали, что он определяется только тремя первы-
ми парами нуклеотидов в акцепторном стебле
тРНК и что он не вырожден. В реальности на спе-
цифичность взаимодействия тРНК с соответству-
ющей ей АРСазой могут влиять любые из семи
пар нуклеотидов акцепторного стебля, неспарен-
ный нуклеотид (дискриминатор), а также нуклео-
тиды, находящиеся вне акцепторного стебля,
вроде аденина в позиции 20 (в D-петле). Возмож-
ных комбинаций лишь нуклеотидов акцепторно-
го стебля почти на 3 порядка больше числа кодо-
нов в генетическом коде. За миллиарды лет этот
потенциал разнообразия реализовался, хотя толь-
ко частично.

Д. Граур с соавт. [81] исследовали ~5000 тРНК
из 21 вида архей и 102 видов бактерий и построи-
ли деревья детерминант, содержащихся в этих
молекулах и соответствующих каждой аминокис-
лоте, присоединяемой к их акцепторному стеблю.
Они показали, что только для немногих амино-
кислот комплект нуклеотидных детерминант
прост у всех изученных видов архей. Остальные
аминокислоты в клетках разных видов архей, а
тем более бактерий, определяются сложными и
разнообразными наборами детерминант.

Высокая вырожденность операционного кода
не позволяет разработать такую же четкую табли-
цу, как для генетического кода. Табл. 1 представ-
ляет собой попытку наглядно изобразить опера-
ционный код для изученных архей по данным
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Таблица 1. Детерминанты операционного кода тРНК архей, узнаваемые АРСазами класса I и класса II

№ Амино-
кислота

Узнаваемые нуклеотиды акцепторного стебля тРНК

73 72/1 71/2 70/3 69/4 68/5 67/6 66/7

1 His C
2 Cys U Py/А
3 Thr U Pu/Py
4 Arg G G или U/N
5 Arg G C/N N/не C
6 Arg G N/A C/N N/C
7 Arg G N/G C/N G/N N/C C/N N/U
8 Asn G N/Pu N/не G
9 Asn G N/Py N/Py N/не A N/C

10 Asn G N/Pu N/не C N/G Не W-C
11 Asp G N/Py N/Py N/не A N/G
12 Lys G N/G N/Py
13 Lys G G/N C/N A/N N/C
14 Lys G G/N C/N G/N N/C C/N N/G
15 Ser G N/Pu N/C N/G
16 Ser G N/Pu N/не C N/G W-C
17 Ser G N/Py N/Py A/N
18 Ala A U/G
19 Arg A N/G Py/N N/Py N/G или C C/C
20 Arg A N/G Py/N N/Py N/G Не C/N
21 Arg A N/G Py/N W-C N/Py N/C Не C/N
22 Arg A N/G Py/N U/не A N/Py N/C Не C/N
23 Arg A N/G G/N N/C N/Pu N/A
24 Arg A N/G G/N N/C N/C N/Py N/C
25 Gln A N/A или C Py/N Pu/N
26 Gln A N/A Py/N C/N N/C N/C
27 Glu A N/G G/N N/U N/Pu
28 Glu A N/G G/N N/Py N/Py N/Pu
29 Glu A N/G G/N N/U N/C N/Py N/C
30 Gly A N/C N/Pu
31 Ile A N/A или C Py/N C/N N/C N/Pu
32 Ile A N/G Py/N N/Pu N/U A или C/N
33 Ile A N/G Py/Pu W-C N/Py N/C Не C/A
34 Ile A N/G Py/Pu W-C N/Py N/C Не C/C N/C
35 Leu A N/G G/N N/Pu
36 Leu A N/G Py/N N/A N/Pu N/G или C A или C/N
37 f-Met A N/A или C Py/N C/N N/Pu
38 Met A N/G Py/N N/Pu N/A A или C/N
39 Met A N/G Py/N G/не C N/Py N/C Не C/N
40 Met A N/G Py/Pu C/G N/Py N/C Не C/N
41 Met A N/G G/N N/C N/Pu N/G
42 Met A N/G G/N N/Py N/G N/Py N/C
43 Phe A N/C G /C
44 Phe A N/G W-C N/G C/N
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Примечание: курсивом выделены названия аминокислот, распознаваемых АРСазами класса I; N – любой нуклеотид, Pu –
пурин, Py – пиримидин, W-C – комплементарная пара по Уотсону–Крику. Незаполненные ячейки – пары, не принимаю-
щие участия в узнавании тРНК АРСазами.

45 Pro A N/G W-C G/N
46 Pro A N/G W-C N/C C/N
47 Trp A N/G Py/N N/Pu G/N
48 Trp A N/G Py/N N/G N/Pu N/G или C A или C
49 Tyr A N/C G/N
50 Tyr A N/C Py/N C/N N/C N/C
51 Val A N/G Py/N N/Py N/U
52 Val A N/G Py/N N/Py N/G или C C/G
53 Val A N/G Py/Pu U/A N/Py N/C Не C/N

№ Амино-
кислота

Узнаваемые нуклеотиды акцепторного стебля тРНК

73 72/1 71/2 70/3 69/4 68/5 67/6 66/7

Таблица 1. Окончание

упомянутых авторов [81]. В нее ради упрощения
не включены тРНК, встречающиеся лишь у не-
многих видов, а также такие, которые у разных
видов ацилируются разными аминокислотами.

Хотя современный операционный код сложен
для большинства аминокислот, наличие несколь-
ких аминокислот с простым набором детерми-
нант подсказывает, что его первоначальный ва-
риант был гораздо проще. Поскольку археи –
древнейшая из сохранившихся форм жизни, о
первичном операционном коде целесообразно
судить именно по ним. Впоследствии он услож-
нился в процессе эволюции благодаря возникно-
вению новых рАРСаз и узнаваемых ими прото-
тРНК, т.е. при редукции неоднозначности. В раз-
деле “Коэволюция операционного и генетиче-
ского кодов” обсуждена роль операционного ко-
да в формировании генетического кода и их сов-
местная эволюция.

ПЕРЕХОД ОТ НЕКОДИРУЕМОГО
К КОДИРУЕМОМУ СИНТЕЗУ БЕЛКОВ

Для воссоздания картины появления и эволю-
ции генетически кодируемого синтеза белков
прежде всего следует установить, какие амино-
кислоты были доступны на древней Земле. На ос-
новании опытов С. Миллера и его последователей,
а также изучения химического состава метеоритов
сложилось мнение об ограниченности ассорти-
мента абиотически синтезированных аминокис-
лот. Однако некоторые ученые (работа [82] и ссыл-
ки в ней) предостерегали от поспешных выводов,
считая, что упомянутые опыты не должны при-
ниматься как неоспоримый критерий абиотично-
сти аминокислот, поскольку не вполне адекватно
отражают условия на древней Земле. Кроме того,
возможные пути абиотического синтеза амино-

кислот еще не полностью изучены. И действи-
тельно появляется все больше эксперименталь-
ных доказательств, что и другие аминокислоты
могли образоваться в условиях, отличающихся от
таковых в упомянутых опытах, но не противоре-
чащих возможным на заре жизни. В работах лабо-
ратории Дж. Сазерленда [83] исследованы пути
абиотического синтеза 12 аминокислот, входящих в
состав белков (кроме Ile, Lys, серосодержащих и
ароматических). Видимо, аминокислоты, не содер-
жащиеся в белках, авторов не интересовали. Поэто-
му они не обратили внимания, что вещество 38, по-
лученное в их экспериментах, в результате реакции
Штрекера превращается в 2,4-диаминомасляную
кислоту [10]. А она в абиотических условиях могла
играть важную роль, входя в состав положительно
заряженных пептидов и, возможно, заменяя кано-
нические аминокислоты [3].

В опытах, подобных экспериментам С. Мил-
лера, но с добавлением сероводорода [70], обна-
ружено 10 белковых аминокислот, в том числе Ile
и Met, отсутствующие в продуктах Дж. Сазерлен-
да. His получен из эритрозы [84], хотя и с невысо-
ким выходом. А в опытах, моделирующих усло-
вия Космоса [85, 86], использующих в качестве
источников углерода полиароматические углево-
дороды, выявлено 13 аминокислот, включая His,
Phe, Tyr, Arg и Ile. Поскольку в реакционную
смесь не добавляли источников серы, нельзя ис-
ключить также возможность образования серосо-
держащих аминокислот в условиях Космоса. В ме-
теоритах различных классов найдены 15 амино-
кислот, т.е. все белковые, кроме амидов, Cys, Trp и
Arg [69]. Обнаружены также 2,3-диаминопропио-
новая и 2,4-диаминомасляная кислоты [87].

В свете приведенных данных деление амино-
кислот на “ранние” и “поздние” выглядит неубе-
дительно. К “поздним” аминокислотам, напри-
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мер, еще недавно относили Cys. Но группе
М. Поунера [88] удалось найти пребиотически ве-
роятный путь синтеза этой аминокислоты. По-
этому делить аминокислоты целесообразно лишь
на более и менее распространенные. Однако бла-
годаря аптамерам, накапливающим концентра-
цию последних в протоклетках, и это различие в
значительной мере стирается. Принять участие в
начале кодируемого синтеза пептидов могла лю-
бая аминокислота, даже неканоническая. Эту же
точку зрения обосновывают А. Нестеров-Мюллер
с соавт. [89] в недавней оригинальной, но слиш-
ком уж умозрительной гипотезе “слияния четы-
рех независимо сосуществовавших протокодов”.
Даже они сами признают, что им неясно, как мог-
ли возникнуть эти протокоды.

К моменту начала формирования системы
трансляции протоклетки имели мембраны из ли-
пидообразных пептидов и жирных кислот. Пеп-
тиды синтезировались абиогенно из наиболее
распространенных аминокислот с включением
иногда более редких. Прочность таких мембран
была выше, чем из одних только жирных кислот,
но не очень высокой.

П. Шиммель [90] предположил, что первые
синтезы пептидов, осуществляемые примитив-
ным ПТЦ, были некодируемыми. Еще до появле-
ния рАРСаз существовали неспецифические
ААР. Они присоединяли любую аминокислоту
(даже неканоническую) к любому олигонуклео-
тиду, в том числе к прото-тРНК. Состав синтези-
руемых пептидов отражал статистику распростра-
ненности аминокислот. Появление рАРСаз обес-
печило синтез пептидов с более высоким
содержанием редких аминокислот. Последова-
тельность их была случайной, но это не мешало
лучшему выполнению функций. Поскольку в их
состав чаще входили положительно и отрицатель-
но заряженные аминокислоты, сцепление между
пептидами было сильнее, и мембраны стали
прочнее. Кроме того, эти пептиды могли быть в
качестве кофакторов рибозимов эффективнее,
чем отдельные аминокислоты. Например, пепти-
ды, в составе которых имеются два остатка Asp
или Glu, могли бы усилить активность рибози-
мов-РНК-полимераз за счет координирования
иона магния [6]. Это ускорило бы репликацию
олигонуклеотидов в протоклетках, синтезирую-
щих такие пептиды.

В период некодируемого синтеза, вероятно,
интенсивно шла эволюция белок-синтезирующе-
го аппарата протоклеток. Примитивный ПТЦ и
шпилькоподобные носители аминокислот подго-
нялись относительно друг друга. В результате
скорость встраивания двух шпилек в карманы
ПТЦ и сближения их 3'-концов возрастала, уско-
ряя синтез. Значит, длина цепочек увеличивалась,
их уже можно было называть полипептидами, воз-

можно, даже белками. Поскольку в синтез вовле-
кались и шпильки, ацилированные неспецифич-
ными ААР, в молекулах полипептидов чередова-
лись неполярные и каталитические полярные
аминокислоты. Это позволило полипептидам об-
разовывать складки и спиральные структуры, что
могло обеспечить ферментативную активность.
М. Хехт [91, 92] показал, что значительная часть
рандомических полипептидов проявляет ее и да-
же способна заменять утраченные ферменты у
ауксотрофных мутантов бактерий. Следователь-
но, некодируемый белковый синтез приносил хо-
тя бы небольшую пользу протоклеткам и способ-
ствовал вытеснению ими других форм, не способ-
ных к такому синтезу.

Для начала кодируемого синтеза необходимо
было возникновение молекул мРНК. Этот вопрос
наиболее подробно рассмотрен в гипотезе Х. Бер-
нарда и У. Тэйта [7]. Авторы взяли на вооружение
полузабытые работы прошлого века, однако не
утратившие своей актуальности [93, 94]. В даль-
нейшем изложении будут описаны эти работы
вместе с дополнительными аргументами.

В протоклетках реплицировались функцио-
нальные молекулы РНК – рибозимы (ПТЦ в их
числе), аптамеры и прото-тРНК. Все они сразу же
после репликации и разъединения дуплекса обра-
зовывали частично двуспиральные структуры,
что предотвращало их быстрый гидролиз, в отли-
чие от молекул со случайными нуклеотидными
последовательностями, возникающих при синте-
зе de novo. Молекулы мРНК для своего функцио-
нирования, наоборот, не должны были обладать
сильно выраженной тенденцией к сворачиванию
в двуспиральные участки. Значит, они были бы
уязвимы для гидролиза и нуждались в более на-
дежном убежище, чем примитивные мембраны,
образованные случайно возникающими пептида-
ми и жирными кислотами. Но после формирова-
ния системы некодируемого синтеза пептидов с
разнообразным составом аминокислот условия
внутри протоклеток стали благоприятными и для
несвернутых РНК. Можно предположить также,
что молекулы мРНК имели тенденцию к спари-
ванию с одноцепочечными участками (петлями)
шпилек, в том числе прото-тPНК. Так оба парт-
нера взаимно защищались от гидролиза и УФ-лу-
чей. Это свойство и определило первую функ-
цию, которую стали выполнять несвернутые це-
почки мРНК. Возможно, это было просто
комплементарное взаимодействие ее с антико-
донными петлями прото-тРНК, облегчающее
встраивание последней в прото-ПТЦ. Видимо,
мРНК выполняла сначала лишь роль стабилиза-
тора [7], удерживая две молекулы прото-тРНК
вместе до образования пептидной связи. Это и под-
твердили упомянутые эксперименты. И. Йонак и
И. Рыхлик [93] показали, что молекула поли(А)
помогает укрепиться в сайте Р ПТЦ молекуле ли-
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зиновой тРНК (имеющей антикодон UUU), в то
время как поли(С) и поли(U,С) влияния не ока-
зывали. А. Гнирке и К. Нирхаус [94] обнаружили
аналогичное действие поли(U) на тРНКPhe (с ан-
тикодоном ААА), причем поли(А) в этом случае
была неэффективна.

Удачно встроенные в прото-ПТЦ с помощью
мРНК шпильки, заряженные аминокислотами,
создали условия для первого кодируемого обра-
зования пептидной связи. Поскольку при неко-
дируемом синтезе процесс транслокации уже был
отлажен, начавшийся кодируемый синтез был
продолжен, если со следующим кодоном мРНК
успела связаться новая шпилька. И если синтези-
руемые пептиды были в какой-то степени полез-
ны протоклетке, она получала селективное пре-
имущество перед другими, а молекула мРНК за-
креплялась эволюцией.

В недавней работе лаборатории З. Бертона [9]
описан вероятный сценарий начала кодируемого
синтеза белка. По их мнению, существовал боль-
шой набор миниспиралей длиной 31 нт. Среди
них одна была шпилькой с петлей D, вторая – с
петлей Т. Первая узнавала кодон с центральным
нуклеотидом С благодаря его спариванию с нук-
леотидом G, находящимся в ее петле. Вторая
узнавала кодон UUU, комплементарный трипле-
ту ААА ее петли. Другие миниспирали, участвую-
щие в процессе, обеспечивали узнавание осталь-
ных кодонов первичных мРНК. Но дальнейшее
изложение авторами процесса трансляции вызы-
вает вопросы. Во-первых, по их мнению, все ми-
ниспирали были ацилированы только одной ами-
нокислотой – Gly. Причина такой избирательно-
сти аминоацилирования авторами не указана.
Во-вторых, не объяснены причины последующе-
го вымирания всех миниспиралей, кроме первых
двух. Именно из этих выживших миниспиралей
(две шпильки с петлей Т и одна с петлей D), как
считают авторы, сформировалась L-образная мо-
лекула тРНК.

Описанный З. Бертоном процесс начала коди-
руемого синтеза пептидов в целом вполне вероя-
тен. Он совпадает с изложенным выше и в разделе
“Операционный код – промежуточный этап”,
которое уточняет, что в качестве миниспиралей в
нем могли участвовать специфически ацилиро-
ванные рАРСазами рибозимы, т.е. они были эк-
заптированы в процесс трансляции. Это уточне-
ние отвечает на вопрос о специфичности ацили-
рования миниспиралей. Только они были
ацилированы не глицином, а разными аминокис-
лотами, среди которых преобладали хотя и более
редкие, зато более ценные аминокислоты. Кроме
специфично аминоацилирующих рАРСаз, в аци-
лировании миниспиралей продолжали также
участвовать и неспецифические ААР. А вымира-
ния миниспиралей не требовалось, они эволюци-

онировали вместе с неспецифическими ААР в
сторону специфического узнавания друг друга и
превращению тем самым в новые прото-тРНК.

Таким образом, практически общепринятая
точка зрения, что глицин был первой аминокис-
лотой, вовлеченной в генетически кодируемый
синтез пептидов, может быть неверной, как об
этом прямо заявил В. Ма [8]. Он считает, что пер-
выми были не простейшие, а именно сложные
аминокислоты, которые могли служить кофакто-
рами рибозимов. Похожие взгляды высказыва-
лись и другими исследователями [5, 63, 95].

В первых кодируемых синтезах полипептидов
могли участвовать все аминокислоты, присоеди-
няемые рАРСазами или даже неспецифичными
ААР к шпилькам, способным встраиваться в про-
то-ПТЦ. Участие в них неспецифичных ААР со-
здавало помехи, которые были позже преодоле-
ны. Но, с другой стороны, оно было полезным
для синтеза длинных полипептидов, о чем будет
подробно сказано ниже.

КОЭВОЛЮЦИЯ ОПЕРАЦИОННОГО
И ГЕНЕТИЧЕСКОГО КОДОВ

Итак, рАРСазы создали пул специфически
ацилированных аминокислотами шпилек, кото-
рые благодаря содействию мРНК стали удобно
встраиваться в прото-ПТЦ. Там происходила пеп-
тидилтрансферазная реакция, “нанизывающая”
аминокислоты одна на другую в том порядке, в ко-
тором различные прото-тРНК входили в прото-
ПТЦ. А этот порядок определялся образованием
комплементарных связей с кодонами молекулы
мРНК, т.е. он был генетически кодируемым.
Участвовала ли в этом процессе какая-либо моле-
кула РНК, предшественница малой рибосомной
субъединицы, – неизвестно. На первом этапе ее
участия могло и не требоваться. Попробуем разо-
браться, какие шпильки и аминокислоты могли
быть первыми участницами этого процесса.

Для конкретности изложения используем
тРНКом археи Pyrococcus furiosus [81], считаю-
щейся видом, наиболее близким к первоначаль-
ным формам жизни [44, 45]. Табл. 2 показывает
структуру акцепторных стеблей всех ее тРНК. За-
метим, что нуклеотидный состав их очень одно-
образен: содержание пар G : C превышает 95.9%.
Всегда ли он был таким или его так сформировала
эволюция – не ясно. Скорее всего, он изменился
за 4 млрд лет. Поэтому будем отслеживать эту эво-
люцию пошагово, при замене одного нуклеотида
в молекуле на каждом этапе описываемых собы-
тий, предположительно происходивших в то да-
лекое время. Рис. 3 отражает эту последователь-
ность эволюционных изменений акцепторных
стеблей и антикодонов тРНК различных амино-
кислот. Таким образом, формирование генетиче-
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ского кода можно будет увидеть в тесном взаимо-
действии с эволюцией операционного кода.

Хотя в табл. 2 представлены данные по всем су-
ществующим сейчас аминокислотам, необходи-
мо внести небольшие коррективы, учитывая
условия ранней Земли. Вероятно, Asn и Gln от-
сутствовали из-за полного гидролиза цианогрупп
их предшественников до Asp и Glu. Вряд ли суще-
ствовали fMet и Trp, абиотический синтез кото-
рых не доказан. Так что можно не учитывать их в
дальнейшем изложении. Могли существовать и
включаться в пептиды также неканонические
аминокислоты, о которых сейчас ничего не из-
вестно.

Логично предположить, что первичный опера-
ционный код был основан на простых наборах де-

терминант. Вполне возможно, что первые рАРСазы
узнавали лишь нуклеотид-дискриминатор прото-
тРНК (или, вероятнее, триплет из дискриминато-
ра и двух нуклеотидов С, как АРСазо-подобный
рибозим Х. Суги [29]). Некоторые могли разли-
чать, например, еще 2–3 нуклеотидные пары в ак-
цепторном стебле. В то же время, как и рибозим
Х. Суги, узнающий не только Phe, но и родствен-
ный ему Tyr, первые рАРСазы могли не делать раз-
личий между родственными аминокислотами (в
том числе и теми, которые сейчас отсутствуют в
белках). Действительно, в табл. 2 видно, что участки
из первых трех пар нуклеотидов в основном сходны
у родственных аминокислот: Asp и Glu, Ser и Thr,
Lys и Arg, а также почти всех гидрофобных амино-

Таблица 2. Операционный код у археи Pyrococcus furiosus (по данным Д. Граура с соавт. [81])

Примечание: курсивом выделены названия аминокислот, узнаваемых АРСазами класса I.

№ Амино-
кислота Антикодон(ы)

Нуклеотиды акцепторного стебля тРНК

73 72/1 71/2 70/3 69/4 68/5 67/6 66/7

1 His GUG C C/G G/C G/C C/G C/G C/G C/G
2 Cys GCA U C/G G/C G/C C/G C/G C/G U/A
3 Thr GGU, UGU U C/G G/C G/C G/C G/C C/G C/G
4 Thr CGU U C/G G/C G/C C/G C/G C/G U/A
5 Arg CCU G C/G C/G U/A G/C G/C C/G C/G
6 Arg GCG G C/G G/C G/C G/C G/C C/G C/G
7 Arg CCG, UCG G C/G C/G C/G G/C G/C C/G C/G
8 Arg UCU G C/G C/G C/G G/C G/C G/C C/G
9 Asn GUU G C/G G/C G/C C/G G/C G/C C/G

10 Asp GUC G C/G G/C G/C G/C C/G C/G C/G
11 Lys UUU, CUU G C/G C/G C/G G/C G/C C/G C/G
12 Ser UGA G C/G G/C G/C C/G C/G C/G U/A
13 Ser GCU G C/G G/C G/C C/G G/C C/G C/G
14 Ser CGA, GGA G C/G G/C G/C C/G C/G C/G C/G
15 Ala GGC, CGC, UGC A C/G C/G U/G G/C G/C C/G C/G
16 Gln CUG, UUG A U/A C/G G/C G/C G/C G/C C/G
17 Glu UUC, CUC A C/G G/C G/C G/C G/C C/G C/G
18 Gly UCC, CCC, GCC A C/G G/C C/G C/G A/U C/G C/G
19 Ile GAU A C/G C/G C/G G/C G/C G/C C/G
20 Leu CAA, CAG, GAG, UAA, UAG A C/G G/C C/G C/G C/G C/G C/G
21 f-Met CAU A U/A C/G G/C C/G C/G C/G G/G
22 Met1 CAU A C/G C/G C/G G/C G/C G/C C/G
23 Met2 CAU A C/G G/C G/C C/G C/G C/G C/G
24 Phe GAA A C/G C/G C/G C/G G/C C/G C/G
25 Pro CGG, UGG, GGG A C/G C/G C/G C/G G/C G/C C/G
26 Trp CCA A C/G C/G C/G C/G C/G G/C C/G
27 Tyr GUA A G/C G/C G/C C/G G/C C/G C/G
28 Val CAC, UAC, GAC A C/G C/G C/G G/C G/C G/C C/G
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кислот. Подытоживая сказанное, можно предло-
жить следующую гипотезу.

Наибольшей ценностью для протоклеток об-
ладали каталитически активные аминокислоты –
полярные. Поэтому эволюционно закрепились
рАРСазы, специфически ацилирующие такими
аминокислотами рибозимы, ставшие впослед-
ствии прото-тРНК. А поскольку каждому виду
рибозимов для усиления каталитической актив-
ности необходим был определенный тип амино-
кислоты, быстро произошло разделение поляр-
ных аминокислот на группы по типу каталитиче-
ской активности. Таких групп аминокислот было

четыре: 1) циклическая положительно заряжен-
ная (His), 2) нециклические положительно за-
ряженные (Arg и Lys), 3) отрицательно заряжен-
ные (Asp и Glu), 4) незаряженные полярные
(Ser, Thr, Cys).

Тогда число специфически присоединяемых к
прото-тРНК групп аминокислот было бы равно
четырем, хотя число самих аминокислот – во-
семь. Следовательно, операционный код был не-
однозначным. His присоединялся к прото-тРНК с
дискриминатором С. Ser, Thr и Cys, составив одну
группу, получили дискриминатор U, Arg и Lys – G,
а Asp и Glu – А. Такое распределение, вероятно,

Рис. 3. Последовательные этапы коэволюции операционного и генетического кодов. Примечание: курсивом выделе-
ны названия аминокислот, распознаваемых АРСазами класса I; N – любой нуклеотид, Pu – пурин, Py – пиримидин.
Объяснения – в тексте.
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(б) Амино-

кислота
Анти-

кодон(ы)
Акцепторный стебль

Не определены

His
Cys
Ser
Thr
Arg
Lys
Asp
Glu
Ala
Gly
Pro

Осталь-
ные

NUG

NGU

NCG, PyCU

NUC

NGC

73
C
U
U
U

G
G

A
A
A
A

A

72/1
C/G
C/G
C/G
C/G

C/G
C/G
C/G

C/G
C/G
C/G

C/G
C/G
C/G

C/G
C/G
C/G

C/G
C/G
C/G

C/G
C/G C/G

C/GC/G
C/G
C/G

71/2
G/C
G/C
G/C
G/C

G/C
G/C
G/C
G/C

G/C
G/C

C/G
C/G

G/C
G/C
G/C
G/C

G/C
G/C

70/3 69/4

(г)
Амино-
кислота

Анти-
кодон(ы)

Акцепторный стебль

His
Cys
Ser
Thr
Arg
Lys
Asp
Glu
Ala
Gly
Pro

Осталь-
ные

NUG

NGU

NAN

PyCU, NCG
PyUU

NGA, PuCU

NUC

NGC
NCC
NGG

73
C
U
U
U

G
G

A
A
A
A

A

72/1
C/G
C/G
C/G
C/G

C/G
C/G
C/G

G/C
C/G
C/G

C/G
C/G
C/G

C/G
G/C
C/G

C/G
C/G
C/G

A G/CC/GC/GC/G

G/C
C/G C/G

C/GC/G
C/G
C/G

71/2
G/C
G/C
G/C
G/C

G/C
G/C
G/C
G/C

G/C
G/C

C/G
C/G

G/C
G/C
G/C
G/C

G/C
G/C

70/3 69/4

(в)
Амино-
кислота

Анти-
кодон(ы)

Акцепторный стебль

His
Cys
Ser
Thr
Arg
Lys
Asp
Glu
Ala
Gly
Pro

Осталь-
ные

NUG

NGU

NAN

PyCU, NCG
PyUU

NUC

NGC

73
C
U
U
U

G
G

A
A
A
A

A

72/1
C/G
C/G
C/G
C/G

C/G
C/G
C/G

C/G
C/G
C/G

C/G
C/G
C/G

C/G
C/G
C/G

C/G
C/G
C/G

A G/CC/GC/GC/G

C/G
C/G C/G

C/GC/G
C/G
C/G

71/2
G/C
G/C
G/C
G/C

G/C
G/C
G/C
G/C

G/C
G/C

C/G
C/G

G/C
G/C
G/C
G/C

G/C
G/C

70/3 69/4

(д)
Амино-
кислота

Анти-
кодон(ы)

Акцепторный стебль

His
Cys
Ser
Thr
Arg
Lys
Asp
Glu
Ala
Gly
Pro

Осталь-
ные

NUG
NCA

NGU
NGA, PuCU

NAN

PyCU, NCG
PyUU

NUC

NCC
NGC

NGG

73
C
U

U

G
G

G

A
A
A
A

A

72/1
C/G
C/G
C/G
C/G

C/G
C/G
C/G

G/C
C/G
C/G

C/G
C/G
C/G

C/G
G/C
C/G

C/G
C/G
C/G

A G/CC/GC/GC/G

G/C
C/G C/G

C/GC/G
C/G
C/G

71/2
G/C
G/C
G/C
G/C

G/C
G/C
G/C
G/C

G/C
G/C

C/G
C/G

G/C
G/C
G/C
G/C

G/C
G/C

70/3 69/4

(e)
Амино-
кислота

Анти-
кодон(ы)

Акцепторный стебль

His
Cys
Ser
Thr
Arg
Lys
Asp
Glu
Ala
Gly
Pro

Осталь-
ные

NUG
NCA

NGU
NGA, PuCU

NAN

PyCU, NCG
PyUU
PuUC
PyUC

NCC
NGC

NGG

73
C
U

U

G
G

G

G

A
A
A
A

72/1
C/G
C/G
C/G
C/G

C/G
C/G
C/G

G/C
C/G
C/G

U/G
C/G
C/G

C/G
G/C
C/G

C/G
C/G
C/G

A G/CC/GC/GC/G

G/C
C/G C/G

C/GC/G
C/G
C/G

71/2
G/C
G/C
G/C
G/C

G/C
G/C
G/C
G/C

G/C
G/C

C/G
C/G

G/C
G/C
G/C
G/C

G/C
G/C

70/3 69/4
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было случайным: просто потому, что рибозимы,
усиливаемые соответствующими аминокислота-
ми, обладали именно данными дискриминатора-
ми. Антикодоны в петлях этих рибозимов тоже
могли быть иными, чем на рис. 3а. В гипотезе ис-
пользованы антикодоны из табл. 2 (для аминокис-
лот His, Thr, Arg, Asp и Glu), т.е. реально существу-
ющие. Если Ser, Thr и Cys узнавались рАРСазой и
присоединялись к одной прото-тРНК, то и анти-
кодон для всех был одинаков. То же самое спра-
ведливо для Arg и Lys.

Рассматривая табл. 2, заметим, что у археи
P. furiosus все сказанное почти точно так и выпол-
няется. Отклонений от гипотезы два: у Ser дис-
криминатор G, а не U, у Asp – G, а не А, хотя все
остальные детерминанты (три пары акцепторно-
го стебля) идентичны у родственных аминокис-
лот. Однако логично предположить, что замена
дискриминатора могла произойти на более позд-
нем этапе, как это наблюдается в ряде случаев у со-
временных архей. Например, Methanopyrus kandleri
и Haloferax volcanii присоединяют Arg и Lys к тРНК,
обладающим дискриминатором А вместо G, у
большинства бактерий тРНКGly имеют дискрими-
натор U (вместо А), а тРНКGln – G (вместо А) [81].

Возможен альтернативный вариант для Asp и
Glu: они могли узнаваться рАРСазой, которая бы
различала, кроме дискриминатора G, вторую и
третью нуклеотидные пары. Эти пары у тРНК
обеих аминокислот одинаковы, но отличаются от
пар тРНК Arg и Lys, имеющих тот же дискрими-
натор. Тогда шпильки с дискриминатором A бы-
ли бы вообще не заняты.

Остальные аминокислоты первоначально (при
некодируемом синтезе, возможно – и на первых
этапах кодируемого синтеза) присоединялись
только неспецифическими ААР к любым шпиль-
кам РНК, в том числе к шпилькам, обычно спе-
цифически ацилируемым полярными аминокис-
лотами. При некодируемом синтезе больших
проблем не возникало, просто синтезируемые
пептиды разбавлялись неполярными аминокис-
лотами. Как отмечалось выше, могла быть даже
польза от чередования в длинных полипептидах
полярных и неполярных аминокислот. Да и при
кодируемом синтезе, хотя бы в начальный пери-
од, неспецифичность ацилирования шпилек бы-
ла полезной: благодаря ей не прерывался синтез
полипептидной цепочки до полного считывания
информации с мРНК, т.к. шпильки заполняли
все кодоны мРНК. Ведь пока еще немногочис-
ленные шпильки, ацилируемые рАРСазами, не
покрывали всю протяженность мРНК своими ан-
тикодонами (для этого требовалось с учетом
вобблинга как минимум 16 вариантов специфи-
чески аминоацилируемых прото-тРНК). Длин-
ные полипептиды все же полезнее, чем короткие

обрывки, состоящие только из каталитических
аминокислот.

Но если синтезируемый полипептид обладал
какой-то полезной активностью, замена нужной
аминокислоты на присоединенную неспецифи-
ческим ААР (обычно неродственную) приводила
к утрате его функции. Если специфическое ами-
ноацилирование преобладало, и “испорченных”
белковых молекул в протоклетке было немного,
все равно такая протоклетка проигрывала тем,
которые избавились от вмешательства неспеци-
фических ААР. Поэтому эволюция способствова-
ла превращению неспецифических ААР в рАРСазы,
специфически узнающие некаталитические ами-
нокислоты (сначала – в виде группы) и акцептор-
ные стебли шпилек, ранее не имевшие рАРСаз.
Следовательно, шпилек, специфично ацилируе-
мых рАРСазами, становилось все больше, и они
захватывали новые кодоны.

Необходимость распознавать отдельные нека-
талитические аминокислоты, особенно Gly и Pro,
которые сильно влияли на конфигурацию пеп-
тидной цепочки, появилась рано. Специфиче-
ские для них (и, возможно, для Ala) рАРСазы, по-
видимому, отличали эти небольшие молекулы от
более крупных с объемными боковыми гидро-
фобными радикалами. Если Ala, Gly и Pro узнава-
лись одной рАРСазой, то и антикодон был на всех
один. То же самое произошло и для аминокислот
с объемными гидрофобными боковыми радика-
лами. Так, специфически аминоацилируемые
прото-тРНК захватили шесть секторов (из 16)
таблицы генетического кода, который был неод-
нозначным, как и операционный. На рис. 3 пока-
зана последовательность его формирования и по-
степенного захвата всех кодонов.

Исходная ситуация представлена на рис. 3а.
Полярные аминокислоты образовали четыре груп-
пы, каждая из которых специфически присоеди-
няется своей рАРСазой к тому рибозиму, чью ка-
талитическую активность она усиливает. Осталь-
ные присоединяются неспецифическими ААР к
любым шпилькам.

Рис. 3б показывает изменения в группе диами-
нокислот. При репликации прото-тРНК возник-
ла мутантная копия с заменой G на U в антикодо-
не. Обе копии ацилируются той же рАРСазой. За
счет мутации произошел первый захват новых ко-
донов мРНК, но не одной аминокислотой, а
группой родственных аминокислот. Другой за-
хват совершен группой из трех аминокислот в ре-
зультате появления рАРСазы, узнающей Ala, Gly,
Pro и одну из существовавших шпилек с дискри-
минатором А и антикодоном NGC.

На рис. 3в изображено разделение Arg и Lys
или аминокислот, заменявших их в абиотический
период. В антикодоне копии прото-тРНК, воз-
никшей на предыдущем этапе, С был заменен на U.
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Мутация произошла (возможно, не одна и значи-
тельно позже) и в рАРСазе, в результате чего один
ее потомок стал узнавать только Arg и обе его про-
то-тРНК, а другой – только Lys и мутантную фор-
му прото-тРНК. Так произошел первый акт ре-
дукции неоднозначности кода и заодно захват ли-
зином нового сектора таблицы генетического
кода.

Появилась рАРСаза для аминокислот с объем-
ными радикалами. Она присоединяла всю их
группу к прото-тРНК с дискриминатором А, что
ознаменовало полный переход от неспецифиче-
ского к специфическому аминоацилированию.
Хотя предстоял еще длительный период преобра-
зования неспецифических ААР в специфические
рАРСазы, которое обеспечило постепенную ре-
дукцию неоднозначности обоих кодов.

Следующий этап был богат изменениями
(рис. 3г). Ser и Cys отделились от Thr. Одна за дру-
гой произошли две мутации в антикодоне. Обе
мутантные прото-тРНК (одна с заменой G на С,
другая с заменой U на А) достались Ser и Cys, захва-
тившим сразу два новых сектора. Но один из них
был поделен с Arg. Thr сохранил прежний сектор.
Акцепторный стебель прото-тРНКThr мутировал:
4-я пара стала G/C. Значит, потом рАРСаза обра-
зовала две различающиеся копии. Одна из них
перестала узнавать Thr, но узнавала прежний ак-
цепторный стебель, другая перестала узнавать Ser
и Cys, но начала узнавать измененный акцептор-
ный стебель.

Не менее драматичные события произошли в
группе Ala, Gly и Pro: они полностью размежева-
лись. В антикодоне несущих их прото-тРНК про-
изошли одна за другой две замены: в одной му-
тантной форме G был заменен на C, в другой – на-
оборот, соседний C заменен на G. У первой
мутантной прото-тРНК вторая пара акцепторного
стебля стала G/C, и ее стал узнавать измененный
вариант рАРСазы, продолжающий присоединять
к ней Gly. Вторую мутантную по антикодону фор-
му стала узнавать рАРСаза Pro. Прото-тРНК с
прежним антикодоном ацилировалась только
Ala. Но в ее акцепторном стебле изменилась чет-
вертая пара (нестандартная пара G ~ U, вероятно,
возникла позже). Так что рАРСаза тоже должна
была измениться и образовать три мутантных ко-
пии, чтобы различать эти изменения и более спе-
цифично узнавать ранее не различаемые амино-
кислоты.

Пятый этап привел к обособлению Cys. Заме-
на G на C в антикодоне прото-тРНК позволила
Cys захватить правый верхний угол таблицы гене-
тического кода. На рис. 3д указан захват четырех
кодонов, хотя в действительности могло быть
иначе (лишь два верхних, занимаемых в настоя-
щее время). Но не исключен и изображенный ва-
риант. Позже Cys мог уступить нижние кодоны

своему селеновому аналогу или возникшему био-
синтетическим путем триптофану. Cys мог также
потерять кодон четвертого столбца, общий с Ser.

Наконец, мутация в антикодоне позволила
разделиться Asp и Glu (рис. 3е). Мутантная форма
прото-тРНК претерпела еще и мутацию дискри-
минатора. К ней стала присоединяться только
Asp, а за Glu сохранились прежние рАРСаза и
прото-тРНК. Это размежевание могло произойти
уже после установления кодируемого синтеза
белковых АРСаз и с их помощью, тем более что
данные аминокислоты сейчас обслуживаются
АРСазами разных классов.

Разделяться на классы рАРСазы тоже могли,
как АРСазо-подобные рибозимы Х. Суги [29, 80],
но, с точки зрения данной гипотезы, это не обяза-
тельно.

В результате описанных процессов большин-
ство аминокислот захватили кодоны, занимае-
мые ими в настоящее время. Не описаны только
распределение кодонов между крупными амино-
кислотами и захват верхнего квадранта третьего
столбца таблицы генетического кода. Однако ес-
ли существовал рибозим, усиливаемый тирози-
ном, то первых специфических рАРСаз могло
возникнуть не четыре, а пять, и этот квадрант был
бы захвачен сразу.

Вполне вероятно, что мутации в антикодо-
нах прото-тРНК намного опережали измене-
ния рАРСаз, т.е. захват всех кодонов таблицы
генетического кода произошел очень быстро.
Более того, эти мутации (если они не нарушали
рибозимную активность шпилек) могли про-
изойти даже до появления соответствующих
рАРСаз, которые с самого начала аминоацили-
ровали 2–3 шпильки с одинаковыми акцептор-
ными стеблями, но разными петлями (об этом го-
ворилось выше). В таком случае сразу же после
появления рАРСаз для всех некаталитических
аминокислот специфически аминоацилируемы-
ми прото-тРНК могли быть захвачены не шесть, а
все 16 секторов таблицы генетического кода.

Размежевание родственных аминокислот шло
медленнее, т.к. нужное изменение рАРСаз проис-
ходило, вероятно, в результате нескольких мута-
ций. В тексте и на рис. 3 эти события объединены
в один этап лишь для краткости изложения. По-
этому родственные аминокислоты могли дли-
тельное время кодироваться в виде единых групп
(может быть, даже до появления белковых АРСаз,
которые лучше могли различать нюансы структу-
ры родственных аминокислот).

Но и в состоянии еще не полной однозначно-
сти операционный и генетический коды обеспе-
чивали синтез белков, обладающих структурой,
достаточно успешно сохраняющей выполняемую
ими функцию. Из-за включения в каждую пози-
цию белковой молекулы то одной, то другой род-
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ственной аминокислоты активности отдельных
молекул с одинаковой функцией различались, но
в допустимых пределах. Их функция не утрачива-
лась. А эта вариабельность активности была мо-
тивом, стимулирующим редукцию неоднознач-
ности.

Дальнейшая эволюция кодируемого синтеза
белков происходила уже при активном участии
белковых ферментов. Они обеспечили и размеже-
вание крупных (или даже всех?) аминокислот, и
добавление амидов с частичным вытеснением His
и Lys, и решение проблем инициации и термина-
ции белкового синтеза, и превращение шпилек в
L-образные тРНК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Представленная в данном обзоре гипотеза
происхождения системы трансляции базируется
на концепции эволюционной редукции неодно-
значности первоначального кода. В ней исполь-
зованы некоторые положения ранее высказан-
ных гипотез [3–9]. Однако они значительно кон-
кретизированы и дополнены.

Эволюционное превращение аптамеров, обога-
щающих протоклетки и бесклеточные ансамбли ка-
талитическими аминокислотами, в рАРСазы поло-
жило начало операционному коду. Он был неод-
нозначным из-за несовершенства узнавания
рАРСазами отдельных аминокислот, что обусло-
вило присоединение целой группы родственных
аминокислот к одной и той же разновидности
прото-тРНК. Выбор этой разновидности опреде-
лялся ее каталитическими свойствами, усиливае-
мыми присоединяемыми к ней аминокислотами.
Следовательно, причина выбора не связана ни с
распространенностью аминокислот, ни с их взаи-
модействием с петлями шпилек. Значит, опера-
ционный код возник как случайность. А посколь-
ку петли этих специфически аминоацилируемых
прото-тРНК впоследствии стали антикодонны-
ми, то случайностью стал и первичный генетиче-
ский код, т.е. прав Ф. Крик [4], характеризовав-
ший его как “замороженную случайность”.

С другой стороны, последующее размежева-
ние родственных аминокислот (т.е. редукция не-
однозначности обоих кодов) происходило путем
замен единичных нуклеотидов в антикодонах
прото-тРНК. Хотя сами мутационные замены
нуклеотидов носили случайный характер, кодо-
ны родственных аминокислот располагались в
таблице генетического кода не произвольно, а
упорядоченно, занимая места в соседних секто-
рах или даже в том же секторе, как Asp и Glu, Ile и
Met, Leu и Phe. Следовательно, такая упорядо-
ченность, вопреки мнению А. Куна и А. Радвани
[63], не противоречит теории “замороженной
случайности”, а сосуществует с ней. В то же время

именно эта упорядоченность обусловила явления
“минимизации ошибок трансляции” и “миними-
зации вреда, наносимого мутациями”, лежащие в
основе гипотезы [96]. Их следует рассматривать
как побочный результат редукции неоднозначно-
сти обоих кодов.

Последовательность описанных выше этапов
условна, многие события могли происходить в
другом порядке. Например, не исключено, что
крупные неполярные аминокислоты могли рань-
ше начать специфически присоединяться к опре-
деленной шпильке. Ведь обогащение ими синте-
зируемых белков могло давать селективные пре-
имущества протоклеткам благодаря лучшей связи
таких белков с липидной частью мембран, что
увеличило бы их прочность. Главное – описанная
эволюция постепенно редуцировала неоднознач-
ность обоих кодов параллельно и взаимосвязано.

Принципиальное отличие гипотезы от ранее
опубликованных состоит в том, что она не нужда-
ется в разделении аминокислот на ранние и позд-
ние и не оставляет ни одну из них в стороне от
процесса формирования кодируемого синтеза
белков. При наличии неспецифических ААР
больше десятка аминокислот, существовавших
на заре жизни, не могли ждать своей очереди (со-
гласно чьей-то гипотезе) для включения в коди-
руемый синтез белков. Любая из них (и не одна!)
могла быть в числе первых участниц этого про-
цесса.

Второе отличие – гипотеза предусматривает
взаимодействие всего антикодона прото-тРНК со
всем кодоном молекулы мРНК (с учетом вобб-
линга), начиная с самого раннего этапа формиро-
вания кода. Она не нуждается в предположениях,
что первоначально прото-тРНК узнавали поче-
му-то только второй нуклеотид кодона, а потом,
якобы с повышением точности узнавания, “на-
учились” узнавать первый и т.д. (гипотеза “2-1-3”
[97]). Во-первых, неясно, что мешало взаимодей-
ствию с антикодоном не только второго, но и со-
седних нуклеотидов кодона. Во-вторых, сомни-
тельно, что комплементарное взаимодействие
только между двумя нуклеотидами достаточно
прочно, чтобы удерживать тРНК, пока она встро-
ится в карман ПТЦ и дождется там завершения
пептидилтрансферазной реакции. Ведь эти про-
цессы не мгновенны, поэтому приход в сайт А
аминоацилированной тРНК с некомплементар-
ным антикодоном не приводит сразу же к пепти-
дилтрансферазной реакции. Такая тРНК успева-
ет покинуть сайт до ее начала. Задерживается
только тРНК, образующая несколько водородных
связей с кодоном мРНК.

Избыток связей (при взаимодействии тетра-
плетов) замедлил бы белковый синтез, поэтому
эволюция выбрала триплеты.
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Если бы гипотетические рибозимы, усиливае-
мые полярными аминокислотами, имели другие
дискриминаторы и петли, все равно сформиро-
вался бы генетически кодируемый синтез белков.
Но таблица генетического кода выглядела бы
иначе. Описанная здесь схема возникновения и
эволюции кода привела к существующей таблице.
Однако возможны и другие схемы, дающие тот же
результат.

В связи с затруднениями, которые испытывает
гипотеза мира РНК (проблематичность ее само-
копирования и легкая гидролизуемость) в новых
работах ([98–101] и ссылки в них) приводятся все
более убедительные аргументы, что миру РНК
могли предшествовать миры на основе других ин-
формационных полимеров. Возможно, скоро бу-
дет экспериментально доказано, что некоторые
из них легче, чем РНК, без участия ферментов об-
разуются и самовоспроизводятся. Они также мо-
гут сочетать генетические и каталитические спо-
собности (быть ксенозимами) и обеспечивать не
только достаточно точную репликацию своих мо-
лекул и, вероятно, транскрипцию с них молекул
РНК, но и аминоацилирование и создание пеп-
тидной связи, как рибозимы М. Яруса. Но по
причинам, указанным в разделе “Формирование
белок-синтезирующего аппарата протоклеток”,
способность осуществлять пептидилтрансфераз-
ную реакцию у них вряд ли будет обнаружена. Не
исключено также, что их молекулы (подобно
трео-НК и пиранозил-РНК) обладают меньшей
гибкостью, чем РНК, и не пригодны для адаптор-
ной функции. Эти недостатки и обусловили в хо-
де эволюции их замену миром РНК, т.к. лишь на
ее основе стало возможным формирование гене-
тически кодируемого синтеза белков.
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On the Origin of Genetically Coded Protein Synthesis
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How proteins with a specific amino acid sequence synthesized in living organisms is no longer a mystery after
the deciphering of the genetic code six decades ago. However, the origin of the system of genetically coded
protein synthesis is still the subject of hypotheses, experimentally justified only partially. Based on the review
of works mainly of the last decade, the author formulated a hypothesis that largely concretizes certain stages
of the formation of the translation system and the genetic code. The hypothesis based on the concept of evo-
lutionary reduction of the ambiguity of the primordial code. The distinctive positions of the hypothesis:
(i) the emergence of aptamers, enriching the protocell by the rare catalytically active amino acids, and their
evolutionary transformation in aaRS-like ribozymes which resulted in the operational code, (ii) the partici-
pation at once of large number of amino acids (including non-canonical) in the formation of operational and
genetic codes, (iii) the recognition of the whole codon of mRNA by the anticodon loop of proto-tRNA from
the very beginning of encoded protein synthesis, (iv) the co-evolution of the operational and genetic codes
that eliminated their initial ambiguity.

Keywords: proteins, peptides, amino acids, aminoacylation, genetic code, operational code, RNA, tRNA, mRNA,
aaRSs, PTC, ribozymes
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Взаимодействие лигандов B7-1/B7-2 с рецепторами CD28/CTLA-4 играет ключевую роль в регуля-
ции иммунного ответа. Целью настоящего исследования был поиск и изучение пептидов, взаимо-
действующих с корегуляторной молекулой B7-2 человека. В ходе работы проведены три цикла аф-
финной селекции и отобраны индивидуальные фаговые клоны, в состав которых входят пептиды с
разной степенью взаимодействия с белком B7-2. В результате секвенирования ДНК выбранных фа-
гов получены нуклеотидные последовательности, кодирующие пептиды, специфически связываю-
щиеся с В7-2. Выявленные пептиды могут быть использованы в качестве основы для разработки
иммунотерапевтических препаратов для регуляции иммунного ответа при лечении онкологических
заболеваний.
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ВВЕДЕНИЕ
B7 – важная корегуляторная молекула, кото-

рая экспрессируется на поверхности антиген-
презентирующих клеток (АПК) человека, пред-
ставлена двумя формами: B7-1 и B7-2. Рецепторы
лигандов B7 на поверхности Т-клеток – молеку-
лы CD28/CTLA-4. Взаимодействие B7-1 или В7-2
с CD28 способствует активации Т-клеток, проли-
ферации и секреции цитокинов. Взаимодействие
B7-1 или В7-2 с CTLA-4 снижает активацию и
пролиферацию Т-лимфоцитов [1]. Блокада ко-
стимуляторных путей регуляции иммунного от-
вета может обеспечить эффективную терапию
аутоиммунных заболеваний и предотвратить от-
торжение трансплантатов. Роль блокаторов могут
выполнять пептиды, характеризующиеся высо-
кой специфичностью взаимодействия с мишенью
и низкой молекулярной массой, что может сни-
жать количество побочных эффектов [2].

Фаговые пептидные библиотеки – один из ис-
точников поиска пептидов, способных избира-
тельно взаимодействовать с белками, липидами и
углеводами [3]. Для получения пептидов, специ-

фически взаимодействующих с молекулярной
мишенью, проводится несколько циклов аффин-
ной селекции бактериофагов из фаговых пептид-
ных библиотек с последующим секвенированием
участка ДНК, кодирующего чужеродный пептид.

Цель работы – поиск и изучение пептидов,
специфически взаимодействующих с корегуля-
торной молекулой В7-2, с использованием фаго-
вых пептидных библиотек.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Отбор бактериофагов, взаимодействующих с ко-
регуляторной молекулой В7-2. Аффинная селек-
ция подразумевает отбор из фаговой пептидной
библиотеки бактериофагов, несущих на своей по-
верхности чужеродные пептиды, специфически
взаимодействующие с мишенью – корегулятор-
ной молекулой В7-2, содержащей Fc-участок
IgG1 человека. Селекция осуществляется за счет
образования комплекса бактериофага, белка В7-2
и магнитной частицы, на поверхности которой
находится белок G, специфически взаимодей-
ствующий с Fc-участком IgG1 человека. Элюиро-
ванную гетерогенную смесь бактериофагов ам-
плифицируют в бактериальной культуре и ис-
пользуют для следующего цикла селекции.

Сокращения: МЧ – магнитные частицы, оцДНК – одно-
цепочечная ДНК.

#Автор для связи: (тел.: +7 (3852) 298-142; эл. почта:
kurchanovaea@gmail.com).

УДК 577.112.083.3
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В работе использовали фаговую пептидную
библиотеку GerLab на основе нитчатого бакте-
риофага fd. Для отбора бактериофагов, взаимо-
действующих с рекомбинантным белком В7-2 че-
ловека (SinoBiological, КНР), были проведены
три цикла аффинной селекции. Для отслежива-
ния обогащения популяции фагов после каждого
цикла определяли биологический титр бактерио-
фагов, элюированных с магнитных частиц, и по-
сле их амплификации в бактериальной культуре
по методу Грациа [4]. После 2-го цикла наблюда-
лось увеличение титра бактериофагов в элюате.
После 3-го цикла увеличения титра не происхо-
дило, что, возможно, свидетельствует о достиже-
нии предела насыщения популяции фагов. Изме-
нение титра бактериофагов на протяжении трех
циклов аффинной селекции, в результате кото-
рых были получены бактериофаги, обладающие
наибольшим сродством к мишени В7-2, отраже-
но в табл. 1.

С чашек Петри, содержащих единичные
бляшки фагового элюата 3-го цикла, отобрали де-
вять клонов для выделения ДНК и последующего
секвенирования участка ДНК, кодирующего чу-
жеродный пептид.

Идентификация аминокислотных последова-
тельностей пептидов. Секвенированные участки
ДНК, кодирующие чужеродные пептиды девяти
клонов, анализировали с помощью программы
BioEdit 7.2 и далее переводили их в аминокислот-
ные последовательности. Аминокислотная по-
следовательность CLAACLGAC представлена в
66.7% анализированных фаговых клонов, в то
время как последовательности CPSASSGLTC,

QMPALMQQ и AHIGVVSP – в 11.1% клонов
(табл. 2).

В дальнейшей работе использовали клоны фа-
гов № 1, 2, 6 и 8, которые несут на своей поверх-
ности четыре уникальных чужеродных пептида,
взаимодействующих с белком В7-2.

Иммунохимические свойства отобранных пеп-
тидов. Иммунохимические свойства пептидов
четырех фаговых клонов анализировали метода-
ми иммуноблоттинга и иммуноферментного
анализа.

Результаты иммуноблоттинга представлены на
рис. 1. Наибольшее значение оптической плотно-
сти, равное 50, наблюдалось у клона № 1 (пептид
CLARCLGRC). У клонов № 6 (пептид AHIEVVSP)
и № 8 (пептид QMPALMQQ) оптическая плот-
ность была ниже и составила 44 и 23 соответ-
ственно, что свидетельствует о меньшей аффин-
ности этих пептидов к рекомбинантному белку
B7-2. У клона № 2 (пептид CPSASSQLTC) опти-
ческая плотность составила –10, следовательно,
данный пептид не связывается с рекомбинант-
ным белком B7-2. Значения оптической плотно-
сти у положительного и отрицательного контро-
лей составили 173 и 0 соответственно.

Результаты ИФА представлены на рис. 2. Наи-
большие значения оптической плотности наблю-
дались у клонов № 1 (пептид CLARCLGRC) и
№ 6 (пептид AHIEVVSP): 0.83 ± 0.02 и 0.86 ± 0.03
соответственно, что подтверждает высокое срод-
ство данных пептидов к рекомбинантному белку
В7-2. ИФА с клонами № 2 и 4 показал низкое спе-
цифическое взаимодействие с мишенью B7-2
(0.06 ± 0.00 и 0.09 ± 0.01 соответственно).

Таблица 1. Титры образцов фаговых суспензий после различных циклов аффинной селекции против рекомби-
нантного белка B7-2

Образец
Титр, БОЕ/мл

1-й цикл 2-й цикл 3-й цикл

Элюат 104 104 105

Амплификат 1010 1011 109

Таблица 2. Выявленные последовательности и встречаемость пептидов, взаимодействующих с рекомбинантным
белком B7-2

Номер фагового клона Аминокислотная 
последовательность Встречаемость, %

1 CLARCLGRC 66.7
2 CPSASSQLTC 11.1
6 AHIEVVSP 11.1
8 QMPALMQQ 11.1
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КОЛОСОВА и др.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Рекомбинантный белок B7-2. В работе исполь-

зовали коммерческий рекомбинантный белок,
состоящий из внеклеточного домена (Met1-
His239) белка B7-2 человека и Fc-участка IgG1 че-

ловека (Pro100-Lys330) с 6His-меткой на C-конце
(Sino Biological, КНР).

Фаговая пептидная библиотека. Использован-
ная в данной работе фаговая пептидная библио-
тека GerLab на основе нитчатого бактериофага fd

Рис. 1. Иммуноблот-гибридизация исследуемых фаговых клонов № 1, 2, 6 и 8 с рекомбинантным белком B7-2.
(а) – Мембрана дот-блота; (б) – гистограмма значений оптической плотности. Положительный контроль (К+) – ре-
комбинантный белок В7-2, отрицательный контроль (К–) – бактериофаг fd, не содержащий чужеродную вставку.
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Рис. 2. Иммуноферментный анализ фаговых клонов № 1, 2, 6 и 8 с рекомбинантным белком B7-2. Положительный
контроль (К+) – рекомбинантный белок В7-2, отрицательный контроль (К–) – бактериофаг fd, не содержащий чуже-
родную вставку.
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была получена из лаборатории профессора
Дж.М. Гершони [5]. Она состояла из смеси вось-
ми фаговых пептидных библиотек, изготовлен-
ных на основе фагмидного вектора типа p88 и
экспонирующих в составе главного поверхност-
ного белка pVIII чужеродные рандомизированые
пептиды длиной 6, 8, 10, 12 а.о., а также пептиды,
замкнутые в петлю.

Аффинная селекция пептидов из фаговой пеп-
тидной библиотеки. Аффинную селекцию фаго-
вой библиотеки против рекомбинантного белка
B7-2, включающую три цикла, проводили с помо-
щью магнитных частиц (МЧ) DynabeadsTM Protein G
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, США), пред-
ставляющих собой однородные суперпарамаг-
нитные шарики размером 2.8 мкм.

Селекцию начинали с промывки МЧ промы-
вочным раствором (0.1%-ный полисорбат 20 в
Трис-буферном растворе). Затем добавляли 1 мл
блокирующего раствора (5%-ный бычий сыворо-
точный альбумин (БСА) в Трис-буферном рас-
творе) и оставляли на 1 ч при 4°С. В это время
смешивали фаговую библиотеку и рекомбинант-
ный белок B7-2 в промывочном растворе и инку-
бировали 20 мин при комнатной температуре.
Полученную смесь добавляли к промытым МЧ,
инкубировали в течение 15 мин при комнатной
температуре. Образованный комплекс МЧ–фаг–
мишень отмывали от несвязавшихся бактериофа-
гов, связавшиеся же фаги элюировали. Далее уда-
ляли МЧ и добавляли нейтрализующий раствор
(1 М Трис-HCl). Полученный элюат (50 мкл)
инокулировали в 5 мл культуры, измеряли опти-
ческую плотность на спектрофотометре Nano-
Photometer N50 (Implen, Германия) при длине
волны 600 нм (она составляла 0.6) и инкубирова-
ли в течение ночи при 37°С.

Титрование бактериофагов, амплификацию
элюата и наработку индивидуальных фаговых
клонов проводили в соответствии с руководством
производителя (Ph.D.™ Phage Display Libraries In-
struction Manual; NEB, США) [6] с использовани-
ем штамма E. coli DH5αF'+ (NEB, США).

Выделение одноцепочечной ДНК бактериофагов
библиотеки. В 500 мкл суспензии бактериофага
добавляли 100 мкл иодидного буферного раствора
и 250 мкл 96%-ного этилового спирта, ресуспен-
дировали осадок, инкубировали 10 мин при ком-
натной температуре. Далее осаждали оцДНК цен-
трифугированием в течение 10 мин при 13000 g и
4°С. Супернатант удаляли, осадок промывали
500 мкл 70%-ного этилового спирта. Cнова оса-
ждали оцДНК центрифугированием в течение
10 мин при 13000 g и 4°С. Далее высушивали оса-
док оцДНК в вакууме и растворяли в 30 мкл ди-
стиллированной воды [7].

Контроль выделения оцДНК проводили раз-
делением нуклеиновых кислот в 1%-ном агароз-
ном геле.

Секвенирование. Секвенирование нуклеотид-
ных последовательностей, кодирующих чужерод-
ные пептиды, специфически взаимодействую-
щие с B7-2, проводили в ЦКП “Геномика” (Но-
восибирский Академгородок) на капиллярном
секвенаторе ABI 3130XL (Genetic Analyser, Applied
Biosystems, США) с помощью секвенирующего
праймера -96gIII (5'-HO-CCCTCATAGTTAGCG-
TAACG-3') в концентрации 1 пM.

Иммуноблоттинг (дот-блот). На нитроцеллю-
лозную мембрану однократно наносили фаговые
клоны (1 мкл, 108 вирионов) и высушивали на
воздухе. В качестве отрицательного контроля (К–)
использовали бактериофаг fd (1 мкл, 108 вирио-
нов), не содержащий чужеродной вставки; в каче-
стве положительного контроля (К+) – рекомби-
нантный белок B7-2 (Sino Biological, КНР; 1 мкл,
2.5 мкг/мл). Целлюлозу инкубировали с блокиру-
ющим Трис-буферным раствором (15 мл), содер-
жащим 1% БСА и 0.1% полисорбата 20, для
предотвращения неспецифического взаимодей-
ствия [8].

После трехкратной промывки Трис-буферным
раствором с 0.1% полисорбата 20 наносили 1.5 мл
рекомбинантного белка В7-2 (2.5 мкг/мл) в бло-
кирующем растворе и инкубировали при комнат-
ной температуре в течение 15 мин.

После трехкратной промывки промывочным
раствором наносили 15 мл раствора антител козы
против Fc-участка IgG человека, конъюгирован-
ных с щелочной фосфатазой (Invitrogen, США), в
рабочем разведении 1 : 5000 в блокирующем рас-
творе и инкубировали при комнатной температу-
ре в течение 15 мин.

После трехкратной промывки Трис-буфер-
ным раствором с 0.1% полисорбата 20 наносили
смесь 5-бром-4-хлор-3-индолил-фосфата (BCIP,
0.21 мг/мл) и нитросинего тетразолия (NBT,
0.42 мг/мл в воде) объемом 15 мл, инкубировали
при комнатной температуре в течение 15 мин в тем-
ноте.

После трехкратной промывки водой нитро-
целлюлозную мембрану высушивали на воздухе в
недоступном для света месте. Сигналы на мембране
переводили в компьютерное изображение с помо-
щью приложения ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/).

Иммуноферментный анализ (ИФА). Для ИФА
использовали среднесорбционные 96-луночные
планшеты (Jet Biofil, КНР). В лунки вносили по
100 мкл раствора рекомбинантного белка B7-2
(Sino Biological, КНР) в концентрации 2.5 мкг/мл
в Трис-буферном растворе (pH 8.6) и сорбирова-
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ли при 4°C в течение ночи. Затем блокировали
сайты неспецифического связывания добавлени-
ем 200 мкл Трис-буферного раствора (pH 7.0), со-
держащего 5% БСА, инкубировали в термошей-
кере для планшетов PST-60HL (BioSan, Латвия)
при 37°C и 200 об./мин в течение 2 ч. После уда-
ления блокирующего раствора в лунки вносили
бактериофаги (100 мкл в блокирующем растворе,
108 вирионов) и инкубировали в течение 1 ч при
37°С. В качестве отрицательного контроля (К–)
использовали бактериофаг fd (100 мкл в блокиру-
ющем растворе, 108 вирионов), не содержащий
чужеродной вставки; в качестве положительного
контроля (К+) – рекомбинантный белок B7-2
(Sino Biological, КНР; 100 мкл, 2.5 мкг/мл). После
трехкратной промывки промывочным раство-
ром, содержащим Трис-буферный раствор с 0.5%
полисорбата 20, добавляли 100 мкл конъюгата мо-
ноклонального антитела против нитчатого бакте-
риофага M13 (GE Healthcare Life Sciences, США),
меченого пероксидазой хрена, в выбранном рабо-
чем разведении 1 : 5000 и инкубировали в течение
1 ч при 37°С. После шестикратной промывки
промывочным раствором в лунки добавляли суб-
страт на основе 3,3',5,5'-тетраметилбензидина
(ТМВ; Sigma-Aldrich, США). Реакцию останав-
ливали добавлением 50 мкл 1 М серной кислоты в
каждую лунку.

Детекцию результатов проводили на планшет-
ном фотометре iMark (Bio-Rad, США) при длине
волны 450 нм. Вычисляли средние значения оп-
тической плотности и ошибки средних значений
(M ± S.E.), по полученным данным строили диа-
граммы с указанием величин стандартного откло-
нения [9].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведения трех циклов аффин-
ной селекции с использованием фаговой пептид-
ной библиотеки GerLab и коммерческого реком-
бинантного белка В7-2 были отобраны четыре
уникальные последовательности пептидов, взаи-
модействующих с корегуляторным белком В7-2
человека. С использованием методов имму-
ноблоттинга и ИФА показано, что фаговые кло-
ны № 1 (пептид CLARCLGRC) и № 6 (пептид
AHIEVVSP) обладают наибольшим сродством к
рекомбинантному белку В7-2, в то время как у
фаговых клонов № 2 (пептид CPSASSQLTC) и
№ 8 (пептид QMPALMQQ) отсутствует специфи-
ческое взаимодействие с мишенью.

Выявленные пептиды с высоким сродством к
корегуляторному белку В7-2 человека могут по-
служить основой для расчета и конструирования
искусственных иммуногенов с целью их последу-

ющего использования при разработке иммуноте-
рапевтических средств для лечения онкологиче-
ских заболеваний.
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The interaction of B7-1/B7-2 ligands with CD28/CTLA-4 receptors plays a key role in the regulation of the
immune response. The aim of this study was to find and study peptides that interact with the human B7-2
molecule. In the course of the work, three rounds of affinity selection were carried out and individual phage
clones were selected, which include peptides with varying degrees of interaction with the co-regulatory target
B7-2. As a result of DNA sequencing of selected phages, nucleotide sequences encoding peptides that specifi-
cally bind to B7-2 were obtained. The identified peptides can be used as a basis for the development of im-
munotherapeutic drugs for regulating the immune response in the treatment of oncological diseases.
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Патентная литература представляет собой неотъемлемую и значительную часть знаний человече-
ства, пренебрежение которой может негативным образом сказаться на качестве работы исследова-
теля. Поиск по патентным базам помогает как разыскивать подробные технические данные об объ-
ектах или процессах, так и оценивать возможности патентования собственных разработок. При
этом подобный поиск несколько отличается от использования стандартных интернет-поисковиков
или систем научного цитирования. В настоящей работе даются развернутые практические рекомен-
дации по поиску информации в патентных базах данных с использованием патентных классифика-
торов МПК (Международной патентной классификации) и СПК (Совместной патентной класси-
фикации). Дается описание классификаторов и приводится пример проведения поиска патентной
информации в области приборов бионаносенсорики.

Ключевые слова: патентный поиск, патентная классификация, МПК, СПК, биосенсор, наноэлектроника
DOI: 10.31857/S0132342321060063

ВВЕДЕНИЕ

Объем научно-технической информации,
ежегодно накапливаемой человечеством, за по-
следние 10 лет увеличился почти в 1.5 раза [1]. Со-
гласно оценкам, приведенным в работе Jinha [2],
на 2009 г. в мире было опубликовано более 50 млн
научных статей в журналах. Если прибавить к
ним данные The World Bank [1] и проследить тен-
денцию, то можно оценить количество опублико-
ванных к концу 2020 г. статей в 75 млн, и каждый
год выходят еще 2.5 млн. В помощь исследовате-
лям и отраслевым специалистам разработаны
многочисленные платформы, облегчающие по-
иск информации в научных публикациях: систе-
мы цитирования Web of Science [3], Scopus [4],
РИНЦ [5], Google Scholar [6]; научные социаль-
ные сети ResearchGate [7], Academia.edu [8]; про-
граммные решения, такие как Mendeley [9], Re-
searcher [10]. Их предназначение – предоставить
специалистам возможность ориентироваться в
информационном потоке, не пропускать важных
исследований, быть в курсе последних событий в
той или иной отрасли.

При этом исследователями уделяется гораздо
меньшее внимание такому значительному масси-
ву информации, как патентная литература –
опубликованным патентам, а также заявкам на
патенты. Между тем объем полезной информа-
ции, содержащейся в патентной литературе, впе-
чатляет: в 1995 г. количество подаваемых ежегод-
но заявок превысило 1 млн, в 2011 г. – 2 млн, а в
2016 г. – 3 млн [11]. Базы данных, такие как Google
Patents [12] или Espacenet [13], на настоящий мо-
мент содержат более 120 млн патентных публика-
ций из более чем 100 стран. Очевидно, что коли-
чество накопленных человечеством знаний в па-
тентной форме как минимум сопоставимо с
накопленным в форме научных статей. Однако
поиск по базам данных патентной литературы не-
сколько отличается от поиска в системах научно-
го цитирования, и без некоторой подготовки ря-
довому исследователю будет сложнее проводить
патентный поиск.

Цели поиска по патентным базам данных мо-
гут быть различными: желание получить патент-
ную защиту на собственные разработки, для чего
необходимо четко представлять отличия и пре-
имущества в сравнении с уже известными реше-
ниями; поиск нюансов решения какой-либо про-
блемы, которые, как правило, не раскрываются в
научных публикациях – даже в разделах дополни-

Сокращения: МПК – международная патентная класси-
фикация; СПК – совместная патентная классификация.
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тельных материалов. Для прикладных исследова-
ний патентные источники представляют особую
ценность, поскольку полнота раскрытия инфор-
мации о разработке в них гораздо выше, нежели в
журналах. Следует отметить, что подробности та-
ких разработок в научной литературе появляются
позже – это обусловлено тем, что один из критери-
ев патентоспособности – новизна решения [14].
Следовательно, информация о разработке (до
подачи заявки на патент) никоим образом не
должна быть опубликована – ни в виде статьи в
журнале, ни в виде тезисов конференции, ни даже
в виде видео-лекции. Исследовательские лабора-
тории и университеты ведущих стран убедительно
просят ученых и инженеров, прежде чем что-либо
публиковать, обращаться в так называемые отделы
передачи технологий – для оценки потенциальной
патентоспособности разработок [15–18]. Тем не
менее, вне зависимости от побудивших причин,
умение осуществлять поиск по базам патентной
литературы является необходимым навыком для
исследователей и разработчиков.

ПАТЕНТНЫЙ ПОИСК
И ПАТЕНТНЫЕ КЛАССИФИКАТОРЫ

Отправной точкой для начала патентного по-
иска является выбор патентной базы. В силу своей
открытости, в настоящей статье будет по умолча-
нию рассматриваться патентная база Google
Patents. Как указывалось ранее, данный сервис,
наряду с Espacenet, охватывает наибольшее коли-
чество патентных документов. При этом пред-
ставление результатов поиска в нем наглядно
отображает содержание патентов и заявок. Отме-
тим также базу данных Patentscope [19], поддер-
живаемую Всемирной организацией интеллекту-
альной собственности (World Intellectual Property
Organization, WIPO) и содержащую более 92 млн
патентных документов. Указанные поисковые
сервисы являются открытыми и бесплатными.

Несмотря на значительный объем патентных
документов в вышеуказанных базах, наиболее
полной по количеству хранящихся заявок, па-
тентов и авторских свидетельств (до 1994 г.) на
русском языке является база данных Федераль-
ного института промышленной собственности
(ФИПС) [20] – подразделение Роспатента, за-
нимающееся экспертизой патентных заявок в
России.

Алгоритмы поиска по различным патентным
базам данных схожи между собой. Если не при-
нимать во внимание поиск по имени и фамилии
автора, заявителю или дате публикации, то в це-
лом можно разделить патентный поиск на две ка-
тегории: поиск по ключевым словам и поиск по ко-
дам патентной классификации.

Поиском по ключевым словам все пользуются
ежедневно, задавая вопросы в поисковой строке
браузера. В то же время категоризация патентов
по кодам сходна с библиотечным каталогом. При
этом поиск по кодам патентной классификации об-
ладает рядом существенных преимуществ перед
поиском по ключевым словам: нет необходимо-
сти учитывать синонимы, а кроме того, в каждой
стране код классификатора обозначает одну и ту
же группу изобретений, независимо от языка.
Наиболее распространенными схемами класси-
фикации являются Международная патентная
классификация (МПК) [21, 22] и Совместная па-
тентная классификация (СПК) [23]. МПК, в соот-
ветствии со Страсбургским соглашением 1971 г.,
внедрена по всему миру [24], в то время как при-
менение СПК ограничивается узким кругом
стран, в первую очередь США и Европейским со-
юзом. По этой причине не все патентные доку-
менты имеют индексы СПК, что необходимо
учитывать при проведении патентного поиска.
Оба классификатора имеют одинаковую иерар-
хическую структуру, при этом МПК является ос-
новой СПК, представляющей собой более по-
дробное развитие первой.

В МПК существуют четыре уровня иерархии:
раздел, класс, подкласс и группа [25]. Всего в МПК
восемь разделов, а в СПК – девять. Каждый раз-
дел обозначен заглавной латинской буквой от А
до Н. Название раздела представляет собой наи-
более общее обозначение содержимого раздела.
Разделы обозначены следующим образом:

A ‒ УДОВЛЕТВОРЕНИЕ ЖИЗНЕННЫХ
ПОТРЕБНОСТЕЙ ЧЕЛОВЕКА

B ‒ РАЗЛИЧНЫЕ ТЕХНОЛОГИЧЕСКИЕ
ПРОЦЕССЫ; ТРАНСПОРТИРОВАНИЕ

C ‒ ХИМИЯ; МЕТАЛЛУРГИЯ
D ‒ ТЕКСТИЛЬ; БУМАГА
E ‒ СТРОИТЕЛЬСТВО И ГОРНОЕ ДЕЛО
F ‒ МАШИНОСТРОЕНИЕ; ОСВЕЩЕНИЕ;

ОТОПЛЕНИЕ; ОРУЖИЕ И БОЕПРИПАСЫ;
ВЗРЫВНЫЕ РАБОТЫ

G ‒ ФИЗИКА
H ‒ ЭЛЕКТРИЧЕСТВО
СПК, помимо вышеуказанных, включает раз-

дел Y – ОБЩИЙ ИНДЕКС ДЛЯ НОВЫХ ТЕХ-
НОЛОГИЧЕСКИХ РАЗРАБОТОК ИЛИ МЕЖ-
ПРЕДМЕТНЫХ ТЕХНОЛОГИЙ, КОТОРЫЕ
РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА НЕСКОЛЬКО
РАЗДЕЛОВ МПК.

Внутри разделов можно выделить подразделы,
которые представляют собой заголовки без клас-
сификационных индексов. Например, в разделе А
можно выделить подраздел “ЗДОРОВЬЕ; СПАСА-
ТЕЛЬНАЯ СЛУЖБА; РАЗВЛЕЧЕНИЕ”, в который
входят 4 класса, – второй уровень иерархии клас-
сификатора. Код класса – это символ раздела, за
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которым следует двузначный номер. Например,
класс A61 – Медицина и ветеринария; гигиена.
Каждый класс содержит один или несколько под-
классов, обозначаемых заглавной латинской бук-
вой, следующей за кодом класса. Первым в выше-
упомянутом классе A61 идет подкласс A61B – Диаг-
ностика; хирургия; опознание личности.

В свою очередь, подклассы разбиваются на
группы, которые представляют собой либо основ-
ные группы – четвертый уровень классификации,
либо подгруппы, зависимые от основных групп.
Код группы обозначается двумя числами, разде-
ленными косой чертой, идущими после кода под-
класса. При этом если речь идет об основной
группе, то последнее число кода всегда “00”, как,
например, у основной группы A61B 5/00 – Измере-
ние для диагностических целей; опознание личности,
в то время как у подгруппы последнее число будет
отличным от “00”. Порядок нумерации подгрупп
такой же, как если бы номер подгруппы был деся-
тичной дробью числа перед косой чертой [25]. На-
пример, 5/1455 идет после 5/145 и прежде 5/15.
Название подгруппы точно определяет предмет-
ную область в рамках ее основной группы, счита-
ющейся полезной для целей патентного поиска.

Необходимо обязательно обращать внимание
на подчиненность подгрупп друг другу, обознача-
ющуюся в классификаторе точками: группа с
большим количеством точек подчиняется выше-
стоящей группе с меньшим количеством точек.
Например, как видно из рис. 1, название группы
5/1459, с учетом ее подчиненности группе 5/1455,
которая подчинена группе 5/145, следует читать
так: “измерение характеристик крови в живом ор-
ганизме, например концентрации газа, величины
pH, с использованием оптических сенсоров, напри-
мер спектральных фотометрических оксиметров,
инвазивных, например вводимых в тело с помощью
катетера”.

Для того чтобы приступить к патентному по-
иску, необходимо подобрать код МПК или СПК,
наиболее подходящий запросу. Можно выделить

три основных способа подбора кода: 1) метод
прямого подбора (спускаясь вниз по иерархиче-
ской структуре классификатора); 2) поиск в клас-
сификаторе по ключевым словам; 3) поиск по па-
тентам-аналогам.

В первом случае исследователь пользуется не-
посредственно классификатором МПК [21, 22]
или СПК [23], ориентируясь последовательно на
названия разделов, подразделов, классов, под-
классов и групп. Такой подход, хотя и очевиден,
но не всегда удобен. Часто более удобным высту-
пает поиск нужной группы по ключевым словам,
который возможно производить как в виде поис-
кового запроса (рис. 2), так и по словарю (рис. 3).

Третий способ подбора кода классификации –
поиск по патентам-аналогам. Такой поиск можно
осуществлять в несколько этапов, каждый раз
подбирая более подходящую группу. Методика
такого поиска заключается в том, чтобы по не-
скольким ключевым словам найти патентный до-
кумент, в достаточной степени соответствующий
предмету поиска, после чего либо на титульной
странице найденного документа, либо на страни-
це документа в базе Google Patents можно выде-
лить код МПК и СПК. Взяв полученный код за
основу, можно проверить ближайшие группы или
подняться вверх по иерархии и найти наиболее
подходящую группу. Важно иметь в виду, что ес-
ли изобретение можно отнести к нескольким раз-
делам науки и техники, например, роботизиро-
ванной хирургии и использованию нейронных
сетей, то оно, скорее всего, будет иметь несколь-
ко кодов классификации, принадлежащих раз-
ным разделам. Использование в поиске по па-
тентным базам документов одновременно не-
скольких кодов классификации сделает его более
эффективным.

ПРИМЕР ПАТЕНТНОГО ПОИСКА
Рассмотрим проведение патентного поиска по

выбранной тематике на конкретном примере.

Рис. 1. Пример подчиненности подгрупп друг другу [26].

[поиск] .измерение характеристик крови в живом организме, например концентрации газа, величины pH (измерение кровяного

давления или тока крови 5/02; обнаружение или определение местоположения инородных тел в крови без использования

[поиск] ..с использованием оптических сенсоров, например спектральных фотометрических оксиметров [8]

[поиск] ...инвазивных, например вводимых в тело с помощью катетера [8]
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[поиск] ...специально предназначенные для фетальной ткани [8]

[поиск] ..с использованием ферментных электродов, например с иммобилизованной оксидазой [8]

[поиск] ..нагреваемые аппликаторы [8]

[поиск] ..калибрующие или тестирующие зонды, используемые в живом организме [8]
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Предположим, необходимо найти релевантные
патентные документы по актуальной в настоящее
время тематике – диагностике посредством анали-
за биологических жидкостей человека с использо-
ванием наноэлектронных устройств. Конкретный
интерес представляют используемые материалы.
Допустим, что чувствительный элемент – полу-
проводниковый нанопровод или наночешуйка.
Для первого этапа поиска составим такой поис-
ковый запрос: (fluid) (semiconductor) (nanowire)
(A61B) – последний код выберем, потому что из-
вестно, что данный подкласс содержит изобрете-
ния, касающиеся медицинской диагностики. По-
иск по базе Google Patents выдает 512 документов.
Выдача результатов в базе позволяет грубо оце-
нить их релевантность сделанному запросу. Вы-
берем похожий патентный документ, например,
US8232584В2 (рис. 4) [27].

На рис. 4 представлена вся техническая ин-
формация о патенте. В центральной колонке рас-
положено окно с кодами СПК и их расшифров-
кой. Первый код A61B5/14546 – Измерение харак-
теристик крови в живом организме, например
концентрации газа, величины pH; Измерение харак-
теристик жидкостей или тканей организма, на-
пример интерстициальной жидкости, ткани го-
ловного мозга, для анализа измеряемых веществ
только предусмотренным образом, например ионов,
цитохромов, не подходит для второго этапа поис-
ка в силу узости своей формулировки. Однако,
поднявшись на одну ступень вверх по древу под-
чиненности, можно увидеть группу A61B5/145 –
Измерение характеристик крови в живом организ-
ме, например концентрации газа, величины pH; Из-
мерение характеристик жидкостей или тканей ор-
ганизма, например интерстициальной жидкости,
ткани головного мозга. Вторая подходящая группа

Рис. 2. Поиск кода СПК по ключевому слову [23].

Рис. 3. Подбор кода МПК по словарю [21].

IPC Publication

Scheme RCL Compilation Catchwords Search

N

O

–

–

+

+

+

+
+

NACELLES    -    NIPPERS

NIPPLES    -    NUTMEG

OAKUM   -    ORNITHOPTERS

ORRERIES    -    OXYGEN

OXYKETONE    -    OZOTYPY



772

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 6  2021

БЛОХИНА, ИЛЬИН

Рис. 4. Пример патентного документа, полученного на первом этапе поиска в базе Google Patents: верхняя строка и ле-
вая колонка – поисковый запрос; центральная колонка – название, реферат, изображения, коды классификации;
правая колонка – библиографические данные, ссылки, история патента. При наведении курсора на строку классифи-
кации появляется название кода патентной классификации и древо его подчиненности.

Рис. 5. Пример релевантного патентного документа: (а) – формула изобретения, (б) – описание [28].

(a) (б)
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СПК есть здесь же: A61B2562/0285 – Наноразмер-
ные сенсоры. Заменим полученными кодами клю-
чевые слова fluid и nanowire, уберем уже ненужный
слишком общий подкласс A61B и составим запрос:
(semiconductor) (wire) (A61B5/145) (A61B2562/0285).
Полученные результаты – 37 документов (патент-
ных семей, в которые объединены 103 заявки и
патента). Такое количество вполне подходит для
точного ручного рассмотрения исследователем и
при этом достаточно полно отражает уровень тех-
ники.

На первой странице, например, можно вы-
брать документ US20170181669А1 – 120-странич-
ную заявку на патент наносенсора, в формуле
изобретения и описании которой можно найти
возможные варианты реализации конструкции
такого сенсора с использованием различных ма-
териалов (рис. 5а), а также подробное описание
процесса изготовления сенсора (рис. 5б).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Приведенный пример патентного поиска де-
монстрирует возможность получения данных,
полезных для исследователей, обладающих, в си-
лу патентного характера документов, большей
полнотой в сравнении с традиционными статья-
ми в научных журналах. Показанный подход –
существенное дополнение для проводимых обзо-
ров уровня техники по любому предмету исследо-
ваний. При этом немаловажные преимущества
использования для такого поиска классификато-
ров МПК и СПК – полнота выдачи релевантных
результатов, независимость от языка патентного
документа и отсутствие необходимости учета всех
возможных синонимов поисковых терминов.

Патентный поиск отличается от традиционно-
го поиска в Google, Яндекс или иных сервисах; не
используется повседневно ни обывателями, ни,
за редким исключением, специалистами и не вы-
ступает в достаточной степени интуитивно-по-
нятным. При этом объем полезной информации,
который может быть получен из патентной лите-
ратуры, делает ее незаменимым источником.
Предполагаем, что включение в образовательные
программы обучения навыкам проведения па-
тентного поиска – абсолютно необходимо. Пред-
ставленная методика не требует значительного
количества часов для освоения и может быть
включена в курс старших классов по предмету
“Технология”.
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Определение уровня экспрессии белка-онкомаркера PRAME позволяет как прогнозировать тече-
ние заболевания, так и контролировать эффективность противоопухолевой терапии. Флуоресцент-
но меченое моноклональное антитело к белку PRAME получено периодатным окислением глика-
нов с последующей модификацией бифункциональным азидо-оксиаминовым реагентом и “клик”-
реакцией с алкиновым производным сульфированного цианинового красителя Cy3. Предложен
новый подход к синтезу бифункционального азидо-оксиаминового реагента с использованием
этоксиэтилиденовой защитной группы для гидроксиламина. Полученное меченое антитело охарак-
теризовано спектрофотометрически, определена стехиометрия модификации. Продемонстрирова-
ны сохранение аффинности флуоресцентных антител и возможность их применения в качестве ди-
агностического инструмента для определения остаточного маркера (белка PRAME) после проведе-
ния противоопухолевой терапии.

Ключевые слова: моноклональное антитело, флуоресцентная метка, “клик”-реакция, оксиамин
DOI: 10.31857/S013234232105033X

ВВЕДЕНИЕ
Раково-тестикулярный белок PRAME (prefer-

entially expressed antigen in melanoma), сверхэкс-

прессирущийся при ряде онкологических заболе-
ваний (меланоме, раке молочной железы, раке
легких, раке почки, нейробластоме и др. [1–4]),
нарушает передачу сигнала в ядерных рецепторах
ретиноевой кислоты, выступающих лиганд-регу-
лируемыми транскрипционными факторами,
участвующими в процессах развития, гомеостаза
и дифференцировки клеток [5]. Белок PRAME
служит диагностическим и прогностическим
маркером [6–11], в том числе при противоопухо-

Сокращения: Boc – трет-бутилоксикарбонил; ESI – иониза-
ция распылением в электрическом поле; PRAME – (preferen-
tially expressed antigen in melanoma/предпочтительно экспрес-
сирующийся антиген меланомы); THPTA – трис(3-гидрокси-
пропилтриазолилметил)амин.
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левой терапии. Наличие белка PRAME наблюда-
лось на поверхности лейкозных клеток K562, что
дает возможность использовать белок PRAME в
качестве мишени для иммунотерапии [1, 9, 12].
Поскольку экспрессия этого белка не ограничи-
вается лейкозами, установление его экспрессии в
клетках солидных опухолей позволит разработать
новые препараты также и для этих заболеваний.

Моноклональное антитело 6H8 к белку
PRAME [13] может быть использовано как для де-
текции этого белка, так и для разработки терапев-
тических препаратов. В первую очередь представ-
ляла интерес прямая детекция связывания анти-
тела с изучаемым белком, что можно осуществить
с помощью проточной цитометрии, если антите-
ла содержат флуоресцентную метку. Поэтому
возникла необходимость разработки надежной
процедуры флуоресцентного мечения монокло-
нального антитела 6H8, сохраняющей его аффин-
ность к белку PRAME. В данной статье мы пред-
лагаем использовать периодатное окисление уг-
леводных фрагментов сайта гликозилирования
моноклонального антитела 6H8 с последующей
модификацией образующихся альдегидных групп
бифункциональным азидо-оксиаминовым лин-
кером. Такой метод позволяет вводить в антитела
алифатические азидогруппы, по которым можно
проводить дальнейшую модификацию антител
алкиновыми производными флуоресцентных
красителей в условиях Cu(I)-катализируемой
“клик”-реакции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Общий подход к мечению иммуноглобулина. Для
флуоресцентного мечения был выбран подход,
связанный с модификацией углеводных фраг-
ментов антител. После окисления углеводной ча-
сти иммуноглобулина 6H8 периодатом натрия
[14] молекулу антитела последовательно модифи-
цировали бифункциональным азидо-оксиамино-
вым реагентом (I) и алкиновым производным
сульфированного цианинового красителя Cy3
(II) в условиях биоортогональной “клик”-реак-
ции (схема 1). Этот подход основан на широко
используемых методах – модификации карбо-
нильных соединений O-алкилгидроксиламинами
[15, 16] и Cu(I)-катализируемом циклоприсоеди-
нении терминальных алкинов к азидам [17]. Дан-
ный способ обладает несколькими преимуще-
ствами по сравнению с широко используемыми
реакциями модификации амино- и тиольных
групп антител. Кроме углеводного сайта другие
фрагменты антител не окисляются и не меняют
своих функций. Модификация гликана весьма
удачна также потому, что сайт гликозилирования
находится далеко от антиген-связывающего
фрагмента. Таким образом, конъюгация антител
с низкомолекулярными соединениями через уг-
леводный участок не должна оказывать значи-
тельного влияния на аффинность антител к анти-
генам.

Схема 1. Получение флуоресцентно меченого антитела. Схематически изображено окисление 
L-фукозы в альдегидокислоту [17].

Усовершенствованный метод синтеза бифункци-
онального реагента (I). Синтез азидо-оксиамино-
вого реагента (I) осуществляли из соответствующе-
го азидоспирта (III) с использованием этоксиэти-
лиденовой защитной группы для гидроксиламина
(схема 2). Ранее для превращения вещества (III) в
реагент (I) использовали Boc- [18] и фталимидные

[19, 20] защитные группы гидроксиламина. Мы
обнаружили, что более удобной защитной груп-
пой служит этоксиэтилиденовая группа. Алкили-
рование этил-N-гидроксиацетимидата (IV) мези-
латами спиртов с последующим легким деблоки-
рованием оказалось удобным методом получения
соответствующих O-алкилгидроксиламинов [21].
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Проведение реакции в смеси трет-бутанола и
изопропанола (1 : 1) позволило получить защи-
щенное производное (V) с общим выходом 80%
после двух стадий. При проведении реакции ал-
килирования в метаноле наблюдалось образова-

ние значительных количеств простого метилово-
го эфира азидоспирта (III). В результате обработ-
ки соединения (V) соляной кислотой в метаноле с
последующим упариванием получили соедине-
ние (I) в виде гидрохлорида с выходом 92%.

Схема 2. Синтез реагента (I) с использованием этоксиэтилиденовой защитной группы.

Определение уровня экспрессии гена PRAME.
В исследуемых клеточных линиях ген PRAME
был стабильно активен, и уровень его экспрессии
находился в диапазоне 6000–7000% в клетках ли-
нии K562 и 6000–7500% в клетках линии mel P.
Таким образом, данные клеточные линии могут
быть использованы для определения уровня экс-
прессии белка PRAME.

Конъюгация моноклонального антитела 6H8 с
сульфированным красителем Cy3. Окисление угле-
водного фрагмента антитела 6H8 проходит до-
вольно мягко в слабокислых условиях (pH 5.0)
под действием периодата натрия. Количество об-
разующихся карбонильных групп при окислении
углеводных фрагментов антител может контроли-
роваться тремя параметрами – временем, кон-
центрацией периодата и pH реакционной среды.
В нашем случае моноклональное антитело 6H8
окислялось 20 мМ раствором периодата натрия в
течение 40 мин. Для остановки реакции исполь-
зовали глицерин, быстро вступающий в реакцию
с окислителем. Отделение низкомолекулярных
продуктов реакции от окисленного продукта (ан-
титела) удобно проводить с помощью гель-филь-
трации на сефадексе G-50. Очищенное окислен-
ное антитело затем может вступать в реакцию с
оксиамином (I) также в слабокислых условиях
(pH 5.0). Реакция соединения (I) с карбонильны-
ми группами антитела 6H8 протекает достаточно
быстро (1 ч) и приводит к образованию модифи-
цированного антитела, несущего в своем составе
азидные группы, связанные ковалентно посред-
ством тетраэтиленгликольного гидрофильного
линкера с сайтом гликозилирования. Очищенное
гель-фильтрацией азидированное антитело затем
вводили в Cu(I)-катализируемую реакцию азид-
алкинового циклоприсоединения [16] с алкино-
вым производным сульфированного красителя
Cy3 (II). Для снижения неспецифического связы-
вания использовали гидрофильный водораство-
римый лиганд THPTA, образующий комплекс с
Cu(I) и легко отделяющийся с помощью гель-
фильтрации. Образующееся Cy3-меченое антите-
ло удобно выделять на сефадексе G-50, поскольку

оно окрашено, и протекание хроматографиче-
ского разделения легко визуализируется.

Дальнейший анализ конъюгата производили
спектрофотометрически. Для этого был получен
спектр поглощения в УФ- и видимой областях.
Поскольку на одну молекулу антитела после
конъюгации приходилось несколько остатков
красителя, то эти остатки красителя из-за близ-
кого расположения начинали между собой взаи-
модействовать и образовывать H-агрегаты [22].
Такие взаимодействия отражались на форме
спектра поглощения в области 550 нм. При этом
агрегации антител не наблюдалось, и раствор
конъюгата оставался длительное время стабиль-
ным без видимого выпадения в осадок меченого
антитела. Для подавления агрегации остатков
красителя и получения неискаженного спектра
поглощения (рис. 1) был подобран буферный рас-
твор, содержащий 10% додецилсульфата натрия.
Далее по соотношению интенсивности полос по-
глощения при 280 и 550 нм была определена нагруз-
ка N красителя (II) на одну молекулу антитела, ко-
торая составила величину 6, т.е. на одну молекулу
иммуноглобулина приходилось шесть остатков мо-
лекул сульфированного красителя Cy3.

Валидация антител, меченных сульфо-Cy3. Для
определения способности антитела 6H8, мечен-
ного красителем сульфо-Cy3, распознавать белок
PRAME использовали клетки линии K562. Анти-
тела обнаруживались в цитоплазме более чем у
98% пермеабилизованных клеток (рис. 2). Эти же
антитела использовали для окрашивания цито-
плазмы клеток mel P, причем локализация мечено-
го антитела 6H8 в цитоплазме также была зафикси-
рована более чем у 98% пермеабилизованных кле-
ток (рис. 3). Таким образом, модифицированные
антитела сохранили способность связываться с на-
тивным белком PRAME, находящимся в цитоплазме
клеток. Клетки меланомы мыши не окрашивались.

Окрашивание поверхности клеток линий K562 и
mel P. Антитела 6H8, меченные красителем (II),
связывались с поверхностью непермеабилизо-
ванных клеток линий K562 и mel P. Интенсив-
ность связывания была очень низкой и практиче-
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ски не визуализировалась на скейтерограммах,
однако связывание было доказано по изменению
интенсивности флуоресценции клеток, выражен-
ной в безразмерных единицах (рис. 4).

Интенсивность окрашивания снижалась при
разведении антител. Таким образом, антитела
связываются с поверхностью PRAME-экспресси-
рующих непермеабилизованных клеток линий
K562 и mel P, что свидетельствует о наличии бел-
ка PRAME на мембране данных клеток.

Далее мы определили интенсивность флуорес-

ценции CD20-экспрессирующих клеток хрони-

ческого B-клеточного лимфоидного лейкоза,

окрашенных модифицированными антителами,

распознающими антиген CD20. Аномальность

этих клеток была доказана при выявлении на их

поверхности экспрессии антигенов CD22, CD19,

CD5 и CD23, а также антителами к легкой цепи

иммуноглобулина [23]. Интенсивность флуорес-

ценции неокрашенных лейкозных B-клеток со-

Рис. 1. Спектр поглощения конъюгата антитела с сульфированным красителем Cy3 и определение стехиометрии (на-
грузки, N) модификации антитела красителем.
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Рис. 2. Пример окрашивания клеток K562 антителом 6H8, меченным сульфо-Cy3: (а) – неокрашенные клетки;
(б) – окрашенные клетки.
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ставила 183 ед. Окрашенные лимфоциты облада-

ли интенсивностью флуоресценции на уровне

261 ед. Это позволяет сделать вывод, что известный

антиген CD20, использующийся в качестве мише-

ни, обладает сопоставимым с белком PRAME уров-

нем экспрессии на клеточной мембране.

Мы наблюдали еще одну особенность, кото-

рую нужно учитывать при определении поверх-

ностной локализации PRAME – возможность

принять цитоплазматический белок за мембран-

ный. Это может произойти в случае повреждения

мембраны погибших клеток во время центрифу-

гирования при пробоподготовке. В этом случае

цитоплазма, богатая белком PRAME, окрашива-

ется, и такие клетки имеют интенсивный флуо-

ресцентный сигнал (рис. 5).

Избежать подобного можно при использова-

нии ДНК-тропных интеркалирующих красите-

лей. В нашем исследовании применялся краси-

тель 7-аминоактиномицин D (7-aad), у которого

пик эмиссии в спектре флуоресценции находится

при 647 нм и отличается от пика эмиссии краси-

теля сульфо-Cy3 (550 нм). Применение красителя

7-aad показало, что, действительно, все клетки, да-

ющие интенсивный сигнал при окрашивании Cy3-

меченым антителом 6H8, окрашивались 7-aad, что

Рис. 3. Пример окрашивания клеток mel P антителом 6H8, меченным сульфо-Cy3: (а) – неокрашенные клетки;
(б) – окрашенные клетки.
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Рис. 4. Интенсивность флуоресценции клеток K562 и mel P, окрашенных сульфо-Cy3-меченым антителом 6H8. Анти-
тело добавляли в концентрациях 2000, 500 и 125 пг на пробу.

300

250

200

150

100

50

0
2000 пг 500 пг 125 пг Неокрашенные

И
н

т
е
н

с
и

в
н

о
с

т
ь

ф
л

у
о

р
е
с

ц
е
н

ц
и

и
, 

у
с
л

. 
е
д

.

К562 mel P



780

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 6  2021

САПОЖНИКОВА и др.

свидетельствует о проницаемости их мембран и
опосредованного этим окрашивания цитоплаз-
матического белка PRAME. Таким образом, при
оценке активности PRAME на поверхности опу-
холевых клеток мы рекомендуем всегда использо-
вать интеркалирующий краситель для исключе-
ния ложноположительного сигнала.

Проблема может быть также решена посред-
ством создания антител, распознающих только
мембранную форму белка PRAME, но не цито-
плазматическую. Примером такого решения слу-
жит антиген CD3, мембранная экспрессия которо-

го выявляется клоном антител HIT3a. При этом

клон антител HIT3a не связывается с цитоплазма-

тической детерминантой антигена CD3, которая

может быть выявлена другим клоном – UCHT1.

На настоящий момент, однако, неизвестно, ка-

ким образом лишенный трансмембранного домена

белок PRAME удерживается на клеточной мембра-

не, и невозможно определить аминокислотные по-

следовательности белка, к которым можно разрабо-

тать антитела для выявления мембранной лока-

лизации.

Рис. 5. Пример окрашивания клеток K562 антителом 6H8, меченным сульфо-Cy3. (а) – Окрашивание клеток 7aad;
(б) – окрашивание 7aad-негативных клеток антителом 6H8; (в) – окрашивание 7aad-позитивных клеток антителом 6H8.
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Помимо привлечения клеток-эффекторов ле-
карственные анти-PRAME-антитела могут быть
использованы как средства доставки токсинов к
опухоли. Данный способ терапии окажется осо-
бенно эффективным, если белок PRAME интер-
нализуется после связывания с субстратом. К со-
жалению, в настоящее время потенциальная воз-
можность использования мембранной формы
белка PRAME в качестве мишени при терапии
остается неисследованной.

Известно, что количество белков на поверхно-
сти клеток может быть различным. Чем больше
это количество, тем более эффективным будет
использование терапевтических антител. В рабо-
те Uckun et al. [24] установлено, что количество
антигена CD19 на поверхности B-клеток состав-

ляет ~1.9 × 106 на клетку. Минимальное количе-
ство антигена, достаточное для развития иммун-
ного ответа при помощи немодифицированных

антител, составляет ~1 × 104 на клетку, а для ко-
ротких антител, связывающих T-лимфоциты с

клетками-мишенями, составляет ~1 × 103 на
клетку. Чтобы показать перспективность исполь-
зования белка PRAME в качестве мишени, необ-
ходимо установить типичное количество данного
белка, находящегося на мембране клеток. Со-
гласно нашим наблюдениям, это количество не-
большое, что может оказаться ограничением для
разработки методов PRAME-направленной тера-
пии. С другой стороны, значительное количество
белка-мишени на поверхности клетки также мо-
жет создавать трудности, поскольку каждая клет-
ка будет захватывать очень много антител, и это
потребует применения большой концентрации
препарата [25].

Обнадеживающим результатом стало опреде-
ление активности антигена CD20 на поверхности
лейкозных клеток больного B-клеточным хрони-
ческим лимфоидным лейкозом. Оказалось, что
активность белка PRAME и антигена CD20 на
опухолевых клетках наблюдается на сопостави-
мом уровне. Поскольку CD20 – известная ми-
шень для эффективного лекарственного препара-
та ритуксимаб, а также других, более продвину-
тых лекарственных препаратов на основе
антител, мы предполагаем, что подобного эффек-
та можно добиться при использовании анти-
PRAME-антител.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Общие методы. Для синтеза модифицирующе-
го реагента (I) использованы реактивы: хлори-
стый метилен и триэтиламин (Химмед, Россия),
азид натрия и метансульфохлорид (Fluka, Швей-
цария), тетраэтиленгликоль (Aldrich, США). Мети-
ленхлорид (DCM) перегоняли над CaH2. С осталь-

ными растворителями и реагентами работали без

дополнительной очистки. Использовали алкиновое
производное красителя Cy3 (II) (Lumiprobe, Рос-
сия). 11-Азидо-3,6,9-триоксаундеканол (III) [20] и
натриевую соль этил-N-гидроксиацетимидата (IV)

[21] получали, как описано в литературе. 1H- и 13C-
ЯМР-спектры регистрировали на ЯМР-спектро-
метре Inova 300 МГц (Varian, Германия) с отнесе-
нием сигналов по пикам остаточных протонов в

DMSO-d6 (2.50 м.д. для 1H и 39.52 м.д. для 13C).

КССВ приведены в герцах (Гц) для соответствую-
щих мультиплетов. Масс-спектры получены на
спектрометре Q Exactive HF Hybrid Quadrupole-Or-
bitrap (Thermo Scientific, США). Тонкослойную
хроматографию выполняли на алюминиевых пла-
стинах TLC Silica gel 60 F254 (Merck, Германия).

Синтез бифункционального азидо-оксиаминово-
го реагента (I). Этил N-(11-Азидо-3,6,9-триоксаун-
децилокси)-ацетимидат (V). К смеси исходного
спирта (III) (200 мг, 0.43 ммоль) и триэтиламина
(120 мкл, 0.86 ммоль) в сухом DCM (10 мл) добав-
ляли метансульфонилхлорид (54 мг, 0.47 ммоль).
Через 30 мин реакционную массу упаривали, пе-
рерастворяли в ТГФ (15 мл) и фильтровали через
целлюлозный фильтр. После упаривания раство-
рителя целевое вещество получали в виде желто-
ватого масла (521 мг, 0.43 ммоль). Его растворяли
в смеси изопропилового и трет-бутилового
спирта (1 : 1, v/v, 20 мл), затем к полученной смеси
порциями прибавляли натриевую соль этил
N-гидроксиацетимидата (269 мг, 2.15 ммоль) при
постоянном перемешивании. Реакционную мас-
су кипятили 2 ч. Затем осадок мезилата натрия от-
фильтровывали, растворитель упаривали в вакуу-
ме. Целевое вещество выделяли с помощью коло-
ночной хроматографии на силикагеле. Получали
бесцветное масло; выход 105 мг (80%). Rf 0.4 (5%

MeOH в DCM).
1H-ЯМР: 4.00–3.93 (м, 4H, N3CH2,

N3CH2CH2), 3.77–3.57 (м, 12H, OCH2), 3.43–3.39

(м, 2H, СH2CH3), 1.89 (с, 3H, CH3C), 1.23 (т,

J 7.5 Гц, 3H, СH2CH3).

13C-ЯМР: 162.17, 72.85, 70.36, 70.34, 70.31, 70.22,
69.73, 68.98, 62.27, 60.53, 14.67, 13.91.

Масс-спектр, m/z ([M + H]+): рассчитано для

C12H25N4  305.1819; найдено 305.1816.

O-(11-Азидо-3,6,9-триоксаундецилокси)гидрок-
силамин гидрохлорид (I). Исходное соединение (V)
(500 мг, 1.5 ммоль) растворяли в метаноле (20 мл).
При комнатной температуре к раствору добавля-
ли 37%-ный раствор соляной кислоты (350 мкл,
4.1 ммоль). Через 1 ч реакционную смесь упарива-
ли. Получали бесцветное маслообразное веще-
ство (355 мг, 92%). Rf 0.47 (20% MeOH в EtOAc).

1H-ЯМР: 11.04 (уш. с, 3H, ONH3), 4.16–4.13 (м,

4H, N3CH2, H3NOCH2), 3.65–3.58 (м, 8H, OCH2),

3.41–3.38 (м, 4H, OCH2).

5O
+
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13C-ЯМР: 73.99, 70.28, 70.23, 70.20, 70.17, 69.71,
68.19, 50.53.

Масс-спектр, m/z ([M + H]+): рассчитано для

C8H19N4  235.1401; найдено 235.139.

Флуоресцентное мечение моноклонального ан-
титела. Использовали ранее разработанные нами
антитела 6H8 [26], распознающие PRAME. Эти
антитела были мечены красителем сульфо-Cy3
(II). Концентрацию немеченого антитела опреде-
ляли спектрофотометрически по поглощению на
длине волны 280 нм. Раствор антитела 6H8
(0.50 мл, концентрация 1.7 мг/мл) переводили в
ацетатный буфер (20 мМ AcONa, 150 мМ NaCl,
pH 5) с помощью гель-фильтрации на колонке
NAP-5 (Cytiva, США) по стандартному протоколу
производителя. Получили раствор антитела 6H8
(700 мкл) с концентрацией 0.83 мг/мл. К этому
раствору добавляли 100 мкл 160 мМ раствора
NaIO4. Начальная концентрация периодата на-

трия в реакционной смеси составляла 20 мМ, на-
чальная концентрация антитела – 0.73 мг/мл.
Окисление углеводной части антитела проводили
в темноте при комнатной температуре в течение
40 мин. Затем останавливали реакцию добавле-
нием 100 мкл 20%-ного водного раствора глице-
рина. Полученную реакционную смесь (900 мкл)
наносили на гель-фильтрационную колонку
NAP-10 (Cytiva, США) и проводили обессолива-
ние по стандартному протоколу в ацетатном бу-
фере (20 мМ AcONa, 150 мМ NaCl, pH 5). Полу-
чили раствор окисленного моноклонального ан-
титела (1.1 мл, концентрация 0.47 мг/мл).
К аликвоте раствора окисленного антитела
(370 мкл) добавляли 70 мМ водный раствор реа-
гента (I) (0.7 мкл). В реакционной смеси начальная
концентрация окисленного антитела составляла
3 мкМ, начальная концентрация оксиамина (I) –
150 мкМ. Реакционную смесь выдерживали 1 ч
при комнатной температуре в темноте, наносили
на гель-фильтрационную колонку с сефадексом
G-50 (Pharmacia, Швеция) и элюировали полу-
ченный конъюгат натрий-фосфатным буфером.
К полученному раствору азидированного антите-
ла добавляли 50-кратный избыток (40 нмоль) ал-
кинового производного сульфированного краси-
теля Cy3 (II). Проводили медь-катализируемую
реакцию азид-алкинового циклоприсоединения
в присутствии 0.5 мМ эквимолярной каталитиче-
ской смеси CuSO4-THPTA и 5 мМ аскорбиновой

кислоты в течение 3 ч. Реакционную смесь очи-
щали от избытка красителя (II) и низкомолеку-
лярных соединений на сефадексе G-50 в натрий-
фосфатном буфере, собирая окрашенную высо-
комолекулярную фракцию. Концентрацию полу-
ченного конъюгата и стехиометрию (нагрузку
красителя на одну молекулу антитела) определя-
ли спектрофотометрически по соотношению по-
глощения при 280 и 550 нм. Спектры поглощения

4O
+

регистрировали в натрий-фосфатном буферном
растворе, содержащем 10% додецилсульфата на-
трия. Степень мечения антитела составляла вели-
чину 6.

Окрашивание клеток мечеными антителами.
Для окрашивания цитоплазмы клеток K562 и mel P
из коллекции клеточных культур НМИЦ онколо-
гии им. Н.Н. Блохина Минздрава России [1, 5, 9]
проводили их пермеабилизацию при помощи
раствора для определения уровня экспрессии ци-
топлазматических белков методом проточной ци-
тометрии (Sony Biotechnology, США) по инструк-
ции, предоставленной разработчиком. В качестве
отрицательного контроля использовали клетки
линии меланомы мыши B16 из коллекции кле-
точных культур НМИЦ онкологии им. Н.Н. Бло-
хина Минздрава России.

Связывание антител исследовали методом
проточной цитометрии на приборе NovoCyte
(ACEA Bioscience, США) с конфигурации опти-
ческой системы версии (лазеры синий 488 нм и
красный 640 нм, детекторы 530/30 FITC, 572/28 PE,
675/30 PerCP/APC и 780/60 PE-Cy7/APC-Cy). Де-
текцию сигнала от сульфо-Cy3 проводили в кана-
ле PE. Окрашивание цитоплазмы клеток приме-
нялось для валидации работоспособности анти-
тел, меченных сульфо-Cy3. В качестве контроля
использовали немеченые антитела 6H8 в сопоста-
вимой концентрации, выявляемые вторичными
антителами, распознающими иммуноглобулин
мыши (SonyBiotechnology, США). Детекцию
ДНК-связывающего красителя 7-aad [27] прово-
дили в канале PE-Cy7.

Экспрессию мРНК гена PRAME проводили
методом количественной ПЦР в реальном време-
ни с использованием специфических праймеров
и R6G-меченого зонда на приборе LightCycler
(Roche, Швейцария), по методике, применяв-
шейся нами ранее [13].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Предложен новый подход к синтезу бифунк-
ционального азидо-оксиаминового реагента с ис-
пользованием этоксиэтилиденовой защитной
группы для гидроксиламина. Для получения флу-
оресцентно меченого моноклонального антитела
6H8 к белку PRAME проведено периодатное
окисление углеводного фрагмента антитела с по-
следующей модификацией бифункциональным
азидо-оксиаминовым реагентом и “клик”-реак-
цией с алкиновым производным сульфированно-
го цианинового красителя Cy3. Флуоресцентно
меченое антитело охарактеризовано спектрофо-
тометрически, определена стехиометрия моди-
фикации.

Впервые получены данные, подтверждающие
наличие белка PRAME на поверхности клеток
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метастатической меланомы. Мембранная лока-
лизация характерна для всех клеток популяции,
при этом количество белка PRAME на поверхно-
сти каждой из клеток сопоставимо с количеством
белка CD20. Подобный уровень экспрессии ха-
рактерен, например, для антигена CD23 на по-
верхности активированных B-лимфоцитов [23].
Столь низкий уровень экспрессии белка PRAME
объясняет трудности его обнаружения в данном
клеточном компартменте, в то время как данных
о наличии этого белка в цитоплазме гораздо боль-
ше [1, 5, 9].

Мембранная локализация белка PRAME при
меланоме также открывает возможность для раз-
работки нового подхода иммунотерапии данного
заболевания. Поскольку белок PRAME не пред-
ставлен в нормальных соматических клетках, но
присутствует на клетках меланомы, он может
специфически распознаваться лекарственным
антителом. Само антитело будет привлекать мо-
лекулы системы комплемента либо киллерные
клетки, что вызовет лизис клеток меланомы. Для
проверки этого предположения необходимо бу-
дет разработать гуманизированные антитела к ан-
тигену PRAME и провести доклинические иссле-
дования.
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Determination of the PRAME tumor marker protein expression level is important both for predicting the
course of the disease and for monitoring the effectiveness of anticancer therapy. There was obtained fluores-
cently labeled monoclonal antibody to PRAME by periodate oxidation of glycans followed by modification
with a bifunctional azido-oxyamine reagent and a “click” reaction with an alkyne-modified sulfonated cy-
anine dye Cy3. A new approach to the synthesis of a bifunctional azido-oxyamine reagent using an ethoxy-
ethylidene protecting group for oxyamine is proposed. The labeled antibodies were characterized with UV-
Vis absorption spectra and the stoichiometry of the modification was determined. The retention of f luores-
cent antibodies affinity and the possibility of their use as a diagnostic tool for determining the residual marker
after therapy have been demonstrated.

Keywords: monoclonal antibody, fluorescent label, “click” reaction, oxyamine
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ВЛИЯНИЕ КОРТИЗОЛА И ТЕТРАГИДРОКОРТИЗОЛА НА ВТОРИЧНУЮ 
СТРУКТУРУ АПОЛИПОПРОТЕИНА А-I ПО ДАННЫМ ИНФРАКРАСНОЙ 
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Изучены особенности взаимодействия стероидного гормона кортизола и его метаболита тетрагид-
рокортизола (ТГК) с двумя сывороточными белками человека – аполипопротеином А-I (апоА-I) и
альбумином (ЧСА). С помощью метода тушения флуоресценции триптофана установлено, что кон-
станта связывания гормонов с белками возрастает в ряду комплексов: апоА-I−ТГК < ЧСА−ТГК <
< апоА-I−кортизол < ЧСА−кортизол. Полученные результаты подтверждают существующие пред-
ставления о важной роли альбумина и апоА-I в транспорте активных форм стероидных гормонов.
Однако использование инфракрасной Фурье-спектроскопии выявило наиболее выраженные и раз-
нонаправленные изменения во вторичной структуре белков под влиянием неактивной формы гор-
мона – ТГК. При инкубации апоА-I в присутствии ТГК наблюдалось дозозависимое снижение со-
держания α-спиралей и увеличение содержания β-поворотов. В ЧСА под влиянием ТГК, напротив,
количество α-спиралей возрастало, а β-поворотов – снижалось. Подобные изменения обнаружены
в структуре апоА-I под влиянием кортизола. Вторичная структура ЧСА в присутствии кортизола не
изменялась. Предполагается, что конформационные изменения апоА-I под влиянием стероидных
гормонов могут приводить к изменению акцепторных и регуляторных свойств данного белка.

Ключевые слова: аполипопротеин А-I, альбумин, кортизол, тетрагидрокортизол, конформация белка,
инфракрасная Фурье-спектроскопия
DOI: 10.31857/S0132342321050237

ВВЕДЕНИЕ

Липопротеины высокой плотности (ЛПВП),
помимо участия в липидном обмене, оказывают
регуляторное влияние на функции клеток раз-
личных органов и тканей организма. Так, мито-
генное действие ЛПВП продемонстрировано на
культуре эндотелиальных [1], гладкомышечных
[2] и опухолевых клеток [3]. В культуре гладкомы-
шечных клеток ЛПВП усиливают клеточный
рост, индуцированный эпидермальным факто-
ром роста, фактором роста тромбоцитов и факто-
ром роста фибробластов [4].

Регуляторные эффекты ЛПВП связывают с на-
личием на поверхности липопротеиновой частицы
белкового компонента – аполипопротеина А-I

(апоА-I) [5]. АпоА-I – высококонсервативный бе-
лок, состоящий из амфипатических α-спиралей [6].
Резкое увеличение уровня экспрессии плацен-
тарного лактогена под влиянием апоА-I показано
на клетках трофобластов человека [7]. В макрофа-
гах апоА-I стимулирует синтез и секрецию про-
стагландина Е2 [8], а в первичной культуре клеток
костного мозга активирует пролиферацию проге-
ниторных клеток гранулоцитарного и моноцитар-
ного ростка [9]. Взаимодействие апоА-I с АТФ-за-
висимым кассетным транспортером (ABCA1) на
плазматической мембране фибробластов приводит
к активации внутриклеточных сигнальных путей,
включая Cdc42 [10].

Ранее нами было обнаружено, что апоА-I, вы-
деленный из плазмы крови человека, стимулиру-
ет биосинтез белка в культуре гепатоцитов. Его
стимулирующий эффект изменялся при взаимо-
действии со стероидными гормонами. Прединку-
бация апоА-I с кортизолом снижала стимулирую-
щий эффект апоА-I, в то время как восстановлен-
ная форма кортизола – тетрагидрокортизол
(ТГК) – усиливала эффект апоА-I [11]. Механизм

Сокращения: апоА-I – аполипопротеин А-I; ЛПВП – ли-
попротеины высокой плотности; НПВО – нарушенное
полное внутреннее отражение; НС – неупорядочные
структуры; ТГК – тетрагидрокортизол; ЧСА – сывороточ-
ный альбумин человека.

# Автор для связи: (тел.: +7 (913) 461-43-78; +7 (383) 335-97-35;
эл. почта: ivan.usynin@niibch.ru).

УДК 577.112.856:577.175.534:543.422
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обнаруженного явления остается неясным. Пред-
полагается, что апоА-I выполняет роль перенос-
чика гормонов в ядро клетки, где восстановлен-
ная форма гормона усиливает экспрессию генов с
последующей активацией биосинтеза белка [12].
Однако не исключено, что взаимодействие апоА-I
со стероидными гормонами, отличающимися по
своей структуре, может сопровождаться конфор-
мационными перестройками, приводящими к
изменению регуляторных свойств данного белка.

Цель данной работы – с помощью ИК-Фурье-
спектроскопии изучить особенности изменения
вторичной структуры апоА-I и сывороточного
альбумина человека (ЧСА) под влиянием корти-
зола и его метаболита ТГК.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ собственной флуоресценции белков ши-
роко используется для изучения механизмов связы-
вания различных лигандов с белками [13–16]. Из
трех флуоресцирующих аминокислот (трипто-

фан, тирозин, фенилаланин) наиболее выражен-
ной флуоресценцией в ультрафиолетовой обла-
сти спектра обладает триптофан, который обу-
словливает ~90% всей белковой флуоресценции.
Флуоресцентные свойства триптофана крайне
чувствительны к изменению его микроокруже-
ния. Поэтому комплексообразование с низкомо-
лекулярными лигандами и макромолекулами со-
провождается значительными изменениями
спектра флуоресценции белков [13, 14].

С использованием метода тушения (сниже-
ния) флуоресценции триптофана [13] нами было
исследовано взаимодействие стероидного гормо-
на кортизола и его восстановленной формы ТГК
с апоА-I. Для сравнения в аналогичных условиях
анализировали взаимодействие стероидных гор-
монов с ЧСА. Как известно, аминокислотная
цепь апоА-I (28 кДа) состоит из 234 остатков,
включая четыре триптофановых остатка [17].
ЧСА (66.4 кДа) представляет собой глобулярный
белок, состоящий из 585 а.о., включая один оста-
ток триптофана (Trp214) [18]. В работе использо-
вали коммерческий препарат ЧСА (Sigma, США).
Для выделения нативного апоА-I применяли ме-
тод делипидирования свежевыделенных ЛПВП с
помощью смеси бутанола и диизопропилового
эфира [19]. Данный способ, в отличие от широко
распространенного метода делипидирования
плазменных липопротеинов с помощью смеси
этанола и диэтилового эфира, позволяет избе-
жать денатурации белка и, следовательно, сохра-
нить в большей степени их исходную (нативную)
структуру. Как видно из рис. 1, используемый на-
ми метод позволяет получить гомогенный препа-
рат апоА-I, очищенный от остальных белков, со-
держащихся в исходной фракции ЛПВП.

Анализ спектральных свойств показал, что ис-
ходные спектры флуоресценции апоА-I и ЧСА
имеют максимумы при 336 и 333 нм соответствен-
но (рис. 2). При регистрации спектров в присут-
ствии возрастающих концентраций гормонов
максимум спектра флуоресценции апоА-I не из-
менялся, в то время как спектр флуоресценции
ЧСА сдвигался в коротковолновую область
(рис. 2). Наблюдаемое снижение интенсивности
флуоресценции белков в ответ на увеличение
концентрации гормонов свидетельствует о фор-
мировании комплексов гормон–белок, что со-
провождается конформационными изменениями
белка [20]. В нашем случае наибольшее снижение
флуоресценции триптофана обнаружено у обоих
белков под влиянием кортизола.

Расчет констант связывания (Кb) гормонов
проводили с помощью уравнения Штерна–
Фольмера: F0/F = 1 – Kb [Q]. Для определения Kb
измеряли интенсивность флуоресценции белка в
отсутствие (F0) и в присутствии (F) различных
концентраций [Q] кортизола или ТГК, но при по-

Рис. 1. Электрофоретический анализ в 10%-ном ПААГ
очищенного апоA-I и суммарной фракции ЛПВП,
выделенных из плазмы крови человека с помощью
изоплотностного ультрацентрифугирования в рас-
творе KBr. Дорожки: 1 – апоА-I; 2 – ЛПВП; 3 – мар-
кер масс белков (10–250 кДа).

1 2 3

80 кДа

25 кДа

10 кДа
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стоянной концентрации белка [13]. Прямолиней-
ная зависимость в координатах Штерна–Фоль-
мера указывает на существование в растворе од-
ного типа флуорофоров, одинаково доступных
для тушителя (рис. 3). На основании кривых ту-
шения флуоресценции триптофана были рассчи-
таны константы связывания кортизола с апоА-I и
ЧСА, которые составили (1.0 ± 0.1) × × 103 М–1 и
(2.0 ± 0.4) × 104 М–1 соответственно. В отличие от
кортизола, его восстановленная форма вызывала
менее выраженные изменения в спектрах обоих
белков. Константа связывания ТГК с апоА-I со-
ставила (3.1 ± 0.4) × 102 М–1, а с ЧСА – (8.2 ± 0.9)
× 102 М–1.

Различия, обнаруженные между влиянием
гормонов на спектральные характеристики бел-
ков, можно объяснить разной способностью гор-
монов проникать во внутренние области белков.
Незначительное снижение флуоресценции апоА-I
под влиянием ТГК, вероятно, связано с тушени-
ем остатков триптофана преимущественно на по-
верхности данного белка и отражает неспособ-
ность данной формы гормона проникать во
внутренние области белка. В целом полученные
результаты свидетельствуют о том, что констан-

та связывания гормонов с белками возрастает в
ряду комплексов: апоА-I−ТГК < ЧСА−ТГК <
< апоА-I−кортизол < ЧСА−кортизол. Получен-
ные результаты подтверждают существующие в
литературе представления о важной роли альбу-
мина [16] в транспорте активной формы стероид-
ного гормона кортизола.

Как известно, взаимодействие лиганда с бел-
ком может сопровождаться конформационными
изменениями последнего. Например, изменение
вторичной структуры ЧСА в сторону снижения
доли α-спиралей зарегистрировано при его взаи-
модействии с тестостероном [21], дексаметазо-
ном [19], прогестероном [22], тритерпеноидами
[23] и противоопухолевым препаратом цисплати-
ном [24]. Противоположные изменения в сторону
увеличения доли α-спиралей и β-слоев зареги-
стрировано при взаимодействии ЧСА с транс-рес-
вератролом [25]. Учитывая тот факт, что апоА-I
выполняет не только транспортные [5], но и важ-
ные регуляторные функции [9, 10], нами было ис-
следовано влияние кортизола и ТГК на вторич-
ную структуру апоА-I.

Анализ соотношения элементов вторичной
структуры белка проводили с помощью метода

Рис. 2. Влияние ТГК (а, в) и кортизола (б, г) на собственную триптофановую флуоресценцию апоА-I (0.1 мг/мл) и ЧСА
(0.1 мг/мл).
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ИК-Фурье-спектроскопии в области спектра
амид I (1600–1700 см–1). Данная область спектра –
наиболее информативна и чувствительна к изме-
нениям конформации полипептида за счет вкла-
да валентных колебаний связей C=O [26, 27]. При
анализе полосы амид I с помощью метода нару-
шенного полного внутреннего отражения (НПВО)
использовали следующие интервалы положения
пиков второй производной: α-спирали – от 1660
до 1649 см–1, β-слои – от 1695 до 1680 см–1 и 1637–
1614 см–1, β-повороты – от 1679 до 1675 см–1 и от
1674 до 1664 см–1, неупорядоченные структуры –
от 1648 до 1638 см–1 [25, 28].

Одно из ограничений данного метода – силь-
ное поглощение воды в области спектра амид I.
Использование тяжелой воды (D2О) вместо Н2О
позволяет предотвратить вклад растворителя в
спектр белка, однако не решает проблему полно-
стью, поскольку D2O может оказывать влияние
на нативную структуру белка [29]. В последние
годы получил широкое распространение метод
НПВО, позволяющий снизить до минимума вли-
яние растворителя на измерение спектра белков
[30]. Кроме того, современные приборы за счет
высокой чувствительности позволяют вычитать

вклад растворителя в спектр белка. Проведенное
нами сравнение спектров раствора ЧСА, приго-
товленного на D2O и H2O, не выявило значитель-
ных различий между этими образцами по соотно-
шению элементов вторичной структуры ЧСА
(табл. 1). Учитывая данный факт, все дальнейшие
исследования были проведены с водными раство-
рами белков, содержащими фосфатный буфер
(рН 7.4).

Согласно данным рентгеноструктурного ана-
лиза, вторичная структура ЧСА содержит α-спи-
рали (68.8%), β-слои (7.3%), β-повороты (2.1%) и
неупорядоченные структуры (21.8%) [31]. Однако
данные о соотношении элементов вторичной
структуры белков, полученные с помощью ИК-
спектроскопии, могут существенно отличаться от
этих значений. Так, количество α-спиралей в
структуре альбумина, по данным разных авторов,
колеблется от 47 до 70% [32]. Эти противоречия,
вероятно, связаны с особенностями используе-
мых в разных лабораториях методов регистрации
и анализа ИК-спектров. Кроме того, результаты
анализа вторичной структуры в значительной
степени зависят от исходной конформации ис-

Рис. 3. Графики Штерна–Фольмера для концентрационного тушения триптофановой флуоресценции апоА-I (а, б) и
ЧСА (в, г) добавлением различных концентраций кортизола (б, г) и ТГК (а, в). По оси ординат – отношение макси-
мальной флуоресценции белка в отсутствие лиганда [F0] к интенсивности флуоресценции белка после добавления ли-
ганда [F]. По оси абсцисс – концентрация лигандов [Q]. R – коэффициент корреляции Пирсона.
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пользуемых белков, концентрации и способа их
подготовки для анализа.

Проведенный нами анализ водного раствора
ЧСА (Sigma, США) с помощью ИК-Фурье-спек-
троскопии выявил следующее соотношение эле-
ментов вторичной структуры: α-спирали – 47 ± 2%,
β-слои – 21 ± 1%, β-повороты – 10 ± 2%, неупо-
рядоченные структуры – 22 ± 2% (табл. 2). По-
добная доля α-спиральных участков и неупорядо-
ченных структур обнаружена в структуре апоА-I.
Однако у апоА-I, по сравнению с ЧСА, содержа-
ние β-слоев было в 1.5 раза меньше, а β-поворо-
тов – в 2.1 раза больше (табл. 2).

Для изучения влияния гормонов на структуру
белков использовали аликвоты белков, приготов-
ленные на фосфатном буфере (рН 7.4). Раствор
белка (7.5 мг/мл) инкубировали в течение 30 мин
при комнатной температуре в присутствии стеро-
идных гормонов в конечной концентрации 5 ×
× 10–8, 5 × 10–7 и 5 × 10–6 М. Контрольные пробы
инкубировали параллельно в присутствии соот-
ветствующей концентрации растворителя. Для
количественного определения соотношения эле-
ментов вторичной структуры белка на алмазный
кристалл ИК-спектрометра наносили 20 мкл по-
лученной смеси и проводили запись ИК-спектра.

При инкубации апоА-I в присутствии 5 × 10–6 М
кортизола наблюдалось увеличение доли α-спи-

ралей на 8% (р < 0.05) и снижение доли β-поворо-
тов на 6% (р < 0.05) (табл. 2). ТГК, в отличие от
кортизола, вызывал в структуре апоА-I увеличе-
ние доли β-поворотов на 7% (р < 0.05) за счет
уменьшения доли α-спиральных участков на 9%
(р < 0.05) (табл. 3). При этом доля β-слоев и не-
упорядоченных структур в апоА-I практически не
изменялась под влиянием как кортизола, так и
ТГК. При инкубации ЧСА в присутствии 5 × 10–6 М
ТГК (табл. 3) наблюдалось увеличение доли α-спи-
ралей на 10% (р < 0.05) и снижение доли β-пово-
ротов на 5%. Однако не обнаружено статистиче-
ски значимых изменений в структуре ЧСА при
его инкубации в присутствии всех исследуемых
концентраций кортизола, а также в структуре
апоА-I в присутствии 5 × 10–8 и 5 × 10–7 М корти-
зола (табл. 2). Полученные результаты свидетель-
ствуют о разнонаправленных изменениях в
структуре апоА-I под влиянием кортизола и его
восстановленной формы – ТГК. Возрастание до-
ли α-спиральных участков характерно для ком-
плексов апоА-I–кортизол и ЧСА–ТГК, в то вре-
мя как снижение доли этих структур − только для
комплекса апоА-I–ТГК. Учитывая существую-
щие представления о механизмах образования вто-
ричной структуры белка [33], можно предположить,
что наблюдаемое увеличение доли β-структур в
апоА-I под действием ТГК приводит к функцио-
нальной стабилизации белка.

Таблица 1. Содержание элементов вторичной структуры ЧСА (7.5 мг/мл) в растворе дейтерия (D2О) и воды
(Н2О) по данным ИК-Фурье-спектроскопии

Растворитель
Соотношение элементов вторичной структуры ЧСА, %

α-спирали β-слои β-повороты неупорядоченные 
структуры

D2О 52 ± 3 16 ± 3 15 ± 2 17 ± 3
Н2О 48 ± 2 20 ± 3 12 ± 2 20 ± 3

Таблица 2. Влияние кортизола на содержание элементов вторичной структуры ЧСА и апоА-I по данным
ИК-Фурье-спектроскопии

* Статистически значимые различия по сравнению с соответствующим контролем (р < 0.05).

Элементы 
вторичной 

структуры белка

Содержание элементов вторичной структуры белка, %

ЧСА апоА-I

Концентрация кортизола, М Концентрация кортизола, М

0 
(контроль) 5 × 10–8 5 × 10–7 5 × 10–6 0 

(контроль) 5 × 10–8 5 × 10–7 5 × 10–6

α-Спирали 47 ± 2 49 ± 3 49 ± 2 50 ± 4 45 ± 2 50 ± 4 49 ± 2 53 ± 3*
β-Слои 21 ± 1 22 ± 2 20 ± 2 18 ± 3 14 ± 3 17 ± 2 14 ± 2 13 ± 3
β-Повороты 10 ± 2 11 ± 2 8 ± 4 13 ± 2 21 ± 3 21 ± 2 19 ± 3 15 ± 2*
Неупорядочен-
ные структуры

22 ± 2 18 ± 3 23 ± 2 19 ± 2 20 ± 3 12 ± 4 18 ± 1 19 ± 3
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Механизм взаимодействия исследованных на-
ми гормонов с апоА-I остается неизученным.
Предполагается, что связывание стероидных гор-
монов с белками происходит с участием водород-
ных связей между атомами белка и полярными
группами гормона, а также с помощью гидрофоб-
ных и гидрофильных связей [21].

Как видно из представленных на рис. 4 дан-
ных, наиболее выраженное влияние на область
амид I обоих белков оказывает ТГК. При этом его
влияние на структуру ЧСА имеет характер ком-
пактизации (увеличение доли α-спиралей), в то
время как на ароА-I − характер декомпактизации
(увеличение доли β-поворотов). Как известно,
β-повороты участвуют в формировании механиз-
мов молекулярного распознавания, белок-белко-
вых и белок-нуклеиновых взаимодействий [34].
Исследования, выполненные на моделях пепти-
дов с точечными аминокислотными заменами,
показали, что в процессе фолдинга и рефолдинга
β-повороты активно содействуют правильному
сворачиванию белка за счет сближения фланки-
рующих регионов аминокислотных участков бел-
ковой глобулы [35]. При удалении центрального
β-поворота белки теряют способность взаимо-
действовать с лигандом [36]. На долю β-поворо-
тов в поверхностном слое глобулярного белка мо-
жет приходиться до 30% [37]. АпоА-I относится к
белкам со средним уровнем глобулярности [38].
По данным ИК-Фурье-спектроскопии, в составе
апопротеинов липопротеинов высокой плотно-
сти содержится ~32% β-поворотов [28]. АпоА-I, в
отличие от альбумина, обладает большей липо-
фильностью и относительно высокой конформа-
ционной лабильностью [38].

Полученные результаты свидетельствуют о
том, что апоА-I не вносит существенный вклад в
транспорт ТГК, но при его взаимодействии с
этим метаболитом внутриклеточно или в биоло-
гических жидкостях может происходить измене-

ние конформации апоА-I. Ранее нами было обна-
ружено, что взаимодействие ТГК с апоА-I усилива-
ет стимулирующий эффект апоА-I на биосинтез
белка в культуре гепатоцитов [11]. Можно предпо-
ложить, что появление гидроксильной группы в
кольце А в процессе биотрансформации кортизола
в ТГК оказывает значительное влияние на взаимо-
действие ТГК с аминокислотными остатками, что,
в свою очередь, приводит к изменению вторичной
структуры и регуляторных свойств апоА-I. Следу-
ет заметить, что биотрансформация кортизола в
ТГК, а также поглощение и ресекреция апоА-I в
окружающую микросреду наиболее активно про-
текают в одной и той же клетке – макрофаге.
Кроме того, макрофаги способны сами синтези-
ровать [39] и, вероятно, секретируют данный бе-
лок, обладающий важными регуляторными свой-
ствами [11].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы. В работе использовали ЧСА (код

А4327; Sigma, США), диизопропиловый эфир
(Sigma, США), кортизол (Serva, Германия), ТГК
(Research Plus Inc., США), ДМСО (Panreac, Испа-
ния). Остальные реактивы имели категорию
о.с.ч. или х.ч.

Выделение апоА-I. Липопротеины выделяли из
плазмы крови человека методом изоплотностно-
го ультрацентрифугирования в растворе KBr в
присутствии 3 мМ ЭДТА-Na2 на центрифуге Op-
tima L-90K (Beckman Coulter, США) с использо-
вание углового ротора 70.1 Ti при 105000 g [40].
Полученную фракцию ЛПВП диализовали про-
тив фосфатно-солевого буфера (PBS) при 4°С в
течение 24 ч. Для получения нативного апоА-I
проводили делипидирование ЛПВП в неденату-
рирующих условиях смесью бутанола и диизо-
пропилового эфира [17]. Очистку апоА-I осу-
ществляли методом высаливания сульфатом ам-

Таблица 3. Влияние ТГК на содержание элементов вторичной структуры ЧСА и апоА-I по данным ИК-Фурье-
спектроскопии

* Статистически значимые различия по сравнению с соответствующим контролем (р < 0.05).

Элементы 
вторичной 

структуры белка

Содержание элементов вторичной структуры белка, %

ЧСА апоА-I

Концентрация ТГК, М Концентрация ТГК, М

0 
(контроль) 5 × 10–8 5 × 10–7 5 × 10–6 0 

(контроль) 5 × 10–8 5 × 10–7 5 × 10–6

α-Спирали 48 ± 2 52 ± 3 51 ± 3 58 ± 3* 46 ± 2 40 ± 3 38 ± 3 37 ± 3*
β-Слои 20 ± 2 18 ± 4 21 ± 2 17 ± 3 16 ± 3 22 ± 3 24 ± 3 21 ± 2
β-Повороты 12 ± 2 13 ± 3 11 ± 3 7 ± 3* 20 ± 3 23 ± 2 24 ± 3 27 ± 2*
Неупорядочен-
ные структуры

20 ± 3 17 ± 3 17 ± 2 18 ± 2 18 ± 2 15 ± 4 14 ± 2 15 ± 3
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мония с последующим растворением белка в 6 М
мочевине и его ренатурацией с помощью диализа
против PBS (рН 7.4) в течение 24 ч [41]. Чистоту
выделенного апоА-I проверяли с помощью элек-
трофореза в ПААГ, используя набор белковых
маркеров, содержащих высокоочищенные ре-
комбинантные белки с молекулярной массой
10–250 кДа (СибЭнзим, Россия). Концентра-
цию белка определяли по методу Лоури, ис-
пользуя в качестве стандарта бычий сывороточ-
ный альбумин.

Флуоресцентный анализ. Константы связыва-
ния гормонов с апоА-I и ЧСА определяли мето-
дом тушения флуоресценции триптофана [13].
Для этой цели измеряли интенсивность флуорес-
ценции раствора белка в отсутствие и в присут-

ствии возрастающих концентраций гормонов,
выступающих в качестве тушителей флуоресцен-
ции. Титрование проводили в термостатируемой
(37°С) кварцевой кювете, содержащей 100 мкг
белка в 1 мл PBS (рН 7.4). После добавления каж-
дой аликвоты гормона к раствору белка содержи-
мое кюветы интенсивно перемешивали и прово-
дили измерение в течение 3 мин. Флуоресценцию
триптофановых остатков белка регистрировали
на спектрофлуориметре RF-5301 (Shimadzu, Япо-
ния) при длине волны возбуждения 280 нм и ис-
пускания (эмиссии) в диапазоне 300–500 нм.
Стоковые растворы гормонов готовили в смеси
спирта и ДМСО (в соотношении 1 : 1). Макси-
мальная концентрация растворителя в растворах,
содержащих белок и гормон, при проведении

Рис. 4. Разложение полосы амид I по гауссовым компонентам для апоА-I (а), ЧСА (г), а также их комплексов с 5 × 10–6 М
ТГК (б, д) и 5 × 10–6 М кортизолом (в, е). НС – неупорядоченные структуры.
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ДУДАРЕВ и др.

флуоресцентного анализа не превышала 5%.
Вклад растворителя без гормона в интенсивность
флуоресценции составлял не более 1.5% и не изме-
нялся в исследуемом диапазоне волн 300–500 нм.

Инфракрасная спектроскопия. Влияние гормо-
нов на вторичную структуру апоА-I и ЧСА иссле-
довали методом нарушенного полного внутрен-
него отражения (НПВО) [42] с использованием
приставки Smart Orbit на ИК-Фурье-спектромет-
ре Nicolet 6700 (Thermo Scientific, США). Для это-
го аликвоты белка (7.5 мг/мл) в PBS (рН 7.4) ин-
кубировали в течение 30 мин при комнатной тем-
пературе в отсутствие или в присутствии
стероидных гормонов в конечной концентрации
5 × 10–8, 5 × 10–7 и 5 × 10–6 М. Для количественно-
го определения соотношения элементов вторич-
ной структуры белка на алмазный кристалл при-
ставки Smart Orbit наносили 20 мкл смеси. Спек-
тры регистрировали по 7 раз в диапазоне частот
4000–900 см–1, 250 сканирований с разрешением
4 см–1. Оптические пути прибора постоянно про-
дували сухим воздухом для удаления паров воды.
После вычитания из спектра белка спектра буфе-
ра, содержащего соответствующую концентра-
цию гормона или растворителя, проводили раз-
ложение области спектра амид I в диапазоне длин
волн 1700–1600 см–1, используя методы Фурье-
деконволюции и второй производной [28]. Обра-
ботку спектров проводили с помощью програм-
мы OMNIC, поставляемой с прибором. Разложе-
ние спектров на индивидуальные полосы по
Гауссу выполняли с использованием программ-
ного обеспечения Origin 9.0 [43]. Исследования
проведены на оборудовании ЦКП “Спектромет-
рические измерения” НИИ биохимии, ФИЦ
фундаментальной и трансляционной медицины
(Новосибирск, Россия).

Статистический анализ. Результаты представ-
лены как среднее значение ± стандартное отклоне-
ние трех независимых экспериментов, выполнен-
ных в трех параллелях. Различия между выборками
оценивали с помощью непараметрического U-кри-
терия Манна–Уитни и считали статистически зна-
чимыми при р < 0.05.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время получено много фактов,
свидетельствующих об участии апоА-I не только
в транспорте холестерина, но и в регуляции внут-
риклеточных сигнальных путей, с которыми свя-
заны его антиатерогенные, противовоспалитель-
ные и антиоксидантные свойства [10]. Ранее нами
было показало, что регуляторные эффекты апоА-I
зависят от конформационного состояния белка.
В данной работе было исследовано влияние био-
логически активного гормона кортизола и его неак-
тивного метаболита ТГК на вторичную структуру

апоА-I. Для сравнения в аналогичных условиях бы-
ло исследовано взаимодействие стероидных гор-
монов с ЧСА. С помощью метода тушения флуо-
ресценции триптофана установлено, что наибо-
лее высокую константу связывания имеют
комплексы ЧСА−кортизол и апоА-I−кортизол.
Полученные результаты подтверждают существу-
ющие представления о важной роли альбумина и
апоА-I в транспорте активных форм стероидных
гормонов. Однако использование ИК-Фурье-
спектроскопии выявило наиболее выраженные и
разнонаправленные изменения во вторичной
структуре белков под влиянием неактивной фор-
мы кортизола – ТГК. При инкубации апоА-I в
присутствии ТГК наблюдалось дозозависимое
снижение содержания α-спиралей и увеличение
содержания β-поворотов. В ЧСА под влиянием
ТГК, напротив, количество α-спиралей возраста-
ло, а β-поворотов – снижалось. Подобные изме-
нения обнаружены в структуре апоА-I под влия-
нием кортизола. Механизмы взаимодействия ис-
следованных нами гормонов с апоА-I остаются
неизученными. Однако можно предположить,
что конформационные изменения апоА-I, возни-
кающие в процессе образования комплексов
апоА-I со стероидными гормонами и их метабо-
литами, могут приводить к изменению акцептор-
ных и регуляторных свойств данного белка.
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Effects of Cortisol and Tetrahydrocortisol on the Secondary Structure 
of Apolipoprotein A-I as Measured by Fourier Transform Infrared Spectroscopy

A. N. Dudarev*, A. Y. Gorodetskaya*, T. A. Tkachenko*, and I. F. Usynin*, #

#Phone: (383) 335-97-35; e-mail: ivan.usynin@niibch.ru
*Institute of Biochemistry, Federal Research Center of Fundamental and Translation Medicine,

ul. Timakova 2, Novosibirsk, 630117 Russia

The interaction of the steroid hormone cortisol and its metabolite tetrahydrocortisol (THC) with two serum
proteins – apolipoprotein A-I (apoA-I) and human serum albumin (HSA) was studied in aqueous solutions
at physiological pH. Using the tryptophan fluorescence quenching method, it was found that the binding
constant of hormones to proteins increases in the order: apoA-I−THC < HSA−THC < apoA-I−cortisol <
< HSA−cortisol. The results confirm the existing point of view that albumin and apoA-I play the important
role in the transport of active forms of steroid hormones. However, the use of Fourier transform infrared spec-
troscopy revealed the most pronounced and multidirectional changes in the secondary structure of proteins
under the influence of an inactive form of the hormone − THC. Upon incubation of apoA-I in the presence
of THC, a dose-dependent decrease in the content of α-helices and an increase in β-turns were observed. On
the contrary, in HSA incubated with THC, the number of α-helices increased, and β-turns decreased. Simi-
lar changes were found in the structure of apoA-I incubated with cortisol. The secondary structure of HSA
in the presence of cortisol did not change. It is assumed that conformational changes in apoA-I under the in-
fluence of steroid hormones can lead to a significant change in the acceptor and regulatory properties of the
protein.

Keywords: apolipoprotein A-I, albumin, cortisol, tetrahydrocortisol, protein conformation, Fourier transform
infrared spectroscopy
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Методом молекулярной динамики на траектории 50 нс исследовали состояние димерной молекулы
тимидинфосфорилазы из Escherichia coli в комплексе с неконкурентным ингибитором фермента
3'-азидотимидином и ионом фосфата. В качестве стартовой модели использовали полученные ра-
нее атомные координаты комплекса тимидинфосфорилазы с азидотимидином и сульфатом при
разрешении 1.52 Å. Показано, что в данном временном интервале обе субъединицы димерной мо-
лекулы фермента функционируют асинхронно, при этом каждая субъединица сохраняет открытую
конформацию. Обнаружено, что природа лиганда в нуклеозидном центре влияет на прочность свя-
зывания фосфата в фосфатном центре. В комплексе с ингибитором оба лиганда на всем временном
интервале остаются связанными с ферментом, в то время как при симуляции поведения тимидин-
фосфорилазы в присутствии фосфата и субстрата тимидина наблюдается выход фосфата из актив-
ного центра. Стабилизирующее влияние азидотимидина на связывание фосфата согласуется с по-
ведением азидотимидина как неконкурентного ингибитора тимидинфосфорилазы.

Ключевые слова: тимидинфосфорилаза, пространственная структура, 3'-азидотимидин, молекулярная
динамика
DOI: 10.31857/S0132342321060245

ВВЕДЕНИЕ

Тимидинфосфорилаза (ТФ), относящаяся к
семейству II нуклеозидфосфорилаз [1], катализи-
рует обратимый фосфоролиз пуриновых и пири-
мидиновых нуклеозидов и играет центральную
роль в их метаболизме, участвуя в запасных путях
синтеза природных нуклеозидов [2, 3]. Интерес к
изучению структуры и свойств нуклеозидфосфо-
рилаз связан с их вовлеченностью в метаболизм
противоопухолевых и противовирусных препара-
тов – аналогов нуклеозидов. Среди ингибиторов
тимидинфосфорилаз особое место занимают ана-
логи природных нуклеозидов, содержащих заме-
стители в углеводной компоненте, некоторые из
них используются непосредственно как противо-
опухолевые и противовирусные средства [4–6].
Например, аналог нуклеозида, 3'-азидотимидин,
содержащий азидогруппу в рибозном кольце,

применяется как лекарственный препарат при
лечении синдрома иммунодефицита человека [7].

Катализируемая ферментом реакция протека-
ет посредством нуклеофильной атаки фосфат-
ионом, находящимся в фосфат-связывающем
центре фермента, углеродного атома С1' рибоз-
ного кольца нуклеозида, расположенного в нук-
леозидном центре. Методом рентгеноструктур-
ного анализа установлены пространственные
структуры ряда нуклеозидфосфорилаз [8–11].
Пространственная структура тимидинфосфори-
лазы Escherichia coli установлена для апофермен-
та, а также комплексов с субстратами и ингибито-
рами [12–14]. Молекула тимидинфосфорилазы
представляет собой димер из одинаковых субъ-
единиц, каждая из которых имеет двухдоменное
строение и состоит из малого α-спирального до-
мена и большого α/β-домена (рис. 1). Активный
центр находится в полости между двумя домена-
ми и включает нуклеозид- и фосфат-связываю-
щие сайты. При этом нуклеозидный сайт состоит
преимущественно из аминокислотных остатков
малого домена, в то время как фосфатный сайт

Сокращения: АЗТ – 3'-азидотимидин; МД – молекуляр-
ная динамика; ТФ – тимидинфосфорилаза.

# Автор для связи: (эл. почта: tostars@mail.ru).
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расположен около C-концевого участка главного
β-слоя α/β-домена и включает аминокислотные
остатки большого домена. Расстояние между свя-
занными субстратами – ионом фосфата и нуклео-
зидом – в установленных структурах достаточно
велико. Необходимое для протекания реакции
сближение субстратов происходит посредством
движения доменов и сопровождается переходом
фермента из открытой конформации в закрытую.
Механизмы этого перехода исследованы недоста-
точно.

Нами ранее были изучены кинетические пара-
метры фосфоролиза тимидина тимидинфосфо-
рилазой E. coli в присутствии 3'-азидотимидина
(АЗТ) и показано, что АЗТ, используемый в каче-
стве лекарственного препарата при терапии син-
дрома иммунодефицита человека, – неконку-
рентный ингибитор фермента [15]. Простран-
ственная структура кристаллического комплекса
тимидинфосфорилазы с АЗТ и сульфатом была
установлена при разрешении 1.52 Å [15]. Связы-
вание АЗТ в нуклеозидном центре сопровожда-
лось конформационными изменениями, в ре-
зультате которых 3'-азидогруппа оказалась погру-
женной в гидрофобный карман, образованный
аминокислотными остатками обоих доменов
субъединицы. Такой тип ингибирования был об-
наружен в нуклеозидфосфорилазах впервые. По-
ложение АЗТ частично перекрывалось с положе-
нием субстрата (тимидина), но при этом ингиби-
тор оказывался повернутым относительно
тимидина на 180° вокруг оси, проходящей через
3-й и 6-й атомы азота и углерода пиримидинового
кольца. Изменившееся положение атакуемого уг-

леродного атома рибозы относительно ключевых
для катализа аминокислотных остатков активно-
го центра объясняет ингибиторное действие АЗТ.

В кристаллической структуре комплекса ти-
мидинфосфорилазы с АЗТ и сульфатом обе субъ-
единицы находятся в открытой конформации,
однако открытая конформация может быть обу-
словлена присутствием межмолекулярных кон-
тактов в кристаллической решетке. Цель данной
работы заключалась в изучении изменений кон-
формации субъединиц димерной молекулы ти-
мидинфосфорилазы в комплексе с фосфатом и
3'-азидотимидином в условиях отсутствия меж-
молекулярных контактов. Для этого было иссле-
довано поведение молекулы ТФ и связанных в
комплексе лигандов методом молекулярной ди-
намики на временной траектории 50 нс.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При анализе пространственной структуры
кристаллического комплекса тимидинфосфори-
лазы E. coli с ингибитором АЗТ и фосфатом было
показано, что образование комплекса сопровож-
дается конформационными изменениями и фор-
мированием вокруг азидогруппы ингибитора
гидрофобного кармана, в образовании которого
участвуют аминокислотные остатки обоих доме-
нов субъединиц. При этом сохраняется открытая
конформация обеих субъединиц (рис. 1). Однако
в кристаллической решетке открытая конформа-
ция субъединиц в комплексе ТФ/АЗТ/фосфат
может стабилизироваться и межмолекулярными
контактами. Анализ кристаллической упаковки

Рис. 1. Пространственная структура димерной молекулы тимидинфосфорилазы. Для одной из субъединиц приведены
обозначения элементов вторичной структуры.
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комплекса указывает на то, что между субъедини-
цами, связанными операцией симметрии –y +
+ 1/2, x – 1/2, z – 1/4, образуются водородные
связи, в которых участвуют аминокислотные
остатки петель большого домена. Несколько ами-
нокислотных остатков одной из них, подвижной
петли 367–381, закрывают полость активного
сайта в закрытой конформации. В образовании
межмолекулярных связей (операция симметрии
–x, –y, –z + 1/2) участвуют также аминокислот-
ные остатки Glu20, Asp65 малого домена и His76,
Asn78 связывающей домены петли.

Исследование методом молекулярной дина-
мики (МД) на временной траектории 50 нс дает
возможность проследить, как меняется конфор-
мация субъединиц димерной молекулы фермента
(рис. 1) в комплексе с фосфатом и АЗТ в отсут-
ствие межмолекулярных контактов, возникаю-
щих в кристаллическом комплексе, и объяснить
особенности ингибирования фермента 3'-азидо-
тимидином.

МД-исследование димера фермента показало,
что величины RMSD в начале эксперимента име-
ют тенденцию к увеличению, но, начиная с мо-
мента времени ~16 нс (рис. 2), происходит неко-
торая стабилизация конформационных состоя-
ний димера (величины RMSD колеблются в
диапазоне ~1.3 Å). К концу процесса симуляции
значения RMSD начинают уменьшаться (рис. 2).

Изменения конформации субъединиц в моле-
куле комплекса ТФ при МД-исследовании мож-
но определить по результатам суперпозиций ко-
ординат Сα-атомов исходной молекулы и коор-
динат на выбранной точке временной траектории
МД 0–50 нс. Суперпозиция моделей димера ТФ в

комплексе с АЗТ и фосфатом, полученных мето-
дом молекулярной динамики на временной тра-
ектории МД 50 нс с интервалом 0.5 нс (100 фрей-
мов), показана на рис. 3. Полученные данные МД
свидетельствуют, что в целом как пространственная
структура субъединиц димера, так и положения ли-
гандов (рис. 3) существенно не изменяются.

Сравнение пространственных структур субъ-
единицы A молекулы ТФ в различные моменты
МД-эксперимента (11 точек на временной траек-
тории с интервалом 5 нс) со структурой, получен-
ной в результате рентгеноструктурного экспери-
мента (PDB_ID: 4LHM), не выявило принципи-
альных различий; значения RMSD не превысили
1.3 Å. Можно предположить, что на всем протя-
жении 50-нс симуляции субъединица димера, так
же как в кристаллической структуре, сохраняет
открытую конформацию (рис. 3). При совмеще-
нии молекул по Сα-атомам двух субъединиц в ис-
ходной и конечной точках времени симуляции
RMSD составляет ~3.0 Å, что может свидетель-
ствовать (учитывая небольшое значение RMSD
при сравнении субъединиц А) о том, что нет син-
хронизации изменения конформаций субъеди-
ниц димера.

Значения среднеквадратичных смещений
Cα-атомов (RMSF) субъединиц димера (рис. 4),
свидетельствующих о нестабильности простран-
ственной структуры субъединиц, изменяются в
пределах ~2 Å, причем в различных субъединицах
димера величины и характер флуктуаций разные.
При анализе среднеквадратичных флуктуаций
Сα-атомов аминокислотных остатков в процессе
МД оказалось, что наибольшие флуктуации на-
блюдаются в петлях или смежных с ними α-спира-

Рис. 2. График зависимости среднеквадратичного отклонения (RMSD) Cα-атомов димера тимидинфосфорилазы от
времени в комплексе с 3'-азидотимидином и фосфатом.
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Рис. 3. Суперпозиция моделей димера тимидинфосфорилазы в комплексе с 3'-азидотимидином и фосфатом, получен-
ных методом молекулярной динамики на временной траектории МД 50 нс с интервалом 0.5 нс (100 фреймов).
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Рис. 4. Величины среднеквадратичных смещений Cα-атомов (RMSF) субъединиц димера тимидинфосфорилазы.
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лях и β-лентах. Петли 66–71, 155–160 и 194–197, со-
единяющие большой и малый домены, испыты-
вают значительные флуктуации. Петли большого
домена (264–270, 305–334, 365–390, 393–399),
аминокислотные остатки которых участвуют в
межмолекулярных водородных связях, наблюда-
емых в кристаллической структуре (PDB_ID:
4LHM), также значительно изменяют свои по-
ложения по сравнению с исходными, а амино-
кислотные остатки этих петель – свою конфор-
мацию.

Критерием смещения доменов друг относи-
тельно друга можно считать изменение величины
расстояния между аминокислотными остатками,
находящимися в разных доменах. Эти величины
отслеживали на симулируемой траектории, ха-
рактеризующей изменение расстояний между
Cα-атомами аминокислотных остатков Ile173–
Ala373, Asp178–Phe210, Leu117–Arg171, и исполь-
зовали для оценки конформационного состояния
субъединиц в комплексе ТФ/АЗТ/фосфат на си-
мулируемых траекториях. Согласно данным Pug-

mire et al. [8], более короткие расстояния между
парами аминокислотных остатков Phe210–Asp178
и Ala373–Ile173 (5.14 и 6.64 Å, PDB_ID: 1BRW)
подтверждают закрытую конформацию; расстоя-
ния 9.42 и 14.04 Å, наблюдаемые в кристалличе-
ской структуре [15] (PDB_ID: 4LHM), соответ-
ственно, для Phe210–Asp178 и Ala373–Ile173, – от-
крытую конформацию. Характер сближения
остатков Leu117 и Arg171, принадлежащих различ-
ным доменам субъединицы ТФ, можно проследить
по изменению расстояния Cα_Leu117…Cα_Arg171
(рис. 5) на МД-траектории для структуры комплек-
са ТФ с АЗТ и ионом фосфата.

Расстояния между Сα-атомами остатков
Leu117, Arg171 в субъединицах А и В комплекса
ТФ с АЗТ и ионом фосфата, судя по графику (рис. 5),
в начале симуляции заметно различаются, но раз-
личия уменьшаются на протяжении времени си-
муляции ~16–33 нс (величина расстояний колеб-
лется в основном в пределах 13–16 Å), а затем
вновь увеличиваются. Можно отметить периоди-
ческие сближения пары Сα-атомов остатков
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Leu117 и Arg171 до 13 Å (и даже до ~12 Å в субъеди-
нице А в момент времени ~15 нс) в обеих субъеди-
ницах; расстояние между соответствующими ато-
мами, наблюдаемое в кристаллическом комплек-
се ТФ с АЗТ и ионом фосфата, т.е. в открытой
конформации, равно 14.2 Å. Синхронизации в из-
менении этих расстояний в субъединицах фер-
мента, судя по приведенному графику (рис. 5), не
наблюдается.

На рис. 6 представлены графики, позволяю-
щие оценить характер изменения расстояний

между Сα-атомами остатков Asp178 (малый до-
мен) и Phe210 (большой домен). Периодические
сближения пары Сα-атомов остатков в обеих
субъединицах происходят асинхронно, и процес-
сы сближения доменов в субъединицах явно не
согласованы, хотя к концу процесса симуляции
характер периодического сближения остатков
становится практически одинаковым. Макси-
мально близкое расстояние между Сα-атомами
составляет >7 Å. В кристаллической структуре
пиримидиннуклеозидфосфорилазы из Bacillus

Рис. 5. Изменение расстояния между Сα-атомами остатков Leu117 и Arg171 в течение 50-нс симуляции для комплекса
тимидинфосфорилазы с ионом фосфата и 3'-азидотимидином.

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0 5 10 20 30 4015 25 35 45 50

Ра
сс

то
ян

ие
, н

м

Время, нс

Субъединица А

Субъединица В
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stearothermophilus [8] (PDB_ID: 1BRW), где наблю-
дается закрытая конформация фермента, рассто-
яние между гомологичными остатками Phe207 и
Asp175 равно 5.14 Å.

Измерение расстояний между Сα-атомами
аминокислот Ile173 и Ala373, расположенных в
разных доменах субъединицы А, в разные момен-
ты времени симуляции с интервалом 5 нс, по ко-
торым можно судить о степени сближения доме-
нов во время МД-эксперимента, показало, что
эти расстояния меняются в пределах 11.0–14.1 Å.
Эти данные также подтверждают, что конформа-
ция субъединицы А открытая (табл. 1).

В структуре комплекса ТФ/АЗТ/фосфат [15]
(PDB_ID: 4LHM) ион фосфата, локализованный
в α/β-домене субъединицы фермента, непосред-
ственно связан водородными связями с амино-
кислотными остатками Ser86, Ser95, Ser113,
Thr123 и Lys84, а с His85, Lys191 и Asp92 – через
молекулы воды. Во время МД-эксперимента фос-
фат-ион остается в фосфат-связывающем сайте,
периодически меняя свою ориентацию. При этом
изменяется число водородных связей из-за изме-
нения конформации некоторых аминокислотных
остатков из координационной сферы иона фос-
фата (табл. 2). На рис. 7 представлены ионы суль-
фата в моменты времени 0 и 15 нс (время наи-
большего сближения доменов) и координирую-
щие их аминокислотные остатки.

Как показано Pugmire et al. [13], связывание
иона фосфата в активном центре пиримидиннук-
леозидфосфорилаз приводит к формированию
водородной связи между остатками His119 и
Gly208 большого домена. При этом образова-
ние водородной связи между остатками His119

и Gly208 ассоциируется с подвижками в боль-
шом домене. На графике зависимости между
временем эксперимента и расстоянием
NE2_His119 …O_Gly208 в комплексе ТФ с АЗТ и
фосфатом (рис. 8) для обеих субъединиц на всем
протяжении МД-эксперимента наблюдается тен-
денция периодического сближения остатков
His119 и Gly208 до расстояний, соответствующих
водородной связи NE2_His119…O_Gly208. В
субъединице A от начала симуляции до ~14 нс из-
менение расстояний NE2_His119…O_Gly208 про-
исходит от длины водородной связи 2.8 до 5 Å. В
субъединице B вплоть до ~25 нс эти аминокис-
лотные остатки часто образуют водородные свя-
зи, а затем расстояния NE2_His119…O_Gly208
периодически начинают существенно изменять-
ся, часто увеличиваясь от значения, соответству-
ющего Н-связи, до 4.5 Å и более (рис. 8). В субъ-
единице А в моменты времени 5 и 10 нс, где, судя
по расстояниям Ile173…Ala373 и Asp178…Phe210
(табл. 1), происходит некоторое сближение до-
менов, число водородных связей, образуемых
ионом фосфата, уменьшается (табл. 2), а расстоя-
ния NE2_His119…O_Gly208 несколько увеличи-
ваются (табл. 2). На следующем временном ин-
тервале, несмотря на разное число полярных кон-
тактов, образуемых ионом фосфата, водородные
связи NE2_His119…O_Gly208 сохраняются.

В комплексе с ингибитором (ТФ/АЗТ/фос-
фат) водородная связь между остатками His119 и
Gly208, подтверждающая присутствие иона в
фосфат-связывающем центре, сохраняется более
продолжительное время на всем временном ин-
тервале, что отличает его от комплекса с субстра-
том [16]. Сравнение симулируемых траекторий в

Таблица 1. Изменение расстояния между Сα-атомами некоторых остатков субъединицы А тимидинфосфорила-
зы в течение 50-нс симуляции для комплекса тимидинфосфорилазы с ионом фосфата и 3'-азидотимидином

Время, нс
Расстояние, Å

Ile173…Ala373 Asp178…Phe210 Leu117…Arg171

0 14.1 8.6 13.9
5 12.8 8.1 16.4

10 11.2 8.5 13.8
15 11.0 7.9 13.3
20 11.6 10.0 15.0
25 13.8 9.0 14.5
30 12.1 9.1 14.7
35 11.6 8.0 14.3
40 11.1 8.7 14.1
45 13.3 8.7 15.1
50 12.0 7.6 14.2

PDB_ID: 4LHM 14.04 9.42 14.2
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Таблица 2. Водородные связи, образуемые ионом фосфата субъединицы А тимидинфосфорилазы, на временном
интервале 50 нс в фиксированные промежутки времени с интервалом 5 нс и длины связей NE2_H119…O_Gly208,
наблюдаемые в эти промежутки времени

Примечание: в скобках указан атом кислорода иона фосфата, который образует водородную связь с соответствующим остат-
ком. Прочерк означает отсутствие водородной связи между атомами.

Время, 
нс

Расстояние, Å

NZ_Lys84 N_Ser86 OG_Ser95 OG_Ser113 OG1_Thr123 NE2_His119…O_Gly208

0 2.8 (O4) 2.9 (O4) 2.6 (O1) 2.7 (O3) 2.6 (O1) 2.8
5 2.8 (O4) – 3.0 (O3) – – 3.6

10 2.7 (O2)
3.1 (O1)

– 2.7 (O4)
3.2 (O2)

– 2.9 (O4) 3.5

15 2.7 (O2) 2.7 (O2) 2.5 (O4) – 2.6 (O4) 3.0
20 3.2 (O3)

2.8 (O4)
– 2.7 (O3)

3.1 (O1)
– 2.8 (O2)

2.8 (O3)
2.8

25 2.7 (O4) – – – 2.7 (O1) 2.8
30 2.8 (O3) – 2.7 (O4) – 2.5 (O2) 2.8
35 2.8 (O1) – 2.7 (O4) – 2.7 (O4) 2.8
40 – – 2.5 (O4)

3.2 (O1)
– 2.7 (O4)

3.1 (O3)
2.9

45 2.8 (O1) – 2.6 (O3) – 2.6 (O2) 2.7
50 2.9 (O2)

2.9 (O1)
– 2.7 (O4) – 2.8 (O4)

3.3 (O3)
3.0

комплексе ТФ с ингибитором и в комплексе ТФ с
субстратом [16] показывает, что комплекс с инги-
битором и фосфатом стабилен на всем времен-
ном интервале, в то время как в комплексе с суб-
стратом и фосфатом наблюдался выход фосфата
из связывающего центра.

Молекула АЗТ, расположенная в нуклеозид-
связывающем сайте, в кристаллическом ком-
плексе ТФ/АЗТ/фосфат взаимодействует с ами-
нокислотными остатками из обоих доменов.
Нуклеозид-связывающий карман ограничен
аминокислотными остатками спиралей 161–172
(Tyr168 и Arg171) и 179–193 (Ile183, Ser186 и
Lys190), которые расположены на поверхности
α-домена, обращенной к междоменной щели, и
остатками спирали 213–231 (Leu220) и β-ленты
82–86 (His85) домена α/β. Атом N3 пиримидино-
вого кольца молекулы АЗТ образует водородную
связь с Oγ_Ser186 α-домена. Атомы O2 и O4 пири-
мидинового кольца образуют водородные связи с
гуанидиновой группой Arg171 и NZ_Lys190 соот-
ветственно.

МД-эксперимент показал, что пиримидино-
вый фрагмент молекулы АЗТ сохраняет контакты
с координирующими ее аминокислотными остат-
ками на всем протяжении эксперимента (табл. 3).
Однако конформация молекулы АЗТ на протяже-
нии МД-эксперимента изменяется; ориентация
O5' гидроксильной группы относительно рибоз-

ного цикла, характеризуемая торсионным углом
C3'-C4'-C5'-O5', остается разной во время 50-нс
симуляции. В момент времени 15 нс наблюдается
некоторое сближение пар остатков из разных до-
менов (Ile173–Ala373, Asp178–Phe210, Leu117–
Arg171) до расстояний 11.0, 7.9 и 13.3 Å соответ-
ственно. При этом происходит сближение атомов
O_Leu117 и O5'_AZT до 4.9 Å. Следует отметить,
что боковой радикал остатка Leu117 из гибкой
петли большого домена субъединицы ТФ может
изменять свою позицию и ориентацию во время
процесса симуляции, сдвигаясь периодически в
направлении нуклеозида, в отличие от Arg171,
который координирует пиримидиновый фраг-
мент АЗТ и практически не меняет свою кон-
формацию.

При анализе пространственной структуры кри-
сталлического комплекса E. coli ТФ/АЗТ/фосфат
[15] было показано, что образование комплекса
сопровождается конформационными изменения-
ми и формированием вокруг азидогруппы инги-
битора гидрофобного кармана, в образовании ко-
торого участвуют аминокислотные остатки обоих
доменов субъединиц: Leu220 (спираль 213–231),
Phe210 и Met211 (петля 204–214) домена α/β и
Val177, Ile183 и Ile187 (спираль 179–193 α-доме-
на), Leu117 (петля 112–122 большого домена).
Большинство этих остатков инвариантны в пири-
мидиновых нуклеозидфосфорилазах семейства II.
Было показано [15], что гидрофобный карман об-



802

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 6  2021

ТИМОФЕЕВ и др.

разуется только после связывания АЗТ. При этом
обе субъединицы находятся в открытой конфор-
мации.

Азидогруппа молекулы АЗТ в течение МД-
эксперимента занимает гидрофобный карман,
смещаясь в его полости. Гидрофобные остатки,

Рис. 7. Ион фосфата из субъединицы А тимидинфосфорилазы в моменты времени 0 нс (серый цвет) и 15 нс (черный
цвет) в окружении координирующих его аминокислотных остатков.
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Рис. 8. Изменение расстояния между атомами O_Gly208 и NE2_His119 в течение 50-нс симуляции для комплекса ти-
мидинфосфорилазы с ионом фосфата и 3'-азидотимидином.
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окружающие эту группу, в основном мало меня-
ют свою конформацию. Расположение азидо-
группы, которое практически сохраняется во вре-
мя 50-нс симуляции, в гидрофобном кармане, на-
ходящемся между большим и малым доменами,
может препятствовать сближению реакционных
центров, что объясняет свойства АЗТ как некон-
курентного ингибитора.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Стартовой моделью комплекса ТФ с фосфатом

и АЗТ послужили координаты пространственной
структуры димера тимидинфосфорилазы E. coli в
комплексе с АЗТ и сульфатом, решенной мето-
дом молекулярного замещения с разрешением
1.52 Å (PDB_ID: 4LHM) [15]. С использованием
программы Coot [17] сульфат заменили на фос-
фат. Молекулярное моделирование проводили с
использованием программного комплекса
GROMACS 2020.2 [18]. В качестве силового ис-
пользовали поле amber99sb-idln [19]. Область моде-
лирования представляла собой прямоугольный па-
раллелепипед размером 134.955 × 134.955 × 136 Å.
Белок помещали в центр ячейки, весь объем
ячейки заполняли водой; использовали трехатом-
ную модель воды – TIP3P. Параметризацию АЗТ
проводили с использованием программы ante-
chamber [20]. На первой стадии выполняли пред-
варительную минимизацию энергии системы с
АЗТ и фосфатом. После минимизации энергии
проводили процедуры стабилизации температуры и
давления системы. Величину температуры выбрали
равной 310 К, величину давления – 1 атм. Исполь-
зовали следующие алгоритмы поддержания тем-
пературы и давления: термостат V-rescale [21] и

баростат Parrinello-Rahman [22] соответственно.
Системы моделировали на временном интервале
общей продолжительностью 50 нс с шагом 2 фс.

Анализ строения ТФ в определенных точках
симулируемой траектории осуществляли с помо-
щью совмещения структурных моделей белка в
этих точках со структурой димера в исходной точ-
ке процесса симуляции и с помощью совмещения
структурных моделей белка в этих точках с кристал-
лической структурой белка (PDB_ID: 4LHM). При
совмещении структур использовали программу
PyMol [23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе методом молекулярной дина-
мики на траектории 50 нс исследовали состояние
димерной молекулы тимидинфосфорилазы из
Escherichia coli в комплексе с неконкурентным
ингибитором фермента 3'-азидотимидином и
ионом фосфата. В качестве стартовой модели ис-
пользовали полученные ранее атомные коорди-
наты комплекса тимидинфосфорилазы с азидо-
тимидином и сульфатом при разрешении 1.52 Å.

Сравнение пространственных структур субъ-
единицы A фермента в различных временных
точках МД-эксперимента со структурой, полу-
ченной в рентгеноструктурном эксперименте, не
выявило значительных различий, поэтому можно
предположить, что на всем протяжении 50-нс си-
муляции обе субъединицы димера сохраняют от-
крытую конформацию. Показана большая ста-
бильность комплекса ТФ с АЗТ и фосфатом по
сравнению с комплексом ТФ с тимидином и фос-
фатом [16]. Расположение азидогруппы между

Таблица 3. Величины (Å) контактов пиримидинового фрагмента молекулы 3'-азидотимидина с координирую-
щими его аминокислотными остатками в течение 50-нс симуляции

Время, нс
Расстояние, Å

N3_АЗТ…
OG_Ser186

O4_АЗТ…
NZ_Lys190

O2_АЗТ…
NH1_Arg171

O2_АЗТ…
NH2_Arg171

0 2.8 2.9 2.7 3.1
5 2.8 2.9 2.9 3.1

10 2.9 3.2 2.7 3.1
15 3.0 2.7 2.8 2.7
20 2.8 2.9 2.8 2.9
25 2.9 2.9 2.9 2.9
30 2.6 3.0 2.9 3.0
35 2.9 2.8 2.9 2.7
40 2.9 3.1 2.9 3.1
45 3.0 2.8 2.9 3.2
50 2.9 2.9 2.8 3.1
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ТИМОФЕЕВ и др.

двумя доменами молекулы препятствует сближе-
нию доменов, необходимому для перехода к за-
крытой конформации, что объясняет неконку-
рентный характер ингибирования 3'-азидотими-
дином.

Полученные данные объясняют некоторые
особенности механизма функционирования ТФ
и могут быть использованы для разработки ан-
тиопухолевых и противовирусных средств.
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Molecular Dynamics Study of Escherichia coli Thymidine Phosphorylase in a Complex 
with an Inhibitor 3'-Azidothymidine and Phosphate

V. I. Timofeev*, **, #, N. E. Zhukhlistova*, and I. P. Kuranova*, **
#E-mail: tostars@mail.ru

*Shubnikov Institute of Crystallography of Federal Scientific Research Centre “Crystallography and Photonics”,
Russian Academy of Sciences, Leninsky prosp. 59, Moscow, 119333 Russia

**National Research Centre “Kurchatov Institute”, pl. Akademika Kurchatova 1, Moscow, 123182 Russia

The state of a dimeric thymidine phosphorylase molecule from Escherichia coli in a complex with a noncom-
petitive enzyme inhibitor 3'-azidothymidine and a phosphate ion was studied by the molecular dynamics
method on a 50 ns trajectory. The previously obtained atomic coordinates of the complex of thymidine phos-
phorylase with azidothymidine and sulfate at a resolution of 1.52 Å were used as a starting model. It was
shown that in this time interval both subunits of the dimeric enzyme molecule function asynchronously,
while each subunit retains an open conformation. It was found that the nature of the ligand in the nucleoside
center affects the binding strength of phosphate in the phosphate center. In a complex with an inhibitor, both
ligands remain bound to the enzyme over the entire time interval, while when simulating the behavior of thy-
midine phosphorylase in the presence of phosphate and thymidine substrate, phosphate is released from the
active site. The stabilizing effect of azidothymidine on phosphate binding is consistent with the behavior of
azidothymidine as a noncompetitive inhibitor of thymidine phosphorylase.

Keywords: thymidine phosphorylase, spatial structure, 3'-azidothymidine, molecular dynamics
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Проведен крупномасштабный твердофазный синтез Атозибана – Mpa1-D-Tyr(OEt)-Ile-Thr-Asn-
Cys6-Pro-Orn-Gly-NH2 циклического 1,6-дисульфида – единственного клинически используемого
антагониста окситоциновых рецепторов. Подобраны условия для замыкания дисульфидной связи
(S–S) в молекуле Атозибана как в растворе, так и на полимере в ходе твердофазного синтеза. Про-
ведена сравнительная оценка образования S–S-связи в различных условиях. Изучены побочные
продукты, образующиеся при замыкании дисульфидной связи как в растворе, так и на полимерном
носителе. Разработана методика, позволяющая синтезировать Атозибан в укрупненном масштабе
(10–20 ммоль), включающая циклизацию защищенного полупродукта с образованием S–S-связи в
ходе твердофазного синтеза, при минимальном образовании побочных продуктов.

Ключевые слова: антагонист окситоциновых рецепторов, Атозибан, твердофазный синтез, замыкание
дисульфидной связи
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ВВЕДЕНИЕ
Дисульфидная связь – один из структурообра-

зующих элементов в молекулах многих биологи-
чески активных пептидов – таких пептидных гор-
монов, как Окситоцин, Вазопрессин, Соматоста-
тин, Инсулин [1, 2], нейромедиаторов, факторов
роста и др. Дисульфидные мостики играют важ-
ную роль в реализации биологического эффекта
многих пептидных лекарств [3]. Примеры таких
соединений – агонисты вазопрессиновых и сома-
тостатиновых рецепторов, такие как Терлипрес-

син, Фелипрессин, Десмопрессин, Орнипрессин,
Октреотид, Ланреотид и Пасиреотид. Данные
пептиды содержат одну дисульфидную связь и
производятся в промышленных масштабах [4–7].
К настоящему времени существует лишь один
клинически используемый антагонист окситоци-
новых рецепторов – Атозибан, который приме-
няется для предотвращения преждевременных
родов и также производится в промышленных
масштабах [8, 9]. Такие пептидные лекарства, как
Линаклотид и Плеканатид, выступают агониста-
ми гуанилатциклазы, содержат в своей структуре
три и две S–S-связи соответственно [10].

В настоящее время существует достаточно
большое количество способов создания дисуль-
фидных мостиков в пептидах. При окислении
тиольных предшественников используются кис-
лород воздуха, феррицианид калия, диметилсуль-
фоксид, перекись водорода [11]. При синтезе
сложных пептидов применяют буферы, имитиру-
ющие физиологические условия, как правило, с
использованием глутатионовой системы, содер-
жащей 5 мМ восстановленный и 0.1 мМ окислен-
ный глутатион в различных соотношениях [12].
При синтезе природных пептидов, содержащих
несколько дисульфидных связей в молекуле,

1 Дополнительные материалы для этой статьи доступны по
doi 10.31857/S013234232106004X для авторизованных поль-
зователей.
Сокращения: Boc – трет-бутилоксикарбонил; But –
трет-бутил; DBU – 1,8 –диазабицикло[5.4.0]-ундец-7-ен;
DCM – дихлорметан; DIC – N,N'-диизопропилкарбоди-
имид; DMF – диметилформамид; DMSO – диметилсуль-
фоксид; D-Tyr(OEt)-OH – D-2-амино-3-(4-этоксифенил)
пропановая кислота; DTT – дитиотреитол; Fmoc – 9-флу-
оренилметилоксикарбонил; ESI – электрораспылительная
химическая ионизация при атмосферном давлении;
HOBt – 1-гидроксибензотриазол; MePip – 4-метилпипе-
ридин; Mpa – 3-меркаптопропионовая кислота; i-PrOH –
изопропиловый спирт; TFA – трифторуксусная кислота;
TIS – триизопропилсилан; Trt – тритил.

# Автор для связи: (тел.: +7 (915) 051-25-55; эл. почта:
mityaavdeev93@mail.ru).

УДК 547.964.4:577.112.6
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успешно применяют спонтанное замыкание S–S-
мостиков с использованием мягких окислителей.
Так, в работе по синтезу конотоксинов с двумя
дисульфидными мостиками спонтанная цикли-
зация тиольных предшественников кислородом
воздуха приводила к преимущественному образо-
ванию природного дисульфидного изомера [13].
Альтернативный подход – прямая конверсия за-
щищенных (Trt, Acm, Tmob, Mob и др.) линейных
предшественников пептидов в циклические ди-
сульфиды. Для этой цели наиболее часто исполь-
зуют иод в различных растворителях [14], реже
применяют трифторацетат таллия(III) [15] или
сульфоксиды в присутствии хлорсиланов [16].

Синтез природных пептидов или их аналогов,
содержащих внутримолекулярные дисульфид-
ные мостики, – до сих пор достаточно сложная
задача [17]. Это обусловлено тем, что, независи-
мо от способа (классического или твердофазно-
го) получения соответствующего линейного
предшественника, на стадии замыкания внутри-
молекулярного дисульфидного мостика в пепти-
де, во избежание межмолекулярной агрегации и
образования побочных дисульфидных димеров и
олигомеров, приходится работать в условиях вы-
сокого разбавления. Рабочие концентрации пеп-
тидов при циклизации, как правило, составляют
10–4–10–5 М (т.е. 0.1–1.0 мг/мл) [14]. Концентри-
рование реакционных смесей циклизации перед
выделением целевого продукта – довольно дли-
тельный процесс, в ходе которого также возмож-
но образование побочных продуктов, в частности
из-за наличия в смеси остаточных количеств
окислителя, приводящих к образованию продук-
тов более глубокого окисления серы (соответ-
ствующих сульфоксидов), а также несоблюдения
рН или температурного режима. Атозибан разре-
шен к практическому применению в нашей стра-
не в качестве лекарственного препарата, что дик-
тует необходимость разработки именно крупно-
масштабной схемы его получения. При синтезе
Атозибана мы столкнулись с рядом проблем на
стадии создания дисульфидной связи.

Цель данного исследования – разработка оп-
тимальной методики получения Атозибана в
укрупненном масштабе, сравнение различных
условий замыкания S–S-связи и изучение приме-
сей, образующихся в ходе как твердофазного син-
теза, так и синтеза в растворе.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Атозибан (I) имеет следующую структуру –
Mpa1-D-Tyr(OEt)-Ile-Thr-Asn-Cys6-Pro-Orn-Gly-NH2
циклический 1,6-дисульфид. Данный антагонист
был получен заменой четырех аминокислотных
остатков в молекуле Окситоцина. Тирозин был за-
менен на алкилированный аналог D-Tyr(OEt), ци-

стеин – на дезаминоцистеин (Mpa), лейцин – на ор-
нитин, глутамин – на треонин. Такие модификации
были проведены для получения аналога – антагони-
ста окситоциновых рецепторов – и увеличения его
протеолитической устойчивости [3].

Известны различные методы промышленного
получения Атозибана и, судя по литературным
данным, предпочтение отдается синтезу в раство-
ре [9, 18]. В данной работе для синтеза этого пеп-
тида был выбран твердофазный метод, т.к., по на-
шему мнению, он более технологичен. В сочета-
нии с Nα-Fmoc-защитой для блокирования
функциональных групп боковых цепей амино-
кислот использовали кислотолабильные защит-
ные группы: But – для треонина, Вос – для орни-
тина, Trt – для аспарагина. При синтезе пептидов
остаток цистеина защищали Acm- или Trt-груп-
пой, остаток меркаптопропионовой кислоты –
Trt-группой. Для отщепления Fmoc-защит ис-
пользовали раствор 5% 4-MePip/2% DBU/DMF
[19]. Для создания пептидной связи применяли
DIC/HOBt-метод. В результате твердофазного
синтеза был получен линейный предшественник
Атозибана – Mpa-D-Tyr(OEt)-Ile-Thr-Asn-Cys-
Pro-Orn-Gly-NH2 – с чистотой 76% по данным
ВЭЖХ. Основополагающая стадия в синтезе
Атозибана – циклизация, поэтому замыкание ди-
сульфидного мостика изучалось нами как в рас-
творе, так и на полимере.

Замыкание S–S-мостика в растворе. В литера-
туре имеются отдельные упоминания о том, что
введение органических растворителей в состав
реакционных смесей на стадии циклизации спо-
собствует образованию внутримолекулярных ди-
сульфидов [20]. Наши собственные данные по
синтезу Октреотида [21] показывают, что в этом
случае циклизация тиольного предшественника с
концентрацией 10–20 мг/мл без образования за-
метных количеств димеров проходит в метаноле.
Мы провели серию экспериментов по получению
Атозибана в водных или водно-органических
растворах (H2O/изопропиловый спирт, H2O/ди-
оксан, H2O/изопропиловый спирт/CH3CN) с
использованием нарастающих концентраций
линейного SH-пептида (1.0–20.0 мг/мл) при
рН 7.0–8.0 (табл. 1). Для контроля полноты про-
текания циклизации параллельно применяли
ВЭЖХ и тест Эллмана [22]. Введение органиче-
ских растворителей в состав реакционной смеси
при циклизации позволило нам увеличить кон-
центрацию исходного дитиола (II).

Как видно из табл. 1 и рис. 1, в использован-
ных для циклизации условиях нам не удалось из-
бежать образования продуктов с межмолекуляр-
ными S–S-связями – параллельных и антипарал-
лельных димеров (III) и (IV), структура которых
после выделения из реакционной смеси с помо-
щью ВЭЖХ была подтверждена методом масс-
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спектрометрии. В спектре ESI (+) фракции, со-
держащей смесь пептидов (III) и (IV), наблюдал-
ся единственный пик молекулярного иона
(1988.6), соответствующий массе димерных про-
дуктов. В дальнейшем при оценке результатов
циклизации нами учитывалось суммарное ко-
личество пептидов (III) и (IV). При этом в ин-
тервале концентраций исходного SH-соедине-
ния 1–10 мг/мл содержание побочных продуктов
практически не менялось и составляло ~10–14%
(табл. 1). При повышении концентрации исход-
ного соединения (II) до 20 мг/мл количество ди-
сульфидных димеров (III) и (IV) возрастало до
18.2% (табл. 1). Как оказалось, димеры имеют бо-
лее низкую растворимость, чем Атозибан, и су-
щественно осложняют выделение целевого про-
дукта. Лучшие результаты при замыкании S–S-
мостика в растворе были получены в следующих
условиях: H2O/изопропиловый спирт при кон-
центрации пептида 10 мг/мл. Окисление проис-
ходило в течение 15 мин. По завершении реакции
рН реакционной смеси доводили до 4 с помощью
уксусной кислоты, и целевой пептид, имеющий
чистоту по ВЭЖХ 73.7%, выделяли с помощью
препаративной ВЭЖХ.

Стоит отметить, что на стадии подкисления
реакционной смеси нельзя применять трифтор-
уксусную кислоту, т.к. наличие остаточных коли-
честв H2O2 может привести к образованию cоот-
ветствующего сульфоксида. Такие побочные про-
дукты были нами выделены. В масс-спектре
ESI (+) наблюдается пик молекулярного иона
(1010), соответствующий сульфоксиду Атозибана.
Выход Атозибана-ацетата при замыкании ди-
сульфидной связи в растворе составил 31.5% в

расчете на стартовую аминокислоту, присоеди-
ненную к полимерному носителю. Полученные
результаты побудили нас продолжить поиски оп-
тимальной методики и перейти к экспериментам
замыкания дисульфидной связи на полимерном
носителе.

Замыкание S–S-мостика на твердой фазе. Важ-
ный аспект замыкания S–S-мостика на твердой
фазе – эффект псевдоразбавления, за счет которо-
го при набухании пептидил-полимера в опреде-
ленном растворителе расстояние между соседни-
ми пептидными цепями увеличивается, и взаимо-
действие между ними становится минимальным,
что может имитировать разбавление в растворе.
Поэтому мы предполагали, что циклизация Ато-
зибана на полимере поможет нам обойти пробле-
му высоких разбавлений, наблюдающихся при
окислении в растворе, и сократить образование
побочных продуктов, а также упростить процеду-
ру выделения продукта. Как правило, для замы-
кания S–S-мостика в различных пептидах требу-
ется подбор специальных условий [11].

Атозибан не содержит в молекуле остатка
триптофана, поэтому в качестве окислителя при
создании S–S-связи на полимере был выбран I2,
поскольку он хорошо растворим в органических
растворителях, обеспечивающих хорошую соль-
ватацию пептидил-полимера, и при его исполь-
зовании наблюдается прямая конверсия цисте-
ин-защищенного пептида в циклический дисуль-
фид [11]. К настоящему моменту существует
довольно большое количество работ по изучению
замыкания дисульфидных мостиков на полимер-
ном носителе [14, 23, 24], однако систематиче-

Таблица 1. Влияние условий замыкания S–S-мостика действием H2O2 на содержание целевого и побочных
(димерных) продуктов в реакционной смеси при получении Атозибана (I) в растворе

Концентрация
SH-предшествен-

ника, мг/мл
pH Растворитель

Состав реакционной смеси по ВЭЖХ, %

Атозибан (I)
SH-

предшественник 
(II)

димеры
(III) + (IV)

1 7.0 H2O 74.10 0.15 10.20

5 7.0 H2O/i-PrOH 1 : 1 71.00 0.24 9.28

7.0 H2O/диоксан 1 : 1 62.20 0.17 14.20

10 7.5 H2O/i-PrOH/CH3CN 5 : 3 : 1 71.80 0.30 12.83

7.5 H2O/i-PrOH 1 : 1 73.70 0.23 10.10

20 7.5–8.0 H2O/i-PrOH 1 : 1 63.12 0.26 18.20
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Рис. 1. Профиль аналитической ВЭЖХ и спектры ESI (+) продуктов при замыкании S–S-мостика в Атозибане в рас-
творе в течение 15 мин действием H2O2 в смеси H2O/i-PrOH (1 : 1): (I) – Атозибан, (II) – линейный SH-предшествен-
ник Атозибана, (III–V) – димеры.
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ских исследований по изучению зависимости ко-
личества окислителя, времени проведения цик-
лизации и растворителя на состав образующихся
примесей в синтезе Атозибана не проводилось.
Мы осуществили серию экспериментов по синте-

зу Атозибана на твердой фазе, включая стадию
образования дисульфидного мостика (табл. 2).

На амидном полимере Ринка с использовани-
ем двух различных защит остатка цистеина нами
было синтезировано два пептидил-полимера:

Trt-Mpa-D-Tyr(OEt)-Ile-Thr(But)-Asn(Trt)-Cys(Trt)-Pro-Orn(Boc)-Gly-P и
Trt-Mpa-D-Tyr(OEt)-Ile-Thr(But )-Asn(Trt)-Cys(Acm)-Pro-Orn(Boc)-Gly-P.

Конверсию защищенного производного пеп-
тида в циклический полупродукт на твердой фазе
проводили действием различных избытков иода
(3–35 экв.) в таких органических растворителях,
как DMF, диоксан и уксусная кислота, при ком-
натной температуре в течение 1–5 ч (табл. 2).

Наилучшие результаты наблюдаются при ис-
пользовании в качестве растворителя DMF. При
применении же диоксана и уксусной кислоты в
одинаковых условиях (10-кратный избыток иода,
1 ч) всегда присутствует большое количество ли-
нейного SH-пептида и димеров. Как видно из
табл. 2, при увеличении количества окислителя и
времени проведения циклизации в реакционной
смеси во всех случаях неожиданно нарастает со-
держание линейного SH-предшественника Ато-

зибана (II) и димеров. При использовании Trt-за-
щиты наиболее полное замыкание S–S-мостика
наблюдается при действии трехкратного избытка
I2 в течение 1 ч при комнатной температуре. При
этом содержание SH-пептида и димеров состав-
ляет менее 7% и не наблюдается других побочных
продуктов. Чистота же самого Атозибана состав-
ляет более 85%.

Для анализа реакционных смесей получения
Атозибана (I) были подобраны условия ВЭЖХ, в
которых наблюдалось хорошее разрешение пи-
ков, соответствующих SH-, SS-формам пептида и
побочным продуктам (рис. 2). Стоит отметить,
что в тех же условиях, но с Acm-защитой на ци-
стеине в реакционной смеси присутствует до-
вольно большое количество SH-пептида (II). Мы
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идентифицировали продукт (II) (рис. 2), который
соответствует направленно полученному SH-
предшественнику Атозибана (II). В масс-спек-
трах ESI (+) наблюдается пик молекулярного
иона (997.2), соответствующий SH-пептиду (II).
При анализе 1Н-ЯМР-спектров Атозибана (I) и
пептида (II) наиболее заметные изменения на-
блюдаются у сигналов протонов цистеина. Сиг-
нал амидного протона линейного предшествен-
ника Атозибана (I) сместился в более сильное поле
по сравнению с сигналом амидного протона Ато-
зибана (I): в пептиде (II) – αNH, Cys (7.94 м.д.), в
Атозибане – αNH, Cys (8.44 м.д.). Такая же тен-
денция наблюдается и для βCH2-протонов, а
именно в пептиде (II) – βCH2, Cys (2.60; 2.75 м.д.),
в Атозибане – βCH2, Cys (3.02; 2.85 м.д.). Также
изменились сигналы амидных протонов тирози-
на, треонина и орнитина в пептиде (II): в пептиде
(II) – αNH, D-Tyr(OEt) (8.15 м.д.), в Атозибане –
αNH, D-Tyr(OEt) (8.39 м.д.); в пептиде (II) –
αNH, Thr (7.78 м.д.), в Атозибане – αNH, Thr
(7.20 м.д.); в пептиде (II) – αNH, Orn (8.17 м.д.), в
Атозибане – αNH, Orn (8.08 м.д.). Стоит отметить
изменение сигналов протонов при β-углеродном
атоме в изолейцине: в пептиде (II) – βCH2, Ile
(1.70 м.д.), в Атозибане – βCH2, Ile (1.85 м.д.). Та-
ким образом, 1Н-спектр ЯМР и масс-спектр
ESI (+) побочного продукта совпадают со спек-
трами специально полученного сульфгидрильно-
го производного.

При обработке реакционной смеси циклиза-
ции H2O2 продукт, соответствующий пику пепти-
да (II), переходит в Атозибан (I).

На сегодняшний момент, судя по литератур-
ным данным, не существует однозначного пред-
ставления о механизме замыкания S–S-мостика
действием I2 [17]. Мы предполагаем, что схемати-
чески суть происходящего можно объяснить сле-
дующим образом (схема 1). При взаимодействии
защищенного производного пептида с I2 перво-
начально образуется моно-иод-производное (Ib),
которое с высокой скоростью внутримолекуляр-
но превращается в циклический продукт (Id). Од-
новременно с учетом избытка иода образуется и
некоторое количество ди-иод-производного (Ic).
В пользу этого говорит тот факт, что в наших экс-
периментах (табл. 2) при увеличении молярного
количества иода растет и количество линейного
продукта со свободными SH-группами (II). При
этом, видимо, ди-иод-производное (Ic) не пере-
ходит в продукт (Id), иначе мы должны были бы
всегда получать главным образом циклический
продукт. Из табл. 2 следует, что при 40-кратном
избытке I2 содержание SH-пептида в реакцион-
ной смеси составляло 63.73%, при 10-кратном из-
бытке – 43.8%, а при трехкратном – 3.71%. В слу-
чае Acm-защитной группы на цистеине ситуация
принципиально не меняется (табл. 2). Мы пред-
полагаем, что скорость внутримолекулярного за-
мыкания цикла в случае тритильного производ-
ного выше, чем в случае Acm-производного.

Таблица 2. Влияние условий замыкания S–S-мостика действием I2 на содержание целевого и побочных продук-
тов в реакционной смеси при циклизации Атозибана (I) на твердой фазе

№ Защиты
Cys и Mpa

Условия циклизации Состав реакционной смеси по ВЭЖХ, %

экв. I2
раство-
ритель время, ч Атозибан 

(I)

примеси

SH-пептид 
(II)

димеры
(III) + (IV)

1 Trt, Trt 40 DMF 4 11.21 63.73 5.10

2 Trt, Trt 10 DMF 4 35.40 43.80 8.20

3 Trt, Trt 10 DMF 1 44.94 43.28 4.70

4 Trt, Trt 10 Диоксан 1 33.11 36.80 11.20

5 Trt, Trt 10 AcOH 1 42.36 46.80 6.20

6 Trt, Trt 5 DMF 4 67.67 11.69 3.90

7 Trt, Trt 7 DMF 1 67.50 11.80 0.57

8 Trt, Trt 3 DMF 1 85.51 3.71 4.80

9 Acm, Trt 3 DMF 1 75.70 12.90 5.30
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Схема 1. Схема циклизации Атозибана (I) в растворе и на твердой фазе.
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Рис. 2. Профиль аналитической ВЭЖХ и спектры ESI (+) продуктов при замыкании S–S-мостика в Атозибане (I) на
твердой фазе в течение 1 ч с использованием 3 экв. I2 в DMF: (I) – Атозибан, (II) – линейный SH-предшественник
Атозибана, (III–V) – димеры.
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Как видно из  табл. 2, во всех случаях при цик-
лизации в DMF содержание димеров в реакцион-
ной смеси меньше, чем при циклизации в растворе.

Выход Атозибана-ацетата (I) при замыкании
дисульфидной связи на полимере составил 50%.

Сравнительная оценка замыкания S–S-мостика
на твердой фазе и в растворе. Несмотря на то что
время замыкания S–S-мостика в растворе мень-
ше (не более 15 мин) и существует возможность
контроля полноты протекания с помощью теста
Эллмана и ВЭЖХ, плюсов проведения окисления
на твердой фазе оказалось больше: во-первых, от-
сутствует проблема растворимости; во-вторых,
существенно упрощается процесс обработки ре-
акционной массы, путем нескольких промывок
пептидил-полимера при обычной фильтрации
удается полностью удалить избыток окислителя;
в-третьих, нам удалось добиться практически
полного отсутствия димеров при циклизации на
полимере. Возможно, уменьшение степени заме-
щения смолы при твердофазном синтезе позволит
свести к минимуму образование димеров. Главное
преимущество циклизации на полимере – увели-
чение суммарного выхода Атозибана (I) на старто-
вую аминокислоту (50% по сравнению с 31.5% в
растворе).

Разработанная методика была успешно ис-
пользована для синтеза Атозибана (I) в укрупнен-
ном масштабе (10–20 ммоль).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали производные амино-

кислот L- и D-ряда (Fluka, Швейцария); тритил-
3-меркаптопропионовую кислоту (Trt-Mpa),
DMF, NMM, HOBt, TBTU, TIS, DTNB – реагент
Эллмана, дихлорметан и трифторуксусную кис-
лоту (Fluka, Швейцария); уксусную кислоту, ме-
таллический иод, аскорбиновую кислоту (о.с.ч.;
Реахим, Россия). Для ВЭЖХ применяли ацето-
нитрил (CH3CN; Carl Roth GmbH, Германия).

Аналитическую ВЭЖХ проводили на хромато-
графе Knauer 1001А (Германия) на колонке (4.6 ×
× 250 мм) Kromasil 100-5 ODS (Швеция), размер
частиц сорбента 5 мкм, размер пор порядка 100 Å.
В качестве элюентов использовали буфер А
(0.05 М КН2РО4, pH 3.0) и буфер Б (70%-ный аце-
тонитрил в буфере А), элюцию проводили со ско-
ростью 1 мл/мин в градиенте концентрации бу-
фера Б в буфере А (20–80% за 30 мин), детекция
при длине волны 220 нм. Препаративную ВЭЖХ
Атозибана осуществляли с использованием при-
бора Knauer 1001 (Германия) на колонке Kromasil
50 × 250 мм с размером частиц сорбента 10 мкм. В
качестве элюентов использовали буфер А (0.01 М
водный раствор ацетата аммония, рН 4.5, содер-
жащий 3% ацетонитрила) и буфер Б (70%-ный
ацетонитрил в буфере А). Элюцию проводили со

скоростью 20 мл/мин от 100% буфера А в градиен-
те концентраций буфера Б (0.5%/мин). Фракции,
соответствующие целевому веществу, объединя-
ли, концентрировали в вакууме и лиофилизиро-
вали.

1Н-ЯМР-спектры регистрировали на спектро-
метре WH-500 (500 МГц; Bruker, Германия) в
DMSO-d6 при 300 K, концентрация пептидов со-
ставляла 2–3 мг/мл, химические сдвиги (δ, м.д.)
измеряли относительно тетраметилсилана. При-
ведены значения химических сдвигов (δ, м.д.).
Отнесение сигналов к определенным группам
протонов аминокислотных остатков проводили с
помощью метода дифференциального двойного
резонанса. Масс-спектры регистрировали на
приборе Amazon (Bruker, Германия) методом
электрораспылительной ионизации (ESI) в режи-
ме регистрации положительных ионов (напряже-
ние на капилляре – 3500 В). Диапазон сканирова-
ния масс, m/z – 70–2200. Применяли шприцевый
ввод образца, растворенного в смеси CH3CN–во-
да. Газ-распылитель – азот, температура интер-
фейса – 100°C.

Твердофазный синтез Атозибана (I). Получение
Trt-Mpa-D-Tyr(OEt)-Ile-Thr(But)-Asn(Trt)-Cys(Trt)-
Pro-Orn(Boc)-Gly-полимера (Ia). Синтез пептида
проводили в ручном режиме из 8 г (5.44 ммоль)
полимера Ринка (Novabiochem, Великобритания)
с содержанием аминогрупп 0.68 ммоль/г. Снятие
Fmoc-защиты с α-аминогруппы проводили по-
следовательно раствором 5%-ного 4-метилпипе-
ридина и 2%-ного 1,8-диазабицикло[5.4.0.]ун-
дец-7-ена (DBU) в DMF в течение 5 и 10 мин.
Аминокислотные цепи удлиняли в соответствии
со стандартными процедурами одностадийного
цикла, включающего 30-минутную активацию
присоединяемой аминокислоты (16.32 ммоль) в
присутствии эквимолярных количеств DIC и
HOBt в смеси NMP и DMF (1 : 1). Цикл синтеза
включал все необходимые промывки пептидил-
полимера DMF и тест с нингидрином на остаточ-
ные аминогруппы [18]. Аликвоты пептидилполи-
мера (Ia), содержание пептида в которых состав-
ляло ~0.5 ммоль, использовали для тестовых
синтезов Атозибана (I), условия и результаты ко-
торых представлены в табл. 1 и 2. Основную часть
нонапептидил-полимера (Ia) с содержанием пеп-
тида 3.6 ммоль использовали для получения целе-
вого продукта (I). Для оценки качества промежу-
точного нонапептида образец Nα-свободного
пептидилполимера (Ia) обрабатывали деблокиру-
ющей смесью TFA/TIS/H2O (90 : 5 : 5 v/v/v) в те-
чение 1 ч. После осаждения продукта диэтиловым
эфиром содержание основного вещества в образ-
це составило 89% по данным ВЭЖХ.
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Получение Mpa1-D-Tyr(OEt)-Ile-Thr-Asn-Cys6-
Pro-Orn-Gly-NH2 циклического 1,6-дисульфида (I).

а) Замыкание S–S-связи в растворе. Твердо-
фазный синтез нонапептидил-полимера (Ia) про-
водили по описанной выше методике из 15.3 г
(7.2 ммоль) амидного полимера Ринка с содержа-
нием аминогрупп 0.48 ммоль/г. Пептидил-поли-
мер (Ia) (28.5 г), полученный по окончании синте-
за, суспендировали в охлажденной до 4°С смеси,
содержавшей 200 мл TFA, 10 мл деионизованной
воды, 10 мл TIS и 10 г DTT, и перемешивали в те-
чение 2 ч. Полимер отфильтровывали, промыва-
ли деблокирующей смесью (2 × 30 мл), смесью
СН2Сl2/TFA (1 : 1, 2 × 30 мл), фильтрат упаривали
до маслообразного состояния. Продукт осаждали
охлажденным диэтиловым эфиром, отфильтровы-
вали, промывали диэтиловым эфиром (2 × 30 мл),
этилацетатом (2 × 30 мл), высушивали при ком-
натной температуре. Сырой продукт твердо-
фазного синтеза (7.1 г) растворяли в 800 мл сме-
си i-PrOH/CH3CN/H2O в соотношении 2 : 1 : 5 (v/v/v).
К полученному раствору при перемешивании до-
бавляли 3 мл 2%-ного водного раствора NH4OH
(pH 8.0–9.0) и 5 мл 3%-ного водного раствора
H2O2. Полноту образования дисульфидной свя-
зи проверяли при помощи реактива Эллмана и
ВЭЖХ. По окончании циклизации в реакцион-
ную смесь добавляли AcOH до рH 4.0, упаривали
органические растворители в вакууме, продукт
очищали с помощью ВЭЖХ. Выход Атозибана-
ацетата составил 2.39 г (31.5% в расчете на старто-
вую аминокислоту).

Масс-спектр ESI+, m/z (Iотн, %): 994.54 (100)
[M]+. Чистота (ВЭЖХ): 99.66%.

Спектр 1H-ЯМР приведен в дополнительных
материалах.

б) Замыкание S–S-связи на твердой фазе. К
суспензии 10 г нонапептидил-полимера (Ia)
(3.62 ммоль) в 400 мл DMF добавляли 100 мл раство-
ра иода (10.86 ммоль) в DMF и энергично перемеши-
вали в течение 2 ч, пептидил-полимер отфильтровы-
вали, промывали на фильтре DMF (3 × 100 мл). За-
тем избыток иода удаляли 10%-ным раствором
аскорбиновой кислоты в смеси DMF/H2O 2 : 1 (2 ×
× 100 мл), пептидил-полимер отфильтровывали,
промывали на фильтре DMF (3 × 100 мл), дихлор-
метаном (3 × 100 мл) и высушивали. Отщепление
пептида от полимера проводили в одну стадию
путем обработки пептидил-полимера 85 мл смеси
(90% TFA, 5% деионизованной воды, 5% TIS) при
комнатной температуре в течение 1.5 ч. Полимер
отфильтровали, промывали деблокирующей сме-
сью (2 × 40 мл). Фильтрат упаривали до маслооб-
разного состояния, осаждали продукт 85 мл диэти-
лового эфира, отфильтровывали выпавший оса-
док, промывали диэтиловым эфиром (2 × 40 мл).

Получили 3 г белого порошка. Содержание ос-
новного вещества в образце по данным ВЭЖХ со-
ставило 85.51%. Сырой продукт растворяли в
150 мл воды, рH реакционной смеси доводили
2.5%-ным раствором аммиака до 6.5–7.5. При пе-
ремешивании к гомогенному раствору добавляли
0.6 мл 3%-ной H2O2. Полноту образования ди-
сульфидной связи проверяли при помощи реак-
тива Эллмана [18] и ВЭЖХ. К раствору добавляли
AcOH до рH 4.0–5.0 и очищали с помощью ВЭЖХ.
Выход Атозибана-ацетата составил 1.9 г (50% в
расчете на стартовую аминокислоту).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработанная нами методика позволяет полу-

чить технический Атозибан чистотой более 85% с
образованием димерных продуктов менее 5%, что
открывает возможности внедрения этой методи-
ки в промышленное производство.
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Development of an Optimal Method for Closing the Disulfide Bond in the Synthesis 
of Atosiban – Antagonist of Oxytocin Receptors
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This work is devoted to large-scale solid-phase synthesis (SPS) of Atosiban – Mpa1-D-Tyr(OEt)-Ile-Thr-
Asn-Cys6-Pro-Orn-Gly-NH2 1,6 disulfide – the only clinically used oxytocin receptor antagonist. The con-
ditions have been selected for the closure of the disulfide bond (S–S) in the Atosiban molecule both in solu-
tion and in the course of SPS with minimal formation of by-products. A comparative assessment of the for-
mation of S–S bonds was carried out in various conditions. The by-products formed during the closure of the
disulfide bond have been studied both in solution and on a polymer support. A technique has been developed
that allows the synthesis of Atosiban on an enlarged scale, including the cyclization of a protected intermedi-
ate with the formation of an S–S bond during solid-phase synthesis, with minimal formation of by-products.

Keywords: oxytocin receptor antagonist, Atosiban, solid-phase synthesis, disulfide bond closure
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Известно, что последовательность Arg-Gly-Asp в молекуле фибриногена – ключевая в связывании
с рецепторами, находящимися на поверхности тромбоцитов. С целью поиска соединений, способ-
ных ингибировать данное взаимодействие, были синтезированы аналоги Arg-Gly-Asp-последова-
тельности – 2-ацетоксибензоил-Arg-βAla-Asp, 4-пиперидинкарбонил-βAla-Asp и 4-аминобензоил-
βAla-Asp. Показано, что данные соединения способны в разной степени ингибировать агрегацию тром-
боцитов. Наибольшую способность ингибировать агрегацию тромбоцитов показал 2-ацетоксибензоил-
Arg-βAla-Asp. Также установлено снижение экспрессии маркеров CD62p и CD63 на тромбоцитах при
воздействии на них аналогов Arg-Gly-Asp, что подтверждает способность данных соединений блокиро-
вать сайты связывания фибриногена с гликопротеиновыми рецепторами GP IIb/IIIа.

Ключевые слова: Arg-Gly-Asp-миметики, агрегация тромбоцитов, пептидный синтез, GP IIb/IIIa-ре-
цептор, маркеры тромбоцитов
DOI: 10.31857/S0132342321060087

ВВЕДЕНИЕ

Сердечно-сосудистые заболевания – основная
причина смерти и инвалидности практически во
всех развитых странах. Превалирующее количе-
ство летальных исходов приходится на инфаркт
миокарда, вызываемый закупоркой сосудов
тромбами. Образованию же тромбов чаще всего
способствуют гликопротеиновые рецепторы
тромбоцитов, поскольку конечным звеном в аг-
регации тромбоцитов оказывается связывание
фибриногена с активированными GP IIb/IIIa-ре-
цепторами тромбоцитов. GP IIb/IIIa-рецептор
относится к суперсемейству структурно род-
ственных гликопротеиновых рецепторов, состоя-
щих из двух субъединиц: GP IIb или αIIb (α-субъ-
единица) и GP IIIa или β3 (β-субъединица), при-
сутствующих в различных клетках и названных
“интегринами” [1] или “цитоадгезинами” [2].

Известно, что некоторые интегрины, включая
GP IIb/IIIa, распознают общую аминокислотную
последовательность – трипептид Arg-Gly-Asp.
Эта последовательность присутствует в цепях
большинства адгезивных гликопротеинов, вы-
полняющих различные функции. Важность Arg-
Gly-Asp-последовательности подтверждается ин-
гибированием процесса адгезии гликопротеинов
в присутствии коротких Arg-Gly-Asp-содержа-
щих пептидов [3]. Несмотря на общий участок
распознавания, интегрины высокоспецифичны
во взаимодействии с различными гликопротеи-
нами [1, 2].

К настоящему времени определены необходи-
мые функциональные группы в структуре Arg-
Gly-Asp-миметиков, участвующие в ионном и
гидрофобном взаимодействии с рецептором [4].

Варьирование структуры Arg-Gly-Asp-после-
довательности [5, 6] позволяет получать соедине-
ния с различными физиологическими временами
жизни. Известно, что низкомолекулярные Arg-
Gly-Asp-содержащие пептиды и пептидомимети-
ки нашли применение при наличии высокого и
среднего риска ишемии при остром коронарном
синдроме, при ангиопластике в комбинации с
клопидогрелем [7, 8]. Например, эптифибатид

Сокращения: GP – гликопротеин; βAla – β-аланин;
DIPC – N,N'-диизопропилкарбодиимид; TEA – триэтил-
амин; HOSu – N-гидроксисукцинимид; HOBt – N-гид-
роксибензотриазол; ESI – ионизация распылением в элек-
трическом поле; ОТП – обогащeнная тромбоцитами плазма.

# Автор для связи: (тел.: + 37517 374-82-63; эл. почта: olymelnik@
yandex.ru).

УДК 577.112.6+547-327
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(интегрилин), Arg-Gly-Asp-подобный цикличе-
ский гептапептид, отличается достаточно высо-
кой специфичностью по отношению к GP IIb/IIIa
и не оказывает существенного влияния на актив-
ность других интегринов [9, 10]. Было создано
также несколько пептидомиметиков Arg-Gly-Asp-
последовательности, ингибиторов GP IIb/IIIa,
для перорального применения (ксемилофибан,
орбофибан, сибрафибан, лотрафибан) [11]. Пред-
полагалось использовать их с целью длительной
профилактики тромбозов. К сожалению, много-
численные исследования данных веществ [12] не
только не показали преимущества их перед аспи-
рином, но даже выявили их высокую цитотоксич-
ность. Это не дало оснований для их клиническо-
го применения.

Поэтому разработка новых ферментативно
устойчивых, а значит – длительно действующих,
Arg-Gly-Asp-пептидов и пептидомиметиков для
орального применения важна для лечения и про-
филактики сердечно-сосудистых заболеваний и
нарушений мозгового кровообращения.

Цель данного исследования состояла в получе-
нии новых аналогов аминокислотной последова-
тельности Arg-Gly-Asp, способных ингибировать
агрегацию тромбоцитов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Основой для создания миметиков последова-

тельности Arg-Gly-Asp служил трипептид Arg-βAla-

Asp, как показано ранее, эффективный ингибитор
агрегации тромбоцитов [13]. Для создания конъ-
югата с аспирином, способного блокировать тром-
бообразование по двум механизмам – ингибирова-
нию активации тромбоцитов тромбоксаном А2 и
прямому блокированию сайтов связывания глико-
протеиновых рецепторов GP IIb/IIIa, был синте-
зирован 2-ацетоксибензоил-Arg-βAla-Asp (V) –
трипептид Arg-βAla-Asp, ацилированный по
α-аминогруппе аргинина ацетилсалициловой
кислотой, соединением, обладающим собствен-
ной антитромботической активностью.

Исходным соединением в синтезе миметиков
Arg-Gly-Asp был дипептид Boc-βAla-Asp(OMe)-
OMe (I), который получали конденсацией диме-
тилового эфира аспарагиновой кислоты с защи-
щенной аминокислотой Boc-βAla-ОН. В качестве
конденсирующего агента использовали N,N'-ди-
циклогексилкарбодиимид с добавлением N-гид-
роксибензотриазола (схема 1). Далее синтезиро-
ванным сукцинимидным эфиром ацетилсалици-
ловой кислоты ацилировали α-аминогруппу
аргинина. Модифицированный трипептид 2-ацет-
оксибензоил-Arg-βAla-Asp(OMe)-OMe (IV) был
получен конденсацией 2-ацетоксибензоил-арги-
нина с Н-βAla-Asp(OMe)-OMe. Заключительная
стадия синтеза – щелочной гидролиз сложно-
эфирных групп аспарагиновой кислоты. Синтез
включает 6 стадий, общий выход соединения (V)
составил 46%.

Схема 1. Схема синтеза 2-ацетоксибензоил-Arg-βAla-Asp.

O

COOH
O

O

COOSu
O

+ HOSu

O

C-Arg-OH
O

O

H-Arg-OH

Boc-βAla-OH + HCl⋅H-Asp(OMe)-OMe

Boc-βAla-Asp(OMe)-OMe (I)

1. TEA
2. DCC/HOBt

HCl/CH3COOC2H5

+     HCl⋅H-βAla-Asp(OMe)-OMe (II)
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O
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O
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Опираясь на работы [14, 15], мы предположи-
ли, что замена аргинина в последовательности
Arg-βAla-Asp на 4-пиперидинкарбоновую и
4-аминобензойную кислоты вызовет увеличение
антитромботической активности соединений.
Это можно объяснить тем, что циклические фраг-
менты структур пептидомиметиков, имитирую-
щие боковую цепь аргинина, способствуют ста-
билизации необходимой для проявления биоло-
гической активности конформации.

Синтез соединения 4-аминобензоил-βAla-Asp
(VIII) осуществляли по схеме 2. Конденсация
Вос-производного 4-аминобензойной кислоты,
полученного обработкой последней ди-трет-бу-
тилдикарбонатом в водно-диоксановой смеси, с
дипептидом HCl·H-βAla-Asp(OMe)-OMe (II)
протекала с высоким выходом (86%). Деблокиро-
вание соединения (VI) проводили в две стадии –
щелочным (для омыления сложноэфирных групп
аспарагиновой кислоты) и кислотным гидроли-
зом (для удаления кислотолабильной защитной
Вос-группы).

Схема 2. Схема синтеза 4-пиперидинкарбонил-
βAla-Asp и 4-аминобензоил-βAla-Asp.

При синтезе 4-пиперидинкарбонил-βAla-Asp
(XI) использовали вышеописанные синтетиче-
ские подходы. Суммарные выходы 4-пиперидин-
карбонил-βAla-Asp (XI) и 4-аминобензоил-βAla-
Asp (VIII) составили 40 и 51% соответственно.
Идентификацию целевых соединений выполня-
ли методами масс-спектрометрии, 1Н-ЯМР-
спектроскопии, гомогенность подтверждали ме-
тодами ТСХ и аналитической ВЭЖХ.

Антиагрегационную активность полученных
соединений изучали на богатой тромбоцитами
плазме крови человека с использованием ADP в
качестве индуктора агрегации тромбоцитов
(рис. 1). Исследования показали, что все аналоги

Boc-R-OH + HCl⋅H-βAla-Asp(OMe)-OMe (II)

1. TEA
2. DCC/HOBt

Boc-R-βAla-Asp(OMe)-OMe (VI), (IX)

2 N NaOH

Boc-R-βAla-Asp(OH)-OH (VII), (X)

HCl/CH3COOC2H5

HCl⋅H-R-βAla-Asp(OH)-OH (VIII), (XI)

(VI), (VII), (VIII) R =

(IX), (X), (XI) R =

HN C
O

N C
O

последовательности Arg-βAla-Asp – 2-ацетокси-
бензоил-Arg-βAla-Asp (V), 4-пиперидинкарбонил-
βAla-Asp (XI) и 4-аминобензоил-βAla-Asp (VIII) –
способны в разной степени ингибировать агрега-
цию тромбоцитов, но все они более активны, чем
исходный трипептид Arg-βAla-Asp.

Наибольшую способность ингибировать агре-
гацию тромбоцитов показало соединение 2-ацет-
оксибензоил-Arg-βAla-Asp (V), при добавлении
которого степень агрегации снижалась с 42.6 до
15.0% у первого и с 83.7 до 24.1% у второго донора.

Известно [16], что активация тромбоцитов
связана с изменением экспрессии ряда поверх-
ностных рецепторов. Для выявления активиро-
ванных тромбоцитов при иммунофенотипирова-
нии чаще всего используют маркеры CD36 (ре-
цептор тромбоспондина), CD61 (интегриновая
цепь β3) и CD41 (α-цепь интегрина в комплексе
CD61/CD41, известен также как GPIIb/IIIa,
CD42a [GPIX], CD42b [GPIb]) и CD62P (P-селек-
тин). Эти гликопротеины экспрессируются тром-
боцитами и мегакариоцитами, обеспечивая кле-
точную адгезию и связывание фибриногена, что
приводит к агрегации тромбоцитов и их закреп-
лению на эндотелии [17]. Так, Р-селектин
(CD62P) содержится в α-гранулах тромбоцитов и
выступает кальций-зависимым белком, который
во время активации тромбоцита перемещается к
плазматической мембране, где он участвует во
взаимодействии тромбоцитов с эндотелиальны-
ми клетками и лейкоцитами. Интегриновые ре-
цепторы располагаются на мембране тромбоци-
тов в комплексе с тетраспонинами (CD9 и CD63),
которые поддерживают трансдукцию сигнала и
стабильную адгезию [18].

В подтверждение гипотезы о том, что получен-
ные соединения – 2-ацетоксибензоил-Arg-βAla-
Asp (V), 4-пиперидинкарбонил-βAla-Asp (XI) и
4-аминобензоил-βAla-Asp (VIII) – способны
напрямую блокировать сайты связывания гли-
копротеидных рецепторов GP IIb/IIIa, мы про-
вели оценку экспрессии маркеров тромбоцитов
после контакта и инкубации Arg-βAla-Asp-пепти-
да и его аналогов с образцами клеточного тромбо-
концентрата методом проточной цитофлуори-
метрии (BD FACSCantoII). Экспрессию оценива-
ли, регистрируя процент тромбоцитов,
связавшихся с флуоресцентно мечеными антите-
лами относительно маркеров (табл. 1).

Полученные результаты – изменение экспрес-
сии маркера CD62p, Δ% от 8.10 (для Arg-βAla-Asp)
до 3.10 (для 2-ацетоксибензоил-Arg-βAla-Asp) и
маркера CD63, Δ% от 7.15 (для Arg-βAla-Asp) до
1.40 (для соединения (V)) – свидетельствуют о
снижении экспрессии маркеров CD62p и CD63
на тромбоцитах при воздействии на них исследу-
емых веществ, подтверждая, что синтезирован-
ные соединения (V), (VIII) и (XI) способны бло-
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кировать сайты связывания фибриногена с гли-
копротеиновыми рецепторами GP IIb/IIIа.
Незначительное снижение экспрессии маркера
CD62p и CD63 на тромбоцитах при воздействии
на них 2-ацетоксибензоил-Arg-βAla-Asp (V) ско-
рее всего связано с тем, что немалую роль в инги-
бировании агрегации тромбоцитов играет спо-
собность данного соединения подавлять синтез
тромбоксана А2 – индуктора агрегации тромбо-
цитов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе были использованы аминокислоты,

реагенты, растворители (Sigma, США, Fluka,
Швейцария, Acros Organics, Бельгия). Процессы
синтеза соединений, удаления защитных групп
контролировали методом ТСХ на пластинках с
закрепленным слоем силикагеля (Sorbfil, Россия)
в системах растворителей: хлороформ–метанол–

25%-ный раствор аммиака, 6 : 4 : 1 (А); бутанол–
уксусная кислота–вода, 4 : 1 : 1 (Б); этилацетат–
пиридин–уксусная кислота–вода, 5 : 3 : 2 :1 (В).
Вещества обнаруживали на пластинках с помо-
щью хлор-бензидинового реагента.

Аналитическую ВЭЖХ проводили на хромато-
графе Agilent 1200 (США) с масс-детектором QQQ
(Triple Quadrupole) Agilent 6410, колонка Agilent
Zorbax SB C18 RR (2.1 × 30 мм). Использовали
градиент концентраций ацетонитрила от 10 до
95% в 0.05%-ном растворе муравьиной кислоты.
Скорость потока 0.5 мл/мин.

Спектры 1Н-ЯМР получены на спектрометре
AVANCE 500, Bruker BioSpin (США), с рабочей
частотой 500 МГц для ядер 1Н в CD3OD. Химиче-
ские сдвиги приведены в миллионных долях, а
КССВ – в герцах. В качестве внутреннего стан-
дарта использован сигнал растворителя δН 3.34 м.д.
(CD3OD).

Рис. 1. Агрегация тромбоцитов в присутствии Arg-βAla-Asp и аналогов в концентрации 10–5 М в плазме первого (а) и вто-
рого (б) доноров.
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Температуры плавления (некорректируемые)
определяли на приборе Кофлера. Удельное вра-
щение соединений измеряли на спектрополяри-
метре J-20 “Jasco” (Япония).

Boc-βAla-Asp(OMe)2 (I). К раствору 3.06 г
(15.5 ммоль) хлоргидрата диметилового эфира ас-
парагиновой кислоты в 12.5 мл DMF добавляли
2.80 мл TEA (20.2 ммоль). Реакционную смесь пе-
ремешивали в течение 20 мин и затем добавляли
2.93 г (15.5 ммоль) Вос-βAla-ОН. После охлажде-
ния до 0°С в реакционный сосуд вносили после-
довательно 2.20 г (16.3 ммоль) HOBt и 4.80 г
(23.3 ммоль) DCC. Реакционную смесь переме-
шивали в течение 1.5 ч при 0°С и 4 ч при комнат-
ной температуре, осадок отфильтровывали, про-
мывали на фильтре 4.0 мл DMF. В фильтрат до-
бавляли 40.0 мл этилацетата, полученный раствор
промывали 9%-ным раствором лимонной кисло-
ты, 5%-ным раствором NaHCO3, насыщенным
раствором NaCl, водой, затем сушили над Na2SO4.
После сушки этилацетат упаривали, а образовав-
шийся маслообразный остаток переосаждали из
диэтилового эфира петролейным эфиром и су-
шили над Р2О5. После сушки в эксикаторе про-
дукт закристаллизовался. Получили 3.50 г (68%)
соединения (I),  +9.5° (c 1, MeOH), Rf 0.55 (Б),
0.90 (В).

HCl·H-βAla-Asp(OMe)-OMe (II). К раствору
3.32 г (10.0 ммоль) соединения (I) в 2.0 мл этил-
ацетата добавляли 5.7 мл 4.5 н. раствора HCl в
этилацетате. Перемешивали взвесь в течение
50 мин, осадок отделяли фильтрованием, промы-
вали на фильтре этилацетатом, эфиром, сушили в
эксикаторе над NaOH. Выход продукта (II) соста-
вил 2.70 г (99%).  –3.5° (c 1, MeOH), Rf 0.26 (A),
0.78 (Б).

2-Ацетоксибензоил-Arg (III). К раствору 0.90 г
(5.0 ммоль) 2-ацетоксибензойной кислоты в
5.0 мл диоксана добавляли 0.63 г (5.5 ммоль)
N-гидроксисукцинимида. После охлаждения до
0°С в реакционный сосуд прибавляли 1.23 г
(6.0 ммоль) DCC. Перемешивали 1 ч при охла-
ждении и 2 ч при комнатной температуре. После
окончания реакции осадок дициклогексилмоче-
вины отфильтровывали, а полученный раствор
N-гидроксисукцинимидного эфира 2-ацетокси-
бензойной кислоты добавляли к 4.0 мл охлажден-
ного водного раствора, содержащего 0.65 г
(3.7 ммоль) аргинина. После окончания реакции
(12 ч) диоксан упаривали, а в остаток добавляли
12.0 мл ацетона. Выпавший кристаллический оса-
док соединения (III) дважды промывали этилаце-
татом по 3.0 мл. После сушки в вакууме над P2O5
получали 0.98 г (79%) кристаллического соедине-
ния (III), Rf 0.70 (А), 0.58 (В). Масс-спектр ESI,
m/z: 337.36 [M + H]+, 382.38 [M + 2Na]+.

20[ ]Dα

20[ ]Dα

2-Ацетоксибензоил-Arg-βAla-Asp(OMe)-OMe (IV).
К раствору 0.67 г (2.7 ммоль) соединения (II) в
3.5 мл DMF добавляли 0.90 г (2.7 ммоль) 2-аце-
токсибензоил-Arg (III). Реакционную смесь пе-
ремешивали в течение 1 ч. Охладив реакционный
сосуд до 0°С, вносили последовательно 0.38 г
(2.8 ммоль) HOBt и 0.45 мл (2.9 ммоль) DIPC. Ре-
акционную смесь перемешивали в течение 3 ч
при 0°С и 4 ч при комнатной температуре, осадок
отфильтровывали, промывали на фильтре 0.5 мл
DMF. В фильтрат добавляли 15.0 мл диэтилового
эфира, выпавший осадок переосаждали из мета-
нола диэтиловым эфиром. Очистку соединения
проводили методом колоночной хроматографии
на силикагеле 60 (0.02–0.045 мм), используя в ка-
честве элюента смесь хлороформ–метанол–вода
в соотношении 20 : 24 : 1. Фракции, содержащие
чистый пептид, объединяли и упаривали. После
сушки в эксикаторе получили 0.68 г (49%) соеди-
нения (IV). Rf 0.88 (А), 0.91 (В). По данным ВЭЖХ
содержание целевого соединения (IV) – 98%.
Масс-спектр ESI, m/z: 551.69 [M + H]+, 573.73
[M + Na]+.

2-Ацетоксибензоил-Arg-βAla-Asp (V). К раство-
ру 0.42 г (0.8 ммоль) соединения (IV) в 9.7 мл ме-
танола добавляли 0.9 мл 2 н. NaOH. После окон-
чания гидролиза реакционную смесь нейтрализо-
вывали до рН 2–3 4.5 н. раствором HCl в
этилацетате, растворитель упаривали в вакууме
досуха, а к остатку добавляли 2.0 мл метанола.
Нерастворившийся осадок NaCl отфильтровыва-
ли, в фильтрат добавляли 5.0 мл безводного
эфира. После переосаждения из метанола ди-
этиловым эфиром и сушки в эксикаторе над
Р2О5 было получено 0.39 г (89%) соединения (V)
с т. пл. 95–97°С, Rf 0.67 (А), 0.57 (Б). Масс-
спектр ESI, m/z: 523.69 [M + H]+, 545.73 [M +
+ Na]+. 1H-ЯМР (CD3OD): 1.27 (2H, м,
CHCH2CH2CH2NHC(NH)NH2), 1.31 (2H, м,
CHCH2CH2CH2NHC(NH)NH2), 2.62 (2H, д,
J 20, СH2COOH), 2.73 (3H, c, OCOCH3), 2.84 (2H,
м, CHCH2CH2CH2NH), 3.19 (1H, м,
NHCH(CH2CH2CH2NHC(NH)NH2)CO), 3.48 (1H,
м, CH(CH2COOH)COOH), 3.70–3.75 (4Н, м,
HNCH2CH2CO), 7.21–7.87 (4H, м,
С6H4(OCOCH3)CO).

Вос-4-аминобензоил-βAla-Asp(OMe)-OMe (VI).
К раствору 0.84 г (3.1 ммоль) соединения (II) в
3.5 мл DMF добавляли 0.55 мл TEA (4.0 ммоль).
Реакционную смесь перемешивали в течение
20 мин и затем добавляли 0.74 г (3.1 ммоль) Вос-4-
аминобензойной кислоты. После охлаждения до
0°С в реакционный сосуд добавляли последова-
тельно 0.43 г (3.2 ммоль) HOBt и 0.76 г (3.7 ммоль)
DCC. Реакционную смесь перемешивали в тече-
ние 2 ч при 0°С и 10 ч при комнатной температу-
ре, осадок отфильтровывали, промывали на



820

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 6  2021

ГРИБОВСКАЯ и др.

фильтре 1.0 мл DMF. В фильтрат добавляли
10.0 мл этилацетата, полученный раствор промы-
вали 9%-ным раствором лимонной кислоты,
5%-ным раствором NaHCO3, насыщенным раство-
ром NaCl, водой, затем сушили над Na2SO4. После
сушки этилацетат упаривали, а к остатку добавля-
ли 7.0 мл петролейного эфира. После выдержива-
ния на холоде продукт закристаллизовался, его
отфильтровали и сушили над Р2О5. Выход соеди-
нения (VI) составил 1.20 г (86%). Rf 0.82 (Б), 0.88
(В). Масс-спектр ESI, m/z: 451.88 [M]+.

Вос-4-аминобензоил-βAla-Asp (VII) образуется
в результате омыления 1.00 г (2.2 ммоль) соедине-
ния (VI) 2.54 мл 2 н. раствора NaOH в течение
45 мин. Выход кристаллического продукта после
обработки, аналогичной для соединения (V), со-
ставил 0.83 г (89%). Rf 0.56 (Б), 0.77 (В). Масс-
спектр ESI, m/z: 423.81 [M]+, 446.82 [M + Na]+.

HCl.4-аминобензоил-βAla-Asp (VIII). К раство-
ру 0.75 г (1.7 ммоль) Вос-4-аминобензоил-βAla-
Asp (VII) в 2.0 мл этилацетата добавляли 6.8 мл
4.5 н. раствора HCl в этилацетате. Раствор пере-
мешивали в течение 1 ч, растворитель удаляли, а
остаток два раза промывали диэтиловым эфиром.
После высушивания в эксикаторе над NaOH по-
лучено 0.63 г (98%) соединения (VII) с т. пл. 280–
285°С, Rf 0.53 (А), 0.45 (В). По данным ВЭЖХ со-
держание целевого соединения (VII) – 96%.
Масс-спектр ESI, m/z: 323.38 [M]+, 359.83 [M +
+ Na]+. 1H-ЯМР (CD3OD) δ: 1.20 (2Н, тр, J 10,
NHСН2СН2СONH), 2.50 (2H, д, J 20, СH2COOH),
3.52 (2H, м, NHСН2СН2СONH), 4.65 (1H, м,
NHCH(COOH)CH2COOH), 6.96; 7.41; 7.91 (4H,
3 д, J 5; 10; 5, NH2–C6H4–CO).

Boc-4-пиперидинкарбонил-βAla-Asp(OMe)-OMe
(IX) К раствору 1.08 г (4.0 ммоль) соединения (II)
в 4.5 мл DMF прибавляли 0.42 мл (5.2 ммоль)
TEA. Реакционную смесь перемешивали в тече-
ние 20 мин и затем добавляли 0.92 г (4.0 ммоль)
Вос-4-пиперидинкарбоновой кислоты. После
охлаждения до 0°С в реакционный сосуд добавля-
ли последовательно 0.57 г (4.2 ммоль) HOBt и
0.99 г (4.8 ммоль) DCC. Реакционную смесь пере-
мешивали в течение 2 ч при 0°С и 10 ч при ком-
натной температуре. Очистку и выделение веще-
ства (VIII) проводили аналогично описанному
для соединения (VI). Выход продукта составил
1.25 г (68.7%). Rf 0.78 (А), 0.84 (В). Масс-спектр
ESI, m/z: 443.36 [M]+, 466.38 [M + 2Na]+, 489.56
[M + 2Na]+.

Boc-4-пиперидинкарбонил-βAla-Asp (X) образу-
ется в результате омыления 0.96 г (2.1 ммоль) со-
единения (IX) 2.52 мл 2 н. раствора NaOH в тече-
ние 45 мин. Выход кристаллического продукта по-
сле обработки, аналогичной для соединения (V),

составил 0.82 г (91%). Rf 0.53 (Б), 0.67 (В). Масс-
спектр ESI, m/z: 415.38 [M]+, 438.36 [M + Na]+.

HCl·4-пиперидинкарбонил-βAla-Asp (XI). К
раствору 0.75 г (1.8 ммоль) Boc-4-пиперидин-
карбоксил-βAla-Asp (X) в 2.0 мл этилацетата до-
бавляли 7.0 мл 4.5 н. раствора HCl в этилацетате.
Раствор перемешивали в течение 1 ч, раствори-
тель удаляли, а остаток два раза промывали ди-
этиловым эфиром. После сушки в эксикаторе над
NaOH было получено 0.61 г (97%) соединения (X)
с т. пл. 120–122°С, Rf 0.58 (А), 0.34 (В). По данным
ВЭЖХ содержание целевого вещества (X) – 98%.
Масс-спектр ESI, m/z: 338.32 [M + Na]+, 361.38 [M
+ + 2Na]+. 1H-ЯМР (CD3OD) δ: 1.28 (1H, кв, J 10,
СH2–CH–CH2пиперидин), 1.92–2.02 (4Н, м, СH2–CH–
CH2пиперидин), 2.87 (2Н, м, NHCH2CH2CONH),
3.06 (2H, тр, J 15, NHCH2CH2CONH), 3.47 (4H, м,
СH2NHCH2пиперидин), 3.74 (2Н, д, J 20, СН2СО-
ОН), 4.18 (1H, м, NHCH(COOH)CH2COOH).

Ингибирование ADP-индуцированной агрегации
тромбоцитов in vitro. Изучение агрегации тромбо-
цитов проводили с использованием обогащенной
тромбоцитами плазмы (ОТП), с информированно-
го согласия доноров. Для исключения контактной
активации тромбоцитов в работе использовали
только пластмассовую или силиконовую посуду
(кюветы, пробирки, пипетки). Донорскую кровь
смешивали с 3.8%-ным раствором цитрата натрия в
соотношении 9 : 1 по объему и центрифугировали
при малых оборотах (7 мин при 200 g). Суперна-
тант, представляющий собой ОТП, отбирали в
пластиковую посуду. Затем оставшуюся кровь
центрифугировали, но уже на более высоких обо-
ротах (15 мин при 2000 g). Образовавшийся после
повторного центрифугирования верхний слой
представлял собой беcтромбоцитную плазму.
ОТП использовали для исследования функцио-
нальной активности тромбоцитов, беcтромбо-
цитную плазму – для калибровки шкалы оптиче-
ской плотности прибора и, при необходимости,
для разведения ОТП до стандартного содержания
клеток, которое должно составлять 200–300 тыс.
тромбоцитов/мкл. Агрегацию тромбоцитов вы-
зывали введением агониста ADP в конечной кон-
центрации 2.5 мкМ и регистрировали турбоди-
метрическим методом Борна [19] на агрегометре
АР 2110 фирмы “Солар” (Беларусь, Минск).
В контрольном опыте ОТП (300 мкл) инкубиро-
вали в течение 2 мин при 37°С с 0.9%-ным раство-
ром NaCl (30 мкл). При исследовании соедине-
ний в ОТП (300 мкл) вносили исследуемое соеди-
нение с концентрацией 10–5 М в 0.9%-ным
растворе NaCl. Затем добавляли ADP (30 мкл) и
фиксировали протекание агрегации в течение
10 мин. Опыты проводили двукратно.

Определение поверхностных маркеров тромбо-
цитов осуществляли методом проточной цито-
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флyориметрии (BDFACSCantoII). Тромбоциты
получали методом автоматического тромбоцито-
фереза в отделении экстракорпоральных методов
лечения ГУ “Минский научно-практический
центр хирургии, трансплантологии и гематоло-
гии” с информированного согласия доноров.
В опытной пробирке соединяли 500 мкл тромбо-
концентрата с 500 мкл раствора исследуемого со-
единения с концентрацией 10–5 М в 0.9%-ном рас-
творе NaCl. В контрольной пробирке использовали
раствор NaCl (0.9%). Исходная концентрация
тромбоцитов в тромбоконцентрате составляла 698.5
(582.0; 786.5) × 109/л. Данные представлены в виде
медианы (25-й процентиль; 75-й процентиль). Ста-
тистический анализ разницы между экспрессией
маркера на тромбоцитах в контрольной и опытных
пробах проводили методом Фридмана. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе проведенной работы получены аналоги

последовательности Arg-βAla-Asp, способные
эффективно ингибировать агрегацию тромбоци-
тов, что делает их перспективными соединения-
ми для дальнейших исследований в качестве по-
тенциальных антитромботических препаратов.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Все процедуры в рамках данного исследования, с
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ционального комитета и комитета организации, где
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синкской декларацией 1964 года и последующими ее
изменениями или с сопоставимыми этическими стан-
дартами.
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ектов исследований.
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Mimetics of Arg-Gly-Asp Sequence: Synthesis and Study of Antiaggregation Activity
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It is known that the Arg-Gly-Asp sequence in the molecule of fibrinogen is responsible for binding to recep-
tors on the surface of platelet. The purpose of our work was to find new compounds that can inhibit this in-
teraction. Mimetics of Arg-Gly-Asp sequence – 2-acetoxybenzoyl-Arg-βAla-Asp, 4-pipyridinecarbonyl-
βAla-Asp, and 4-aminobenzoyl-βAla-Asp-OH were synthesized. It was shown that these compounds are ca-
pable to inhibit platelet aggregation with varying degrees. The mimetic 2-acetoxybenzoyl-Arg-βAla-Asp
showed the greatest ability to inhibit platelet aggregation. Also, a decrease in the expression of markers
CD62p and CD63 on platelets when exposed to mimetics was found, which confirms the ability of these com-
pounds to block the binding sites of fibrinogen with glycoprotein receptors GP IIb/IIIa.

Keywords: Arg-Gly-Asp-mimetics, platelet aggregation, peptide synthesis, GP IIb/IIIa receptor, platelet markers
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Производные альфа-пирролидона и некоторые производные адамантана обладают широким спек-
тром психотропной активности. Осуществлен синтез и проведена оценка психотропной активно-
сти адамантановых и гомоадамантановых производных альфа-пирролидона. Синтезирован ряд
каркасных соединений, содержащих фрагмент пирролидин-2-она либо в боковой цепи, либо в
составе каркасной системы. Взаимодействием 1-бромадамантана с пирролидин-2-оном получен
N-(адамантан-1-ил)пирролидин-2-он (TIM-2). Из β-дикарбонильных производных гомоада-
мантана получен конденсированный с гомоадамантановым каркасом пирролидин-2-он –
цис-декагидро-4,8:6,10-диметаноциклононан[b]пиррол-2(1Н)-он (TIM-1). Синтез исходной
2-(5-оксогомоадамантил)уксусной кислоты проводили путем расщепления соответствующего ке-
тодиэфира или цианокетоэфира гомоадамантана в условиях реакции Холлера–Бауэра при сонохи-
мической активации. Далее полученную γ-кетокислоту вводили в реакцию Лейкарта–Валлаха с по-
лучением TIM-1. Оценку психотропной активности соединений проводили на экспериментальных
животных (крысах линии Wistar и мышах линии СВА) в стандартных поведенческих тестах. Соеди-
нение TIM-2 проявило выраженную анксиолитическую, антидепрессантную и ноотропную актив-
ность. Анализ связывания соединений проводили при помощи молекулярного докинга синтезиро-
ванных соединений к ГАМК-B-рецептору, который также показал высокую энергию связывания с
рецептором для TIM-2.
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ВВЕДЕНИЕ
ГАМК и глутаминовая кислота – основные

нейромедиаторы центральной нервной системы
(ЦНС), принимающие участие в регуляции раз-
личных функций ЦНС в условиях нормы и пато-

логии, в том числе при тревожных и депрессив-
ных расстройствах. Тревожные расстройства харак-
теризуются иррациональным неконтролируемым
страхом и стойким чувством тревоги, сопровож-
даются нарушениями в модуляции мозговых це-
пей, которые регулируют эмоциональные реак-
ции на потенциально опасные стимулы. Множе-
ство работ доказывают, что мозговые цепи в
миндалевидном теле (часть лимбической систе-
мы) содержат ингибирующие сети гамма-амино-
масляной кислоты, и этот нейротрансмиттер иг-
рает ключевую роль в модуляции как нормаль-
ных, так и патологических тревожных реакций.
Воздействие на аллостерические сайты на по-
верхности ГАМК-рецепторов позволяет регули-
ровать уровень ингибирования нейронов в мин-
далевидном теле. Именно на этом основано дей-

Сокращения: ГАМК – гамма-аминомасляная кислота;
ГЭБ – гематоэнцефалический барьер; ОП – тест “Откры-
тое поле”; ПКЛ – тест “Приподнятый крестообразный
лабиринт”; ПМХ – тест “Подвешивание мышей за хвост”;
РСА – рентгеноструктурный анализ; ТЭИ – тест экстрапо-
ляционного избавления; УРПИ – условная реакция пассив-
ного избегания; ANR-10 – 4-(адамантан-1-ил)пирролидин-
2-он; IE-1 – 1-(3-Гидроксиадамантан-1-ил)-пирролидин-2-
он; TIM-1 – (3aS*,10aS*)-декагидро-4,8:6,10-диметаноцикло-
нонан[b]пиррол-2(1Н)-он; TIM-2 – 1-(адамантан-1-
ил)пирролидин-2-он.

# Автор для связи: (тел.: +7 (919) 545-33-67; эл. почта:
mbfdoc@gmail.com).
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ствие многих классов анксиолитиков. Изменения
концентрации эндогенных модуляторов этих ал-
лостерических сайтов, а также изменения в соста-
ве субъединиц рецептора ГАМК могут выступать
механизмом, посредством которого подавляется
нейрональное торможение в патологических со-
стояниях тревоги [1].

Для производных ГАМК характерен широкий
спектр фармакологической активности, который
включает в себя анксиолитические, антиамне-
стические, седативные, противосудорожные и
противогипоксические свойства, выраженность
которых в значительной степени зависит от спо-
собности проникать через гематоэнцефаличе-
ский барьер (ГЭБ). В данную группу препаратов
входят линейные производные ГАМК (пиками-
лон, фенибут, баклофен, толибут и др.) и ее цик-
лические производные из семейства рацетамов
(фенотропил, пирацетам, прамирацетам, анира-
цетам, фазорацетам и др.) [2, 3].

Основу химической структуры рацетамов со-
ставляет молекула альфа-пирролидона (цикличе-
ская форма ГАМК). Препараты данной группы
как ноотропные лекарственные средства, способ-
ствующие консолидации памяти, процессу обу-
чения и повышающие умственную работоспособ-
ность, нашли широкое применение для лечения
различных когнитивных нарушений, возникаю-
щих вследствие поражения ЦНС (ишемии, трав-
мы и различные дегенеративные процессы) [4].
Анализ спектра фармакологической активности
рацетамов показал, что производные альфа-пир-
ролидона оказывают не только ноотропный, но и
анксиолитический, антидепрессантный, проти-
восудорожный, церебропротекторный и другие
эффекты [4].

Другой подход к модуляции системы ГАМК–
глутаминовая кислота – блокирование глутамат-
ных NMDA-рецепторов, приводящее к опосредо-
ванному усилению ГАМКергического воздей-
ствия [5]. Такими свойствами обладают производ-
ные адамантана, которые широко применяются
при лечении заболеваний, связанных со снижени-
ем выработки дофамина (астения, синдром хрони-
ческой усталости, болезнь Паркинсона), судорож-
ным синдромом, депрессивным и/или тревожным
состоянием. В настоящее время в клинической
практике применяется около 20 производных ада-
мантана [6].

Уникальность адамантанового каркаса для
биологического применения обусловлена его
способностью повышать метаболическую ста-
бильность и способствовать распределению пре-
парата, что приводит к улучшению фармакокине-
тических свойств и увеличению способности пре-
парата к взаимодействию с терапевтическими
мишенями [7–14]. Кроме того, липофильная ада-
мантановая структура способствует прохожде-

нию через гистогематические барьеры [7, 8, 10],
что особенно важно при дизайне веществ с пси-
хотропной активностью. Многие психотропные
средства недостаточно хорошо проходят через
ГЭБ, что ослабляет их влияние на ЦНС. Моди-
фикация данных препаратов посредством введе-
ния адамантильного заместителя в ряде случаев
повышало способность к проникновению через
ГЭБ и способствовало повышению концентра-
ции препарата в головном мозге [7, 8, 10, 11, 14].

Представленные данные обосновывают целе-
сообразность поиска и изучения нейропсихо-
тропных и церебропротекторных свойств у кар-
касных производных пирролидона. Цель
настоящей работы – синтез новых производных
пирролидин-2-она, содержащих структурные
фрагменты адамантана и гомоадамантана, и изу-
чение их психотропных свойств на лабораторных
животных.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Методы синтеза. 4-(Адамантан-1-ил)пирроли-

дин-2-он (ANR-10) получен в соответствии с ме-
тодикой, приведенной в работе [15].

1-(3-Гидроксиадамантан-1-ил)-пирролидин-2-он
(IE-1) получен в соответствии с методикой, при-
веденной в работе [16].

1-Адамантилпирролидин-2-он (TIM-2) был
получен путем нагревания 1-бромадамантана в за-
паянной ампуле при 140°C в течение 20 ч (рис. 1).

(3aS*,10aS*)-Декагидро-4,8:6,10-диметано-
циклононан[b]пиррол-2(1Н)-он (TIM-1) был
получен в две стадии из этил-4-(2-этоксикарбо-
нилметил)-5-оксотрицикло[4.3.1.13,8]ундекан-4-
карбоксилата или этил-4-(цианометил)-5-оксо-
трицикло[4.3.1.13,8]ундекан-4-карбоксилата гидро-
лизом и последующим восстановлением в условиях
реакции Лейкарта–Валлаха (рис. 1). Относитель-
ная конфигурация стереоцентров была предпо-
ложена исходя из модели Фелкина–Ана и под-
тверждена совокупностью данных двумерных
экспериментов ЯМР HMQC, HMBC, NOESY.

Строение полученных соединений подтвер-
ждено совокупностью результатов физико-хими-
ческих методов анализа, таких как ЯМР- и ИК-
спектроскопия, а также соотнесением температу-
ры плавления образца полученного соединения с
литературными данными при наличии таковых.

Влияние исследуемых соединений на поведение
животных. Изучение психотропных свойств ис-
следуемых соединений проводили на крысах линии
Wistar и мышах линии CBA (см. “Эксперим.
часть”). Животным контрольной группы вводили
физиологический раствор в эквивалентном объеме.

Тест “Открытое поле”. В тесте “Открытое по-
ле” по сравнению с крысами контрольной груп-
пы, двигательная активность была значимо выше
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в группах крыс, которым вводили соединение IE-1
или фенотропил (рис. 2). Ориентировочно-ис-
следовательская активность была незначимо вы-
ше в группах крыс, которым вводили соединение
TIM-2 или препараты сравнения фенибут и фе-
нотропил. У животных, которым вводили соеди-

нение TIM-1, двигательная и ориентировочно-
исследовательская активность была незначимо
ниже, чем у контрольных.

Тест “Приподнятый крестообразный лабиринт”.
Тест “Приподнятый крестообразный лабиринт”
(ПКЛ) использовали для изучения поведения

Рис. 1. Схемы синтеза соединений. Синтез 1-(адамантан-1-ил)пирролидин-2-она (TIM-2) (а); синтез 2-(5-оксотри-
цикло[4.3.1.13,8]ундекан-4-ил)уксусной кислоты по реакции Холлера–Бауэра (б); гидролиз-декарбоксилирование
этил-4-(2-этоксикарбонилметил)-5-оксотрицикло[4.3.1.13,8]ундекан-4-карбоксилата (в); синтез (3aS*,10aS*)-дека-
гидро-4,8:6,10-диметаноциклононан[b]пиррол-2(1Н)-она (TIM-1) (г).
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Рис. 2. Показатели двигательной и ориентировочно-исследовательской активности крыс линии Wistar в тесте “От-
крытое поле” (ОП). Двигательная активность – количество пересеченных квадратов; ориентировочно-исследовательская
активность – суммарное количество стоек и количество обследованных отверстий-норок; в группе “Контроль” n = 10, в
опытных группах n = 8.
* Различия достоверны относительно группы “Контроль” при p < 0.05 (критерий Данна). 
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крыс в условиях переменной стрессогенности (при
свободном выборе комфортных условий): фикси-
ровали время, проведенное животным в открытых
рукавах, которые не были защищены стенками
(потенциально стрессогенной зоне), а также ко-
личество выходов в открытые рукава и число све-
шиваний с их края.

В тесте ПКЛ животные, которым вводили не-
которые исследуемые соединения или препараты
сравнения, по сравнению с контрольной груп-
пой, чаще выходили (соединение TIM-2) и доль-
ше пребывали в открытых рукавах (соединения
TIM-2 и IE-1), а также совершали больше свеши-
ваний с их краев (соединения TIM-2, IE-1 и
ANR-10). Это свидетельствует об отсутствии тре-
воги и страха у животных, которым вводили ис-
следуемые соединения или референтные препа-
раты, при выходе и нахождении на открытых, яр-
ко освещенных и значительно поднятых над
уровнем пола рукавах лабиринта (рис. 3). Для
уточнения специфичности и выраженности анк-
сиолитического действия наиболее активных со-
единений на следующем этапе был выполнен тест
конфликтной ситуации по Vogel.

Тест “Конфликтная ситуация в варианте Vogel”.
Тест “Конфликтная ситуация в варианте Vogel” –
высокоспецифичный тест при оценке анксиоли-
тической активности соединений. Данный тест
основывается на конфликте мотиваций между
утолением жажды (после 48-часовой водной де-

привации) и страхом получить болевое раздраже-
ние при попытке взятия воды через поилку (кото-
рая находится под электрическим напряжением).
Крысы, которым за 60 мин до тестирования ввели
исследуемое производное пирролидона-2 (соеди-
нение TIM-2) или референтные препараты фени-
бут, диазепам, несмотря на действие сильного
аверсивного фактора, продолжали подходить к
поилке, чтобы утолить жажду: количество подхо-
дов за 10 мин наблюдения составило, соответ-
ственно, 12.8 ± 1.1, 13 ± 0.7 и 18 ± 0.8 (p < 0.05)
(рис. 4). У животных, получивших соединение
IE-1 и препарат сравнения фенотропил, поведе-
ние в данном тесте значимо не отличалось от та-
кового у животных контрольной группы.

Тесты “Принудительное плавание по Porsolt” и
“Подвешивание мышей за хвост” (ПМХ). В обоих
тестах (“Принудительное плавание по Porsolt” и
“Подвешивание мышей за хвост”) время иммоби-
лизации, характеризующее поведение отчаяния
крыс и мышей, которым ввели соединение TIM-2,
было значительно ниже относительно контрольных
животных (на 86 и 35% в обоих тестах соот-
ветственно) и животных, которым ввели соедине-
ние IE-1 (на 90 и 52% соответственно), что было со-
поставимо с действием референтного препарата
флуоксетина (91 и 60% соответственно) (рис. 5а, 5б).
Это указывает на выраженную антидепрессант-
ную активность данных соединений.

Рис. 3. Число выходов в открытые рукава (а), продолжительность нахождения в открытых рукавах (б) и количество
свешиваний с их краев (в) крыс линии Wistar в тесте ПКЛ. ПКЛ – Приподнятый крестообразный лабиринт, ОР – от-
крытый рукав установки; в группе “Контроль” n = 10, в опытных группах n = 8.
* Различия достоверны относительно группы “Контроль” при p < 0.05 (критерий Данна).
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В тесте “Принудительное плавание по Porsolt”
у крыс, которым вводили соединения IE-1 и, в
меньшей степени, TIM-2, фенибут или флуоксе-
тин продолжительность активного плавания бы-
ла на 138, 65, 80 и 52% соответственно больше,
чем у контрольных животных (рис. 5в).

Влияние исследуемых соединений на формирова-
ние и сохранение памятного следа в тестах
“Условная реакция пассивного избегания” (УРПИ)
и “Тест экстраполяционного избавления” (ТЭИ).
Тесты УРПИ и ТЭИ принципиально отличаются
по принятию решений ухода от воздействия нега-
тивных факторов. В тесте УРПИ животное в пер-
вом обучающем сеансе, при переходе из ярко
освещенного отсека в темный (более комфорт-

ный для нее), получает электро-болевое раздра-
жение через электродный пол, затем покидает
темную камеру и остается до конца теста в свет-
лом отсеке. При повторном тестировании (через
24 ч), если животное помнит о возможном элек-
тро-болевом раздражении в темной камере, то
оно не заходит в нее и предпочитает оставаться в
некомфортном ярко освещенном отсеке. Это ука-
зывает на то, что животное обучено.

В тесте ТЭИ животное помещается в цилиндр,
который закреплен вертикально в центре емко-
сти с водой и погружен в нее на 2 см. Температура
воды составляет 17–18°C, что является сильной
аверсивной средой, для избавления от которой
крысе необходимо поднырнуть под край цилин-

Рис. 4. Количество наказуемых подходов к поилке в тесте “Конфликтная ситуация в варианте Vogel” (крысы линии
Wistar). В группе “Контроль” n = 10, в опытных группах n = 8.
* Различия достоверны относительно группы “Контроль” при p < 0.05 (критерий Данна).
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Рис. 5. Время иммобилизации в тесте “Принудительное плавание по Porsolt” (крысы линии Wistar) (а) и тесте “Под-
вешивание мышей за хвост” (мыши линии СВА) (б); продолжительность активного плавания в тесте Porsolt (в).
В группе “Контроль” n = 10, в опытных группах n = 8.
* Различия достоверны относительно группы “Контроль” при p < 0.05 (критерий Данна). 
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дра и выбраться на сухую площадку. При первом
сеансе животное затрачивает определенное время
для экстраполяционного избавления. А при по-
вторных сеансах животные, исходя из предыду-
щего опыта, находят выход значительно быстрее,
а при последующих тестированиях уже реализует-
ся выработанная стратегия поведения, и животные
быстрее решают задачу экстраполяционного избав-
ления. В нашем эксперименте, после обучения, жи-
вотных тестировали через 24 ч и на 7-е сутки.

В тесте УРПИ у крыс, которым вводили ада-
мантановые производные альфа-пирролидона,
регистрировали быстрое (через 24 ч) и длительное
(в течениe 7 сут) сохранение памятного следа
(рис. 6а). Напротив, у животных, которым вводи-
ли диазепам, наблюдалось амнезирующее дей-
ствие, что проявлялось и в формировании, и в со-
хранении памятного следа.

В условиях активного избегания аверсивной
среды в тесте ТЭИ у крыс, которым вводили со-
единения TIM-2, ANR-10 или препарат сравне-
ния фенибут, быстреe формировалось и в течениe
7 сут сохранялось наиболее рациональное пове-

дение в условиях активного избавления от авер-
сивного фактора (воды низкой температуры)
(рис. 6б). У животных, которым вводили диазе-
пам в тесте ТЭИ, как и у животных контрольной
группы, в аверсивных условиях наблюдалась наи-
менее рациональная стратегия поведения. Срав-
нивая психотропные свойства соединения TIM-2
и препарата сравнения диазепама следует отме-
тить, что диазепам существенно превосходит по
анксиолитической активности адамантановое
производное альфа-пирролидона, но последний
обладает выраженным антидепрессантным и ноо-
тропным действием.

Для уточнения возможного механизма дей-
ствия соединения-лидера (TIM-2) на следующем
этапе было проведено исследование его взаимо-
действия с рядом нейромедиаторных систем го-
ловного мозга на мышах линии СВА.

Взаимодействие исследуемых соединений с ней-
ромедиаторными системами головного мозга. Для
соединения TIM-2 было отмечено выраженное
влияние на систему ГАМК: при введении коразола
и пикротоксина (антагонистов ГАМК-А) у живот-

Рис. 6. Время захода в темный отсек с электродным полом в тесте УРПИ (а); время решения задачи (подныривания)
в тесте ТЭИ (б). Тесты проводили на крысах линии Wistar; в группе “Контроль” n = 10, в опытных группах n = 8.
* Различия достоверны относительно группы “Контроль” при p < 0.05 (критерий Данна).
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ных, которым вводили TIM-2, отмечалось значи-
мое повышение латентного периода гибели по
сравнению с контрольной группой (табл. 1). Учи-
тывая связь судорожного действия коразола и
пикротоксина с подавлением тормозящей функ-
ции ГАМК, можно предположить, что выявлен-
ные психотропные свойства соединения TIM-2
обусловлены активацией ГАМКергической систе-
мы. В ходе дальнейшего исследования для соеди-
нения TIM-2 не было обнаружено взаимодействиe
с дофаминергической (не влиял на продолжитель-
ность каталепсии при введении галоперидола и
продолжительность вертикализации при введении
апоморфина), холинергической (не влиял на про-
должительность тремора после введения ареко-
лина или никотина) и серотонинергической си-
стемами (не влиял на интенсивность гиперкинеза
при введении 5-окситриптофана) (табл. 1).

Молекулярный докинг исследуемых соедине-
ний. Для объяснения действия синтезированных
соединений на ГАМКeргическую систему прово-
дили их докинг к рецептору ГАМК (4ms4 для ак-
тивированного сайта связывания и 4mqf для дез-
активированного сайта из базы данных RCSB) в
программном обеспечении AutoDock Vina. Ис-
пользованные модели белка содержали в качестве
лигандов молекулу баклофена в структуре 4ms4 и
саклофена в структуре 4mqf. Для оценки коррект-
ности процедуры докинга использовали оптими-
зированные модели баклофена и 2-гидрокси-
саклофена, в результате докинга которых распо-
ложение лигандов в сайте связывания белка,
определенные методом рентгеноструктурного
анализа (РСА), практически полностью воспро-
изводилось (рис. 7).

Таблица 1. Взаимодействие соединения TIM-2 с агонистами/антагонистами различных нейромедиаторных
систем in vivo

Примечание: исследование проводили на мышах линии СВА; n – число животных в группе.
* Различия достоверны относительно группы “Контроль” при p < 0.05 (критерий Данна).

Группа n Регистрируемый показатель

ГАМКергическая система
Латентный период гибели при введении коразола (в течение часа), мин
Контроль 10 20.0 ± 2.3
TIM-2 8 34.4 ± 6.6*
Диазепам 8 60.0 ± 0.0*
Латентный период гибели при введении пикротоксина (в течение часа), мин
Контроль 10 12.1 ± 0.8
TIM-2 8 23.0 ± 2.7*
Диазепам 8 56.5 ± 3.5*
Дофаминергическая система
Продолжительность каталепсии при введении галоперидола, с
Контроль 8 105.3 ± 5.1
TIM-2 8 109.9 ± 3.9
Продолжительность апоморфиновой вертикализации, с
Контроль 8 35 ± 2.2
TIM-2 8 35.8 ± 1.8
Холинергическая система
Продолжительность тремора, вызванного введением никотина, мин
Контроль 8 5 ± 0.1
TIM-2 8 5.1 ± 0.1
Продолжительность тремора, вызванного введением ареколина, мин
Контроль 8 8.4 ± 0.2
TIM-2 8 8.4 ± 0.1
Серотонинергическая система
Количество кивательных движений (гиперкинез), после введения 5-окситриптофана
Контроль 8 17.0 ± 1.0
TIM-2 8 15.8 ± 1.6
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Молекулярный докинг тестируемых соедине-
ний выявил достаточно близкие энергии связы-
вания, однако набор аминокислотных остатков,
обеспечивающих нахождение лиганда в активном
центре рецептора, оказался различным (табл. 2).

Данные молекулярного докинга позволяют
утверждать, что препарат сравнения фенибут, со-
единения TIM-2, IE-1 и ANR-10 обладают похо-
жим влиянием на рецептор, в то время как соеди-
нение TIM-1 не связывается с сайтом ГАМК-ре-
цептора.

Анализ литературных данных позволил спро-
гнозировать высокую перспективность поиска
среди адамантильных производных ГАМК и пир-
ролидин-2-она соединений с выраженной психо-
тропной и нейропротекторной активностью.
Проведенное исследование подтвердило обосно-
ванность поиска веществ с анксиолитической,
антидепрессантной и ноотропной активностью в
ряду производных ГАМК. В рамках настоящей ра-
боты среди исследованных производных было вы-
явлено соединение с высокой анксиолитической
активностью в сочетании с антидепрессантным
и ноотропным действием, представляющее со-
бой 1-(адамантан-1-ил)пирролидин-2-он (TIM-2).
Анксиолитическая активность производного
TIM-2 была выраженной как в условиях перемен-
ной стрессогенности (ПКЛ), так и в условиях
конфликтной ситуации по Vogel и была сопоста-
вима с таковой у референтного препарата фени-
бута и незначительно уступала таковой у сильного
транквилизатора диазепама. Антидепрессантное
действие соединения TIM-2 было сопоставимо по
выраженности с флуоксетином из группы СИОЗС
при оценке поведения отчаяния в условиях вы-
ученной беспомощности в двух тестах (“Прину-

дительное плавание по Porsolt” и “Подвешивание
мышей за хвост”). Ноотропная активность соеди-
нения TIM-2 была выявлена по положительному
влиянию на процесс запоминания и воспроизве-
дения обученного навыка в тестах УРПИ и ТЭИ.
Для уточнения возможного механизма действия
соединения-лидера было проведено исследова-
ние взаимодействия с рядом нейромедиаторных
систем головного мозга in vivo, в ходе которого
было выявлено выраженное влияние производ-
ного TIM-2 на ГАМКергическую систему (при
введении коразола и пикротоксина), а данные
молекулярного докинга также подтверждают воз-
можное взаимодействие соединения TIM-2 с си-
стемой ГАМК.

Также было обнаружено соединение с психо-
стимулирующей, антидепрессантной и умерен-
ной анксиолитической активностью – 1-(3-гид-
роксиадамантан-1-ил)пирролидин-2-он (IE-1).

Введение адамантильного заместителя в 4-е по-
ложение пирролидона привело к получению ве-
щества с низкой психотропной активностью
(ANR-10). Каркасное соединение под лаборатор-
ным шифром TIM-1 ((3aS*,10aS*)-декагидро-
4,8:6,10-диметаноциклононан[b]пиррол-2(1H)-он)
также не проявляло психотропной активности во
всех используемых поведенческих моделях.

Различное влияние соединений на ГАМК-си-
стему, вероятно, вызвано их различным взаимо-
действием с ГАМК-рецептором. В статье [17]
описано исследование методом РСА связывания
ряда соединений с ГАМК-B-рецептором. Авторы
пришли к заключению, что связывание лигандов
данного рецептора осуществляется при помощи
ряда взаимодействий с аминокислотными остат-
ками серина 130 и 153, гистидина 170, глутамино-

Рис. 7. Расположение молекул баклофена в сайте связывания ГАМК-рецептора 4ms4 (а) и 2-гидроксисаклофена в сай-
те 4mqf (б), определенные экспериментально при помощи РСА-экспериментов (зеленые) и докинга (оранжевые).

(а) (б)
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вой кислоты 349. Однако наиболее значимыми
оказались взаимодействия с остатками триптофа-
на 65 и 278, поскольку именно они вызывают пе-
рестройку третичной структуры рецептора. Срав-
нение карт связывания тестируемых соединений
(рис. 8) показывает, что соединения TIM-2, IE-1,
ANR-10, фенибут и баклофен образуют контакты

с ключевыми аминокислотами, в то время как
TIM-1 не удерживается в сайте связывания
ГАМК-рецептора и, по всей видимости, не ока-
зывает влияния на ГАМКeргическую систему.

Учитывая широкое распространение у населе-
ния тревожно-депрессивных расстройств, соче-
тающихся с дементными нарушениями, наличие

Таблица 2. Результаты молекулярного докинга соединений TIM-2, IE-1, ANR-10 и TIM-1, а также препаратов
сравнения фенибута и 2-гидроксисаклофена 

Формула Энергия связывания
4ms4, ккал/моль

Связанные 
аминокислотные 

остатки

Энергия связывания
4mqf, ккал/моль

Связанные 
аминокислотные 

остатки

TIM-2

–6.2 Trp65
Trp278

–6.0

Trp65
Cys129
Ser130
Ser131

IE-1

–6.5

Trp65
His170
Tyr250
Trp278

–6.5

Trp65
Cys129
Ser130
Ser131
Ser153

ANR-10

–7.2

Trp65
Val201
Thr205
Tyr250
Trp278

–6.0 Trp278

TIM-1

–5.4 Thr199 –6.1 Ser153
Trp278

Фенибут

–8.4

Trp65
Ser130
Ser153
Gly151
Phe202
Tyr250
Ile276
Tyr279
Glu349

–5.8

Ser153
Ala173
His176
Val201
Leu248
Tyr250
Ile276

2-Гидроксисаклофен

–8.0

Trp65
Ser130
Ser153
Gly151
Phe202
Tyr250
Ile276
Trp278
Tyr279
Glu349

–5.5

Trp65
Ser130
Gly151
Ser153
Glu349

N

O

N

OOH

NH

O

H
N O

NH3

COO−

+

NH3

SO3
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у соединения TIM-2 антидепрессантной, анксио-
литической и ноотропной активности может сви-
детельствовать о его терапевтическом потенциа-
ле. Было отмечено, что анксиолитическая актив-
ность соединения TIM-2, в отличие от диазепама,
не сопровождается амнезирующим действием.

ЭКСПЕРИМЕНАТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты и оборудование. Строение соедине-

ний подтверждено данными ИК- и масс-спек-
тров, а также одномерных и двумерных экспери-
ментов ЯМР. ИК-спектры зарегистрированы на
спектрометре Shimadzu IRAffinity-1 (Япония) с
помощью приставки НПВО Specac DiamondATR
GS 10800-B. Контроль за ходом реакции и про-
верку на индивидуальность соединений проводи-
ли с помощью ТСХ (пластинки Merck M60 F254;
проявление парами йода, УФ-облучением или
разбавленной серной кислотой). Спектры 1Н- и
13C-ЯМР, DEPT, HMBC, HMQC, NOESY зареги-
стрированы с использованием спектрометра
JEOL JNM-ECX400 (Япония) в CDCl3 и DMSO-d6.
Внутренний стандарт – сигнал остаточного рас-
творителя. Химические сдвиги сигналов опреде-
лены в шкале δ, м.д., КССВ определены в Гц. Тем-
пературы плавления определены капиллярным ме-
тодом на приборе SRS OptiMelt MPA100.
Использовали коммерчески доступные реагенты
(Sigma-Aldrich) и растворители (ООО “Реактив”).
Очистку растворителей и реагентов проводили в
соответствии с литературными методами [18].
Исходные соединения: этил-4-(2-этоксикарбо-
нилметил)-5-оксотрицикло[4.3.1.13,8]ундекан-4-
карбоксилат, этил-4-(цианометил)-5-оксотри-

цикло[4.3.1.13,8]ундекан-4-карбоксилат, 2-(5-(эток-
сикарбонил)-4-оксогомоадамантан-5-ил)уксусная
кислота были получены в соответствии с методи-
ками, представленными в работе [19].

1-(Адамант-1-ил)пирролидин-2-он (TIM-2).
Раствор 5.00 г (0.023 моль) 1-бромадамантана в 15
мл (16.7 г, 0.197 моль) пирролидин-2-она нагрева-
ли в запаянной ампуле при 140°C в течение 20 ч,
охлаждали, выливали в 100 мл ледяной воды. Вы-
павший осадок отфильтровывали, перекристал-
лизовывали из ацетона. Выход 4.16 г (82%). Серые
кристаллы с т. пл. 98–99°C (лит. т. пл. 93°C [20]).
ИК (НПВО) ν: 2906, 2848, 1660, 1406, 1259 см–1.
Спектр 1Н-ЯМР: 1.55–1.67 (м, 6H, 2CH2 + 2CH),
1.82 (псевдопентет, 2H, J = 7.5, CH2), 2.00–2.12 (м,
9H, 4CH2 + CH), 2.27 (т, 2H, 3J = 8.2, CH2), 3.38 (т,
2H, 3J = 6.8, CH2N). Спектр 13С-ЯМР: 18.2 (CH2),
29.6 (3CH), 33.6 (2CH2), 39.6 (4CH2), 44.8 (2CH2),
55.1 (C), 175.5 (C=O).

2-(5-Оксотрицикло[4.3.1.13,8]ундекан-4-ил)ук-
сусная кислота. Метод 1. К раствору 1.00 г (3.11
ммоль) этил-4-(2-этоксикарбонилметил)-5-
оксотрицикло[4.3.1.13,8]ундекан-4-карбоксила-
та или 1.00 г (3.63 ммоль) этил-4-(цианометил)-5-
оксотрицикло[4.3.1.13,8]ундекан-4-карбоксилата
в безводном THF (20 мл) добавляли NaNH2 (98%,
5 экв.), затем выдерживали при ультразвуковом
облучении в атмосфере аргона в течение 40 ч, рас-
творитель отгоняли, остаток разбавляли 20 мл во-
ды, полученный раствор промывали петролей-
ным эфиром (2 × 5 мл), доводили до pH 3 с помо-
щью 10 М HCl, полученную эмульсию
экстрагировали CHCl3 (5 × 3 мл), органические

Рис. 8. Карты связывания фенибута (а) и соединений TIM-2, IE-1, ANR-10 и TIM-1 в наложении (б), полученные при
помощи молекулярного докинга к ГАМК-рецептору 4ms4.
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вытяжки объединяли, сушили над Na2SO4, раство-
ритель отгоняли на роторном испарителе. Остаток
очищали методом колоночной хроматографии на
силикагеле (элюент – CHCl3 : EtOH, 20 : 1), пере-
кристаллизовывали из воды. Выход 0.33 (48%) из
этил-4-(2-этоксикарбонилметил)-5-оксотрицик-
ло[4.3.1.13,8]ундекан-4-карбоксилата или 1.00 г
(3.63 ммоль) и 0.42 г (52%) из этил-4-(цианометил)-
5-оксотрицикло[4.3.1.13,8]ундекан-4-карбоксилата,
бесцветные кристаллы с т. пл. 118–120°С. ИК
(НПВО) ν: 3100, 2906, 2852, 1724, 1660, 1444 см−1.
Спектр 1Н-ЯМР: 1.40–1.43 (м, 2Н, 2СНHomoAd),
1.53–1.61 (м, 3Н, 3СНHomoAd), 1.73–1.90 (м, 7Н,
7СНHomoAd), 1.97–2.02 (м, 1Н, СНHomoAd), 2.04–
2.12 (м, 1Н, СНHomoAd), 2.57–2.65 (м, 2Н,
СН2COOH), 2.85–2.88 (м, 1Н, СНHomoAd), 12.05 (с,
1H, ОН). Спектр 13С-ЯМР: 26.6 (CH), 26.7 (CH),
30.4 (СH2), 31.0 (CH2), 31.5 (СН), 34.4 (CH2), 35.5
(CH2), 36.4 (CH2), 40.2 (CH2), 48.0 (СН), 53.8
(CH), 174.3 (COOH), 216.5 (C=О).

Метод 2. Раствор 0.31 г (1.05 ммоль) 2-(5-(эток-
сикарбонил)-4-оксогомоадамантан-5-ил)уксусной
кислоты в смеси 3 мл H2SO4 (3%) и 1 мл ледяной
CH3COOH нагревали при кипении в течение 50 ч,
концентрировали с использованием роторного
испарителя, остаток разбавляли 1 мл воды, остав-
ляли кристаллизоваться. После выпадения осад-
ка маточный раствор доводили до pH 3 с помо-
щью NaHCO3, экстрагировали CHCl3 (2 × 5 мл),
экстракт промывали водой (2 × 2 мл), сушили над
Na2SO4, отгоняли растворитель, полученное мас-
ло кристаллизовали из воды, осадки объединяли.
Выход 0.09 г (31%), бесцветные кристаллы с т. пл.
118–120°С.

(3aS*,10aS*)-Декагидро-4,8:6,10-диметаноцик-
лононан[b]пиррол-2(1Н)-он (TIM-1). Раствор 1.00 г
(4.50 ммоль) 2-(5-оксотрицикло[4.3.1.13,8]унде-
кан-4-ил)уксусной кислоты в 14 мл (15.82 г,
0.352 моль) формамида и 2.5 мл (3.05 г,
0.066 моль) муравьиной кислоты нагревали при
110°С в течение 20 ч. Далее реакционную смесь
выливали в 20 мл воды, выпавший осадок от-
фильтровывали, промывали водой. Очищали пе-
рекристаллизацией из ацетона. Выход 0.50 г
(54%), бесцветные кристаллы с т. пл. 135–136°С.
ИК-спектр, ν см–1: 3400, 2900, 2845, 1658, 1448.
Спектр 1Н-ЯМР: 1.34–1.43 (м, 2Н, ),
1.44–1.63 (м, 6Н, 2 , 2СНHomoAd), 1.72–
2.00 (м, 7Н, 2 , СН2–С=О, СНHomoAd),
2.33–2.52 (м, 1Н, СНHomoAd), 2.60–2.70 (м, 1Н,
СН–СН2–С=О), 3.70–3.78 (д.д, 1Н, СН–NH, 3J =
= 9.9, 3J = 4.4), 7.47 (с, 1Н, NН). Спектр 13С-ЯМР:
26.8 (СН), 26.9 (СН), 30.5 (СН2), 31.3 (СН2), 34.6
(СН2), 35.3 (СН), 35.5 (СН), 36.6 (СН2), 36.7

HomoAd
2СН

HomoAd
2СН

HomoAd
2СН

(СН2), 38.6 (СH2–С=О), 41.8 (СН), 62.6 (CH–
NH), 176.1 (С=О).

Психотропная активность исследуемых соеди-
нений. Экспериментальное исследование психо-
тропного действия каркасных производных аль-
фа-пирролидона проведено на 158 крысах-самцах
линии Wistar, массой 260–280 г (возраст 6 мес.) и
174 мышах-самцах линии СВА, массой 20–25 г
(возраст 5 мес.). Животные содержались в усло-
виях вивария (ГОСТ Р 51849-2001) со свободным
доступом к питьевой воде и пище (ООО “Лабора-
торкорм”, Москва).

Соединения вводили в эквимолярных (1/20 от
Mr) наиболее активных (по результатам предыду-
щих исследований) дозах перорально за 60 мин до
выполнения поведенческих тестов (табл. 3). Препа-
раты сравнения фенибут, фенотропил и флуоксе-
тин вводили аналогичным образом, в дозах 20, 25 и
25 мг/кг соответственно. Препарат сравнения ди-
азепам вводили внутрибрюшинно в дозе 1 мг/кг.
Животным контрольной группы вводили физиоло-
гический раствор в эквивалентном объеме.

Влияние исследуемых соединений на психо-
эмоциональнoе состояние оценивали в тестах
“Открытое поле” (ОП) и “Приподнятый кресто-
образный лабиринт” (ПКЛ). Анксиолитическую
активность оценивали в тесте “Конфликтная си-
туация в варианте Vogel”. Антидепрессантное
действие изучали в тестах “Принудительное пла-
вание по Porsolt” и “Подвешивание мышей за
хвост” (ПМХ). Когнитивную функцию определя-
ли в тестах формирования условнoй реакции пас-
сивного избегания (УРПИ) и тесте экстраполя-
ционного избавления (ТЭИ) [21–23].

Для уточнения возможного механизма дей-
ствия соединения-лидера было проведено иссле-
дование его взаимодействия с рядом нейромедиа-
торных систем головного мозга in vivo (исследуе-
мое соединение вводили за 1 ч до введения
анализаторов). Взаимодействие с системой ГАМК
оценивали по антагонизму с судорожной активно-
стью коразола (80 мг/кг) и пикротоксина (3 мг/кг)
(наблюдение продолжали в течение часа). Для
оценки взаимодействия с дофаминергической си-
стемой было изучено влияние на продолжитель-
ность каталепсии, вызванной введением галопе-
ридола (1 мг/кг, внутрибрюшинно) (наблюдение
продолжали в течение 2 мин). После введения апо-
морфина (3 мг/кг, подкожно) регистрировали
продолжительность вертикализации мышей, ко-
торую оценивали в течение часа после введения
апоморфина. Влияние на холинергическую си-
стему оценивали по продолжительности тремора,
вызванного введением никотина (0.2 мг/кг,
подкожно) и ареколина (25 мг/кг, подкожно) при
наблюдении в течениe 60 мин. Взаимодействие с
серотонинергической системой оценивали по
выраженности гиперкинеза (количеству ки-
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вательных движений) в течение 60 мин после вве-
дения 5-окситриптофана (300 мг/кг, внутрибрю-
шинно) [22].

Статистическую обработку данных проводили
в MS Excel 2019 и Prism 6, сравнение осуществля-
ли по критериям Краскела–Уоллиса и Данна.
Данные представлены в виде среднего значения ±
ошибка среднего.

Молекулярный докинг. Молекулярный докинг
проводили на модели рецептора ГАМК (код 4ms4
для сайта агонистов и 4mqf для сайта антагони-
стов, база PDB RCSB). Предварительно из моде-
ли удаляли имеющиеся лиганды и молекулы воды
и добавляли полярные атомы водорода. Структу-
ры баклофена, саклофена, TIM-2, IE-1, ANR-10 и
TIM-1 оптимизировали при помощи молекуляр-
ной механики в силовом поле MMFF94s с
применением программного пакета Avogadro 1.2.0 и
использовали для докинга при помощи про-
граммного пакета AutoDock Vina. Результаты
молекулярного докинга анализировали и визуа-
лизировали при помощи программы Discovery
Studio 2019. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе впервые получены новые
производные пирролидин-2-она, содержащие
структурные фрагменты адамантана и гомоада-

мантана, и изучены их психотропные свойства на
крысах линии Wistar и мышах линии CBA.

Присоединение адамантана в 1-м положении
цикла альфа-пирролидона (TIM-2) приводит к
появлению у полученного соединения выражен-
ной антидепрессантной активности в условиях
поведения отчаяния (ПМХ и Porsolt), выражен-
ной анксиолитической активности в условиях пе-
ременной стрессогенности (ПКЛ) и в условиях
конфликтной ситуации (Vogel), а также ноотроп-
ной активности (ускорение решения задачи в
стрессовой ситуации и при повторных тестирова-
ниях – ТЭИ).

Наличие 3-гидрокси-1-адамантильного фраг-
мента в 1-м положении цикла альфа-пирролидо-
на (IE-1) приводит к появлению у полученного
соединения психостимулирующей (в условиях
теста “Открытое поле”), выраженной антиде-
прессантной активности в условиях поведения
отчаяния (ПМХ и Porsolt) и анксиолитической
активности в условиях переменной стрессоген-
ности (ПКЛ).

Возможный механизм психотропного дей-
ствия производного альфа-пирролидона с 1-ада-
мантильным заместителем в 1-м положении
(TIM-2) – взаимодействие с системой ГАМК, по-
скольку при введении коразола и пикротоксина
(антагонистов ГАМК-А) у животных, получив-

Таблица 3. Исследуемые каркасные производные альфа-пирролидона

№ Структура Mr Химическое название Доза, мг/кг

1 219 TIM 2
1-(адамантан-1-ил)пирролидин-2-он 11

2 235 IE-1
1-(3-гидроксиадамантан-1-ил)пирролидин-2-он 12

3 219 ANR-10
4-(адамант-1-ил)пирролидин-2-он 11

4 205
TIM-1
(3aS*,10aS*)-декагидро-4,8:6,10-диметаноциклоно-
нан[b]пиррол-2(1H)-он

10

N

O

N

OOH

NH

O

H
N O
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ших TIM-2, отмечалось значимое повышение ла-
тентного периода гибели.

Выявленное соединение TIM-2 представляет
интерес для дальнейших исследований с целью
разработки на его основе средства для коррекции
тревожных и депрессивных расстройств.
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Synthesis and Psychotropic Activity Assessment of Adamantane Derivatives 
of Pyrrolidine-2-One

Yu. N. Klimochkin*, I. M. Tkachenko*, A. N. Reznikov*, A. K. Shiryaev*, M. S. Kazachkova*,
N. S. Kovalev**, D. A. Bakulin**, #, E. E. Abrosimova**, D. V. Kurkin**, and I. N. Tyurenkov**

#Phone: +7 (919) 545-33-67; e-mail: mbfdoc@gmail.com
*Samara Polytech, Department of Organic Chemistry, ul. Molodogvardeyskaya 244, Samara, 443100 Russia

**Volgograd State Medical University, Scientific Center of Innovative Medicine,
pl. Pavshikh Bortsov 1, Volgograd, 400131 Russia

Derivatives of 2-pyrrolidinone and some derivatives of adamantane have a wide spectrum of psychotropic ac-
tivity. Derivatives of 2-pyrrolidinone are characterized by nootropic, anticonvulsant, anxiolytic and psycho-
stimulating activity, and some derivatives of adamantane have a nootropic and antidepressant effect. The aim
of the study was to synthesize and evaluate the psychotropic activity of adamantane and homoadamantane
derivatives of 2-pyrrolidone – cis-decahydro-4,8:6,10-dimethanocyclononan[b]pyrrol-2(1H)-one (TIM-1).
Synthesis of such compounds with pyrrolidine-2-one moiety in side chain or into cage system was performed
for that purpose. The heating of 1-bromoadamantane with pyrrolidine-2-one in the sealed vessel gave N-[ad-
amant-1-yl]pyrrolidine-2-one (TIM-2). Homoadamantane-fused pyrrolidine-2-one was synthesized using
β-dicarbonyl derivatives of homoadamantane. The synthesis of parent 2-(5-oxohomoadamantyl)acetic acid
was performed by cleavage of corresponding keto diester or cyano-ketoester using Holler–Bauer reaction
conditions with sonication. Leuckart–Wallach reductive amination of resulting γ-ketoacid gave target TIM-1 as
exclusive diastereomer. Stereochemical result of this reaction is determined by steric hindrance of carboxyal-
kyl group according. The assessment of the psychotropic activity of the compounds was carried out on exper-
imental animals (Wistar rats and CBA mice) in standard behavioral tests. The TIM-2 compound was found
to exhibit pronounced anxiolytic (elevated plus maze test and Vogel conflict drinking test), antidepressant
(Porsolt forced swimming test and tail suspension test) and nootropic (passive avoidance task) activity. An
increase in the time of death of mice after administration of picrotoxin and corazole indicates the effect of
TIM-2 on the GABA-ergic system. Compound binding assays were performed by molecular docking of the
synthesized compounds to the GABA-B receptor, which also showed high binding energies for TIM-2.

Keywords: pyrrolidin-2-one, adamantane, homoadamantane, anxiolytics, antidepressants, nootropics
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Исследована цитозин-богатая последовательность из генома человека, предположительно участву-
ющая в регуляции экспрессии гена SHANK1 за счет формирования интеркалированного мотива
(iM). Показано, что модификация, имитирующая отщепление гетероциклических оснований в пет-
лях iM, существенно ускоряет конформационные переходы, индуцированные малыми изменения-
ми рН. Эти результаты дополняют представления о связи репарации ДНК и формирования неклас-
сических вторичных структур, а также открывают новые возможности в разработке олигонуклео-
тидных рН-сенсоров с быстрым откликом.

Ключевые слова: модификация ДНК, интеркалированные мотивы, кинетика
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ВВЕДЕНИЕ
В промоторах ряда генов, включая гены семей-

ства SHANK, не так давно были обнаружены С-бо-
гатые последовательности, которые формируют
устойчивые С-квадруплексные структуры – интер-
калированные мотивы (iM) [1–3]. Поскольку для
образования ядра iM, представляющего собой па-
раллельные дуплексы с гемипротонированными
цитозиновыми парами, необходимо протонирова-
ние атома N3 остатков цитозина, большинство
структур данного типа существует исключитель-
но в слабокислой среде [4]. Однако последователь-
ности общей формулы C5+NxC5+NyC5+Nz, где Nx/у/z –
петли между С-блоками, могут образовывать ста-
бильные iM и в нейтральной среде [2]. Теоретиче-
ски iM, имеющие точку перехода (рН1/2 – значение
рН, при котором половина молекул структурирова-
на) около 7 и отличающиеся высокой кооператив-

ностью складывания/расплетания, чувствитель-
ны к малейшим изменениям рН в ядре; их можно
назвать встроенными в геном рН-сенсорами. По-
скольку промоторные iM рассматриваются как
вероятные участники регуляции транскрипции
[5, 6], их исследование актуально для прояснения
связи изменений генной экспрессии с дисбалан-
сом рН при нейродегенерации или онкотранс-
формации [7].

Целью данной работы была оценка влияния
модификации на рН-чувствительность и кинети-
ческие параметры iM на примере С-богатого оли-
гонуклеотида SHA из промотора гена SHANK1,
ассоциированного с нейродегенерацией и нейро-
пластичностью.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Была рассмотрена модификация iM из промо-

тора гена SHANK1, которая имитирует апурини-
зацию/эксцизию азотистых оснований в петлях
iM (рис. 1а). Модификация представляет собой
замену нуклеозидных остатков остатком 1',2'-ди-
дезоксирибозы (далее – X). Анализ рН-чувстви-

Сокращения: ОДН – олигодезоксирибонуклеотид; оцОДН –
одноцепочечный ОДН; FAM – 6-карбоксифлуоресцеин;
iM – интеркалированный мотив; TAMRA – 5,6-карбокси-
тетраметилродамин.

# Автор для связи: (тел.: +7 (499) 972-44-38; эл. почта:
s_makar@mail.ru).

УДК 577.113.6
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тельности iM (SHA) и его аналогов (SHA-1–SHA-3)
выполняли методом флуориметрии. Для этого по
3'- и 5'-концам олигодезоксирибонуклеотидов
(ОДН) вводили флуоресцентные метки – остатки
5,6-карбокситетраметилродамина (TAMRA) и
6-карбоксифлуоресцеина (FAM) соответственно.
В сложенном iM наблюдали FRET-эффект за
счет сближения FAM и TAMRA. При этом флуо-
ресценция обеих меток частично гасилась в со-
ставе iM за счет стекинг-взаимодействий флуоро-
форов с гемипротонированными цитозиновыми
парами, и данный эффект тушения доминировал.
Собственная рН-зависимость флуоресценции
метки была незначительна на фоне тушения в iM.
Разрушение iM при переходе от рН 6 к рН 8 со-
провождалось увеличением интенсивности флуо-
ресценции, и по полученным кривым методом
регрессионного анализа определяли рН1/2
(рис. 1б). Как видно из данных табл. 1, модифика-
ции в одной, двух или трех петлях практически не
оказывали влияния на рН1/2. Таким образом, уда-
ление гетероциклических оснований в петлях не
препятствует формированию iM при физиологи-
ческих значениях рН.

Для оценки влияния модификации на кинети-
ку конформационных переходов оцОДН–iM при
изменении рН использовали метод остановлен-
ного потока. Кинетические кривые изменения
флуоресценции FAM в ответ на скачки рН
6.6↔7.2 (рис. 1в) имели вид биэкспонент, что
можно объяснить наличием двух изоформ iM: 5'E
(в образовании наружной цитозиновой пары
принимает участие 5'-концевой цитозин) и 3'E
(наружная пара содержит 3'-концевой цитозин).
Модификация iM не меняла кинетику отклика на
скачок рН 6.6→7.2, но заметно увеличивала на-
блюдаемые константы скорости обратных про-
цессов (соответственно, сокращалось время свора-
чивания iM – T1/2_pH 7.2→6.6). Мы предполагаем,
что данный эффект обусловлен стерическим фак-
тором. Эффект нарастал при переходе от единич-

ной модификации к модификации всех петель.
Сходного результата можно ожидать при эксцизии
гетероциклических оснований в возможных сайтах
образования iM геномной ДНК.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
С-богатая последовательность SHA из промо-

тора гена SNAHK1 (Gene ID: 50944) была выбрана
как пример последовательности, формирующей
термодинамически устойчивый iM в условиях,
близких к физиологическим [1]. Природный
ОДН SHA и его модифицированные аналоги
SHA-1–SHA-3 получали твердофазным методом
на автоматическом синтезаторе MerMade 6/12
DNA Synthesizer (BioAutomation, Германия) с ис-
пользованием стандартных коммерческих реаген-
тов, а также фосфорамидита d-spacer для введения
остатка 1',2'-дидезоксирибозы (Glen Research,
США), фосфорамидита FAM-производного (5'-кон-
цевое мечение ОДН) и модифицирующей смолы
Алкин СPG для 3'-концевого мечения (Lumiprobe,
Россия). Мечение по 3'-концу остатком TAMRA с
аминопропильным линкером осуществляли мето-
дом клик-химии с использованием соответствую-
щего азида (Lumiprobe, Россия). ОДН выделяли
хроматографически (чистота не менее 95% по
данным ВЭЖХ), структуру и чистоту подтвержда-
ли методом MALDI-TOF-масс-спектрометрии.

Для получения кривой рН-зависимости полу-
чали растворы ОДН (2 мкМ) в 140 мМ калий-фос-
фатном буфере заданного рН. Спектры флуорес-
ценции FAM/TAMRA при возбуждении 490/560 нм
регистрировали на флуоресцентном ридере In-
finite 200 Pro (Tecan, Швеция) при комнатной
температуре. Экспериментальную зависимость
значения флуоресценции от рН аппроксимиро-
вали моделью Хилла, рН1/2 определяли методом
регрессионного анализа. Для получения кинети-
ческих кривых регистрировали изменения флуо-
ресценции FAМ после изменения значения рН

Таблица 1. Последовательности iM-образующих олигодезоксирибонуклеотидов, рН перехода и кинетические
характеристики

* X – остаток 1',2'-дидезоксирибозы. 
** Поскольку кинетические кривые представляют собой биэкспоненты, для каждого iM приведены два значения Kнабл, со-
ответствующие двум экспонентам (эксп. 1 и эксп. 2). Относительные вклады этих экспонент (в процентах) приведены в скоб-
ках. Средние значения и погрешности рассчитаны по трем повторностям.

Шифр Последовательность, 5'→3'* pH½ ± 0.1 Kнабл_pH 7.2→6.6, с–1** T½_pH 7.2→6.6, с

SHA d(CCCCCCTCCCCCC
ACCCCCCACCCCC)

7.0 0.065 ± 0.001 (эксп. 1: 54 ± 3%)
0.38 ± 0.02 (эксп. 2: 46 ± 3%)

4.2 ± 0.2

SHA-1 d(CCCCCCTCCCCCC
XCCCCCCACCCCC)

7.1 0.65 ± 0.02 (эксп. 1: 53 ± 3%)
0.093 ± 0.002 (эксп. 2: 47 ± 3%)

2.3 ± 0.1

SHA-2 d(CCCCCCXCCCCCC
ACCCCCCXCCCCC)

7.1 0.065 ± 0.001(эксп. 1: 66 ± 10%)
0.12 ± 0.01 (эксп. 2: 54 ± 10%)

1.5 ± 0.1

SHA-3 d(CCCCCCXCCCCCC
XCCCCCCXCCCCC)

7.1 1.16 ± 0.001 (эксп. 1: 68 ± 3%)
0.153 ± 0.004 (эксп. 2: 32 ± 3%)

1.0 ± 0.1
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буферного раствора на спектрофотометре Chiras-
can (Applied Photophysics, Великобритания), обо-
рудованном модулем остановленного потока, при
возбуждении 490 нм с применением фильтра
515 нм. Для определения наблюдаемых констант
скорости конформационного перехода экспери-
ментальные кривые аппроксимировали биэкспо-
нентами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследовано влияние модификации, имити-
рующей отщепление гетероциклических основа-
ний в петлях iM, на кинетические характеристи-
ки и рН-зависимость iM на примере фрагмента
промотора гена SHANK1. Показано, что модифи-
кация существенно ускоряет конформационные
переходы, индуцированные малыми изменения-

Рис. 1. рН-чувствительность и кинетика формирования/расплетения интеркалированного мотива (iM) SHA из про-
мотора гена SHANK1 и его аналогов (SHA-1–SHA-3). (а) – Схематическое представление iM и формирующих ядро ге-
мипротонированных цитозиновых пар (слева), а также модификация, вводимая в петли iM – остаток 1',2'-дидезокси-
рибозы (справа); (б) – кривые рН-зависимости iM, полученные при регистрации флуоресценции FAM (черный) и
TAMRA (красный); (в) – кинетические кривые расплетания (pH 6.6→7.2) и формирования (pH 7.2→6.6) iM, получен-
ные путем регистрации изменений флуоресценции FAM при скачках рН.

(a) H

H

H

H H

H

H
H

H

H

H

N

N

N

N

N

C1'
C1'

N+

O

O

O

O

O

FAM
TAMRA

C
C+ C+

C
C+

C
C+

C
C+

C
C+

C

2000

1200

1600

800

400

0
6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

1600

1200

800

400

0

SHA

FAM
TAMRA

pH

F
1 

FA
M

, o
. e

.

F
1 

TA
M

R
A

, o
. e

.

(б)

2000

1200

1600

800

400

0
6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

1600

1300

1000

400

700

0

SHA-1

pH

F
1 

FA
M

, o
. e

.

F
1 

TA
M

R
A

, o
. e

.

3000

1800

2400

1200

600

0
6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

1900

1500

1200

850

500

150

SHA-3

pH

F
1 

FA
M

, o
. e

.

F
1 

TA
M

R
A

, o
. e

.2500

1500

2000

1000

500

0
6.0 7.0 8.0

1700

1400

1100

800

500

200

SHA-2

pH

F
1 

FA
M

, o
. e

.

F
1 

TA
M

R
A

, o
. e

.

(в)

1.0

0.5

0 100 200 300 400

SHA
SHA-1
SHA-2
SHA-3ΔF

1,
 o

. e
.

Время, с

pH 6.6→7.2
1.0

0.5

0 4 128 16 20

SHA
SHA-1
SHA-2
SHA-3ΔF

1,
 o

. e
.

Время, с

pH 7.2→6.6



840

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 6  2021

ПЕТРУНИНА и др.

ми рН. Полученные данные позволяют предпо-
ложить, что повреждающие ДНК агенты и работа
системы репарации облегчают формирование не-
канонических структур в С-богатых участках.
Вторым важным следствием представленных ре-
зультатов является возможность оптимизации
кинетических параметров оптических рН-сенсо-
ров на основе iM: введение остатков дидезокси-
рибозы в петли позволяет уменьшить время от-
клика сенсоров, что значимо для исследования
протонных токов в клетке. Предложенная моди-
фикация может использоваться для получения
сенсоров на основе iM, пригодных для исследова-
ния быстрых рН-зависимых процессов в клетке.
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A cytosine-rich sequence from the human genome that is presumably involved in the regulation of SHANK1
gene expression through the formation of an intercalated motif (iM), has been investigated. A modification
that imitates base excision in the iM loops was shown to significantly accelerate the conformational transi-
tions induced by small pH changes. These results supplement the understanding of the relation between DNA
repair and the formation of noncanonical secondary structures. Moreover, they open up new possibilities in
the development of oligonucleotide pH sensors with a fast response.
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Разработан метод иммобилизации олигонуклеотидов на поверхности полиэтилентерефталатной
(ПЭТ) подложки. Исследована эффективность комплементарного связывания олигонуклеотида-
мишени с олигонуклеотидами-зондами в зависимости от длины спейсеров, связывающих олиго-
нуклеотиды-зонды с ПЭТ-подложкой. Показано, что увеличение длины спейсера приводит к воз-
растанию гибридизационного сигнала.
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ВВЕДЕНИЕ

При анализе нуклеиновых кислот использует-
ся формат выполнения анализа на поверхности
твердой подложки, когда олигонуклеотиды,
участвующие в анализе, ковалентно связаны с по-
верхностью подложки. В методе биочипов (англ.
microarray) проводится анализ по связыванию
анализируемой ДНК с набором олигонуклеоти-
дов (зондов), закрепленных в матрице ячеек,
каждая из которых содержит олигонуклеотид из-
вестного строения [1]. По пространственному
распределению зондов на подложке можно клас-
сифицировать существующие технологические
платформы биочипов на две основные группы:
двумерные (2D), полученные на поверхности [2],
и трехмерные (3D) – в гидрогелевых ячейках, за-
крепленных на поверхности подложки [3]. Вме-
стимость пробы в гидрогелевых 3D-ячейках в
~100 раз больше, чем в 2D-ячейках [4, 5]. Олиго-
нуклеотиды, непосредственно иммобилизован-
ные в 2D-ячейке, менее доступны для взаимодей-
ствия с комплементарной ДНК из-за простран-
ственных затруднений со стороны твердой
подложки. Кинетика реакции гибридизации
ДНК с олигонуклеотидами, иммобилизованны-
ми в 2D-ячейках за 3'- или 5'-конец, близка к ки-
нетике реакции в растворе, в то время как в гид-
рогелевой ячейке она существенно осложнена

диффузией анализируемой ДНК внутрь гидроге-
левой ячейки, особенно для длинных молекул
ДНК [4]. Использование спейсеров, отдаляющих
иммобилизованные олигонуклеотиды от поверх-
ности, позволяет увеличивать гибридизацион-
ный сигнал [6].

Хорошо отработаны методы иммобилизации
для кремний-содержащих подложек [7] и подло-
жек, покрытых тонким слоем золота [8]. Иммо-
билизация на полимерных подложках требует
проводить подбор материала, совместимого с
процедурами и компонентами, используемыми
при анализе ДНК, и дает возможностью получить
на поверхности подложки функциональные хи-
мические группы, необходимые для иммобилиза-
ции олигонуклеотидов.

Цель данного исследования – разработка ме-
тода иммобилизации олигонуклеотидов на по-
верхности полиэтилентерефталатной подложки и
изучение влияния длины используемых спейсе-
ров на уровень гибридизационного сигнала.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В разработанном методе иммобилизация оли-

гонуклеотидов осуществляется на поверхности
полиэтилентерефталатной (ПЭТ) подложки.
ПЭТ прозрачен в видимом и ближнем ИК-свете,
биосовместим, термо- и химостоек в условиях
проведения анализа ДНК [9].

Сложноэфирные группы на поверхности ПЭТ
гидролизовали спиртовым раствором KOH, на по-

Сокращения: ПЭТ – полиэтилентерефталат.
# Автор для связи (тел.: +7 (499) 135-98-00; эл. почта:
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верхности получали карбоксильные группы.
Карбоксильные группы активировали дисукцини-
мидкарбонатом. Поверхностную концентрацию
доступных активированных карбоксильных групп
определяли по связыванию с индикаторным веще-
ством, цианиновым красителем Cy5, несущим пер-
вичную алифатическую аминогруппу, по ранее
опубликованному методу [10]. Поверхностная кон-
центрация составила 12 пмоль/см2.

Иглой робота-манипулятора на подложку нано-
сили микрокапли раствора олигонуклеотидов [3].
Олигонуклеотиды соответствуют фрагменту гена
rpoB Mycobacterium tuberculosis, содержат первич-
ную аминогруппу и спейсеры различной длины
на 5'-конце (рис. 1). Спейсеры С-18 на основе
гексаэтиленгликоля вводили в олигонуклеотиды
при автоматическом синтезе. После инкубации и
отмывки проверяли продуктивность иммобилизо-
ванных олигонуклеотидов в гибридизационном
анализе с комплементарным олигонуклеотидом-
мишенью, маркированным флуоресцентным кра-
сителем Cy5. Интенсивность флуоресценции
ячеек измеряли методом цифровой флуоресцент-
ной спектроскопии на канале красителя Cy5 [11].

Полученные результаты представлены на рис. 2.
Видно, что увеличение длины спейсера С-18 по-

вторением мономерной части 1, 2, 4 и 8 раз при-
водит к увеличению гибридизационных сигналов.
Наибольший относительный эффект наблюдается
для первого спейсера, сигнал увеличивается в
1.8 раза. Дальнейшее увеличение длины спейсера
приводит к увеличению сигнала в ~1.2 раза на каж-
дую мономерную часть спейсера. Общее увеличе-
ние сигнала составляет ~3.3 раза. График зависимо-
сти гибридизационных сигналов от длины спейсе-
ра далек от выхода на плато. Твердая поверхность
затрудняет связывание иммобилизованных оли-
гонуклеотидов-зондов с комплементарным оли-
гонуклеотидом-мишенью даже при длине спей-
сера >144 атомов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Использовали образцы бесцветной пленки по-
лиэтилентерефталата ПЭТ Э (ГОСТ 24234-80,
плотность 1.39 г/см3, Mr = 20 000–40 000, размер
25 × 75 мм, толщина 200 мкм). Карбоксильные
группы на поверхности ПЭТ получали выдержи-
ванием пленки в 0.5 М растворе KOH в 96%-ном
этаноле в течение 60 мин при комнатной темпе-
ратуре. Карбоксильные группы активировали
0.1 М раствором дисукцинимидкарбоната в диме-

Рис. 1. Схема иммобилизации олигонуклеотидов-зондов на полиэтилентерефталатной подложке. Oligos – соответ-
ствующая последовательность олигонуклеотида; n = 0, 1, 2, 4, 8.
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тилсульфоксиде в течение ночи при комнатной
температуре.

Синтезировали набор олигонуклеотидов-зон-
дов: 5'-NH2-Spn-TTGTTCTGGTCCATGAAT-3'
(n = 0, 1, 2, 4, 8; Sp – спейсеры С-18 на основе
гексаэтиленгликоля); олигонуклеотид-мишень:
5'-ATTCATGGACCAGAACAA-Cy5-3'. Твердо-
фазный синтез олигонуклеотидов осуществляли с
помощью автоматического синтезатора ABI 394
DNA/RNA (Applied Biosystems, США) по стан-
дартному регламенту с использованием коммерче-
ских растворителей и реагентов. Последователь-
ность олигонуклеотида-зонда описана ранее [12],
последовательность олигонуклеотида-мишени
полностью комплементарна зонду. Спейсеры
синтезировали по амидофосфитной технологии из
коммерческих реагентов Glen Research (США).

Микрокапли растворов олигонуклеотидов-
зондов в буферном растворе Na2CO3/NaHCO3
(рН 10.2) наносили иглой робота-манипулятора
на активированную поверхность ПЭТ-подложки.
После инкубации и отмывки в ультразвуковой ба-
не на подложку наносили раствор олигонуклеоти-
да-мишени в гибридизационном буфере. После
инкубации подложку промывали SSPE-буфером
(Invitrogen, США). Флуоpеcцентные cигналы яче-
ек на подложке pегиcтpиpовали на поpтативном
анализатоpе (ООО “БИОЧИП-ИМБ”, Pоccия) с
лазерным возбуждением при 650 нм, запирающим
фильтром 716 ± 43 нм (Semrock, США) и цифро-
вой ПЗС-камерой. Изображения анализиpовали c
помощью пpогpаммы ImaGeWare (ООО “БИО-
ЧИП-ИМБ”, Pоccия). В спектральном диапазоне
флуоресценции красителя Cy5 полимерная под-
ложка из ПЭТ-пленки практически не флуорес-
цирует и не влияет на регистрируемые сигналы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработан метод иммобилизации олигонук-
леотидных зондов на поверхности ПЭТ-подлож-
ки. Показано, что увеличение длины спейсера,
связывающего зонд с подложкой, способствует
увеличению гибридизационного сигнала. Макси-
мальный гибридизационный сигнал достигнут
при использовании спейсера, содержащего во-
семь гексаэтиленгликолевых фрагментов.
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Effect of Spacers on DNA Probe Properties in Hybridization Analysis
R. A. Miftakhov*, S. A. Lapa*, V. E. Kuznetsova*, A. M. Zolotov*, V. A. Vasiliskov*, V. E. Shershov*, 
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A method of immobilizing oligonucleotides on the surface of a polyethylene terephthalate (PET) substrate
has been developed. Effectiveness of complementary binding of target oligonucleotide to oigonucleotides-
probes depending on long spacers of binding oligonucleotides-probes to substrate was investigated. It was
shown that an increase of the spacer length leads to an increase of the hybridization signal.
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Разработан и оптимизирован метод анализа на основе обратной транскрипции, полимеразной цеп-
ной реакции и аллель-специфичной гибридизации на биологическом микрочипе для определения
химерного транскрипта NUP98-NSD1 в образцах костного мозга при остром миелоидном лейкозе у
детей.
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ВВЕДЕНИЕ
Образование химерного гена NUP98-NSD1

происходит в результате транслокации t(5;11)
(q35.2;p15.4), которая встречается при остром ми-
елоидном лейкозе у детей в 3.8% случаев [1]. Дан-
ная транслокация – криптическая, пациенты с
такой перестройкой, как правило, относятся к
группе острого миелоидного лейкоза с нормаль-
ным кариотипом [2]. При экспрессии перестро-
енного гена образуется химерный транскрипт
NUP98-NSD1, в котором 12-й экзон гена NUP98
N-концом соединяется с 6-м экзоном C-конца гена
NSD1. Образуется химерный белок, в котором одна
часть аминокислотной последовательности отно-
сится к белку нуклеопорину 98 (NUP98), а другая
часть – к белку 1 с доменом SET, связывающим
ядерный рецептор (NSD1), который входит в се-
мейство гистоновых метилтрансфераз [3]. Считает-
ся, что наличие химерного гена NUP98-NSD1 – не-
благоприятный фактор течения заболевания, еще
более ухудшает прогноз присутствие реципрокной
транслокации NSD1-NUP98 [4].

Сложность обнаружения перестройки t(5;11)
NUP98-NSD1 заключается в том, что данная
транслокация не может быть выявлена при стан-
дартном цитогенетическом исследовании. Для
определения NUP98-NSD1 используют, как пра-

вило, молекулярные методы анализа, такие как
FISH, обратная транскрипция с полимеразной
цепной реакцией (ОТ-ПЦР), ПЦР в реальном
времени [5]. Однако данная транслокация – не ча-
стое событие, и она, как правило, не входит в чис-
ло мишеней в диагностических наборах для скри-
нинга транслокаций при лейкозах. В то же время
постановка дополнительных индивидуальных ре-
акций ОТ-ПЦР на редкие транслокации, выявля-
емые у небольшого количества пациентов, требует
затрат времени, реагентов и самого образца.

Параллельное выявление множества молеку-
лярных мишеней с помощью гидрогелевых био-
логических микрочипов показало себя эффек-
тивным для анализа 22 наиболее известных кли-
нически значимых хромосомных транслокаций
при лейкозах у детей [6]. Поэтому данный подход
был применен для определения транслокации
NUP98-NSD1 в настоящей работе. Разработан-
ный метод выявления химерного гена NUP98-
NSD1 позволит расширить панель анализируе-
мых хромосомных перестроек и повысить специ-
фичность молекулярной диагностики острого
миелоидного лейкоза у детей [7].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для разработки метода использовали кон-

трольные образцы РНК с ранее выявленным хи-
мерным транскриптом NUP98-NSD1 (положи-
тельный контроль) и образец, не содержащий из-
вестных перестроек (отрицательный контроль).

Сокращения: NUP98– нуклеопорин 98; NSD1 – белок 1
с доменом SET, связывающим ядерный рецептор.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 135-98-46; эл. почта:
nased@biochip.ru).
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Методика анализа включала обратную тран-
скрипцию с праймерами, специфичными для
транслокаций, далее кДНК была использована в
качестве матрицы в двухэтапной ПЦР. На втором
этапе в ПЦР-смесь добавляли Cy5-dUTP и полу-
чали флуоресцентно-меченый ПЦР-продукт, ко-
торый гибридизовали на биочипе с иммобилизо-
ванными зондами. Картины гибридизации для
различных образцов представлены на рис. 1. Се-
квенирование ПЦР-продукта показало, что при
образовании химерного транскрипта происходит
слияние экзона 12 гена NUP98 и экзона 6 гена NSD1

(рис. 2). Это соответствует картине гибридизации
на биочипе. Последовательности зондов пред-
ставлены в табл. 1. Наиболее яркое свечение на-
блюдается для зондов 2, 5 и 6, в дальнейшем эти
зонды будут использованы для включения в рас-
ширенную панель для анализа транслокаций при
лейкозах у детей.

Разработанный метод был использован для
поиска химерного транскрипта NUP98-NSD1 в
образцах пациентов с острым миелоидным лей-
козом (всего 36 образцов). Среди них для шести
образцов были получены положительные флуо-

Рис. 1. Картины гибридизации на биологическом микрочипе: (а) – образец без транслокации, наблюдаются флуорес-
центные сигналы от ячеек, содержащих маркер (М) и зонды для контрольного гена ABL: (б) – образец, содержащий
транслокацию NUP98-NSD1, 1, 2 – ячейки с зондом, комплементарным месту слияния двух генов (12-й экзон гена
NUP98 и 6-й экзон гена NSD1; 3, 4 и 5, 6 – ячейки с зондами, комплементарными последовательностям генов NUP98
и NSD1 соответственно; номера ячеек соответствуют номерам зондов в табл. 1.

(a) (б)

ABL ABL ABL ABL

M M M M

1

2

3

4

5

6

NUP98-NSD1

Рис. 2. Результаты секвенирования химерного ПЦР-продукта NUP98-NSD1. Пунктирной линией обозначено место
слияния 12-го экзона гена NUP98 и 6-го экзона гена NSD1. Схематично представлено распределение зондов 1–6 по
длине химерного ПЦР-продукта.
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ресцентные сигналы c NUP98-NSD1-зондами.
Наличие химерного транскрипта также проверя-
ли методом ОТ-ПЦР с последующим электрофо-
резом в 2%-ном агарозном геле. Длина выявлен-
ного продукта в NUP98-NSD1-положительных
образцах составила 550 нт, что соответствует рас-
четной длине химерного ПЦР-продукта, содер-
жащего перестройку NUP98-NSD1.

Для определения аналитической чувствитель-
ности метода РНК с NUP98-NSD1 смешивали в
пропорциях 1 : 10, 1 : 100, 1 : 1000, 1 : 10000 с РНК,
не содержащей данную перестройку, далее про-
водили анализ с использованием биочипа. Ниж-
ний предел обнаружения специфичных флуорес-
центных сигналов для NUP98-NSD1 соответство-
вал разведению исходной РНК в 1000 раз.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали 36 образцов костного
мозга пациентов с острым миелоидным лейко-
зом. Возраст пациентов от 1 года до 18 лет. Фрак-
цию лейкоцитов выделяли в результате гемолиза
образцов костного мозга в 0.8%-ном растворе
NH4Cl и центрифугирования при 1500 g в течение
10 мин.

В ходе обратной транскрипции была синтези-
рована кДНК на матрице мРНК, выделенной из
лейкоцитов костного мозга пациентов, с исполь-
зованием набора RNeasy Mini Kit (Qiagen, Герма-
ния). Для получения кДНК химерного гена были
подобраны праймеры, комплементарные участку
экзона гена, расположенного на 3'-стороне хи-
мерного транскрипта. В качестве контроля выде-
ления РНК и прохождения ОТ-ПЦР использова-
ли ген домашнего хозяйства ABL (ABL1), который
кодирует белок тирозин-протеинкиназу и экс-
прессируется во всех клетках. Реакцию обратной
транскрипции проводили в объеме 25 мкл с ис-
пользованием набора РЕВЕРТА-L (АмплиСенс,
Россия): 10 мкл RT-mix (АмплиСенс, Россия),
10 мкл РНК, 1 мкл ревертазы MMlv (АмплиСенс,
Россия), 5 пмоль специфичного праймера и
20 пмоль праймера ABL. Для наработки одноце-

почечного меченого фрагмента ДНК для гибри-
дизации на гидрогелевом микрочипе использова-
ли метод “гнездовой” ПЦР в два этапа, как опи-
сано ранее [8]. ПЦР проводили в термоциклере
T100 (Bio-Rad, США) по следующей программе:
95°С – 5 мин; далее 35 циклов: 95°С – 20 с, 62°С –
20 с, 72°С – 30 с; 72°С – 3 мин. В ходе первого этапа
происходила наработка двухцепочечного продук-
та на основе кДНК, на втором этапе в реакцион-
ную смесь добавляли 1 мкл ПЦР-продукта перво-
го этапа и проводили асимметричную ПЦР и
флуоресцентное маркирование конечного ПЦР-
продукта.

Последовательности праймеров для обратной
транскрипции: ABL1_ОТ 5'-GGACACACCATAG-
ACAGT-3', NSD1_OT 5'-CAAGAACTGGAGGC-3'.

Последовательности праймеров ПЦР этапа 1:
ABL1_Fex 5'-CAATGCCGCTGAGTATCTGCT-3',
NUP98_Fex 5'-GCTTGGTGCAGGAT-3' и
ABL1_Rex 5'-GCGTTCCATCTCCCACTTGT-3',
NSD1_Rex 5'-GCTAGAAGGCTTTCCTCTTC-3'.

Последовательности праймеров ПЦР этапа 2:
ABL1_F 5'-AGCTTCTTGGTGCGTGAGAGT-3',
NUP98_F 5'-TGCTGGACAGGCATCT-3' и
ABL1_R 5'-GCCACCGTTGAATGATGATGA-3',
NSD1_R 5'-CTTACCTTGTGCACCTGCTC-3'.

Флуоресцентно-меченый продукт второго эта-
па ПЦР гибридизовали на биочипе. Биочипы из-
готавливали методом фотоиндуцируемой сов-
местной полимеризации олигонуклеотидов и
компонентов акриламидного геля, как описано
ранее [6, 8]. Последовательности зондов приведе-
ны в табл. 1. Гибридизационная смесь с общим
объемом 35 мкл содержала 6× SSPE (Promega,
США), 2 М раствор гуанидин-изотиоцианата и
амплификат. Гибридизационную смесь полно-
стью денатурировали при 95°С, быстро охлажда-
ли на льду, наносили на биочип и инкубировали в
течение 10–12 ч при 37°С. Затем биочип отмыва-
ли в растворе 1× SSPE в течение 10 мин при ком-
натной температуре и высушивали.

Флуоресцентные сигналы регистрировали с по-
мощью анализатора биочипов (ООО “БИОЧИП-
ИМБ”, Россия), анализ изображения проводи-

Таблица 1. Последовательности зондов, иммобилизованных на биочипе

№ Название Последовательность (5'–3') Длина, нт

1 NUP98j_1 CCCAGTAGCTGTGCGGTCA–NH2 19
2 NUP98j_2 CCCCAGTAGCTGTGCGGTCAG–NH2 21
3 NUP98_1 CGACAGCCACTTTGGGCTTTGG–NH2 22
4 NUP98_2 GCCACTTTGGGCTTTGGAGCC–NH2 21
5 NSD1_1 TAGGAAGCCAAGCAAGTGGCT–NH2 21
6 NSD1_2 GAGAAGAAACGCCTTAGGAAGC–NH2 24
7 ABL1 TAATGGTACACCCTCCCTTC–NH2 20
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ли с помощью программы ImageWare (ООО
“БИОЧИП-ИМБ”, Россия). Секвенирование по
Сэнгеру проводили на автоматическом секвена-
торе 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems,
США) с использованием ПЦР-продукта первого
этапа и праймера NUP98_Fex или NSD1_Rex в
концентрации 5 пмоль.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработанный метод анализа с помощью био-
логического микрочипа специфично выявляет
химерный транскрипт NUP98-NSD1 в образцах
костного мозга пациентов с острым миелоидным
лейкозом. Чувствительность метода такова, что
позволяет обнаруживать одну лейкемическую
клетку среди 1000 нормальных клеток, что позво-
ляет проводить не только молекулярно-генетиче-
скую диагностику в острый период заболевания,
но и мониторинг минимальной остаточной бо-
лезни в ходе лечения. Далее планируется вклю-
чить разработанные наборы праймеров и зондов в
состав диагностической тест-системы для опре-
деления клинически значимых транслокаций при
лейкозах у детей.
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A. A. Bessonova*, L. G. Ghukasyan*, L. V. Baidun**, A. V. Chudinov*, and T. V. Nasedkina*, #

#Phone: +7 (495) 135-98-46; e-mail: nased@biochip.ru
*Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 32, Moscow, 119991 Russia

**Russian Children’s Clinical Hospital, Leninsky prosp. 117, Moscow, 119117 Russia

The method for identification of chimeric transcript NUP98-NSD1 in acute myeloid leukemia in children has
been developed and optimized based on combination of reverse transcription-polymerase chain reaction and
allele-specific hybridization on biological microchip.
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Синтезирован конформационно-фиксированный 5-(4-(диэтиламино)бензилиден)-2,3-диметил-
3,5-дигидро-4H-имидазол-4-тион. Установлено, что производное хромофоров флуоресцентных
белков, содержащее серу вместо кислорода в имидазолоновом фрагменте, характеризуется смещен-
ными в длинноволновую область спектра поглощением и испусканием и более высоким коэффи-
циентом экстинкции в сравнении с соответствующим производным, содержащим атом кислорода.
Показано, что данное соединение может быть использовано во флуоресцентной микроскопии в ка-
честве флуорогенного красителя для флуороген-активирующих белков на основе липокалина.

Ключевые слова: GFP, хромофоры, флуорогенные красители, флуоресценция
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ВВЕДЕНИЕ
Производные хромофоров флуоресцентных

белков – перспективная основа для разработки
систем флуоресцентного мечения. Удобные ме-
тоды синтеза и модификаций позволяют полу-
чать вещества с самой разной окраской и разны-
ми оптическими свойствами. Такие соединения
могут быть использованы для визуализации в ка-
честве флуорогенных лигандов для РНК и белков
[1–3], а также для окрашивания отдельных кле-
точных органелл [4, 5].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее нами было показано, что конформаци-

онно-фиксированный аминный аналог хромо-
фора GFP (соединение (I), схема 1) может быть
использован в качестве флуорогенного красителя
для некоторых мутантных форм белка Blc семей-
ства липокалинов [6]. Позднее мы также синтези-
ровали ряд аналогов этого соединения, характе-
ризующихся смещенными в длинноволновую об-
ласть спектра поглощением и испусканием [7].
Разработка таких красителей – важная задача,

т.к. поглощение света биологическими объекта-
ми в области 700–900 нм минимально. Настоя-
щая работа – продолжение этого исследования.
Известно, что введение в молекулу красителя ато-
мов серы может привести к смещению спектраль-
ных максимумов в длинноволновую область [8,
9]. Мы исследовали эффективность такой моди-
фикации на примере аминопроизводного хромо-
фора GFP (I). С помощью известного тионирую-
щего реагента Лавессона мы синтезировали тио-
производное (II) (схема 1).

Схема 1. Схема синтеза производного (II). LR – реа-
гент Лавессона (Lawesson’s Reagent), PhMe – толуол, 

THF – тетрагидрофуран.

Исследование оптических свойств полученно-
го соединения (II) и сравнение их со свойствами
предшественника (I) показало, что замена кисло-

Сокращения: GFP – зеленый флуоресцирующий белок
(Green Fluorescent Protein).
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рода на серу привела к заметным изменениям. На-
блюдается батохромный сдвиг спектральных мак-
симумов на 80–120 нм (рис. 1). Величина кванто-
вого выхода флуоресценции соединения (II)
варьирует в диапазоне ~10–20% и в меньшей степе-
ни зависит от используемого растворителя (табл. 1).
Также было обнаружено двух-трехкратное увеличе-
ние коэффициента экстинкции (табл. 1).

На следующем этапе работы мы продемон-
стрировали, что новое тиопроизводное (II) мо-
жет быть использовано как лиганд для мутанта
Blc-A36C/L141N (названного ранее DiB1) [7]
для окрашивания живых клеток линии HeLa Kyoto,
трансфицированных конструкцией H2B-TagBFP-
DiB1. Использование такой конструкции позволи-
ло не только оценить возможность применения со-
единения (II) в качестве флуорогена белка DiB1, но
и исследовать селективность окрашивания этой
метки. Так, при добавлении тиопроизводного (II) в

клеточную среду наблюдалось появление флуорес-
центного сигнала в красном канале (от пары
DiB1–соединение (II)), который полностью со-
ответствовал сигналу в синем канале (от белка
BFP) (рис. 2), что говорит о селективности окра-
шивания предложенной нами пары белок–флуо-
роген и отсутствии нецелевого окрашивания.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Оборудование. Спектры ЯМР (δ, м.д.; J, Гц) ре-

гистрировали на приборе Fourier 300 (300 МГц;
Bruker, США) при 303 K в CDCl3 (внутренний
стандарт – Me4Si), спектры поглощения – на
спектрофотометре Cary 100 Bio (Varian, США),
спектры флуоресценции – на спектрофлуоримет-
ре Cary Eclipse (Varian, США). Температуры плав-
ления определяли на приборе SMP 30 (Stuart Sci-
entific, Великобритания) и не исправляли. Масс-
спектры высокого разрешения записывали на
приборе micrOTOF II (Bruker, США), ионизация
электрораспылением.

Синтез. Соединение (Z)-5-(4-(диэтиламино)-
2-(дифторборанил)бензилиден)-2,3-диметил-
3,5-дигидро-4H-имидазол-4-он (I) синтезирова-
ли согласно описанной ранее методике [10].

(Z)-5-(4-(Диэтиламино)-2-(дифторборанил)
бензилиден)-2,3-диметил-3,5-дигидро-4H-ими-
дазол-4-тион (II). К раствору соединения (I)
(150 мг, 0.5 ммоль) в 8 мл смеси толуол–тетрагид-
рофуран (1 : 1) добавляли 2,4-бис(4-метоксифе-
нил)-1,3,2,4-дитиадифосфетан-2,4-дисульфид
(реагент Лавессона) (405 мг, 1 ммоль) и кипятили
в течение 10 мин. Затем реакционную смесь охла-
ждали до комнатной температуры и упаривали на
роторном испарителе. Полученный продукт до-
полнительно очищали с помощью колоночной
хроматографии (элюент хлористый метилен–эта-

Рис. 1. Спектры абсорбции (пунктир) и эмиссии
(сплошная) соединений (I) (черный) и (II) (оранже-
вый) в ацетонитриле.

450 500 550 600 650 700
Длина волны, нм

Н
ор

м
ал

из
ов

ан
на

я 
эм

ис
си

я

Н
ор

м
ал

из
ов

ан
на

я 
аб

со
рб

ци
я

Таблица 1. Оптические свойства соединений (I) и (II) в разных растворителях

Примечание: данные для соединения (I) взяты из статьи Baranov et al. [10].

Растворитель Соединение
Максимум 
абсорбции,

нм

Коэффициент 
экстинкции,

M–1 см–1

Максимум 
эмиссии, нм

Квантовый выход 
флуоресценции, 

%

Вода (I) 520 54000 563 3
(II) 611 98000 627 9

Метанол (I) 505 48000 557 22
(II) 613 137000 630 8

Ацетонитрил (I) 494 46000 554 31
(II) 614 114000 632 10

Этилацетат (I) 492 47000 538 63
(II) 609 105000 631 16

Диоксан (I) 497 51000 538 72
(II) 610 98000 630 23
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нол, 97 : 3). Фиолетовый порошок (85 мг, 50%);
т. пл. ~ 250°C с разложением; 1H-ЯМР: 7.78 (с,
1 H), 7.43 (д, J2 8.9, 1 H). 7.13 (с, 1 H), 6.63 (дд,
J2 8.9, 2.7, 1 H), 3.62 (с, 3 H), 3.56 (кв, J2 7.0, 4 H),
2.83 (с, 3 H), 1.29 (т, J2 7.0, 6 H); 13C-ЯМР: 177.2,
156.3, 153.1, 137.9, 135.3, 134.4, 124.1, 115.6, 111.9,
45.2, 30.3, 29.7, 12.8; HRMS (ESI) m/z: найдено
М 316.1478; рассчитано для C16H20BFN3S+, [M]+

316.1450.
Флуоресцентная микроскопия. Клеточную ли-

нию HeLa Kyoto выращивали в среде DMEM
(ПанЭко, Россия) с 50 ед./мл пеницилина,
50 мг/мл стрептомицина (ПанЭко, Россия), 2 мМ
L-глутамина (ПанЭко, Россия) и 10% бычьего
сывороточного альбумина (HyClone, Thermo Sci-
entific, США) при 37°C и 5% CO2. Для временной
трансфекции конструкцией H2B-TagBFP-DiB1
использовали трансфекционный агент FuGENE 6
(Promega, США). Непосредственно перед съем-
кой среду DMEM заменяли на раствор Хэнкса
(ПанЭко, Россия) с 20 мM HEPES (Sigma, США).

Широкопольную флуоресцентную микроско-
пию проводили с помощью микроскопа Leica
6000 (Leica, Германия) с объективом HCX PL
APO 100×/1.40-0.70NA. Микроскоп оснащен ка-
мерой Zyla sCMOS (Andor, Oxford Instruments,
Великобритания) и источником света CoolLED
pE-300. При съемке использовали фильтры BFP и
mCherry. Концентрация флуорогена в среде со-
ставляла 5 мкМ, мощность облучения – 2 В/см2 в
синем канале (фильтр BFP) и 3.4 В/см2 в красном
канале (фильтр mCherry).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
5-Бензилиден-4H-имидазолтионы – высоко-

перспективная основа для создания флуороген-
ных красителей, характеризующаяся смещенны-
ми в длинноволновую область спектра поглоще-

нием и испусканием. Такие соединения могут
быть использованы в качестве лигандов флуоро-
ген-активирующих белков для окрашивания жи-
вых клеток во флуоресцентной микроскопии.

ФОНДОВАЯ ПОДДЕРЖКА

Исследование выполнено при финансовой под-
держке Российского научного фонда (проект № 18-73-
10105).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Настоящая статья не содержит описания каких-ли-
бо исследований с участием людей и использованием
животных в качестве объектов.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта инте-
ресов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Paige J.S., Wu K.Y., Jaffrey S.R. // Science. 2011.

V. 333. P. 642–646. 
https://doi.org/10.1126/science.1207339

2. Filonov G.S., Moon J.D., Svensen N., Jaffrey S.R. //
J. Am. Chem. Soc. 2014. V. 136. P. 16299–16308. 
https://doi.org/10.1021/ja508478x

3. Myasnyanko I.N., Gavrikov A.S., Zaitseva S.O.,
Smirnov A.Yu., Zaitseva E.R., Sokolov A.I., Maly-
shevskaya K.K., Baleeva N.S., Mishin A.S., Bara-
nov M.S. // Chem. Eur. J. 2020. V. 27. P. 3986–3990. 
https://doi.org/10.1002/chem.202004760

4. Li X., Zhao R., Wang Y., Huang C. // J. Mater. Chem. B.
2018. V. 6. P. 6592–6598. 
https://doi.org/10.1039/C8TB01885E

5. Ermakova Y.G., Bogdanova Y.A., Baleeva N.S., Zaitse-
va S.O., Guglya E.B., Smirnov A.Yu., Zagudaylova M.B.,

Рис. 2. Флуоресцентная микроскопия живых клеток HeLa Kyoto, временно трансфицированных конструкцией, коди-
рующей H2B-TagBFP-DiB1, в синем (а) и красном (б) каналах. Конечная концентрация соединения (II) в растворе –
5 мкМ. Масштабный отрезок – 10 мкм.

(а) (б)



852

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 6  2021

МЯСНЯНКО и др.

Baranov M.S. // Dyes Pigm. 2019. V. 170. P. 107550. 
https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2019.107550

6. Bozhanova N.G., Baranov M.S., Klementieva N.V., Sarki-
syan K.S., Gavrikov A.S., Yampolsky I.V., Zagaynova E.V.,
Lukyanov S.A., Lukyanov K.A., Mishin A.S. // Chem. Sci.
2017. V. 8. P. 7138–7142. 
https://doi.org/10.1039/C7SC01628J

7. Bozhanova N.G., Baranov M.S., Baleeva N.S.,
Gavrikov A.S., Mishin A.S. // Int. J. Mol. Sci. 2018.
V. 19. P. 3778. 
https://doi.org/10.3390/ijms19123778

8. Ohulchanskyy T.Y., Donnelly D.J., Detty M.R.,
Prasad P.N. // J. Phys. Chem. B. 2004. V. 108.
P. 8668–8672. 
https://doi.org/10.1021/jp0370674

9. Grimm J.B., Tkachuk A.N., Xie L., Choi H., Mohar B.,
Falco N., Schaefer K., Patel R., Zheng Qi., Liu Z., Lip-
pincott-Schwartz J., Brown T.A., Lavis L.D. // Nat.
Methods. 2020. V. 17. P. 815–821. 
https://doi.org/10.1038/s41592-020-0909-6

10. Baranov M.S., Solntsev K.M., Baleeva N.S., Mishin A.S.,
Lukyanov S.A., Lukyanov K.A., Yampolsky I.V. //
Chem. Eur. J. 2014. V. 20. P. 13234–13241. 
https://doi.org/10.1002/chem.201403678

Conformationally Locked 5-Benzylidene-4Н-Imidazolthion as Fluorogenic Dye
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We report novel conformationally locked 5-(4-(diethylamino)benzylidene)-2,3-dimethyl-3,5-dihydro-4H-
imidazole-4-thion. Derivatives of conformationally locked chromophores of the f luorescent protein contain-
ing sulfur instead of oxygen in the imidazolone fragment are characterized by red-shifted spectra and higher
extinction coefficient relative to the corresponding derivative containing an oxygen atom. That compound
can be used as f luorogenic dyes for lipocalin-based fluorogen-activating proteins in f luorescent microscopy.

Keywords: GFP, chromophores, fluorogenic dyes, fluorescence


